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ABSTRAK
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Judul Tesis : Hambatan Karsinogenesis Ekstrak Biji dan Bungkil

Kedelai pada Kolon Mencit: Fokus pada Apoptosis,
Displasia, Hiperplasia, dan Mitosis

Kanker colorekta psehatan masyarakat yang
utama. Bany; kedelai memiliki
kemampugai elidiki hambatan
karsinogenesi . " ( al (EB) vang
mengan i : pénelitian ini
meRggu [ antan Swiss | : . ' ang: diinduksi
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ApBof asta, hiperplas itosis merupaka: rjadinya
katShegenesis kolon. Hasilny i@n ekstrak biji d kedelai

Kan ap S 0,0 ‘ ditu leh EK,
( ma/ 20 B) (p=,8,009%8l5 3hma/, . 200r BB mberian
eks fan bun€ e k plasia (0% gan efek
terBaikeditanjukkan oleh (2 Dgr 1BB)(p=0,0002) dag 200 mg/

20gr '‘BBY(ps 0,003). Pd bifi bungkil kedeta™menurunkan
hiperplasia® (0,000), denganere] h grtemtikkan oleh B 00 mg/ 20gr
BB)(p=0, 02): Pembertanekstrak biji dan
bungkil : ’ 3 - ;:‘-; gibaik ditunjukkan
oleh EKj )(p=0,00¢ 200 BB)(p= 0,173).
Pemberian ekstrai Dill g8 {menghambai karsinogenesis kolon
ditinjau dari menirgkeé Jopk n erkurangriya displasia, hiperplasia,

dan mitosis sel.

Kata kunci : Azoxymethane, Apoptosis, Displasia, DSS, Hiperplasia, Kedelai,
Lunasin, Mitosis

Vi Universitas Indonesia

Hambatan karsinogenesis..., Anindini Winda Amalia, FFarmasi Ul, 2017



ABSTRACT

Name . Anindini Winda Amalia
Program Study . Magister Herbal
Title . Inhibition of carcinogenesis by seed and soybean meal

extract in colon of mice: apoptosis, dysplasia,

Ritosis

Colon cancer j prove that soybeans
shown i : ly@investigates the
inhibitigARGf G518 > : 0 meal extract
(EB)Eca 00 c [ udy use male
Sw i e aged , S pFazoxymetha z mg / kg)
angd : ' . Apg plasia and
m amarker of colon cagginogeéfesisgifne result is thE PrOVASIO soybean
seg ¥hean meakmiiacrease@poptosisip = 0.08dgyith thé s shown
b 50 g Ogr BEYR. —10.0908) fang (75 Mgi0gr BB) (pi= 0.436).
Sa and so : re y/Splaste ith the

bes : own by EK38200 ) BBIMp = 0.0002) and"EB3’ (200 mg /
209 p = 0.003). Sgyle : aGl anek soybean mead decrease
hypeW’ p=0.000), by EK3 (ZOWOgr BB) (p
= 0.000W EB3 (200 ; QI00R)Soybea and soybean
meal extract deg -ng:' )\ {;?h st shown by EK3 (200
mg / 20griBBY{es:L.003 FandiEBTH7S" Mg ¥i200r BE L tp=10173). Soybean seeds
and soybean gt*can_ inhibitseolon Care N terms of increase
apoptosis and dewa '@ S| w

Kata kunci : Azoxymethane, ApOpt@sis,” Dysplasia, DSS, Hyperplasia, Lunasin,

Mitosis, Soybean

Vii Universitas Indonesia

Hambatan karsinogenesis..., Anindini Winda Amalia, FFarmasi Ul, 2017



KATA PENGANTAR

Puji Syukur saya panjatkan kehadirat Allah SWT karena atas berkat rahmat dan
rahimNya saya dapat menyelesaikan tesis yang berjudul ‘“Hambatan
Karsinogenesis Ekstrak Biji dan Bungkil Kedelai pada Kolon Mencit: Fokus
pada Apoptosis, Displasia, Hiperplasia, dan Mitosis”. Penulisan tesis ini

dilakukan dalam rangka memenuhi_salah satu syarat untuk mencapai gelar

Magister Sains pada Fakultg s Indonesia.

Saya menyadari baifilfe , dafisberbagai pihak, dari awal
kuliah sampaij ) , saya mengucapkan
terima
(1) Pgof. yang telah

da an - untuk aya  dalam

gen [PEmhinbing 1L atas segadngan dan

alam pefyusunantests i

(2) rdi, MS, selaku d

(3) VIS sela 0 C ikan b saran;

4 S, u MeRguji 11 yan mberikan
® 3 K& A
.u yaMIah memberikan

ia Agustin,

bi dan saran;

(5) Dr. Awiglf Bah

bimbingan (3

(6) Prof. Dr. B Si AP

Farmasi UnivU|
(7) Bapak dan ibu pengaja iS H‘!.I?‘

atas ilmu pengetahuan dan bantuan yang talah diberikan selama menempuh

di Magister Fakultas

=

as Farmasi Universitas Indonesia

pendidikan di Magister Herbal;
(8) Seluruh teknisi Pusat Biofarmaka LPPM-IPB atas dukungannya;
(9) Teknisi laboratorium patologi eksperimental FK Ul, atas dukungan penelitian in

Vivo;

viii Universitas Indonesia

Hambatan karsinogenesis..., Anindini Winda Amalia, FFarmasi Ul, 2017



(10) Seluruh teman-teman S2 Herbal Universitas Indonesia yang selalu
memberikan doa, dukungan, dan semangat kepada penulis;

(11) Orang tua dan keluarga saya yang telah memberikan bantuan dukungan
material dan moral; dan

(12) Sahabat yang telah membantu saya dalam menyelesaikan tesis ini.

Akhir kata, saya berharap Allah SWT berkenan membalas segala kebaikan semua
pihak yang telah membantu. Besar harapan penulis agar karya ini dapat bermanfaat

bagi kita semua dan dapa R._pengembangan ilmu pengetahuan

ifa gonesia.

N2
=

khususnya bagi

o Y.¥. -
N AR
w{&)™

Hambatan karsinogenesis..., Anindini Winda Amalia, FFarmasi Ul, 2017



DAFTAR ISI

HALAMAN JUDUL ....ooiiiiiiiiii e [
LEMBAR PENGESAHAN. ......cooiiiiiiii s iii
PERNYATAAN ORISINALITAS ... v
LEMBAR PERSETUJUAN PUBLIKASIILMIAH ......................... v
ABSTRAK vi
KATA PENGANTAR ... viii
DAFTAR IST ool X

DAFTAR GAMBAR ......... ol i ..o Xiii
DAFTAR TABE - ’ y R Xiv
DAFTAR AKR / B XV

1. PENJ

141. . ... . 1
2. T, . W WA 4
.......... 5
I OmMUmEE,...... 5
3.2, Tujuan Khusus .8 .... 5
otesis;Penelitian........ 5
ants *nelitian. .. S . ol e 6
anfad i . ... 6
Manfaat Pr, 5 HE  S T 6
2. T'_JN PUSTAR

2.1. er KolOTawgar. . i o W e ... W 7
2.1 ; f‘#' dan DS punllat . .............. 7
2.0 Al pl@elcio b R . e 9
2.1.3. PeliyeDab L 10
2.1. 3 mEakiogint 10
2.1.3.2. FaR‘ 10
2.1.4. Tanda dan Gejala 11
2.1.5. PalOQENESIS ...c.vvevieiiieieeiesieesie e see e ie et ae e nne s 12
2.1.5.1. Adenoma-carcinoma SeqUENCE..........ccccvverveeeereeenees 13
2.1.5.2. Jalur HNPCC ... 16
2.1.5.3. JalUr de NOVO.......ooviiiiiiiiiieieeee e 16
2.1.5.4. Jalur colitiS Cancer .............ccovvvereiirieneennannnn, 17
2.2. Karsinogenesis KoloreKtal ... 17
2.3. Model Kasinogenesis Kolorektal dengan Induksi Azoksimetan 21

(AOM) dan Dextran Sodium Sulfate (DSS) .......ccoceevrirriincieiinien

X Universitas Indonesia

Hambatan karsinogenesis..., Anindini Winda Amalia, FFarmasi Ul, 2017



2.4, ASPITIN oo 26

2.5, KBUBIAT ..o 30
2.6. LUNASIN ...outitii e 32
2.7, APOPLOSIS ..ottt 35
2.8.Lesi Premaligna Kanker Kolorektal .............cccooevieiieiiiiciicieins 38

2.8.1. HIPErPIasia .....ccoveiveeiicie et 40

2.8.2. DISPIASIA ...cvveeeeciiecieeie et 40
2.9, IMIITOSHS .ottt bbbt 42
2.10 EKSLrAKST ...ouveeniiiiieiiieiceie ettt 43
2.11 Kerangka KONSEP .....ccviiiiiiiciieieiiesiesie st 47

3. METODOLOGI P

3.1. Desain B : ; : e TR 48
3.2. Temp 48
3.3. 48
48
49
an 49
....... 49
Alat PeneI|t1 X 50
eter sigaphisia ..... ... [0 ... 50
4.1, OoskopTHle... J.. B0 I¥... 50
Pene : B .. 50
.3. Penetdpa 50
y 4. Penetapa 51
ﬁl Penetapa 51
3.5 sur Pelaks A & 52
3.6. Pemb ﬂ';’? rak3| a3 L 52
| pla _—......... 52
3.6.2 S aksigBijindan Bungkil Kedelai™................ 53
3.6.3. diing vtode HPLC ... 53
3.6.4. Pembuat strak il Kedelai ............... 54
3.7. Parameter EKStrak .......... 0. ....oeoeeeeeeeeee e sieeee e 55
3.7.1. Penetapan Kadar Ail ......cccccovivveervieeneninseeseese e 55
3.7.2. Penetapan Kadar Abu ............cccovvviiiiiiiiiiin, 95
3.7.3. Penetapan Kadar Abu Tak Larut Asam ...................... 35
3.7.4. Penetapan Cemaran Mikroba ...............ccccevviiinnnnnn. o6
3.7.5. Penetapan Cemaran Logam Berat ............................ S7
3.8. Identifikasi Senyawa Fitokimia ..................cccooeiiiiiiiiiinni, 58
3.9. Pengujian In Vivo Hambatan Karsinogenensis pada Kolon Mencit 60
3.9.1. Populasi dan Sampel ..........cccevvivieiiieieiecrere e 60
3.9.2. Jumlah Sampel ......cocooveiiiic e 60

Xi Universitas Indonesia

Hambatan karsinogenesis..., Anindini Winda Amalia, FFarmasi Ul, 2017



3.9.3. EtIKA PENEITIAN .eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenenenee 62

3.9.4, CAra KErJA ...ccveieieieiee i 62
3.9.5. Pewarnaan Hematoksilin dan E0SiN ........ccccccevvvniiiniennenne 63
3.9.6. Pewarnaan Imunohistokimia Caspase-3..........ccccvvrvrvennenn 64
3.9.7. Intepretasi Pengamatan Hispatologi ...........c.cccecvevveriennnnne. 65
3.9.8. Intepreatasi Hasil Ekspresi Caspase-3 ..................o..... 65
3.10. Identifikasi Variabel ..o 66
3.11. Definisi Operasional ............cccoevuiiiiiiiiiiiiiiiniiinenne. 66
3.12. ANALISIS DALA ...ocveevieiiecieciiee e 67

4. HASIL PENELITIAN DA& MBAHASAN

4.1. EKSraksi ............ . 0se et st ettt . ...........ccvvveenrreeinrneennnns 68
4.2. Pengujiai
43 Param

3 By T 68

DO 70

P i B 70
........ 73

2 . 9 74

rian EKS = "p Kedelal 78

JA'

Pemberia str iji d@Bungkil 80
84
garuh Pembe 86

erplasia ...... - oy . &
aruh Pembe ok B G 38

5. KES] ' HANSA
5.1. T . 89
5.2. Saran .l all Y e B 89
xii Universitas Indonesia

Hambatan karsinogenesis..., Anindini Winda Amalia, FFarmasi Ul, 2017



Gambar 2.1.
Gambar 2.2.
Gambar 2.3.

Gambar 2.4.
Gambar 2.5.
Gambar 2.6.
Gambar 2.7.
Gambar 2.8.
Gambar 2.9
Gambar 2.1

Gambar
Gambar 3.
Gambar 4
Gambar 4.2
Gambar 4.3
Gambar 4.4
Gambar 4.5
Gambar 4.6
Gambar 4.7
Gambar 4.8
Gambar 4.9
Gambar 4.10
Gambar 4.11
Gambar 4.12
Gambar 4.13

DAFTAR GAMBAR

Anatomi Kolon dan Rektum Normal .............ccocoovvvinieneninnns 7
Histologi USUS BESAN .........ceoveiiiiiiiiieeeeecee e 8
Peningkatan Laju Pembelahan Sel dan Penurunan Laju 12

Apoptosis yang Memicu Perkembangan Tumor ...........c..c.......
Jenis Karsinogenesis Korektal pada Manusia.................... 13
Mekanisme KarsinOgeNESIsS ........ccevveveieieieerieneseseeesie e 20
Metabolisme AZOKSIMELAN .........cccviivriniiniieie e 22
Jalur Sinyal AZOKSIMEtAN M ................cceovviieiiiiiiiiciieie 24
Histoloqi C L 26
t . ORI 26
3 27

00¢ N
isme Molekuler Aspirin ... A e 29
cinemax) L. 30
kanisme Tl o 34
ROPLOSISaT. ... 38
................. 39
..................... 42
................................. 43
........ 47
48
Bungkil oy .. 49
Skema F ' DR .................... R ... 52
Alur PenelitiainsHambat AiSiNogenesi }wncit 63
AT TN — 66
Hasil Bks o B skii-Kedelai ....... 68
o T1t0ka R [KalOTO N . 75
S fitokimia, " ................... 76
Hasil skrinifig fi 2 Siero id .o 76
Hasil skrining fito polifenol/tanin ......................... 7
Hasil skrining fitokimia saponin..............c...ccceeviieiiienn... 77
Rerata Berat Badan Mencit ................cooooiiiiiiiiinnn.. 78
Grafik Rerata Skor Apoptosis ........ovvvvviiiiiiiieiinneennnn. 80
Gambaran Imunohistokimia Caspase-3................cccoeuenes 81
Grafik Rerata Skor Displasia ...........ccoeiviiiiiiiiiiiiiinninn 84
Gambaran HE Displasia ...........ccceviiiiiiiiiiiiiiieei e, 85
Grafik Rerata Skor Hiperplasia ...........cccooivviiiiiiiinnnn. 87
Grafik Rerata SKOr MitOSis ........ooeeviiiiiiiiiieiiiiiiiee e, 88

Xiii Universitas Indonesia

Hambatan karsinogenesis..., Anindini Winda Amalia, FFarmasi Ul, 2017



DAFTAR TABEL

Tabel 3.1. Kelompok Perlakuan .. e 01
Tabel 4.1. Sisa pelarut fosfat dalam ekstrak PBS bljl dan bungkll 69
KEUBIAI. ... oo
Tabel 4.2. Parameter biji kedelai varietas grobogan ............cccevvrnne. 70
Tabel 4.3. Parameter ekstrak biji dan bungkil kedelai ...................... 71
Tabel 4.4. Kandungan lunasin pada ekstrak biji dan bungkil kedelai ..... 74
Tabel 4.5. Hasil skrining fitokimia ekstrak kedelai dan bungkil kedelai 75

(S
-
Y WY

/,
=
s

!"F

Xiv Universitas Indonesia

Hambatan karsinogenesis..., Anindini Winda Amalia, FFarmasi Ul, 2017



DAFTAR AKRONIM

ACF : Aberrant Crypt Foci

AOM : Azoksimetan

APC : Adenomatous Polyposis Coli
CD : Crohn Disease

COX : Cyclooxygenase

CRC : Colorectal Cancer

DSS : Dextran Sg@
.‘ a

fl&

etil Azok 2

= ivat oteip s
: Microsatelliteiinstabilit
Juclear of-kE

: Phe Dijg ate 3-K

: Phosp ¥I| M ina
. Prostaglancis

TG FiB! ‘“ ,::" -‘i\
ucC 4 »

XV Universitas Indonesia

Hambatan karsinogenesis..., Anindini Winda Amalia, FFarmasi Ul, 2017



BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kanker merupakan salah satu penyebab morbiditas dan mortalitas di seluruh
dunia, terdapat sekitar 14 juta kasus baru dan 8,2 juta kematian terkait kanker
pada tahun 2012. Kanker paru, kanker hati, kanker lambung, kanker kolorektal,
kanker payudara, dan kanker esofagel adalah penyebab terbesar kematian akibat

kanker setiap tahunnya. Kag galorectal cancer, CRC) menempati

posisi ketiga (leptiRee! " pefiparu (1,2 juta kasus) dan
kanker payyda

menyatakan

am aKi an perempuan,

0% dakktotal) " dan. .o erempuan

ptal) #Hampir 55% rjadi di

erfifggi tefjasiadi Au elandia
d anita sebanyak 32,2 per 100.000),

yanyak 44,5

afigka kejadie ika Barat (laki-la! 4.5 per

100 wanita seba : 10g) TWARC, 2012).
ﬁanyak terjadi OI*REYe famuin. tidak dipu m:;t ini angka
kejadian Kkake @? ga . ;h a Hl negara-negara
berkemba¥ng puteriadl Karena DEINaHaknt Pimasyarakat antara

lain: peningkatangkonsum Ging o ipalabagmnenurunnnya konsumsi
makanan berserat (bu-"iﬂ 1wi' n)ieeningkatan berat badan (obesitas),
aktifitas fisik yang rendah, me¥@kok, dan asupan alkohol yang tinggi

(Theodoratou, Farrington, Tenesa, McNeill, Cetnarskyj, Korakakis, et al, 2014).

Prevalensi CRC di Asia Tenggara meningkat tiap tahunnya. CRC di Asia
Tenggara sebanyak 6,95/100.000 populasi. Hal tersebut cukup rendah bila
dibandingkan dengan insiden yang terjadi di negara-negara maju, namun lebih
tinggi bila dibandingkan dengan insiden yang terjadi di Sub Sahara Afrika (KokKi,
Papana, Campbell, dan Theodoratou, 2013).
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CRC merupakan salah satu masalah kesehatan yang ada di Indonesia dan
saat ini menempati urutan kanker nomor tiga paling banyak terjadi diantara
kanker yang lain. Insiden CRC di Indonesia per 100.000 penduduk adalah 19,1
untuk laki-laki dan 15,6 untuk wanita (Ferlay, Shin, Forman, Mathers, dan Parkin,
2010). Insiden CRC di Indonesia lebih rendah daripada insiden di Australia,
Selandia Baru, dan Eropa Barat, namun insiden kasus CRC di Indonesia termasuk
tinggi karena negara ini menempati urutan keempat populasi penduduk terbesar di
dunia dengan lebih dari 235 juta penduduk (Abdullah, Sudoyo, Utomo, Fauzi, dan
Rani, 2012).

Pasien Ch ] S 3 - ia lebih muda bila
dibandingkn ] : 30% kasus berusia
40 tahun ats 2 [ 5 2 sedangkan di negara

ore;s\Wel, Yeh,

Jara maju

er (Turkiewie
gmet al, 1

ullivan,

gkan di

I ' &l sporadiKeaimenino s ejadianrTy da ma3 roduktif
hdullah, "Sudoye, ) Jan* Rani, 26 tersebut
njadi masalahikesgha M di, Indonesia. d
”Ptan kanker Sampa oSt dilakukan Hembedahan,
kemoterapi, dagdfeCiia A Jan ke "L-‘:‘\j, ih belum memberikan

hasil yang@me ieRbtala_Dada KaOKer A7aR i stastasis, karena

selektivitas daw ah, sehingga dapat
menimbuklan efek s m‘@ 'wu" ( uningsih, 2010). Hal ini yang

menjadi pendorong untuk mencarf®@bat kanker baru yang lebih selektif dan
sensitif. Saat ini telah banyak penelitian untuk mencari obat kanker dengan bahan

alam yang diyakini dapat menekan efek samping tersebut.

Salah satu pemakaian bahan alam untuk terapi kanker adalah dengan
menggunakan kedelai. Protein yang ada di kedelai diketahui dapat menghambat
pertumbuhan kanker kolon. Sebuah studi dari Rayaprolu, Hettiarachchy, Chen,
Kannan, dan Mauromostakos (2013) menunjukkan bahwa peptida yang berasal
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dari bungkil kedelai secara signifikan menghambat pertumbuhan sel sebesar 73%
untuk kanker kolon (HCT-116). Pada sebuah studi meta-analisis dan kontrol studi
kasus menunjukkan konsumsi kedelai dapat mengurangi risiko CRC secara
signifikan terutama pada populasi orang Asia (Yu, Jing, Li, Zhao, & Wang, 2016).

Lunasin, turunan bioaktif peptida dari kedelai sebagai peptida baru yang
diperoleh dari ekstraksi biji kedelai telah diteliti memiliki dampak positif pada
sejumlah fungsi fisiologis dalam tubuh. Lunasin terdiri dari 43 residu asam amino

dengan berat molekul 5,5 kDa. Padamheberapa penelitian, lunasin menunjukkan

efek antioksidan, anti-inflg
dalam tubuh (L al;

mengatur biosintesis kolestrol

kuat melalui
nresi NF-kB
dengan
dj. Protein
jan jgaFfomotor E2F da menjaga
oein E1A

aiston | 10 stelilasi

gleh O

StoNe acetyltransigras : dapat bersaing“dengan HATSs

untuk atan dengan deasitilasi his ti®daldin menghentika ripsi dan

memb apoptosis, etk Efjadi pert’iatian sel men;j normal yang

membuat Suprg ﬁ E‘ﬁ ngambil alih sebagai

¥

supresor 0 AiEeaall SEIeKUE MEMBURUR.Sel jerbah (Hernandez-
Ledesma& de LW @ ) mbuat lugasin menjadi salah satu
bahan alam yang dapat dirg a "iwl‘r :bL Kemopreventif untuk mengatasi
kanker.

Studi dengan sel kanker kolon secara in vitro menunjukkan lunasin
menyebabkan fase siklus sel G2/M arrest dan menginduksi apoptosis jalur
mitokondria. Hal ini mengakibatkan peningkatan aktivitas caspase-9 dan aktivitas
caspase-3 (eksekutor apoptosis) pada sel kanker kolon H-29 dan KM12L4 yang
diberi lunasin (Dia & de Mejia, 2010). Mekanisme ini menunjukkan bahwa

lunasin dapat menginduksi apoptosis pada sel kanker kolon manusia.
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Pemberian lunasin secara in vivo dengan injeksi intraperitoneal (4 mg/kg
BB hari) mengurangi metastasis kanker kolon secara signifikan. Namun
pemberian secara oral (20 mg/kg BB) tidak signifikan mengurangi metastasis
kanker kolon (Dia & de Mejia, 2013). Hal ini yang menjadi salah satu alasan
penelitian ini dilakukan, karena belum ada penelitian lebih lanjut tentang
pemberian lunasin pada dosis oral untuk menghambat preneoplasia kanker kolon

secara in vivo.

Perubahan sel epitel normal g.besar menjadi CRC merupakan akumulasi

perubahan molekuler gengii gangguan dalam pertumbuhan

sel, diferensiasi D : ) I merubah homeostasis
antara preiifi a ) 8 | besar dan selama
perkembanga S 3 ara progresif.

iperplasia
dan pada
poptosis
003).

au lebih

suganeuktip memberikan jgfek erh@dép promosi tumo nencit atau
tiku 14 minggu (SHZU, e, Tenaka, 2005). Keunttingan yang
diper@i model ipi acatah . grsogen yang po IWﬂt‘man, valid,
well appreciatgg .(i"i.l"rl g 2carc l'ﬁ \ r% Yasui, Sugie,
Tanaka, 200 kSl ATV _embarTianHasi 3 dengan kanker

kolorektal sporadik manusiapfala B 1l engan bahan promosi
dan preventif (Rosenberg d '.w-‘ b

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui efektifitas ekstrak biji dang
bungkil kedelai pada hambatan karsinogenesis kolon mencit yang dinduksi

Azoksimetan (AOM) dan dextran sodium sulfate (DSS) dengan berfokus pada
apoptosis, hiperplasia, displasia, dan mitosis sel epitel kolon mencit.

1.2 Rumusan Masalah
Prevalensi dan mortalitas penyakit kanker kolorektal terus meningkat.
Lunasin dari kedelai dipercaya memiliki aktivitas kemopreventif, dapat dijadikan
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salah satu pilihan untuk mengatasi kanker kolorektal. Apoptosis, displasia,

hiperplasia, dan mitosis pada sel epitel kolon dapat menjadi tanda awal dalam

perkembangan kanker kolorektal. Rumusan masalah penelitian ini :

a. Apakah ekstrak biji kedelai dapat menghambat karsinogenesis pada kolon
mencit ditinjau dari apoptosis, displasia, hiperplasia, dan mitosis?

b. Apakah ekstrak bungkil kedelai dapat menghambat karsinogenesis pada
kolon mencit ditinjau dari apoptosis, displasia, hiperplasia, dan mitosis?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan

Tujug an _ekstrak biji dan
bungkil
diindbk

o mencit yang

khusus penelitiamiini adala@fintuk:
embukti ekstrak "Diji. Keo
cit diti S.

I apoptc pl berplasla v
bvtikan ekstra u-n '{ ai- at menghamigi 0genesis

on mencit d lasia, hiperan mitosis.

a. Ekstrak biji
ditinjau dari meningkatn

hiperplasia, dan mitosis.

ap engha arsinogemesis pada

i”sis pada kolon mencit
0 s

erta berkurangnya displasia,

b. Ekstrak bungkil kedelai dapat menghambat karsinogenesis pada kolon mencit
ditinjau dari meningkatnya apoptosis serta berkurangnya displasia,
hiperplasia, dan mitosis.
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1.5 Manfaat Penelitian

1.5.1 Manfaat Teoritik

a. Diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah mengenai kemampuan
ekstrak biji dan bungkil kedelai dalam menghambat karsinogenesis pada
kolon mencit yang diindukski AOM dan DSS ditinjau dari apoptosis,
displasia, hiperplasia, dan mitosis.

b. Memberikan kontribusi ilmiah terhadap penelitian-penelitian kanker

kolorektal selanjutnya.

1.5.2 ManfaatRg
Sebagg
bioaktif jamti a . ‘ strak biji dan

lanjut dari senyawa

bungkil apka A 3| - tfanti kanker

-
-
~

ebagai tefag
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kanker Kolorektal
2.1.1 Anatomi dan Histologi Usus Besar

Usus besar memiliki panjang sekitar 1,5 m dan diameter 6,5 cm.
Diameternya memanjang dari ileum sampai ke anus. Usus besar melekat pada
dinding perut posterior oleh mesokolon, yang merupakan lapisan ganda

peritoneum. Secara struktur g fRa usus besar adalah sekum, kolom,

rektum dan a an peristaltik untuk

memndoro ‘ sus besar mengubah
protein E 5 ilkan beberapa
vitagdin 2 da tuk feses; dan
pe QN )ses Uefelkasi (Torto rg , 2009).

Apat - dili patipadaGa

s AN Cangl

-~ NS NS
senncter

Invorantary)

Sxierng ana
sohnoee
auntany)

[sumber: Tortora & Derrickson, 2009]
Gambar 2.1 Anatomi kolon dan rektum normal
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Dinding usus besar terdiri dari empat lapisan yaitu: mukosa, submukosa,
muskularis, dan serosa. Mukosa terdiri dari epitelium kolumnar sederhana, lamina
propria (jaringan ikat areolar), dan muskularis mukosa (otot polos). Epitelium
terdiri dari sebagian besar sel absortif dan sel goblet. Sel absortif memiliki fungsi
utama dalam penyerapan air dan sel goblet mensekresikan mukus yang berfungsi
melumasi bagian isi kolon. Sel absortif dan sel goblet terletak memanjang di
kelenjar tubular intestinal (crypt / kripta) yang tersebar sepanjang mukosa.Nodul
limfatik ditemukan di lamina propria dari mukosa dan dapat tersebar dari mukosa

muskularis sampai ke subrg

terdapat di usu | nemilil i 2 sel absortif. Lapisan

submukosa,, te ] is skularis terdiri dari

lapisan o . 0 DI apisan serosa
!

al tidak memiliki vili seperti yang

ususdbe clgson, 2009).

His ' Al pc 2.

+ MUCOSA

- j» SUBMUCOSA

4 ' { = MUSCULARIS

3 ' : i'( J
- &t {
§ muscle ———— v SR T 7/} SEROSA
= b 0 LRy W Al “'a ;“ ”"

AU Layer of mu
Myenternic plexus — —
ongiudmnal Layer of muscle ————""=

() Three-dimensional view of layers of the large intestne
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Lrge ITlEElNe

~ Abairptive

ookt o

[sumb ra & Derrickso

A\

Keterarrd. Tam or_ o 3 hes T ilan kelhlsus dan tipe sel

f' 5 Sl € ‘ a Uslis besar
- A A
2.1.2 Pengertian Kankep‘ EW ;

American Cancer Society (A menyatakan kanker adalah pertumbuhan

sel yang abnormal yang membelah secara tidak tekontrol dan menginvasi jaringan
normal di sekitarnya (ACS, 2014). Kanker dinyatakan juga sebagai penyakit
akibat kegagalan mekanisme pengaturan multiaplikasi pada organisme
multiseluler sehingga terjadi perubahan yang tidak terkontrol. Transformasi
tersebut disebabkan oleh perubahan gen di dalam sel. Sel yang bertransformasi

akan terus menerus berproliferasi dan menekan pertumbuhan sel normal.
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Pertumbuhan yang tidak terkendali tersebut diikuti dengan invasi ke jaringan
sekitar dan metastase ke bagian tubuh lain (Alfred & Bruce, 1997; Kodner &
2Robert, 1999; Allen, 1995; Compton, 2005).

Kanker kolorektal adalah pertumbuhan sel abnornal yang terjadi di usus
besar dan atau rektum. Kebanyakan kanker kolorektal berkembang perlahan —
lahan selama beberapa tahun. Sebelum menjadi kanker, terjadi sebuah
pertumbuhan jaringan atau tumor yang disebut sebagai polip non-kanker pada

lapisan usus besar atau rektum. Tumor adalah jaringan abnormal dan bisa

menjadi benigna ataupun maki

amun kanker

intrernal dan

r Interna

tor i A dap erupn Mutasi yang ditur iter (faktor

A IS ( eredity

Ws Colorectal n.cl: M )| on; kondisi n tubuh;
ang terjadi 1l oses meiabolisme yang ti alt dengan
smdrom er he ‘/\1: Emigolorek oradls. Faktor
resiko lainaya !"meb :wmﬁ efiderita polip, kanker
kolorektal, ko dan‘akromegali."Sele akang etnis atau ras

juga dapat menimlr ‘@ ijuktal. Beberapa ras atau

etnis seperti orang Ame , W , dan bangsa Yahudi memiliki
faktor resiko yang lebih tinggi kanker kolorektal bila dibandingkan etnis lainnya.
Usia juga menjadi faktor resiko seseorang menderita kanker kolorektal, setelah

usia 50 tahun (9 dari 10 orang) terindikasi mengidap kanker kolorektal.

2.1.3.2 Faktor Eksternal
Faktor eksternal yang dapat meyebabkan kanker kolorektal sporadik antara

lain adalah gaya hidup tidak sehat, adanya paparan patogen seperti bakteri dan
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virus, bahan kimia, dan radiasi. Faktor resiko yang terkait gaya hidup seperti
kebiasaan menelan makanan yang tidak dikunyah secara sempurna, tingginya
konsumsi daging merah (100 gr /hari), makanan tinggi lemak, konsumsi makanan
yang diolah dengan pewarna sintetik dan pengawet, alkohol, dan penggunaaan
hormon sebagai terapi serta rendahnya asupan kalsium dan folat, konsumsi
sayuran dan buah yang mengandung antioksidan dan serat (Arjoso, Sudoyo,
Satria, 2008; Beck, Robert, Rombeau, Stamos, Wexner, 2009). Zat besi sebagai
pengoksidasi (prooksidan), N-nitrosq, hetrosiklik amin, dan Polyciclic Aromatic
Hydrocarbons (PAH) sebagai
pencetus terjadi

e daging merah juga dapat menjadi
0s, Wexner, 2009)

enderita penyakit

adan: (obesitas), dan

K Beek, Robert,

nda g gejala "daki ke aeriu padai dan

me as1 kank Dre ; phan da an buang
air

erti diare, belit & efe ang berla bih dari
Wp M8 o g

beben@h Adanya besar, na k kunjung
keluar s“ Ia A r tluerwarna gelap,
atau adanya darahdtialam feses m pada stadium lanjut
terkadang dita 2sar, muntah, mudah

lelah dan Iesu,vt ﬂ i.u berat badan (Arjoso,

Sudoyo, Satria, 2008; A '\!“'
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2.1.5 Patogenesis

Peningkatan laju mutasi tiap sel dapat meningkatkan probabilitas kanker.
Adanya faktor pertumbuhan (growth factors) yang distimulasi secara berlebihan
akan mengakibatkan jumlah dan laju pembelahan sel meningkat (Markowitz,
Bertagnoli, 2009). Pada jaringan dewasa yang normal, sel — selnya dapat
berpoliferasi secara terus menerus dan jumlahnya tetap karena jumlah sel yang
mati sama dengan sel yang dibentuk. Hal tersebut merupakan mekanisme
homeostasis tubuh. Peningkatan laju pembelahan sel dan penurunan laju apoptosis

yang memacu perkembangagat aat pada Gambar 2.3.

())
D).

U
DIVISION

DECREASED
APOPTOSIS

[sumber:

Gambar apoptosis yang

ProgrammeM#t [HJ &Mn sel terprogram melalui

apoptosis memainkan peranan pe

g¥dalam menjaga keseimbangan tersebut,
jika jumlah sel yang hidup terlalu banyak maka laju apoptosis akan meningkat
untuk membuang sel yang berlebihan jumlahnya. Kemampuan ini hilang pada
sebagian besar jenis kanker dan menyebabkan terjadinya pertumbuhan tumor
(Alberts, Johnson, Lewis, Rafi, Roberts, Walter, 2008).

Universitas Indonesia

Hambatan karsinogenesis..., Anindini Winda Amalia, FFarmasi Ul, 2017



13

Terdapat empat jenis karsinogenesis kolorektal pada manusia antara lain
(adenoma-carcinoma sequence type, hereditary nonpolyposis colorectal cancer
(HNPCC), de novo type, dan colitis-associated) (Tanaka, 2009; Tanaka, 2011).
Jenis karsinogeneis kolorektal pada manusia dapat dilihat pada Gambar 2.4.

13 (<5 [N ".‘_Q f 2
: ; r

18 |

) 8
s
BV A darmag
n —
4 " 3
[ — el

\ Gambar 2 #&8en(SKe pnesislkolorektal paqa 3 if
] ]
U

2.15

cargi '.
kompleks %l gontrol pertumbuhan

upak proses  multistep  yang
sel dan diferensiagi . @ p wwk fenotif. Model ini
mengasumsikan bahwa g lef' 0 is coli (APC) mengalami mutasi

pada tahap awal proses karsinogenesis. Gen APC teriidentifikasi sebagai gen

A ma-
Adenomg=

penyebab familial adenomatous polyposis (FAP) dan terlibat dalam regulasi
[B-catenin, penyusun sitoskeleton, apoptosis, pengatur siklus sel dan adhesi sel.
Mutasi APC terjadi hingga 80% pada adenoma dan adenokarsinoma serta 4,3%
dari aberrant crypt foci (ACF) (Tanaka, 2009).

APC protein diterjemahkan dari gen APC yang merupakan faktor utama

dalam sinyal jalur Wnt dan APC dalam pengaturan proliferasi sel melalui
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pengikatan dan degradasi protein [-catenin yang berperan mempromosikan
proliferasi sel. Namun, mutasi  protein APC tidak bisa mengikat dan
mendegradasi protein B-catenin sehingga, protein p-catenin mengalami translokasi
ke nukleus dan berikatan dengan T-cell factor / faktor peningkat transkripsi
limfosit, dengan targetnya c-myc, cyclin D1 dan c-jun gen dan mempromosikan
proliferasi sel (Tanaka, 2009).

Gen K-ras merupakan salah satu onkogen dan diasumsikan mengalami

mutasi setelah gen APC dalam CR@mRas-guanosin 5'-trifosfat (GTP) berikatan

dengan sitoplasma Raf-1 da galami pkasi ke membran plasma dimana
Raf-1 menjadi g fle : ! inyal ditransmisikan
ke mitoge@ta ' ayal ekstraseluler
Kinase g@ams pt aktivasi dan
promies Cra - : . onyK-ras telah

diic ikas(_dalam _bsgbagai macay STnogenesis.manusta j utasi ini

dikers erangsang*geoliferasy, trag8formasi darre . Mutasi
47% dari

¢ ) N, mutasi ra C di 9% "ademewna yapgsbesarnya

kuyré cm. Sel3 be ; 3 mutasi 8 3 ¢li pasien
ade an adenokar 2, M ai) wa mutasi s terjadi
selaM awal Karsi , Alam peningkUuran tumor
(Tanaka, 2009) ".i\ "

ilangnya LOH

mkolorgktal (DCC), gen masuk

g6 Adi padae8fe.adenoffia V@ng BeSarnyagqebil dari 1

L
kromosom 18q,
dalam wilayah kehila elah mengaitkan kromosom
18g LOH di CRC untuk reduksi ekspresi DCC pada tingkat RNA dan tingkat
protein, meskipun beberapa penelitian telah gagal untuk menemukan bukti untuk
reduksi transkrip DCC dan / atau tingkat protein dalam CRC. Oleh karena itu,
sedikit temuan dalam menentukan apakah DCC hilang / inaktivasi merupakan
faktor penting dalam karsinogenesis atau hanya epiphenomenon. Namun, studi
terbaru melaporkan bahwa DCC difungsikan sebagai bagian dari kompleks
reseptor untuk netrin-1. Selanjutnya, di berbagai cell line, DCC pada ntrin-1

berikatan dan mengaktifkan jalur ERK dan dalam ketiadaan dari netrin-1,
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menginduksi apoptosis melalui caspase-9. Kehadiran netrin-1 blok DCC
menginduksi apoptosis. Mutasi DCC membuat sel immortal yang disebabkan oleh
transmisi terus menerus dari sinyal kehidupan dalam ketiadaan netrin-1 (Tanaka,
20009).

Hal paling penting dalam menentukan batas antara adenoma dan
adenocarcinoma adalah mutasi gen p53. Gen p53 adalah gen supresor tumor yang
spesifik dan mutasinya telah terdeteksi di berbagai kanker, mutasi p53 atau LOH
ada pada sekitar 75% dari CRC. Digsisi_lain, mutasi ini adalah titik konversi dari

adenoma ke adenocarcing erdeteksi pada adenoma. Stress

intrinsik dan e S 2 ¢ Protein p53 bertindak

sebagai seisa : 2 ehbabkan fase G1

arrest darrsik /1 er ats F duksi berbagai gen
targ ; \$ ; ¥ di sél-sel yang
Gl

me i Kerusakan DNA, ditanapidigiase ptuk. dilaktKan.g an DNA

selel® SWSEl berlanjtgh Me membatas : mutasi
bg kogenikasmAdanyaipS38padd¥jalur apeptosis juge pkan oleh

keéflisakan Db ada jenis seliierted angimengalamipraliferasi selberlebihan

(T oY ).
eran utama L) @Hn', dukSlsel siklus adah p21,

perke n yang teriada™(gre\ gelydarl kerusakan ng diinduksi
gen 45 (GADE ;f:é'r ; ?1 agai cyclin-dependent
inhibitor KiRa dapgat=menpengartnl Derkemia dus sel dari G1 ke
fase S dengan ivitas C ADD45 menghambat
e *:wi afmemainkan peran penting dalam

eran utama lain dari p53 menginduksi

perkembangan sel
pemeliharaan stabilitas kromoso
apoptosis adalah pro-apoptotic Bcl-2 protein Bax. BH-3 hanya protein Noxa dan
p53 pengatur modulator apoptosis. Protein ini memiliki kemampuan menginduksi
mitokondria sitokrom ¢ untuk lepas. Dengan demikian, transaktifasi dari
promotornya melalui p53 mungkin menyebabkan aktivasi caspase. Oleh karena
itu, hilangnya fungsi p53 sebagai faktor transkripsi berefek transformasi sel
menjadi maligna (Tanaka, 2009).
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2.1.5.2 Jalur HNPCC (Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer)

Hubungan antara penyimpangan stabilitas gen dan CRC ini diungkapkan
olen HNPCC, juga disebut sindrom Lynch. Ketidakstabilan pengulangan tandem
pendek, atau mikrosatelit (MSI), adalah karakteristik tumor dari penderitanya.
Dalam kebanyakan CRC HNPCC, MSI telah terbukti sebagai hasil mutasi dalam
perbaikan mismatch DNA, hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2 dan hMSH6 gen.

Kebanyakan urutan mikrosatelit dalam genom berada dalam non-coding atau

urutan intronik dan mutasi Rakini  bersifat silence dan tidak
berurutan. Namya erisi adingnya. Beberapa gen
telah diid é rtumbuhan, seperti
transfor a growth factor-II,

reg dari Ormasi kearah

terjadi K€ 3 ersebut bé aflaka, 2009).
Wde -novo

R( andai gan perkemban dari polip

BEruruta ad ar denga brogresif

pe enetik. Pada 2 M pa peliti Jepang g laporkan
adan fnoma berbe gant@iometer kurangedatl40 mm yang
dikenal Mn de s A w.. Ale Iebwam pada tahap
awal dari paly[po '(M m-“ m at mepunjukkan mutasi

lebih sedikit d “jenis karsinoma,

walaupun mutasi iha ﬁ 0 mseperti pada polypoid-
jenis karsinoma. Namun, tiv H!J N aktor Ras terkait (RASSF) 1A

oleh hipermetilasi daerah promoter sering terdeteksi dalam karsinoma flat.
RASSF1A mengatur jalur pro-apoptotik melalui heterodimerisasi dengan Ras
efektor NORE1 dan berinteraksi dengan pro-apoptotik protein kinase MST1, yang
memediasi efek apoptosis Ras. Oleh karena, inaktivasi RASSF1A menyebabkan
penyimpangan dalam jalur ras-sinyal tanpa melibatkan K-ras mutasi gen. Ada
hubungan terbalik yang signifikan antara RASSF1A hipermetilisasi dan mutasi K-
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ras. Hasil ini menunjukkan bahwa RASSF1A memainkan peran penting dengan
p53 di jalur karsinogenesis de novo (Tanaka, 2009).

2.1.5.4. Jalur Colitis Cancer

Ulcerative colitis (UC) dan Crohn Disease (CD) pada Inflammatory
Bowol Disease (IBD) tidak diketahui etiologimya. Pada tahun 1925, Crohn dan
Rosenberg melaporkan kasus pertama CRC terkait IBD. Sejak itu, diakui bahwa
CRC angka kejadiannya tinggi pada
durasinya lebih dari 8-10 tak

pasien UC dengan kolitis ekstensif yang

displasia dianggap lesi pra-kanker

yang terjadi pad Q ifu, IBD terkait dengan
CRC diyakini Nk Ak 3 inite displasia ke
displasia 3 ma. Beberapa
a anSK - h e j 1, nuclear
seperti  Cyclooxygenase : ic oxide

erero tu ecrq aclor-ome [, yang

a kolon.
terlibat

da mukgsa yangWkadafl§ dal tetap tinggi pada

At pengattgaktivasitransiaosi dari sejimlah gen

- f apopto Siasi dan
. Induksi ge e-rs h .s ppitel usus dénga gaktifan

NF-Wat berpenga AN mukosa Wrbaikannya
Namun, asi :'; KB _mieng! m,‘ rgahsel epitel dan
Q RON

reactive Qxygen e

akafmsbahwa tingginya

pergantian se fISaka

mendorong prosw

2.2 Karsinogenesis Kolorektal

pnculnya RONSs yang

Karsinogenesis adalah proses pembentukan sel normal menjadi kanker
(Tjarta, 1973). Karsinogenesis merupakan proses yang kompleks dan bertingkat,
yang diawali dari terbentuknya suatu populasi sel yang abnormal, kemundian
berlanjut menjadi serangkaian mutasi dan perubahan pola ekspresi gen. Proses ini
terjadi akibat pengaruh berbagai faktor (multifaktor) yang menyerang tubuh
secara bertahap (multistage). Proses perubahan dari sel normal menjadi kanker
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mebutuhkan waktu cukup lama. Bahan-bahan yang dapat menyebabkan sel kanker
disebut karsinogen. Karsinogenesis dapat diinisiasi oleh karsinogen kimia (zat-zat
kimia lingkungan, makanan yang terkontaminasi mikotoksin), agen fisika (radiasi
sinar UV, sinar X dan lain- lain), agen biologis seperti Epstein Barr virus, human
papilloma virus, yang dapat menyebabkan kerusakan DNA hingga terjadi mutasi
(Oliveira, Colaco, Chaves, Pinto, Cruz, Lopes, 2007). Proses karsinogenesis
adalah suatu proses bertahap terjadinya kanker, yang terdiri atas tiga tahap yaitu
inisiasi, promosi, dan progresi (Markowitz, Bertagnolli, 2009; Atmakusuma,
2010).

Inisiasi mal berubah menjadi
premalign; dtw zat yang dapat

menimh dengan DNA,

pelsgen. Pada

ke 'l- c a -

pakan inisiator adalal.m n. Proses
proges” tidak T presi  gen
Bertagreklim2009).

P om Kankerayaing me perkembangan a SR rinisiasi

meihentk klon melalli pembe teraks! melalui komtmika fl ke sel;
stimt itogenik, fak{@mdife e |® d@Mproses mutas on mutasi

(epige P/ang semuagya=y BRperan_dalam tahap pertumbuhan
pra-neoplastik. B "F’AE; ' gahan tambahan dalam
genom yapg i -i-unncnlr@m-uu--ﬁ“”"" sel. Promosi

membutuhkan wakil bebe ah w EWIILZOOQ).

Tahap promosi be S L[El“ bih dari sepuluh tahun. Suatu
proses panjang yang disebabkan oleh kerusakan yang melekat dalam materi
genetik di dalam sel. Melalui mekanisme epigenetik akan terjadi ekspansi sel-sel
rusak membentuk premalignansi dari populasi multiseluler tumor yang melakukan
proliferasi. Senyawa-senyawa yang merangsang pembelahan sel disebut promotor

atau epigenetik karsinogen (Markowitz, Bertagnolli, 2009).

Tahap progresi diawali dari transformasi malignansi yang menggambarkan
perubahan genomik yang cepat dimana populasi klonal sel yang berevolusi akan
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mengarah pada perkembangan malignansi/keganasan jika tidak dihambat oleh
lingkungan mikro dalam sel. Progresi malignansi sebagai fase karsinogenik
dengan perbanyakan sel yang telah mengalami transformasi yang relatif tertunda
sampai mengalami peningkatan keganasan dan mampu untuk bermigrasi ke
jaringan normal di sekitarnya dan yang lebih jauh (metastasis). Kanker yang dapat
dideteksi secara klinis membutuhkan waktu beberapa tahun bergantung pada
perkembangan vaskularisasi kanker, proses inflamasi dan interaksi dengan

lingkungan mikro dan komunitas seluler di sekitar sel transforman berada.

Progresi adalah tahap karsi paling dekat dengan data Klinis

(Markowitz, Ber

aRg menyebabkan
menghasilkan
ersifat invasif
I, sel-sel
mpat lain.
jumlah

kanker

% , sehingga
U:rkowitz,

an tumor melalui

ap terak
sel@ §inogenesis d

Berta§ghif2009).
s

dapat menimbulkan kerusakan D ara tidak langsung, melalui pembentukan
reactive oxygen species (ROS) yang dapat mengoksidasi DNA atau membentuk
produk peroksidasi lipid yang akan bereaksi dengan DNA (Oliveira, Colaco,

Chaves, Pinto, Cruz, Lopes, 2007; Byrns, Peening, 2011).

Bila kerusakan DNA akibat karsinogen genotoksik tidak mengalami
perbaikan maka hasil metabolit dari bahan karsinogenik ini akan mengadakan
ikatan dengan rantai DNA, sehingga DNA menjadi defek. Sebagai akibat dari
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adanya defek DNA, tubuh berusaha untuk melakukan perbaikan DNA yang
dikenal dengan DNA repair. Bila perbaikan DNA ini tidak berhasil, sel yang
bersangkutan (sel yang memiliki DNA abnormal) tersebut akan dieksekusi atau
dimusnahkan (Oliveira, Colago, Chaves, Pinto, Cruz, Lopes, 2007).

Apabila proses eksekusi ini tidak mampu dilakukan oleh tubuh, maka sel
tersebut memiliki DNA cacat yang bersifat permanen. Kondisi ini dikenal dengan
fase inisiasi. Selanjutnya, sel yang memiliki DNA cacat tersebut akan mengalami

proliferasi dan diferensiasi, serta_bemsembang menjadi malignan (ganas) yang

dikenal dengan fase prog
2007). Mekanisi

0, Chaves, Pinto, Cruz, Lopes,

CHEMIG

¢ S
"“ NA repair L

Cells with™

Cell
Broliferation|

CANCER

[sumber: Oliveira, Colaco, Cha

Keterangan:  Karsinogen kimia mempengaruhi sel normal, menyebabkan mutasi genetik, sel
akan berproliferasi berkembang menjadi sel kanker melalui tahap promosi dan

Gambar 2.5 Mekanisme karsinogenesis

Epigenetik adalah perubahan status fenotip yang tidak didasarkan pada
perubahan genotip, dalam arti bahwa ada perubahan ekspresi gen yang tidak
disebabkan oleh perubahan sekuen DNA. Berbeda dengan mutasi DNA, yang
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berakibat perubahan sekuen DNA dan perubahan ekspresi gen yang ireversibel,
gangguan epigenetik adalah potensial reversibel, tetapi tetap stabil selama
pembelahan sel sehingga perubahan epigenetik ini diwariskan kepada sel anak

saat pembelahan sel (Kresno, 2010).

Karsinogen kimia yang banyak digunakan untuk menginduksi lesi pada
usus besar yang mirip dengan keganasan pada manusia adalah 1) amina aromatik
heterosiklik: 2-amino-33-metilimidazo [4,5] kuinolin (IQ) dan 2-amino -1-metil-
6-fenilimidazol [4,5] piridin (Phd®. 2) amina aromatik: 3,2 '-dimetil-4-
aminobifenil (DMBA);
dan N-metil-

: dimetilhidrazin: 1,2-
dimetilhi A@M) (Rosenberg,
Giardin

<olo 2 (AOM)
d Daxtra d|umSquat DSS

samida: metilnitrosourea (MNU)

OM merupakan i iagylang tetahlkanya <ai dalam

pé anisme SPOT da ma fiketahui

méefepakan.karsinogen ya menyebabkangkankegiKolorektal

pada.UKus/gencit. Perke Y al yang dihagilKan_menyerupai
pola yaurjadl 0 : nyebw sel-sel epitel
mengalami_peréigagé !‘ h‘k F) menjadi adenoma

dan adenotar,

s , Huang, 2009;
Robertis, Massi,w.[
i

AOM tidak berinte ) h DNA, tetapi harus diaktivasi
terlebih dahulu oleh enzim CYP2E1. Gugus metil pada AOM akan dihidroksilasi

menjadi metilazoksimetanol (MAM), yang kemudian akan menjadi senyawa
pengalkilasi yang sangat reaktif ion metildiazonium. Metildiazonium akan
mengalkilasi guanin DNA menjadi O°-MEG dan O* metiltimin. Hasil alkilasi
guanin DNA dapat mengawali terjadinya tumorigenesis melalui beberapa gen
penting dalam jalur sinyal intraseluler (Rosenberg, Giardina, Tanaka, 2009; Chen,
Huang, 2009). Metabolisme azoksimetan dapat dilihat pada Gambar 2.6.
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Hepatic R
Cyp2E1 c:'s
P cH, ?-N—cu,-b cu,—r:=~—cn,ou =P CH;N*=N OH"
0 o}
AOM MAM Methy! diazonium ion

rg ¥ Son o

N - ‘ .
4 A ), CH,

N N ey

- Methy! cation

AOM dimetab@ enzim CYP2 , MAM
akan _diuraikan "menja etildiazonium yang i etilasi 2-
0 guanosi il deoksi®

etabolisme,azoks

ya mutasi D} m A :.1 alur K-ras terwn sinyal

doijalur PI3K/A eraktivasi, Wi [3-catenin,
dapat ndg fadi akumulasi

ah _desdradas al GSKESSelingg
[-catenin yang ‘f" an_pi m 1 ya_hambatan terhadap

TGFp, suatu pt poptosiS(ROSeNhEry, G aka, 2009).

Jalur K-M i ale arsmegenesis kanker kolorektal.

Metabolit AOM, MAM menyeball ftast transverse pada gen K-ras dari G:C

ke A:T pada kodon 12 yang berasai dari O°-methyi-deoxyguanine adducts. Mutasi
tersebut menyebabkan gen K-ras teraktivasi. K-ras adalah suatu G-protein yang
meregulasi jalur sinyal intraseluler MAPK dan PI3K/AKkt, sehingga pada gilirannya
akan meregulasi pertumbuhan sel, proliferasi dan metabolisme glukosa. Kedua
jalur intraseluler tersebut berperan penting dalam karsinogenesis beberapa jenis
kanker termasuk kanker kolorektal (Rosenberg, Giardina, Tanaka, 2009; Chen,
Huang, 2009).
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[-catenin memegang juga peranan penting dalam adhesi sel, yang juga
merupakan protein onkogenik. [B-catenin terkait dengan cadherin atau suatu
catenin untuk menghubungkan sitoskeleton aktin, ia juga merupakan gen aktivator
transkriptional dalam jalur sinyal Wnt. Dalam bentuk bebas B-catenin berasosiasi
dengan scaffolding protein, aksin dan Apc, difosforilasi oleh GSK-3f (Glycogen
synthase kinase 3-beta), kemudian akan didegradasi oleh proteasom (Rosenberg,
Giardina, Tanaka, 2009; Chen, Huang, 2009).

Bila terjadi mutasi pada [Bas@atenin, B-catenin tidak dapat membentuk

kompleks dan tidak meq 1batnya kadar [-catenin bebas
meningkat dan hoid enchancer factor
(LEF) mginly transkripsi dan
proliferg dan 41 vaitu

resigh s& : g IT16 '- R0senberg,
Gi E‘.E'v ... en, h-,

gt transforming grow -B). TGF-B yamng Dt isoform

1E pat menghambat pe halif sel i€ kdan p /itas siklus
S€ Jai 1an Memip : I F-p
apgptesis=Defek sinyal TGRS & ipai dalam 20-30% pasien Ka <olorektal.
Akt alur TGF-4 ménuruh H Befldh AOM, yan diasi AOM
untuwduksi terjadinya-ka Dlorektal osenbergbna, Tanaka,
2009; Chen, Hyg gﬁ w‘i'\

DNA. Mutasi pair

[-catenin, dapat mencega

1 protein

1enyebabkan mutasi

sementara mutasi pada
: h GSK-3p , sedangkan gen Ras
akan diaktifkan sehingga menurunkan terjadinya apoptosis, meningkatkan cell

cycle yang menyebabkan terjadinya kanker kolon (Chen & Huang, 2009). Jalur
sinyal azoksimetan dapat dilihat pada Gambar 2.7.
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AOM model of colon cancer

CYP2EI

O)MAM

PI3K/Akt

sederhana, reprodck

Dalmasso, Nguyen, Laroui, 2012). Fitur khas kolitis muncul pada hari ke-3 dan
maksimum terjadi pada hari ke tujuh (Yan, Kolachala, Dalmasso, Nguyen, Laroui,
2012).

Induksi kolitis pada mencit dengan menggunakan dekstran sodium sulfat
(DSS) merupakan model yang paling umum digunakan karena caranya mudah,
onset, durasi, dan tingkat keparahan peradangan segera dan dapat dikendalikan.
Induksi kolitis dilakukan dengan cara memberikan DSS dalam air minum mencit

ulliversitas iuorliesia
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ad libitum. Mencit akan mengalami kolitis akut, kronis atau kolitis yang dapat
menginduksi terjadinya lesi displastik, tergantung pada konsentrasi, durasi dan
frekuensi pemberian DSS (Tanaka, 2011; Yan, Kolachala, Dalmasso, Nguyen,
Laroui, 2012; Perse, Cerar, 2012).

DSS tahan terhadap degradasi oleh mikroflora usus dan stabil pada
kondisi pH yang berbeda (4,0-7,5). DSS menyebabkan kerusakan fungsi sawar
mukosa epitel, yang memungkinkan masuknya antigen dan mikroorganisme
luminal ke dalam mukosa, yang meagakibatkan terjadinya respon inflamasi yang
berat (Per“se, Cerar, 2012

AOM i si tumor usus besar

pada me toneal, berkembang
menjadittR a 10 al pada pemberian
AOMLda ' ah puha ) < 2 mencit terjadi

dal3 10 mi 009).

, Konho, SuzuKik Ydmeda#Sugie dan Mori aparkan
bahywa™dengan DEriamiR.S SBd: air um defgan % selama

se ah sat injek (10 kgBB ghasilkan

sejmlah neoplasma kologhden g@iiimutasisl-catéhin pada tikusgantand€R dalam
.. [ ) .
20 mUNgOus Penelitian ménui e a pemakaiag, AOM dan DSS

F

sebanyak 1% ata Iﬁl efek MKuat terhadap
promosi tumo ,f? atat ik 14 Muig I, Konho, Sugie,
Tanaka,

dapat dilihat padvf

dan DSS (2%)
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B g %

a adepeima t.4b'Histolegi dife i ader inoma
bular. ¢ ads las [oF: nuclea grade

dysplasia dital pewarnaan HE)
Mss (2%).

.8 Histopata y diberi AO

2.4. Aspirim (a

[sumber: NCBI, 2016]

Gambar 2.9 Struktur Asetosal
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Farmakokinetik: Asetosal dengan cepat diserap dalam lambung dan usus
halus bagian atas, dalam keadaan utuh dapat melintasi membran gastrointestinal
dengan cara difusi pasif. Asetosal dapat mengalami hidrolisis oleh enzim esterase
didalam saluran cerna. Bioavailabilitas bentuk sediaan tablet reguler 40-50%.
Kadar puncaknya dalam plasma dicapai 30 sampai 40 menit. Waktu paruh
asetosal didalam plasma 15-20 menit. Biotrasformasi asetosal terjadi dibanyak
jaringan, terutama di mikrosom dan mitokondria hati dan diekskresi dalam bentuk

metabolitnya terutama melalui ginjal,_sebagian kecil melalui keringat dan empedu

(Patrono, Rodriguez, Landolfi

e ) : 1 gan cara inaktivasi
enzim si g 6 ; ¥sa difusi  melalui
lala ] 5

katan dengan
.’h > i serin 529

: gah enzim
COX-2
COX-1

Channel of Ack
Access

Sumber : [Patrono, Rodriguez, Landolfi, Baigent, 2005]

Keterangan: A. Asam arakidonat masuk kedalam saluran hidrofobik dan berikatan dengan sisi
katalitik enzim siklooksigenase. B. Aspirin menghambat akses asam arakidonat ke situs
katalitik dengan cara mengasetilasi secara ireversibel residu serin enzim siklooksigenase

pada posisi 529, sehingga tidak terbentuk prostaglandin.

Gambar 2.10 Mekanisme kerja aspirin dalam menghambat siklooksigenase
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Efek samping asetosal yang timbul, akibat penghambatan isoform COX
konstitutif, siklooksigenase (COX-1). COX-1 berfungsi sebagai gen housekeeping
bertanggung jawab untuk pemeliharaan mukosa lambung, pengaturan aliran
darah ginjal pada pembuluh aferen ginjal, dan regulasi agregasi platelet. COX-2
adalah gen yang terbentuk pada saat terjadinya inflamasi, cepat mengalami
transkripsi dalam menanggapi cedera jaringan. Oleh karena itu, sifat asetosal
sebagai anti-inflamasi, analgesik, dan antipiretik akibat hambatannya terhadap

COX-2, sedangkan ulserasi gastro intgstinal akibat hambatannya terhadap COX-1.

Pada kanker _u ar - C akan diinduksi, menyebabkan
pertumbuhan ¢ : ad p yang menghambat

apoptosis afia gl aj ahy, baru (Patrono,

Rodrig I BATO 5). K salisilat juga dapat

mengega ale) sertay menunda

a1 d0enQma-polip ters : 3 a0 B Budinger,

PO3; Rothwe ils Norrving, Al
en D eke aspir & adalah

CroXoLs oliic activaterny, recep de PAROo),

an fosforilasi [}=€ate dan menghambat IKB kinase ngea NFkB
tida as dari ikatdnnya® dencan 5 t Gambar 2. Stark, Reid,
Sans”rhard Mayer,. et*al .’ ‘H

!"F
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Prostaglancin

SuNw?Ii i : | 8 ( Proten

cAMPor Ca?*

akumulasi
P AA2 tidak
X masuk
gga akan

difa = ll-l L ‘ i d erika €
eningkatkan “ter ’ par sebelah kirr“meke aspirin
jalur NF«B, aspiri lasi IxB, sehin ebas dan
rtranslokasi keg L $'hyang, Ak empengaruhi tr gen yang

Universitas Indonesia

Hambatan karsinogenesis..., Anindini Winda Amalia, FFarmasi Ul, 2017




30

2.5 Kedelai

— T e MO T3
> -
—

e sin
PRy VY s

. TR
o '

[sumber: Lim, 2012]

Gambar j i b. Biji kedelai

251T 5
6 . '/

Sub acheobi@

Bang

Suku‘,

Marga

Jenis G lYCIRE MaX (1) IVIET

2.5.2 Asal dan Peny!e rgd g ‘

Kedelai berasal dari Cina, namem sekarang telah dibudidayakan di banyak
negara baik yang beriklim tropis,subtropis dan bersuhu panas. Beberapa negara
produsen utama kedelai antara lain adalah Amerika Serikat, Brazil, Argetina,
Cina, dan India (Lim, 2012).

2.5.3 Deskripsi Tanamana
Terna tahunan tegak dengan tinggi 0,2 — 1,8 m, kadang bercabang di apek,

warna kecoklatan atau keabu-abuan. Tata daun berseling (alternate), trifoliate
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pinat, panjang petiola 2-20 cm, stipulanya bulat telur, 3-7 mm, acuminate. Pucuk
daun mudanya pada 1,5-4 mm petiolules, tipis, bulat telur, sub-orvicular, atau
elips-lanset, 5-12 x 2,5-8 cm, pangkal cunate atau bulat, apex acuminate atau
obtuse mucronate; pangkal daun lebih besar, bagian lateral lebih kecil dan bentuk
oval miring. Bunga terminal atau aksilaris, 5-8 tandan bunga kompak, kadang satu
bunga atau berada di aksila bawah. Bunga kecil, biseksual, papilionaceous,
kelopak berbentuk tabung dengan 2 di atas dan 3 lobus lebih rendah, setose,
persisten, corolla, 4,5 10 mm, ungy_atau ungu pucat, merah muda atau putih,

obovate-suborbicular, ape

dialdephous, ovailifly & relengk glstinga berbentuk kepala.
Legum sekulg i | 2 at._telur sampai sub-
glubose, 8% N, I8 ; m atau bercak

renate, obovate, benag sari 10

dan Wl
i adalah sejenis kaeang-kacangan yang sejak lamastelafi’dikonsumsi

digse duni api patiag, sering o

onsWMISI di negaranegdra Aglé seperti

Ci orea, " L b si ked egara ini

rat ncapai 20-802016 ﬂ r: pagai bentuk
keca epung kede - fan produk Wasi kedelali

seperti t@ MiS@sefa pasta ke i da apwGe owar rnes, Setchell,
v,ﬁ 1rpl ] ’%

Barnes, 1993; efara dengan asupan

kedelai,

harian 25-100 VO

konsumsi proteiU :

Messina, 2004). Negara Bare

2, MeC s, Lampe, 2006) dan
(.Pdger, Lampe, Setchell,
ih sedikit kedelai, hanya sekitar

1-3 gram sehari, dan sebagian dalam bentuk olahan seperti minuman kedelali,

sereal, energy bars dan burger kedelai (Fournier, Erdman, Gordon, 1998).

Studi epidemologi menunjukkan konsumsi kedelai dapat menurunkan
resiko penyakit kardiovaskuler (Anderson, Smith, Washnock, 1999) dan kanker
seperti payudara, prostate, endometrium, paru-paru, dan kandung kemih
(Hernandez-Ledesma, Hsieh, Dia, de Mejia, de Lumen, 2011). Beberapa
penelitian lainnya dengan hewan coba yang mendukung sifat antikanker dari
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kedelai telah terbukti menekan pertumbuhan tumor di berbagai jaringan termasuk
kulit, kandung kemih, payudara dan prostat (Messina & Flickinger, 2002). Pada
dekade terakhir, penelitian isolasi dan identifikasi berbagai senyawa biologi aktif
atau fitokimia yang terkandung dalam kedelai dengan efek pencegahan kanker
telah berkembang dengan pesat. Senyawa tersebut antara lain isoflavonoid
(genistein, daidzein, dan glycitein), Bowman-Birk protease inhibitor, kunitz
trypsin inhibitor, lecitins, dan lunasin (Hernandez-Ledesma, Hsieh, Dia, de Mejia,
de Lumen, 2011).

2.6 Lunasin

Lunasi 114 : KWQHQQDSCR
KQKQ of diisolasi dari
kotiléda : REV efdiri dari 43

residu &sa "tlengan urttaiiya e adhesi sel

terd asa -THOJO1E i da aspartat

( Biigezak-edesma, Hsieh, Di@, dé ji 3 eriksaan
EBLSA™0leh Yepartement of Agricu : TWe sentrasi
lu ar anta 13

uk ﬁ pre kedelai berkg
= Ll

en, Nelson,

dangkan
44 mg /

ko wlunasin pada
Wduknya (de

!,, -A" Iunahrang dilakukan
pada hewag.da ’ff m’ ‘m’ ajikan. Studi pada

tikus yang dik ukan 35% lunasin

mencapai jaringU‘r de n,‘m bentuk aktif (Jeong,
b

Jeong, Kim, de Lumen, 2 W o menunjukkan stabilitas terhadap

pepsin dan pancreatin secara in vitro (Jeong, Lee, Jeong, Park, Cheong, de

Lumen, 2009; Jeong, Jeong, Hsieh, Hernandez-Ledesma, de Lumen, 2010). Studi
bioavabilitas pertama pada manusia menunjukkan 4,5% dari lunasin yang
dikonsumsi dalam bentuk protein kedelai mencapai plasma dari pria sehat yang

menjadi relawan (Dia, Torres, de Lumen, Erdman, de Mejia, 2009).

Universitas Indonesia

Hambatan karsinogenesis..., Anindini Winda Amalia, FFarmasi Ul, 2017



33

Purifikasi lunasin dari kedelai yang dihilangkan minyaknya dengan
kombinasi ion-exchange kromatografi dan size exclusion kromatografi
menunjukkan aktivitas yang ampuh dalam melawan sel-sel kanker kolon manusia
(Dia, Wang, Oh, de Lumen, de Mejia, 2009). Lunasin menyebabkan sitotoksisitas
dalam empat cell lineskanker kolon manusia yang berbeda dengan nilai IC50 13.0
uM untuk sel KM12L4, 21.6 uM untuk sel RKO, 26.3 uM untuk sel HCT-116 dan
61.7 uM untuk sel HT-29 (Dia & de Mejia, 2011). Hasil tersebut menunjukkan
bahwa lunasin paling poten membunuh kanker dari sel KM12L4 dibandingkan

arnaan sel kanker kolon HT-29

ari 10 : enyebabkan perubahan

Q ¢ o 3 setilasi histon.
-.u\m “ ctyltransferase
NS dan PCE menghambat ™ aseti ston dan

pangan sikMgksel T 0Ag, Jeong,

dengan sel yang lain.
menunjukkan kg

morfologi da

a ia

ee, Kweeny.ct al, 5200 i A . ee, et al,

2008). Aseti Enyebabkamigane i fi\/asi tra ipsi gen

(Y . Verma, ‘Bhait, Na aj, 98Y. Lunas dilaporkan
me asetilasi histOh g A u 2 yang diindt an kimia

karsiuan atau onka okasi inakti\Uekan tumor

seperti RB¥p52 ‘p;;". . Keli aaSimghadir .Ti"‘ j se,masin bertindak
sebagal pengoaiii.penekanituimor da ikat*histon 1ni.e tlasi dengan kuat
dan mengganggt Dbangan ara. asetilast-deasitilasi sel abnormal serta
memicu apoptosw ) ; Wasin dapat dilihat pada
Gambar 2.13. v
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deng : D9 dag 2.4 me an lunasin

'Hm )

e siklas, se eng i apoeptosis jalur

mMiE0 8 (Dia & de™N US*sel G2/M™8 digebabkan
deng ing bertambafifyame ptein p2l di sel kandn HT-29,
sedaMFsprem prote (2T AP kedwanya diatur olet\H‘rian lunasin

di sel kanker kg Jﬂv’ 3 1“:’* dengan apoptosis jalur
mitokond njukian 1ihasin mempengaruhi rasiopBde tntuk Bcel-2 dengan

up-regulating prO-aDOptosisgrvag “ regedating dfti-apoptosis Bcl-2. Hal
tersebut dikaitkan dERgna giPeninokatansekspeesi pro-apoptosis clusterin, yang
memiliki pengaruh positif pada p gKatan ekspresi p21. Translokasi Bax ke
dalam membran mitokondria mengakibatkan pelepasan sitokrom c ditunjukkan
dengan peningkatan ekspresi sitosol sitokrom c¢ dalam sel kanker kolon KM12L4
yang diberi lunasin. Hal ini mengakibatkan peningkatan aktivitas caspase-9 dan
aktivitas caspase-3 (eksekutor apoptosis) pada sel kanker kolon H-29 dan
KM12L4 yang diberi lunasin (Dia & de Mejia, 2010). Mekanisme ini
menunjukkan bahwa lunasin dapat menginduksi apoptosis pada sel kanker kolon

manusia.
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Lunasin juga memiliki aktivitas antiinflamasi dan antioksidan yang
mungkin berkontribusi untuk sifat kemopreventifnya. Pada sebuah studi, lunasin
poten menghambat liposakarida (LPS) yang menginduksi produksi mediator pro-
inflamasi interleuquine (IL-6), tumor necrosis factor (TNF-a) dan prostaglandin
E2 (PGE2) di sel RAW 264.7 melalui jalur supresi nuclear factor (NF)-xB
(Hern&ndez-Ledesma, Hsieh, de Lumen, 2009; de Mejia & Dia, 2009). Telah
dilaporkan juga bahwa protein ini mengaktifkan aktivitas antiinflamasi melalui
modulasi cyclooxygenase-2 (COX-2
(INOS)/ jalur oksida nitrat (k&

PGE2 dan inducible nitric oxide synthase
de Lumen, de Mejia, 2009). Selain

itu, lunasin memi

S fal ; e angi induksi LPS yang
memproduksi ( sepagal  penangkap
(scaven ; h, de Lumen,
2009).

gtosis adalah mekal smatian sel

ang terpro erperan

M penga 0mMeostagis s Bniaienghasilt eseimbangan dalam

juf entu . yap k dan T siologis.

De asiliapotosis me '- . gadaan Wpatologis, term? erasi sel

[ ]
abnol“perti yang . Ada beerukti yang
menyatd ?-’. ' ALk =g '~r gen ng mengatur
berlangsugiya S se < , dan anggota

famili Bcl-2. € at onkogen dominan
maupun inaktiv

a& Unnya dengan kontrol
apoptosis (Goepel, 1996; ,;5

Proses apoptosis dikendalikan oleh berbagai tingkat sinyal sel, yang dapat
berasal dari pencetus intrinsik maupun ekstrinsik. Sinyal intrinsik apoptosis
merupakan suatu respon yang diinisiasi oleh sel sebagai respon terhadap stress
dan akhirnya dapat mengakibatkan kematian sel. Pengikatan reseptor nuklear oleh
glukokortikoid, panas, radiasi, kekurangan nutrisi, infeksi virus dan hipoksia
merupakan keadaan yang dapat menimbulkan pelepasan sinyal apoptosis intrinsik
melalui kerusakan sel. Sedangkan, yang termasuk pada sinyal ekstrinsik antara
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lain hormon, faktor pertumbuhan, nitric oxide dan cytokine. Semua sinyal tersebut
harus dapat menembus membran plasma ataupun transduksi untuk dapat
menimbulkan respon (de Bruin & Medema, 2008).

Sebelum terjadi proses kematian sel melaui enzim, sinyal apoptosis harus
dihubungkan dengan jalur kematian sel melalui regulasi protein. Pada regulasi ini
terdapat dua metode yang telah dikenali untuk mekanisme apoptosis yaitu melalui
mitokondria dan penghantaran sinyal secara langsung melalui adapter protein
(Chandrasoma & Taylor, 1995).

Jalur intrinsik terjadi

anya permeabilitas mitokondria dan
pelepasan mole p- S ke ) atdnpga memerlukan reseptor
kematian. Fak u 3 )gsang pembentukan
protein afitiap 3 ; S : p . Protein anti
apopios ng alal p adaan normal
terdapai i ) 8ftoplasma. engalami
pra antikan
Bex, Bim,_ Sewaktu 2, Bcel-x

. perg itas nb i a me at, beberapay protein

tosis pratein, sep

prote adalan

c asi pada mit I dalam

cyto chrom-c bé Apaf 1 (aw activating
factor-lm m Aﬁ ondr innya, seperti
Apoptosis_lad [ Sitop » paidentan.berbagai inhibitor

1k ktivasi caspase (de

hatan receptor kematian pada

Reseptor kematian merupakan bagian dari

yang diperl

apoptosis ya
Bruin & Medema} A
Jalur ekstrinsik
permukaan sel pada berbagai sel.
reseptor tumor nekrosis faktor yang terdiri dari cytoplasmic domain, berfungsi
untuk mengirim sinyal apoptotic. Reseptor kematian yang diketahui antara lain
TNF reseptor tipe 1 yang dihubungkan dengan protein Fas (CD95). Pada saat Fas
berikatan dengan ligandnya, membran menuju ligand (FasL). Tiga atau lebih
molekul Fas bergabung dan cytoplasmic death domain membentuk binding site

untuk adapter protein, FADD (Fas—associated death domain). FADD ini melekat
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pada reseptor kematian dan mulai berikatan dengan bentuk inaktif dari caspase 8.
Molekul procaspase 8 ini kemudian dibawa keatas dan kemudian pecah menjadi
caspase 8 aktif. Enzim ini kemudian mencetuskan cascade aktifasi caspase dan
kemudian mengaktifkan procaspase lainnya dan mengaktifkan enzym untuk
mediator pada fase eksekusi. Jalur ini dapat dihambatoleh protein FLIP, tidak
menyebabkan pecahnya enzym procaspase 8 dan tidak menjadi aktif (de Bruin &
Medema, 2008).

Pada proses apoptosis dapat_terjadi kegagalan pada jalur signalingnya ,

yang akan menyebabkan terjag ggagalan ini lebih sering terjadi pada

jalur intrinsik dip g  ekstr 3 intrinsik lebih sensitif
dan paling set el < ) ) P53 ini merupakan
tumor supres : i sakan. Fungsi
dari 45 a o s 3 ) ecara genetik

Gl ata ingga sel

rbaika =13

mencatuskan apoptosis bila kerlsal sel cukup luas d

3 repair. Bile adl mutasi,pa b3 dapat mergakibatka lasi gen
rjadi k 1k flaj ang r engalami

akhirnya terjadi aktoflain yang be
M / @ A & yand

hkeseimbang an antiapopt I kelompok
&t nyeMn peningkatan
ekspresi yang 0o - I Alll0 _tosis, BAX dan
BAK. Jikaterj a0 R yeDabkan penurunan
regulasi, sehinggq maj Psi apoptosis yang dapat
menimbulkan kanker (de i "'IM“' : 08). Regulasi apoptosis dapat
dilihat pada Gambar 2.14.

a tumor
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maliga | g dahului

peykEmBangan kanker. Ad

me gifat premalig

benjom? menek usus besar,

3 ojir: hadanat.dite ukan d|
serta merupakag g]'if ' itan A B isa tunggal atau

ganda, rattise g ie----mw"lﬂ'-'“ﬁwrﬂ--- oE dengan familial

nya yang terbtkti'secara ilmiah

pberbentuk po ¢ a flat atau

adenomatous pPokyea AP @ ¢ idak digbati akan tumbuh dan
akhirnya dapat menjadi align w 31
menjadi premaligna adalah hiperptasa polip, aberrant crypt foci (ACF), dan
inflamasi polip (Khan, Shrier, Gordon, 2001; Roncucci, 2012).

al yang lain dan mungkin bisa

Hiperplasia polip berbentuk bulat, sessile, dan diameter lesinya kurang
dari 1 cm. Pemeriksaan histologi menunjukkan selnya memanjang, melebar,
secara khusus terlihat seperti crypt (kripta), dilapisi oleh satu laspisan epitel
kolon, dan biasanya tidak ada ciri dari displasia. Dengan demikian, hiperplasia

polip tidak dianggap menjadi premaligna. Namun, variasi dari hiperplasia polip
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menunjukkan area displasia dan hiperplasia pada lesi yang sama (disebut sebagai
polip campuran), atau pada struktur hiperplasia yang lain menunjukkan tanda —
tanda sitologi 30 - 40% displasia yang hadir (disebut sebagai serrated adenoma),
dianggap dapat menjadi premaligna. Hiperplasia polip berpotensi menjadi
maligna melalui jalur mutasi. Beberapa biomolekuler yang dilaporkan dapat
merubah hiperplasia polip menjadi maligna antara lain K-ras, mutasip53, dan
microsatellite instability (Roncucci, 2012).

Aberrant Crypt Foci (A ukurannya lebih kecil dari adenoma

(displasia). Secara histolg grogen seperti hipertrofi  (hanya

melebarkan krig a, displasia. ACF dengan
displasia tli erajadi  karena
hiperprg 3 : microsatellite

instalilit )(CY at dilihat pada
Ga (5™ erjadi ubah ‘ lanjut ke

d) dan terdi

b N\ g' T s’
KQ —
Normal oy Mﬁ Cancer

I 'l'-n-. n ting step
aoe dysplasia

-
[sumber: Roncucci, 201 v

Gambar 2.15 Colorectal Cancer Premaligna Lesion

Inflamasi polip biasa ditemukan pada pasien dengan penyakit IBD,
ulcerative colitis, dan penyakit crohn. Inflamasi polip ini mungkin dapat
meningkatkan resiko menjadi kanker kolorektal bergantung lamanya penyakit dan
luasnya mukosa yang terlibat. Secara umum, inflamasi polip terjadi sebagai hasil
dari banyaknya regenerasi mukosa dan reaksi perbaikan setelah ulserasi. Displasia
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adalah konsekuensi dari peradangan kronis yang terjadi. Lesi yang terbentuk
beresiko tinggi menjadi maligna (Roncucci, 2012).

2.8.1 Hiperplasia

Hiperplasia polip diyakini timbul karena gangguan poliferasi dan maturasi
dari sel epitel mukosa normal. Proliferasi terjadi di dasar kripta dan migrasi sel ke
atas lambat. Hiperplasia polip bentuknya kecil, mukosa sesil dengan struktur
kripta berlebih. Hiperplasia polip terdapat pada 40% spesimen rectal pada orang

yang kurang dari 40 tahun d Ry yang lebih tua. Hiperplasia lebih

umum  pada kg ¥ romatoL lan pada populasi yang angka

kejadian ka

elimpah dan
kekufang andingk g a¥CQ ormal. Nuclear
aty| ALTRaS| _dapmitosis 8 - I amD3 ia polip.

Namt 3saran inti mongkin adi pads : a polip.

Pa a, hipeaplasia polikmaRlinj Jeimaiij 4 ingkatan

jumileb sel goblet*dan ukuranfiya lediRtkeciddari displastapelip. Padadiiperplasia

pa ukkan adea [ ,Bmetast K-ras, e pa ; metilasi
ab INA (Yang, Famaye, ﬂ D4y, d

w?ed polyp adalah*Va edarHinerplasia pwnal dengan
“giant hyperplasg ﬁ'- : : -:';;“i; gsar (>0,5 cm). Bentuk

khas darigp0 imadalail DEr 0 LG OIS hakiih reguler, perubahan
neoplastik epiteW 3
(Lanza, Messerini, Gafa, d

2.7.2 Displasia
Displasia adalah kondisi pre-kanker, dimana sel — sel pada lapisan usus

daflnusin yang berlebihan
, 2004).

atau rektum tampak abnormal namun bukan sel kanker ketika dilihat di bawah
mikroskop. Sel — sel ini dapat berubah menjadi kanker kolorektal dari waktu ke

waktu, dan biasanya terdapat pada orang yang memiliki penyakit ulcerative colitis
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atau crohn selama bertahun — tahun. Kedua penyakit tersebut dapat menyebabkan
peradangan kronis di usus (ACS, 2014).

Pada sebuah studi tentang colitis terkait displasia dan atau kanker pada
tikus yang diberi dextran sulfate sodium (DSS) menunjukkan bahwa hispatologi
yang terjadi menyerupai yang terjadi pada manusia; inflamasi memiliki peranan
penting dalam rangkaian kejadian kanker dengan displasia, kanker yang tumbuh
bisa sebagai flat lesion atau dysplasia-associated lesion or mass (DALM);jalur
molekuler awal yang berbeda antaraailét lesiondan DALM, dengan translokasi inti
kejadian di DALM; p53 hanya

ejadian kanker dengan

atau sitoplasma dari -cate
memiliki sedik
dysplasia

5 i membran

ansohoff, et al.,

8, 20

aian yang terjadi s@Gara DESamaan, yaitu strukturyang ter

D’ incay ja terjadi

ngu dan

b hist@logi diSplasi ; in: egatif /

plasi A OSagmRerma i dengan

pebanarTegeneratif); Ing it asiay Positif untuk low=gradegysplasia
(LGE Bsitif untuk hi plasi® (BMGD) / kanker
AlbertOAR™Dinca, Rugge20%3) \
Secara ﬁ ekt adi ?lh* hahan mukosa normal

menjadi

(Mescoli,

5 Kanker. Namun hal

tersebut tidak selalU_teriaghismiare menjadi kanker tanpa

melalui HGD. Displasia a alhan struktur dan sitologi (inti

dan sitoplasma). Kelainan struktur yamg@ terjadi termasuk permukaan villiform dan
kripta bertunas, bercabang dan berjejal. Kelainan inti termasuk hyperchromasia,
pleomorfisme inti (variasi dalam ukuran / bentuk), nukleolus menonjol, rasio inti
sitoplasma tinggi, berjejal, stratifikasi, dan mitosis atipikal. Kelainan sitoplasma
yang tampak adalah sebagian besar basofilik dengan sedikit atau tanpa mucin sel

goblet (Mescoli, Albertoni, D’inca, Rugge, 2013).
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2.9 Mitosis

Mitosis adalah bagian penting pada siklus sel. Pada kanker terjadi
gangguan kronis mitosis sehingga menyebabkan segresi kromosom yang tidak
sama, dikenal dengan fenomena chromosomal instability. Mayoritas kanker
kolorektal mengalami ketidakstabilan ini (Dalton & Yang, 2007)

Mitosis adalah proses pembelahan sel dimana sel induk menghasilkan dua
sel anak yang identik.Mitosis dibagi menjadi enam fase, yaitu profase,
prometafase, metafase, anafase I, anafase Il, dan telofase. Proses mitosis

checkpoint terjadi di fase pi Weaver, Clevelan, 2005). Fase

mitosis dapat dilij@fiBeg ‘ )

™

|\‘k\k \
b | s
% °F st
[s eaver, C 06
‘ A ase'Mitosis d
]
s o=
'JA.] 2 :i;\
manusia. Ane an 2
Penyimpanan in
kerusakan sebelumnya

karena kerusakan penempelan spindel atau kerusakan mitosis checkpoint (Kops,

a
[ ]
NOI(

Aneuplt ’4?.- i_umum tumor pada

arig nitosis yang terjadi.
eavang merupakan hasil

0 au sentromer, bisa disebabkan

Weaver, Clevelan, 2005). Proses menjadi aneuploid dapat dilihat pada Gambar
2.17.
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aksi ag 36S pemisa Bstansi purannya

dendain.meic akan pela ang sesuaid Tujuan ekstra Bahan..a adalah

u kompOme lapatipada bahan @ fraksi ini

didas pada prinsip o] Al Ssa ponen zat R
dimau'rndahan mul3 apisanantar muka

masuk ke talagi 4}';-4 ¥ g T{' diguftakan antara lain

dengan Y g n-T---l;""“ Al al o !llll"lp.’: B ch )1 destllasi uap,

pelarut,

an berdifusi

ektraksi berkesingmbtngan.sepka ﬁ arpendioKsida ekstraksi ultrasonic, dan

ekstraksi energy listriRDe )
2.10.1. Ekstraksi Menggunakan v
2.10.1.1. Cara Dingin
a. Maserasi

Maserasi adalah proses pengekstrakan simplisia denggan menggunakan
pelarut dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada temperature
ruangan (kamar). Secara teknologi termasuk ekstraksi dengan prinsip metode
pencapaian konsentrasi pada keseimbangan. Maserasi kinetik berarti dilakukan
pengadukan yang kontinu (terus-menerus). Remaserasi berarti dilakuka
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pengulangan penambahan pelarut setelah dilakukan penyaringan maserat pertama
dan seterusnya (Depkes RI, 2000).
b. Perkolasi

Perkolasi adalah ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru sampai
sempurna (exhaustive extraction) pada umumnya dilakukan pada temperatur
ruangan. Proses terdiri dari tahapan pengembangan bahan, tahap maserasi antara,
tahap perkolasi sebenarnya (penetesan / penampungan ekstrak), terus menerus
sampali diperolah ekstrak (perkolat)
2000).

ang jumlahnya 1-5 kali bahan (Depkes R,

2.10.1.2. Cagr

a.Reflu
Ak i ¢ didihnya,
sel3 tu dan jU ‘ patas yan konstan dengan
paltiogalmu : residu
ai 3-5 kali sehing@a, dapat teg@di prose ekstrakd(Depkes
WIet adalah e I;si ﬁ e.rll akan pelaru

yangWya dilakuka ingga terjad

dengan “h p aNVa endealik (Depkes
Ve Y §

RI, 2000).
c. Digesti

Digesti é““f
temperature yang lebih
umum dilakukan pada temperature 40-50°C (Depkes RI, 2000).
d. Infus

Infus adalah ekstraksi dengan pelarut air pada temperatur pemanas air

alu baru

ksi kontinu

mdukan kontinu) pada
ri

ruangan (kamar), yaitu secara

(bejana infus tercelup dalam pemanas air mendidih, temperatur terukur 96-98°C)
selama waktu tertentu (15-20 menit) (Depkes RI, 2000).
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e. Dekok
Dekok adalah infuse pada waktu yang lebih lama (> 30°C) dan temperatur
sampai titik didih air (Depkes RI, 2000).

2.10.2. Destilasi Uap
Destilasi uap adalah estraksi senyawa kandungan menguap (minyak atsiril
dari bahan (segar atau simplisia) dengan uap air berdasarkan peristiwa tekanan

parsial senyawa kandungan mengauap dengan fase uap air dari ketel secara

kontinu sampai sempurna d kondensasi fase uap campuran

(senyawa kandug e ' di destilat air bersama
senyawa ebagian. Destilasi
uap, b didih, namun

dilewati o - ilasj. Destilasi
) (simplista 'k Mg empurna 348 agial dengan air
. Si|(Depkes

[l ME P tete 0

strak ny

traksi berkesSimam M
I vl

s ekstraksi

ali dengan p

an berbeda
atau res“m Cg ,. I erurhbeberapa kali.
Proses ini dila m} m pelaryt) dan dirancang

untuk bahan
(Depkes Rl,zoodvﬁ" '.' F
i
Penggunaan prinsip superkritik untuk ekstraksi serbuk simplisia dan

pa bejana ekstraksi

2.10.3.2. Supkritikal kar 0 ""H"'

umumnya digunakan gas karbondioksida. Dengan variabel tekanan dan
temperature akan diperoleh spesifikasi kondisi polaritas tertentu yang sesuai untuk
melarutkan golongan senyawa kandungan tertentu. Penghilangan cairan pelarut
dengan mudah dilakukan karena karbondioksida menguap dengan mudah,
sehingga hampir langsung diperoleh ekstrak (Depkes R1, 2000).
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2.10.3.3. Ekstraksi Ultrasonik

Getaran ultranosik (> 20.000 Hz) memberikan efek pada proses ekstrak
dengan prinsip meningkatkan permiabilitas dinding sel, menimbulkan gelembung
spontan (cavitation) sebagai stress dinamik serta menimbulkan fraksi interfase.
Hasil ekstraksi tergantung pada frekuensi getaran, kapasitas alat dan lama proses
ultrasonikasi (Depkes RI1, 2000)
2.10.3.4. Ekstraksi energi listrik

Energi listrik digunakan dalam bentuk medan listrik, medan magnet serta

“electric-discharges’ yang de proses dan meningkatkan hasil

dengan prinsip g aenyebarkan gelombang

/,
=
s

H e
tekanan berke ] L

-
-
~

L Zas >

Universitas Indonesia

Hambatan karsinogenesis..., Anindini Winda Amalia, FFarmasi Ul, 2017



47

2.11 Kerangka Konsep

Sel epitel normal

< AOM + DSS

A 4
Barier sel epitel terganggu &
meningkatnya invasi bakteri

- Ekstrak biji &
v bungkil kedelai

Aktivasi NE-kb 1 (lunasin)

&mmnme’. | “L
(TNF-o, |

proliferasi 1,
mitosis 1,apoptosis |

Hiperplasia

!

Displasia

Kanker

Gambar 2.18 Bagan k erangka konsep
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BAB 3
METODOLOGI PENELITIAN

1.1 Desain Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental in vivo dengan

menggunakan hewan coba mencit Swiss-Webster.

1.2 Tempat dan Waktu Penelitian
Pembuatan ekstrak bij
dilakukan di Pusg

Penelit a q

erta penentuan konsentrasi lunasin
gbruari 2016.

arsinogenesis kolon

dilakuk

Indagies

) n, Universitas

iiplisia Biji Kedelai
J1 keg (Glyc yarigtas Grobogan. di dari Balai

P aman ‘ ali alang n UPBS

( ola Benih S limplisia kedWan dapat

dilth;ambar 3.1.
o

Gambar 3.1 Kedelai Grobogan
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3.3.2 Bungkil Kedelai

Bungkil kedelai diperoleh dari toko masdhomi, Semarang melalui situs
belanja online bukalapak.com. Bungkil kedelai adalah produk hasil ikutan
penggilingan biji kedelai setelah ekstraksi minyaknya secara mekanis (expeller)
atau secara kimia (Solvent). Bungkil kedelai dapat dilihat pada Gambar 3.2.

S Y/

ncit Swiss-
minggu yang

diperoleh dari Penel A ne ?- ehatan (Balitbankes)

Kementridf*K{ lonesia se
3.3.4 Bahan Kimia 4 v ;‘

Bahan kimia yang digunakan untuk ekstraksi adalah NaCl (Merck), KCI
(Merck), Na2HPO4 (Merck), KH2PO4 (Merck), Etanol 96% (Merck), HCl 37%
(Merck), NaOH (Merck), Aqua destilata.

Untuk penentuan konsentrasi lunasin menggunakan HPLC digunakan bahan

Hewan Coba
n coba yan

webster n den Rkl A4ratc 0 ¢ dan berus

kimia antara lain: asetonitril (PT. Brataco), asam trifluoroasetat (PT. Brataco), lunasin

murni (Sigma Chemical Company) sebagai standar.
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Untuk induksi karsinogenesis kolon digunakan azoksimetana (Sigma Chemical
Company) dan DSS BM 500.000 (Sigma Chemical Company). Untuk preparasi sampel
kolon dan pewarnaan histopatologi digunakan bahan kimia antara lain: eter (PT.
Brataco), formalin (PT. Brataco), parafin solidum (PT. Brataco), hematoksilin (Merck),
eosin (Merck), anti-caspase-3-antibody, xylol (Merck), alkohol pro analisa (Merck),
litium karbonat, dan akuades.

3.3.5 Alat Penelitian

Neraca analitik, blendgi
(Beckmann J2-12/

lsnaserasi, magnetic stirrer, sentrifuge
p ml, pH meter, HPLC,
freeze drier, ( I, tes, batang pengaduk,

kaca. penutup, spuit,

merig dinilai™e 3 8iebala i, wﬁ, sa, bau

arteme jatle {
342W Kad = K <
4. pan Kadar H
Lﬂ kuraner=100GFs A ; suklhian ditimbang
r’fr ang (elak Serbuk 1 Kemudian dikeringkan

seksama dalan“Wadak

pada suhu 16

ditimbang pada Uf
D

turut tidak lebih dari 0,25

hé an dilanjutkan dan

hpenimbangan berturut-
ehl‘

an RI, 2000).

3.4.3 Penetapan Kadar Abu

Lebih kurang 2 g sampai 3 g serbuk yang telah digerus dan ditimbang
seksama dimasukkan ke dalam krus silikat yang telah dipijarkan dan ditara,
kemudian diratakan. Serbuk selanjutnya dipijarka n perlahan-lahan hingga arang
habis, kemudian didinginkan dan ditimbang. Jika dengan cara ini arang tidak

dapat dihilangkan, tambahkan air panas kemudian disaring melalui kertas saring
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bebas abu. Sisa kertas dan kertas saring selanjutnya dipijarkan dalam krus yang
sama. Masukkan filtrat ke dalam krus, diuapkan, dipijarkan hingga bobot tetap
dan ditimbang. Kadar abu dihitung terhadap bahan yang telah dikeringkan di
udara (Departemen Kesehatan RI, 2000).

3.4.4 Penetapan Kadar Sari Larut Air
Lebih kurang 5 g serbuk yang telah dikeringkan di udara ditimbang

seksama. Serbuk kemudian dimasukkan ke dalam Ilabu tersumbat dan

ditambahkan 100 mL air jgi gikocok berkali kali selama 6 jam

: a disaring, diambil 20
mL filtrat upt ) | beralas datar yang
telah dipan@s 105°C hingga

bobot t¢ A g, d3 dgsehatan RI,
200

pertama dan dikg

an Kadar Sari akut [Etang

ih k 0 5 g seb 30 dikerirgkan, di imbang

se huk  k lam 18 hat  dan
dit 100 mL eta 20 M berkali kali selama

]
dibiaWama 18 jam. ing cepat unthlndarkan
pengua ano rA.r n hi kering dalam
cawan dangka ﬂ“ m dan.ditara, sisa filtrat

dipanaskan pé
larut etanol (Depdi @ lj‘

ama dan

itung dalam % sari
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3.5 Prosedur Pelaksanaan

Optimasi ekstraksi biji dan bungkil kedelai dengan metode
maserasi pelarut PBS, Aqua dest, etanol40%

v

Analisa konsentrasi lunasin dengan metode HPLC

v

Ekstraksi biji dan bungkil kedelai dengan pelarut PBS dalam
ala besar

J

({} )V

Anall g gngan SPSS

ampa .3 o goUT PelakSanaan
B.Wan EkstraksigBiji d % I ai d
. )

3.6.1Wsi Biji dan B dels H

Iwai yangei : A 38" Grohogan. KM’: diperoleh dari
Balitkabi -mﬁ%:‘ "m-.g‘ helkedelai Grobogan
dipress terlebik ihkar /3 gepressan dilakukan

di BALITRO BU @ ius adalah 3 kg. Proses
ji

pengepresannya adalah sebagaiibe W ai dijemur dengan cara diangin -

anginkan untuk mengurangi kelembapan; 2) Biji kedelai digrinder dengan kehalusan 3-

4 mm; 3) Hasil grinder kemudian dibungkus dengan kain blacu lalu dipress dengan
mesin press pada suhu 120°F, tekanan 100-150 atm. Kapasiatas pengepresan adalah
100-200 g. Waktu yang diperlukan untuk mengepres satu blacu sekitar 30 menit.

Hasil pengepresan kedelai diperoleh minyak kedelai dengan kadar minyak
lemak 8% dan ampas kedelai (simplisia yang akan diekstraksi) sebesar 1,990 kg dari

bobot awal kedelai 3 kg.
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Preparasi untuk bungkil kedelai komersil yang akan dijadikan simplisia untuk
ekstraksi adalah dilakukan penjemuran dengan diangin-anginkan selama 3 hari untuk
mengurangi kelembapannya. Selanjutnya, membuang pengotor (seperti butiran jagung)
yang ada pada bungkil komersil secara manual.

3.6.2 Optimasi Ekstraksi Biji dan Bungkil Kedelai
Tahap awal ekstraksi biji kedelai dipisahkan minyak dengan ampasnya
menggunakan mesin pengepresan. Pada tahap ini akan diperoleh residu (ampas). Untuk

memperoleh ekstrak kedelai gdg memiliki kandungan lunasin optimal

maka dilakukan paaSBRasi arbagai e erhagai.pelarut yang digunakan,
| 40% (Galbaz et

ede 8 * dag as) p&, lempengan
lempenganiiketing eout  dijad gan cara

anderabiasil dafsproses Siojo i bungkil

antara lain

ngkil grobogan diambil jda@largffumlah sedikit unt i kstraksi.

ntu nasi ekstraksivini-antara lain” 1) Menimbang isia bungkil

gré ak 10 pal ar an dible Maserasi

but dengan 3 sp M bufféifosfat (PBS),

40% W\/olume 5x bd -masing pel
3) Mase laku A mashdlsarlng dengan
kertas saring.da f m‘l m “ disebut ekstrak cair; 3)
Ekstrak cair akan syncore dengan
suhu 60°C selama

Pada proses optim‘A W eh rendemen yang paling besar

adalah ekstrak dengan pelarut PBS (19,68%). Hasil ekstrak kering yang diperoleh

Si an etanol

nyak 50 ml.

disimpan dalam lemari es untuk selanjutnya diuji kandungan lunasinnya dengan
metode HPLC.

3.6.3 Penentuan Kandungan Lunasin dengan Metode HPLC
Analisa kandungan lunasin masing-masing ekstrak dilakukan dengan metode

HPLC merujuk pada penelitian yang dilakukan Dia et al (2009). Tahapannya adalah
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sebagai berikut: sebanyak 100 mg ekstrak ditimbang dan dilarutkan dalam 8 mL
aquadest, kemudian larutan disonikasi selama 30 menit dan setelahnya
ditambahkan aquades hingga sampai volume 10 mL (larutan 10.000 ppm).
Larutan selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 30 menit
dan diambil filtratnya. Filtrat disaring dengan saringan millipore 0,22 pm dan
diperoleh larutan yang jernih dan tidak berwarna. Larutan tersebut kemudian
ditentukan kadar lunasinnya dengan metode HPLC memakai kolom C18 dan

detektor UV-Vis, menggunakan fase gerak asetonitril : air dengan perbandingan

5:95, waktu retensi 35 menj ang 295 nm, volume injeksi 20 pyL

dan kecepatan faggliger - aflpelarut yang memberikan
kadar lunasi Q aka 0 ke hewan uji.

3.6.4P [
diperoleim™e .J‘ gepresan di ih dahulu

rasi @ wPB ighasi yang
g tinggi

(0,868M0/g). Baki gdiperiukamtntuk pembuatan ekStralg@htara lain

n sebelumnya pel@it yang memiliki kandungan-lig

{aOH 1 C ungkil @ kg dan
bu ersil 1.25 kg. gAl8 ﬁ aE ntara lain parwsi ukuran
besar  dirigen 10 al’ ge ji ong, batang

rloji, bekergw
pengadulﬁtel (,.. Iikii _-.‘ \ aserhmpllsm bungkil
grobogan dan _bune ﬁﬁ asing --- BS dengan volume 5 kali

blacu sebanyak 2 kali

bobot simplisiaif
penyaringan; 3) I:'.r M‘ 1t Wdi ruangan dengan suhu
W D ngan; 4) Hasil ekstrak cair yang

dingin untuk selajutnya m
diperoleh dikeringkan dengan rotary vapour dengan suhu dijaga di bawah 60°C;
5) Ekstrak kering yang diperoleh kemudian disimpan di dalam lemari es untuk

selanjutnya diuji kualitatif dan kandungan lunasinnya dengan HPLC.

Universitas Indonesia

Hambatan karsinogenesis..., Anindini Winda Amalia, FFarmasi Ul, 2017



55

3.7 Parameter Ekstrak
3.7.1 Penetapan Kadar Air

Tujuan penetapan kadar air adalah memberikan batasan minimal atau
rentang tentang besarnya kandungan air di dalam bahan. Salah satu metodenya
adalah gravimetri. Lebih kurang 10 gram ekstrak dimasukkan dan ditimbang
seksama dalam wadah yang telah ditara. Ekstrak tersebut kemudian dikeringkan
pada suhu 105°C selama 5 jam dan ditimbang. Pengeringan dilanjutkan dan
ditimbang pada jarak 1 jam sampai_perbedaan antara 2 penimbangan berturut-
turut tidak lebih dari 0,25% (B ghatan RI, 2000).

3.7.2 Penetap

o
( ) iran kandungan
minegal 7 3 terbentuknya
rf‘ 3 3 S dan ditimbang

se ikat fan ditara,
kemdian diratakan. Serbuk Selanjuiliya dipfjarkan perlahan-lanar pga arang
hak dia N n dafk ¢ Al a“dengan cara arang tidak
da , targ an’ai <emucdhiafielisaring s saring
belas abl. Sisa kertas dafiskertdsese elafjitnya dipijarkan datg us yang

sama;wiasukkan filtrat a ap dipijarkan hifngga®bobot tetap,
kemudig rbang H KC ) n-'?"- :iwlkeringkan di

udara (Departes -fzf:

L asam klorida encer selama 5
menit. Bagian yang tidak larut dalam®asam dikumpulkan, disaring dengan kertas
saring bebas abu, dicuci dengan air panas dan dipijarkan dalam krus hingga bobot
tetap. Kadar abu yang tidak larut dalam asam dihitung terhadap berat bahan uji,
dinyatakan dalam % b/b (Departemen Kesehatan R1, 2000).
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3.7.4 Penetapan Parameter Cemaran Mikroba
3.7.4.1 Angka Lempeng Total (ALT)

Disiapkan 5 buah tabung atau lebih yang masing-masing telah diisi dengan
9 mL pengencer PDF (Pepton Dilution Fluid). Dari hasil homogenisasi pada
penyiapan contoh dipipet pengenceran 10-1 sebanyak 1 mL ke dalam tabung yang
berisi pengencer PDF pertama hingga diperoleh pengenceran 10-2 dan dikocok
hingga homogeny. Dibuat pengenceran selanjutnya hingga 10-6 atau sesuai
dengan yang diperlukan. Dari setiap pengenceran dipipet 1 mL ke dalam cawan
petri dan dibuat duplo. Ke _dé
PCA (45+1°). Sg

suspense terse

pLpetri dituangkan 15-20 mL media
I edemikian rupa hingga
an pengencer dibuat
uji contgai(b g cer dan media
agargd d 03 etelah media
me at, "€ petri diin n S ° K dengan
pasi ah kolohi ‘ grmatee Dgpartemen

K , 2000).

el Duga : ber/N m

gpkan 5 tabu g berisi 9 m ari hasil

homowl pada pen

tabung

perta f IHI .x perberan 10-2 dan
dikocok sampa m: m ya_hingga 10-6. Untuk
nkey Broth (MCB)

)

Mari masing-masing seri
0 W D

asi pada suhu 37°C selama 24-
48 jam. Setelah 24 jam dicatat dan diamati adanya gas yang terbentuk di dalam

L pengence 1 ke dalam

setiap penge

yang dilengkapi 8

dimasukkan 1 mL suspense

tiap tabung. Kemudian inkubasi dilanjutkan hingga 48 jam dan dicatat tabung-

tabung yang menunjukkan gas positif (Departemen Kesehatan R1, 2000).

3.7.4.3 Penetapan Angka Kapang/Khamir
Disiapkan 3 buah tabung yang masing-masing telah diisi 9 mL Air Suling
Agar (ASA). Dari hasil homogenisasi pada penyiapan contoh dipipet 1 mL
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pengenceran 10-1 ke dalam tabung ASA pertama hingga diperoleh pengenceran
10-2, dan dikocok sampai homogeny. Dibuat pengenceran selanjutnya hingga 10-
4. Dari masing-masing pengenceran dipipet 0,5 mL, dituangkan pada permukaan
Potato Dextrose Agar (PDA), segera digoyang sambil diputar agar suspensi
tersebar merata dan dibuat duplo. Untuk mengetahui sterilitas media dan
pengencer, dilakukan uji blangko. Ke dalam satu cawan petri dituangkan media
dan dibiarkan memadat. Ke dalam cawan petri lainnya dituangkan media dan
pengencer, kemudian dibiarkan memadat. Seluruh cawan petri diinkubasi pada
suhu 20-25°C selama 5-7 R
jamur yang tumi
dibedakan kat
Lempengag g ] ‘ japat. 40-60 koloni

kapafig

pari inkubasi, dicatat jumlah koloni
si 7 hari. Koloni ragi

enyerupai bakteri.

at
jian ini_dimaksudkan ERAtuk@Mmenunjukkan bah logam

n sulfi enghaSiikarnfvarkaipadafkondisi etapan, ‘tidaldimelebihi

rat yan lam % Yal dalam

pkan denga % eqara visual seperty

pem n visual da an Hambur

pembanMarut Guoak
Larutan baku ™6 "' e dalam tabung

pembanding mL. pH diatur
antara 3,0 dan

Unlum hidroksida 6 N
menggunakan indikator

ai indikator eksternal, encerkan
dengan air hingga 40 mL, lalu dicampur.

era pada

ya dengan

Larutan Uji : ke dalam tabung pembanding 50 mL masukkan 25 mL larutan uiji,
atau larutkan dan encerkan dengan air hingga 25 mL sejumlah zat uji dalam g
yang dihitung dengan rumus :

2,0
1000 L
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L adalah batas logam berat dalam persen. pH diatur antara 3,0 dan 4,0 dengan
asam asetat 1 N atau ammonium hidroksida 6 N menggunakan kertas indikator pH
rentang pendek sebagai indikator eksternal, kemudian diencerkan dengan air
hingga 40 mL dan dicampur.

Larutan Monitor : Sebanyak 25 mL larutan yang dibuat sama seperti larutan uji
dimasukkan ke dalam tabung pembanding warna 50 mL dan ditambahkan 2,0 mL
larutan baku timbal. pH diatur antara 3,0 dan 4,0 dengan asam asetat 1 N atau

ammonium hidroksida 6 N meg# . kertas indikator pH rentang pendek
sebagai indikator ¢ . i degan air hingga 40 mL dan

dicampur.

Prosed y berisi larutan
bakgitla Thes: : ‘ : 16 Ifida LP yang
dib Jak- CamPUL-giamkan Sel it. Amsati.permuk atas pada
dg

tegJe arutange gan 1 a 5 Sama atau

a yang terjagi padé Ayl ti DG na yang

le Kuat dasiflartiian baku (Departe

3.~asi Senyawa Fitoki K -
-

381
P*sa #-i? a alkal@id dapat ‘dilakuka L:,iﬂ-*“ pereaksi seperti

mayer, dr: i ucl houchardat - Caranvasw20°ma ekSirakpkental dimasukkan ke

dalam tabung reaRs¥=eftambahk Bl 20\ dan 9"miEarr“Larutan dimasukkan ke
dalam beaker glass ™ dian dipanaskar di penangas air selama 2
menit kemudian didinginkan. Laruta g dan ditampung filtratnya. Filtrat tersebut
digunakan sebagai larutan uji (Depkes Ri, 1995; Harbone, 1987).

Larutan uji diteteskan dengan beberapa pereaksi untuk mengidentifikasi
kandungan alkaloid, antara lain: a) 1 ml filtrat diteteskan di atas kaca arloji,
ditambahkan 2 tetes pereaksi bouchardat, terbentuk endapan coklat / hitam (positif
alkaloid), b) 1 ml filtrat diteteskan di atas kaca arloji, ditambahkan 2 tetes pereaksi
mayer, terbentuk endapan menggumpal putih atau kuning yang larut dalam metanol
(positif alkaloid), ¢) 1 ml filtrat diteteskan di atas kaca arloji, ditambahkan 2 tetes
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pereaksi dragendroff, terbentuk endapan jingga cokelat (positif alkaloid)( Depkes RI,
1995; Harbone, 1987).

3.8.2 Tanin / Polifenol

Cara pengujian tanin dengan = 20 mg ekstrak kental dilarutkan dalam 15 ml air
suling panas dan diaduk. Setelah dingin kemudian disaring, 3 filtrat sebanyak 1 ml
masing-masing diberi perlakuan antara lain: a) ditambahkan 3 ml larutan gelatin 10%
dan diperhatikan adanya endapan putih, b) ditambahkan 2 tetes larutan FeCL3 3% dan
diperhatikan terjadinya perubali

larutan NaCl-gela pOtiAlRepkes R1, 1995).
3.8.3 Saponi
Jalam 10 ml
i 15 an kemudia n Olalkuat-kuat sela didiamkan

b ang i ka pada
2 N buip tidak hi pkes RI,

adi hijau violet, c) ditambahkan 3 ml

tetes H hg, bera

o __

pengujian fla a) sebanyake+ 50 mg ekstrak

dllarutka'oﬂam -A‘ 0 mMuk Zndan 2 ml
HCI 2N dag.didTa m mUdian. di - an. 10 tetes HCL pekat,

jika dalam enunjukkan adanya
flavonoid; b) seb

id; a : ” r | etanol 95% kemudian
ditambahkan 100 mg serb w e pekat. Jika terjadi warna merah

jingga sampai ungu menunjukkan adanya flavonoid; c) sebanyak + 50 mg ekstrak

i positif

dilarutkan dalam 3 ml aseton, ditambahkan 50 mg asam oksalat dan 50 mg asam borat,
diaduk kemudian didiamkan hingga mengering. Lalu ditambahkan 3 ml dietil eter,
diaduk kemudian didiamkan hingga mengering lalu dilihat di bawah sinar UV 366 nm
akan berfluoresensi kuning kehijauan (Depkes RI, 1995; Harbone, 1987).
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3.8.5 Terpenoid

Cara pengujian terpenoid dengan sebanyak + 100 mg ekstrak kental diencerkan
dengan 3 ml etil asetat, ditambahkan pereaksi Lieberman-Bouchard (campuran asam
asetat anhidrat dan asam sulfat pekat (2:1)). Hasil positif ditandai oleh terbentuknya

warna merah jingga atau violet biru (Depkes RI, 1995; Harbone, 1987).

3.9 Pengujian In Vivo Hambatan Karsinogenesis pada Kolon Mencit
3.9.1 Populasi dan Sampel

Populasi adalah mencita pster berusia 12 minggu dengan bobot

rata-rata +20 grarpy/ae ri Labke & ah kolon mencit populasi
ri.selama 4 minggu.

yang telah dii
kntukan julailapgangpada masing-m digunakan
Pada’penelitiag un N adalah
ulangan,pada maSig-masingikelompak.adalah sebagai '

)
vmlah kelomgek per M a elitian ini adM)ok
. .

mlahulang elompok. H‘

Berdasarkan perhitungan rumus di atas diperoleh n > 2,875 sehingga
jumlah ulangan minimum untuk masing-masing kelompok adalah 3 ekor. Dalam
penelitian ini hewan coba yang digunakan akan dilebihkan menjadi 6 ekor mencit tiap
kelompok sehingga ada 54 ekor mencit Swiss-Webster jantan untuk mengantisipasi
terjadinya drop out karena resiko kematian pada hewan coba tinggi. Hewan coba dibagi
dalam 9 kelompok (masing-masing kelompok terdiri dari 6 ekor) dengan pembagian
kelompok sebagai berikut: (dilihat pada Tabel 3.1)
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Tabel 3.1 Kelompok Perlakuan

Kode Kelompok Perlakuan
(Knorm) Kontrol normal  Kontrol tanpa terapi, mencit diinduksi dengan
pelarut AOM yaitu NaCl 0,9% b/v secara i.p
(Kneg) Kontrol negatif ~ Mencit diinduksi AOM dan DSS (satu kali

injeksi AOM dosis 10 mg/kg BB i.p dan larutan

gtiap hari selama 1 minggu)

) S + suspensi asetosal

D r ekstrak Dbiji

(Kasp)

EK; ‘
rak Biji ' OM + DSS A rak biji
detai Dosis 2 1 150867200 BE
Ekstrak.Biji di PM + _DSS + | ak Dbiji

Elai DosiSig,. 'Kedela®200dno/20gr B
= kstra q
Kedelai Dgsi§ 1 ﬂ 6 m@i20gr BB
_I ]

"' Ekstrak BE DSS + IarutaWak bungkil
-l“

AN\
f 1*'3 ekstrak bungkil

"l-m....______________..uJ

3 + lar pungkil

‘w"
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3.9.3 Etika Penelitian
Sebelum memulai penelitian akan diajukan persetujuan etik dari Komisi Etik
Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia.

3.9.4 Cara Kerja

Mencit Swiss-Webster jantan berumur 12 minggu diberikan perlakuan di
Laboratorium Patologi Eksperimental, Departemen Patologi Anatomik, Fakultas
Kedokteran, Universitas Indonesia. Mepcit diaklimatisasi terlebih dahulu satu minggu
sebelum induksi dengan AOM
the Care and Usg

ata dan diperlakukan sesuai Guide for

o ad Use Commitee. Mencit

dipelihara padg b5% dengan siklus 12

jam ter Cliberi 3 Nk air mineral ad
libit

akan merncreys akan terdiri

3 bale oiting, 1a u SGM,

ak ikarfi@ian gafamSecukupnya. Selanju i h tepung

ang tanah,

Nenjadiatienaty k angatgiling dengam, mesin‘gilingan daging

a suhu 7 ¢

WSi karsinoge L( ﬁ a.rll gadopsi met
(2014Wuh mencit d S ‘ g dilarutkal
dengan desis 10 mgike™h ha f | awhanyak satu kali
(kecuali K liShabanya G \::m *Mminggu pasca induksi
AOM, mencit anda g DSS 2% setiap hari

selama satu mingms' *M' uruh hewan coba diacak
(kecuali Kyom) kemudian a HH'-J an ersendiri yang dijaga sedemikian

rupa sehingga tidak saling berinteraksi. Setelah itu, kelompok uji diberikan larutan uji
ekstrak biji dan bungkil kedelai dengan dosis 75 mg/20 grBB, 150 mg/20 grBB, dan
200 mg/20 grBB, setiap hari selama 4 minggu. Pada tahap akhir penelitian, mencit tiap

ardi et al
0,9% NaCl

kelompok dikorbankan dengan ketamin (sisakan satu mencit kelompok kontrol normal
dan negatif untuk dilihat perkembangannya sampai tahap kanker). Kolon mencit
diambil kemudian sisa kotoran dibersihkan dari lumen kolon dengan membilas dengan

air. Potongan jaringan difiksasi menggunakan buffer formalin dan dilakukan
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pewarnaan untuk melihat hambatan karsinogenesis kolon melalui pengamatan
histopatologi terhadap parameter displasia, hiperplasia, dan mitosis serta pengamatan
imunohistokimia terhadap parameter apoptosis. Alur penelitian dapat dilihat pada
Gambar 3.4.

Aklimatisasi Eutanasia (H+7)
AOM10 mefke Randombsasi
l Intervensi l

l 24 8 -

ontrol negatif tUrvensi larutan
ngai aspirir*; = Kelompok uji
j‘i“@ apok U]1 ekstrak biji kedelai
Kedelai dosis 3 (200

10sis'1 (75 mg/20grBB);
ekstra delai do )I20grBB); EB; = Kelompok
uji ekstraksbiji ' @ 9

Gambar 3.4 Alur penéli Patan Karsinogenesis kolon mencit

3.9.5 Pewarnaan Hematoksilin dan Eosin

Pewarnaa hematoksilin dan eosin yang digunakan merujuk pada penelitian
Kusmardi et al (2014). Potongan jaringan kolon dibuat blok parafin. Blok parafin
dibuat irisan setebal 4 um dan direkatkan pada gelas obyek untuk pewarnaan H&E
dengan tahapan sebagai berikut. Sediaan dideparafinisasi dengan memakai xylol 1, I,
dan 11, masing-masing selama 5 menit kemudian sediaan direhidrasi dengan memakai
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alkohol absolut, 96%, dan 70% masing-masing selama 5 menit, dan dicuci di air
mengalir selama 5 menit kemudian sediaan dimasukkan ke dalam hematoksilin selaa 7
menit dan dibilas di air mengalir selama 10 menit. Setelah itu, sediaan dicelupkan ke
dalam litium karbonat jenuh sebanyak 2-3 celup atau 1-2 menit direndam dan dibilas
dengan air mengalir selama 5 menit. Sediaan dikontrol apakah warna birunya sudah
cukup, jika belum dimasukkan kembali ke dalam hematoksilin selama 2 menit lalu
dibilas di air mengalir, direndam dalam eosin selama 1-2 menit, didehidrasi dengan
alkohol 70%, 80%, 96%, dan absolut masing-masing selama 3 menit selanjutnya

clearing dengan xylol 1, 11, dag

gsi dengan entelan dan ditutup dengan
kaca penutup. Seg

400x. ( )
LUHOhIStO A .' yang dllakuJ penelitian

0 dip letakkan

0P Cakiaya dengan pembesaran

pisi JpBly-E#tysine dan dilakuk sediaan

anasan‘di.atassl irmerselama s enit de ub56,5—-

anjutn 3N ¢ de Nenggune panyak 3
— masing se -5 M : dilanjutkan nggunaan
alko an konsent dimulai dari ol absolute

konsentr@% (,, % mas E/.K“ t SM tahap rehidrasi
selesai, dilakuka : e m ama 5. menit, dilanjutkan

dengan pence selama 30 menit,

kemudian dibilas Ur ‘ﬂ‘ :
Setiap potongan ja d W a retrieval selama 10 menit dalam

sitrat buffer (pH 6) di dalam microwave, lalu didiamkan dalam suhu ruangan selama 30

menit kemudian dicuci menggunakan phosphate buffer saline (PBS) selama 10 menit,
lalu inkubasi dengan blocking agent sniper selama 30 menit. Dilanjutkan inkubasi
dengan antibody primer Caspaase-3 dengan pengenceran 100 kali telarut dalam serum
dilakukan selama 1 jam dalam suhu ruangan, kemudian sediaan dicuci menggunakan
PBS selama 10 menit. Dilanjutkan inkubasi antibodi sekunder Universal Link selama

15 menit, kemudian dicuci mengunakan PBS selama 10 menit diikuti dengan
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Trekavidin-HRP selama 15 menit pada suhu ruangan. Langkah selanjutnya adalah
pencucian ulang dengan PBS sebanyak 2x masing-masing selama 10 menit. Teteskan
kromogen diamino benzidine (DAB) selama 20-30 detik, dilanjutkan dengan air
mengalir. Dilakukan pencelupan ke dalam larutan Hematoxilin Lilie Mayer sebagai
counterstrain selama 1-2 menit kemudian dicuci dengan air mengalir. Selanjutnya
dilakukan pencelupan dalam litium carbonat selama 1 menit, kemudian cuci dengan air
mengalir. Langkah selanjutnya dilakukan dehidrasi dengan etanol dan clearing dengan

xylol, terakhir ditutup dengan cairan penutup (aqueous mounting media).

3.9.7 Intepretasi 2ERAQGA
Penga il ; embesaran 400 x

tehadap jafing

ung jumlah sel
yanggdme 1 { ; s @igambarkan

de ' Oalami permpe -.% Flipérptasia diga emanjang,

ag el selapishdan te n tigdk*™te ng, dan

polafitasanasin terjaga. Displasia'diganiarkafifinti sel membesar ng, lebih

padat, PSeudostg , el gonlet sadik

2si Gaspast
et
iaian hasil pu i aial caspase-3 dilak
pengamadlruh f Aﬁ aya hn kamera. Foto
m m <le gtonya secara acak

diperoleh denga
dan dihitung jumlah

a biru) dari kelima foto
W b aplikasi Image J. Sel yang

menunjukkn positif pada inti dan/atau sitoplasma, ditandai dengan titik merah dan sel

tasi Hasil Eks

dua orang

sebanyak 10 |3

sel total yang pOU ;
Ia‘

tersebut. Perhitungan di

negatif ditandai dengan titik biru.

Perhitungan rerata jumlah sel dengan ekspresi caspase-3 pada 1000 sel epitel.
Misalkan pada mencit yang diinduksi dengan AOM dan DSS, jumlah sel dengan
ekspresi caspase-3 positif adalah 475, dan jumlah sel total pada 5 lapang pandang
adalah 1250, maka pada setiap 1000 sel epitel, jumlah sel dengan ekspresi caspase-3
positif dapat dihitung dengan cara: 1000/1250 x475 = 380 sel
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3.10 Identifikasi Variabel

Variabel Independen pada penelitian ini adalah ekstrak biji dan bungkil
kedelai. Variabel Dependen pada penelitian ini adalah pemeriksaan histopatologi
dengan parameter displasia, hiperplasia, dan mitosis, serta pemeriksaan
imunohistokimia dengan parameter apoptosis. Skema hubungan antar variabel
penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.5.

~N

aan histopatologi dan

okimia (apoptosis,
hiperplasia, dan
itosis)

( Variabel Independe Variabel Dependen

Ekstrak biji d

ISi Of ona
kede a
ilangkan miy
pnelaruts PBS. Sela
metdedfiPLC

= i‘? ' 3} dosis tinggi (200
jWai komersil yang telah
a

mg/20gr

2. Ekstrak bun
dihilangkan minyak gan pelarut PBS. Selanjutnya
dikuantifikasi konsentrasi lunasinnya dengan metode HPLC. Ekstrak bungkil
komersil diberikan pada dosis rendah (75 mg/20gr BB), dosis sedang (150
mg/20gr BB), dan dosis tinggi (200 mg/20gr BB) (skala ukur ordinal).

3. Apoptosis adalah sel yang mengalamai apoptosis pada sel epitel kripta, dinilai
dengan mengkuantifikasi jumlah apoptosis per 5 lapang pandang yang
diambil secara acak, dan dilihat dengan mikroskop cahaya perbesaran 400x

(skala ukur rasio).
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4. Displasia adalah jumlah sel epitel kripta yang mengalami displasia, dinilai
dengan menghitung indeks displasia yaitu jumlah sel yang mengalami
displasia per 10 lapang pandang yang diambil secara acak, dan dilihat dengan
mikroskop cahaya perbesaran 400x. Dengan ciri sel sebagai berikut inti sel
memanjang dan membesar, agak padat, psedustratifikasi, sel goblet berkurang
(skala ukur rasio).

5. Hiperplasia adalah jumlah sel epitel kripta yang hiperplasia, dinilai

berdasarkan pengamatan pada 1Q lapang pandang dengan pembesaran 400x

terhadap jaringan kolon. i asio).

6. Mitosis adalaiil§e ot 0 ygalami mitosis, dinilai
dengan u } l. yang mengalami
mitQsIs p dilihat dengan

9

iSis data pepelitian ‘diJakliKan @Engan menggunak aqgtiji ik SPSS

. Perbg hasil 0&fag g antara mpok kontsel dengan

diuji dé in aa D5 (con val/Cl =
o A
o i
ijuran objel [ jumlah aseWmengalami

displasia erplasid, -mitosis” d i Vang d t berupa data
nu:1erik he ,f" Apals M‘i‘ alisis Etatistik
dilakukan uji ji Tukey. Sebelum
dilakukan uji te 4 } ngan uji Kolmogorov-
Smirnov dan homogenitas engan uji Levene.

Bila distribusi data yang dihasilkan tidak normal,maka perlu dilakukan

transformasi data sesuai monogram Altman tahun 1991 dengan logaritma atau
cara lain sebelum dapat dilakukan uji hipotesis. Cara yang lain adalah mengubah
variabel kontinyu menjadi variabel ordinal atau nominal, sehingga dapat
dilakukan analisis non parametrik (Tumbelaka et al., 2011), yaitu uji Kruskal-
Wallis.
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BAB 4
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

4.1 Ekstraksi

Hasil ekstraksi dari biji dan bungkil kedelai masing-masing sebanyak 1,25
kg dengan pelarut PBS adalah ekstrak kering biji kedelai sebanyak 175 g dengan
rendemennya 9,33% dan ekstrak kering bungkil kedelai sebanyak 230 g dengan

rendemennya 18,4%. Ekstrak biji kedelai memiliki karakteristik warna coklat

kekuningan terang, bau aroi pya asin. Ekstrak bungkil kedelai

memiliki karakteg aromatis, dan rasanya
asin. Ekstrak S us disimpan dalam

wadah tettt /o : ekstrak kering
biji jged

Gambar 4.1 Hasil ekstrak ke ]I kedelai (a) dan bungkil kedelai (b)

4.2 Pengujian Sisa Pelarut
Pengujian sisa pelarut PBS yang terkandung di dalam ekstrak kering biji
dan bungkil kedelai dilakukan dengan metode HPLC.
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Tabel 4.1 Sisa pelarut fosfat dalam ekstrak PBS biji dan bungkil kedelai

Parameter Ekstrak Hasil Satuan
Fosfat Terlarut Biji Kedelai 2,52 % b/b
Bungkil Kedelai 4,17 % b/b

Pada penelitian ini pelarut yang digunakan adalah Phospat Buffer Saline (PBS).

Pengujian sisa pelarut fosfat be ntuk memastikan jumlah sisa pelarut

fosfat yang masih ada_da mepunjukkan bahwa sisa pelarut

fosfat ekstrak b ] e engan ekstrak bungkil
kedelai. Ekt ¢ : A sebanyak 2,52 %b/b
artinya | 3 a strak bungkil

kedélai . i : : a tefdapat 4,17
S kedelai

ka berat

ptngkil komet gba adalah 200

t + 20 at dia diper ghanya g BB x

0 untuk_me Defifan _mengar ak onversi dari

216 anusia sehesarss [.& ce Bacharach, 0sis untuk
ma alah 4 mg x 0 H gn(URtkk manusia 70 umsi sisa

pelarM pada dosis US| 1S ntuk 1.551 Mengandung
64,7 mg Mat. -‘4-';:;' v ; .Ti’il.i untti manusia adalah

4000 mg imth000" A i oardm1997) " Da 3 pulkan bahwa

kandungan sisa pefart pijl dan paAgKil kedelai dalam batas

aman untuk dikonsu
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4.3. Parameter Biji Kedelai

Simplisia sebagai produk hasil pertanian atau pengumpulan tumbuhan liar
(wild crop) terntu saja tidak dapat dijamin selalu ajeg (konstan) kandungan
kimianya karena disadari adanya variable bibit, tempat tumbuh, iklim, kondisi
(umur dan cara) panen, serta proses pasca panen dan preparasi akhir. Standarisasi
simplisia mempunyai pengertian bahwa simplisia yang digunakan untuk obat
sebagai bahan baku harus memenuhi persyaratan monografi terbitan resmi
Departemen Kesehatan (Materia Medika Indonesia) (Depkes R1, 2000). Tabel 4.2

menunjukkan parameter simp arietas grobogan.

Tabel 4.2 Par,

nik Analisis

‘ada etri
Padatan Kada . etri
adar 'Sa 48 G vVifnetri
arutsA
etri
ut b

W FY %W
Kadau?ja biji kedelai adala Ak’ dibandingk Wn kadar air
pada sertifikat e Al Balij - ilai 8,3 Nilai te]!But sudah sesuai.

Kadar abé alaCalat ™t 89 Y0 TTarerseDl dengan standar SNI.

Tabel 4.2 menuniKkan, bahwe bif ﬁ ai-feik.larut dalam air daripada dengan
etanol. v ;

4.4. Parameter Ekstrak Biji dan Bungkil Kedelai

Ekstrak adalah sediaan kental yang diperoleh dengan mengekstraksi
senyawa aktif dari simplisia nabati atau simplisia hewani menggunakan pelarut
yang sesuai, kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan dan massa
atau serbuk yang tersisa diperlakukan sedemikian hingga memenuhi baku yang
telah ditetapkan (Depkes RI, 2000).
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Terpenuhinya standar mutu produk / bahan ekstrak tidak terlepas dari
pengendalian proses, artinya bahwa proses yang terstandar dapat menjamin
produk terstandar (Depkes RI, 2000). Tabel 4.3 menunjukkan parameter ekstrak
PBS untuk biji dan bungkil kedelai.

Tabel 4.3 Parameter ekstrak biji dan bungkil kedelai

Sampel Identifikasi Parameter Hasil ~ Satuan  Teknik Analisis
& keadaan

sampel

Gravimetri
Gravimetri
Gravimetri

Ekstrak
PB3BI] 3 ; awan Tuang
i Tuang
aml Tuang
AS
NAS
S
metri
metri
Sravimetri

-
kawan Tuang

Cawan Tuang
Cawan Tuang
AAS
AAS
AAS

Pengukuran kadar air dilakukan untuk mengetahui kandungan air pada
ekstrak biji dan bungkil kedelai dengan metode gravimetri. Tabel 4.3
menunjukkan kadar air pada ekstrak PBS biji dan bungkil kedelai berturut-turut
adalah 8,16 % dan 7,34% . Hasil tersebut menunjukkan bahwa kadar air pada
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kedua ekstrak masih dalam batas normal, karena batas maksimal kadar air dalam
suatu sediaan < 10% (BPOM R, 2014).

Pengukuran kadar abu bertujuan untuk memberikan gambaran kandungan
mineral internal dan eksternal yang berasal dari proses awal sampai terbentuknya
ekstrak. Pengukuran dilakukan dengan memanaskan bahan hingga temperatur
tertentu dimana senyawa organik dan turunanya terdestruksi dan menguap,
sehingga tinggal unsur mineral dan anorganik. Pengukuran inti terkait dengan
kemurnian dan kontaminasi bahan
2000). Pemeriksaan kadar ab
dan bungkil kedgjailide vle gravii : menunjukkan kadar abu
total dan kagla 3 : i al, adalah 4.52% dan
0.13%,

ang diperiksa (Departemen Kesehatan R,

abu tak larut asam pada ekstrak biji

oF
enunjukkan
etelah cu kan pada

ara t dan diinkubastp uai. Uji

juap-untuk memberikaffijamifian pahwa ekstrak tidak gandung

oba" patoggiipien tidalSgmengay Bikroba  nOAEPatogen ebihi batas

yd N kare s sta ekstrak (toksik)
ba an (Departerg ﬁ ;{ : .2 D). Pengujian ekstrak
biji kil kedelai etod ang. Tabel nunjukkan

ALT pa“stra gariabting o Sadalah nM artinya tidak
ditemukan,adaie ‘fﬁ aela | a:Seie alkcukan inkubasi.
Ba e ctUiclica

menunjukkan aw
n‘ .

berkorelasi positif denga

g keberadaannya

3 Ji. Adanya bakteri ini
t ogen lain yang berbahaya bagi

kesehatan. Pada uji ini dilakukan pengamatan pertumbuhan bakteri koliform
setelah cuplikan diinokulasikan pada media cair yang sesuai, dan pengamatan ada
tidaknya reaksi fermentasi dan pembentukan gas di dalam tabung Durham.
(Departemen Kesehatan RI, 2000). Pengujian koliform pada ekstrak biji dan
bungkil kedelai dengan metode cawan tuang. Tabel 4.3 menunjukkan hasil uji
koliform pada ekstrak PBS biji dan bungkil kedelai adalah negatif, artinya tidak
terbentuk gas dalam tabung Durham.

Universitas Indonesia

Hambatan karsinogenesis..., Anindini Winda Amalia, FFarmasi Ul, 2017



73

Uji penetapan angka kapang / khamir bertujuan untuk memberikan
jaminan bahwa ekstrak tidak mengandung cemaran jamur melebihi batas yang
ditetapkan karena berpengaruh pada stabilitas ekstrak dan aflatoksin yang
berbahaya bagi kesehatan (Departemen Kesehatan RI, 2000). Pengujian kapang /
khamir pada ekstrak biji dan bungkil kedelai dengan metode cawan tuang. Tabel
4.3 menunjukkan hasil uji kapang / khamir pada ekstrak PBS biji dan bungkil
kedelai adalah negatif, artinya setelah periode inkubasi tidak ditemukan adanya
koloni jamur dan atau koloni ragi pada media yang digunakan.

Uji cemaran logam_Jk
ekstrak tidak

ntuk memberikan jaminan bahwa
| hal ini timbal (Pb),
dungan timbal (Pb)
pm dan 0,079

kedua ekstrak

cadmium (Cd

pada eks
ppmdH
ormal, Ka atas.i al kada lam suatu

2l U pp admium

( (As) kedua eks berhilaifegatif artinya tid I adanya
n keg 0gam “tepsebut. SBatas o paran gium  (Cd)
o/kg a , falah < 5
WQ/L atau pp .'o ﬂ 4&
4.5. KaHgan ﬁ M
Lunas Biblg ISy aWd  dRITETIT iR o marker pada

ﬂ andwRgan [UNasin pada ekstrak biji dan

.o’

penelitian ini. TQOEL 4.4 _mefpupj
bungkil kedelai 1
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Tabel 4.4 Kandungan lunasin pada ekstrak biji dan bungkil kedelai

Sampel Identifikasi Parameter Hasil Satuan  Teknik Analisis
& keadaan
sampel
Biji Serbuk- Lunasin 0.808 mg/g HPLC
Kedelai Padatan 0.838 ma/g HPLC
Bungkil  Serbuk- Lunasin 0.646 mg/g HPLC
Kedelai Padatan 0.599 mg/g HPLC

kandungan lunasin pada

nasin pada ekstrak

Dari hasilg ‘ :
ekstrak biji 3 ;
bungkil ‘ a mg/g. Hal ini
terjadi 3 y jrotein yang
ting . unasin sendi erasal d amino,

ya juga

tokim ra , edelal

Wekatan skrinig@fitoK
=)

dala han atau ba

alisis kualitati an kimia

tang, daun, Wbuah biji),
terutam ungaR UNge |tu a id, antrakinon,

flavonoid, gli an triterpenoid), tanin

(polifenolat),

utama dari pendUi f
i

mendapatkan kandungan

ya. Adapun tujuan

Psurvei tumbuhan untuk
yang berguna untuk pengobatan
(Depkes RI, 1995). Skrining fitokimia yang dilakukan pada ekstrak biji dan
bungkil kedelai menggunakan uji reaksi kimia (lihat Tabel 4.5). Gambar 4.2

sampai Gambar 4.4 merupakan hasil skrining fitokimia pada ekstrak biji dan bungkil
kedelai.

Universitas Indonesia

Hambatan karsinogenesis..., Anindini Winda Amalia, FFarmasi Ul, 2017



75

Tabel 4.5 Hasil skrining fitokimia ekstrak kedelai dan bungkil kedelai

Uji Pereaksi Ekstrak kedelai Ekstrak bungkil
Fitokimia Hasil Kesimpulan Hasil Kesimpulan
Tidak terbentuk Tidak tebentuk
Alkaloi M . - .
aloid ayer endapan putih endapan putih -
Tidak terbentuk Tidak terbentuk -
Bouchardard -
endapan cokelat endapan coklat
Tidak terbentuk Tidak terbentuk
Dragendorf -
endapan merah endapan merah -
Terbentuk

Terbentuk
warna_jing

+ warna jingga +

kecoklatan

erbentuk busa +
bil

Flavonoid Mg+ HClp

Saponin Air +

Steroid/Te
rpenoid

Keterangan: Hasil uji Sk 0 i h II ekstrak Kedelal (A), ekstrak bungkil kedelai
komersil (B) vs standar ekstrak®gipe galipereaksi meyer (a), dragendorf (b), dan
bouchardard (c).

Gambar 4.2 Hasil skrining fitokimia alkaloid
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Keterangan: Hasil uji skriging . ) edelai (a), ekstrak bungkil kedelai
komersil (b) vs stang 3tre : eI Mg + Hcl P

Keteranga#sil jirskeifing Titokin penold mi delh ekstrak bungkil

kedelai komersil s.Standa ak na pereak -burchard.
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Keterangan: Hasil uji skrining fitokimai
kedelai (b) vs ekstrak bungkil keg

andar ekstrak daun jambu biji (a), ekstrak
pereaksi FeCl;

»

kedelai (a), ek

pereaksi air + I-H'
~ T AN T inh'

gkil kedelai

Keteiasil uji skrini a A

komersi standar ekstra

Tabel 4.

menunjukkan adanya senﬂfl

Orji (2007), kandungan fitokimia“pada kedelai antara lain flavonoid (3.84
mg/100g), saponin (0.17 mg/ 100g) dan tanin (0.46 mg/ 100g).

a iji dan bungkil kedelai

-dan tanin. Penelitian Okwu dan

Flavonoid merupakan salah satu senyawa yang ditemukan di biji kedelai,
dengan golongan lainnya meliputi flavanol, flavanon, flavon, dan antosianin.
Selain sebagai penangkal radikal bebas, flavonoid memiliki beberapa fungsi
biologi lain seperti vasodilator, anti-karsinogenik, anti-inflamasi, anti-bakteri,

stimulant imun, anti-alergi, anti-virus, dan efek estrogenik, serta menjadi inhibitor
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fosfolipase A2, siklooksigenase, lipoxygenase, gluthathione reduktase dan
xanthine oxidase (Kandaswami & Middleton, 1998; Middleton & Kandaswami,
1992; Waladkhani & Clemens, 2001; Okwu & Omodamiro, 2005). Bukti
epidemologi dan eksperimental menunjukkan bahwa konsumsi kedelai dikaitkan
dengan penurunan resiko kanker. Efek anti kanker dari kedelai dimungkinkan
karena kandungan isoflavonnya yang tinggi (lwe, 2003). Kandungan isoflavon
pada kedelai, selain dapat menjaga kesehatan, juga dapat mencegah penyakit

kronis tertentu seperti penyakit kardiovaskuler, kanker, diabetes, penyakit

autoimun, arthritis, dan aritmi 7

4.7 Efek P K 3 1 Skerhadap Berat
Badan )

Ip lperat badan
gambaigtersebul teihi rat badan
fengalami penthe oegat badan ,

gkil kede ebabkan

4 H—O—Normal

%" 25 ~— Negatif
(1}
© — ..
8 20 Aspirin
® EK1
(]
@ 15 ——EK2
-
©
5 —e—EK3
(3
EB1
5 .
~——EB2
0 T T T T T T ' ———EB3

Lama pengamatan (minggu)

Gambar 4.7 Rerata Berat Badan Mencit
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Biji kedelai mengandung 40% protein dan sekitar 20% lemak, sedangkan
bungkil kedelai mengandung protein lebih tinggi sekitar 40 - 49%. Protein yang
terkandung pada kedelai antara lain berupa arginin, sistin, histidin, isoleusin, leusin,
lisin, metionin, fenilalanin, theonin, triptofan, dan valin (Poultry Feeding Standarts,
2005).

Kedelai mengandung isoflavon, senyawa yang memiliki aktivitas biokimia
termasuk sebagai pengobatan untuk penyakit kronis. Studi pada manusia dan hewan
telah menunjukkan bahwa konsumsi keslelai atau produk kedelai dapat terlindung dari
g, (Bhathena & Velasquez, 2002).

fung pada penyerapan,

penyakit jantung, kanker, .

Kemampuan isg
metabolismé, : ; a\Viabilitasnya. Dalam
sebuah peneli pe ' G : ingkatkan berat
5 al : GF-1 dan
ji=0. (] 1.Yan

pIjI dan  bungkMked iberi - i< perlakuan
MEIE g lunasi agan Wina (Sl ),888 mg/g)

le INggi ada kanduiga Lunasin

‘ K
magUpakan 43 peptida aSafiam yarig mengand Ng karboksil dengan dkhiran 9

A dhsiifaspartat (RGD)"}
dipredi gan struktur aneg-Bemologipada™wilayah konservL atin binding
protein (Galve fd’ ‘ Jen q'iﬁy apa penelitian, lunasin
menunjulkikas afiEeRSIOaN . anliINflama SR dan mengatur
Mgtublin % calOmBephalyLBlitesh, & Tomar, 2015).
Dengan demikian, dafa injgfé hwﬂ halila. terdapat peran ekstrak biji dan

residuraspartat (D), pola jadhesi eliks yang

biosintesis kolestgel da

bungkil kedelai dalam meingKa berat badan mencit yang mengalami

rangsangan untuk proses karsinogenesis.
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4.8 Pengaruh Pemberian Ekstrak Biji dan Bungkil Kedelai Terhadap
Terjadinya Apoptosis

Apoptosis

H Normal

B Negatif

Aspirin
W EK1

EK2

Mean skor Apoptosis

EK3
W EB1
W EB2
EB3

ompok negatif

asil uji anova ya i : tukBmelihat adanya peretaah jumlah
aphtar kelompok méRunjukkan haSil ‘betbeda bermakiatdengan nilai p
adalah™0004. GambaLado Jae Kail =Daawa. terjadi Matam skor
apoptosis pada i"ﬁﬁ % a) (EK) dengan nilai
peningkataif® t¢ bt AR O SR o (D Ol 3B Uji lebih lanjut
dengan multiple I I perbedaan bermakna

antara aspirin dengan !J 'ﬂw’ mo;) an EK, (150 mg/ 20gr BB)

dengan kontrol negatif (p=0.009). H&8H tersebut menunjukkan bahwa ekstrak biji

kedelai dosis 150 mg memiliki kemapuan yang hampir sama dengan kontrol
positifnya (aspirin) dalam peningkatan skor apoptosis.
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Ekstrak biji da an ekspresi caspMerupakan
indikator terjd rerata nilai apo enggunakan
Haplikasi Image an dengan meu, p < 0,05; a
Jnormal : . 5g/20 grm (EK2 150mg/20

g 'f"' < ?’h grBBY*h (EB2 150mg/20

besaran 400x)
Kontrol positif yan elitian ini adalah aspirin. Gambar
4.8 menunjukkan aspirin dapat meningkatkan apoptosis (p < 0.05). Aspirin yang
digunakan dalam jangka panjang dengan dosis rendah telah terbukti pada
beberapa studi kasus, studi kohort, dan uji kontrol acak dalam menghambat
kejadian kanker kolorektal. Mekanisme kemoprevensi dari aspirin melalui
penghambatan siklooksigenase (COX) atau mekanisme independen COX
misalnya jalur PIK3CA, terapi yang diinduksi penuaan / kematian sel kanker
(Ranger, 2016).
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Ekstrak biji dan bungkil kedelai dalam penelitian ini mengandung lunasin.
Aluko (2012) menyatakan lunasin telah terbukti memiliki efek antikanker yang
kuat melalui penghambatan asetilasi histon dan efek antiinflamasi melalui supresi
NF-kB. Lunasin selektif membubuh sel-sel yang berubah dengan mengganggu
dinamika asetilasi-deasetilasi histon saat transformasi terjadi. Protein Rb
supressor tumor berinteraksi dengan promotor E2F dan HDAC menjaga histon
inti dalam keadaan deasetilasi. Inaktivasi Rb oleh ongkoprotein EIA memisahkan
kompleks Rb-HDAC dan membuat
acetyltransferase (HATS).

iston inti mengalami astelilasi oleh histone

gaing dengan HATSs untuk berikatan

dengan deasitilasi Q ipsi dan membuat sel
apoptosis. Ke ¢ : : embuat supresor
tumor p388ti ( I Dag 5 mor pengganti
dan gel

200

de Lumen,

ene ka . ikl pada™e apker usus
KM12L4, RKOSHCTEE16 g8an HT 29 dengan-gilai=@80fberturut-
6 UM, 268, ! M (Dig e Mejid, 2081). Nilai

b
t

MM

te Jukka 2 0 emb er usus

beWM yang berg it M in.I ) cell line ya iiSelain itu,
lunask pu menyel K sitotc pada resistegsi liplatin di
beberap“ker sk P13 ﬂl e JEeStudi Mg mekanisme
peptida injmef (‘? an  Dah ‘mﬂ"‘ ase G2/M siklus sel
dan mengind . ondria: tklus sel disebabkan

seiring bertambu. g ﬁ 1Uer usus besar HT 29,
|4 &e

sedangkan ekspresi prote d ""-'f;‘ a h lunasin dalam pengobatan sel
kanker usus besar KM12L4 (Dia & de Mejia, 2011; Dia & de Mejia, 2010).

Selain itu lunasin menurunkan ratio Bcl2 dengan Bax melalui peningkatan
ekspresi Bax pro-apoptosis dan penurunan ekspresi Bcl2 anti-apoptosis, juga
peningkatan aktivitas caspase-3 (Dia & de Mejia, 2010). Hal tersebut dikaitkan
dengan peningkatan ekspresi pro-apoptosis dari klusterin yang berefek posistif
peningkatan ekspresi p21 di inti sel. Lunasin mengakibatkan translokasi Bax ke

dalam membrane mitokondria yang mengakibatkan pelepasan sitokrom c¢ dan
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peningkatan ekspresi sitosol sitokrom ¢ dalam sel KM12L4. Hal tersebut
menunjukkan bahwa lunasin memicu peningkatam aktivitas caspase-9 dan
caspase-3 di kedua sel HT-29 dan KM12L4 (Dia & de Mejia, 2010).

Hasil skrining fitokimia pada ekstrak biji dan bungkil kedelai pada
penelitian ini menunjukkan positif flavonoid. Isoflavon merupukan komponen
dari flavonoid dipercaya memiliki efek antikanker. Konsumsi isoflavon terutama
kedelai dan produknya pada populasi orang Asia dalam studi control secara
bermakna dikaitkan dengan penurunan risiko kanker kolorektal (Yu, Jing, Li,
Zhao, dan Wang, 2016). Pege
anti kanker sepemilip at fosfori!2 iMBfiiesin, induksi apoptosis,

oflavon telah tebukti memiliki sifat

antiangiogepe ) Penelitian in vivo,
kedelai n nbatan dalam

pe

Dali konsumsi

0 rectum.

utama isoflavon ¥ erpghan dalam mekanisggqte it adalah

daid dan giyeieing IKehsimsiifSoflavo eningKatkagMekspresi
or B ( esi estre or o (ER-
tikus beting 0 Wang, 2016

Wah terbukti

dapat yang terkait

‘,j\‘ * du|aym
kontrol homeg m‘ m 8in menghambat aktivasi

nuclear trans
keseimbangan a ‘ ﬂ
Genistein memiliki antio \ W

target estrogen dan androgen dimediasi jalur signal pada proses karsinogenesis.

te|n salah ¢ an pada ke

keduanya menjaga

jﬁerprogram (apoptosis).

gan fitoestrogen, yang memiliki

Selain itu, genistein merupakan inhibitor yang ampuh untuk angiogenesis dan
metastasis. Genistein, baik secara in vivo dan in vitro menunjukkan hasil yang

menjajikan untuk kemoprevensi dan pengobatan kanker (Sarkar & Li, 2002).
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4.9 Pengaruh Pemberian Ekstrak Biji dan Bungkil Kedelai Terhadap
Terjadinya Displasia

Displasia

o
8
by
a *%
c
3
2 EB3
0 B3
grangan. ~p<0.05 dlbandlngk *p<0 05 dibandingkan kelomipok negatlf
¥ Grafi 3 sel ep elompok

= 0.024)

>
beda 1‘%‘ a antara pemberian

pfasia (p = 0.024).
ji dan bungkil kedelai
dapat menurunkan skor dt berturut-turut: EK2 (p=0.013);
EK3 (p=0.002), EB2 (p=0.018), dan EB3 (p=0.003). Sedangkan untuk kontrol
positifnya (aspirin) juga berbeda bermakna dengan kontrol negatifnya (p=0.003).

Gambar 4.10 m

Hasil tersebut menunjukkan bahwa ekstrak biji dan bungkil kedelai dosis 200 mg
memiliki kemampuan yang sebanding dengan aspirin dalam menurunkan skor
displasia.
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kstrak 3 ( ; nurunka 2. Indeks
displasia ditgfjuka . SD, p < 05; a4@ormal), b
(negatif), ¢ i 1 %5me/20 grBB), e 150mg/20

g 0rBB), f(E : (EBl 75mg/205grEB), h (EB2
50mg

i "--!m-mmﬂii‘-'lhnmp-m-"-'“ arigo0Xx)

Sebuah studi !n ' v [ !!9 dengan konsentrat protein

kedelai yang mengandung isoflaV@m®atau soy protein concerate (SPC) pada

peradangan usus dan karsinogenensis pada mencit jantan CF-1 yang dilakukan
selama 10 minggu dan 20 minggu. Pada pra perlakuan, mencit diinduksi
azoxymethane (10 mg/ kg BB). Satu minggu setelahnya, mencit diberi dextran
sodium sulfate (DSS; 1,5% wi/v) sebagai minuman mencit selama satu minggu
untuk menginduksi peradangan usus yang spesifik. Pada hari ke 3 dan 7, serta
minggu ke 7 dan 20 setelah pemberian DSS, mencit dikorbankan dan ususnya

diperiksa sebagai penanda adanya inflamasi dan karsinogenesis. Seluruh sampel
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dinilai indeks inflamasinya yang meliputi area inflamasi, tingkat keparahan,
ulserasi, hiperplasia, dan displasia. Dari data dua gabungan studi tersebut
menunjukkan rerata polip berkurang signifikan pada mencit yang diberi SPC pada
minggu ke 7 untuk keseluruhan studi berturut-turut p<0,001 dan p<0,01.
Hiperplasia dan displasia, area inflamasi serta indeks inflamasi berkurang
signifikan pada kelompok SPC dibandingkan dengan kelompok kontrol pada
minggu 7 dengan nilainya berturut-turut adalah p<0,10, p<0,10 dan p<0,05. Pada
20 minggu, mencit di kelompok kantrol dan SPC menunjukkan tumor kolon.

Kecendrungan dalam meng or yang diberi diet SPC diamati,

tatistik (Brownschindle,

namun tidak meg 3

2011)

4 1 o )m Terhadap
i

H i itandai __dengan "fpenifgka pertumbuhan

kémamptan poliféras: tingOigBiash pegglaSia dikaltkan dendan pghlingkatan

pre kece an gkatny sel yang
bih dari

u % ah vroliferasi bw
@ &

: hlperpIaS|Wpakan awal
terjadlnMplas \.r 5|a b menghasilkan
displasia ' W m ari hasil anova

an bungkil kedelai

m i hiperplasia,

biasa berapa pen

menunjukkan

terhadap angka k
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Hiperplasia

H Normal

H Negatif

Aspirin
ke W EK1
= EK2
{ EK3

W EB1

Mean skor Hiperplasia

EB3 mEB2

EB3

elompok negatif

elompok

ar 4 aunjukka ja c gan sko asia pada

diberi_¢ gdangibumgkil Kee multiple

urkey nte perturut-tQ (p=0.001)
EKZ 000), EK3 (=000 H pa0020), dan EB3 02). Hasil
terset'rluI unjukkan u strak biji ke IH'enunjukkan
penurun#ko 4'5;";’ ang e -'i'?;h ur& kedelai yang
memiliki ai, Sior Riperplasia yang baik terdapa a dosis 150 mg dan

200 mg, untuk'd - perplasia namun belum

terlalu cukup ber f (aspirin) menunjukkan
ifnya (p=0.000). Hasil tersebut
menunjukkan ekstrak biji dan bungkil kedelai pada EK1,EK2, EK3, EB2, dan

EB3 memiliki kemampuan yang sebanding dengan aspirin dalam menurunkan

berbeda bermakna dengan k

skor hiperplasia. Parameter displasia pada penelitian ini juga mengalami
penurunan dengan pemberian ekstrak biji dan bungkil kedelai. Displasia
merupakan tahap lebih lanjut setelah hiperplasia.Sehingga jika hiperplasia terjadi

penurunan, maka displasia juga akan menurun.
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4.11 Pengaruh Pemberian Ekstrak Biji dan Bungkil Kedelai Terhadap
Terjadinya Mitosis

Mitosis

H Normal

m Negatif

Aspirin
[ m EK1

EK2

Mean skor Mitosis

EK3
W EB1
W EB2
EB3

mal, **p<0.05 dibandingkan kefompok negatif
is gifada pitel kripta® Kelompok

i‘i p elompok yang
diberi ek , Al pe an teibatkeditunjukkan oleh
EK3 (200 mg™f2€ wU]L lebi jut denoa omparation Turkey

e ' 200 mg/ 20gr BB) dengan
kontrol negatif (p=0.003). K ¢ il kedelai juga dapat menurunkan

skor mitosis, namun kurang berbeda bermakna secara statistik. Sedangkan untuk

menunjukkan terja@

kontrol positifnya (aspirin) juga berbeda bermakna dengan kontrol negatif
(p=0.024). Hasil tersebut menunjukkan ekstrak biji kedelai dosis 200 mg memiliki
kemampuan menurunkan skor mitosis lebih baik dari aspirin. Pada penelitian ini
skor mitosis mengalami penurunan, hal tersebut sejalan dengan parameter
penelitian lain dalam penelitian ini yaitu dengan peningkatan apoptosis,
penurunan hiperplasia dan displasia.
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

a. Ekstrak biji kedelai dapat menghambat karsinogenesis kolon ditinjau dari
meningkatnya apoptosis pada EK; (p=0.009), berkurangnya displasia pada
EK3 (p=0.002), hiperplasia pada EKj3; (p=0.000), dan

berkurangnya mitosis p

berkurangnya

. Ekstrak bung e il " : aesis kolon ditinjau dari
meningka : ; a displasia pada
EB : y C ' , . , dan

er

nelitian ini semua pafgdinetd@megiinjukkan perbedaan ber a secara
apakah ‘senyawa a bekerja
an lebih

undsii di dalam ekstrak lebift banyak.

kan p

an uk kemopre Kanker kolon

x>
»
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LAMPIRAN 1. Perhitungan Dosis

Perhitungan dosis ekstrak yang digunakan adalah:
Dosis rendah setara dengan 20 mg Lunasin
Dosis sedang setara dengan 40 mg Lunasin

Dosis tinggi setara dengan 80 mg Lunasin

Perhitungan dosi : asumsi € d¥aimmekiji kedelai.
| K )/ )
) ah sebagal"Perik

. 20
etara lunasin = Mo X120 mgh= 0,4 mg per me

Nan atu kelomp

;4

D 1 e 7
RMkstrak PBS %287% ﬁ ede d
L i

9,287 a3 I
oo M08 = 0074 g
Dosis sedang set‘m“.0 i” mencit

Kebutuhan untuk satu kelompok = ﬁ x 1 g kedelai = 1,6 gram kedelai

Rendemen ekstrak PBS 9,287% dari biji kedelai =

9'12()?)7 x 1,6 g = 0,149 g ekstrak /mencit

Dosis sedang = 150 mg

Dosis tinggi setara lunasin = % x 80 mg = 1,6 mg per mencit
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Rendemen ekstrak PBS 9,287% dari biji kedelai =

9;2::)7 x 3,2 g = 0,297 g ekstrak /mencit

Dosis tinggi = 300 mg
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- —
~ >
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Lampiran 2. Cara pembuatan ekstrak biji dan bungkil kedelai komersial

Sortasi dan pencucian kedelai

!

Kedelai dihilangkan minyaknya dengan cara dipress pada tekanan 100-150 atm
selama 30 menit pada suhu 120°F (48,89°C).

Hasil berupa lempengag arus untuk diperoleh simplisia

%
y 1}

; +1 jam dengan PBS
an 3, udian disaring

diperoleh ekstrak

A 2
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Lampiran 3. Sertifikat Kedelai

BADAN PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN PERTANIAN
PUSAT PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN TANAMAN PANGAN
BALAI PENELITIAN TANAMAN ANEKA KACANG DAN UMBI

BENIH DASAR KEDE

®

z

&5

=z
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. Muchlish Adie, MS
1531 197901 1 001
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Lampiran 4. Keterangan lolos kaji etik

JI, St Faya No.6, Jakarta 10430
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Lampiran 5. Grafik hasil HPLC standar lunasin

Page 1 of
Area % Report
Data File: C:\EZStart\Projects\Default\Data\LUNASIN\IS 03 16\STD LUNASIN 50 ppm.dat
Method: C:\EZStart\Projects\Default\Method\LUNASIN\5-95 acn air. 35 menit.met
Acquired: 3/15/2016 1:37:15 PM
Printed: 4/14/2016 10:38:28 AM
131 — 15

Ralanton Time

Vilte

3712106

31.970 58075 2.07 2162 0.92
Totals
2808988 100.00 234814 100.00

Keterangan : peak lunasin muncul pada menit ke 20.210 dengan luas kurva
782.830
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Lampiran 6. Grafik hasil HPLC ekstrak kedelai

Page 1ot 2
Area % Report
Data File: C:\EZStart\Projects\Default\Data\LUNASIN\12 04 16\grobogan I.dat
Method: C\EZStart\Projects\Default\Method\LUNA SIN\5-95 acn air. 35 menit.met
Acquired: 4/12/2016 12:32:08 PM
Printed: 4/14/2016 11:42:12 AM
T - 100
rsmm Time
|
3 50 | 50

Vs

-0

30

i adalah
Page 1 of 3

CAELSiamikrojects NASIN Q\oroboga

S s\ N o ir. 3:

Qta: . 5
272016 11:50°

14/20 44 :59

olention Time

» a8

Keterangan : Sampel ekstrak kedelai grobogan ulangan 2, peak lunasin adalah
pada menit ke 20.950 luas area kurva 126.684
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Lampiran 7. Grafik hasil HPLC ekstrak bungkil kedelai

Page 1 0of 2
Area % Report
Data File: C:AEZStart\Projects\Default\Data\LUNASIN\12 04 16\komersil 1.dat
Method: C:\EZStart\Projects\Default\Method\LUNA SIN\S-95 acn air, 35 menit.met
Acquired: 41272016 3:24:44 PM
Printed: 41472016 11:49:00 AM
| Fuuﬂ’me
200 b e
- 100
—to
35
ah pada menit

' Page 1 of 2
il ILda

\o

-/ Star(\Peal
/1272014

l‘ . 41472016

400
otention Time

=

| 400

Keterangan : Sampel ekstrak bungkil ulangan 2, peak lunasin adalah pada menit
ke 20.223 dengan luas area kurva 157.947
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Lampiran 8. Grafik pengukuran sisa fosfat dalam ekstrak kedelai

avarss PEMERINTAH PROVINSI DAERAH KHUSUS IBUKOTA JAKARTA
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Lampiran 9. Grafik pengukuran sisa fosfat dalam ekstrak bungkil

| JAYA RAYA
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Lampiran 10 Uji Statistik Apoptosis

Descriptives

Kelompok Statistic Std. Error
Mean 740.1567 | 57.53761
95% Confidence Interval for Lower Bound 492.5923
Mean Upper Bound 987.7210

5% Trimm

" : 713.4400
9931.729
o o8lB5806

.58

k ' y
terqua Range
Skewness 2
osi

1.225
Me 4.38221
95% Confidend c er Bound 487098
Mean [ ] L 0] Bound 2
5% Tri H
4 f.,-;__ ""\ hgoo
" 1 57.611
neg 0 .59021
'. o " 500.31
Maxi v ; 514.52
Range 14.21
Interquartile Range
Skewness 1.526 1.225
Kurtosis
Mean 811.3833| 59.43218
95% Confidence Interval for Lower Bound 555.6673
aspirin ~ Mean Upper Bound 1067.0994
5% Trimmed Mean
Median 806.8600
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Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Conii pwer Bound

gd|l " L 80
%
Ca

nee

Kurtosis

Mean [ ]

Bound

T

T

EK2 Std. D
Minimum
Maximum
Range
Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

EK3 95% Confidence Interval for Lower Bound

Mean Upper Bound

10596.554
102.93956
710.78
916.51
205.73

197

622.0033

522.5411
721.4656

Yy

Minim

Viaximurr

Range 9

nterqua Range

S 1.225

817.8800
3074.638
55.44942
734.21
839.08
104.87

-1.452

699.1967

518.3775
880.0158
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1.225

23.11649

32.01373

1.225

42.02504
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5% Trimmed Mean

Median 663.9500
Variance 5298.312
Std. Deviation 72.78950
Minimum 650.74
Maximum 782.90
Range 132.16

Interquartile Range

Skewness 1.668 1.225

Kurtosis

653.4300 | 65.17787
372.9922
98313678

Mini;mum
Viaximu
Ra

Interqua R3

Skew o 1.225
Kurtosi
46.50510
s Tammes
Media 523.3800
Variance 6488.173
EB2 Std. Deviation 80.54919
Minimum 461.23
Maximum 621.02
Range 159.79
Interquartile Range
Skewness .647 1.225
Kurtosis
EB3 Mean 537.4700| 58.05678
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95% Confidence Interval for ~Lower Bound 287.6718
Mean Upper Bound 787.2682
5% Trimmed Mean
Median 585.9200
Variance 10111.770
Std. Deviation 100.55730
Minimum 421.86
Maximum 604.63
Range 182.77
Interquarti
e\l 1.225
Caspase
Maximum
normal 99.65806 850.45
negatif 7.5¢ 514.52
aspirin 102.93956, 916.51
EK1 3 40.0389 659.94
EK2 3 55.4494 4.21 839.08
EK3 3 650.74 782.90
EB1 3 553.62 775.95
EB2 3 461.23 621.02
EB3 3 537.4700 | +4008:65 421.86 604.63
Total 27 655.7533 | 129.46613 421.86 916.51
ANOVA
caspase
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 315986.075 8 39498.259 5.934 .001
Within Groups 119812.737 18 6656.263
Total 435798.812 26
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: caspase

Tukey HSD
(I) Kelompok  (J) Kelompok Mean Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Difference (I-J) Lower Bound | Upper Bound
negatif 234.28333"| 66.61463 .049 .8749 467.6918
aspirin -71.22667 | 66.61463 972 -304.6351 162.1818
EK1 118.15333| 66.61463 .697 -115.2551 351.5618
EK2 66.61463 .993 -290.3085 176.5085
normal
EK3 - ) 46 .999 -192.4485 274.3685
= , ; -146.6818 320.1351
-28.4618 438.3551
-30.7218 436.0951
467.6918 -.8749
8.9185 -72.1015
/ 49.5385 117.2785
‘ . .5918 -57.7749
{ I . 6.7318 40.0851
‘ 56.614 : 80.9651 85.8518
% , . ) 7451 204.0718
EB3 ‘ ; 65.0051 201.8118
‘ normal 2 ( 2 2.1818 304.6351
negatif 72.1015 538.9185
1 EK1 ' e -44.0285 422.7885
- EK f 3206 A . -219.0818 247.7351
aspirn K3 "r / 48 -121.2218 345.5951
-75.4551 391.3618
.014 42.7649 509.5818
.015 40.5049 507.3218
normal ; .61463 .697 -351.5618 115.2551
negatif 116.13000| 66.61463 715 -117.2785 349.5385
aspirin -189.38000| 66.61463 169 -422.7885 44.0285
EK2 -175.05333| 66.61463 .241 -408.4618 58.3551
i EK3 -77.19333| 66.61463 .956 -310.6018 156.2151
EB1 -31.42667 | 66.61463 1.000 -264.8351 201.9818
EB2 86.79333| 66.61463 918 -146.6151 320.2018
EB3 84.53333| 66.61463 .928 -148.8751 317.9418
Ko normal 56.9000({ 66.61463 .993 -176.5085 290.3085
negatif 291.18333 66.61463 .009 57.7749 524.5918
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aspirin
EK1
EK3
EB1
EB2
EB3
normal
negatif
aspirin
EK1
EK2
EB1

‘p
1

normal

EK3

negatif
aspirin
EK1

"""-
E.'\“:.-L

EB
norma
negatif
aspirin
EK1
EK2
EK3
EB1
EB2

EB3

-14.32667
175.05333

97.86000
143.62667

261.84667
259.58667

-40.96000
193.32333
-112.18667
7749333

-273.91333
-84.53333
-259.58667
-161.72667
-115.96000
2.26000

66.61463
66.61463
66.61463
66.61463
66.61463
66.61463
66.61463
66.61463
66.61463
66.61463
656.61463

40

.61463
66.61463
66.61463
66.61463
66.61463
66.61463
66.61463

1.000
.241
.855
470
.021
.023
.999
153
.748
.956
.855
.998

-000

-247.7351
-58.3551
-135.5485
-89.7818
28.4382
26.1782
-274.3685
-40.0851
-345.5951
-156.2151
-331.2685
-187.6418
-69.4218
-71.6818
-320.1351
-85.8518
91.3618
01.9818
.0351
9.1751
.1885
4485

38.3551
4.0718

-509.5818
-320.2018
-495.2551
-397.3951
-351.6285
-235.6685
-436.0951

-201.8118
-507.3218
-317.9418
-492.9951
-395.1351
-349.3685
-231.1485

120

219.0818
408.4618
331.2685
377.0351
495.2551
492.9951
192.4485
426.7318
121.2218
310.6018
135.5485
279.1751
397.3951
395.1351
146.6818
380.9651

75.4551
264.8351

89.7818
187.6418
351.6285
349.3685

28.4618
262.7451
-42.7649
146.6151
-28.4382

69.4218
115.1885
231.1485

30.7218

265.0051
-40.5049
148.8751
-26.1782

71.6818
117.4485
235.6685

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran 11 Uji Statistik Displasia

Descriptives

121

Varian

|

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound

Mean Upper Bound
aspirin 5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

-.298

.3667
.2232
.5101

4000
.003
.05774

kelompok Statistic | Std. Error
Mean .1000 .10000
95% Confidence Interval for Lower Bound -.3303
Mean Upper Bound .5303
5% Trimmed Mean
Median .0000

1.225

57831

1.225

.03333
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Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for

Mean

5%

&

-
-

tile R3

onfi

o
5

7

Range

=1e

Interquartile Range
Skewness
Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for

Mean
5% Trimmed Mean

Median

.30
.40
.10

-1.732

1.2000
Lower Bound -.1831

Upper Bound 2.5831

al fo ower Bound
[ ]

pper Bound

S
»

.57

-.848
.2933
Lower Bound -.1233
Upper Bound .7100
.3800

.32146

16697

122

1.225

1.225

1.225

.09684
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EB3

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness
Kurtosis

Mean

95%,E

iatio '

Minimum

Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness
Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for

Mean

Lower Bound

pe nd

Lower Bound

Upper Bound

.028
16773
.10

.40

.30

-1.704

1.2333

.30
1.10
.80

-1.732

.3667
-.5738
1.3071

123

1.225

.83533

1.225

.26667

1.225

.21858
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5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range
Interquartile Range

Skewness

Kurtosi

Displasia

Normal
Negative
Aspirin

grobogan

grobogan2
grobogan3

komersil1
komersil2
komersil3
Total

1

124

.2000
143
.37859
.10
.80
.70
1.597 1.225
Minimum Maximum

.00 .30

1.20 3.20

.30 40

.70 1.80

43 1.00

.10 40

.30 2.90

.30 1.10

.10 .80

.00 3.20

Displasia

Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 10.577 8 1.322 3.044 .024
Within Groups 7.817 18 434
Total 18.394 26
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: displasia

() kelompok (J) kelompok Mean Difference | Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
(1-J) Lower Bound | Upper Bound
negatif -2.13333’ .53806 .001 -3.2638 -1.0029
aspirin -.26667 .53806 .626 -1.3971 .8638
grobogan1 -1.10000 .53806 .056 -2.2304 .0304
grobogan2 -.64333 .53806 247 -1.7738 4871
normal
grobogan3 -.19333 .53806 724 -1.3238 .9371
komersil1 -1.13333’ .53806 .049 -2.2638 -.0029
komersil2 -.73333 .53806 .190 -1.8638 .3971
komersil3 -.26667 .53806 .626 -1.3971 .8638
normal .001 1.0029 3.2638
aspiria 1 1 .003 7362 2.9971
-.0971 2.1638
.3596 2.6204
negatif
.8096 3.0704
-.1304 2.1304
rsil2 400 -0 .2696 2.5304

O ) DO 7362 29971
ormal . .62 8638 1.3971
neg g ‘ 3 : 2:0971 -.7362
LSD

bogan1 ; S 0638 .2971
grobogan2 d : 3 5071 .7538
grobogan3 f B . .0571 1.2038
H komersil1 - . -1.9971 2638
dkom sil 306 . -1.5971 6638
g f‘ ) 8 : -1.1304 1.1304
-.0304 2.2304
nega .071 -2.1638 .0971
aspirin 139 -.2971 1.9638
grobogan2 .53806 407 -.6738 1.5871

grobogan1
grobogan3 90667 .53806 1109 -.2238 2.0371
komersil1 -.03333 .53806 .951 -1.1638 1.0971
komersil2 .36667 .53806 .504 -.7638 1.4971
komersil3 .83333 .53806 1139 -.2971 1.9638
normal .64333 .53806 247 -.4871 1.7738
negatif -1.49000" .53806 .013 -2.6204 -.3596

grobogan2
aspirin .37667 .53806 493 -.7538 1.5071
grobogan1 -.45667 .53806 407 -1.5871 .6738
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grobogan3 .45000
komersil1 -.49000
komersil2 -.09000
komersil3 .37667
normal .19333
negatif -1.94000"
aspirin -.07333
grobogan1 -.90667
grobogan3

grobogan2 - 46000
komersil1

kome

Yol \:
grobogan
koé
ogan
robogan3
kog

ersil3
normal
- negatif

aspirin

grobeg .F‘

komersil2 .
giohoda
kome
komersil3
normal
negatif -1.86667
aspirin .00000
grobogan1 -.83333
komersil3
grobogan2 -.37667
grobogan3 .07333
komersil1 -.86667
komersil2 -.46667

.53806
.53806
.53806
.53806
.53806
.53806
.53806
.53806
.53806

.53806

.53806
.53806
.53806
.53806
.53806
.53806

126

414 -.6804
375 -1.6204
.869 -1.2204
493 -.7538
724 -.9371
.002 -3.0704
.893 -1.2038
.109 -2.0371
414 -1.5804
-2.0704

-1.6704

-1.2038

.0029

-.5904

-1.5304

-.6638

.626 -.8638
.003 -2.9971
1.000 -1.1304
139 -1.9638
493 -1.5071
.893 -1.0571
125 -1.9971
.397 -1.5971

1.5804
.6404
1.0404
1.5071
1.3238
-.8096
1.0571
.2238
.6804
.1904
.5904
1.0571
2.2638
.1304
1.9971
1.1638
1.6204
2.0704
1.5304
1.9971
1.8638
-.2696
1.5971
.7638
1.2204
1.6704
.7304
1.5971
1.3971
-.7362
1.1304
.2971
.7538
1.2038
.2638
.6638

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran 11 Uji Statistik Mitosis

Descriptives

N
o
<

Interquartile

urtosis
Mea

95% Confidence 3 Lo Bound
[ ] [ ]

Mean B

8ound

50

2z

B
Maximum v
Range
Interquartile Range
Skewness
Kurtosis
Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound

aspirin

Mean Upper Bound

5% Trimmed Mean
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' 0
age
1.225

N

2.9000

41608
108058

e

7.7000

D3
1.09697
6.10
8.20
2.10

-1.336

3.3667

-1.5663
8.2996

Universitas Indonesia

Kelompok Statistic | Std. Error
Mean 2.9000 51962
95% Confidence Interval for ~Lower Bound .6643
Mean Upper Bound 5.1357
5% Tri

63333

1.225

1.14649




EK2

EK3

Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

xe { : )
a na
T =
: g
d.Beviation
Viinimum
Maximum
ange

Inte
Skewnes
Kurtosig [ ]

Mean

Varianc

Std. Deviation
Minimum
Maximum
Range
Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

Lower Bound

95% Confidence Interval for

128

3.8000
3.943
1.98578
1.20
5.10
3.90

-.935 1.225

4.3333 .87623

1.225

13333

.23094

4.20

4.60

40

1.732 1.225

2.2667 15191

1.6130
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Mean

5% Trimmed Mean
Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range

Skewnes
B

ea

Upper Bound

20 ( D )
er B
N,

EB2

-
-
~

Mediai

Variance

Std. Deviation
imum

Ma

Range

Interqué Ra

Skewne$§s

5% Tri
Median
Variance
Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

129

2.9203

2.1300
.069
.26312
2.10
2.57
A7

1.225

.84525

1.225

.24037

4.3000

A73

41633

4.10

4.90

.80

1.293 1.225
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EB3

Mean

95% Confidence Interval for ~Lower Bound
Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

4.7667
1437
9.3897

5.0000
3.463
1.86100
2.80
6.50
3.70

130

1.07445

1.225

mitosis
1“ r-' % Confidence f inimum | Maximum
Mean
o
normal 3| 000 643 2.00 3.80
negatif “ .3333 4.6083 6.10 8.20
aspirin 3.3667 1.5663 . 1.20 5.10
EK1 4.3333 .5632 H 2.70 5.70
EK2 A‘: hwo 4.20 4.60
EK3 3 “fM 9 .: h‘ 2.9203 2.10 257
EB1 3 .y VTS 1 it 17701 2.80 5.70
EB2 3 416 ﬂ 5.4676 4.10 4.90
EB3 3 * 9.3897 2.80 6.50
Total 27 | 4.8899 1.20 8.20
ANOVA
mitosis
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 49.065 8 6.133 3.897 .008

Within Groups 28.325 18 1.574

Total 77.390 26
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Dependent Variable: mitosis

Multiple Comparisons

131

Tukey HSD
(I) kelompok  (J) kelompok Mean Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Difference (I-J) Lower Bound | Upper Bound
negatif -4.43333 1.02425 .009 -8.0221 -.8445
aspirin -.46667 1.02425 1.000 -4.0555 3.1221
EK1 1.02425 .884 -5.0221 2.1555
EK2 24,2 -5.0221 2.1555
normal
r -2.9555 4.2221
-4.8221 2.3555
-5.1221 2.0555
=: -5.4555 1.7221
.8445 8.0221
iri 3779 7.5555
5888 6.5888
.5888 6.5888
4779 8.6555
= 888 6.7888
EB2 6888 6.4888
‘ EB3 0221 6.1555
" normal -3.1221 4.0555
4 negatif -7.5555 -.3779
-4.5555 2.6221
N -4.5555 2.6221
aspirn -2.4888 4.6888
EB -4.3555 2.8221
EB2 -4.6555 2.5221
EB3 1.02425 .896 -4.9888 2.1888
normal 1.43333 1.02425 .884 -2.1555 5.0221
negatif -3.00000 1.02425 .146 -6.5888 .5888
aspirin .96667 1.02425 .987 -2.6221 4.5555
EKA1 EK2 .00000 1.02425 1.000 -3.5888 3.5888
EK3 2.06667 1.02425 .551 -1.5221 5.6555
EB1 .20000 1.02425 1.000 -3.3888 3.7888
EB2 -.10000 1.02425 1.000 -3.6888 3.4888
EB3 -43333 1.02425 1.000 -4.0221 3.1555
EK2 normal 1.43333 1.02425 .884 -2.1555 5.0221
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negatif
aspirin
EK1
EK3
EB1
EB2
EB3
normal
negatif
aspirin
EK1
EK2

EK3

-

normal
negatif

aspirin

Y

-3.00000
96667
.00000
2.06667
20000
-.10000
-43333
-.63333

-5.06667

-1.40000

EI-‘Y:l-..______

EB
EB3
normal
negatif
aspirin
EK1
EB3
EK2
EK3
EB1

EB2

-2.56667

1.40000
43333
43333

2.50000
.63333
.33333

1.02425
1.02425
1.02425
1.02425
1.02425
1.02425
1.02425
1.02425
1.02425
1.02425

.02425

.02425
1.02425
1.02425
1.02425
1.02425
1.02425
1.02425
1.02425

132

146 -6.5888
.987 -2.6221
1.000 -3.5888
.551 -1.5221
1.000 -3.3888
1.000 -3.6888
1.000 -4.0221
.999 -4.2221
.003 -8.6555
.971 -4.6888
.551 -5.6555

-6.4888

-2.5221

-3.4888

-3.4888

-1.4221

1.000 -3.2888
1.000 -3.9221
.669 -1.7221
.291 -6.1555
.896 -2.1888
1.000 -3.1555
1.000 -3.1555
.321 -1.0888
.999 -2.9555
1.000 -3.2555

.5888
4.5555
3.5888
5.6555
3.7888
3.4888
3.1555
2.9555

-1.4779
2.4888
1.5221
1.5221
1.7221
1.4221
1.0888
4.8221

.3888
4.3555
3.3888
3.3888
5.4555
3.2888
2.9555
5.1221

.6888
4.6555
3.6888
3.6888
5.7555
3.8888
3.2555
5.4555

1.0221
4.9888
4.0221
4.0221
6.0888
4.2221
3.9221

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Universitas Indonesia

Hambatan karsinogenesis..., Anindini Winda Amalia, FFarmasi Ul, 2017




133

Lampiran 12 Uji Statistik Hiperplasia

Descriptives

Kelompok Statistic | Std. Error
Mean .0667 .06667
95% Confidence Interval for Lower Bound -.2202
Mean Upper Bound .3535
5% Trimmed Mean
Median .0000
Varia

1.225
.08762
Skewness .766 1.225
Kurtosis
Mean .5467 12719
95% Confidence Interval for Lower Bound -.0006
Mean Upper Bound 1.0939
aspirin 5% Trimmed Mean
Median 4400
Variance .049
Std. Deviation .22030
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EK3

Hambatan karsinogenesis...,

Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for

Mean

5% Trig

fide or

Interquartile Range

Skewness
Kurtosis
Mean

95% Confidence Interval for

Mean

5% Trimmed Mean

Median

Lower Bound

Upper Bound

3.0
Range
Interquartite Ra
kewness
Rurtos

ywer Bound

ber Bound

Lower Bound

Upper Bound

.40
.80
.40

1.668

1.1333

-2.9131
5.1798

\:':Z;

130
.36056
.30
1.00
.70

-1.152
4900
.0299

.9501

.5000

134

1.225

.94045

1.225

.20817

1.225

.10693
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EB3

Hambatan karsinogenesis...,

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95%

()

\ N um
Maximt

ange

ol fo

Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for

Mean

ower Bound

ower Bound

-"'-Tr

Lower Bound

Upper Bound

.034
.18520
.30

.67

37

-.242

2.8333
.5252

ation 29
nterquantie Rang N

1.8000
.070
.26458
1.70
2.20

.50

1.458

1.3000

-4211
3.0211
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1.225

.53645

1.225

15275

1.225

40000
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5% Trimmed Mean
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Median .9000
Variance 480
Std. Deviation .69282
Minimum .90
Maximum 210
Range 1.20

Interquartile Range

Skewness 1.732 1.225
Kurtosis
Hyperplasia
Minimum | Maximum
normal .00 .20
negatif 4.00 4.30
aspirin 40 .80
EK1 .00 3.00
EK2 .30 1.00
EK3 .30 67
EB1 1.80 3.60
EB2 1.70 2.20
EB3 .90 2.10
Total .00 4.30
Hyperplasia
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 41.011 8 5.126 10.690 .000
Within Groups 8.632 18 480
Total 49.643 26
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Dependent Variable: hiperplasia

Multiple Comparisons

137

Tukey HSD
(I) kelompok  (J) kelompok Mean Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Difference (I-J) Lower Bound | Upper Bound
negatif -4.07000° .56541 .000 -6.0511 -2.0889
aspirin -.48000 .56541 .993 -2.4611 1.5011
EK1 -1.06667 .56541 .630 -3.0478 .9145
EK2 -.63333 .56541 .963 -2.6145 1.3478
normal
EK3 .56541 .997 -2.4045 1.5578
EB1 -2 .003 -4.7478 -.7855
= -3.8145 1478
-3.2145 .7478
: 2.0889 6.0511
z 1.6089 5.5711
\\ 1.0222 4.9845
1,4555 5.4178
b % 6655 5.6278
.6778 3.2845
555 4.2178
8555 4.8178
H' 5011 2.4611
‘ 5.5711 -1.6089
-‘ f -2.5678 1.3945
y 4 -2.1345 1.8278
aspinn -1.9245 2.0378
-4.2678 -.3055
-3.3345 .6278
-2.7345 1.2278
normal -.9145 3.0478
negatif -4.9845 -1.0222
aspirin .58667 .56541 976 -1.3945 2.5678
EK2 43333 .56541 .997 -1.5478 2.4145
EKT EK3 .64333 .56541 .960 -1.3378 2.6245
EB1 -1.70000 .56541 127 -3.6811 .2811
EB2 -.76667 .56541 .900 -2.7478 1.2145
EB3 -.16667 .56541 1.000 -2.1478 1.8145
normal .63333 .56541 .963 -1.3478 2.6145
EK2 negatif -3.43667 .56541 .000 -5.4178 -1.4555
aspirin .15333 .56541 1.000 -1.8278 2.1345
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EK1 -43333| 56541 997 2.4145 1.5478

EK3 21000| 56541 1.000 A4.7711 2.1911

EB1 213333 | 56541 029 4.1145 -1522

EB2 -1.20000| 56541 489 -3.1811 7811

EB3 -60000| 56541 973 -2.5811 1.3811

normal 42333 56541 997 -1.5578 2.4045

negatif -3.64667 | 56541 000 -5.6278 -1.6655

aspirin -05667| 56541 1.000 -2.0378 1.9245

EK1 -64333| 56541 960 -2.6245 1.3378

= EK2 - 21000 56541 1.000 -2.1911 1.7711
EB1 014 4.3245 -.3622

EB2 -3.3911 5711

: -2.7911 11711

7855 4.7478

-3.2845 6778

: 3055 4.2678

; 1 -.2811 3.6811
& 2 4.1145

al ; .56 3 3.8145
negatif 2 -.2555
.6278 3.3345
-1.2145 2.7478

aspirin

4.3245
EB2 ) 2.9145
EB 3.5145

EK1

. H -7811 3.1811
4 E ,"" 4 { . -5711 3.3911
;;,__!___ ; 54 ; -2.9145 1.0478

)0 -1.3811 2.5811

oA e ﬁ - . -.7478 3.2145

negati }vl .002 -4.8178 -.8555

aspirin 3 . .908 -1.2278 2.7345

EK1 16667 56541 1.000 -1.8145 2.1478

=83 EK2 .60000 56541 973 -1.3811 2.5811
EK3 81000 56541 871 11711 2.7911

EB1 -1.53333 56541 211 -3.5145 4478

EB2 -.60000 56541 973 -2.5811 1.3811

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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