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ABSTRAK

Penggunaan obat doksorubisin untuk terapi kanker menyebabkan sistem imun tubuh
menurun. Daun awar-awar dan daun kelor merupakan tanaman herbal yandEhemiliki manfaat sebagai
agen imunostimulan atau meningkatkan sistem kekebalan tubuh. Adapun tujuan penelitian ini untuk
mengetahui efek kombinafikstrak etanol daun awar—awar dan ekstrak etanol daun kelor sebagai ko-
kemoterapi kanker pada tikus putih betina galur Sprague Dawley yang terinduksi doksorubisin.
Delapan belas ekor tikus Sprague Dawley dibagi menjadi 6 kelompok perlakuan, yaitu kelompok
normal diberi NaCl 0.9% 10ml/kgBB, kelompok kontrol positif diberi doksorubisin dosis 4,67
mg/kgBB, kelompok perlakuan dosis tunggal yang masing-masing diberi ekstrak etanol daun awar-
awar dosis 750 mg/kgBB dan ekstrak etanol daun kelor 500 mg/kgBB, kelompok perlakuan yang
masing- masing diberi kombinasi ekstrak etanol dauffvar-awar dan daun kelor dengan dosis 1,25
g/kgBB dan dosis 1,75 g/kgBB. Perlakuan dilakukan selama 7 hari berturut turut. Pada hari ke-1 dan
ke-4 masing masing kelompok perlakuan kecuali kelompok normal diinduksi doksorubisin 4,67
mg/kgl@ZPsecara intramuskuler. Pengambilan darah untuk pemeriksaan limfosit CD3+ dan limfosit
CD8+ dilakukan pada hari ke-0 dan ke-7. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kombinasi ekstrak
etanol daun awar-awar dan dau%]or dosis 1.25 g/lkgBB dan dosis 1,75 g/kgBB dapat meningkatkan
sistem imun relatif kecil yang secara statistik tidak berbeda signifikan (p>0,05). Namun pemberian
dosis tunggal ekstrak etanol daun kelor dosis 500 mg/kgBB memiliki aktivitas sebagai
imunostimulator terhadap CD3" dan CDS8" yang lebih efektif jika dibandingkan dengan pemberian
dosis tunggal ekstrak etanol daun awar-awar dosis 750 mg/kgBB.

Kata Kunci : doksorubisin, daun awar-awar, daun kelor, limfosit CD3+ dan limfosit CD8+ limfosit.
ABSTRACT

Use of the drug doxorubicin for cancer therapy causes decreasing of immune system reported.
Leaves of Ficus septica Burm. F and leaves of Moringa oleifera as immunostimulatory agents. The
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purpose of this study, among others, determine the combined effects of ethanol extract of Ficus
septica Burm. F leaves and ethanol extract of Moringa oleifera leaves as co-chemotherapy for in
female rats Sprague Dawley strain induced doxorubicin. Eighteen Sprague Dawley rats were divided
into six treatment groups, normal group was given 0.9% NaCl 10ml / kgBB, positive control group
were given by doxorubicin with dose of 4.67 mg / kgBB, single-dose treatment group were each given
ethanol extract of Ficus septica Burm F leaves dose of 750 mg / kgBB and ethanol extract of Moringa
oleifera leaves 500 mg / kgBB, treatment groups wdgggeiven by combination of ethanol extract Ficus
septica Burm. F leaves and Moringa oleifera leaves with a dose of 1.25 g/ kgBB and a dose of 1 ,75
g / kgBB. treatment carried out for 7 days. On days | and 4 of each treatment groups except the
normal group induced by doxorubicin 4.67 mg / kgBB intramusculdZf). Blood sampling performed on
day 0 and 7 th for lymphocytes CD3+ and lymphocytes CD8+ test. The results showed that the
combination of ethanol extract Ficus septica burm. F leaves and Moringa oleifera leaves dose of 1.25
g / kgBB and the dose of 1.75 g / kgBB can enhanched immune system relative small whicHE}as not
statistically significantly different (p> 0.05). However, a single dose of ethanol extract Moringa
oleifera leaves dose of 500 mg/kg have immunostimulatory activity as lymphocytes CD3+ and
lymphocytes CD8+ were more effective than a single dose of ethanol extract of Ficus septica Burm. F
leaves dose of 750 mg/kgBB.

Keywords: doxorubicin, Ficus septica Burm. F leaves, Moringa oleifera leaves, lymphocytes CD3+
and lymphocytes CD8+.

PENDAERULUAN

Kanker merupakan penyebalfffflama kematian di dunia. Sekitar 13% dari semua kematian akibat
kanker terjadi pada tahun 2008, dan lebih dari 70% dari semua kematian akibat kanker terjadi di negara-
negara berkembang (WHO, 2011).

Penyakit ini terkait dengan pertumbuhan yang cepat dari sel-sel abnormal tidak terkendali di
dalam tubuh serta memiliki kapasitas untuk menyerang jaringan sekitarnya menyebar ke organ lain,
dikenal sebagai metas@lis (Hanahan dan Weinberg, 2000).

Doksorubisin adalah salah satu obaRlng sering digunakan untuk kemoterapi kanker (Tan er al.,
2009). Namun, penggunaan doksorubisin memiliki beberapa efek samping. Salah satu efek samping
adalah penurunan jumlah limfosit serta rasio CD4+/CD8+. PerfiBunaan doksorubisin dapat menyebabkan
kardiotoksisitas dan sistem kekebalan tubuh yang menurun (Santos et al, 2010;. Bowles et al, 2012).
Doksorubisin dapat menekan produksi IL-2 dan INF-gamma, sitotoksisitas sel NK, limfositproliferasi dan
rasio CD4+/CD8 + di Tumor pada tikus (Zhang et al., 2005). Oleh karena itu, diperlukan agen
kokemoterapi yang dapat menekan efek imunosupresi tersebut.

Penggunaan kemoterapi seringkali dikombinasikan dengan suatu agen imunostimulan untuk
meningkatkan dan melindungi fungsi kekebalan pasien selama pemberian kemoterapi. Pemberian agen
kemoterapi dan agen ko-kemoterapi diharapkan dapat menghasilkan efek terapi yang lebih baik. Salah
satunya dengan menggunakan agen imunomodulator yang berasal dari bahan alami seperti tumbuhan.

Tumbuhan yang diduga dapat berfungsi sebagai imunomodulator adalah daun awar-awar terbukti
mampu meningkatkan aktivitas sitotoksik agen kemoterapi doksorubisin pada sel kanker payudara MCF-7.
Mekanisme molekuler efek sitotoksik ekstrak etanolik daun awar-awar dilakukan dengan pengamatan
apoptosis dengan metode double staining dan ekspresi protein Bcl-2 dengan metode imunositokimia.
Pengamatan apoptosis dan eksp protein Bcl-2 pada aplikasi tunggal ekstrak daun awar-awar
menunjukkan kemampuan ekstrak menginduksi apoptosis dan menurunkan ekspresi protein Bel-2 (Endro
etal.,2012)

Sedangkan tanaman lain seperti daun kelor (Moringa oleifera Lam) memiliki kandungan saponin
dan flavonoid lebih tinggi. Flavonoid pada daun kelor memiliki peran sebagai antioksidan dan mampu
menghentikan reaksi berantai radikal bebas (Bamishaiye er al., 2011; Lakshminarayana ef al., 2011). Hasil
penelitian lain menunjukkan pemberian ekstrak daun kelor selain meningkatkan jumlah sel T CD4+ juga
terbukti dapat meningkatkan jumlah relatif sel T CD8+ (Fathir ef al, 2014) serta daun kelor memiliki peran
sebagai imunostimulan karena dapat meningkatkan aktivitas makrofag (Biswas er al., 2012).
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JALANNYA PENELITIAN

Bahan yang digunakan adalah simplisia daun kelor dan daun awar-awar yang diperoleh dari
Merapi Farma, NaCl 0,.9%, doxorubicin , lysing solution (BP FACS), , etanol 96% , aquadest, Biotinylated
rat anti-mouse monoclonal antibodies , 3,3’-diamino-benzidine (DAB, Novo Castra) , reagen yang
digunakan rat antigen 33" fluorescein isothiocyanate (FITC) (Invitrogen) and phycoerythrin (PE) anti-rat
CD8+ (eBioscience). Hewan uji yang digunakan adalah tikus putih galur Sprague Dawley. Alat yang
digunakan meliputi seperangkat alat gelas, evaporator, LAB, corong Buchner, vortex, flowcytometer, spuit
oral, tabung Eppendorf 5 ml. sentrifuge 2500 rpm.
Pembuatan Ekstrak

Daun awar-awar dan daun kelor diekstraksi menggunakan metode maserasi. Dimana 1000 g daun
awar-awar kering dan 1000 g daun kelor kering diserbuk, setelah itu direndam dalam etanol 96% 5 L
selama 5 hari. Kemudian disaring dan filtratnya di evaporator sampai terbentuk ekstrak kental.
Perlakuan Terhadap Hewan Uji

Sebanyak sebanyalEJI8 tikus dibagi menjadi 7 kelompok, masing- masing kelompok terdiri dari 3
ekor. Selama 7 hari semua kelompok diberi perlakuan sebagai berikut :

Kelompok 1 : kelompok kontrol normal diberi NaCl 10 ml/kgBB secara oral 7 hari berturut-turut.
Kelompok 2 : Kelompok kontrol diberi NaCl 10 ml/kgBB secara oral 7 hari berturut-turut, dilanjutkan
dengan doksorubisin 4,67 mg/kgBB pada hari ke 1 dan ke 4 secara intramuskuler.
Kelompok 3 : Kelompok perlakuan diberi ekstrak etanol daun awar-awar 750 mg/kgBB secara secara oral
7 hari berturut-turut, dilanjutkan dengan doksorubisin 4,67 mg/kgBB pada hari ke | dan ke 4 secara
intramuskuler.
Kelompok 4: Kelompok perlakuan diberi ekstrak etanol daun kelor 500 mg/kgBB secara secara oral 7 hari
berturut-turut, dilanjutkan dengan doksorubisin 467 mg/kgBB pada hari ke 1 dan ke 4 secara
intramuskuler.
Kelompok 5 : Kelompok perlakuan diberi Kombinasi ekstrak etanol daun awar-awar dan daun kelor 750
mg/kgBB : 500 mg/kgBB secara secara oral 7 hari berturut-turut, dilanjutkan dengan doksorubisin 4,67
mg/kgBB pada hari ke 1 dan ke 4 secara intramuskuler.
Kelompok 6 : Kelompok perlakuan diberi Kombinasi ekstrak etanol daun awar-awar dan daun kelor 750
mg/kgBB : 1000 mg/kgBB secara secara oral 7 hari berturut-turut, dilanjutkan dengan doksorubisin 4,67
mg/kgBB pada hari ke 1 dan ke 4 secara intramuskuler.
Pengambilan Sampel Darah

Darah diambil dari sinus orbital pada hari ke 0 dan ke 7 untuk pemeriksaan limfosit CD3+ dan
CD8+. Dimana sebelum pengambilan darah, tikus dibius menggunakan sodium pentobarbital (75 mg /kg).
Pemeriksaan Limfosit CD3+ dan Limfosit CD8+

Preparasi sampel darah dilakukan dengan cara mencampur 50pl sampel darah, 10uL reagen
Invitrogen dan EBioscience setelah itu divortex. Selanjutnya, larutan disimpan dalam ruang gelap selama
15 menit. Tambahkan dengan 450xl BP FACS untuk pengenceran dan vortex, kemudian dibiarkan di
ruangan gelap selama 15 menit. Sel dianalisis dengan flowcytometer yang dilengkapi dengan laser argon
(eksitasi 488 nm) dan pengaturan filter yang sesuai untuk pengamatan FITC fluoresensi. Data berupa
persentase dari setiap jenis fluorescent sel yang mewakili jumlah relatif dari CD3" dan CD8 * T cell
limfosit.

Dari data CD3+ limfosit dan CD8 + limfosit akan dianalisis secara statistik menggunakan analisi
anova dan LSD untuk membandingkan keadaan antara lebih dari 2 kelompok dengan taraf kepercayaan
95% untuk melihat perbedaannya.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa jumlah relatif CD3" dan CD8" limfosit kelompok positif
(doksorubisin) menunjukkan adanya penurunan secara berturut-turut sebesar 68,07% dan 48.52% dibawah
nilai kelompok normal CD3+ penurunan sebesar 1,06% , CD8+ peningkatan sebesar 1,86%. Secara
statistik penurunan jumlah relatif CD3+ dan CD8+ limfosit kelompok ini berbeda bermakna dengan
kelompok normal (P<005). Hal ini cukup menunjukkan bahwa doxorubin dapat menurunkan sistem
imun tubuh dengan menekan jumlah relatif CD3+ dan CD8" limfosit didalam tubuh.
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Berdasarkan Gambar 3 dapat dilihat bahwa pemberian kombinasi ekstrak etanol daun awar-
awar dan daun kelor perbandinganf}1 dan 1:2 menunjukkan peningkatkan jumlah relatif CD3+ dan
CD8+ limfosit relatif lebih kecil yang secara statistik tidak berbeda bermakna (p>0,05). Jika dibandingkan
dengan kelompok kontrol positif.

Kelompok perlakuan ekstrak etanol daun kelor dosis 500 mg/kgBB mengalami penurunan jumlah
relatif CD3" dan CD8" limfosit secara berturut-turut sebesar 32,08% dan 30,04%. Jika dibandingkan
dengan kelompok kontrol positif, kEldmpok ini mengalami penurunan yang lebih kecil dan berbeda
bermakna (p<0,05) secara signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa kelompok perlakuan ekstrak etanol daun
kelor memiliki kemampuan untuk meningkatkan system imun. Peningkatan jumlah CD3* dan CDS8"
limfosit dipengaruhi oleh adanya zat aktif di dalam ekstrak etanol daun kelor berupa saponin dan flavonoid
yang dapat merangsang peningkatan IL-2 pada sel T CD4'. Peningkatan IL-2 memungkinkan juga

terjadinya  peningkatan jumlah CD3" dan CDS8" limfosit (Mc Nally et al.,, 2011).
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Gambar 1. Rerata jumlah relatif CD3* limfosit sebelum dan sesudah pemberian doksorubisin
dengan analisis flowcymetri.

Keterangan :

# : berbeda signifikan dengan kelompok normal p<0,05)

* : berbeda signifikan dengan kelompok positif (p<0 05)
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Gambar 2. Rerata jumlah relatif CD8" limfosit sebelum dan sesudah pemberian doksorubisin
dengan analisis flowcymetri.

Keterangan :

# : berbeda signifikan dengan kelompok normal p<0,05)
* : berbeda signifikan dengan kelompok positif (p<0 05)
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Gambar 3. Persentase penurunan jumlah relaif CD3* dan CDS" limfosit sesudah pemberian
doksorubisin.

Keterangan:

: kelompok normal

: kelompok positif

: kelompok ekstrak etanol daun awar-awar

: kelompok ekstrak etanol dan daun kelor

: kelompok kombinasi ekstrak etanol daun awar-awar dan ekstrak etanol dan daun kelor perbandingan 1:1

: kelompok kombinasi ekstrak etanol daun awar-awar dan ekstrak etanol dan daun kelor perbandingan 1:2
Kelompok perlakuan ekstrak etanol daun awar-awar dosis 750 g/kgBB mengalami penurunan

jumlah relatif CD3" CD8" limfosit secara berturut-turut sebesar 56,23% dan 4307%. Jika

dibandingkfff}dengan kelompok kontrol negatif kelompok ini mengalami penurunan yang berbeda

bermakna (p<0.05) secara signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa kelompok perlakuan ekstrak etanol

daun awar-awar dapat meningkatkan sistem imun. Hal ini mungkin disebabkan karena dosis yang terlalu

rendah ataupun terlalu tinggi. Sehingga diperlukan adanya evaluasi dosis yang lebih lanjut.

Lo R e S R

KESIMPULAN

Kombinasi ekstrak etanol daun awafiwar dan daun kelor perbandingan 1:1 dan 1:2 dalam
meningkatkan sistem imun relatif kecil yang secara statistik tidak berbeda bermakna (p>0,5). Namun
pemberian ekstrak etanol daun awar-awar dan ekstrak etarff) daun kelor secara terpisah memiliki
kemampuan meningkatkan sistem imun yang relatif besar yang secara statistik berbeda bermakna
(p<0,05).
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