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ABSTRACT

ANTICANCER EFFECTIVITY OF KENIKIR (Cosmos caudatus Kunth.)
LEAVES ETHANOLIC EXTRACT AND TAURINE ON HEPAR
HISTOPHATOLOGY OF MALE MICE (Mus musculus L.)
INDUCED BY BENZO(a)PYRENE

By

IFFA AFIQA KHAIRANI

Cancer is a disease characterized by the continuously proliferate of cell, so
that generate abnormal tissue growth. Various natural ingredients needed as an
alternative to reduce the bad effect of chemical drugs consumption on cancer
chemotherapies. Kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) contains high antioxidants
that can inhibit carcinogenesis by inducing the process of apoptosis in cancer
cells. In addition, taurine (an organic acid group) also act as an antioxidant and
anticancer by protect a cells from the damage caused by free radicals. The aim of
this study was to determine the anticancer effectivity of kenikir leaves ethanolic
extract and taurine on the hepar histopathology of male mice induced by
benzo(a)pyrene.

This study was conducted in a complete randomized design by using four
treatments (K1, K2, K3 and K4), each in six replications. K1 used as control were
not given any treatment. K2 were induced by 0,3 mg/bw benzo(a)pyrene
subcutaneously for 10 days without being given kenikir extract nor taurine. K3
were given 20,2 mg/bw of kenikir leaves extract for 15 days after being induced
by benzo(a)pyrene. K4 were given 15,6 mg/bw of taurine which was combined by
20,2 mg/bw of kenikir leaves extract for 15 days after being induced by
benzo(a)pyrene. The data were analyzed using ANOVA (Analysis of Variance)
then continued by calculating least significant difference at 0,05 level of
significance. The results indicated that taurine which was combined by kenikir
leaves ethanolic extract had the ability to protect hepar form the damage caused
by benzo(a)pyrene.

Keywords: Cosmos caudatus Kunth., taurine, Mus musculus L., benzo(a)pyrene,
hepar histophatology.



ABSTRAK

EFEKTIVITAS ANTIKANKER EKSTRAK ETANOL DAUN KENIKIR
(Cosmos caudatus Kunth.) DAN TAURIN TERHADAP RESPON
HISTOPATOLOGI HEPAR MENCIT JANTAN (Mus musculus L.)
YANG DIINDUKSI BENZO(a)PIREN

Oleh

IFFA AFIQA KHAIRANI

Kanker merupakan penyakit yang ditandai dengan adanya pertumbuhan
abnormal sel secara terus menerus dan tidak terkendali. Berbagai bahan alami
diperlukan sebagai upaya mengurangi efek samping dari penggunaan obat-obatan
kimia dalam terapi penyembuhan kanker. Tumbuhan Kenikir (Cosmos caudatus
Kunth.) mengandung antioksidan cukup tinggi yang mampu menghambat
karsinogenesis dengan memacu proses apoptosis pada sel kanker. Disamping itu,
taurin (golongan asam organik) juga bersifat sebagai antioksidan dan
antikarsinogenik karena mampu melindungi sel-sel tubuh dari kerusakan yang
disebabkan oleh radikal bebas. Tujuan dari penelitian ini adalah menguji
efektivitas antikanker dari ekstrak etanol daun kenikir dan taurin terhadap
gambaran histopatologi hepar mencit jantan yang diinduksi benzo(a)piren.

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap yang terbagi dalam
4 kelompok perlakuan dengan masing-masing 6 ulangan. Kelompok K1 (diberi
pakan standar dan air minum hingga akhir penelitian), K2 (diinduksi dengan
benzo(a)piren secara subkutan dengan dosis 0,3 mg/bb selama 10 hari tanpa
pemberian bahan uji), K3 (setelah diinduksi benzo(a)piren, diberi ekstrak etanol
daun kenikir dengan dosis 20,2 mg/bb selama 15 hari) dan K4 (setelah diinduksi
benzo(a)piren, diberi taurin sebanyak 15,6 mg/bb yang dikombinasikan dengan
ekstrak etanol daun kenikir sebesar 20,2 mg/bb selama 15 hari). Hasil analisis
dengan One Way ANOVA dan dilanjutkan BNT pada taraf nyata 5% menunjukkan
pemberian taurin yang dikombinasikan dengan ekstrak etanol daun kenikir
merupakan dosis yang efektif untuk melindungi kerusakan jaringan hepar mencit
akibat pemberian benzo(a)piren.

Kata kunci : Cosmos caudatus Kunth., taurin, Mus musculus L., benzo(a)piren,
histopatologi hepar
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Kanker merupakan suatu penyakit yang ditandai dengan hilangnya fungsi
kontrol terhadap regulasi daur sel maupun fungsi homeostasis pada
organisme multiseluler. Hilangnya fungsi kontrol tersebut menyebabkan sel
tidak dapat berproliferasi secara normal, sehingga sel akan berproliferasi
terus-menerus dan menimbulkan pertumbuhan jaringan yang abnormal.
Pertumbuhan kanker dapat dikatakan sebagai proses mikroevolusioner yang
dapat berlangsung selama beberapa bulan atau beberapa tahun. Proses

pertumbuhan sel kanker dinamakan karsinogenesis (Nisa et al. 2014).

Kanker tergolong sebagai salah satu penyakit yang paling mengancam dalam
dunia kesehatan. Pada tahun 2003, WHO menyatakan bahwa lima besar
kanker di dunia adalah kanker paru, kanker payudara, kanker usus besar
(colorectal), kanker lambung, dan kanker hepar. Tahun 2004, Amerika
Serikat melaporkan bahwa kanker hepar merupakan kanker dengan

pertumbuhan tercepat diantara jenis kanker yang lain (Kerr, 2004).

Secara umum kanker hepar dapat terjadi karena infeksi virus hepatitis B dan

C, aflatoksin, minuman beralkohol, kebiasaan merokok, infeksi parasit,



paparan radikal bebas, zat karsinogenik seperti benzo(a)piren, pengawet

makanan seperti formaldehid, dan zat pewarna tekstil (Fong, 2002).

Beberapa obat antikanker yang dikembangkan saat ini antara lain obat yang
dapat merangsang diferensiasi sel sehingga akan terjadi perubahan sifat dari
sel kanker yang ganas menjadi sel jinak, obat yang dapat meningkatkan
efektivitas radiasi, dan obat yang mampu merubah respon imun sel kanker
dengan sel sehat. Namun, dalam penggunaannya sebagai obat antikanker,
obat-obatan kimia seperti kemoterapi tidak hanya membunuh sel tumor
namun juga merusak sel darah, sehingga dapat menyebabkan penurunan
fungsi imun atau bahkan kematian yang disebabkan dari komplikasi akibat
efek samping obat yang serius. Permasalahan yang kerap dialami dalam
penggunaan obat kimia antara lain terjadinya berbagai efek samping serta
dapat menyebabkan munculnya resistensi, toleransi, dan selektivitas obat itu

sendiri (Li et al., 2008).

Berbagai penelitian juga telah dilakukan dalam rangka pemanfaatan senyawa
alami untuk terapi kanker. Penelitian-penelitian tersebut masih terus

dikembangkan untuk menemukan obat kanker yang optimal dalam terapi.

Tumbuhan kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) merupakan salah satu
tumbuhan yang memiliki aktivitas antikanker. Tumbuhan yang sejak dahulu
kerap dijadikan lalapan ini memiliki kandungan antioksidan cukup tinggi.
Senyawa antioksidan mampu menghambat karsinogenesis dengan cara

memacu proses apoptosis sel melalui jalur mitokondria (jalur intrinsik). Oleh



sebab itu, senyawa antioksidan memiliki potensi sebagai zat antikanker

(Lotulung et al., 2001).

Kenikir mengandung senyawa kuersetin (golongan flavonoid) yang dapat
berperan dalam menginduksi apoptosis sel kanker (Taraphadar et al., 2001).
Berdasarkan penelitian yang dilakukan Bunawan et al. (2014), tumbuhan
kenikir memiliki efek antioksidan tinggi, antibakteri, antijamur,

antiosteoporosis, antihipertensi, dan antidiabetes.

Sifat antikanker juga dimiliki oleh taurin (2-aminoethanesulfonic acid), yaitu
asam organik turunan dari asam amino sistein yang mengandung sulfur
(sulfihidril). Taurin digunakan untuk membantu penyerapan lemak dan
vitamin yang larut dalam lemak, membantu perkembangan sel-sel tubuh
(terutama otot), membantu pendistribusian nutrisi ke seluruh tubuh,
membantu mengatur detakan jantung, menstabilkan membran sel, dan
memelihara kelangsungan sel-sel otak. Taurin juga dapat berfungsi sebagai
antikarsinogenik dengan cara melindungi sel-sel tubuh dari kerusakan yang
disebabkan oleh radikal bebas. Taurin dianggap sebagai faktor penting untuk
mengontrol berbagai perubahan biokimia yang terjadi selama proses penuaan
dan kerusakan sel oleh radikal bebas (Redmon et al., 1983). Penelitian
mengenai pemberian ekstrak daun kenikir dan taurin sebagai antikanker
terhadap gambaran histopatologi hepar mencit belum pernah dilakukan. Oleh
karena itu, penelitian ini dilakukan untuk melihat efektivitas antikanker dari

kedua senyawa tersebut.



B. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, rumusan masalah dalam penelitian ini
yaitu apakah pemberian ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) dan
taurin yang dikombinasikan dengan ekstrak daun kenikir dapat melindungi
hepar mencit jantan (Mus musculus L.) dari kerusakan akibat induksi

karsinogenik benzo(a)piren.

C. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk menguji efektivitas antikanker dari ekstrak
daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) dan taurin terhadap gambaran

histopatologi hepar mencit (Mus musculus L.) yang diinduksi benzo(a)piren.

D. Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberi manfaat sebagai sumber informasi
ilmiah mengenai kemampuan ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.)

dan taurin yang berpotensi sebagai antikanker.

E. Kerangka Pikir

Kanker merupakan suatu bentuk penyakit yang ditandai dengan adanya
pertumbuhan abnormal sel secara terus menerus dan tidak terkendali pada

jaringan tubuh suatu organisme. Kanker tergolong sebagai salah satu



penyakit yang paling mengancam dalam dunia kesehatan. Pada tahun 2003
WHO menyatakan bahwa lima besar kanker di dunia adalah kanker paru,
kanker payudara, kanker usus besar (colorectal), kanker lambung, dan kanker
hepar. Sementara di Indonesia, penyakit kanker merupakan penyebab
kematian sekitar 4,3% dan menduduki peringkat keenam dengan

kecenderungan kasus yang semakin meningkat.

Salah satu jenis kanker berbahaya adalah kanker hepar. Sebagai upaya untuk
mengobati penyakit kanker, tentunya diperlukan upaya penemuan obat kanker
yang efektif dan selektif. Tidak hanya pengobatan secara fisik dan
radioterapi, tetapi juga dibutuhkan pengobatan secara kemoterapi. Dalam
penggunaannya sebagai obat antikanker, obat-obatan kimia seperti

kemoterapi tidak hanya membunuh sel tumor namun juga merusak sel darah
dan dapat merusak sel normal disekitar sel kanker, sehingga dapat
menyebabkan penurunan fungsi imun atau bahkan kematian yang disebabkan

dari komplikasi akibat efek samping obat yang serius.

Tumbuhan kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) merupakan salah satu
tumbuhan yang memiliki aktivitas antikanker. Tumbuhan ini mengandung
flavonoid, polifenol, saponin, terpenoid, steroid, dan minyak atsiri. Daun
kenikir memiliki potensi sebagai zat antikanker karena kandungan
antioksidan yang cukup tinggi dalam kenikir mampu menghambat
karsinogenesis dengan cara memacu proses apoptosis sel melalui jalur
mitokondria (jalur intrinsik). Disamping itu, taurin juga dapat berpotensi

sebagai antioksidan dan antikarsinogenik, karena memiliki kemampuan



melindungi sel-sel tubuh dari kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas.
Taurin juga digunakan untuk membantu penyerapan lemak dan vitamin yang
larut dalam lemak, membantu perkembangan sel-sel tubuh (terutama otot),
pendistribusian nutrisi ke seluruh tubuh, mengatur detakan jantung,

menstabilkan membran sel, dan memelihara kelangsungan sel-sel otak.

Untuk itu, perlu dilakukan penelitian penggunaan senyawa taurin dan ekstrak
daun kenikir sebagai antikanker pada mencit yang diinduksi zat karsinogenik
benzo(a)piren, sebagai upaya menggali potensi senyawa alami yang dapat
digunakan sebagai obat penyakit kanker untuk meminimalisir penggunaan

obat kanker berbahan kimia.

Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah pemberian ekstrak daun
kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) dan pemberian taurin yang
dikombinasikan dengan ekstrak daun kenikir dapat melindungi hepar mencit

jantan (Mus musculus L.) dari kerusakan akibat induksi benzo(a)piren.



Il.  TINJAUAN PUSTAKA

A. Hepar

1. Anatomi dan Fisiologi Hepar

Secara anatomi, hepar (biasa disebut hati) merupakan organ viseral
terbesar pada tubuh manusia dengan berat sekitar 1,5kg. Hepar terletak
di bawah diafragma dan di atas cavitas abdominalis, tersusun atas dua
lobus yang masing-masing berfungsi secara mandiri. Kedua lobus
tersebut yakni lobus hepatis dextra (berukuran besar) dan lobus hepatis

sinistra (berukuran kecil) (Gambar 1).
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Gambar 1. Anatomi anterior hepar (b) dan inferior (c) (Saladin, 2003)

Hepar menerima darah dari dua sumber yaitu 30% berasal dari arteri

hepatika propria dan 70% berasal dari vena porta. Darah dari arteri dan



vena pada hepar berjalan di antara sel-sel hepar melalui sinusoid dan
dialirkan ke vena sentralis yang akan bermuara ke vena hepatika. Sistem
syaraf pada hepar tersusun atas syaraf simpatis dan parasimpatis (Moore

et al., 2002; Sloane, 2004 dan Snell, 2006).

Menurut Guyton dan Hall (2008), secara fisiologi hepar termasuk organ

metabolik yang sangat penting, karena memiliki fungsi antara lain :

1) Fungsi vaskular, yaitu tempat mengalir, menyaring, dan menyimpan
darah dalam jumlah besar. Selain itu aliran limfe pada hepar juga
tinggi karena sinusoid memiliki sifat sangat permeabel. Pada hepar
terdapat sel kupffer (sel makrofag) yang berfungsi menyaring darah.

2) Fungsi metabolisme, yaitu berperan dalam metabolisme karbohidrat,
protein dan lemak

a. Pada metabolisme karbohidrat, hepar berperan dalam
mempertahankan konsentrasi glukosa darah normal. Hepar juga
berperan sebagai penyimpan glikogen dalam jumlah besar,
pengkonversi galaktosa dan fruktosa menjadi glukosa,
glukoneogenesis, dan pembentuk senyawa kimia penting dari
hasil perantara metabolisme karbohidrat.

b. Pada metabolisme protein, hepar berperan sebagai pendeaminasi
asam amino, penginterkonversi beragam asam amino,
pembentuk senyawa lain dari asam amino, pembentuk ureum
untuk mengeluarkan amonia dari cairan tubuh, serta berperan

sebagai pembentuk protein plasma.



c. Pada metabolisme lemak, hepar berperan sebagai pengoksidasi
asam lemak untuk suplai energi, pembentuk sebagian besar
kolesterol, fosfolipid, dan lipoprotein serta pembentuk lemak
dari protein dan karbohidrat.

3) Fungsi sekresi yaitu berperan sebagai pembentuk empedu yang
dialirkan ke dalam saluran pencernaan melalui saluran empedu.
Selain itu hepar juga berperan dalam penyekresi hormon dan zat lain
serta berperan sebagai penetralisir zat yang bersifat toksik.

4) Fungsi lainnya yaitu penyimpan vitamin, penyimpan zat besi dalam
bentuk ferritin dan pembentuk zat-zat untuk koagulasi darah dalam

jumlah banyak.

Histologi Hepar

Secara histologi (Gambar 2), hepar dibungkus oleh simpai tipis jaringan
ikat yang disebut kapsula Glisson yang menebal di hilus (tempat
masuknya vena porta, dan arteri hepatika, tempat keluarnya duktus
hepatika kiri dan kanan serta tempat keluarnya pembuluh limfe dari
hepar). Pembuluh-pembuluh dan duktus pada hepar dikelilingi oleh

jaringan ikat (Junquiera et al., 2007).

Junquiera et al. (2007) menjelaskan bahwa hepar tersusun atas satuan
heksagonal yang dinamakan lobulus. Di dalam lobulus hepar, terdapat
sel hepatosit yang berderet secara radier membentuk lapisan sebanyak 1-

2 sel menyerupai susunan bata. Lempengan sel ini mengarah dari tepi ke
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pusat lobulus kemudian beranastomosis membentuk struktur seperti
labirin dan busa, diantara lempengan sel terdapat celah yang
mengandung kapiler disebut sinusoid. Sinusoid hepar merupakan suatu
saluran yang berliku dan melebar dengan diameter tidak teratur.
Sinusoid dilapisi oleh sel endotel bertingkat yang tidak utuh dan
dipisahkan oleh ruang perisinusoidal dari sel hepatosit dibawahnya.
Darah yang berada di sinusoid hepar berasal dari cabang terminal vena
porta dan arteri hepatika. Aliran darah ini membawa darah kaya nutrisi

dari saluran pencernaan dan darah kaya oksigen dari jantung.

Gambar 2. Histologi hepar tikus (Charlotte dan Ownby, 2002)

Histopatologi Hepar

Salah satu fungsi vital dari hepar yaitu berperan dalam detoksifikasi
racun, sehingga hepar sering terpapar zat-zat beracun yang dapat
menyebabkan kerusakan sel hepar (Anshor et al., 2013). Kemudian,
Xiaoyue et al. (2007) mengatakan bahwa bentuk kerusakan pada hepar

meliputi kerusakan struktur maupun kerusakan fisiologis. Penyebab
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kerusakan hepar antara lain infeksi, virus, penggunaan obat-obatan dan
bahan kimia. Selain itu, paparan zat toksik (racun) akan mempertinggi
kerusakan pada hepar, contohnya radikal bebas. Radikal bebas
merupakan produk reaksi kimia yang mengandung elektron tidak
berpasangan sehingga bersifat sangat reaktif. Radikal bebas yang
terdapat di hati akan menyebabkan peradangan akut pada sel-sel hati

yaitu steatosis dan nekrosis.

Menurut Robbins et al. (2007), lima respon umum hepar terhadap cedera

antara lain sebagai berikut :

1. Peradangan dan Pembengkakan Sel
Bentuk cedera pada sel hepatosit yang menyebabkan radang akut
atau kronis pada hepar disebut hepatitis. Peradangan dapat terbatas
pada saluran porta atau meluas ke parenkim hepar seperti sel

hepatosit.

Pembengkakan (degenerasi) merupakan manifestasi awal kerusakan
sel. Hal ini terjadi akibat hilangnya ATP pada sel sehingga
pengaturan ion dan volume terganggu yang menyebabkan terjadinya
pergeseran air ekstraseluler ke dalam sel. Air yang tertimbun di
dalam sel akan memperlihatkan adanya vakuola-vakuola jernih
berukuran kecil di dalam sitoplasma, diduga merupakan retikulum
endoplasma yang melebar dan menonjol keluar. Kondisi ini disebut
degenerasi hidropik atau degenerasi vakuola. Pembengkakan sel

hepatosit yang disebabkan oleh gangguan toksik atau imunologis
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akan menunjukkan edematosa, yaitu suatu bentuk degenerasi balon
dengan sitoplasma ireguler bergumpal dan rongga-rongga jernih
yang lebar. Selain itu bahan empedu yang tertahan menyebabkan

hepatosit membengkak seperti busa (degenerasi busa).

Perlemakan Hepar

Akumulasi butiran lemak dalam hepatosit disebut steatosis.

Perlemakan pada hepar disebabkan oleh akumulasi trigliserida dalam

sel parenkim. Akumulasi tersebut timbul pada keadaan berikut :

1) Peningkatan mobilisasi lemak jaringan, sehingga menyebabkan
peningkatan jumlah asam lemak yang sampai ke hepar;

2) Peningkatan kecepatan konversi dari asam lemak menjadi
trigliserida di dalam hepar karena aktivitas enzim yang terlibat
meningkat;

3) Penurunan oksidasi trigliserida menjadi asetil-koA dan
penurunan bahan keton;

4) Penurunan sintesis protein akseptor lipid (Chandrasoma dan

Taylor, 2005).

Nekrosis

Nekrosis (kematian sel) dapat terjadi langsung atau dapat mengikuti
degenerasi sel. Berdasarkan lokasinya nekrosis terbagi menjadi tiga
yaitu nekrosis fokal, nekrosis zona, nekrosis submasif. Nekrosis
fokal sel hepar adalah nekrosis yang terjadi secara acak pada satu sel

atau sekelompok kecil sel pada seluruh daerah lobulus-lobulus hepar.
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Nekrosis zona sel hepar adalah nekrosis yang terjadi pada regio-
regio yang identik disemua lobulus hepar, sedangkan nekrosis
submasif merupakan nekrosis yang meluas melewati batas lobulus,
sering menjembatani daerah portal dengan vena sentralis (bridging

necrosis) (Chandrasoma dan Taylor, 2005).

Fibrosis

Fibrosis merupakan respon dari cedera akut atau kronik pada hepar
berupa akumulasi matriks ekstraseluler. Pada tahap awal, sebagai
reaksi penyembuhan terhadap cedera, fibrosis mungkin terbentuk di
dalam, di sekitar saluran porta atau vena sentralis maupun dapat
mengendap langsung didalam sinusoid. Cedera pada hepatosit akan
mengakibatkan pelepasan sitokin dan faktor solubel lainnya oleh sel
kupffer serta sel tipe lainnya pada hepar. Faktor-faktor ini akan
mengaktivasi sel stelat yang akan mensintesis sejumlah besar

komponen matriks ekstraseluler (Robbins et al., 2007).

. Sirosis

Berlanjutnya fibrosis dan cedera parenkim menyebabkan hepar
terbagi-bagi menjadi nodus hepatosit yang mengalami regenerasi
dan dikelilingi oleh jaringan parut. Jaringan parut ini disebut sirosis

(Robbins et al., 2007).
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B. Kanker

Berdasarkan Mediawiki (2007) istilah kanker berasal dari bahasa latin, yaitu
carcinamon. Carci memiliki arti kepiting, sedangkan oma memiliki arti
pembesaran. Ranasasmita (2008) mengatakan bahwa penamaan tersebut
kemungkinan didasarkan pada bentuk jaringan yang mengandung sel kanker,
dimana penampakan melintang jaringan secara fisik terlihat bulat memadat
pada bagian tengah dan bagian pinggir membentuk juluran sehingga
menyerupai kepiting. Kanker dalam dunia medis dikenal dengan istilah
neoplasma dan tumor. Neoplasma yang berasal dari bahasa Yunani (neos
yang berarti baru dan plasma yang berarti pembentukan) digunakan untuk
menyebut pertumbuhan sel baru yang tidak memiliki fungsi fisiologis,
sementara tumor (tumere yang berarti pembengkakan) digunakan untuk
menyebut bentuk abnormal dari massa sel yang tidak mempunyai fungsi
fisiologis. Tumor padat berupa kumpulan massa kecil berbentuk membulat

tak beraturan yang dapat dideteksi dengan perabaan disebut nodul.

Tumor digolongkan menjadi dua jenis berdasarkan tingkat keganasan. Tumor
yang tidak menyebar ke jaringan didekatnya, tidak bermetastasis menjadi
lebih besar dan dapat dihilangkan dengan pembedahan minor dinamakan
tumor jinak. Sementara tumor yang dinyatakan ganas (disebut kanker),
merupakan tumor yang memiliki kemampuan menyebar ke jaringan lain,
bermetastasis dan dapat menyebabkan kematian pada penderita (Aryani,

2003).
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Kanker merupakan suatu bentuk penyakit yang ditandai dengan adanya
pertumbuhan abnormal sel secara terus menerus dan tidak terkendali pada
jaringan tubuh suatu organisme (Aryani, 2003). Kanker yang berasal dari
jaringan epitel tergolong karsinoma, sementara kanker yang berasal dari

jaringan mesenkim disebut sarkoma (Alison, 2003).

Sustaining proliferative
signaling

Evading growth
SUPPIEssors

Inducing
angiogenesis

Enabling replicative
immortality

Gambar 3. Enam karakter khusus sel kanker (Hallmark of Cancer)
(Hannan dan Weinberg, 2011)

Menurut Hannan dan Weinberg (2011), enam karakter khusus sel kanker
(Gambar 3) yang membedakan sel kanker dari sel normal antara lain :

A. Mempertahankan sinyal proliferatif (Sustaining Proliferative
Signaling) : proliferasi sel kanker tidak membutuhkan sinyal
pertumbuhan normal dikarenakan sel kanker mampu memproduksi
growth factors dan growth receptors sendiri serta mampu
memperpendek jalur growth factornya.

B. Menghindari hambatan pertumbuhan (Evading Growth Suppressors) :
sel kanker tidak mengenal adanya istirahat dalam pembelahan sel,

karena pada sel kanker terdapat mekanisme untuk mengelak dari
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sinyal penghambat pertumbuhan disebabkan oleh mutasi gen
protoonkogen pada sel kanker. Hal ini mengakibatkan tidak adanya
homeostasis pada jaringan.

. Menahan kematian sel (Resisting Cell Death) : Apoptosis merupakan
mekanisme yang penting untuk mengatur jumlah sel dalam tubuh. Sel
normal akan mengalami kematian sel (apoptosis) apabila telah
melewati batas umur tanpa menyebabkan inflamasi (peradangan),
sementara sel kanker tidak mengalami apoptosis. Kegagalan sel
kanker dalam merespon sinyal apoptosis disebabkan karena gen-gen
regulator apoptosis dan gen-gen sinyal apoptosis telah mengalami
mutasi. Pada mekanisme apoptosis, protein p53 akan mencegah
replikasi DNA yang rusak pada sel normal dan menstimulasi sel yang
mengandung DNA yang tidak normal untuk menghancurkan dirinya
sendiri. Tetapi pada sel kanker gen p53 tersebut mengalami mutasi
sehingga proliferasi dan transformasi sel akan terus berjalan sehingga
sel akan tetap hidup dan kehilangan kendali.

. Memungkinkan replikasi secara terus menerus (Enabling Replicative
Immortality) : sel kanker memiliki kemampuan untuk melakukan
replikasi (perbanyakan) sel secara terus-menerus. Hal ini disebabkan
karena sel kanker memiliki mekanisme untuk tetap menjaga telomere
yang panjang pada saat pembelahan sel, sehingga sel kanker memiliki
kemungkinan untuk terus membelah diri.

. Merangsang angiogenesis (Inducing Angiogenesis) : sel kanker

mampu membentuk pembuluh darah baru disekitar jaringan kanker
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(angiogenesis) untuk menyuplai kebutuhan nutrisinya, sementara pada
sel normal pembuluh darah pensuplai nutrisi berbentuk sederhana dan
bersifat konstan hingga sel menjadi dewasa.

F. Mengaktivasi invasi dan metastasis (Activating Invasion and
Metastasis) : sel kanker memiliki kemampuan untuk menginavasi sel
lain dalam tubuh, dan mengekspansi bagian lain dari tubuh
(metastasis) dengan cara berpindah dari suatu lokasi ke lokasi lain di
dalam tubuh disertai dengan pengrusakan pada jaringan target.
Penyebaran sel kanker dapat dilakukan melalui aliran darah dan
kelenjar getah bening. Apabila metastasis sel kanker semakin meluas,

maka dapat menyebabkan kematian pada penderita kanker.

C. Kanker Hepar

Kanker hepar berasal dari satu sel yang mengalami pembelahan sel yang tidak
terkontrol. Hal ini disebabkan adanya perubahan mekanisme kontrol dalam
sel. Sel abnormal tersebut akan membentuk jutaan sel identik yang disebut
klon, dimana sel-sel tersebut tidak dapat melakukan fungsi normal sebagai sel
hepar dan terus menerus memperbanyak diri. Sel-sel tidak normal ini akan
membentuk tumor (Nisa et al., 2014). Kanker hepar yang bermula dari organ
bagian hepar disebut hepatocellular cancer. Sementara kanker hepar yang
berasal dari organ lain (misalnya dari kolon yang menyebar ke organ hepar)

disebut metastatic liver cancer (Bruix dan Sherman, 2005).
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Beberapa jenis kanker pada hepar, antara lain :

1)

2)

3)

4)

Tumor hepar yang dikatagorikan jinak (benign) yaitu hemangiomas dan
adenomas. Hemagiomas merupakan kumpulan dari pembuluh darah
abnormal pada hati yang membengkak, sementara adenomas merupakan
kumpulan benjolan pada jaringan hati.

Hepatocellular carcinoma (HCC) atau dikenal sebagai hepatoma, yaitu
kanker yang muncul dari sel hati itu sendiri. Hepatoma merupakan 80%
kasus kanker hati yang paling sering terjadi.

Cholangiocarcinoma, yaitu kanker yang berasal dari kelenjar empedu di
hati. Cholangiocarcinoma yang terletak di perbatasan antara empedu
dengan hati disebut klatskin tumor. Kasus ini tercatat sebesar 15%.

Tiga jenis kanker hati yang jarang terjadi yaitu angiocarcinoma,
lymphomas dan carcinoids. Angiocarcinoma adalah kanker yang berasal
dari pembuluh darah di hati, lymphomas adalah kanker yang berasal dari
sel-sel imun di hati dan carcinoids adalah kanker yang berasal dari

hormon yang dibuat oleh sel hati (Nisa et al., 2004).

Kanker hepar memiliki beberapa tingkat penyakit (stadium) yaitu:

a)
b)

d)

Stadium 1 : Kanker berukuran tidak lebih dari 2 cm dan belum menyebar.
Stadium 2 : Kanker mempengaruhi pembuluh darah di hepar atau
terdapat lebih dari satu tumor di hepar.

Stadium 3A : Kanker berukuran lebih dari 5 cm dan telah menyebar ke
pembuluh darah di dekat hepar.

Stadium 3B : Kanker telah menyebar ke organ terdekat seperti lambung

namun belum mencapai limfonodus



e)

f)
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Stadium 3C : Kanker berada dalam berbagai ukuran dan telah mencapai
limfonodus
Stadium 4 : Kanker telah menyebar ke organ yang jauh dari hepar misal

paru-paru (Fong, 2002; Bruix dan Sherman, 2005) .

Secara umum kanker hepar dapat disebabkan oleh faktor-faktor berikut :

1)

2)

3)

4)

Infeksi virus hepatitis B dan C adalah penyebab kanker hepar yang utama
didunia. Hal ini terutama pada pasien dengan antigenemia dan juga
mempunyai penyakit kronik hepatitis. Pasien laki-laki dengan umur
lebih dari 50 tahun yang menderita penyakit hepatitis B dan C
mempunyai kemungkinan besar terkena kanker hepar.

Sirosis hati yang biasa disebabkan oleh alkohol, hemochromatosis, dan
defisiensi Alpha 1-antitrypsin.

Aflatoksin, yaitu mikrotoksin karsinogenik yang diproduksi oleh jamur
Aspergillus flavus. Racun ini mengkontaminasi makanan yang disimpan
dalam keadaan lembab.

Faktor lainnya yaitu kebiasaan merokok, infeksi parasit, radikal bebas,
zat karsinogenik seperti benzo(a)piren, pengawet makanan seperti

formaldehid, dan zat pewarna tekstil (Fong, 2002).

Gejala kanker hepar pada awalnya tanpa keluhan atau hanya sedikit keluhan

seperti lesu, nafsu makan berkurang dan penurunan berat badan. Kanker

hepar dapat diketahui dengan diagnosa menggunakan radiologi, biopsi hepar,

dan serologi (Bruix dan Sherman, 2005).
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D. Biologi Tumbuhan Kenikir (Cosmos caudatus Kunth.)

Cosmos caudatus Kunth. di Indonesia dikenal dengan sebutan kenikir atau
dalam bahasa Melayu disebut suring maupun ulam raja. Kenikir merupakan
tumbuhan yang memiliki aroma khas, sangat umum digunakan sebagai

sayuran dan daun mentahnya sering digunakan sebagai lalapan (Shui, 2005).

1. Klasifikasi Tumbuhan Kenikir

Berdasarkan taksonominya, tumbuhan kenikir diklasifikasikan sebagai

berikut (Simpson, 2006):

Kerajaan : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Bangsa : Fabales

Suku : Asteraceae

Marga . Cosmos

Jenis : Cosmos caudatus Kunth.

2. Morfologi Tumbuhan Kenikir

Kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) tergolong tumbuhan herba semusim
dengan tinggi berkisar antara 0,5 — 1,5 m (Gambar 4). Tumbuhan ini
tergolong dalam kelas dikotil, yaitu memiliki akar tunggang, berbatang

tegak berwarna hijau terang keunguan, beralur dan memiliki banyak
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percabangan. Daunnya tergolong daun majemuk dengan bentuk lanset,
ujung daun meruncing dan tepi daun bergerigi. Bunga tumbuhan ini
tergolong dalam bunga majemuk dengan tangkai berbentuk seperti cawan
berwarna kuning dan memiliki daun pembalut berbentuk lonceng
berwarna hijau. Kenikir memiliki buah dan biji yang keras dan

berbentuk jarum. Bagian ujung buah tampak berambut, biji kenikir
berwarna hitam dengan panjang sekitar 1 cm (Hassan, 2006). Daerah asli
Cosmos caudatus Kunth. adalah daerah tropis di Amerika Tengah dan

hampir sebagian besar daerah beriklim tropis.

Gambar 4. Tumbuhan Kenikir (http://ccrc.farmasi.ugm.ac.id)

3. Kandungan Kimia dan Farmakologi Tumbuhan Kenikir

Berdasarkan hasil skrining fitokoimia, daun kenikir secara umum
mengandung senyawa flavonoid, polifenol, saponin, terpenoid, steroid
dan minyak atsiri. Bagian akar kenikir mengandung hidroksieugenol dan
koniferil alkohol (Sarmoko dan Sulistyorini, 2010; Liliwiarinis et al.,

2011).



Bunawan et al. (2014) memaparkan kandungan senyawa aktif pada

kenikir dalam Tabel 1 berikut :

Tabel 1. Identifikasi Senyawa Metabolit Daun Kenikir

No Metabolit Kelas
1  Catechin Flavonoids
2 Chlorogenic Acid Phenolic Acid
3 Neochlorogenic Acid Phenolic Acid
4 Cryptochlorogenic Acid Phenolic Acid
5 Caffeic Acid Phenolic Acid
6 Ferulic Acid Phenolic Acid
7 Quercetin 3-O-glucoside Flavonoids
8  Quercetin pentose Flavonoids
9  Quercetin deoxyl-hexose Flavonoids

Secara tradisional kenikir digunakan sebagai penambah nafsu makan,

obat lemah lambung penguat tulang dan pengusir serangga. Menurut

Cheng et al. (2015) potensi tanaman kenikir sebagai obat herbal dapat

dilihat pada Tabel 2 dibawah ini :

Tabel 2. Farmakologi Kenikir
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No Jenis Pelarut Farmakologi

1 Daun segar Antioksidan
Antioksdian, Antidiabetes,

2 Ekstrak Etanol Antimikroba dan Antijamur

3 Ekstrak Metanol Antiinflamasi

4 Ekstrak Air Antioksidan dan Antiosteoporosis

5 Ektrak Diklorometana Ant!!nflamash Antimikroba dan
Antijamur

6 Ekstrak Dietil eter Antimikroba dan Antijamur

7 Ekstrak Heksana Antidiabetes

Beberapa penelitian menyatakan bahwa daun kenikir memiliki efek

antioksidan tinggi, antibakteri, antijamur, antiosteoporosis, antihipertensi,

dan antidiabetes (Bunawan et al., 2014). Kenikir juga memiliki
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kandungan kalsium tinggi sehingga dapat digunakan sebagai obat
alternatif untuk mengatasi osteoporosis pasca-menopause pada wanita

(Mohamed et al., 2013).

Ren, et al. (2003) meneliti didalam kenikir terkandung senyawa
flavonoid yang mampu menginduksi terjadinya apoptosis pada sel
kanker. Penelitian daun kenikir sebagai antikanker antara lain telah
diteliti bahwa kuersetin (jenis dietary flavonoid) mampu menginduksi
apoptosis pada sel kanker kolon Caco-2 dan HT-29 serta menginduksi
apoptosis sel kanker leukimia HL-60. Dietary flavonoid adalah golongan
senyawa polifenol yang diketahui memiliki efek antiproliferasi sehingga
dapat dijadikan sebagai agen kemopreventif, terutama pada kanker
saluran pencernaan karena senyawa ini kontak secara langsung dengan
makanan (Taraphadar et al., 2001). Penelitian lain yang dilakukan oleh
Pebriana et al. (2008), ekstrak metanolik daun kenikir mengandung
flavonoid dan glikosida kuersetin yang berpotensi sebagai antikanker dan
terbukti bersifat sitotoksik dalam memacu apoptosis sel kanker payudara

T47D melalui berbagai macam kemungkinan mekanisme.

E. Taurin

Taurin (2-aminoethanesulfonic acid) merupakan asam organik turunan dari
asam amino sistein yang mengandung sulfur (sulfihidril) (Gambar 5). Taurin

dalam arti sempit tidak digolongkan sebagai asam amino karena tidak
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memiliki gugus karboksil. Namun, taurin memiliki gugus sulfonat sehingga

disebut asam sulfonat amino (Burhan, 2004).

H

Q |
\\/\/N\H

H S
N O/ \\
0O
Gambar 5. Taurin (Strange dan Jackson, 1997).

Pada tahun 1827, ilmuwan Jerman yaitu yaitu Friedrich Tiedemann dan
Leopold Gmelin mengisolasi taurin pertama kali dari empedu sapi. Arouma
et al. (1988) menyebutkan bahwa taurin adalah kandungan utama dari
empedu. Pada manusia, taurin dapat ditemukan pada otot rangka, jantung, sel
darah putih dan sistem saraf pusat. Senyawa ini juga ditemukan pada
beberapa sayuran dan kacang-kacangan. Burhan (2004) menjelaskan, pada
mamalia sintesis taurin terjadi dalam pankreas melalui jalur asam sistein
sulfinik. Kelompok sulfhidril dari sistein dioksidasi pertama kali oleh enzim
sistein dioksigenase menjadi asam sistein sulfinik. Selanjutnya sistein asam
sulfinik akan didekarboksilasi oleh enzim dekarboksilase sulfinoalanin untuk

membentuk hypotaurine.

Berbeda dengan asam amino, taurin (khususnya L-taurin), tidak digunakan
sebagai protein blok pembangun. Taurin digunakan untuk membantu
penyerapan lemak dan vitamin yang larut dalam lemak, membantu
perkembangan sel-sel tubuh (terutama otot), membantu pendistribusian
nutrisi ke seluruh tubuh, membantu mengatur detakan jantung, menstabilkan

membran sel, dan memelihara kelangsungan sel-sel otak. Tidak hanya itu,
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senyawa yang biasa digunakan dalam suplemen dan minuman berenergi ini
juga berpotensi besar untuk dikembangkan sebagai obat antikanker karena
memiliki kemampuan sebagai inhibitor proteosome (Xia Zang et al., 2008).
Taurin berfungsi sebagai antikarsinogenik dengan cara melindungi sel-sel
tubuh dari kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas. Taurin juga
dianggap sebagai faktor penting untuk mengontrol berbagai perubahan
biokimia yang terjadi selama proses penuaan dan kerusakan sel oleh radikal
bebas (Tabassum et al., 2006 dan Redmon et al., 1983). Peranan taurin
sebagai antikanker juga dikemukakan oleh Shuo Tu et al. (2015), bahwa
pemberian taurin terbukti memiliki efek penghambatan yang signifikan
terhadap proliferasi sel, dan mampu menginduksi apoptosis pada sel human

hepatocellular carcinoma (HHCC) HepG2.

Benzo(a)piren

Benzo(a)piren (Gambar 6) yang juga dikenal dengan benzo[d,e,f]chrysene; 3-
4benzopyrene; 3,4-benzpyrene; benz[a]pyrene; BP atau B[a]P, adalah
senyawa PAH (Polycyclic Aromatic Hydrocarbon) yang tergolong
prokarsinogen kuat. Senyawa dengan rumus kimia CyoH12, memiliki 5 buah
cincin alkil aromatik dan memiliki berat molekul 252,3. Benzo(a)piren
berbentuk padatan atau kristal berwarna kuning yang larut dalam air dengan
titik lelen 179-179,3°C dan titik didih 310-312°C. Senyawa ini secara alami
ditemukan sebagai bagian dalam dari material larva gunung api, batu bara,

dan jatuhan dari atmosfer yaitu airborne particulate. Di lingkungan,
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benzo(a)piren dijumpai sebagai hasil pirolisis lemak atau pembakaran arang
yang tidak sempurna seperti pada daging yang dipanggang menggunakan
arang dan makanan yang diasap, ditemukan pula pada asap rokok dan asap

kendaraan (Terzi et al., 2008 dan Nebert et al., 2013).

Gambar 6. Struktur benzo(o)piren (Mugianton, 2010)

Walker (2009) menyebutkan bahwa sebagai senyawa karsinogenik,
benzo(a)piren mampu menimbulkan mutasi DNA pada onkogen (gen yang
bertanggung jawab pada pertumbuhan dan diferensiasi sel secara normal).
Ikatan kimia antara benzo(a)piren dengan DNA akan mengganggu proses
replikasi DNA dan mempengaruhi jaringan pada saat pembelahan sel. Yana
(2009) juga menyebutkan bahwa benzo(a)piren dapat merusak DNA dan
menimbulkan mutasi pada gen p53 (gen pengatur pertumbuhan). Senyawa ini
dapat menyebabkan kerusakan kromosom dengan membentuk aberasi atau

patahan kromosom.

Mencit (Mus musculus L.)

Hewan uji yang digunakan dalam penelitian ini yaitu mencit (Mus musculus
L.) (Gambar 7). Berdasarkan taksonominya, klasifikasi mencit putih menurut

Pramono dan Malole (1989) adalah sebagai berikut :
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Kingdom : Animalia
Filum : Chordata
Subfilum : Vertebrata
Kelas : Mamalia

Bangsa : Rodentia

Suku : Muridae
Marga : Mus
Jenis : Mus musculus L.

Gambar 7. Mencit

Karakteristik umum mencit menurut Thrall (2004) dan Suckow (2006) yaitu
memiliki panjang tubuh 7,5-10 cm, dengan luas permukaan tubuh 36 cm?.
Lama hidup 1-3 tahun, dimana pada usia 35 hari mencit telah dikatagorikan
dewasa. Berat mencit jantan dewasa berkisar antara 20-40 g sementara berat
betina berkisar antara 18-35 g. Mencit memiliki siklus estrus 4-5 hari dengan
lama bunting antara 19-21 hari. Selain itu, mencit memiliki jumlah sel darah

merah 6,5-10,1x10° sel/ul dan sel darah putih sebanyak 2,61-10,05x10° sel/pl.
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Denyut jantung mencit berkisar 325-800 denyut/menit dengan laju respirasi

95-165 tarikan nafas/menit.

Sejak abad ke-19, mencit banyak digunakan sebagai hewan uji dalam
penelitian. Mencit banyak digunakan karena memiliki gen yang relatif mirip
dengan manusia. Mencit merupakan hewan yang mudah dipelihara,
dikarenakan morfologinya kecil, jinak, lemah, mudah ditangani,
mengkonsumsi makanan relatif sedikit dan memiliki harga yang relatif
murah. Mencit juga memiliki daya reproduksi yang tinggi dengan masa

kebuntingan yang singkat (Soegijanto et al., 2003 dan Yuwono, 2009).



1.  METODE KERJA

A. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2016 - Januari 2017.
Pemeliharaan hewan uji, penginduksian zat karsinogen benzo(a)piren,
pemberian taurin dan ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) serta
pembedahan dilakukan di Laboratorium Biologi Molekuler, Gedung MIPA
Terpadu, Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam, Universitas
Lampung. Proses mikroteknik dan pengamatan histopatologi hepar dilakukan

di Laboratorium Histologi, Fakultas Kedokteran, Universitas Lampung.

B. Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini anatara lain hewan uji berupa
mencit jantan (Mus musculus L.) berumur 3 bulan dengan berat badan + 30-
40 g, pelet pakan mencit, air minum, taurin, benzo(a)piren, minyak jagung,
daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.), etanol 96% digunakan untuk
ekstraksi daun kenikir, bahan pembuatan preparat mikroteknik (xylol, alkohol
bertingkat, parafin, larutan pewarnaan Harris Hematoxylin Eosin, dan kanada

balsam).
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Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain set peralatan
pemeliharaan mencit (bak berbahan plastik berukuran 20x30cm dilengkapi
dengan penutup berbahan kawat, wadah pakan, dan wadah minuman
sebanyak 24 buah), neraca analitik untuk menimbang bahan dan mengukur
berat badan mencit, jarum suntik untuk menginduksi zat karsinogen yaitu
benzo(a)piren, sonde lambung untuk mencekokkan taurin, dan ekstrak daun
kenikir pada mencit, beaker glass, erlenmeyer, set alat ekstraksi (blender,
oven, kertas saring, corong buchner, dan rotary evaporator), set alat
mikroteknik (embedding cassette, waterbath, inkubator, mikrotom, dan bak
pewarnaan), object glass, cover glass, mikroskop, dan kamera untuk

dokumentasi.

Metode Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap

(RAL) dengan empat kelompok perlakukan, dimana masing-masing

perlakuan berisi enam ulangan. Kelompok tersebut yaitu sebagai berikut :

1. Kelompok 1: Kelompok yang diberi pakan standar hingga akhir
penelitian (kontrol negatif).

2. Kelompok 2: Kelompok yang diinduksi benzo(a)piren selama 10 hari
tanpa pemberian bahan uji (kontrol positif).

3. Kelompok 3: Kelompok yang diinduksi benzo(a)piren selama 10 hari,
kemudian dilanjutkan pemberian ekstrak daun kenikir

dengan dosis 20,2 mg/bb/hari selama 15 hari.
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4, Kelompok 4: Kelompok yang diinduksi benzo(a)piren selama 10 hari,

kemudian dilanjutkan pemberian taurin dosis 15,6
mg/bb/hari yang dikombinasikan dengan ekstrak daun

kenikir dosis 20,2 mg/bb/hari selama 15 hari.

D. Pelaksanaan Penelitian

1.

Persiapan Hewan Uji

Hewan uji berupa mencit jantan (Mus musculus L.) berjumlah 24 ekor
berumur 3 bulan dengan berat badan + 30-40 g. Mencit diperoleh dari
Balai Penyidikan dan Pengujian Veteriner (BPPV) Regional I11 Bandar
Lampung. Mencit dipelihara pada lingkungan homogen secara individu
di dalam bak berbahan plastik berukuran 20x30 cm dengan penutup

berbahan kawat yang dilengkapi wadah pakan, dan wadah air minum.

Aklimatisasi mencit dilakukan selama 7 hari sebelum perlakuan, hal ini
bertujuan agar mencit dapat beradaptasi dengan kondisi kandang.
Selama proses aklimatiasasi, mencit diberi pakan standar (pelet), dan air

minum secara ad libitum (sampai kenyang atau secukupnya).

Persiapan Bahan Uji

Bahan uji yang digunakan yaitu taurin dan ekstrak daun kenikir, dengan

uraian sebagai berikut :
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Persiapan Ekstrak Daun Kenikir
Tahapan ekstraksi daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) adalah

sebagai berikut :

Daun kenikir dipilih yang terbaik dan dicuci dengan air mengalir

\ 4

Daun kenikir dikeringkan menggunakan oven dengan suhu 40°C
selama 48 jam.

A\ 4

Daun kenikir yang telah kering dihaluskan

!

Daun kenikir yang telah halus, dimaserasi selama 3x24 jam dengan
pelarut etanol 96% hingga diperoleh maserat

A

Maserat disaring menggunakan corong buchner

A\ 4

Filtrat dari maserat dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu
50°C hingga didapat ekstrak kental, kemudian di masukkan ke dalam
oven hingga diperoleh ekstrak dalam bentuk pasta

Gambar 8. Proses ekstraksi daun kenikir

Persiapan Taurin

Menurut tabel konversi Nugraha (2011), nilai konversi dari
manusia ke mencit yaitu 0,0026. Dosis normal pemberian taurin
yang biasa diberikan pada manusia adalah sebesar 3 g/70 kg berat
badan (Shao, 2008). Jika dihitung berdasarkan hasil konversi,
dosis normal taurin yang diberikan kepada mencit yaitu 3000 mg

dikalikan dengan 0,0026 adalah sebesar 7,8 mg/bb/hari.
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Induksi Zat Karsinogenik Benzo(a)piren

Induksi zat karsinogenik dilakukan dengan cara menyuntikkan larutan
benzo(a)piren pada jaringan subkutan mencit di bagian tengkuk.
Sebanyak 0,3 mg benzo(a)piren dilarutkan dalam 0,2 ml minyak jagung.
Semua kelompok perlakuan (kecuali kontrol negatif) diinduksi dengan
benzo(a)piren selama 10 hari kemudian dilanjutkan dengan pemberian
zat uji selama 15 hari. Setelah dilakukan induksi benzo(o)piren,
ditunggu hingga terlihat munculnya benjolan (nodul) di bagian tengkuk
mencit. Hal ini mengindikasikan adanya kanker. Sel kanker ini akan
tumbuh setelah terinduksi zat karsinogen benzo(a)piren antara 9-13 hari

(Juliyarsi dan Melia, 2007).

Pemberian Bahan Uji Ekstrak Daun Kenikir

Dosis pemberian ekstrak daun kenikir yang diberikan pada tikus putih
seberat 2009 adalah 72 mg/hari (Santoso, 2012). Nilai konversi dari
tikus ke mencit adalah 0,14 (mencit dengan berat 20 g). Dosis ekstrak
daun kenikir yang diberikan untuk mencit dengan berat 30-40 g yaitu

sebesar 72 mg x 0,14 x 2 = 20,2 mg/bb/hari.

Pemberian Bahan Uji Taurin yang Dikombinasikan dengan Ekstrak
Daun Kenikir

Dalam penelitian ini, digunakan dosis taurin untuk pengujian yaitu 15,6

mg/bb/hari (dua kali dosis normal). Dosis ini merupakan dosis terbaik
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sebagaimana yang disebutkan dalam penelitian Agata (2015), bahwa
pemberian taurin dengan dosis 15,6 mg/bb/hari mampu memperbaiki
kerusakan jaringan hepar mencit yang diinduksi benzo(a)piren. Dosis
taurin sebanyak 15,6 mg/bb/hari dikombinasikan dengan dosis ekstrak
daun kenikir sebesar 20,2 mg/hari yang selanjutnya diberikan secara oral

pada mencit.

Pengamatan Berat Badan dan Berat Basah Jaringan Hepar Mencit

Selama penelitian berlangsung dilakukan pengamatan berat badan mencit
pada setiap kelompok. Pengamatan berat badan mencit dibagi menjadi
tiga yaitu berat badan mencit hari ke 10, berat badan mencit hari ke 20,
dan berat badan mencit hai ke 25. Pada akhir perlakuan, dilakukan
pembedahan, pengambilan organ hepar dan pengukuran berat basah

jaringan dari setiap kelompok.

Pembuatan Preparat Histopatologi Hepar Mencit

Proses pembuatan preparat histopatologi, terdiri dari beberapa tahapan
yaitu tahap fiksasi, tahap dehidrasi, tahap embedding, tahap cutting, tahap
stainning dan tahap mounting (Ali, 2007).
7.1. Fiksasi

Fiksasi jaringan bertujuan untuk mematikan sel dan mengeraskan

jaringan secara cepat, sehingga jaringan tidak mengalami autolisis
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atau membusuk. Potongan organ hepar yang telah dipilih
dimasukkan kedalam larutan fiksatif yaitu formalin 10% dengan
volume 20 kali volume organ. Fiksasi ini dilakukan minimal 24 jam.

Setelah dilakukan fiksasi, organ hepar dicuci dengan air mengalir.

Trimming
Organ hepar dipotong menjadi ukuran lebih kecil yaitu £ 3 mm,

kemudian dimasukkan kedalam embedding cassette.

Dehidrasi, Clearing, dan Impregnasi

Dehidrasi dilakukan dengan merendam organ hati dalam alkohol
bertingkat 80% dan 90% berturut-turut masing-masing selama 2 jam.
Selanjutnya dilakukan perendaman dalam alkohol 95%, alkohol
absolut I, 11, 11l selama 1 jam. Untuk membersihkan sisa alkohol,

dilakukan clearing dengan merendam embedding cassette ke dalam

larutan xylol I, 11,11l masing-masing selama 1 jam. Impregnasi
dilakukan dengan menggunakan parafin I, I, dan 11l masing-masing
selama 2 jam.

Embedding

Parafin cair disiapkan dan dimasukkan ke dalam cangkir logam, lalu
dimasukkan ke dalam oven dengan suhu diatas 58°C dan dituangkan
ke dalam pan. Selanjutnya embedding cassette satu-persatu
dipindahkan ke dasar pan dengan mengatur jarak satu dengan yang
lainnya. Setelah itu, pan dimasukkan ke dalam air. Kemudian

parafin yang berisi potongan organ hepar dilepaskan dari pan dengan
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cara dimasukkan ke dalam suhu 4°C selama beberapa saat. Parafin
dipotong sesuai dengan letak jaringan menggunakan scalpel hangat.
Hasil potongan diletakkan pada balok kayu, diratakan bagian
pinggirnya dan dibuat sedikit meruncing pada bagian ujung.

Terakhir, blok parafin siap dipotong dengan mikrotom.

Cutting

Pemotongan dilakukan pada ruang dingin. Sebelum dipotong blok
parafin didinginkan terlebih dahulu. Pemotongan dilakukan dengan
ketebalan 4um. Hasil pemotongan yaitu berupa pita jaringan tipis.
Pita jaringan diapungkan pada air untuk menghilangkan kerutan
pada jaringan, lalu dipindahkan ke dalam waterbath selama beberapa
detik hingga mengembang sempurna. Setelah itu, pita jaringan
diambil dengan object glass (slide) bersih dan ditempatkan pada
bagian sepertiga atas object glass. Slide yang berisi jaringan
ditempatkan pada inkubator (suhu 37°C) selama 24 jam hingga

jaringan melekat sempurna.

Stainning

Pewarnaan diawali dengan perendaman slide jaringan dalam larutan
xylol I, 11,111 masing-masing selama 5 menit. Selanjutnya direndam
dalam alkohol absolute I, I1, 111 masing-masing selama 5 menit.
Perendaman selanjutnya yaitu dengan aquades selama 1 menit.
Potongan organ dimasukkan ke dalam larutan pewarnaan Harris

Hematoxylin Eosin selama 20 menit. Slide jaringan dimasukkan ke
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dalam aquades selama 1 menit dengan sedikit mengoyang-
goyangkan organ. Slide jaringan dicelupkan dalam asam alkohol
sebanyak 2-3 celupan, lalu dibersihkan dalam aquades bertingkat
masing-masing 15menit, dimasukkan dalan eosin selama 2 menit dan
berturut-turut dimasukkan dalam alkohol 96% selama 2 menit,
alkohol 96%, alkohol 11 dan IV masing-masing selama 3 menit.
Terakhir slide jaringan dimasukkan kedalam xylol IV dan V masing-

masing selama 5 menit.

7.7. Mounting
Setelah pewarnaan selesai slide jaringan ditempatkan di atas kertas
tisu pada tempat datar, dan ditetesi dengan bahan mounting yaitu
kanada balsam kemudian ditutup dengan cover glass. Dalam proses
ini jangan sampai terbentuk gelembung udara pada preparat

histopatologi hepar.

7.8. Pengamatan preparat menggunakan mikroskop
Preparat histopatologi hepar diperiksa di bawah mikrokop cahaya
dengan perbesaran 400x. Metode yang digunakan dalam melihat

preparat adalah prosedur double blinded (Ali, 2007).

Keseluruhan tahapan penelitian ini dapat dilihat pada diagram alir penelitian

(Gambar 9).



Diagram Alir Penelitian

24 ekor mencit umur 3 bulan dengan bobot badan £ 30-40 g

\ 4

Aklimasi selama 7 hari (diberi pakan standar dan air minum)

v

A 4

\ 4

A 4

A 4

6 ekor mencit

6 ekor mencit

6 ekor mencit

6 ekor mencit

Kontrol Negatif Kontrol Positif Perlakuan 1 Perlakuan 2
(K-) (K+) (P1) (P2)
v
Induksi dengan benzo(a)piren secara subkutan
dengan dosis 0,3 mg/bb selama 10 hari
Y Y VL Y
(K-): (K+): (P1): (P2) :
Pakan standar Pakan standar Pemberian Pemberian
dan air minum dan air minum dengan ekstrak taurin sebanyak
hingga akhir selama 15 hari daun kenikir 15,6mg/bb/hari
penelitian sebesar dikombinasikan
20,2mg/hari dengan ekstrak

selama 15 hari

daun kenikir
sebesar
20,2mg/hari
Selama 15 hari

|

Pembedahan, pengambilan organ hepar, pembuatan histopatologi hepar
dan pemeriksaan preparat histopatologi di laboratorium

A 4

Analisis Data

Gambar 9. Diagram alir penelitian
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F. Parameter Penelitian

Parameter yang diukur dalam penelitian ini yaitu :

a. Rerata berat badan mencit
Pengukuran rerata berat badan mencit dilakukan sebanyak tiga kali, yaitu
pengukuran berat badan mencit hari ke-10 (berat badan mencit setelah 10
hari diinduksi benzo(a))piren), hari ke-20 (berat badan mencit setelah 10
hari pemberian ekstrak daun kenikir dan taurin), dan hari ke-25 (berat

badan mencit setelah 15 hari pemberian ekstrak daun kenikir dan taurin).

b. Rerata berat basah organ hepar mencit
Pengamatan berat basah hepar mencit dilakukan dengan menimbang

organ hepar sesaat setelah dilakukan nekropsi (pembedahan).

c. Rerata nilai indeks organ hepar mencit
Perhitungan nilai indeks hepar mencit dilakukan dengan rumus berikut :

Berat Basah Hepar Mencit (g)
Berat Badan Mencit (g)

Indeks Hepar =

d. Gambaran histologi sel hepar mencit
Pengamatan pengaruh pemberian benzo(a)piren terhadap kerusakan
jaringan hepar mencit dilakukan dengan melakukan pengamatan
kerusakan jaringan pada preparat histologi hepar mencit seluruh
kelompok perlakuan, kemudian dilakukan skoring derajat kerusakan pada
lima lapang pandang. Berdasarkan penelitian Maretnowati et al. (2005),

kriteria skor derajat kerusakan sel hepar mencit yaitu :
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Tabel 3. Skor Derajat Kerusakan Sel Hepar

Kriteria Kerusakan Skor
Sel hepar normal 0
Kerusakan sel hepar sebesar 1%-25%
Kerusakan sel hepar sebesar 26%-50%
Kerusakan sel hepar >50%

W N| -

G. Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif dengan metode statistik
ANOVA (Analysis of Variance) pada taraf nyata 5% untuk melihat perbedaan
yang nyata antarkelompok perlakuan, kemudian jika terdapat perbedaan maka

dilanjutkan dengan uji BNT (Beda NyataTerkecil) pada taraf nyata 5%.



V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan diperoleh kesimpulan

sebagai berikut :

a) Ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) dan taurin mengandung
antioksidan yang berpotensi sebagai antikanker dengan memperlihatkan
efektivitas dalam melindungi sel hepar mencit (Mus musculus L.) dari
kerusakan akibat induksi zat karsinogenik benzo(a)piren.

b) Pemberian ekstrak daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) dosis 20,2
mg/bb/hari yang dikombinasikan dengan taurin dosis 15,6 mg/bb/hari
merupakan dosis yang efektif dalam melindungi sel hepar mencit (Mus
musculus L.) dari kerusakan akibat induksi zat karsinogenik

benzo(a)piren.

B. Saran

Perlu dilakukan penelitian dengan mengamati respon histopatologi organ
lainnya seperti ginjal dan limfa mencit yang diinduksi zat karsinogenik

benzo(a)piren.
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