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Abstrak

Latar belakang: Imunoterapi banyak digunakan untuk meningkatkan response rate
dari obat kemoterapi. Eleuhterine palmifolia (L) Merr atau bawang dayak
diketahui mengandung senyawa fitokimia yang mempunyai efek antiproliferasi,
dan telah digunakan sebagai terapi empiris anti kanker. Penelitian ini bertujuan
untuk membuktikan adanya efek antiproliferasi dari ekstrak Eleuhterine palmifolia
(L) Merr pada tikus Sprague-Dawley dengan kanker payudara.

Metode: Penelitian ini menggunakan 18 ekor tikus Sprague-dawley, dibagi menjadi
3 kelompok, kelompok K, P1 dan P2. Kelompok K diberi pakan biasa, kelompok
P1 diberikan adriamycin 5 mg/kgBB/hari dosis tunggal, kelompok P2 diberikan
adriamycin 5 mg/kgBB/hari dosis tunggal dan ekstrak bawang dayak 105
mg/kgBB /hari selama 3 minggu.

Hasil: Selisih ukuran tumor sebelum dan sesudah perlakuan adalah 7,21+2,57 mm
(K), 3,23%3,03 mm (P1), 3,14%2,65 mm (P2), dengan nilai p=0,157 (p>0,05).
Hasil penghitungan indeks Ki-67 adalah 11,11£7,27% (K), 9,6416,99% (P1),
9,58%3,52% (P2), dengan nilai p=0,704 (p>0,05).

Kesimpulan: Penambahan ekstrak bawang dayak (Eleuhterine palmifolia (L)
Merr) tidak menyebabkan perbedaan bermakna dalam hal proliferasi sel tumor
pada tikus Sprague-dawley dengan kanker payudara.

PENDAHULUAN

Kanker payudara masih menjadi penyakit
kanker dengan persentase kasus baru tertinggi,
yaitu sebesar 43,3%, dan persentase kematian
akibat kanker payudara adalah sebesar 12,9%, data
tersebut  adalah  data  berdasarkan  data
GLOBOCAN (IARC) tahun 2012.! Data Riskesdas
tahun 2013 menunjukkan bahwa prevalensi kanker
di Indonesia adalah 1,4 per 1.000 penduduk dan
menjadi penyebab kematian nomor 7 (5,7%).
Sebagian besar pasien kanker yang dirawat di
seluruh Indonesia pada tahun 2010 adalah pasien
dengan kanker payudara (28,7%).2 Lebih dari 80%
kasus kanker payudara ditemukan pada stadium
lanjut, di mana tingkat keberhasilan terapinya
sangat rendah.}

Terapi medis yang dilakukan untuk
mengatasi kanker payudara di antaranya adalah
pembedahan, penyinaran, dan penggunaan obat

Kata Kunci: Elevhterine palmifolia (L) Merr, Antiproliferasi, Sprague-dawley

sitostatik. Kunci utama keberhasilan dalam
penatalaksanaan ~ kanker  payudara  adalah
ditemukannya kasus ketika masih dalam keadaan
stadium dini. Pembedahan tetap merupakan pilihan
utama pada penatalaksanaan kanker payudara yang
terlokalisasi.* Modalitas lainnya berupa terapi
adjuvant dalam bentuk kemoterapi dan radiasi,

serta imunoterapi yang diharapkan dapat
meningkatkan response rate dari pemberian
kemoterapi.+5

Penggunaan tanaman tradisional sebagai

terapi alternatif terhadap kanker sudah banyak
dimanfaatkan oleh masyarakat di Indonesia. Salah
satu tanaman obat tradisional yang sudah banyak
digunakan sebagai tanaman obat anti kanker
[sitostatika adalah bawang dayak. Bawang dengan
nama latin Eleuhterine palmifolia (L) Merr.468
Penelitian mengenai analisis pendahuluan metabolit
sekunder dari bawang dayak membuktikan bahwa
pada umbi bawang dayak mengandung metabolit
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sekunder yaitu alkaloid, glikosida, flavonoid,
fenolik, steroid dan tannin, triterpenoid,
antrakuinon, flavonoid dan kumarin,?10
naftokuinon dan turunannya seperti elecanacine,
eleutherine, aleutherol, eleutherinone yang sangat
efektif untuk antikanker.%!1.12

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan
pengaruh penambahan ekstrak bawang dayak
(Eleutherine palmifolia (L) Merr.) terhadap indeks
proliferasi sel pada tikus Sprague-Dawley dengan
kanker payudara, dengan menggunakan parameter
indeks Ki-67 dan ukuran tumor.

METODE PENELITIAN

Umbi bawang dayak diambil di Kota
Palangka Raya, Propinsi Kalimantan Tengah. Umbi
bawang dayak diekstraksi dengan menggunakan
metode maserasi menggunakan etanol 70%, dan
didapatkan hasil rendemen ekstrak kental sebesar
5% dari umbi segar. Penentuan dosis yang
diberikan pada tikus berdasarkan dosis umbi
bawang dayak segar yang telah lazim digunakan
pada manusia yaitu 20 gr/hari.!3 Dosis ekstrak
bawang dayak dihitung berdasarkan persentase
rendemen, faktor konversi Laurence Bacharach
sebesar 0,018, dan disesuaikan dengan berat badan
tikus, sehingga didapatkan dosis 105 mg/kgBB tikus
setiap kali pemberian.

Penelitian ini dilakukan secara in vivo, dari
perhitungan besar sampel didapatkan hasil 6 ekor
tikus, sehingga jumlah sampel keseluruhan adalah
18 ekor tikus Sprague Dawley, jenis kelamin betina,
usia 8-10 minggu, berat badan 200-250 gram
setelah  aklimatisasi, tidak tampak adanya
abnormalitas anatomis, dan tumbuh tumor setelah
dilakukan induksi DMBA. Jenis tikus dipilih karena
berkaitan dengan sifatnya yang hormonal-
dependent sehingga sensitif terhadap rangsang
dimetylbenz (o) antrasene (DMBA).!415

Berdasarkan penelitian sebelumnya, tingkat
keberhasilan induksi DMBA secara oral adalah
sebesar 70%, sehingga peneliti melakukan induksi
DMBA terhadap 27 ekor tikus Sprague-Dawley.
Setelah aklimatisasi selama | minggu, tikus
diinduksi DMBA. Jumlah DMBA yang diberikan
adalah sebanyak 20 mg/kg BB/ekor. Pemberian
dibagi menjadi 5 kali induksi yang dilakukan setiap

3 hari sekali. Larutan DMBA memiliki konsentrasi
3 mg/mL dalam minyak jagung. Senyawa DMBA
diberikan secara oral pada pagi hari. Selama dan
setelah diinduksi DMBA, tikus dikandangkan
secara bersama. Diberi makan dan minum biasa,
dan ditunggu hingga tumbuh tumor payudara
dengan ukuran tumor | cm. Ukuran tumor
didapat dengan menghitung dimensi panjang dan
lebar, keduanya dijumlah dan hasilnya dibagi dua.

Setelah tumbuh tumor, tikus dibagi menjadi
3 kelompok perlakuan, yaitu kelompok K, Pl dan
P2. Kelompok K adalah kelompok kontrol, dimana
tikus diberi pakan biasa, kelompok Pl adalah
kelompok tikus yang diberi adriamycin 5
mg/kgBB/hari pada hari pertama diberikan secara
intraperitoneal, kelompok P2 adalah kelompok
tikus yang diberi kombinasi adriamycin 5
mg/kgBB/hari  pada  hari pertama  secara
intraperitoneal dan ekstrak bawang dayak 105
mg/kgBB/hari, dilakukan selama 3 minggu. Setelah
selesai perlakuan, tikus kembali diukur diameter
tumornya. Tikus di anaestesi dengan ether
selanjutnya tikus diterminasi dengan cara dislokasi
servikal, kemudian diambil jaringan tumor. Jaringan
tumor diproses menjadi preparat histologik
setelah dibuat blok paraffin, dan selanjutnya
dilakukan pengecatan imunohistokimia Ki-67.

Penghitungan indeks Ki-67 yang dilakukan
secara manual dan acak dengan menghitung
prosentase jumlah sel positif yang
mengekspresikan warna kuning keemasan hingga
coklat tua dari hasil pengecatan monoklonal
antibodi anti human Ki-67 pada 100 sel dengan
mikroskop cahaya, pada pembesaran 400x, pada
[0 lapangan pandang, kemudian diambil rata-rata
hasilnya.'¢ Apabila tumor yang tumbuh tidak
mengandung sel kanker, maka hasilnya tidak diikut
sertakan dalam analisa statistika (drop out).

Data diuji normalitas data, dengan uji
Saphiro Wilk. Untuk menguji perbedaan indeks Ki-
67 dan perbedaan selisih ukuran tumor antar
kelompok perlakuan, apabila distribusi normal
kemudian dilanjutkan uji parametrik menggunakan
One-way ANOVA dilanjutkan dengan Post Hoc Test.
Untuk menguji perbedaan ukuran tumor sebelum
dan sesudah perlakuan pada masing-masing
kelompok perlakuan, apabila distribusi normal
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menggunakan uji parametrik Uji-t berpasangan.
Batas derajat kemaknaan p<0,05 dengan interval
kepercayaan 95%. Analisa data dilakukan dengan
software SPSS Ver. 21.0 for Windows.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Setelah 27 ekor tikus Sprague-dawley
diinduksi kanker payudara dengan menggunakan
DMBA, ada 6 ekor tikus yang mati sebelum
tumbuh tumor, dari 21 ekor tikus yang hidup ada
18 ekor yang tumbuh tumor. Delapan belas
sampel yang tumbuh tumor dengan ukuran
diameter | cm diambil sebagai sampel penelitian,
dibagi menjadi 3 kelompok, yaitu kelompok
kontrol (K), Pl dan P2. Lama perlakuan adalah 3
minggu. Pada akhir penelitian, dari 18 ekor tidak
ada tikus yang mati, dan seluruh sampel tumbuh
benjolan (tumor) pada payudara, tetapi ada 3 ekor
tikus pada pemeriksaan histopatologi tidak
dijumpai sel kanker pada benjolan tersebut, oleh
sebab itu 3 sampel tidak diikutsertakan dalam
analisa statistika (drop out). Pada akhir perlakuan,
pada masing-masing kelompok diukur kembali
diameter tumornya, sehingga didapatkan data
ukuran tumor sesudah perlakuan.

Rerata terbesar dalam hal ukuran tumor
sebelum perlakuan terdapat pada kelompok P2
sebesar 11,98 mm * 2,24 SD, dalam hal ukuran
tumor setelah perlakuan rerata tertinggi terdapat
pada kelompok K (kontrol) sebesar 17,74 mm *
3,04 SD, sedangkan dalam hal selisih ukuran
tumor, kelompok kontrol (K) memiliki selisih
ukuran tumor tertinggi, yaitu 7,2 mm * 2,5 SD.
Data ukuran tumor berdistribusi normal, sehingga
peneliti menggunakan uji T-berpasangan untuk
menguji perbedaan ukuran tumor sebelum dan
sesudah perlakuan pada masing-masing kelompok.
Hasilnya  menunjukkan  bahwa  didapatkan
perbedaan bermakna dengan nilai p adalah 0,04
(p<0,05) pada kelompok kontrol, didapatkan
perbedaan tidak bermakna pada kelompok Pl
dengan nilai p= 0,199, dan pada kelompok P2
terdapat perbedaan tidak bermakna dengan nilai
p=0,98. Untuk menganalisa perbedaan selisih
(delta) ukuran tumor sebelum dan sesudah
perlakuan, data diuji dengan menggunakan One way
ANOVA, dan hasilnya menunjukkan bahwa ada
perbedaan yang tidak bermakna secara statistika
antara ketiga kelompok tersebut. Dengan nilai

p=0,157 (p>0,05). Peneliti melanjutkan dengan uiji
Post Hoc dengan uji Bonferroni, hasilnya adalah
terdapat perbedaan tidak bermakna antara
kelompok K dan Pl (p=0,256), terdapat
perbedaan tidak bermakna antara kelompok K dan
P2 (p=0,274), dan terdapat perbedaan yang tidak
bermakna antara kelompok Pl dan P2. dengan
nilai p=1,00 (p>0.05). Data ukuran tumor dan hasil
analisa statistka dapat dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Rerata, Standar Deviasi dan Analisa
Statistika Ukuran Tumor

Sebelum  Sesudah Nilai Selisih/

Perlakuan  Perlaku P delta Nilai
Kelo P
(mm) an (T-test  (mm)
mpok (mm) ber (Ano
pas
va)
angan)
K 1054+ 17,74+ 0,04 72+
1,03 3,04 2,57
Pl 134+ 1391+ 0,199 3232 0,5
0,94 3,79 +3,03 7
P2 11,98 + 15125 0,098 3,14+
2,24 23 2,65
Hasil yang berbeda bermakna pada

kelompok kontrol menunjukkan bahwa ukuran
tumor sesudah perlakuan lebih besar daripada
ukuran  tumor sebelum perlakuan secara
bermakna, hal ini mengindikasikan bahwa tidak ada
hambatan laju pertumbuhan tumor pada kelompok
kontrol. Sedangkan hasil yang berbeda tidak
bermakna pada kelompok P1 dan P2 menunjukkan
bahwa ukuran tumor sesudah perlakuan tidak jauh
berbeda daripada ukuran tumor sebelum
perlakuan, hal ini mengindikasikan adanya
hambatan pertumbuhan ukuran tumor pada kedua
kelompok tersebut. Dari hasil analisa uji beda
selisih (delta) ukuran tumor sebelum dan sesudah
perlakuan antar kelompok perlakuan, hasilnya
menunjukkan bahwa ada perbedaan yang tidak
bermakna antar ketiga kelompok perlakuan. Tikus
pada kelompok Pl dan P2 mengalami laju
pertumbuhan  tumor yang lebih  lambat
dibandingkan tikus pada kelompok kontrol. Tetapi
antara kelompok Pl dan P2 terdapat perbedaan
yang tidak bermakna dalam hal selisih ukuran
tumor sebelum dan sesudah perlakuan, walaupun
selisih pada kelompok P2 lebih rendah daripada
selisih pada kel PI. Hal ini berarti laju
pertumbuhan tumor tikus pada kelompok Pl dan
P2 adalah sama secara statistika, yang dapat
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diasumsikan bahwa kombinasi adriamycin dan
ekstrak bawang dayak dapat menghambat laju
pertumbuhan tumor yang lebih baik daripada
adriamycin saja, tetapi secara statistika perbedaan
tersebut tidak bermakna.

Setelah tikus pada semua kelompok diukur
diameter tumor sesudah perlakuan selanjutnya
tikus diterminasi, kemudian diambil jaringan
tumornya. Jaringan tumor tersebut diproses
menjadi preparat histologik setelah dibuat blok
paraffin, dan selanjutnya dilakukan pengecatan
imunohistokimia Ki-67 dan dilakukan penghitunga
indeks Ki-67. Rerata tertinggi dalam hal indeks Ki-
67 dijumpai pada kelompok K (kontrol) sebesar
1,1 £ 7,27 SD, sedangkan indeks Ki-67 pada
kelompok Pl sebesar 9,64 t+ 6,99, dan kelompok
P2 sebesar 9,58 * 3,52. Data tersebut dilakukan
analisa statistika dengan menggunakan anlisa
Oneway Anova, dan didapatkan hasil ada
perbedaan yang tidak bermakna dengan nilai
p=0,704 (p>0,05). Peneliti melanjutkan dengan uji
Post Hoc dengan uji Bonferroni, hasilnya adalah
terdapat perbedaan tidak bermakna antara
kelompok K dan Pl (p=0,608), terdapat
perbedaan tidak bermakna antara kelompok K dan
P2 (p=0,758), dan terdapat perbedaan yang tidak
bermakna antara kelompok Pl dan P2 (p=0,417).
Data indeks Ki-67 dan analisa statistika dapat
dilihat pada tabel 2.

Tabel 2. Rerata, Standar Deviasi dan Analisa
Statistika Indeks Ki-67

Kelompok Rerata Standar Nilaip
(%) Deviasi (Anova)
K 1,1 7,27
Pl 9,64 6,99 0,704
P2 9,58 3,52
Rerata indeks proliferasi sel (KI-67)

terendah terdapat pada kelompok P2, rerata
tertinggi terdapat pada kelompok K, tetapi pada
uji  statistika menggunakan Oneway Anova
didapatkan hasil bahwa perbedaan tersebut tidak
bermakna antara ketiga kelompok tersebut.
(p>0,05). Berdasarkan rekomendasi St. Gallen
2015 dimana <10 % sampai 29 % ekspresi rendah -
sedang ; dan >30% ekspresi tinggi,'” maka hasil
pengamatan indeks Ki-67 pada penelitian ini
termasuk dalam kategori sedang, yaitu pada
kelompok kontrol (K) yang ditunjukkan pada

(Gambar 1), dan kategori rendah yaitu pada
kelompok Pl (Gambar 2) dan P2 (Gambar 3).

Gambar |. Gambaran Mikroskopis Indeks Ki-67
Jaringan Tumor Kelompok Kontrol yang Menunjukkan
Intensitas Sedang

Gambar 2. Gambaran Mikroskopis Indeks Ki-67
Jaringan Tumor Kelompok Pl yang Menunjukkan
Intensitas Rendah

Gambar 3. Gambaran Mikroskopis Indeks Ki-67
Jaringan Tumor Kelompok P2 yang Menunjukkan
Intensitas Rendah
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Indeks Ki-67 pada kelompok Pl dan P2
termasuk dalam kategori rendah. Hal ini
menunjukkan laju proliferasi tumor payudara yang
rendah. Protein Ki-67 ditemukan di dalam inti sel
yang berhubungan dengan proses proliferasi sel.
Terdapatnya protein ini pada jaringan yang
mengalami pembelahan telah menunjukkan bahwa

protein ini berperan penting sebagai suatu
penanda pembelahan sel, dan jarang dilaporkan
adanya ekspresi Ki-67 pada sel yang tidak

membelah. Ekspresi protein Ki-67 dapat dideteksi
di sepanjang siklus sel.'7.!8 Jaringan payudara yang
sehat mengekspresikan Ki-67 pada level yang
rendah (<3%), Ductal Carcinoma in Situ (DCIS)
terdapat  sekitar 40% dari sel tumor
mengekspresikan Ki-67 pada kadar yang tinggi.
Peningkatan kadar Ki-67 berkaitan dengan lesi
dengan grading yang tinggi, komedo nekrosis dan
adanya mikroinvasi. Ki-67 merupakan prediktor
untuk  terjadinya rekurensi pada  kanker
payudara.!7.1?

Penelitian sebelumnya menyatakan bahwa
nilai cut-off Ki-67 adalah sebesar 20%, untuk
menentukan tingkat risiko kekambuhan dan
kematian pasien kanker payudara, dan untuk
menentukan kelayakan pasien untuk mendapatkan
terapi adjuvant kemoterapi.0 Ki6é7 merupakan
penanda agresifitas suatu tumor, walaupun ukuran
tumornya besar, tetapi belum tentu agresif, hal ini
ditunjukkan dengan nilai Ki-67 yang rendah.?!
Ekspresi yang tinggi dari Ki-67 berhubungan
dengan kecepatan pertumbuhan menjadi kanker
invasif dibandingkan yang ekspresinya rendah
sehingga memberikan prognosis yang lebih
buruk.22

Pada penelitian ini, peneliti menggunakan
crude extract karena mengandung hampir semua
senyawa aktif yang terdapat dalam bawang dayak.
Hal ini dipilih berdasarkan penggunaannya pada
manusia, dimana umbi bawang dayak dikonsumsi
secara utuh. Penelitian sebelumnya menyebutkan
bahwa ekstrak bawang dayak dapat

menghambatsiklus sel.2324 Senyawa fitokimia yang
terkandung dalam bawang dayak yang memiiki
aktivitas antiproliferasi, terutama eleutherine,
isoeleutherine, dan  eleutherinol,  turunan
naftokuinon.67.925  Penelitian sebelumnya yang
dilakukan secara in vitro menyebutkan bahwa
kandungan triterpenoid, antrakuinon, flavonoid
dan kumarin di dalam bawang dayak memiliki efek
supresi terhadap p53 mutan pada sel kanker
payudara T47D.2 Bawang dayak mengandung
antioksidan yang sangat tinggi.8!° Eleutherine dan
beberapa jenis flavonoid dalam bawang dayak
memiliki aktivitas inhibisi terhadapap DNA
topoisomerase |l, senyawa fenolik bawang dayak
dapat menghambat reseptor growth factor pada
sel kanker yang menyebabkan berhentinya
siklus.2325 Penelitian lain mengenai efek antikanker
bawang dayak dilakukan dengan mengukur indeks
proliferasi dan indeks apoptosis, didapatkan hasil
adanya peningkatan indeks apoptosis dan
penurunan indeks proliferasi pada pemberian
ekstrak bawang dayak pada sel kanker payudara
secara in vitro dengan motode flowcytometri.
Kerusakan sel tersebut menyebabkan berhentinya
siklus sel pada fase GO-GlI, sehingga siklus sel
tidak dapat melanjutkan ke fase berikutnya.2

Hasil penelitian ini berbeda dengan
penelitian sebelumnya. Banyak faktor yang dapat
mempengaruhi hasil tersebut, di antaranya adalah
pada penelitian ini menggunakan satu macam
dosis, yaitu dosis lazim pada manusia,'? dan
menggunakan satu masa perlakuan yaitu 3 minggu,
sehingga dimungkinkan dengan satu macam dosis
dan lama perlakuan, belum menampakkan hasil
yang efektif. Metode yang digunakan juga berbeda,

penelitian sebelumnya menguiji aktivitas
antiproliferasi bawang dayak secara in Vvitro,
dimana seluruh variabel dapat dikontrol,

sedangkan penelitian ini dilakukan secara in vivo
pada tikus Sprague-dawley.
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KESIMPULAN

Penambahan ekstrak Eleuhterine palmifolia

(L) Merr (bawang dayak) tidak menyebabkan
perbedaan bermakna dalam hal proliferasi tumor
payudara, yang ditunjukkan dengan tidak ada
perbedaan yang bermakna dalam hal selisih ukuran
tumor sebelum dan sesudah perlakuan dan indeks
Ki-67 antar kelompok perlakuan.

Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan

menggunakan serial dosis, serial waktu perlakuan
dan penggunan fraksinasi senyawa murni yang
bersifat antiproliferasi tinggi, sehingga diharapkan
bisa memperoleh efek antiproliferasi yang lebih

baik.
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