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ABSTRACT

The effect of Phyllanthus niruri Linn extract on lymphocytes infiltration and perforin expression in colon cancer of Sprague-Dawley
Rat

Background: Colon cancer treatment currently involves immunotherapy that aims to improve the quality of life and survival of
patients. Phyllanthus niruri Linn (P. niruri L) may act as an immunomodulator, but its potency in antitumor immune responses has
not been revealed. The study was conducted to evaluate the differences between the immunological status of rats suffering colon
cancer which were not given to those given the extract of P. niruri L.

Methods: The study was randomized posttest-only control group design. Samples were 30 Sprague-Dawley male rats, bodyweight
170-220 gr which induced by 1.2 DMH 30 mg/kgBW subcutaneously. On the weeks 9, 11 and 13, four induced rats each week were
sacrified to detect the development of colon cancer. On the weeks of 13" all of 4 rats were developed colon cancer, so the induction
were stopped. The rest of 18 induced rats were randomly into two groups: without P. niruri L or positive control (K+)=9 rats and
given P. niruri L extract 13.5 mg/kg orally or X group=9 rats. After 19" week all of rats were then terminated and tumor lesion of
colon were processed hystophatologically. The tissues of colon cancer were stained by H&E for evaluate the lymphocytes infiltration
and immunohistochemistry monoclonal antibody anti-perforin for perforin expression. Non pairs t-test was used with considered
significant if p<0.05.

Results: The mean of lymphocytes infiltration of the group X was 401.89+70.19, it was higher compared to K+ 191.89+50.68
(p=0.000). The mean percentage of perforin expression of group X was 39.00+1.80%, it was higher compared to K+ 23.00+ 3.00%
(p=0.000).

Conclusion: The extract of P. niruri L increases immunologic status through mechanism of lymphocytes infiltration and perforin
expression elevation of colon cancer in animal mode.
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ABSTRAK

Latar belakang: Penanganan kanker kolon saat ini melibatkan imunoterapi yang bertujuan untuk meningkatkan kualitas hidup dan
survival penderitanya. Phyllanthus niruri Linn bekerja sebagai imunomodulator, tetapi potensinya dalam respons imun antitumor
belum banyak diungkap. Penelitian bertujuan untuk mengevaluasi perbedaan status imunologis antara tikus coba yang menderita
kanker kolon yang tidak diberi dengan yang diberi ekstrak P. niruri L.

Metode: Penelitian ini merupakan randomized posttest-only control group design. Sampel berupa 30 ekor tikus Sprague-Dawley
jantan, yang diinduksi 1,2 DMH 30 mg/kgBB subkutan sekali setiap minggu. Pada minggu ke-9, 11 dan 13 masing-masing empat
ekor tikus dimatikan untuk melihat perkembangan tumor. Minggu ke-13 pada kolon empat tikus telah tumbuh kanker kolon, sehingga
induksi dihentikan dan sisa 18 tikus dirandom alokasi menjadi 2 kelompok. Kelompok kontrol positif (K+) tanpa pemberian P. niruri
L (9 tikus) dan kelompok diberi P. niruri L. 13,5 mg/kg per hari melalui sonde (9 tikus). Minggu ke-19 semua tikus diterminasi, lesi
tumor pada kolon diproses menjadi sediaan histopatologik, kemudian dipulas dengan H&E untuk memeriksa
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infiltrasi limfosit dan pulasan imunohistokimia menggunakan
antibodi monoklonal anti-perforin untuk melihat ekspresi
perforin. Analisis data menggunakan uji t tidak berpasangan
dengan derajat signifikansi p<0,05.

Hasil: Rerata jumlah infiltrasi limfosit kelompok X adalah
401,89+70,19 lebih tinggi dibanding kelompok K+ vyaitu

PENDAHULUAN

Kanker kolon sampai saat ini masih menempati urutan
kanker ketiga terbanyak di dunia, setiap tahun diper-
kirakan terjadi satu juta kasus baru dan 50% penderita
meninggal karenanya.® Kanker kolorektal merupakan
keganasan yang umum di negara berkembang seperti
Afrika dan Asia, tetapi insidensnya lebih rendah di-
banding dengan di negara maju.? Tahun 1994-2003 di
Indonesia terdapat 372 penderita kanker kolorektal yang
berobat ke RSK Dharmais, sebagian besar adalah
keganasan di rektum (51,6%) dan 46,56% penderita
berada pada Duke’s D (stadium IV TNM).?

Meskipun pembedahan dan terapi adjuvan mengalami
kemajuan, lebih dari 40% penderita yang dioperasi
mengalami kekambuhan selama follow-up.* Oleh sebab
itu, selain modalitas berupa kemoterapi dan radioterapi
yang diberikan sesudah pembedahan, penanganan
kanker kolon saat ini juga melibatkan imunoterapi,®®
yang bertujuan untuk memodulasi/menyokong sistem
imun sistemik agar lebih mampu memusnahkan sel
kanker sehingga dapat meningkatkan kualitas hidup
penderita.®® Fungsi sistem imun dalam kaitannya
dengan imunitas terhadap tumor adalah fungsi protektif
dengan cara mengenal dan menghancurkan sel-sel
abnormal sebelum berkembang menjadi tumor atau
dibunuhnya jika tumor sudah tumbuh. Peran sistem
imun itu disebut immune surveillance yang secara
teoritik memastikan terjadinya apoptosis pada sel
kanker.”%

Limfosit sitotoksik CTL dan sel NK merupakan
pemeran kunci dalam fungsi efektor respons imun yang
bersama-sama melaksanakan jalur sitotoksitas yang
dibutuhkan dalam melawan dan mengeliminasi sel
transformasi/tumor.'?*® Salah satu jalur yang digunakan
CTL dan sel NK untuk mengeliminasi sel tumor adalah
dengan cara eksositosis granula, yaitu pengiriman
granzym intraseluler oleh protein pembuat pori yaitu
perforin. Bagaimana perforin mengirimkan granzym
masih belum dipahami secara jelas. Studi tentang
interaksi perforin dengan membran plasma menunjuk-
kan kemampuannya untuk ~membentuk struktur
menyerupai pori/lubang yang analog dengan komponen
komplemen C9.°* Sejumlah studi in vitro telah
membuktikan bahwa perforin dan atau granula
sitoplasmik yang diisolasi dari limfosit sitotoksik dapat
melisiskan berbagai sel target yang ditandai dengan
adanya lesi pada pori-pori membran target. Hasil ini
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191,89+50,68 (p=0,000). Persentase rerata ekspresi perforin
kelompok X sebesar 39,00+1,80%, lebih tinggi dibandingkan
dengan K+ yakni 23,00+3,00% (p=0,000).

Simpulan: Ekstrak P. niruri L meningkatkan status imunologi
melalui mekanisme peningkatan infiltrasi limfosit dan ekspresi
perforin untuk melawan kanker kolon pada tikus coba.

memberikan bukti bahwa perforin adalah toksin sitolitik
yang kuat, yang dibutuhkan untuk menghantarkan
granzym ke dalam sitosol sel target.'®*°

Sel CTL dan sel NK menggunakan mekanisme dasar
yang sama untuk menghancurkan sel target, meskipun
mereka dipicu oleh reseptor yang berbeda. Sel NK
mengekspresikan aktivitas antitumornya melalui sekresi
perforin dan granzym yang memecah molekul
sitoplasmik  pengontrol  apoptosis dan  produksi
sitokin.”>?? Destruksi sel-sel berpotensi ganas oleh CTL
juga melalui sekresi granula sitotoksik yang antara lain
berisi perforin dan granzym. Sitotoksisitas yang
diperantarai sel tersebut juga mengatur dan mengakhiri
respons imun.” 1%

Berbagai senyawa yang dapat berfungsi sebagai
imunomodulator banyak terkandung dalam tanaman
obat (herbal). Salah satu herbal yang banyak
dimanfaatkan masyarakat adalah P. niruri L, di
Indonesia dikenal dengan nama meniran. Phyllanthus
niruri  Linn sering digunakan masyarakat untuk
mengobati demam, sariawan, diare dan penghancur batu
ginjal,® juga sebagai antimalaria® dan anti hepatitis
B.% Herbal ini dalam pengobatan tradisional India
dimanfaatkan untuk pengobatan penyakit kuning
(Jaundice), gangguan menstruasi, penyakit kulit dan
diabetes.”® Uji preklinis dan klinis telah membuktikan
herbal tersebut memiliki aktivitas imunostimulasi,?’
antitumor?® dan anti karsinogenik.??°

Phyllanthus niruri Linn kaya dengan berbagai
kandungan kimia, antara lain lignan (filantin,
hipofilantin, nirantin, isolintetralin, nirfilin, filnirurin,
hinikinin, lintetralin dan filantostatin), flavonoid
(quercetin,  quercitrin,  isoquercitrin,  astragilin,
rhamnopynoside, rutin dan nirurin), alkaloid, tanin,
saponin, triterpenoid, damar, steroid, kalium, vitamin C,
asam lemak dan asam fenolat.?**3" Senyawa flavonoid
yang terkandung dalam P. niruri L berkhasiat sebagai
antioksidan dan antineoplastik.®®* Flavonoid terbukti
menghambat proliferasi dan menginduksi apoptosis
pada cell line kanker kolon manusia Caco-2 dan HT-
29% juga SW480.* Senyawa lignan bersifat sebagai
antineoplastik.*?*® Timbul dugaan kuat bahwa ekstrak
P. niruri L juga memiliki aktivitas imunostimulasi untuk
melawan kanker kolon yang masih harus dibuktikan
melalui uji in vivo pada hewan coba. Penelitian
bertujuan untuk mengevaluasi perbedaan  status
imunologis antara tikus coba yang menderita kanker
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kolon yang tidak diberi dengan yang diberi ekstrak P.
niruri L, dengan menganalisis infiltrasi limfosit dan
ekspresi perforin.

METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental
murni dengan rancangan The Randomized Posttest-Only
Control Group Design. Sampel dipilih secara random
dari populasi terjangkau berupa 30 tikus galur Sprague-
Dawley jantan yang dikembangbiakkan di Laboratorium
Penelitian dan Pengujian Terpadu (LPPT) Unit IV (Pre
Klinik) UGM, berumur 6-7 minggu, berat badan 170-
220 gram dan sehat. Sampel diinduksi 1,2 DMH 30
mg/kgBB subkutan pada hari pertama tiap minggu
(prosedur ini sesuai dengan Dani et al., 2007).* Pada
minggu ke-9, 11 dan 13 tikus yang diinduksi di-
korbankan masing-masing empat tikus per minggu
untuk deteksi pertumbuhan kanker kolon. Pada minggu
ke-13 keempat tikus sudah tumbuh kanker kolon,

dirandom alokasi menjadi 2 kelompok yaitu kontrol
positif (K+)=9 ekor tikus tanpa pemberian P. niruri L
dan dan kelompok X=9 ekor tikus yang diinduksi
kemudian diberi ekstrak P. niruri L. Minggu ke-19
seluruh tikus coba diterminasi, jaringan kolon dengan
lesi tumor dieksisi dan diproses dalam blok parafin,
dipotong setebal 4 mikron kemudian diberi pulasan
sesuai kebutuhan. (Gambar 1).

Ekstrak yang digunakan dibuat dari seluruh bagian
tanaman P. niruri L segar yang diekstraksi dengan
metode maserasi memakai pelarut alkohol (etanol) 70%.
Setelah melalui beberapa proses, etanol 70% diuapkan
sehingga tersisa ekstrak berbentuk serbuk padat.®
Pemberian untuk tikus harus dalam bentuk larutan.
Serbuk ekstrak P. niruri L ditimbang sesuai kebutuhan,
kemudian dilarutkan dengan aquades steril dan
dicampur menggunakan shaker sampai larutan menjadi
homogen. Ekstrak P. niruri L diberikan pada tikus coba
dengan dosis 13,5 mg/kgBB perhari peroral melalui

selanjutnya induksi dihentikan dan sisa 18 tikus sonde.
Minggu --- —| Adaptasi 30 ekor tikus Sprague-Dawley & |
ke-1
Minggu ---------------1 -- —| Induksi 1.2 DMH sc 1x/minggu |
ke-2
Minggu ------- ‘I Identifikasi Pertumbuhan Tumor t 4 ekor |
ke-9 7
Minggu ----------------- | Identifikasi Pertumbuhan Tumor + 4 ekor |
ke-11 !
Minggu ----------------- | Identifikasi Pertumbuhan Tumor 1 4 ekor |
ke-13
| =18 Karsinoma Kolon (+)
_ induksi 1,2 DMH dihentikan
Randomisasi

e _I _I P. niruri L 13,5 mg/kgBB/oral
lll/lel_rlagu | K(+)l_9 | | Xlg I‘_ setiap hari selama 5 minggu
Minggu ———-| Terminasi, Isolasi Organ Kolon |
ke-19 !

| Sediaan Blok Parafin |

HWnohistokimia

| Infiltrasi limfosit |

| Ekspresi perforin |

Gambar 1. Skema alur penelitian
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Variabel terikat yang diukur: 1). Infiltrasi limfosit
adalah jumlah semua limfosit di sekitar jaringan kanker
kolon yang diberi pulasan rutin hematoksilin-eosin
(H&E), dihitung pada 5 lapang pandang dengan
mikroskop cahaya pembesaran 400x dan dihitung
reratanya. Pengukuran dilakukan oleh 2 orang vyaitu
peneliti dan ahli patologi anatomi, dengan clinical
agreement 95% dan 2). Ekspresi perforin adalah jumlah
semua limfosit sitotoksik dalam jaringan kanker kolon
yang berwarna coklat dengan pulasan antibodi mono-
klonal anti-perforin (ekspresi perforin positif) pada 100
sel tumor per 5 lapangan pandang dengan mikroskop
cahaya pembesaran 400x. Penghitungan dilakukan oleh
2 orang yaitu peneliti dan ahli patologi anatomi, dengan
clinical agreement 95%.%

Seluruh proses pengolahan jaringan dan pembacaan
hasil dilaksanakan di laboratorium Patologi Anatomi
Fakultas Kedokteran UGM/RSUP Dr. Sardjito
Yogyakarta. Semua data menunjukkan distribusi normal
sehingga analisis data meliputi analisis univariat untuk
mengetahui nilai rerata masing-masing kelompok yang
disajikan dalam grafik Boxplot dan uji t tidak
berpasangan untuk melihat perbedaan akibat perlakuan

yang terjadi pada kedua kelompok. Derajat signifikansi
apabila p<0,05 dan interval kepercayaan 95%.

HASIL

Selama penelitian berlangsung, sejak minggu pertama
masa adaptasi sampai berakhirnya perlakuan tidak ada
tikus yang mati, seperti terlihat dalam Consort
(consolidated report of trial) penelitian pada Gambar 2.
Secara makroskopik dapat diamati bahwa pada minggu
ke-9 mulai tumbuh tumor pada jaringan kolon tikus
yang diinduksi dengan karsinogen 1,2,DMH. Empat
sampel yang diterminasi pada minggu ke-12 induksi
memperlihatkan gambaran adenokarsinoma kolon
secara mikroskopis.

Hasil analisis univariat menunjukkan bahwa rerata
jumlah infiltrasi limfosit intratumoral tikus Sprague-
Dawley yang diinjeksi 1,2 DMH secara subkutan
kemudian diterapi dengan ekstrak P. niruri L dosis 13,5
mg/kgBB secara oral setiap hari (X) adalah 401,89+
70,19. Jumlah ini jauh lebih tinggi dibanding jumlah
yang diperoleh kelompok K(+) dimana rerata jumlah
infiltrasi limfositnya hanya 191,89+50,68. Perbedaan
nilai rerata infiltrasi limfosit masing-masing kelompok
lebih jelas dapat dilihat pada Gambar 3.

30 ekor tikus
Spraque-Dawley &

Aklimatisasi 1 minggu
pakan ad libitum

|

Induksi 1,2 DMH sc dikorbankan
3 kali masing-masing 4 ekor
untuk identifikasi tumor

gagal

Sil

Eksklusi: 0 [*

Tikus Spraque-Dawley
dengan kanker kolon (18)

Randomisasi

X (9)

K(+) (9)

l

Ekstrak P. niruri L
selama 5 minggu

l

X (9)

K(+) (9)

Seluruh tikus diterminasi,

jaringan tumor kolon diperiksa mikroskopis

(infiltrasi limfosit dan perforin)

Gambar 2. Consolidated report of trial
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Gambar 3. Grafik boxplot infiltrasi limfosit kelompok K(+)
(kontrol positif diinduksi 1,2 DMH 30 mg/kgBB)
dan kelompok X (diinduksi 1,2 DMH 30 mg/kgBB
kemudian diberi ekstrak P. Niruri L 13.5 mg/
kgBB). T tes p=0,000.

p=0,000
. é

EKSPRESI PERFORIN
e

201

Ket:
154 --=--=rerata
— =median
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Gambar 4. Grafik boxplot ekspresi perforin kelompok K(+)
(kontrol positif diinduksi 1,2 DMH 30 mg/kgBB)
dan kelompok X (diinduksi 1,2 DMH 30 mg/kgBB
kemudian diberi ekstrak P. Niruri L 13.5 mg/
kgBB). T tes p=0,000.

Hasil uji t tidak berpasangan menunjukkan bahwa rerata
infiltrasi limfosit kelompok X lebih tinggi secara sangat
signifikan dibanding kelompok K(+) (p=0,000). Hasil
ini membuktikan bahwa pemberian ekstrak P. niruri L
mampu meningkatkan infiltrasi limfosit dengan sangat
signifikan pada tikus coba yang menderita kanker kolon
dibanding tanpa pemberian ekstrak tersebut. Ekspresi
perforin merupakan salah satu parameter untuk menilai
respons imun seluler antitumor khususnya yang di-
perantarai oleh sel limfosit T sitotoksik (CTL) dan sel
NK dalam usaha mengeliminasi sel ganas seperti pada
kanker kolon. Hasil analisis univariat terhadap ekspresi
perforin dalam penelitian ini dapat dilihat pada Gambar
4. Nilai persentase rerata ekspresi perforin menunjukkan
grafik perbedaan yang sangat signifikan antara

kelompok K(+) dan X. Berdasarkan Gambar 4 dapat
dijelaskan bahwa pada kelompok K(+) diperoleh
persentase rerata ekspresi perforin  23,00+2,96%,
sementara persentase rerata ekspresi perforin kelompok
perlakuan X lebih tinggi (39,00+£1,80%). Hasil uji t
tidak berpasangan menunjukkan bahwa persentase
rerata ekspresi perforin kelompok X lebih tinggi secara
sangat signifikan dibanding kelompok K(+) (p=0,000).

Pemberian ekstrak P. niruri L pada kelompok perlakuan
setelah kanker tumbuh memberikan efek peningkatan
ekspresi perforin secara sangat bermakna.

PEMBAHASAN

Rancangan yang dipilih dalam penelitian eksperimental
murni ini cukup adekuat karena dilakukan randomisasi
dalam pengelompokan subyek, sehingga faktor yang
mengancam validitas dapat dikendalikan. Berdasarkan
consort penelitian ini terlihat bahwa tidak ada tikus coba
yang mati sehingga dapat mengikuti penelitian sejak
awal sampai akhir. Respons yang terjadi pada variabel
terikat dianggap sama pada setiap individu tikus karena
subyek penelitian berasal dari tikus Sprague-Dawley
galur inbred yang sama, berat badan yang relatif stabil,
umur dan jenis kelamin yang sama, cara pemeliharaan
dan perlakuan serta pengamatan mikroskop yang sama.
Keadaan yang berbeda dari masing-masing kelompok
terjadi oleh karena pemberian perlakuan yang berbeda.
1,2 dimethylhidrazine (DMH) adalah senyawa ber-
bentuk cairan tak berwarna, mudah larut dan baunya
mirip amoniak. 1,2 DMH merupakan karsinogen poten
yang dilaporkan menginduksi kanker kolon pada se-
jumlah spesies hewan eksperimen, seperti pada mencit,
tikus dan roden. Meskipun demikian, mekanisme
kerjanya masih belum jelas. Kanker pada kolon mencit
atau tikus yang diinduksi 1,2 DMH memperlihatkan
stadium prekanker yang jelas. Rangkaian perubahan
histopatologik pada kolon tergantung dosis dan lama
pemberian, dapat  diamati sebelum timbul
karsinoma.*%*!

Imunogenitas tumor sangat tergantung pada bagaimana
tumor itu terbentuk. Tumor yang terbentuk akibat
karsinogen pada umumnya imunogenik. Spesifikasi dan
sifat imunogenitasnya juga bergantung pada potensi
karsinogen dengan sel target. Namun sebelum respons
imun antitumor yang efektif terbentuk, maka
pertumbuhan tumor akan menghasilkan tumor yang
resisten terhadap mekanisme respons imun. Sebagian
besar sel efektor yang berperan dalam mekanisme anti
tumor adalah limfosit sitotoksik sel T (CTL) CD8" dan
sel NK. Oleh karenanya timbul dugaan bahwa sel-sel
limfosit sitotoksik tersebut berperan dalam fungsi
surveillance dengan mengenal dan menghancurkan sel-
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sel yang mengandung gen mutan yang dapat menyebab-
kan atau berhubungan dengan pertumbuhan tumor
ganas >4

Kehadiran limfosit menjadi prediktor yang meng-
untungkan untuk meramalkan respons terapi beberapa
jenis tumor, termasuk kanker kolorektal. Intensitas
infiltrat limfositik tumor merefleksikan intensitas
respons spesifik terhadap tumor. Dengan demikian
infiltrasi limfosit intratumoral dan di sekitar sel kanker
dapat digunakan sebagai marker respons imun terhadap
kanker.***  Karakteristik morfologi limfosit dan
identifikasi keberadaannya di dalam dan di sekitar sel
kanker dapat dievaluasi pada potongan jaringan
histologik dengan pewarnaan rutin.** Penelitian ini
menemukan bahwa jumlah infiltrasi limfosit pada tikus
coba yang mendapat ekstrak P. niruri L jauh lebih tinggi
secara sangat signifikan dibanding tikus coba tanpa
pemberian ekstrak tersebut. Hal ini mengindikasikan
bahwa P. niruri L dapat memodulasi respons imun
antitumor terhadap kanker kolon, sehingga diharapkan
respons terapi pada hewan coba akan lebih baik. Hasil
penelitian ini mendukung teori sebelumnya, bahwa
infiltrasi limfosit dapat digunakan sebagai prediktor
respons terapi.

Korelasi yang kuat antara peningkatan jumlah infiltrasi
limfosit tumor dengan perbaikan prognosis telah
dibuktikan oleh beberapa peneliti sebelumnya. Limfosit
CD8" yang menginfiltrasi jaringan tumor menjadi
kandidat yang menjanjikan dalam menentukan faktor
prediktif dan prognostik, khususnya jika dikombinasi-
kan dengan status genetik mikrosatelit pada penderita
kanker kolorektal. Pada pasien kanker kolorektal,
adanya sel T CD8" intraepitelial di dalam sarang kanker
memiliki dampak yang lebih relevan terhadap survival
dan signifikansi prognostik dibandingkan sel T di lokasi
lain.** Penderita kanker kolorektal yang mendapat
Famotidine pra-operatif mengalami kenaikan infiltrasi
limfosit intratumoral yang signifikan dibanding
kelompok kontrol plasebo dan hasil ini berhubungan
erat dengan berkurangnya kekambuhan dan peningkatan
survival yang lebih lama.*’ Infiltrasi limfosit dan
perforasi memiliki nilai prediktif untuk respons positif
terhadap kemoterapi 5-fluorouracil (5-FU) pada pasien
kanker kolorektal stadium Ill. Pasien-pasien dengan
kepadatan tinggi sel CD8" menunjukkan survival yang
sangat baik jika diobati dengan 5-FU dibandingkan
dengan pasien yang kepadatan sel CD8"nya rendah.*®

Infiltrat imunologik karakteristik di dalam jaringan
tumor merupakan prediktor yang lebih baik bagi
survival pasien dibanding dengan metode histopatologik
yang digunakan untuk stadium kanker Kkolorektal
Adanya reaktivitas fungsional infiltrasi sel T melawan
antigen tumor pada pasien kanker kolorektal, juga
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memperlihatkan migrasi sel Th CD4" yang selektif
terhadap tumor dan aktivitas sitotoksik CD8* yang
spesifik terhadap tumor pada pasien-pasien tersebut.*
Infiltrasi limfosit berpartisipasi dalam mengontrol
pertumbuhan tumor, tidak hanya melalui sitotoksisitas
sel T tetapi juga dengan memproduksi mediator larut,
seperti sitokin yang bekerja sebagai imunomodulator,
baik sebagai stimulator ataupun inhibitor pertumbuh-
an.>® P. niruri L juga bekerja sebagai imunomodulator
yang membangkitkan respons imun yang pada giliran-
nya dapat menghambat perkembangan kanker kolon
pada hewan coba.?”**

Pengenalan kemampuan sistem imun untuk memper-
tahankan tubuh dari serangan penyakit sebagai
pendekatan baru dalam terapi kanker dikenal dengan
imunoterapi. Tujuan imunoterapi kanker adalah me-
modulasi/menyokong sistem imun agar lebih mampu
untuk memusnahkan sel kanker. ldentifikasi antigen
berhubungan dengan tumor yang dikenali oleh efektor
seluler dan humoral sistem imun mempunyai perspektif
yang menjanjikan sebagai imunoterapi kanker.®®*
Imunoterapi  untuk  kanker kolorektal saat ini
berkembang pesat, tetapi pada manusia sebagian besar
masih bersifat eksperimental. Berbagai pendekatan
ditujukan pada komponen-komponen sistem imun yang
berbeda, sebagian besar menggunakan produk biologik
alamiah yang dapat mengaktivasi sistem imun melalui
rekayasa genetika dan tekhnik hibridoma. Imunoterapi
menggunakan antibodi monoklonal, vaksin, sitokin dan
limfokin rekombinan (terutama IL-2 dan IFN), limfosit
T serta sel dendritik sedang dieksplorasi secara
intensif, 10131551

Aktivitas imunomodulasi pada tingkat seluler dan
molekuler diduga diinisiasi oleh komponen bioaktif
yang terkandung didalam P. niruri L, misalnya
golongan polifenol flavonoid, tannin dan triterpenoid
yang berperan dalam respons inflamasi. Inflamasi
melibatkan berbagai komponen seluler dan molekuler
yang dikenal sebagai mediator inflamasi. Limfosit T
dibutuhkan dalam reaksi inflamasi, perkembangan
kanker dan imunitas antikanker.®**® Flavonoid terbukti
memiliki aktivitas imunomodulasi. Flavonoid quercetin
dan rutin meningkatkan aktivasi limfosit dan sekresi
interferon-y (IFN-y), sehingga aktivasi sel T CDS8"
meningkat.>**° Triterpenoid yang berasal dari tumbuhan
dapat menginduksi antiinflamasi, sitoprotektif dan
apoptosis, juga sebagai antiproliferasi.*®®’

Hasil penelitian ini juga berhasil membuktikan bahwa
ekspresi perforin pada tikus coba yang mendapat
ekstrak P. niruri L lebih tinggi dan berbeda secara
sangat signifikan dibanding tikus coba yang tidak
mendapat ekstrak tersebut. Hasil ini membuktikan
bahwa P. niruri L memiliki efek meningkatkan ekspresi
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perforin yang disekresikan oleh CTL dan sel NK.
Perforin ini sangat dibutuhkan oleh sel-sel imuno-
kompeten dalam kaitan dengan respons imun antitumor
untuk memastikan terjadinya apoptosis sel kanker.
Dengan demikian dapat dikatakan bahwa P. niruri L
meningkatkan status imunologis atau bersifat sebagai
imunostimulator yang meningkatkan kerja CTL dan sel
NK, sehingga respons imun seluler antitumor meningkat
untuk mengeliminasi keganasan kolon pada hewan
coba.

Kemampuan limfosit sitotoksik untuk menginisiasi
apoptosis pada sel-sel yang mengalami transformasi dan
membunuh target selulernya bergantung pada dua
strategi transduksi sinyal yang pada dasarnya berbeda
dan membutuhkan kontak antara efektor dan sel
target.’®** Saat pengenalan sel T kepada targetnya
melalui reseptor antigennya yaitu TCR (T cell receptor)
akan terbentuk immunological synapse, suatu cincin
protein yang terbentuk karena adanya interaksi antara
integrin af2 lymphocyte function-associated antigen-1
(LFA-1) dengan intercellular adhesion molecule-1
(ICAM-1). Immunological synapse yang dibentuk
terorganisasi dengan rapi dan terbagi dalam 2 domain,
yaitu signaling domain tempat terjadinya kontak antara
Fas ligan dengan reseptor Fas/CD95 dan secretory
domain, tempat di mana granula sitotoksik mengadakan
fusi untuk mengantarkan isinya yang bersifat sitolitik ke
dalam sel target.">" Immunological synapse terbentuk
beberapa menit setelah TCR (CD3) berinteraksi dan
mengenali antigennya yang dipresentasikan oleh major
histocompatibility complex-1 (MHC-1) dan berakhir
lebih dari satu jam sampai kompleks TCR diinternal-
isasi dan dihancurkan. Pembentukan sinaps sangat ber-
gantung pada aktivasi GTPase, Ras/MAPK, micro-
tubule-organizing center (MTOC) dan sitoskeleton
aktin yang menggerakkan molekul ke dalam dan keluar
sinaps.”*>1°

Mekanisme apoptosis sel target/sel kanker oleh sel NK
dan CTL melalui dua jalur sinyal transduksi. Jalur
pertama, sel-sel efektor mengekspresikan ligan famili
TNF seperti Fas/CD95 pada permukaan selnya dan
digunakan sebagai senjata untuk membunuh sel target
atau memusnahkan sel yang mengalami transformasi
yang mengekspresikan reseptor Fas yang sesuai. Fas-
ligan (FasL) penting dalam proses eradikasi tumor yang
dimediasi CTL, sementara TRAIL (tumour necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand) atau Apo2-
ligan penting bagi eliminasi tumor yang dimediasi sel
NK.22’51’58

Apoptosis yang diinduksi granzym yang dimediasi
perforin merupakan jalur lain sistem imun untuk
mengeliminasi sel-sel transformasi/sel tumor yang
dilaksanakan oleh limfosit sitotoksik efektor CTL dan

sel NK,'9%° melalui sekresi isi granula sitotoksik
(sitotoksisitas eksositosis) yang bersifat merusak ke
dalam sel target sehingga mempromosi kematian sel
dengan cara memecahkan/hidrolisis substrat protein
spesifik termasuk caspase.*”***! Sel CTL harus melaku-
kan kontak yang dekat sekali dengan sel kanker sampai
kedua membran saling berhimpit sehingga terjadi
sekresi isi granula sitotoksik. Granula sitotoksik berupa
kompleks makromolekul yang terdiri dari granzym dan
perforin yang terikat dengan serglycin (matriks
proteoglikan) dan calreticulin (suatu inhibitor perforin)
akan masuk ke dalam immunological synapse yang
terbentuk antara sel efektor dan targetnya. Setelah
eksositosis ke dalam celah antara target dan sel efektor,
perforin terurai dari kompleks granula dan ber-
polimerisasi sehingga dapat bekerja secara terpisah
untuk mengantarkan kompleks granzym-serglycin ke
dalam sel target dengan cara endositosis.*"%°

SIMPULAN

Sesuai analisis hasil penelitian dan pembahasan, maka
disimpulkan bahwa ekstrak P. niruri L meningkatkan
status imunologis melalui mekanisme peningkatan
infiltrasi limfosit dan ekspresi perforin untuk melawan
kanker kolon pada tikus Sprague-Dawley yang
diinduksi 1,2 DMH.
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