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ABSTRACT

The dichloromethanolic fraction of keladi tikus (Typhonium flagelliforme) extract and the expression of p21 and caspase-3 of MCF-7
breast cancer cell-line

Background: Breast cancer has a high degree of heterogeneity and problems in therapy, such as insensitive to antiproliferation
signal and able to escape from apoptosis program. Typhonium flagelliforme (Lodd), Blume (Araceae) more commonly known as
keladi tikus in Indonesia, often used as alternative in treating cancer, including breast cancer. The objective of study is proving the
dichloromethanolic fraction of Typhonium flagelliforme tuber extracts influence on the expression of caspase-3 and p21 of MCF-7
cell-line that have deletion in CASP-3 gene.

Methods: This study adapts laboratory experimental in-vitro in cells-line MCF-7, with *““post test control group only design” and
divided into two groups, were incubated in 5h, 10h and 20h. The control group received no other treatment. The treatment group
received the dichloromethanolic fraction of Typhonium flagelliforme tuber extracts in 1Csy, Starting with cytotoxicity assay using
MTT to determine the 1 Cs, followed by Immunocytochemical analysis to observe the expression of p21 and caspase-3.

Results: Paired sample T test shows a significant differences in treatment groups compared with the controls (p<0.05), namely an
increase in the expression of nuclear p21 and caspase-3 on 20h incubation.

Conclusion: There were increased in the expression of caspase-3 and nuclear p21, as well as depleted the cytoplasmic of p21 on
MCF-7 cell-line that have deletion in CASP-3 in treatment by tuber extract of Typhonium flagelliforme dichloromethanolic fraction.
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ABSTRAK

Latar belakang: Kanker payudara mempunyai tingkat heterogenitas tinggi dan problem dalam terapi, diantaranya tidak sensitif
terhadap signal antiproliferasi dan mampu menghindar dari program apoptosis. Typhonium flagelliforme (Lodd). Blume (Araceae)
yang lebih dikenal sebagai keladi tikus di Indonesia, sering digunakan sebagai alternatif dalam mengobati penyakit kanker,
termasuk kanker payudara. Tujuan penelitian ini untuk membuktikan pengaruh Typhonium flagelliforme terhadap ekspresi caspase-
3 dan p21 pada cell-line MCF-7 yang mengalami delesi gen CASP-3.

Metode: Penelitian eksperimental laboratorik secara invitro pada cell-line MCF-7, dengan rancangan penelitian post test control
group only design, yang dibagi dalam 2 kelompok dan diinkubasi dalam 5 jam, 10 jam dan 20 jam. Kelompok kontrol tidak
mendapatkan perlakuan, sedangkan kelompok perlakuan mendapatkan ekstrak umbi Typhonium flagelliforme fraksi dikloro-
metanolik kadar 62,08 pg/mL(ICsy). Dimulai dengan uji sitotoksisitas menggunakan MTT untuk menentukan 1Cs,, dilanjutkan
analisis imunositokimia untuk melihat ekspresi p21 dan caspase-3.

Hasil: Paired sample T test menunjukkan terdapat perbedaan bermakna pada kelompok perlakuan dibandingkan kontrol (p<0,05),
dimana terjadi peningkatan ekspresi caspase-3 dan p21 nukleus serta deplesi p21 sitoplasmik pada inkubasi 20 jam.

Simpulan: Ekstrak umbi Typhonium flagelliforme fraksi diklorometanolik mampu meningkatkan ekspresi caspase-3 dan p21 nukleus
serta deplesi p21 sitoplasmik cell-line MCF-7 yang mengalami delesi gen CASP-3.

* Bagian Patologi Anatomi, FK Unissula, JI. Raya Kaligawe Km 4, Semarang
** Bagian Patologi Anatomi, Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro, JI. Dr. Sutomo 18 Semarang
*** Bagian Mikrobiologi, Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro, JI. Dr. Sutomo 18 Semarang

Volume 45, Nomor 2, Tahun 2011 95



Media Medika Indonesiana

PENDAHULUAN

Kanker payudara merupakan salah satu keganasan
tersering pada wanita dan merupakan penyebab
kematian terbanyak kelima akibat kanker.! Angka
kematian dunia diperkirakan mencapai 519.000 dalam
setahun, 69% diantaranya terjadi di negara ber-
kembang.? Di Indonesia tahun 1994, kanker payudara
wanita menempati urutan terbanyak kedua sebesar
11,77% setelah servik uteri sebesar 17,70%.°

Hingga saat ini upaya penanganan tumor masih banyak
terkendala diantaranya adalah tidak sensitifnya terhadap
sinyal antiproliferas, mampu menghindar terhadap
program apoptosis sehingga seringkali terjadi kegagalan
dan kekambuhan.* Regulasi siklus sel tumor yang
berubah akibat instabilitas genetik,®> menyebabkan
kegagalan dan resistensi sel tumor dalam melakukan
fungs apoptosis.

Sistem caspase-cascade signaling berperan sentral
dalam terjadinya apoptosis® baik melalui jalur
mitokondria dengan caspase-9 sebagai inisiator,”®
maupun jalur reseptor kematian dengan caspase-8.>%°
Sinyal kematian tersebut akan diteruskan secara
bertingkat melalui caspase-3, 7 dan 8 sebagai caspase
efektor, untuk  menimbulkan  sederet  proses
apoptosis,™*? ditandai perubahan morfologi sel yaitu
fragmentasi DNA, membrane blebbing dan pembentuk-
an apoptotic bodies.”®*

Aktivitas katalitik caspase-3 lebih tinggi dibandingkan
dengan caspase efektor lainnya, menyebabkan caspase-
3 lebih dominan dalam mengeksekusi perubahan
morpologis sel yang akan mengalami apoptosis, dengan
cara memecah berbagai substrat kematian diantaranya
DFF-45." Pemecahan DFF-45 menyebabkan pelepasan
DFF40 endonuklease yang secara bebas memecah DNA
menjadi potongan-potogan DNA yang dikenal sebagai
apoptotic bodies.”®™ Subtrat lain yang ikut dipecah
ketika caspase-3 teraktivasi adalah DNA repair PARP
dan PAK2 (p2l-aktivated kinase 2),® sehingga
pemecahan p2l oleh caspase-3 yang aktif pada akhir
proses apoptosis nampaknya menjadi suatu keharusan.

Peranan utama p21"*"/“"! adalah mengendalikan
aktivitas proliferasi seluler, dengan cara menghambat
kelompok protein cyclin dependent kinase (Cdk),
sehingga siklus sel tertunda. Hal ini bertujuan memberi
kesempatan DNA repair bekerja, sehingga kerusakan
tingkat DNA dapat segera diperbaiki, tanpa harus
melakukan apoptosis’®*’ akan tetapi ketika sinyal
apoptosis timbul dan menguat, yang berakibat pada
aktivasi caspase-3, maka pemecahan p21 harus segera
dilakukan, untuk memaksimalkan proses apoptosis dan
meningkatkan akselerasi apoptosis.®® Sisi lain regulasi
p21 dikontrol secara ketat oleh Wtp53 dengan cara
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mentransaktivasi gen p21 pada area checkpoint siklus
$I.l9

Kemampuan sel kanker mengenal dan melakukan fungsi
kontrol proliferasi sel dan apoptosis kembali menjadi
sangat penting dalam upaya memaksimalkan pengobat-
an kanker. Salah satunya adalah mencoba menemukan
senyawa yang memiliki karakteristik seperti tersebut di
atas pada berbagai tanaman.

Tanaman keladi tikus (Typhonium flagelliforme)
merupakan salah satu tanaman yang digunakan dalam
mengobati berbagai penyakit, termasuk penyakit
tumor.?’ Kandungan kimia dengan pelarut dicholoro-
methan berupa hexadeconoid acid, 1-hexadecene,
phytol, derivat phytal, linoleic acid, dan 9-hexadecanoic
acid,?#yang dapat menghambat proliferasi sel tumor %
dan mampu menginduksi apoptosis. meskipun demikian
mekanisme biomolekuler Typhonium flagelliforme
fraksi diklorometanolik dalam menghambat proliferasi
dan menginduksi apoptosis belum diketahui dengan
jelas, terutama pada sel kanker payudara.

Untuk itu dilakukan penelitian pengaruh Typhonium
flagelliforme fraks DCM pada cell-line kanker
payudara MCF-7 yang mengalami deles gen CASP-3
(caspase-3 sedikit/tidak terekspresi),”® dengan tujuan
mengetahui dan menganalisis perbedaan ekspresi p21
dan caspase-3 yang timbul setelah diberi perlakuan,
sehingga diharapkan dapat dijelaskan mekanisme
biomolekuler dalam menghambat proliferasi sel dan
meregulasi apoptosis.

METODE

Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratorik
invitro pada cell-line MCF-7 kanker payudara meng-
gunakan rancangan post test control group only design.
Penelitian dilakukan di Laboratorium LPPT Universitas
Gadjah Mada, Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas
Kedokteran  Universitas Sebelas Maret  dan
Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran
Universitas Diponegoro.

Bahan tanaman

Tanaman Typhonium flagelliforme yang digunakan
adalah umbi dan daun segar, diperoleh dari hasil
budidaya di Taman Marina Semarang tahun 2011 dan
telah dideterminasi di Fakultas Biologi Laboratorium
Taksonomi Tumbuhan UGM.

Ekstraks Typhonium flagelliforme

Umbi dan daun Typhonium flagelliforme segar dicuci,
dikeringkan suhu 45°C selama 48 jam dan dihaluskan
hingga diperoleh serbuk. Berikutnya diekstraksi secara
maserasi dengan pelarut semipolar diklorometan, %
diuapkan dengan mesin rotary vacuum evaporator suhu
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70°C sampai diperoleh ekstrak pekat, kemudian
ditimbang.

Pembuatan larutan stok, larutan induk dan larutan
uji

Ekstrak umbi 5 mg dan 50 yl DMSO dilarutkan hingga
diperoleh larutan stok 10° ug/mL. Larutan stok 20 uL
dan 980 uL RPMI menjadi larutan induk. Larutan induk
500 uL dimasukan dalam effendrof ke-1 berisi 500 uL
RPMI dan seterusnya secara bertingkat hingga effendrof
ke-8, diperoleh larutan uji 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,
25, 15,62, 7,81ug/mL.

Proses thawing, inisiasi dan panen kultur cell-line
MCF-7

Cell-line MC-7 dari tangki nitrogen cair dicairkan suhu
37°, pindahkan ke MK (media RPMI dengan FBS 10%,
100 pg/ml streptomisin, 100 unit/mL penisilin),
sentrifugasi, dan inkubasi suhu 37°C dengan airan 5%
CO, selama 24 jam. Panen sel dilakukan setelah mem-
bentuk monolayer konfluens 80%, dengan cara buang
media, cuci sel dengan PBS 3,5 mL, tambahkan Tripsin-
EDTA 1 ml, media RPMI 14 mL dan sentrifugasi 10
menit.

Uji sitotoksisitasdengan MTT

Sebanyak 100 pl suspensi sel (berisi 2x10* cell-line
MCF-7) didistribusikan ke dalam 96 well plate, masuk-

DS 10%, inkubasi 12 jam, dan dibaca dengan ELISA
reader pada A=595 nm.

Pemeriksaan ekspres p2l dan caspase-3 dengan
metode imunositokimia

Sebanyak 1000 pl suspensi sel (berisi 5x10* sel/1000 ul
MK) distribusikan di atas cover dlip, inkubasi 12 jam,
cuci sel dengan PBS500 pl, masukan 1000 pyl MK berisi
62,08 pg/ml ekstrak umbi (ICs), sisakan satu kontrol
positif dan satu kontrol negatif, setelah itu inkubasi 5
jam, 10 jam dan 20 jam, cover dip diangkat dan fiksasi
dengan metanol dingin, cuci dengan PBS teteskan
blocking solution, prediluted blocking serum. Setelah itu
dilakukan pengecatan dengan monoclonal anti-human
p21 antigen dan caspase-3 antigen.

Ekspresi p21 dan caspase-3 yang timbul, dinilai dengan
skoring, meliputi intensitas pewarnaan inti dan atau
sitoplasma, dengan kriteria sebagai berikut: tidak
terwarna=0, lemah (L)=1, sedang (S)=2, kuat (K)=3,
kemudian dihitung menggunakan rumus skore IDS
sebagai berikut: (3x% K) + (2x% S) + (1x% L),%* dan
nilai maksimal skore 300.

Analisisdata

Data disgjikan dalam statistik diskriptif dan dilakukan
normalitas data dengan uji Shapiro wilks kemudian uji
beda Paired sample T test. Sebelum penelitian, telah

o ~ i dimintakan persetujuan Komisi Etik Penelitian
an 100 pl MK berisi larutan uji secara (triplo), kontrol K esehatan Fakultas K edokteran Universitas
dengan DMSO 0,1%. Inkubasi 48 jam, tambahkan MTT Diponegoro.

100 pL daninkubasi 4 jam, tambahkan stopper 100 pL

120 A
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Kadar DCM Umbi ug/mL

Tampak potensi ekstrak umbi lebih baik dibandingkan ekstrak daun

Grafik 1. Perbandingan potensi daya hambat ekstrak umbi dan daun Typhonium flagelliforme
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HASIL

Hasil ekstraksi diperoleh ekstrak umbi=0,060 g dan
daun=0,390 g. Uji sitotoksisitas untuk menentukan
potensi ekstrak umbi dan daun dalam menghambat
pertumbuhan sel MCF-7 dan nilai 1Cs, dengan log
probit, nilai 1Csy ekstrak umbi=63,08 pg/mL dan
daun=68,65 pug/mL.

Viabilitas cell-line MCF-7

Hasi| uji sitotoksisitas dengan metode MTT menghasil-
kan data absorbasi (yang terbaca ELISA reader) dan
dihitung persentase viabilitas sel dan persentase
hambatan proliferass menggunakan rumus sebagai
berikut:

% Hambatan proliferass =
OD kontrol sel — OD perlakuan

OD kontrol sel

x 100

% Viabilitas sel =
Absorbansi perlakuan — Absorbansi kontrol media
Absorbansi kontrol sel — Absorbansi kontrol media

X 100%

Tabel 1. Persentase viahilitas cell-line MCF-7 dan hambatan

proliferasi sel
Kadar (ug/mL) % Sel hidup ‘ﬁzﬁ}’g nembet

1000.00 0,088 98,42
500.00 3,039 96,46
250,00 6,535 9313
125.00 12,462 86,54
62.50 52,735 4717
31.25 99,088 0,86
1562 100,988 094
781 105,623 5,36

Tampak persentase viabilitas cell-line MCF-7 sangat
rendah pada kadar ekstrak tinggi, viabilitas cell-line
MCF-7 meningkat dengan berkurangnya kadar ekstrak.

Gambar an Apoptotic bodies

Apoptosis ditandai dengan morfologi spesifik, berupa
fragmentasi DNA, dilapisi oleh membran blebbing,
membentuk  Apoptotic  bodies,*"'®*  seperti pada
Gambear 1.

Analisis ekspresi p21 dengan metode imuno-
sitokimia

Ekspresi p21 setelah diberi perlakuan ekstrak umbi
Typhonium flagelliforme fraksi diklorometanolik kadar
63,08 yg/mL dinilai dengan menggunakan imunosito-
kimia. Bernilai positif bila p21 terekspresi pada nukleus
(warna coklat pada nukleus), sedangkan warna negatif
bila p21 tidak terekspresikan dan atau terekspresi pada
sitoplasma (berwarna biru pada nukleus dan atau warna
coklat pada sitoplasma) (Gambar 2).

Total skor IDS p21 sebagai berikut: inkubasi 5 jam=
3,741 (1,247%), dimana intensitas warna K=(-), S=(-)
dan L=3,741, inkubasi 10 jam=5,19 (1,73%), dimana
intensitas warna K=(-), S=(-) dan L=5,19 (1,73%) dan
inkubasi 20 jam=26,16 (8,72%), dimana intensitas
warna K=(-), S=7,55 (3,77%) dan L=18,61 (4,95%).
Berdasarkan data di atas disimpulkan, terjadi perbedaan
ekspresi p21 antara kelompok perlakuan dan kontrol.
dengan perbedaan jelas padainkubasi 20 jam.

Analisis  ekspres
imunositokimia

caspase-3 dengan metode

Ekpresi caspase-3 setelah diberi perlakuan ekstrak umbi
Typhonium flagelliforme fraksi diklorometanolik kadar
63,08 pg/mL dinilai dengan menggunakan imunosito-
kimia. Bernilai positif bila caspase-3 terekspresi pada

Gambar 1. Tampak Apoptotic bodies (arah panah) pada kelompok perlakuan dengan inkubasi 20 jam
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sitoplasma (warna coklat pada sitoplasma), dan bernilai
negatif bila caspase-3 tidak terekspresi (warna ungu/
biru pada sitoplasma) (Gambar 3).

Total skore IDS caspase-3 sebagai berikut; inkubasi 5
jam=18,44 (6,15%), dengan intensitas warna K(-),
S=(-) dan L=18,44, inkubas 10 jam=47,64 (15,88%),
dimana K=9,3 (3,1%), S=20,62 (10,31%) dan L=17,72
(2,47%), dan inkubas 20 jam=146,68 (48,892%),
K=42,3 (14,1%) S=54,24 (27,12%) dan L=50,14
(7,67%).

W ™
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Berdasarkan data di atas dismpulkan bahwa terjadi
perbedaan ekspress caspase-3 antara kelompok
perlakuan dan kontrol, dan perbedaan tampak jelas pada
inkubasi 20 jam.

Korelas ekpres p21 dan caspase-3

Hubungan antara ekspresi p21 dan caspase-3 pada
kelompok perlakuan (diberi ekstrak umbi Typhonium
flagelliforme fraksi diklorometanolik) yang diinkubasi
dalam 5 jam, 10 jam dan 20 jam dianalisis dengan uji
korelas pada Grafik 2.

Gambar 2. Ekspresi p21 sel MCF-7. A. Kontrol sel. al. p21 terekspresi pada sitoplasma. B. Kelompok perlakuan inkubasi 20 jam. C.
Kelompok perlakuan dengan pembesaran 1000x. c1. p21 terekspresi lemah dalam nucleus. c2. p21 terekspresi sedang

dalam nukleus
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Gambar 3. Ekspresi caspase-3 pada sel MCF-7 setelah diberi perlakuan. A. Kontrol sel (tanpa perlakuan). B. Sel dengan inkubasi 5
jam. C. Sel dengan inkubasi 10 jam. D. Sel dengan inkubasi 20 jam. bl. Caspase-3 terekspresi lemah dalam sitoplasma.
cl. Caspase-3 terekspresi sedang dalam sitoplasma. d1. Caspase-3 terekspresi kuat dalam sitoplasma. Pengamatan

dengan mikroskop cahaya, pada pembesaran 400x
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Inkubasi 5 jam

Masa Inkubasi

Inkubasi 10 jam

[l Kelompok kontrol
[ Exspresi p21
[ Exspresi caspase-3

Inkubasi 20 jam

Tampak terjadi peningkatan ekspresi p21 dan caspase-3 pada tigp waktu inkubasi, dibandingkan dengan kontrol, terutama pada

inkubasi 20 jam.

Grafik 2. Perbandingan ekspresi p21, caspase-3 masainkubasi 5 jam, 10 jam dan 20 jam

Uji korelasi Pearson antara total skor IDS caspase-3
dan p21 tidak didapatkan nila signifikan, sehingga
disimpulkan tidak terdapat hubungan bermakna antara
ekspresi caspase-3 dan p21 baik pada inkubasi 5 jam,
10 jam maupun 20 jam.

PEMBAHASAN

Uji sitotoksisitas menyimpulkan potensi ekstrak umbi
Typhonium flagelliforme fraksi diklorometanolik lebih
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kuat dibandingkan dengan ekstrak daun, dengan nilai
ICsp umbi=63,08 pg/mL, di samping itu terdapat
fenomena dose dependent dan waktu inkubasi. Senyawa
dinyatakan poten jika nilai 1Csy kurang dari 100
ug/mL,?® dengan demikian ekstrak umbi Typhonium
flaggeliforme fraksi diklorometanolik termasuk senyawa
potent. Dasar analisis nilai ICs, adalah persentase
viabilitas sel setelah perlakuan, dimana50% sel hidup
dari jumlah total sel akibat pemberian ekstrak umbi
Typhonium flaggeliforme fraksi diklorometanolik kadar
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63,08 pg/mL. Hal ini diduga akibat akumulasi hambatan
pertumbuhan sel dan terjadi induksi apoptosis.

Secara teoritis perubahan biokimia subseluler terjadi
sebelum perubahan morfologis sel, sehingga ekspres
molekul caspase-3 aktif diharapkan mampu meng-
induksi perubahan mikroskopis seluler secara apoptosis,
mulai fragmentass DNA, membrane blebbing dan
pembentukan apoptotic bodies.”®** Meskipun demikian
keterlibatan molekul caspase-3 dalam mentrigger
apoptosis sangat berkaitan dengan keutuhan dan
kemampuan genomik caspase-3 itu sendiri. Hal ini
diperkuat dalam penelitian terdahulu menggunakan
subtrat DEVD, dimana tidak terjadi peningkatan
ekspresi caspase-3 pada sel MCF-7 yang mengalami
deless gen CASP-3, sebaiknya pada sel T47D (gen
CASP-3 normal) terjadi peningkatan ekspresi caspase-3
dan caspase-7.%°

Hasil penelitian memperlihatkan bahwa terjadi
peningkatan ekspresi caspase-3 pada sel MCF-7 yang
mengalami delesi gen CASP-3, terutama pada inkubasi
20 jam, dengan skor IDS caspase-3 sebesar 48,89%,
dimana 14,1% ekspresi kuat (berwarna coklat tua pada
sitoplasma). Peningkatan caspase-3 aktif ini akan
memecah berbagai substrat kematian diantaranya DFF-
45 (protein inhibitor)®*?" sehingga dilepaskannya
DFF40 endonuklease yang memecah DNA menjadi
potongan-potongan DNA yang dikenal sebagai
apoptotic bodies.”®** Diduga kuatnya intensitas ekspresi
caspase-3 berkaitan dengan aktivitas katalitik caspase-3
aktif.

Analisis ekspresi p21 pada inkubasi 5 jam pertama
setelah perlakuan, tidak dijumpai perbedaan bermakna.
Diduga efek subtoksik perlakuan diawal belum mampu
menginduksi p53 mentransaktivasi p21 nukleus, dan
dominasi ekspresi p21 sitoplasmik (terlihat pada
kelompok kontrol), menjadi penyebabnya. Ekspresi p21
mulai bermakna pada inkubasi 10 jam dengan
persentase skor IDS p21 sebesar 1,730%, dengan
ekspresi lemah, dan inkubasi 20 jam sebesar 8,720%,
dimana 3,77% ekspresi sedang dan ekspresi 4,95%
lemah, meskipun demikian ekspresi kuat p2l pada
inkubasi 20 jam tidak dijumpa (tidak terdeteksi),
diduga terjadi katalisasi p21 nukleus oleh caspase-3
aktif ketika sinyal apoptosis semakin menguat.

Caspase-3 aktif secara cascade-caspase (terekspresi
kuat) pada inkubasi 20 jam, segera memecah p2l
nuklear secara gradual, sehingga terjadi penurunan
persentase ekspresi p21. Adanya gambaran Apoptotic
bodies pada inkubasi 20 jam (linear dengan nilai
ekspresi caspase-3 dan mendukung fakta tersebut).
Untuk memudahkan bahasan kami jelaskan proses di
atas secara sistematik pada Gambar 4.

Pemberian ekstrak umbi Typhonium flagelliforme fraksi
diklorometanolik kadar 1Csq (kadar non letal) pada cell-
line kanker payudara MCF-7 menyebabkan gangguan
subtoksik pada tingkat DNA. Keadaan memicu aktivasi
p53 wild type, dengan tujuan transaktivasi p21 yang
bekerja sebagai inhibitor aktivitas kompleks cyclin-Cdk,
sehingga siklus sel tertunda®®* Pada saat bersamaan
p21 nukleus menghambat aktivitas PCNA*** mem-
berikan kesempatan DNA repair bekerja reparas
kerusakan DNA cell-line MCF-7 yang terjadi.

Meningkatnya masa inkubas membuat akumulas
gangguan tingkat DNA semakin meningkat. Hal ini
menyebabkan kemampuan DNA repair tidak sebanding
dengan jumlah gangguan DNA. Suatu saat ambang batas
kemampuan DNA repair terlampaui, mengakibatkan
ketidakstabilan sekwens DNA, berakhir dengan
koplasnya garpu replikasi. Keadaan ini memicu ter-
bentuknya sinyal apoptosis® ditandai dengan ekspresi
caspase-3 semakin menguat, hingga suatu saat (inkubasi
20 jam) ekspresi caspase-3 maksimal (kuat) menyebab-
kan terjadi pemecahan DEFF45, sehingga dilepas-
kannya DFF40 endonuklease yang mampu memecah
DNA menjadi potongan DNA (apoptotic bodies).”**

Hal ini mengakibatkan perubahan pola biomolekuler sel
MCF-7, yang semula status repairing DNA, kemudian
berubah menjadi apoptosis.**** Molekul lain yang juga
dipecah caspase-3 adalah molekul p21 nuklear yang
terus menerus dipecah ketika terjadi ekspresi p21
nuklear maksimal (diduga ekspresi p21 kuat pada in-
kubasi 20 jam) sehingga keberadaan p21 nuklear selalu
dalam kondisi stabil***"*® dan molekul PARP (p21 dan
PARP menjadi inaktif). Hal ini menjelaskan mengapa
p21 dan caspase-3 sama-sama meningkat diawal, tetapi
persentasi caspase-3 jauh lebih tinggi diakhir inkubasi
20 jam (seperti pada uji korelasi hubungan peningkatan
caspase-3 dan p2l tidak bermakna). Studi terdahulu
menyebutkan inaktivass p2l atau deples p2l
sitoplasmik membuat sel lebih sensitif terhadap
apoptosis, meskipun dengan hanya sedikit kerusakan
DNA ¥

Kelompok kontrol ditemukan banyak ekspres p2l
sitoplasmik, akibat fosforilasi T*** oleh AKT/PKB,
mengakibatkan NLS p21 tidak aktif, berdampak
translokasi p21 nuklear ke sitoplasma (p21 sitoplasmik
pada kelompok kontrol). Molekul p21 sitoplasmik ini
mengaktifkan ASK1 (salah satu domain interaksi p21)
yang berfungsi menginhibisi sinyal-sinyal apoptosis
terutama procaspase-3, akibatnya apoptosis tidak
terjadi.***  Pemberian ekstrak umbi  Typhonium
flagelliforme fraksi diklorometanolik pada cell-line
MCF-7 menyebabkan berkurangnya p21 sitoplasmik
dan meningkatnya p21 nukleus.
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Gambar 4. Kemampuan caspase-3 aktif dalam mengkatalisasi p21 nukleus dan subtrat kematian lainnya setelah pemberian ekstrak

umbi Typhonium flagelliforme fraksi diklorometanolik.

Hal ini berkontribusi dalam terjadinya apoptosis, seperti
disebutkan dalam studi terdahulu, dimana overekspresi
p21 sitoplasmik menyebabkan sel lebih resisten
terhadap pengobatan kemoterapi.***

Berdasarkan hal di atas, kemampuan ekspresi caspase-3
dan p21 berkaitan dengan senyawa yang terkandung
dalam ekstrak umbi Typhonium flagelliforme fraksi
diklorometanolik, berupa linoleic acid, hexadecanoic
acid dan 9-hexadecanoic acid yang tinggi,** yang
merupakan kandungan lemak tak jenuh terkonjugasi,
dan diduga merupakan zat poten yang mampu meng-
hambat pertumbuhan tumor invitro dan menginduksi
apoptosis.*

SIMPULAN

Ekstrak umbi Typhonium flagelliforme fraksi dikloro-
metanolik mampu meningkatkan ekspresi caspase-3,
ekspresi p21 nuklear dan deplesi p21 sitoplasmik pada
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cell-line kanker payudara MCF-7 yang mengalami
deles gen CASP-3.

SARAN

Ekstrak umbi  Typhonium flagelliforme  fraksi
diklorometanolik memiliki  prospek baik untuk
dikembangkan sebagai agen kanker, sehingga perlu
dilakukan penelitian dengan kadar lebih rendah dan
tinggi dari 1Csp, untuk membandingkan tingkat ekspres
protein p2l dan caspase-3, memperpanjang masa
inkubas untuk membuktikan terjadi penurunan ekspresi
p21 dan mendapatkan ambang batas penurunan ekspresi
p21 diikuti dengan peningkatan apoptosis. Pemeriksaan
mikroskopis apoptosis, pemeriksaan elektroforesis dan
flowcytomety untuk membuktikan morfologis apoptosis,
struktur  molekul  protein  caspase-3 dan p21.
Pemeriksaan DNA repair untuk melihat fungsi reparas
kerusakan DNA. Pemeriksaan protein jalur apoptosis,
menilal jalur aktivasi kaskade caspase-3.
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