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Abstrak: Angiogenesis pada pertumbuhan kankrer _difJerlukan qutuk memenuhi kebutuhan nutrisi dan
oksigen untuk pertumbuhan dan metastasisnya. Vascular endothelial growth factor (VEGF) merupakan
proangionesis yang paling potensial pada proses angiogenesis. Penelitian dengan menggunakan ekstrak
Andrographis paniculata secara in vitro'nienunjukkan kece.rrd'erungan penurunan kadar VEGF serum
galur sel kanker PC-3. Peneltian in vivo secararoral _memungklnkan hasil yang berbeda. Penelitian ini
bertujuan membuktikan pengaruh ekstrak Androgr_aphis paniculata yang diberikan secara oral terhadap
ekspresi VEGF pada jaringan adenokarsinoma mamma mencit C3H. Sebanyak 24 ekor mencit C3H yang
telah tumbuh kanker mamma dibagi secara acak menjadi 4 kelompok. Selanjutnya diberikan ekstrak
Andrographis paniculata secara oral selama 14 hari dengan dosis 5 mg/ekor/hari, 10 mg/hari, dan 15
mg/hari. Satu kelompok sebagai kontrol tidak mendapatkan-ekstrak Andrographis paniculata. Ekspresi
VEGF diperiksa dengan imunohistokimia. Uji statistik menunjukkan bahwa pemberian peroral ekstrak
sambiloto 5, 10 dan 15 mg/hari menurunkan ekspresi VEGE (p=0,000, r=-0,953). Ekspresi VEGF tertinggi
24,8 didapatkan pada kelompok kontrel dan terendah 19,4 pada kelompok yang mendapat ekstrak 15
mg/hari. Dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak sambiloto per oral menurunkan ekspresi VEGF
pada jaringan adenokarsinoma mamma mencit.

Kata kunci: Andrographis paniculata, ekspresi VEGF, adenokarsinoma mamma.

Abstract: Angiogenesis was needed to fulfill nutrition and oxygen demand for tumor growth and
its metastase. Vascular endothelial growth factor (VEGF) was a potential proangiogenic factor of
angiogenesis process. In vitro study of Andrographis paniculata extract showed decreasing tend
of VEGF level serum on PC-3 cancer cell line. The aim of this study was to prove the effect of oral
administered Andrographis paniculata extract on VEGF expression of adenocarcinoma mammae C3H
mice. Twenty four mice was transplanted with adenocarcinoma mammae randomly to four groups.
Andrographis paniculata extract at dose 5, 10, and 15 mg/day were given on mice group along 14 days.
One group another as a control. VEGF expression were examined use immunohistochemistry staining.
Anova test showed difference VEGF expression among reseach groups (p=0,000, r=-0,953). The highest
of VEGF expression index 24,8 was found on control group, and the lowest 19,4 was found on group
which received 15 mg/day. We concluded that oral administration of Andrographis paniculata extract
decreased VEGF expression of adenocarcinoma mamme C3H mice.

Keywords: VEGF expression, Andrographis paniculata, adenocarcinoma mammae.
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PENDAHULUAN

PERTUMBUHAN jaringan neoplastik yang cepat
serta invasinya memerlukan nutrisi yang lebih banyak
dibandingkan jaringan normal. Nutrisi tersebut
diperoleh melalui pembentukan jaringan vaskuler
baru. Angiogenesis merupakan proses pembentukan
pembuluh darah baru dari pembuluh darah yang sudah
ada. Angiogenesis dapat merupakan proses fisiologi
seperti pada perkembangan organ dan diferensiasi
selama embriogenesis, penyembuhan luka dan fungsi
reproduksi, tetapi dapat pula terjadi pada proses
patologis seperti pada tumorigenesis. Angiogenesis
pada pertumbuhan kanker diperlukan untuk memenuhi
kebutuhan nutrisi dan oksigen, terkait dengan
pertumbuhannya yang cepat dan metastasisnya.
Angiogenesis dipengaruhi oleh faktor
proangiogenesis dan antiangiogenesis. Sejumlah
besar faktor proangiogenik yang telah diidentifikasi
diklasifikasikan dalam faktor pertumbuhan, sitokin,

kemokin, enzim dan prostaglandin. Proangiogenik-

yang termasuk dalam kelompok faktor pertumbuhan

Jurnal llmu Kefarmasian Indonesia
untuk menghambat kerja VEGF yaitu penghambatan
sekresi VEGF endogen dari tumor, netralisasi VEGF
dalam mikrosirkulasi, dan mencegah ikatan VEGF
dengan reseptornya dan selanjutnya menghambat
sinyal transduksi.

Andrografolid yang diisolasi dari sambiloto
(Andrographis paniculata) memiliki aktivitas
antikanker melalui mekanisme apoptosis terhadap
sel kanker HeLa®. Selain itu juga dapat menginduksi
apoptosis sel TD-47 galur sel dari human breast
cancer, yang dipengaruhi oleh konsentrasi dan waktu
paparan dengan indikator adanya peningkatan ekspresi
p53, bax, caspase-3 dan penurunan ekspresi bcl-2®),
Ekstrak aquades dari Andrographis paniculata yang
diberikan pada kultur sel adenokarsinoma mamma
dari mencit C3H menunjukkan adanya peningkatan
apoptosis mulai pada konsentrasi 1 mg/L®. Penelitian
secara in vitro terhadap sel line kanker prostat PC-3
yang diberi ekstrak sambiloto menunjukkan adanya
kecenderungan penurunan kadar VEGF sesuai
dengan p'epingkatan dosis®?. Ekstrak Andrographis
paniculata dan andrografolid juga dapat menghambat

yaitu vascular endothelial growth factor (VEGF), & angiogenesis tumor spesifik pada melanoma B16F-10

basic fibroblast growth factor (bFGFE), acidiec

fibroblast growth factor (aFGF), platelet-derived

growth factor (PDGF), transforming growth factor

beta-1 (TGF-B1), transforming growth factor alph}a___
(TGF-a), dan hepatocyte growth factor (HGF), .

placenta growth factor (PIGF), dan granulocyte
colony-stimulating factor (G-CSF). Prda"ngiogenik

“baik secara in vitro maupun in vivo®b,
, Penelitian dengan menggunakan ekstrak sambilito
y_ah:g-;'dila ukan secara in vitro telah memberikan
“hasil yang menunjukkan pengaruhnya terhadap
+kadar VEGF serum galur sel kanker prostat.
“Adanya pengaruh lingkungan mikro terhadap
pertumbuhan jaringan kanker dalam hubungannya

yang termasuk dalam kelompok sitokin adalah*Tumor
Necrosis Factor alpha (TNF-a), Interleukin-1. (I1L-1)
dan Interleukin-8 (IL-8). Proangiogenik dari gelongan
enzim adalah platelet-derived endothelial cel'growth
factor (PD-ECGF) dan angiogenin. Prostaglandin E1
(PGE-1) dan prostaglandin E2 (PGE-2) merupakan
proangiogenik dari golongan prostaglandin®.

VEGF merupakan proangionesis yang paling
potensial pada proses angiogenesis. Kelompok VEGF
memiliki 5 tipe yaitu: VEGF-A, placenta growth
factor (PIGF), VEGF-B, VEGF-C dan VEGF-D®?),
Reseptor VEGF (VEGFR) diekspresikan oleh sel
endotel dan beberapa sel non endotel“9,

Angiogenesis pada kanker mamma menunjukkan
adanya hubungan antara tingginya kandungan faktor
angiogenik pada serum, tingginya densitas pembuluh
darah pada jaringan tumor, dengan prognosis yang
kurang baik dari penyakit. Penghambatan VEGF
dan reseptornya menunjukkan pengaruhnya pada
angiogenesis beberapa tumor padat termasuk kanker
mamma, kanker kolon, kanker kandung kemih,
kanker lambung, dan kanker prostat®. Beberapa
strategi dikembangkan dengan target jalur VEGF
sebagai bagian dari terapi antikanker. Pendekatan
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dengan terapimemungkinkan hasil yang berbeda
antara penelitian secara in vitro dan in vivo®2,
Penelitian ini bertujuan membuktikan pengaruh
ekstrak "Andrographis paniculata yang diberikan
secara oral terhadap ekspresi VEGF pada jaringan
adenokarsinoma mamma mencit C3H.

BAHAN DAN METODE

Desain dan Perlakuan. Penelitian dilakukan
dengan desain the randomized posttest only control
group. Sampel penelitian adalah 24 ekor mencit
C3H yang telah tumbuh kanker adenokarsinoma
mamma. Variabel bebas adalah pemberian ekstrak
Andrographis paniculata per oral dengan dosis 5,
10 dan 15 mg/hari selama 14 hari. Variabel terikat
adalah ekspresi VEGF pada jaringan adenokarsinoma
mamma. Ekstrak Andographis paniculata diberikan
secara oral melalui sonde sekali sehari selama 14
hari. Pada hari ke 15 mencit diterminasi dengan eter
dan jaringan kanker diekstirpasi. Jaringan kanker
mamma dimasukkan dalam larutan formalin buffer
untuk fiksasi. Selanjutnya dibuat blok parafin untuk
pemeriksaan ekspresi VEGF dengan imunohistokimia.
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Penelitian telah mendapatkan persetujuan dari Komisi
Etik Penelitian Bidang Kedokteran/Kesehatan
Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro/RS.Dr.
Kariadi Semarang.

Hewan Coba. Mencit C3H diperoleh dari
Departemen Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran
Universitas Indonesia. Sebanyak 24 ekor mencit C3H
ditransplan dengan menyuntikkan 0,2 mL bubur sel
adenokarsinoma mamma dari mencit donor. Tujuh
hari setelah transplantasi telah teraba tumor pada
lokasi penyuntikan. Mencit yang telah tumbuh kanker
mamma dengan diameter kira-kira 1 cm dibagi secara
acak menjadi 4 kelompok masing-masing 6 ekor.
Pemeliharaan hewan coba dilakukan di laboratorium
Eksperimental Departemen Patologi Anatomi FK UI.

Penghitungan Ekspresi VEGF. Pemeriksaan
ekspresi VEGF menggunakan kit VEGF Ab-1
(Biocare Rb 222). Penghitungan ekspresi VEGF
dilakukan dengan mikroskop cahaya. Pemeriksaan
mula-mula dilakukan dengan perbesaran lemah
(40x) untuk memilih 5 daerah dengan densitas-yang
tinggi. Selanjutnya masing-masing daerg
diperiksa dengan perbesaran kuar (400
daerah diperiksa sebanyak 200 sel sehingg
1000 sel yang diperiksa®®. Ekspresi VE
persentase sel yang positif dari jumla
dihitung. Pemeriksaan ekspresi VEGF den
imunohistokimia dilakukan di Laboratorit
Anatomi FK UGM/RS dr.Sardjito.

HASIL DAN PEM BAHASAN""

Sel dengan VEGF positif nampak sebagai :ﬂtnga |

sitoplasma yang tercat coklat pada pe saan
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imunohistokimia (Gambar 1). Ekspresi VEGF
tertinggi didapatkan pada kelompok kontrol adalah
24,8 dan terendah 19,4 pada klompok yang mendapat
ekstrak 15 mg/hari. Uji Anova menunjukkan adanya
perbedaan rerata kelompok penelitian dengan nilai
p=0,000 (Tabel 1). Hasil uji Pearson menunjukkan
adanya korelasi yang kuat antara dosis yang diberikan
dengan ekspresi VEGF (r=-0,953).

Penelitian secara in vivo merupakan penelitian
yang penting untuk melihat efek terapi ekstrak
Andrographis paniculata sebagai antikanker. Penelitian
in vivo dilakukan pada mencit strain C3H yang secara
spesifik sering digunakan untuk penelitian kanker
mamma. Pemberian obat atau zat tertentu melalui
oral akan mengalami proses absorbsi, distribusi,
metabolisme dan ekskresi. Obat yang sampai ke
sel target dan menimbulkan efek sangat tergantung
pada proses absorbsi dan distribusi obat sampai
pada sel target. Proses tersebut dipengaruhi oleh
banyak faktor seperti kondisi fisiologi saluran cerna,

anisme absorbsi seperti transport aktif, karier
nsporter) yang diekspresikan dan kondisi
i ! dividu.
litian yang telah dilakukan dengan
an ekstrak sambiloto secara oral terhadap
yang telah tumbuh tumor dari transplan

mpok yang mendapat ekstrak sambiloto dosis 5

P ururclixa ekspresi VEGF telah mulai nampak pada
m%}hari n semakin menurun dengan bertambahnya

(<)
Gambar 1. Ekspresi VEGF pada kelompok kontrol (A), dosis 5 mg/hari (B), 10 mg/hari (C) dan 15 mg/hr (D).
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Tabel 1. Rerata ekspresi VEGF dan hasil uji anova.

Kelompok . Rerata _ Anova’
Kontrol 22,55 + 1,891
Dosis 5 mg 19, 03 + 1,968 0,000
Dosis 10 mg 13,32 +1,921
Dosis 15 mg 9,02 +0,458

Keterangan = “Tingkat kemaknaan 0,05.

dosis. Dosis 15 mg/ekor/hari memberikan hasil yang
paling baik dalam penelitian ini.

Hasil penelitian ini didukung oleh penelitian
terdahulu yang telah dilakukan oleh Zhao et al.
Penelitian dilakukan untuk melihat pengaruh
andrografolid yang diisolasi dari tanaman Andrographis
paniculata terhadap kadar VEGF serum pada kultur sel
line kanker prostat (PC-3). Andrografolid diberikan
dengan konsentrasi 0; 1,25; 2,5, 5, 10 dan 20 pmol/L.
Pemeriksaan kadar VEGF pada supernatan dilakukan
setelah inkubasi selama 48 jam. Andrografolid yang
diberikan pada kultur sel PC-3 dapat menurunkan
pelepasan VEGF oleh sel kanker tersebut. Efek

penghambatan mulai terlihat pada konsentrasin;25=

umol/L dan semakin kuat dengan bertambahnya

konsentrasi andrografolid. {
Penelitian lain dilakukan oleh Sheeja et al. yahg

mengeksplorasi efek anti angiogenesis dariekstrak

Andrographis paniculata dan andrografolid te'rhadap 2
angiogenesis mencit C57BL/6. Dalam penelitialn._

"
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berhubungan dengan enzim glikolitik dan transport
glukosa, yang berpengaruh terhadap aspek-aspek
biologi kanker seperti immortalitas sel, ketidakstabilan
genetik, pemeliharaan stem sel, metabolisme energi
dan glukosa, vaskularisasi, invasi, metastasis dan
resistensi terhadap terapi®®.

Pertumbuhan jaringan kanker sangat dipengaruhi
oleh lingkungan dimana tumor tersebut tumbuh.
Lingkungan mikro tersebut meliputi respon imun, kadar
oksigen, penyediaan nutrisi, hormon pertumbuhan dan
lain-lain. Selain itu adanya jaringan penyokong turut
berperan dalam mempengaruhi pertumbuhan jaringan
kanker.

Tumor tidak dapat bertambah ukurannya dari 1 mm
menjadi 2 mm apabila tidak memiliki vaskularisasi.
Diperkirakan zona 1 sampai 2 mm merupakan jarak
maksimal dari pembuluh darah yang dapat ditempuh
oleh oksigen dan nutrien melalui proses difusi. VEGF
merupakan faktor kunci untuk signaling spesifik sel
endotel dalam proses angiogenesis yang patologis,
termasuk neovaskularisasi jaringan neoplastik. VEGF
berpenga.FL'Jh terhadap vaskulatur tumor melalui tiga
cara yaitu @) pada tahap awal perkembangan, VEGF

~amembantu terbentuknya vaskulatur baru, b) pada

jaringan tumor yang sedang berkembang, VEGF
membantu pembuluh darah yang sudah terbentuk
untuk tumbuh dan memberikan suplai darah yang
dibutuhkan untuk pertumbuhan tumor lebih lanjut dan

tersebut digunakan ekstrak etanol Andrographis. .untuk metastase, dan c) selama pertumbuhan tumor,

paniculata dan andrografolid yang disunti_lq<an secara
intraperitoneal pada mencit C57BL/6 yan
diinduksi dengan sel line tumor melanoma B16F-10
secara intradermal. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa pemberian ekstrak Andrographis paniculata
dan andrografolid secara intraperitoneal selama 4 hari
dapat menurunkan kadar VEGF serum.

Ketiga penelitian tersebut meneliti efek ekstrak
sambiloto dengan cara pemberian yang berbeda yaitu
secara oral, langsung pada sel kultur, dan injeksi
intraperitoneal. Hasil yang didapatkan adalah adanya
penurunan ekspresi VEGF jaringan kanker atau
penurunan kadar VEGF serum. Hal ini menunjukkan
bahwa ekstrak sambiloto dapat menurunkan ekspresi
VEGF baik diberikan secara langsung pada sel kultur,
ketika diberikan secara oral maupun ketika ketika
diberikan secara intraperitoneal.

Pertumbuhan jaringan tumor yang cepat
menyebabkan bertambahnya kebutuhan nutrisi dan
oksigen. Konsentrasi O, menurun secara nyata pada
sekitar jaringan kanker bila dibandingkan dengan
jaringan normal®), Keadaan hipoksia ini memicu
pelepasan faktor pro-angiogenesis HIF-1. Protein
kompleks HIF-1 mengikat pada sekuen gen VEGF-A,
gen erythropoetin (EPO) dan gen penting lain yang
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VEGF membantu keberadaan atau kelangsungan
atur sehingga dapat memenuhi kebutuhan
metabolisme tumor.

~Transkripsi yang dimediasi hipoksia dan faktor
yang disekresi oleh pertumbuhan tumor dan jaringan
penyokong menyebabkan suatu up regulasi dan
aktivasi dari reseptor growth factor. Hasilnya adalah
peningkatan permeabilitas vaskuler, ekspresi matrix
metalloproteinases (MMPs) jaringan, dan kadang-
kadang digesti matriks, yang diperlukan untuk
pergerakan sel endotel. Peningkatan mitogenesis
sel endotel, penyebaran dan aktivasi faktor-faktor
lain menyebabkan pembentukan dan perpindahan/
pergerakan sel endotel, termasuk sel pendukung lain
seperti perisit, yang akan menyebabkan ekstensi
pembuluh darah, peningkatan integritas kapiler,
diferensiasi sel pendukung pembuluh mikro, dan
pembentukan jaringan vaskuler.

VEGF tidak hanya memainkan peran dalam
induksi angiogenesis, tetapi juga penting dalam
mendukung keberlangsungan pembuluh darah
baru yang terbentuk pada tumor. VEGF meregulasi
beberapa fungsi sel endotel yaitu proliferasi,
permeabilitas, vascular tone dan produksi molekul
vasoaktif. Pada ikatan ligan, reseptor tyrosin

7/10/2015 12:50:27 AM ‘
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mengalami fosforilasi sehingga reseptornya dapat
berikatan dan mengaktivasi sejumlah molekul
signaling seperti fosfatidilinositol 3-kinase (PI3K),
She, Grb2, SHP-1 dan SHP-2. Aktivasi reseptor VEGF
dapat menginduksi aktivasi kaskade MAPK melalui
stimulasi Raf yang menyebabkan ekspresi gen dan
proliferasi sel; aktivasi PI3K yang menyebabkan
aktivasi PKB dan survival sel; aktivasi PLC-y yang
menyebabkan proliferasi sel, permeabilitas pembuluh
darah dan angiogenesis.

Menurunnya ekspresi VEGF juga dapat terjadi
melalui mekanisme penghambatan tehadap kadar
NO®™, NO merupakan molekul yang diturunkan dari
L-arginin, dan dikatalisa oleh enzim-enzim nitric
oxide synthetase (NOS). NO mempunyai berbagai
efek biologi termasuk dalam neovaskularisasi.
Peningkatan aktivitas NOS mempunyai korelasi
positif terhadap densitas vaskuler dan pertumbuhan
tumore),

Pemberian ekstrak sambiloto dalam penelitian-ini

dapat menurunkan ekspresi VEGF, namun penurunan
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dapat menghambat PgP sehingga senyawa antikanker
dapat masuk ke dalam sel kanker®), Dalam penelitian
ini ekstrak Andrographis paniculata diberikan sebagai
zat tunggal, sehingga belum dapat disingkirkan peran
PgP dalam mempengaruhi efeknya terhadap sel target.

Belum adekuatnya penurunan ekspresi VEGF
belum dapat dijelaskan secara pasti dalam penelitian
ini. Namun hal ini menunjukkan bahwa lingkungan
mikro dan faktor-faktor biologi dalam tubuh
mempunyai andil yang tidak dapat diabaikan dalam
mempengaruhi efek suatu zat aktif terhadap sel
target. Beberapa kemungkinan penyebab masih
memerlukan penelitian lebih lanjut, antara lain: dosis
yang kurang memadai, waktu pemberian yang kurang
lama, sistem imun mencit atau faktor-faktor lain yang
mempengaruhi farmakokinetik dan farmakodinamik
sambiloto.

SIMPULAN

Ekstrak aquades sambiloto yang diberikan secara

ekspresi VEGF pada penelitian belum sampai pad'é _oral dapat menurunkan ekspresi VEGF pada jaringan
ekspresi VEGF jaringan mamma non neoplasia. ““adenokarsinoma mamma mencit C3H. Pemberian
Jaringan mamma non neoplasia memberikan ekspresi-. ekstrak sambiloto dosis 15 mg/hari memberikan
VEGF yang lemah®” atau bahkan nega'ti-ﬂﬂ“g). pengarih yang paling baik meskipun belum dapat
Beberapa hal mungkin berpengaruh 'terhadap” ..mencapai ekspresi VEGF jaringan non neoplastik.

penurunan ekspresi VEGF yang belum mencapai _

jaringan non neoplastik. Faktor lingkungan mikros™ «
seperti jaringan penyokong sangat berperan dalam J
mempengaruhi proses angiogenesis. Sel-sel jaringan———Penelitian didanai oleh program Penelitian

UCAPAN TERIMA KASIH

penyokong membantu pertumbuhan kanker melalui
beberapa mekanisme antara lain berpengaruh langsung
terhadap vaskulatur tumor dan pelepasan WEGF®),
Jaringan penyokong yang berhubungan dengan kanker
dapat memproduksi VEGF?'2223 karena adanya sinyal
kemotaktik yang berasal dari sel kanker.

Pemberian obat atau zat tertentu melalui oral akan
mengalami proses absorbsi, distribusi, metabolisme
dan ekskresi. Obat yang sampai ke sel target dan
menimbulkan efek sangat tergantung pada proses
absorbsi dan distribusi obat sampai pada sel target.
Proses tersebut dipengaruhi oleh banyak faktor seperti
kondisi fisiologi saluran cerna, mekanisme absorbsi
seperti transport aktif, karier protein (transporter)
yang diekspresikan dan kondisi patologis individu®®,
Poliglikoprotein (PgP) merupakan salah satu
transporter yang berfungsi sebagai penolak senyawa
kimnin kegadabea kuingdie okdene mddianjdiliigam d pgat
mengurangi jumlah senyawa kimia atau obat yang
terabsorbsi. PgP juga dapat menolak senyawa
antikanker untuk masuk ke dalam jaringan kanker
sehingga mengurangi efektifitas antikanker tersebut.
Dalam terapi kanker diperlukan senyawa lain yang
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