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Abstrak

Studi terdahulu telah diketahui bahwa mekanisme dari
obat yang digunakan dalam terapi pengobatan kanker merupakan
senyawa-senyawa yang mempunyai kemampuan untuk
menginisiasi kematian sel kanker. Salah satu senyawa yang
digunakan dalam kemoterapi yaitu doxorubicin tidak mempunyai
kemampuan untuk melakukan targeting secara spesifik hanya
pada sel kanker dan bersifat immunosupresif sehingga studi
terbaru yang dilakukan saat ini lebih berfokus pada senyawa
bahan alam untuk dimanfaatkan sebagai agen antikanker salah
satunya adalah senyawa trisindolina-4. Proses pemanfaatannya,
senyawa trisindolina-4 harus melalui beberapa pengujian
termasuk uji sitotoksisitas dan uji indeks fagositosis.

Uji in-vitro dilakukan dengan menambahkan senyawa
trisindolina-4 pada kultur makrofag dengan konsentrasi senyawa
uji 100, 50, 25, 12,5dan 6,25 (mg/ml). Kemudian dilakukan uji
fagositosis dengan latex beads dan dihitung indeks fagositosis
dan kapasitas fagositosis sel makrofag. Berdasarkan penelitian
ini, senyawa trisindolina-4 dapat meningkatkan aktivitas
fagositosis yang meliputi nilai indeks dan kapasitas fagositosis
sel makrofag M. musculus. Hasil aktivitas fagositosis terbaik
didapatkan pada perlakuan trisindolina-4 25 mg/ml.

Kata kunci : apoptosis, fagositosis, makrofag, trisindolina-4
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Abstract

Previous study mentioned that the mechanism of the drug
used in cancer treatment therapy is compounds that have the
ability to initiate cancer cell death. One of the compounds used in
chemotherapy, doxorubicin, does not have the ability to target
specifically only cancer cells and has immunosuppressive impact
to immune system, so recent studies have focused more on natural
compounds to be used as anticancer agents, one of which is the
trisindoline-4 compound. In the process of utilization, the
trisindoline-4 compound must undergo several tests including
cytotoxicity testand phagocytic activity measurement.

In-vitro study of phagocytic activity were performed by
adding trisindoline-4 compounds to macrophage cultures with
concentrations of 100, 50, 25.5 and 6.25 (mg/ml). A phagocytosis
test was performed with latex beads then phagocytic activity of
macrophage cell of M. musculus by calculating phagocytic index
and phagocytic capacity. The result showed that trisindoline-4
compound can increase macrophage cell phagocytic activity of
macrophage cells of M. musculus in trisindoline-4 with
concentration of the compound was 25 mg/ml.

Keywords: apoptosis, phagocytosis, macrophages, trisindolina-4
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BAB I
PENDAHULUAN

11 Latar Belakang

Kanker merupakan kondisi patologi yang disebabkan oleh
pembelahan sel secara terus menerus secara tidak terkendali
(Meier et al., 2000). Kanker berkembang dari sel-sel yang
mengalami pembelahan terus menerus kemudian membentuk
massa tumor primer yang kemudian dapat mengalami metastasis
dan menyebar ke bagian tubuh lain melalui pembuluh darah.
Beberapa tipe kanker yang menjadi penyebab utama kematian
yang diakibatkan oleh kanker adalah kanker paru-paru, kanker
pada kolon, kanker pada liver dan kanker payudara (Gibbs et al.,
1994), sehingga dilakukan beberapa upaya pengobatan terhadap
kanker seperti terapi antihormonal, kemoterapi dengan
menggunakan anthracycline agent seperti doxorubicin, inhibisi
pada tirosin kinase, targeting pada Bcl-Abr fusi protein, targeting
pada reseptor epidermal growth factor (EGFR) dan targeting
HER-2 (Rosland dan Engelsen, 2015; Yang et al., 2014), dimana
pada beberapa kasus kemoterapi menggunakan antrasiklin
menyebabkan efek samping kardiotoksisitas seperti kerusakan
oksidatif, nekrosis pada kardiomiosit, apoptosis  pada
kardiomiosit, dan kerusakan yang diakibatkan pembentukan
reactive oxygen species (ROS) (Li etal., 2017).

Selain itu, treatment kanker secara konvensional juga
menimbulkan efek samping yaitu agen kemoterapi bersifat
immunosupresif terhadap sistem imun. Efek immunosupressif
tersebut berupa infiltrasi makrofag pada solid tumour dan
membentuk tumour associated macrophage (TAMs) (Bracci et
al., 2014) dan infiltrasi sel T regulatori (Treg) yang menekan
aktivitas sel T pembunuh (CD8*T) via kontak antar sel atau
dengan sekresi transforming growth factor B (TGF B) (Issa-
Nummer etal., 2013).

Penelitian tentang senyawa yang berpotensi sebagai agen
kemoterapi atau berpotensi sebagai antikanker konvensional



hanya melalui uji pre-klinikal yang dilakukan secara in vitro
dengan menggunakan cell line dan in vivo menggunakan mencit,
dan tidak melalui uji immunologi sebagai follow-up, sehingga
menimbulkan masalah pada respon immunologi ketika diuji
secara in vivo menggunakan maximum tolerated dose (MTD)
yang terdapat pada uji klinikal tahap 11 dan tahap Il (Galluzi et
al., 2015) sehingga perlu dilakukan suatu studi terhadap senyawa
baru berpotensi sebagai antikanker terhadap sistem imun.

Berdasarkan studi yang telah dilakukan diketahui bahwa
organisme laut merupakan sumber dari senyawa-senyawa alam
yang bersifat bioaktif. Dikarenakan kondisi fisik dan kimia laut
yang sedemikian rupa, diketahui bahwa setiap kelas dari
organisme laut dapat menghasilkan senyawa bioaktif dengan
berbagai variasi struktur molekul yang unik. Senyawa-senyawa
ini berperan di dalam proses biokimia dan fisiologi organisme
laut sebagai proteksi dari predator, infeksi, dan kompetisi
(Hussain Md. et al., 2011). Senyawa produk alami yang diperoleh
dari organisme laut banyak ditemukan pada invertebrata laut
(Imperatore et al.,, 2014). Senyawa-senyawa bioaktif ini
merupakan metabolit yang mempunyai manfaat secara
farmakodinamik  diantaranya berperan sebagai antifungal,
antibiotik, toksik, sitotoksik, neurotoksik, antimitotik, antiviral,
antineoplastik, dan aktivitas CV. Penelitian yang lebih baru
mengungkapkan bahwa senywa-senyawa ini berfungsi sebagai
immunosupresan, anti-inflamasi, potensi obat Alzheimer dan lain-
lain (Kelecom, 1999).

Senyawa berpotensi antikanker yang digunakan dalam
penelitian ini adalah  senyawa trisindolina, yang merupakan
senyawa derivat dari senyawa indola yang merupakan hasil
asosiasi antara bakteria Vibrio parahaemolitycus dengan spesies
sponge Hyrtios altus (Kobayashi dan Ishibashi, 1994).

Senyawa indola merupakan senyawa derivatif yang terdiri
dari major group senyawa aromatik heterosiklik yang digunakan
secara luas bahan obat-obatan, bahan pewarna, dan solven.
Senyawa indola banyak digunakan di dunia farmasi karena



bersifat toksik tinggi bagi mikroorganisme, mutagen dan
karsinogen (Arora et al., 2015).

1.2 Rumusan Permasalahan

Senyawa Trisindolina 4 memiliki potensi sebagai
senyawa antikanker dengan nilai 1Cs, sebesar 15,46 uM, sehingga
pada penelitian ini dilakukan uji lanjutan yaitu uji in-vitro
senyawa trisindolina 4 terhadap induksi aktivitas fagositosis sel
makrofag mencit (Mus musculus).

1.3 Batasan Masalah
Batasan masalah dari penelitian ini adalah:

1. Uji aktivitas fagositosis dari sel makrofag Mencit (M.
musculus) dilakukan secara in vitro.

2. Latex beads digunakan sebagai representasi antigen yang
menginduksi proses fagositosis pada sel makrofag.

3. Senyawa trisindolina-4 hasil sintesis didapatkan dari
Departemen Kimia, Fakultas llmu Alam, Institut Teknologi
Sepuluh Nopember.

14 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui
aktivitas senyawa trisindolina-4 untuk meningkatkan kemampuan
fagosistosis sel makrofag Mencit (M. musculus).

15 Manfaat

Manfaat dari penelitian ini adalah memberikan informasi
mengenai senyawa trisindolina-4 pengaruhnya terhadap aktivitas
fagositosis sel makrofag mencit (M. musculus).



“Halaman ini sengaja dikosongkan”



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kanker

Kanker merupakan kondisi patologi yang disebabkan
pembelahan sel terus-menerus secara tidak terkendali (Li et al.,
2011). Kanker berkembang dari sel-sel yang mengalami
pembelahan terus-menerus kemudian terbentuk massa tumor
primer yang kemudian dapat mengalami metastasis dan menyebar
ke tempat lain di dalam tubuh melalui pembuluh darah. Beberapa
tipe kanker penyebab kematian yang diakibatkan kanker adalah
kanker paru-paru, kanker pada kolon, liver dan kanker payudara
(Gibbs etal.,1994).

Kanker payudara merupakan tumor malignan yang
menyebabkan kematian pada 400.000 wanita di seluruh dunia
(Kamangar et al., 2006).

2.2 Kematian sel

Kematian sel merupakan proses sel kematian sel berperan
penting dalam proses ontogeni, homeostasis dan patologi.
Beberapa tipe keamatian sel yaitu apoptosis, nekrosis, nekroptosis,
piroptosis dan autofagi (Negroni et al., 2015).

Apoptosis ~ Necroj ptosis Pyroptosis Necrosis Autophagy

DAMPs Stress
(e.g., starvation

Death ligand Death ligand PAMPs Stress s
Death £ - (e.g., DNA damage) pathogens)
receptor | eeeeee
% FADD l NLRP3 ~ xsc Eo T ST—
Death FADD Caspdse-8 o i
i ASC )| & e -
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Gambar 2.1. Tipe kematian sel (Negroni et al., 2015).



22.1 Apoptosis

Apoptosis merupakan kematian sel terprogram yang
berperan penting di dalam homeostasis jaringan (Klener Jr. et al.,
2006). Namun pada kondisi tertentu, terutama banyak ditemukan
dalam sel kanker, sel kehilangan kemampuan apoptosisnya dan
menyebabkan perkembangan dan pertumbuhan sel yang tak
terkendali (Muhammad et al., 2015). Apoptosis ditandai dengan
morfologi sel yang mengerut dan menebal, pyknosis atau kromatin
mengalami kondensasi, dan organel-organel yang memampat.
Pada proses selanjutnya yang disebut budding, sel mengalami
membrane blebbing diikuti oleh karyoheksis dan fragmentasi sel
menjadi badan apoptotik. Badan apoptotik terdiri dari sitoplasma
dan organel-organel yang termampatkan tanpa fragmentasi
nukleus. Pada proses ini integritas membran masih dipertahankan
dengan membran plasma yang utuh. Kemudian, badan apoptotik
akan ditelan secara subsekuen oleh makrofag, sel-sel parenkimal,
atau sel neoplastik dan didegradasi oleh fagolisosom (Elmore,
2007).

Mekanisme apoptosis merupakan proses kaskade dengan
beberapa pathway yang kompleks (Elmore, 2007). Beberapa
pathway apoptosis yaitu, caspase-dependent classical apoptosis
dan caspase-independent atau juga disebut sebagai nekroptosis.
Pada mekanisme apoptosis caspase-dependent, apoptosis diinisiasi
oleh faktor inisisasi intrinsik dan faktor inisiasi ekstrinsik. Pada
faktor ekstrinsik, apoptosis diaktivasi oleh pengikatan reseptor
transmmebran atau death receptor oleh ligan-ligannya (Chaabane
et al., 2013). Dua pathway tambahan dari mekanisme apoptosis
mengikutsertakan  T-cell sitotoksik yang termediasi dan
pembunuhan sel via perforyne-granzyme-dependent pathway.
Pada perforyne-granzyme-dependent pathway, apoptosis dapat
diinduksi via granzyme A atau granzyme B. Apoptosis yang
diinduksi oleh faktor intrinsik, faktor ekstrinsik dan granzyme B
merupakan apoptosis yang diinisiasi dengan pembelahan caspase-
3 yang menghasilkan fragmentasi DNA, degradasi sitoskeletal dan
nuklear protein, crosslinking protein, pembentukan badan



apoptotik, ekspresi dari ligan untuk sel reseptor fagositosis dan
berakhir dengan proses fagositosis oleh sel-sel fagositik.
Sedangkan pada granzyme A pathway, apoptosis diinduksi dengan
caspase-independent pathway dengan perusakan terhadap rantai
tunggal DNA (Elmore, 2007).

gy
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Gambar 2.2. Mekanisme apoptosis (Duprez et al., 2009).

a. Mekanisme apoptosis oleh faktor ekstrinsik

Mekanisme apoptosis yang diinduksi oleh faktor ekstrinsik
adalah mekanisme apoptosis yang diinduksi oleh pengikatan death
ligand pada death ligand receptor yang terdapat pada membran sel.
Death ligand merupakan glikoprotein tipe Il yang termasuk ke
dalam superfamili tumour necrosis factor (TNF). Beberapa ligan
yang termasuk ke dalam famili TNF adalah TNF-a, yang terdiri
dari TNFSF2 dan catechin; ligan Fas yang terdiri dari TNFSF6,
FasL, ligan CD95, dan Apo-1L; dan TNF-a-related apoptosis-



inducing-ligand yang terdiri dari TRAIL dan TNFSF10. Reseptor
dari death ligand yang termasuk ke dalam famili TNF adalah
protein membran tipe | yang termasuk ke dalam death receptor
subgrup dari TNF receptor super-famili (TNF-R). Famili protein
TNF-R dikarakterisasikan dengan adanya domain ekstraselular
yang kaya sistein atau cystein-rich domain extracellular (CRDs)
yang berperan dalam mengikat death ligand pada reseptornya
(Klener et al., 2006).

Mekanisme apoptosis oleh faktor ekstrinsik diawali
dengan pengikatan tumor necrosis factor (TNF) kepada
reseptornya yaitu tumour necrosis factor receptor-1 (TNFR-1)
diikuti oleh pembentukan dua kompleks TNFR. Kompleks |
TNFR-1 terdiri dari adaptor protein TNFR-associated death
domain (TRADD), death domain (DD) yang terdiri dari protein
kinase receptor-interacting protein-1 (RIPK1),ubiquitin E3 ligases
TNFR-associated factor 2 (TRAF2), dan cellular inhibitor of
apoptosis protein (clAP1). Sedangkan kompleks 11 TNFR-1 terdiri
dari adaptor Fas-assoociated death domain protein (FADD),
caspase-8, RIPK1 (lla), dan atau RIPKK3 (l1b) (Belizario et al.,
2015). Pengikatan TNF pada reseptornya yang berupa TNFR-1
yang diikuti oleh pembentukan kompleks ligan-resptor-protein
adaptor akan memicu sinyal-sinyal downstream seperti NF-«B,
JNK dan p38 untuk mempertahankan sel agar tetap hidup dengan
menginduksi ekspresi dari gen antiapoptotik seperti cFLIP yang
merupakan inhhibitor dari proses signaling TNFR. Perubahan
postransalasional dari kompleks | seperti deubiquitinasi RIP dapat
menyebabkan diasosiasi RIP1 dan TRADD dari kompleks
sehingga kompleks tersebut akan berikatan dengan FADD dan
caspase-8 atau caspase-10 untuk membentuk kompleks apoptosis
Il (Koff etal., 2015).

Pada mekanisme apoptosis oleh faktor ekstrinsik,
pengikatan ligan dari TNF famili seperti CD95 (merupakan sinyal
pertama apoptosis, yang terdiri dari Fas dan Apol) dan TRAIL
berikatan dengan satu death receptor utama untuk menarik
molekul-molekul death effector domain (DD), FADD dan atau



TRADD. Rekrutmen FADD memicu terjadinya pro-apoptotic
pathway, sedangkan TRADD menginduksi sinyal antiapoptotik.
FADD kemudian menarik protein-protein yang mengandung DD
atau DED seperti caspase-8 atau caspase-10 untuk membentuk
formasi death-inducing complex (DISC) pada kompartemen
sitoplasmik. Karena TRADD berfungsi untuk menginduksi
ekspresi dari gen antiapoptosis, tetapi pada kondisi tertentu, RIP1
akan diubiquitinasi oleh enzim cylindromatosis (CYLD) yang
menyebabkan RIP1 dan TRADD terdiasosiasi dari kompleks 1.
RIP1dan TRADD kemudian berikatan dengan FADD membentuk
kompleks 11 dan mengaktifkan caspase-8dan caspase-10. Caspase-
8 dan caspase-10 yang teraktivasi akan mengaktifkan caspase
efektor seperti caspase-3, caspase-6 dan caspase-7 (Koff et al.,
2015).

a. Mekanisme apoptosis oleh faktor intrinsik

Apoptosis pada jalur intrinsik merupakan apoptosis yang
diinisiasi tanpa mediasi dengan reseptor yang memberikan sinyal
intraselular pada sel target. Apoptosis pada jalur intrinsik diinisiasi
oleh mitokondria (Elmore, 2007).

Mekanisme apoptosis oleh faktor intrinsik diinisiasi oleh
stimulus internal seperti kerusakan DNA dan kurangnya growth
factor dan pengaktifan protein BAX dan BAK. Protein BAX dan
BAK kemudian bergerak ke mitokondria dimana kedua protein
tersebut akan mengalami homodimerisasi untuk membentuk sisi
berikatan dimer-dimer sehingga terbentuk pori-pori pada
permukaan mitokondria dan meningkatkan permeabilitas membran
(MOMP) yang menyebabkan protein dilepaskan dari ruang
intermembran mitokondria. Salah satu protein membran yang
dilepaskan tersebut adalah cytochrome c. Cytochrome ¢ kemudian
berikatan dengan molekul adaptor caspase, apoptotic protease-
activating factor (Apaf-1), dengan kondisi terdapat ATP atau
dATP, yang memicu oligomerisasi Apaf-1menjadi molekul wheel-
like heptamer yang mengaktifkan caspase dan rekrutmen domain
(CARDs). Secara konsekuen, Apaf-1 CARD domain akan
berikatan ke procaspase-9 CARDs untuk membentuk apoptosom.
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Pada kompleks ini, procaspase-9 akan terdimerisasi dan bersifat
auto-aktif membentuk caspase-9. Caspase-9 yang telah teraktivasi,
akan mengaktifkan caspase efektor seperti caspase-3 dan caspase-
7 (Koff et al., 2015; Youle dan Strasser, 2008).
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Gambar 2.3. Meaknisme intrinsik dan ekstrinsik pada apoptosis (Youle
dan Strasser, 2008).

2.2.1.1 Cystein aspartate specific protease (caspase)

Caspase merupakan enzim yang disintesis dari proenzim
yang diaktifkan oleh pembelahan proteolitik. Enzim yang aktif
mempunyai struktur berupa kompleks heterotetramerik dari dua
subunit yang terdiri dari sisi aktif dan dua subunit yang lebih kecil.
Caspase terdiri dari beberapa macam caspase yang mempunyai
fungsi sebagai promotor atau inhibitor apoptosis (Nicholson,
1999).

Caspase menjadi komponen penting dalam proses
apoptosis dengan memotong sitoskeletal dan protein-protein ang
penting untuk mempertahankan struktur sel dan enzim-enzim yang
berperan dalam metabolisme dan sistem perbaikan sel (Gorman et
al., 1998).
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2.2.1.2 Bcl-2 Family Protein

Famili protein BcL-2 dikarakterisasikan berdasarkan
adanya homologous o-helikal asam amino yang mengalami
stretching. Berdasarkan fungsinya, famili BcL-2 dibagi menjadi
famili BcL-2 anti-apoptotik yang terdiri dari Bcl-2 dan Bcly,, dan
Bcl famili pro-apoptotik yang terdiri dari BAX dan BAK. Famili
protein Bcl-2 anti-apoptotik dicirikan dengan adanya domain Bcl-
2 homologi (BH) domain 4, dan pada famili protein Bcl-2 pro-
apoptotik dicirikan dengan adanya domain BH3 (Gross et al.,
1999; Vander Heiden dan Thompson, 1999).

2.2.2 Nekrosis

Nekrosis adalah kematian dari sel atau jaringan akibat
respon terhadap stres fisikokimia ekstrem seperti panas, osmotic
shock, dan mechanical stress. Oleh karena itu, nekrosis
dideskripsikan sebagai kematian sel tidak terkontrol. Nekrosis
terjadi ketika sel kehilangan integritas plasma membrannya diikuti
oleh cellular collapse dan nukleus yang membesar. Karena
kehilangan integritas dari membran plasmanya, nekrosis dapat
menyebabkan respon berupa inflamasi (Krysko et al., 2008;
Vanden Berghe et al., 2010).

Nekrosis dapat terjadi karena tidak adanya mekanisme
apoptosis atau terdapat inhibisi terhadap apoptosis. Pada studi yang
lebih lanjut yang telah dilakukan, diketahui bahwa agen induksi
dari apoptosis juga dapat menyebabkan induksi terjadinya nekrosis
(Vercammen et al., 1998).
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Gambar 2.4. Mekanisme nekrosis (Duprez et al., 2009).

2.2.3 Nekroptosis

Nekroptosis adalah kematian sel akibat suatu stressor atau
injury yang terprogram. Nekroptosis dikarakterisasikan dengan
cell swelling, disfungsi mitokondria, permeabilisasi membran sel,
dan keluarnya komponen-komponen sitoplasmik ke ekstraselular
sel. Mekanisme nekroptosis berasosiasi dengan adanya reactive
oxygen species (ROS) tetapi berbeda dengan apoptosis,
nekroptosis tidak diikuti dengan fragmentasi DNA (Wu et al.,
2012). Beberapa faktor yang dapat menyebabkan sel mengalami
nekroptosis adalah ligan dari death receptor family seperti TNFa,
faktor fisik dan kimia atau hipoksia (Fulda, 2013).

Mekanisme nekroptosis pada jalur TNFa, diawali dengan
pengikatan death receptor ligand TNFa pada TNF receptor 1
(TNFR1) yang terdapat pada membran plasma. Proses ini diikuti
oleh perekrutan molekul adaptor seperti TRADD yang terdiri dari
signaling molecules seperti RIP1, clAP1, clAP2, TRAF2, dan
TRAF5 pada sisi sitoplasmik dari TNFR1. Rekrutmen ini
menyebabkan signaling molecules membentuk kompleks I, yang
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merupakan kompleks multimerik protein yang akan menyebabkan
proses poliubiquitinilasi pada RIP1 oleh protein clAP. Mengikuti
proses poliubiquitinilasi, RIP1akan menyediakan dockingsite bagi
TAK1, TAB2, dan TAB3, yang akan menghasilkan pengaktifan
pada faktor transkripsi dari NF-kB (Fulda, 2013).

Bersamaan dengan pengikatan TNFa, TNFRI
terinternalisasi untuk membentuk sinyal tranduksi via membrand-
bound receptor yang terligasi yang secara subsekuen akan
mengubah komposisi molekular dari signaling protein. Formasi ini
menyebabkan formasi kompleks TNFR Il yang mengandung
FADD, RIP1, dan caspase-8 yang berfungsi untuk aktivasi
caspase-8yang berfungsi untuk inisiasi apoptosis terbentuk. Tetapi
jika caspase-8 tidak dapat mengaktifkan kompleks ini, maka akan
terbentuk kompleks lain yang disebut sebagai nekrosom.
Kompleks nekrosom mengandung FADD, RIP1, dan penambahan
RIP3 yang berfungsi untuk menginisiasi terjadinya nekroptosis
(Fulda, 2013).

224 Piroptosis

Piroptosis merupakan kematian sel yang terjadi pada host
cell yang diakibatkan oleh kondisi-kondisi yang menghalangi
terjadinya kondisi apoptosis. Piroptosis dikontemplasikan sebagai
kematian sel pro-infalamatori dikarenakan kebutuhannya pada
aktivasi caspase-1 dan rute pro-inflamatori (Bergsbaken et al.,
2009; Santos et al., 2003). Inflamatori sitokin yang dikeluarkan
pada saat terjadinya piroptosis adalah IL-1p dan IL-18 (Fantuzzi
dan Dinarello, 1999; Bergsbaken et. al., 2009).
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Gambar 2.5. Piroptosis (Tricarico et al., 2013).

225 Autofagi

Autofagi merupakan mekanisme pencernaan oleh lisosom
dari sel eukariotik yang dikarakterisasikan dengan penghancuran
organel yang telah rusak, protein-protein lama dan protein yang
mengalami malformasi ketika proses biosintesis. Beberapa
mekanisme induksi autofagi adalah regulasi autofagi oleh 1G-
I/insulin, regulasi autofagi oleh m-TOR regulasi autofagi oleh
DRAM dan p53 dan regulasi autofagi oleh FOXO dan ROS
(Babadani, 2012).

2.3 Fagositosis

Fagositosis merupakan proses dimana sel akan menelan
partikel-partikel solid (=5um) untuk membentuk vesikel internal
yang disebut fagosom (Flannagan et al., 2012; Esteban et al.,
2015). Proses fagositosis berperan penting dalam respon imunitas
tubuh terhadap patogen seperti bakteri, virus dan parasit (Liu et
al., 2014). Faktor penting yang mempengaruhi proses fagositosis
adalah sifat virulensi dari agen patogen dan sistem pertahanan dari
jaringan yang menjadi host dari patogen tersebut. Meskipun
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jaringan-jaringan seperti sel-sel epitel, jaringan fibroblas dan sel-
sel yang lain dapat menjalankan fungsi dari proses fagositosis,
tetapi komponen utama dari proses fagositosis adalah neutrofil,
monosit inflamator, makrofag, dan sel dendritik yang belum
mengalami maturasi (Silva dan Correia-Neves, 2012).

Mekanisme fagositosis dimulai dengan pengenalan
partikel oleh sel yang menyebabkan terjadinya proses fisikokimia
antara membran sel dan partikel. Proses fisikokimia tersebut
menyebabkan terikatnya partikel pada membran sel. Interaksi
antara sel dan target dapat dikategorikan menjadi dua yaitu,
interaksi antar membran sel target dan partikel secara langsung
(non-psonic phagocytosis) dan interaksi antar membran sel target
dan partikel secara tidak langsung (opsonic phagocytosis) yaitu
interkalasi antar membran sel target dan partikel yang dihubungkan
oleh opsonin seperti antibodi, komponen komplemen dan lain-lain
(Hespanhol dan Mantovani, 2002).

Inisiasi fagositosis dimulai dengan pengikatan partikel
pada permukaan membran plasma. Partikel kemudian masuk ke
dalam sel dengan diselubungi oleh membran fagosomal yang
merupakan derivat dari membran plasma (Aggeler dan Werb,
1982).

23.1 Sel-selfagositik

Sel-sel fagositik adalah sel dengan kemampuan untuk
memfagositosis sel lainnya, dimana pada mamalia sel-sel fagositik
terdiri atas polimorfonuklear leukosit, monosit dan makrofag
(Hespanhol dan Mantovani, 2002).

2.3.2 Makrofag
Makrofag merupakan mononuklear fagosit dalam populasi
heterogen yang terdapat pada jaringan tubuh yang dapat
beradaptasi dengan lingkungan sekitarnya baik dalam keadaan
stabil maupun dalam keadaan respon inflamasi (Hamilton, 2011).
Makrofag merupakan sel dengan banyak variasi bentuk sel
dengan sebagian besar sel makrofag mempunyai ukuran diameter
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14 — 20 pm. Makrofag mempunyai perinuklear sitoplasma yang
mengandung mitokondria, banyak lisosom, retikulum endoplasma
kasar, apparatus golgi, yang mengindikasikan kemampuan untuk
mensintesis dan mensekresikan protein. Sitoplasma perifer
biasanya tidak memiliki organel dan bergerak terus-menerus
(Tizard, 1988). Sel makrofag mempunyai morfologi berupa sel
yang berbentuk besar dengan mengandung benang kromatin halus
menyerupai benang sitoplasma dan mempuyai granula azurofilik
(Yulinery dan Nurhidayat, 2012).

Makrofag pertama kali diidentifikasi  oleh  Elie
Metchnikoff (1845-1916) pada akhir abad 19 dan dinyatakan
sebagai sel fagosit besar. Berdasarkan aktivitas fagositosisnya,
makrofag pertama kali diklasifikasikan sebagai sel-sel dari sistem
retikuloendotelial dimana mencakup sel-sel lain seperti sel-sel
endotelial, sel fibroblas, limfa dan sel retikular limfoid, sel
Kuppfer, splenosit, dan monosit. Namun proses endositosis oleh
sel endotelian yang berbeda dari proses fagositosis menghasilkan
pendapat baru tentang klasifikasi makrofag pada akhir 1960
dimana sistem sel yang berperan dalam proses fagositosis
dikelompokkan menjadi mononuclear phagocytic system (MPS).
MPS merupakan kelompok sel yang dapat melakukan fagositosis
dengan kemiripan secara morfologi dan fungsi. Sel yang termasuk
ke dalam kelompok MPS adalah pro-monosit, monosit, makrofag,
sel-sel dendritik (DCs), dan progenitor bone marrow (BM)
(Gordon dan Pliidemann, 2017).



17

hutigiL} x}'\—;’(

(e
|Fc receptar]

Gambar 2.6 Makrofag dan reseptorpada plasma membrannya (Gordon
dan Plidemann, 2017).

Dalam reaksi inflamasi makrofag mempunyai kemampuan
untuk mensekresikan beberapa faktor seperti chemokin, sitokin,
growth factor, dan reactive oxygen species (ROS) (Chang et al.,
2012). Makrofag mempunyai kemampuan untuk menelan beberapa
target seperti patogen, sel yang mati, partikel asing seperti debu
dan pollen dan lain-lain (Paulet al., 2013).

Berdasarkan responnya terhadap stimuli, makrofag
dikategorikan menjadi makrofag M1 yaitu sel makrofag teraktivasi
yang berfungsi sebagai pro-inflamator yang melawan infeksi dan
makrofag M2 yaitu sel makrofag teraktivasi secara alternatif yang
berasosiasi dengan respon kepada anti-inflamator dan perbaikan
jaringan (Jablonski etal., 2016) dimana makrofag M1 merupakan
subset makrofag yang diaktifkan oleh ligan Toll-like receptor
(seperti lipopolisakarida) dan interferon-y. Makrofag M1
mengekspresikan cytokine pro-inflamatori dan nithric-oxide
synthase indusibel. Sedangkan makrofag M2 merupakan subset
makrofag yang distimulasi oleh interleukin-4 (IL-4), atau IL-3.
Makrofag M2 mengekspresikan arginase 1, yang merupakan
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reseptor mannose receptor CD206 dan IL-4 receptor a-chain
(Murray dan Wynn, 2011).

2.3.3 Perkembangan sel makrofag

Peristiwa inflamasi menyebabkan rekrutmen pada sel-sel
imun untuk mengeliminasi material asing, penyembuhan terhadap
jaringan yang rusak, dan untuk mempetahankan homestasis
jaringan. Monosit direkrut dari sistem peredaran darah, kemudian
jumlah monosit dan neutrofil yang diproduksi dalam sum-sum
tulang belakang akan meningkat. Monosit akan terdiferensiasi
menjadi makrofag dan akan bercampur dengan sel-sel makrofag di
jaringan tersebut dan akan memulai pembersihan terhadap material
asing (Murray, 2016).

Perubahan sel monosit menjadi makrofag ini berkaitan
dengan polarisasi sel monosit menjadi makrofag M1 atau M2
bergantung pada sinyal yang diterimanya untuk berpolarisasi
sesuai dengan kebutuhan untuk perbaikan jaringan atau oleh
faktor-faktor pro-inflamatori (Murray, 2016).
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Gambar 2.7 Perkembangan sel makrofag dari monosit (Brostoff et al.,
2006).
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Gambar 2.8 Proses inflamasi dan rekrutmen makrofag (Murray, 2011).

234 Aktivasi makrofag

Studi tentang aktivasi makrofag secara konvensional
dalam kondisi in vitro dilakukan dengan menstimulasi makrofag
dengan memanfaatkan mikrobial agonis atau cytokine dan
mengukur produksi cytokine efektor dan perubahan ekspresi
genetik (Murray dan Wynn, 2011).

2.3.5 Fagositosis pada badan apoptotik

Proses fagositosis pada badan apoptotik oleh makrofag
meliputi tiga proses utama yaitu pengenalan badan apoptotik oleh
makrofag, pengikatan, dan engulfment debris badan apoptotik oleh
makrofag (Fadok et al., 2001; Arandjelovic dan Raichandran,
2015).

Fagositosis dapat dilakukan secara profesional yang
merupakan fagositosis yang dilakukan oleh sel-sel fagositik seperti
makrofag, osteoklas, eosinofil, neutrofil, monosit dan sel-sel
dendritik (Ginhoux dan Guilliams, 2016), dan fagositosis secara
non-profesional yang merupakan fagositosis yang dilakukan oleh
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sel-sel fagosit terdekat seperti sel-sel epitelial, sel-sel endotelial,
dan sel fibroblas. Keduanya diketahui mempunyai mekanisme
fagositosis yang sama dengan profesional fagositosis menunjukkan
kapasitas fagositosis lebih tinggi daripada kapasitas fagositosis
non-profesional (Parnaik et al., 2000).

Pada saat sel mengalami apoptosis, sel tersebut akan
mengeluarkan sinyal find-me kepada sel-selfagosit. Sinyal find-me
tersebut berupa chemoattractan solubel yang terdiri dari nukleotida
trifosfat  (ATP/UTP), lipopolifosfatidilkolin ~ (lysoPC), dan
chemokine CX;CL1 (Lauber et al., 2003; Truman et al., 2008;
Elliot et al., 2009; Mufoz et al., 2010). Kontak yang terjadi
diantara sel yang mengalami apoptosis dan makrofag kemudian
dimediasi via ligan yang terdapat pada sel yang mengalami
apoptosis (yang disebut sebagai sinyal eat-me) dan reseptor
engulfment yang terdapat pada makrofag yang dapat mendeteksi
marker eat-me tersebut. Marker sinyal eat-me tersebut merupakan
fosfatidilserin  (PtdSer) yang kemudian dapat direkognisi oleh
reseptor PtdSer pada makrofag yang meliputi Bail, Tim-4, dan
Stabilin-2 (Kobayashi et al., 2007; Park et al., 2007, 2008, 2009;
Miyanishi et al., 2007; Nakayama et al., 2009).
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Gambar 2.9 Proses fagositosis badan apoptotik oleh makrofag (Elliot
dan Ravichandran, 2010).

Pada saat apoptosis awal, membran sel akan kehilangan
keasimetrisan membran dan keluarnya PtSer sebagai apoptoticcell
recognition. Protein yang membantu dalam eksternalisasi PtSer
telah teridentifikasi sebagai eight transmembran spanning
Transmembrane Protein 16F (TMEM16F). PtSer yang telah
tereksternalisasi dapat berikatan dengan milk fatglobule epidermal
growth factor 8 (MFG-E8) yang kemudian dapat menjembatani
fosfolipid menuju ke integrin o, f; atau o,fs yang terdapat pada
makrofag dan monosit. PteSer juga dapat direkognisi secara
langsung oleh reseptor-reseptor seperti Bail, Tim5, dan Stabilin2
(Segawa et al., 2011; Dillon et al., 2000; van den Eijinde et al.,
2001).

Beberapa faktor yang mempengaruhi proses fagositosis
pada makrofag adalah ukuran partikel yang difagositosis, bentuk
partikel, permukaan partikel dan formulasi penyusun partikel.

Ukuran partikel yang dapat dofagositosis oleh sel
makrofag adalah sekitar 3 pm sampai dengan 6 pm. Selain itu,
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makrofag juga dapat memfagositosis partikel dengan ukuran
nanopartikel (Hirota et al., 2007). Ketika memfagositosis suatu
partikel, makrofag akan mengalami perubahan struktural yaitu
membran sel makrofag akan membentuk selubung pada partikel
terfagositosis, mulai dari starting-point  fagositosis yang
bergantung pada sudut kontak yang dibentuk oleh bentuk partikel
dan membran sel makrofag (Champion dan Mitragotri, 2006).
Seperti kebanyakan sel mamalia lainnya, sel makrofag mempunyai
muatan negatif pada permukaannya, sehingga permukaan partikel
dengan muatan negatif yang lemah akan lebih cepat difagositosis
daripada partikel-partikel dengan muatan negatif kuat seperti
kelompok hidroksil dan atau kelompok sulfat (Makino et al.,
2003a). Sedangkan formulasi partikel dapat mempengaruhi proses
fagositosis dikarenakan komposisi partikel akan berinteraksi
langsung dengan komponen-komponen dalam sel makrofag pada
saat proses fagositosis seperti contoh partikel dengan
fosfatidilserin akan lebih mudah difagositosis daripada partikel
dengan fosfatidiletanolamin atau asam fosfatidik (Makino et al.,
2003b).

2.3.5.1 Mouse peritoneal macrophage

Ruang peritonial merupakan rongga yang tersusun atas
membran yang berikatan dan terisi oleh cairan abdominal yang
terdapat pada mamalia, dimana rongga peritonial tersebut
mencakup liver, limpa, organ-organ gastrointestinal dan viscera
lain. Cairan dalam rongga peritonial terdiri atas beberapa jenis sel
imun seperti makrofag, sel B, dan sel T (Zhang et al., 2008).

2.3.6 Indeks fagositosis

Menurut Hartini et al. (2013), indeks fagositosis adalah
jumlah lateks beads yang dicerna oleh makrofag pada 2 bidang
pandang dikalikan dengan 100 kemudian dibagi dengan jumlah
makrofag pada 2 bidang pandang.
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2.3.7 Kapasitas fagositosis
Kapasitas fagositosis merupakan jumlah suatu objek yang
difagositosis oleh makrofag aktif (Hariyanti dkk., 2015).

238 Latex beads

Latex beads merupakan salah satu tipe polistirena
mikrosfer yang mempunyai ukuran sekitar 0,5-4,6 pm dan banyak
digunakan dalam studi fagositosis oleh makrofag terutama
makrofag peritoneal (Champion et al., 2008).

24 Pengobatan kanker

Beberapa mekanisme pengobatan kanker adalah terapi
antihormonal, inhibisi pada tirosin kinase, targeting pada Bcl-Abr
fusion protein, targeting pada reseptor epidermal growth factor
(EGFR) dan targeting HER-2, (Rosland dan Engelsen, 2015).

Beberapa permasalahan dalam pengobatan kanker saat ini
adalah solubilitas dari agen kemoterapi yang terbatas, reduksi
bioavailability, adanya resistensi sel kanker terhadap agen
kemoterapi, toksisitas sistemik dan biodistribusi nonselektif yang
menyebabkan kerusakan pada sel-sel normal (Chakraborti et al.,
2017).

241 Doxorubicin

Doxorubicin merupakan generasi pertama dari antibiotik
anthracycline yang pada selular level dapat menginduksi inhibisi
pada DNA-dependent DNA dan RNA polimerase sehingga
menyebabkan supresi sintesis DNA dan RNA vyang akan
menyebabkan kerusakan pada sistem perbaikan DNA yang
menyebabkan kematian sel (Czeczuga-Semeniuk et al., 2004).
Doxorubicin  menginduksi kematian pada sel kanker dengan
beberapa mekanisme, yaitu mekanisme interkalasi pada DNA dan
disrupsi pada topoisomerase II o, dan mekanisme pembentukan
radikal bebas (Abuhammad dan Zihlif, 2013). Topoisomerase
merupakan enzim yang berfungsi untuk meregulasi topologi DNA
seperti replikasi DNA, transkripsi dan prose-proses nuklear
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sehingga menyebabkan kerusakan pada sistem replikasi DNA,
transkripsi dan proses nuklear lainnya pada sel (Yang etal., 2014).

Pada mekanisme pembentukan radikal bebas, doxorubicin
akan dioksidasi menjadi semiquinon, senyawa metabolit tidak
stabil yang kemudian akan dikonversikan kembali menjadi
doxorubicin dalam proses pelepasan reactive oxygen species
(ROS). Reactive oxygen species dapat menyebabkan dampak
buruk berupa peroksidasi lipid dan kerusakan membran, kerusakan
DNA, oxidative stress dan dapat menyebabkan sel mengalami
apoptosis (Thorn etal., 2011).

Karena karakteristik doxorubicin yang dapat melepaskan
radikal bebas, penggunaan doxorubicin sebagai agen anti kanker
menyebabkan beberapa masalah kesehatan seperti disfungsi sistem
sirkulator seperti hipotensi dan hipertensi kompensatif dan
vasokonstriksi akut pada dosis tertentu (Murata et al., 2001).

O OH O

Gambar 2.10 Struktur kimia doxorubicin (Lei et al., 2012).
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Gambar 2.11 Mekanisme doxorubicin sebagaiobat antikanker (Patel
dan Kaufmann, 2012).

24.2 Senyawa trisindolina-4

Senyawa indol merupakan senyawa aromatik heterosiklik
yang mempunyai konfigurasi heterobisiklik yaitu enam cincin
yang bergabung dengan lima cincin pirol. Senyawa indol dapat
disintesis dari berbagai macam tumbuhan dan bakteri (El Sayed et
al., 2015). Senyawa indol diketahui banyak berperan sebagai
senyawa bioaktif anti-mikroorganisme (Salman et al., 2015).
Senyawa heterosiklik mengacu pada senyawa-senyawa siklik yang
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mempunyai dua atau lebih elemen berbeda sebagai ‘ring member’
atom-atomnya (Bharwaj et al., 2015).

S'-chloro-1.1"-diethyl- 14 1" H-[3.3"3' 3"-terindol]-2'(1'H)-one
Chemical Formula: CygH» CIN;O
Exact Mass: 453.16
Molecular Weight: 453,96

Gambar 2.12 Struktur kimia senyawatrisindolina-4 (Pertiwi, 2016).

Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Pertiwi (2017)
menunjukkan aktivitas sitotoksik berbagai konsentrasi dari
senyawa trisindolina secara in vitro pada sel kanker MCF-7 cell
line. Didapatkan hasil bahwa nilai 1Cs, senyawa Trisindolina 1, 3,
dan 4 terhadap MCF-7 cell line adalah sebagai berikut: 2,059 uM,
3,9759 uM, dan 15,46 pM.



BAB Il
METODOLOGI

3.1  Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian mengenai “Uji In-vitro Senyawa Antikanker
Trisindolina-4 terhadap Sel Makrofag Mencit (M. musculus)” ini
dilakukan di Laboratorium Parasitologi Gedung Radiopoetro
Fakultas Kedokteran Universitas Gadjah Mada Yogyakarta dan
Laboratorium Zoologi dan Rekayasa Hewan, Departemen Biologi,
Institut Teknologi Sepulun Nopember Surabaya pada Desember
2017-Mei 2018.

3.2 Metode Penelitian
3.2.1 Aklimatisasi mencit (M. musculus)

Prosedur aklimatisasi Mencit ini dimodifikasi dari
Puspitasari (2016). M. musculus berusia kurang lebih 8 minggu
dengan berat 20-30 gram sebanyak 6 ekor diaklimatisasi selama 1
minggu di tempat pemelinaraan mencit.

3.2.2 Isolasi kultur makrofag

Isolasi kultur makrofag dilakukan dengan cara prosedur
narkose pada mencit (M. musculus) dengan menggunakan
kloroform. Mencit diletakkan dengan posisi telentang untuk
dilakukan pembedahan pada bagian perut kemudian dibersihkan
selubung peritoniumnya dengan menggunakan alkohol 70%.
Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI) sebanyak 10
ml disuntikkan ke dalam rongga peritonium mencit, dan ditunggu
dalam waktu 3 menit sambil digoyang-goyangkan.

Cairan peritonial diambil dengan cara aspirasi dengan
menggunakan jarum suntik. Cairan peritonium yang sudah
didapatkan, disentrifugasi dengan kecepatan 1200 rpm selama 10
menit. Supernatan kemudian dibuang, dan diambil bagian
peletnya. Pelet disuspensikan pada medium RPMI komplit yang
telah ditambah dengan FBS 10%, amfoterisin B 0,5% dan
penisilin/streptomisin  1%. Kemudian dilakukan penghitungan
jumlah sel dengan haemocytometer, kemudian disuspensikan
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dengan medium RPMI komplit sehingga didapatkan kepadatan
sel 2,5 x 10° sel/ml (Meurer et al., 2016).

Coverslip dimasukkan ke dalam sumuran 24 plate-well,
kemudian sebanyak 200 pL suspensi sel diletakkan dalam
sumuran dan diinkubasi selama 30 menit. Masing-masing
sumuran ditambah RPMI komplit sebanyak 800 pL. selanjutnya
diinkubasi kembali selama 24 jam dalam inkubator CO, 5%, suhu
37°C.

3.2.3 Uji fagositosis pada latex beads

Uji kemampuan non-spesifik dilakukan secara in-vitro
dengan menggunakan latex beads. Kemudian sumuran yang telah
berisi kultur sel makrofag dicuci dengan RPMI sebanyak 2 Kali,
selanjutnya ditambahkan dengan larutan uji yang telah
disuspensikan ke dalam medium RPMI komplit. Campuran
tersebut kemudian didiamkan selama 4 jam. Suspensi ekstrak
kemudian dibuang dan pada masing-masing sumuran ditambahka
suspensi latex sebanyak 200 pL. Sumuran kemudian diinkubasi
selama 60 menit. Setelah 60 menit diinkubasi, suspensi latex
dibuang, sumuran kemudian dicuci dengan PBS dan difiksasi
dengan metanol dan dikering anginkan pada suhu ruang.
Kemudian dilakukan pewarnaan giemsa 10% kemudian
dikeringkan. Kemudian dilakukan pengambilan pada cover slip
yang terdapat pada sumuran. Fagositosis latex beads oleh
makrofag kemudian diamati dengan menggunakan mikroskop
cahaya dengan perbesaran 400 kali dengan cara dihitung jumlah
latex beads yang telah difagositosis oleh makrofag dan makrofag
yang aktif memfagositosis tiap 100 sel makrofag. Kemudian
dilakukan pengujian indeks fagositosis dan kapasitas larutan uji
dihitung dengan persaman sebagai berikut,

Jumlah makrofag yang aktif
Kapasitas fagositosis = — X 100%
Jumlah makrofag yang dihitung
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Jumlah lateks yang terfagosit
Jumlah makrofag aktif

Indeks fagositosis =

Uji fagositosis sel makrofag dengan perlakuan perbedaan
konsentrasi senyawa doxorubicin dilakukan dengan metode yang
sama dengan metode yang dilakukan pada uji fagositosis dengan
perlakuan senyawa trisindolina-4. Hasil uji aktivitas sel makrofag
dengan perlakuan senyawa doxorubicin digunakan sebagai data
pembanding.

3.2.4 Orientasi konsentrasi uji

Oleh karena aktivitas fagositosis makrofag tidak selalu
memliki hubungan yang linier dengan konsentrasi uji, maka perlu
dilakukan orientasi untuk menentukan konsentrasi uji yang dapat
memberikan aktivitas fagositosis. Orientasi dilakukan terhadap
senyawa Trisindolina 4. Hasil yang didapatkan pada tahapan ini
digunakan untuk menentukan konsentrasi uji.

3.2.5 Rancangan Penelitian dan Analisis Data

Uji aktifitas fagositosis dengan mengukur indeks dan
kapasitas fagositosis sel makrofag M. musculus merupakan
penelitian yang menggunakan metode rancangan acak lengkap
(RAL). Data yang diperoleh dari kapasitas fagositosis dan indeks
fagositosis sel makrofag diuji menggunakan One Way ANOVA
pada software SPSS versi 17.0 untuk mengetahui pengaruh
pemberian senyawa trisindolina-4 dan senyawa doxorubicin
terhadap aktivitas fagositosis sel makrofag dengan taraf
kepercayaan 95%.
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“Halaman ini sengaja dikosongkan”



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji in-vitro senyawa antikanker trisindolina-4 terhadap
aktivitas fagositosis sel makrofag Mus muculus dilakukan dengan
pengamatan morfologi sel makrofag M. musculus maupun aktivitas
fagositosis dengan mengukur kapasitas fagositosis dan indeks
fagositosis sel makrofag M. musculus.

4.1 Morfologi sel makrofag M. musculus perlakuan
senyawa trisindolina-4

Pengamatan morfologi sel makrofag dilakukan dengan
mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x pada 10 bidang
pandang. Pengamatan morfologi sel makrofag yang dilakukan
meliputi bentuk sel, komponen sel seperti sitoplasma, nukleus,
warna sitoplasma, warna nukleus, dan latex beads yang
terfagositosis. Pengamatan morfologi makrofag dengan pewarnaan
giemsa menghasilkan warna biru keunguan pada nukelus dan
sitoplasma berwarna biru hingga ke merah muda (Hoffbrand &
Moss, 2016).

Pada perlakuan kontrol, beberapa sel makrofag
menunjukkan Kkarakteristik sel makrofag yang normal. Karakteristik
sel makrofag normal menurut Sembulingan et al. (2012) dan
Hoffbrand & Moss (2016) yaitu, nukleus dan area sitoplasma yang
dapat dibedakan setelah dilakukan pewarnaan, sel menunjukkan
aktifitas fagositosis terhadap polimer latex beads, dan sel bergerak
secara amoeboid atau adanya perpanjangan dari sitoplasma perifer.
Sel makrofag dengan perlakuan konsentrasi senyawa 6,25 mg/ml,
12,5 mg/ml, 25 mg/ml, dan 50 mg/ml menunjukkan morfologi sel
makrofag normal, dengan beberapa sel makrofag menunjukkan
telah mengalami lisis maupun fragmentasi nukleus. Sel makrofag
yang normal ditunjukkan dengan area nukelus dan sitoplasma yang
teramati dan menunjukkan aktifitas fagositosis terhadap latex beads
(Gambar 4.1c — 4.1e). Sedangkan sel makrofag pada perlakuan
konsentrasi senyawa 100 mg/ml, morfologi yang teramati
menunjukkan nukleus mengalami kerusakan dengan bentuk
nukleus tak beraturan dan area sitoplasma perifer tidak teramati atau
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beberapa sel yang teramati telah mengalami lisis sehingga tidak
terjadi fagositosis terhadap latex beads (Gambar 4.1f).

Gambar 4.1 Morfologi makrofag dengan perlakuan, (a) 0 mg/ml, (b) 6,25
mg/ml, (c) 12,5 mg/ml, (d) 25 mg/ml, (e) 50 mg/ml dan (f) 100 mg/ml.
Ket. (n) nukleus, (s) sitoplasma, (I) latex beads (perbesaran 400x).
Berdasarkan pengamatan morfologi terhadap sel makrofag
dengan perlakuan trisindolina-4, didapatkan hasil bahwa pada
konsentrasi senyawa 6,75, 12,5, 25 dan 50 mg/ml sel-sel makrofag
masih menunjukkan morfologi sel makrofag normal. Hal ini diduga
disebabkan oleh nilai 1Cs, senyawa trisindolina-4 adalah 15,46 uM
yang digolongkan sebagai senyawa dengan nilai sitotoksitas sedang
(Pertiwi, 2017). Nilai 1Cso merupakan jumlah konsentrasi yang
dibutunkan oleh suatu senyawa untuk menghambat 50% aktivitas
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populasi sel dalam kultur (Fortes et al., 2016). Morfologi sel
makrofag yang normal pada perlakuan 6,75, 12,5, 25 dan 50 mg/ml
diduga disebabkan oleh aktivitas penghambatan terhadap sintesis
selular oleh senyawa trisindolina-4 yang rendah, sedangkan sel-sel
yang mengalami lisis pada perlakuan 100 mg/ml diduga disebabkan
oleh osmotic shock akibat konsentrasi senyawa trisindolina-4 yang
terlalu pekat (Krysko et al., 2008).
4.2 Morfologi sel makrofag M. musculus perlakuan
senyawa doxorubicin

Uji aktivitas fagositosis sel makrofag dengan perlakuan
doxorubicin digunakan sebagaidata pembanding terhadap hasil uji
aktivitas fagositosis dengan perlakuan trisindolina-4.

Gambar 4.2 Morfologi makrofag dengan perlakuan perbedaan senyawa
doxorubicin, (a) 6,25 mg/ml, (b) 12,5 mg/ml, (c) 25 mg/ml, (d) 50 mg/ml,
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(e) 100 mg/ml dan (f)0 mg/ml. Ket. (n) nukleus, (s) sitoplasma, (I) latex
beads (perbesaran 400x).

Berdasarkan pengamatan morfologi terhadap sel makrofag
dengan perlakuan senyawa doxorubicin, kematian sel makrofag
yang teramati diduga diakibatkan oleh tiga mekanisme yaitu,
kematian sel makrofag yang diakibatkan oleh osmotic shock,
kematian sel makrofag yang diakibatkan oleh interkalasi DNA oleh
senyawa doxorubicin dan kematian sel makrofag yang disebabkan
oleh pembentukan radikal bebas oleh senyawa doxorubicin (Yang
etal., 2014).

Kematian sel yang diakibatkan oleh osmotic shock atau
perbedaan konsentrasi cairan di dalam dan di luar sel, menyebabkan
sel kehilangan integritas membran selnya diikuti oleh nukleus yang
membesar dan termasuk kematian sel yang tidak terkontrol atau
nekrosis dan dapat menimbulkan efek inflamasi (Krysko et al.,
2008; Vanden Berghe et al., 2010). Sedangkan kematian sel yang
disebabkan oleh interkalasi DNA dan radikal bebas oleh senyawa
doxorubicin  menyebabkan DNA dalam nukleus kehilangan
kemampuan transkripsi, dan sistem replikasi  sehingga
mempengaruhi proses selular lain (Yang et al., 2014). Kerusakan
yang pada DNA kemudian akan menyebabkan sel mengalami
apoptosis (Koff et al., 2015).

4.3 Pengukuran dan uji aktivitas fagositosis makrofag
Aktivitas fagositosis dapat diukur dengan dua variabel
yaitu indeks dan kapasitas fagositosis. Indeks fagositosis
didefinisikan sebagai jumlah partikel (latex beads) yang dapat
difagosit oleh makrofag pada 2 bidang pandang dikalikan dengan
100 kemudian dibagi dengan jumlah makrofag pada 2 bidang
pandang tersebut (Hartini dkk., 2013). Sedangkan kapasitas
fagositosis didefinisikan sebagai jumlah maksimum suatu objek
atau partikel yang dapat difagosit oleh makrofag aktif (Fang et al.,
2006; Hariyanti dkk., 2015). Penghitungan jumlah sel makrofag
aktif dan nonaktif dilakukan dengan pengamatan mikroskop pada
preparat sel makrofag dengan perbesaran 400x dan jumlah bidang
pandang sebanyak 10 bidang pandang pada setiap konsentrasi uji,
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kemudian dilakukan uji ANOVA one way untuk mengetahui
pengaruh dari konsentrasi senyawa terhadap aktivitas sel makrofag.
Hasil analisis hasil pengukuran indeks fagositosis dan
kapasitas fagositosis sel makrofag M. musculus dengan ANOVA
pada aplikasi SPSS versi 17.0 ditunjukkan dalam Tabel 4.1
(kapasitas fagositosis) dan Tabel 4.2 (indeks fagositosis). Hasil
analisis tersebut digunakan sebagai acuan dalam menentukan
konsentrasi  terbaik dari senyawa trisindolina-4  dalam
mempengaruhi aktivitas fagositosis sel makrofag M. musculus.

4.3.1 Kapasitas fagositosis
Hasil penghitungan kapasitas fagositosis makrofag
ditunjukkan pada tabel 4.1 berikut.

Tabel 4.1 Nilai kapasitas fagositosis sel makrofag M. musculus dengan
perlakuan perbedaan konsentrasisenyawa trisindolina-4 dan doxorubicin.

Konsentrasi Kapasitas fagositosis Kapasitas fagositosis
(mg/ml) perlakuan trisindolina perlakuan doxorubicin
Kontrol 21,33 + 5,242b 21,33+ 5,24

6,75 23,44 + 7,1620 9,110 + 2,972b
12,5 21,89 + 1,6820 15,64 + 7,88°
25 17,33 + 2,902 17,7 + 3,440
50 32,89+ 1,490 3,52 + 0,9
100 23,33 + 6,35%P 0,93 + 0,93

Ket. Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan
perbedaan siginifikan (P<0,05).

Uji ANOVA nilai kapasitas fagositosis dengan perlakuan
senyawa trisindolina-4 dan perlakuan doxorubicin menunjukkan
hasil yang signifikan, kemudian dilanjutkan dengan uji Tukey.
Berdasarkan hasil uji Tukey, konsentrasi senyawa trisindolina-4
optimal yang diperlukan untuk meningkatkan nilai kapasitas
fagositosis adalah 50 mg/ml. Sedangkan pada perlakuan
doxorubicin, nilai kapasitas fagositosis meningkat pada konsentrasi
doxorubicin 6,75, 12,5, dan 25 mg/ml, kemudian menurun pada
konsentrasi 50 dan 100 mg/ml.
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4.3.2 Indeks fagositosis
Hasil perhitungan indeks fagositosis dengan perlakuan
perbedaan senyawa trisindolina-4 ditunjukkan oleh Tabel 4.2.

Tabel 4.2 Nilai indeks fagositosis sel makrofag M. musculus dengan
perlakuan perbedaan konsentrasisenyawatrisindolina-4 dan doxorubicin.

Konsentrasi Indeks fagositosis Indeks fagositosis
perlakuan trisindolina-4 perlakuan doxorubicin
Kontrol 1,80 +0,30° 1,80 + 0,300
6,75 mg/ml 1,95 +0,18? 0,41 +0,3952
12,5 mg/ml 1,99 +0,18? 0,91 + 0,63520
25 mg/ml 2,21+0,392 0,37 +0,105?
50 mg/ml 1,92 +0,212 0,06 +0,0062
100 mg/ml 1,82 +0,172 0,02 + 0,006

Ket. Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan
perbedaan siginifikan (P<0,05).

Uji ANOVA nilai indeks fagositosis dengan perlakuan
senyawa trisindolina-4 menunjukkan nilai yang tidak signifikan,
sedangkan nilai indeks fagositosis perlakuan doxorubicin
menunjukkan nilai yang signifikan. Kemudian dilakukan uji Tukey
pada hasil indeks fagositosis perlakuan doxorubicin. Berdasarkan
hasil uji Tukey diketahui bahwa nilai indeks fagositosis tertinggi
terdapat pada perlakuan konsentrasi senyawa trisindolina-4 25
mg/ml. Sedangkan nilai indeks fagositosis pada perlakuan
doxorubicin tertinggi terdapat pada perlakuan kontrol.

Berdasarkan hasil uji Tukey, nilai kapasitas fagositosis dan
indeks fagositosis yang digunakan untuk menentukan efisiensi
aktivitas ~ fagositosis  oleh  senyawa trisindolina-4,  tidak
menghasilkan nilai aktivitas fagositosis optimum pada konsentrasi
perlakuan yang sama sehingga dilakukan uji rasio. Uji rasio
dilakukan dengan membandingkan rata-rata nilai indeks fagositosis
dengan rata-rata nilai kapasitas fagositosis yang didapatkan. Uji
rasio telah dilakukan sebelumnya oleh Sun et al. (2008), dengan
membandingkan nilai indeks fagositosis dan kapasitas fagositosis
monosit ayam Starbro dan Sticky.

Hasil penghitungan rasio indeks dan kapasitas fagositosis
ditunjukkan pada Tabel 4.3.
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Tabel 4.3 Rasio antara indeks dan kapasitas fagositosis makrofag.

Konsentrasi Kapasitas Indeks Rasio

(mg/ml) Tris-4 Doxo  Tris-4 Doxo  Tris-4 Doxo

0 21,33 21,33 18 18 0,084 0,084

6,75 23,44 9,11 1,95 041 0,083 0,045
12,5 21,89 1564 1,99 0,91 0,091 0,058

25 17,33 17,7 2,21 0,37 0,128 0,021

50 32,89 3,52 1,92 0,06 0,058 0,017

100 23,33 0,93 1,82 0,02 0,078 0,022

Berdasarkan hasil perhitungan rasio, konsentrasi senyawa
optimum dengan nilai aktivitas fagositosis tertinggi terdapat pada
perlakuan konsentrasi senyawa trisindolina-4, 25 mg/ml sedangkan
pada perlakuan doxorubicin, hasil aktifitas fagositosis tertinggi
terdapat pada konsentrasi O mg/ml.

Senyawa trisindolina-4 merupakan salah satu senyawa
turunan dari senyawa trisindolina.  Senyawa trisindolina
mempunyai jalur oksidoreduktase dalam tubuh, yang menyebabkan
hidrolisis pada atom C ketiga. Hidrolisis ini akan menghasilkan 2
molekul indol dan 1 molekul isatin. Kondensasi yang terjadi pada
indol dan isatin akan menyebabkan terbentuknya molekul indirubin
(Yoo et al., 2008) sehingga untuk masuk ke dalam sel, senyawa
indirubin, yang berperan sebagai ligan, harus berikatan dengan
salah satu reseptor yang terdapat dalam sel makrofag.
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Gambar 4.4 Struktur molekul indirubin (Stejskalova et al., 2011).
Aryl hydrocarbon receptor (AhR) merupakan reseptor
yang dihipotesiskan berperan dalam proses immunomodulasi oleh
senyawa trisindolina-4. Hal ini didukung dengan sifat ligan-ligan
dari reseptor AhR yang mempunyai karakteristik merupakan
molekul hidrofobik, mempunyai struktur kimia berbentuk planar,
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dengan molekul indirubin yang merupakan molekul produk dari
kondensasi indol dan isatin, merupakan ligan endogenous dari AhR
(Stejskalova et al., 2011).
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Gambar 4.5 Mekanisme signaling AhR (Gutiérrez-Vasquez & Quintana,
2018).

AhR merupakan reseptor yang dapat aktif karena pengaruh
ligan eksogenous maupun endogenous. AhR merupakan anggota
dari faktor transkripsi Pernt-Arnt-Sam (PAS) superfamili yang
berperan dalam merespon sinyal-sinyal dari lingkungan seperti
perubahan ritme circadian (BMALL dan BMAL2), tekanan oksigen
atau potensial redoks (HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a) (Kewley et al.,
2004). Dalam keadaan inaktif, AhR berada di sitoplasma dan
berikatan dengan heat-shock protein 90 (HSP90) dan beberapa
protein lain. Ligan hidrofobik yang terpenetrasike dalam sel, akan
berikatan dengan AhR yang akan menyebabkan translokasi AhR
menuju nukleus. Dalam nukleus, AhR akan membentuk struktur
heterodimer dengan AhR nuclear translocator (ARNT). Kompleks
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AhR/ARNT akan berikatan dengan sekuens DNA spesifik yang
disebut dioxine responsive element (DRE) atau xenobiotic
responsive element (XRE) pada promoter dari gen target dan akan
memicu ekspresi dari gen target tersebut. Proses signaling AhR
merupakan negative feedback dimana setelah proses signaling
selesai, AhR akan keluar dari nukleus menuju sitosol didegradasi
oleh sistem proteosom-ubiquitin (Stejskalova et al., 2011).
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat
disimpulkan bahwa, sel makrofag Mus musculus dengan perlakuan
senyawa trisindolina-4 mempunyai nilai aktfitas fagositosis
tertinggi pada konsentrasi 25 mg/ml. Sedangkan pada sel makrofag
dengan perlakuan doxorubicin mempunyai nilai aktifitas fagositosis
tertinggi pada perlakuan kontrol.
5.2 Saran
Saran yang diberikan penulis untuk penelitian selanjutnya,
1. Penelitian aktivitas fagositosis sel makrofag dilakukan sampai
dengan tingkat selular.
2. Penelitian tentang aktivitas fagositosis dilakukan secara in-
vivo.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Komposisi medium Roswell-Park Memorial
Institut (RPMI).

INGREDIENTS mg/L
Inorganic Salts

Calcium nitrate tetrahydrate 100.000
Glutathione reduced 1.000
Magnesium sulphate anhydrous 48.840
Phenol red sodium salt 5.300
Potassium chloride 400.000
Sodium chloride 6.000.000
Sodium phosphate dibasic anhydrous 800.000
Amino Acids

Glycine 10.000
L-Arginine hydrochloride 241.000
L-Asparagine 50.000
L-Aspartic acid 20.000
L-Cystine dihydrochloride 65.200
L-Glutamic acid 20.000
L-Glutamine 300.000
L-Histidine hydrochloride monohydrate 20.960
L-Hydroxyproline 20.000
L-Isoleucine 50.000
L-Leucine 50.000
L-Lysine hydrochloride 40.000
L-Methionine 15.000
L-Phenylalanine 15.000
L-Proline 20.000
L-Serine 30.000
L-Threonine 20.000
L-Tryptophan 5.000
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L-Tyrosine sodium salt 28.830
L-Valine 20.000
Vitamin
Choline chloride 3.000
D-Biotin 0.200
D-Ca-Pantothenate 0.250
Folic acid 1.000
Niacinamide 1.000
Pyridoxine hydrochloride 1.000
Riboflavin 0.200
Thiamine hydrochloride 1.000
Vitamin B12 0.005
i-Inositol 35.000
p-Amino benzoic acid (PABA) 1.000

Lampiran 2. Desain Uji Fagositosis Trisndolina-4 dan
Doxorubicin

4 5 6

OO0
G

®

C

000
(OO

Al: Senyawa T1 Konsentrasi 100 pg/ml Ulangan ke-1
A2: Senyawa T1 Konsentrasi 100 pg/ml Ulangan ke-2
A3: Senyawa T1 Konsentrasi 100 pg/ml Ulangan ke-3




B1:
B2:
B3:
Cl:
C2:
C3.
D1:
D2:
D3:
Ad.
Ab:
A6:
B4
B5:
B6:

Senyawa T1 Konsentrasi 50 pg/ml Ulangan ke-1
Senyawa T1 Konsentrasi 50 pg/ml Ulangan ke-2
Senyawa T1 Konsentrasi 50 pg/ml Ulangan ke-3
Senyawa T1 Konsentrasi 25 pg/ml Ulangan ke-1
Senyawa T1 Konsentrasi 25 pg/ml Ulangan ke-2
Senyawa T1 Konsentrasi 25 pg/ml Ulangan ke-3
Senyawa T1 Konsentrasi 12,5 pg/ml Ulangan ke-1
Senyawa T1 Konsentrasi 12,5 pg/ml Ulangan ke-2
Senyawa T1 Konsentrasi 12,5 pg/ml Ulangan ke-3
Senyawa T1 Konsentrasi 6,25 pg/ml Ulangan ke-1
Senyawa T1 Konsentrasi 6,25 pg/ml Ulangan ke-2
Senyawa T1 Konsentrasi 6,25 pg/ml Ulangan ke-3
Kontrol Ulangan ke-1

Kontrol Ulangan ke-2

Kontrol Ulangan ke-3

Lampiran 3. Perhitungan Pengenceran Senyawa

V1M1 =V2.M2

V1.1.000 pg/mL =4.000 pL. 100pg/mL

V1 =4.000 yL x 100 pg/mL
1.000 pg/mL

V1 =400 L + 3600 pL MK

400 pLstok+ 2000 pL+ 2000 pL+ 2000 pL+ 2000 pL+

3600 uL MK 2000 uL MK 2000 uL MK 2000 ulL MK 2000 uL MK

Larutanstok 100 50 25 12,5 6,25

pg/mL pg/ml ug/ml pg/ml png/ml
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Lampiran 5. Alat, Bahan dan Cara Kerja

No

1.

Gambar

Keterangan

Mencit 8 minggu

Medium RPMI dalam
syringe untuk mengambil
peritonium makrofag

Alkohol
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Proses pengambilan
peritonial makrofag

Proses pembuatan senyawa
uji setiap konsentrasi
Dengan penambahan media
kultur

Proses pewarnaan cover
slips dan proses pencucian
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Lampiran 6. Cara Menghitung Kepadatan Sel Makrofag dalam
Kultur

N\
o\ / )
i
il
N
==
ol o)
/ \

Perhitungan jumlah sel dilakukan pada 4 bidang Ruang W
kemudian dihitung dengan rumus :

Jumlah sel dalam 4 bilik hitung x 10000 sel/ml
4

Total sel/mL dihitung dengan rumus :

T well (100)x T sel yang dibutuhkan {10.000)

I sel yang dihitung
Lampiran 7. Tabel Hasil Uji ANOVA Kapasitas dan Indeks
Fagositosis Sel Makrofag M. musculus dengan Perlakuan Senyawa
Trisindolina-4
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Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Kapasitas| Between 409.511 5 81.902 | 3.582 .033
Groups
Within Groups| 274.413 12 22.868
Total 683.924 17
Indeks Between 341 5 .068 1.031 442
Groups
Within Groups .793 12 .066
Total 1.133 17

Lampiran 8. Tabel Hasil Uji ANOVA Kapasitas dan Indeks
Fagositosis  Sel

Makrofag M. musculus dengan Perlakuan

Doxorubicin.
Sum of
Squares | df [Mean Square F Sig.
Kapasitas Between 960.837 5 192.167 10.384 .000
Groups
Within Groups | 222.077 | 12 18.506
Total 1182.914 | 17
Indeks Between 6.701 5 1.340 11.773 .000
Groups
Within Groups | 1.366 12 114
Total 8.067 17

Lampiran 9. Hasil Uji Tukey Nilai Kapasitas Fagositosis Sel
Makrofag dengan Perlakuan Trisindolina-4.
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Subset for alpha = 0.05
Konsentrasi N 1 2
25.00 3 17.3333

.00 3 20.6667 20.6667
12.50 3 21.8900 21.8900
100.00 3 23.3333 23.3333
6.75 3 23.4433 23.4433
50.00 3 32.8900

Sig. 634 .073

Lampiran 10. Tabel Hasil Uji Tukey Indeks Fagositosis Sel
Makrofag dengan Perlakuan Trisindolina-4.

Subset for alpha =
0.05
Konsentrasi N 1

.00 3 1.7967
100.00 3 1.8233
50.00 3 1.9233
6.75 3 1.9533
12.50 3 1.9967
25.00 3 2.2167

Sig. 395
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Lampiran 11. Hasil Uji Tukey Kapasitas Fagositosis Sel Makrofag
dengan Perlakuan Doxorubicin.

Subset for alpha = 0.05
konsentrasi N 1 2
100.00 3 .9367
50.00 3 3.5233
6.75 3 9.1100 9.1100
12,50 3 15.6400
25.00 3 17.7067
.00 3 20.6667
Sig. .255 .056

Lampiran 12. Hasil Uji Tukey Indeks Fagositosis Sel Makrofag
dengan Perlakuan Doxorubicin.

Subset for alpha = 0.05
konsentrasi N 1 2
100.00 3 .0223
50.00 3 .0696
25.00 3 3747
6.75 3 4106
12.50 3 .9163 9163
.00 3 1.7967
Sig. .060 .066
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Lampiran 13. Ethical Clearance Penelitian di Fakultas Kedokteran
Universitas Gadjah Mada

MEDICAL AND HEALTH RESEARCH ETHICS COMMITTEE (MHREC)
FACULTY OF MEDICINE GADJAH MADA UNIVERSITY
—DR. SARDJITO GENERAL HOSPITAL

ETHICS COMMITTEE APPROVAL
Ref: KE/FK/ [{[9 /EC/2017

Title of the Research Protocol ~ : Uji In-Vitro Senyawa Antikanker Trisindolina-4 pada Sel
Makrofag Mencit (Mus Musculus)
Documents Approved : Study Protocol versi 02 2017
Principle Investigator : Zulfina Qurotul Aini
Name of supervisor : 1. Dr. Awik Puji Dyah Nurhayati, S.Si., M.Si
2. Prof. Mardi Santoso, Ph.D
Date of Approval g Q/g ocT 2017
(Valid for one year beginning from the date of approval)
Institution(s)/place(s) of : Laboratorium Farmakologi FK UGM
research

The Medical and Health Research Ethics Committee (MHREC) states that the above protocol meets
the ethical principle outlined in the Declaration of Helsinki 2008 and therefore can be carried out.

The Medical and Health Research Ethics Committee (MHREC) has the right to monitor the research
activities at any time.

The investigator(s) is/are obliged to submit:
o Progress report as a continuing review : Annually
:ﬁcpon of any serious adverse events (SAE)

Final report upon the completion of the study

Vs

Prof. Dr. dr. Sri Sutarni, Sp.S(K) Dr. dr. Eti Nurwening Sholikhah, M.Kes., M.Med.Ed
Chairperson Secretary
Attachments:

o Continuing review submission form (AF 4.3.01-014.2013-03)
o Serious adverse events (SAE) report form (AF 6.1.01- 019.2013-03)

Recognized by Forum for Ethical Review Committees in Asia and the Western Pacific (FERCAP)
17-Oct-17
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