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Abstrak

Ekstrak etanol daun sendok mengandung banyak zat aktif, termasuk triterpenoid dan flavonoid yang memiliki efek anti
proliferatif, anti angiogenesis dan menginduksi apoptosis sel kanker. Hipergastrinemia dapat menginduksi over-ekspresi Gen
Regenerating 1, menekan produksi Caspase 3 dan perubahan histopatologi jaringan mukosa lambung. Penelitian ini
menganalisis pengaruh pemberian ekstrak etanol daun sendok terhadap penghambatan over ekspresi gen Regenerating 1,
peningkatan kadar Caspase 3 dan perubahan histopatologi jaringan mukosa lambung tikus model hipergastrinemia. Penelitian
ini dilakukan secara eksperimental dengan post test only with control group design. 28 tikus putih dibagi menjadi empat
kelompok. Kelompok I (kontrol) diberi Omeprazol dosis 8mg/200gBB tikus/hari, Ciprofibrate dosis 12,5mg/200gBB tikus/hari
dan 3 kelompok studi (Kelompok I, lll dan IV diberi Omeprazol dosis 8mg/200gBB tikus/hari, Ciprofibrate dosis 12,5mg/200gBB
tikus/hari dan ektrak etanol daun sendok masing-masing dosis 50mg, 100 mg dan 200mg per 200gBB tikus/hari). Semua hewan
coba dikorbankan dibawah pengaruh anestesi setelah perlakuan selama 2 bulan. Sampel darah dan gaster hewan coba diambil
untuk pemeriksaan kadar gastrin dan Caspase 3 dengan metode ELISA, ekspresi Gen Regeneratingl dengan RT-PCR serta
histopatologi jaringan mukosa lambung. Kadar gastrin hewan coba meningkat 3-4 kali kadar gastrin normal (>169 pg/mL).
Rerata ekspresi Gen Regenerating 1 terendah terjadi pada Kelompok I1l (1,226+0,108) Analisis statistik menunjukkan terdapat
perbedaan ekspresi Gen Regenerating 1 secara bermakna antara Kelompok 11l dengan kontrol (nilai p= 0,016;IK 95%). Rerata
kadar Caspase 3 tertinggi terdapat pada IV (0,603£0,172ng/mL). Analisis statistik menunjukkan terdapat perbedaan kadar
Caspase 3 secara bermakna antara kelompok IV dan Kelompok lainnya (nilai p <0,05;1K 95%). Gambaran histopatologi mukosa
lambung menunjukan atropi dan tidak terdapat perbedaan ketebalan jaringan mukosa lambung secara bermakna diantara
kelompok penelitian (nilai p=0,092; 1IK95%). Pemberian ekstrak etanol daun sendok mencegah over-ekspresi Gen Regenerating
1 dengan dosis 100mg/200gBB/hari, meningkatkan kadar Caspase 3 dengan dosis 200mg/200gBB/hari tetapi pada dosis
penelitian yang digunakan tidak dapat menghambat perubahan histopatologi jaringan mukosa lambung tikus model
hipergastrinemia

Kata Kunci: Ekstrak etanol daun sendok, Over ekspresi Gen Regenerating 1, Caspase 3, Histopatologi mukosa lambung, Model
Hipergastrinemia

Abstract

Plantago major L has a lot of active substances, including triterpenoid and flavonoid that show anti proliferative effect, anti
angiogenesis and induce cancer cells apoptosis. Hypergastrinemia able to induce overexpression of Regenerating 1 gene, inhibit
activation of caspases include Caspase 3 and cause histopathologic alteration of gastric mucosal tissues. This study was to
evaluate the effect of Plantago major L extract.on inhibition of Regenerating 1 gene overexpression, increasing of Caspase-3
level and histopathologic alteration of gastric mucosal tissues on hypergastrinemic rat (Rattus norvegicus) model. By
experimental study and post test only with control group design, 28 of rats was divided in to 4 groups. Group | as a negative
control was given Omeprazole 8mg/200gbw rat and Ciprofibrate dose 12,5 mg/200gbw rat/day and aquadest per oral. Group Il
was given Omeprazole 8mg/200gbw rat and Ciprofibrate dose 12,5 mg/200gbw rat/day and Plantago major L. extract
50mg/200gbw rat/day per oral. Group Ill was given Omeprazole 8mg/200gbw rat and Ciprofibrate dose 12,5 mg/200gbw
rat/day and Plantago major L. extract 100mg/200gbw rat/day per oral. Group IV was given Omeprazole 8mg/200gbw rat and
Ciprofibrate dose 12,5 mg/200gbw rat/day and Plantago major L. extract 200mg/200gbw rat/day per oral. They were killed
after 2 month intervention under anaesthetic. Blood sample and gaster organs were collected for measurement of gastrin and
caspase 3 level by using ELISA method, expression of Regenerating 1 gene by RT-PCR and histopatological examination of gastric
mucosal tissues. There were increasing of gastrin level of rats up to 3-4 times fold compared to normal level and to indicate
hypergastrinemic condition. The lowest average of Regenerating 1 gene expression was found on Group Il (1,226+0,108).
Statistic analysis show that there were significantly difference of Regenerating 1 gene expression between group Ill and Control
(p= 0,016; 95%CI) The highest average of Caspase-3 level was found on Group IV(0,60310,172ng/mL) and there were
significantly difference of caspase-3 level between group IV and the other Groups (p< 0,05; 95%Cl). There were atrophic process
on gastric mucosal tissue but there were not significantly difference of gastric mucosal thickness between group (p= 0,092;
95%Cl). This study can be concluded that administration of Plantago major L extract able to inhibit overexpression of
Regenerating 1 gene by dose 100mg/200gbw rat/day, to increase Caspase 3 level by dose 200mg/200gbw rat/day but can not to
inhibit histopathologic alteration of gastric mucosal tissues by using all of the doses.

Keyword: Ethanol extract of Plantago major L, Regenerating 1 gene overexpression, Caspase 3, gastric mucosal histopatology,
Hypergastrinemia model
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Pendahuluan

Daun sendok merupakan tanaman yang tumbuh
berlimpah di Indonesia. Daun sendok telah lama
dikenal sebagai tanaman obat yang telah banyak
digunakan oleh masyarakat berdasarkan pengetahuan
turun temurun dari nenek moyang. Berdasarkan
penelitian, daun sendok mengandung zat aktif yang
dapat dimanfaatkan sebagai obat, seperti senyawa
alkaloid, flavonoid, iridoid glyside, Triterpenoid, n-
hentriakontan, dan plantagluside serta tannin,
Planterolik, plantagin, aukubin, dan Beta-si- tosterol.
Efek farmakologi daun sendok yang telah diteliti antara
lain efek hipoglikemi, efek diuretik, efek anti inflamasi,
analgetik, efek antibiotik, antiviral, anti tuberculosis,
efek antineoplastik dan imunostimulan. Pada
penelitian sebagai obat anti neoplasma, efek anti-
karsinogenesis ekstrak daun sendok terutama
diperankan oleh dua kelompok zat aktif, yaitu
triterpenoid (ursolic acid, oleanic acid, batulinic acid)
dan flavonoid (luteoline-7-0-8-glucoside, apigenin,
hispidulin, baicalein). Efek zat aktif tersebut meliputi
efek anti proliferatif, anti angiogenesis dan meng-
induksi apoptosis sel kanker.

Hipergastrinemia atau peningkatan kadar hormon
gastrin melebihi normal merupakan faktor yang
meningkatkan risiko kejadian karsinogenesis pada
saluran pencernaan, terutama lambung. Hiper-
gastrinemia dapat terjadi akibat pemberian jangka
panjang obat antisekretori pada pengobatan dispepsia,
baik antagonis histamin-2 (H-2 blocker) maupun proton
pump inhibitor (PPI). Pada penelitian hewan coba, baik
H-2 blocker maupun PPl dapat menyebabkan
hipergastrinemia yang menyebabkan perubahan
histopatologi mukosa dan kelenjar lambung dari
hiperplasia hingga menjadi karsinoma.

Hipergastrinemia juga dapat disebabkan oleh
Ciprofibrate yang biasa digunakan sebagai obat anti
dislipidemia. Hipergastrinemia akibat pemberian
ciprofibrat terjadi melalui efek stimulasi terhadap
Peroxisome proliferator (PP) melalui peroxisome
poliferator activated receptor-alpha (PPAR-a) pada
antral lambung yang dapat menginduksi sel G untuk
meningkatkan produksi gastrin.

Hipergastrinemia akan merangsang peningkatan
ekspresi gen Regenerating 1 (Reg 1) pada sel ECL. Gen
Reg 1 merupakan gen yang mengatur sintesis protein
regenerating 1la (reg la) dan berperan sebagai
regulator faktor pertumbuhan yang merangsang
proliferasi dan deferensiasi sel normal maupun sel
neoplasma. Peningkatan ekspresi Gen Reg 1
meningkatkan sintesis protein regenerating 1o (reg 1a)
yang cenderung meningkatkan hiperproliferasi mukosa
lambung. Hipergastrinemia juga merangsang ekspresi
gen yang mengkode sintesis neurotrophic tyrosine
kinase receptor trkB (Ntrk-2) menyebabkan rangsangan
proliferasi dan menghambat apoptosis sel mukosa.
Selain itu, peningkatan protein reg la dapat
menghambat aktivitas Caspase-3 yang berperan
sebagai eksekutor utama dalam proses apoptosis.

Penelitian ini diharapkan dapat menganalisis
pengaruh ekstrak etanol daun sendok pada tahap awal
suatu karsinogenesis (pencegahan proliferasi dan

Vol. 4 Nomor 1 | Edisi April 2014 |JAS

merangsang apoptosis pada jaringan hiperplasia).
sehingga memiliki nilai prediksi untuk penggunaan
ekstrak etanol daun sendok dalam pencegahan dan
penghambatan proses karsinogenesis secara umum.

Metode

Penelitian ini menggunakan metode eksperimental
dengan desain post test only with control group design.
Obat. Omeprazol merk SOCID diproduksi oleh PT.
SOHO, Jakarta, Ciprofibrat merk Modalim, diproduksi
oleh PT. Sanofi Synthelabo Ltd, Newcastle, UK.
Pembuatan Ekstrak Daun Sendok. Seluruh bagian
tanaman Daun sendok dikeringkan hingga mencapai
kadar air 10-14%, digiling menjadi serbuk simplisia dan
diekstrak dengan metode maserasi menggunakan
pelarut etanol 95%.

Hewan coba. 28 tikus putih jantan galur wistar
berumur rata-rata 2-3 bulan dengan berat badan rata-
rata tikus 190-210g digunakan sebagai hewan coba.
Hewan coba dibagi menjadi 4 kelompok perlakuan.
Kelompok | (kontrol) diberi Omeprazole dosis
8mg/200gbb tikus, Ciprofibrat dosis 12,5 mg/200gbb
tikus/hari dan aquades 0,5 cc oral/hari. Kelompok II
diberi Omeprazole dosis 8mg/200gbb tikus, Ciprofibrat
dosis 12,5 mg/200gbb tikus/hari dan Ekstrak etanol
Daun sendok dosis 50mg/200gbb tikus/hari. Kelompok
Il Omeprazole dosis 8mg/200gbb tikus, Ciprofibrat
dosis 12,5 mg/200gbb tikus/hari dan Ekstrak etanol
Daun sendok dosis 100mg/200gbb tikus/hari.
Kelompok IV Omeprazole dosis 8mg/200gbb tikus,
Ciprofibrat dosis 12,5 mg/200gbb tikus/hari dan
Ekstrak etanol Daun sendok dosis 200mg/200gbb
tikus/hari. Semua hewan coba dikorbankan dibawah
pengaruh anestesi setelah perlakuan selama 8 minggu.

Pemeriksaan Kadar Gastrin Plasma- Darah dengan
antikoagulan EDTA disentrifius untuk mengambil
plasmanya. Plasma yang didapatkan dibekukan (frozen)
dan kadar gastrin diukur dengan teknik ELISA.

Pemeriksaan Ekspresi Gen Reg 1- Pengukuran
ekspresi gen Reg 1 yang dilakukan dengan perangkat
Real-Time PCR merk Rotor Gene (Qiagen) akan melalui
proses sebagai berikut : (1) RNA yang telah diekstrak
diubah menjadi cDNA secara reverse transcribe
menggunakan Oligo (dT) primers dan TaKaRa reverse
transcriptase (TaKaRa, China); (2) Analisis ekspresi gen
Reg 1 dengan kit SYBR GreenMasterMix (TaKaRa,
China), Primer Reg 1 receptor (Reg 1R) : 5_-
ACAAGGTAGTGGTGGTGTGGAACTC-3 dan reverse : 5-
TGTCTCTATCTCATTCCAGGGCAAG-3 yang dapat dilihat
ekspresinya pada layar komputer berupa munculnya
grafik dengan sinyal-sinyal amplikon yang menunjukan
tingkat ekspresinya. ; (3) menentukan tingkat ekspresi
Reg 1 mRNA dengan ekspresi gen glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) sebagai kontrol
internal.

Pemeriksaan protein Caspase-3-Pemeriksaan
Caspase-3 dilakukan menggunakan Caspase-3 assay
kit. Darah dengan antikoagulan EDTA disentrifius untuk
mengambil plasmanya. Plasma yang didapatkan,
sebanyak 400 ul dimasukkan ke dalam tabung cryo dan
langsung ditempatkan dalam lemari pendingin bersuhu
2-80°C sebelum diperiksa. Kadar caspase-3 diukur -
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dengan metode ELISA.

Pemeriksaan Histopatologi - Jaringan mukosa
lambung difiksasi dengan imersi dalam buffer formalin
10%. Setelah dikurangi kadar airnya (dehydrating)
dengan etanol 80%, jaringan spesimen dimasukan ke
dalam parafin. Spesimen diiris dengan ketebalan 5 um
menggunakan microslicer. Irisan dilekatkan pada gelas
obyek dan dilakukan pengecatan dengan hematoxyline
dan Eosin (HE). Selanjutnya, diamati dibawah
mikroskop. Pada pembesaran 100x diukur ketebalan
seluruh jaringan mukosa (efitel dan tunika muskularis)
dengan menggunakan mikrometer (um).

Hasil dan Pembahasan

Kadar Gastrin Plasma

Pemeriksaan kadar gastrin pada penelitian ini
digunakan untuk memastikan bahwa pembuatan tikus
model hipergastrinemia dapat dilakukan dengan
pemberian obat Omeprazol dan Ciprofibrate. Hasil
pemeriksaan ELISA menunjukkan bahwa semua hewan
coba mengalami hipergastrinemia (>169 pg/mL)
dengan peningkatan berkisar antara 3-4 kali lebih tinggi
darikadar normal.

Ekspresi Gen Regenerating 1

Hasil pengukuran dengan Real-time PCR terhadap
jaringan lambung hewan coba menunjukan ada
perbedaan ekspresi Gen Reg-1 antara kelompok
penelitian. Rerata ekspresi Gen Reg-1 tampak pada
tabel 1.

Tabel 1.
Gambaran ekspresi Gen Reg 1
pada masing-masing kelompok penelitian

Kl Kl Kl KIV
Rerata 1,453 1,362 1,226 1,304
Median 1,463 1,326 1,245 1,252
Standar Deviasi 0,055 0,096 0,108 0.184
Minimum 1,355 1,286 1,078 1,086
Maksimum 1,510 1,535 1,386 1,637

Keterangan : K=kelompok

Hasil uji one way ANOVA diperoleh p-value =0,023
(IK 95%) yang berarti bahwa paling tidak terdapat
perbedaan ekspresi Gen Reg-1 secara bermakna
diantara dua kelompok penelitian. Dilanjutkan dengan
uji Post Hoc Tukey HSD menunjukkan perbedaan
bermakna ekspresi Gen Reg-1 terjadiantara Kelompok
I dan Kelompok Il dengan p-value = 0,016 (IK 95%),
sedangkan antar kelompok lain, tidak ada yang
menunjukan perbedaan yang bermakna (p value > 0,05
;IK 95%). Hasil ini menunjukan bahwa dosis efektif
ekstrak etanol daun sendok yang dapat menghambat
over ekspresi gen Reg 1 adalah 100 mg/200gBB tikus
per hari Kadar Caspase-3

Hasil pengukuran kadar Caspase-3 dengan metode
ELISA menunjukkan bahwa terdapat perbedaan kadar
Caspase-3 pada hewan coba antar kelompok
penelitian. Rerata kadar Caspase 3 terdapat pada
gambar 1. Hasil analisis statistik dengan uji Kruskall
Wallis diperoleh p-value = 0,041 (IK 95%), yang berarti
paling tidak terdapat perbedaan kadar Caspase-3

secara bermakna diantara dua kelompok penelitian. uji
Mann Withney menunjukan perbedaan kadar Caspase-
3 secara bermakna terjadi antara kelompok IV dengan
kelompok lainnya yaitu Kelompok | dan IV (p-value =
0,026; IK 95%), Kelompok Il dan IV (p-value = 0,038; IK
95%) serta Kelompok llldan IV (p-value =0,018; IK 95%).
Hasil ini menunjukan bahwa dosis efektif ekstrak etanol
daun sendok yang dapat meningkatkan kadar Caspase-
3 adalah 200 mg/200gBB tikus per hari

0.8
0.603
0.6
0.382 0.369
0.4 0.338
0
K1 Kl K KIv

Gambar 1. Diangram Batang Rerata Caspase-3

Gambaran HistopatologiJaringan Mukosa Lambung

Gambaran histopatologi jaringan mukosa lambung
yang dinilai adalah peningkatan proliferasi yang
ditunjukkan dengan peningkatan ketebalan jaringan
mukosa (jarak antara efitel mukosa sampai dengan
muskularis mukosa). Hasil pengukuran terhadap
ketebalan jaringan mukosa lambung menunjukan
terdapat perbedaan rerata ketebalan jaringan mukosa
lambung diantara kelompok penelitian. (Gambar 2)
Gambaran hasil pengukuran ketebalan jaringan
mukosa dapat dilihat pada tabel 2

Gambar 2.
Perbandingan ketebalan mukosa lambung
antar kelompok penelitian

Tabel 2.
Gambaran ketebalan jaringan mukosa lambung
hewan coba pada masing-masing kelompok penelitian

Kl Kl K KIv

(um) (um) (um) (um)

Rerata 13,33 18,00 20,71 26,43
Median 10,00 15,00 20,00 30,00
Standar Deviasi 8,38 14,77 4,50 10,29
Minimum 7,00 3,00 15,00 10,00
Maksimum 30,00 40,00 30,00 40,00

Keterangan : um = mikrometer
K =Kelompok

Hasil analisis statistik dengan uji Kruskall Wallis
diperoleh p-value = 0,092 (IK 95%), yang berarti tidak
terdapat perbedaan ketebalan jaringan mukosa
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lambung secara bermakna diantara kelompok
penelitian

Keadaan hipergastrinemia yang menetap akan
menstimulasi ekspresi beberapa gen penting yang
terlibat dalam peningkatan proliferasi dan hiperplasia
bahkan dapat menginduksi proses displasia, metaplasia
dan karsinogenesis pada lambung. Hasil penelitian
Kakey dkk yang didukung oleh beberapa hasil penelitian
sebelumnya menyatakan bahwa keadaan hiper-
gastrinemia yang menetap selama 4 minggu dapat
menyebabkan hiperplasia sel ECL dan mukosa lambung
serta akan berlanjut menjadi metaplasia dan displasia
jika hipergastrinemia tersebut berlanjut sampai 16
minggu. lJika keadaan hipergastrinemia ini terus
menetap hingga 6 bulan atau lebih maka displasia
dapat berkembang menjadi karsinoma.

Pada penelitian ini keadaan hipergastrinemia pada
hewan coba dipertahankan selama 8 minggu sehingga
memungkinkan terstimulasinya ekspresi gen yang
berhubungan erat dengan kejadian proliferasi dan
hiperplasia jaringan mukosa lambung. Salah satu gen
yang meningkat ekspresinya akibat hipergastrinemia
adalah gen Reg 1 pada sel ECL. Gen Reg 1 mengatur
sintesis protein Reg la yang merupakan regulator
faktor pertumbuhan yang merangsang proliferasi dan
deferensiasi sel. Gen Reg 1 akan mengalami over
ekspresi pada proses karsinogenesis lambung.
Overekspresi Gen Reg 1 akan menstimulasi
peningkatan sintesis protein Reg 1la terutama pada sel
ECL yang selanjutnya dapat meningkatkan proliferasi
sel ECLdan hiperplasiajaringan mukosa lambung.

Pemberian ekstrak etanol daun sendok pada hewan
coba model hipergastrinemia dapat menghambat
overekspresi Gen Reg 1 yang terjadi, sebagaimana
ditunjukkan dengan adanya perbedaan rerata ekspresi
Gen Reg 1 antara kelompok kontrol yang diberi aquades
dibandingkan dengan kelompok studi yang diberi
ektsrak etanol daun sendok. Hasil penelitian ini, telah
menguji efek ekstrak etanol daun sendok dalam
menghambat overekspresi Gen Reg 1. Kemampuan
penghambatan terhadap overekspresi Gen Reg 1
menunjukan potensi ekstrak etanol daun sendok
sebagai agen antiproliferatif dan hiperplasia jaringan,
khususnya proses hiperproliferasi dan hiperplasia yang
distimulasioleh overekspresi Gen Reg 1.

Peningkatan produksi protein Reg la akan
menyebabkan penghambatan produksi Caspase 3,
sehingga protein Reg la dikelompokan sebagai agen
antiapoptosis. Pemberian ekstrak etanol daun sendok
dapat meningkatkan kadar Caspase 3 pada tikus model
hipergastrinemia. Namun, dari penelitian ini dapat
diketahui bahwa peningkatan kadar Caspase-3 tidak
menunjukan adanya hubungan dengan penekanan
overekspresi Gen Reg 1 yang menyebabkan penurunan
sintesis protein Reg 1a.

Peningkatan kadar Caspase-3 yang terjadi
dimungkinkan merupakan efek langsung beberapa zat
aktif ekstrak etanol daun sendok terutama golongan
triterpenoid dan flavonoid. Senyawa-senyawa
triterpenoid di antaranya ursolic acid, oleanic acid,
batulinic acid sedangkan flavonoid adalah luteoline-7-
0-8-glucoside, apigenin, hispidulin dan baicalein.
Senyawa-senyawa flavonoid dan triterpenoid
mengaktivasi Caspase-3 dari bentuk proenzim inaktif

Vol. 4 Nomor 1 | Edisi April 2014 |JAS

(procaspase 3) dalam proses apoptosis.

Hasil analisis efek pemberian ekstrak etanol daun
sendok terhadap perubahan histopatologi jaringan
mukosa lambung menunjukkan bahwa telah terjadi
atropi jaringan mukosa lambung pada semua hewan
coba. Hasil penelitian ini tidak sesuai dengan dampak
patofisiologi keadaan hipergastrinemia yang lebih
cenderung menyebabkan peningkatan proliferasi sel
mukosa dan hiperplasia jaringan mukosa lambung
sehingga meningkatkan ketebalannya dibandingkan
ketebalan jaringan mukosa lambung tikus normal
(484+100 pm).

Kajian terhadap efek samping obat Omeprazol dan
Ciprofibrate memberikan gambaran bahwa faktor yang
paling mungkin menyebabkan atropi mukosa lambung
adalah akibat penggunaan kedua obat tersebut sebagai
pencetus kondisi hipergastrinemia. Secara farmako-
logis, baik Omeprazol maupun Ciprofibrate dapat
menyebabkan stres oksidatif. Keadaan stres oksidatif
dapat menginduksi kerusakan dan kematian sel akibat
peningkatan produksi reaktive oxygen species (ROS)
dan penurunan aktivitas antioksidan seperti katalase.

Bagaimana pun penelitian ini memerlukan tidak
lanjut untuk memperjelas beberapa hal penting yang
masih belum dapat dijawab dengan penelitian ini
terkait dosis efektif ekstrak etanol daun sendok dan
sifat dose dependent serta penyebab atropi mukosa
lambung yang menyimpang dari efek tropik keadaan
hipergastrinemia.

Simpulan

Pemberian ekstrak etanol daun sendok mencegah
overekspresi gen Regenerating 1 dengan dosis 100mg/
200gBB/hari, meningkatkan kadar Caspase 3 dengan
dosis 200mg/200gBB/hari tetapi pada dosis penelitian
yang digunakan tidak dapat menghambat perubahan
histopatologi jaringan mukosa lambung tikus model
hipergastrinemia.
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