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ABSTRAK

Amrulloh, M. F. Uji Aktivitas Ekstrak Etanol 96% Daun Bunga Matahari (Helianthus
annuus) Terhadap Induksi Apoptosis, Siklus Sel, Dan Ekspresi P53 Sel
Kanker Serviks HelLa.

Pembimbing:  (I) Dr. Roihatul Muti’ah, M.Kes., Apt.
(1) dr. Ana Rahmawati, M.Biomed

Bunga matahari (Helianthus annuus) selain dijadikan sebagai tanaman hias, juga
telah dibuktikan memiliki aktivitas farmakologi antiinflamasi. antinyeri hingga
antimalaria. Tanaman tersebut diketahui memiliki kandungan flavonoid dan sesquiterpen
lakton yang tinggi sehingga diduga memiliki aktivitas antikanker. Tujuan penelitian ini
adalah untuk mengetahui aktivitas ekstrak etanol 96% daun bunga matahari terhadap
induksi apoptosis, siklus sel, dan ekspresi p53 pada sel kanker serviks Hel a.

Ekstrak daun bunga matahari diperoleh dengan metode ekstraksi maserasi
menggunakan bantuan gelombang ultrasonik. Pelarut yang digunakan adalah etanol 96%.
Pengujian aktivitas menggunakan nilai ICso yang diperoleh dengan metode MTT. Analisa
induksi apoptosis dan siklus sel menggunakan Flowcytometer dan dilakukan pembacaan
dengan program cell quest. pengukuran ekspresi p53 menggunakan Immunocytochemistry
dengan pewarna antibodi p53.

Hasil penelitian menunjukkan nilai 1Csy Ekstrak daun bunga matahari adalah
377,46 pg/mL; pemberian ekstrak daun dengan konsentrasi I1Cso meningkatkan nilai
apoptosis sel yaitu sebesar 7,17 % dibanding dengan kontrol (2,9 %) dan meningkatkan
kematian sel secara nekrosis (90,44%). Ekstrak daun bunga matahari menyebabkan
penurunan jumlah sel pada fase GO-G1 yakni 33,98% dan meningkatkan jumlah sel pada
fase S dan G2-M masing-masing secara berturut-turut 17,45% dan 21,28% serta
meningkatkan jumlah sel ke arah sub G0-G1(12,87%). Aktivitas ekstrak terhadap p53
menunjukkan skor 0. Pemberian ekstrak daun bunga matahari meningkatkan apoptosis sel,
memengaruhi regulasi siklus sel dan tidak menunjukkan peningkatan ekspresi p53.

Kata Kunci: Ekstrak daun bunga matahari, apoptosis, siklus sel, p53, Sel kanker serviks
Hela.
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ABSTRACT

Amrulloh, M. F. The Activity of Ethanol 96% Extract of Sunflower Leaves
(Helianthus annuus) through Induction of Apoptosis, Cell Cycle,
and the expression of p53 in Cervical Cancer HelLa Cells.

Advisor: (1) Dr. Roihatul Muti‘ah, M.Kes., Apt.
(1) dr. Ana Rahmawati, M.Biomed.

Sunflower (Helianthus annuus) in addition to being used as an ornamental
plant, it also been proved to have anti-inflammatory pharmacological activities.
anti-pain up to anti-malaria. The plant had known to high content of flavonoids and
sesquiterpen lactones substances so it was predicted to have an anti-cancer activity.
The purpose of this research was to knowing The Activity of Ethanol 96% Extract
of Sunflower Leaves (Helianthus annuus) through Induction of Apoptosis, Cell
Cycle, and the expression of p53 in Cervical Cancer HelLa Cells.

Sunflower extracts were obtained by maceration method using ultrasonic
wave. It was using Ethanol 96% as the solvent. The activity test used number of
ICso obtained by MTT assay. The analysis of apoptotic induction and cell cyle used
Flowcytometer and read it used cell quest program. p53 expression measurements
used immunocytochemistry with p53 colorants antibodies.

The results showed that number of ICso sunflower leaves extract was 377,46
pg/mL; Treated of sunflower leaves extract ICso increased the cell apoptosis that
was 7,17 % compared to controls (2,9 %) and increased the cell-lethal necrosis
(90,44%). The sunflower extracts caused a decrease in the number of cells in the
GO0-G1 phase i.e. 33,98% and increased the number of cells in the S phase and G2-
M each in consecutive 17,45% and 21,28% as well increased the number of cells to
sub GO-G1 phase (12,87%). Activity of the extract towards p53 showed a score of
0. The distribution of sunflower leaf extract improved cell apoptosis, influenced
cell cycle regulation and did not indicate an increased p53 expression.

Keywords: Sunflower Leaves extract, apoptosis, cell Cycle, p53, HelLa cervical
Cancer Cells.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kanker merupakan sekelompok kelainan yang ditandai dengan
pertumbuhan sel-sel abnormal yang tidak terkendali. Suatu tumor berasal dari sel
tunggal yang mengalami mutasi (Greene & Harris, 2008). Adanya mutasi tersebut
menyebabkan terjadinya perubahan baik bentuk, ukuran, maupun fungsi dari sel
tubuh yang asli. Mutasi gen dipicu oleh adanya paparan zat asing seperti bahan
aditif makanan, radioaktif, oksidan, virus, atau karsinogen yang dihasilkan oleh
tubuh secara alamiah. Sel kanker menyusup ke jaringan sekitarnya dan tersebar ke
tempat yang lebih jauh melalui pembuluh darah dan pembuluh getah bening
(Sumarno, 2008). Adapun tiga ciri utama suatu keberadaan kanker menurut Murray,
(2003) diantaranya adalah pertumbuhan yang meningkat atau tidak terbatas, invasi
pada jaringan setempat, dan metastasis (Penyebaran) ke bagian tubuh lain.

Kanker serviks merupakan penyebab kematian kedua akibat kanker yang
terjadi pada wanita diseluruh dunia, yakni pada angka 240.000 kematian setiap
tahunnya. Tiap tahunnya kasus baru dilaporkan sekitar 490.000 kasus kanker
serviks. (Liao, 2008). Menurut data World Health Organization (WHO)
diperkirakan sebanyak 90% dari 270.000 kematian pada tahun 2015 akibat kanker
serviks terjadi di negara berkembang dengan penghasilan rendah hingga menengah

(WHO, 2016). Di Indonesia, kanker serviks menjadi kasus kanker dengan



prevalensi tertinggi pada tahun 2013, sedangkan berdasarkan estimasi jumlah
penderita kanker serviks terbanyak adalah di jawa timur dengan estimasi jumlah
21.313 kasus (InfoDATIN, 2015). Adapun menurut Bruni, et al. (2017) kejadian
kanker serviks di Indonesia menempati peringkat kedua di dunia untuk jumlah
penderita usia antara 15-44 tahun.

Infeksi Human Papilloma Virus (HPV) merupakan faktor risiko utama
penyebab kanker serviks. HPV adalah kelompok virus yang dapat menginfeksi
leher rahim. Infeksi-infeksi HPV sangatlah umum. Virus ini dapat ditularkan dari
orang ke orang melalui kontak seksual (Saraswati, 2010). Beberapa tipe HPV dapat
menyebabkan perubahan pada sel-sel leher rahim. Perubahan ini dapat menjurus
pada kutil-kutil dibagian alat vital, kanker dan masalah-masalah lain (Maharani,
2009). Infeksi dengan HPV mengakibatkan terjadinya integrasi genom DNA HPV
dengan host sehingga terjadi gangguan atau hilangnya gen virus E2 yang
menyebabkan terekspresinya onkogen virus E6 dan E7. Produk E6 dan E7
menghambat aktivitas tumor suppressor p53 dan protein Rb (Frazer, 2004).
Spesifiknya, sel E6 akan mengikat protein p53 yang merupakan tumor suppressor
dan terjadinya percepatan degradasi p53 yang diperantarai ubiquitin. tumor
suppressor p53 memiliki peran penting pada siklus sel, yakni pada transkripsi gen-
gen yang terlibat pada fase checkpoint siklus sel, meregulasi fase istirahat dalam
siklus sel untuk perbaikan DNA, dan proses apoptosis. Inaktivasi p53 menyebabkan
terhambatnya proses-proses tersebut dan terjadinya mutasi gen p53 yang menjadi

penyebab malignansi (Husnaa, et. al., 2017; Dipiro, et. al., 2008)



Pada kanker serviks stadium 1 dapat dilakukan penyembuhan dengan
kombinasi operasi dan radioterapi; namun apabila sel kanker sudah menyebar
hingga keluar panggul (stadium 4) umumnya sangat sulit disembuhkan, sedangkan
pasien di negara berkembang umumnya baru melakukan pengobatan saat sudah
memasuki stadium 4 (Frazer, 2004). Selama ini pengobatan untuk kanker serviks
berupa radioterapi atau berupa pengangkatan rahim, karena kebanyakan pasien
datang pada stadium lanjut. Gejala kanker serviks yang kadang tidak terasa
membuat banyak wanita di negara berkembang baru menyadari paparan kanker
serviks pada stage yang sudah tinggi. Pengobatan berupa radioterapi atau
pengangkatan rahim tentu menimbulkan risiko yang tinggi misalnya pada
radioterapi dapat menyebabkan efek samping seperti ketidaknyamanan, pusing,
mual yang berlebihan, hingga kebotakan; sementara dengan pengangkatan rahim
akan menyebabkan nyeri, menopause dini, gangguan saluran kencing, serta
penurunan kulitas hidup. Oleh sebab itu pengembangan ilmu untuk
mengembangkan alternatif pengobatan yang lebih aman dan memberikan efek
samping sekecil mungkin perlu dilakukan.

Allah Subhaanahu wa ta’aala menciptakan suatu penyakit kepada manusia
berikut menurunkan pula obat(penawar)nya. Sebagaimana disabdakan Rasulullah

SAW yang diriwayatkan oleh Ibnu Mas’ud RA. Yang berbunyi:

Ca

(35mmr cnh olyy) Algx 22 Ales g aale oo dale sl J IS5V s S b O

Artinya: “Sesungguhnya Allah SWT tidaklah menurunkan sebuah penyakit
melainkan menurunkan pula obatnya. Obat itu diketahui oleh orang
yang bis mengetahuinya dan tidak diketahui oleh orang yang tidak bisa



mengetahuinya” (HR. Ahmad 1/377,413, dan 453. Dan hadits ini
dishahihkan dalam Ash-shahihah no.451)

Berdasarkan ayat diatas, suatu penyakit yang menimpa manusia, maka atas
izin Allah-lah penyakit itu akan sembuh. Manusia dianugerahi akal oleh Allah SWT
untuk berpikir dalam upaya mencari dan mengembangkan obat sebagai bentuk
pertolongan-Nya dalam menyembuhkan suatu penyakit. Disebutkan pula
bahwasnya obat itu diketahui oleh orang-orang bisa mengetahuinya dan tidak
diketahui oleh orang yang tidak bisa mengetahuinya. Sejak dahulu sudah terdapat
profesi yang mendalami dalam pengobatan dan pengembangan obat yang saat ini
dikenal sebagai apoteker. Sebagai orang yang mengetahui tentang suatu
pengobatan, apoteker bertugas dalam pengembngan obat dan penemuan obat-obat
baru mengingat penyakit yang ada juga berkembang pula seiring berkembangnya
zaman. Terlebih dari itu Allah juga memberikan petunjuk kepada manusia agar
senantiasa memanfatkan alam yang melimpah di muka bumi ini yang berpotensi
untuk dijadikan kebutuhan sehari-hari termasuk dalam pengobatan. Sebagaimana

Allah firmankan dalam QS. Asy-Syu’ara ayat 7-8 :
Cnsal AMET 08 L3 BY S5 3 O} 5 o) oS 0 Wb WEST 287 051 ) 132 4l

Artinya: “dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang
baik? Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar terdapat suatu
tanda kekuasaan Allah. dan kebanyakan mereka tidak beriman.” (QS.
Asy-Syu’ara 7-8)

Kata Kariim digunakan untuk menggambarkan segala sesuatu yang baik
bagi setiap objek yang disifatinya. Dalam tafsir Shihab (2012) diartikan bahwa

tumbuhan yang baik itu merupakan tumbuhan yang tumbuh subur dan memberikan



manfaat. Dan Allah telah menumbuhkan berbagai tumbuhan yang baik diatas muka
bumi ini. Pengembangan bahan alam di Indonesia masih sangat potensil, Indonesia
merupakan negara yang kaya akan keanekaragaman hayati. Banyak pula bahan-
bahan alam di indonesia yang terbukti berkhasiat sebagai obat-obatan termasuk
sebagai antikanker. Beberapa penelitian bahan alam untuk pengembangan obat
antikanker telah banyak dilakukan. Penggunaan agen antikanker dari bahan alam
dipilih karena dinilai lebih aman dan tidak menimbulkan efek samping yang serius
bagi pasien (Kar, 2014).

Bunga matahari (Helianthus annuus L.) merupakan tanaman dalam family
Asteraceae yang sering dimanfaatkan sebagai tanaman hias. Tetapi beberapa organ
dari tanaman ini telah teruji sebagai tanaman obat, seperti bagian biji dan bunganya.
Adapun telah dilaporkan bahwa minyak biji bunga matahari (Helianthus annuus L.)
memiliki aktivitas anti inflamasi atau penyembuh luka (Markues, 2004); sebagai
antikanker, antimalaria, serta diabetes mellitus (Dwivedi & Sharma, 2014;).
Berdasarkan penelitian Kamal (2011) bahwa pada daun bunga matahari (Helianthus
annuus L.) terdapat kandungan fenol dan flavonoid paling tinggi dibanding akar
dan batang. Penelitian Mirghani et al. (2017) membuktikan adanya aktivitas
antioksidan dari flavonoid yang diisolasi dari daun bunga matahari (Helianthus
annuus L.). Seperti diketahui bahwa senyawa flavonoid memiliki potensi aktivitas
antioksidan dan antikanker (Ren, et al., 2003). Hasil penelitian lain menunjukkan
adanya aktivitas kontraseptif pada ekstrak etanol daun bunga matahari (Helianthus
annuus L.) yang diujikan terhadap tikus wistar (Emamuzo, et al., 2010). Daun

bunga matahari (Helianthus annuus L.) juga memiliki kandungan kimia



sesquiterpen lakton yang telah diuji oleh Muti‘ah (2013) dimana kandungan ini
memiliki aktivitas sebagai antimalaria. Kandungan sesquiterpen lakton pada daun
bunga matahari juga diduga memiliki aktivitas antikanker berdasarkan pendekatan
kemotaksonomi famili Asteraceae (Kreuger, et al., 2012).

Organ daun dipilih dalam penelitian ini untuk diuji aktivitas antikankernya
karena telah diketahui senyawa yang diduga memiliki aktivitas antikanker pada
daun bunga matahari terkandung dalam jumlah yang tinggi. Penelitian untuk
menunjukkan aktivitas antikanker pada tanaman bunga matahari belum banyak
dilakukan sehingga pemanfaatan beberapa bagian tanaman bunga matahari belum
maksimal. Oleh sebab itu penting untuk dilakukan penelitian yang membuktikan

bahwa organ daun bunga matahari ini memiliki aktivitas antikanker.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian latar belakang diatas maka dapat dirumuskan

pertanyaan penelitian sebagai berikut.

1. Apakah pemberian ekstrak daun bunga matahari (Helianthus annuus L.)
dapat meningkatkan nilai apoptosis pada sel kanker serviks HeLa?

2. Bagaimana gambaran siklus sel kanker serviks HelLa setelah pemberian
ekstrak daun bunga matahari (Helianthus annuus L.)?

3. Apakah ekstrak daun bunga matahari (Helianthus annuus L.) meningkatkan

ekspresi p53 pada sel kanker serviks HelLa?



1.3 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut.

1 Mengungkap ada atau tidaknya aktivitas antikanker ekstrak daun bunga

matahari terhadap apoptosis sel kanker serviks HeLa.

2. Mendeskripsikan gambaran siklus sel kanker serviks HelLa setelah

pemberiaan ekstrak daun bunga matahari.

3. Untuk mengetahui apakah terdapat aktivitas ekspresi p53 pada sel kanker

serviks HeLa setelah pemberian ekstrak daun bunga matahari.

1.4 Manfaat Penelitian

1. Memberikan informasi ilmiah tentang adanya aktifitas antikanker ekstrak
daun bunga matahari

2. Sebagai bukti ilmiah tentang aktivitas ekstrak daun bunga matahari sebagai
kemoprevensi dan kemoterapi ditinjau dari penghambatan siklus sel dan
peningkatan apoptosis sel-sel kanker serviks HelLa secara in vitro

3. Sebagai dasar penelitian lanjutan untuk pengembangan sediaan obat
tradisional, khususnya untuk pengembangan fitofarmaka antikanker yang

memanfaatkan tanaman bunga matahari.



1.5 Batasan Masalah
1. Bahan yang diujikan adalah ekstrak etanol 96% daun bunga matahari yang
diperoleh dari kecamatan Blimbing kota malang yang digunakan sebagai
tanaman hias.
2. Objek yang diuji adalah sel kanker serviks HelLa yang dikultur di
laboratorium Universitas Gadjah Mada Yogyakarta.
3. Parameter yang diuji adalah induksi apoptosis, aktivitas siklus sel dan

ekspresi p53 sel kanker serviks Hela.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Tentang Tanaman Helianthus annuus

2.1.1 Pemanfaatan Tanaman Bunga Matahari dalam Perspektif Islam

Tumbuh-tumbuhan yang berada di muka bumi ini diciptakan oleh Allah SWT
dengan segala jenis dan bentuknya yang bermacam-macam. Sebagimana yng

telah disebutkan dalam Algu’an surat Al-An’am/06 : 99, yaitu

Ga3 USI A R dha g A5 1 5umd Aa U8 581 50,0 (K i a4y 5 5408 204 ol 0a 0531 61 55

13) 0 a8 () Vgt adisia i 5 LG AN (8305 T G ciin s A (15 Lealla (e JAT
Gisbe o 38 I A1 b )7 asisy S

Artinya : “Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami
tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan maka Kami
keluarkan dari tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami
keluarkan dari tanaman yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari
mayang korma mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun
anggur, dan (Kami keluarkan pula) zaitun dan delima yang serupa dan yang
tidak serupa. Perhatikanlah buahnya di waktu pohonnya berbuah dan

(perhatikan pulalah) kematangannya. Sesungguhnya pada yang demikian itu
ada tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang beriman.”

Adapun ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah SWT menurunkan
hujan dan menciptkan pelbagai jenis tumbuhan yang bermacam-macam, begitu
juga disebutkan organ-organ seperti daun yang disebut sebagai sesuatu yng
menghijau, tangkai yang menjulang, serta biji-bijian. Di bagian akhir ayat ini
disebutkan ~ "asiiy &l 3 e, L) 1ski " (amatilah buah-buahan yang
dihasilkannya). Dalam tafsir Ibnu Katsir dimaknai bahwa pikirkanlah

kekuasaan pencipta-Nya, dari tidak ada menjadi ada, dari berbagai ciptaan
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Allah berupa berbagai warna, bentuk, rasa, aroma,dan pula manfaatnya
(Abdullah, 2003). Perintah ini mendorong perkembangan Ilmu Tumbuh-
tumbuhan (Botanik) yang sampai saat ini mengandalkan metode pengamatan
bentuk luar seluruh organnya dalam semua fase perkembangannya. Semua itu
menunjukkan tanda-tanda kekuasaan Allah SWT. Salah satu tanda kebesaran
Allah adalah banyaknya tumbuh-tumbuhan yang memiliki manfaat beragam
seperti bahan pangan, bahan baku pakaian, perabot rumah tangga hingga khasiat
sebagai obat. Salah satu contoh tanaman yang memiliki manfaat beragam
adalah tanaman bunga matahari. Selain banyak dibudidayakan sebagai tanaman
hias, tanaman bunga matahari juga telah terbukti memiliki manfaat pengobatan.
2.1.2 Klasifikasi dan Morfologi Tumbuhan Bunga Matahari (Helianthus

annuus L.)

Helianthus annuus (bunga matahari) merupakan tanaman herba
yang termasuk dalam famili Compositae (Asteraceae) yang diduga berasal dari
Amerika Utara, tapi sekarang dijumpai di daerah tropika dan penyebarannya
makin meluas ke beberapa negara Subtropika. Di Indonesia, pada tahun 1919
mulai ditanam di Jawa, Helianthus annuus sudah meluas di seluruh wilayah
nusantara baik sebagai tanaman hias, tanaman komoditi maupun sebagai

tanaman yang berfungsi untuk pengobatan (Rukmana, 2004)

Adapun Klasifikasi tanaman bunga matahari adalah sebagai berikut.

Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta

Superdivisio . Spermatophyta
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Divisio : Magnoliophyta

Classis : Magnoliopsida

Subclassis . Asteridae

Ordo : Asterales

Familia : Asteraceae

Genus : Helianthus

Species : Helianthus annuus (Steenis, 1978)

Gambar 2.1. Tanaman Bunga Matahari Gambar 2.2. Daun Bunga Matahari

Helianthus annuus merupakan tanaman herba berasal dari Amerika
Utara. Helianthus annuus berbatang basah (herbaceus) tumbuh tegak setinggi
0,3 sampai 5 meter. Seluruh permukaan batang berkulit kasar dan memiliki
bulu. Bertangkai panjang. Helaian daunnya hijau berbentuk jantung, ujungnya
runcing, panjang 10-25cm. Untuk bunganya, ukurannya besar berbentuk cawan
dengan mahkota seperti pita kuning di sepanjang tepi cawan. Di tengah cawan
itu terdapat bunga-bunga kecil berbentuk tabung dengan warna coklat. Bila

dibuahi, bunga-bunga kecil ini menjadi biji-bijinya yang berwarna hitam
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bergaris-garis putih itu berkumpul di dalam cawan. Memiliki sistem perakaran

tunggang (Tjitrosoepomo, 2003; Rukmana, 2004).

2.1.3 Kandungan Senyawa dan Bioaktivitas Tanaman Bunga Matahari

Penggunaan tanaman bunga matahari di masyarakat sangat luas,
mulai dari makanan hingga bahan untuk agen pengobatan. Penggunan sebagai
pengobtan antara lain penyembuhan luka, mengatasi nyeri dada dan gangguan
paru, meringankan rematik dan mengatasi asma (Saini & Sharma, 2011).
Subashini & Rakshitha, (2012) telah mengevaluasi bahwa pada tanaman bunga
matahari terkandung senyawa karbohidrat, flavanoid, tanin, alkaloid, saponin,
fitosterol, steroid dan minyak. Sedangkan Macias, et al. (2008) telah
mengisolasi senyawa glikosida ent-kurane bernama Helikauranoside A,
senyawa sesquiterpen lakton yakni Annuolide E dan tiga senyawa diterpenoid
ent-kaurane lain yakni; asam kaur-16-en-19-oat; asam grandiflorat dan
paniculoside 1V. Telah diisolasi pula senyawa sesquiterpen lakton dari ekstrak
etanol dari daun dan batang bunga matahari oleh Spring, et al. (1982) dan teruji
memiliki aktivits inhibisi pertumbuhan pada tanaman (Allelopathy). Kandungan
sesquiterpen lakton juga telah diuji oleh Muti‘ah (2013) dimana kandungan ini
memiliki potensi sebagai antimalaria. Berdasarkan penelitian Kamal (2011)
bahwa pada daun bunga matahari (Helianthus annuus L.) terdapat kandungan
fenol dan flavonoid paling tinggi dibanding akar dan batang. Penelitian

Mirghani et al. (2017) membuktikan adanya aktivitas antioksidan dari flavonoid
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yang diisolasi dari daun bunga matahari (Helianthus annuus L.). Senyawa
golongan sesquiterpen lakton dan flavonoid diketahui memiliki aktivitas
sebagai antikanker (Ren, et al., 2003; Ghantous , et al., 2010). Senyawa
sesquiterpen lakton phartenolide dapat memediasi apoptosis pada sel leukimia
dengan menghambat NF-kB dan mengaktivasi p53 untuk apoptosis (Guzman,
et al., 2014). Mekanisme dari kandungan flavonoid ini juga telah diteliti dapat
menjadi alternatif agen antikanker melalu berbagai mekanisme. Seperti
inaktivasi karsinogen, antiproliferasi, penghambatan siklus sel, induksi
apoptosis bergantung p53 dan atau tidak bergantung p53, maupun antioksidan

(Ren, et al., 2003; Lazaro, 2002 ).

4 R=Me
5 R=H

Gambar 2.3 Senyawa bioaktif flavonoid dari Helianthus annuus (Macias, et
al., 1997)
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Gambar 2.4 Struktur utama Sesquiterpen lakton

2.2 Teknik Pemisahan Metabolit Senyawa Sekunder

Ekstrak adalah sediaan padat yang diperoleh dari menyari zat aktif dari
tanaman atau hewan dengan menggunakan pelarut yang sesuai kemudian
dilakukan penguapan terhadap pelarut tersebut sedemikian hingga tersisa massa
serbuk atau ekstrak sesuai baku yang ditetapkan (Depkes RI, 1995). Ekstraksi
adalah suatu proses untuk mendapatkan kandungan kimia dari suatu tanaman
dan hewan dengan menggunakan pelarut atau penyari yang sesuai. Pelarut yang
biasa digunakan adalah air, etanol, atau campuran dari keduanya (Depkes R,

1995).

Maserasi merupakan metode sederhana yang paling banyak digunakan.
Cara ini sesuai, baik untuk skala kecil maupun skala industry (Agoes, 2007).
Metode ini dilakukan dengan memasukkan serbuk tanaman dan pelarut yang

sesuai ke dalam wadah inert yang tertutup rapat pada suhu kamar. Proses
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ekstraksi dihentikan ketika tercapai kesetimbangan antara konsentrasi senyawa
dalam pelarut dengan konsentrasi dalam sel tanaman. Setelah proses ekstraksi,
pelarut dipisahkan dari sampel dengan penyaringan. Kerugian utama dari
metode maserasi ini adalah memakan banyak waktu, pelarut yang digunakan
cukup banyak, dan besar kemungkinan beberapa senyawa hilang. Selain itu,
beberapa senyawa mungkin saja sulit diekstraksi pada suhu kamar. Namun di
sisi lain, metode maserasi dapat menghindari rusaknya senyawa-senyawa yang

bersifat termolabil.

Ekstraksi sonikasi merupakan metode non thermal yang digunakan dalam
proses peningkatan rendemen ekstraksi dan pengurangan waktu ekstraksi
senyawa-senyawa polifenol, antosianin, aromatik, polisakarida, dan senyawa
fungsional lainnya (Vilkhu, et al., 2006). Metode ini menggunakan gelombang
ultrasonik yaitu gelombang akustik dengan frekuensi lebih besar dari 20 kHz
(Suslick, et al., 1986). Alat yang digunakan pada metode ini disebut dengan

sonikator.

Prinsip kerja ekstraksi sonikasi adalah perambatan gelombang
ultrasonic dari sumber getaran sonikator dalam medium pelarut secara
longitudinal. Gelombang tersebut jika merambat melalui medium cair
menyebabkan molekul air mengalami peregangan dan membentuk gelembung-
gelembung mikro yang jika terus menerus menerima energi dari gelombang
ultrasonik akan pecah sambil melepaskan energi yang besar yang disebut
kavitasi. Kavitasi dengan energi besar akan menumbuk dinding sel bahan yang

akan diekstrak dan memperbesar diameter pori. Akibat dari pori bahan yang
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membesar, pelarut akan dengan mudah melarutkan senyawa yang terdapat pada

bahan dengan proses difusi (Santos, et al., 2009).

2.3 Kanker serviks

Kanker adalah sekelompok penyakit yang ditandai dengan
pertumbuhan yang tidak terkendali pada sel tubuh tertentu yang berakibat
merusak sel dan jaringn tubuh yang lain, bahkan sering berakhir pada kematian.
Kondisi ini disebut sebagai penyakit keganasan. Kanker serviks adalah tumor
ganas yang tumbuh di daerah leher rahim(serviks). Penyebaran sel kanker
serviks dapat melalui pembuluh darah maupun pembuluh getah bening. Kanker
leher rahim ini merupakan keganasan yang terjdi pada leher Rahim yang
merupakan bagin terendah dari rahim yang menonjol ke puncak vagina. Kanker
ini biasanya tumbuh secara lambat dan tidak memiliki gejala, namun dapat

dideteksi dengan melakukan pemeriksan Pap Smear (Depkes RI, 2009).

Kanker serviks menduduki urutan tertinggi di Negara berkembang
dan urutan ke 10 di negara maju atau urutan ke 5 secara global. Di Indonesia,
kanker serviks menduduki urutan pertama dari 10 kanker terbanyak ditemukan
di 13 Laboratorium Patologi di Indonesia (Kemenkes RI, 2015). Tujuh dari 10
(70%) dari semua kasus kanker serviks dilaporkan di seluruh dunia disebabkan
oleh dua jenis HPV: 16 dan 18. Sebanyak 90% dari kanker serviks adalah

kanker sel skuamosa pada zona transformasi ectocervix dan 10% merupakan



17

adenokarsinoma yang timbul dalam lapisan kolumnar kelenjar endocervix

(WHO, 2014).

Infeksi HPV (Human Papilloma Virus) merupakan penyebab utama
kanker serviks. Virus ini bersifat spesifik dan hanya akan tumbuh dlam sel
manusia terutama pda epitel mulut rahim atau sel-sel dilapisan permukaan.
Virus HPV yang paling sering menyebabkan kanker adalah HPV tipe 16 dan 18
yang bekerja melalui sekuensi gen E6 dan E7 dengan mengkode pembentukan

protein-protein yang penting (Shinta et al, 2010).

2.3.1 Patofisiologi Kanker Serviks

Perjalanan penyakit karsinoma serviks merupakan salah satu model
karsinogenesis yang melalui tahapan atau multistep, dimulai dari
karsinogenesis awal sampai terjadinya perubahan morfologi hingga menjadi
kanker invasive. HPV merupakan factor inisiator kanker serviks. Onkoprotein
E6 dan E7 yang berasl dari HPV merupakan penyebab terjadinya degenerasi
keganasan. Onkoprotein E6 akan mengikat p53 sehingga Tumor suppressor
Gene (TSG) p53 akan kehilangan fungsinya. Sedangkan onkoprotein E7 akan
mengikat TSG Rb, ikatan ini menyebabkan terlepasnya E2F yang merupakan

factor transkripsi sehingga siklus sel berjalan tanpa kontrol (Shinta et al, 2010).

Ikatan antara protein E6 dan gen p53 akan menyebabkan p53 tidak
berfungsi sebagai gen supresi tumor yang bekerja di fase G1. Gen p53 akan

menghentikan siklus sel di fase G1 dengan tujuan agar sel dapat memperbaiki
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kerusakan sebelum berlanjut ke fase S. mekanisme kerja p53 adalah dengan
menghambat kompleks CdK-cyclin yang akan menstimulasi sel untuk
memasuki fase selanjutnya. Sehingga jika E6 berikatan dengan p53 maka sel
terus bekerja sehingga sel akan terus membelah dan menjadi abnormal (Shinta

et al, 2010).

Protein retinoblasma (pRb) dan gen lain yang menyerupai pRb
(p130 dan p107) berfungsi mengontrol ekspresi sel yang diperantarai oleh E2F.
Ikatan pRb dengan E2F akan menghambat gen yang mengatur sel keluar dari
fase G1. Jika protein berikatan dengan protein E7 dari HPV maka E2F tidak
terikat sehingga menstimulasi proliferasi sel yang melebihi batas normal

sehingga sel tersebut menjadi sel karsinoma (Shinta et al, 2010).

Menurut National Cancer Institute (NCI) (2012), stadium kanker
serviks didasarkan pada perkembangan dan persebaran sel-sel kanker,
diantaranya : stadium I dimana sel-sel kanker hanya ditemukan di organ leher
Rahim pasien; pada stadium 11 sel-sel kanker tumbuh hingga bagian atas serviks
dan mulai berinvasi ke jaringan sekitar namun bukan bagian dinding pelvis;
pada stadium 11 tumor membesar dan mengganggu saluran kencing pasien, sel-
sel tumor sudah berinvasi ke dinding pelvis atau bagian bawah vagina;
sedangkan pada stadium IV sel-sel tumor berinvasi hingga bladder atau rectum,
dan atau sel-sel tersebut telah menyebar ke organ tubuh lain (metastasis) seperti

paru-paru.
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2.3.2 P53

P53 merupakan suatu polipeptida yang diekspresikan atau dikode
oleh genP53 yang berperan dalam menjaga keutuhan sel atau integritas genom
melalui jalur transkripsi tetramerik. p53 ini ditemukan dalam jumlah yang
sangat rendah pada sel yang tidak terpapar oleh stressor. Namun, apabila terjadi
suatu stressor, baik berupa hipoksia, kerusakan pada integritas seluler dan
onkogen yang tidak sesuai, maka p53 tersebut akan diekspresikan dalam jumlah
yang lebih tinggi untuk mengaktifkan berbagai jalur menuju ke arah modifikasi
pascatranslasi protein dan stabilisasi (Syaifudin, 2007). P53 memiliki peranan
yang penting dalam pengaturan siklus sel dengan melakukan kontrol terhadap
sejumlah gen, termasuk gen untuk apoptosis jika terdapat kerusakan seluler
yang berat. Peran p53 dalam proses apoptosis ini, terutama melibatkan
mitokondria sebagai peran utama melalui pembebasan sitokrom c. Efek
proapoptosis oleh p53 diperantarai melalui peningkatan sintesis Bax.
Selanjutnya protein Bax tersebut akan mendorong pelepasan sitokrom ¢ pada
mitokondria, yang akhirnya akan membentuk suatu komplek dengan Apoptosis
Inducing Factor-1 (APAF-1), prokaspase-9 dan Adenosine- Triphospat (ATP).
Komplek tersebut mengakibatkan terjadinya aktivasi prokaspase-9 menjadi
kaspase-9. Kemudian kaspase-9 akan memicu aktivasi dari kaspase-3. Kaspase-
3 merupakan kaspase terakhir atau eksekutor yang memecah DNA dan substrat

lainnya sehingga mengakibatkan terjadinya kematian sel (Kumar, et al., 2005).

Pada sel yang mengalami mutasi atau kehilangan P53, maka sel

tidak akan mampu mengekspresi p53 atau dapat terjadi ekspresi p53 secara
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berlebih (overekspresi p53) namun tidak dapat bekerja sebagai pengaktivasi
proses transkripsi pada beberapa gen target seperti gen inhibitor cyclin-
dipendent kinase CDKN1A (P21) dan GADDA45. Sehingga tidak terjadi aktivasi
p21, yang mengakibatkan siklus sel tidak berhenti pada akhir fase G1 dan tidak
terjadi aktivasi GADD45, yang mengakibatkan perbaikan DNA tidak terjadi.
Ditambah lagi, pada sel yang mengalami mutasi atau kehilangan gen P53, tidak
adanya aktivasi pada gen apoptosis yaitu BAX mengakibatkan sel gagal
mengalami apoptosis. Pada akhirnya, semua hal tersebut berdampak pada
terfiksasinya mutasi pada sel yang membelah, khususnya DNA sehingga sel

akan masuk menuju proses menuju transformasi ganas (Kumar, et al., 2005).

2.3.3 Siklus Sel

Siklus sel merupakan proses vital dalam kehidupan setiap
organisme. Secara normal, siklus sel menghasilkan pembelahan sel.
Pembelahan sel terdiri dari 2 proses utama, yaitu replikasi DNA dan
pembelahan kromosom yang telah digandakan ke 2 sel anak. Secara umum,
pembelahan sel terbagi menjadi 2 tahap, yaitu mitosis (M) (pembelahan 1 sel
menjadi 2 sel) dan interfase (proses di antara 2 mitosis). Interfase terdiri dari

fase gap 1 (G1), sintesis DNA (S), gap 2 (G2) (Muti’ah, et al., 2018).

Setiap tahap dalam siklus sel dikontrol secara ketat oleh regulator siklus sel,

yaitu:
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a. Cyclin. Jenis cyclin utama dalam siklus sel adalah cyclin D, E, A, dan B.
Cyclin diekspresikan secara periodik sehingga konsentrasi cyclin berubah-
ubah pada setiap fase siklus sel. Berbeda dengan cyclin yang lain, cyclin D
tidak diekspresikan secara periodik akan tetapi selalu disintesis selama ada
stimulasi growth factor.

b. Cyclin-dependent kinases (Cdk). Cdk utama dalam siklus sel adalah Cdk 4,
6, 2, dan 1. Cdks merupakan treonin atau serin protein kinase yang harus
berikatan dengan cyclin untuk aktivasinya. Konsentrasi Cdks relatif konstan
selama siklus sel berlangsung. Cdks dalam keadaan bebas (tak berikatan)
adalah inaktif karena catalytic site, tempat ATP dan substrat berikatan
diblok oleh ujung C-terminal dari CKIs. Cyclin akan menghilangkan
pengeblokan tersebut. Ketika diaktifkan, Cdk akan memacu proses
downstream dengan cara memfosforilasi protein spesifik.

c. Cyclin—dependent kinase inhibitor (CKI), merupakan protein yang dapat
menghambat aktivitas Cdk dengan cara mengikat Cdk atau kompleks
cyclinCdk. Cyclin—dependent kinase inhibitor terdiri dari dua kelompok
protein yaitu INK4 (p15, p16, p18, dan p19) dan CIP/KIP (p21, p27, p57).
Keluarga INK4 membentuk kompleks yang stabil dengan Cdk sehingga
mencegah Cdk mengikat cyclin D. INK4 bertugas mencegah progresi fase
G1l. Keluarga CIP/KIP meregulasi fase G1 dan S dengan menghambat
kompleks G1 cyclin-Cdk dan cyclin B-Cdk1. Protein p21 juga menghambat

sintesis DNA dengan menonaktifkan proliferating cell nuclear antigen
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(PCNA). Ekspresi p21 diregulasi oleh p53 karena p53 merupakan faktor

transkripsi untuk ekspresi p21 (Vermeulen et al., 2003).

2.3.4 Apoptosis

Apoptosis adalah kematian sel yang terprogram dan dapat terjadi
pada keadaan fisiologis maupun patologis. Pada keadaan fisiologis, apoptosis
untuk menjaga homeostasis jaringan pada hewan dewasa, pada sistem imun
dimana sel B dan sel T mati selama proses maturasi serta untuk menghilangkan
sel yang terinfeksi maupun sel yang rusak (Elmore, 2007). Apoptosis
merupakan program bunuh diri intra seluler yang dilakukan dengan cara
mengaktifkan protein kaspase, yang merupakan suatu sistein protease (Kumar

dkk., 2010).

Secara umum, terdapat dua jalur utama dalam proses apoptosis,
yaitu: jalur intrinsik dan ekstrinsik. Jalur intrinsik meliputi pemberian kode
yang memicu proses mitokondria-dependent melalui pelepasan sitokrom c dan
pengaktifan kaspase-9. Jalur ekstrinsik bekerja dengan cara mengaktifkan
reseptor kematian atau Death Reseptor (DR), seperti Fas (reseptor 1 Tumor
Necrotic Factor (TNF)), DR4 dan DR5 (Bai & Zhu, 2006). Adanya interaksi
dengan ligan yang sesuai akan mengarah kepada proses transduksi sinyal yang
diawali dengan peliputan molekul yang berhubungan dengan DR seperti Fas-
Associative Death Domain (FADD), yang selanjutnya akan mengaktifkan
kaspase-8. Kaspase ini kemudian mengkatalis sederet proses proteolitik yang

manghasilkan perubahan biokimia dan morfologi khas yang berhubungan
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dengan apoptosis. Selain itu, apoptosis juga merupakan suatu proses yang aktif,
di mana menginduksi gen seperti BAX dan ekspresi antigen Fas maupun represi

atau penekanan simultan gen seperti BCL2 (Kumar, et al., 2005).
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Gambar 2.5 Jalur intrinsik dan ekstrinsik mekanisme terjadinya apoptosis sel
(Baig, et al., 2016)
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2.3.5 Kemoterapi

Kemoterapi merupakan penggunaan obat berbobot molekul rendah
yang secara selektif menghancurkan tumor atau setidaknya membatasi
pertumbuhannya. Penggolongan kemoterapi secara umum terbagi dalam 5

mekanisme antara lain antimetabolite, DNA-Interactive Agent, Antitubulin,

Molecularly targeted agent, dan terapi hormonal (Thurston, 2006).

Salah satu keuntungan dari kemoterapi adalah bahwa, setelah pemberian
intravena, obat-obat dengan berat molekul rendah didistribusikan ke sebagian besar
jaringan tubuh dan juga dapat membunuh sel tumor di area yang dilindungi (misalnya,
otak) atau sel-sel itu dalam proses metastasis. Namun, kerugian dari banyak agen
sitotoksik termasuk efek samping yang tidak menyenangkan, seperti supresi sumsum
tulang, lesi saluran Gl, rambut rontok, mual, dan perkembangan resistensi klinis yang
cepat. Efek samping terjadi karena agen sitotoksik, seperti obat DNA-interaktif,
inhibitor tubulin, dan antimetabolites, bertindak pada kedua sel tumor (sering memicu
apoptosis) dan sel-sel sehat. Mekanisme aksi mereka termasuk pengambilan dan
tindakan yang berbeda secara lebih cepat dalam sel kanker yang lebih cepat membelah.
Mekanisme alternatif termasuk dalam kasus agen-agen yang berinteraksi dengan DNA,
kurangnya kemampuan sel-sel kanker untuk memperbaiki DNA. Efek samping
mencerminkan fakta bahwa sel-sel sumsum tulang, saluran pencernaan, dan folikel
rambut membelah pada tingkat yang lebih cepat daripada kebanyakan jaringan sehat.
Beberapa keluarga agen baru, seperti inhibitor kinase, jauh lebih selektif untuk sel
kanker. Mereka dapat diberikan secara oral dan memiliki efek samping beracun jauh

lebih sedikit (Thurston, 2006).
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2.3.6 Cisplatin

Cisplatin atau cisplatinum atau cis diamminedichloroplatinum(ll)
adalah obat kemoterapi kanker yang berbasis logam platinum. Pada dasarnya
senyawa turunan platinum yang menunjukkan antitumor/antikanker telah
ribuan yang disintesis. Tetapi hanya 28 dari mereka yang telah diujicoba secara
klinis dan hanya 2 yang sangat aktif yaitu cisplatin itu sendiri dan carboplatin

(Rebecca, et al., 2006).

Struktur kimia cisplatin adalah cis-PtClo(NH3)2. Senyawa ini
pertama kali ditemukan oleh M. Peyrone (1845) yang berasal dari garam
Peyrone dan strukturnya ditentukan kemudian oleh Alfred Werner (1893).
Senyawa cisplatin ini disintesis dengan memanfaatkan efek trans antara
potassium tetrachloroplatinate(ll), KoPtCls dengan ligan amina (NHs). Struktur
kimia yang terbentuk ini sesuai dengan syarat struktur klasik untuk menjadikan
logam platinum memiliki aktivitas anti kanker, yaitu (1) Bilangan oksidasi Pt
+2 atau +4, (2) Ligan amina harus dalam posisi cis, (3) Muatan total senyawa
kompleks platinum harus netral, (4) Ligan amina (NH3) harus memiliki
sedikitnya satu gugus N-H yang tersisa, dan terakhir (5) Gugus pergi harus
anion yang kekuatan ikatannya medium seperti klorida atau turunan karboksilat.
Cisplatin bekerja sebagai anti kanker dengan cara menempelkan diri pada DNA
(deoxyribonucleic acid) sel kanker dan mencegah pertumbuhannya (Rebecca,
et al., 2006). Secara umum, cisplatin dan senyawa berbasis platina lainnya
dianggap sebagai obat sitotoksik yang membunuh sel kanker dengan merusak

DNA, menghambat sintesis DNA dan mitosis, dan menyebabkan kematian sel
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apoptosis. Beberapa mekanisme aksi molekuler termasuk induksi stres oksidatif
yang ditandai dengan produksi spesies oksigen reaktif dan peroksidasi lipid,
induksi sinyal p53 dan penangkapan sel siklus, menurunkan regulasi protein
protoonkogen dan anti apoptosis, dan pengaktifan jalur intrinsik dan ekstrinsik

apoptosis (Dasari & Tchounwou, 2014).
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Gambar 2.6 Struktur Cisplatin (Rebecca, et al., 2006)

Cisplatin sebagaimana obat-obat umum lain yang digunakan untuk
kemoterapi, juga mempunyai efek samping yang parah. Termasuk didalamnya
Neprotoksisitas yang sangat kronis dan berbahaya, tetapi neprotoksisitas ini
dapat diminimalisasi dengan cara hidrasi sang pasien dan menggunakan manitol
untuk diuretic. Selain itu efek samping yang lain adalah neurotoksisitas, mual,
muntah, keracunan sumsum tulang, kerontokan rambut (alopecia), dan
penurunan kekebalan tubuh. Namun untungnya untuk kerontokan rambut dan
penurunan kekebalan tubuh umumnya akan kembali normal setelah pengobatan

(Rebecca, et al., 2006).
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2.4 Kultur Sel

Sel HelLa adalah sel yang berasal dari sel-sel kanker serviks yang
diambil dari seorang penderita kanker serviks bernama Henrietta Lacks. Sel ini
bersifat immortal dan produktif sehingga banyak digunakan dalam peneltian
ilmiah. Sel Hela mengalami transformasi akibat infeksi Human Papilloma
Virus 18 (HPV 18). Sel kanker leher rahim yang diinfeksi HPV diketahui
mengekspersikan 2 onkogen yaitu E6 dan E7. Protein E6 dan E7 terbukti dapat
menyebabkan sifat immortal pada kultur primer keratinosit manusia, namun
tidak bersifat tumorgenik hingga suatu proses genetic terjadi. Jadi, viral
onkogen secara tidak langsung menginduksi pembentukan tumor, tatapi
menginduksi serangkaian proses yang pada akhirnya dapat menyebabkan sifat
kanker. Protein dari E6 dan E7 dari HPV memodulasi protein seluler yang
mengatur daur sel. Protein E6 beriktan dengan tumor supresor protein p53 dan
mempercepat degradasi p53 yang diperantarai ubiquitin. Protein E6 juga
menstimulasi  aktivitas enzim telomerase. Sedangkan protein E7 dapat
mengikat bentuk aktif terhipofosforilasi dari p105Rb dan anggota yang lain
dari family Rb. Ikatan ini menyebabkan destabilasi Rb dan pecahnya kompleks
Rb/E2F yang berperan menekan transkripsi gen yang diperlukan untuk cell
cycle progression. Sebagian besar sel kanker termasuk sel Hela mempunyai
gen p53 dan p105Rb dalam bentuk wild type, Jadi gen pengatur pertumbuhan
yang aktif dalam sel normal juga terdapat dalam sel kanker leher rahim. Namun

aktivitasnya dihambat oleh protein E6 dan E7 dari HPV . (Muti’ah, 2014).



28

Sel HelLa dapat tumbuh dengan agresif dalam media kultur. Media
yang digunakan adalah media RPMI 1640-serum. Didalamnya mengandung
nutrisi yang cukup untuk pertumbuhan, yaitu asam amino, vitamin, garam-
garam anorganik, dan glukosa. Serum yang ditambahkan mengandung
hormon-hormon yang mampu memacu pertumbuhan sel. Albumin berfungsi
sebagai protein transport, lipid diperlukan untuk pertumbuhan sel, dan mineral

berfungsi sebagai kofaktor enzim (Muti‘ah, 2014).

2.5 Metode Flow cytometry

Flow cytometry merupakan suatu metode yang diaplikasikan untuk
mampu menganalisa berbagai komponen seluler (asam nukleat, lemak, protein
dll),organel (lisosom, mitokondria dll), bahkan fungsi ( viabilitas, aktivitas
enzimatis) sel. Flow cytometry adalah proses teknis yang memungkinkan
pengukuran fluoresensi sel dengan tembakan cahaya. Proses ini dilakukan pada
tingkat ribuan sel per detik. Metode ini digunakan untuk memilah-milah suatu
sub-populasi sel. Flow cytometry memberikan beberapa kemudahan seperti
ukuran instrumen yang lebih kecil, analisis yang murah, mudah digunakan, dan
dapat digunakan untuk menganalisis data dalam jumlah yang banyak (Brown &

Wittwer, 2000).

Flow cytometry menyediakan kesempatan untuk menyelidiki efek
terapi obat secara in vitro seperti efikasi dari faktor-faktor antitumor untuk
mengembangkan terapi baru. Pada onkologi, jumlah DNA sel dan distribusinya

pada berbagai fase dalam siklus sel dapat dianalisa untuk mendeteksi sel yang
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patologisuntuk menentukan prognosis maupun untuk monitoring terapi. Analisa
siklus sel dengan flow cytometry juga tidak terbatas digunakan pada model
eksperimen selain hewan dan famili tumbuhan tingkat tinggi saja, namun juga
dapat digunakan untuk meningkatkan pengetahuan pada model eksperimen

seperti bakteri, jamur, ataupun alga uniseluler (CCRC UGM, 2009).
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Gambar 2.7 Prinsip Flow cytometry

Prinsip kerja flow cytometry adalah mengalirkan setiap sel dalam
sistem fluida, kemudian ditembak dengan sinar laser. Tembakan sinar laser
tersebut akan disebarkan oleh sel berdasarkan aktivasi senyawa fluoresen yang
terdapat dalam sel. Setiap sinyal sinar yang disebarkan oleh sel kemudian akan
ditransfer menjadi sinyal elektrik yang akan terkumpul dan masuk kedalam
detektor. Data pada detektor kemudian dibaca menggunakan suatu program

dalam komputer (Brown & Wittwer, 2000).
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2.6Metode Immunositokimia

Imunositokimia merupakan suatu metode yang digunakan untuk
mendeteksi adanya ekspresi suatu protein spesifik atau antigen dalam sel
dengan menggunakan antibodi spesifik yang akan berikatan dengan protein atau
antigen. Ada dua jenis metode imunositokimia, yaitu metode langsung dan
metode tidak langsung. Pada metode langsung, antibodi yang mengikat
fluoresen atau zat warna langsung berikatan dengan antigen pada sel.
Sedangkan pada metode tidak langsung, antigen diikatkan pada antibodi primer
secara langsung, kemudian ditambahkan antibodi sekunder yang mengikat
enzim seperti peroksidase, alkali fosfatase, atau glukosa oksidase. Antibodi
sekunder akan berikatan dengan antibody primer. Selanjutnya ditambahkan
substrat kromogen yang akan diubah oleh enzim sehingga terjadi pembentukan
warna (pigmen) yang akan mewarnai sel. Untuk menjamin antibodi agar dapat
mengikat antigen, sel harus difiksasi dengan ditempelkan pada bahan
pendukung padat sehingga antigen akan immobile. Ada dua macam metode
fiksasi, yaitu pelarut organik dan reagen cross-linking. Pelarut organik seperti
alkohol dan aseton akan memindahkan lipid, mendehidrasi sel, dan
mengendapkan protein. Imunositokimia melibatkan inkubasi sel dengan
antibodi. Antibodi akan berikatan dengan antigen atau protein spesifik di dalam
sel. Antibodi yang tidak berikatan dipisahkan dengan pencucian, sedangkan
antibodi yang berikatan dideteksi secara langsung dengan antibodi primer
berlabel, maupun secara tidak langsung dengan antibodi sekunder berlabel

enzim atau fluoresen (CCRC UGM, 2009).
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KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Konseptual

Adapun bagan kerangka konseptual dalam penelitian ini adalah sebagai

berikut.
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Gambar 3.1 Skema Kerangka Konsep
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3.2 Uraian Kerangka Konseptual

Infeksi HPV merupakan penyebab utama kanker serviks. Virus ini bersifat
spesifik dan hanya kan tumbuh didalam sel manusia terutama pada epitel mulut
Rahim atau sel-sel lapisan permukaan. Jenis HPV yang paling sering menjadi
penyebab kanker adalah HPV 16 dan atau HPV 18 yang merupakan high risk
papilloma virus. Sel kanker leher rahim yang diinfeksi diketahui mengekspresikan
2 onkogen, yakni E6 dan E7. Protein E6 dan E7 dari HPV memodulasi protein
seluler yang mengatur siklus sel. Protein E6 akan berikatan dengan tumor
suppressor protein p53 dan mempercepat degradasi p53, sedangkan E7 akan
mengikat pRb. Kondisi ini menyebabkan tidak berfungsinya p53 dan pRb sebagai

suppressor tumor.

Tumor suppressor p53 memiliki peran penting pada siklus sel, yakni pada
transkripsi gen-gen yang terlibat pada fase checkpoint siklus sel, meregulasi fase
istirahat dalam siklus sel untuk perbaikan DNA, dan proses apoptosis. Inaktivasi
p53 menyebabkan terhambatnya proses-proses tersebut dan terjadinya mutasi gen
p53 yang menjadi penyebab malignansi (Husnaa, et. Al., 2017; Dipiro, et. Al.,
2008). Protein E7 mengikat bentuk aktif terhipofosforilsi dari p105Rb dan anggota
lain dari famili Rb. lkatan ini menyebabkan destabilisasi Rb dan pecahnya
kompleks Rb/E2F yang berperan menekan transkripsi gen yang diperlukan untuk
progresi siklus sel. Pada kondisi ini E2F tidak terikat sehingga menyebbkan

proliferasi sel secara tidak terkendali atau menjadi sel karsinoma.

Bunga matahari (Helianthus annuus L.) merupakan salah satu tanaman

yang termasuk dalam famili asteraceae. Daun bunga matahari diketahui memiliki
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kandungan kimia sesquiterpen lakton. Senyawaan sesquiterpen lakton yang juga
tinggi pada tanaman asterceae diketahui memiliki aktivitas terapi diantaranya
antiinflamasi, antitumor, antimikroba, dan antivirus (Zhang, et al., 2005). Penelitian
Mirghani et al. (2017) membuktikan adanya aktivitas antioksidan dari flavonoid
yang diisolasi dari daun bunga matahari (Helianthus annuus L.). Dari adanya
kandungan tersebut diperkirakan bahwa senyawa bioaktif yang diekstrak dari daun
bunga matahari memiliki potensi sebagai antikanker. Adapun mekanisme yang
telah diteliti sebelumnya bahwa sesquiterpen lakton dapat menginduksi apoptosis
pada sel kanker dengan cara inhibisi angiogenesis dan metastasis; regulasi Nf-kB
dan p53 signaling; dan modulasi kode epigenetik (Ghantous , et al., 2010).
Demikian juga flavonoid yang diduga memiliki aktivitas antikanker dengan cara
mencegah aktivasi karsinogen, antiproliferasi, penghambatan siklus sel, induksi
apoptosis, dan juga sebagai antioksidan (Ren, et al., 2003). Penentuan jumlah p53
dalam penelitian ini menggunakan immunositokimia, sedangkan pengujian

aktivitas apoptosis dan penghambatan siklus sel menggunakan flowcytometry.

3.3 Hipotesis Penelitian

Berdasarkan kerangka konsep diatas, dapat dirumuskan hipotesis sebagai
berikut.

1. Pemberian ekstrak daun bunga matahari dapat meningkatkan apoptosis sel
pada kultur sel kanker serviks HelLa
2. Pemberian ekstrak daun bunga matahari mempengaruhi regulasi siklus sel

pada kultur sel kanker serviks HelLa.
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3. Pemberian ekstrak daun bunga matahari meningkatkan ekspresi p53 pada

kultur sel kanker serviks HelLa.



BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan rancangan true
experimental post test only control group design yang bertujuan untuk mengetahui
dan membandingkan beberapa kelompok perlakuan. Penelitian ini menggunakan
sel kanker serviks HelLa yang dikultur dan diberi perlakuan dengan penambahan

berbagai konsentrasi ekstrak etanol daun bunga matahari.

4.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Fitokimia Jurusan Farmasi
Fakultas Kedokteran dan limu-ilmu Kesehatan Universitas Islam Negeri Maulana
Malik Ibrahim Malang dan Laboratorium Parasitologi Universitas Gadjah Mada

Jogjakarta pada bulan Februari Sampai Maret 2018.

4.3 Variabel Penelitian
4.3.1 Variabel Bebas
Variable bebas dalam penelitian ini adalah pemberian ekstrak
etanol 96% daun bunga matahari Variable bebas dalam penelitian ini adalah

pemberian ekstrak etanol 96% daun bunga matahari.
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4.3.2
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Variable Tergantung
Varibel tergantung dalam penelitian ini adalah nilai ekspresi p53,
aktivitas induksi apoptosis dan penghambatan siklus sel pada pertumbuhan

kultur sel serviks Hela.

4.4 Definisi Operasional

a.

b.

Daun bunga matahari diperoleh dari daerah Blimbing, Malang

Ekstraksi daun bunga matahari dilakukan dengan cara ultrasonofikasi dan
evaporasi dengan etanol 96%, dan ekstraksi dilakukan di Laboratorium
Fitofarmasi Jurusan Farmasi UIN Maulana Malik Ibrahim Malang.

Sel Hela yang diujikan merupakan hasil kultur sel yang diinfeksi HPV yang
dibiakkan di Laboratorium Parasitologi UGM Jogjakarta.

Analisa ekspresi P53 dilakukan menggunakan metode immunositokimia.
Induksi apoptosis merupakan suatu parameter adanya aktivitas antitumor
diuji menggunakan flowcytometry dengan prinsip kerja menganalisa sel-sel
dalam suatu populasi sel.

Analisis siklus sel bertujuan untuk mengetahui adanya aktivitas
penghambatan siklus selektif pada sel kanker. Analisa siklus sel juga
dilakukan menggunakan flowcytometer berdsasarkan perbedaan jumlah set

kromosom pada masing masing fase pada siklus sel.
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4.5 Alat dan Bahan Penelitian
4.5.1 Sampel Penelitian
Sel HelLa (koleksi Lab. llmu Hayati, UGM) ditumbuhkan dalam media
RPMI 1640 (Gibco) yang mengandung 10 % v/v Fetal Bovine Serum (FBS)
(Gibco), 1% v/v penisilin-streptomisin (Sigma), 0,5% v/v fungison (Sigma)
dan 20% Phosphate Buffer Saline (PBS) (Sigma).
4.5.2 Alat Penelitian
Alat yang dibutuhkan untuk pembuatan ekstrak etanol daun bunga
matahari adalah timbangan analitik, gelas erlenmeyer, ultrasonikator, kertas
saring, labu evaporasi, rotary evaporator, aliran listrik, botol kaca, oven, freezer,
alumunium foil, Beaker glass 1000ml, magnetic stirrer, pH meter, Filter 0,2
mikron, Botol duran 1000 ml, Pipet Pasteur steril, conical tube kertas label,
tabung eppendorf , rak tabung eppendorf , vortex , tissue, dan ELISA Reader. 6
well plate atau TCD, mikropipet 10, 20, 100, 200, 1000 pL , tabung sentrifus 1,5
mL , rak tabung kecil, sentrifugator, penangas air 37°C, FACS-Calibur, Well

plate, cover slip, inkubator, mikroskop, kaca preprat, deck glass.

4.5.3 Bahan Penelitian

Bahan yang dibutuhkan untuk pembuatan ekstrak etanol daun bunga
matahari adalah aquades, etanol 96%, dan simplisia daun bunga matahari
(Helianthus annus L.), Media padat , aquabidest 1000ml , NaHCO3s , HCI/NaOH,
PBS, tripsin-EDTA, MK, DMSO, Larutan MTT, SDS 10% dan PBS, PBS , media

kultur , Tripsin-EDTA 0,25% , RNAse , propidium iodide , triton-X , buangan
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basah dan buangan kering, Sampel ekstrak dengan konsentrasi tertentu , media ,
serum-free , PBS, metanol, H202 3%, Human antibody p53, FBS 1%, antibody
sekunder terbiotinilasi (KPL affinity purified biotin antibody to mouse 1gG
cat.n0.216-1806), Streptavidin HRP, AEC (Aminoethil Carbazole), dH20, Mayer

HE, gelatin 5%.

4.6 Prosedur Kerja
4.6.1 Pembuatan Ekstrak Etanol daun bunga matahari
Proses ekstraksi daun bunga matahari (Helianthus annuus L.) dilakukan
di Laboratorium Fitofarmasi Jurusan Farmasi Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang. Adapun langkah kerjanya sebagi berikut.
a. Proses Pengeringan dan Penyerbukan Simplisia
Proses pengeringan ini dilakukan dengan ditimbang 500 gram daun bunga
matahari, dibersihkan kulitnya dan dicuci dengan tujuan untuk menghilangkan
debu maupun kotoran yang menempel pada permukaan daun bunga matahari
Pencucian dilakukan menggunakan air yang mengalir lalu ditiriskan. Proses
selanjutnya adalah pengeringan menggunakan oven dengan suhu 40-45°C
sampai kering. Perlakuan ini bertujuan untuk menghilangakan kadar air dalam
daun bunga matahari. untuk mempermudah dalam penyerbukan. Selanjutnya
daun yang telah kering di serbuk dengan menggunakan grinder yang dilakukan
di Balai Materia Medika Kota Batu. Perlakuan ini bertujuan untuk memperluas
permukaan sehingga mudah dalam proses ekstraksi untuk melarutkan

kandungan kimia dari simplisia.
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b. Proses Maserasi

Serbuk simplisia tersebut kemudian dimaserasi. Maserasi simplisia daun
bunga matahari menggunakan etanol 96% sebagai pelarut. ekstraksi dengan
bantuan alat ultrasonikasi. Ekstraksi sonikasi dilakukan selama 2 menit dengan
3 kali replikasi. Ekstraksi dilakukan dengan perbandingan 1:20 yaitu setiap 25
gram simplisia diekstraksi dengan 500 ml etanol 96%. Etanol dipilih karena
selain relatif aman, sebagian besar senyawa organik larut dalam etanol.
Penggunaan pelarut dibagi menjadi beberapa bagian untuk memaserasi serbuk,
Setiap selesai maserasi, filtrat dikumpulkan sedangkan sisa endapan dilakukan
maserasi lagi menggunakan pelarut yang baru hingga warna hasil pelarutan
menjadi pucat. Setelah maserasi selesai, filtrat di rotary evaporator untuk
mendapatkan ekstrak pekat. Setelah diperoleh ekstrak pekat/kental dapat

dihitung rendemen ekstrak dengan perhitungan sebagai berikut.

berat ekstrak yang didapat (g)

% rendemen = X 100%

berat simplisia awal (g)

4.6.2 ldentifikasi senyawa menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT) bertujuan untuk menduga senyawa
yang terdapat pada ekstrak. Langkah pertama yang dilakukan adalah ditimbang
ekstrak akar, batang, biji dan daun sebanyak 10 mg. Kemudian ditambahkan etanol
96% sebanyak 1 mL. Ekstrak daun dilarutkan menggunakan bantuan ultrasonikator
hingga larut sempurna dengan etanol 96%. Fase gerak yang digunakan dalam
penelitian ini adalah n-heksana dengan etil asetat. Perbandingan antara keduanya
dilakukan optimasi terlebih dahulu dengan perbandingan 5:5; 6:4; 7:3 dan 8:2,

kemudain fase gerak dijenuhkan. Berdasarkan penelitian sebelumnya sesquiterpen
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lakton dapat digunakan fase gerak n-heksan dengan etil asetat (Arundina et al.,
2015). Saat penjenuhan fase gerak ditotolkan ekstrak daun yang telah dilarutkan
dengan etanol 96% dengan pipa kapiler berukuran 2uL secara manual. KLT yang
digunakan adalah silika gel F2s4 dengan ukuran panjang 10 cm dengan lebar 6 cm,
batas atas ukuran 0,5 cm sedangkan batas bawah 1,5 cm. Setelah fase gerak
dijenuhkan selama 10 menit KLT dimasukkan glass chamber merek chamag.
Setelah hasil KLT telah tereluen di batas atas KLT diambil kemudian diamati
menggunakan visualizer setelah itu disemprot menggunakan H2SOs4 10% vi/v.
Setelah, ditotolkan KLT dipanaskan pada TLC Plate Heater dengan suhu 105°C
selama 5 menit. Tujuannya adalah untuk mengoksidasi solutesolute organik yang
dapat mengganggu (Sudjadi, 2007).
4.6.3 Pembuatan Media kultur sel
Pembuatan media kultur sel dilakukan dengan menyiapkan bahan media
padat, aquabidest steril sebanyak 950 ml didalam Laminar Air Flow(LAF).
Dituangkan serbuk media kedalam aquabidest dan dihomogenkan, selanjutnya
ditambahkan 2,2 gram NaHCOs untuk setiap liter media yang dibuat,
ditambahkan aquabidest hingga tepat 1000 mL kemudian dihomogenkan
mengunakan magnetic stirer hingga larut semua. Selanjutnya dilakukan
penyesuaian pH dengan penmbahan asam-basa, kemudian dilakukan
penyaringan media menggunakan filter 0,2 mikron dan ditampung kedalam botol
Duran 1000 mL lalu diberi tanda dan disimpan didalam kulkas dengan suhu 4°C.

Semua proses dilakukan secara aseptis didalam LAF.
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4.6.4 Penumbuhan Sel
Disiapkan media komplit yang sesuai unuk sel. Dimasukkan dish untuk
seb kultur. Ampul (cryo tube) yang berisi sel diambil dari freezer -80°C.
Suspensi sel dalam cryo tube dicairkan pada suhu kamar sampai mencair.
Suspensi sel diambil dengan mikropipet 1000 pl dan ditambahkan tetes demi
tetes ke dalam MK. Clonical tube ditutup dengan rapat dan disentrifugasi pada
600 gram selama 5 menit. Sebelum clonical tube dibuka, terlebih dahulu clonical
tube dan tangan disemprot dengan alkohol 70%. Clonica tube dibuka dan
supernatan MK dibuang ke dalam pembuangan. Dilakukan resuspensi sel sampai
homogen dengan menambahkan 4 ml MK baru. 2 ml suspensi sel masing—
masing ditransfer ke dalam 2 dish. Tiap dish ditambahkan 5 ml MK dan
dihomogenkan. Kondisi sel diamati dengan mikroskop. Lalu disimpan dalam
inkubator COs.
4.6.5 Penggantian media
Media lama dihisap dan dibuang secara perlahan dengan mikropipet atau
pipet pasteur. 5-7 ml MK dituang ke dalam dish yang berisi sel dan
dihomogenkan. Kondisi dan jumlah sel diamati secara kualitatif pada mikroskop
inverted. MK diinkubasi semalam dan dibangi jika sudah berwarna merah pucat.
4.6.6 Pemanenan Sel
Adapun langkah pertama dalam tahap pemanenan sel adalah mengambil
sel dari inkubator CO2, diamati kondisi sel, dan sel dapat dipanen setelah sel
80% konfluen. Langkah selanjutnya media dibuang dengan menggunakan

mikropipet atau pipet Pasteur steril. Sel kemudian dicuci sebanyak 2 kali
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menggunakan PBS berjumlah % dari volume media awal. Selanjutnya
ditambahkan tripsin-EDTA secara merata dan diinkubasi dalam inkubator
selama 3 menit. Setelah itu ditambahkan +5 ml media untuk menginaktifkan
tripsin. Selanjutnya diamati pada mikroskop, jika masih terdapat sel
menggerombol maka diresuspensi kembali. Kemudian sel-sel yang telah lepas
ditransfer kedalam conical tube steril yang baru.
4.6.7 Uji aktivitas antikanker dengan metode MTT

Reagen MTT disiapkan untuk pelakuan (0,5 mg/mL) dengan cara
diambil 1 mL stok MTT dalam PBS (5 mg/mL), lalu diencerkan dengan MK
sampai 10 mL (untuk 1 buah 96 well plate). Stok MTT dibuat dengan cara
menimbang 50 mg serbuk MTT dan dilarutkan dalam PBS sampai 10 mL.
Pemberian regaen MTT dilakukan dengan cara media sel dibuang dan dicuci
dengan PBS, lalu ditambakan reagen MTT 100 pL ke dalam setiap sumuran
termassuk kontrol media (tanpa sel). Langkah selanjutnya sel diinkubasi selama
2-4 jam di dalam inkubator CO». Inkubasi dilakukan sampai terbentuk formazan.
Lalu diamati kondisi sel dengan mikroskop inverted. Jika formazan sudah
terlihat jelas, maka ditambahkan stopper 100 pL SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)
10% dalam 0,01 N HCI. Selanjutnya plate dibungkus dengan alumunium foil
dan diinkubasi kembali di tempat yang gelap pada temperatur kamar selama
semalam.

Langkah selanjutnya adalah dilakukan pembacaan nilai absorbansi
menggunakan ELISA reader. ELISA reader dihidupkan dan ditunggu sampai

proses progressing selesai. Selanjutnya dibuka pembungkus plate lalu
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dimasukkan ke dalam ELISA reader. Dibaca absorbansi dari masing-masing
sumuran dengan ELISA reader dengan A= 550-600 nm. Jika panjang gelombang
menunjukkan 595 nm, maka ditekan tombol start. Selanjutnya dibuat grafik
absorbansi vs konsentrasi. Lalu dihitung prosentase sel hidup dan dianalisis nilai
ICs0 dengan Excel.

Perhitungan 1Cso dibuat dengan cara membuat grafik log konsentrasi vs
prosentase sel hidup dengan chart type scatter dan chart subtype compare pairs
of values. Prosentase sel hidup jika absorbansi kontrol pelarut sama dengan
kontrol sel dihitung dengan rumus:

Prosentase sel hidup

_ (Absorbansi perlakuan — Absorbansi kontrol media )

= 1009
(Absorbansi kontrol sel — Absorbansi kontrol media ) A

Jika absorbansi kontrol pelarut lebih rendah dari absorbansi kontrol sel, maka
prosentasse sel hidup dihitung dengan rumus berikut:
Prosentase sel hidup

(Absorbansi perlakuan — Absorbansi kontrol media )

= 1009
(Absorbansi kontrol pelarut — Absorbansi kontrol media ) *100%

Selanjutnya dicari persamaan regresi linier dari grafik tersebut dengan
menampilkan add trendline-regresi linier. Dilihat parameter r pada persamaan
regresi linier. Jika r lebih besar dari r tabel maka persamaan regresi linier
memenuhi standar untuk mencari ICso. Selanjutnya dimasukkan y = 50% pada
persamaan regresi linier dari dicari nilai X lalu dihitung antilog dari konsentrasi

tersebut sehingga diperoleh ICso.
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4.6.8 Analisa siklus sel dengan flowcytometry

Analisis siklus sel ini menggunakan pewarna Propium lodide (PI).
Pewarna tersebut dapat digunakan untuk analisis sejumlah set DNA pada setiap
sel. Sel sebanyak 5x10° sel/sumuran ditanam dalam 6-well plate (untuk
perlakuan dan untuk kontrol sel). Keadaan sel diamati di mikroskop untuk
melihat distribusi sel. Kemudian sel diinkubasikan sampai normal kembali.
Setelah sel normal kembali, dibuat seri konsentrasi sampel untuk perlakuan.
Plate yang telah berisi sel diambil dari inkubator. Lalu media sel dibuang dengan
menggunakan pipet pasteur secara perlahan—lahan. Semua sumuran yang berisi
sel dicuci dengan 500 pl PBS. Lalu PBS dibuang dengan pipet pasteur secara
perlahan — lahan. Untuk perlakuan, dimasukkan 1000 pl seri konsentrasi sampel
ke dalam sumuran. Sedangkan untuk kontrol sel, ditambahkan 1000 pl MK ke
dalam sumuran. Lalu diinkubasi dalam inkubator CO,. Pada waktu akhir
inkubasi, kondisi sel didokumentasikan untuk setiap perlakuan.

Langkah selanjutnya disiapkan 1 konikel untuk 1 jenis perlakuan. Media
diambil dari sumuran dengan mikropipet 1 ml, dan ditransfer ke konikel.
Ditambahkan 500 pl PBS ke dalam sumuran. Lalu diambil PBS dengan
mikropipet dan ditransfer ke dalam konikel. Ditambahkan 299 pl tripsin-EDTA
0,25% dan diinkubasi di inkubator selama 3 menit. Kemudian ditambahkan 1 ml
MK dan dilakukan resuspensi sampai sel lepas satu persatu. Diamati di bawah
mikroskop. Setelah sel lepas satu persatu, sel ditransfer ke konikel dan
ditambahkan kembali 500 pl PBS ke dalam sumuran untuk mengambil sisa sel,

lalu ditransfer ke dalam konikel. Konikel disentrifus dengan kecepatan 600 rpm
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selama 5 menit. PBS dibuang dengan cara dituang, lalu plate sel dicuci dengan
500 pl PBS dingin. Disentrifus kembali dengan kecepatan 600 rpm selama 5
menit. PBS dibuang dengan cara dituang. Lalu diteteskan 500 pl alkohol 70% ke
dalam konikel sambil digoyang perlahan. Konikel disimpan pada suhu ruangan
(37°C) selama 30 menit. Disentrifus kembali dengan kecepatan 600 rpm selama
5 menit. Alkohol yang telah ditambahkan dibuang dan ditambahkan 500 pl PBS,
kemudian disentrifus dengan kecepatan 2000 rpm selama 3 menit. Dilakukan 2
kali pencucian dengan PBS. Konikel dibungkus dengan alumunium foil dan
diberi tanda. Ditambahkan regaen flowcytometry dan didiamkan selama 30
menit. Kemudian suspensi sel ditransfer ke dalam flowcyto-tube. Lalu dibaca
dengan flowcytometer FACS Calibur untuk mengetahui profil cell cycle.

Data flowcytometry dianalisis dengan program cell quest untuk melihat
distribusi sel pada fase — fase siklus sel sub G1 (apoptosis), S, G2/M, dan sel
yang mengalami poliploid. Penghambatan siklus sel yang terjadi dapat diketahui
dengan membandingkan antara efek perlakuan larutan uji dengan kontrol.

4.6.9 Analisa aktivitas apoptosis dengan flowcytometry

Sel sebanyak 5x10° sel/sumuran ditanam dalam 6-well plate kemudian
sel diinkubasikan hingga normal kembali. Sel diberi perlakuan pelarut DMSO
(0,25%) dan isolate aktif. Sel kemudian diinkubasi kembali selama 24 jam. Pada
akhir waktu inkubasi, media diambil dan ditransfer ke dalam tabung sentrifus
dan disentrifus (2000 rpm selama 3 menit), kemudian supernatan dibuang. Pada
sumuran yang telah diambil medianya, ditambahkan PBS dan PBS ditransfer ke

microtube yang sama, kemudian disentrifugasi (2000 rpm selama 3 menit). Sisa
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panenan sel yang berada pada sumuran dibilas dengan PBS dan disentrifugasi
lagi, kemudian PBS dibuang. Endapan ditambah reagen PI-Annexin V dengan
hati — hati, dan segera dihomogenkan. Microtube yang berisi suspensi sel
dibungkus alumunium foil dan diinkubasi dalam penangas air 37°C selama 5
menit. Suspensi sel dihomogenkan kembali dan ditransfer ke dalam tabung
flowcytometer dengan menggunakan filter nilon, selanjutnya siap untuk
dianalisis dengan flowcytometer.
4.6.10 Pengukuran ekspresi dan jumlah protein p53 dengan immunositokimia
Jumlah sel yang ditransfer dalam 24-well plate yang sebelumnya telah
diisi dengan cover slip adalah 5x10%el/sumuran, dilanjutkan dengan
menginkubasi sel sampai konfluen. Setelah sel pulih kembali, medium lama
dibuang dan ke dalam tiap sumuran ditambahkan secara bertahap serum-free,
medium dan EEDS, kemudian diinkubasi selama 24 dan 48 jam. Pada akhir
waktu inkubasi, sel dicuci PBS kemudian ditambahkan metanol dingin. Ke
dalam masing-masing sumuran ditambahkan secara berurutan H202 3% dalam
PBS pH 7,4, Dblocking buffer dan inkubasi 1 jam. Pada tiap sumuran
ditambahkan antibodi primer (Human anti p53) dengan pengenceran 1:100
dalam PBS dengan 1% FBS. Sel diinkubasi semalam pada suhu 4°C. Kedalam
masing-masing sumuran kemudian ditambahkan antibodi sekunder terbiotinilasi
(KPL affinity purified biotin antibody to mouse 1gG), streptavdin-HRP, AEC
(Aminoethil Carbazole), setelah itu dicuci menggunakan dH20O. Mayer HE

diteteskan ke masing-masing sumuran sebagai counterstaining kemudian dicuci
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dengan dH20. Coverslip kemudian dingkat dan diletakkan pada deck glass.
Preparat dibaca pada mikroskop pada pembesaran 400 kali.
4.6.11 Analisis Data

Data yang dihasilkan berupa data rasio dan disajikan dalam bentuk tabel.
Pembuktian hipotesis penelitian dilakukan menggunakan uji kebermaknaan
dengan uji statistik one way ANOVA. Sebelum menggunakan uji beda dan uji
korelasi, data harus dianalisis menggunakan uji normalitas. Apabila data
terdistribusi normal maka dilanjutkan uji statistik parametrik menggunakan uji
statistik one way ANOVA . Hasil Pengujian yang diperoleh digunakan untuk
menilai pengaruh pemberian ekstrak etanol daun bunga matahari terhadap
aktivitas induksi apoptosis sel kanker serviks HeLa. Penelitian ini bermakna bila
p nilai < 0,05 yang menunjukkan bahwa terdapat perbedaan aktivitas apoptosis
yang signifikan pada kelompok perlakuan. Uji statistik dilanjutkan dengan post
hoc Test dengan Least Significant Difference (LSD) untuk mengetahui kelompok
perlakuan mana saja yang berbeda signifikan dengan kelompok perlakuan

lainnya.
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BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas ekstrak daun bunga
matahari (Helianthus annuus L.) terhadap ekspresi p53, induksi poptosis dan siklus
sel kanker serviks HelLa. Adapun tahap-tahap dalam penelitian ini antara lain
preparasi sampel, analisa kadar air, ekstraksi daun bunga matahari, skrining
firtokimia menggunakan TLC, uji antikanker dengan metode MTT, analisa siklus
sel dan induksi apoptosis dengan metode Flowcytometry , serta analisa ekspresi p53
menggunakan immunositokimia. Uji aktivitas dilakukan menggunakan cell line
kanker serviks HeLa yang diperoleh dari koleksi Laboratorium Parasitologi

Fakultas Kedokteran Universitas Gadjah Mada Yogyakarta.

5.1 Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu daun bunga matahari (Helianthus
annuus L.). langkah pertama adalah dilakukan determinasi tanaman untuk
memastikan bahwa tanaman yang akan dilakukan uji merupakan jenis tanaman
yang dimaksud mengingat dalam pemanfaatannya, suatu tumbuhan memiliki
berbagai jenis varietas yang memungkinkan ketidaktepatan spesies. Adapun bagian
tanaman yang dilakukan determinasi adalah seluruh bagian tanaman bunga
matahari (Helianthus annuus L.). Determinasi tanaman dilakukan di UPTD Materia
Medika Kota Batu. Hasil determinasi diberikan berupa surat keterangan yang

diterbitkan UPTD material Medika Kota Batu dengan nomor 074/406/102.7/2017
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yang menyatakan bahwa tanaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah
tanaman Helianthus annuus L.

Langkah selanjutnya adalah penyiapan simplisia. Tanaman bunga matahari
dipanen bagian daunnya, kemudian dilakukan pencucian, pengeringan, dan
penyerbukan. Dilakukan pencucian bertujuan untuk menghilangkan pengotor yang
mungkin menempel pada permukaan daun. Pengeringan dilakukan menggunakan
oven pada suhu 50°C selama 4 hari bertujuan untuk menghilangkan kandungan air
sehingga daun bunga matahari dapat diserbukkan. Pengeringan juga bertujuan
untuk menghindari pembusukan akibat tumbuhnya mikroba. Penyerbukan
dilakukan menggunakan mesin grinder. Penyerbukan simplisia bertujuan untuk
meningkatkan luas permukaan simplisia yang akan dilakukan ekstraksi sehingga
senyawa dalam simplisia lebih banyak yang berinteraksi dengan pelarut. Hasil dari
preparasi sampel ini adalah berupa serbuk simplisia daun bunga matahari

(Helianthii annii folium sebanyak 62 gram).

5.2 Analisa Kadar Air

Kadar air merupakan salah satu parameter penting dalam menentukan
kualitas simplisia. Kadar air yang tinggi dalam simplisia dapat menjadi media
pertumbuhan jamur maupun mikroba. Kandungan air juga memungkinkan
terjadinya reaksi enzimatik yang mampu menguraikan zat aktif pada simplisia.
Adapun menurut Farmakope Indonesia edisi IV (1994), standar kadar air suatu

simplisia sebagai persyaratan mutu obat tradisional adalah kurang dari 10%.
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Serbuk daun bunga matahari (Helianthus annuus L.) yang telah dipreparasi
dilakukan analisa kadar air menggunakan instrumen Moisture Content Analyzer
(MCA). Adapun prinsip kerja dari instrumen MCA ini menggunakan gravimetri
yakni dengan menguapkan kandungan air pada simplisia. Sampel daun bunga
matahari diratakan diatas sample pan hingga £0,500 gram kemudian dilakukan
analisis.

Berdasarkan pengukuran kadar air dari serbuk daun bunga matahari
diperoleh hasil sebesar 7,98% (Lampiran 2) sehingga dapat diketahui bahwa sampel
yang diuji dalam penelitian ini memiliki nilai kadar air yang memenuhi standar

sebagai persyaratan mutu untuk obat tradisional.

Gambar 5.1 Moisture Content Analyze

5.3 Ekstraksi Maserasi Daun Bunga Matahari
Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi simplisia daun bunga matahari

dengan tujuan untuk memperoleh ekstrak dari daun bunga matahari untuk diuji
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aktivitasnya. Metode ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini adalah
Ultrasound-Assisted Extraction (UAE) vyakni teknik maserasi dengan
menggunakan menggunakan gelombang ultrasonik vyaitu gelombang akustik
dengan frekuensi lebih besar dari 20 kHz (Suslick, et al., 1986). Metode ini dipilih
karena memiliki kelebihan diantaranya teknik ekstraksi yang cepat, lebih sedikit
energi, dan memungkinkan pengurangan pelarut dengan hasil yang maksimal.

Serbuk daun bunga matahari ditimbang dan ditambahkan dengan etanol
96% dengan perbandingan 1:20 dimana penambahan pelarut dibagi dalam tiga
tahap untuk mengoptimalisasi pelarutan senyawa dalam daun bunga matahari.
Hasil maserasi dipekatkan menggunakan rotary evaporator. Hasil pemekatan
berupa ekstrak kental berwarna hijau pekat. Selanjutnya ekstrak kental dikeringkan
menggunakan oven dengan suhu 40°C selama 14 hari untuk menguapkan sisa
pelarut pada ekstrak kental. Ekstrak kering yang diperoleh kemudian ditimbang
untuk ditentukan rendemen. Hasil ekstrak pekat ditunjukkan pada table 5.1 dengan
perhitungan yang tercantum pada lampiran 3.

Tabel 5.1 Hasil ekstraksi daun bunga matahari (Helianthus annuus L.)

Pelarut Serbuk + | Warna Berat % rendemen
pelarut yang | ekstrak Ekstrak (b/b)
digunakan pekat Pekat

Etanol 96% 58,2447 + | Hijau gelap 6,8776 gram | 11,808 %
1000 mL

Berdasarkan table diatas diketahui persen rendemen ekstrak daun bunga

matahari (Helianthus annuus L.) adalah 11,808%. Berat rendemen diketahui
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melalui perbandingan antara berat ekstrak yang dihasilkan dengan berat simplisia

yang digunakan.

5.4 Uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT) bertujuan untuk menduga senyawa
yang terdapat pada ekstrak. Fase gerak yang digunakan dalam penelitian ini adalah
hasil optimasi dari fase gerak n-heksana dengan etil asetat. Hal ini, berdasarkan
penelitian Arundina (2015) bahwa sesquiterpen lakton dapat diidentifikasi
menggunakan fase gerak n-heksan dengan etil asetat. Perbandingan volume yang
digunakan untuk optimasi fase gerak antara n-heksana dengan etil asetate adalah
5:5; 6:4; 7:3 dan 8:2. Sedangkan fase gerak hasil optimasi ditunjukkan pada
perbandingan volume 7:3. Hasil Kromatografi Lapis Tipis (KLT) ekstrak daun
bunga matahari ditunjukkan sebagai berikut.

Tabel 5.2 Hasil KLT Ekstrak etanol 96% daun bunga matahari setelah derivatisasi
menggunakan CAMAG TLC visualizer A=366

No. Rf Warna Noda
1 0,001 Merah
2 0,221 Merah
3 0,368 Merah
4 0,452 Merah
5 0,537 Merah
6 0,659 Merah
7 0,715 Merah
8 0,862 Merah
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n-heksasna:etil asetat n-heksasna:eul asetat (7:3)
(7:3) 2=254 2=366, sebelum disemprot

n-heksanacetil asctat 7:3. Sebelum  |-n-heksasnacctil asctat (7:3) A=366,.

disemprot HaSOy 10% sctelah disemprot HSO« 10%

EA EB EC

Gambar 5.2 Hasil Uji KLT ekstrak etanol 96% daun bunga matahari
(ditunjukkan pada kode ED).

Berdasarkan tabel dan gambar diatas, dapat diketahui bahwa noda yang
tampak pada plat KLT berwarna merah dimana menurut Wagner (1996) hal itu
menunjukkan adanya kandungan terpenoid. Hasil dari pengujian ini belum
sepenuhnya spesifik karena identifikasi menggunakan KLT merupakan pengujin
semi kuantitatif. Selanjutnya perlu dilakukan identifikasi yang lebih spesifik untuk
dapat ditentukan senyawa yang berperan dalam memberikan aktivitas pengobatan

khususnya sebagai antikanker.
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5.5 Uji Aktivitas Antikanker dengan Metode MTT

Ekstrak etanol 96% daun bunga matahari dilakukan uji aktivitas antikanker
secara in vitro terhadap cell line HeLa menggunakan metode MTT assay. Pengujian
ini bertujuan untuk mengetahui tingkat toksisitas ekstrak berdasarkan penurunan
viabilitas sel. Prinsip dari MTT Assay adalah terjadinya reaksi reduksi garam
tetrazolium MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetra-zolium bromide) oleh
system reductase. Suksinat tetrazolium dengan mitokondria sel-sel hidup akan
membentuk kristal formazan berwarna ungu dan tidak larut air. Selanjutnya
diberikan larutan stopper yang akan melarutkan kristal dan kemudian diukur
dengan menggunkan ELISA reader. Sel HelLa dibiakkan dalam media komplit
RPMI dan diinkubasi pada suhu 37°C dan CO2 5% selama 24 jam. Pemilihan media
RPMI karena sesuai untuk menumbuhkan kultur sel kanker serviks HeLa dalam
waktu yang singkat. Media RPMI mengandung 10% v/v Fetal Bovine Serum (FBS).
FBS merupakan suplemen peningkat pertumbuhan yang efektif untuk sel kanker.
FBS mengandung berbagai nutrisi untuk pertumbuhan dan perlindungan sel seperti
asam amino, vitamin, garam-garam anorganik serta glukosa. Media RPMI juga
mengandung penisilin-streptomisin 2% dan fungizon 0,5% yang berfungsi sebagai
antibakteri dan antijamur untuk mencegah pertumbuhan mikroba maupun jamur
yang dapat menyaingi pertumbuhan kultur sel kanker. Penisilin dan streptomisin
merupakan antibiotik spektrum luas dan pada dosis yang sesuai tidak
membahayakan sehingga dijadikan sebagai pilihan dalam kultur sel kanker.

Langkah selanjutnya adalah perhitungan sel menggunakan hemocytometer

setelah sel dibiakkan selama 24 jam. Jumlah sel kanker dalam suspense yang
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dihasilkan dari kultur penelitian ini adalah 108,75 x 10* sel/mL. berdasarkan nilai
tersebut selanjutnya disiapkan sejumlah sel yang akan ditanam kedalam 96-well
plate dengan menambahkan media RPMI ad 10 mL kemudian disuspensikan.
Setiap sumuran diisikan sebanyak 100 pL suspense yang mengandung 10* sel.
Kemudian sel diinkubasi kembali pada suhu 37°C ; 5% CO. selama 24 jam.

Larutan stok dibuat sebagai perlakuan sel. Sebanyak 10 mg ekstrak
dilarutkan kedalam 100 uL. Dimethyl Sulfoxide (DMSO). DMSO digunakan sebagai
buffer untuk melarutkan ekstrak dengan baik. Sedangkan untuk stok cisplatin tidak
dilakukan pengenceran dimana konsentrasi telah diketahui yakni 3333 uM.
Selanjutnya ekstrak dibuat dengan seri konsentrasi 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,5;
dan 15,625 ppm. Serta dibuat seri konsentrasi cisplatin yaitu 100; 50; 25; 12,5; 6,25;
3,125; 1,5625 ppm sebagai kontrol positif. Setiap konsentrasi disiapkan sebanyak
3 kali pengulangan yang bertujuan untuk mengetahui signifikansi peningkatan dosis
dengan efek peningktan proliferasi sel yang dihasilkan. Perlakuan ekstrak
dilakukan setelah inkubasi selama 24 jam. Setelah diberi perlakuan, kultur sel
diinkubasi kembali selama 24 jam kemudian dilakukan pengamatan dibawah
mikroskop.

Pada akhir inkubasi, sel kultur dalam tiap-tiap sumuran ditambahkan
dengan 100 pL larutan tetrazolium [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetra-
zolium bromide)] (MTT). MTT akan berubah menjadi formazan dalam mitokondria
yang aktif pada sel hidup. MTT akan dipecah menjadi formazan yang berwarna
ungu. Jumlah Kristal formazan yang terbentuk berkorelasi dengan viabilitas sel

(Minggarwati, 2017).
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Gambar 5.3 Penampakan sel setelah pemberian perlakuan selama 24 jam ; a)
kontrol ; b) Ekstrak daun bunga matahari ; c) Cisplatin 200 pM/mL.

Setelah diberikan larutan MTT, sel kultur diinkubasi lagi selama 4 jam
dalam inkubator hingga terbentuk kristal formazan. Sel kemudian diberi reagen
stopper Sodium Dodesil Sulfat (SDS) untuk menghentikan reaksi MTT. SDS
bekerja dengan tujuan untuk melisiskan membrane sel dan mendenaturasi protein
sehingga reaksi antara MTT dengan mitokondria dapat dihentikan (Bhuyan, 2009).
Setelah penambahan SDS, sel kultur kemudian dibungkus dengan kertas yang dapat
melindungi dari cahaya dan disimpan selama 24 jam pada suhu kamar. Intensitas
absorbansi yang terbentuk kemudian dilakukan pembacaan menggunakan ELISA
reader dengan panjang gelombang 595 nm. Data yang diperoeh berupa nilai
absorbansi (Lampiran 4) yang selanjutnya dikonversikan ke dalam % viabilitas sel
hidup

Tabel 5.3 % Viabilitas sel hidup pada tiap konsentrasi ekstrak daun Helianthus
annuus

Konsentrasi % viabilitas sel hidup £ SD
1000 3.265993 + 0.116636
500 44.98316 + 1.738822
250 52.49158 + 1.82658
125 63.60269 + 4.346957
62.5 76.12795 + 3.337922
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31.25 71.61616 +1.617213
15.625 86.93603 + 3.990858

Tabel 5.4 % Viabilitas sel hidup perklakuan kontrol positif (Cisplatin) tiap
konsentrasi

Konsentrasi % viabilitas sel hidup £ SD
200 32.1937322 +9,8294039
100 26.1158594 + 1,8536772
50 31.3390313 + 1,8969596
25 50.4273504 + 10,887267
12.5 61.6334283 + 10,633309
6.25 75.7834758 + 6,5979691

38L.25 87.0845204 + 2,7376135

Dari tabel 5.3 dan 5.4 dapat ditentukan nilai ICso dari ekstrak daun
Helianthus annuus L. dan cisplatin.

Tabel 5.5 Nilai IC50 menggunakan MTT Assay

Perlakuan Nilai IC50 (ug/mL) + SD
Ekstrak daun Helianthus annuus 377.4667 + 20.66555
Cisplatin 23.8165965 +

5.6 Analisa Siklus Sel dan Apoptosis dengan Flow cytometry
Ekstrak daun bunga matahari yang telah diketahui memiliki aktivitas
antikanker terhadap sel kanker serviks HeLa kemudian dilakukan analisis siklus sel

dan induksi apoptosis sel menggunakan metode Flowcytometry. Flowcytometry
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merupakan suatu metode yang diaplikasikan untuk mampu menganalisa berbagai
komponen seluler (asam nukleat, lemak, protein dll), organel (lisosom, mitokondria
dll), bahkan fungsi (viabilitas, aktivitas enzimatis) sel.

Adapun langkah pertama adalah pemanenan sel dan perhitungan sel untuk
dilakukan kultur sel. Pada penelitian ini diperoleh hasil perhitungan jumlah sel pada
suspensi yang dipanen adalah 115x10* sel/mL. selanjutnya dilakukan perhitungan
volume suspensi yang akan ditanam. Pada pengujian untuk flowcytometry
digunakan plate berisi 6 well dan diisikan sebanyak 2 mL suspensi berisi 50x10*
sel/well. Kemudian sel diinkubasi dalam inkubator 37°C; 5% CO; selama 24 jam.

Setelah inkubasi Selama 24 jam, dibuat media berisi perlakuan dengan
konsentrasi ekstrak daun bunga matahari sebesar 377,46 ug/mL dari larutan stok
100.000 pg/mL. sedangkan konsentrasi cisplatin yang dibuat adalah 23,81 uM dari
stok cisplatin dengan konsentrasi 3333 pM. Media sebelumnya dikeluarkan dari
sumuran, kemudian diganti dengan 2 mL perlakuan, media untuk kontrol juga
diganti dengan media yang baru. Sel kultur kemudian diinkubasi kembali selama
24 jam untuk dilakukan persiapan uji dengan flowcytometry.

Sel dalam sumuran kemudian dipindahkan kedalam conical tube. Satu
conical tube untuk satu sumuran. Media ditampung dalam conical tube, kemudian
diberi label. Selanjutnya dibilas dengan 1 mL PBS dan ditampung dalam conical
tube yang sama untuk memindahkan sel-sel mati yang tidak menempel pada
sumuran. Kemudian untuk meluruhkan sel-sel yang hidup ditambahkan 200 pL
tripsin-EDTA pada masing-masing sumuran dan diinkubasi dalam incubator

Selama 3 menit hingga sel lepas satu per satu. Tripsin EDTA akan melepaskan
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ikatan sel dengan sel lainnya atau dengan dinding plate kultur dengan cara
membentuk khelat dengan kalsium pada membrane sel (Kohlhepp, et al., 1994).
Sel-sel yang telah lepas kemudian dipindahkan kedalam conical tube. Sisa-sisa sel
dalam sumuran selanjutnya dibilas dan diresuspensi dengan media kultur dan PBS
secara bergantian kemudian ditampung kedalam conical tube. Tujuannya adalah
untuk menampung semua sel yang diberi perlakuan untuk dilakukan pembacaan.
Suspensi dalam conical tube kemudian disentrifus pada putaran 2000 rpm
selama 5 menit untuk memisahkan sel dengan supernatan, selanjutnya supernatan
dibuang dan digantikan dengan 2 mL PBS kemudian diresuspensi. Hasil suspensi
lalu dipindahkan kedalam mikrotube, diberi label dan disentrifus pada 2000 rpm
selama 3 menit. Sel-sel tersebut selanjutnya dipersiapkan untuk pewarnaan. Pada
penelitian ini dilakukan 2 macam pewarnaan, yaitu pewarnaan untuk analisa
apoptosis sel menggunakan reagen v annexin dan Propidium lodide (Pl);
Sedangkan untuk pewarnaan siklus sel menggunakan Propidium lodide (PI). Pada
mikrotube untuk pembacaan siklus sel, supernatant digantikan dengan 500uL
ethanol 70% untuk fiksasi sel dan diinkubasi pada suhu kamar terlindung cahaya

selama 1 jam .

5.6.1 Apoptosis

Hasil analisa Flowcytometry dianalisa menggunakan program cell quest.
Yang menunjukkan persebaran sel-sel hidup, sel-sel yang mengalami apoptosis dan
sel-sel yang mengalami nekrosis. Hasil pembacaan sel pada perlakuan ekstrak daun

Helianthus annuus dibandingkan dengan kelompok kontrol dan kelompok
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pemberian cisplatin.

Pada analisa apoptosis dengan Flowcytometry
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ini

menggunakan dua parameter dengan dua reagen pewarna sehingga diperoleh

pemetaan data diameter sel pada bagian Forward Angel Scatter (FSC) dan

konfirmasi struktur sel pada bagian Side-single light scatter (SSC) (Indradmaojo,

2015).

ditunjukkan pada gambar berikut.
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Gambar 5.5 Hasil flowcytometry analisa apoptosis kontrol positif sel HeLa dengan
pemberian cisplatin 23,82 uM/mL, a) Persebaran kontrol positif sel
HeLa, b) Hasil analisa dengan cel quest kontrol positif sel HeLa.
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Gambar 5.6 Hasil flowcytometry analisa apoptosis sel HeLa dengan pemberian
ekstrak daun Helianthus annuus konsentrsi 377,46 pg/mL, a)
Persebaran kontrol sel HeLa, b) Hasil analisa dengan cel quest kontrol
perlakuan sel HeLa dengan peberian ekstrak daun Helianthus annus..

Gambar diatas menunjukkan data persebaran sel HelLa setelah diberi

perlakuan. Absorbansi warna yang dihasilkan tiap sel dipisahkan sesuai dengan

kondisi sel diantaranya sel hidup (R1), sel yang mengalami apoptosis awal (R2),

apoptosis akhir (R3) dan nekrosis (R4). Adapun jumlah sel yang dianalisa dalam

satu kali pembacaan Flowcytometry adalah sebanyak 20.000 sel.

Tabel 5.6 Prosentasi nilai apoptosis sel kanker serviks HeLa

Prosentase populasi
sel kanker serviks

Perlakuan

Hel kontrol sel | cisplatin 23.81 ppm EDBM 377.46 ppm
ela

% sel hidup 95.59 79.13 2.5

% apoptosis awal 1.76 1.29 0.09

% apoptosis akhir 1.14 3.62 7.08

% apoptosis total 2.9 4.91 7.17
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% nekrosis 1.54 16.05 90.44

Dari tabel 5.6 dapat dibuat grafik% nilai apoptosis sel HeLa pada msing-masing

perlakuan.
Prosentase Apoptosis Sel Hela
120
100 #9322 90.44
79.13
80
60
40
et 7.08 7.17 2z
25 1.761.2%.09  1.143-62" e 1.54
0
% sel hidup % apoptosis awal %apoptosis akhir % apoptosis total % nekrosis
kontrol sel cisplatin 23.81 ppm EDBM 377.46 ppm

Gambar 5.7 Grafik prosentase apoptosis sel HeLa

Berdasarkan tabel 5.5 dan gambar 5.4 menunjukkan prosentase sel hidup
dalam kultur yang tidak diberi perlakuan (kontrol sel) sebesar 95,59 % ; 2,9 % dari
total sel mengalami apoptosis dan 1,54 % sel mengalami nekrosis. Sedangkan
kultur sel yang diberi cisplatin 23,81 ppm menunjukkan penurunan persen sel hidup
disbanding dengan kontrol sel menjadi sebesar 79,13 % ; 4,91 % sel mengalami
apoptosis dan peningkatan jumlah sel yang mengalami nekrosis yaitu sebesar 16,05
%. Nilai tersebut menunjukkan bahwa persen sel hidup lebih tinggi dibanding sel
yang mengalami kematian.

Pada perlakuan ekstrak daun Helianthus annuus dengan konsentrasi 377,46

ppm, sebanyak 7,17 % sel mengalami apoptosis ; 90,44 % sel mengalami nekrosis
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dan 2,5 % dari total sel menunjukkan sel hidup. Angka apoptosis dan nekrosis
tertinggi adalah pada perlakuan 377,46 ppm ekstrak daun Helianthus annuus. Hasil
tersebut dinilai sangat aktif dalam menyebabkan kematian sel kanker sehingga
perlu penyesuaian dosis kembali untuk mempertimbangkan keamanan penggunaan
ekstrak daun Helianthus annuus untuk tujuan terapi antikanker.

Data presentase sel yang mengalami apoptosis dilakukan uji normalitas
Shapiro wilk menggunakan IBM SPSS Versi 24. Kebermaknan uji normalitas
dilihat dari nilai p. data terdistribusi normal jika nilai p > 0,05. Adapun data
normalitas nilai apoptosis sel pada 3 kelompok perlakuan adalah dengan nilai p >
0,05 hal ini menunjukkan bahwa data terdistribusi normal (Lampiran 7). Data
selanjutnya dilakukan uji dengan post hoc Tukey untuk membandingkan antara
kelompok perlakuan. Kebermaknaan signifikansi ditunjukkan pada nilai p < 0,05.
Adapun hasil uji post hoc menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan (sig.
<0,05) nilai presentase apoptosis sel antara kontrol sel, perlakuan dengan cisplatin

(kontrol posistif) dan perlakuan ekstrak Helianthus annuus.

ANOVA
presentase
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 27.381 2 13.690 1369.030 .000
Within Groups .060 6 .010
Total 27.441 8

Gambar 5.8 Analisis data uji beda antar kelompok terhadap apoptosis sel
menggunakan ANOVA

Apoptosis merupakan mekanisme yang diharapkan dalam pengembangan

agen antikanker. Apoptosis dapat diamati pada penampakan fisiologis yang berupa
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pengkerutan sel, kerusakan membrane plasma dan kondensasi kromatin. Sel yang
mati pada kondisi ini tidak kehilangan kandungan internal sel dan tidak
menimbulkan respon inflamasi. Sedangkan nekrosis ditandai dengan adanya
peningkatan volume sel dan kehilangan tekanan membran. Nekrosis diakibatkan
oleh adanya pelepasan enzim lisis lisosomal seperti protease dan nuklease.
Sehingga sel mengalami lisis yang kemudian diikuti oleh respon inflamasi.
Nekrosis merupakan proses patologis karena adanya paparan tekanan fisik atau

kimia yang sangat berpengaruh pada sel (Muti'ah, 2014).

5.6.2 Siklus Sel

Pada analis ini, metode Flowcytometry digunakan karena dapat mendeteksi
setiap fase dalam siklus sel berdasarkan jumlah kromosom pada tiap-tiap fasenya.
Dalam pengujian ini digunakan satu reagen pewarna yaitu Propidium lodide (PI).
Hasil analisa siklus sel menggunakan flowcytometer berupa histogram yng
menunjukkan persebaran sel pada tiap fase yang dianalisa menggunakan program
cell quest. Flowcytometer bekerja dengan mendeteksi jumlah kromosom pada tiap
fasenya. Fase G1 memiliki jJumlah kromosom 2n yang selanjutnya masuk kedalam
fase S. pada fase S, sel mengalami replikasi untuk persiapan memasuki fase G2
sehingga memiliki jumlah kromosom Antara 2n dan 4n. sedangkan fase G2 dan M
telah terjadi replikasi secara sempurna sehingga jumlah kromosom menjadi 4n
(Putri, 2014). Hasil pembacaan menggunakan cell quest ditunjukkan pada gambar

berikut.
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Gambar 5.9 Persebaran siklus sel HeLa menggunakan program cell quest. a)
kontrol sel ; b) cisplatin 23,81 uM/mL ; c¢) Ekstrak daun bunga
matahari 377,46 ng/mL

Tabel 5.7 prosentase persebaran siklus sel HeLa

Fase % sel
Kontrol sel kontrol positif gt _
bunga matahari
M1 576 % 151 % 12.87 %
G0-G1 60.07 % 33.79% 33.98 %
S-Phase 9.49 % 23.43 % 17.45%
G2-M 17.66 % 21.26 % 21.28 %
M5 7.31% 7.18 % 15.27 %
XMl & M5 13,07 % 22,28 % 28,14 %
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Gambar 5.10 Grafik prosentase persebaran siklus sel HeLa

Berdasarkan grafik diatas, menunjukkan bahwa pemberian ekstrak daun
Helianthus annuus 377,46 ug/mL memiliki aktifitas dalam regulasi siklus sel
kanker serviks HeLa. Pemberian ekstrak daun Helianthus annuus 377,46 ug/mL
menyebabkan penurunan prosentase sel pada fase GO-G1 (33,98%) dibanding
dengan kontrol (60,07%), namun meningkatkan jumlah sel pada fase S dan G2-M
yakni secara berturut-turut 17,45% dan 21,28% dibanding dengan kontrol sel yang
menunjukkan persen sel pada fase S 9,49% dan fase G2-M 17,66%. Pemberian
ekstrak daun Helianthus annuus juga meningkatkan jumlah sel pada fase ML1.
Penurunan jumlah sel pada fase GO0-G1 dan fase S menunjukkan adanya
penghambatan siklus sel. sedangkan Peningkatan jumlah sel pada fase M1
menunjukkan terjadinya apoptosis sel sehingga sel tidak melanjutkan siklus untuk
pembelahan sel (Muti‘ah, et al., 2017).

Uji beda menggunakan analisis ANOVA menunjukkan perbedaan yang
signifikan antar kelompok perlakuan pada masing-masing fase dalam siklus sel (Sig

< 0,05). Adapun hasil uji beda disajikan dalam tabel berikut.



Tabel 5.8 Uji beda antar kelompok perlakuan pada siklus sel

ANOVA
Sum of Mean
Squares | df Square | F Sig.
GOG1 | Between | 1371.363 | 2 685.681 | ######## | 0.000
Groups
Within | 0.040 6 0.007
Groups
Total 1371.403 | 8
S Between | 293.446 | 2 146.723 | #####H## | 0.000
Groups
Within | 0.009 6 0.001
Groups
Total 293.454 |8
G2M | Between | 25.993 2 12.997 | 11140.029 | 0.000
Groups
Within | 0.007 6 0.001
Groups
Total 26.000 8
Debris | Between | 346.269 | 2 173.134 | 25460.926 | 0.000
Groups
Within | 0.041 6 0.007
Groups
Total 346.309 |8

5.7 Analisa ekspresi p53 dengan immunisitokimia
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Tujuan dari pengujian ini adalah untuk mengetahui nilai ekspresi p53 pada

sel kultur HeLa yang diberi perlakuan ekstrak daun bunga matahari (Helianthus

annuus). P53 merupakan salah satu protein yang memiliki peran dalam regulasi

siklus sel dan apoptosis untuk menjaga sel-sel tubuh dalam kondisi dan jumlah yang

normal sehingga diharapkan terjadi kenaikan ekspresi p53 pada sel kultur HelLa

yang diberi perlakuan ekstrak daun bunga matahari. Pengujian ini dilakukan

menggunakan metode immunositokimia.
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Sel HelLa ditanam pada 3 sumuran menggunakan 24-well plate yang
sebelumnya diberi coverslip. Coverslip merupakan lempeng kaca tipis berdiameter
sesuai untuk plate kultur berguna untuk menampung sel dalam sumuran sehingga
dapat diangkat dan dipreparasi untuk dilakukan immunositokimia. Tiap sumuran
diisi masing-masing 1 mL suspensi sel berisi 50x10° sel/well. Kemudian diinkubasi
pada suhu 37°C ; 5% CO. selama 24 jam. setelah inkubasi diberikan perlakuan
dengan menganti media dengan perlakuan dan media kultur untuk kontrol sel.
Kultur sel kemudian diinkubasi kembali selama 24 jam untuk persiapan
immunositokimia.

Pada tahapan preparasi mula-mula sel ditambahkan buffer sitrat untuk
menjaga pH sel. Kemudian sel dicuci dengan PBS untuk membersihkan sisa buffer.
Selanjutnya penambahan methanol bertujuan untuk fiksasi sel agar menghentikan
aktivitas pertumbuhannya. Sel kemudin dicuci menggunakan PBS dan akuades
secara bergantian lalu ditambahkan H20. 10% dan diinkubasi selama 10 menit.
Larutan H2O> berfungsi sebagai agen untuk menghentikan aktivitas enzim dalam
sel. Pada sel dapat terjadi reaksi enzim yang tidak terdenaturasi saat fiksasi yang
dapat menyebabkan positif palsu (Masruro, 2017).

Selanjutnya penambahan blocking serum dan inkubasi selama 15 menit.
Tujuan penambahan blocking serum adalah untuk mengikat ikatan non spesifik
yang memungkinkan terjadinya reaksi antara antibodi dengan protein non spesifik
yang menyaingi ikatan antibodi dengan protein yang diinginkan (Masruro, 2017).
Penambahan reagen selanjutnya adalah pemberian antibodi primer p53dan

dilakukan inkubasi selama 1 jam untuk masa reaksi antara protein p53 dengan
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antibodi primer. Setelah inkubasi diberikan antibodi sekunder selama 20 menit.
Antibodi primer bertugas mengenali antigen yang diidentifikasi pada jaringan (first
layer), sedangkan antibodi sekunder akan berikatan dengan antibodi primer (second
layer). Antibodi kedua merupakan anti-antibodi primer. Pelabelan antibodi
sekunder diikuti dengan penambahan substrat berupa kromogen. Kromogen
merupakan suatu gugus fungsi senyawa kimiawi yang dapat membentuk senyawa
berwarna bila bereaksi dengan senyawa tertentu (Larasati, TT).

Langkah selanjutnya secara berturut-turut, sel ditambahkan HRP, DAB, dan
Hematoxilin, kemudian sel dicuci kembali dengan aquadest hingga warna sisa
reagen hilang. Coverslip selanjutnya diangkat dan dipasang dalam gelas preparat,
difiksasi dengan dicelupkan ethanol dan direkatkan dengan xylol. Coverglass lalu
ditutup dengan cover glass untuk dilakukan pengamatan dibawah mikroskop.
Pemberian skor nilai ekspresi 0 (0-5%) ; 1 (5%-25%) ; 2 (25%-50%) ; 3 (50%-75%)
dan 4 (75%-100%). Nilai ekspresi negatif jika skor ekspresi O dan nilai ekspresi

positif jika skor ekspresi 1 sampai dengan 4 (Jing , et al., 2013).

a) b) )

\\‘C\' :
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Gambar 5.11 Hasil pengamatan immunositokimia ; a) kontrol sel, b) perlefkuan

cisplatin 23,81uM , ¢) perlakuan ekstrak etanol 96% daun bunga matahari
konsentrasi 377,46 pg/mL.
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Tabel 5.9 nilai ekspresi p53 pada masing-masing perlakuan.

Perlakuan X Sel Ekspresi p53 | % ekspresi Skor
Kontrol sel 577 0 0% 0
Cisplatin 23,81

589 9 1,53% 0
ppm
Ekstrak daun

) 479 3 0.63% 0

Helianthus annuus

Dari gambar diatas dapat diamati perbedaan antara kelompok kontrol,
kelompok perlakuan cisplatin dan perlakuan ekstrak daun Helianthus annuus.
Terlihat adanya ekspresi p53 baik pada perlakuan ekstrak daun Helianthus annuus
maupun perlakuan pemberian cisplatin dibandingkan dengan kontrol sel namun
dalam prosentase yang kecil. Sebagian besar agen kemoterapi bekerja dengan
menginduksi apoptosis sel kanker. Adapun mekanisme penurunan proliferasi dan
induksi apoptosis dapat dibedakan menjadi 2 macam yaitu mekanisme tergantung
p53 dan mekanisme lain yang tidak tergantung p53 (Rachmawati, et al., 2012).
Berdasarkan hasil penelitian ini ditunjukkan adanya reaksi pewarnan dengan
jumlah yang sangat kecil pada pemberian ekstrak daun Helianthus annuus dan
cisplatin, sehingga dimunginkan terjadinya penurunan proliferasi sel melalui jalur
lain yang tidak tergantung p53.

P53 merupakan protein yang berperan dalam regulasi perbaikan DNA dan
pemacuan apoptosis dengan mencegah mencegah replikasi dari DNA yang rusak
pada sel normal dan mendorong penghancuran sendiri sel yang mengandung DNA
yang tidak normal (Muti‘ah, 2014). adapun mekanisme yang tidak tergantung p53

dari aktivitas senyawa dapat berupa inhibitor enzim telomerase, modifikasi protein
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E7, inhibitor ABC transporter seperti p-glikoprotein, peningkatan ekspresi HSP90
yang berperan kemungkinan dalam proses pelipatan protein onkogenik sehingga
didegradasi oleh proteasome (Rachmawati, et al., 2012).

Salah satu karunia Allah SWT adalah dengan menurunkan berbagai jenis
tumbuhan dengan berbagai manfaat yang terkandung. Mempelajari tentang
tumbuhan merupakan salah satu bentuk memahami kuasa Allah yang terkandung

dalam Alqur’an. Sebagaimana Allah berfirman dalam surat Asy-Syu’ara ayat 7 :

CJJ Jgu” g GE] vfu”ﬂ‘ ) 155 43

Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang
baik?”

Ayat diatas mengandung seruan Allah untuk merenungi dan mengamati

sebagian ciptaan Allah. Maka kita akan mengetahui berbagai manfaat dari apa-apa

yang diciptakan oleh Allah. Sebagaimana ditafsirkan oleh Shihab ( 2002) bahwa

kata Jf ij memiliki makna tanaman yang baik dan bermanfat. Salah satu dari

ciptaan Allah yaitu tanaman bunga matahari telah diketahui memiliki aktivitas
untuk menurunkan proliferasi sel kanker melalui pengujian MTT menggunakan sel
kanker serviks HelLa. Penelitian tersebut sekaligus menunjukkan bahwa tanaman
bunga matahari dapat berpotensi untuk dijadikan sebagai terapi untuk penyakit
kanker.

Beberapa mekanisme aktivitas ekstrak daun bunga matahari sebagai

antikanker telah diketahui melalui penelitian ini, diantaranya menyebabkan
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kematian secara nekrosis, meningkatkan fase S dan G2-M, dan terjadinya kematian
sel tidak bergantung p53. Penggunaan antikanker dari bahan alam memiliki
mekanisme yang beragam. Alternatif lain jalur kematian sel dapat berupa
autophagy, kematian terprogram menyerupai nekrosis (necroptosis), mitotic
catastrophe, maupun penuaan dini sel yang akhirnya menyebabkan kematian
(Galimuhtasib, et al., 2015). sel kanker yang kekurangan p53 membutuhkan
pensinyalan ATM, ATR, Chk1, dan p38 MAPK / MK2 untuk penangkapan siklus
sel; hilangnya respons ini menyebabkan aktivasi caspase-3 dan mitotic catastrophe

setelah kerusakan DNA (McNamee, 2009).

Mitotic catarstophe merupakan kondisi kegagalan sel dalam memasuki fase
mitosis akibat adanya tekanan kimia atau fisik. Mitotic catastrophe (MC) ditandai
dengan perubahan morfologi dengan munculnya sel poliploid pada populasi sel
yang terdampak MC dan meningkat pada sel yang tidak memiliki fungsi p53
(termasuk sel kanker serviks Hel.a) dan merupakan hasil akumulasi cyclin B1 yang
berlebihan pada sel yang mengalami penundaan di akhir siklus selnya (lanzini &
Mackey, 2007). Pernyataan tersebut memberikan gambaran bahwa kemungkinan
mekanisme senyawa dalam ekstrak daun bunga matahari dalam menurunkan
proliferasi sel adalah melalui mekanisme mitotic catastrophe. Namun perlu
pembuktian ilmiah kembali mengetahui secara lebih rinci mekanisme kematian sel
yang disebabkan oleh pemberian ekstrak daun bunga matahari.

Maha besar Allah dalam memberikan karunia kepada manusia. Segala
sesuatu di dunia telah diatur dengan rapi dan manusia diberikan akal untuk berfikir

dan merenungi keagungan Allah. Manfaat dari suatu ciptaan Allah akan diketahui
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manusia jika manusia itu berfikir. Sebagaimana firman Allah dalam surat Ali-Imran

ayat 190:

S Y o6 s e 25 ol gls g )

Artinya : “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya
malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal”.

Ayat diatas menerangkan bahwa sesungguhnya pada penciptaan langit dan
bumi, serta pergantian siang dan malam terdapat tanda keberadaan Sang Pencipta,
yakni Allah SWT. Seorang mukmin menggunakan akalnya untuk merenungkan
Dzat Sang Pencipta yang telah menciptakan segala sesuatu yang memberikan
hikmah dan manfaat terhadap kehidupan. Kuasa Allah tidak lekang oleh ruang dan
waktu. Manusia yang beriman akan memikirkan ciptaan Allah dengan kerendahan
hati dan mengingat betapa lemahnya manusia dimata Allah. llmu Allah tidak akan
habis untuk pelajari mengingat pada ayat diatas yang menjelaskan bahwa
kekuasaan Allah terdapat di langit dan bumi seisinya, serta sepanjang pergantian
siang dan malam. Seperti pada penelitian ini yang memberikan informasi tentang
potensi daun bunga matahari yang memiliki aktivitas antikanker pada kultur sel
kanker serviks HelLa secara in vitro dan masih memerlukan kajian lanjutan untuk

dapat dikembangkan sebagai obat antikanker dari daun bunga matahari.



BAB VI
PENUTUP

6.1 Kesimpulan

1. Pemberian ekstrak etanol 96% daun bunga matahari (Helianthus annuus)
dengan konsentrasi 377,46 ng/mL meningkatkan nilai apoptosis sel yaitu
sebesar 7,17% dibanding dengan kontrol (2,9%).

2. Pemberian ekstrak etanol 96% daun bunga matahari (Helianthus annuus)
pada konsentrasi 377,46 ug/mL menyebabkan penghambatan fase GO-G1
dan meningkatkan jumlah sel pada fase S dan G2-M serta meningkatkan
jumlah sel ke arah sub GO-G1 dibandingkan dengan kontrol sel.

3. Pemberian ekstrak etanol 96% daun bunga matahari (Helianthus annuus)
pada konsentrasi 377,46 pg/mL tidak menimbulkan adanya peningkatan

ekspresi p53.

6.2 Saran

Berdasar kesimpulan, peneliti memberikan saran untuk dilakukan pengujian
pengaruh variasi konsentrasi pada apoptosis dan siklus sel untuk mengetahui dosis
optimum penggunaan terapi pilihan ekstrak daun bunga matahari yang aman
berdasarkan mekanisme kerjanya. Selain itu juga perlu dilakukan pengujian jalur
penurunan proliferasi sel untuk mengetahui mekanisme utama ekstrak dalam

menurunkan proliferasi sel.
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LAMPIRAN

Lampiran 1 Skema Kerja

L.1.1 Preparasi Sampel
Daun Helianthus annuus

Dipisahkan bagian akar, batang, biji dan daun
Dicuci bersih

Dipotong kecil-kecil

Dijemur di bawah sinar matahari

Digiling dan diayak

Hasil

L.1.2 Analisa Kadar Air

Serbuk daun Helianthus
annuus

Dinyalakan alat moisture content anlyzer

Dibuka dan sample pan kosong dimasukkan dalam
sample pan hanler

Ditutup penutup alat sehingga otomatis menara
0,0000 yng ditunjukkan pada layar

Dimasukkan +0,5 gram simplisia kemudian ditutup
Dibaca hasil pada layar

Hasil




L.1.3 Ekstraksi

Simplisia daun ditimbang 10
gram

Dimasukkan dalam erlenmyer
Ditambahkan etanol 96% sebanyak 50 mL
Di UAE selama 2 menit

Disaring

Filtrat Residu

Ditambahkan 25 mL etanol 96%
Di UAE selama 2 menit
Disaring

Filtrat Residu

Ditambahkan 25 mL etanol 96%
Di UAE selama 2 menit
Disaring

J

Residu Filtrat

L.1.4 Evaporasi

Filtrat daun

Di uapkan(pelarut) menggunakan rotary evaporator
Diatur suhu 50°C, 70 rpm dan 175 mbar

A\ 7

Hasil




L.1.5 Uji Akivitas Antikanker
L.1.5.1 Perhitungan Sel

Sel HelLa

Diambil 10 pL sel

Diletakkan di hemocytometer

Diamati di bawah mikroskop inverted dan
dihitung

Hasil

L.1.5.2 Peletakkan sel

Sel HelLa

Diresuspensi Sel Hela dengan sel Vero sesuai
perhitungan dengan media ad 10 mL

Dipipet 100 pL/well

Diinkubasi 24 jam dengan suhu 37 °C CO2 5%.

Hasil

L. 1.5.3 Pembuatan Larutan Sampel dan Pemberian Sampel

Ekstrak Akar, batang, biji
dan Daun Helianthus

Ditimbang 10 mg Ekstrak

Diencerkan dengan DMSO 100 uL

Divortex

Dibuang semua media pada sel

Dimasukkan sampel 100uL dengan

konsentrasi 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25 dan
15,125 ppm

V' Diinkubasi 24 jam dengan suhu 37 °C CO; 5%.

Hasil

L.1.6 Uji Flowcytometry

Kultur sel HelLa




Dipanen dan dihitung menggunakan
hemocytometer

Disuspensikan hingga konsentrasi 50x10* sel/mL
Ditransfer kedalam sumuran 6-well plate @ 2mL;
beri label

Diinkubasi dalam inkubator selama 24 jam
Didisedot media dalam sumuran

Digantikan dengan perlakuan ekstrak dan kontrol
Diinkubasi kembali selama 24 jam pada suhu 37
4 °CCO25%.

Kultur sel dalam 6-
well plate




Kultur sel dalam 6-
well plate

Ditampung media per sumuran kedalam conical tube, beri label
Bilas dengan 1 mL PBS, tampung dalam conical tube

Ditambahkan 200 pL tripsin-EDTA, inkubasi selama 3 menit. Pastikan
sel lepas satu per satu

Ditambahkan 1 mL MK, resuspensi dengan menyeprotkan MK berulang-
ulang, tampung kedalam conical tube

Ditambahkan PBS 2 mL, tampung kedalam conical tube
Disentrifus dengan putaran 2000 rpm selama 5 menit
Supernatant dibuang; pellet ditambahkan 2 mL PBS dan diresuspensi.

Dipindahkan dalam microtube dan beri tanda, lalu disentrifus 2000 rpm
selama 3 menit

A\ 4

Kultur sel dalam
microtube

A\ 4

Annexin V, Propidium iodide, &

buffer Dibuang supernatan
v
Y + 500 pL ethanol 70%
Analisa Apoptosis ¥

dengan flowcytometer

Inkubasi dalam ruang
dan program cell quest

gelap selama 1 jam
v

Ditambahkan reagen
Pl

v

Analisa Apoptosis
dengan flowcytometer
dan program cell quest




L.1.7 Uji Immunositokimia

Kultur sel HelLa

Dipanen dan dihitung menggunakan
hemocytometer

Disuspensikan hingga konsentrasi 50x 103 sel/mL
Ditransfer kedalam 3 sumuran 24-well plate @
ImL yang sebelumnya diberi coverslip; beri label
Diinkubasi dalam inkubator selama 24 jam
Didisedot media dalam sumuran

Digantikan dengan perlakuan ekstrak dan kontrol
Diinkubasi kembali selama 24 jam pada suhu 37
4 °CCO25%.

Kultur sel dalam 24-
well plate

Kultur sel dalam 24-
well plate
v
+ buffer sitrat,
dipanaskan
v
Cuci dengan PBS 1 x
2 mL, dibuang
v
+ 300pL methanol
dingin, dibuang
v
Cuci dengan PBS 2 x
2 menit, dibuang

v

Cuci dengan 500pL
aquadest 2x2 menit

v

+300uL H202 10%
selama 10 menit




Cuci dengan 500uL
PBS 2x2menit, buang

v

+ 100uL Blocking
selama 15 menit, buang

\

+ 70 uL. Antibodi
primer (p53);
inkubasi 1 jam

v

Cuci dengan 500uL
PBS 2x2menit, buang

v

+ 100uL antibodi
sekunder, inkubasi
20 menit

v

Cuci dengan 500uL
PBS 2x2menit, buang

v

+100 pL HRP,
inkubasi 10 menit

v
Cuci dengan 500puL PBS
2x2menit, buang

v

+ 80 uL DAB, inkubasi
selama 5 menit

v

Cuci dengan 500uL
aqudes, 2x2 menit

v

+ 300 pL Mayer
Hematoxilin, 10 menit

v

Cuci dengan 500uL aqudes,
2x2 menit, ad cairan tidak
berwarna, keluarkan coverslip




Coverslip

Diletakkan pada plate kaca
Dicelupkan pada ethanol
Dicelupkan xylol

Ditutup dengan cover glass

Diamati pada perbesaran 40x

\ 4

Hasil




Lampiran 2. Uji Kadar Air Simplisia Daun Bunga Matahari

METTLER TOLEDO Moishine datermination
Method name WEKA
Date & Tiene 23.01.2018  10:23
Mezsuned values and diying cure
Duratian D1:23 rrin
ML
8 —
—
[
4
2
0 =
] 00:30 01:00 i
Coenmant DALMY BM 3
Start weight 0514 g
Dy Wieight 0473 g
Moisture Content 0.041 g
Hsthod perametens and lnsbrument deta
Maln parsmatar Wi handling
Diryieig program Stardard Start rode Aufernatie
Diryieig Lernperature 105 =C
Switch-of eriferion 3 1mgfS0e)
Rssult and valus handling
Tratruseant dets
Type HC103/01
SHR (Dirying urit) BE24505500 SHR (Termiinal) B624505500
SW (Drying unit) 1.20 SW (Terminal) 131

Last weight adjustenent 14.06.2016 09:33 Last temperature adjustrment 16.06.2046 1144




Lampiran 3 Perhitungan Rendemen

1. Daun tanaman Bunga Matahari
Berat simplisia =59,2447 g
Berat cawan akhir (A)=32,837 ¢
Berat cawan awal (A) =29,823 g
Berat cawan akhir (B) =33,738 g
Berat cawan awal (B) =29,875 g

Rumus
Berat ekstrak yang didapat
%rendemen = Ty anyg 21o%p (g)x 100%
Berat simplisia awal (g)
Jawab

Berat ekstrak yang didapat (A) = Berat cawan akhir (A) — Berat cawan awal (A)
= 32,837 gram — 29,8226 gram
= 3,0144 gram
Berat ekstrak yang didapat (B) = Berat cawan akhir (B) — Berat cawan awal (B)
= 33,7384 gram — 29,8752 gram
= 3,8632 gram
Total berat ekstrak yang didapat = Berat ekstrak(A) — Berat ekstrak(B)
= 3,0144 gram — 3,8632 gram
= 6,8776 gram

__ Berat ekstrak yang didapat

X 100%

%rendemen (daun) -
Berat simplisia awal

6,8776 gram
=——7 X 100%
58,2447 gram

= 11,808%



Lampiran 4. Perhitungan Data dan Hasil Uji Aktivitas Ekstrak Daun Bunga

Matahari
L.4.1 Perhitungan Konsentrasi Sel

e Kamar A =103
e Kamar B =141
e KamarC =112

e KamarD =104

_ Ysel kamar (A+B+C+D) X
4

> Sel i Ok

103+141+112+104
= x 10%

=115 x 10* sel/mL
» Pro Flow cytometry (Tanam Sel)
6 well @2 mL mengandung 50 x 10*

6 x 50 x 10* 300
115 x 10* 115

= 2,608 mL

» Pro Immunocytochemistry
3 well @ 1 mL mengandung 50 x 103

3x50x10° 15
115 x 10* 115

= 0.13mL = 130 L



L.4.2 Perhitungan ICso

Ekstrak Daun Bunga Matahari

-0,075

T -0,075

Absorbansi
Konsentrasi %sel hidup
1 2 3
3.265993
1000 0,112 0,11 0.11
4498316
500 0,518 0,51 0.543
52.49158
250 0,615 0,579 0.6
63.60269
125 0,706 0,666 0.752
76.12795
62,5 0,794 0,848 0.854
71.61616
31,25 0,771 0,788 0.803
86.93603
15,625 0,94 0,899 0.978
Kontrol sel
Kontrol Media 0.076 0.079 0.08 0.078333
Kontrol Sel 1.062 1.088 1.055 1.068333
Absorbansi EDBM
y =-0.0752x + 78.311
100 | ~ R?2=0.9525
80 =
(]
£ 60
=Y
ﬁ 40 —o—Seriesl
<
20 L —— Linear (Series1)
O B I 1
0 500 1000 1500
Axis Title
5 —
Ic50 = 22=8
A
50-78, —28,
0-7831 _ 2831 _ 377,46 ug /mlL




Cisplatin

%Sel Hidup

Konsentrasi Abs1 Abs2 Abs3
26.1158594
100 0.156 0.169 0.162
31.3390313
50 0.188 0.175 0.179
50.4273504
25 0.288 0.243 0.212
61.6334283
12.5 0.33 0.268 0.263
75.7834758
6.25 0.311 0.343 0.356
87.0845204
3.125 0.385 0.366 0.378
KM 0.074 0.069 0.069 | 0.070667
KS 0.415 0.431 0.419 | 0.421667
Cisplatin
100 - ——— y=-42.652x + 108.6
e \\ = R? = 0.9882
60
40 \\ = -0— Seriesl
20 — Linear (Series1)
0 T T 1
0 1 2 8
Log konsentrasi
50-108, -58, .
ICsp = 222288 = 258° 1 376879699 ; antilog = 23,8165965
—-42,56  —42,56




L.4.3 Data Apoptosis dengan Flow cytometri
Kontrol Sel

= F[-] 2 HELA AP P 004
2] e
= ]
=
oo
z2] 5
2E] . .
3] z
[y g 3
= ]
= -
=1
‘:'_-I_""'|""|""|""|""|
1] 200 400 Gon 200 1000
FSC-Height
T F[-] 2 HELA APCP .00
23 RE T e e File: F(-) 2 HELA APOP.004
IR I ._:_-__._.:::: _ Patient ID: 0323.18
=4 b | SR N5 B Acquisition Date: 23-Mar-18
o, el - = \ Gate: No Gate
T L - I Total Events: 20000
1. Region % Gated % Total
o Rl 9559 9559

R2 1.76 1.76

R3 1.14 1.14

= o - o 5
=" r I T R4 154 154
10 C 3 107

10 L
AMMERIN % FLLICS

- F[-] 2 HELA APOP.004
T O e File: F(-) 2 HELA APOP.004
e Patient ID: 0323.18

.

S SRR R Acquisition Date: 23-Mar-18
oo B N Gate: No Gate
St B Lo Total Events: 20000

Quad Location: 115, 100

Quad % Gated % Total

UL 1.54 1.54
' : UR 1.14 1.14
10 10 10 10 104 LL 9558 95.58

AMMNERIN % FLUOS LR 175 175




Kontrol Positif (Cisplatin)

o Fi+] 2 HELA & FCoF 005
2 L
o _ )
=
[ "
== i
2 ] :
o =
ol ]
= ]
=
b
= L'.nl""|""|""|""|
200 <00 RO 200 1000
FSCHeight
T
= File: F(+) 2 HELA APOP.00:
Patient ID: 0323.18
= Acquisition Date: 23-Mar-18
Gate: No Gate
o Total Events: 20000
o 2
Region % Gated % Total
= R1 79.13 79.13
. R2 1.29  1.29
= R3 3.62 3.62
e ;
= R4 16.05 16.05
10 10! e it
AMMNEXIN Y FLUOS
- F[+] 2 HELA APC P 005
e =Y File: F(+) 2 HELA APOP.00:
{h i Patient ID: 0323.18
. ¥ Acquisition Date: 23-Mar-18
. Gate: No Gate
L Total Events: 20000
&= Quad Location: 115, 100
= Quad % Gated % Total
. UL  16.29 16.29
n::: UR 3.62 3.62
- | LL 78.84 78.84

10 10 10
AMMEXIN % FLUOS LR 1.26 1.26



Ekstrak Daun Bunga Matahari

1000

400 GO0 200

S5C-Height

200

]

F[T] 2 HELA AFCF 006

10°

10
AMMEXIN % FLUOS

10

T

File: F(T) 2 HELA APOP.00¢
Patient ID: 0323.18
Acquisition Date: 23-Mar-18
Gate: No Gate

Total Events: 20000

Region % Gated % Total

R1 2.50 2.50
R2 0.09 0.09
R3 7.08 7.08
R4 90.44 90.44

File: F(T) 2 HELA APOP.00¢
Patient ID: 0323.18
Acquisition Date: 23-Mar-18
Gate: No Gate

Total Events: 20000

Quad Location: 115, 100

Quad % Gated % Total

UL 90.45 90.45
UR 6.99 6.99
LL 2.47 2.47
LR 0.09 0.09



L.4.4 Data Siklus Sel dengan Flow cytometry

Kontrol Sel
= ES Hels, S5 fitman. 010 = k.5 Hala S5 firman 010
= | ™ T— g -
E P = —
] = ]
=R 3 =
E ]
ar : = 1
551 527
L1 4
8o ggi
ES =
= ]
=]
1] 1 .
<4 - 1
= e T T e eho e fow
1} 200 400 600 800 1000 FLo-A
FSC-Height [=2
= K5 Hela 55 firman 010
27
=%
T
ol
)53 =8 8
4= 4| S-phas G2-M
EESIE LS
2 | Ve
= ¥ u u y u T T
1] 200 401 GO0 aan 10
FLZ-Ares
File: KS HeLa SS firman.010 Total Events: 20000
X Parameter: FL2-A FL2-Area (Linear)
Marker Events 9% Gated % Total Mean CVvV Median
All 20000 100.00 100.00 264.95 51.89 211.00
M1 1153 5.76 5.76 50.33 118.34 9.00
GO-G1 12014 60.07 60.07 204.10 8.22 200.00
S-phase 1898 9.49 9.49 295.56 8.78 296.00
G2-M 3533 17.66 17.66 377.94 5.92 374.00
M5 1462 i3 7.31 623.05 25.14 564.00
= k5 Hela 55 firnan 010
=k
=%
F 4
o~
=k
F=ha
283
o o
=
= ]
= T T T T T T T T T T T T
1} 200 400 =11] aan 1000
FLZ-Arasa,
File: KS HeLa SS firman.010 Total Events: 20000
X Parameter: FL2-A FL2-Area (Linear)
Marker Events 9% Gated % Total Mean CV Median
All 16723 100.00 83.61 242.76 28.61 208.00
GO-G1 12004 71.78 60.02 203.63 8.19 200.00
S-phase 1901 11.37 9.50 293.25 8.96 293.00
G2-M 2770 16.56 13.85 374.80 5.72 372.00




Kontrol Positif (Cisplatin)

Counts

o GCISPLATIN Hela 5% fimnan 012 = SISPLATIN Hela S5 fiman 012
21 : 5 =
] = ]
=8 2]
a—r = :
581 527
T .
(2] B
. 2]
% F] i ]
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= 4
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0 200 400 GO0 800 1000 v ol 4FUE2 . DL, S04y 1000
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= e e e i
] 200 400 GO0 200 1000
FLZ-Area
File: CISPLATIN HelLa SS firman.012 Total Events: 20000
X Parameter: FL2-A FL2-Area (Linear)
Marker Events 9% Gated % Total Mean CV Median
All 20000 100.00 100.00 273.75 51.82 258.00
M1 3020 15 1048 15810 59.09 93.75 54.00
GO-G1 6759 33.79 33.79 219.89 9.45 220.00
S-phase 4687 23.43 23.43 290.73 8.34 288.00
G2-M 4252 21.26 21.26 389.31 6.79 391.00
M5 1436 7.18 7.18 582.54 25.38 528.00
= CISPLATIN Hela S5 firman 012
=7
= 3
g -
= GO-G1
= G2-M
ZE
= ] S-pHase
= ]
= T T T T T T T T T T T T L
I 200 400 GO0 a00 1000
FLZ-Aresa,
File: CISPLATIN HeLa SS firman.012 Total Events: 20000

X Parameter: FL2-A FL2-Area (Linear)

Marker Events 9% Gated % Total Mean CV Median
Al 15664 100.00 78.32 287.12 26.65 268.00
GO-G1 6649 42.45 33.25 218.16 9.77 219.00
S-phase 4721 30.14 23.61 288.61 8.44 285.00
G2-M 4042 25.80 20.21 388.42 6.82 390.00




Ekstrak Daun Bunga Matahari
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FLZ-Area
File: EDBM HelLa SS firman.011 Total Events: 20000
X Parameter: FL2-A FL2-Area (Linear)
Marker Events 9% Gated % Total Mean CV Median
All 20000 100.00 100.00 293.48 58.01 262.00
M1 2574 12.87 12.87 26.51 175.30 0.00
GO-G1 6796 33.98 33.98 214.99 9.47 210.00
S-phase 3489 17.45 17.45 283.00 8.86 273.00
G2-M 4256 21.28 21.28 388.11 6.78 386.00
M5 3054 15.27 15.27 574.14 24.98 511.00
= ELER Hela'S55 firman. 011
=7
= ]
g -
E GO-G1
=% |—|
22 G2-M
=
T e
(SRl
=
= 3
= T T T T T T T T L
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FLZ-Aresa,
File: EDBM Hela SS firman.011 Total Events: 20000
X Parameter: FL2-A FL2-Area (Linear)
Marker Events 9% Gated % Total Mean CV Median
All 14509 100.00 72.55 284.31 28.94 259.00
GO-G1 6649 45.83 33.25 21341 9.38 210.00
S-phase 3579 24.67 17.89 280.69 8.80 271.00
G2-M 3865 26.64 19.32 387.21 6.81 385.00




L.4.4 Analisa data dengan program SPSS

Data Apoptosis

Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Total
Perlakuan N Percent N Percent Percent
presentase ks 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
cispltin 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
ED 100.0% 0 0.0% 3 100.0%
Descriptives
Perlakuan Statistic =~ Std. Error
presentase ks Mean 2.9000 05774

95% Confidence Interval for Lower Bound 2.6516

o Upper Bound 3.1484

5% Trimmed Mean

Median 2.9000

Variance .010

Std. Deviation .10000

Minimum 2.80

Maximum 3.00

Range .20

Interquartile Range

Skewness .000 1.225

Kurtosis
cispltin Mean 4.9100 05774

95% Confidence Interval for Lower Bound 46616

L Upper Bound 5.1584

5% Trimmed Mean

Median 4.9100

Variance .010

Std. Deviation .10000

Minimum 4.81

Maximum 5.01

Range .20

Interquartile Range

Skewness .000 1.225

Kurtosis
ED Mean 7.1700 05774




Descriptives

Perlakuan Statistic Std. Error
95% Confidence Interval for Lower Bound 6.9216
ol UpperBound  7.4184

5% Trimmed Mean

Median 7.1700

Variance .010

Std. Deviation .10000

Minimum 7.07

Maximum 7.27

Range .20

Interquartile Range

Skewness .000 1.225
Kurtosis

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Perlakuan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
presentase ks A75 ! . 1.000 5 1.000
cispltin A75 5! : 1.000 % 1.000
ED A75 3 . 1.000 3 1.000

a. Lilliefors Significance Correction

Oneway

Test of Homogeneity of Variances

presentase

Levene Statistic df1 df2 Sig.
.000 2 6 1.000




ANOVA

presentase

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 27.381 2 13.690 1369.030 000
Within Groups .060 6 010
Total 27.441 8

Post Hoc Tests

Multiple Comparisons

Dependent Variable: presentase

Tukey HSD
— 95% Confidence Interval
(1) Pedakuan  (J) Perlakuan Difference (I-J)  Std. Error Sig. Lower Bound = Upper Bound
ks cispltin -2.01000° .08165 .000 -2.2605 -1.7595
ED -4.27000° .08165 .000 -4.5205 -4.0195
cispltin ks 2.01000° .08165 .000 1.7595 2.2605
ED -2.26000° .08165 .000 -2.5105 -2.0095
ED ks 4_27000. .08165 .000 4.0195 4.5205
cispltin 2.260(]0. .08165 .000 2.0095 2.5105

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Homogeneous Subsets

presentase
Tukey HSD®
Subset for alpha = 0.05
Perlakuan N 1 2 3
ks 3 2.9000
cispltin 3 4.9100
ED 3 7.1700
Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

NPAR TESTS



NPar Tests
Kruskal-Wallis Test

Ranks
Perlakuan N Mean Rank
presentase ks 3 2.00
cispltin 3 5.00
ED 3 8.00
Total 9
Test Statistics®®
presentase
Chi-Square 7.200
df 2
Asymp. Sig. 027

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Perlakuan

ONEWAY presentase BY Perlakuan
JSTATISTICS HOMOGENEITY
/PLOT MEANS
/MISSING ANALYSIS
J/POSTHOC=TUKEY ALPHA(0.05).

Oneway

Test of Homogeneity of Variances

presentase

Levene Statistic df1 df2 Sig.

.000 2 6 1.000




Post Hoc Tests

Multiple Comparisons

Dependent Variable: presentase

Tukey HSD
el 95% Confidence Interval
() Perlakuan  (J) Perlakuan Difference (I-J)  Std. Error Sig. Lower Bound  Upper Bound
ks cispltin -2.01000° .08165 .000 -2.2605 -1.7585
ED -4.27000° .08165 .000 -4.5205 -4.0195
cispltin ks 2.01000° .08165 .000 1.7585 2.2605
ED -2.26000° .08165 .000 -2.5105 -2.0095
ED ks 4.27000° .08165 .000 4.0195 4.5205
cispltin 2.26000° .08165 .000 2.0095 25105

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Data Siklus Sel

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
kontrol Statistic df Sig. Statistic df Sig.
GOG1 Kontrol 0.175 3 1.000 3 1.000
Sel
Cisplatin 0.175 3 1.000 1.000
EDBM 0.175 3 1.000 1.000
S Kontrol 0.175 3 1.000 1.000
Sel
Cisplatin 0.175 3 1.000 1.000
EDBM 0.175 3 1.000 1.000
G2M Kontrol 0.175 S 1.000 1.000
Sel
Cisplatin 0.175 3 1.000 1.000
EDBM 0.175 3 1.000 1.000
Debris Kontrol 0.175 3 1.000 1.000
Sel
Cisplatin 0.175 3 1.000 1.000
EDBM 0.175 3 1.000 1.000

a. Lilliefors Significance Correction

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic dfl df2 Sig.

GOG1 Based 1.612 2 6 0.275
on Mean



1.612 6 0.275
1.612 4.040 0.306
1.612 6 0.275
0.372 6 0.704
0.372 6 0.704
0.372 4.699 0.708
0.372 6 0.704
1.371 6 0.323
1.371 6 0E323
1.371 3.465 0.364
1371 6 0.323
1.255 6 0.351
1.255 6 0.351
1.255 4.158 0.375
1.255 6 0.351
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ANOVA

Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
GOG1 Between 1371.363 2 | 685.681 | #Hit#HHHiHH 0.000
Groups
Within 0.040 6 0.007
Groups
Total 1371.403
S Between 293.446 2 | 146.723 | ##HHHEHH 0.000
Groups
Within 0.009 6 0.001
Groups
Total 293.454 8
G2M Between 25.993 2 12.997 | 11140.029 0.000
Groups
Within 0.007 6 0.001
Groups
Total 26.000 8
Debris Between 346.269 2 | 173.134 | 25460.926 0.000
Groups
Within 0.041 6 0.007
Groups
Total 346.309 8
Multiple Comparisons
Tukey HSD
95% Confidence
Mean Interval
Difference Std. Lower Upper
Dependent Variable (1-9) Error Sig. Bound Bound
GOG1 Kontrol Cisplatin ~ 26,28000" | 0.06683 0.000 | 26.0749 | 26.4851
=0 EDBM 26,09000" | 0.06683 0.000 | 25.8849 | 26.2951
Cisplatin  Kontrol - | 0.06683 0.000 | -26.4851 | -26.0749
Sel 26,28000"
EDBM -0.19000 | 0.06683 0.066 -0.3951 0.0151
EDBM Kontrol - | 0.06683 0.000 | -26.2951 | -25.8849
Sel 26,09000"
Cisplatin 0.19000 | 0.06683 0.066 -0.0151 0.3951
S Kontrol Cisplatin - | 0.03091 0.000 | -14.0348 | -13.8452
Sel 13,94000"
EDBM -7,96000" | 0.03091 0.000 -8.0548 -7.8652
Cisplatin  Kontrol 13,94000" | 0.03091 0.000 | 13.8452 | 14.0348
Sel
EDBM 5,98000" | 0.03091 0.000 5.8852 6.0748
EDBM Kontrol 7,96000" | 0.03091 0.000 7.8652 8.0548
Sel
Cisplatin -5,98000" | 0.03091 0.000 -6.0748 -5.8852
G2M Cisplatin -3,59000" | 0.02789 0.000 -3.6756 -3.5044




-3,62000" | 0.02789 0.000 | -3.7056 | -3.5344
Sel
3,59000" | 0.02789 0.000 3.5044 3.6756
-0.03000 | 0.02789 0.562 | -0.1156 0.0556
3,62000" | 0.02789 0.000 3.5344 3.7056
0.03000 | 0.02789 0.562 | -0.0556 0.1156
-9,21000° | 0.06733 0.000 | -9.4166 | -9.0034
-| 0.06733 0.000 | -15.2766 | -14.8634
15,07000"
9,21000" | 0.06733 0.000 9.0034 9.4166
-5,86000° | 0.06733 0.000 | -6.0666 | -5.6534
15,07000" | 0.06733 0.000 | 14.8634 | 15.2766
5,86000" | 0.06733 0.000 5.6534 6.0666

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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L.4.6 Immunositokimia Ekspresi p53

Kontrol sel

Cisplatin

Ekstrak daun bunga matahari



Lampiran 5 Dokumentasi Penelitian

L.5.1 Preparasi Sampel

P

s S\ S,
Tanaman bunga daun bunga matahari Daun bunga matahari
matahari setelah pencucian kering

L.5.2 Ekstraksi

Penyaringan filtrat : Penguapan pelarut Penimbangan kstrak daun

L.5.3 Uji Aktivitas Antikanker dengan Metode MTT

Media RPMI DMSO SDS
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Kontrol sel setelah Cisplatin dosis tinggi Ekstrak daun bunga
(pemberian MTT) (pemberian MTT) matahari dosis tinggi
(pemberian MTT)

L.5.4 Uji Flowcytometry

BD Pharmingen™
1 Finase Staining Bulter

0
Ihacageoi, 1N, USA 001 (R00) 478 4

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



L.5.5 Uji Immunositokimia
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KOMISI ETIK PENELITIAN KESEHATAN
Gedung Klinik UMMI It 2
Jalan Gajayana No. 50, Dinoyo. Kee Lowokwaru, Kota Malang
E-mail: kepk fkikcavin-malung. sc.id - Website : hitp://www.kepk fldi nin-malang.ac.id

" TKETERANGAN KELAIKAN ETIK
(ETHICAL CLEARANCE)
No. 002 /EC/KEPK-FKIK/2018

KOMIS] ETIK PENELITIAN KESEHATAN .(KEPK] FAKULTAS KEDOKTERAN DAN ILMU-
ILMU KESEHATAN UIN MAULANA MALIK IBRAHIM MALANG TELAH MEMPELAJARI
DENGAN SEKSAMA RANCANGAN PENELITIAN YANG DIUSULKAN_:

Judul Aktivitas Anti Kanker pada sel kanker serviks (Hela) dan
- Toksisitas sel normal Vero dari bagian akar, biji, batang, dan
: daun (Helianthus annuus)
Sub Judul - Aktivitas Anti Kanker pada sel kanker serviks (HeLa) dan
Toksisitas sel normal Vero dari bagian akar, biji, batang, dan
. daun (Helianthus annuus)
Peneliti ~~ Mochamad Firman Amrulioh
‘ Jauza Ulfah
dr. Ana Rahmawati, MBiomed 2 :
Unit / Lembaga Jurusan Farmasi Fakultas Kedokteran dan Ilmu Kesehatan UIN
‘ Maulana Malik Ibrahim Malang _
Tempat Penelitian Laboratorium Parasitologi Fakultas Kedokteran UGM
: Laboratorium Farmasi UGM
DENGAN INI MENYATAKAN BAHWA PENELITIAN TERSEBUT TELAH MEMENUH! SYARAT
ATAU LAIK ETIK. : i

L e
: Malang, 3% “ApR 2018
Mengetahuii.—... Ketua Q% AR g

P T . » ;
B g Pardjianto,SpB. SpBP-RE(K} dr. Avin Ainur F, MBiomed
NIPT. 20161201 1 515 NIP. 19800203 200912 2 002

Keterangan :
- Keterangan Laik Etik In berlaku 1 (satu) tahun sejak tanggal dikeluarkan.
- Pada akhir penelitian, laporan Pelaksanaan Penelitian harus diserahkan kepada KEPK-FKIK dalam
bentuk soft copy.
- Apabila ada perubahan protokol dan/atau Perpanjangan penelitian, harus mengajukan kembali
permohonan Kajian Etik Penelitian (Amandemen Protokol).



PEMERINTAH PROVINSI JAWA TIMUR
DINAS KESEHATAN
UPT MATERIA MEDICA BATU

Jalan Lahor No.87 Telp. (0341) 593396
KOTA BATU 65313

Nomor 1074/ 40¢/102.7/ 2017
Sifat : Biasa
Perihal : Determinasi Tanaman Bunga Matahari

Memenuhi p srmohonan saudara :

Nama : JAUZA ULFAH
NIM 1 14670023
[nstansi : JURUSAN FARMASI FAKULTAS KEDOKTERAN DAN ILMU-ILMU KESEHATAN

UNIVERSITAS ISLAM NEGERI MAULANA MALIK IBRAHIM MALANG

1. Perihal determinasi tacaman bunga matahari

Kingdom : Plantae (Tumbuhan)

Subkingdom : Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)

Super Divisi : Spermatophyta (Menghasilkan biji)

Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)

Kelas : Magnoliopsida

Bangsa . Asterales

Suku : Asteraceae

Marga : Helianthus

Jenis : Helianthus annuus L.

Nama Umum : Bunga matahari, sunflower, mirasol, xiang ri kui, himawari, koujitsuki.

Kunci Determinasi  : 1b-2b-3b-4b-6b-7b-9b-10b—11b-12b-13b-14a—15a-109b-119b-120a-121a-
122a.

2. Morfologi : Habitus: Terna semusim, tinggi 3-5 m tergantung varietasnya. Batang: Ditumbuhi
rambut kasar, tegal:, jarang bercabang. Daun: Tunggal, lebar, hijau. Bunga: Majernuk, terdapat dua tipe
bunga: bunga tepi atau bunga lidah yang membawa satu kelopak besar berwarna kuning cerah dan steril,
dan bunga tabung yang fertil dan menghasilkan biji, bunga tabung Jjumlahnya bisa mencapai 2000 kuntum
dalam satu tandan Iunga. Buah: Buah kurung (achene), buah kering berdinding agak keras dan tak terlalu
tebal ini sering disengka 'biji' bunga. Biji: Biji yang sesungguhnya terletak di dalam, terlindung oleh buah
yang serupa tempurung. Akar: Tunggang, putih kotor.

3. NamaSimplisia : Helianthii annii Herba / Herba Bunga Matahari.

4. Kandungan kimia : Saponin dan tannin.

5. Pengguanaan : Penelitian.

6. Daftar Pustaka

= Anonim. http://www.plantamor.com/index.php?plant=661, diakses 11 Desember 2010.

* Syamsufdayat, Sri Sugati dan Hutapea, Johny Ria. Inventaris Tanaman Obat Indonesia 1. Departemen

Kesehatan Repub'ik Indonesia: Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan.
= Van Steenis, CGGJ. 2008. FLORA: untuk Sekolah di Indonesia. Pradnya Paramita, Jakarta.

Demikian surat keterangan determinasi ini kami buat untuk dipergunakan sebagaimana mestinya.




UNIVERSITAS GADJAH MADA

FAKULTAS KEDOKTERAN, KESEHATAN MASYARAKAT
DAN KEPERAWATAN

DEPARTEMEN PARASITOLOGI

2

Nomor - UGM/KU/Prst/ h8/M/05/07/03.18 16 Maret 2018
Hal . Ijin Penelitian.
Kepada Yth.

MUHAMMAD FIRMAN AMRULLOH

NIM: 14670028

Fakultas Kedokteran dan [lmu-ilmu Kesehatan
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Tbrahim
Malang

Dengan hormat,
Menanggapi surat saudara tertanggal 15 Maret 2018 tentang ijin untuk melakukan
penelitian di Laboratorium Parasitologi yang berjudul:

“UJI AKTIVITAS EKSTRAK DAUN BUNGA MATAHARI (Helianthus annus)
TERHADAP EKSPRESI P53, SIKLUS SEL DAN INDUKSI APOPTOSIS SEL KANKER
SERVIKS HeLa ™

Kami dapat mengijinkan penelitian tersebut dilakukan di Departemen Parasitologi FK.
UGM., dengan catatan :
1. Mentaati peraturan yang berlaku di FK. UGM. dan Departemen Parasitologi FK.
UGM.
2. Sebagai supervisor dalam pelaksanaan penelitian ini adalah Prof. dr. Supargiyono,
DTM&H., SU., PhD., SpParK., dengan Teknisi: Juanna Nursanthi.
3. Menulis semua kegiatan dan hasil penelitian yang dilakukan di laboratorium dalam
buku Log Penelitian; buku Log ditinggal di Laboratorium.
4. Menerapkan prinsip Good Clinical Laboratory Practice pada saat bekerja di
laboratorium.
5. Setelah selesai melaporkan hasilnya kepada Kepala Departemen.

Atas perhatian dalam hal ini kami ucapkan terima kasih.

df. Tri Baskoro T. Satoto, MSc., PhD.
NIP. 19580412 198601 1 001.

Tembusan Yth. :

1. Prof. dr. Supargiyono, DTM&H., SU., PhD., SpParK.

2. Juanna Nursanthi

3. Arsip

Gedung Prof. Drs. R. Radiopoetro Lt. IV Sayap Timur, Sekip, Yogyakarta 55281
Telp. (0274) 546215. Fax. 546215. E-mail : parasitfkugm@yahoo.com
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JURUSAN FARMASI

JI. Ir. Soekarno No.34 Dadaprejo Batu, Telepon (0341) 577033 Faksimile (0341) 577033
Website: http//fkik.uin-malang.ac.id. E-mail:fkik@uin-malang.ac.id

LEMBAR PERSETUJUAN PERBAIKAN (REVISI) UJIAN SKRIPSI

Naskah ujian skripsi yang disusun oleh:

Nama : Mochamad Firman Amrulloh

NIM : 14670028

Judul : Uji Aktivitas Ekstrak Daun Bunga Matahari (Helianthus annuus L.)
Terhadap Apoptosis, Siklus sel, dan Ekspresi p53 pada Sel Kanker
Serviks HeLa.

Tanggal Ujian Skripsi : Selasa, 5 Juni 2018

Telah dilakukan perbaikan sesuai dengan saran tim pembimbing dan tim penguji serta

diperkenankan untuk melanjutkan ke tahap penelitian.

No Nama Dosen Tanggal Revisi Tanda Tangan

1 Dr. Roihatul Muti’ah, M.Kes.,Apt.

7 Tuat 20 R‘ -

2 dr. Ana Rahamawati, M. Biomed. . —
26 P w§ W
3 drg. Arief Suryadinata, Sp. Ort. 5
26 Wy Zeyd T —
4 Dr. Ach. Nashichuddin, MA . " :
21 WAl 208 - .

Catatan :
1. Batas waktu maksimum melakukan revisi 2 Minggu. Jika tidak selesai, mahasiswa TIDAK
dapat mendaftarkan diri untuk mengikuti Yudisium

2. Lembar revisi dilampirkan dalam naskah skripsi yang telah dijilid, dan dikumpulkan di Bagian
Administrasi Jurusan Farmasi selanjutnya mahasiswa berhak menerima Bukti Lulus Ujian
Skripsi.

‘ lang, Juni 2018
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