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ABSTRAK 

 

Dharmayanti, Nadya. 2021. Pengaruh Pemberian Ekstrak Daun Chrysanthemum 

Cinerariifolium (Trev.) Vis. Terhadap Jumlah Makrofag Pada Tikus Model Oral 

Squamous Cell Carcinoma (OSCC). Skripsi. Program Studi Pendidikan Dokter 

Fakultas Kedokteran dan Ilmu Kesehatan Universitas Islam Negeri Maulana Malik 

Ibrahim Malang.  

 

Pembimbing: (I) drg. Anik Listiyana, M. Biomed 

(II) Prof.Dr.dr.Bambang Pardjianto, Sp.B, Sp.BP-RE(K) 

 

Penyakit kanker bertanggung jawab atas kematian terbesar kedua secara global. Salah 

satu jenis kanker yang insidennya masih tinggi yaitu Oral Squamous Cell Carcinoma 

(OSCC) yang muncul sebagai akibat dari berbagai tahapan peristiwa yang menghasilkan 

populasi sel  dengan sifat pertumbuhan yang tidak terkendali, yang menjadi asing atau 

imunogenik. Makrofag merupakan sel imun yang berperan dalam mengenali dan 

menghancurkan sel abnormal ini. Obat kemoterapi juga bersifat toksik pada sel lain yang 

mengalami pembelahan. Sehingga, dibutuhkan senyawa yang tidak menimbulkan potensi 

toksisitas terhadap sel tubuh yang normal. Chrysanthemum cinerariifolium (Trev.)Vis 

mengandung senyawa flavonoid yang memiliki aktivitas antikanker. Tujuan penelitian ini 

adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak daun Chrysanthemum 

cinerariifolium (Trev.)Vis. terhadap jumlah makrofag pada tikus model OSCC. Penelitian 

ini menggunakan 30 ekor tikus yang dibagi menjadi kelompok kontrol negatif, positif, 

perlakuan 1 (50 mg/kgBB), perlakuan 2 (100 mg/kgBB), perlakuan 3 (200 mg/kgBB). 

Lidah tikus yang telah dideterminasi dibuat preparat dengan pewarnaan 

immunohistokimia menggunakan antibody primer CD68 dan dilihat jumlah makrofag 

menggunakan mikroskop dengan perbesaran 400x dalam 10 lapang pandang. Hasil uji 

statistik didapatkan bahwa nilai signifikansi p=0,001 dan nilai uji lanjutan antara 

kelompok positif dengan ketiga perlakuan dosis p=0,020; p=0,026; p=0,004. Berdasarkan 

hasil tersebut, dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak daun Chrysanthemum 

cinerariifolium (Trev.)Vis. mampu menurunkan jumlah makrofag pada model tikus 

OSCC. 

 

 

Kata Kunci: Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC), makrofag, Chrysanthemum 

Cinerariifolium (Trev.) Vis., tikus Sprague Dawley 
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ABSTRACT 

Dharmayanti, Nadya. 2021. The Effect of Extract Chrysanthemum Cinerariifolium 

(Trev.)Vis. Leaves on the amount of Macrophages in Oral Squamous Cell Carcinoma 

(OSCC) Model of Rats . Thesis. Medical Education Study Program, Faculty of 

Medicine and Health Sciences, State Islamic University of Maulana Malik Ibrahim 

Malang.  

Pembimbing: (I) drg. Anik Listiyana, M. Biomed 

(II) Prof.Dr.dr.Bambang Pardjianto, Sp.B, Sp.BP-RE(K) 

 

Cancer is responsible for the second largest number of deaths globally. One type of 

cancer which incidence is still high is Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) which 

appears as a result of various stages of events that produce a population of cells with 

uncontrolled growth properties, which become foreign or immunogenic. Macrophages are 

immune cells that play a role in recognizing and destroying these abnormal cells. 

Chemotherapy drugs are also toxic to other cells undergoing division. Thus, compounds 

that do not cause potential toxicity to normal body cells are needed. Chrysanthemum 

cinerariifolium (Trev.)Vis contains flavonoid compounds which have anticancer activity. 

The purpose of this study was to determine the effect of leaf extract of Chrysanthemum 

cinerariifolium (Trev.)Vis. on the number of macrophages in the OSCC model mouse. 

This study used 30 rats which were divided into negative, positive control groups, 

treatment 1 (50 mg/kgBB), treatment 2 (100 mg/kgBB), treatment 3 (200 mg/kgBB). The 

tongues of the determined mice were made preparations by immunohistochemical 

staining using CD68 primary antibody and seen the number of macrophages using a 

microscope with a magnification of 400x in 10 fields of view. The results of the statistical 

test showed that the significance value was p=0,001 and the follow-up test value between 

the positive group and the three treatments was p=0,020; p=0,026; p=0,004. Based on 

these results, it can be concluded that the administration of leaf extract was 

Chrysanthemum cinerariifolium (Trev.)Vis. able to reduce the number of macrophages in 

the OSCC mouse model. 

 

Keywords: Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC), macrophages, Chrysanthemum 

Cinerariifolium (Trev.) Vis., Sprague Dawley 
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BAB I  

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Penyakit kanker masih menjadi salah satu penyakit tidak menular yang 

bertanggung jawab atas penyebab kematian terbesar kedua secara global yaitu 9,6 

juta kematian pada tahun 2018. Sekitar 70% kematian yang disebabkan oleh 

penyakit kanker terjadi di negara berpenghasilan rendah dan menengah (WHO, 

2018). Di Indonesia penyakit kanker masih menjadi permasalahan kesehatan yang 

cukup serius dimana menurut data Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun 2018 

menunjukkan bahwa angka kejadian kanker meningkat dalam lima tahun terakhir 

dengan prevalensi 1,4 per 1000 penduduk pada tahun 2013 menjadi 1,79 per 1000 

penduduk pada tahun 2018. Hal ini menempatkan Indonesia berada di posisi ke-

23 di Asia dan posisi ke-8 di Asia Tenggara untuk kasus kejadian penyakit kanker 

(Kemenkes RI, 2019). 

Salah satu jenis kanker yang insiden kejadiannya masih cukup tinggi yaitu 

kanker mulut, dimana kanker ini merupakan salah satu dari 10 jenis kanker yang 

paling sering terjadi di dunia (Rivera, 2015). Pada tahun 2018 prevalensinya 

diperkirakan mencapai 354.865 kasus baru dengan kematian mencapai 177.384 di 

seluruh dunia (Bray et al., 2018). Di Indonesia, kanker pada bibir dan rongga 

mulut telah menimbulkan 2.326 kematian dan berada pada posisi ke 16 jenis 

kanker yang paling banyak menimbulkan kasus kematian (The Global Cancer 

Observatory, 2019). Lebih dari 90-95% kasusnya yaitu jenis squamous cell 

carcinoma yang berasal dari epitel mukosa pada rongga mulut atau yang biasa 

dikenal dengan Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) (King and Robins, 

2006). 
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Seperti halnya jenis kanker lain OSCC muncul sebagai akibat dari 

berbagai tahapan peristiwa yang melibatkan akumulasi perubahan genetik dan 

epigenetik pada onkogen dan gen supresor tumor (Chia et al., 2018) sehingga 

mengakibatkan hilangnya kontrol pertumbuhan sel yang menghasilkan populasi 

sel dengan sifat pertumbuhan yang tidak terkendali, yang menjadi asing atau 

imunogenik. Pada fase ini sistem imun berperan mengenali dan menghancurkan 

sel-sel abnormal ini. Sel-sel imunokompeten yang sangat berperan pada imunitas 

terhadap keganasan ini diantaranya yaitu limfosit T sitotoksik (CTL), NK sel, 

Makrofag dan limfosit B. Makrofag berperan sebagai APC sekaligus memakan sel 

tumor dan produk-produk yang dihasilkan sel tumor (Sawitri et al., 2009). 

Kemampuan untuk berikatan dengan sel tumor terjadi karena sel makrofag 

memiliki reseptor Fc dari IgG, sehingga dapat bekerja sama dengan IgG dalam 

melisiskan sel tumor (Kresno, 2008). Interaksi antara makrofag dengan sel tumor 

menyebabkan pelepasan sitokin antitumor yaitu IL-12, TNF-α dan molekul litik 

yaitu nitrogen dioksida (NO2) yang mengawali apoptosis (Sawitri et al., 2009). 

Jadi makrofag dapat berfungsi sebagai inisiator dan efektor imun terhadap tumor 

(Abbas et al., 2016). Namun ada kalanya tumor mampu menghindar melalui 

berbagai mekanisme, sehingga berakibat tumor dapat berkembang karena berhasil 

menghindar dari penghancuran oleh sel imun (Kresno, 2008). 

OSCC memiliki risiko yang tinggi terhadap kekambuhan (Wu et al., 2020) 

dan sering kali terlambat terdeteksi ketika sudah memasuki stadium lanjut 

sehingga memiliki prognosis yang buruk (Rivera, 2015). Saat ini, strategi terapi 

yang tersedia untuk mengatasi OSCC meliputi eksisi neoplasma dan kombinasi 

radioterapi-kemoterapi. Meskipun saat ini telah terdapat beberapa strategi terapi 
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OSCC, akan tetapi tingkat kelangsungan hidup lima tahun (five-year survival 

rate) pasien OSCC hanya 53% (Parkin, 2005). Selain itu, persentase pasien yang 

memiliki respon buruk terhadap terapi cukup tinggi (Bettendorf, 2004). Hal ini 

menandakan bahwa proses pencegahan terjadinya OSCC memiliki peranan yang 

sangat penting dan signifikan untuk menurunkan mortalitas dan morbiditas yang 

disebabkan oleh OSCC. Obat-obatan kemoterapi memiliki tingkat toksisitas yang 

tinggi, sebab obat-obatan kemoterapi tidak hanya membunuh sel kanker saja, akan 

tetapi membunuh sel-sel lain dalam tubuh yang mengalami pembelahan (Harvey 

& Champe, 2004). Oleh karena itu, dibutuhkan suatu senyawa spesifik yang tidak 

menimbulkan potensi toksisitas terhadap sel tubuh yang normal.  

Saat ini pengobatan tradisional menggunakan bahan-bahan alami dapat 

menjadi pilihan alternatif. Banyak studi yang telah dilakukan guna melihat proses 

pencegahan melalui kemopreventif dalam mengurangi morbiditas dan kematian 

(Tanaka and Ishigamori, 2011). Sehingga saat ini banyak penelitian yang 

mengembangkan kemopreventif yang berbasis pada tren gaya hidup yang 

bersumber dari bahan–bahan alami.  

Salah satu tumbuhan yang sudah sering secara luas digunakan sebagai obat 

tradisional dan mempunyai banyak manfaat adalah tanaman krisan putih 

(Chrysanthemum cinerariifolium (Trev.)Vis.) yaitu tanaman herbal yang termasuk 

dalam genus Chrysanthemum dan famili Asteraceae (Boutaghane et al., 2013). 

Chrysanthemum merupakan salah satu bunga potong yang paling populer didunia 

dan merupakan salah satu dari 10 bunga yang paling populer digunakan sebagai 

obat tradisional di Cina (Irawati, 2018). 
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Tren gaya hidup “back to nature” di kalangan masyarakat telah kembali 

membawa masyarakat untuk memanfaatkan bahan alami atau tanaman herbal 

sebagai alternatif pengobatan (Wijayakusuma, 2008). Sebagian besar masyarakat 

lebih memilih menggunakan suatu produk yang berasal dari bahan alami karena 

lebih mudah didapatkan. Hingga saat ini pun tanaman herbal juga telah banyak 

digunakan dalam bidang medis maupun kesehatan. Tanaman herbal sendiri dapat 

diartikan sebagai tanaman yang mengandung senyawa kimia alami yang memiliki 

efek farmakologis dan bioaktivitas penting terhadap penyakit (Suryanto and 

Setiawan, 2013). 

Badan kesehatan dunia yaitu WHO (World Health Organization) bahkan 

telah menunjukkan kepeduliannya tentang perkembangan dan pengembangan 

pengobatan tradisional dengan merekomendasikan penggunaan obat tradisional 

termasuk obat herbal dalam pemeliharaan kesehatan masyarakat, pencegahan dan 

pengobatan penyakit terutama untuk penyakit kronis, penyakit degeneratif dan 

kanker (Agustina, 2016). Selain itu WHO juga menunjukkan dukungannya 

dengan mengeluarkan sebuah buku panduan umum penelitian bagi pengobatan 

tradisional yaitu General Guidelines for Methodologies of Research and 

Evaluation of Traditional Medicine. Dalam buku panduan ini, dikemukakan 

metodologi penelitian dan evaluasi penelitian terhadap jenis pengobatan 

tradisional. Sementara jenis pengobatan alternatif yang dikembangkan dan 

dijadikan kajiannya, dikelompokkan menjadi dua jenis, yaitu pengobatan 

berdasarkan herbal dan terapi yang berdasarkan prosedur tradisional, yang 

termasuk ke dalam pengobatan alternatif herbal, yaitu penggunaan bahan asli 

tanaman seperti bunga, buah-buahan, akar, atau bagian lain dari tumbuhan yang 

https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
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digunakan untuk pengobatan. Pengolahan herbal (herbal preparation) yaitu 

pengolahan tumbuhan dilandaskan pada produk tumbuhan yang sudah 

diselesaikan, atau beberapa produk pengolahan tanaman hasil dari ekstrasi, 

pelarutan fraksianisasi, purifikasi, konsentrasi atau proses pengolahan fisikawi 

(Effendi, 2013). 

Dengan demikian pemanfaatan tanaman herbal sebagai obat tentu perlu 

terus digali, diteliti, dikembangkan dan dioptimalkan pemanfaatannya. 

Sebagaimana firman Allah Subhanahu Wa Ta'ala yang dijelaskan dalam 

surat Thaha ayat 53: 

ٍَاۤءً ََاۤءِ  َِ اىسَّ ٍِ ٌِ فُِِهَا سُثُيًا وَّاَِّصَهَ  ٍَهِدّا وَّسَيَلَ ىَنُ ٌُ اىْاَزِضَ  ٌِ جَعَوَ ىَنُ  فَاَخِسَجَِْاۗ  اىَّرِ
ِِ اَشِوَاجّاتِه  (طٰه: ٣٥) شَتٰ ً َّّثَاتٍ ٍِّ  

Artinya : (Tuhan) yang telah menjadikan bumi sebagai hamparan bagimu, dan 

menjadikan jalan-jalan di atasnya bagimu, dan yang menurunkan air (hujan) dari 

langit. “Kemudian Kami tumbuhkan dengannya (air hujan ini) berjenis-jenis 

aneka macam tumbuh-tumbuhan.” (Thaha Ayat 53. Al Quran Al-Jumanatul „Ali, 

2005). 

Ayat ini menjelaskan bahwa Allah SWT telah menjadikan bumi hamparan 

seperti permadani yang menjadikan kehidupan manusia mudah, tenang, dan 

nyaman. Kemudian Allah menurunkan hujan dari langit, serta mengeluarkan 

keanekaragaman tumbuhan dan buah yang memiliki rasa, warna, dan aroma yang 

beragam bagi manusia dan hewan sehingga ini dapat menjadi tanda-tanda 

kebesaran Allah SWT bagi mausia yang berakal (Az-Zuhaili, 2013). 

Sudah banyak penelitian yang membuktikan bahwa Chrysanthemum 

mengandung senyawa flavonoid yang memiliki hubungan dengan aktivitas 

antikanker (Choi et al., 2007; Tanaka et al., 2011). Flavonoid sendiri merupakan 

senyawa yang telah terbukti dapat menghambat proliferasi beberapa sel kanker 

https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
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termasuk pada OSCC (Pan et al., 2011). Dalam suatu penelitian yang dilakukan 

baru–baru ini juga dilaporkan bahwa ekstrak daun Chrysanthemum 

cinerariifolium yang terkandung senyawa flavonoid dapat menginduksi apoptosis 

sel kanker payudara T47D (Mutiah et al., 2020). 

Berdasarkan ayat diatas dapat dipahami bahwa Allah SWT telah 

memberikan karunia kekayaan hayati kepada manusia dalam hal ini khususnya 

Indonesia. Dimana Indonesia menduduki urutan kedua atas kekayaan ragam 

hayati di dunia setelah Brazil. Diperkirakan ada sekitar 30.000 spesies yang hidup 

di kepulauan Indonesia dan 300 spesies diantaranya telah digunakan oleh industri 

obat tradisional sebagai bahan dasar untuk obat tradisional (Depkes RI, 2007). 

Keanekaragaman ini tentu diharapkan dapat digali, dimanfaatkan dan 

dikembangkan oleh manusia secara optimal.  

Berdasarkan uraian diatas maka penulis tertarik melakukan penelitian 

tentang pengaruh pemberian ekstrak daun Chrysanthemum cinerariifolium (Trev.) 

Vis. terhadap jumlah makrofag pada tikus model Oral Squamous Cell Carcinoma 

(OSCC). 

1.2 Rumusan Masalah 

Apakah pemberian ekstrak daun Chrysanthemum cinerariifolium (Trev.) Vis. 

berpengaruh terhadap jumlah makrofag pada tikus model OSCC ? 

1.3  Tujuan Penelitian 

Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak daun Chrysanthemum 

cinerariifolium (Trev.) Vis. terhadap jumlah makrofag pada tikus model 

OSCC. 
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1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Bagi Peneliti 

1. Peneliti mampu menerapkan ilmu pengetahuan yang telah diperoleh 

selama masa perkuliahan. Serta peneliti mampu berlatih untuk berpikir 

kritis dan memperoleh pengalaman dalam melakukan sebuah 

penelitian dengan metodologi yang tepat dan melakukan analisis hasil 

penelitian. 

2. Peneliti mendapatkan ilmu pengetahuan tambahan tentang pengaruh 

pemberian ekstrak daun Chrysanthemum cinerariifolium (Trev.) Vis. 

terhadap jumlah makrofag pada tikus model OSCC. 

1.4.2 Bagi Institusi 

Penelitian ini diharapkan dapat digunakan untuk menambah referensi 

sebagai bahan penelitian lanjutan tentang pengaruh pemberian ekstrak 

daun Chrysanthemum cinerariifolium (Trev.) Vis. terhadap jumlah 

makrofag pada tikus model OSCC yang lebih mendalam pada masa yang 

akan datang. 

 

 

 



 
  

8 
 

BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1  Karsinoma oral sel skuamosa 

2.1.1 Definisi 

Neoplasma ini merupakan jenis neoplasma non melanoma kedua terbanyak 

setelah karsinoma sel basal (Kallini et al., 2015). Konsumsi alkohol dan merokok 

jangka panjang merupakan faktor risiko yang menyebabkan 90% kejadian OSCC 

(Givony, 2020). 

2.1.2 Epidemiologi 

OSCC merupakan jenis kanker mulut yang terjadi sebesar 95% kasus 

(Indah et al., 2015) yang termasuk dalam urutan ke-6 keganasan mulut paling 

sering terjadi (Givony, 2020). Dibandingkan wanita, pria lebih sering mengalami 

OSCC dengan perbandingan 1,5:1 yang disebabkan oleh risiko kebiasaan yaitu 

konsumsi alkohol dan merokok jangka panjang (Israyani et al., 2019). 

2.1.3 Etiologi dan Faktor risiko 

Konsumsi alkohol dan rokok jangka panjang merupakan faktor risiko 

terbesar penyebab 90% kasus oral karsinoma sel skuamosa (Rivera, 2015). 

Tabel 2. 1. Faktor penyebab dari oral squamous cell carcinoma menurut British 

Dental Association (2000): 

 

Faktor risiko yang telah 

ditetapkan 

Merokok/ tembakau – rokok, cerutu, pipes, bidis 

Smokeless tobacco – mengunyah tembakau atau 

produk yang tidak terbakar lainnya. 

Mengunyah betel quid/paan/gutkha 

Konsumsi alkohol yang tinggi (sinergis dengan 

tembakau) 

Adanya keadaan yang berpotensi malignant 
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Adanya riwayat kanker rongga mulut  

Paparan sinar matahari berlebih atau radiasi 

(untuk kanker pada bibir) 

Usia dikaitkan dengan faktor risiko lainnya 

Faktor risiko lainnya 

Kurangnya konsumsi buah segar dan sayur 

Infeksi virus misalnya human 

papillomaviruses (HPVs) 

Penyakit yang dapat menekan sistem imun 

 Minum mate 

Sepsis kronik dalam mulut 

 

2.1.4 Patofisiologi 

Patofisiologi terjadinya OSCC dimulai akibat dari berbagai tahapan 

peristiwa kombinasi paparan karsinogen lingkungan dan predisposisi genetik 

individu. Paparan karsinogen seperti tembakau (rokok), alkohol dan virus 

onkogen dalam jangka waktu yang lama dapat menyebabkan kerusakan gen yang 

meliputi akumulasi perubahan genetik dan epigenetik pada onkogen dan gen 

supresor tumor yang akan mendorong berkembang lesi premaligna dan karsinoma 

invasif. Kerusakan inilah yang nantinya akan menyebabkan perubahan genetik 

berupa aktivitas mutasi titik atau amplifikasi, rearrangements, dan delesi (Choi 

and Myers, 2008; Li et al., 2018). Akibatnya akan terjadi pertumbuhan tumor 

yang mandiri dan otonom sehingga tidak terkendali akibat menghindari sinyal 

penghambat pertumbuhan. pertumbuhan sel yang selanjutnya akan menghasilkan 

onkoprotein yang nantinya akan diklasifikasikan berdasarkan perannya (Williams, 

2000; Maggioni et al., 2011; Jain, 2020). 
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Gambar 2. 1. Perkembangan Histopatologi Mukosa yang didorong oleh Aktivitas 

Onkogen dan Onkoprotein (sumber: Jain, 2009). 
 

2.1.5 Manifestasi Klinis 

Menurut Neville et al. (2002) squamous cell carcinoma memiliki beragam 

gambaran klinis yaitu: 

a. Exophytic (pembentuk massa) 

b. Endophytic (berlubang dan ulserasi) 

c. Leukoplakia (bercak putih) 

d. Erythroplakia (bercak merah) 

e. Erythroleukoplakia (kombinasi bercak merah dan putih) 

 

2.2 Chrysanthemum cinerariifolium 

2.2.1 Taksonomi 

Chrysanthemum merupakan tanaman famili Asteraceae yang dikenal dengan 

nama tanaman krisan. Bunganya dikenal indah serta memiliki berbagai bentuk, 

ukuran dan warna. Tanaman ini disamping dimanfaatkan sebagai tanaman hias 

juga dimanfaatkan sebagai insektisida dan obat-obatan. Salah  satu jenis yang  
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sering dimanfaatkan  sebagai  obat  tradisional oleh  masyarakat  adalah  tanaman  

krisan putih (Chrysanthemum cinerariifolium) (Kalia et al., 2016). 

Kingdom : Plantae 

Sub-kingdom : Tracheobionta 

Super divisi : Spermatophyta 

Divisi  : Magnoliophyta 

Kelas  : Magnoliopsida 

Subkelas : Asteridae 

Ordo  : Asterales 

Famili  : Asteraceae 

Genus  : Chrysanthemum 

Spesies : Chrysanthemum cinerariifolium (Trevor) Vis. 

(ITIS, 2020) 

2.2.2 Morfologi 

Chrysanthemum cinerariifolium atau tanaman krisan putih merupakan 

tumbuhan yang memiliki bunga berwarna putih dengan bagian tengah berwarna 

kuning dan termasuk dalam genus yang tumbuh di Kenya. Batangnya kaku serta 

memiliki daun berwarna hijau kebiruan yang dapat tumbuh sampai setinggi 

sekitar 46-100 cm (Otieno et al., 2020).  
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Gambar 2. 2. Tanaman Chrysanthemum cinerariifolium (Trev.); A. Tanaman C. 

cinerariifolium; B. Bunga C. cinerariifolium; C. Batang C. cinerariifolium; D. 

Daun C. cinerariifolium; E. Akar C. cinerariifolium 

2.2.3 Manfaat dan Kandungan kimia 

Chrysanthemum cinerariifolium dikenal sebagai tanaman hias 

dimasyarakat (Prihatman, 2000) yang juga dimanfaatkan sebagai obat-obatan 

alternatif yang dapat mengobati flu dan batuk, detoksifikasi, meredakan sakit 

kepala yang disebabkan oleh sinusitis, mengatur tekanan darah, meningkatkan 

penglihatan (Lin and Harnly, 2010), mengurangi kelemahan otot jantung, 

menurunkan efek aritmia akibat iskemia, menghambat aktivitas enzim HIV-1 

integrase dan aldose reduktase (Xie et al., 2009). Selain itu memiliki efek seperti 

antibakteri, antiradang dan anti kanker (Grdiša et al., 2009). 

2.2.4 Flavonoid dan Derivatnya 

Flavonoid merupakan senyawa polifenol yang umum ditemukan pada 

buah-buahan, sayuran, biji-bijian, kulit sayur, bunga, batang akar yang memiliki 

struktur benzo-𝛾-piron dengan struktur fenolik (Kumar and Pandey, 2013; Panche 
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et al., 2016) dengan struktur dasar berupa cincin C6-C3-C6 dengan variasi pola 

substitusi. Flavonoid disintesis dari turunan asam asetat atau fenilalanin melalui 

jalur asam shikimat (Tian et al., 2017) yang memiliki variasi pola substitusi. 

Flavonoid dapat diklasifikasikan ke dalam subkelas yang berbeda sehingga 

flavonoid memiliki kisaran turunan yang sangat beragam  seperti flavon (flavon, 

apigenin, dan luteolin), flavonol (quercetin, kaempferol, myricetin, dan fisetin), 

flavanon (flavanon, hesperetin, dan naringenin) dan lainnya (Kumar and Pandey, 

2013). 

 

 

 

 

Gambar 2. 3. Struktur Dasar Flavonoid (sumber: Kumar & Pande, 2013) 

 

2.2.5 Terpenoid 

Terpenoid merupakan senyawa kelas terpen yang dimodifikasi dengan 

gugus fungsi berbeda dan gugus metil teroksidasi yang dipindahkan atau 

dihilangkan pada berbagai posisi (Perveen, 2018) yang merupakan jenis senyawa 

alami terbesar dan beragam juga dikenal sebagai isoprenoid (Cox-Georgian et al., 

2019) yang sebagian besar terpenoid berasal dari tumbuhan namun juga disintesis 

oleh organisme lain seperti bakteri dan ragi sebagai bagian dari metabolisme 

primer atau sekunder.  
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2.3 Makrofag 

Makrofag merupakan sel yang berukuran 15-80 µm, mononukleus 

memanjang atau oval, berumur panjang sekitar 2-4 bulan. Makrofag terbentuk 

dari hematopoietic stem cell (HSC) melalui proses hematopoiesis, kemudian HSC 

akan menghasilkan progenitor awal yang disebut multipotent progenitor (MPP) 

yang kemudian akan menghasilkan tiga sel prekursor yaitu common myeloid 

progenitor (CMP), common lymphoid progenitor (CLP), dan mast cell progenitor 

(MCP). CMP kemudian akan menghasilkan dua jenis sel progenitor yaitu 

granulocyte/monocyte precursor (GMP) dan MEP. GMP inilah yang akan 

menghasilkan sel neutrofil, basofil, eosinofil, DC, dan monosit. Monosit 

kemudian akan menghasilkan makrofag  (Mak, Saunders and Jett, 2014). Marker 

dari ekspresi makrofag yang diidentifikasi pada jaringan manusia yaitu CD68 

(Nucera, Biziato and de Palma, 2011). 

2.4 Hubungan Chrysanthemum terhadap makrofag pada OSCC 

Makrofag berperan sebagai APC sekaligus memakan sel tumor dan 

produk-produk yang dihasilkan sel tumor. Selain berperan untuk 

mempresentasikan antigen tumor kepada CTL, makrofag juga penting dalam 

menginduksi respon sel Th (CD4) dan sek NK. Interaksi antara makrofag dengan 

sel tumor menyebabkan pelepasan sitokin antitumor yaitu IL-12, TNF- α dan 

molekul litik yaitu nitrogen dioksida (NO2).  

Makrofag dapat memakan dan mencerna sel tumor dan 

mempresentasikannya ke sel CD4⁺. Jadi makrofag dapat berfungsi sebagai 

inisiator dan efektor imun terhadap tumor (Abbas et al., 2016). Seiring fase 
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perjalanan suatu penyakit jumlah monosit-makrofag juga semakin bertambah 

banyak (Sarihati, 2017).  

Selain itu, ada kalanya tumor mampu menghindari serangan dari sel NK 

dan CIL, sel-sel tumor upregulasi molekul permukaan tertentu seperti B7-H dan 

HLAG, mengatur molekul-molekul permukaan lainnya seperti MHC kelas I dan 

Fas, dan menyingkirkan molekul-molekul lainnya seperti Macrophage Inhibitor 

Cytokines (MCI). Sehingga berakibat tumor dapat berkembang karena berhasil 

menghindar dari penghancuran oleh sel imun (Kresno, 2008). 

Flavonoid termasuk ke dalam senyawa polifenol, metabolit sekunder dari 

tanaman dan memiliki aktivitas sebagai antikanker. Flavonoid mengandung 

kuersetin yang berasal dari subkelas flavonol. Kuersetin, genistein atau 

flavopiridol dapat dijadikan sebagai bahan untuk obat kanker (Ravishankar et al., 

2013).  
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2.5 Kerangka teori  

 

 

- Hilangnya 

kromoson, mutasi 

kromosom, 

inaktifitas tumor 

suppressor gen 

- Aktivasi proto-

onkogen menjadi 

onkogen 

 Aktivasi NF-κB  Inflamasi 

Karsinogen DMBA 

Makrofag 

- Proliferasi tidak terkontrol 

- Perkembangan lesi pre-malignan 

- Karsinoma invasif 

Perkembangan OSCC 

Ektrak daun Chrysanthemum cinerariifolium 

Terpenoid 

Flavonoid 

enzim topoisomerase I dan II 

- Sitokin 

proinflamasi  

- Reseptor 

sitokin 

kemokin 

- COX-2 

Keterangan : 

Variabel yang diteliti :  

Variabel yang tidak diteliti : 

Mengandung : 

Memicu : 

Menghambat : 
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BAB III 

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS 

3.1 Kerangka Konsep Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan: 

1. Variabel independen : Ekstrak daun Chrysanthemum cinerariifolium 

2. Variabel dependen : Jumlah makrofag 

3. Variabel perancu : Infeksi atau inflamasi civitas oral pada hewan coba  

Pada ekstrak daun Chrysanthemum cinerariifolium yang mengandung 

senyawa flavonoid dan terpenoid diharapkan dapat menekan jumlah makrofag 

sebagai faktor proinflamasi yang mudah dicetuskan dengan adanya infeksi lokal 

maupun sistemik yang dapat mempercepat progresivitas oral squamous cell 

carcinoma. Oleh karena itu, adanya infeksi lokal pada lidah hewan coba dapat 

mempengaruhi jumlah makrofag sehingga dapat membiaskan hasil. 

Flavonoid Terpenoid 

Inflamasi dan proliferasi pada tikus model OSCC 

Makrofag 

Progresifitas OSCC 

Ektrak daun Chrysanthemum cinerariifolium 
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3.2 Hipotesis Penelitian 

H0 : Pemberian ekstrak daun Chrysanthemum cinerariifolium tidak dapat 

menurunkan jumlah makrofag pada Oral squamous cell carcinoma. 

H1 : Pemberian ekstrak daun Chrysanthemum cinerariifolium dapat 

menurunkan jumlah makrofag  pada Oral squamous cell carcinoma. 
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

4.1 Desain Penelitian 

Rancangan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini yaitu true 

eksperimental post test only control group design yang bertujuan untuk 

membandingkan dan menganalisa beberapa kelompok perlakuan. Penelitian ini 

adalah penelitian kuantitatif eksperimental yang dilakukan di laboratorium untuk 

mengetahui aktivitas daun Chrysanthemum cinerariifolium terhadap penurunan 

jumlah makrofag pada tikus jenis Sprague Dawley jantan yang akan dibuat model 

OSCC dengan induksi DMBA. 

Terdapat dua kelompok perlakuan pada penelitian ini yaitu kelompok yang 

diberi ekstrak daun Chrysanthemum cinerariifolium dengan dosis 50 mg/kgBB, 

100 mg/kgBB, dan 200 mg/kgBB dan kelompok kontrol yang terdiri dari kontrol 

positif yaitu kelompok hewan coba yang diinduksi DMBA tetapi tidak diberikan 

ekstrak daun Chrysanthemum cinerariifolium dan kontrol negatif yaitu kelompok 

hewan coba yang tidak diinduksi DMBA dan tidak diberi terapi ektrak.   

4.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

4.2.1 Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di laboratorium Fisio-Farmako Program Studi 

Pendidikan Dokter UIN Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembuatan preparat 

patologi anatomi dilakukan di laboratorium PA RSU dr Soetomo Surabaya, 

Pemeriksaan imunohistokimia dilakukan di laboratorium Patologi Anatomi 

Universitas Brawijaya dan penghitungan jumlah makrofag dilakukan di 
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Laboraturium Histologi Patologi Anatomi Program Studi Pendidikan Dokter UIN 

Malana Malik Ibrahim Malang. 

4.2.2 Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari 2021 – Februari 2021. 

4.3 Poplasi Penelitian 

Populasi yang digunakan pada penelitian ini yaitu tikus jenis Sprague 

Dawley jantan dengan berat 80-160 gram yang berumur 2-3 bulan. 

4.4 Sampel Penelitian 

Menggunakan rumus Fereder, estimasi besar sampel pada penelitian ini yaitu: 

(t-1) (n-1) ≥15 

(5-1) (n-1) ≥15 

(n-1)  ≥15/4 

 n  ≥ 3.75 + 1 

 n  ≥ 4.75 ~ 5 

Dari hasil perhitungan didapatkan besar sampel yang digunakan pada 

setiap kelompok perlakuan yaitu 5. Untuk menghindari adanya hewan coba yang 

mati, menghilang dan lain sebagainya (drop out) maka dihitung faktor koreksi 

menggunakan rumus (Sastroasmoro and Ismael, 2011): 

n‟ = (n/1-f)  

n‟ = (5/1-0.1)  

n‟ = 5/0.9 

n‟ = 5.5 ~ 6 

Sehingga didapatkan hasil bahwa setiap kelompok perlakuan berjumlah 6 

yang berarti total sampel dalam penelitian ini yaitu 30 hewan coba. 

Keterangan : 

t = jumlah kelompok control dan perlakuan 

n = jumlah sampel 

Keterangan : 

n‟ = besar sampel terkoreksi 

n = besar sampel minimum  

f = perkiraan proporsi drop out 10% (f = 0.1) 
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Pada penelitian ini hewan coba pada tiap kelompok terdiri dari hewan coba 

yang dirandomisasi yang berjumlah 6 ekor dan dibagi menjadi 5 kelompok yang 

terdiri atas 3 kelompok perlakuan, kelompok kontrol(+), dan kelompok kontrol(-). 

5 kelompok tersebut terdiri atas: 

1. Kelompok kontrol negatif (-) 

Kelompok hewan coba yang tidak diinduksi DMBA dan tidak diberi ekstrak 

daun Chrysanthemum cinerariifolium 

2. Kelompok kontrol positif  (+) 

Kelompok hewan coba yang diinduksi DMBA tetapi tidak diberi ekstrak daun 

Chrysanthemum cinerariifolium 

3. Kelompok perlakuan 

Kelompok hewan coba yang diinduksi DMBA dan diberi ekstrak daun 

Chrysanthemum cinerariifolium dengan dosis 50 mg/kgBB pada kelompok 

perlakuan 1, dosis 100 mg/kgBB pada kelompok perlakuan 2, dan dosis 200 

mg/kgBB pada kelompok perlakuan 3 (Kim et al., 2011). 

4.5 Kriteria Penelitian 

4.5.1 Kriteria inklusi 

1. Tikus jantan Sprague  Dawley 

2. Berat badan 80 – 160 gram 

3. Umur 2 – 3 bulan 

4. Sehat  

5. Tidak memiliki kelainan atau penyakit pada rongga mulut 
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6. Injeksi DMBA 2% dengan dosis 0,1 ml/kgBB pada lateral lidah tikus 

mengakibatkan timbulnya ulkus yang berwarna putih disertai indurasi 

pada pemeriksaan klinis 

4.5.2 Kriteria eksklusi 

1. Sakit  

2. Stres 

Saat diberi rangsangan atau stressor tikus cenderung imobilisasi, 

penurunan konsumsi makanan, mengalami penurunan higienitas kandang 

tikus dan grooming atau apatis pada tikus. 

3. Mati saat penelitian 

4.6 Variabel Penelitian 

4.6.1 Variabel dependen 

Variabel dependen pada penelitian ini adalah jumlah makrofag dalam 

pemeriksaan imunohistokimia. 

4.6.2 Variabel independen 

Variabel independen adalah dosis ekstrak daun Chrysanthemum 

cinerariifolium yang berikan pada sampel. 

4.7 Definisi Operasional 

1. Model hewan kanker lidah 

Pada penelitian ini menggunakan model hewan coba galur Sprague Dawley 

yang dikenal tenang dan jinak sehingga mudah ditangani. Tikus jenis ini 

sering digunakan dalam banyak penelitian seperti uji toksikologi, uji nutrisi, 

uji keamanan dan uji farmakologi lainnya. Pada tikus diinduksikan DMBA 

2% 0.1 ml/kgBB yang diinjeksikan secara submukosa pada bagian lateral 
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lidah tikus jantan dan ditunggu selama 5 minggu (Meiyanto et al., 2007; 

Safitri and Christopher, 2016). 

2. Ekstrak daun Chrysanthemum cinerariifolium 

Daun Chrysanthemum cinerariifolium yang dikeringkan lalu diekstrak 

dengan metode UAE menggunakan pelarut etanol 96%, yang kemudian 

diberi ke hewan coba yang telah dibiarkan selama 5 minggu setelah 

diinduksi DMBA dengan cara disonde dengan dosis 50 mg/KgBB, 100 

mg/KgBB, 200 mg/KgBB (Kim et al., 2011) dan diberikan selama 14 hari.  

3. Makrofag dan imunohistokimia 

Jumlah sel makrofag dilihat pada preparat dengan pewarnaan 

imunohistokimia menggunakan antibodi primer CD68. Perhitungan 

dilakukan dengan pengamatan menggunakan mikroskop Nikon eclipse E200 

pada perbesaran 400x di sepuluh lapang pandang pada sel yang tampak 

berwarna coklat. 

4.8 Alat dan Bahan 

4.8.1 Alat – alat penelitian 

Berikut ini adalah bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini: 

1. Alat ekstraksi 

a. Handscoon 

b. Masker 

c. Gelas beker 

d. Pengaduk 

e. Erlenmeyer 

f. Corong kaca 
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g. Ultrasonic cleaning bath 

h. Rotary evaporator 

i. Oven 

j. Magnetic stirrer 

k. Mikropipet 

l. Neraca analitik 

2. Alat perawatan dan perlakuan hewan coba 

a. Kandang hewan coba 

b. Wadah makanan 

c. Wadah minuman 

d. Sonde 

e. Spuit 3 cc 

3. Alat terminasi dan diseksi 

a. Papan bedah 

b. Pisau scalpel 

c. Pinset 

d. Jarum pentul 

e. Gunting bedah 

f. Cawan petri 

g. Gelas beker 

4. Alat pembuatan preparat imunohistokimia 

a. Blok paraffin 

b. Mikrotom 

c. Decloaking chamber dengan suhu 95℃ 
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d. Mixture chamber 

e. inkubator 

5. Alat pengamatan preparat 

a. Mikroskop cahaya binokuler 

4.8.2 Bahan penelitian 

1. Bahan ekstraksi 

a. Simplisia daun Chrysanthemum cinerariifolium 

b. Akuades 

c. Kertas saring 

d. Aluminium foil 

2. Bahan perawatan dan perlakuan hewan coba 

a. Makanan berupa bayam 

b. DMBA 2% 

3. Bahan terminasi dan diseksi 

a. Formalin 10% 

b. Eppendorf 

c. Kertas label 

d. Kloroform 

4. Bahan pembuatan preparat imunohistokimia 

a. Buffer formalin 10% 

b. Blok paraffin  

c. Alkohol 

d. Xylol 

e. Etanol 
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f. H2O2 0.5% dalam methanol 

g. Larutam diva 

h. PBS 

i. PAP 

j. Background sniper 

k. Anti antibody primer CD68 

l. antibodi sekunder kit 

m. TREK AVIDIN-HRP 

n. Kromogen DAB Monoclonal Anti Antibody Macrophage Rat 

o. mayer haematoxylin 

p. lithium carbonate jenuh 

q. Entellan 

r. Pewarnaan hematoksilin eosin (HE) 

4.9 Prosedur Penelitian 

4.9.1 Persiapan hewan coba 

1. Kandang yang ditempati hewan coba diberi alas berupa sekam yang 

terbuat dari serutan kayu, guntingan kertas, ataupun serbuk gergaji yang 

dilengkapi dengan wadah untuk tempat makan dan minum yang telah 

terisi. 

2. Hewan coba dibagi menjadi 5 kelompok dan dalam 1 kelompok terdiri dari 

6 tikus dengan perlakuan yang berbeda di setiap kelompok yaitu kontrol 

positif, kontrol negatif, kelompok perlakuan yang diberikan ekstrak 

Chrysanthemum 50 mg/kgBB pada kelompok perlakuan 1, dosis 100 
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mg/kgBB pada kelompok perlakuan 2, dan dosis 200 mg/kgBB pada 

kelompok perlakuan 3 

3. Setelah dibiarkan beradaptasi selama 7 hari, kemudian kelompok kontrol 

positif dan kelompok perlakuan diinduksikan DMBA 2% 0.1 ml/kgBB 

yang diinjeksikan secara submukosa pada bagian lateral lidah tikus jantan 

dan ditunggu selama 5 minggu 

4.9.2  Pembuatan Na-CMC 0.5% 

1. Timbang serbuk Na CMC sebanyak 50 mg 

2. Tuangkan ke dalam akuades panas 

3. Lalu biarkan hingga 15 menit sampai menyerupai gel dan berwarna bening 

4. Gel yang terbentuk diaduk sampai menjadi masa yang homogen 

5. Lalu gel yang homogen diencerkan dengan akuades hingga volume 

mencapai 100 ml 

6. Sediaan yang telah siap disimpan pada kulkas 

4.9.3 Pembuatan ekstrak daun Chrysanthemum cinerariifolium 

1. Ekstrak daun Chrysanthemum cinerariifolium dibuat dengan metode UAE 

2. Daun Chrysanthemum cinerariifolium dibersihkan dan dicuci dengan air 

mengalir sebanyak 3-5 kali hingga air cucian daun tampak bersih 

3. Daun Chrysanthemum cinerariifolium dikeringkan dibawah sinar matahari 

untuk menjaga kadar air tidak lebih dari 10% lalu simplisia diuji kadar 

airnya menggunakan moisture content analyzer 

4. Lalu dilakukan prosedur ekstraksi yaitu simplisia dimasukkan dalam gelas 

erlenmeyer ditambahkan pelarut etanol 96% dengan perbandingan 1:20 

lalu di ekstraksi selama 2 menit dengan 3 kali pengulangan 
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5. Etanol yang cair disaring menggunakan kertas saring 

6. Hasil penyaringan kemudian diuap menggunakan evaporator rotary agar 

memperoleh ekstrak etanol yang kental  

7. Dari ekstrak etanol yang kental kemudian dimasukkan kedalam oven 

untuk didapatkan ekstrak yang pekat.  

Dan dihitung rendemen dengan rumus: 

          
             

               
        

Dengan hasil apabila semakin tinggi persentase rendemen maka semakin 

banyak ekstrak yang dihasilkan. 

4.9.4 Persiapan Dosis Ekstrak Daun Chrysanthemum cinerariifolium yang 

Dilarutkan Na-CMC 

Dosis daun Chrysanthemum cinerariifolium yang diberikan pada penelitian ini 

ada 3 dosis yaitu 50 mg/kgBB, 100 mg/kgBB, 200 mg/kgBB. 

a. Dosis stok volume sonde (semua kelompok) selama 14 hari memiliki rumus: 

 

Stok volume sonde  = 1 ml x 18 x 14 hari 

    = 252 ml 

b. Dosis stok volume sonde (setiap kelompok) selama 14 hari memiliki rumus: 

 

Stok volume sonde  = 1 ml x 6 x 14 hari 

    = 84 ml 

c. Dosis perlakuan ekstrak daun Chrysanthemum cinerariifolium (g/gBB) 

Dosis 1  = 50 mg/kgBB 

  = 0,00005 g/gBB 

Stok volume sonde = volume 1 sonde x jumlah hewan perlakuan x jumlah hari 

Stok volume sonde = volume 1 sonde x jumlah hewan 1 kelompok x jumlah hari 
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Dosis 2 = 100 mg/kgBB 

  = 0,0001 g/gBB 

Dosis 3 = 200 mg/kgBB 

  = 0,0002 g/gBB 

d. Perhitungan ekstrak total daun Chrysanthemum cinerariifolium tiap dosis 

perlakuan selama 14 hari 

 

Dosis 1  = 0,00005 g/1 ml x 84 ml 

  = 0,0042 g 

Dosis 2 = 0,0001 g/1 ml x 84 ml 

 = 0,0084 g 

Dosis 3 = 0,0002 g/1 ml x 84 mL 

  = 0,0168 g 

Total kebutuhan ekstrak = 0,0294 g 

e. Perhitungan stok ekstrak total daun Chrysanthemum cinerariifolium selama 14 

hari 

Dosis 3 (K) = 
             

      
 

   = 147 mL 

Dosis 2  = 
         (      )

      
 

   = 126 mL 

Dosis 1  = 
         (      )

       
 

   = 84 mL 

Ekstrak daun krisan = dosis perlakuan/1 ml x dosis volume sonde tiap perlakuan 14 hari 
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Perhitungan ini menggunakan persen pemberian sebesar 1% (1 mL/100 kgBB) 

dikarenakan pemberian ekstrak diberikan melalui oral.  

4.9.5 Perlakuan pada hewan coba 

1. Menempatkan hewan coba untuk beradaptasi selama 7 hari di dalam 

kandang dengan suhu 28-32
o
C 

2. Menginduksi bagian lateral lidah hewan coba dengan DMBA 2% yang 

dilarutkan dengan seton 

3. Observasi selama 5 minggu 

4. Pada minggu ke 5 dilihat adanya peradangan 

5. Dilanjutkan dengan pemberian ekstrak daun Chrysanthemum 

cinerariifolium secara sondasi selama 14 hari sesuai dosis 

6. Setelah hari ke 14 pemberian ekstrak daun Chrysanthemum 

cinerariifolium hewan coba di korbankan dan diambil jaringan lidahnya 

4.9.6 Pemeriksaan jumlah Ekspresi sel makrofag menggunakan 

Imunohistokimia 

 Imunohistokimia merupakan metode dengan konsep dasar untuk 

menunjukkan adanya antigen di dalam jaringan oleh antibodi yang spesifik yang 

diperlihatkan dengan sebuah reaksi warna histokimia (Nasution et al., 2015). 

1. Hewan coba yang telah dikorbankan bagian lidahnya diambil sesegera 

mungkin kemudian difiksasi dengan buffer formalin 10% dan dikirim ke 

laboratorium patologi anatomi RSU dr.Soetomo 

2. Jaringan tersebut kemudian dibungkus dengan blok parafin dan dipotong 

dengan ketebalan yang disesuaikan yaitu 4-10µm dengan mikrotom 
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Proses deparafinisasi 

1. Sediaan dicelupkan ke dalam larutan alkohol untuk melepaskan paraffin 

kemudian di celupkan ke dalam xylol sebagai dealkoholisasi selama 3 menit 

2. Lalu dilanjutkan rehidrasi dalam etanol selama 2-3 menit 

3. Selanjutnya slide dicuci dengan air mengalir selama 2-3 menit 

4. Lalu dimasukkan ke dalam larutan H2O2 dalam metanol 0.5% (100 ml 

Methanol + 1,6 ml H2O2) selama 20 menit 

5. Dicuci dengan air mengalir selama 2-3 menit 

Pembuatan antigen retrieval 

1. Slide direndam dalam larutan diva 

2. Kemudian dipanaskan selama 90 menit di dalam decloaking chamber dengan 

suhu 95℃ 

3. Didinginkan dalam suhu ruang selama 20-30 menit 

4. Direndam di dalam PBS selama 2-5 menit 

Setelah diangkat dari decloaking chamber 

1. Sediaan diberi pembatas pada sekelilingnya dengan PAP kemudian diletakkan 

pada mixture chamber 

2. Lalu tetesi dengan background sniper dan ditunggu selama 10 – 15 menit 

3. Dilanjutkan dengan diteteskan anti antibody primer CD68 kemudian 

diinkubasi selama 90 menit 

4. Dicuci dengan PBS steril selama 3-5 menit 

5. Selanjutnya ditetesi antibodi sekunder kit (Universal link, Biocare, Medical) 

6. Lalu inkubasi 10 menit pada suhu kamar dan dicuci dengan PBS steril selama 

3-5 menit 
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7. Slide kemudian ditetesi dengan TREKAVIDIN-HRP, dan diinkubasi selama 

10 menit pada suhu kamar 

8. Lalu dicuci PBS steril lagi selama 3-5 menit 

9. Kemudian diteteskan kromogen DAB dan diinkubasi pada suhu kamar selama 

4 menit (1 ml betazoid dab substrate buffer ditambah 1-2 tetes DAB 

chromogen) 

10. Dilanjutkan dengan pencucian menggunakan air mengalir selama 5-7 menit 

11. Lalu dilakukan counterstrain dengan mayer haematoxylin kemudian inkubasi 

selama 2-3 menit 

12. Lalu direndam dalam lithium carbonate jenuh selama 2-3 menit 

13. Cuci kembali dengan air mengalir selama 5-7 menit 

14. Lalu dehidrasi dengan alkohol 80%, 96%, alkohol absolut dan xilol masing-

masing selama 3 menit 

15. Lalu di mounting dengan entellan kemudian dikeringkan 

Teknik Menghitung Jumlah Ekspresi makrofag 

Penghitungan jumlah ekspresi makrofag dilakukan dengan menghitung 

jumlah sel yang terwarnai coklat akibat reaksi positif terhadap antibody primer 

CD68 dengan pewarnaan imunohistokimia. Selanjutnya diamati dengan 

mikroskop cahaya binokuler pada perbesaran 100x untuk melihat semua lapang 

pandang dan ditingkatkan menjadi 400x untuk melihat pada sepuluh lapang 

pandang. Kemudian jumlah makrofag dapat dihitung pada tiap lapang pandang 
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4.10 Alur Penelitian 

  

 

 

      

     

      

  

  

  

 

 

 

4.11 Analisis Data 

 

Hari ke 

1-7 

Sampel hewan coba 30 ekor dimasukkan ke dalam 

kandang 

Selama 7 hari beradptasi dengan pakan standar, minum aquadest, alas 

kandang 

Randomisasi menjadi 5 kelompok 

Hari ke 

44-57 

Tanpa 

pemberian 

ekstrak 

Tanpa 

pemberian 

ekstrak 

Pemberian 

ekstrak 50 

mg/KgBB 

Pemberian 

ekstrak 100 

mg/KgBB 

Pemberian 

ekstrak 200 

mg/KgBB 

Hari ke 58 Pengambilan lidah 

Hari ke 59 Pengukuran jumlah makrofag dengan imunohistokimia 

Hari ke 60 Analisis data dengan SPSS 

Hari ke 

7-43 

Kontrol - Kontrol + Perlakuan 1 Perlakuan 2 Perlakuan 3 

Tanpa 

induksi 

DMBA 

Diinduksi 

DMBA  

Diinduksi 

DMBA  

Diinduksi 

DMBA  

Diinduksi 

DMBA  

Keterangan: 

- DMBA diinduksikan pada hari ke 8 setelah penyesuaian pada kandang selama 7 hari lalu 

ditunggu hingga 5 minggu sampai terlihat munculnya peradangan pada hari ke 43 

- Pada hari ke 44-57 diberi terapi ekstrak daun Chrysanthemum cinerariifolium 1 kali 

sehari selama 2 minggu 
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Data hasil perhitungan jumlah sel makrofag pada penelitian ini berupa data 

rasio dan numerik yaitu nilai rata-rata (mean) dari jumlah makrofag pada setiap 

lapang pandang. Menggunakan aplikasi Statistical Program Service Solution 

(SPSS) versi 25 data hasil perhitungan jumlah sel makrofag diolah dengan uji 

statisktik dengan memasukkan data numerik hasil perhitungan yaitu dengan besar 

sampel 30 yang berarti <50 sehingga dilakukan uji normalitas data dengan metode 

uji Saphiro Wilk yang hasilnya dikatakan normal jika pada uji normalitas data 

menunjukkan hasil p>0,05 kemudian dilanjutkan uji homogenitas yang jika 

hasilnya p>0.05 maka data tersebut homogen dan dapat dilakukan uji statistik 

parametrik dengan uji One Way ANOVA (Analysis of Variance) yang jika 

didapatkan hasil yang signifikan  p<0,05 maka dapat dilanjutkan dengan uji Post 

Hoc Tukey untuk mengetahui apakah ada perbedaan pengaruh pada masing-

masing sampel. Apabila p>0,05 artinya H0 diterima namun apabila p<0,05 artinya 

H1 diterima.  

Apabila saat dilakukan uji normalitas dan homogenitas didapatkan hasil 

data tidak berdistribusi normal atau tidak terdistribusi homogen yaitu p<0,05 

maka dilakuan uji alternatif non-parametrik dengan uji Kruskall-Wallis kemudian 

apabila hasilnya p<0,05 maka dilanjutkan dengan Pos Hoc Test  dengan uji Mann 

Whitney untuk mengetahui perbedaan pengaruh pada masing-masing kelompok 

sampel. Apabila hasilnya p>0,05 maka H0 diterima namun apabila p<0,05 artinya 

H1 diterima.  
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BAB V 

HASIL PENELITIAN 

 

5.1 Gambaran Mikroskopis Makrofag CD68 Tikus Model Oral Squamous 

Cell Carcinoma (OSCC) 

5.2 Hasil Penghitungan Jumlah Makrofag CD68  
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BAB VI 

PEMBAHASAN 

 

6.1 Gambaran Mikroskopis Makrofag CD68 Tikus Model Oral Squamous 

cell Carcinoma (OSCC) 

Ditemukan gambaran makrofag yang melimpah pada kontrol positif akibat 

terbentuknya lesi premalignan akibat proliferasi yang tidak terkendali dan 

menyebabkan inisiasi sistem imun oleh makrofag terhadap tumor. 

6.2 Hasil Penghitungan Jumlah Makrofag CD68  

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak daun krisan mempengaruhi 

jumlah sel makrofag  pada tikus model Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) 

secara signifikan.  

6.3 Kajian Integrasi Islam 

Islam sangat menjunjung kebersihan yang nantinya akan berpengaruh pada 

kesehatan, salah satunya kesehatan gigi dan mulut (Melati, 2019). Sesuai dengan 

hadist yang menyatakan “bahwa kebersihan merupakan sebagian dari iman” (H.R. 

Bukhari Muslim). Sebagimana sabda Nabi saw (Saleh et al., 2017) Artinya: 

“Diriwayatkan dari Abu Hurairah, katanya Nabi saw telah bersabda “Sekiranya 

arahanku tidak akan memberatkan orang mukmin, niscaya aku akan 

memerintahkan mereka bersiwak (menggosok gigi) setiap kali hendak melakukan 

shalat” (Shahih Bukhari Muslim). Islam menyadari bahwa mulut merupakan pintu 

masuk berbagai penyakit yang bersumber dari makanan yang kita makan setiap 

hari. Gigi dan mulut adalah awal mula masuknya makanan dan minuman, atau 

awal dari proses pencernaan, karena itulah gigi sangat berhubungan dengan organ 

tubuh lainnya (Melati, 2019). 
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.   
يح) صح بخاري  ٌِ تِاىسِّىَاكِ عِِْدَ مُوِّ وُضُىء (ال ٍَسِتُهُ َّتٍِ ىَأَ ُْ أَشُقَّ عَيًَ أُ ٍ  ىَىِىَا أَ  

Artinya: “ Seandainya tidak memberatkan umatku, sungguh aku akan 

memerintahkan mereka untuk bersiwak setiap kali berwudhu” (HR. Ahmad, 

shahih). 

Islam menyadari bahwa mulut merupakan pintu masuk berbagai penyakit 

yang bersumber dari makanan yang kita makan setiap hari. Gigi dan mulut adalah 

awal mula masuknya makanan dan minuman, atau awal dari proses pencernaan, 

karena itulah gigi sangat berhubungan dengan organ tubuh lainnya (Nismal, 

2018). Timbulnya penyakit lain yang berbahaya dari gigi maupun mulut sangat 

berpengaruh pada Ibadah kita pada Allah Yang Maha Esa. Karena hakikatnya 

manusia tidak dapat beribadah secara maksimal apabila terkendala oleh masalah 

kesehatan, oleh karena itu kesehatan merupakan suatu hal yang sangatlah penting 

untuk mendapat perhatian (Rahaju, 2013). 

Namun Rasulullah shallallahu „alaihi wa sallam dalam sejumlah hadits 

memastikan bahwa setiap penyakit pasti ada obatnya. Jika pun ada penyakit yang 

tak terobati sampai sekarang, bisa jadi lantaran belum ada ahli yang bisa 

menemukan obatnya. 

Diriwayatkan dalam Hadits Muslim, Rasulullah saw bersabda: 

ُِ الله  (يراخبلا حيحص) ِ   ىِنُوِّ دَاءٍ دَوَاءٌ، فَإِذَا أُصُِِةَ دَوَاءُ اىدَّاءِ تَسَأَ تِإِذْ  
Artinya: “Semua penyakit itu ada obatnya. Apabila obat tersebut sesuai dengan 

penyakitnya, penyakit tersebut akan sembuh dengan seizing Allah SWT” (H.R. 

Muslim). 

Dari Usamah bin Syarik radhiallahu „anhu, bahwa beliau berkata: 

ٌَ، وَجَاءَتِ اْلَأعِسَابُ، فَقَاهَ: ََا زَسُىِهَ الِله،   ِّ صَيًَّ الُله عَيَُِهِ وَسَيَّ مُِْتُ عِِْدَ اىَّْثِ
ٌِ ََضَعِ دَاءً إِلاَّ وَضَعَ ىَهُ َّ الَله عَصَّ وَجَوَّ ىَ ٌِ ََا عِثَادَ الِله، تَدَاوَوِا، فَإِ   أََّتَدَاوَي؟ فَقَاهَ: َّعَ
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ٍَا هُىَ؟ قَاهَ: اىْهَسًَ ُ   (يراخبلا حيحص) شِفَاءً غَُِسَ دَاءٍ وَاحِدٍ. قَاىُىا:   
Artinya: “Aku pernah berada di samping Rasulullah Shallallahu „alaihi wa 

sallam. Lalu datanglah serombongan Arab dusun. Mereka bertanya, “Wahai 

Rasulullah, bolehkah kami berobat?” Beliau menjawab: “Iya, wahai para hamba 

Allah, berobatlah. Sebab Allah Subhanahu wa Ta‟ala tidaklah meletakkan sebuah 

penyakit melainkan meletakkan pula obatnya, kecuali satu penyakit.” Mereka 

bertanya: “Penyakit apa itu?” Beliau menjawab: “Penyakit tua.” (HR. Ahmad, 

Al-Bukhari dalam Al-Adabul Mufrad, Abu Dawud, Ibnu Majah, dan At-Tirmidzi, 

beliau berkata bahwa hadits ini hasan shahih). 
Hadits di atas menunjukkan bahwa setiap penyakit ada obatnya terkecuali 

penyakit tua. Rasulullah saw menganggap tua sebagai penyakit. Sebab penyakit 

tersebut merusak kondisi, sebagaimana penyakit-penyakit lain yang biasanya 

mengakibatkan seseorang meninggal atau berat dalam menjalani hidup. Melalui 

Hadist tersebut, Rasulullah saw ingin menyampaikan bahwa setiap penyakit pasti 

memiliki obatnya. Namun tidak semua orang tapat dalam proses penyembuhannya 

sehingga tidak sembuh.  

Hingga saat ini pun tanaman herbal juga telah banyak digunakan dalam 

bidang medis maupun kesehatan. Tanaman herbal sendiri dapat diartikan sebagai 

tanaman yang mengandung senyawa kimia alami yang memiliki efek 

farmakologis dan bioaktivitas penting terhadap penyakit (Suryanto and Setiawan, 

2013). Dengan demikian pemanfaatan tanaman herbal sebagai obat tentu perlu 

terus digali, diteliti, dikembangkan dan dioptimalkan pemanfaatannya. 

٧ٱىشُّىزيٰ :  ) ٌِ ََسَوِا (  ٌِ أَُ ۗ  أَوَىَ ٍِِ مُوِّ شَوِجٍ مَسِيٍمۗ  إِىًَ ٱىْأَزِضِ مَ تَتَِْا فُِهَا   
Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya 

Kami tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?” 

(Q.S. Asy-Syu‟ara: 7). 

Ayat ini menjelaskan bahwa Allah SWT telah menjadikan bumi penuh 

dengan keanekaragaman tumbuhan dan buah yang memiliki rasa, warna, dan 
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aroma yang beragam bagi manusia sehingga ini dapat menjadi tanda-tanda 

kebesaran Allah SWT bagi mausia yang berakal (Az-Zuhaili, 2013).  
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BAB VII 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

7.1 Kesimpulan 

Dari penelitian ini dapat disimpulkan: 

Pemberian ekstrak daun Chrysanthemum cinerariifolium (Trev.) Vis. terbukti 

berpengaruh menurunkan jumlah makrofag pada tikus model OSCC 

7.2 Saran 

Adapun saran dari penulis agar penelitian ini dapat dikembangkan menjadi 

lebih baik yaitu: 

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai cara pemberian makan yang 

cocok pada tikus model OSCC untuk mencegah stres dan penurunan nafsu 

makan tikus model OSCC 

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait dosis yang lebih luas untuk 

mengetahui dosis maksimal ekstrak daun Chrysanthemum cinerariifolium 

(Trev.)Vis. yang efektif menurunkan jumlah makrofag pada tikus model 

OSCC 

3. Perlu dilakukan penelitian lanjutan terkait efek ekstrak daun Chrysanthemum 

cinerariifolium (Trev.)Vis. sebagai terapi preventif tikus model OSCC. 
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DAFTAR LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Penghitungan Dosis dicampur dengan Na CMC 

a. Dosis stok volume sonde (seluruh kelompok) 

= dosis sonde (ml) x jumlah tikus semua kelompok perlakuan (ekor) x 

lama pemberian (hari) 

= 1 ml x 18 ekor x 14 hari 

= 252 ml  

Total stok untuk menyonde seluruh kelompok perlakuan selama 14 hari 

adalah 252 ml 

b. Dosis stok volume sonde (setiap kelompok) 

= dosis sonde (ml) x jumlah per kelompok perlakuan (ekor) x lama 

pemberian (hari) 

= 1 ml x 6 ekor x 14 hari 

= 84 ml 

Total stok untuk menyonde satu kelompok perlakuan selama 14 hari 

adalah 84 ml 

c. Dosis perlakuan ekstrak daun krisan 

1. Dosis 1 = 50 mg/kgBB � 0.00005 gr/grBB 

2. Dosis 2 = 100 mg/kgBB � 0.0001 gr/grBB 

3. Dosis 3 = 200 mg/kgBB � 0.0002 gr/grBB 

d. Perhitungan ekstrak daun krisan setiap dosis perlakuan (selama 14 

hari) 

1. Dosis 1: 0.00005 gr/ 1 ml = x gr/ 84 ml 

X = 0.0042 gr 
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2. Dosis 2:  0.0001 gr/ 1 ml = x gr/ 84 ml 

X = 0.0084 gr 

3. Dosis 3:  0.0002 gr/ 1 ml = x gr/ 84 ml 

X = 0.0168 gr 

Total kebutuhan ekstrak = 0.0042 + 0.0084 + 0.0168 = 0.0294 

Jadi stok dosis yang diperlukan selama 14 hari yaitu 0.0294 

e. Perhitungan stok larutan ekstrak daun krisan 

1. Dosis 3 

0.0294 gr x 1 ml = 0.0002 gr x K ml 

K     = 147 ml 

0.0294 gr ekstrak daun krisan yang dilarutkan dalam Na CMC sampai 

volumenya 147 ml. Lalu diambil sebanyak 84 ml untuk dosis 3, untuk 

di sonde selama 14 hari. Sisa stok yaitu 63 ml akan diencerkan dan 

dipakai untuk dosis berikutnya 

2. Dosis 2 

0.0002 x (147 – 84) ml =  0.0001 gr x K ml  

0.0002 x 63 ml   = 0.0001 gr x K ml 

K     = 126 ml 

Sisa larutan dosis 3 yaitu 63 ml, diencerkan menggunakan Na CMC 

sampai volume nya 126 ml. Kemudian akan diambil sebanyak 84 ml 

untuk stok dosis 2. Dan sisanya adalah 42 ml yang akan dipakai untuk 

dosis berikutnya.  

3. Dosis 1 

0.0001 gr x (126 – 84) = 0.00005 gr x K ml 
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0.0001 gr x 42 ml  = 0.00005 gr x K ml 

K     = 84 ml 

Sisa larutan pada dosis 2 adalah 42 ml, yang diencerkan menggunakan 

Na CMC sampai volumenya 84 ml. Dan akan diambil sebagai dosis 1 

sehingga, tidak ada larutan yang tersisa. Sisa larutan 0 ml.  
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Lampiran 2. Hail Uji Statistik Jumlah Makrofag 

 

Tests of Normality 

 

Kontrol 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Jumlah makrofag Kontrol - .196 4 . .969 4 .836 

Kontrol + .220 7 .200
*
 .893 7 .289 

Dosis 1 .148 6 .200
*
 .968 6 .881 

Dosis 2 .270 4 . .905 4 .456 

Dosis 3 .180 4 . .993 4 .970 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

Test of Homogeneity of Variances 

 

Levene 

Statistic df1 df2 Sig. 

Jumlah makrofag Based on Mean 2.169 4 20 .110 

Based on Median 1.045 4 20 .409 

Based on Median and with 

adjusted df 

1.045 4 9.838 .432 

Based on trimmed mean 2.030 4 20 .129 

 

 

Descriptives 

Jumlah makrofag   

 N Mean 

Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence Interval 

for Mean 

Minimu

m 

Maximu

m 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

Kontrol - 4 23.9000 6.57774 3.28887 13.4333 34.3667 17.20 32.60 

Kontrol + 7 48.5000 14.93709 5.64569 34.6855 62.3145 33.80 74.80 

Dosis 1 6 29.6667 4.97902 2.03268 24.4415 34.8918 23.70 37.90 

Dosis 2 4 27.9750 9.59006 4.79503 12.7151 43.2349 19.50 41.50 

Dosis 3 4 22.7750 5.51747 2.75874 13.9955 31.5545 15.80 29.00 

Total 25 32.6440 13.77707 2.75541 26.9571 38.3309 15.80 74.80 
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ANOVA 

Jumlah makrofag   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 2595.693 4 648.923 6.623 .001 

Within Groups 1959.688 20 97.984   

Total 4555.382 24    

 

 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   Jumlah makrofag   

Tukey HSD   

(I) Kontrol (J) Kontrol 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

Kontrol - Kontrol + -24.60000
*
 6.20434 .006 -43.1657 -6.0343 

Dosis 1 -5.76667 6.38959 .893 -24.8867 13.3534 

Dosis 2 -4.07500 6.99944 .976 -25.0200 16.8700 

Dosis 3 1.12500 6.99944 1.000 -19.8200 22.0700 

Kontrol + Kontrol - 24.60000
*
 6.20434 .006 6.0343 43.1657 

Dosis 1 18.83333
*
 5.50713 .020 2.3539 35.3127 

Dosis 2 20.52500
*
 6.20434 .026 1.9593 39.0907 

Dosis 3 25.72500
*
 6.20434 .004 7.1593 44.2907 

Dosis 1 Kontrol - 5.76667 6.38959 .893 -13.3534 24.8867 

Kontrol + -18.83333
*
 5.50713 .020 -35.3127 -2.3539 

Dosis 2 1.69167 6.38959 .999 -17.4284 20.8117 

Dosis 3 6.89167 6.38959 .815 -12.2284 26.0117 

Dosis 2 Kontrol - 4.07500 6.99944 .976 -16.8700 25.0200 

Kontrol + -20.52500
*
 6.20434 .026 -39.0907 -1.9593 

Dosis 1 -1.69167 6.38959 .999 -20.8117 17.4284 

Dosis 3 5.20000 6.99944 .944 -15.7450 26.1450 

Dosis 3 Kontrol - -1.12500 6.99944 1.000 -22.0700 19.8200 

Kontrol + -25.72500
*
 6.20434 .004 -44.2907 -7.1593 

Dosis 1 -6.89167 6.38959 .815 -26.0117 12.2284 

Dosis 2 -5.20000 6.99944 .944 -26.1450 15.7450 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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Lampiran 3. Surat Keterangan Kelaikan Etik 
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Lampiran 4. Surat Determinasi Krisan 
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Lampiran 5. Dokumentasi Pelaksanaan Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Proses Aklimatisasi 

Hasil Ekstrak Kental Daun Krisan 
Penimbangan dan Pembuatan 

Laruran Na-CMC 0,5% 

Laruran Na-CMC 0,5% 
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Ekstrak Daun Krisan yang 

Dilarutkan Na-CMC 0,5% 
Proses Penyondean Ekstrak Daun 

Krisan yang Dilarutkan Na-CMC 

0,5% 

Pembedahan Organ Lidah Organ Lidah Tikus 


