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Uji Sitotoksik Ekstrak Metanol Buah Amla (Phyllanthus emblica L.) terhadap
Sel Hepar Tikus (Rattus norvegicus) yang Diinduksi 7,12-
Dimethylbenz(a)antrasena (DMBA) secara In Vitro

Efa Lusiana, Retno Susilowati, Ahmad Barizi

Program Studi Sarjana Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam
Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRAK

Kanker masih menjadi epidemik global yang memiliki risiko tinggi terhadap kesehatan. Salah
satu tanaman yang telah lama dimanfaatkan karena khasiatnya yaitu buah amla
(Phyllanthus emblica). Penelitian farmakologi melaporkan buah amla memiliki aktivitas
sebagai analgesik, antioksidan, antitusif, antiinflamasi, aktivitas mutagenik dan
antikanker. Buah amla mengandung senyawa aktif diantaranya asam ellagic, asam galat,
asam askorbat,fenolik, flavonoid, dan tanin yang diduga memiliki efek sitotoksik
terhadap sel kanker. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh sitotoksik
ekstrak buah amla (Phyllanthus emblica) terhadap sel hepar tikus (Rattus norvegicus)
yang diinduksi 7,12-dimetilbenz(a)antrasena (DMBA) secara in vitro. Penelitian ini
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 7 perlakuan dan 4 ulangan yaitu
perlakuan kontrol (-), kontrol (+), P1 dengan konsentrasi buah amla (Phyllanthus
emblica) 200 pg/ml, P2 400 pg/ml, P3 600 pg/ml, P4 800 pg/ml,dan P5 1000, pg/ml
dengan masing-masing kelompok (P1-P5) diinduksi DMBA 0.1 pg/ml selama 2x24
jam. Data penelitian meliputi rata-rata viabilitas dan konfluenitas kemudian dilakukan
lanjut menggunakan uji BNT 5%. Hasil menunjukkan ekstrak buah amla (Phyllanthus
emblica) berpengaruh terhadap konfluenitas dan viabilitas sel yang ditunjukkan adanya
penurunan rata-rata konfluenitas serta mampu menghambat viabilitas sel hepar tikus
yang diinduksi DMBA. Nilai LCso yang diperoleh sebesar 161.11 pg/ml (LCso < 200
pg/ml) hal ini mengindikasikan senyawa dalam buah amla (Phyllanthus emblica)
bersifat sitotoksik dan berpotensi sebagai senyawa antikanker.

Kata kunci : Sitotoksik, Sel Hepar, Phyllanthus emblica, DMBA, In Vitro
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Cytotoxic Test of Amla Fruit Methanol Extract (Phyllanthus Emblica L.) Against
Hepar Cell Rattus (Rattus norvegicus) which is induced by 7.12-
Dimethylbenz(a)antrasena (DMBA) in Vitro Method

Efa Lusiana, Retno Susilowati, Ahmad Barizi

Biology Study Program, Faculty of Science and Technology, Maulana Malik
Ibrahim Malang State Islamic University

ABSTRACT

Cancer is still a global epidemic that has a high risk of health. One of the plants that has long
been utilized because of its properties is the amla fruit (Phyllanthus emblica). Pharmacological
research reports that Amla has activity as analgesics, antioxidants, antitussive, anti -
inflammatory, mutagenic activity and anticancer. Amla fruit contains active compounds
including ellagic acid, error acid, ascorbic acid, phenolic, flavonoids, and tannins that are
thought to have a cytotoxic effect on cancer cells. The purpose of this study was to determine
the effect of the cytotoxic extract of Amla (Phyllanthus emblica) on mouse liver cells (Rattus
norvegicus) which was induced by 7.12-dimethylbenz (A) Antrasena (DMBA) in vitro. This
study uses a complete randomized design (RAL) with 7 treatments and 4 replications namely
control treatment (-), control (+), P1 with amla fruit concentration (Phyllanthus emblica) 200
pg/ml, P2 400 pg/ml, P3 600 pg /ml, P4 800 pg/ml, and P5 1000, pug/ml with each group (P1-
P5) induced by 0.1 pg/ml for 2x24 hours. Research data includes the average viability and
conflution and then carried out further using the 5%BNT test. The results show that the amla
fruit extract (Phyllanthus emblica) affects the confluence and viability of cells that are indicated
by a decrease in the average conflictity and is able to inhibit the viability of the liver cells that
are induced by DMBA. The LC50 value obtained is 161.11 pg/ml (LC50 <200 pg/ml) This
indicates compounds in the amla fruit (Phyllanthus emblica) is cytotoxic and has the potential
as an anticancer extract.

Keyboard : Cytotoxic, Liver cell, Phyllanthus emblica, DMBA, in vitro
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PEND AHULUAN
1.1 Latar Belakang

Kanker masih menjadi epidemik global yang memiliki risiko tinggi
terhadap kesehatan hal ini ditunjukkan oleh tingginya penderita kanker baik di
Indonesia maupun didunia. Terdapat sekitar empat belas juta kasus baru setiap
tahunnya dengan kasus kematian sekitar delapan juta orang (Ferlay et al., 2015).
Kanker ialah penyakit yang disebabkan oleh perubahan patofisiologis dalam proses
pembelahan sel sehingga terjadi kelainan yang signifikan dan penyebab kematian
di seluruh dunia (Hanahan, 2022). Angka kasus akibat kanker lebih dari 19,3 juta
kanker baru yang didiagnosis dan menyebabkan kematian sekita 10 juta jiwa pada
tahun 2020 (Ferlay, 2021) yang disebabkan berbagai faktor termasuk lingkungan,

gaya, hidup, industrialisasi dan makanan (Eala, et al., 2022).

Global Cancer Observatory (GCO) tahun 2020 mencatat total kasus
tertinggi penyebab kematian yaitu kanker paru-paru (1,79 juta kasus atau 18%),
kanker hepar (830.000 kasus atau 8,3%), dan kanker payudara (680.000 kasus atau
6,9%) (Ferlay, 2021). Kanker hepar menjadi kasus terbanyak nomor 6 di dunia di
tahun 2018 sebanyak 841.080 kasus baru, dan didominasi oleh laki-laki daripada
perempuan yakni perbandingan sekitar 2-3:1 (WHO IARC, 2019). Negara
berkembang seperti Indonesia memiliki peluang angka kematian lebih tinggi akibat
kanker terutama kanker hepar dan kanker perut paling banyak menyebabkan
kematian (Torre, 2015). Hal ini dapat dikarenakan perbedaan faktor seperti
keberhasilan penanganan deteksi, ketersediaan pengobatan antara dibanding negara

maju. Bahkan hasil analisis sebuah penelitian menunjukkan bahwa kejadian kanker
1



di Indonesia masih tinggi terutama di pulau Jawa (Dewi, 2017). Kanker umumnya
ditandai dengan penyakit gangguan pada sistem pembelahan sel dengan ciri
kegagalan mekanisme pengatur multiplikasi dan fungsi homeostatis pada
organisme multiseluler (Haryoto, dkk., 2013). Penyakit kanker dapat diakibatkan
karena faktor internal maupun eksternal maupun internal. Faktor internal bisa
karena kerusakan replikasi atau keturunan, sedangkan eksternal seperti senyawa
yang bersifat karsinogen, penyedap makanan, pengawet, asap rokok, radias alat

elektronik ataupun infeksi virus (Khafiuddin, dkk., 2011).

Kanker hati menjadi salah satu kanker yang prevalensinya terus
meningkat namun pengbatan saat ini masih terbatas (Gravitz, 2014). Seperti yang
kita pahami, hepar ialah organ yang sangat vital dalam proses metabolisme dalam
tubuh manusia terutama berfungsi untuk detoksifikasi. Kanker hepar menjadi salah
satu penyakit kronis dengan gejala seperti inflamasi dan fibrosis hepar sehingga hal
ini dapat mengakibatkan gangguan fisiologi dan struktur hepar akibatnya dapat
mengganggu fungsi dan metabolismenya. Beberapa disebabkan karena hepatitis
kronis dalam jangka panjang (Khanifah 2019). Sebagaimana fungsinya sebagai
detoksifikan, hepar memproduksi enzim lebih banyak yang berperan dalam proses
metabolisme tubuh. Apabila hasil metabolisme bersifat toksik, enzim akan
membentuk ikatan kovalen dengan asam nukleat dan dapat memicu terbentuknya
karsinogenesis. Tingkat kepekaan terhadap senyawa karsinogen disebabkan karena
terjadi reaksi oksidasi oleh enzim sitokrom P450 atau CYP yang mampu berikatan
dengan retikulum endoplasma sel hepar, sehingga dapat memicu terbentuknya

kanker (Kurlila, 2013).



Penyakit hepar seperti infeksi virus hepatitis B (HBV) dikaitkan dengan
kerusakan hepar termasuk hepatitis kronis, sirosis hepar dan HCC (Hepatocelluler
Carcinoma) (Nugraha, et al., 2018). Karsinoma hepatoseluler (KHS) dapat
disebabkan karena fibrosis dan sirosis lanjut (Dhar, et al., 2020). Karsinoma
hepatoseluler (KHS) atau disebut juga kanker hepar adalah tumor yang berasal dari
hepatosit dan secara klinis bersifat progresif. Karsinoma hepatoseluler merupakan
tumor ganas yang berasal dari hepatosit. Kanker hepar biasanya disertai dengan
kelainan hepar lainnya seperti penyakit hepar kronis Hepatitis B dan C, sirosis
hepar, NAFLD (non-alcohol fatty liver disease) atau infeksi hepatitis virus
(Villanueva, 2019).. Faktor risiko dapat meningkatnya penyakit ini disebabkan hal
eksternal seperti pola hidup, geografi, jenis kelamin, umur, riwayat keluarga, serta

tingkat keparahan kerusakan hepar (Villanueva, 2019).

Pembentukan dan pembelahan sel hepar dikontrol oleh gen-gen tertentu
dalam sel. Kanker hepar berasal dari satu sel yang mengalami perubahan
mekanisme kontrol dalam sel yang mengakibatkan pembelahan sel yang tidak
terkontrol. Sel abnormal yang terinisiasi akan membentuk jutaan kopi yang
dinamakan klon namun sudah tidak dapat melakukan fungsi normal sel hepar
sehingga terus menerus berproliferasi karena kegagalan fungsi sitem dalam
pembelahan sel. Proses pertumbuhan disebut mikroevolusioner yang mampu
terbentuk selama berbulan-bulan hingga tahunan (Nisa et al., 2014). Faktor
eksternal (lingkungan) maupun internal telah diidentifikasi sebagai penyebab
naiknya risiko perkembangan sel kanker. American Cancer Society (2008)

menyatakan kanker tidak lepas karena faktor zat kimia, temabakau, dan faktor



mutasi, hormon, serta kondisi imun yang menginisiasi proses karsinogenesis.
Karsinogen merupakan senyawa yang dapat memicu terjadinya kanker dengan cara
mempengaruhi DNA atau protein yang mengatur siklus sel, seperti protooncogene
atau tumor supressorgene (Sudiana, 2008). Karsinogenesis disebabkan karena
peningkatan proliferasi sel yang mengalami mutasi genetik yang diawali mutasi
DNA sehingga proliferasi sel dan regulasi siklus sel tidak terkendali. Akibatnya sel
mengalami kerusakan genetik yang berpengaruh pada viabilitas sel normal, dan

kemampuan proliferasi sel.

Perubahan sel normal menjadi kanker melalui 3 tahap yaitu inisiasi,
promosi, dan progresi. Faktor inisiasi ini beragam, seperti bahan kimia, virus,
radiasi, ataupun senyawa radikal bebas lainnya. Hidrokarbon aromatik polisiklik
(PAH) termasuk bahan kimia penyebab kanker yang merupakan polutan udara
dihasilkan dari bahan bakar fosil, pembakaran biomassa dan terkandung di atmosfer
telah banyak dilaporkan memiliki keterkaitan penyebab penyakit kanker
(Hayakawa, 2022). Karsinognisitas PAH berkaitan dengan kemampuannya
mengikat DNA sehingga menyebabkan serangkaian efek penyebab tumor.
Struktural atau modifikasi molekul PAH yang menyebabkan pengikatan silang

DNA dan menyebabkan karsinogenesis (Ifegwu, et al., 2015).

Senyawa karsinogen yang banyak digunakan sebagai model kanker atau
penyebab karsinogenesis adalah DMBA (7,12-Dimetilbenz(o)antrasena). Senyawa
ini mampu berperan sebagai inisiator ataupun promotor, membentuk proximate dan
ultimate karsinogen yang paling poten membentuk DNA adduct dengan bantuan

aktivasi enzim sitokrom P450 yang mampu memicu stress oksidatif (Wuyung,



2016). Senyawa DMBA atau 7,12-Dimethylbenz(a)antrasena merupakan salah
satu senyawa turunan dari polisiklik hidrokarbon aromatic (PAH) yang dikenal
sebagai agen mutagenik, tertogenik, karsinogenik, sitotoksik dan imunosupresif

(Budi & Widyarini, 2010).

Senyawa DMBA ini dapat dijadikan senyawa uji untuk perlakuan model
kanker untuk upaya mencari kandidat obat yang efektif mengobati penyakit kanker.
Berbagai upaya preventif untuk mencegah dan mengobati kanker yang sudah
pernah dilakukan seperti terapi dengan hormon atau antibodi monoklonal,
kemoterapi, pembedahan, radioterapi, (Dolinsky, 2002) bahkan obat yang mampu
merangsang diferensiasi sel kanker ganas menjadi jinak, obat yang merubah respon
imun sel kanker, hingga obat antikanker lainnya (Li et al. 2008). Namun
pengobatan yang ada belum cukup berhasil dan cenderung menimbulkan efek
samping toksik pada jaringan normal serta resistensi sel kanker (Tyagi et al., 2004).
Disamping itu setiap hari kondisi tubuh kita dipengaruhi oleh agen di lingkungan
dan pola makan yang tentu dapat berpotensi mempengaruhi integritas genom,
seperti xenobiotik, dan spesies oksigen reaktif dan agen radikal bebas lainnya yang
bersifat karsinogenik. Dengan mengurangi paparan Xenobiotik berbahaya,
meningkatkan kapasitas kita untuk menyerap spesies oksigen reaktif dapat menjadi
cara potensial untuk mencegah penyakit kanker. Upaya berkelanjutan dalam
pengembangan obat terapi telah dilakukan. Obat sintetik, system nano berbasis
produk alami, nanokonjugasi, nanpartikel polimer, nanopartikel padar,
radiodiagnosis kanker, telah merevolusi system penghantaran obat serta

pengembangan biosensor baru untuk diagnosis biomarker kanker, namun



penyembuhan total perlu kemajuan lebih lanjut melibatkan gaya hidup dan terapi
tertentu (Chhikara, 2022). Karena itu penelitian ini bertujuan untuk mengangkat
salah satu tanaman herbal buah amla (Phyllanthus emblica) yang telah lama
digunakan oleh terapi kesehatan dan memiliki berbagai potensi, salah satunya

sebagai antikanker.

Penyembuhan dan pengobatan kanker maupun penyakit lainnya dapat
berhasil tentu atas izin Allah yang tak lepas pula dari ikhtiar manusia. Manusia
hanya memperoleh apa yang telah diusahakannya yakni mencari penyembuhan
melalui ilmu pengetahuan dan obat-obat yang Allah karuniakan di bumi-Nya. Allah
SWT menciptakan penyakit tentu diberikan pulan dengan obatnya sebagaimana
bunyi hadits dari sahabat Jabir radhiyallahu ‘anhu meriwayatkan dari Rasulullah

shallallahu ‘alaihi wa sallam, bahwa beliau bersabda :

-

- Pl
J&5 38 ) o3 15 030 2155 canal 135.2155,415 K

Artinya : “Setiap penyakit ada obatnya, dan bila telah ditemukan dengan tepat obat
suatu penyakit, niscaya akan sembuh dengan izin Allah Azza wa Jalla.”(H.R
Muslim).

Hadist diatas diriwayatkan oleh Jabir radhiyallahu ‘anhu tersebut
menjelaskan bahwa Allah Subhanahu wata’ala Maha Adil dan Maha Pemurah.
Dari berbagai macam penyakit yang ada di bumi, tentu Allah hadirkan pula
penawarnya (obat) bagi mereka yang mau berfikir dengan keimanannya. Setiap
penyakit yang Allah turunkan pasti Allah sediakan pula obatnya dibumi. Sebagai

hamba-Nya yang beriman dan berakal kita perlu terus menggali ilmu pengetahuan

baik itu lewat tumbuhan, dan segalanya yang Allah sediakan dibumi. Berbagai



penelitian mengenai potensi obat kanker herbal yang efektif telah lama digunakan
sejak dahulu. Manfaat yang telah dirasakan oleh orang-orang terdahulu salah satu
tanda kebenaran Al-Qur’an bahwa Allah telah menyediakan obat untuk setiap
penyakit melalui hasil bumi seperti tumbuhan. Sebagaimana firman-Nya, Allah
mengkaruniakan berbagai jenis tumbuhan untuk kebutuhan manusia dibumi, seperti

pada surah Thaha [20]:53

~ ,//L - /’// z . )/// - _ _ ))/ /// . .ﬂ
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Artinya: “(Dialah Tuhan) yang telah menjadikan bumi sebagai hamparan dan

meratakan jalan-jalan di atasnya bagimu serta menurunkan air (hujan) dari
langit.” Kemudian, Kami menumbuhkan dengannya (air hujan itu) beraneka

macam tumbuh-tumbuhan ” (Q.S. Thaha[20]: 53)

Tanaman yang sudah cukup lama dimanfaatkan sebagai obat adalah
tanaman Amla (Phyllanthus emblica) atau dikenal juga dengan buah malaka.
Seraca hitoris, tanaman ini terkenal sejak dahulu dimanfaatkan sebagai pengobatan
masyarakat lampau karena kandungan dan potensinya, seperti di India telah
digunakan untuk mengobati berbagai penyakit yaitu kanker, anemia, diabetes,
gangguan jantung dan hepar/liver (Khan, 2009). Penelitian terdahulu farmakologi
tentang tanaman malaka ini diketahui memiliki aktivitas sebagai antikanker,
antioksidan, aktivitas mutagenik, analgesik, antitusif, dan antiinflamasi (Dasaroju,
et al. 2014). Selain itu berdasarkan penelitian yang pernah dilakukan Sharma et al.,
(2000) melalui uji Ames test, membuktikan bahwa Phyllanthus emblica yang
sinonimnya dikenal dengan Emblica officinalis berpotensi mencegah mutagenesis

in vitro. Selain itu dalam review artikel menurut Zhao et al., (2015) berbagai



penelitian terdahulu mengatakan, dalam model karsinogenesis, pemberian Emblica
officinalis secara terus menerus pada 100 mg/kg mengurangi kejadian tumor
sebesar 60%. Studi independen juga menunjukkan polifenol atau fraksi berair pada
tanaman buah Amla (Emblica officinalis) pada dosis 60-250 mg/kg mencegah

karsinoma hepatoseluler yang diinduksi N-nitrosodiethylamine sebesar 80-100%.

Dari penelitian yang dipaparkan diatas menujukkan bahwa buah Amla
Emblica officinalis atau dikenal juga Phyllanthus emblica memiliki kapasitas untuk
mencegah timbulnya beberapa kanker namun tidak semua jenis kanker, tergantung
inisiatornya. Penelitian tentang pengaruh uji sitotoksik senyawa dari Phyllanthus
emblica terhadap sel kanker yang disebabkan oleh senyawa karsinogen 7,12-
Dimethylbenz(o)ontrasena. (DMBA) masih belum banyak ditemukan, maka
berdasarkan pemaparan diatas penelitian ini bertujuan untuk mengetahui uji
sitotoksik ekstrak buah Amla (Phyllanthus emblica) terhadap sel hepar tikus yang

diinduksi DMBA secara in vitro.

1.2 Rumusan Masalah

1. Bagaimana pengaruh sitotoksik ekstrak metanol 99% buah amla (Phyllanthus
emblica L.) terhadap konfluenitas dan viabilitas kultur sel hepar tikus (Rattus
norvegicus) yang diinduksi DMBA secara in vitro ?

2. Berapa nilai LCso pemberian ekstrak metanol 99% buah amla (Phyllanthus
emblica L.) terhadap viabilitas sel hepar tikus (Rattus norvegicus) yang

diinduksi DMBA secara in vitro ?



1.3 Tujuan

1. Untuk mengetahui pengaruh sitotoksik ekstrak metanol 99% buah amla
(Phyllanthus emblica) terhadap konfluenitas dan viabilitas kultur sel hepar tikus
(Rattus norvegicus) yang diinduksi DMBA secara in vitro

2. Untuk mengetahui berapakah nilai LCso dari ekstrak buah amla (Phyllanthus
emblica) terhadap viabilitas sel hepar tikus (Rattus norvegicus) yang diinduksi

DMBA secara in vitro

1.4 Hipotesis
1. Ekstrak metanol buah amla (Phyllanthus emblica) memiliki pengaruh
sitotoksik terhadap konfluenitas dan viabilitas sel hepar tikus (Rattus
norvegicus) yang diinduksi DMBA secara in vitro
2. Ekstrak metanol buah amla memiliki nilai LCso yang cukup toksik terhadap
sel kanker hepar dan berpotensi menghambat pertumbuhan sel kanker.
1.5 Manfaat Penelitian
1. Bagi masyarakat
Memberikan informasi kepada masyarakat tentang uji antikanker dan
antisitotoksik pada penyakit kanker hepar serta sarana mencegah dan mengatasi
penyakit kanker dengan memanfaatkan tanaman yang berpotensi sebagai
antikanker
2. Bagi akademik
Sebagai publikasi karya ilmiah yang dapat menjadi rujukan atau referensi untuk
penelitian selanjutnya khususnya manfaat dari buah Amla sebagai kandidat obat

antikanker hepar.
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1.6 Batasan Masalah

Ruang lingkup pembahasan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Sampel buah amla yang digunakan dalam penelitian ini adalah buah Amla
(Phyllanthus emblica) yang masih segar, setengah matang dan berwarna hijau.

2. Pembuatan ekstrak buah amla menggunakan metode maserasi dengan pelarut
metanol 99%

3. Sel kanker yang digunakan dalam penelitian ini adalah kultur primer organ
hepar baby tikus berumur 2-3 hari yang diinduksi senyawa DMBA konsentrasi
10 pg/ml.

4. Media yang digunakan selama kutur sel hepar adalah DMEM dan suplemen
serum FBS (Fetal Bovine Serum) 10%

5. Uji sitotoksik metode in vitro dilakukan terhadap pengamatan viabilitas sel
kanker dilakukan dengan cara menghitung absorbansi menggunakan metode
MTT Assay yang terbaca melalui ELISA reader

6. Efek sitotoksik ekstrak buah Amla terhadap sel kanker hepar diperoleh dengan
menghitung nilai LCsp dengan membuat grafik log konsetrasi dan prosentase
sel hidup melalui rumus grafik standar.

7. Data parameter viabilitas diperoleh melalui analisis menggunakan alat Countess
(Automatic Cell Counter) dengan metode pewarnaan trypan blue

8. Data parameter konfluenitas didapatkan melalui hasil capture mikroskop
inverted yang dianalisis menggunakan software ImageJ untuk memperoleh

persentase konfluenitas



BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Buah Amla dan Fungsinya bagi Kesehatan dalam Islam
2.1.1 Tinjauan Umum

Buah amla ialah salah satu tanaman yang sudah dikenal sejak lama karena
khasiat dan manfaatnya. Tanaman ini termasuk dalam jenis tanaman dimanfaatkan
berbagai komponennya termasuk ranting, akar, daun, bunga dan biji. Tanaman obat
ini memiliki berbagai khasiat yang telah terbukti secara empiris baik baik secara
turun-temurun di masyarakat maupun secara ilmiah. Tanaman ini tumbuh
diberbagai belahan dunia area seperti hutan, padang rumput, dan daerah yang panas,
atau dataran rendah (Cahyaningrum, 2022). Amla menjadi salah satu spesies
keanekaragaman hayati yang ada di Indonesia dan memiliki banyak khasiat telah
Allah karuniakan kepada hamba-Nya. Sebagaimana firman-Nya, kesehatan dan
pengobatan yang berasal dari tumbuhan sangat memiliki hubungan erat, bagaimana
tumbuhan menyediakan nutrisi dan kandungannya yang bermanfaat baik untuk

mengatasi berbagai penyakit, Allah berfirman :
N P N DR PP Y (A (R DR
rof oo Ko e S 2Nl

Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperatikan bumi berapa banyaknya Kami
tumbuhkan di bumi itu perlbagai macam-tumbuh-tumbuhan yang baik” (Q.S Asy-
Syuaraa:7).

11
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Menurut penelitian yang dilakukan Novitayanti (2021) tentang makna

‘o j/f @} yang disebutkan dalam Al-Qur’an diambil dari kata dasar “@ G, 58

yang berarti menikahkan. Menurut ar-Ragib al—Asfahani, kata tersebut digunakan
untuk dua hal yang berdampingan seperti jantan-betina, atau hal yang berpasangan.
Selanjutnya al-Ragib menegaskan bahwa sesuatu yang berpasangan tersebut bisa
karena kesamaan ataupun sesuatu yang berbeda (bertolak-belakang). Menurut tafsir
al-Qurthubi, surah Asy-Syu’ara ayat 7, didalam terdapat kata “zauj” berarti warna
dan lafal “Karim” artinya baik dan mulia maksudnya adalah tumbuhan yang subur
dan memberikan manfaat. Jadi menurut berbagai mufassir Zauj artinya pasangan,
yang dimaksud dari kata “pasangan” adalah perkawinan 2 jenis kelamin yang
berbeda atau pertemuan antara alat kelamin jantan (benang sari) dan alat kelamin
betina (putik). Sedangkan yang dimaksud dengan istilah “tumbuhan yang baik
(karim)” yaitu tumbuhan yang dapat tumbuh dengan subur menghasilkan buah

yang lebat dan bermanfaat (Novitayanti 2021).

Dalam tafsir al-Misbah zauj diartikan sebagai pasangan karena tidak hanya
manusia yang berpasangan namun juga tumbuh-tumbuhan. Zauj dapat pula
ditafsirkan sebagai sesuatu yang bertolak belakang, yang berarti memiliki sesuatu
yang berbeda atau berlawanan (Novitayanti 2021). Diantara berbagai penelitian
yang pernah ada, dalam ilmu biologi sendiri sebagai contohnya khasiat kulit
manggis dapat menurunkan diabetes, sedangkan daging buahnya mengandung
kalori tinggi yang dapat menaikkan diabetes. Manfaat dan kandungan antara kulit

dan buahnya saling berlawanan tetapi memiliki khasiat dan manfaat yang sesuai
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karakternya. Dan dengan proses berpikir tentang alam yang Allah ciptakan manusia
akan menemukan lebih banyak manfaat dari tumbuhan. Lebih dalam makna dari itu
jika kita analisis dari pengetahuan dan sains, kata zaujinkarim dapat proses atau
tahapan ciri makhluk hidup yaitu tumbuhan dan koteks ini, seperti yang kita ketahui
tumbuhan mengalami pertumbuhan dari zigot sampai menjadi tumbuhan dewasa
yang terdiri dari buah, akar, daun, biji, batang dan bunga dimana memiliki
karakteristik masing-masing. Karakter yang kaya ini lahir akibat dari kromosom

dan DNA yang terdapat terkandung dalam tumbuhan.

Kekayaan tumbuhan menurut syarat hidupnya dibedakan ke dalam dua
macam Yyakni buah-buahan tropis dan subtropis. Buah-buahan tropis yaitu yang
dapat tumbuh pada dataran tinggi pada suhu diatas 25°C, diantaranya buah durian,
manga salak, rambutan manggis, duku, dan buah-buahan subtropis dapat tumbuh
pada suhu rendah yakni dibawah suhu 20°C, seperti buah apel, arbey, pir, Kiwi,
persik, markisa, dan lainnya. Seperti yang kita pahami Indonesia kaya akan
tumbuhan dan organisme yang memiliki kekayaan plasma nutfah, dari sinilah
manfaat dan kandungan berbagai tanaman dapat ditelusuri melalui berbagai
penelitian. Menurut tafsir Al-Azhar karya Prof. Prof. Dr. Hamka secara lebih
mendalam buah-buahan tercipta karena “pertemuan yang mulia” atau “zaujin
karimin” (Ja’far, 2009), lebih jelasnya lagi menurut Noviyanti (2021) tafsir-tafsir
tentang makna zaujin karim fokus membahas tumbuh-tumbuhan bukan makna
secara umum pasangan antara manusia. Hasil dari pemaknaan tentang zaujinkarim
ini mendorong saintis mengkaji berbagai khasiat lain yang dimiliki tumbuhan yang

ada di Indonesia, baik yang dikonsumsi langsung sebagai makanan, diolah untuk
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kepentingan industri, obat-obatan, dan manfaat lainnya sesuai dengan kandungan

dan manfaatnya.

Buah amla termasuk salah satu keanekaragaman Indonesia yang memiliki
banyak khasiat dalam pengobatan. Asal mula kata “amla” (amalaka) terbentuk dari
bahasa Sansekerta yang artinya “asam atau masam”. Beberapa referensi
menyebutkan kata “amla” merujuk pada salah satu jenis tanaman yang digunakan
untuk pengobatan masyarakat berperadaban Arya dan dikenal secara ilmiah
bernama Phyllanthus emblica (Phyllanthaceae). Buah amla memiliki nama lain
seperti “amalaka”, “amala”, “amalaki”, di Nusantara penyebutan buah ini berbeda-
beda di berbagai daerah, terkhusus di Austronesia Barat-Tengah yang dikenal
dengan nama daerahnya “mlaka”, “mloko”, “balakka”, dan “meloko” (Khoiriyah
dkk., 2015). Hampir semua komponen buah amla,seperti daun, ranting, bunga,
buah, dan biji dimanfaatkan unutk pengobatan. Di Indonesia, nama buah amla
memiliki perbedaan nama diantaranya di Kemloko (Jawa), ceremai. Amla

(Melayu), Balaka (Minangkabau), Malakah (Madura), Kalimoko (Bali)

(Cahyaningrum, 2022).

Phyllanthus emblica memiliki persebaran alami yang luas, meliputi
didaerah tropis dan subtropis, diantaranya Borneo, Pakistan, Bangladesh, Himalaya
(termasuk Nepal), India, Cina, Kamboja, Laos, Myanmar, Sri Lanka, Semenanjung
Malaya, Thailand, Jawa, Sumatera, Nusa Tenggara, Bali, Taiwan, dan Vietnam
(Balakrishnan dan Chakrabarty, 2007; Chakrabarty dan Balakrishnan, 2018). Di

beberapa wilayah diketahui jenis tanaman ini dibudidayakan, yaitu di Pulau India,
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Puerto Rico, Kuba, Mauritius, Kepulauan Windward (Karibia), dan Trinidad-

Tobago (Acevedo-Rodriguez dan Strong, 2007).

Buah Amla ini digolongkan dalam suku Phyllantacheae yang termasuk jeni
buah-buahan asli Indonesia, yang tersebar di Pulau Sumatera, Nusa Tenggara Jawa,
Kalimantan, Bali, dan Maluku. Dengan kata lain, P. emblica termasuk spesies alami
Indonesia, di Pulau Bali buah Amla juga banyak ditemukan khususnya di daerah
bernama Amlapura dimana penelitian menurut Keim, dkk., (2020) nama tersebut
asal usulnya karena banyak ditemukan pohon “melaka” (Phyllanthus emblica).
(Keim, dkk., 2020). Studi penelitian sebelumnya telah membuktikan buah amla (P.
emblica) banyak memiliki uji biologis yang meliputi antioksidan, hipolipidemik,
hipoglikemik, antimikroba, antitumor, dan antiinflamasi. Selain itu juga berpotensi
mengurangi risiko atau keparahan kerusakan hepar dan mencegah displidemia pada

berbagai penyakit kronis termasuk diabetes (Huang, et al., 2017).
2.1.2 Morfologi dan Klasifikasi
Klasifikasi tumbuhan Amla diklasifikasikan sebagai berikut (Singh, et al.,2011) :

Kingdom : Plantae
Divisi : Sprematophyta
Kelas : Magnoliosida
Ordo : Malphighiales
Famili : Phyllanthaceae
Bangsa : Phyllantheae

Genus Phyllanthus
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Spesies : Phyllanthus emblica L.

Pohon Amla memiliki kemiripian dengan pohon cereme, tetapi tumbuh
lebih tinggi mencapai 7-25 meter. Batang pohon ini mempunyai struktur
percabangan monopodial, bulat, tegak, dan memiliki warna coklat agak
kekuningan. Jenis daunnya tunggal, kecil, memanjang, mempunyai cabang
menyirip dan ramping. Tangkai daun yang ramping diapit oleh sepasang daun kecil
meruncing. Bunga jantan maupun betina berwarna kuning atau hijau dan
dikelompokkan dalam kelompok kecil di ketiak daun. Buah amla berbentuk bulat,
rasanya asam dan sedikit pahit. Akar tanaman Amla berciri akar tunggang

berwarna putih keruh dan tumbuh lebat (Cahyaningrum, 2022).

(c) (d)

Gambar 2.1 Morfologi Phyllanthus emblica (sumber:https://ksdae.menlhk.go.id/
dalam Cahyaningrum, 2022). Keterangan : a) Pohon; b) Daun; c)
Buah; d) Biji

Dalam penelitian Sangeetha, et al. (2010) daun tanaman Amla memiliki ciri

warna kulit kayu abu-abu pudar hingga tua, memiliki cabang primer dan sekunder


https://ksdae.menlhk.go.id/
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yang terkulai sedang hingga tinggi dengan panjang daun rata-rata berukuran 1,8
cm, lebar daun sekitar 0,5 cm. Ukuran tinggi pohon Amla ada yang berukuran 200-

1500 meter, memiliki cabang primer dan sekunder.

2.1.3 Kandungan Buah Amla (Phyllanthus emblica)

Berbagai penelitian menyebutkan buah Amla mampu mengatasi masalah
kesehatan seperti memperbaiki pencernaan, menurunkan demam dan batuk,
sembelit, meredakan asma, mengobati myopia, meningkatkan imunitas (Nala,
2001). Selain itu penelitian selama 25 tahun terakhir menyatakan buah Amla
memiliki kandungan asam askorbat yang sangat tinggi mencapai 160 Kali
dibandingkan buah apel dan jeruk. Disamping itu, buah ini mengandung mineral,
asam amino, tannin yang bersifat antikanker, antibakteri, dan antikarsinogenik.
Kandungan buah amla ini diantaranya polifenol dan tanin. Polifenol berperan
sebagai senyawa antioksidan yang dapat menangkal radikal bebas diantaranya
dengan cara menghambat kerja enzim kanker dan menonaktifkan bahan kimia yang
dapat memicu pertumbuhan sel kanker (Cahyanigrum, 2022). Menurut Qureshi et
al., (2009) dan Yulistyarini et al., (2000), buah Amla mengandung sumber vitamin
C yang tinggi, terkandung dalam setiap 100 gramnya ditemukan sekitar 600-1300

mg vitamin C yang dikandung buah ini.

Tanaman amla (Phyllanthus emblica) juga dilaporkan mengandung banyak
senyawa obat seperti vitamin C, flavonoid, emblicol, emblicanin A/B, dan
digunakan oleh orang china untuk obat terapeutiknya seperti heptaprotektif,

antimikroba yang telah dikonfirmasi dalam penelitian medis modern (Variya et al.,
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2016). Penelitian yang pernah dilakukan Winaryo, (2003), flavonoid mampu
berperan sebagai  antioksidan maupun antihistamin, dapat menghambat
fosfodiesterase, monoamine oksidase aldoreduktase, protein kinase, DNA
polymerase, lipoksigenase (Paul el al., 2022). Di Asia buah Amla telah banyak
digunakan untuk pengobatan hepar karena kandungannya kaya akan polifenol yang
relevan dengan pengobatan seperti asam galat, asam ellagie, geranin, asam
chebulagic, corilagin, dan phyllanthin (Huang et al., 2022). Kandungan senyawa
antioksidan pada tanaman ini diantaranya senyawa fenolik, tanin dan flavonoid,
asam galat (senyawa utama), dan vitamin C merupakan senyawa esensial yang
berpotensi sebagai antioksidan kuat. Mekanisme senyawa fenolik dalam
memerangi radikal bebas yaitu melalui kemampuan gugus fenolnya untuk mengikat
suatu radikal bebas dengan mendonorkan atom hidrogen melalui transfer elekron
kemudian berubah menjadi radikal fenoksil (Janeiro and Brett 2004). Derivat fenol
termasuk donor hidrogen yang baik karena mampu menghambat reaksi yang
disebabkan oleh radikal bebas, sehingga disebut sebagai senyawa inhibitor radikal

(Kate, 2014).

Dari hal tersebut derivat dari fenol merupakan donor hidrogen yang baik
yang dapat menghambat reaksi yang terjadi akibat senyawa radikal bebas. Senyawa

fenol ini juga berfungsi sebagai inhibitor radikal (Kate, 2014)
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Gambar 2.2 Reaksi Pembentukan dan Penggabungan Radikal Fenoksil (Kate, 2014)

Kandungan tanin dalam dari buah Amla berpotensi sebagai antibakteri dan
vitamin C-nya sebagai antiokesidan dan buah amla ini (Phyllanthus emblica) telah
terbukti menjadi salah satu tanaman antikanker (Yadav et al., 2017). Metabolit
sekunder yang terkandung didalamnya seperti alkaloid dan senyawa fenolik (tanin)

(Bandyopadhyay et al., 2011).
2.2 Hepar

2.2.1 Anatomi dan Morfologi Hepar

Right Liver Left Liver
1 |

Falciform Ligament

Gambar 2.3 Morfologi Hepar (Sibulesky L., 2013).
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Hepar terdiri dari 2 lobus yaitu lobus kanan dan Kiri, bagian permukaan
berbentuk Isedikit cembung dan posisinya dibawah diafragma. Pada permukaan
bawah terdapat lekukan dan tidak rata, fsura transversus, permukaan ini dilintasi
oleh permbuluh darah yang kelur-masuk hepar. (Azmi, 2016). Struktur hepar ada
yang bernama muralium (dinding). Parenkim hepar menyentuh saluran portal dan
kapsul eksternal yang dibatasi oleh selaput membran. Sinusoid dilapisi oleh satu
jenis sel yaitu fagosit potensiasl. Arteri hepatik sendiri memiliki slauran masuk
menuju sinusoid paraportal, menengah dan sentrolobular (Elias, 1955). Belahan
kanan dan kiri pada permukaan bawah dipisahkan oleh fisura longitudinal. Hepar
terbagi menjadi 4 belahan yang terdiri dari lobules berbentuk polyhedral
(segibanyak). Pada tiap-tiap lobules berbentuk kubus dan percabangan pembuluh

darah yang diikat oleh jaringan hepar (Azmi, 2016).

Merefleksi hikmah dari surah an-Najm ayat 11 mengenai hepar atau hepar,
merupakan kelenjar terbesar didalam tubuh yang berperan penting dalam sistem
metabolisme dan mentralisir racun yang berasal dari berbagai subtansi yang masuk
kedalam tubuh. Berdasarkan penelitian yang dilakukan Yong Song Guan dan Qing
He dalam Evidance Based Complementary and Alternative Medicine, hepar
berfungsi sebagai pembersih racun (detoksifikan), penghancur sel darah merah
yang sudah menua, pengolah dan penyeimbang protein dan hormon, seta

penyimpan glikogen sebgai sumber darah (Qur’an Kemenag, 2019).
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ANATOMI HEPAR

Penampang anterior Penampang posterior

vena cava inferior
ligamentum

Gambar 2.4 Anatomi Hepar (Azmi, 2016).

Hepar terbagi dalam dua belahan utama, lobus kiri dan lobus kinan. Permukaan
atas berbentuk lebih cembung dan terletak dibawah diafragma. Permukaan bawah sedikit
tidak rata dan memperlihatkanl ekukan, fisura tranversus. Permukaan hepar dilintasi oleh
berbagai pembuluh darah yang masuk maupun keluar hepar untuk mensuplai oksigen dan
nutrisi. Fisura longitudinal ini memisahkan belahan kanan dan kiri di permukaan bawah.
Hepar terbagi menjadi empat belahan yaitu belahan kanan, kiri, kaudata dan kuadrata.
Setiap belahan atau lobus terdiri atas lobules yang berbentuk polyhedral (segibanyak)
dmana setiap lobulus terdiri atas sel hepar berbentuk kubus, dan cabang-cabang pembuluh

darah diikat bersamaan dengan jaringan hepar (Azmi, 2016).

Warna hepar normal adalah coklat dan permukaan luarnya halus Hepar
Normal). Hepar memiliki berat sekitar 2% dari berat badan orang dewasa, dengan
berat sekitar 1400 gram pada laki-laki dan 1800 gram pada wanita. Hepar ini

berfungsi menerima suplai darah dari 2 sumber yaitu 80% dialirkan oleh vena
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portal, yang mengalirkan limpa dan usus, sedangkan 20% sisanya, darah
teroksigenasi, dialirkan oleh arteri hepatik. Vena portal dibentuk oleh penyatuan
limpa dan vena mesentrika superior dengan vena mesentrika inferior mengalir ke
vena limpa. Arteri heparik umum adalah cabang dari arteri seliaka diikuti dengan
arteri limpa lambung bagian kiri, terkadang arteri hepatic memiliki pembuluh
tambahan atau pengganti yang mensuplai hepar. Arteri hepatik kanan aksesori atau
pengganti adalah cabang dari arteri mesentrika superior proksimal, sedangkan arteri
hepatic kiri aksesori atau pengganti adalah cabang dari arteri lambung Kiri. Secara
eksternal hepar dibagi oleh ligament falciform, menjadi lobus kanan (lebih besar)
dan lobus kiri yang lebih kecil. Ligamentum falciform melekatkan hepar ke dinding

anterior abdomen.

Splenic vein

Inferior
% mesenteric vein

Portal vein

Superior
mesenteric vein %

From large intestine

From small intestine

Gambar 2.5 Aliran Vena Portal pada Hepar
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Berdasarkan klasifikasi Couinaud, hepar terbagi menjadi segmen fungsional
independen. Setiap segmen memiliki pedikel portalnya sendiri yang terdri dari
cabang arteri hepatik, cabang portal, dan saluran empedu dengan cabangvena
hepatik terpisah yyang membentuk aliran keluar (Sibulesky L., 2013). Hepar
memiliki 2 jenis persediaan yaitu melalui arteri hepatica dan melalui vena porta.

Hepar terdiri dari bermacam-macam sel diantaranya meliputi hepatosit sekitar 60% sel
hepar, sedangkan sisanya terdiri dari sel epithelia sel non-parenkimal, endhotelium, sel
kupfer dan sel stella menyerupai bintan. Heaptosit dipisahkan sinusoid tersusun melingkari

venar hepatica dan duktus hepatikus (Azmi, 2016)..

2.3 Uji Sitotoksik

Uji atau tes sitotoksiksisitas adalah salah satu metode bioassay in vitro
pertama yang digunakan untuk memprediksi toksisitas zat ke berbagai jaringan
pengujian. Pengujian sitotoksisitas in vitro menyediakan saraa penting untuk
penilaian dan penyaringan keamanan dan untuk menentukan kualifikasi senyawa.
Pilihan menggunakan teknologi uji sitotoksisitas tertentu bergnatung pada tujuan
penelitian. Terdapat empat kelas pengujian utama yang digunakan untuk
mengetahui respons sel yang dikultur setelah perlakuan menggunakan racun atau
toksin potensial. Metode ini dapat digunakan untuk mengukur viabilitas, integritas

membrane sel, proliferasi sel, dan uji metabolisme sel (Tolosa L., et al., 2015).

Uji sitotoksik juga digunakan untuk mengetahui adanya antineoplastic suatu
senyawa biasanya secara in vitro. Penggunaan uji sitotoksik pada kultur sel menjadi
salah satu cara dalam penelitian in vitro untuk mendapatkan obat-obat yang

memiliki efek sitotoksik. Metode ini merupakan uji kuantitatif dengan cara
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menentukan angka kematian sel. Parameter yang digunakan untuk uji sitotoksik
yaitu LCso. Nilai LCso menunjukkan nilai konsentrasi pada konsentrasi berapa akan
mampu menghambat proliferasi sel hidup mencapai 50% (Cho et al.,1998). Nilai
LCso dapat menunjukkan potensi sitotoksisitas suatu senyawa. Semakin besar harga
LCso maka senyawa tersebut semakin tidak toksik (Hartoyo, dkk., 2013).
Selanjutnya, bagian akhir dari proses uji sitotoksik ini dapat memberikan
konsentrasi yang maksimum namun masih memungkinkan sel mampu bertahan
hidup. Terakhir dari rangkaian uji sitotoksisitas ini dmampu memberikan informasi
berapa konsentrasi maksimum suatu ekstrak namun sel masih mampu bertahan
hidup (viable). Hasil sitotoksisitas suatu senyawa tertentu akan berpengaruh pada
gangguan dan struktur atau sifat yang dapat berpengaruh bagi kelangsungsungan
hidup sel, proliferasi atau fungsi sel bahkan jaringan dan organ. Evaluasi keamanan
senyawa, seperti obat-obatan kosmetik, bahan tambahan makanan, pestisida dan
bahan kimia industri meningkat dari tahun- ke tahun. Hal ini tentu dapat
berpengaruh pada kerusakan tubuh akibat oksidasi radikal bebas, hingga dapat pula
menyebabkan stress dan faktor pertumbuhan gangguan pada siklus metabolisme.
Oleh karena itu kebutuhan akan uji sitotoksisitas yang andal, sensitif, kuantitatif,
mudah ditangani, dan cepat, mengarah pada pengembangan beberapa pengujian
yang diadaptasi untuk thoughput tinggi dalam mikrotiter yang secara rutin
digunakan untuk mendeteksi efek sitotoksik sejumlah senyawa dalam sistem seluler

(Tolosa L., et al., 2015).

Eksperimen sitotoksisitas umumnya dirancang untuk menentukan nilai

IC10 dan LC50 (yaitu konsentrasi yang menyebabkan kematian sel 10 atau 50%)
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serta konsentrasi non-toksik maksimal suatu senyawa (yaitu konsentrasi tertinggi
yang kompatibel dengan kelangsungan hidup sel). Oleh karena itu, pengujian
sitotoksisitas in vitro memberikan sarana penting untuk penilaian keamanan serta
untuk kualifikasi senyawa. Pilihan metode pengujian yang teapt tidak bergantung
pada jumlah dan jenis sel yang digunakan tetapi juga pada hasil yang diharapakan.
Misalnya pengujian viabilitas berdasarkan pengukuran uji reduktase metabolik
yang terus digunakan dan memiliki kelebihan sebagai bahan pokok industri yang

hemat biaya.

2.4 Viabilitas dan Prolifeasi Sel

Viabilitas sel dapat dinilai dari perubahan morfologis dan perubahan
permeabilitas membran atau keadaan fisiologisKerusakan sel oleh xenobiotic
biasanya menghasilkan perubahan integritasmembran sel awal yang menyebabkan
perubahan permeabilitas. Pewarna vital seperti trypan blue, propidium iodide,
hydroethidine, dan fluoerecein dipancarkan dari bagian sel yang normal/sehat.
Namun, apabila permeabilitas sel terganggu senyawa tersebut akan melintasi

membrane dan mewarnai komponen interaseluler.

Menurut penelitian yang dilakukan Tolosa L. et al., (2015), yang dianalisis
dari berbagai hasil penelitian sebelumnya, untuk mengukur viabilitas sel dapat
menggunakan parameter eksperimental diantaranya Trypan blue, Hydroethidine,
Fluorescein diacetat, Propidium iodide, Sulfohodamine assay, dan lainnya.

Sedangkan parameter penelitian proliferasi sel dapat menggunakan H-Thymidine,
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Sulfohidamine assay, Lowry assay, Clonogenic assay, Metabolic activity (MTT,

XTT, dsb), 5-bromo-2’-deoxyuridine, 5-ethynyl-2’-deoxyuridine, dan lainnya.

2.5 DMBA

Senyawa DMBA atau 7,12-Dimethylbenz(a)antrasena termasuk salah satu
senyawa turunan dari polisiklik hidrokarbon aromatic (PAH) merupakan polutan
organik yang dilepaskan ke lingkungan dan bersifat karsinogenik (Attar, 2004).
DMBA ini dikenal sebagai sitotoksik, karsinogenik, dan mutagenik, sebagai analog
dari PAH dan dapat menyebabkan kanker (Ewa, et al., 2017). Hidrokarbon
aromatic polisiklik (PAH) adalah sekelomok senyawa organic dengan 2 atau lebih
cincin armatik yang menyatu. Senyawa PAH ini bersifat kersinogenik, mutagenic,
dan sitotoksik dan telah banyak terbukti menyebabkan peningkatan risiko kanker
(Ewa, et al., 2017). Senyawa DMBA dapat dijadikan senyawa uji untuk perlakuan
model kanker untuk upaya mencari kandidat obat yang efektif mengobati penyakit
kanker. 7,12 Dimethilbenz(a)antrasena (DMBA) adalah PAH yang ditemukan
pada konsentrasi tinggi fraksi tar asap rokok, knalpon, dan dilaporkan banyak
menginduksi imunitoksisitas dan telah banyak digunakan sebagai model
eksperimental karsinogen untuk kanker kulit, payudara, mulut, paru-paru dan
lainnya (Kwon, et al.,2018). PAH bersifat lipofotik, berikatan dengan membrane
lipid dan diangkut oleh lipoprotein dalam darah, masuk ke saluran penafasan
saluran pencernaan, dan mengalami 2 fase metabolisme. Fase pertama 3 jalur utama
aktivasi PAH dibedakan menjadi 2 vyaitu pertama pembentukan dihidrodiol

epoksida, dikatalisis oleh enzim sitokrom P450 dan epoksida hydrolase (jalur
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CYP), kedua pembentukan kation radikal PAH dalam proses oksidasi metabolic
oleh aktivitas sitokrom P450 peroksidase dan ketiga orto-kuinon melalui oksidasi
katekol oleh dihirodil dehirogenase, kelompok aldo-keto reduktase (jalur AKR)
(Gungerich 2008, Shimde 2006, dalam Ewa et al., (2017). Siklus redoks kuinon
dapat pembentukan ROS yang menyebabkan karsinogenesis melalui kerusakan

oksidatif DNA (Moorthy, dkk., 2015).

DMBA karsinogenik mutagenic, polisiklik aromatic hidrokarbon (PAH)
yang kuat menjadi koknstributor utama akibat stress oksidatif, yang dapat
menyebabkan radikal bebas seperti superoksida, radikal hidroksil (OH), dan non
radikal seperti hirogen peroksida (H20), singlet oksigen (O2)dan nitrogen reaktif
seperti peroksi nitrat (ONOQO) dan nitrogen oksida (NO) yang beracun yang
dihasilkan oleh oksida nitrat. Sehingga mampu menyebabkan stress oksidatif dan
kerusakan sel dan mampu mengerahkan peroksida lipid yang diinduksi oleh
peroksinitrat dalam jaringan kanker. Stres oksidatif dapat deaminasi oleh metabolit
DMBA oleh enzim mitrokondria monoamine oksidase serta autooksidase disertai
dengan pembentukan hydrogen peroksida. Disamping itu radikal hidroksil mampu
menginisiasi peroksidasi lipid mengoksidasi rantai asam amino dalam protein yang
dapat menyebabkan pemutusan untai ganda DNA sehingga terjadi genotoksik

(Periyasamy, et al., 2015).

2.6 MTT Assay dan Nilai LCso

Uji sitotoksik yakni dapatmenentukan nilai LCs (Lethal concentration) dimana

nilai ini akan menunjukkan angka konsentrasi untuk menghambat sel hidup mencapai 50%.



28

Biasanya suatu senyawa yang diujikan kepada sel hidup dapat dikatakan toksik atau tidak
tergantung berapa persen sel yang mati akibat terpapar oleh senyawa uji. Semakin tinggi
nilai kematian (Letahl Concentration) atau LCso maka dianggap senyawa uji memiliki
tingkat toksisitas yang tinggi (Meiyanto, dkk., 1999). Senyawa atau ekstrak dinilai toksik
atau berpotensi sebagai antikanker apabila LCso < 1000 ppm (Lisdawati, 2002). Efek
sitotoksik terhadap sel kanker dapat di analisis melalui MTT assay. Dalam menentukan
LCso dapat dilihat dari absorbansi yang terbaca oleh ELISA reader. Jika konsentrasi
tersebut mampu mematikan sebesar 50% atau lebih sel hidup berdasarkan nkristal
formazan hasilnya adalah senyawa tersebut bersifat toksi. Sel hidup akan diketahui melalui
kristal formazan akan tampak berwarna ungu. Intensitas warna ungu menunjukkan sel
hidup sedangkan sel mati akan menunjukkan warna kuning dalam Suzery dan Cahyono

(2014).

Menurut Lisdawati (2002), suatu ekstrak dianggap toksik terhadap sel kanker jika
mempunyai nilai LCso kurang dari 1000 ppm. Tussanti (2014) menyatakan sitotoksisitas
dapat dikelompokkan menjadi 3 yaitu sitotoksik potensial jika sitotoksisitas potensial dapat
digunakan sebagai antikanker sedangkan sitotoksisitas moderat dapat mencegah dan
menghambat pertumbuhan sel kanker. Efek sitotoksik menggunakan sel kanker dapat
dievaluasi dengan metode MTT Assay. Uji MTT Assay ini untuk mengetahui
potensi antikanker suatu ekstrak/senyawa yang dinyatakan dengan LCso yang
merupakan potensi konsentrasi larutan uji yangdapat mematikan 50% populasi sel.
Untuk menentukan LCso, hambatan pertumbuhan sel, sel yang hidup dan mati yakni
dengan dasar pembentukan kristal formazan yang berwarna ungu. Menurut Udea,
et al., (2002) hambatan pertumbuhan sel terdeteksi dengan adanya absorbansi sel

yang ditunjukkan dalam bentuk warna. Intensitas warna ungu proporsional dengan
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jumlah sel yang hidup (membentuk formazan). Sedangkan sel yang mati akan
memberikan warna kuning dalam Suzery dan Cahyono (2014). Uji MTT dianggap
sebagai contoh pertama dari garam tetrazolium yang digunakan dalam pengujian
berbasis reduktase viabilitas dalam multi-well pada sampel sel mamalia dan hal ini
adalah diantara tes sitotoksisitas yang mudah untuk dilakukan. Ketika
menggunakan MTT, formazan yang akan terbentuk tidak larut dalam air, melainkan
mengendap ke dalam sel dan harus diekstraksi dengan pelarut organic. Uji MTT
dinilai mudah diaplikasikan menurut berbagai literatur. Selain itu dianggap sebagai

gold-standard dalam pengujian.
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METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental atau True Experimental Design
dengan menggunakan Rancangan Acak Lengap (RAL) yang terdiri dari 7 kelompok

dan 4 ulangan.

3.2 Variabel Penelitian

Variabel dalam penelitian ini terdiri dari variabel bebas, variabel terikat, dan

variabel terkendali.

a. Variabel bebas yang dalam penelitian ini adalah pemberian ekstrak metanol
buah Amla (Phyllanthus emblica) untuk menguji efek uji sitotoksik terhadap
kanker hepar tikus dengan berbagai konsentrasi yaitu 200 pg/ml, 400 pg/ml,
600 pg/ml, 800 pg/ml, dan 1000 pg/ml.

b. Variabel terikat dalam penelitian ini yaitu tingkat konfluenitas, viabilitas kultur
sel hepar, dan nilai LCsxo

c. Variabel terkendali yaitu baby tikus (Rattus norvegicus) yang diinduksi DMBA

dengan konsentrasi 0.1 pg/ml.

3.3 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian kultur sel in vitro ini dilaksanakan di Laboratorium Kultur
Jaringan Hewan Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang pada

bulan Februari sampai Juli 2023.

30
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3.4 Alat dan Bahan Penelitian

3.4.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: wadah
maserasi, enlemeyer 100 ml., cawan petri, tabung ependorf 2 ml, corong, bola hisap,
beaker glass, vacum rotary evaporator, Elisa Reader, labu ukur 100ml, pipet tetes
2ml, corong, spatula, tabung reaksi 250ml, alumunium foil, kertas label, kertas
saring, blender, gunting Laminar Air Flow (LAF) (LABTECH), neraca analitik,
Mikroskop Inverted (Nikon TI-u), mikropipet, sentrifus, Automatic Cell Counter
(Invitrogen Thermo Fisher), pipet ukur 25ml, plate well 98, Inkubator CO2,
timbangan analitik, Tissue Culture Disk (TCD), blue tipLokal, yellow tipLokal,
tabung duran 100 ml, tabung sentrifus 15 ml, filter 0,2 um, spuit 20 cc, dan beaker

glass 100 ml.

3.4.2 Bahan

Bahan yang diperlukan dalam penelitian ini diantaranya adalah sebagai
berikut: simplisia buah Amla (Phyllanthus emblica), metanol 99%, medium kultur
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), trypsin, penicilin, streptomicin,
PBS (Phosphate Buffer Saline), serum FBS (Fetal Bovine Serum), senyawa DMBA
(7,12-Dimethylbenz(a)antrasena), 50 mg MTT assay 5 mg/ml, NaHCO3, DI steril,
streptomicyn, hepes, akuades, Dimethyl Sufoxide (DMSQ), Sodium Dodecyl Sulfate
(SDS) 10 % dalam 0,1 N HCI, HCI 0,1 M, tissue makan, alumunium foil, trypan

blue.
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3.5 Prosedur Penelitian

3.5.1. Preparasi Ruang dan Alat

Prosedur penelitian diawali dengan preparasi ruang dan alat, dengan cara
memastikan ruang dan alat steril serta memastikan semuanya siap pakai. Proses
sterilisasi dengan membersihkan ruangan dan bisa menggunakan alkohol agar
terbebas dari segala bentuk kontaminan. Kemudian dilakukan penyinaran UV
selama 1x24 jam, kemudian dilakukan uji sterilisasi untuk memastikan ruangan
aman dari kontaminan dengan menggunakan NA (Natrium Agar) dan PDA (Potato
Detrose Agar) untuk mengetahui ada tidaknya bakteri dan jamur dengan cara
masing-masing media dibuat 6 cawan petri dan diletakkan di berbagai sudut
ruangan dan dibiarkan terbuka 15 menit, lalu ditutup kembali, diinkubasi selama 1

x24 jam dan diamati dengan mikroskop.

Sterilisasi alat dilakukan agar terhindar dari kontaminasi ketika melakukan
kultur. ‘alat-alat yang akan digunakan direndam dengan tipol 1x 24 jam lalu dibilas
dan dikeringkan dalam oven bersuhu 50-60°C. Sterilisasi terbagi menjadi 2 macam
yaitu sterilisasi kering dan basah, sterilisasi kering dikenakan pada ala-alat yang
berbahan kaca dan dioven selama 3 jam pada suhu 121°C, sedangkan sterilisasi
basah ini dilakukn untuk alat-alat plastik dengan menggunaka autoklaf dengan suhu
121°C rentang waktu 15 menit tekanan 1.5 atm, lalu dikeringkan dengan oven pada
suhu 50°C, dan terakhir alat-alat tadi dimasukkan ke dalam LAF dengan

memanfaatkan sinar UV selama 2 jam sebelum alat-alat tersebut digunakan.
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3.5.2. Pembuatan Sampel Buah Amla (Phyllanthus emblica)

Penyiapan sampel buah Amla dilawali dengan mengumpulkan buah Amla
sebanyak 1 kg, kemudian dicuci menggunakan air mengalir lalu dilakukan
perajangan dan pengeringan dalam oven selama kurang lebih selama 3 x 24 pada
suhu 55°C. Hasil perajangan vyang telah kering lalu dilakukan
penyerbukan/penghalusan menggunakan blender sampai menjadi serbuk yang
halus secara merata. Kemudian buah amla diayak menggunakan ayakan, hingga
hingga didapatkan serbuk buah amla yang akan digunakan sebagai bahan baku

ekstraksi. Setelah itu ditimbang berat kering dari buah amla yang sudah diayak.

3.5.3 Metode Ekstraksi buah Amla (Phyllanthus emblica)

Buah Amla (Phyllanthus emblica) dalam bentuk serbuk sebanyak 200 kg
direndam dengan 1 liter metanol selama 24 jam. Hasil residu dari maserasi pertama
lalu dimaserasi kembali dengan metanol sebanyak setengah dari volume pertama
yaitu 500 liter selama 24 jam. Residu dari maserasi kedua diambil lalu dimaserasi
kembali dengan metanol sebanyak 2,5 liter selama 24 jam, setelah proses maserat
dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan, tahap selanjutnya dilakukan penyaringan
menggunakan kertas saring dan corong. Hasil maserat yang didapat kemudian
dipekatkan menggunakan Rotary evaporator pada suhu 60-70°C kemudian
didiamkan sampai pelarut menguap dan dihasilkan maserat berbentuk pasta yang

cukup pekat dan siap digunakan.
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3.5.4 Pembuatan Media Kultur DMEM

Medium kultur DMEM merupakan media Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM; Gibco) yang berbentuk cair. Kemudian dimodifikasi dengan
penambahan antibiotik dan fungizone. Ditimbang NaHCO3 sebanyak 0.37 gram,
0.006 gram penicillin dan streptomicin 0.001 gram. Selanjutnya, dituang DMEM
cair hingga volume mencapai 100 ml ke dalam erlenmeyer. Kemudian dicampur
bahan antiobiotik dan fungizone yang telah ditimbang ke dalam erlenmeyer dan
dihomogenkan. Selanjutnya media stok DMEM cair disimpan dalam suhu 4° C

untuk siap digunakan.

3.5.5 Persiapan Kultur Sel Hepar Tikus (Rattus norvegicus)

Tikus (Rattus norvegicus) yang digunakan adalah tikus remaja yang
kemudian dilakukan dislokasi lalu dicacah organ heparnya. Organ hepar tikus lalu
dicuci dengan 2 ml PBS, dan 1 ml penicillin streptomycin 3 kali. Kemudian hepar
dipindah ke cawan petri dan dicacah pada 500 pl tripsin hingga benar-benar halus.
Tahap selanjutnya dihomogenasi dengan spuit lalu dimasukkan ke tabung sentrifus,
sisa homogenasi ditambahkan 500 ul PBS (1:1) kemudian diinkubasi didalam

inkubator selama 20 menit.

Tabung yang berisi pellet diambil dari inkubator dan disentrifuse kembali
2500 rpm selama 5 menit lalu dibuang supernatannya dan pellet yang dihasilkan
ditambah dengan 3 ml media DMEM 10%, 0.01 mg penicillin 3 tetes fungizone,
streptomycin lalu disentrifuse lagi dengan kecepatan 2500 rpm selama 5 menit.

Dibuang kembali supernatan dan ditambahkan 3 ml DMEM 10 FBS, 3 tetes



35

fungizone pada pellet, lalu disentrifuse kembali setelah dilakukan 3x prosedur
diatas, supernatan lalu dibuang dan pelet disisakan sebanyak 1 ml, lalu dipipeting /
homgenasi. Hasil dari pellet diambil 50 pl dan dimasukkan kedalam Multiwell isi
24 yang telah terisi oleh DMEM, Fetal Bovine Serum (FBS) 10%, antibiotik dan
fungizone, setelah itu sel dikultur pada suhu 37°C, 5% CO?. Setelah sel mencapai
konfluen, kemudian diberi perlakuan induksi DMBA konsentrasi 10 pg/ml lalu
diinkubasi kurang lebih selama 48 jam setelah itu diberi perlakuan ekstrak buah
Amla (Phyllanthus emblica) sesuai kelompok konsentrasi. Jumlah sel yang diisolasi
sebanyak 7000 sel pada setiap well. Menurut Freshney (2000) jumlah sel yang
ditanam dalam multiwell 24 adalah berkisar sekitar 2x10° sel/ ml sampai dengan 2

x 10°sel/ml. Jumlah sel tersebut setara dengan 2 x 10° sampai dengan 2 x 10° sel/ml.

3.5.6. Pembagian Kelompok

Dalam penelitian ini perlakuan masing-masing kelompok dibagi menjadi 7

kelompok yaitu sebagai berikut :

1. Kontrol (-) : Sel hepar + DMEM + FBS 10%
2. Kontrol (+) . Sel hepar + DMEM + FBS 10% + DMBA 10 pg/ml
3. Kelompok P1 : Sel hepar + DMEM + FBS 10% + DMBA 0.1 pg/ml + 200

pg/ml ekstrak metanol buah amla

4.  Kelompok P2 . Sel hepar + DMEM + FBS 10% + DMBA 0.1 pg/ml + 400
pg/ml ekstrak metanol buah amla

5. Kelompok P3 . Sel hepar + DMEM + FBS 10%+ DMBA 0.1 pg/ml + 600
pg/ml ekstrak metanol buah amla

6. Kelompok P4 : Sel hepar + DMEM + FBS 10%+ DMBA 0.1 pg/ml + 800
pg/ml ekstrak metanol buah amla
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7.  Kelompok P5 . Sel hepar + DMEM + FBS 10%+ DMBA 0.1 pg/ml + 1000
pg/ml ekstrak metanol buah amla

3.5.7 Perlakuan Induksi DMBA (7,12-Dimetilbenz(a)Antrasena) Sel Hepar
Tikus (Rattus norvegicus) Secara in Vitro

Sel hepar tikus yang telah dikultur kemudian diinduksi DMBA pada
medium kultur dengan konsentrasi 10 pg/ml sebanyak 100 pl dan dibiarkan selama
48 jam. Setelah sel mengalami konfluen minimal 50% sel kemudian dicuci dengan
DMEM, sebanyak 1 ml non serum, 3 tetes penicillin streptomycin sebanyak 0.01
mg kemudian media DMEM ditambahkan FBS 10% sebanyak 300 ul dan diberi
perlakuan ekstrak buah Amla (Phyllanthus emblica) sesuai kelompok dosis
konsentrasi (perlakuan P1, P2, P3, P4, dan P5) sebanyak 100 pg/ml. Kelompok
perlakuan K(-) tidak diinduksi DMBA sedangkan K(+) diinduksi DMBA 0.1 pg/ml
tanpa perlakuan ekstrak buah Amla (Phyllanthus emblica) dan seluruh kelompok

diamati setelah 1x24 jam, hari ke-2, dan hari ke-4.

3.5.8 Pemberian Konsentrasi Ekstrak Buah Amla (Phyllanthus emblica) secara
in Vitro

Penelitian pengaruh ekstrak methanol buah Amla (Phyllanthus emblica)
terhadap sel hepar tikus (Rattus norvegicus) yang dipapar senyawa DMBA dalam
kondisi in vitro yakni menggunakan 5 konsentrasi ekstrak buah amla dengan dosis
yang berbeda-beda yakni terbagi menjadi 5 kelompok perlakuan dengan dosis
ekstrak masing-masing kelompok yaitu P1 = 200 pg/ml, P2= 400 pg/ml, P3 = 600
pg/ml, P4 = 800 pg/ml, dan P5 = 1000 pg/ml. Semua konsentrasi diberikan pada

hari ke-2 setelah isolasi sel atau 2x 24 jam setelah dilakukan washing. Sebanyak
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100 pl pada masing-masing TCD (Tissue Culture Disk) ekstrak buah amla setiap

kelompok kecuali K(-) dan K(+) tanpa pemberian ekstrak.

3.5.9 Pengamatan dan Perhitungan Sel Hepar

3.5.10 Pengamatan Konfluenitas Sel Hepar Tikus (Rattus norvegicus)

Sel yang telah dikultur setelah mengalami konfluen diamati menggunakan
mikroskop inverted yang tersedia di Laboratorium Kultur Jaringan. Hal ini untuk
mengetahui pengaruh berbagai perlakuan yang berbeda terhadap parameter
konfluenitas sel. Konfluenitas sel didasarkan pada tingkat perkembangan dan
kepadatan sel yang ditunjukkan oleh banyaknya sel yang menempel memenuhi
Multiwell. Jika sel mencapai konfluen 60-80%, lalu dilakukan pasase dengan cara
membuang media lalu dilakukan washing yaitu dengan mengganti media DMEM
1 ml non serum, 3 tetes fungizone, dan 1 tetes penicillin streptomycin, kemudian
diberi tripsin EDTA 0.25% sebanyak 200 pl. Setelah itu diinkubasi suhu 37°C
dengan 5% CO2 selama 2 x 24 jam. Medium kultur kemudian diganti dan
ditambahkan FBS 10% dan diberi perlakuan ekstrak buah amla sesuai kadar dosis
masing-masing kelompok. Indikator untuk pengamatan konfluen sel adalah 100%
apabila sel sudah menutupi semua wadah sumuran dalam Multiwell 75% apabila
menutupi sepertiga, 25% apabila sel menutupi seperempat tiap sumuran dan 0%

apabila belum menutupi tiap sumuran dalam Multiwell (Tregono, 2009).
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3.7.2 Uji Viabilitas Sel Hepar Tikus

Uji viabilitas sel dilakukan dengan metode perhitungan langsung
menggunakan Countes cell. Sel hasil kultur disentrifus dengan kecepatan 2500 rpm
selama 5 menit kemudian dibuang supernatan dan pelet dicuci dengan PBS 2 ml
kemudian dipipeting, prosedur ini diulangi 2 kali. Pelet kemudian ditambahkan
tripsin 500 pl pada sel hepar tikus dengan perbandingan 1 : 1. Setelah itu
dimasukkan pada tissue culture dish dan diinkubasi selama 15 menit kemudian
ditambahkan PBS 1 ml untuk menghilangkan tripsin, dan disentrifus kembali 2500
rpm selama 5 menit. Langkah berikutnya supernatan dibuang, kemudian ditambah
PBS sampai volume tabung mencapai 2 ml, dan disentrifus kembali. Pelet disisakan
1 ml lalu dipipeting dan diamati dibawah mikroskop dengan tripan blue 0.4%, hal
ini untuk memudahkan identifikasi oleh mikroskop. Langkah-langkah pengamatan
viabilitas sel disesuaikan dengan cara kerja Countess ™ [I FL automated cell
counter User Guide (2019). Trypan blue sebanyak 10 ul 0,4% ditambahkan pada
10 pl suspensi sel, kemudian dicampurkan dengan suspens sel. Setelah itu diambil
sebanyak 10 ul dimasukkan kedalam slide chamber, kemudian didiamkan 30 detik
lalu dimasukkan pada port slide instrument. Instrumen akan secara otomatis
membaca hasil dengan mengatur fokus dan intensitas cahaya, sehingga di akhir
akan menunjukkan konsentrasi sel dan persentase sel hidup dan sel mati. Viabilitas
sel adalah persentase perbandingan jumlah sel yang hidup (viable), ditunjukkan
dengan kontur hijau dan sel yang mati (non viable), ditunjukkan dengan kontur

merah (Kalanjati, 2006).
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3.5.12 Uji Sitotoksisitas Sel Kanker Hepar Tikus dengan Metode MTT Assay

Sel hasil kultur diambil dari inkubator dan dilakukan pemanenan. Jumlah
sel dihitung dan diencerkan dengan membuat media kultur sesuai kebutuhan, lalu
dimasukkan kembali kedalam sumuran sebanyak 100 pl, dan diamati dibawah
mikroskop inverted untuk mengamati distribusinya, setelah itu diinkubasi kembali
sekitar 12 jam agar sel merata pulih kembali setelah pemanenan. Kultur sel
kemudian dipanen dengan tripsin EDTA dan didistribusikan ke dalam Multiwell
berisi sumuran dengan jumlah sel tiap sumuran 2 x 10° sel dalam 100 pl kemudian
diinkubasi selama 4 jam agar sel beradaptasi dan menempel pada sumuran. Setelah
itu, media dalam multiwell dibuang dan dicuci dengan PBS 100 pl lalu ditambahkan
100 pl media yang mengandung larutan uji dengan kadar tertentu dan diinkubasi

selama 24 jam (Hanifah, 2021).

Sebagai kontrol, digunakan sel kanker hepar dan kontrol media, setelah
diinkubasi, media kultur yang mengandung sampel dibuang, dan dicuci lagi dengan
100 pl PBS, kemudian ditambahkan 100 pl media kultur yang mengandungn MTT
0.5 mg/ml kemudian diinkubasi selama 3-4 jam pada suhu 37° C, kelembapan 98%,
kadar CO2 5%. Sel ditanam di media kultur terdiri dari penisilin-strptomicin
sebagai fungizone dan antibiotik untuk mencegah dari kontaminasi bakteri, FBS
mengandung hormon yang dapat memacu pertumbuhan sel hepar, serta transportasi
protein, mineral & lemak, fungizone sebagai anti jamur untuk mencegah dari
pertumbuhan jamur yang ikut tumbuh dalam media. DMSO digunakan sebagai
pelarut sedangkan medium DMEM sebagai sumber nutrisi yang dibutuhkan sel

hidup untuk pertumbuhan yaitu asam amino, vitamin, garam-organik, serta glukosa
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sehingga sel hepar dapat tumbuh dengan baik. Reagen MTT disiapkan untuk
perlakuan 0,5 mg/ml. Pengamatan menggunakan ELISA reader menggunakan
panjang gelombang visible 595-600 nm. Hasil analisis ELISA reader kemudian
dikonversi kedalam prosesntase sel hidup. Standar toksisitas suatu ekstrak

dinyatakan sangat toksik ketika LCsp < 200 pl/ml (Hanifah, 2021).

3.5.13 Analisis Data

Analisi untuk hasil konfluenitas menggunakan software ImageJ kmudian
didapatkan nilai persen area (konfluenitas), sedangkan untuk analisis hasil
persentase viabilitas yang didapat menggunakan alat Countess (Automatic Councer
Cell) kemudian nilai persentase tersebut diolah dengan SPSS untuk uji
homogenitas, normalitas, uji ANOVA dan uji lajut BNT 5%. Persentase kehidupan
sel dihitung dari hasil absorbansi metode MTT Assay yang terhitung otomatis

melalui ELISA reader dengan rumus sebagai berikut :

] absorbansi sel dg perlakuan — absorebansi dg kontrol media
% sel hidup = - - - x100%
absorbansi kontrol sel — absorbansi kontrol media

Hasil Persentase sel hidup lalu dikonversi dan mengacu pada kurva standar
dengan persamaan Y=Bx+A, dimana Y adalah probit persen kematian sel sebanyak
50% dan X ialah log kadar konsentrasi ekstrak. Menurut Meyer et al., (1982)
senyawa ekstrak memiliki efek toksik apabila nilai LCso < 100 ppm, sedangkan
untuk senyawa murni apabila nilai LCso < 200 ppm semakin potensial sebagai

antikanker.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Ekstrak Buah Amla (Phyllanthus emblica) terhadap
Konfluenitas Sel Hepar Tikus (Rattus norvegicus) yang Diinduksi 7,12-
Dimethylbenz(a)antrasena (DMBA) secara In Vitro

Konfluenitas merupakan tumbuh meratanya sel hingga menutupi cawan
kultur sebagai tempat melekatnya sel. Menurut Sadiyah (2019) apabila sel telah
mencapai konfluen, maka sel dalam media kultur telah memakan substrat dan sel
saling berhubungan antara satu dengan yang lain. Konfluenitas menjadi salah satu
parameter yang digunakan untuk mengukur pertumbuhan dan proliferasi sel.
Penelitian ini menggunakan kultur sel primer yaitu sel hepar tikus (Rattus
norvegicus) yang masih berumur 2-3 hari. Sel hepar tikus diisolasi selama 2 x 24
jam dalam media DMEM dan penambahan serum FBS 10% sebagai nutrisi sel
kemudian diberi perlakuan DMBA 0.1 pg/ml pada masing-masing perlakuan (P1-
P5) kecuali kontrol negatif (normal). Metode ini sejalan dengan beberapa penelitian

yang pernah dilakukan oleh Kurlila (2013) dan Hanifah (2021).

Isolasi sel secara in vitro ini membutuhkan sterilitas yang tinggi untuk
meminimalisir terjadinya kontaminasi. Sebelum sel diisolasi, penambahan
antibiotik dan fungizone pada media DMEM yaitu penicillin dan streptomicin
sangat penting digunakan untuk melindungi sel dari bakteri, jamur atau kontaminan
lain. Selain itu sterilisasi ruang, alat dan bahan akan sangat membantu dalam
menghindari kontaminan yakni dengan cara sterilisasi kering dengan suhu oven
121° C. Konfluenitas sel sebanding dengan tingkat proliferasi sel hepar, semakin
tinggi proliferasi sel maka akan semakin tinggi konfluenitasnya ditunjukkan oleh

area fraction yang terdeteksi oleh software ImageJ. Sel hepar tikus yang diinduksi
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DMBA diamati setelah 2 x 24 jam menunjukkan nilai rata-rata konfluenitas
masing-masing perlakuan setelah hari ke-4 (gambar 4.1). Hasil penelitian tiap
gambar mewakili rata-rata tiap perlakuan dengan tingkat proliferasi sel yang tidak
jauh berbeda. Proliferasi sel dapat dipengaruhi faktor genetik, dan lingkungan serta
nutrisi yang mendukung pembelahan sel selama waktu isolasi. Hasil penelitian

konfluenitas sel hepar tikus yang dipapar DMBA dapat diamati pada gambar 4.1.

Gambar 4.1. Hasil Konfluenitas Sel Hepar Tikus yang Diinduksi DMBA
setelah hari ke-4, perbesaran 400 kali, menggunakan mikroskop
inverted ; (A) P1 (200 pg/ml); (B) P2 (400 pg/ml); (C) (600 pg/ml);
(D) P4 ((800 pg/ml); (E) P5 ((2000 pg/ml); (F) K(+); (G) K-
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Proses pengamatan dilakukan dengan perbesaran kuat 400x menggunakan
mikroskop inverted. Perbesaran kuat dengan fokus yang tinggi akan menghasilkan
gambar yang jelas dan mudah untuk dianalisis secara kuantitatif. Tahapan awal
sebelum hasil gambar di-capture, isolasi sel harus dipastikan bahwa tidak
mengalami kontaminasi. Kontaminasi rawan terjadi pada penelitian in vitro karena
media yang digunakan mengandung nutrisi yang juga dibutuhkan mikroorganisme
lain. Kultul sel dikatakan tidak terkontaminasi ketika media bersih, jernih dan
terlihat bening, sel tampak jelas dan tidak ada mikroorganisme lain seperti jamur,

bakteri dan lainnya pada media kultur.

Secara morfologi seperti yang ditunjukkan pada gambar 4.1 bentuk sel
hepar pada monolayer berbentuk poligonal nampak jelas sitoplasma dan membran
selnya. Sel diamati pada hari ke-4 setelah dilakukan washing yakni untuk
membersihkan media dari sisa metabolisme sel sehingga akan memperjelas hasil
pengamatan. Pada perlakuan P1, P2, P3, P4, P5, dan K(+) dapat dikatakan hampir
sama tingkat konfluenitas selnya baik secara gambar pengamatan dan sesuai dengan
analisis kuantitatif menggunakan ImageJ. Namun berbeda dengan kontrol (-) yakni
perlakuan normal tanpa DMBA dan tanpa ekstrak buah amla (Phyllanthus emblica)
cenderung lebih tinggi konfluenitasnya daripada perlakuan lain. Hal ini
menunjukkan sel normal tumbuh dan berkembang mengalami konfluenitas yang
lebih tinggi dari perlakuan lainnya. Perlakuan kontrol positif cenderung lebih
rendah konfluenitasnya dilihat dari hasil pengamatan mikroskop. Secara hasil,
diduga DMBA dapat mengurangi kemampuan proliferasi sel lebih rendah karena
senyawa ini bersifat toksik terhadap sel hepar. Senyawa DMBA yang diinduksikan

bertindak sebagai karsinogen yang mempengaruhi tingkat konfluenitas sel hepar
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kontrol positif menjadi lebih rendah dari perlakuan kontrol negatif. Menurut
Hanifah (2021) penyebab senyawa DMBA tidak mampu memicu sel kanker dari
tingkat proliferasinya karena diduga metabolit reaktif DMBA pada perlakuan
kontrol positif terjadi proses detoksifikasi oleh enzim dan tidak adanya diolepoxide
yang lolos detoksifikasi maka hal ini DMBA tidak berkaitan dengan adenin DNA.
Sehingga dari penelitian ini diduga DMBA memicu kerusakan membran sel yang
mampu menghambat kemampuan sel untuk bertumbuh, akibatnya konfluenitas sel
menjadi rendah. Senyawa DMBA banyak digunakan untuk uji hewan coba untuk
penelitian terkait organ dalam salah satunya organ hati (hepar). DMBA termasuk
senyawa kimia PAH (polisiklik aromatik karbon) pemicu kanker dan menyebabkan
karsinogenik, karena kemampuannya mengikat DNA sehingga mengakibatkan efek
timbulnya sel abnormal (tumor/kanker) (Ifegwu et al., 2015) dan penelitian in vivo
terkait DMBA ini jauh lebih berhasil menyebabkan organ target mengalami kanker

atau kerusakan organ secara signifikan

Penelitian in vitro telah lama diketahui demikian pula mengenai sel hepar
juga pernah dilakukan oleh lype (1971) pernah menyebutkan bentuk sel hepar
monolayer adalah poligonal, granular dan mengandung sejumlah mitrokondria.
Dimana laju respirasi endogen sel cukup tinggi mensintesis glukosa dari asam
laktat. Meskipun nilai konfluenitas kontrol positif tidak jauh berbeda dengan rata-
rata konfluenitas perlakuan yang lain, namun secara morfologi pada perlakuan K(+)
berbeda daripada perlakuan lainnya meskipun dugaan awal perlakuan DMBA yang
memiliki konfluenitas lebih tinggi tetapi hasil menunjukkan sebaliknya. Pemberian
senyawa DMBA dalam penelitian in vivo telah banyak membuktikan bahwa

mampu merusak DNA sel dan pemicu kanker, Sel-sel yang yang diisolasi dapat
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mengacu pada berbagai jenis sel yang ada di hepar, seperti perbedaan bentuk
terjadinya sel binukleat dan poliploid menunjukkan dugaan adanya perenkim dan
kolagen meski secara biokimia perlu ditelusuri lebih lanjut. Berbeda dengan sel
secara in vivo yang dikendalikan oleh pengaruh hormonal, in vitro hanya
mengandalkan asupan nutrisi dari luar sel (eksternal). Sehingga ketika terjadi
perbedaan morfologi maupun fisiologinya akan cukup mempengaruhi proliferasi

dan metabolisme sel, hal inilah belum banyak dibuktikan pada penelitian in vitro.

Pemberian induksi DMBA terbukti cukup mempengaruhi proliferasi sel
hepar setelah 2 x 24 jam yang kemudian diberi ekstrak pada hari ke-3 dan ke-4. Hal
ini menunjukkan bahwa efek karsinogen senyawa DMBA mampu mempengaruhi
kondisi pertumbuhan sel berbeda dari sel normal (kontrol negatif), meskipun secara
teori sel normal akan berproliferasi lebih cepat jika diinduksi senyawa karsinogen.
Menurut Kwon et al., (2018) DMBA secara nyata mampu meningkatkan proliferasi
sel kanker dan invasi melalui promosi faktor penginduksi epitel mesenkimal dan f3-
catenin. Mekanisme molekuler DMBA bertindak sebagai ligan untuk reseptor
hidrokarbon dan mengaktifkan pensinyalan untuk berikatan dengan xenobiotik.
Hidrokarbon yang teraktivasi oleh DMBA menginduksi ekspresi enzim sitokrom
P450 (CYPs) seperti CYP1Al, CYP1A2, dan CYP1B1l sehingga akan
memetabolisme DMBA untuk menjadi radikal bebas seperti hydrogen peroksida,
superoksida, dan nitrogen oksida yang dapat menghasilkaan adisi DNA mutagenik
melalui pengikatan kovalen pada gugus asam amino eksosiklik purin atau induksi
oksidatif yang selanjutnya akan menginduksi karsinogenesis (Shou et al., 1996;
Nebert, et al., 2004; Wakui et al., 2006). DNA mutagenik tidak terjadi pada

perlakuan kontrol positif dimana sel telah diinduksi DMBA, namun indikator lain
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bahwa sel hepar mengalami kanker dilihat dari analisi fase pembelahan sel, ataupun
morfologi sel. Hal ini masi perlu ditelusuri lebih lanjut namun pada umumnya sel
yang ditanam dalam media cenderung sensitive terhadap senyawa yang bersifat
toksik, termasuk DMBA sebagai agen karsinogen. Pertumbuhan sel hepar dari hari
ke-0, hingga hari ke-4 menunjukkan pertumbuhan yang dapat dilihat pada gambar
4.2. Gambar tersebut mewakili rata-rata setiap kelompok perlakuan dengan
pertumbuhan sel hepar yang berbeda diamati menggunakan miksorkop inverted
perbesaran 200 kali. Hal ini menjadi data awal untuk mengetahui apakah sel hepar
mampu tumbuh dengan baik dari hari ke hari, yang kemudian dapat dilanjutkan

dengan perlakuan sesuai konsentrasi ekstrak.

Gambar 4.2 Pertumbuhan Sel hepar Tikus (Rattus norvegicus) yang diinduksi
DMBA dengan perbesaran 200 kali menggunakan mikroskop
inverted (a) Hari-ke-0; (b) Hari ke-1; (c) Hari ke-2; (d) Hari ke-4
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Dalam penelitian ini, hasil capture menggunakan mikroskop inverted
menunjukkan konfluenitas kultur sel hepar tikus yang kemudian dianalisis
menggunakan software ImageJ lalu didapatkan nilai luas penutupan (area) yang
mewakili konfluenitas. Konfluenitas sel ditandai dengan proliferasi sel yang
semakin banyak dan melekatnya sel pada substrat . Berdasarkan hasil pengamatan
gambar 4.2. pertumbuhan sel hepar pada hari ke-0 dan hari ke-1 sel masih berbentuk
single cell, sel belum melekat pada substrat setelah penanaman sel. Fase
pertumbuhan sel dalam tahapan lag phase (fase adaptasi) hal ini terlihat ketika sel
masih belum turun ke permukaan cawan dan masih terlihat melayang-layang pada
cairan media. Sel dalam hal ini masih mencari tempat melekatnya, beradaptasi
dengan lingkungannya, sehingga perlu merekonstruksi lingkungan mikro yang
menyerupai kondisi sel hepar seperti in vivo. Sel hepar mulai turun ke permukaan,
melekat dan berkembang pada hari ke-3 dan ke-4, fase ini sel berada pada
attachment site atau saling melekat antar sel satu dengan yang lain . Hal ini
ditunjukkan dengan adanya sel yang menempel tersusun memanjang atau
membentuk agregat. Secara morfologi, sel hepar berbentuk bulat Proliferasi sel
yang terus menerus akan memicu sel mengalami konfluen dan ekspansi setelah
menemukan subtrat yang cocok untuk berkembang. Tahap ini disebut tahap log
phase (fase eksponensial). Dalam tahap ini ekspansi dan pembelahan sel teru terjadi
sehingga perlahan menutupi cawan kultur. Menurut Budiono (2002) konfluen sel
adalah permukaan substrat untuk pertumbuhan sel sudah terpakai dan sel saling
berhubungan dengan sekitarnya. Kultur sel primer rata-rata membelah secara cepat

selama 48 jam dan akan konfluen dalam 72 jam setelah diinkubasi sehingga dalam



48

hal ini konfluenitas sel dianalisis setelah hari ke-4 setelah sel hepar diberi perlakuan

ekstrak buah amla (Phyllanthus emblica).

Setelah sel berumur 2 x 24 jam sel hepar yang dikultur dilakukan washing
yakni mengganti medium kultur dan pemberian nutrisi yang cukup. Hal ini untuk
mencegah sel dari sisa metabolit yang dapat menyebabkan kontaminasi dan
kematian sel. Inkubasi selama 2 x 24 untuk mengetahui apakah ada pengaruh
DMBA terhadap kultur sel hepar tikus. Menurut Sidhu et al.,(2004) lingkungan
matriks ekstraseluler, adanya hormon glukokortikoid dalam medium yang
dibutuhkan sel hepatosit untuk merespon bahan kimia pada tingkat ekspresi gen dan
protein. Sehingga dalam metode in vitro ini diperlukan nutrisi yang cukup untuk
mendukung pertumbuhan sel hepar. Salah satu media yang digunakan yaitu DMEM
dan serum sebagai nutrisi bagi sel. Menurut Williams et al., (1977) dalam Tuschl
(2006) serum dapat meningkatkan kemampuan pelekatan permukaan hepatosit. Sel
hepar berbentuk poligonal dan pelekatan sel-sel yang luas, dan lebih merata.
Sitoplasma sel dan membran sel juga terlihat jelas seperti pada gambar 4.1 (c)
menunjukkan bahwa pemberian serum cukup membantu dalam metabolisme dan
petumbuhan sel. Dalam penelitian Tuschl (2006) dinyatakan bahwa kultur

monolayer selama 24 jam mengalami pelekatan dan peningkatan jumlah.

Analisis morfologi sel primer menurut Ladke et al., (2023) perubahan
morfologi sel dapat diamati pada skala waktu hari ke-1, hari ke-8, hari ke-15, dan
hari ke-21. Jenis morfologi sel primer pada umumnya bermacam-macam
diantaranya sel epitel, sel polygonal, sel stroma berupa sel gelendong atau sel

bintang. Sel primer pada hari ke-1, 2, 3 masih belum terlihat perubahannya namun
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berbentuk bulat, sedangkan hari ke-5, dan 6 akan pertama kali berbentuk gelendong
untuk sel stroma dan berbentuk poligonial untuk sel epitel (Ladke et al., (2023).
Selain itu, adanya perubahan lingkungan tumbuh yang awalnya in vivo menjadi in
vitro menyebabkan sel harus beradaptasi, sehingga proliferasi sel lebih lambat
(Smadja et al. 2007). Hal ini yang dapat mempengaruhi proliferasi sel dimana
lingkungan dan nutrisi yang cukup akan membantu sel terus berkembang.
Penelitian sel hepar baby tikus dibatasi hingga hari ke-4 sehingga sel masih belum
membentuk gelendong, nemun sel sudah membentuk agregat yang ditandai dengan

melekatnya sel dengan sel lainnya.

Berdasarkan hasil analisis penelitian, rata-rata konfluenitas paling tinggi
adalah pada perlakuan Kontrol (-) dengan rata-rata konfluenitasnya adalah sebesar
37.79, hal ini mengindikasikan bahwa DMBA tidak mempengaruhi sel untuk
beproliferasi lebih cepat sebagai salah satu indikasi sel telah mengalami kanker.
Sebagai senyawa karsinogen DMBA seharusnya dapat memacu proliferasi sel
hepar tikus namun diduga mengalami kerusakan DNA ataupun membran sel
sehingga sel mengalami kemampuan proliferasi yang rendah, meskipun perlu
ditinjau kembali berapa konsentrasi DMBA yang dibutuhkan untuk tujuan memicu
proliferasi sel secara in vitro. Hansen (1994) mengatakan pelekatan sel pada
permukaan substrat yaitu pada fase attachment site yakni dipengaruhi karena
interaksi molekuler dan adhesi sel hal ini mlibatkan bentuk interaksi antar sel, sel
dengan ekstrasesluler matrix (ECM) ataupun dengan faktor pertumbuhan sel
lainnya. Pertumbuhan sel berkaitan erat dengan molekul ekstraseluler berasal dari
mediator terlarut dan matriks. Hal ini juga tidak dapat dipungkiri faktor

pertumbuhan sel mempengaruhi tingkat konfluenitas sel hepar selama inkubasi.
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Nilai ringkasan ANOVA sebesar 3.296 yakni F hitung lebih besar dari nilai
F tabel 5% (0=0.05). Hal ini menunjukkan bahwa ada pengaruh nyata ekstrak buah
amla (Phyllanthus emblica) terhadap sel hepar yang diinduksi DMBA dalam
kondisi in vitro. Data tersebut diuji homogenitasnya dengan uji homogenitas levene.
Setelah diuji data berdistribusi normal dan homogen (a > 0.05). Pengaruh ekstrak
buah amla (Phyllanthus emblica) terhadap konflueniats kultur primer sel hepar
baby tikus (Rattus norvegicus) yang diinduksi 7,12- dimetilbenz(a)antrassen dilihat
dari perbedaaan perlakuan antar kelompok dengan analisis One Way ANOVA taraf
signifikan 5%. Pengaruh ekstrak metanol buah amla diketahui melalui nilai
ringkasan One Way ANOVA dapat dilihat pada tabel 4.1.
Tabel 4.1 Ringkasan ANOVA Pengaruh ekstrak metanol buah amla (Phyllanthus

emblica) terhadap konfluenitas sel hepar tikus (Rattus norvegicus) yang
diinduksi DMBA secara in vitro.

SK DB JK KT Fhit Ftabel 5%
Perlakuan 6 2698.127 449.6878  3.296717**  2.572712
Galat 21 2864.499 136.4047
Total 27 5562.626

Berdasarkan tabel 4.1 Ringkasan One Way ANOVA diketahui bahwa nilai
F hitung > F tabel pada level nyata (a) = 5% (dengan tanda**). Hal ini
menunjukkan bahwa ada pengaruh nyata ekstrak buah Amla (Phyllanthus emblica)
terhadap konfluenitas sel hepar tikus (Rattus norvegicus) yang diinduksi DMBA,
dengan kata lain bahwa Hi diterima pada level nyata (a) = 5% sementara Ho
ditolak. Nilai koefisien konfluenitas yang didapatkan sebesar 6% menunjukkan
bahwa tingkat keragaman kurang dari 10%, hal ini menunjukkan bahwa nilai
koefisien keragaman yang semakin kecil berarti bahwa derajat kejituan/keandalan

(accuracy/precision) akan semakin tinggi sehingga validitas. Untuk mengetahui
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ada tidaknya perbedaan pada tiap perlakuan serta dosis yang efektif dari setiap
perlakuan, maka dilakukan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT). Berdasarkan hasil Uji
Beda Nyata Terkecil (BNT) 5% yang sudah dikonfirmasikan dengan nilai rata-rata

konfluenitas sel, maka didapatkan notasi BNT seperti yang terdapat pada tabel 4.2

Tabel 4.2 Hasil Uji BNT 5% Pengaruh Ekstrak Buah Amla (Phyllanthus emblica)
terhadap Konfluenitas Sel Hepar Tikus (Rattus norvegicus) yang
diinduksi DMBA secara In Vitro

Perlakuan Rata-rata + SD Notasi BNT 5%
P3 22.74+1.82 a
K(+) 24.27 +3.17 a
P2 25.76 +1.81 a
P5 27.47 +4.03 a
P1 27.98 + 3.50 a
P4 29.15 + 3.33 a
K() 37.79 + 5.83 b

Berdasarkan hasil uji lanjut menggunakan BNT 5%, perlakuan P3, P2, P5,
dan Kontrol (-) tidak berbeda signifikan yang ditunjukkan oleh notasi ‘a’ hasil uji
lanjut BNT 5% . P1 dan P4 tidak berbeda signifikan dengan semua perlakuan, dan
Kontrol (-) berbeda signifikan dengan semua perlakuan. Rata-rata nilai konfluenitas
tertinggi antara perlakuan P1-P5 terdapat pada P4 dengan dosis ekstrak 800 pg/mi
diinduksi setelah pemberian DMBA 2 x 24 jam. Konfluenitas diamati pada dari ke-
1 setelah isolasi sel hepar menunjukkan bahwa konfluenitas tertinggi yaitu
perlakuan kontrol positif. Menurut Kim, et al., (2003) dan Arora, et al., (2003) buah
amla memiliki kandungan yang kaya akan quercetin, asam galat, tanin, flavonoid,
pectin, dan vitamin C juga berbagai senyawa polifenol. Berbagai kompenen

fitokimia termasuk terpenoid, alkaloid, flavonoid, dan tanin telah diteliti sejak lama
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dan terbukti secara biologis. Fitokimia tanaman amla (P. emblica) termasuk tanin
terhidrolisis (Emblicanin A, Emblicanin B) (Ghosal, et al.,1996), alkaloid
(Phyllantidin,phyllantine) (Khanna et al., 1975), asam galat, asam ellagic, asam
chebilinic, quercetin, asam chebulagic, corilagin , isostrictinin (Zany, 2003).
Sarwat, et al., (2008) juga menyatakan P. emblica memiliki potensi dalam
memperbaiki respon yang diinduksi karsinogen pada tikus. Kandungan vitamin C
buah amla berperan sebagai antioksidan yang berkali-kali lipat lebih baik daripada

lemon atau jeruk (Kulkarni & Ghurghure, 2018).

4.2 Pengaruh Ekstrak Buah Amla (Phyllantus emblica) Terhadap Viabiliatas
Sel Hepar Tikus (Rattus norvegicus) yang Diinduksi 7,12- DMBA Secara In
Vitro

Viabilitas sel merupakan kemampuan sel untuk tumbuh dan berkembang,
semakin banyaknya jumlah sel hidup dibandingkan dengan sel mati dapat
menunjukan kemampuan pertumbuhan dan perkembangan sel yang tinggi
(Takeuchi, 2014). Metode pengamatan viabilitas mengadopsi metode yang sudah
pernah dilakukan oleh penelitian sebelumnya, yakni yang paling umum yaitu
metode pewarnaan trypan blue. Isolasi sel pada hari ke-4 kemudian dibuang
medianya, dan dicuci dengan PBS (Phospate Buffer Saline) kemudian dilakukan
trypsinization (penambahan trypsin) agar sel terpisah satu sama lain atau
membentuk single cell. Larutan PBS akan menghilangkan serum yang terkandung
di dalam medium. Serum harus dihilangkan karena trypan blue dengan serum
Setelah sel dicuci dengan PBS, ditambahkan tripsin untuk melepas sel dari
permukaan well dan lebih mudah melakukan perhitungan karena sel akan terpisah-
pisah. Tripsin memiliki aktivitas proteolitik yang dapat menyebabkan kerusakan

protein pada membran sel. Inkubasi suspensi tripsinisasi dilakukan selama 3-5
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menit. Waktu inkubasi yang terlalu lama dapat menyebabkan kerusakan membran
sel akibat degradasi membran protein oleh tripsin (Hsiang dkk , 2010). Hasil
pengamatan menggunakan Countess dapat dilihat secara kuantitatif, tidak spesifik

seperti mikroskop, seperti pada gambar 4.3.
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Gambar 4.3 Pewarnaan Trypan blue dan Analisis Viabilitas sel Hepar Tikus
Menggunakan Alat Countess (Automated Cell Counter). A) P1 sel
hidup 25%; B) sel hidup 37%; C) P3 sel hidup 36%; D) P4 sel hidup
27%; E) P5 sel hidup 30%; F) K(+) sel hidup 43%, G) K(-) sel hidup
70% (Keterangan: panah biru menunjukkan sel hidup dan panah
merah menunjukkan sel mati).

Sel yang telah diwarnai dengan trypan blue sesuai dengan prosedur menurut
Louis dan Siegel (2011), sebanyak 10 pl suspensi dimasukkan kedalam Countess
chamber slide untuk diamati menggunakan Countess (Automated Cell Counter).
Analisis viabilitas sel hepar dilakukan setelah sel berumur 4 hari setelah isolasi.
Rata-rata konsentrasi yang dihitung yakni sebanyak 5.2 x 10%/ml total konsentrasi
yang dihitung menggunakan Countess (Automated Cell Counter). Prinsip kerja alat
ini yakni menggunakan algoritma analisis gambar dengan mesin canggih untuk
memberikan jumlah sel yang akurat dan pengukuran viabilitas dalam kurang dari
30 detik. Kelebihan alat ini diantaranya memiliki pencahayaan otomatis, fokus,
menangkap, menghitung, dan menyimpan hasil analisisnya. Dalam jumlah
Brightfield ini, 0,4% noda biru trypan digunakan untuk membedakan viabilitas,
dengan sel -sel hidup yang tersisa dan sel -sel mati pewarnaan gelap. Kontur merah
(lingkaran) menunjukkan sel yang dihitung mati, sedangkan kontur hijau
menunjukkan sel dihitung sebagai hidup (Thermofisher, 2023). Data yang

diperoleh berupa nilai persentase sel yang masih hidup serta konsentrasinya yang
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tersimpan dalam flashdisk. Persentase viabilitas kemudian dilakukan uji normalitas

Kolmogorov-Smirnov yang kemudian diuji normalitas dengan SPSS.

Konsep pewarnaan trypan blue adalah salah satu pewarnaan yang paling
umum digunakan. Prinsip pewarnaan trypan blue digunakan untuk menggunakan
jumlah sel yang viable yang ada dalam sebuah suspensi. Hai ini didasarkan pada
prinsip bahwa sel hidup memiliki membran sel yang tidak mengandung pewarna
tertentu seperti trypan blue, eosin, atau propidium, sedangkan sel mati tidak.
Suspensi sel dicampur dengan pewarna lalu diamati secara visual untuk
menentukan apakah sel menyerap atau tidak menyerap pewarna. Sel yang hidup
(viable) akan memiliki sitoplasma yang jelas sedangkan sel yang mati akan
terwarnai oleh tyrpan blue sehingga berwarna gelap. Sel mati memiliki membran
plasma yang pecah akan terwarnai oleh trypan blue dan dikategorikan sebagai
nekrotik yang mati (Kerschbaum, et al., 2021). Konsep pewarnaan trypan blue
sudah sejak lama digunakan namun yang baru-baru ini dan belum banyak
digunakan adalah perhitungan sel otomatis menggunakan alat canggih bernama
Countess (Automated cell counter). Alat ini mengadopsi pencahayaan menyerupai
mikroskop namun pada dasarnya tidak dapat digunakan untuk mengamati struktur
sel lebih detail seperti mikroskop. Countess (automatic counter cell) secara

otomatis menghitung sel yang terwarnai maupun yang tidak terwarnai.

Berdasarkan tabel ringkasan ANOVA didapatkan nilai F hitung > F tabel,
yaitu dapat dilihat pada tabel 4.3, F hitung sebesar 2.71 lebih besar dari pada F tabel
5% vyaitu sebesar 2.57 menunjukkan ada pengaruh nyata ekstrak buah amla
(Phyllantus emblica) terhadap viabilitas sel hepar yang diinduksi DMBA. Jika

Fhitung > Ftabel (a=5 %) berarti perlakuan memberikan pengaruh yang nyata
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terhadap respon yang diamati, artinya Hi diterima pada level nyata (o) 5 %. Untuk
mengetahui lebih spesifik perbedaan rata-rata antar kelompok maka dilakukan uji
lanjut BNT 5% (tabel 4.4). Uji BNT (Beda Nyata Terkecil) digunakan untuk
pembandingan yang direncanakan, perlakuan yang dibandingkan tidak terlalu
banyak biasanya maksimum 5 perlakuan dan nilai F hitung harus lebih besar dari F

tabel (Harsojuwono, dkk., 2011:15-16).

Tabel 4.3 Ringkasan ANOVA Pengaruh Ekstrak Buah Amla (Phyllanthus emblica)
terhadap Viabilitas Sel Hepar Tikus yang Diinduksi DMBA secara In

Vitro
SK DB JK KT Fhit Ftabel 5%
Perlakuan 6 6214.448 1035.741 2.715406 2.572712
Galat 21 8010.062 381.4315
Total 27 14224 .51

Nilai Koefisien Keragaman (KK) pada pengaruh esktrak buah amla
(Phyllanthus emblica) yaitu sebesar 8% menunjukkan nilai KK yang cukup tinggi
validitasnya, maka untuk mengetahui perbedaan antar kelompok dilakukan uji
lanjut BNT 5%. Uji BNT (Beda Nyata Terkecil) ini dikatakan memiliki ketelitian
sedang dan digunakan ketika data homogen pada rentang 5-10%. Hasil nilai KK
dibawah 10% untuk penelitian in vitro dianggap masih dalam rentang yang normal
dan menunjukkan nilai varian antar kelompok memiliki tingkat akurasi yang tinggi.

Hasil uji BNT 5% dapat dilihat pada tabel 4.4
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Tabel 4.4 Ringkasan Uji BNT 5% Pengaruh Ekstrak Bua Amla (Phyllanthus
emblica) terhadap Viabilitas Sel Hepar Tikus (Rattus norvegicus) yang
diinduksi DMBA secara In Vitro

Perlakuan Rata-rata = SD Notasi BNT 5%
P2 (400 pg/ml) 13.18 + 3.92 a
P4 (800 pg/ml) 15.51 + 4.54 a
P1 (200 pg/ml 26.56 + 2.62 b
P3 (600 pg/ml) 36.97 £3.41 c
P5 (1000 pg/ml) 39.33+1.86 cd
K (+) (0 pg/ml) 45.57 £ 3.05 d
K (-) (0 pg/ml) 53.72 + 2.01 e

Hasil analisis viabilitas sel hepar menggunakan countess cell kemudian
dicari nilai rata-rata setiap perlakuan, hasil perhitungan rata-rata viabilitas dan uji
lanjut BNT 5% sel hepar setelah hari ke-4 penanaman dapat diamati pada tabel 4.4.
Berdasarkan hasil perhitungan Countess nilai rata-rata viabilitas yang paling tinggi
yaitu pada perlakuan kontrol (-) dengan rata-rata viabilitas sebesar 53.77%,
sedangkan angka viabilitas sel paling rendah yakni pada perlakuan P2 sebesar
13.19%. Viabilitas sel pada hari ke-4 setelah pemberian ekstrak buah amla
(Phyllanthus emblica) memiliki rata-rata dibawah 50%. Hal ini mengindikasikan
pada setiap perlakuan memiliki peredaan yang signifikan dan notasi BNT 5% yang
berbeda tiap kelompok, membuktikan adanya pengaruh ekstrak buah amla

(Phyllanthus emblica) terhadap sel hepar tikus yang diinduksi DMBA.

Berdasarkan hasil uji lanjut BNT 5% perlakuan P2 dan P4 tidak berbeda
nyata, namun berbeda nyata dengan perlakuan yang lain. P3 dan P5 tidak berbeda
nyata namun berbeda nyata dengan perlakuan P1, P4, P3 dan K(+) tidak berbeda

nyata, dan perlakuan K(-) berbeda nyata dengan semua perlakuan. Hal ini
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mengindkasikan ekstrak buah amla berpengaruh terhadap kemampuan viabilitas
sel. Dari tabel 4.4 berbeda signifikan antar kelompok menunjukkan bahwa terdapat
pengaruh nyata (a>0.05) pada perbedaan konsentrasi ekstrak buah amla
(Phyllanthus emblica), hal ini mengindikasikan bahwa perlakuan yang diberi
ekstrak cenderung berbeda dengan perlakuan yang tidak diberi ekstrak yaitu K(+)
dan K(-) (sel normal). Kontrol (-) menjadi acuan sel hepar yang normal karena
kontrol (-) tidak diberi perlakuan senyawa DMBA dan ekstrak buah amla
(Phyllanthus emblica) menunjukkan tingginya viabilitas sel dariada perlakuan
lainnya. Tujuan dari pemberian ekstrak buah amla (Phyllanthus emblica) yaitu agar
dapat membandingkan kadar konsentrasi berapa yang mampu menekan angka
viabilitas sel kanker hepar. Kontrol negatif (-) berbeda signifikan dengan
perlakuan yang lain hal ini menunjukkan bahwa ekstrak buah amla (P. emblica)
memiliki pengaruh terhadap kemampuan viabilitas dan proliferasi sel hepar yang
ditunjukkan pada tabel hasil rata-rata viabilitas. Ekstrak diduga bersfat toksik
terhadap sel, dilihat perbandingannya yang berbeda nyata dengan perlakuan sel

nomal (kontrol negatif).

Untuk mengevaluasi keberhasilan kultur dapat menggunakan viabilitas sel
sebagai parameternya. Viabilitas sel dapat diuji menggunakan pewarnaan yang
didasarkan pada membran sel. Sel yang hidup tidak mampu mengikat zat warna
karena membran sel yang utuh tidak dapat ditembus oleh zat warna sehingga sel
tidak akan terwarnai. Sedangkan pada membran sel yang mati atau rusak mampu
mengikat zat warna sehingga sel akan terwarnai. Pewarna yang dapat digunakan
dalam uji viabilitas sel yakni nigrosin, eritrosin dan trypan blue (Trenggono, 2009).

Pada penelitian ini menggunakan pewarna trypan blue, dimana dapat dilihat pada
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gambar 4.4 sel hidup ditandai dengan kontur hijau sedangkan sel mati ditandai
dengan kontur merah. Sitoplasma yang jernih menandakan bahwa sel tersebut
hidup sedangkan sitoplasma gelap menandakan sel mati hal ini menurut pendapat
Strober (2015). Hal ini menunjukkan bahwa pemberian DMBA akan masuk ke
dalam tubuh secara sistemik dan akan mengganggu metabolisme hepar sehingga
menjadi senyawa karsinogen dan menyebabkan stres oksidatif akibatnya
memberikan perubahan pada struktural hepar secara mikroskopik (Rahman, 2023).
Hasil penelitian ini sesuai dengan pernyataan menurut Elvi, S. (2015) dalam
penelitian Rahman (2018) bahwa sifat negatif radikal bebas dapat menyebabkan

stres oksidatif yaitu keadaan ketidakseimbangan antara radikal bebas.

Menurut Bolt (2001) uji viabilitas sel pada umumnya dilakukan dengan
perhitungan sel menggunakan hemositometer dan zat warna trypan blue. Pewarna
trypan blue akan menunjukkan perbedaan antara sel yang hidup dan mati dengan
cara sel yang hidup akan terlihat bening (tidak berwarna) karena struktur membran
sel tersebut utuh sehingga zat warna tidak dapat berikatan dengan sel. Sedangkan
pada sel yang mati terlihat berwarna biru karena zat warna berikatan dengan protein
dalam plasma pada membran sel yang rusak. Penggunaan Konsentrasi yang efektif
untuk uji viabilitas sel menggunakan trypan blue adalah sebesar 0.5% karena tidak
dapat merubah integritas membran sel dan dapat memperlambat kematian sel

(apaoptosis).

Salah satu indikasi sel abnormal (kanker) adalah kemampuan proliferasinya
yang tinggi. Proliferasi sel-sel kanker ini dipengaruhi oleh perubahan ekspresi
protein (Hanahan & W.ienberg, 2005) yang berhubungan erat pula dengan

kemampuan sel hidup (viable). Namun berbeda dengan teori, penelitian in vitro ini
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viabilitas tertinggi dialami oleh sel normal (kontrol negatif) sedangkan sel abnormal
(kontrol positif) yang diinduksi DMBA memiliki nilai viabilitas yang rendah. Pada
konsentrasi 400 pg/ml (P2) memiliki nilai rata-rata terkecil diantara perlakuan yang
lain, hal ini mengindikasikan bahwa terdapat pengaruh sitotoksik terhadap sel hepar
yang diinduksi senyawa DMBA. Sel yang mati menunjukkan pengaruh sitotoksik
ekstrak terhadap sel hepar yang diinduksi senyawa DMBA disebabkan ekstrak
buah amla diduga mengandung senyawa utamanya yaitu ellagic dan asam galat
yang merupakan kandungan utama dari buah ini. Sel memiliki mekanisme
interinsik penghancuran diri yang disebut kematian terprogram (apoptosis).
Terdapat 2 jalur pensinyalan apoptosis yaitu ekstrinsik yang dimediasi oleh reseptor
kematian sel yang berada pada membran sel/permukaan dan jalur instrinsik yang
dimediasi oleh mitrokondria (Igney & Kammer, 2002). Viabilitas sel normal yang
tinggi dapat dipengaruhi oleh faktor nutrisi sel yang tersedia melalui media
pertumbuhan, sedangkan sel kanker (kontrol positif) yang memiliki viabilitas
rendah dapat mungkin disebabkan oleh apoptosis yang dimediasi oleh reseptor
kematian karena kemampuan DNA sel yang abnormal akibat paparan senyawa
karsinogen DMBA. Hal ini perlu ditelusuri lebih lanjut apakah konsentrasi DMBA
yang digunakan untuk memicu proliferasi sel sesuai dengan hipotesis penelitian.
Viabilitas sel yang rendah juga dapat pula disebabkan oleh toksisitas senyawa
DMBA pada kontrol positif, maupun ekstrak buah amla pada semua perlakuan

karena kandungan senyawa aktif pada buah ini.

Ketika mekanisme intrinsik dan penysinyalan apoptosis terganggu atau
mengalami kerusakan, maka sel akan terus membelah dan kehilangan kendalinya

serta kemampuan proliferasi dan apoptosisnya menjadi abnormal. Dalam hal ini
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apoptosis merupakan kemampuan alami sel yang sudah tersistem dari awal
diciptakan. Secara fisiologis, system yang Allah atur dalam tubuh manusia menjadi
penjelasan atas kebesaran-Nya, bahwa kehidupan dan kematian sel termasuk hal
yang telah diatur dan keseimbangan yang dirasakan manfaatnya untuk kesehatan.
Jika apaoptosis berlebihan makan individu akan mengalami fungsi yang tidak
normal, sebaliknya apabila sel ber proliferasi berlebihan akan mengakibatkan
kanker atau tumor. Allah berfirman dalam kalam-Nya yang dijelaskan dalam surah

Al-Mulk ayat 3 yang berbunyi :
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“(Dia juga) yang menciptakan tujuh langit berlapis-lapis. Kamu tidak akan melihat pada
ciptaan Tuhan Yang Maha Pengasih ketidakseimbangan sedikit pun. Maka, lihatlah sekali
lagi! Adakah kamu melihat suatu cela?”

Dalam hal yang paling sederhana yaitu sel, hingga hal yang besar tatanan

yang kompleks yaitu semesta, Allah menunjukkan kebesaran-Nya. Menurut

& . > _
Abdulah (2006) Allah maksud dari kalimat <38 3. &3 31s 3 o5 G adalah

semua ciptaaan Allah sesuai dan seimbang, tidak ada pertentangan, benturan,
ketidakcocokan, kekurangan dan kerusakan. Sehingga mendukung satu sama lain,
berjalan seimbang dan tidak ada cela/cacat dalam penciptaannya. Begitupun system
dalam tubuh makhluk hidup, manusia, tumbuhan, hewan dan organisme, setiap sel
memiliki kemampuan dan karakter sendiri untuk tmbuh dan berkembang, sehingga
dalam hal ini diartikan dengan homeostatis kehidupan. Dalam hal ini penelitian in
vitro dapat dinilai memiliki kelebihan dapat mempelajari sel-sel epitel dewasa

normal, kariologi, dan pola pertumbuhan sel untuk studi tentang karsinogenesis in
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vitro yang dapat mendorong pengetahuan tentang karaktek sel secara spesifik dan

lebih luasnya manfaat dalam bidang kesehatan

4.3 Pengaruh Ekstrak Buah Amla (Phyllantus emblica) Terhadap Nilai LCso
Hepar Tikus (Rattus norvegicus) yang Diinduksi 7,12-DMBA Secara In Vitro

Uji sitotoksik bertujuan untuk mengetahui efek sitotoksik senyawa yang
memiliki potensi dapat menghambat pertumbuhan sel uji. Parameter yang
digunakan adalah Lethal Concentration 50% (LCso). Uji sitotoksisitas dalam
penelitian ini dilakukan untuk mengetahui efek sitotoksik ekstrak metanol buah
amla (Phyllanthus emblica) terhadap sel kanker hepar secara in vitro. Metode uji
yang digunakan adalah metode MTT (microculture tetrazolium technique).
Pereaksi MTT yang digunakan merupakan garam tetrazolium yang dapat
dipecah menjadi kristal formazan oleh sistem suksinat tetrazolium reduktase
yang terdapat dalam jalur respirasi pada mitokondria yang aktif pada sel yang
masih hidup. Kristal formazan ini memberi warna ungu dan tidak larut dalam
air yang dapat dibaca  yang mengacu pada prosedur menurut Cancer

Chemoprevention Research Cancer, Fakultas Farmasi UGM (2012).

Pengujian menggunakan MTT assay mempunyai prinsip kerja yakni
berdasarkan reaksi reduksi garam tetrazolium MTT [3-(4,5dimetiltiazol-2-yi0-2,5-
difeniltetra-zolium bromide) oleh sistym reductase. Suksinat tetrazolium dengan
mitokondria sel-sel hidup akan membentuk kristal formazan berwarna ungu dan
tidak larut air. Selanjutnya diberikan larutan stopper Sodium Dodesil Sulfat (SDS)
untuk menghentikan reaksi MTT Assay. Larutan SDS ini bekerja dengan tujuan
untuk melisiskan membran sel dan mendenaturasi protein sehingga reaksi antara

MTT dengan mitokondria dapat dihentikan (Bhuyan, 2009). Sel hepar sebanyak
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dengan kerapatan 1 x 10° didistribusikan kedalam sumuran pada 96 plate well,
kemudian diinkubasi selama 1 x 24 jam didalam inkubator CO2 5%, suhu 37° C.
Analisis dari MTT Assay yaitu melalui intensitas ungu yang terbentuk yang terbaca
otomais menggunakan ELISA reader pada panjang gelombang 490-595 nm. Data

absorbansi kemudian dikonversi kedalam persen sel hidup.

Uji Sitotoksik Ekstrak Buah Amla (P.

emblica)
7.5
7 y =9.6223x + 1.1008
8 6.5 R? = 0,981
s
g 6
1%}
§ 5.5
~
c 5
-
45

4
40.00% 45.00% 50.00% 55.00% 60.00% 65.00% 70.00%
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Gambar 4.4 Uji Sitotoksik Ekstrak Buah Amla (P.emblica) terhadap Viabilitas Sel
Hepar Tikus (Rattus norvegicus) metode MTT Assay menggunakan
analisis ELISA reader

Berdasarkan grafik hubungan antara Ln. konsentrasi buah amla dengan
persentase sel hidup melalui nilai absorbansi ELISA reader bertujuan mendapatkan
persamaan linier yang digunakan untuk mencari LCso. Sitotoksik suatu ekstrak
berdasarkan nilai LCso digolongkan menjadi 3 yaitu sitotoksitas potensial (LCsp <
200 pg/ml), sitotoksisitas sedang (LCso < 1000 pg/ml) dan rendah (LCso > 1000
pg/ml) (Prayong, 2008). Hasil pengujian ekstrak buah amla (P. emblica) diperoleh
nilai LCso sebesar 161.11 pg/ml, hal ini mengindikasikan bahwa ekstrak metanol
buah amla cukup potensial sebagai antikanker yang dilihat dari nilai LCso kurang

dari 200 pg/ml. Kemampuan penghambatan proliferasi sel kanker dapat berkaitan
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dengan mekanisme cell cycle arrest yakni adanya kerusakan DNA atau RNA yang

dapat memicu aktivitas gen untuk berproliferasi.

Mekanisme toksisitas suatu senyawa, dapat dilihat dari perubahan ekspresi
gen yang disebabkan pengobatan sel secara in vitro. Terdapat empat indikasi
esktrak buah amla (P. emblica) memiliki potensi sebagai antikanker atau
kemopreventif yakni Phyllanthus emblica memiliki aktivitas penangkap radikal
bebas yang kuat sehingga dapat mencegah spesies oksigen reaktif menginduksi
kerusakan DNA dan onkogenesis (Harza et al.,2010 dan Majeed, et al.,2009).
Kemungkinan kedua yaitu ekstrak ini meungkinkan untuk menurunkan kadar
enzim sitokrom pada sel hepar seperti sitokrok Cyp 450, mengubah xenobiotic
menjadi zat yang berpotensi karsinogenik dalam upaya membersihkannya dari
tubuh. Ketiga, ekstrak P. emblica memiliki aktivitas aniinflamasi yang mencegah
kanker terkait inflamasi, dan keempat ekstrak ini terbukti memiliki sifat represif
antitumor yang kuat terhadap sejumlah jenis kanker baik in vivo dan in vitro (Zhao

etal., 2015).

Ekstrak buah amla mengandung asam ellagic dan asam galat yang mana
telah diindetifikasi sebagai senyawa utama yang terkandung dalam ekstrak buah
amla. Menurut penelitian Lu et al., (2016) ekstrak buah amla secara signifikan dapat
menurunkan akulmulasi lemak dan ROS dengan mengubah ekspresi gen terkait
lipogenesis dan menstimulasi pensinyalan AMP-protein kinase dalam HepG2.
Ekstrak ini juga menghambat fibrosis hepar pada sel HSC-T6 dan meningiduksi
apoptosis mitrokondria. Phyllanthus emblica terbukti menghambat steatosis seluler

dan fibrosis harti secara in vitro, mengurangi lipogenesis hepatosit dan sel fibrotik.
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Penelitian yang sama juga memaparkan bahwa ekstrak buah amla (P. emblica)
konsentrasi 200 pg/mL secara signifikan mengurangi kadar ROS intraseluler dalam
sel HepG2 yang rusak akibat stress oksidan yang ditimbulkan oleh senyawa asam

lemak bebas atau FFA (Free Fatty Acid).

Penelitian menurut Ngamkitidechakul, et al., (2010) memaparkan bahwa
Phyllanthus emblica mengandung polifenol yang menginduksi apoptosis pada sel
kanker manusia. Ekstrak P. emblica juga mengandng tanin dan asam galat. Studi
menunjukkan tindakan kemopreventif. P. emblica memiliki kemampuan untuk
menghambat karsinogenesis yang terbukti secara signifikan menghambat
proliferasi enam sel kanker manusia secara in vitro. Beberapa sampel penelitian
yang telah dilakukan diantaranya pada konsentrasi 50-100 pg/ml mampu
menghambat pertumbuhan cell line A549 (kanker paru-paru) dan sel HeLa (kanker
serviks). Pada dosis 130-180 pg/ml pada pertumbuhan sel MDA-MBA-231
(adenokarsinoma payudara), SKOV3 (adenokarsinoma varium), dan SW620
(adenokarsinoma kolorektal). Namun uniknya P. emblica memiliki efek sitotoksik
rendah pada sel normal MRCS (sel fibroblast paru-paru normal). Dengan kata lain,
P. emblica memiliki efek antiproliferatif dan sitotoksik yang selektif dalam
menghambat pertumbuhan sel kanker. Efek antioksidan buah Phyllanthus emblica
dalam memicu peningkatan kadar antioksidan seluler sebab adanya glutathionie,
glutathione peroksidase, glutathione reduktase dan glutathione S-transferase.
Dalam hal ini efek kemoprentif dari P. emblica dapat diakaitkan dengan aktivitas
antioksidannya saja namun juga melalui induksi enzim detoksifikasi atau

antioksidan seluler (Ngamkitidechakul, 2010). Antioksidan yang dikandung buah
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amla menjadi pertahanan primer terahadap ROS (spesies oksigen reaktif) yang

dihasilkan oleh senyawa atau spesies beracun.

Ekstrak Phyllanthus emblica kaya akan polifenol dan mineral sederhana
menunjukkan aktivitas sitotoksik terhadap kanker serviks dan ovarium. P. emblica
juga dapat mencegah karsinogenesis hepar yang mana telah diuji dalam penelitian
in vitro menggunakan cell line hepar manusia HepG2, menunjukkan bukti
sitotoksik ekstrak ini. Dapat dikatakan ekstrak P. emblica memiliki efek sitotoksik
yang kuat terhadap sebagian besar cell line, namun mekanisme resistensi primer
ada. Sel-sel yang resisten terbukti menjadi alat berguna dalam menentukan
mekanisme resistensi dimana ekstrak ini melakukan efek sitotoksiknya (Zhao,
2015). Dalam berbagai penelitian efek antioksidan P. emblica dikarenakan kaya
akan polifenol dan senyawa turunan tanin yang dapat dihidrolisis, termasuk asam
ellagic, asam galat, dan asa chebulagic. Senyawa-senyawa tersebut telah terbukti
banyak mencegah mutagenesis dan peroksida lidip dalam merespon karsinogen dan
spesies oksigen reaktif. Sehingga kombinasi dari senyawa-senyawa tersebut
bekerja sinergis memungkinkan ekstrak buah amla untuk menyerap radikal bebas
dengan sangat efisien dan memberikan efek antikanker. Karsinogen alkilasi
menghasilkan mutasi DNA melaluioksidasi karbon atau reaksi konjugasi dengan

asam nukleat (Dipple, et al., 1995).

Senyawa turunan tanin yang mana dikatakan memiliki potensi antikanker
terhadap sel kanker hepar dan hetatokarsinoma xenografis. Penelitian Model
tumogenesis kelompok yang diberi perlakuan DMBA dan ekstrak P. emblica t
mengalami penurunan signifikan lebih dari 50% sel tumor kulit tikus yang dimodel

tumorgenesis melalui DMBA sebagai inisiator dan promotor. Phyllanthus emblica
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adalah satu diantara banyak ciptaan Allah di bumi yang memiliki banyak manfaat
dan khasiat. Berbagai terdahulu sudah banyak membuktikan potensi yang dimiliki
oleh tanaman ini, diantara sebagai antikanker, antiinflamasi, antikarsinogenik,
antioksidan, antibakteri (Cahyaningrum, 2022) meningkatkan imunitas, meredakan
asma, mengobati pencernaan, menurunkan demam, dan sebagainya (Nala, 2001).
Berbagai kandungan yang berpotensi mengatasi berbagai penyakit menunjukkan
kebesaran Allah dalam menyediakan kebutuhan manusia di bumi, sebagaimana
firman Allah, bahwa langit dan bumi ditundukkan untuk manusia demi kepentingan

hidup manusia, yang tercantum dalam firman-Nya :
. 2 4 LIPIE 1%, - < _ A =
O3 A eV 3 S s eI s el U 55

“Dia telah menundukkan (pula) untukmu apa yang ada di langit dan apa yang ada
di bumi semuanya (sebagai rahmat) dari-Nya. Sesungguhnya pada yang demikian
itu benar-benar terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi kaum yang
berpikir ”(Q.S Al Jasiyah [45]: 13)

Allah menjelaskan bahwa Dialah yang menundukkan semua makhluk
ciptaan-Nya yang ada di langit dan di bumi agar manusia dapat menggunakan dan
memanfaatkannya untuk kepentingan manusia dalam melaksanakan tugas sebagai
khalifah Allah di bumi. Hal ini berarti bahwa manusia wajib berusaha mencari
manfaat dan kegunaan ciptaan Allah bagi mereka. Kunci dari semuanya adalah
kemauan berusaha dan keinginan mengetahui sebagian pengetahuan Allah. Ciptaan
Allah yang ada di bumi di samping sebagai rahmat dan karunia-Nya kepada

manusia juga mengandung tanda-tanda kekuasaan dan keagungan-Nya, yang

menunjukkan bahwa penciptanya adalah Zat Yang Maha Esa.



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan uraian analisis dan pembahasan dalam penelitian ini, dapat
diambil kesimpulan bahwa :
1. Pemberian ekstrak buah Amla (Phyllanthus emblica) berpengaruh siginifikan
(0>0.05%) terhadap konfluenitas dan viabilitas sel hepar tikus (Rattus
norvegicus) yaitu mampu menghambat konfluenitas dan viabilitas sel hepar
tikus yang diinduksi DMBA secara in vitro
2. Nilai LCso ekstrak buah amla (Phyllanthus emblica) memiliki efek sitotoksik
terhadap sel kanker dengan nilai LCso sebesar 161.11ug/ml sehingga
disimpulkan memiliki efek sitoksik terhadap sel hepar tikus yang diinduksi
DMBA secara in vitro. Nilai LCso < 200 pg/ml mengindikasikan berpotensi
sebagai senyawa antikanker.
5.2 Saran

Penelitian ini tidak melalui tahap pasase | dan Il, sehingga sel masih belum
konfluen secara sempurna. Penelitian selanjutnya sebaiknya melalui tahap pasase |
dan Il untuk mengetahui pertumbuhan sel hepar normal (tanpa DMBA) dan
dipastikan mencapai konfluen 90%. Selain itu pengaruh DMBA terhadap sel hepar
normal belum dapat dipastikan apakah sel telah mengalami karsinogenik sehingga
untuk penelitian selanjutnya perlu diindentifikasi baik secara moforlogi, bentuk sel,
maupun fase pembelahan. Untuk mengetahui uji lanjut mengenai sel kanker dapat
diidentifikasi menggunakan kromatografi. Perlu dilakukan pula uji kandungan
ekstrak buah amla (Phyllanthus emblica) untuk dapat memperoleh informasi lebih

spesifik senyawa-senyawa yang menghambat karsinogenesis.

68
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Data Hasil Penelitian
A. Konfluenitas Sel Hepar Hari ke-4

Konfluenitas Sel Hepar H+4 hari

Slice Count Area Average %Area
P11 M 40x-1.tif 8029 268695 33.466 21.866
P12 M 40x-1.tif 8231 313752 38.118 25.533
P13 M 40x-1.tif 4407 230490 52.301 18.757
P14 M 40x-1.tif 901 403475 447.808 32.835
Rata-rata 24.74775
P2 1 (M 40x)-1.tif 9297 276414 29.732 22.495
P2 2 (M 40x)-1.tif 8772 344693 39.295 28.051
P2 3 M 40x-1.tif 9962 366842 36.824 29.854
P2 4 M 40x-1.tif 7724 278767 36.091 22.686
Rata-rata 25.7715
P3 1 (M 40x)-1.tif 4159 267893 64.413 21.801
P3 2 (M 40x)-1.tif 5890 300785 51.067 24.478
P3 3 (M 40x)-1.tif 7131 314067 44.042 25.559
P3 4 (M 40x)-1.tif 5316 235534 44,307 19.168
Rata-rata 22.7515
P4 1 (M 40x)-1.tif 3997 296319 74.135 24.115
P42 (M 40x)-1.tif 9886 363873 36.807 29.612
P4 3 (M 40x)-1.tif 16171 383303 23.703 31.193
P4 4 (M 40x)-1.tif 15042 389681 25.906 31.712
Rata-rata 29.158
P51 (M 40x)-1.tif 11780 293096 24.881 23.852
P5 2 (M 40x)-1.tif 6174 318307 51.556 25.904
P5 3 (M 40x)-1.tif 8168 393356 48.158 32.011
P5 4 (M 40x)-1.tif 10038 345784 34.447 28.14
Rata-rata 27.47675
K- 1 (M 40x)-1.tif 12107 309329 25,55 25.17326
K- 2 (M 40x)-1.tif 6142 304511 49,578 24.78117
K- 3 (M 40x)-1.tif 6592 330778 50.179 26.91878
K- 4 (M 40x)-1.tif 10645 248347 23.33  20.21053
Rata-rata 24.27094
K+1 (M 40x)-1.tif 1876 441541 235.363 35.9327
K+2 (M 40x)-1.tif 3185 465891 146.277 37.914
K+3 (M 40x)-1.tif 1285 480949 374.279 39.14
K+4 (M 40x)-1.tif 1489 469477 315.297 38.206

Rata-rata 37.79817



A. Viabilitas Sel Hepar Hari ke-4

Viabilitas After Esktrak H+4 hari
Total Total Live

Perlakuan Concen- cells cells SUElICEI

tration counted counted Llh

ul 1.87E+06 319 91 228

u2 2.47E+06 422 117 305

P1 u3 2.43E+06 414 100 314

ua 2.36E+06 402 104 298
Rata-rata 2.28E+06

U1 1.96E+06 334 50 284

u2 3.14E+06 536 60 476

P2 ua 3.48E+06 593 53 540

us 2.46E+06 419 74 345
Rata-rata 2.76E+06

Ul 8.10E+06 1381 466 915

u2 9.07E+06 1546 567 979

P3 u3 7.86E+06 1341 531 810

us 1.28E+06 219 83 136
Rata-rata 6.58E+06

u1 6.22E+06 1060 194 866

u2 5.55E+06 947 90 857

P4 u3 5.52E+06 941 185 756

us 5.91E+06 1007 147 860
Rata-rata 5.80E+06

Ul 3.51E+06 598 229 369

u2 3.11E+06 530 257 273

P5 u3 3.62E+06 618 233 385

us 3.36E+06 573 201 372
Rata-rata 3.40E+06

u1 1.98E+07 3370 1568 1802

us 5.91E+06 1007 455 552

K(+) U6 1.54E+07 2623 1092 1531

ua 1.09E+07 1852 888 964
Rata-rata 1.30E+07

Ul 3.05E+06 520 273 247

u2 8.20E+06 1398 790 608

K(-) U3 5.95E+06 1015 547 468

ua 5.09E+06 868 453 415

Rata-rata 5.57E+06
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Viabilitas (%)

28.526646
27.725118
24.154589
25.870647
26.56925
14.97006
11.19403
8.937605
17.661098
13.19069825
33.743664
36.675291
39.597315
37.899543
36.97895325
18.301887
9.503696
19.659936
14.597815
15.5158335
38.294314
48.490566
37.702265
35.078534
39.89141975
46.52819
45.183714
41.631719
47.948164
45.32294675
52.5
56.509299
53.891626
52.18894
53.77246625



A. Nilai Absorbansi menggunakan ELISA reader
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Konsent. Pengulangan Rata- Abs. % Sel
1 ‘ 2 ‘ 3 4 rata Sampel Hidup
1000 1.222 1.285 1.235 1.229 1.243 0.870 57.11%
800 1.363 1.361 1.303 1.344 1.343 0.970 61.54%
600 1.222 1.146 1.210 1.182 1.190 0.817 54.35%
400 1.008 1.053 1.037 1.074 1.043 0.670 44.33%
200 1.158 1.015 1.149 1.187 1.127 0.754 50.55%
0 (kontrol) 1.010 1.157 1.156  0.953 1.069 0.696 46.41%
B. Uji Sitotoksik (Grafik Nilai LCso)
y a b y = ax+b
50 9.622 1.1 ax=y-b
x = (y-b)/a
X= 5.082104
X= Ln. LC50
LCso 161.1126

Ln. Konsentrasi

Uji Sitotoksik Ekstrak Buah Amla (P. emblica)

40.00%

y =9.6223x + 1.1008

R?=0,98;

45.00%

50.00%

55.00%

Sel Hidup (%)

60.00%

65.00%

70.00%



Lampiran 2. Hasil Analisis Data Penelitian

2.1. Uji Normalitas

Tests of Normality
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Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Perlakuan Statistic df Sig. Statistic Df Sig.
Viabilitas P1 .223 4 .956 4 752
P2 .196 4 .970 4 .842
B8 .201 4 .978 4 .891
P4 .230 4 .932 4 .605
P5 .357 4 .831 4 .170
K(-) .229 4 .948 4 701
K(+) 241 4 881 4 342
Konfluenitas P1 .263 4 .908 4 A71
P2 .295 4 .840 4 .196
P3 .227 4 .951 4 722
P4 .302 4 .828 4 164
P5 175 4 .976 4 .881
K(-) 321 4 .890 4 .381
K(+) .284 4 .929 4 591
a. Lilliefors Significance Correction
2.2 Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
Konfluenitas  Based on Mean 2.048 6 21 .104
Based on Median 1.503 6 21 .226
Based on Median and with 1.503 6 14.182 247
adjusted df
Based on trimmed mean 1.976 6 21 115
Viabilitas Based on Mean 1.519 6 21 221
Based on Median .630 6 21 .705
Based on Median and with .630 6 7.392 .705
adjusted df
Based on trimmed mean 1.368 6 21 273
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2.3 Hasil Analisi ANOVA One Way

A. Analisis SPSS

ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Konfluenitas Between Groups 576.104 6 96.017 8.048 .000
Within Groups 250.549 21 11.931
Total 826.652 27
Viabilitas Between Groups 5544.499 6 924.083 70.574 .000
Within Groups 274971 21 13.094
Total 5819.471 27

b. Ringkasan ANOVA (Excel)

1. Tabel Perhitungan ANOVA Pengaruh Ekstrak Buah Amla (Phyllanthus emblica)
terhadap konfluenitas sel hepar yang diinduksi DMBA secara in vitro

SK DB JK KT Fhit Ftabel 5%
Perlakuan 6 2698.127 449.6878  3.296717**  2.572712
Galat 21 2864.499 136.4047
Total 27 5562.626

**Ehitung > Ftabel 5% : ada pengaruh nyata

2. Tabel Ringkasan Uji One Way ANOVA Pengaruh Ekstrak Buah Amla
(Phyllanthus emblica) terhadap viabilitas sel hepar yang diinduksi DMBA secara
in vitro

SK DB JK KT Fhit Ftabel 5%
Perlakuan 6 6214.448 1035.741 2.715406 2.572712
Galat 21 8010.062 381.4315

Total 27 14224.51



2.4 Uji Lanjut Tukey

Konfluenitas

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

Perlakuan N 1 2

P3 4 22.7450

K(-) 4 24.2709

P2 4 25.7675

P5 4 27.4750

P1 4 27.9800

P4 4 29.1550

K(+) 4 37.7982
Sig. .168 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.

Viabilitas
Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
Perlakuan N 1 2 3 4

P2 13.1907
P4 15.5158
P1

RS

26.5693

36.9790
P5
K()
K)

39.8914 39.8914
45.3229

L E

Sig. .967 1.000 .909 .376

53.7725
1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.
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Lampiran 3. Gambar Hasil Penelitian dan Analisisnya

a. Analisis Konfluenitas Sel Menggunakan Software ImageJ

=

== FE?
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b. Viabilitas Sel
P2

5.11 x 10°/mL 1x10%/mL

62%

P4

7.08 x 10°/mL

K()




Menghitung Nilai LCso
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<= I s Uji Sitotoksisitas LC50 Terbaru (Ffa,2023) - Excel (Product Activation Failed) ?7 B - x
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LAMPIRAN 4. Dokumentasi Penelitian

i
e

Penanaman sel ke dalam Multiwell

-3

am

ROy wriyy

Penambahan cairan MTT Assay kedal
multiwell

Pengamatan konfluenitas sel dengan
Mikroskop inverted

Pipeting dan pencacahan sel hepar
tikus

Pembuatan media stok DMEM
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Isolasi Sel Hepar ke dalam TCD

e

Sterilisasi alat dan bahan dengan UV

S——

Perhitungan viabilitas sel engan
Countess (automated cell counter)

Sel dimaukkan ke tube untuk
diinkubasi (sebelum proses uji MTT
Assay)

Analisis absorbansi MTT Assay
dengan ELISA reader

Penambahan antibiotik danfungizone
kedalam media DMEM
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