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ABSTRAK

Kanker merupakan masalah kesehatan yang menyeluruh di dunia. Pengobatan kanker
dengan agen kemoterapi, seperti doxorubicin sering menimbulkan berbagai efek samping
yang merugikan. Efikasi agen kemoterapi juga diturunkan dengan adanya resistensi sel
kanker (multi drug resistence). Penggunaan agen kemopreventif alami dalam kombinasinya
dengan agen kemoterapi (ko-kemoterapi) dimungkinkan dapat menjadi metode yang
menjanjikan untuk mengatasi masalah tersebut. Salah satu bahan alam yang mempunyai
potensi sebagai agen antikanker serviks adalah herba bandotan (Ageratum conyzoides L.).
Herba bandotan (Ageratum conyzoides L.) mengandung beberapa senyawa penting yang
berperan dalam pengatasan kanker, yakni friedelin, kumarin dan stigmasterol yang mampu
menghambat perkembangan sel kanker. Pada hasil penelitian sebelumnya menunjukkan
bahwa ekstrak kloroform (Ageratum conyzoides L.) mempunyai efek sitotoksik
terhadap sel Myeloma dengan nilai ICsp sebesar 16,33 pg/ml.

Mekanisme antikanker serviks dapat melalui target hormonal (direpresentasikan
dengan estrogen receptor) dan target non hormonal. Pengkajian mekanisme tersebut dapat
melalui metode in silico, in vitro maupun in vivo. Secara in vitro, penggunaan sel HelLa
terpilih karena merupakan sel kanker serviks dengan karakteristik yang dapat memberikan
mekanisme secara menyeluruh. Agen kokemoterapi yang diujikan adalah fraksi kloroform
dari ekstrak herba bandotan dengan obat doxorubicin.

Tujuan penelitian ini adalah mendapatkan mekanisme kerja biomolekuler fraksi
kloroform dari herba bandotan secara in vitro yang akan berguna sebagai dasar ilmiah
pengembangan ko-kemoterapi  dalam pengobatan formal. Pada penelitian ini akan
dilakukan: 1). Ekstraksi, fraksinasi dan identifikasi senyawa aktif ekstrak bandotan 2). Uji
sitotoksik secara in vitro menggunakan turunan sel kanker HelLa. Target luaran dari
penelitian ini adalah mengetahui mekanisme ko-kemoterapi fraksi kloroform ekstrak herba
bandotan melalui uji in vitro. Hasil penelitian ini diharapkan akan menjadi dasar penggunaan
herba bandotan dan hasilnya akan dipublikasikan pada jurnal terakreditasi nasional dan
internasional.

Kata kunci: Fraksi kloroform Herba bandotan, HeLa, Doxorubicin, In vitro, Ko-kemoterapi



JUDUL PENELITIAN
Analisa Kandungan Senyawa Kimia dan Uji Aktivitas Antikanker Fraksi Kloroform dari
Herba Bandotan (Ageratum conyzoides L.) pada Sel Kanker Serviks HeLa : Studi In Vitro

I. PENDAHULUAN
a. Latar Belakang

Kanker merupakan penyakit yang insidensinya semakin meningkat dari tahun ke
tahun. Kanker serviks merupakan penyebab kematian ketiga akibat kanker di Amerika
Serikat (National Cancer Institute, 2010). Pengobatan kanker menggunakan kemoterapi
memberikan banyak efek samping, terutama pada sel normal. Efikasi agen kemoterapi juga
diturunkan dengan adanya resistensi sel kanker (multi drug resistence mechanism). Untuk itu
dikembangkan penelitian tentang penggunaan senyawa yang berasal dari alam sebagai agen
kemoprevensi yang berpotensi sebagai agen pendamping kemoterapi. Agen kemoprevensi
dimaksudkan untuk meningkatkan sensitivitas sel kanker dan mengurangi efek samping
akibat agen kemoterapi. Agen kemoprevensi umumnya memiliki aktivitas menghambat
pertumbuhan tumor melalui mekanisme cell cycle arrest, pemacuan apoptosis (Fisher, 1994)
ataupun menghambat ekspresi protein yang berperan dalam Multi Drug Resistance
(Kitagawa, 2006).

Salah satu bahan alam yang dapat digunakan sebagai agen antikanker serviks adalah
herba bandotan (Ageratum conyzoides L.). Herba bandotan (Ageratum conyzoides L.)
dipercaya mengandung tiga senyawa penting yang berperan dalam pengatasan kanker, yakni
flavonoid, alkaloid dan terpenoid yang mampu menghambat perkembangan sel kanker.
Flavonoid memiliki efek antitoksik, dalam hal ini sebagai antikanker dan juga sebagai
antibiotik alami sehingga mampu menjaga organ tubuh yang belum terserang kanker untuk
menolak kanker, sedangkan alkaloid berfungsi untuk meregenerasi sel yang rusak pada organ
yang hancur karena kanker sehingga pulih kembali dan alizarin berfungsi sebagai pemutus
hubungan pembuluh darah dan nutrisi ke sel kanker atau tumor dan menyebabkan jaringan
kanker akan kering / luruh kemudian mati.

Dalam penelitian ini akan diuji apakah fraksi kloroform dari herba bandotan
mempunyai aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker Serviks HelLa. HeLa merupakan sel
kanker serviks yang diambil dari pasien kanker wanita berusia 76 tahun dan dikembangkan
menjadi sel uji. Pengujian yang akan dilakukan adalah identifikasi kandungan senyawa kimia

dan uji sitotoksik dari ekstrak tersebut pada sel kanker serviks.



b. Perumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah:
1. Apakah kandungan senyawa kimia pada fraksi kloroform dari herba bandotan yang
mempunyai efek sitotoksik pada sel kanker Serviks HeLa?
2. Apakah fraksi kloroform dari herba bandotan mempunyai aktivitas sitotoksik terhadap sel
kanker Serviks HelLa?
c. Keaslian Penelitian
Fraksi kloroform dari herba bandotan terbukti memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel
kanker payudara MCF-7 (Bintang, 2011). Fraksi kloroform dari herba bandotan menunjukkan
sinergisme dengan doxorubicin pada sel MCF-7, sehingga mampu memacu apoptosis pada
sel MCF-7. Ekstrak tersebut juga menginduksi apoptosis dan menekan ekspresi Bcl-2 pada
sel myeloma NS-1 (Yasmina, 2005). Namun, aktivitas fraksi kloroform dari herba bandotan
terhadap sel kanker serviks HeLa belum pernah ditelusuri. Penelitian yang akan dilakukan ini
berbeda dari penelitian-penelitian yang pernah dilakukan karena menitikberatkan pada
pengamatan sitotoksik pada sel HeLa oleh perlakuan fraksi kloroform dari herba bandotan
sebagai dasar pengembangan fraksi kloroform dari herba bandotan untuk agen kokemoterapi
kanker serviks.
d. Faedah Penelitian
Penelitian ini bukanlah penelitian awal melainkan lanjutan dari hasil-hasil penelitian
yang sudah ada guna mendapatkan informasi yang lebih mendalam mengenai aktivitas fraksi
kloroform dari herba bandotan sebagai agen kemopreventif. Untuk itu dipilih jenis sel kanker
serviks. Penelitian ini melengkapi data penggunaan fraksi kloroform dari herba bandotan
sebagai agen kokemoterapi selain dengan doxorubicin. Pengujian fraksi kloroform dari herba
bandotan tunggal terhadap sel HeLa diperlukan untuk memperoleh kondisi yang sama dengan
pengujian kombinasi agar hasilnya dapat dibandingkan. Hasil akhir penelitian ini adalah
diperolehnya agen kokemoterapi yang poten dari bahan alam. Hasil penelitian ini akan
memberikan informasi yang berharga bagi dunia sains penemuan obat karena memberikan
pendekatan sistematik dalam pengembangan agen kokemoterapi di Indonesia. Pendekatan ini

diharapkan dapat dilakukan juga di berbagai tempat riset di Indonesia.

e. Tujuan Penelitian
1. Tujuan Khusus
Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis kandungan senyawa kimia dan menguji

aktivitas sitotoksik fraksi kloroform dari herba bandotan terhadap sel kanker serviks HeLa.



2. Tujuan Umum
a) Untuk Pengembangan Keilmuan Farmasi
Hasil penelitian ini diharapkan dapat dijadikan dasar ilmiah bagi pengembangan
fraksi kloroform dari herba bandotan sebagai agen kemopreventif untuk kanker serviks.
b) Untuk Pembangunan Nasional
Penelitian ini dapat dijadikan pemacu kreativitas dan keaktifan peneliti untuk
mengeksplorasi kekayaan bahan alam dalam rangka pengembangannya sebagai agen terapi
untuk berbagai penyakit, khususnya penyakit kanker, yang angka kejadiannya terus
meningkat dari waktu ke waktu, termasuk di Indonesia.

f. Tinjauan Pustaka
1. Kanker dan Kanker Serviks

Kanker adalah suatu penyakit sel dengan ciri gangguan atau kegagalan pengaturan
multiplikasi dan fungsi homeostatis lainnya pada orgabisme multiseluler (Ganiswara dan
Nafrialdi, 2005). Kanker merupakan penyakit yang disebabkan oleh ketidakteraturan kerja
hormon sehingga mengakibatkan jaringan baru yang abnormal dan bersifat ganas (Tjay dan
Rahardja, 2002).

Kanker serviks (Cervical Carcinoma) adalah suatu penyakit neoplasma yang ganas
yang berasal dari parenchyma. Penyakit ini oleh World Health Organization (WHO)
dimasukkan ke dalam International Classification of Diseases (ICD) dengan kode nomor
174. Kanker serviks dapat terjadi karena adanya beberapa factor genetik yang diturunkan dari
orang tua kepada anaknya. Gen pensupresi tumor yang berperan penting dalam pembentukan
kanker serviks diantaranya adalah gen E6 dan E7 (Moningkey dan Kodim, 1998).

Gejala klinis kanker serviks dapat berupa benjolan pada serviks, erosi atau eksema
puting susu. Umumnya berupa benjolan yang tidak nyeri pada serviks. Benjolan itu mulanya
kecil dan semakin besar lalu melekat pada kulit dan menimbulkan perubahan pada kulit
serviks atau pada puting susu. Kulit atau puting susu tersebut menjadi tertarik ke dalam
(retraksi), berwarna merah muda atau kecoklat-coklatan sampai menjadi oedema hingga kulit
kelihatan seperti kulit jeruk (peau d’orange), mengkerut, atau timbul borok (ulkus) pada
serviks. Borok itu makin lama makin besar dan mendalam sehingga dapat menghancurkan

seluruh serviks, sering berbau busuk dan mudah berdarah (Handoyo, 1990).



3. Biji Labu kuning (Cucurbita moschata)

Tanaman labu kuning berasal dari Ambon (Indonesia). Ada lima spesies labu yang
umum dikenal, vyaitu Cucurbita maxima Duchenes, Cucurbita ficifolia Bouche,
Cucurbita mixta, Cucurbita moschata Duchenes, dan Cucurbita pipo L. Kelima spesies
cucurbita tersebut di Indonesia disebut labu kuning (waluh) karena mempunyai ciri-ciri yang
hampir sama. Buah labu kuning berbentuk bulat pipih, lonjong, atau panjang dengan
banyak alur (15-30 alur). Ukuran pertumbuhannya cepat sekali, mencapai 350 gram per
hari. Tanaman Cucurbita moschata Duch ex Poiret memiliki beberapa nama daerah
yaitu Labu parang ( Melayu), Waluh (Sunda), Waluh (Jawa Tengah).

Klasifikasi Tanaman labu kuning sebagai berikut :

Divisi : Spermatophyta

Sub divisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledonae

Ordo : Cucurbitales

Familia : Cucurbitaceae

Genus : Cucurbita

Spesies : Cucurbita moschata Duch. (Hutapea, J.R, et al., 1994)

Labu kuning mengandung karotenoid (betakaroten), Vitamin A dan C, mineral, lemak
serta karbohidrat. Dua senyawa glikosida fenolik yang termasuk golongan isoflavon
telah diisolasi dari biji Cucurbita moschata yaitu (2-hydroxy) phenylcarbinyl 5-O-benzoyl-
beta-D-apiofuranosyl(1—>2)-beta-D-glucopyranoside (1) dan 4-beta-D-(glucopyranosyl
hydroxymethyl) phenyl 5-0-benzoyl-beta-D-apiofuranosyl (1—>2)- beta- D-
glucopyranoside (2) (Li et al., 2009). Lima senyawa glikosida fenolik baru
cucurbitosides A—E (1—5), diisolasi dari biji Cucurbita moschata yaitu 2-(4-hydroxy)
phenylethanol 4-O-(5-O-benzoyl)-B-D-apiofuranosyl (1—2)-p-D-glucopyranoside (1), 2-
(4-hydroxyphenyl)ethanol 4-0-[5-0-(4-hydroxy)benzoyl]-p-D-apiofuranosyl(1—2)-p-D-
glucopyranoside  (2),  4-hydroxybenzyl alcohol 4-0-(5-0-benzoyl)-p-D-
apiofuranosyl(1—2)-B-D-glucopyranoside (3), 4-hydroxybenzyl alcohol 4-O-[5-O-(4-
hydroxy) benzoyl]-B-D-apiofuranosyl (1—2)-pB-D-glucopyranoside (4) dan 4-hydroxyphenyl
5-0O-benzoyl-B-D-apiofuranosyl(1—2)-B-D-glucopyranoside (5) (Koike, et al., 2005).

4. Ekstraksi dan KLT
Ekstrak adalah sediaan kering, kental atau cair yang dibuat dengan menyari simplisia

nabati atau hewan menurut cara yang cocok, di luar matahari langsung (Anonim, 1979).
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Metode dasar penyarian adalah maserasi, perlokasi, dan soxhletasi. Pemilihan terhadap ketiga
metode tersebut disesuaikan dengan kepentingan dalam memperoleh sari yang baik (Anonim,
1989).

Maserasi adalah salah satu metode dari ekstraksi dimana terjadi proses penetrasi
pelarut ke dalam sel melalui dinding sel. Pelarut akan melarutkan zat aktif, kemudian
membawanya keluar sel berdasarkan perbedaan konsentrasi zat aktif di dalam dan diluar sel.
Pelarut yang keluar membawa zat aktif, akan digantikan oleh pelarut baru. Hal tersebut
terjadi berulang-ulang hingga tercapai kesetimbangan konsentrasi zat aktif di dalam dan di
luar sel. Untuk mengekstraksi senyawa yang terkandung dalam tanaman diperlukan pelarut
yang sesuai. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan cara pemisahan campuran senyawa
menjadi senyawa murninya, analisisnya cepat dan memerlukan bahan yang sangat sedikit,

baik penyerap maupun cuplikannya (anonim, 2009).

5. Docking Molekuler

Docking molekuler merupakan suatu metode komputasi untuk menggambarkan
interaksi antara suatu molekul sebagai ligan dengan suatu reseptor atau protein, hal ini
termasuk salah satu uji in silico. Proses docking diawali dengan penerapan docking
algorithm yang memposisikan ligan pada sisi aktif dengan konformasi tertentu dan urutan
pencarian konformasi tertentu, kemudian scoring function yang melengkapi docking
algorithm akan mengevaluasi konformasi dengan melakukan perhitungan berdasarkan sifat
fisikokima untuk memperoleh struktur molekul yang optimal. Software yang dapat
digunakan diantaranya docking PLANTS yang merupakan program yang dikembangkan

untuk memprediksi interaksi ligand dengan target biomakromolekul.

6. Uji Sitotoksik

Dua metode umum yang digunakan untuk uji sitotoksik adalah metode perhitungan
langsung (direct counting) dengan menggunakan biru tripan (trypan blue) dan metode MTT
assay (Junedy,2005).

Uji MTT assay merupakan salah satu metode yang digunakan dalam uji sitotoksik.
(Doyle dan Griffith, 2000). Uji sitotoksik digunakan untuk menentukan parameter nilai 1Csg.
Nilai 1Csp menunjukkan nilai konsentrasi yang menghasilkan hambatan proloferasi sel
sebesar 50% dan menunjukkan potensi ketoksikan suatu senyawa terhadap sel. Nilai 1Csg
merupakan patokan untuk melakukan uji pengamatan kinetika sel (Meiyanto, 2003). Semakin

besar harga 1Csp maka senyawa tersebut semakin tidak toksik (Melannisa, 2004). Akhir dari

9



uji sitotoksisitas dapat memberikan informasi persen sel yang mampu bertahan
dihidup,sedangkan pada organ target memberikan informasi langsung tentang perubahan
yang terjadi pada fungsi sel secara spesifik (Doyle dan Griffths,2000 cit Nurrochmad, 2001).

7. Sel HeLa

Sel HelLa merupakan salah satu model sel kanker serviks yang banyak digunakan
dalam penelitian. Sel tersebut diambil dari jaringan serviks seorang wanita Kaukasian
berumur 69 tahun golongan darah O,dengan Rh positif,berupa sel addherent (melekat) yang
dapat ditumbuhkan dalam media penumbuh DMEM atau RPMI yang mengandung fetal
bovine serum (FBS) 10% fdan antibiotik Penicilin-Streptomycin 1% (Anonim,2007). Sel
HELA memiliki karakteristik antara lain resisten agen kemoterapi (Mechetner et al., 1998;
Aouali et al., 2003), mengekspresikan reseptor estrogen (ER +), overekspresi Bcl-2 (Butt et
al., 2000; Amundson et al., 2005).

Gambar 1. Morfologi sel HELA pada perlakuan EP dan FKP. Uji dilakukan dengan menginkubasi 5x103 sel
HELA dengan EP (25-100 "g/mL) dan FKP (10-500 "g/mL) selama 48 jam. A adalah kontrol sel, B adalah sel
dengan perlakuan EP 75 "g/mL, C adalah sel dengan perlakuan FKP 70 "g/mL.
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METODOLOGI PENELITIAN
Waktu dan Tempat Pelaksanaan penelitian
Waktu : Bulan November 2016 — Maret 2017
Tempat pelaksanaan : Laboratorium Penelitian dan lab In Vitro FKIK UMY

Rancangan Penelitian

Determinasi tanaman

A 4

Pengumpulan bahan,
pengeringan, penyerbukan

!

Maserasi dengan Etanol 70%

A 4

Ekstrak diuapkan dengan
rotarv evapborator

|

Ekstrak kental

KLT

’

Uji Sitotoksik Pada Sel Hela

Docking molekuler

A
\4

A 4

Perhitungan ICsg

|

Analisis data

Variabel Penelitian

Variabel penelitian terdiri atas 2 (dua) macam vyaitu : variabel bebas (independent
variabel) atau variabel yang tidak tergantung pada variabel lainya, dan Variabel
tergantung (dependent variabel) atau variabel yang tergantung pada variabel lainya.

Variabel yang digunakan dalam penelitian ini adalah :
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1. Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah ekstrak kloroform biji labu kuning,
konformasi optimal struktur senyawa cucurmosin.

2. Variabel Tergantung
Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah efek sitotoksik terhadap sel
kanker serviks HeLa, skor docking senyawa cucurmosin dengan protein bcl-2.

d. CaraKerja
A. Pembuatan ekstrak etanolik biji labu kuning (Cucurbita moschata) dengan

metode maserasi
1. Pembuatan serbuk biji labu kuning

Biji labu kuning yang telah dideterminasi dicuci bersih, ditiriskan kemudian
dipotong kecil-kecil dan dikeringkan. Biji yang telah kering ini kemudian dibuat
serbuk dengan blender dan diayak dengan ayakan no. 100, kemudian dilakukan
perhitungan prosentase bobot kering terhadap bobot basah.
2. Pembuatan ekstrak dengan metode maserasi dan uji KLT

Serbuk biji labu kuning ditimbang sebanyak 500,0 gram dimasukan kedalam
bejana kemudian di rendam dengan 750 mL etanol 70%. Proses maserasi dilakukan
selama £ 5 hari. Kemudian diekstrak dan diambil maseratnya. Sisa serbuk hasil
penyaringan di remaserasi dengan 250 mL etanol 70% selama + 2 hari. Ekstrak yang
didapat dipekatkan dengan kompor dan rotary evaporator sampai kental dan bebas
etanol. Setelah itu di lakukan pula kromatografi dengan kromatografi lapis tipis
menggunakan fase diam berupa silika gel GFas4 fase gerak berupa kloroform, etil
asetat, heksane, dan air dalam berbagai variasi perbandingan dengan pembanding
berupa flavonoid (rutin) guna mengetahui golongan senyawa flavonoid, sedangkan
identifikasi senyawa terpenoid dengan menyemprotkan pereaksi Lebermann-burchad
yang akan berfluoresensi pada uv 360 nm.

B. Docking Molekuler (In silico)

Pertama-tama dilakukan pengunduhan protein Bcl-2 yang akan diposisikan

sebagai reseptor, pengunduhan ini dilakukan melalui PDB (Protein Data Bank)

dengan alamat http://www.pdb.org. Mula-mula dilakukan proses validasi pada

reseptor tersebut dengan ligan asli yang di unduh dari PDB. Tahapan proses validasi
yang meliputi preparasi ligand, ref ligand.mol2, dan running docking simulation.

Parameter validasi berupa nilai RMSD. Nilai RMSD yang kurang dari 2
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menunjukan metode ini valid dan dapat digunakan untuk men-docking-kan
senyawa 5-fluorourasil (5-FU) yang merupakan obat antikanker sebagai ligan
pembanding, dan ligan dari senyawa aktif yang diketahui melalui uji KLT dalam
ekstrak etanolik labu kuning (golongan triterpenoid dan flavonoid) yang diuji.
Hasil docking antara senyawa 5-FU dan senyawa aktif dalam ekstrak etanolik labu
kuning dinyatakan dalam skor docking. Semakin besar nilai mutlak skor docking

maka senyawa tersebut semakin potensial untuk berikatan dengan reseptor.

C. Uji Sitotoksisitas
1. Sterilisasi alat
Semua alat yang akan dipakai dicuci dengan menggunakan sabun dan dikeringkan,
kemudian disterilkan dalam autoklaf selama 20 menit pada suhu 121°C, dengan tekanan
15 Ib lalu dikeringkan dalam oven. Pengerjaan dilakukan secara aseptis dalam Laminar
Air Flow Hood (LAF) yang telah disterilisasi dengan sinar UV selama 30 menit, disemprot
etanol 70% dan dilap.
2. Pembuatan larutan media dan media kultur
Larutan RPMI dibuat dengan melarutkan RPMI dalam aquades, ditambah 2,0 gram
NaHCO; dan 2,0 gram Hepes. Larutan selanjutnya distirer sampai homogen kemudian
dibuffer dengan HCI encer 1N hingga pH 7,2-7,4 diukur dengan pH meter. Selanjutnya
larutan disaring dengan filter polietilensulfon steril 0,2 pum secara aseptis. Media kultur
dibuat dengan cara mencampurkan larutan RPMI steril dengan FBS 10%, dan penisilin-
streptomisin 1% secara aseptis di dalam LAF.
3. Preparasi sel
Sel yang inaktif dalam ampul diambil dari tangki nitrogen cair, segera dicairkan
pada suhu 37°C, kemudian ampul disemprot dengan etanol 70%. Ampul dibuka dan sel
dipindahkan ke dalam tabung konikal steril berisi media kultur. Suspensi sel disentrifugasi
dengan kecepatan 3000 rpm selama 5 menit, supernatan dibuang, pellet ditambah 1 mi
media penumbuh yang mengandung 10% FBS, resuspensi perlahan hingga homogen,
selanjutnya sel ditumbuhkan dalam beberapa tissue culture flask kecil, diinkubasi dalam
inkubator pada suhu 37°C dengan aliran 5% CO,. setelah 24 jam, media diganti dan sel
ditumbuhkan lagi hingga konfluen dan jumlahnya cukup untuk penelitian.
4. Panen sel
Setelah jumlah sel cukup, media dibuang dan sel dicuci koloninya dengan jalan

penambahan larutan PBS dan jika perlu resuspensikan perlahan, buang larutan tersebut,
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e.

tambahkan larutan 1 ml tripsin 2,5% pada sel, namun agar merata ditambah 3 ml larutan
PBS, diamkan selama 3-5 menit agar tripsin bekerja dengan baik. Sel dipindah ke dalam
tabung konikal steril dan ditambah PBS sampai volume 10 ml dan disentrifugasi pada
3000 rpm selama 3 menit. Sel dicuci dua kali menggunakan media yang sama dan dihitung
jumlah selnya menggunakan haemositometer. Suspensi sel ditambah jumlah media kultur
sehingga diperoleh konsentrasi sel sebesar 5x10% sel/100 ul dan siap digunakan untuk
penelitian.
5. Pembuatan larutan uji

ekstrak etanolik daun Waru dibuat stok dengan kadar 2x10° pg/ml dalam DMSO.

Selanjutnya dari larutan stok tersebut dibuat seri konsentrasi dalam media kultur.
6. Uji sitotoksisitas menggunakan metode MTT (Mosmann, 1983)

Sel dengan kepadatan 5x10° sel/sumuran didistribusikan ke dalam plate 96
sumuran dan diinkubasi selama 48 jam untuk beradaptasi dan menempel di dasar sumuran.
Keesokannya media diambil, dicuci PBS kemudian ditambahkan 100 pL media kultur
yang mengandung DMSO 0,2% saja (kontrol) atau sampel uji dalam bentuk tunggal
(Ekstrak etanolik daun Waru) diinkubasi selama 48 jam. Pada akhir inkubasi, media kultur
yang mengandung sampel dibuang, dicuci dengan 100 pL PBS. Kemudian ke dalam
masing-masing sumuran ditambahkan 100 puL media kultur yang mengandung 5 mg/ml
MTT, inkubasi lagi selama 4 jam pada suhu 37°C. Sel yang hidup akan bereaksi dengan
MTT membentuk kristal formazan berwarna ungu. Setelah 4 jam, media yang
mengandung MTT dibuang, dicuci PBS kemudian ditambahkan larutan stopper SDS
dalam HCI 0,1% 200 pL untuk melarutkan kristal formazan. Digoyang di atas shaker
selama 10 menit kemudian dibaca dengan dengan ELISA reader pada panjang gelombang
595 nm.

Analisis dan Pengolahan Data
1. Uji sitotoksisitas

Data yang diperoleh berupa absorbansi masing-masing sumuran dikonversi ke
dalam persen sel hidup dan dianalisis dengan statistik, menggunakan metode uji korelasi
yang diikuti dengan uji signifikansi untuk mengetahui signifikansi perbedaan antara
kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan. Persen sel hidup dihitung menggunakan
rumus:

AbsorbansiSelDenganPerlakuan — AbsorbansiKontrolMedia
AbsorbansiKontrolSel — AbsorbansiKontrolMedia

x100%

%Hidup =
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Dari data % sel hidup dan log konsentrasi dihitung nilai ICso menggunakan analisis

probit (SPSS 14.0) untuk mengetahui potensi sitotoksisitasnya. Nilai 1Csy adalah

konsentrasi yang menyebabkan kematian 50% populasi sel, digunakan sebagai parameter

sitotoksik.
2. Uji Docking Molekuler (In Silico)

Dari docking molekuler nantinya akan diperoreh skor docking dan nilai RMSD.

Nilai RMSD digunakan sebagai parameter validitas, jika nilainya kurang dari dua,

menunjukan bahwa reseptor yang digunakan valid dan dapat

digunakan untuk

proses docking. Skor docking digunakan sebagai parameter potensi ligan terhadap

reseptor. Apabila skor docking senyawa hasil penelusuran KLT dari ekstrak etanolik

labu kuning mirip, mendekati atau lebih besar dari skor docking senyawa obat 5-FU

maka senyawa tersebut memiliki aktivitas yang mirip atau lebih baik dibandingkan

dengan senyawa-senyawa obat anti kanker serviks dan artinya ekstrak tersebut poten

atau lebih poten sebagai alternatif agen antikanker alami.

JADWAL PELAKSANAAN KEGIATAN

Jadwal Kegiatan

Tahap Uji

1. Tahap Persiapan
a. determinasi tanaman
b. pengumpulan bahan tanaman

2. Tahap Pelaksanaan

a. percobaan pendahuluan

- persiapan ekstrak etanolik biji labu kuning
- pemekatan ekstrak biji labu kuning

- kontrol kualitas ekstrak etanolik

- persiapan sel

b. uji sample terhadap sel

c. pengamatan setelah perlakuan

2L 2 2 2 2

3. Tahap Penyelesaian

a. pengumpulan data penelitian
b. pengolahan data

c. analisis data

d. penyusunan laporan akhir

e. pengumpulan laporan akhir

2L 2 2 <2
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RINCIAN BIAYA PENELITIAN

Nama Jumlah | Satuan | Harga Satuan, Jumlah, Rp

Rp. (dalam ribuan)

Biji labu kuning 10 Kg 40.000 400

Tripsin 1 Mg 713.000 713

Asam asetat glasial 1 L 50.000 50

Na,SO, anhidrat 1 g 12.880 12,88

Aquades 1 botol 100.000 100

Etanol teknis 1 L 10.000 10

HCL 1 L 80.000 80

Sel HELA 1 Flash 750.000 750

Penisilin-streoptomisin 1 Botol 150.000 150

(Glibco)

Fungizon (Glibco) 1 Botol 200.000 200

Filter 0,22 mM ( Whatman) 1 buah 30.000 30

DMSO (Sigma) 1 Liter 300.000 300

DMEM (Gibco) 1 Pak 1.362.500 1.362,5

MTT 1 Kit 500.000 500

PBS 1 pak 55.200 55,2

Jumlah 3.713,58

SDS 1 Ucl 289.000 289

Etidium bromide 10 ml 1 Botol 174.000 174

Akridin oranye 20 gr 1 G 92.000 92

Eppendorf tube 50 Buah 500 25

Blue tips 1 pak 300.000 300

Yellow tips 1 Pak 200.000 200

96-well plate 1 Buah 40.000 40

Coverslips 1 Pak 250.000 250

Cover glass 1 Boks 100.000 100

Slide glass 1 boks 20.000 20

Centrifuge tube 15ml 2 buah 20.000 40

Culture flask 2 buah 20.000 50

Flacon 10 Buah 2000 20

Parafim 1 Rol 200.000 200

Wharman Filter paper, d=7 1 Pak 201.400 201,4

cm

spreader 2 Buah 15.000 30

Cawan petri 2 Buah 50.000 100

Running ELISA 2 Kali 30.000 60

Masker 1 Boks 40.000 40

Sarung tangan 1 boks 50.000 50

Tisu 2 rol 2.500 5

Jumlah 6.286,4

Jumlah Total 10.000.000,00
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