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Prakata

Tanaman herbal telah menjadi salah satu warisan kekayaan alam yang 
tak ternilai, khususnya dalam pengobatan tradisional. Di tengah 

pesatnya kemajuan ilmu pengetahuan, potensi ekstrak tanaman sebagai 
agen antikanker semakin mendapat perhatian serius. Buku ini mengangkat 
hasil penelitian mendalam tentang berbagai ekstrak tumbuhan yang 
terbukti memiliki efek sitotoksik pada sel kanker, khususnya kanker lidah.

Berdasarkan kajian ilmiah terhadap ekstrak dari Kelakai, Bawang 
Dayak, Kulit Manggis, Terung Belanda, hingga Ginsenoside dan Propolis, 
buku ini memaparkan bagaimana senyawa-senyawa bioaktif dalam 
tumbuhan dapat menjadi senjata ampuh dalam memerangi perkembangan 
sel kanker. Melalui pendekatan studi in vitro dan in vivo, pembaca diajak 
untuk memahami mekanisme kerja ekstrak tanaman dalam menginduksi 
apoptosis, menghambat migrasi sel kanker, dan meningkatkan efektivitas 
terapi kemoterapi konvensional.

Dengan bahasa yang mudah dipahami namun tetap mempertahankan 
kekuatan ilmiah, buku ini diharapkan menjadi referensi penting bagi 
para peneliti, akademisi, serta praktisi kesehatan yang tertarik untuk 
mengeksplorasi lebih jauh potensi alam dalam bidang onkologi. Tak hanya 
itu, buku ini juga menyentuh nilai-nilai kearifan lokal, dengan menyoroti 
tanaman-tanaman yang kurang dimanfaatkan namun memiliki khasiat 
luar biasa bagi kesehatan.
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Potensi besar dari ekstrak tanaman untuk pengobatan kanker, 
khususnya kanker lidah, kini hadir di hadapan Anda melalui paparan 
komprehensif yang inspiratif ini.
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Bab 1
Ekstrak Kelakai:  

Komposisi dan Manfaat

A.	 Aktivitas Penangkal Radikal Bebas dan Anti-Infeksi 
Ekstrak Kelakai

Dalam beberapa tahun terakhir, minat masyarakat terhadap pengobatan 
tradisional telah meningkat karena beragam cara kerjanya yang relatif 
sedikit memberikan efek negatif pada manusia. Tumbuhan dengan sifat 
obat merupakan sumber kaya akan metabolit sekunder yang digunakan 
dalam berbagai pengobatan. Oleh karena itu, dan mengingat tingginya 
tingkat keanekaragaman hayati yang ada di Indonesia, sangat penting 
untuk mempelajari spesies tumbuhan potensial, termasuk tumbuhan paku. 
Beberapa kelompok telah melakukan penelitian farmakologis terhadap 
tumbuhan paku dan tumbuhan terkait sebagai respons terhadap laporan 
mengenai khasiat terapeutiknya, keingintahuan ilmiah, dan kebutuhan 
akan obat-obatan baru. Studi farmakologis dan etnofarmakologis 
terhadap zat-zat dari tumbuhan paku telah mengungkapkan berbagai efek 
farmakologis, termasuk sitotoksisitas, aktivitas hepatoprotektif, aktivitas 
anti-inflamasi, dan sifat antimikroba. Karena adanya kebutuhan akan 
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obat-obatan baru dengan aktivitas tersebut, pteridofita dan metabolit 
sekundernya mungkin memiliki nilai medis yang cukup besar.

Stenochlaena palustris (Burm.) Bedd., sebuah tumbuhan paku yang 
termasuk dalam keluarga Blechnaceae, dapat ditemukan merambat tinggi 
di pepohonan atau menjalar di atas tanah. Tumbuhan ini asli dari berbagai 
daerah tropis, termasuk India selatan dan utara, Malaysia, Polinesia, dan 
Australia. Spesies ini termasuk dalam keluarga Blechnaceae, yang memiliki 
tujuh spesies, termasuk satu yang endemik di Provinsi Riau, S. riauensis. Di 
Malaysia, Thailand, Filipina, dan Indonesia, pucuk muda yang kemerahan 
dipanen dari alam liar dan dikonsumsi sebagai sayuran

Spesies ini telah digunakan dalam pengobatan tradisional di beberapa 
negara untuk mengobati berbagai penyakit. Masyarakat di Western Ghats 
India, misalnya, menggunakan daun dari spesies ini untuk mengobati 
demam, sakit tenggorokan, dan tukak lambung. Sementara daun dan 
rimpangnya digunakan sebagai agen pendingin dalam pengobatan luka 
bakar dan tukak. Di Malaysia, tumbuhan ini dikonsumsi mentah atau 
dimasak dengan air mendidih untuk pengobatan diare, sedangkan di 
Sumatra, Indonesia, digunakan sebagai pencahar ringan . Selain itu, 
pastanya digunakan untuk mengobati tukak, luka, dan kulit yang terinfeksi 
bakteri di Pulau Sumatra, Indonesia, Pulau Kalimantan, Malaysia, dan 
Indonesia. Masyarakat di wilayah tengah Papua Nugini menggunakan 
daun muda S. palustris (Burm.f.) Bedd. sebagai alat kontrasepsi dan getah 
tumbuhan ini dapat membantu dalam pengobatan demam.

Meskipun spesies ini dapat dimakan dan memiliki sifat obat, beberapa 
studi farmakologi dan fitokimia telah dipublikasikan. Menurut Chai et 
al., ekstrak air kasar dari S. palustris (Burm.f.) Bedd. memiliki aktivitas 
antioksidan serta kandungan polifenol, flavonoid, dan asam hidroksinamat 
yang lebih tinggi. Chai dan rekan-rekannya juga mengungkapkan bahwa 
ekstrak air dari spesies ini bertindak sebagai penghambat α-glukosidase 
yang kuat dibandingkan dengan kuersetin sebagai kontrol. Selanjutnya, 
ekstrak daun S. palustris (Burm.f.) Bedd. menghambat patogen yang 
ditularkan melalui makanan, Aspergillus Niger. Selain itu, ekstrak metanol 
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dari spesies ini menunjukkan aktivitas penghambatan kolinesterase 
terhadap asetilkolinesterase dan butirilkolinesterase dengan IC50 masing-
masing 121 dan 19,8 μg/mL. Informasi mengenai fitokimia S. palustris 
(Burm.f.) Bedd. masih terbatas. Stenopalusida, serebrosida, lutein, 
dan β-sitosterol-3-O-β-D-glukopiranosida telah diisolasi dari daun S. 
palustris (Burm.f.) Bedd. Selain itu, stenopalustrosida A-E dan kaempferol 
glukosida telah diisolasi dari daun spesies ini, dan stenopalustrosida 
A-D menunjukkan aktivitas antibakteri yang signifikan terhadap strain 
Gram-positif. Lebih lanjut, kaempferol 3-O-(3″-O-E-p-kumaroil)-
(6″-O-E-feruloil)-β-D-glukopiranosida dan kaempferol 3-O-(3″, 6″di-
O-E-p-kumaroil)-β-D-glukopiranosida yang diisolasi dari spesies ini 
menunjukkan sifat sitotoksik terhadap sel kanker payudara (MCF-7 dan 
MDA-MB231) dan prostat (DU-145).

Dalam penelitian ini, kami melaporkan rincian ekstraksi S. palustris 
(Burm.f.) Bedd. yang menghasilkan sub-ekstrak yang kurang polar, serta 
evaluasi penangkal radikal bebas. Dalam studi sebelumnya menurut 
temuan Arullappan et al., etil asetat yang diekstrak dari daun S. palustris 
(Burm.f.) Bedd. menunjukkan aktivitas penghambat radikal DPPH 
dengan nilai IC50 650 μg/mL. Meskipun metode DPPH umumnya 
digunakan dalam aktivitas antioksidan, hasilnya tidak terstandarisasi 
sehingga perbandingan langsung kekuatan antioksidan baik dalam 
ekstrak tanaman yang berbeda maupun senyawa murni sulit dilakukan. 
Oleh karena itu, dalam penelitian ini, kami melaporkan indeks aktivitas 
antioksidan berdasarkan metode Scherer dan Godoy (2009). Analisis 
ini memungkinkan kami membandingkan kapasitas antioksidan 
ekstrak dengan kontrol positif. Selain itu, ini adalah pertama kalinya 
aktivitas penangkal radikal menggunakan radikal oksida nitrat yang 
berkorelasi dengan inflamasi dilaporkan dari ekstrak spesies ini. Aktivitas 
antiplasmodium dan antibakteri yang baru dari ekstrak spesies ini juga 
dilaporkan untuk pertama kalinya. Selain itu, kemotipe molekuler yang 
sebelumnya dihasilkan dari spesies ini juga dibahas dalam korelasinya 
dengan klaim farmakologis tanaman.
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Bahan dan Metode
1.	 Bahan Tanaman.

Daun segar S. palustris (Burm.f.) Bedd. dikumpulkan di Taman Sains 
Universitas Riau (0.46587747854712624 dan 101.38066586137639). 
Sebelum proses penggilingan dimulai, spesies tersebut dikeringkan 
udara dan dipastikan benar-benar kering, karena beratnya tetap 
konstan. Sampel tanah kemudian ditempatkan dalam wadah kedap 
udara dan disimpan antara 2 dan 7°C sampai analisis lebih lanjut. 
Seorang ahli botani (Dr. Nery Sofanty) telah menyimpan spesimen 
voucher (No. 37/UN19.5.1.1.3/2019) di Departemen Biologi 
Universitas Riau.

2.	 Ekstraksi.
Maserasi dalam metanol hingga 2 kg sampel yang telah digiling 
selama 1 × 24 jam diulang tiga kali sampai hasil maserasi tidak lagi 
berwarna hijau tua. Ekstrak disaring selama proses maserasi, dan filtrat 
dikumpulkan. Maserat kemudian dipekatkan menggunakan rotary 
evaporator 40°C, menghasilkan ekstrak kasar. Ekstrak metanol kasar 
kemudian dipartisi menggunakan metode ekstraksi cair-cair. Untuk 
mendapatkan ekstrak n-heksana, ekstrak metanol dipartisi dengan 
air dalam rasio 9:1 metanol:air sebelum dipartisi dengan n-heksana 
dalam rasio 1:4. Ekstrak metanol-air kemudian diencerkan menjadi 
40% (v/v) dan dipartisi dengan pelarut diklorometana dalam rasio 
1:4 untuk menghasilkan ekstrak diklorometana. Ekstrak metanol-air 
kemudian diuapkan untuk membentuk ekstrak air, yang kemudian 
dipartisi dalam rasio 1:3 dengan etil asetat untuk menghasilkan 
ekstrak etil asetat. Sisa ekstrak air diuapkan untuk menghasilkan 
produk akhir, yaitu ekstrak air.

3.	 Aktivitas Antioksidan
Aktivitas Penangkapan Radikal DPPH. Uji aktivitas antioksidan 
dilakukan menggunakan metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil). 
Berbagai ekstrak dengan konsentrasi akhir 1000 μg/mL diencerkan 
menggunakan metode pengenceran dua kali lipat (1000–31,25 μg/
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mL) dalam microplate polistiren bening 96-sumur. Lima puluh μL 
sampel dicampur dengan 80 μL DPPH 80 μg/mL, dan campuran 
diinkubasi dalam gelap selama 30 menit. Absorbansi diukur pada 
520 nm menggunakan pembaca microplate Berthold. Sebagai kontrol 
positif, asam askorbat diuji dengan metode yang sama. Uji dilakukan 
tiga kali ulangan, dan data dilaporkan sebagai rata-rata ± standar 
deviasi.

Nilai % Inhibisi dihitung menggunakan rumus berikut:

Analisis IC50 dilakukan menggunakan perangkat lunak GraphPad 
Prism 9, di mana A0 adalah absorbansi larutan radikal DPPH tanpa 
sampel dan As adalah absorbansi sampel dengan larutan radikal 
DPPH. Uji dilakukan tiga kali ulangan, dan data dilaporkan sebagai 
rata-rata ± standar deviasi. Indeks aktivitas antioksidan (AAI) 
dihitung sebagai berikut:

AAI = 

4.	 Aktivitas Penangkapan Nitrit Oksida.
Aktivitas penangkapan nitrit oksida (NO) dari berbagai ekstrak 
ditentukan oleh Oskoueian et al. Dalam plat dasar datar 96-sumur, 
enam puluh mikroliter sampel yang telah diencerkan dua kali lipat 
dicampur dengan enam puluh mikroliter natrium nitroprusida yang 
dilarutkan dalam bufer fosfat salin (PBS) pada konsentrasi sepuluh 
milimol per liter. Campuran ini kemudian diinkubasi pada suhu 
ruang selama 150 menit sambil terpapar cahaya. Pada akhirnya, 
volume yang sama dari reagen Griess ditambahkan ke setiap sumur 
untuk mengukur kandungan NO. Asam askorbat digunakan sebagai 
kontrol positif dalam eksperimen ini. Aktivitas penangkapan NO 
dihitung menurut rumus: [(A0–A1)/A0] × 100%, di mana A0 adalah 
absorbansi reaksi kontrol dan A1 adalah absorbansi dengan adanya 
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sampel. Uji dilakukan tiga kali ulangan, dan data dilaporkan sebagai 
rata-rata ± standar deviasi. Analisis IC50 dilakukan menggunakan 
perangkat lunak GraphPad Prism 8.

5.	 Uji Antiplasmodial in vitro.
Dalam analisis ini, digunakan strain Plasmodium falciparum yang 
sensitif klorokuin (3D7) dan resisten klorokuin (W2). Sebanyak 1 
mg sampel dilarutkan dalam 100 μl DMSO (larutan stok, konsentrasi 
10.000 μg/ml), dan dilakukan pengenceran berseri dari larutan stok. 
Parasit yang digunakan dalam tes ini adalah parasit sinkron (tahap 
cincin) dengan parasitemia kurang dari satu persen. Kemudian, 198 
μl parasit ditambahkan (konsentrasi akhir bahan uji adalah 100 μg/
ml, 10 μg/ml, 1 μg/ml, 0,1 μg/ml, dan 0,01 μg/ml). Plat ditempatkan 
dalam ruang inkubasi, dan gas dicampur (O2 5%, CO2 5%, dan N2 
90%). Ruang inkubasi berisi plat diinkubasi selama 48 jam pada suhu 
37°C. Kultur kemudian dipanen, dan lapisan darah diwarnai dengan 
Giemsa 20%. Di bawah mikroskop, jumlah eritrosit terinfeksi per 1000 
eritrosit sehat ditentukan untuk tes darah yang dilakukan. DMSO 
digunakan sebagai kontrol negatif dan artemisinin sebagai kontrol 
positif (obat standar) untuk menghindari hasil palsu. Kemudian, 
persentase pertumbuhan dan penghambatan ditentukan dengan 
menganalisis data. Berdasarkan hasil persen penghambatan, analisis 
statistik menggunakan analisis probit di Minitab®19 dilakukan 
untuk menentukan nilai IC50 atau konsentrasi bahan uji yang dapat 
menghambat pertumbuhan parasit hingga 50%. Uji dilakukan tiga 
kali ulangan, dan data dilaporkan sebagai rata-rata ± standar deviasi.

6.	 Uji Toksisitas.
Uji letalitas udang air asin (BSLT) digunakan untuk menentukan 
tingkat toksisitas yang ditunjukkan oleh ekstrak. Setelah menyiapkan 
sepuluh vial, masing-masing berisi 2 mL air laut, untuk tujuan 
melakukan metode uji, dilakukan pengenceran dua kali lipat untuk 
menghasilkan beberapa konsentrasi berbeda. Setelah menerapkan 
aliquot (0,1 mL) yang mengandung sekitar sepuluh nauplii ke setiap 
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vial, setup dibiarkan berlanjut selama dua puluh empat jam. Setelah 
dua puluh empat jam, isi setiap botol diperiksa, dan larva yang 
mati dihitung. Sebagai bentuk kontrol negatif, dimetil sulfoksida, 
atau DMSO, digunakan. Uji dilakukan tiga kali ulangan, dan data 
dilaporkan sebagai rata-rata ± standar deviasi. Dengan memplot 
persentase kematian median terhadap log konsentrasi, kami dapat 
menentukan konsentrasi (LC50) yang mengakibatkan lima puluh 
persen populasi mati sebagai akibat langsung dari paparan ekstrak.

7.	 Aktivitas Antibakteri
a.	 Strain Mikroba. Tujuh mikroorganisme, yaitu, Bacillus cereus 

(ATCC 10876), B. subtilis (ATCC 19659), Escherichia coli (ATCC 
8739), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Staphylococcus 
aureus (ATCC 6538), Salmonella typhimurium (ATCC 142028), 
dan Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802) digunakan dalam 
penelitian ini. Isolat mikroba dipelihara pada agar miring pada 
suhu empat °C di Laboratorium Biokimia, Departemen Kimia, 
Universitas Riau. Sebelum uji antimikroba apa pun, strain 
disubkultur selama 24 jam pada plat agar segar.

b.	 Aktivitas Antibakteri. Selanjutnya, 100 μL nutrient broth yang 
mengandung bakteri patogen diinokulasikan dalam agar nutrisi. 
Ekstrak diskrining untuk aktivitas antibakterinya terhadap 
bakteri patogen tersebut dengan menggunakan metode difusi 
cakram agar dengan suspensi sel sekitar 1,5 ×106 CFU/ml yang 
diperoleh dari standar kekeruhan McFarland No 0,5. Cakram 
kertas saring steril 6 mm segera ditempatkan ke dalam media 
yang diinokulasi, dan setiap cakram diisi dengan 20 μL ekstrak 
dengan konsentrasi akhir 500 μg/cakram dengan kloramfenikol 
(30 μg/cakram) sebagai kontrol positif, diinkubasi semalam 
pada 37°C. Setelah 24 jam inkubasi, zona hambat (dalam mm) 
diukur. Diameter (dalam milimeter) zona hambat di sekitar 
sumur diukur menggunakan kaliper. Semua prosedur dilakukan 
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tiga kali ulangan. Minitab®19 digunakan untuk menganalisis 
perbandingan rata-rata, dan data disajikan sebagai rata-rata ± SD.

8.	 Analisis Statistik.
Semua tes dilakukan tiga kali ulangan dan hasil yang diperoleh 
dinyatakan sebagai rata-rata ± SD. Data dianalisis menggunakan 
GraphPad Prism Versi 9, dan perbandingan rata-rata ditentukan oleh 
analisis varians satu arah (one-way ANOVA) diikuti oleh uji Tukey. 
Nilai-nilai dianggap berbeda secara signifikan jika berada di bawah 
tingkat signifikansi (0,05).

Hasil
1.	 Aktivitas Penangkapan Radikal

Aktivitas penangkapan radikal bebas dalam penelitian ini ditentukan 
dengan menggunakan dua uji kimia, yaitu radikal DPPH dan nitrit 
oksida. Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat perbedaan 
signifikan antara ekstrak-ekstrak tersebut, dan ekstrak etil asetat 
menunjukkan penghambatan tertinggi terhadap radikal DPPH 
dengan nilai persentase penghambatan 96,87% ± 0,67, diikuti oleh 
diklorometana sebesar 95,21% ± 0,37 pada konsentrasi 1000 μg/m, 
sementara ekstrak n-heksana memiliki penghambatan terendah 
sebesar 62,21% ± 1,09.

Selain itu, konsentrasi penghambatan setengah maksimal (IC50) 
ekstrak-ekstrak tersebut, bersama dengan asam askorbat yang 
berfungsi sebagai kontrol positif, dievaluasi di GraphPad Prism 9 
menggunakan kurva dosis-respons (Tabel 1). Temuan menunjukkan 
bahwa ekstrak etil asetat memiliki IC50 terendah di antara ekstrak-
ekstrak tersebut, dengan nilai 51,63 ± 0,46 μg/mL. Meskipun 
demikian, temuan menunjukkan bahwa ekstrak etil asetat masih 
secara signifikan kurang potent dibandingkan asam askorbat, yang 
memiliki IC50 4,15 ± 0,24 μg/mL.

Selain itu, indeks aktivitas antioksidan ekstrak-ekstrak tersebut 
menunjukkan rentang aktivitas yang luas. Menurut Tabel 1, ekstrak 
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diklorometana dan etil asetat memiliki indeks aktivitas antioksidan 
tertinggi, sedangkan ekstrak n-heksana memiliki indeks terendah. 
Meskipun etil asetat dan diklorometana memiliki indeks tertinggi, 
aktivitas kedua senyawa ini dianggap lebih rendah dibandingkan 
asam askorbat.

Selain itu, aktivitas penangkapan radikal dari ekstrak-ekstrak 
tersebut diperiksa terkait radikal nitrit oksida (NO), dan hasilnya 
menunjukkan bahwa ekstrak-ekstrak tersebut menghambat 
radikal NO dengan cara yang bergantung pada dosis. Terlebih 
lagi, diklorometana dan etil asetat menunjukkan tingkat aktivitas 
yang tinggi di antara ekstrak-ekstrak tersebut, dengan persentase 
penghambatan masing-masing sebesar 83,40 ± 0,45% dan 85,17 ± 
0,58%.

Selanjutnya, nilai IC50 dari ekstrak-ekstrak tersebut dianalisis 
dengan cara yang sama seperti IC50 untuk uji DPPH. Ekstrak etil 
asetat menunjukkan aktivitas tinggi dengan IC50 60,30 ± 0,65 μg/
mL, di mana n-heksana memiliki aktivitas terendah (956,70 ± 0,54 
μg/mL), dan dibandingkan dengan asam askorbat, ekstrak-ekstrak 
tersebut menunjukkan aktivitas yang rendah terhadap radikal NO.

2.	 Uji Antiplasmodial in vitro dan Toksisitas
Aktivitas antiplasmodial terhadap strain P. falciparum 3D7 yang 
sensitif klorokuin dan W2 yang resisten klorokuin dievaluasi secara 
in vitro, begitu juga dengan toksisitas menggunakan uji letalitas 
udang air asin. Masing-masing dari empat ekstrak menunjukkan 
aktivitas terhadap P. falciparum dengan cara yang bergantung pada 
dosis dan pada 100 μg/mL; etil asetat menghambat pertumbuhan P. 
falciparum sebesar 69,85 ± 0,22%, sementara ekstrak diklorometana 
menunjukkan tingkat aktivitas yang sebanding pada 64,18 ± 0,22%. 
Tingkat aktivitas yang diamati dengan etil asetat sekitar dua kali lebih 
tinggi dibandingkan diklorometana dengan IC50 masing-masing 11,06 
± 0,45 dan 21,68 ± 0,56 μg/mL. Namun, hasil ini menunjukkan bahwa 
ekstrak-ekstrak tersebut menunjukkan aktivitas yang lebih rendah 
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dibandingkan artemisinin, dengan nilai IC50 0,0054 ± 0,0013 μg/mL. 
Selanjutnya, ekstrak-ekstrak tersebut diuji dengan uji letalitas udang 
air asin untuk tingkat toksisitasnya, dan temuan menunjukkan bahwa 
ekstrak-ekstrak tersebut menunjukkan tingkat toksisitas yang serupa 
(Tabel 2).

3.	 Aktivitas Antibakteri
Efek ekstrak kasar terhadap pertumbuhan tujuh bakteri indikator 
yang diuji ditunjukkan pada Tabel 3. Ekstrak etil asetat menunjukkan 
ekstrak terbaik karena menunjukkan penghambatan tertinggi 
terhadap B. cereus ATCC 10876, V. parahaemolyticus ATCC 17802, 
L. monocytogenes ATCC 7644, dan S. Typhimurium ATCC 14028, 
diikuti oleh ekstrak diklorometana dengan zona bening terbesar 
terhadap B. subtilis ATCC 19659, dan S. aureus ATCC 6538. Aktivitas 
minor ditunjukkan oleh ekstrak n-heksana, dan tidak ada satu pun 
dari ekstrak kasar yang mempengaruhi pertumbuhan E. coli ATCC 
10876.

Pembahasan

Studi ini menerapkan teknik partisi pelarut-pelarut dengan partisi 
Kupchan yang dimodifikasi pada ekstrak metanol. Tujuan utama dari 
partisi Kupchan, sebuah metode praktis dan langsung untuk memulai 
prosedur pemurnian, adalah memisahkan total ekstrak MeOH menjadi 
empat ekstrak besar, yang merupakan campuran sederhana dengan 
polaritas berbeda, hanya menggunakan partisi yang dibuat dari pelarut 
yang tidak dapat bercampur. Dimungkinkan adanya perbedaan signifikan 
dalam distribusi antara ekstrak senyawa dengan tingkat polaritas yang 
berbeda, dan kemudian, ekstrak-ekstrak tersebut diteliti untuk sifat 
antioksidan, antiplasmodial, dan antibakterinya.

Antioksidan adalah zat yang secara signifikan memperlambat atau 
mencegah proses oksidasi. Aktivitas antioksidan diukur secara tidak 
langsung dengan menentukan tingkat penghambatan proses oksidasi 
dengan adanya antioksidan. Setiap ekstrak kemudian dianalisis aktivitas 
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antioksidannya menggunakan metode penangkapan radikal bebas (DPPH). 
DPPH (2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil), suatu radikal organik stabil dalam 
bentuk kristal dan larutan, sering digunakan untuk mengukur aktivitas 
antiradical suatu senyawa atau ekstrak. Kemampuan suatu senyawa atau 
ekstrak untuk menghilangkan radikal bebas sering dikaitkan dengan 
kemampuannya bertindak sebagai antioksidan.

Meskipun metode DPPH banyak digunakan, kurangnya standardisasi 
hasil membuat sulit untuk membandingkan potensi antioksidan dari 
berbagai ekstrak tanaman dan senyawa murni. Oleh karena itu, Scherer 
dan Godoy mengusulkan indeks aktivitas antioksidan baru (AAI). AAI 
dihitung berdasarkan massa DPPH dan massa sampel dalam reaksi, 
menghasilkan konstanta untuk setiap sampel terlepas dari konsentrasi 
DPPH dan sampel yang digunakan. Sampel dianggap memiliki tingkat 
aktivitas antioksidan rendah ketika indeks antioksidan (AAI) kurang dari 
0,50. Ketika AAI berada di antara 0,5 dan 1,0, aktivitas antioksidan sampel 
dianggap sedang. Ketika AAI berada di antara 1,0 dan 2,0, dianggap bahwa 
sampel memiliki tingkat aktivitas antioksidan tinggi. Menurut standar ini, 
ekstrak etil asetat dan diklorometana harus dianggap memiliki tingkat 
aktivitas antioksidan yang tinggi.

Tabel 1: Nilai IC50 dari berbagai ekstrak S. palustris (Burm.f.) Bedd. 
dalam aktivitas penangkapan DPPH dan nitrit oksida

Sampel
DPPH

  Nitric oxide IC50 

(µg ML)
IC50 (µg ML)  Antioxidant activity

index (AAI)
n-Hexane extract 233.60 ± 0,54 0.34 ± 0.044 956.70 ± 0.54
Dichloromethane 58.33 ± 0.24 1.37 ± 0.065 83.44 ± 0.22

Ethyl acetate extract 51.63 ± 0.46 1.55 ± 0.034 60.30 ± 0.65
Water extract 141.20 ± 0.75 0.57 ± 0.023 412.60 ± 0.47
Ascorbic acid 4.15 ± 0.24 19.28 ± 0.045 54.8 ± 0.76

Aktivitas penangkapan radikal dari ekstrak-ekstrak ini mungkin 
disebabkan oleh keberadaan metabolit sekunder, khususnya senyawa 
fenolik dan flavonoid. Flavonoid mungkin memiliki beberapa sifat 
untuk menghilangkan spesies oksigen dan nitrogen reaktif. Umumnya, 
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keberadaan hidrosilasi orto pada cincin-B dari molekul flavonoid, 
jumlah gugus hidroksil bebas, ikatan rangkap C2-C3 pada cincin-C, atau 
keberadaan gugus 3-hidroksil tercatat sebagai syarat aktivitas antioksidan 
dan antiradical. Menurut temuan dari penelitian sebelumnya, S. palustris 
(Burm.f.) Bedd. mengandung glikosida kaempferol terasilasi dan non-
asilasi, yang masing-masing memiliki aktivitas penangkapan radikal 
bebas terhadap radikal DPPH pada konsentrasi IC50 berkisar antara 120 
hingga 400 μM.

Berdasarkan temuan ini, dapat disimpulkan bahwa ekstrak S. palustris 
(Burm.f.) Bedd., lebih khususnya diklorometana dan etil asetat, dapat 
menghambat radikal bebas. Temuan ini konsisten dengan beberapa 
publikasi lain yang telah dilakukan sebelumnya. Menurut temuan 
Arullappan et al., etil asetat yang diekstrak dari daun S. palustris (Burm.f.) 
Bedd. yang berasal dari Malaysia, menunjukkan aktivitas penghambatan 
radikal DPPH dengan nilai IC50 650 μg/mL. Selain itu, ekstrak etil asetat 
S. palustris (Burm.f.) Bedd. dari Perak, Malaysia, menunjukkan tingkat 
aktivitas penangkapan radikal yang tinggi, dan konsentrasi IC50-nya 
ditemukan sebesar 49,8 μg/mL, yang sebanding dengan hasil yang 
ditemukan dalam laporan.

Selanjutnya, untuk mengeksplorasi potensi berbagai ekstrak 
terhadap radikal bebas, penghambat nitrit oksida (NO) ditentukan. Nitrit 
oksida, juga dikenal sebagai NO, adalah mediator pleiotropik kuat yang 
diproduksi dari asam amino L-arginin oleh sel endotel vaskular, fagosit, 
dan sel otak tertentu. Ketika NO bergabung dengan radikal superoksida, 
anion peroksinitrit yang sangat reaktif yang dikenal sebagai ONOO− 
dihasilkan. Ini adalah saat toksisitas NO menjadi lebih buruk. Reaksi 
antara nitrit oksida yang dihasilkan oleh sodium nitroprusida dan oksigen 
menghasilkan pembentukan nitrit. Ion nitrit diazotisasi dengan asam 
sulfanilat dan berpasangan dengan naftil etilendiamin, membentuk warna 
merah muda dengan panjang gelombang 546 nm.

Tabel 1 menunjukkan nilai IC50 yang sesuai untuk aktivitas 
penangkapan NO, dan ekstrak diklorometana dan etil asetat memiliki 
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nilai IC50 kurang dari 200 μg/ml, menunjukkan aktivitas penangkapan 
NO yang baik, sedangkan ekstrak n-heksana dan air memiliki nilai IC50 
lebih besar dari 400 μg/ml, menunjukkan aktivitas penangkapan NO yang 
buruk. Nilai penangkapan NO diklasifikasikan berdasarkan Tsai et al.

Selain itu, aktivitas penangkapan radikal bebas dari ekstrak S. palustris 
(Burm.f.) Bedd., khususnya diklorometana dan etil asetat terhadap radikal 
nitrit oksida (NO), menunjukkan aktivitas yang sesuai. Hal ini disebabkan 
oleh keberadaan glikosida kaempferol dalam spesies tersebut. Multiforins 
A, suatu glikosida kaempferol yang diisolasi dari pakis Neocheiropteris 
palmatopedata menunjukkan persentase penghambatan NO 52% pada 20 
μg/ml, dan kaempferol juga dilaporkan menghambat produksi NO dalam 
lini sel RAW 264.7 pada IC50 90,3 μM.

Stres oksidatif diyakini berperan dalam perkembangan beberapa 
penyakit, termasuk kanker, diabetes, dan penyakit ginjal. Stres ini 
disebabkan oleh produksi berlebihan nitrit oksida (NO), yang dapat terjadi 
akibat infeksi atau peradangan. Akibatnya, menghilangkan radikal NO 
atau menghambat produksi NO oleh sel yang diaktifkan mitogen dapat 
menjadi indikator yang menjanjikan untuk menemukan pengobatan baru 
untuk penyakit-penyakit tersebut. Konsekuensinya, sebagai hasil dari 
penelitian ini, ekstrak dari spesies ini dapat diteliti lebih lanjut potensi 
penghambatannya dalam lini sel studi hewan. Keberadaan penghambat 
NO yang berasal dari spesies ini belum pernah didokumentasikan 
sebelumnya. Sebagai konsekuensi dari temuan ini, informasi tambahan 
mengenai aktivitas penangkapan radikal bebas dari spesies ini disediakan.

Selain itu, ditemukan bahwa keempat ekstrak memiliki berbagai 
tingkat aktivitas terhadap strain P. falciparum 3D7 yang sensitif klorokuin 
dan strain W2 yang resisten klorokuin (Tabel 2). Menurut pedoman 
WHO dan persyaratan dasar penemuan obat antiparasit, aktivitas ekstrak 
dibagi menjadi empat kategori berdasarkan nilai konsentrasi IC50 mereka: 
aktivitas tinggi (IC50 ≤ 5 μg/ml), aktivitas menjanjikan (5 μg/ml < IC50 
≤15 μg/ml), aktivitas sedang (15 μg/ml < IC50 ≤ 50 μg/ml), dan aktivitas 
rendah (IC50 > 50 μ/ml).
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Oleh karena itu, ekstrak diklorometana dan etil asetat masing-masing 
memiliki aktivitas antiplasmodial sedang dan menjanjikan, sedangkan 
ekstrak n-heksana dan air diklasifikasikan memiliki aktivitas rendah. 
Hal ini mungkin disebabkan oleh keberadaan glukosida kaempferol, 
seperti kaempferol 3-O-α-L rhamnopyranoside, yang diisolasi dari 
daun S. palustris (Burm.f.) Bedd. Senyawa ini telah dilaporkan memiliki 
aktivitas antiplasmodial yang menjanjikan terhadap P. falciparum yang 
resisten klorokuin dengan IC50 106 μM. Temuan ini didukung oleh laporan 
sebelumnya yang menentukan aktivitas antimalaria dari ekstrak etanol 
daun S. palustris (Burm.f.) Bedd. terhadap parasitemia dan splenomegali 
Plasmodium berghei ANKA pada mencit BALB/c yang terinfeksi. Hasil 
menunjukkan bahwa ekstrak memiliki aktivitas antimalaria yang baik 
pada nilai ED50 77,05 mg/kg berat badan.

Tabel 2: Aktivitas antiplasmodial dan toksisitas ekstrak S. palustris 
(Burm.f.) Bedd.

Sampel Antiplasmodial (IC50; µg/mL) Toxicity (LC50; µg/mL)
n- Hexane extract >100 >1000
Dichloromethane extract 21.68 ± 0.56 >1000
Ethyl acetate extract 11.06 ± 0.43 >1000
Water extract 62.19 ± 0.34 >1000
Artemisinin (control) 0.0054 ± 0.0013 _

Tabel 3: Aktivitas antibakteri ekstrak S. palustris (Burm.f.) Bedd. pada 
konsentrasi 500 μg/disk terhadap bakteri Gram-negatif dan Gram-

positif.
Inhibition zone (cm)

Microorganisms n- Hexane Dichloromethane Ethyl acetate Water extract Chloramphenicol
Bacillus subtilis 0.00 ± 0e 1.30 ± 0.03b 1.11 ± 0.01c 0.73 ± 0.02d 3.18 ± 0.02a

Bacillus cereus 0.00 ± 0d 0.85 ±  0.02bc 0.90 ±0.01b 0.73 ± 0.02c 2.57 ± 0.04a

Streptococcus aureus 0.75 ± 0.02d 0.93 ± 0.03b 0.85 ± 0.01c 0.73 ± 0.02d 2.91 ± 0.03a

Vibrio parahaemolyticus 0.00 ± d 0.86 ± C 0.93 ±b 0.82 ±c 2.15 ±a

Listeria monocytogenes 0.00 ± 0c 0.00 ± 0c 0.84 ± 0.03b 0.00 ± 0c 2.51 ± 0.05a

Salmonella typhi 0.00 ± 0C 0.82 ± 0.02b 0.83 ± 0.02b 0.77 ± 0.01b 2.67 ± 0.03a

Escherichia coli 0.00 ± 0b 0.00 ± 0b 0.00 ± 0b 0.00 ± 0b 2.95 ± 0.01a

a-e mengindikasikan bahwa nilai dalam baris yang sama dengan 
huruf kecil yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan (p 
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< 0.05). Cetak tebal: menunjukkan penghambatan tertinggi pada setiap 
mikroorganisme indikator.

Ekstrak-ekstrak tersebut diuji toksisitasnya menggunakan uji letalitas 
udang air asin (brine shrimp) untuk menentukan tingkat toksisitas 
keseluruhannya. Uji ini adalah metode sederhana dan sangat efektif 
untuk menentukan potensi toksik dari zat atau ekstrak bioaktif. Uji ini 
didasarkan pada kemampuan senyawa uji untuk membunuh udang, 
organisme zoologi yang relatif sederhana (Artemia Salina). Menurut 
Meyer dan rekan, ekstrak tanaman menunjukkan toksisitas dengan 
nilai LC50 kurang dari 1000 μg/ml; namun, ekstrak tanaman dianggap 
sangat toksik untuk udang dengan nilai LC50 kurang dari 30 μg/ml. Hasil 
penelitian menunjukkan nilai LC50 tidak toksik >1000 μg/ml untuk semua 
ekstrak (Tabel 2).

Hasil ini bertentangan dengan laporan sebelumnya, yang menyebutkan 
bahwa ekstrak etanol S. palustris (Burm.f.) Bedd. yang tumbuh di 
Bangladesh menunjukkan LC50 pada 184,7 μg/ml menggunakan metode 
BSLT. Toksisitas udang air asin telah ditemukan dapat memprediksi 
sitotoksisitas dan aktivitas parasit. Ada korelasi kuat antara toksisitas BSLT 
dan sitotoksisitas terhadap lini sel 9 KB (karsinoma nasofaring manusia) 
dan tumor lainnya serta leukemia murine in vivo. BSLT mendeteksi 
aktivitas antikanker yang kuat, tetapi kemampuan prediktifnya untuk 
membedakan antara senyawa antikanker kuat, sedang, dan lemah terbatas. 
Dengan demikian, BSLT memberikan penapisan cepat untuk sitotoksin 
kuat dan tingkat diskriminasi kanker yang lebih tinggi.

Secara umum, sebagian besar ekstrak yang diuji menunjukkan 
aktivitas antibakteri yang lemah. Seperti ditunjukkan pada Tabel 3, ekstrak 
pada 500 μg/disk menunjukkan aktivitas penghambatan yang bervariasi 
terhadap semua bakteri, dengan diameter zona penghambatan berkisar 
antara 0,7 hingga 1,5 cm. Respon mikroorganisme terhadap ekstrak 
yang berbeda bervariasi. Dalam penelitian ini, ditentukan bahwa semua 
ekstrak menghambat bakteri Gram-positif lebih efektif daripada bakteri 
Gram-negatif. Seperti yang didukung oleh hasil ini, mikroorganisme 
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Gram-negatif biasanya lebih resisten terhadap agen antimikroba daripada 
bakteri Gram-positif. Hal ini telah lama dikaitkan dengan penghalang 
permeabilitas membran luar pada bakteri Gram-negatif, yang mencegah 
agen antimikroba mencapai targetnya dalam sel bakteri.

Meskipun aktivitas antibakteri dari ekstrak menunjukkan antibakteri 
yang lemah, perlu dicatat bahwa temuan dari Liu et al. menunjukkan 
bahwa stenopalustrosides A-D menunjukkan aktivitas antibakteri yang 
signifikan terhadap strain Gram-positif (Bacillus cereus, Staphylococcus 
epidermidis, S. aureus, dan Micrococcus luteus) dengan MIC antara 2 
dan 64 μg/mL. Laporan lain menunjukkan bahwa ekstrak metanol dari 
S. palustris (Burm.f.) Bedd. menunjukkan berbagai aktivitas antibakteri 
terhadap bakteri patogen dengan rentang MIC antara 50 dan 12,5 mg/mL.

Spesies ini, secara keseluruhan, menunjukkan berbagai aktivitas 
biologis sepanjang penelitian ini. Menurut temuan penelitian, spesies 
ini menunjukkan aktivitas potensial dengan menangkap radikal bebas 
(DPPH dan nitrit oksida), dan kemampuan untuk menghambat radikal 
nitrit oksida pada spesies ini dilaporkan untuk pertama kalinya. Selain 
itu, ini adalah pertama kalinya aktivitas antiplasmodium dari spesies 
ini dilaporkan, dan memiliki potensi yang baik untuk menghambat 
pertumbuhan kedua strain plasmodium. Di sisi lain, spesies ini tidak 
menunjukkan aktivitas antibakteri yang signifikan. Namun, keterbatasan 
penelitian ini adalah kami tidak melaporkan senyawa fitokimia yang ada 
dalam spesies ini. Sebaliknya, kami menghubungkan aktivitas biologis 
yang terungkap dalam penelitian ini dengan senyawa yang sudah diketahui 
ada dalam spesies berdasarkan penelitian yang telah dipublikasikan 
sebelumnya.

Kesimpulan

Hasil penelitian ini telah menunjukkan bahwa ekstrak S. palustris 
memiliki aktivitas antioksidan dan antiplasmodial yang menjanjikan. 
Ekstrak diklorometana dan etil asetat menunjukkan tingkat aktivitas 
antiplasmodial dan penangkapan radikal yang signifikan. Di sisi lain, 
aktivitas antibakteri dari ekstrak-ekstrak tersebut hanya menunjukkan 
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tingkat aktivitas yang lemah terhadap bakteri patogen. Temuan ini 
memberikan dasar untuk penelitian lebih lanjut dalam mengisolasi dan 
menganalisis aktivitas biologis metabolit sekunder yang ditemukan dalam 
ekstrak-ekstrak tersebut.

B.	 Aktivitas Antioksidan Ekstrak Akar Kelakai dari Kaliman-
tan Tengah

Penggunaan tumbuh–tumbuhan alami sebagai tanaman obat di Indonesia 
sedang populer, kebanyakan masyarakat di daerah–daerah mempercayai 
bahwa penggunaan tumbuhan alami sebagai obat relatif aman karena tidak 
memiliki efek samping yang berlebih (Sharma et al., 2014). Kalimantan 
sebagai daerah hujan tropis menyimpan sekurangkurangnya 4.000 spesies 
tumbuhan yang dapat menjadi sumber temuan obat baru (Kepmenkes, 
2007). Tanaman khas Kalimantan yang banyak digunakan sebagai tanaman 
obat adalah kalakai atau sering juga disebut paku haruan (Stenochlaena 
palustris Bedd) atau pakis. Kalakai di Filipina disebut sebagai barangbang, 
dan di Malaysia disebut sebagai pucuk manis.

Penelitian sebelumnya telah menjelaskan bahwa kalakai atau pakis 
(daun dan batang) mengandung zat besi yang sangat tinggi sehingga baik 
digunakan pada penderita anemia (Maharani et al., 2013). Liu et al. (1999) 
menyebutkan bahwa terdapat 5 (lima) glikosida flavonol baru dalam daun 
Stenochlaena palustris, dimana satu sampai empat dari kandungan tersebut 
secara signifikan menunjukan aktivitas antibakteri gram negatif. Selain itu, 
kalakai atau pakis juga mengandung beberapa senyawa bioaktif seperti 
fenolik, flavonoid, alkaloid dan keluarga terpenoid (Ho et al., 2010) yang 
telah terbukti sangat efektif sebagai antioksidan (Dai & Mumper, 2010). 
Senyawa fenolik seperti antosianin dan beberapa zat besi paling banyak 
terdapat pada daun muda dari pakis (Chai et al., 2012).

Akar kalakai (Stenochlaena palustris) belum banyak diteliti. Data 
ilmiah yang mendukung efektivitas akar kalakai sebagai antioksidan 
belum banyak dilakukan sehingga minim informasi pada publikasi 
ilmiah yang hal tersebut pada bagian akar kalakai. Kalakai merupakan 
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tumbuhan yang tumbuh subur di tanah gambut dan juga ditemukan 
tumbuh baik di tanah berpasir. Secara karakteristik sifat fisik dan sifat 
kimianya, terdapat perbedaan yang signifikan antara tanah gambut dan 
tanah berpasir. Tanah gambut merupakan tanah dengan kandungan 
organik ≥ 50% (Mankinen dan Gelfer, 1982) bahkan ≥75% (ASTM, 
1985). Penelitian ini bertujuan mengetahui aktivitas antioksidan dari 
akar kalakai (Stenochlaena palustris) yang tumbuh pada tanah gambut 
dan tanah berpasir berdasarkan parameter Inhibitory Concentration 50 
(IC50) dengan metode 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

Metode Penelitian

1.	 Bahan
Bahan utama yang digunakan pada penelitian ini adalah akar kalakai. 
Bahan baku tumbuhan ini diambil dari dua lokasi dengan jenis tanah 
yang berbeda yaitu tanah gambut terletak di Jl. Dolin Kandang (Mahir 
Mahar) Palangkaraya dan tanah berpasir di Jl. Cilik Riwut KM 22 
Palangkaraya.

2.	 Pengumpulan dan Pengolahan Simplisia
Proses penyiapan simplisia dilakukan dengan melakukan sortasi 
basah, pencucian dengan air bersih, penirisan, perajangan. Proses 
pengeringan dilakukan dengan mengeringkan di tempat yang teduh 
(kering-angin). Kemudian dilakukan sortasi kering, selanjutnya 
simplisia kering tersebut dibuat dalam bentuk serbuk. Serbuk diayak 
dengan pengayak nomor 14.

3.	 Pembuatan Ekstrak
Serbuk ditimbang sebanyak 100 gram kemudian diekstraksi 
menggunakan pelarut etanol 70% dengan perbandingan 1:10 
selama 3x24 dengan pergantian pelarut setiap 24 jam. Ekstrak 
cair kemudian dipisahkan dari residu menggunakan kertas saring. 
Dilakukan remaserasi sebanyak 2 kali. Ekstrak cair yang diperoleh 
dipekatkan menggunakan rotary evaporator, kemudian diuapkan di 
atas waterbath hingga terbentuk ekstrak kental (Jamshidi et al., 2014).
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4.	 Pembuatan larutan kuersetin sebagai pembanding
Larutan kuersetin dibuat seri kadar dengan konsentrasi berbeda 
yaitu 1; 2; 3; 4; 5; dan 6 ppm. Larutan sebanyak 0,5 mL DPPH 0,4 
mM ditambahkan dengan masing-masing larutan standar kuersetin 
sebanyak 2 ml, kemudian didiamkan di tempat gelap selama operating 
time. Absorbansi dibaca pada panjang gelombang maksimum.

5.	 Pengujian aktivitas antioksidan
Larutan sampel dibuat dengan variasi konsentrasi 10, 20, 40, 60, 80 
ppm. Sebanyak 0,5 ml larutan DPPH 0,4 mM ditambahkan pada 
setiap larutan sampel sebanyak 2 mL kemudian larutan didiamkan 
ditempat gelap selama operating time dan dibaca absorbansinya pada 
panjang gelombang maksimum.

6.	 Analisis Data
Nilai IC50 merupakan konsentrasi sampel yang dapat menghambat 
radikal 74 Volume 05, Nomor 01 (2018) Jurnal Pharmascience bebas 
sebesar 50% diperoleh dengan memakai persamaan regresi linear y= 
bx+a. Data hasil absorbansi masingmasing sampel digunakan untuk 
mencari % inhibisinya.

Tabel 1. Aktivitas Antioksidan Berdasarkan Nilai IC50  
(Jun et al., 2003).

Aktivitas Nilai IC50

Sangat Aktif <50 ppm
Kuat 50-100 ppm
Sedang 101-250 ppm
Lemah 250-500 ppm
Tidak Kuat >500 ppm

Hasil Dan Pembahasan

Uji aktivitas antioksidan memakai metode peredaman radikal bebas 
2,2- difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) dengan menggunakan alat 
spektrofotometer UVVis. Metode ini memiliki kelebihan karena sederhana, 
mudah, cepat dan memerlukan sedikit sampel (Hanani et al., 2005). 
Senyawa DPPH merupakan senyawa radikal bebas yang stabil yang dapat 
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dijadikan model dalam penentuan aktivitas antioksidan suatu sampel. 
Antioksidan dapat memberikan elektronnya kepada DPPH, sehingga 
terjadi perubahan warna dari ungu kehitaman menjadi warna kuning 
(Vaya & Aviram, 2001). DPPH dapat larut dalam pelarut organik yang 
memiliki sifat polar diantaranya pelarut metanol dan etanol (Rohman & 
Riyanto, 2005).

Uji aktivitas antioksidan dibandingkan dengan suatu kontrol positif 
untuk membandingkan antioksidan yang dimiliki. Kuersetin digunakan 
sebagai kontrol positif karena terbukti memiliki aktivitas antioksidan. 
Kuersetin mengandung gugus OH pada posisi 3’, 4’, 3, 5, dan 7 (Salamah & 
Widyasari, 2015). Gugus OH mampu menstabilkan radikal bebas melalui 
mekanisme transfer atom H atau transfer elektron dari gugus tersebut. 

Persamaan regresi yang didapat dari hubungan konsentrasi kuersetin 
dengan persen inhibisi yaitu y = 7,633x – 30,256 dengan koefisien korelasi 
(r) sebesar 0,995. Besarnya nilai IC50 kuersetin yaitu pada konsentrasi 
2,6 ppm. Hasil nilai IC50 tersebut menunjukkan kuersetin masuk dalam 
kategori antioksidan yang sangat aktif (Jun et al., 2003). Semakin kecil nilai 
IC50, maka semakin besar aktivitas antioksidan. Hal tersebut disebabkan 
semakin kecil konsentrasi yang diperlukan sampel dalam menghambat 
radikal bebas. Hasil ini juga dapat menunjukkan validitas metode dalam 
pengujian antioksidan karena secara teoritis kuersetin memiliki aktivitas 
yang kuat dalam melawan radikal bebas.

Aktivitas antioksidan diuji pada sampel menggunakan metode DPPH. 
Sampel dibuat dalam bentuk seri konsentrasi, selanjutnya ditambahkan 
DPPH, dilakukan inkubasi selama 30 menit untuk memastikan reaksi 
terjadi sempurna. Campuran larutan tersebut kemudian dibaca 
absorbansinya pada panjang gelombang maksimum 516 nm. Absorbansi 
sampel dapat dihitung untuk mendapatkan persen inhibisi.
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Tabel 2. Hasil IC50 Ekstrak Etanol Akar Kalakai Pada Tanah  
Gambut dan Pasir

No. Sampel IC50
1. Ekstrak etanol akar kalakai pada tanah gambut 19,06 ppm
2. Ekstrak etanol akar kalakai pada tanah pasir 24,40 ppm

Hasil perhitungan IC50 untuk ekstrak akar kalakai pada tanah gambut 
dari persamaan linier y = 0,599x + 38,577 yaitu sebesar 19,06 ppm. Pada 
ekstrak akar kalakai pada tanah pasir dengan persamaan linear y = 
0,688x + 33,187, didapat IC50 sebesar 24,40 ppm. Hasil IC50 kedua ekstrak 
tersebut termasuk dalam golongan antioksidan yang sangat aktif (Jun et 
al., 2003). Terdapat perbedaan aktivitas antioksidan pada akar kalakai 
yang berbeda kondisi tempat tumbuh. Kemampuan aktivitas antioksidan 
terbesar terdapat pada akar kalakai yang berasal dari tanah gambut yang 
ditunjukkan dengan kecilnya nilai IC50. Semakin kecil lai IC50, maka 
semakin kuat aktivitas antioksidannya. Perbedaan tersebut disebabkan 
adanya perbedaan tempat tumbuh yang dipengaruhi perbedaan nutrisi 
yang terdapat pada dua jenis tanah yang berbeda tersebut (Rohaeti et 
al., 2011). Akar kalakai tumbuh optimum pada daerah yang memiliki 
kelembaban tinggi seperti lahan gambut (Shinta dan Atyk, 2011). Faktor 
yang juga dapat berpengaruh yaitu temperatur, tingkat kebasahan tanah, 
intensitas sinar matahari, dan kadar CO2 pada daerah sekitar tumbuhan 
(Neldawati et al., 2013).

Kesimpulan

Hasil uji aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol akar kalakai yang 
tumbuh pada tanah pasir dan tanah gambut memiliki aktivitas antioksidan 
yang sangat kuat. Hal tersebut ditandai dengan nilai IC50 pada ekstrak 
etanol akar kalakai tanah gambut sebesar 19,06 ppm dan ekstrak etanol 
akar kalakai tanah pasir sebesar 24,40 ppm.
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C.	 Aktivitas Antimikroba Ekstrak Kelakai Terhadap 
Salmonella typhi dan Staphylococcus aureus

Penyakit infeksi merupakan salah satu masalah kesehatan yang paling 
utama di negara-negara berkembang termasuk Indonesia. Berdasarkan 
Survey Kesehatan Rumah Tangga tahun 2007, penyebab utama kematian 
antara lain 28,1 % disebabkan oleh penyakit infeksi dan parasit. Hal inilah 
yang mendorong dan mendasari pencarian sumber obat-obatan alami yang 
murah dan memiliki potensi aktivitas antimikroba. Pemanfaatan tanaman 
herbal untuk pengobatan tradisional telah menyatu di masyarakat. Hal 
ini dikarenakan tanaman herbal memiliki beberapa keuntungan, salah 
satunya yaitu memiliki efek samping yang rendah apabila dibandingkan 
dengan obat yang terbuat dari bahan sintetik. Selain itu, tanaman herbal 
juga mudah diproduksi, mudah diperoleh dan murah dibandingkan 
dengan obat sintetik.

Tanaman kelakai (Stenochlaena palustris (Burm.F) Bedd) sangat 
dikenal oleh masyarakat Kalimantan Tengah sebagai tanaman obat karena 
tanaman tersebut mudah didapat dan memiliki banyak manfaat seperti 
penambah darah, menunda penuaan, antidiare, dan sayuran yang lezat. 
Daun kelakai dapat digunakan sebagai obat tradisional karena mengandung 
golongan senyawa flavonoid dan tanin yang diantaranya berfungsi untuk 
mencegah kekurangan darah (pencegah anemia), menstruasi teratur dan 
antidiare serta berkhasiat sebagai pereda demam, dan juga mengobati sakit 
kulit, meningkatkan ASI, dan dapat mengobati kanker. Kandungan kimia 
yang terdapat pada kelakai antara lain tanin, flavonoid, steroid, alkaloid, 
lemak, protein, kalsium, mineral Fe, vitamin C, dan vitamin A.

Berdasarkan latar belakang di atas, peneliti tertarik untuk melakukan 
pengujian aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun kelakai (Stenochlaena 
palustris (Burm.F) Bedd) terhadap Salmonella thypi dan Staphylococcus 
aureus dengan metode difusi agar.
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Metode Penelitian

1.	 Pengambilan Sampel Tanaman dan Determinasi
Sampel daun kelakai (Stenochlaena palustris (Burm. F) Bedd) 
diperoleh dari Kota Palangkaraya, Kalimantan Tengah. Determinasi 
dilakukan di Sekolah Ilmu dan Teknologi Hayati ITB Bandung. 
Hasil determinasi menunjukkan bahwa bahan penelitian termasuk 
Stenochlaena palustris (Burm. F) Bedd. Pengolahan bahan meliputi 
sortasi basah, pencucian, pengeringan, sortasi kering, penyimpanan, 
dan penggilingan hingga diperoleh simplisia dalam bentuk serbuk.

2.	 Karakterisasi Simplisia dan Penapisan Fitokimia
Pemeriksaan karakterisasi simplisia meliputi, pemeriksaan 
makroskopik, pemeriksaan mikroskopik, penetapan kadar air, 
penetapan kadar abu total, penetapan kadar abu larut air, penetapan 
kadar abu tidak larut asam, penetapan kadar sari larut air, penetapan 
kadar sari larut etanol, dan penetapan susut pengeringan. Penapisan 
fitokimia dilakukan untuk pemeriksaan senyawa golongan alkaloid, 
flavonoid, saponin, kuinon, tanin dan steroid.

3.	 Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Kelakai
Sebanyak 100 g serbuk simplisia ditimbang dan ditambahkan 
dengan 1 L etanol 96%, kemudian dimaserasi selama 3 kali 24 jam. 
Ekstrak disaring dengan kain flanel, selanjutnya dengan kertas saring. 
Kemudian ekstrak dipekatkan dengan menggunakan evaporator agar 
diperoleh ekstrak kental dengan bobot tetap.

4.	 Pembuatan Bakteri Uji
Sebanyak 3,8 gram serbuk agar dilarutkan dalam air suling steril 
sebanyak 100 mL aquadest, kemudian dipanaskan hingga larut dalam 
labu erlenmeyer, lalu disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121 °C 
selama 15 menit dengan pH 7,2-7,4 dengan ketebalan media 3-4 
mm pada saat pembuatan media di cawan petri. Pembuatan biakan 
miring yaitu dengan menggoreskan biakan dari stok bakteri ke media 
Mueller Hinton Agar (MHA) miring yang masih baru. Diinkubasi 
pada suhu 37 °C selama 24 jam. Dari biakan tersebut diambil satu ose 
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untuk setiap bakteri uji dan dilarutkan dalam Mueller Hinton Broth 
(MHB), diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C. Suspensi yang 
telah diinkubasi kemudian dikocok menggunakan pengocok vortex 
sehingga diperoleh absorban dengan rentang 0,08–0,10 pada 625 nm 
yang diukur dengan spektrofotometer.

5.	 Pembuatan inokulum standar
Dalam membuat stok bakteri ini digunakan inokulum standar yaitu 
stok bakteri 108 CFU/mL sama dengan standar 0,5 McFarland. 
Diambil 0,5 mL dari larutan BaCl2 dengan konsentrasi 0,048 mol/L, 
yang di tambahkan 99,5 mL larutan H2SO4 dengan konsentrasi 
0,18 mol/L (0,36 N) (1% v/v). Diukur dengan spektrofotometri Uv-
Visibel, panjang gelombang 625 nm dan rentang absorban antara 
0,08-0,10. Koloni diinkubasi selama 1 kali 24 jam sampai terbentuk 
koloni. Kemudian ambil kurang lebih 3-5 koloni dengan kawat ose, 
masukan ke dalam 4-5 mL MHB. Inkubasi pada suhu 37 °C selama 2-6 
jam. Setiap satu jam sekali diambil dan dicek dalam spektrofometri 
sampai menghasilkan absorban yang konstan atau sama dengan nilai 
absorban inokulum standar.

6.	 Uji Aktivitas Antibakteri
Pengujian aktivitas daya hambat ekstrak etanol daun kelakai dilakukan 
pada konsentrasi 12.5 %, 25 %, 37.5 %, 50 % dan 100 %. Sebanyak 
10 µL suspensi bakteri S. typhi dan 10 µL suspensi bakteri S. aureus 
ditambahkan ke dalam 20 mL media Mueller-Hinton Agar (MHA) 
di dalam cawan petri steril. Campuran kemudian dihomogenkan 
lalu didinginkan dan dibiarkan memadat. Kertas cakram yang 
mengandung ekstrak etanol daun kelakai ditempelkan pada media 
yang sudah memadat. Diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam, 
diameter hambat diamati setelah periode inkubasi dan dilakukan 3 
kali replikasi.
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7.	 Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi 
Bunuh Minimum (KBM)
Ekstrak yang diperoleh diuji Konsentrasi Hambat Minimumnya 
terhadap bakteri S. thypi dan S. aureus. Ekstrak dicampur pada media 
MHA, didinginkan dan dibiarkan memadat. Selanjutnya media yang 
telah memadat digoreskan dengan bakteri menggunakan cottonbud 
steril yang diambil dari suspensi bakteri. Selanjutnya diinkubasi pada 
suhu 37 °C selama selama 24 jam untuk pengamatan konsentrasi 
hambat minimum daun kelakai. Kemudian diinkubasi pada suhu 37 
°C selama 24 jam. Diamati zona bening, apabila terdapat zona bening 
maka diinkubasi kembali selama 24 jam dan dimati kembali zona 
bening pada petri tersebut apabila tidak ditumbuhi bakteri maka zona 
bening tersebut merupakan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM).

8.	 Penentuan Kesetaraan Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Daun 
Kelakai terhadap Antibakteri Pembanding
Penentuan kesetaraan aktivitas ekstrak etanol daun kelakai terhadap 
antibakteri pembanding dilakukan dengan metode difusi agar 
dengan menggunakan paperdisk. Antibakteri yang digunakan adalah 
Tetrasiklin. Dari hasil pengukuran diameter hambatan antibakteri, 
dibuat persamaan garis antara logaritma konsentrasi (x) dengan 
diameter hambatan (y). Persamaan yang didapat selanjutnya 
digunakan untuk melihat kesetaraan antara ekstrak uji dengan 
antibakteri pembanding. Hasil yang diharapkan adalah diperoleh nilai 
kesetaraan nilai aktivitas ekstrak uji dengan antibakteri pembanding.

Hasil dan Pembahasan

Pengolahan daun kelakai menjadi simplisia meliputi sortasi basah, 
pencucian, perajangan, pengeringan, sortasi kering dan kemudian 
dibuat menjadi serbuk simplisia. Proses pengeringan dilakukan dengan 
menggunakan sinar matahari secara tidak langsung yang ditutup dengan 
menggunakan kain berwarna hitam, penggunaan kain berwarna hitam 
bertujuan agar simplisia tidak langsung terpapar oleh sinar matahari 
dan mencegah kerusakan kandungan zat aktif yang ada dalam tanaman. 
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Pengeringan dilakukan untuk mengurangi kadar air dan mencegah 
tumbuhnya jamur atau bakteri sehingga simplisia yang diperoleh dapat 
disimpan lebih lama dan tidak mudah rusak serta komposisi kimianya 
tidak mengalami perubahan, bahan kering yang diperoleh kemudian di 
haluskan untuk di dapat serbuk simplisia daun kelakai. Setelah dilakukan 
pengolahan bahan hingga menjadi serbuk simplisia kering, 100 g serbuk 
simplisia diekstraksi dengan cara maserasi selama 3 kali 24 jam dengan 
menggunakan pelarut etanol 96%. Ekstrak cair yang diperoleh kemudian 
diuapkan dengan menggunakan penguap vakum putar dan waterbath 
sehingga dihasilkan ekstrak kental dengan bobot tetap.

Selanjutnya dilakukan penapisan fitokimia yang bertujuan untuk 
pemeriksaan kandungan kimia secara kualitatif untuk mengetahui 
golongan senyawa yang terkandung dalam suatu tumbuhan. Hasil positif 
terdeteksi pada golongan senyawa flavonoid, alkaloid, tannin, dan steroid. 
Hasil negatif terdeteksi pada golongan senyawa kuinon dan saponin. Daun 
kelakai mengandung senyawa flavonoid, alkaloid dan steroid merupakan 
senyawa yang mempunyai efek farmakologi sebagai antibakteri. Flavonoid 
dengan kemampuannya membentuk kompleks dengan protein dan 
merusak membran sel dengan cara mendenaturasi ikatan protein pada 
membran sel, sehingga membran sel menjadi lisis dan senyawa tersebut 
menembus ke dalam inti sel menyebabkan bakteri tidak berkembang. 
Sedangkan aktivitas antibakteri dari senyawa tanin adalah dengan cara 
mengkerutkan dinding sel atau membran sel sehingga mengganggu 
permeabilitas sel itu sendiri. Akibat terganggunya permeabilitas, sel tidak 
dapat melakukan aktivitas hidup sehingga pertumbuhannya terhambat 
atau bahkan mati.

Tabel 1. Hasil Penapisan Fitokimia Simplisia Daun Kelakai
No. Pemeriksaan Hasil Pengamatan
1. Alkaloid +
2. Flavonoid +
3. Saponin -
4. Tannin +
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No. Pemeriksaan Hasil Pengamatan
5. Kuinon -
6. Steroid/Triterpenoid +

Aktivitas ekstrak etanol daun kelakai (Stenochlaena palustris (Burm.F) 
Bedd) dalam menghambat pertumbuhan bakteri Gram negatif Salmonella 
thypi lebih peka bila dibandingkan dengan bakteri Gram positif 
Staphylococcus aureus. Hal ini disebabkan adanya perbedaan struktur 
dinding sel kedua jenis bakteri tersebut. Dinding sel bakteri Gram positif 
terdiri atas beberapa lapisan peptidoglikan yang membentuk struktur 
yang tebal dan kaku serta mengandung substansi dinding sel yang disebut 
asam teikoat, sedangkan dinding sel bakteri Gram negatif terdiri atas satu 
atau lebih lapisan peptidoglikan yang tipis dan membran di bagian luar 
lapisan peptidoglikan, sehingga dinding sel bakteri Gram negatif lebih 
rentan terhadap guncangan fisik, seperti pemberian antibiotik atau bahan 
antibakteri lainnya. Selain itu, perbedaan struktur dinding sel inilah yang 
menyebabkan kedua jenis bakteri tersebut memberikan respon terhadap 
pewarnaan Gram.

Penghambatan pertumbuhan bakteri disebabkan oleh senyawa 
kimia yang terkandung pada ekstrak etanol daun kelakai. Daun kelakai 
mengandung zat aktif berupa alkaloid, flavonoid, dan steroid. Hasil 
pengujian aktivitas antibakteri ditunjukkan dengan adanya zona bening 
di sekitar cakram ekstrak uji. Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak 
etanol daun kelakai (Stenochlaena palustris (Burm.F) Bedd) memiliki 
aktivitas antibakteri yang lebih besar terhadap bakteri Salmonella thypi 
dibandingkan bakteri Staphylococcus aureus. Hal ini dapat dilihat dari 
diameter hambat Staphylococcus aureus sebesar 17,20 mm sedangkan pada 
Salmonella thypi sebesar 18,16 mm dengan konsentrasi 125.000 µg/mL.
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Tabel 2.
Buku Uji Konsentrasi 

(µg ML) 
Diameter Hambat (mm) S. aureus

Rata-rata
Standar 

Deviasi (SD)Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3

S.aureus

1000000 28,02 28,85 28,90 28,59 0,49
500000 26,30 26,48 25,88 26,22 0,30
375000 23,28 22,50 23,04 22,94 0,39
250000 20,15 20,00 20,15 20,10 0,08
125000 18,26 19,05 18,28 18,53 0,45

S. typhi

1000000 29,01 28,78 28,85 28,88 0,11
500000 26,75 26,30 26,00 26,00 0,37
375000 23,40 23.55 23,48 23,47 0,07
250000 22,30 22.70 21,98 22,32 0,36
125000 15.24 16.05 15,20 15,20 0,47

Penentuan nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dilakukan 
pada rentang konsentrasi 1-14% terhadap bakteri S. aureus dimana nilai 
KHM yang didapatkan sebesar 10,6% dan nilai KBM yang diperoleh 
sebesar 11% sedangkan pada bakteri S. thypi nilai KHM yang diperoleh 
sebesar 9% dan nilai KBM yang diperoleh sebesar 10,8%. Nilai kesetaraan 
ekstrak terhadap antibakteri pembanding menunjukkan bahwa 1 mg 
ekstrak etanol daun kelakai terhadap bakteri S. aureus setara dengan 28,21 
mg tetrasiklin sedangkan S. thypi setara dengan 23,65 mg tetrasiklin.

Kesimpulan

Nilai KHM Ekstrak daun kelakai terhadap S. aureus pada konsentrasi 
10,6% Sedangkan S. thypi pada konsentrasi 9%. Nilai KBM Ekstrak daun 
kelakai terhadap S.aureus pada konsentrasi 11% Sedangkan S.thypi pada 
konsentrasi 10,8%. Nilai kesetaraan 1 mg tetrasiklin terhadap aktivitas 
ekstrak etanol daun kelakai untuk S.aureus adalah sebesar 28,21 mg 
ekstrak dan untuk S.thypi adalah sebesar 23,65 mg ekstrak.
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Bab 2
Ekstrak Kelakai untuk  

Kanker Lidah

A.	 Potensi Kelakai Sebagai Antikanker dalam Perawatan 
Kanker Mulut

Penyakit kanker merupakan salah satu penyakit yang mematikan bagi 
manusia. Pertumbuhan sel kanker yang tidak normal dan tidak terkendali 
dapat menyebar ke bagian tubuh lain, berpotensi menyebabkan kematian. 
Kekhawatiran terhadap kanker semakin besar, mengingat peringkat kanker 
sebagai penyebab kematian terus meningkat dari tahun ke tahun. Kematian 
yang disebabkan oleh kanker sangat tinggi jika dibandingkan dengan 
kematian akibat Acquired Immunodeficiency Syndrome, tuberkulosis 
maupun malaria menurut World Health Organization (WHO). Angka 
kematian akibat kanker hampir mencapai 10 juta jiwa pada tahun 2020. 
Kanker kepala dan leher merupakan suatu neoplasma ganas yang dapat 
terjadi di beberapa bagian yaitu pada rongga mulut, telinga, rongga hidung, 
sinus paranasal, nasofaring, hipofaring, orofaring dan glandula saliva. 
Dari kelompok kanker kepala dan leher diperkirakan 90% diantaranya 
merupakan kanker mulut. Sebesar 90% kasus kanker mulut berasal dari 
jaringan skuamosa, sehingga disebut sebagai karsinoma sel skuamosa 
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(KSS) rongga mulut, dan menempati urutan kelima dari kasus kanker di 
seluruh dunia.

Penggunaan obat imunoterapi dalam pengobatan KSS rongga 
mulut memiliki peran penting dalam mengatasi kondisi imunosupresi. 
Salah satu jenis imunoterapi yang digunakan adalah obat antibodi 
monoklonal. Current national comprehensive cancer (CNCC) saat ini 
merekomendasikan dilakukannya reseksi bedah untuk KSS rongga mulut 
tahap awal. Radioterapi atau kemoterapi definitif untuk KSS rongga 
mulut tahap awal menjadi alternatif bagi pasien yang tidak menyetujui 
tindakan operasi, menolak untuk menjalani operasi, atau menghadapi 
kondisi penyakit yang recurrent sehingga tidak memungkinkan untuk 
dilakukan reseksi bedah. Efektivitas bahan alam dalam pencegahan dan 
pengobatan kanker rongga mulut seperti polifenol, vitamin A, C, dan E, 
karotenoid, dan ekstrak teh hijau telah dilaporkan. Salah satu tanaman 
yang memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai agen kemopreventif 
adalah S. palustris, yang secara umum dikenal sebagai kelakai. S. palustris 
diketahui dapat menginduksi apoptosis pada sel kanker payudara T47D 
dan indeks selektivitasnya menunjukkan hasil yang positif terhadap sel 
kanker payudara T47D.11 Pada uji terhadap kultur lini sel kanker hati 
HepG-2 diketahui ekstrak S. palustris memiliki aktivitas sitotoksik.1 Efek 
ekstrak S. palustris telah diteliti pada lini sel T47D11, MDA-MB-231, 
dan HepG-21, namun pengaruhnya terhadap sel kanker mulut belum 
pernah dikaji. Oleh karena itu, penelitian lebih lanjut diperlukan untuk 
mengeksplorasi efek ekstrak S. palustris terhadap kanker mulut.

Metode

Referensi pada tinjauan ini diidentifikasi melalui PubMed, Google Scholar, 
dan laporan resmi serta situs web global health organizations dengan 
istilah pencarian “kanker mulut”, “antikanker”, “Stenochlaena palustris”, 
dan “apoptosis” dari tahun 2013 hingga 2023. Referensi yang di publikasi 
dalam bahasa Inggris dan bahasa Indonesia dipertimbangkan pada 
tinjauan ini.
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Topik Utama
Kanker Mulut: Karsinoma Sel Skuamosa

Kanker kepala dan leher merupakan suatu neoplasma ganas yang dapat 
terjadi di beberapa bagian yaitu pada rongga mulut, telinga, rongga hidung, 
sinus paranasal, nasofaring, hipofaring, orofaring dan glandula saliva. 
Dari kelompok kanker kepala dan leher diperkirakan 90% diantaranya 
merupakan kanker mulut. Bibir bawah, dasar mulut, bagian bawah dan 
tepi lidah, area retromolar, tonsil, dan tepi palatum mole merupakan 
lokasi umum terjadinya kanker mulut. Sebesar 90% kasus kanker mulut 
berasal dari jaringan skuamosa, sehingga disebut sebagai KSS rongga 
mulut,5 dan menempati urutan kelima dari kasus kanker di seluruh dunia. 
Lokasi terjadinya KSS pada rongga mulut yaitu di bagian lidah, dasar 
mulut, alveolar ridge, palatum durum, dan trigonum retromolar. Penyebab 
meningkatnya insidensi kanker mulut di dunia dalam beberapa tahun 
terakhir adalah gaya hidup, malnutrisi, perubahan lingkungan, dan faktor 
genetik. Kebiasaan merokok dan mengunyah sirih merupakan faktor 
risiko yang umum ditemukan di negara Asia. Beberapa faktor lain yang 
dapat memicu terjadinya KSS adalah usia, paparan sinar matahari yang 
berlebihan dan iritasi kronis pada rongga mulut. Penggunaan tembakau 
merupakan salah satu penyebab kanker yang paling umum pada rongga 
mulut. Studi epidemiologi, telah melaporkan adanya hubungan positif 
antara karsinogenesis di rongga mulut dan penggunaan tembakau. 
Menurut International Agency for Research on Cancer (IARC), alkohol 
diklasifikasikan sebagai karsinogen kelompok satu. Alkohol memiliki peran 
sebagai faktor risiko yang independen, namun ketika dikombinasikan 
dengan tembakau, risiko terjadinya KSS meningkat hingga 35 kali lipat.

KSS pada rongga mulut berasal dari sel epitel mukosa yang melapisi 
rongga mulut. Secara histologis, KSS rongga mulut memiliki kemampuan 
untuk berkembang menjadi invasif melalui serangkaian tahap. Progresi 
KSS pada rongga mulut dimulai dengan paparan karsinogen yang 
menyebabkan perubahan genetik dan molekuler pada keratinosit oral di 
seluruh area jaringan yang terpapar, kemudian diikuti oleh displasia epitel 
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dalam berbagai tingkat dan berakhir dengan transformasi ganas menjadi 
KSS rongga mulut, yang dapat menyebar ke daerah lain dalam bentuk 
metastasis. Zat eksogen seperti bahan kimia atau sinyal endogen seperti 
mediator reaktif yang dihasilkan dari jalur seluler mampu mengakibatkan 
mutasi pada proto-onkogen dan tumor suppressors gene dapat kehilangan 
kemampuannya untuk menghambat proliferasi sel kanker.

Current national comprehensive cancer (CNCC) saat ini 
merekomendasikan dilakukannya reseksi bedah untuk KSS rongga mulut 
tahap awal. Radioterapi atau kemoterapi definitif untuk KSS rongga 
mulut tahap awal adalah pilihan bagi pasien yang tidak setuju terhadap 
operasi, menolak operasi, atau untuk penyakit recurrent yang tidak dapat 
dilakukan reseksi bedah. Perawatan pada KSS rongga mulut stadium 
lanjut umumnya dilakukan melalui terapi gabungan. Pendekatan yang 
dapat dilakukan adalah operasi kemudian dilakukan radioterapi atau 
kemoterapi tergantung pada kondisi patologis pasien atau pilihan tanpa 
bedah untuk kasus tertentu. Sistem kekebalan tubuh memiliki peran 
penting dalam melawan sel kanker, terdiri dari respon imun bawaan dan 
respon imun adaptif. Oleh karena itu, sistem kekebalan menjadi target 
dalam penggunaan obat imunoterapi yang berperan dalam mengatasi 
imunosupresi pada KSS rongga mulut.

Terapi kemoterapi dan radioterapi menimbulkan beberapa 
efek samping, seperti toksisitas, penurunan fungsi kekebalan tubuh, 
dan kerusakan pada rongga mulut seperti xerostomia, mucositis, dan 
osteoradionekrosis. Eliminasi sel kanker yang efektif dengan apoptosis 
telah menjadi tujuan klinis dari terapi kanker selama lebih dari tiga dekade. 
Menargetkan jalur apoptosis pada sel tumor memiliki dampak positif 
karena sel tumor yang mati tidak memiliki peluang untuk berkontribusi 
pada pembentukan tumor sekunder.

Penggunaan Tumbuhan dalam Perawatan Kanker

Kemoprevensi dalam pengobatan kanker didefinisikan sebagai 
intervensi farmakologis untuk menghentikan atau menghambat proses 
karsinogenesis. Agen kemopreventif dikonsumsi dalam jangka waktu 
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panjang sehingga perlu memenuhi persyaratan tertentu seperti toksisitas 
rendah, memiliki sedikit atau tidak ada efek samping, mudah dibawa, 
mudah dikelola, dan hemat biaya. Kemoprevensi merupakan strategi 
penting untuk menghambat kanker. Dikategorikan menjadi dua yaitu 
kemoprevensi primer dan sekunder. Pada kanker mulut, kemoprevensi 
primer dilakukan pada pasien dengan lesi premalignan salah satunya adalah 
lesi leukoplakia. Kemoprevensi sekunder dilakukan pada pasien yang 
telah dilakukan perawatan kanker mulut dengan tujuan untuk mencegah 
metastasis. Kanker mulut menyebabkan morbiditas dan mortalitas yang 
signifikan. Kemoprevensi dilakukan dengan menggunakan obat-obatan 
atau bahan alam untuk menghambat berkembangnya lesi premalignan 
pada rongga mulut dan untuk mencegah terjadinya tumor primer kedua. 
Seiring dengan kemajuan teknologi, usaha dalam menemukan obat baru 
yang aman dan selektif terhadap pengobatan dan pencegahan kanker 
semakin banyak dilakukan. Salah satunya adalah pencarian senyawa kimia 
alami dengan memanfaatkan bahan alam. Beberapa peneliti melaporkan 
bahwa senyawa yang terdapat pada tanaman memiliki potensi sebagai 
agen kemopreventif, yaitu agen yang dapat mengurangi risiko kanker.

Stenochlaena palustris (Burm.F.) Bedd.

S. palustris merupakan tumbuhan sejenis tanaman paku yang dikenal 
dengan sebutan kelakai. S. palustris merupakan tumbuhan yang sangat 
mudah ditemukan di Kalimantan dan sangat lazim dikonsumsi oleh 
masyarakat Dayak sehari-hari. S. palustris memiliki distribusi yang luas di 
daerah tropis, tersebar di Asia Tenggara hingga Australia dan Polinesia. S. 
palustris biasa ditemukan pada lahan basah seperti hutan rawa air tawar, 
hutan bakau, sungai, dan rawa-rawa.

Masyarakat suku Dayak mempercayai bahwa dengan mengonsumsi 
S. palustris dapat bermanfaat, diantaranya sebagai suplemen penambah 
darah, obat awet muda, penambah air susu ibu, obat hipertensi, pereda 
demam dan mengobati sakit kulit seperti gatal dan alergi. S. palustris telah 
dimanfaatkan untuk berbagai pengobatan di Asia Tenggara, misalnya di 
Semenanjung Malaysia, rebusan dari pucuk muda S. palustris diminum 
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untuk mengobati diare dan demam. Pengobatan demam dengan S. 
palustris juga dapat dilakukan dengan mengoleskan daun S. palustris 
pada kepala orang sakit.

Kandungan fitokimia dari daun S. palustris berupa fenetil alkohol, 
organosilane, terpenoid, asam lemak jenuh, dan flavonoid. Ekstrak 
S. palustris dapat digunakan sebagai antiinflamasi, antimalaria dan 
antioksidan. Ekstrak S. palustris jika dikaitkan dengan aktivitas 
farmakologisnya dapat berpotensi sebagai afrodisiaka, free radical 
scavenging, antibakteri, antikanker, dan larvasida. Stenochlaena palustris 
(Burm.F.) Bedd. terhadap Kanker Salah satu tanaman yang memiliki 
potensi untuk dikembangkan sebagai agen kemopreventif adalah S. 
palustris, yang dikenal dalam bahasa sehari-hari sebagai kelakai. Diketahui 
bahwa aktivitas farmakologis dari S. palustirs dapat berpotensi sebagai 
antikanker.

Beberapa penelitian menyatakan bahwa S. palustris memiliki aktivitas 
sitotoksik terhadap lini sel Michigan Cancer Foundation (MCF)-7, Medical 
Doctor AndersonMammary Gland Carcinoma (MDA-MB)-231, Duke 
University (DU)-145, dan Human Hepatocellular Carcinoma (HepG)-
2.1 Kandungan metabolit sekunder yang ditemukan pada S. palustris 
seperti flavonoid dan alkaloid diketahui memiliki kemampuan untuk 
menghambat proliferasi dan menginduksi apoptosis pada berbagai 
sel kanker. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, senyawa dan 
aktivitas sitotoksik yang terdapat dalam ekstrak S. palustris memiliki 
potensi dalam menghambat pertumbuhan sel kanker. S. palustris belum 
pernah diteliti pengaruhnya terhadap sel kanker mulut sehingga perlu 
dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui pengaruh S. palustris 
terhadap kanker mulut.

Kesimpulan

Seiring dengan kemajuan teknologi, Upaya dalam menemukan obat 
baru yang aman dan selektif dalam pengobatan dan pencegahan kanker 
semakin banyak dilakukan. Senyawa yang terdapat pada tanaman 
menunjukkan potensi sebagai agen kemopreventif. Salah satu tanaman 
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yang memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai agen kemopreventif 
adalah S. palustris. Beberapa penelitian telah melaporkan bahwa S. palustris 
dapat berpotensi menjadi antikanker pada beberapa jenis lini sel kanker. 
Meskipun demikian, belum ada penelitian yang secara khusus dilakukan 
untuk mengetahui potensi antikanker S. palustris terhadap kanker mulut. 
Penelitian lebih lanjut mengenai potensi S. palustris terhadap kanker 
mulut dapat dilakukan untuk mengetahui kegunaannya dalam bidang 
terapi kanker.

B.	 Penetapan Kadar Flavonoid dalam Ekstrak Daun Kelakai
Kelakai merupakan tumbuhan khas lahan rawa yang tumbuh di 
Kalimantan Selatan. Kelakai juga merupakan makanan favorit sebagian 
besar masyarakat Kalimantan. Studi empiris dari daun dan batang kelakai 
muda digunakan oleh masyarakat suku Dayak sebagai suplemen penambah 
darah, obat awet muda, penambah ASI pada ibu menyusui, obat tekanan 
darah tinggi, pereda demam dan mengobati sakit kulit seperti gatal dan 
alergi (Maharani, dkk., 2005).

Kandungan metabolit sekunder yang terkandung dalam daun kelakai 
yaitu senyawa alkaloid, steroid dan flavonoid (Anggraeni dan Erwin, 
2015). Ekstrak air daun kelakai memiliki kandungan total flavonoid yang 
tinggi dibandingkan dengan tanaman gerunggang dan pasak bumi yang 
merupakan tanaman obat Kalimantan Selatan (Suhartono, dkk., 2012). 
Flavonoid merupakan sekelompok besar senyawa polifenol tanaman 
yang tersebar luas dalam berbagai bahan makanan dan dalam berbagai 
konsentrasi. Flavonoid mempunyai sifat yang khas yaitu bau yang sangat 
tajam, sebagian besar merupakan pigmen warna kuning, dapat larut 
dalam air dan pelarut organik, mudah terurai pada temperatur tinggi 
(Rahmat, 2009). Flavonoid diyakini dapat menurunkan aterosklerosis 
dengan menghambat oksidasi LDL (Low Density Lipoprotein) dengan 
cara menghambat pembentukan radikal bebas (Silalahi, 2006). Sejauh ini 
belum pernah dilaporkan penelitian mengenai penetapan kadar flavonoid 
ekstrak etanol daun kelakai (Stenochlaena palustris (Burm. F.) Bedd.) 
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menggunakan metode spektroftometri UV-Vis, sehingga dilakukan 
penelitian ini.

Metode Penelitian

Penelitian yang dilakukan adalah penelitian non eksperimental. Penelitian 
dilakukan di Laboratorium Terpadu I dan Laboratorium Terpadu III 
Akademi Farmasi Samarinda. Tahapan penelitian meliputi pengumpulan 
sampel, determinasi sampel, pembuatan simplisia, pembuatan ekstrak 
etanol daun kelakai, identifikasi golongan senyawa kimia dan penetapan 
kadar flavonoid dengan spektrofotometri UV-Vis.

Alat dan Bahan
Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Spektrofotometer 
UV-1800 (Shimadzhu®), rotary evaporator (IKA®), Oven (Memmert®), 
maserator (IKA®), penangas air, pengaduk elektrik, blender, mikropipet 
(Vitlab®), timbangan analitik (Ohaus®), ayakan mesh 60, seperangkat 
alat gelas (pyrex®), corong buchner, rak tabung reaksi, cawan porselen, 
penjepit tabung, spatel logam dan botol semprot. Bahan yang digunakan 
dalam penelitian ini adalah serbuk simplisia daun kelakai, etanol 70%, 
kalium asetat 1 M, aluminium klorida 10%, kuersetin, pereaksi meyer, 
pereaksi bouchardat, pereaksi dragendorf, FeCl3 1%, HCl 2 N, HCl pekat, 
H2SO4 pekat, amil alkohol, kloroform, anhidrida asam asetat, serbuk Mg, 
aluminium foil, air suling dan kertas saring.

Prosedur Penelitian Pembuatan ekstrak etanol daun kelakai

Metode pembuatan ekstrak etanol daun kelakai mengacu pada Depkes 
RI (2008), dengan modifikasi yaitu serbuk simplisia yang sudah diayak 
dengan ayakan mesh 60 kemudian ditimbang sebanyak 200 gram, lalu di 
maserasi dengan etanol 70%, kemudian diaduk menggunakan pengaduk 
eletrik selama 2 jam. Maserat dan ampas disimpan selama 22 jam dalam 
wadah tertutup, kemudian disaring menggunakan corong Buchner. Ampas 
sisa maserasi kemudian diremaserasi lagi dengan etanol 70% dalam toples 
kaca dengan pengadukan selama 2 jam dan disimpan selama 22 jam, 
maserat disaring menggunakan corong Buchner. Maserat hasil maserasi 
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dan remaserasi digabungkan dalam satu wadah dan diuapkan sebagian 
pelarut menggunakan rotary evaporator kemudian dipekatkan diatas 
tangas air hingga diperoleh ekstrak kental. Simplisia diremaserasi untuk 
mendapatkan hasil penyarian yang optimal.

Penetapan kadar air ekstrak etanol daun kelakai

Penetapan kadar air ekstrak etanol daun kelakai menggunakan metode 
gravimetri. Prinsip metode gravimetri yaitu menghilangkan kadar 
air dalam sampel dengan pemanasan menggunakan oven pada suhu 
105oC agar air yang terikat secara fisik dalam sampel dapat teruapkan 
sehingga diperoleh berat konstan (Latifah, 2015). Perhitungan kadar air 
menggunakan rumus sebagai berikut (Dewa dan Mozes, 2014):

Keterangan:
a = berat cawan
b = berat sampel
c = berat cawan + sampel

Uji Golongan Senyawa Metabolit Sekunder

Uji golongan senyawa metabolit sekunder menggunakan larutan ekstrak 
etanol daun kelakai yang dibuat dengan cara, ekstrak kental ditimbang 
sebanyak 0,5 gram, lalu dilarutkan dengan etanol sebanyak 10 mL hingga 
larut sempurna, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL 
dan ditambahkan dengan air suling hingga tanda batas (Sapri, dkk., 
2014). Larutan tersebut kemudian digunakan untuk melakukan uji 
senyawa metabolit sekunder, yaitu Uji alkaloid (Pereaksi meyer, Pereaksi 
bouchardat, Pereaksi dragendorf), uji flavonoid, uji Tannin, uji saponin, 
uji triterpenoid/steroid (Dewi dkk, 2013; Sapri dkk, 2014).
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Penetapan kadar flavonoid
1.	 Pembuatan larutan induk (Kuersetin 100 ppm)

Pembuatan larutan induk dilakukan dengan menimbang kuersetin 
sebanyak 10 mg, kemudian dilarutkan dengan etanol 70% dalam labu 
ukur 100 mL. Sehingga diperoleh larutan kuersetin 100 ppm.

2.	 Pembuatan larutan seri standar kuersetin
Pembuatan larutan standar dengan cara larutan induk dipipet 
sebanyak 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 dan 1 mL masingmasing ke dalam labu 
ukur 10 mL menggunakan mikropipet. Volume nya dicukupkan 
dengan etanol 70% sampai tanda batas, sehingga diperoleh larutan 
dengan konsentrasi 2, 4, 6, 8 dan 10 ppm.

3.	 Pembuatan larutan blanko
Larutan blanko dalam penelitian ini menggunakan etanol 70% 
sebanyak 4 mL, kalium asetat 0,2 mL dan aluminium klorida 0,2 
mL, ditambahkan aquades 5,6 mL, kemudian dimasukkan ke dalam 
labu ukur 10 mL.

4.	 Penentuan panjang gelombang serapan maksimum (𝜆 maks)
Penentuan panjang gelombang maksimum dilakukan dengan cara 
larutan standar (4 ppm) dipipet 0,5 mL ke dalam labu ukur 10 mL. 
Etanol 70% ditambahkan sebanyak 1,5 mL, aluminium klorida 10% 
sebanyak 0,1 mL, kalium asetat 1 M sebanyak 0,1 mL dan ditambahkan 
air suling sebanyak 2,8 mL, dikocok sampai homogen. Absorbansinya 
diukur pada panjang gelombang 350-500 nm.

5.	 Pembuatan kurva kalibrasi
Panjang gelombang maksimum diperoleh kemudian dilakukan 
pembuatan kurva kalibrasi dengan cara larutan standar 2, 4, 6, 8 dan 
10 ppm dipipet sebanyak 0,5 mL dimasukkan ke dalam labu ukur 10 
mL kemudian ditambahkan 1,5 mL etanol 70%, 0,1 mL aluminium 
klorida 10%, 0,1 kalium asetat 1 M dan ditambahkan air suling 2,8 
ml, dikocok sampai homogen. Larutan diinkubasi pada suhu kamar 
selama 30 menit kemudian serapan diukur dengan spektrofotometer 
UV-Vis pada panjang gelombang maksimum.
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6.	 Pembuatan larutan ekstrak
Pembuatan larutan sampel ekstrak daun kelakai ditimbang sebanyak 
10 mg, kemudian dilarutkan dengan 5 mL etanol 70% dalam gelas 
kimia 100 mL. Larutan diaduk menggunakan batang pengaduk, 
setelah itu dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL. Gelas kimia 
dibilas dengan etanol 70% kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 
hingga tanda batas, sehingga diperoleh larutan dengan konsentrasi 
1000 ppm. Setelah diperoleh larutan sampel dengan konsentrasi 
1000 ppm, dilakukan pengenceran dengan cara dipipet 1 mL larutan 
sampel 1000 ppm kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL 
dan ditambahkan dengan etanol 70% sampai tanda batas sehingga 
diperoleh larutan dengan konsentrasi 100 ppm, lalu dipipet sebanyak 
0,5 mL dan dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL dan ditambahkan 
1,5 mL etanol 70%, 0,1 mL aluminium klorida 10%, 0,1 mL kalium 
asetat 1 M dan ditambahkan air suling 2,8 mL kemudian kocok 
sampai homogen. Larutan diinkubasi pada suhu kamar selama 30 
menit. Serapan diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 
gelombang maksimum. Kemudian dilakukan perhitungan kadar 
flavonoid menggunakan rumus metode Chang, dkk., (2002)

Keterangan:
C= Kesetaraan Kuersetin (mg/L)
V = Volume total ekstrak etanol (mL)
Fp = Faktor Pengenceran
m = Berat sampel (mg)

Analisis Data

Data yang dikumpulkan pada penelitian ini adalah data deskriptif 
berdasarkan nilai kadar flavonoid ekstrak etanol daun kelakai dengan 
menggunakan rumus yaitu 𝑦 = 𝑏𝑥 + 𝑎 dimana 𝑦 adalah absorbansi, 𝑏 
adalah slope, 𝑥 adalah konsentrasi dan 𝑎 adalah intersep, ditentukan 
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dengan cara menginterpolasikan data absorbansi sampel yang diperoleh 
dari alat spektrofotometer sehingga dapat diketahui konsentrasinya dan 
disajikan dalam bentuk grafik.

Hasil dan Pembahasan
Penetapan Kadar Air Ekstrak Etanol Daun Kelakai
Penetapan kadar air ekstrak etanol daun kelakai dilakukan menggunakan 
metode gravimetri. Prinsip metode gravimetri yaitu menghilangkan kadar 
air dalam sampel dengan pemanasan menggunakan oven pada suhu 
105oC agar air yang terikat secara fisik dalam sampel dapat teruapkan 
sehingga diperoleh berat konstan (Latifah, 2015). Penetapan kadar air 
ekstrak etanol daun kelakai bertujuan untuk mengetahui kadar air yang 
terkandung pada ekstrak yang digunakan. Penentuan kadar air ini sangat 
penting dilakukan karena menentukan kesegaran dan daya tahan dari 
suatu ekstrak. Kadar air untuk ekstrak cair lebih dari 30%, ekstrak kental 
5-30% dan ekstrak kering kurang dari 5% (Voigt, 1994). Hasil penetapan 
kadar air yang diperoleh dari ekstrak kental yaitu 19,71%, hasil yang 
diperoleh telah memenuhi persyaratan yang telah ditetapkan dimana 
kadar air yang besar dapat menyebabkan pertumbuhan mikroba, karena 
air merupakan media pertumbuhan mikroba (Supomo, dkk., 2016).

Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol Daun Kelakai
Skrining fitokimia bertujuan untuk mengetahui golongan senyawa yang 
terkandung dalam ekstrak. Hasil uji skrining fitokimia dapat dilihat pada 
tabel 1. Hasil skrining fitokimia dari penelitian yang dilakukan diketahui 
bahwa ekstrak etanol daun kelakai mengandung senyawa alkaloid, 
flavonoid, tanin, saponin dan triterpenoid. Penelitian Anggraeni dan 
Erwin (2015) juga menunjukkan bahwa kandungan metabolit sekunder 
yang terkandung di dalam daun kelakai yaitu senyawa alkaloid, steroid 
dan flavonoid. Perbedaan tersebut dikarenakan faktor lingkungan seperti 
iklim, cahaya, suhu udara, kelembaban, lingkungan perakaran (sifat fisika 
dan kimia tanah) dan ketersediaan air di dalam tanah memiliki pengaruh 
terhadap hasil metabolisme sekunder tumbuhan (Mahatriny, dkk., 2014).
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Penetapan Kadar Flavonoid Ekstrak Etanol Daun Kelakai
Penetapan kadar flavonoid ekstrak etanol daun kelakai dilakukan dengan 
kolorimetri dengan aluminium klorida. Analisis dilakukan dengan 
pembuatan larutan induk kuersetin, larutan seri standar, penentuan 
panjang gelombang, penentuan absorbansi kadar senyawa flavonoid dan 
kalibrasi hasil pengukuran dengan standar yang sudah dibuat. Kuersetin 
digunakan sebagai larutan induk karena kuersetin dapat membentuk 
kompleks antara AlCl3 dengan gugus keto pada atom C-4 dan juga dengan 
gugus hidroksil pada atom C-3 atau C5 yang bertetangga dari flavon 
dan flavonol (Chang, dkk., 2002), setelah dibuat larutan induk kuersetin 
selanjutnya dibuat serangkaian larutan standar 2, 4, 6, 8 dan 10 ppm dari 
larutan induk kuersetin 100 ppm. Blanko pada penelitian ini yaitu etanol 
70%, AlCl3 10%, kalium asetat 1 M dan air suling. Larutan kemudian 
diinkubasi selama 30 menit bertujuan agar reaksi berjalan sempurna, 
sehingga memberikan intensitas warna yang maksimal (Azizah, dkk., 
2014)

Tabel 1. Hasil uji skrining fitokimia ekstrak etanol daun kelakai
No. Uji Fitokimia Hasil pengamatan
1. Alkaloid

Meyer
Bouchardat
Dragendorf 

(+)
(+)
(+)
(+)

2. Flavonoid (+)
3. Tanin (+)
4. Saponin (+)
5. Steroid (-)
6. Triterpenoid (+)

Keterangan:
(+) = terdapat senyawa kimia
(-) = tidak terdapat senyawa kimia

Penambahan alumunium klorida bertujuan untuk membentuk 
kompleks dengan kuersetin (Indrayani, 2008), sedangkan penambahan 
kalium asetat pada penelitian ini untuk menstabilkan pembentukan 
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kompleks antara AlCl3 dengan kuersetin (Wahyulianingsih, 2016). Hasil 
pengukuran panjang gelombang menggunakan larutan standar 4 ppm 
diperoleh panjang gelombang maksimum yaitu 428 nm. Panjang gelombang 
maksimum tersebut kemudian digunakan untuk mengukur serapan kurva 
kalibrasi dan sampel ekstrak (Azizah, dkk., 2014). Pengukuran kurva 
kalibrasi bertujuan untuk mengetahui persamaan garis linier. Panjang 
gelombang yang didapat telah sesuai dengan panjang gelombang yang 
telah ditetapkan yaitu panjang gelombang kompleks dari 15 standar dengan 
aluminium klorida menunjukkan bahwa kompleks yang terbentuk oleh 
flavonol dengan C-3 dan C-5 kelompok hidroksil, seperti galangin, morin 
dan kaempferol, serta yang memiliki kelompok ekstra orto-dihidroksil 
seperti rutin, kuersetin, kuercitrin dan miricetin, maksimal absorbansi 
pada 415–440 nm (Chang, dkk., 2002). Hasil pengukuran absorbansi 
standar pada panjang gelombang 428 nm diperoleh data yang dapat dilihat 
pada tabel 2.

Tabel 2. Penentuan absorbansi larutan standar kuersetin
No. Konsentrasi (ppm) Absorbansi
1. 2 0,0263
2. 4 0,0398
4. 6 0,0517
5. 8 0,0651

Hasil penentuan absorbansi larutan standar tersebut dapat dilihat 
bahwa sesuai dengan hukum Lambert-Beer yaitu konsentrasi berbanding 
lurus dengan absorbansi dimana semakin tinggi nilai absorbansi akan 
berbanding lurus dengan konsentrasi zat yang terkandung didalam suatu 
sampel (Neldawati, dkk., 2013). Hasil pengukuran absorbansi larutan 
standar pada berbagai konsentrasi kurva kalibrasi, diperoleh persamaan 
regresi linier yaitu 𝑦 = 0,006045𝑥 + 0,01513 dengan nilai koefisien kolerasi 
(r) = 0,9979. Nilai r yang mendekati 1 menunjukkan kurva kalibrasi linier 
dan terdapat hubungan antara konsentrasi larutan kuersetin dengan 
nilai serapan (Azizah, dkk., 2014). Penetapan kadar flavonoid ekstrak 
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ekstrak etanol dilakukan dengan 4 kali pengulangan untuk mendapatkan 
keakuratan data dan didapatkan hasil yang terdapat pada tabel 3.

Tabel 3. Kadar flavonoid ekstrak etanol daun kelakai
No. Sampel Kadar flavonoid (%) Rata-rata (%) ± SD
1. Replikasi 1 2,2945

2,2159 ± 0,0832. Replikasi 2 2,1290
3. Replikasi 3 2,1621
4. Replikasi 4 2,2779

Penelitian Suhartono, dkk., (2012) menemukan bahwa kadar 
flavonoid yang terdapat dalam ekstrak air daun kelakai memiliki rata-
rata kadar flavonoid sebesar 14,5 µg/mL ± 0,7 atau 0,00145 ± 0,00007%. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar flavonoid yang terdapat dalam 
ekstrak etanol daun kelakai memiliki rata-rata kadar flavonoid sebesar 
2,2159 ± 0,083%. Ekstrak etanol menghasilkan kadar flavonoid yang 
lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak air, hal ini menunjukkan bahwa 
pelarut etanol dapat mengekstrak senyawa flavonoid (Ukieyanna, 2012).

Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat diketahui kadar 
flavonoid pada ekstrak etanol daun kelakai sebesar 2,2159 ± 0,083%.
etanol daun kelakai sebesar 2,2159 ± 0,083%.

C.	 Uji Aktivitas Sitotoksik Herba Kelakai Terhadap Sel Kanker 
Hati HepG2

Penyakit kanker merupakan salah satu penyakit yang mematikan pada 
manusia. Tahun 2020 terdapat kematian hampir 10 juta jiwa akibat 
dari kanker. Angka kejadian kanker akan terus meningkat setiap tahun 
dengan adanya pertambahan penduduk. Kasus kanker hati pada tahun 
2020 tercatat 830.000 kasus yang menyebabkan kematian (WHO 2021). 
Hepatocellular carcinoma (HCC) merupakan tumor ganas primer pada sel 
hepatosit (liver epithelial cells) dengan prognosis mengakibatkan kematian 
pada manusia cukup tinggi. Penderita HCC sekitar 70–90% memiliki 
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riwayat penyakit hepatitis kronik dan sirosis yang dapat disebabkan oleh 
virus hepatitis C, infeksi virus hepatitis B, mengkonsumsi alkohol secara 
berlebihan, dan non-alcoholic steatohepatitis (NASH) (Sia et al. 2017, 
Apriyanto et al. 2018).

Kanker umumnya dapat dikarakterisasi dengan adanya mutasi pada 
gen penyebab kanker. Protein p53 dan caspase-3 banyak ditemukan 
pada sel-sel kanker. Secara normal, protein ini berperan dalam menjaga 
keseimbangan fisiologis antara poliferasi, apoptosis dan diferensiasi (Sari 
2018).

Penderita kanker hati umumnya dapat dikarakterisasi dengan adanya 
mutasi pada gen penyebab kanker. Gen p53 dan caspase-3 merupakan dua 
gen yang banyak ditemukan pada sel-sel kanker. Gen p53 pada kondisi 
normal akan mengontrol siklus sel dan replikasi DNA (Wong 2011). 
Saat terjadi kerusakan DNA, p53 akan menahan sel untuk memasuki 
fase berikutnya dan memberikan waktu pada DNA untuk melakukan 
perbaikan. Bila kerusakan cukup parah, p53 akan menginisiasi terjadinya 
apoptosis sel (Sari 2018). Mekanisme aktivasi p53 tergantung pada sifat 
alami sinyal stres. Stres protein seluler akan mengaktifkan wild type p53 
yang akan berfungsi sebagai pengatur protein yang memicu perubahan 
respons biologis sel. Aktivasi p53 tersebut akan menyebabkan pengaktifan 
gen target p53 sebagai contoh: respons kerusakan DNA akan menyebabkan 
putusnya rantai ganda DNA, ATM (ataxia telangiectasia mutated) protein 
kinase yang akan mengaktifkan Chk2 kinase. ATM dan Chk2 bersama-
sama akan memfosforilasi p53 yang menyebabkan berhentinya siklus sel 
atau apoptosis (Prakosa et al. 2013, Sari 2018). Caspase-3 merupakan 
caspase eksekutor, aktivasi dari sekuensial caspase berperan penting pada 
fase eksekusi dari apoptosis sel. Aktivasi caspase memacu fragmentasi 
DNA dan digesti protein sel yang menyebabkan gangguan integritas sel, 
diikuti pengkerutan sel, kondensasi kromatin, membrane blebbing, dan 
pembentukan badan apoptosis yang kemudian akan didigesti oleh sel 
fagosit (Gimenez-Bonafe et al. 2009).
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Banyak obat kanker yang memiliki efek resisten terhadap suatu gen 
dan efek samping yang besar terhadap tubuh, sehingga belakangan ini 
banyak dilakukan pengembangan obat yang berasal dari bahan alam. 
Salah satu herba yang berpotensi untuk dikembangkan sebagai agen 
pengobatan herbal adalah herba kelakai. Herba kelakai (Stenochlaena 
palustris (Burm.f.) Bedd.) merupakan tumbuhan khas rawa yang tumbuh 
di Kalimantan Selatan (Syamsul et al. 2019).

Herba kelakai memiliki aktivitas antikolinergik (Chear et al. 2016), 
antibakteri (Rostinawati et al. 2018), antilarva Aedes aegypti (Suling et al. 
2020), antioksidan (Chai et al. 2015, Arullappan et al. 2017, Nurhasnawati 
et al. 2019), antitumor (Margono et al. 2016), sitotoksik terhadap sel 
kanker payudara (MCF-7 dan MDA-MB-231) dan prostat (DU-145). 
Penelitian Arullappan et al. (2017) menyatakan bahwa fraksi terisolasi 
dari daun kelakai terhadap sel kanker HeLa memiliki aktivitas sitotoksik 
dengan nilai IC50 kurang dari 50%. Herba kelakai memiliki kandungan 
metabolit sekunder yaitu alkaloid, saponin, flavonoid, fenol, terpenoid, 
glikosida dan tanin (Chear et al. 2016, Pratiwi et al. 2016, Suryadini 2019, 
Syamsul et al. 2019). Kandungan metabolit sekunder didapatkan dari 
ekstraksi yang dilanjutkan dengan fraksinasi untuk pengelompokan suatu 
senyawa berdasarkan kepolaran. Flavonoid diketahui memiliki aktivitas 
menghambat poliferasi pada berbagai sel kanker maupun apoptosis. 
Alkaloid digunakan sebagai antitumor dan mampu menginduksi apoptosis 
(Chear et al. 2019).

Berdasarkan studi-studi yang telah dilakukan di atas, herba kelakai 
memiliki senyawa dengan aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker dan 
potensi untuk dikembangkan sebagai antikanker hepar. Penelitian ini 
bertujuan untuk membuktikan ekstrak dan fraksi herba kelakai memiliki 
aktivitas sitotoksik dan melihat pengaruh jumlah protein p53 dan caspase-3 
terhadap sel kanker hati HepG2.
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Bahan dan Metode
Tempat dan waktu penelitian

Ekstraksi dan fraksinasi herba kelakai dilakukan di Laboratorium Fakultas 
Farmasi Universitas Setia Budi Surakarta. Pengujian efek sitotoksik dengan 
metode MTT-assay, imunositokima protein p53 dan caspase 3 yang 
dilakukan di Laboratorium Universitas Gadjah Mada Yogyakarta. Waktu 
penelitian dari November 2019–Februari 2020.

Alat dan bahan
Alat yang digunakan adalah ayakan mesh 40, oven, moisture balance, 
kertas saring, evaporator, neraca analitik, tabung reaksi, sentrifuge Sigma 
3K12 (B. Braun Biotech Internasional), inkubator 37 ºC aliran CO2 5% 
model 6200 (Napco), Laminar air flow class II (Labconco), neraca elektrik 
(Sartorius), spektrokolorimeter pada alat ELISA reader (SLT 240 ATC), 
Neubauer haemocytometer (Olympus CKX41), autoklaf, tabung konikal 
steril (Nunclone), tissue culture flask (Nunclone), mikroplate 96 dan 24 
sumuran (Nunclone), mikropipet 20–200 μL dan 200–1000 μL (Pipetman), 
mesin vortex, conical tube 15 mL, magnetic stirrer dan mikroskop inverted 
(Axiovert-25).

Bahan yang digunakan adalah herba kelakai yang telah dilakukan 
determinasi di Laboratorium Biologi Fakultas MIPA, Universitas Sebelas 
Maret Surakarta, etanol 96%, n-heksan, etil asetat, air, lempeng KLT 
silika gel GF254, pereaksi Liebermann-Burchard, pereaksi sitroborat 
1%, pereaksi Dragendorff, pereaksi asam sulfat anhidrat, pereaksi FeCl3, 
sel kanker hati HepG2, sel normal vero, media DMEM (Dulbecco’s 
modified eagle medium), media M199, kontrol positif (cisplatin), Natrium 
bikarbonat, HEPES (Sigma), NaOH 1M, HCl 1M, aquadest, fetal bovine 
serum (FBS) 10% v/v (Gibco), Fungizon (Amphoterisin B) 0,5% v/v 
(Gibco), Penisillin-Streptomisin 2% v/v (Gibco), Dimetil sulfoksida 
(DMSO), Tripsin 0,5%, MTT, larutan phosphate buffered saline (PBS) pH 
7,2. sodium dodesil sulfat (SDS) 10% dalam HCl 0,1 N, metanol, (blocking 
serum) hidrogen peroksida, prediluted blocking serum, antibodi primer 
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untuk antigen caspase-3 dan p53, xylol, mouting media dan novostatin 
universal detection kit.

Pembuatan ekstrak dan fraksi
Herba kelakai yang sudah kering, digiling, diayak dengan mesh 40. Serbuk 
kering diekstraksi menggunakan etanol 96% dengan cara dimaserasi 
(perbandingan 1:10) pada suhu kamar selama 5 hari. Seluruh ekstrak 
dipekatkan menggunakan rotary evaporator (Darma et al. 2011). 
Pembuatan fraksi dengan metode ekstrasi cair-cair menggunakan alat 
corong pisah. Fraksinasi dilakukan berturut-turut dengan pelarut air, 
nheksan dan etil asetat. Fraksinasi dilakukan hingga warna pelarut jernih 
dan diperoleh fraksi n-heksan, etil asetat dan fraksi air. Hasil dari fraksinasi 
dipekatkan dengan rotary evaporator (Uthia et al. 2017).

Identifikasi kandungan senyawa sitotoksik
Identifikasi flavonoid, menggunakan fase diam lempeng KLT (kromatografi 
lapis tipis) silika gel GF254 dengan eluen n-heksan: etil asetat: asam formiat 
(6:4:0,2). Pembanding yang digunakan yaitu kaempferol. Hasil KLT 
dideteksi dengan menggunakan pereaksi semprot sitroborat. Hasil positif 
menunjukkan warna kuning atau orange pada sinar UV dengan panjang 
gelombang 254 nm dan 366 nm (Nurmilatina 2017).

Identifikasi alkaloid, menggunakan fase diam lempeng KLT silika gel 
GF254 dengan eluen etil asetat: methanol: air (90:9:1). Pembanding yang 
digunakan kafein. Hasil KLT dideteksi dengan menggunakan pereaksi 
Dragendorff. Hasil positif menunjukkan warna jingga pada sinar UV 
dengan panjang gelombang 254 nm dan 366 nm (Nurmilatina 2017).

Identifikasi saponin, menggunakan fase diam lempeng KLT silika 
gel GF254 dengan eluen kloroform: methanol: air (60:30:10). Hasil 
KLT dideteksi dengan menggunakan pereaksi anisaldehid asam sulfat 
pekat, dipanaskan pada suhu 110 ºC selama 5–10 menit. Hasil positif 
menunjukkan warna biru atau biru violet, kadang kekuningan (Pratiwi 
et al. 2016, Nurmilatina 2017).
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Identifikasi tanin, menggunakan fase diam lempeng KLT silika gel 
GF254 dengan eluen toluena: etil asetat (3:1). Hasil KLT dideteksi pereaksi 
semprot ferri sulfat. Hasil positif menunjukkan warna biru kehitaman 
menandakan tanin galat dan berwarna hijau kehitaman menandakan 
tanin katekol pada sinar UV dengan panjang gelombang 254 nm dan 366 
nm (Nurmilatina 2017, Suryadini 2019).

Identifikasi triterpenoid, menggunakan fase diam lempeng KLT 
silika gel GF254 dengan eluen n-heksanetil: asetat (7:3). Pembanding yang 
digunakan stigmasterol. Hasil KLT dideteksi dengan menggunakan 
pereaksi semprot Liebermann-Burchard. Hasil positif menunjukkan 
warna biru keunguan sampai kecoklatan pada sinar UV dengan panjang 
gelombang 254 dan 366 nm (Nurmilatina 2017).

Pembuatan suspensi dan penghitungan sel
Sel HepG2 dan sel vero aktif dalam PBS disentrifugasi dengan kecepatan 
1.200 rpm selama 10 menit. Endapan yang terbentuk ditambah media 
penumbuh DMEM untuk sel HepG2 dan media M199 untuk sel 
vero. Sel diinkubasi 37 ºC selama 24 jam. Setelah 24 jam, dilakukan 
pemisahan antara sel dan medium dengan disentrifugasi. Sel diamati di 
bawah mikroskop untuk memperkirakan jumlah sel mencapai konfluen 
(70–80%). Sel yang telah konfluen dilakukan pemanenan. Pemanenan 
dengan cara sel dicuci dengan PBS 2 kali, ditambahkan 1 mL tripsin lalu 
diinkubasi selama 3–5 menit. Hasil diamati pelepasan sel dari dasar plate 
dengan mikroskop. Sel dalam conical steril ditambah media penumbuh 
sebanyak 2 mL untuk menghentikan kerja tripsin. Media sebanyak 10 
mL ditambahkan dan disentrifugasi dengan kecepatan 1.500 rpm selama 
5 menit. Supernatan dibuang, endapan ditambahkan 3 mL media dan 
diresuspensikan. Terakhir diambil 10 μL dan dipipetkan ke hemositometer, 
kemudian sel dihitung di bawah mikroskop inverted (CCRC 2009a).

Uji sitotoksisitas dan indeks selektivitas
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode MTT 
(3-[4,5- dimetilthiazol-2yl] 2,5-difeniltetrazolium bromide). Larutan 
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uji 100 μL dengan konsentrasi 500; 250; 125; 62,5; dan 31,2 μg mL–1 
disuspensikan dengan 100 μL dalam media penumbuh DMEM untuk sel 
HepG2 sedangkan M199 untuk sel vero kemudian dimasukkan ke dalam 
microplate 96 sumuran. Sel diinkubasi pada inkubator CO2 5% pada suhu 
37 ºC selama 24 jam. Akhir inkubasi medium dibuang, dicuci dengan 
PBS sebanya 2 kali, kemudian ditambahkan 100 μL MTT 0,3% ke dalam 
microplate 96 sumuran dan diinkubasikan kembali selama 4 jam. Sel 
hidup akan bereaksi dengan MTT membentuk formazan berwarna ungu 
dan untuk menghentikan reaksi antara sel dengan MTT serta melarutkan 
formazan maka ditambahkan 100 μL SDS 10% dalam 0,1 N HCl. Plate 
kemudian dibungkus dengan kertas aluminium foil, diinkubasi 24 jam 
pada suhu kamar. Serapan dibaca dengan menggunakan spektrofotometer 
pada alat ELISA reader pada panjang gelombang 595 nm kemudian 
diperoleh data absorbansi yang dikonversikan dalam persen viabilitas dan 
dihitung nilai IC50 (Istiqomah et al. 2015, CCRC 2019b).

Nilai IC50 dihitung menggunakan persamaan regresi linier yang 
menggambarkan hubungan antara persentase viabilitas sel HepG2 dan 
sel normal dengan log konsentrasi sampel uji yaitu 𝑦 = 𝑎 + 𝑏𝑥. Nilai 𝑦 
menggambarkan persen viabilitas, nilai 𝑥 menggambarkan log konsentrasi 
senyawa, dan nilai IC50 menggambarkan antilog 𝑥. Rentang nilai IC50 
bila IC50 < 200 μg mL–1 memiliki efek sitotoksik sedang dan 200 > IC50 < 
1000 μg mL–1 memiliki efek sitotoksik lemah. Nilai IC50 > 1000 μg mL–1 
dinyatakan tidak memiliki aktivitas sitotoksik (Fatmawati 2018). Indeks 
selektivitas (SI) diperoleh dari nilai IC50 sel HepG2 dibandingkan dengan 
nilai IC50 sel normal. Ekstrak dan fraksi dinyatakan selektif bila nilai SI ≥ 
3, dan dikatakan kurang selektif bila nilai SI ≤ 3 (Sirait dan Setyaningsih 
2019).

Uji imunositokimia
Sel HepG2 dengan kepadatan 5×104 sel/sumuran ditanam di atas cover 
slips sampai konfluen 80%. Sampel dengan konsentrasi 2× nilai IC50; 
1× nilai IC50; ½ × nilai IC50, media kultur dan kontrol positif (cisplatin) 
sebanyak 1000 µL dimasukkan ke dalam microplate 96 sumuran dan 
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diinkubasi pada suhu 37 ºC selama 24 jam. Sel difiksasi dengan metanol 
kemudian diinkubasi selama 10 menit pada suhu 4 ºC dan dicuci dengan 
PBS 1 kali. Letakkan cover slips ke dalam sumuran 6 well plate yang bersih 
dan diberi label.

Sel diteteskan 3–4 tetes larutan hidrogen peroksida (blocking 
solution) pada suhu ruang dan ditambahkan prediluted blocking serum 
(background sniper) diinkubasi selama 10 menit dan dibuang, ditambah 
sebanyak 100 µL secara berurut antibodi monokronal primer untuk 
antingen p53 dan caspase-3, antibodi sekunder kemudian dicuci dengan 
PBS sebanyak 2 kali, ditambahkan 100 µL reagen streptavidinenzim 
peroksidase diinkubasi selama 30 menit dan dicuci dengan PBS 2 kali 100 
µL ditambahkan larutan substrat kromogen DAB (3,3’-diaminobenzidine) 
diinkubasi 10 menit dan dicuci dengan aquades, ditambahkan 100 µL 
larutan Mayer’s haematoxylin dan dicuci dengan aquadest. Cover slip 
diteteskan 2–3 tetes xylol kemudian dikeringkan dan diteteskan sebanyak 
2–3 tetes larutan alkohol. Cover slip diletakkan di atas object glass, ditetesi 
lem (mounting media) dan ditutup dengan cover slip kotak. Ekspresi 
protein diamati dengan mikroskop. Sel yang mengekspresikan protein 
p53 dan caspase-3 akan memberikan warna coklat/gelap, sedangkan tidak 
mengekspresikan protein p53 dan caspase-3 akan memberikan warna 
ungu/ biru (CCRC 2009a).

Analisis data
Data yang diperoleh dilakukan perhitungan persentase sel yang terekspresi 
secara kuantitatif menggunakan aplikasi software image J versi Java 
1.8.0_40 (64-bit) dengan pengamatan 1 lapang pandang 3 kali replikasi. 
Analisis data nilai IC50 tiap perlakuan dan data kuantitatif ekspresi protein 
p53 dan caspase-3 diuji dengan statistik SPSS 21. Uji statistik dengan 
menggunakan uji one way ANOVA dilanjukan dengan uji Post Hoc test 
dengan perbedaan bermakna pada nilai sig. p < 0,05.
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Hasil dan Pembahasan
Hasil ekstraksi herba kelakai dengan etanol 96% didapatkan ekstrak 
kental dengan rendemen sebesar 5,30% dari berat serbuk kering sebesar 
1000 g dan berat ekstrak 53 g. Hasil ekstrak difraksinasi dengan pelarut 
n-heksan, etil asetat dan air dapat dilihat pada Tabel 1. Berdasarkan tabel, 
fraksi N-heksan memiliki rendemen yang lebih banyak. Hal ini mungkin 
disebabkan banyaknya senyawa sekunder yang bersifat non polar seperti 
alkaloid, terpenoid dan steroid yang tersari secara optimal.

Identifikasi kandungan kimia menggunakan metode KLT dilakukan 
pada ekstrak, fraksi n-heksan, etil asetat dan air terhadap golongan 
senyawa flavonoid, alkaloid, saponin, tanin dan triterpenoid. Senyawa 
yang diidentifikasi merupakan senyawa yang memiliki aktivitas antikanker. 
Hasil identifikasi kandungan senyawa tersebut dapat dilihat pada Tabel 2.

Hasil KLT menunjukkan bahwa ekstrak herba kelakai positif 
mengandung golongan senyawa flavonoid, alkaloid, saponin, tanin dan 
triterpenoid. Sedangkan pada fraksi nheksan, etil asetat dan air hanya 
memiliki beberapa dari kandungan kimia saja yang disari berdasarkan 
kepolarannya. Fraksi n-heksan memiliki sifat non polar sehingga golongan 
senyawa alkaloid yang bersifat non polar dan triterpenoid tersari ke 
dalam fraksi n-heksan. Fraksi etil asetat yang bersifat semi polar mensari 
golongan senyawa flavonoid, alkaloid, dan tanin yang bersifat semi polar. 
Fraksi air yang memiliki sifat polar menarik golongan senyawa alkaloid 
dan saponin yang bersifat polar.

Tabel 1. Hasil pembuatan fraksi herba kelakai
Sampel Berat Ekstrak (g) Berat Fraksi (g) Rendemen (%)

Fraksi n-heksan 20 12,33 61,68
Fraksi etil asetat 20 1,46 7,29
Fraksi air 20 4,10 20,49
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Tabel 2. Hasil identifikasi kandungan kimia ekstrak herba kelakai
Uji Flavonoid Alkaloid Saponin Tanin Triterpenoid

Ekstrak + + + + +
Fraksi n-heksan - + - - +
Fraksi etil asetat + + - + -
Fraksi air - + + - -

Hasil perhitungan jumlah sel kanker HepG2 yang hidup dalam stok 
suspensi sel adalah 88 × 104 sel mL–1 dan pada sel vero, sel kanker yang 
hidup dalam stok suspensi adalah sel vero 155 × 104 sel mL–1 . Uji sitotoksik 
dilakukan dengan seri konsentrasi ekstrak dan fraksi sebesar 500; 250; 125; 
62,5; 31,2 µg mL–1 menggunakan pelarut DMSO 0,1%. Pelarut DMSO 
merupakan pelarut senyawa polar maupun non polar dan tidak bersifat 
toksik serta tidak memberikan aktivitas apapun. Hasil uji sitotoksik ekstrak 
dan fraksi herba kelakai dapat diamati melalui pengamatan morfologi 
sel, dimana sel mengalami pengkerutan, kondensasi kromatin, plasma 
membran mengalami abnormal dan sel menjadi sirkuler (Yu et al. 2013).

Aktivitas uji sitotoksik ekstrak dan fraksi herba kelakai menunjukkan 
dose dependent, yaitu viabilitas sel berkurang seiring bertambahnya 
konsentrasi ekstrak dan fraksi herba kelakai. Hasil nilai IC50 yang paling 
rendah terdapat pada fraksi etil asetat dengan rata-rata nilai IC50 sebesar 
224,12 µg mL–1 sedangkan nilai IC50 kontrol positif (cisplatin) sebesar 
28,63 µg mL–1 dengan nilai r semua sampel >0,9. Nilai IC50 kurang 50 μg 
mL–1 memiliki efek sitotoksik yang sangat kuat, nilai IC50 50–200 μg mL– 
1 memiliki efek sitotoksik sedang, nilai IC50 200–1000 μg mL–1 memiliki 
efek sitotoksik lemah dan nilai IC50 lebih 1000 μg mL–1 dinyatakan tidak 
memiliki aktivitas sitotoksik (Fatmawati et al. 2018). Berdasarkan dari 
kriteria tersebut dapat disimpulkan bahwa ekstrak dan fraksi n-heksan 
herba kelakai pada penelitian ini menunjukkan aktivitas sitotoksik yang 
lemah terhadap sel kanker HepG2 sedangkan fraksi air tidak memiliki 
aktivitas sitotoksik.

Ekstrak dan fraksi yang memiliki sifat sitotoksik terhadap sel kanker 
juga harus memiliki nilai indeks selektivitas yang menunjukkan tingkat 
keamanan atau selektivitas sitotoksik dari ekstrak dan fraksi herba kelakai 
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terhadap sel kanker dan sel normal. Ekstrak dan fraksi dikatakan selektif 
bila mempunyai nilai indek selektivitas ≥ 3 (Istiqomah et al. 2015, Mutiah 
et al. 2017). Hasil perhitungan indeks selektivitas ekstrak dan fraksi 
herba kelakai dapat dilihat pada Tabel 3. Nilai indeks selektivitas tersebut 
dapat dinyatakan bahwa fraksi etil asetat herba kelakai memiliki tingkat 
selektivitas yang tinggi dalam menghambat pertumbuhan sel, artinya 
fraksi etil asetat herba kelakai memiliki potensi sitotoksik terhadap sel 
kanker tetapi juga memiliki tingkat keamanan yang baik terhadap sel 
normal.

Nilai IC50 ekstrak dan fraksi herba kelakai yang besar diduga karena 
berbagai faktor yang mempengaruhinya, seperti kompleksitas senyawa yang 
terkandung alkaloid, flavonoid, tanin, fenolik, saponin dan triterpenoid di 
dalam ekstrak dan fraksi tersebut dapat memungkinkan mempengaruhi 
aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker. Golongan senyawa alkaloid yang 
ditarik oleh fraksi n-heksan dan etil asetat diduga memiliki aktivitas 
antitumor dan mampu menginduksi apoptosis melalui ikatannya dengan 
DNA, topoisomerase I, dan penstabilan kompleks topoisomerase-DNA 
terpotong. Penstabilan kompleks pemotongan ini akan menyebabkan 
kerusakan pilinan ganda DNA yang permanen sehingga mengarah 
terjadinya apoptosis (Sari 2018). Golongan senyawa fenolik dan flavonoid 
yang ditarik fraksi etil asetat diduga memiliki aktivitas sitotoksik pada 
sel kanker hati HepG2 melalui penghambatan kinetika proliferasi dan 
induksi apoptosis melalui aktivasi caspase-3 tanpa meningkatkan ekspresi 
protein Bax. Golongan senyawa flavonoid pada herba kelakai menghambat 
aktivitas topoisomerase DNA I/II, membantu penurunan ROS (reactive 
oxygen species), regulasi ekspresi heat shock protein, modulasi jalur 
apoptosis, aktivasi caspase-9 dan caspase-3, penurunan ekspresi faktor 
transkripsi nuclear factor kappaB (NF-kappaB), aktivasi endonuklease, 
dan penurunan protein Mcl-1 (Mardiyaningsih dan Ismiyati 2014, Chear et 
al. 2016, Sari 2018). Golongan senyawa flavonoid yang ada di herba kelakai 
adalah kaempferol, katekin, antosianin dan 2,3-dihidro-3,5- dihidroksi-6-
metil-4H-piranon yang memiliki aktivitas antikanker (Nurmilatina 2017). 
Fraksi etil asetat diduga mensari senyawa metabolit sekunder lebih banyak 
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seperti golongan senyawa alkaloid, saponin, flavonoid, fenol, terpenoid, 
glikosida dan tanin, sehingga nilai IC50 dari persen viabilitas pada fraksi 
etil asetat lebih kecil dibanding fraksi n-heksan.

Tabel 3. Hasil perhitungan indeks selektivitas ekstrak dan  
fraksi herba kelakal

Sampel
IC50 (µg mL-1)

Sel HepG2
IC50 (µg mL-1)

Sel Vero
 Nilai Indeks
Selektivitas*

Ekstrak 865,84 1300,12 1,50
Fraksi n-heksan 568,38 1525,34 2,68
Fraksi etil asetat 224,12 704,03 3,14
Fraksi air 3950,28 265722,20 67,27

 Kontrol positif
(cisplatin)

28,63 46,44 1,62

Tabel 4. Hasil persentase ekspresi p53 dan caspase-3

Perlakuan
Konsentrasi

µg mL-1

 Rata-rata Luas
 Area Ekspresi
p53 (%) ± SD

 Rata-rata Luas Area
 Ekspresi Caspase-3 

(%) ± SD
Ekstrak 2 IC50 (1731,68)

IC50 (865,84)
1/2 IC50 (432,92)

2,19 ± 0,20 a

15,12 ± 0,67a

8,44 ± 0,74a

2,78 ± 0,97
17,92 ± 0,38a

9,98 ± 0,48a

Fraksi etil asetat 2 IC50 (112,06)
IC50 (224,12)

1/2 IC50 (448,24)

2,33 ± 0,31a

7,82 ± 0,92a

6,26 ± 0,57ab

6,85 ± 0,62ab

4,96 ± 0,48b

12,96 ± 1,25a

Kontrol positif (cisplastin) 28,63 4,11 ± 0,40b 3,31 ± 0,43b

Sel kontrol _ 5,18 ± 0,39a 5,88 ± 0,32a

Keterangan:
a.	 Berbeda bermakna dengan kontrol positif (p < 0,05)
b.	 Tidak terdapat perbedaan bermakna dengan sel control (p > 0,05)

Fraksi air memiliki sifat polar, dimana kandungan senyawa yang 
tersari bersifat polar. Kandungan senyawa herba kelakai bersifat polar 
tidak memiliki aktivitas menghambat sel kanker. Hal ini diduga karena 
senyawa yang sulit menembus membran sel kanker yang bersifat non 
polar (hidrofobik). Sel kanker dan sel normal terdiri dari membran sel 
dengan penyusun berupa P-glikoprotein yang merupakan pelindung sel 
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dan bersifat hidrofobik (non polar) sehingga obat yang masuk biasanya 
mengalami bypassing atau adanya efflux pengeluaran obat (Wong 2011).

Uji imunositokimia ini bertujuan untuk melihat aktivitas ekstrak 
dan fraksi herba kelakai terhadap ekspresi protein supresor yaitu p53 dan 
pro-apoptosis yaitu caspase-3, dimana protein ini memiliki peran penting 
dalam mekanisme regulasi sel untuk mengontrol program kematian sel 
(Moningka 2019). Pengujian ini dilakukan pada tiga kelompok perlakuan 
yaitu kelompok tanpa perlakuan (sel kontrol), kontrol positif (cisplatin), 
dan kelompok yang diberi ekstrak dan fraksi etil asetat dengan masing 
masing konsentrasi yaitu konsentrasi pada Tabel 4. Ekspresi p53 dan 
caspase-3 ditunjukkan dengan adanya ikatan antara protein dengan 
masing-masing antibodi monoklonal dan antibodi yang digunakan adalah 
antibodi p53 dan caspase-3 yang mendeteksi berupa warna coklat/gelap 
pada sitoplasma dan membrane sel (Prakosa et al. 2013, CCRC 2019a). 

Warna coklat yang dihasilkan oleh sel yang terekspresi akibat adanya 
perubahan warna dari reagen DAB oleh antibodi p53 dan caspase-3 yang 
diberikan kepada sel kanker, sedangkan warna ungu yang dihasilkan 
akibat adanya penambahan reagen haematoxylin sebagai counterstain 
untuk memudahkan pengamatan terhadap sel yang mengekspresi p53 
dan caspase-3, sehingga sel yang tidak diberikan perlakuan seperti sel 
kontrol tidak menunjukkan warna coklat karena reagen DAB tidak 
bereaksi dengan antibodi sehingga sel hanya akan terwarnai oleh reagen 
haematoxylin yang berwarna ungu (CCRC 2009a).

Hasil analisis data ekspresi protein menggunakan software image 
J versi Java 1.8.0_40 (64-bit) dapat dilihat pada Tabel 4. Semakin besar 
konsentrasi menunjukkan semakin besar luas area yang terekpresi p53 
dan caspase-3 pada sel kanker HepG2. Kelompok sel kontrol dengan 
pemberian antibodi p53 memiliki hasil persentase area terekspresi yang 
lebih kecil dibanding persen ekspresi yang diberi perlakuan. Hal ini dapat 
diartikan bahwa terjadinya peningkatan ekspresi protein p53. Hasil analisis 
statistik menunjukkan ada perbedaan bermakna dengan nilai sig. p < 0,05 
antara ekstrak herba kelakai dan kelompok sel kontrol positif dengan 
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kelompok ekstrak. Fraksi etil asetat tidak ada perbedaan yang bermakna 
antar kelompok sel HepG2 dengan kontrol positif dan fraksi etil asetat 
herba kelakia ½ IC50. Untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan 
yang signifikan antara kelompok konsentrasi perlakuan, maka dilakukan 
pengujian statistik pada p53 dan caspase-3. Jumlah protein pada p53 
terjadi perbedaan bermakna dengan nilai sig. p < 0,05 secara statistik pada 
ekstrak herba kelakai terdapat antara kelompok sel kontrol positif dengan 
kelompok ekstrak 2 IC50, IC50, ½ IC50, fraksi etil asetat 2 IC50, IC50, ½ IC50.

Mekanisme sitotoksik ekstrak dan fraksi herba kelakai diduga adanya 
cellular stress yang membuat ekspresi protein p53 meningkat, sehingga 
mengakibatkan terjadinya fase G1 arrest (penghentian siklus sel) atau 
apoptosis. Anggota dari apoptosis stimulating protein p53 (ASPP), yaitu 
ASPP 1 dan ASPP 2 secara spesifik menstimulasi fungsi trans aktivasi p53 
pada promotor gen proapoptotik seperti Bax dan p53 inducible gene 3 
(PIG 3), tapi tidak pada promotor gen yang menyebabkan cell cycle arrest, 
yaitu p21 dan MDM2. Aktivitas p53 akan mempertahankan sel pada 
check point sampai kerusakan DNA dapat diperbaiki. Kerusakan DNA 
irreversible, p53 akan menginduksi apoptosis. Rangsangan ligan terhadap 
reseptor menyebabkan trimerisasi dan menginduksi pembentukan death-
inducing signaling complex (DISC) yang mengandung adaptor sitoplasma 
spesifik dan caspase-8. Beberapa protein adaptor misalnya Fas-associated 
death domain (FADD) berikatan dengan reseptor CD95 dan DR4/5, 
sedangkan TNF-R-associated death domain (TRADD) berasosiasi dengan 
TNFR1. Protein adaptor FADD akan mengikat caspase-8/caspase-10 
yang disebut death effector domain (DED). Caspase-8 yang teraktivasi 
(heterotetramer) dilepaskan dari DISC ke sitoplasma. Caspase-8 termasuk 
caspase inisiator yang akan mengaktivasi caspase eksekutor terutama 
melalui pro caspase-3 yang akan membawa ke program kematian sel. 
p53 berfungsi sebagai faktor transkripsi gen-gen yang berperan penting 
pada penghentian siklus sel, perbaikan DNA dan apoptosis. Hilangnya 
fungsi p53 pada beberapa sel kanker menyebabkan terjadinya instabilitas 
genomik, kegagalan regulasi siklus sel dan hambatan apoptosis (Prakosa 
et al. 2013, Sari 2018).
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Jumlah ekspresi caspase-3 secara statistik pada ekspresi caspase-3 
ekstrak herba kelakai terdapat perbedaan yang bermakna dengan nilai sig. 
p < 0,05 antara ekstrak IC50, ½ IC50, fraksi etil asetat 2 IC50, ½ IC50 dan sel 
kontrol terhadap kontrol positif. Nilai sig p > 0,05 tidak terjadi pebedaan 
yang bermakna antara fraksi etil asetat 2 IC50, IC50 terhadap sel kontrol. Hal 
tersebut menunjukkan pada konsentrasi tertinggi yaitu 1731,67 µg mL–1 
pada ekstrak dan fraksi etil asetat herba kelakai mampu meningkatkan 
persen ekpresi pada sel kanker sehingga membuat sel tersebut mengalami 
apoptosis atau kematian sel dan terjadi pemecahan sel.

Kemampuan ekstrak dan fraksi dalam mengekspresi caspase-3 
pada penelitian ini dapat melalui dua jalur, yaitu jalur ekstrinsik 
dengan meningkatkan death receptor seperti TNF dan Fas-L agar dapat 
memodulasi caspase-8 melalui pembentukan death-inducing signaling 
complex (DISC) yang kemudian melakukan aktivasi terhadap caspase-3 
atau melalui jalur intrinsik yaitu dengan meningkatkan protein BAX 
dan BAK yang merupakan protein pengatur keluarnya sitokrom-c pada 
mitokondria dan menekan protein Bcl-2 sehingga terjadi ikatan antara 
sitokrom-c, Apaf-1, dan caspase-9 yang membentuk suatu kompleks 
yang disebut apoptosom yang akan melakukan aktivasi ke caspase-3. 
Protein caspase-3 yang teraktivasi akan memecah protein pada lapisan 
inti sel seperti endonuklease, kemudian merusak benang kromatid 
pada kromosom sehingga fase mitosis terhambat. Sel akan berhenti 
melakukan proliferasi karena inti sel rusak, dan mengalami kematian sel 
atau apoptosis sel. Protein caspase-3 juga akan mengaktivasi protein p21 
activated kinase yang akan membentuk badan apoptosis pada sel yang 
mengalami kematian, badan apoptosis ini berfungsi memberi sinyal 
kepada sel makrofag untuk melakukan fagositosis (Prakosa et al. 2013, 
Sari 2018). Studi ini baru meneliti uji sitotoksik herba kelakai terhadap sel 
kanker HepG2 pada protein p53 dan Caspase-3 sehingga perlu dilakukan 
penelitian lebih lanjut terhadap beberapa protein tertentu seperti BAX, 
BAD, MEKK, MAX dan lain-lain untuk mengetahui jalur sel apoptosis.
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Kesimpulan

Ekstrak fraksi n-heksan dan fraksi etil asetat herba kelakai (S. palustris 
(Burm.f.) Bedd.) memiliki aktivitas sitotoksik terhadap kultur sel kanker 
hati HepG2 dengan nilai IC50 865,84; 568,38 dan 224,12 µg mL–1 , 
sedangkan fraksi air tidak beraktivitas sitotoksik karena memiliki nilai 
IC50 > 1000 µg mL–1 . Fraksi etil asetat memiliki tingkat keamanan dengan 
mempunyai nilai indek selektivitas ≥ 3. Etil asetat adalah fraksi teraktif dari 
herba kelakai yang dapat meningkatkan ekspresi protein p53 dan caspase-3 
pada sel kanker hati HepG2 dengan konsentrasi 112,06 – 448,25 µg mL– 1 
. Golongan senyawa flavonoid, alkaloid, dan tanin yang diduga memiliki 
potensi sebagai sitotoksik terhadap sel kanker hati HepG2.
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Bab 3
Keamanan Penggunaan  

Ekstrak Kelakai

A.	 Uji Toksisitas Ekstrak Kelakai Berdasarkan Pemeriksaan 
Histopatologi Ginjal

Pendahuluan

Kalimantan Selatan memiliki berbagai jenis paku-pakuan yang berpotensi 
sebagai tanaman obat. Berdasarkan data empiris, Stenochlaena palustris 
dimakan sebagai sayuran dan digunakan sebagai pelancar ASI serta obat 
alternatif untuk menyembuhkan anemia dan alergi serta meredakan 
demam. Kebutuhan masyarakat akan bahan herbal semakin meningkat 
karena perkembangan dan kemajuan ilmu pengetahuan dan teknologi 
yang semakin pesat, sehingga mendorong berkembangnya obat-obatan 
alternatif yang berasal dari bahan alami. Selain itu, bahan-bahan alami ini 
lebih terjangkau dan lebih mudah diperoleh dibandingkan dengan obat 
yang dibuat dengan bahan kimia dan dianggap memiliki efek samping 
yang minimal. Daun Stenochlaena palustris mengandung berbagai macam 
metabolit sekunder. Berdasarkan hasil skrining fitokimia oleh Debnath 
dkk., ekstrak etanolik daun Stenochlaena palustris mengandung flavonoid, 
saponin, alkaloid, steroid, dan tanin. Flavonoid memiliki kandungan 
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503,56 mg QE/g. Alkaloid, saponin, steroid, tanin, dan total fenol masing-
masing sebesar 11,56%, 8,06%, 3,43%, 23 mg GAE/g, dan 51,69 ± 1,28 
mg GAE/g. Tanin merupakan antioksidan yang mempercepat proses 
epitelisasi. Steroid dan saponin bersifat antiinflamasi dan antiseptik.

Ada beberapa penelitian tentang ekstrak daun Stenochlaena palustris. 
Salah satunya menguji toksisitas sel fibroblas BHK-21 dan menyimpulkan 
bahwa konsentrasi 10%, 20%, dan 30% dari ekstrak daun Stenochlaena 
palustris bersifat toksik terhadap fibroblas BHK-21. Sebagai perbandingan, 
konsentrasi 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, dan 90% terbukti tidak toksik 
terhadap sel fibroblas BHK-21. Penelitian ini menyimpulkan bahwa 
ekstrak daun Stenochlaena palustris dapat meningkatkan viabilitas sel 
karena mengandung flavonoid dengan fungsi antioksidan non-enzimatik 
yang menghambat kerusakan sel yang disebabkan oleh reactive oxygen 
species (ROS).

Oleh karena itu, antioksidan pada daun Stenochlaena palustris 
memiliki potensi untuk menyembuhkan luka karena kemampuannya 
dalam pembentukan jaringan granular, proliferasi fibroblast, dan produksi 
serat kolagen. Penelitian belum menemukan toksisitas atau efek samping 
dari produk herbal Stenochlaena palustris yang digunakan sebagai obat 
untuk menyembuhkan luka. Produk ini telah digunakan secara luas di 
masyarakat. Beberapa faktor seperti ketepatan dosis, ketepatan waktu, 
dan cara penggunaan harus diperhatikan dalam penggunaan pengobatan 
alami seperti daun Stenochlaena palustris sebagai obat penyembuh luka. 
Oleh karena itu, perlu dilakukan pengujian lebih lanjut untuk melindungi 
masyarakat pengguna dari efek yang berpotensi merugikan dan untuk 
memastikan keamanan penggunaannya. Data bahaya diperoleh dengan 
menggunakan uji toksisitas yang mendeteksi efek racun suatu zat pada 
sistem biologis dan menerima data respons dosis spesifik dari sediaan uji. 
Uji ini mendeteksi keberadaan racun dalam suatu zat dan menentukan 
organ target racun serta sensitivitasnya setelah pemberian senyawa secara 
akut selama 14 hari. Parameter uji toksisitas ini meliputi gejala klinis, 
kematian subjek, dan histopatologi organ
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Ginjal sering kali menerima efek obat yang tidak diinginkan. Misalkan 
kandungan ekstrak yang masuk ke dalam tubuh melebihi kondisi normal. 
Dalam hal ini, akan menurunkan kemampuan ginjal untuk memekatkan 
zat-zat xenobiotik di dalam sel, sehingga terjadi penumpukan zat-zat 
toksik yang menyebabkan kerusakan pada ginjal. Aliran darah yang relatif 
tinggi ke ginjal membuat ginjal terpapar zat-zat yang terbawa dalam sistem 
peredaran darah, sehingga zat-zat toksik dengan cepat dapat merusak 
ginjal dan menyebabkan perubahan struktur serta fungsi. Kerusakan pada 
nefron dapat terjadi pada tubulus, sel ginjal, dan kapiler. Kondisi toksisitas 
yang biasa ditemukan pada ginjal antara lain nekrosis sel, degenerasi sel, 
dan perdarahan.11 Selanjutnya, penelitian ini menganalisis efek toksik 
dari tiga ekstrak daun Stenochlaena palustris yang berbeda (2.000, 2.500, 
dan 3.000 mg/kg/berat badan) berdasarkan perdarahan dan nekrosis 
yang ditemukan pada jaringan ginjal dengan menggunakan pemeriksaan 
histopatologi.

Bahan dan Metode

Uji coba ini menggunakan 16 ekor tikus Wistar jantan (Rattus novergicus) 
berusia 8-12 minggu, dengan berat badan antara 200-250 g, dan dalam 
kondisi sehat. Tikus Wistar biasanya makan 20% dari total berat badan 
mereka, jadi dalam adaptasi laboratorium, mereka diberi makan 40 g sekali 
sehari selama satu minggu. Air matang diberikan dalam botol 500 ml. 
Subjek dikelompokkan secara acak sederhana dan dibagi menjadi empat 
kelompok, masing-masing terdiri dari empat tikus. Protokol penelitian 
ini telah disetujui oleh komite etik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas 
Lambung Mangkurat dengan nomor registrasi 016/KEPKG-FKGULM/
EC/III/2022.

Daun dewasa berwarna kehijauan (12 kg) dari Stenochlaena palustris 
diambil di daerah Anjir Barito Kuala. Daun dicuci, dipotong kecil-kecil, 
dan dikeringkan dalam oven pada suhu 40°C selama empat jam. Setelah 
itu, daun dihancurkan dengan blender dan dimaserasi dengan etanol 95% 
selama 72 jam. Setelah selesai, larutan disaring dengan kertas saring WH40 
hingga diperoleh cairan bening kecoklatan. Pada tahap selanjutnya, pelarut 
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diuapkan dengan vacum rotary evaporator selama empat sampai enam 
jam. Kemudian dipanaskan dengan penangas air untuk mendapatkan 
residu cairan berwarna kecoklatan. Bebas etanol diuji dengan kalium 
dikromat (K2Cr2O7) pada 3 ml etanol. Ekstrak kemudian disimpan dalam 
lemari es bersuhu 10°C untuk mencegah oksidasi. Dosis ekstrak dibuat 
dengan mengencerkan ekstrak dengan air suling.

Uji toksisitas dilakukan dengan memberikan Stenochlaena palustris 
per-oral kepada subjek dengan probe lambung dua kali sehari selama 14 
hari. Subjek dibagi menjadi empat kelompok yang tercantum dalam Tabel 
1. Pada akhir perlakuan, subjek dipuasakan dan hanya diberi air putih 
selama 8-12 jam.

Pada hari ke-15, subjek dikorbankan dengan memberikan injeksi 
intraperitoneal menggunakan 0,5 ml ketamin. Ginjal dikumpulkan, 
dibersihkan, dibungkus dengan kain putih, dan dikubur dengan kedalaman 
± 50 cm. Ginjal kemudian dicuci dengan NaCl dan direndam dengan 
larutan BNF 10% untuk fiksasi jaringan dan diproses lebih lanjut. Lesi 
perdarahan dan nekrosis dianalisis menggunakan histopatologi dengan 
pewarnaan hematoksilin-eosin (HE). Lesi perdarahan ditandai dengan sel 
darah merah yang bermigrasi dari pembuluh darah ke dalam jaringan di 
antara ruang tubular proksimal. Sebaliknya, lesi nekrosis ditandai dengan 
perubahan bentuk dan inti sel (inti sel lebih gelap), yang mengindikasikan 
adanya pyknosis. Lesi perdarahan dan nekrosis pada sel ginjal dihitung 
dan diberi skor seperti yang tercantum pada Tabel 2.

Tabel 1. Distribusi Subjek dalam Uji Toksisitas
Kelompok Dosis

Kontrol 1 ml air suling
P1 Ekstrak Stenochlaena palustris 2.000 mg/kg 

berat badan (1 ml).
P2 Ekstrak Stenochlaena palustris 2.500 mg/kg 

berat badan (1 ml).
P3 Ekstrak Stenochlaena palustris 3.000 mg/kg 

berat badan (1 ml).
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Tabel 2. Skor Lesi Perdarahan dan Nekrosis
Tampilan Perdarahan Skor

Tidak ada lesi perdarahan 0
Perdarahan ringan (<25% area) 1
Perdarahan sedang (25–50% area) 2
Perdarahan parah (>50% area) 3

Lesi Nekrosis Skor
Tidak ada lesi nekrosis 0
Nekrosis ringan (<25% area) 1
Nekrosis sedang (25–50% area) 2
Nekrosis parah (>50% area) 3

Hasil
Analisis histopatologi lesi perdarahan ditandai dengan sel darah merah 
yang bermigrasi dari pembuluh darah ke dalam jaringan di antara 
ruang tubulus proksimal (panah hitam). Jaringan ginjal menunjukkan 
perdarahan intratubular ringan (<25% luas) pada kelompok yang diberi 
ekstrak Stenochlaena palustris dengan dosis 2.500 dan 3.000 mg/kg BB. 
Jenis lesi perdarahan adalah petekie, berukuran 1-2 mm. Tidak ada 
perubahan histopatologi pada perdarahan pada kelompok kontrol dan 
kelompok ekstrak Stenochlaena palustris 2.000 mg/kg BB.

Kelompok ekstrak Stenochlaena palustris 2.500 dan 3.000 mg/kg berat 
badan menunjukkan lesi perdarahan yang lebih tinggi dibandingkan 
dengan kontrol dan 2.000 mg/kg berat badan (p<0,05). Tidak ada 
perbedaan yang signifikan pada lesi perdarahan pada kelompok kontrol 
dan 2.000 mg/kg BB ekstrak Stenochlaena palustris (p>0,05).

Lesi nekrosis pada analisis histopatologi ditandai dengan perubahan 
bentuk dan inti sel (inti sel lebih gelap) yang mengindikasikan adanya 
piknosis (panah hitam). Ginjal menunjukkan nekrosis ringan (<25% area) 
pada kelompok yang diberi ekstrak Stenochlaena palustris 2.500 dan 3.000 
mg/kg BB (p<0,05). Tidak ada lesi nekrosis yang diamati pada kelompok 
kontrol dan 2.000 mg/kg/berat badan ekstrak Stenochlaena palustris.

Diskusi
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Perubahan histopatologi pada ginjal biasanya disebabkan oleh zat yang 
masuk ke dalam aliran darah dan bersifat toksik bagi tubuh. Penggunaan 
bahan alami yang tidak tepat dapat berpotensi menyebabkan kerusakan 
organ tubuh, seperti ginjal. Hal ini dikarenakan ginjal merupakan organ 
yang sering mengakumulasi efek yang tidak diinginkan dari penggunaan 
obat yang dikonsumsi secara oral.10,11 Berdasarkan hasil uji statistik 
terhadap gambaran histopatologi perdarahan, didapatkan hasil bahwa 
pada kelompok perlakuan dosis 2.000 mg/kg BB tidak berbeda bermakna 
dengan kontrol. Pada kelompok perlakuan dosis 2.500 mg/kg BB dan 
kelompok perlakuan dosis 3.000 mg/kg BB terdapat perbedaan yang 
bermakna dengan kelompok kontrol, hal ini menunjukkan bahwa 
perlakuan tersebut berpotensi toksik terhadap ginjal tikus Wistar.

Pada kelompok kontrol yang diberi akuades, tidak terlihat adanya 
gambaran histopatologis perdarahan. Hal ini menunjukkan bahwa 
pemberian akuades aman bagi ginjal tikus. Menurut penelitian Maliangkay 
dkk., akuades tidak berpotensi menimbulkan efek toksik karena tidak 
bersifat iritan. Pemberian ekstrak daun Stenochlaena palustris dosis 2.000 
mg/kg BB tidak menimbulkan tanda-tanda perdarahan. Pada kelompok 
P1 yang diberi ekstrak Stenochlaena palustris dosis 2.000 mg/kg BB tidak 
terlihat adanya perdarahan. Hal ini sejalan dengan penelitian Alsawaf et 
al. yang menemukan bahwa penggunaan flavonoid dengan dosis yang 
tepat tidak akan menimbulkan efek toksik pada ginjal tikus Wistar. Sudira 
et al. menyatakan bahwa keberadaan flavonoid memperkuat pembuluh 
darah dan menghambat peroksidasi lipid melalui aktivasi peroksidase 
pada hemoglobin untuk mengantisipasi kerusakan yang diakibatkan oleh 
radikal bebas. Flavonoid dapat mencegah hemolisis sel darah merah yang 
disebabkan oleh radikal bebas.

Kelompok perlakuan dengan dosis 2.500 mg/kg BB dan kelompok 
perlakuan dengan dosis 3.000 mg/kg BB memiliki perbedaan yang 
signifikan dengan kelompok kontrol. Pada kedua kelompok tersebut, 
terdapat gambaran histopatologi perdarahan ringan <25%. Menurut 
penelitian Rafe dkk., perdarahan tubular yang diakibatkan oleh efek toksik 
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terjadi pada kelompok perlakuan yang mengkonsumsi ekstrak dengan 
dosis tinggi. Saponin merupakan salah satu metabolit sekunder yang 
mempengaruhi terjadinya perdarahan dengan penggunaan ekstrak daun 
Stenochlaena palustris. Saponin bersifat membranolitik yang menyebabkan 
disintegrasi lapisan endotel kapiler, menyebabkan pendarahan pada ginjal 
tikus. Saponin melukai lipid bilayer dari membran protein sel darah 
merah, yang mengakibatkan respon inflamasi. Dua tahap inflamasi 
adalah tahap vaskular dan tahap akhir. Tahap vaskular dikaitkan dengan 
vasodilatasi dan peningkatan permeabilitas kapiler di mana zat-zat darah 
meninggalkan plasma. Tahap akhir terjadi ketika leukosit menyusup ke 
dalam jaringan yang meradang. Hal ini menyebabkan pelepasan berbagai 
mediator seperti histamin, prostaglandin, dan leukotrien yang dihasilkan 
dari plasma. Prostaglandin memiliki efek vasodilatasi, mengendurkan 
otot polos, dan meningkatkan permeabilitas kapiler. Histamin berperan 
dalam perubahan paling awal, menyebabkan vasodilatasi pada arteriol 
yang didahului oleh vasokonstriksi awal dan peningkatan permeabilitas 
kapiler. Hal ini menyebabkan perubahan dalam distribusi sel darah merah, 
seperti aliran darah yang lambat ketika sel darah merah menggumpal 
dan akibatnya terdorong ke tepi. Sel darah putih menempel pada dinding 
pembuluh darah dengan aliran darah yang lebih lambat. Perubahan 
permeabilitas yang terjadi menyebabkan darah keluar dari pembuluh 
darah dan terkumpul di jaringan.

Hasil uji statistik terhadap gambaran histopatologi nekrosis 
menunjukkan bahwa kelompok perlakuan dengan dosis 2.000 mg/kg 
BB tidak berbeda bermakna dengan kelompok kontrol. Pada kelompok 
perlakuan dosis 2.500 mg/kg BB dan kelompok perlakuan dosis 3.000 
mg/kg BB terdapat perbedaan yang bermakna dengan kelompok kontrol. 
Menurut penelitian Makiyah dkk.,15 jika kelompok perlakuan memiliki 
perbedaan yang signifikan dengan kelompok kontrol, maka kelompok 
tersebut berpotensi toksik terhadap ginjal berdasarkan nekrosis. Pada 
pengamatan mikroskopis kelompok kontrol yang hanya diberi akuades, 
tidak terjadi perubahan histopatologi nekrosis karena air bukan merupakan 
bahan iritan, sehingga tidak berpotensi toksik terhadap organ.
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Kelompok P1 yang diberi ekstrak daun Stenochlaena palustris dosis 
2.000 mg/kgBB tidak menunjukkan adanya gambaran histopatologi 
nekrosis. Flavonoid dengan dosis yang tepat memiliki potensi antioksidan 
yang dapat menghambat reaksi oksidasi dengan cara menetralkan radikal 
bebas dan mencegah kerusakan sel. Hal ini disebabkan oleh kandungan 
metabolit sekunder yang dimiliki oleh ekstrak daun Stenochlaena 
palustris, seperti flavonoid dan fenolat, yang memiliki kemampuan untuk 
menghambat radikal bebas dan reaksi oksidatif. Sebagai antioksidan, 
mekanisme kerja langsung dari flavonoid adalah menstabilkan radikal 
bebas dengan cara melengkapi kekurangan elektron dan menghambat 
reaksi berantai yang membentuk radikal bebas perusak sel. Mekanisme 
kerja antioksidan secara tidak langsung adalah penghambatan enzim 
yang terlibat dalam produksi radikal bebas dengan cara menetralisir dan 
menekan pembentukan ROS sehingga jumlahnya menurun dan aktivitas 
enzim superoksida dismutase (SOD) meningkat. Antioksidan dapat 
memodulasi reaksi radikal bebas dengan cara mereduksi hiper peroksida 
lipid dan hidrogen peroksida (H2O2), sehingga mencegah terjadinya 
peroksidasi lipid. SOD berperan dalam mengkatalisis reaksi dismutasi 
radikal bebas anion superoksida (O-) menjadi hidrogen peroksida dan 
oksigen, sehingga mengubahnya menjadi produk yang lebih stabil dan 
tidak berbahaya bagi sel.

Pada kelompok perlakuan dosis 2.500 mg/kg BB dan dosis 3.000 
mg/kg BB menunjukkan gambaran histopatologi nekrosis. Hasil uji 
statistik menyatakan bahwa kelompok perlakuan dosis 2.500 mg/kg BB 
dan kelompok perlakuan dosis 3.000 mg/kg BB memiliki perbedaan 
yang signifikan dengan kelompok kontrol sehingga kedua kelompok 
perlakuan tersebut berpotensi toksik terhadap ginjal tikus. Nekrosis sel 
epitel tubulus disebabkan oleh asupan metabolit sekunder yang berlebihan 
yang terkandung dalam ekstrak yang bersifat nefrotoksik. Flavonoid 
merupakan salah satu kandungan yang berpotensi toksik pada ekstrak 
daun Stenochlaena palustris. Flavonoid dalam konsentrasi tinggi dapat 
bersifat pro-oksidan. Kuersetin merupakan salah satu senyawa yang dapat 
bersifat prooksidan di antara senyawa flavonoid tersebut.
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Ketika terdapat terlalu banyak radikal bebas, antioksidan endogen 
akan menghabiskan tingkat penggunaannya dibandingkan dengan tingkat 
regenerasinya. Ketidakseimbangan antara prooksidan dan antioksidan 
dalam tubuh akan mengakibatkan peningkatan laju pembentukan radikal 
bebas, sehingga terjadi peningkatan stres oksidatif yang menyebabkan 
peroksidasi lipid, DNA teroksidasi, dan protein terlipat. Hal ini 
mengakibatkan akumulasi ikatan kovalen pada membran tubulus dengan 
radikal bebas, yang mengakibatkan kerusakan pada tubulus ginjal. Pro-
oksidan menyebabkan stres oksidatif dan disfungsi mitokondria. Disfungsi 
mitokondria adalah suatu kondisi yang ditandai dengan gangguan 
biogenesis mitokondria, perubahan potensial membran, berkurangnya 
jumlah mitokondria, dan perubahan aktivitas oksidatif protein akibat 
akumulasi ROS dalam sel dan jaringan. Disfungsi mitokondria 
menyebabkan degenerasi hidropik karena gangguan transportasi aktif. 
Proses osmosis yang terganggu menyebabkan air masuk ke dalam sel 
sehingga sel membengkak dengan vakuola, dan inti sel membesar. Sel 
yang mengalami degenerasi hidropik dan terus menerus terpapar senyawa 
toksik akan menjadi nekrotik.

Dapat disimpulkan bahwa tidak ada efek toksik pada pemberian 
dosis ekstrak daun Stenochlaena palustris sebesar 2.000 mg/kg berat 
badan terhadap ginjal tikus Wistar berdasarkan tampilan histopatologi 
perdarahan dan nekrosis. Namun, terdapat efek toksik pada pemberian 
ekstrak daun Stenochlaena palustris dengan dosis 2.500 mg/kg dan 3.000 
mg/kg berat badan terhadap ginjal tikus Wistar berdasarkan tampilan 
histopatologi perdarahan dan nekrosis.
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Bab 4
Khasiat Ekstrak Terung Belanda  

dalam Terapi Kanker Lidah

A.	 Efek Ekstrak Kulit Buah Terung Belanda terhadap Sel 
Kanker Lidah HSC-3

Kanker mulut adalah salah satu penyebab kematian utama di dunia. 
Menurut GLOBOCAN 2018, International Agency for Research on Cancer 
(IARC) mengungkapkan bahwa terdapat 18,1 juta kasus baru dan 9,6 
juta kasus kematian akibat kanker di dunia. Kanker mulut menempati 
tingkat ketujuh dengan insiden 572.000 kasus baru dengan 509.000 kasus 
kematian. Kanker mulut juga merupakan salah satu kasus keganasan yang 
umum terjadi di negara berkembang. Di Indonesia, kasus kanker kepala 
dan leher sekitar 3-4% dari semua kanker dengan tingkat kematian sekitar 
2-3%.

Kanker mulut adalah subtipe dari kanker kepala dan leher yang 
terjadi dalam rongga mulut. Ada beberapa jenis kanker mulut dengan 
90% sebagai karsinoma sel skuamosa. Karsinoma sel skuamosa adalah 
neoplasma ganas yang berasal dari sel skuamosa berlapis yang umumnya 
terjadi pada bibir, lidah, dan dasar mulut. Terlepas dari meningkatnya 
metode terapi, tingkat morbiditas dan mortalitas karsinoma sel skuamosa 
tidak mengalami penurunan yang signifikan selama 30 tahun terakhir ini.
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Terapi karsinoma sel skuamosa terdiri dari pembedahan, radio 
dan kemoterapi. Namun, jenis pengobatan ini memiliki beberapa efek 
samping seperti rasa sakit dan kekeringan rongga mulut, kesulitan dalam 
berbicara, makan, menelan dan hilangnya fungsi pengecap, masalah 
proses metabolisme manusia. Oleh karena itu banyak penelitian telah 
dilakukan untuk mendukung pengobatan alternatif yang salah satunya 
dengan menggunakan produk herbal alami. Produk alami memiliki efek 
samping yang lebih rendah dibandingkan terapi konvensional termasuk 
pembedahan, radio, dan kemoterapi karena toksisitas yang lebih rendah 
terhadap sel normal.

Sejak beberapa tahun lalu, produk herbal alami telah digunakan 
sebagai pendahulu obat modern untuk mengobati berbagai penyakit. 
Negara berkembang termasuk Indonesia banyak mengkonsumsi obat 
herbal alami karena harganya yang terjangkau. Di Indonesia, terdapat 
sekitar 30.000 tanaman herbal yang berpotensi sebagai obat dan sebanyak 
7.500 telah diterima dan dinyatakan sebagai obat herbal. Banyak penelitian 
telah dikembangkan untuk mencari potensi produk herbal alami untuk 
mengobati penyakit seperti kanker.

Sekitar 54% obat antikanker yang telah diterima dalam periode 1940-
2002 berasal dari produk alami. Beberapa metabolit herbal memiliki 
potensi antioksidan yang kuat melawan radikal bebas dan menurunkan 
ketidakseimbangan redoks. Beberapa obat herbal juga memiliki komponen 
bioaktif untuk mencegah terjadinya proses karsinogenesis fase inisiasi. 
Salah satu tanaman herbal yang memiliki potensi anti-kanker adalah 
terung Belanda (Cyphomandra betacea Sendtn.).

Terung Belanda, yang sering disebut sebagai tamarillo dinyatakan 
kaya akan kapasitas antioksidan alami karena kandungan vitamin A, B6, 
C, E, dan senyawa polifenol. Penelitian sebelumnya telah menyebutkan 
bahwa kulit buah terung Belanda memiliki senyawa antioksidan aktif 
yang lebih tinggi dibandingkan dengan bagian lainnya. Terung Belanda 
memiliki potensi anti-kanker sebagai antioksidan dan aktivitas anti-
proliferasi sel kanker hati (HepG2) dan kelenjar mamae (MDA-MB-231) 
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tanpa menghambat proliferasi sel normal fibroblast tikus (3T3). Namun, 
hingga saat ini, belum ada penelitian tentang kulit buah terung Belanda 
pada sel karsinoma sel skuamosa lidah (HSC-3). Tujuan dari penelitian ini 
adalah untuk mengetahui pengaruh kulit buah terung Belanda terhadap 
viabilitas sel HSC-3.

Bahan dan Metode

Penelitian ini dilakukan pada September 2019 ⎼ November 2019 di Pusat 
Penelitian Biologi LIPI untuk uji determinasi tanaman dan di Laboratorium 
Terpadu Universitas Yarsi untuk proses ekstraksi, kandungan fitokimia, 
dan uji viabilitas. Penelitian ini merupakan eksperimental laboratorik 
in vitro. Bahan yang digunakan adalah ekstrak etanol 70% kulit buah 
terung Belanda (Cyphomandra betacea Sendtn.) berwarna merah oranye. 
Sampel penelitian adalah sel HSC-3 dari Biobank Laboratorium Terpadu 
Universitas Yarsi. Kelompok sampel terdiri dari kelompok perlakuan, 
positif (H2O2 3%) dan negatif. Kelompok perlakuan terdiri dari beberapa 
kelompok konsentrasi yaitu 20%, 10%, 5%, 2,5%, 1,25%, dan 0,3125%.

Ekstrak kulit buah terung Belanda yang telah dikeringkan di bawah 
sinar matahari dilakukan dengan teknik maserasi menggunakan etanol 
70% selama 72 jam. Kemudian disaring dan diuapkan untuk mendapatkan 
ekstrak kasar. Ekstrak diencerkan untuk mempersiapkan beberapa 
konsentrasi 20%, 10%, 5%, 2,5%, 1,25%, dan 0,6125%. Studi fitokimia 
dilakukan pada ekstrak.

Media kultur menggunakan Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
(DMEM)

10% Fetal Bovine Serum (FBS) dan 1% antibiotik (Penisilin-Streptomisin) 
dan antimikotik (Amfoterisin B). Kultur ekspansi dan inkubasi dilakukan 
selama 24 jam. Sel dikumpulkan setelah 1 minggu kultur dan kemudian 
dikultur selama 24 jam pada 6 well plate dengan masing-masing 15.000 
sel. Masukkan reagen Cell Counting Kit-8 (CCK-8) ke dalam well. Setelah 
1 jam, uji viabilitas sel dapat dilakukan melalui microplate reader dengan 
panjang gelombang 450 nm.
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Hasil

Berdasarkan uji determinasi oleh Pusat Penelitian Biologi–Lembaga Ilmu 
Pengetahuan (LIPI), buah yang digunakan dalam penelitian ini adalah 
dari spesies Solanum betaceum Cav. atau disebut Cyphomandra betacea 
Sendtn. Uji fitokimia ekstrak menunjukkan kandungan fenol, flavonoid, 
tanin dan alkaloid yang ditunjukkan pada Tabel 1. Hasil uji viabilitas 
ekstrak pada sel HSC-3 ditunjukkan pada Tabel 2.

Paparan konsentrasi ekstrak 20%, 10%, 5% pada sel HSC-3 
menunjukkan penurunan nilai absorbansi sedangkan peningkatan 
absorbansi ditunjukkan pada paparan ekstrak konsentrasi 2,5%, 1,25%, 
0,625% dan 0,3125%. Analisis pengaruh ekstrak biji Terung Belanda 
(Cyphomandra Betacea Sendtn.) terhadap viabilitas sel HSC-3 pada Tabel 
3 menunjukkan distribusi normal dengan p>0,05. Uji one-way Anova 
menunjukkan perbedaan signifikan antar kelompok konsentrasi ekstrak 
biji Terung Belanda (Cyphomandra Betacea Sendtn.) dengan p<0,05. Uji 
post hoc LSD menunjukkan ada perbedaan signifikan antar konsentrasi 
ekstrak kecuali dari konsentrasi 20%, 10%, 5%. Terdapat juga perbedaan 
signifikan antara kelompok kontrol dan konsentrasi ekstrak kecuali untuk 
konsentrasi 5% dengan kontrol positif dan konsentrasi 1,25%; 0,3125%; 
0,625% dengan kelompok kontrol negatif. (Tabel 4)

Tabel 1. Hasil uji fitokimia Cyphomandra Betacea Sendt.
No. Secondary metabolite Method of test Result
1. Phenolic Reagent FeCl, 5% +
2. Flavonoid a. reagent HCl pekat+ Mg +

b. reagent H2SO42N +
c. reagent Na0H 10% +

3. Steroid Reagent Lieberman-
Burchard

-

4. Triterpenoid Reagent Lieberman Burchard -
5. Saponin Reagent HCl + H2O -
6. Tannin Reagent FeCl3 1% +
7. Alkaloid a. Reagent Hager +

b. Reagent Wagner +
c. Reagent Dragendrorff +
d. Reagent Mayer +
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Tabel 2. Uji viabilitas ekstrak biji terung Belanda (Cyphomandra 
Betacea Sendtn.) terhadap sel HSC-3 setelah inkubasi 24 jam.
Material tested N X ± SD*

Negative control (-) 3 0.112 ± 0.003
 Positive control (+) with

H2O2 3%
3 0.018 ± 0.002

Extract (20%) 3 0.035 ± 0.004
Extract (10%) 3 0.032 ± 0.004
Extract (5%) 3 0.025 ± 0.003

Extract (2.5%) 3 0.057 ± 0.012
Extract (1.25%) 3 0.103 ± 0.012

Extract (0.625%) 3 0.122 ± 0.006
Extract (0.3125%) 3 0.121 ± 0.005

Catatan: *rata-rata dari 3x pengukuran (mg/mL).

Tested groups
Shapiro-Wilk

Statistic Df Sig.

Cyphomandra betacea, 
Sendtn pill fruit extract

20% 0,842 3 0,220
10% 0,987 3 0,780
5% 0,855 3 0,253

2,5% 0,778 3 0,062
1,25% 0,842 3 0,220

0,625% 0,999 3 0,927
0,3125% 0,881 3 0,328

Control
Negative 0,993 3 0,843
Positive 0,987 3 0,780

Tabel 4. Uji Anova satu arah data viabilitas sel HSC-3. 
Viability Sum of quadrat df Mean F Sig.

Among groups 0,056 9 0,006 106,722 0,000
Within group 0,001 20 0,000

Total 0,057 29

Diskusi

Kandungan fitokimia kulit buah terung Belanda adalah senyawa polifenol 
seperti asam fenolat dan flavonoid. Senyawa polifenol diduga memiliki 
efek antikanker yang menghambat siklus sel pada fase G1/S dan G2/M dan 
menginduksi proses apoptosis. Dalam penelitian ini, aktivitas antikanker 
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kulit buah terung Belanda diuji pada viabilitas sel HSC-3. Uji viabilitas 
ini dilakukan untuk mengetahui sel yang viable setelah paparan agen uji.

Penelitian ini menggunakan metode kolorimetri CCK-8 menggunakan 
reagen tetrazolium salt WST-8 yang menghasilkan warna oranye formazan 
saat berkontak dengan sel viable. Dalam penelitian ini, terjadi penurunan 
nilai absorbansi pada beberapa kelompok konsentrasi ekstrak (20%, 10%, 
dan 5%). Penurunan nilai yang lebih tinggi mengikuti konsentrasi ekstrak 
yang lebih rendah. Kandungan senyawa polifenol ekstrak yang lebih tinggi 
cenderung meningkatkan potensi mutagen dalam sel karena kandungan 
quercetin yang cukup tinggi dalam flavonoid yang meningkatkan produksi 
reactive oxygen species untuk mendorong mutasi DNA.

Reactive oxygen species akan menyerang makromolekul seperti 
protein, lemak, dan asam nukleat sehingga perubahan makromolekul 
mengakibatkan mutasi DNA dan aktivitas proliferatif progresif sel 
mutagenik. Di sisi lain, uji viabilitas dalam beberapa kelompok ekstraksi 
(2,5%, 1,25%, 0,625% dan 0,3125%) menunjukkan peningkatan nilai 
absorbansi. Hal ini menunjukkan bahwa penurunan kandungan senyawa 
polifenol dalam ekstrak memiliki efek sitotoksik yang lebih rendah.

Konsentrasi 5% ekstrak menunjukkan potensi tertinggi terhadap 
viabilitas sel HSC-3 dibandingkan konsentrasi lainnya. Ada juga 
ditunjukkan bahwa dengan post hoc LSD tidak ada perbedaan signifikan 
antara konsentrasi ekstrak 5% dengan kelompok kontrol positif H2O2 3%. 
Hasil ini menunjukkan bahwa konsentrasi ekstrak 5% adalah konsentrasi 
efektif untuk mengurangi viabilitas sel HSC-3.

Hasil ini mendukung penelitian sebelumnya bahwa ekstrak etanol 
terung Belanda sebagai sifat antikanker melalui aktivitas antioksidan 
dan anti-proliferatif pada Sel Kanker Hati (HepG2) dan kanker adeno 
mamae (MDA-MB-231) yang tidak menunjukkan efek toksik pada 
sel fibroblast normal. Penelitian sebelumnya mengungkapkan bahwa 
kandungan senyawa polifenol terung Belanda, dalam bentuk asam fenolat 
dan flavonoid diduga memiliki potensi antikanker.
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Kesimpulan
Di antara konsentrasi ekstrak etanol 70% terung Belanda (Cyphomandra 
betacea Sendtn.), konsentrasi 5% merupakan konsentrasi efektif untuk 
menurunkan viabilitas sel HSC-3 (Human Oral Squamous Carcinoma). 
Tidak ada perbedaan signifikan dari konsentrasi ini dengan H2O2 3% 
sebagai kontrol positif.

B.	 Efek Ekstrak Kulit Manggis dalam Menghambat 
Pertumbuhan Sel Kanker Lidah

Tingginya angka kejadian kanker lidah yang disertai dengan tingkat 
kematian yang tinggi, terutama di negara berkembang seperti Indonesia, 
merupakan masalah yang perlu diatasi. Berbagai metode terapi, termasuk 
operasi, radiasi, kemoterapi, dan/atau kombinasi dari semuanya, telah 
diterapkan untuk mengobati kanker lidah manusia. Namun, kejadian 
kanker lidah belum menunjukkan penurunan yang signifikan. Dalam 
empat dekade terakhir, eksplorasi obat herbal anti-kanker semakin giat 
dilakukan dengan harapan bahwa obat herbal memiliki efektivitas yang 
lebih baik dengan efek samping yang lebih rendah.

Ekstrak etanol kulit manggis adalah salah satu bahan herbal yang 
dipelajari dan diyakini memiliki khasiat sebagai anti-inflamasi, antioksidan, 
antiproliferasi, serta mampu menginduksi apoptosis. Penelitian mengenai 
aktivitas anti-kanker yang dilakukan oleh Elya dan Matsumoto et al. 
menunjukkan bahwa enam jenis xanton (α, β, γ mangostin, mangostinone, 
E garcinone, dan 2-isoprenyl-1,7-dihidroksi-3-metoksi xanton) yang 
diekstrak dari kulit manggis memiliki potensi untuk menghambat 
proliferasi sel kanker sekaligus meningkatkan proses apoptosis sel kanker.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa proliferasi sel kanker payudara 
dihambat oleh ekstrak kulit manggis, dan penghambatan tersebut 
bergantung pada konsentrasi. Ekstrak kulit manggis dengan konsentrasi 
6,25-25 µg/ml efektif untuk menghambat proliferasi sel. Oleh karena itu, 
kulit manggis telah terbukti sebagai penghambat proliferasi sel yang kuat 
terhadap aktivitas kanker payudara dengan nilai IC50 sebesar 9,25 ± 0,64 
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µg/ml. Hal terpenting dari temuan efek terapeutik ekstrak kulit manggis 
yang diekstraksi dengan etanol sebagai pelarutnya adalah ditemukannya 
bahan herbal sebagai penghambat proliferasi sel kanker, termasuk sel 
kanker lidah manusia Supri’s Clone 1 (SP-C1).

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi: serum 
janin sapi/FBS (Gibco, Australia), cairan Fungizone (Hyclone, Jepang), 
penisilin-streptomisin, ekstrak etanol kulit manggis (Tasikmalaya, 
Indonesia), Trypsin-EDTA (Gibco, Australia), larutan MTT (Sigma 
Aldrich, AS), isopropanol, alkohol 70%, PBS, dan RPMI 1640.

Instrumen yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai 
berikut: Bio Rad microplate reader (Bio Rad, USA), mikropipet 96 sumur 
(Iwaki, Jepang), adjustable volume digital pipet (Eppendorf, Jerman), 
tabung konikal 15 ml dan 50 ml (Iwaki, Jepang), shaker (Lab Line, Jepang), 
waterbath (Eyela, Jepang), tabung mini Eppendorf (Iwaki, Jepang), 
inkubator pada suhu 37 °C dengan CO2 5% (Sanyo, Jepang), kulkas pada 
suhu 4 °C, -20 °C, dan -30 °C (Sanyo, Jepang), timbangan digital elektronik 
(Melter, Swiss), filter (Corming, Jerman), syringe 10 ml (Terumo, Filipina), 
vortex (Maxi mix II, USA), clean bench (Sanyo, Jepang), lampu spiritus 
metil, flash (Iwaki, Jepang), cawan petri (Iwaki, Jepang), mikroskop (Nikon, 
Jepang), suction (Assamica, Jepang), dan haemocitometer (Assistant, 
Jerman). Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Riset Terpadu Fakultas 
Kedokteran Gigi Universitas Gadjah Mada dari April 2010 hingga Oktober 
2010, menggunakan sel kanker lidah Supri’s Clone 1 (SP-C1).

Metode

Penilaian penghambatan sel kanker lidah Supri’s Clone 1 dilakukan secara 
in vitro menggunakan mikropipet 96 sumur. Penelitian ini menghitung 
rata-rata proliferasi sel kanker SP-C1 yang masih hidup setelah diinkubasi 
dengan berbagai konsentrasi ekstrak etanol kulit manggis, dengan dua 
kelompok waktu inkubasi yang digunakan, yaitu 24 jam dan 48 jam. Hasil 
pengukuran dilakukan menggunakan pembaca mikropipet Bio Rad pada 
panjang gelombang 450 nm.
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Ekstrak etanol kulit manggis dibagi menjadi enam kelompok uji 
berdasarkan konsentrasinya: kelompok pertama adalah kontrol dengan 
konsentrasi 0 (nol) ekstrak etanol kulit manggis; kelompok kedua 
menggunakan konsentrasi 62,50 µg/ml; kelompok ketiga menggunakan 
konsentrasi 125 µg/ml; kelompok keempat menggunakan konsentrasi 
250 µg/ml; kelompok kelima menggunakan konsentrasi 500 µg/ml; dan 
kelompok keenam menggunakan konsentrasi 1000 µg/ml.

Rata-rata proliferasi sel kanker SP-C1 dihitung menggunakan 
pembaca mikropipet Bio Rad, dan persentase viabilitas sel ditentukan 
berdasarkan hasil pengukuran dari kultur sel kanker Supri’s Clone 1 (SP-
C1) yang ditambahkan dengan berbagai konsentrasi ekstrak etanol kulit 
manggis. Hasil penelitian kemudian dianalisis secara statistik dengan 
ANOVA, dan jika ANOVA menunjukkan signifikansi, uji Newman-Keuls 
dilakukan untuk analisis lebih lanjut.

Hasil

Ekstrak etanol dari kulit manggis dapat menghambat pertumbuhan 
sel kanker lidah SP-C1 mulai dari konsentrasi terendah, yaitu 62,5 μg/
mL. Konsentrasi 0 (nol) merupakan kontrol dan menunjukkan rata-
rata pertumbuhan sel 100%. Pengurangan rata-rata pertumbuhan sel 
kanker lidah terjadi mulai dari konsentrasi ekstrak etanol kulit manggis 
62,5 μg/mL (rata-rata pertumbuhan sel 72,3%). Pada konsentrasi 125 
μg/mL (median 72 sel pasca-partum, 15%) terjadi sedikit peningkatan, 
tetapi pada konsentrasi 250 μg/mL (rata-rata pertumbuhan sel 64,93%) 
penurunan semakin besar, dan puncak penurunan maksimal terjadi pada 
konsentrasi 500 μg/mL (median 49 sel pasca-partum, 66%), sedangkan 
pada konsentrasi 1000 μg/mL (rata-rata pertumbuhan sel 53,69%) terjadi 
penurunan rata-rata pertumbuhan sel yang lebih kecil dibandingkan 
dengan konsentrasi 500 μg/mL.

Rata-rata pertumbuhan sel kanker lidah setelah diinkubasi dengan 
ekstrak etanol kulit manggis selama 48 jam. Rata-rata pertumbuhan sel 
kanker lidah pada konsentrasi nol setelah inkubasi 48 jam adalah 100% 
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dan digunakan sebagai kontrol. Pengurangan rata-rata pertumbuhan 
sel dimulai pada konsentrasi 62,5 μg/mL (rata-rata pertumbuhan sel 
adalah 74,18%) dan terus menurun seiring dengan meningkatnya 
konsentrasi ekstrak etanol kulit manggis. Puncak penurunan terjadi pada 
konsentrasi 500 μg/mL (rata-rata pertumbuhan sel 52,34%) sementara 
pada konsentrasi 1000 μg/mL (rata-rata pertumbuhan sel 58,52%) terjadi 
sedikit peningkatan rata-rata pertumbuhan sel dibandingkan dengan 
konsentrasi 500 μg/mL.

Perbandingan sel kanker lidah SP-C1 antara inkubasi 24 jam 
dan inkubasi 48 jam dengan berbagai konsentrasi ekstrak etanol kulit 
manggis. Rata-rata proliferasi sel kanker pada kedua waktu inkubasi mulai 
menurun pada konsentrasi 62,5 μg/ml, dan terus menurun seiring dengan 
meningkatnya konsentrasi ekstrak etanol kulit manggis. Puncak rata-rata 
proliferasi sel tercapai pada konsentrasi 500 μg/ml dengan inkubasi 24 
jam sebesar 49,66%, dan sebesar 52,34% pada periode inkubasi 48 jam. 
Oleh karena itu, konsentrasi 500 μg/ml ekstrak etanol kulit manggis lebih 
efektif untuk menghambat rata-rata proliferasi sel. Periode inkubasi 24 
jam untuk konsentrasi ekstrak etanol kulit manggis 500 μg/ml memiliki 
skor penghambatan proliferasi sel yang paling efektif sebesar 50,30%. 
Rata-rata proliferasi sel meningkat pada konsentrasi 1000 μg/ml baik 
pada periode inkubasi 24 jam (rata-rata proliferasi sel 53,69%) maupun 
periode inkubasi 48 jam (rata-rata proliferasi sel 58,52%).

Pengaruh ekstrak etanol kulit manggis terhadap penurunan rata-
rata pertumbuhan sel kanker serta penghambatan proliferasi sel kanker 
lidah manusia dengan periode inkubasi 24 jam dan 48 jam. Penurunan 
rata-rata pertumbuhan sel kanker yang paling efektif dan penghambatan 
maksimum proliferasi sel terjadi pada konsentrasi 500 μg/ml baik pada 
periode inkubasi 24 jam maupun 48 jam.

Pembahasan

Telah dilakukan beberapa penelitian untuk menganalisis efek antikanker 
dari Xanton yang diisolasi dari kulit manggis (Garcinia mangostana Linn.), 
termasuk pengaruhnya terhadap sel hepatoseluler, sel kanker payudara 
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manusia SKBR3, dan sel leukemia manusia. Ho et al. mempelajari efek 
sitotoksisitas dari enam jenis Xanton yang diisolasi dari kulit manggis 
dan menemukan bahwa E garcinone memiliki efek sitotoksisitas terhadap 
garis sel kanker hati. Sementara itu, Matsumoto et al. meneliti efek dari 
enam Xanton (α, β, dan γ mangostin, mangostinon, garcinon E, serta 
2-isoprenil-1,7-dihidroksi-3-metoksi Xanton) terhadap penghambatan 
sel leukemik HL60. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa semua jenis 
Xanton memiliki aksi penghambatan yang signifikan, terutama α, β, dan 
γ mangostin.

Moongkarndi et al. mengevaluasi aksi penghambatan proliferasi 
sel, induksi apoptosis, serta aktivitas antioksidan dari ekstrak metanol 
kulit manggis menggunakan garis sel kanker payudara SKBR3. Hasilnya 
menunjukkan bahwa kulit manggis memiliki efek penghambatan 
proliferasi sel yang paling signifikan (ED50 = 9,25 ± 0,64 µg/ml) dan 
mampu menginduksi proses apoptosis.

Suksamrarn et al. mengisolasi tiga Xanton baru dari kulit manggis, 
yaitu mangostenon C, D, dan E, yang memiliki manfaat setara dengan 16 
Xanton lainnya yang telah dikenal. Efek sitotoksisitas dari ketiga Xanton 
ini diuji pada tiga garis sel kanker yang berbeda: karsinoma epidermoid 
oral (KB), kanker payudara (SM-1), dan garis sel kanker paru-paru 
(NCI-H187). Mangostenon C menunjukkan efek sitotoksik terhadap 
ketiga garis sel tersebut dengan nilai IC50 masing-masing sebesar 2,8, 3,53, 
dan 3,72 µg/ml. Hasil penelitian ini juga menunjukkan bahwa α-mangostin 
memiliki efek sitotoksik pada sel karsinoma epidermoid oral (KB) dengan 
nilai IC50 sebesar 2,08 µg/ml.

Penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol kulit manggis 
memiliki efek penghambatan minimal (IC50) dalam menghambat proliferasi 
sel kanker lidah Supri’s Clone 1 (SP-C1). Grafik pertama menunjukkan 
rata-rata pertumbuhan sel kanker lidah manusia SP-C1 setelah diinkubasi 
dengan berbagai konsentrasi ekstrak etanol kulit manggis (0/ kontrol, 62,5 
µg/ml, 125 µg/ml, 250 µg/ml, 500 µg/ml, dan 1000 µg/ml) selama 24 jam. 
Konsentrasi kontrol dianggap memiliki laju pertumbuhan sel rata-rata 
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sebesar 100%. Konsentrasi 62,5 µg/ml menunjukkan efek penurunan pada 
rata-rata pertumbuhan sel, dengan nilai proliferasi sel rata-rata sebesar 
72,3%. Ini menunjukkan bahwa aksi penghambatan sel kanker lidah SP-
C1 setelah periode inkubasi 24 jam memiliki nilai penghambatan sebesar 
27,68%. Pada konsentrasi 125 µg/ml, rata-rata pertumbuhan sel menurun 
sebesar 72,15% dengan nilai penghambatan sebesar 27,85%. Konsentrasi 
250 µg/ml menunjukkan pengurangan pertumbuhan sel yang lebih besar, 
yaitu sebesar 64,93%, yang berarti nilai penghambatan yang lebih besar, 
yaitu 35,07%. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak etanol kulit manggis, 
semakin besar nilai penghambatan pertumbuhan sel kanker lidah yang 
dihasilkan.

Pada konsentrasi 500 µg/ml, rata-rata pertumbuhan sel menurun 
secara maksimal dengan laju 49,66%, dan penghambatan pertumbuhan 
sel menunjukkan nilai sebesar 50,3%. Ini berarti bahwa pada konsentrasi 
500 µg/ml dengan periode inkubasi 24 jam, ekstrak etanol kulit manggis 
mencapai IC50 dengan nilai penghambatan pertumbuhan sel sebesar 50,3%. 
Pada konsentrasi 1000 µg/ml, meskipun nilai rata-rata pertumbuhan sel 
juga menurun, tetapi nilainya lebih rendah dibandingkan dengan nilai 
pada konsentrasi 500 µg/ml, yaitu sebesar 53,69%, dan nilai penghambatan 
pertumbuhannya adalah 46,3%. Dari hasil ini, dapat disimpulkan bahwa 
pada konsentrasi 500 µg/ml, penghambatan mencapai puncaknya yang 
efektif, sementara pada konsentrasi yang lebih tinggi, yaitu 1000 µg/ml, 
reseptor sel kanker SP-C1 mulai jenuh. Oleh karena itu, reseptor tersebut 
tidak dapat menangkap molekul aktif dalam ekstrak etanol kulit manggis. 
Selain itu, pada konsentrasi ekstrak etanol kulit manggis yang lebih tinggi, 
terjadi benturan antara molekul senyawa aktif yang lebih banyak, yang 
diharapkan dapat merangsang pertumbuhan sel.

Proliferasi sel adalah proses peningkatan jumlah sel yang melibatkan 
siklus sel. Siklus sel normal diatur secara ketat oleh Cyclin, Cyclin 
Dependent Kinase (CDK), dan Cyclin Dependent Kinase Inhibitor (CKI) 
yang bekerja sama secara terus-menerus dan saling bertanggung jawab 
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dalam mengontrol berbagai fase mekanisme pengendalian siklus sel di 
titik pemeriksaan.

Pada sel kanker, kerusakan terjadi pada mekanisme pengatur dasar 
perilaku sel, sehingga kontrol pertumbuhan sel normal terganggu, yang 
mengakibatkan pertumbuhan sel yang tidak terkendali. Ekstrak etanol 
kulit manggis berfungsi sebagai penghambat pertumbuhan sel kanker 
lidah SP-C1 dengan menciptakan intervensi dalam siklus sel.

Hasil penelitian sebelumnya melaporkan bahwa penghambatan siklus 
sel yang ditunjukkan oleh α-mangostin dan β-mangostin menghambat 
fase G1, sementara fase S dihambat oleh γ-mangostin. Ini terkait 
dengan modifikasi ekspresi Cyclin, CDK2, dan p27 pada sel kanker usus 
besar manusia DLD-1. Selain itu, α-mangostin meningkatkan kadar 
mikroRNA-143 yang secara negatif mengatur Erk5 pada fase translasi, 
serta meningkatkan aktivitas penghambatan saat terapi tambahan 
menggunakan 5-fluorouracil.

Penghambatan pertumbuhan sel kanker lidah SP-C1 oleh ekstrak 
etanol kulit manggis terjadi antara fase G1 ke S dan antara fase S ke G2, 
dengan cara menghambat sinyal dari cMyc sehingga sintesis antara Cyclin 
D dan CDK4/6 terjadi. Hal ini mengarah pada fosforilasi protein Rb yang 
mengikat dengan E2F, sehingga E2F terpisah dan dapat mengaktifkan 
awal siklus sel pada fase G1 untuk melewati titik pembatas dan memulai 
proses proliferasi sel.

Penghambatan pertumbuhan sel juga terjadi pada fase S dengan 
menghambat sinyal dari cMyc dalam sintesis antara Cyclin E dan CDK2, 
yang mengakibatkan fosforilasi protein pengikat Rb dan E2F. Fosforilasi 
ini menghasilkan pemisahan antara Rb dan E2F, yang memicu aktivasi 
siklus sel untuk melanjutkan ke fase berikutnya. Dengan demikian, ekstrak 
etanol kulit manggis berperan dalam menghambat sinyal antara cMyc 
dan Cyclin D dengan CDK4/6, serta antara Cyclin E dan CDK2. Hal ini 
mencegah sinyal pertumbuhan menyebabkan fosforilasi protein Rb dan 
pengikatan E2F, sehingga siklus sel tidak dapat diaktifkan.
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Kesimpulan
Ekstrak etanol kulit manggis mencapai penghambatan minimum (IC50) 
dalam menghambat proliferasi sel kanker lidah manusia Supri’s Clone 1 
(SP-C1) secara in vitro dengan nilai penghambatan sebesar 50,3% pada 
konsentrasi 500 µg/ml. Penghambatan minimum proliferasi sel kanker 
(IC50) dari ekstrak etanol kulit manggis tercapai dalam periode inkubasi 
24 jam.
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Bab 5
Kulit Manggis Sebagai Agen  

Antikanker Lidah

A.	 Efek Ekstrak Etanol Kulit Manggis terhadap Apoptosis 
Sel Kanker Lidah Klon Supri-1, in vitro.

Organisasi Kesehatan Dunia (WHO) memperkirakan bahwa jumlah 
pasien kanker di dunia meningkat menjadi 6,25 juta orang setiap tahun. 
Dalam sepuluh tahun mendatang, diperkirakan 9 juta orang di seluruh 
dunia akan meninggal karena kanker setiap tahunnya. Dua pertiga pasien 
kanker di dunia berada di negara berkembang. Di Indonesia, diperkirakan 
akan ada 100 pasien kanker baru setiap tahun dari 100.000 penduduk. 
Kematian akibat kanker meningkat setiap tahun dengan kejadian kanker 
kepala dan leher sekitar 3% dari semua kanker dalam tubuh manusia. 
Kanker rongga mulut sekitar 30% dari semua kanker kepala dan leher. 
Lebih dari 90% kanker rongga mulut dan faring berasal dari sel skuamosa. 
Salah satu kanker di rongga mulut adalah kanker lidah dengan kejadian 
1% dari semua kanker dalam tubuh manusia, sedangkan kejadian kanker 
lidah pada anak sekitar 1-6%.

Kanker adalah penyakit yang ditandai dengan pertumbuhan sel 
jaringan yang tidak terkendali, kerusakan pada jaringan sekitar, dan 
kemudian menyebar ke bagian lain melalui pembuluh darah atau 
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pembuluh getah bening. Meskipun kejadian kanker lidah pada anak-
anak kecil, tetap saja ini adalah penyakit yang mematikan. Pengobatan 
intensif diperlukan untuk mengobati kanker lidah pada anak-anak dan 
dapat meningkatkan kemungkinan penyembuhan.

Terapi kanker lidah terdiri dari operasi, radioterapi dan kemoterapi. 
Radioterapi adalah pengobatan yang paling menyakitkan bagi anak-anak, 
namun merupakan terapi yang paling efektif, dan membutuhkan waktu 
yang lama hingga seluruh rangkaian radiasi selesai. Kombinasi dengan 
kemoterapi sering dapat mengurangi keluhan ini. Umumnya, terapi akan 
mengurangi kekebalan tubuh pasien dan memiliki banyak efek samping. 
Untuk mengurangi efek samping tersebut dan juga meningkatkan 
efektivitasnya, diberikan adjuvan pada terapi kanker. Terapi kanker 
dikombinasikan dengan terapi adjuvan untuk memperkuat efek obat 
anti-kanker.

Pencegahan kemo menggunakan obat-obatan konvensional kini 
beralih ke penggunaan bahan alami (herbal). Salah satu bahan alami 
yang digunakan adalah manggis karena kemampuannya menginduksi 
apoptosis. Manggis (Garcinia mangostana Linn.) mengandung senyawa 
aktif seperti α-mangostin, β-mangostin, γ-mangostin, mangostinone, 
garcinone E dan 2-Isoprenyl-1,7-dihidroksi-3-metoksi-xanton. Apoptosis 
disebabkan oleh adanya sinyal untuk memulai serangkaian program 
(kaskade) yang diinduksi pada tingkat molekuler yang melibatkan aktivasi 
sistein aspartat protease (caspase). Ada dua jalur utama dalam apoptosis, 
jalur reseptor (ekstrinsik) dan jalur mitokondrial (intrinsik).

Hasil penelitian Akao dkk. menunjukkan bahwa senyawa aktif 
dalam kulit manggis dapat menginduksi apoptosis melalui jalur 
intrinsik. Mekanisme senyawa aktif tersebut akan menghambat Akt 
yang berkontribusi pada penghambatan proliferasi sel dan menginduksi 
apoptosis serta menjadi protein yang difosforilasi oleh PI-3 kinase. Alfa-
mangostin memodulasi sinyal dari Akt yang menyebabkan penghambatan 
proliferasi sel dan induksi apoptosis. Penghambatan Akt akan memperbaiki 
mekanisme regulasi apoptosis sehingga dapat berlangsung dengan 
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mengaktifkan caspase-9. Manfaat kulit manggis telah ditunjukkan 
dalam hasil penelitian Suanto yang menyatakan bahwa ekstrak etanol 
memiliki daya hambat pada sel kanker lidah Supri’s Clone-1 (SP-C1) pada 
konsentrasi ekstrak etanol kulit manggis 500 µg/ml setelah inkubasi dan 
pengamatan 24 jam mencapai IC.

Keseimbangan antara apoptosis dan proliferasi sel merupakan faktor 
penting dalam homeostasis jaringan. Apoptosis juga dikenal sebagai 
kematian sel terprogram. Ini adalah proses penting dalam mengatur 
perkembangan sel homeostasis normal. Proses ini menghasilkan 
keseimbangan dalam jumlah sel jaringan tertentu melalui eliminasi sel yang 
rusak dan proliferasi fisiologis. Pertumbuhan kelompok sel, termasuk sel 
kanker ditentukan oleh keseimbangan proliferasi dan apoptosis. Apoptosis 
berfungsi untuk menjaga fungsi jaringan menjadi normal dan adanya 
deregulasi apoptosis mengakibatkan kondisi patologis. Berdasarkan hal 
ini, penelitian dilakukan untuk mengetahui adanya pengaruh ekstrak 
etanol kulit manggis terhadap apoptosis sel kanker lidah Supri’s Clone-1 
(SP-C1) secara in vitro.

Metode

Jenis penelitian adalah eksperimental laboratorium dengan menguji 
pengaruh ekstrak etanol kulit manggis (Garcinia Mangostana Linn.) 
terhadap apoptosis sel kanker lidah Supri’s Clone 1 (SP-C1) menggunakan 
uji pewarnaan akridin oranye dan etidium bromida yang terdiri dari 15 
mg akridin oranye dan 50 mg etidium bromida yang dilarutkan dalam 1 
ml etanol 95%, kemudian ditambahkan aquades. Subjek penelitian adalah 
ekstrak etanol kulit manggis (Garcinia Mangostana Linn.) dengan berbagai 
konsentrasi; 0 (tanpa ekstrak etanol kulit manggis sebagai kontrol), 300, 
400, 500, 600, dan 700 µg/ml.

Prosedur penelitian adalah: sel kanker lidah SP-C1 yang konfluen 
(penuh) dipanen menggunakan EDTA 0,25%. Sebanyak 2x10⁵ sel dibiakkan 
dalam 6 cawan dengan diameter 60 mm, kemudian masing-masing diberi 
coverslip. Pembiakan sel dilakukan sesuai dengan jumlah konsentrasi 
ekstrak yang digunakan, sel-sel kemudian diinkubasi selama 24 jam. 
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Setelah 24 jam, cairan dalam cawan diaspirasi dengan pipet, dan dicuci 
menggunakan PBS, kemudian diaspirasi kembali. Selanjutnya difiksasi 
dengan alkohol 70% selama 10 menit, kemudian coverslip diambil dan 
diletakkan di atas gelas objek. Sel-sel pada coverslip kemudian diwarnai 
dengan larutan akridin oranye dan etidium bromida. Preparat diamati 
dengan mikroskop fluoresens dengan perbesaran 40x. Sel dengan inti 
hijau terang yang utuh adalah sel hidup, dan inti kuning hingga oranye 
adalah sel yang mengalami apoptosis. Kemudian dihitung sel-sel yang 
mengalami apoptosis dalam dua lapang pandang dan jumlah sel di setiap 
lapang adalah rata-rata 100 sel.

Hasil

Penelitian dilakukan dengan menghitung jumlah sel kanker lidah Supri’s 
Clone (SP-C1) yang telah diberi perlakuan ekstrak etanol kulit manggis 
dalam beberapa konsentrasi yang terdiri dari kontrol, 300, 400, 500, 600, 
700 µg/ml dalam rentang waktu 24 jam. Sel-sel yang telah diinkubasi 
pada gelas objek kemudian ditetesi dengan akridin oranye dan etidium 
bromida. Dengan menggunakan jenis pewarnaan tersebut, jumlah sel yang 
mengalami apoptosis diamati menggunakan mikroskop fluoresens. Rata-
rata apoptosis sel dengan waktu inkubasi 24 jam dapat dilihat pada Tabel 
1. Perhitungan dilakukan untuk menghitung jumlah sel yang mengalami 
apoptosis. Hasil perhitungan berdasarkan 6 kelompok konsentrasi ekstrak 
etanol yang berbeda, kemudian dihitung persentase apoptosis sel.

Tabel 1. Persentase rata-rata apoptosis sel SP-C1

Konsentrasi (µg/ml) Jumlah sel apoptosis Persentase rata-rata 
apoptosis

Kontrol (0) 0 0%
300 8 85%
400 30 30%
500 45 45%
600 61 61%
700 65 65%
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Bab 6
Potensi Bawang Dayak dan Tapak Liman dalam 

Pengobatan Kanker Lidah

A.	 Efek Ekstrak Umbi Bawang Dayak dalam Menghambat 
Migrasi Sel dan Apoptosis pada Sel Kanker Lidah

Karsinoma sel skuamosa oral (OSCC) adalah jenis kanker mulut yang 
paling umum secara histologis yang muncul dari sel epitel skuamosa 
dalam rongga mulut. Kanker ini umumnya menyerang dasar mulut dan 
lidah. Berbagai cara pengobatan dikembangkan untuk menangani OSCC, 
termasuk kemoterapi, radioterapi, pembedahan, atau kombinasinya. 
Namun, pengobatan ini menyebabkan banyak efek samping.

Penemuan dan pengembangan agen terapi baru yang berasal dari 
sumber alami, terutama tanaman dengan efek samping yang lebih 
sedikit akhir-akhir ini menjadi salah satu fokus utama dalam penelitian 
onkologi. Beberapa tanaman telah dilaporkan memiliki efek antikanker, 
termasuk Brucea javanica, Cinnamomum cassia, Myristica fragrans, 
dan Oroxylum indicum. Tanaman telah dikenal sebagai sumber yang 
kaya akan berbagai senyawa aktif, termasuk flavonoid, yang dilaporkan 
dapat menghambat proliferasi kanker melalui penghambatan siklus sel, 
aktivitas antiproliferatif dan antioksidatif, induksi apoptosis, peningkatan 
diferensiasi, penghambatan angiogenesis dan aktivasi metabolisme 
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karsinogen, dan modulasi resistensi multidrug. Selain itu, beberapa 
senyawa fenolik nonflavonoid juga telah dilaporkan memiliki sifat 
antikanker, seperti asam caffeic.

Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. adalah tanaman obat tradisional 
yang termasuk dalam keluarga Iridaceae. Umbinya biasa digunakan 
untuk pengobatan kanker payudara, hipertensi, stroke, dan diabetes 
melitus. Selain itu juga digunakan untuk meningkatkan produksi ASI dan 
mengobati gangguan seksual. Umbi E. bulbosa juga dilaporkan memiliki 
aktivitas antimikroba dan antioksidan.

Eleutherine bulbosa mengandung berbagai macam senyawa, terutama 
naftokuinon, antrakuinon, dan naftalen. Senyawa utama yang ditemukan 
dalam tanaman ini adalah eleutherin, isoeleutherin, dan eleutherol. 
Beberapa senyawa yang diperoleh dari umbi E. bulbosa telah dilaporkan 
menunjukkan aktivitas antikanker, seperti 6,8-hidroksi-3,4-di-metoksi-
1-metil-antrakuinon-2-asam karboksilat metil ester, eleutherinosida C, 
dan isoeleutherin.

Ekstrak umbi Eleutherine bulbosa (EBBE) telah dilaporkan 
menunjukkan sitotoksisitas terhadap beberapa jenis kanker pada manusia, 
seperti kanker serviks (line HeLa), kanker usus besar (line SW480, HCT116, 
DLD1, WiDr), kanker payudara (line T47D), leukemia (line K562), dan 
retinoblastoma (WERI-Rb-1). Namun, efek sitotoksik EBBE terhadap 
sel kanker lidah manusia belum diteliti. Oleh karena itu, penelitian ini 
dilakukan untuk mengevaluasi efek EBBE terhadap viabilitas, apoptosis, 
dan aktivitas migrasi sel kanker lidah.

Bahan dan Metode
Persiapan ekstrak umbi E. bulbosa (EBBE)
Umbi E. bulbosa diperoleh dari Balai Penelitian Tanaman Obat dan 
Aromatik Indonesia (Balitbu Tropika), Indonesia. Identifikasi tanaman 
dilakukan oleh ahli botani di Pusat Penelitian Konservasi Tumbuhan 
dan Kebun Raya, Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia, Indonesia (No. 
B-1269/IPH.3/KS/X/2020). EBBE diekstraksi dengan metode maserasi. 
Secara singkat, umbi E. bulbosa dicincang dan dikeringkan. Bahan kering 
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diekstraksi dengan etanol 70%, disaring dan diuapkan menggunakan 
rotary evaporator. EBBE kasar yang dihasilkan kemudian disimpan pada 
suhu 4°C.

Kultur sel HSC-3 dilakukan seperti yang telah dijelaskan sebelumnya 
dengan modifikasi. Lini sel HSC-3 dibeli dari Sigma-Aldrich Pte. Ltd. 
(St. Louis, MO, USA). Sel HSC-3 dikultur dalam medium lengkap yang 
mengandung Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Sigma-
Aldrich), 10% serum bovine fetal (FBS) (PAN-Biotech, Aidenbach, 
Jerman), 50 U/mL penisilin dan 50 µg/mL streptomisin (Sigma-Aldrich) 
dalam inkubator berhumiditas 5% CO2 pada suhu 37°C. Sel HSC-3 
kemudian dipisahkan dengan larutan tripsin-asam etilendiamintetraasetat 
(EDTA) (Sigma-Aldrich) setelah mencapai konfluensi 80%. Setelah 
mencapai jumlah sel yang diinginkan, sel HSC-3 ditanam ke dalam plat 
24-sumur dan plat 96-sumur untuk pengujian lebih lanjut.

Uji viabilitas sel
Jumlah sel hidup diukur secara kuantitatif menggunakan uji 
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromida (MTT) seperti 
yang telah dijelaskan sebelumnya dengan modifikasi. Secara singkat, 5 
× 103 sel HSC-3 ditanam ke dalam plat 96-sumur dan kemudian diberi 
perlakuan dengan EBBE (1, 10, atau 100 µg/mL), 1 µM Doxorubicin 
(Dankos Farma, Jakarta, Indonesia) atau hanya medium selama 24 
jam. Setelah itu, 100 μL MTT (Sigma-Aldrich) dalam medium kultur 
ditambahkan ke setiap sumur. Setelah menginkubasi plat selama 4 jam, 
medium kultur dibuang, dan kristal formazan yang terbentuk dilarutkan 
dalam 100 µL dimetilsulfoksida (DMSO). Hasil diukur pada OD570 
menggunakan pembaca mikroplat (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Setiap 
kelompok eksperimen diukur dalam enam ulangan. Selain itu, jumlah 
sel yang tidak diberi perlakuan dihitung dengan hemositometer dan 
digunakan untuk menginterpolasi nilai OD570 sel HSC-3.
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Uji Sub-G1
Untuk menyelidiki efek sitotoksik EBBE pada sel HSC-3, jumlah sel 
apoptosis ditentukan menggunakan uji sub-G1 seperti yang telah dijelaskan 
sebelumnya dengan modifikasi. Sel HSC-3 yang diberi perlakuan dan 
tidak diberi perlakuan dipanen dan disuspensi dalam 450 µL larutan 
fluorokrom hipotonik yang mengandung 50 µg/mL propidium iodida 
(Sigma-Aldrich), 0,1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich), dan 0,1% natrium 
sitrat (Wako, Osaka, Jepang). Setelah itu, suspensi sel diinkubasi dalam 
gelap selama 2 jam pada suhu ruangan. Fluoresensi dari masing-masing 
inti sel diukur menggunakan flow sitometer FACSCanto II (Becton 
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) pada 100.000 kejadian.

Uji Gores (Scratch assay)
Uji gores dilakukan seperti yang telah dijelaskan sebelumnya. Sel HSC-
3 (5 × 104) ditanam ke dalam plat 24-sumur dan diinkubasi semalam. 
Goresan dibuat pada setiap sumur dengan ujung pipet mikro kuning. 
Kemudian, sumur-sumur tersebut dicuci dengan larutan penyangga 
fosfat (PBS) (Wako) dan diberi perlakuan dengan/tanpa EBBE atau 20 
µM cyclopamine tartrate (BioVision, Milpitas, CA, USA) (sebagai kontrol 
positif) selama 24 jam. Penutupan celah diamati dan didokumentasikan 
di bawah mikroskop cahaya terbalik (Carl Zeiss, Jena, Jerman)

Uji Transwell
Uji transwell dilakukan seperti yang telah dijelaskan sebelumnya dengan 
modifikasi. Sel HSC-3 (5 × 104) ditanam dalam sisipan ruang dengan 
ukuran pori 8 μm (Merck, Darmstadt, Jerman). Setelah itu, 800 μL 
medium kultur dengan/tanpa EBBE atau 20 µM cyclopamine tartrate 
dimasukkan ke dalam setiap sumur pada plat 24-sumur. Sisipan ruang 
yang berisi sel HSC-3 kemudian ditempatkan pada plat 24-sumur. Setelah 
menginkubasi ruang tersebut selama 24 jam pada suhu 37°C, sel-sel yang 
bermigrasi di permukaan bawah ruang difiksasi. Sel-sel tersebut dihitung 
dan didokumentasikan di bawah mikroskop cahaya terbalik.
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Immunoblotting
Tingkat ekspresi protein Sonic hedgehog (SHH) diukur menggunakan 
metode immunoblotting seperti yang telah dijelaskan sebelumnya 
dengan modifikasi. Sel HSC-3 dilisis dan dihomogenisasi dengan buffer 
sampel Laemmli (Bio-Rad). Protein dari setiap kelompok eksperimen 
dipisahkan dengan elektroforesis gel poliakrilamida-sodium dodesil 
sulfat (SDS-PAGE) dan ditransfer ke lembaran polivinilidena difluorida 
(PVDF). Setelah pemblokiran dengan larutan susu skim 5%, lembaran 
tersebut diinkubasi dengan antibodi monoklonal kelinci anti-SHH sebagai 
antibodi primer dan antibodi kambing anti-kelinci yang dikonjugasi 
dengan horseradish peroksidase (HRP) sebagai antibodi sekunder (Cell 
Signaling Technology, Danvers, MA, USA). Hasil immunoblot dianalisis 
menggunakan perangkat lunak ImageJ (National Institute of Health, 
Bethesda, MD, USA) untuk mengukur densitas setiap pita SHH.

Analisis statistik
Analisis statistik dilakukan menggunakan IBM SPSS Statistics versi 26.0 
(SPSS IBM, Armonk, NY, USA). Uji Shapiro-Wilk digunakan sebagai uji 
normalitas. Perbedaan hasil uji MTT, uji sub-G1, dan uji gores antara 
kelompok eksperimen dianalisis menggunakan Kruskal-Wallis H dengan 
analisis post hoc Mann-Whitney U. Sementara itu, perbedaan hasil uji 
transwell dan densitas pita SHH antara kelompok eksperimen dianalisis 
menggunakan analisis varians satu arah (ANOVA) dengan analisis post 
hoc Tukey’s honestly significant difference (HSD). Semua hasil dinyatakan 
sebagai rata-rata ± standar deviasi (SD). Nilai P <0,05 dianggap signifikan 
secara statistik.

Hasil
EBBE mengurangi jumlah sel HSC-3 yang hidup
Jumlah sel HSC-3 yang hidup yang dikultur dalam medium yang 
mengandung pelarut ekstrak (kelompok sham) selama 24 jam adalah 
9.607±13,81. Perlakuan dengan EBBE menunjukkan bahwa viabilitas sel 
HSC-3 secara signifikan lebih rendah dibandingkan dengan kelompok 
sham (P <0,05) dengan cara yang bergantung pada konsentrasi. Jumlah 
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sel HSC-3 yang hidup yang diberi perlakuan dengan 1, 10, dan 100 
µg/mL EBBE masing-masing adalah 9.055±268,69, 6.777±278,04, dan 
3.659±32,86. Viabilitas sel HSC-3 yang diberi perlakuan EBBE secara 
signifikan lebih tinggi (P <0,05) dibandingkan dengan sel HSC-3 yang 
diberi perlakuan Doxorubicin (226±32,34). Temuan ini menunjukkan 
bahwa EBBE dapat mengurangi viabilitas sel HSC-3.

EBBE menginduksi apoptosis sel HSC-3
Hasil uji Sub-G1 menunjukkan bahwa persentase apoptosis kelompok 
sham adalah 8,27±0,14%. Sel HSC-3 yang mengalami apoptosis secara 
signifikan lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok sham (P <0,05) 
dengan cara yang bergantung pada konsentrasi setelah perlakuan EBBE. 
Persentase apoptosis sel HSC-3 yang diberi perlakuan dengan 1, 10, dan 
100 µg/mL EBBE masing-masing adalah 9,60±0,35%, 17,78±0,32%, dan 
38,64±0,70%. Persentase ini secara signifikan lebih rendah (P <0,05) 
dibandingkan dengan sel HSC-3 yang diberi perlakuan Doxorubicin 
(95,95±2,60%). Oleh karena itu, hasil ini menunjukkan bahwa perlakuan 
EBBE dapat meningkatkan apoptosis sel HSC-3.

EBBE menghambat migrasi sel HSC-3
Persentase penutupan celah sel HSC-3 yang dikultur dalam medium 
yang mengandung pelarut ekstrak setelah 24 jam adalah 96,11±4,17%. 
Setelah perlakuan EBBE, aktivitas migrasi sel HSC-3 secara signifikan 
lebih rendah dibandingkan dengan kelompok sham (P <0,05) dengan cara 
yang bergantung pada konsentrasi. Persentase penutupan celah sel HSC-3 
yang diberi perlakuan dengan 1, 10, dan 100 µg/mL EBBE masing-masing 
adalah 89,56±5,77%, 76,78±4,87%, dan 60,67±7,62%. Persentase ini secara 
signifikan lebih tinggi (P <0,05) dibandingkan dengan sel HSC-3 yang 
diberi perlakuan cyclopamine tartrate (43,00±4,82%).

Uji transwell juga menunjukkan hasil yang serupa. Jumlah jumlah 
sel HSC-3 yang bermigrasi dalam kelompok sham adalah 134,44 ± 11,60. 
Jumlah HSC-3 yang bermigrasi sel secara signifikan lebih rendah daripada 
kelompok sham kelompok (P <0.05) dengan cara yang bergantung pada 
konsentrasi setelah perawatan EBBE. Jumlah sel HSC3 yang bermigrasi 
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yang diobati dengan 1, 10, dan 100 µg / mL EBBE adalah 107.44 ± 15.21, 
95.11 ± 6.01, dan 39.22 ± 3.56, masing-masing. Angka-angka ini secara 
signifikan lebih tinggi (P <0,05) dibandingkan dengan yang diobati dengan 
siklopamin tartrat Sel HSC-3 (17,89 ± 3,22). Secara keseluruhan, hasil ini 
menunjukkan bahwa EBBE menunjukkan efek antimigratory terhadap 
sel HSC-3.

EBBE menurunkan regulasi ekspresi SHH
Setelah penambahan EBBE, tingkat ekspresi SHH pada sel HSC-3 menurun 
secara bergantung pada konsentrasi. Tingkat ekspresi SHH pada sel HSC-
3 yang diobati dengan 1 µg/mL EBBE secara signifikan lebih tinggi (P 
<0,05), sementara tingkat ekspresi SHH pada sel HSC-3 yang diobati 
dengan 10 dan 100 µg/mL EBBE secara signifikan lebih rendah (P <0,05) 
dibandingkan dengan kelompok kontrol. Tingkat ekspresi SHH pada sel 
HSC-3 yang diobati dengan 1 dan 10 µg/mL EBBE secara signifikan lebih 
tinggi dibandingkan dengan sel HSC-3 yang diobati dengan siklopamin 
tartrat (P <0,05). Namun, tidak ada perbedaan signifikan yang diamati 
pada tingkat ekspresi SHH antara pengobatan siklopamin tartrat dan 
EBBE 100 µg/mL (P= 0,142). Dengan demikian, temuan ini menunjukkan 
bahwa EBBE dapat menurunkan ekspresi SHH.

Pembahasan
Dalam penelitian ini, kami menyelidiki potensi EBBE sebagai agen 
antikanker untuk pengobatan OSCC. EBBE menunjukkan efek sitotoksik 
terhadap sel HSC-3 dengan mengurangi viabilitas sel HSC-3 secara 
bergantung pada konsentrasi.  Penurunan viabilitas sel HSC-3 disebabkan 
oleh apoptosis. Hasil ini sejalan dengan penelitian sebelumnya yang 
menunjukkan bahwa EBBE mampu menginduksi apoptosis pada sel 
kanker. EBBE juga dilaporkan dapat menghambat siklus sel pada beberapa 
garis sel yang mengindikasikan bahwa EBBE mungkin menginduksi 
apoptosis pada sel HSC-3 melalui penahanan siklus sel karena kedua 
proses tersebut saling berhubungan. Berdasarkan studi docking molekuler, 
eleutherol, eleutherin, dan isoeleutherin dapat menginduksi apoptosis 
dengan mengaktifkan caspase-827.
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Migrasi sel adalah salah satu proses kunci yang terlibat dalam 
metastasis kanker. Uji scratch dan transwell menunjukkan bahwa EBBE 
menahan migrasi sel HSC-3 secara bergantung pada konsentrasi. Hal ini 
menunjukkan aktivitas baru dari EBBE dalam menghambat migrasi sel 
HSC-3. Oleh karena itu, EBBE mungkin memiliki aktivitas anti-metastasis 
terhadap sel kanker lidah.

Metastasis kanker lidah diatur oleh beberapa protein, termasuk SHH. 
Salah satu jalur pensinyalan SHH yang dilaporkan mengatur migrasi sel 
pada kanker lidah adalah SHH/glioma-associated oncogene homologue 
(SHH/GLI). Protein SHH berikatan dan menginaktivasi reseptornya, 
Patched 1 (PTCH1). Interaksi ini menyebabkan aktivasi faktor transkripsi 
dari keluarga GLI, yang berperan penting dalam mengatur migrasi, invasi, 
dan proliferasi kanker.

Penelitian ini mengungkapkan bahwa EBBE menurunkan tingkat 
ekspresi SHH seiring dengan peningkatan konsentrasi EBBE, menunjukkan 
bahwa efek penghambatan EBBE terhadap ekspresi SHH mungkin 
berperan dalam sifat anti-migrasinya. Sejauh yang kami ketahui, ini 
adalah penelitian pertama yang menunjukkan penurunan ekspresi SHH 
pada sel HSC-3 yang diobati dengan EBBE. EBBE mungkin menghambat 
migrasi sel HSC-3 melalui penghambatan jalur pensinyalan SHH/GLI. 
Kemungkinan semua jalur pensinyalan yang diatur oleh SHH dapat 
dihambat oleh EBBE. EBBE juga mungkin menahan migrasi sel HSC-3 
melalui jalur lain. Pada garis sel kanker usus besar SW480, eleutherinoside 
C dan isoeleutherin yang diperoleh dari umbi E. bulbosa dilaporkan 
menghambat jalur Wnt/β-catenin, yang diketahui berperan penting 
dalam mengatur migrasi kanker. Oleh karena itu, jalur pensinyalan yang 
terlibat dalam penghambatan migrasi sel HSC-3 oleh EBBE masih perlu 
dieksplorasi. Selain itu, komponen pensinyalan hilir dari SHH dan molekul 
target yang dipengaruhi oleh EBBE harus diidentifikasi. Karena EBBE juga 
mengandung berbagai senyawa bioaktif, penelitian lebih lanjut diperlukan 
untuk mengidentifikasi senyawa mana yang bertanggung jawab atas 
aktivitas apoptosis dan anti-migrasi. Oleh karena itu, diperlukan investigasi 
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lebih lanjut untuk memahami mekanisme molekuler yang mendasari 
apoptosis sel HSC-3 yang diinduksi oleh EBBE dan mengonfirmasi jalur 
pensinyalan SHH mana yang berkontribusi pada penghambatan migrasi 
sel oleh EBBE.

B.	 Ekstrak Daun Tapak Liman Meningkatkan Sensitivitas 
Doxorubicin pada Sel Kanker Lidah

Bidang penelitian produk alami berkembang pesat, terutama dalam 
pencarian agen antikanker yang efektif yang diperkenalkan dari tanaman. 
Produk alami sangat cocok untuk tujuan ini karena efek sampingnya yang 
minimal, kemampuannya untuk menargetkan berbagai proses kanker, 
dan potensi efek sinergis. Keanekaragaman dan kapasitas kimianya 
yang kompleks membuatnya menjadi kandidat yang berharga untuk 
penemuan dan pengembangan obat. Di antara banyak tanaman yang 
diteliti, Elephantopus scaber Linn, yang dikenal sebagai Kaki Gajah dan 
termasuk dalam keluarga Asteraceae, menonjol karena penggunaan 
tradisionalnya dalam pengobatan tradisional dan hasil yang menjanjikan 
dalam penelitian modern.

Penelitian sebelumnya telah menunjukkan bahwa beberapa bagian 
dari E. scaber, seperti daun dan akar, memiliki aktivitas farmakologis 
karena komposisi kimianya yang kaya. Tanaman ini telah menarik 
perhatian karena manfaat terapeutiknya yang potensial. E. scaber 
mengandung berbagai metabolit bioaktif, termasuk flavonoid, triterpenoid, 
dan lakton seskuiterpen. Flavonoid dalam tanaman ini terkenal dengan 
sifat antioksidan dan antiinflamasi yang kuat. Triterpenoid semakin 
meningkatkan nilai terapeutik tanaman dengan efeknya yang beragam, 
termasuk aktivitas anti-inflamasi dan antimikroba. Selain itu, lakton 
seskuiterpen, karena strukturnya yang kompleks, dikenal karena efek 
biologisnya yang kuat, seperti menginduksi kematian sel dan menghambat 
pertumbuhan sel.

Proses kematian sel yang diatur, apoptosis, memainkan peran penting 
dalam menghilangkan sel kanker dan menghambat perkembangan 
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tumor. Proses ini dapat dipicu oleh jalur mitokondria (intrinsik), yang 
dimediasi oleh caspase-9, atau jalur reseptor kematian (ekstrinsik), yang 
dimediasi oleh caspase-8. Pada akhirnya, kedua jalur tersebut bertemu 
untuk mengaktifkan efektor caspase-3 dan -7, yang menjalankan 
program kematian sel. Pada akhirnya, kedua jalur tersebut bertemu 
untuk mengaktifkan efektor caspase-3 dan -7, yang menjalankan program 
kematian sel. Salah satu regulator penting apoptosis adalah Survivin, 
anggota kunci dari keluarga protein penghambat apoptosis (IAP). Survivin 
sangat penting dalam mengatur apoptosis dengan menghambat aktivitas 
caspase dan meningkatkan kelangsungan hidup sel. Varian terfosforilasi 
dari Survivin, yang dikenal sebagai p-Survivin (p-Surv) treonin 34 (Thr34), 
memodulasi lebih lanjut fungsi ini dengan mengubah interaksinya dengan 
mesin apoptosis. Fosforilasi pada Thr34 mempengaruhi stabilitas Survivin 
dan kemampuannya untuk mengikat aktivator caspase yang diturunkan 
dari mitokondria kedua / penghambat langsung protein pengikat apoptosis 
dengan pI rendah (Smac / DIABLO), protein mitokondria yang mendorong 
apoptosis dengan memusuhi IAP.

Penelitian sebelumnya telah melaporkan efek ekstrak daun E. scaber 
(ESLE) pada garis sel kanker payudara dan garis sel kanker kolorektal. 
Namun, penelitian tentang efek ESLE pada karsinoma sel skuamosa mulut 
(OSCC), terutama kanker lidah, masih kurang. Selain itu, mekanisme 
apoptosis yang dipicu oleh ESLE belum dipahami dengan baik dan 
memerlukan penyelidikan lebih lanjut. Oleh karena itu, penelitian ini 
bertujuan untuk menguji efek ESLE pada viabilitas sel dan apoptosis pada 
sel kanker lidah karsinoma sel skuamosa manusia (HSC)-3.

Metode
1.	 Persiapan ESLE

Daun E. scaber L. diperoleh dari Balai Pengujian Instrumen Tanaman 
Rempah, Obat dan Aromatik, Kementerian Pertanian. ESLE diperoleh 
dengan menggunakan teknik maserasi. Daun E. scaber dirajang halus 
dan dikeringkan. Bahan yang telah dikeringkan diekstraksi dengan 
larutan etanol 70%, diikuti dengan penyaringan dan penguapan 
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menggunakan rotary evaporator. ESLE kasar yang diperoleh kemudian 
disimpan pada suhu 4°C.

2.	 Kultur Sel HSC-3
Kultur sel HSC-3 dilakukan dengan menggunakan metode yang telah 
dilaporkan sebelumnya, dengan modifikasi tertentu. Garis sel HSC-
3 diperoleh dari Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Sel HSC-3 
dikultur dalam media elang yang dimodifikasi Dulbecco (DMEM) 
(Sigma-Aldrich) yang mengandung 50 U / mL penisilin 50 μg / mL, 
streptomisin (Sigma-Aldrich) dan 10% fetal bovine serum (FBS) 
(PAN-Biotech, Aidenbach, Jerman). Sel-sel dikultur dalam inkubator 
yang dilembabkan pada suhu 37°C, 5% CO2. Sel HSC-3 dilepaskan 
dengan larutan trypsin-ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) 
(Sigma-Aldrich) setelah mencapai 80% pertemuan.

3.	 Uji Viabilitas Sel
Pengukuran viabilitas sel dilakukan dengan uji 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromida (MTT), mengikuti metode yang 
telah dilaporkan sebelumnya.(13) Pada 96-well plate, sel HSC-3 
ditempatkan (5 × 103 /well) dan diberi perlakuan dengan/tanpa 1, 10, 
atau 100 μg/mL ESLE atau 1 μM Doksorubisin (Dankos Farma, Jakarta, 
Indonesia) selama 24 jam. MTT ditambahkan ke dalam sumuran yang 
telah diberi perlakuan (100 μL/sumuran) dan diinkubasi selama 4 jam. 
Kemudian, suspensi dalam setiap sumuran dibuang dan dilarutkan 
dalam 100 μL dimethylsulfoxide (DMSO). Kristal formazan yang 
terbentuk diukur dengan menggunakan microplate reader (BioRad, 
Hercules, CA, USA) pada OD570. Pengukuran untuk setiap kelompok 
eksperimen dilakukan dalam sextuplicate.

4.	 Uji Sub-G1
Sel HSC-3 yang mengalami apoptosis diukur dengan menggunakan 
uji sub-G1 untuk mengevaluasi efek sitotoksik ESLE, berdasarkan 
metode yang telah dilaporkan sebelumnya. Sel HSC-3 yang diberi 
perlakuan dikumpulkan dan diinkubasi dalam larutan fluorokrom 
hipotonik (50 μg / mL propidium iodida (Sigma-Aldrich), 0,1% 
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Triton X-100 (Sigma-Aldrich), dan 0,1% natrium sitrat (Wako, Osaka, 
Jepang). Selanjutnya, suspensi sel diinkubasi dalam kegelapan selama 
30 menit. Fluoresensi inti individu dikuantifikasi menggunakan 
flowcytometer FACSCanto II (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, 
USA), dan total 400 peristiwa dicatat.

5.	 Uji Western Blotting
Sel HSC-3 yang diberi perlakuan dengan/tanpa berbagai konsentrasi 
ESLE atau 25 nM YM155 (Tocris, Bristol, UK) kemudian dipanen dan 
diinkubasi dengan radioimmunoprecipitation assay (RIPA) lysis buffer 
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). YM155, penekan 
survivin, digunakan sebagai kontrol positif dalam penelitian ini untuk 
menunjukkan kemampuannya dalam mengurangi atau menghambat 
p-Surv. Sampel dipisahkan dengan elektroforesis gel natrium dodesil 
sulfatepolyacrylamide (SDS-PAGE) dan dipindahkan ke lembaran 
polivinilidena difluorida (PVDF). Setelah diblokir dengan susu skim 
5% dalam Tris-buffered saline (TBS, 150 nM NaCl dan 50 nM Tris-
HCl, pH 7.4), lembaran diinkubasi dengan antibodi poliklonal kelinci 
anti-β-Actin (Cat. No. 4967; Cell Signaling, Danvers, MA, USA) 
dan antibodi poliklonal kelinci anti-fosfo-survivin (Thr34) (Cat. 
No. 8888; Cell Signaling). Antibodi sekunder adalah antibodi IgG 
anti-kelinci anti-kelinci terkonjugasi lobak peroksidase terkonjugasi 
lobak (Cell Signaling), diencerkan 1: 1000. Antibodi yang terikat 
divisualisasikan menggunakan Clarity Western ECL (BioRad) dan 
ditangkap menggunakan Alliance 4.7 (UVItech, Cambridge, UK).

6.	 Analisis Statistik
Uji normalitas Shapiro-Wilk digunakan untuk analisis statistik. 
Kemudian, uji ANOVA satu arah digunakan untuk menganalisis 
temuan dari kumpulan data yang terdistribusi normal, diikuti dengan 
uji post-hoc Tukey. Selanjutnya, hasil distribusi data yang tidak normal 
diuji dengan menggunakan uji Kruskal-Wallis, diikuti dengan uji 
post-hoc Mann-Whitney.
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Hasil
ESLE Menurunkan Sel Layak HSC-3
Jumlah sel viabel HSC3 pada kelompok doxorubicin 1 μM (56±11,12) 
secara signifikan lebih rendah (uji post-hoc Mann-Whitney, p = 0,004) 
dibandingkan dengan kelompok sham (9.212±65,58). Jumlah sel HSC-3 
yang layak pada kelompok yang diobati dengan ESLE menurun secara 
signifikan (Kruskal Wallis, p = 0,001) dengan cara yang bergantung pada 
konsentrasi. Jumlah sel HSC-3 yang layak pada kelompok yang diobati 
dengan 1 μg / mL ESLE (9.268 ± 424,76) tidak berbeda secara signifikan 
(uji post-hoc Mann-Whitney, p = 0,423) dibandingkan dengan kelompok 
sham, sedangkan jumlah sel HSC-3 yang layak pada kelompok yang diobati 
dengan 10 μg / mL ESLE (8.173 ± 316. 61) dan kelompok yang diobati 
dengan ESLE 100 μg / mL (6.952 ± 602,94) berbeda secara signifikan (uji 
post-hoc Mann-Whitney, p = 0,004) dibandingkan dengan kelompok 
sham. Pada uji MTT ini, konsentrasi IC50 ESLE dalam menginduksi 
apoptosis sel HSC-3 adalah 222,34 μg/mL.

ESLE Meningkatkan Sel Apoptosis HSC-3
Persentase sel apoptosis HSC-3 pada kelompok doxorubicin 1 μM (95,73 
± 0,48%) secara signifikan lebih tinggi (uji post-hoc Tukey, p = 0,001) 
dibandingkan dengan kelompok sham (4,62 ± 0,48%). Persentase sel 
apoptosis HSC-3 pada kelompok yang diobati dengan ESLE meningkat 
secara signifikan (ANOVA, p = 0,001) dengan cara yang bergantung pada 
konsentrasi. Persentase sel apoptosis HSC-3 pada kelompok yang diobati 
dengan ESLE 1 μg / mL (6,08 ± 0,34%) tidak berbeda secara signifikan (uji 
post-hoc Tukey, p = 0,120) dibandingkan dengan yang ada pada kelompok 
sham, sementara itu persentase sel apoptosis HSC-3 pada kelompok 
yang diobati dengan ESLE 10 μg / mL (18. 88 ± 0.75%) dan kelompok 
yang diobati dengan 100 μg / mL ESLE (33.45 ± 2.09%) berbeda secara 
signifikan (uji post-hoc Tukey, p = 0.001) dibandingkan dengan yang ada 
di kelompok sham.
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Kombinasi 100 µg/mL ESLE dengan 0,25 µM Doksorubisin Mening-
katkan Sel Apoptosis HSC-3

Persentase sel apoptosis HSC-3 pada kelompok doksorubisin 1 µM 
(95,71±0,47%) secara signifikan lebih tinggi (uji post-hoc Mann-Whitney, 
p = 0,004) dibandingkan dengan kelompok ESLE 100 µg/mL + 0,25 µM.

Sel HSC-3 diberi makan selama 12 jam dan kemudian diobati dengan/
tanpa 1 μM Doxorubicin atau ESLE dalam konsentrasi yang berbeda 
selama 24 jam. Sel-sel yang layak diukur menggunakan uji MTT seperti 
yang diuraikan dalam metode. Hasilnya disajikan sebagai rata-rata ± 
standar deviasi (n = 6). * Signifikansi statistik (p<0,05) ditentukan dengan 
menggunakan uji post-hoc Mann-Whitney bila dibandingkan dengan 
kelompok sham.

Kelompok yang diobati dengan doksorubisin (65,00±10,05%). 
Persentase sel apoptosis HSC-3 pada kelompok 0,25 µM Doxorubicin 
(22,98±5,98%) dan kelompok yang diobati dengan 100 µg/mL ESLE 
(33,45±2,09%) rendah. Namun, persentase sel apoptosis HSC-
3 pada kelompok yang diobati dengan 100 µg / mL ESLE + 0,25 µM 
doksorubisin secara signifikan lebih tinggi (uji post-hoc MannWhitney, 
p = 0,004) dibandingkan dengan kelompok yang diobati dengan 0,25 
µM Doksorubisin dan kelompok yang diobati dengan 100 µg / mL ESLE.

ESLE Menurunkan p-Surv (Thr34) Sel HSC-3
Jumlah p-Surv (Thr34) sel HSC-3 pada kelompok YM155 (28 ± 7) secara 
signifikan lebih rendah (uji post-hoc Tukey, p = 0,000) dibandingkan 
dengan kelompok sham (933 ± 49,14). β-Actin digunakan sebagai kontrol 
pemuatan. Jumlah p-Surv (Thr34) pada kelompok yang diobati dengan 
ESLE menurun secara signifikan (ANOVA, p= 0.000) dengan cara yang 
bergantung pada konsentrasi. Jumlah p-Surv (Thr34) pada kelompok yang 
diobati dengan ESLE 1 μg / mL (659 ± 125.74), kelompok yang diobati 
dengan ESLE 10 μg / mL (408 ± 36.47) dan kelompok yang diobati dengan 
ESLE 100 μg / mL (179 ± 62.4) berbeda secara signifikan (uji post-hoc 
Tukey, p= 0.000) dibandingkan dengan kelompok sham.
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Pembahasan
Dalam studi saat ini, ESLE menunjukkan efek sitotoksik yang bergantung 
pada konsentrasi pada sel HSC-3. Hasil dari uji MTT dan sub-G1 
menunjukkan penurunan sel HSC-3 yang layak, yang dikaitkan dengan 
induksi apoptosis. Temuan ini sejalan dengan penelitian sebelumnya yang 
melaporkan kemampuan ESLE untuk menginduksi apoptosis pada T47D 
(kanker payudara), MCF-7 (kanker payudara), dan HCT116 (kanker 
kolorektal) (18,19) IC50 ESLE dalam menginduksi apoptosis sel HSC-3 
(222. 34 μg/mL) dikategorikan sebagai sitotoksisitas lemah (201-500 
μg/mL) (22) Nilai IC50 ini lebih tinggi dibandingkan dengan nilai IC50 

dalam menginduksi apoptosis sel T47D (132.17±9.69 μg/mL) (18), sel 
MCF-7 (14.69±0.29 μg/mL) (19), dan sel HCT116 (14.69±0.29 μg/mL) 
(20). Namun, meskipun memiliki sitotoksisitas yang lemah, ESLE dapat 
meningkatkan potensi doksorubisin dalam menginduksi apoptosis sel 
HSC-3. Secara khusus, kombinasi 100 µg/mL ESLE dengan 0,25 µM 
doxorubicin meningkatkan persentase sel apoptosis HSC-3 lebih banyak 
daripada pengobatan dengan salah satu agen saja. Hasil ini menunjukkan 
efek sinergis dari kombinasi 100 µg/mL ESLE dan 0,25 µM doxorubicin 
dalam menginduksi apoptosis pada sel HSC-3. Temuan ini menunjukkan 
bahwa ESLE dapat meningkatkan kepekaan terhadap efek apoptosis 
doxorubicin, yang berpotensi memungkinkan dosis doxorubicin yang 
lebih rendah untuk digunakan dalam terapi kanker, sehingga mengurangi 
efek samping yang terkait.

Sinergi yang diamati antara ESLE dan doksorubisin kemungkinan 
besar disebabkan oleh beberapa mekanisme yang saling berinteraksi. 
Kombinasi ini tampaknya meningkatkan kerusakan DNA yang diinduksi 
oleh doksorubisin dan menghambat jalur kelangsungan hidup pada 
sel kanker, membuatnya lebih rentan terhadap doksorubisin. Hasil ini 
sejalan dengan penelitian sebelumnya yang meneliti efek ESLE yang 
dikombinasikan dengan tamoxifen pada sel kanker payudara MCF-
7. Penelitian ini menunjukkan bahwa ESLE meningkatkan efektivitas 
tamoxifen dalam menargetkan sel kanker payudara. Kombinasi ESLE dan 
tamoxifen menyebabkan penghentian siklus sel pada fase S, penurunan 
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regulasi gen prosurvival heat shock protein (HSP) -105, peningkatan 
regulasi gen pro-apoptosis, yang melibatkan jalur apoptosis intrinsik dan 
ekstrinsik.

Penelitian ini menunjukkan bahwa kelompok yang diobati dengan 
ESLE menunjukkan penurunan kadar p-Surv (Thr34) dalam sel HSC-3  
dengan cara yang bergantung pada konsentrasi. Penurunan p-Surv (Thr34) 
ini sebanding dengan efek YM155, penekan survivin yang dikenal. YM155 
telah terbukti menghambat ekspresi survivin dan menginduksi apoptosis 
di berbagai garis sel kanker. Dalam penelitian ini, YM155 digunakan 
sebagai kontrol positif untuk memvalidasi efek ESLE pada fosforilasi 
survivin. Penurunan yang signifikan dalam tingkat p-survivin dalam sel 
yang diobati dengan ESLE, mirip dengan yang diamati dengan YM155, 
menggarisbawahi potensi ESLE sebagai agen anti-kanker yang efektif yang 
menargetkan survivin. Hasil ini sejalan dengan penelitian sebelumnya 
yang menunjukkan ESLE menurunkan ekspresi survivin pada tingkat 
transkrip. Survivin, yang terfosforilasi di Thr34 oleh cyclin-dependent 
kinase (CDK) 1 selama fase G2 / M dari siklus sel, sangat penting untuk 
fungsi antiapoptosis. Penurunan kadar p-survivin dapat mengganggu 
fungsi tersebut, sehingga mendorong apoptosis pada sel kanker.

Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk sepenuhnya menjelaskan 
mekanisme kerja ESLE. Secara khusus, penelitian di masa depan harus 
memeriksa situs fosforilasi potensial lainnya pada survivin, seperti Ser 70 
dan Ser81, yang mungkin penting untuk fungsi antiapoptosisnya. Selain 
itu, mengeksplorasi efek ESLE pada jalur pensinyalan lain yang terlibat 
dalam kelangsungan hidup dan proliferasi sel kanker dapat memberikan 
pemahaman yang lebih komprehensif tentang potensi terapeutiknya.

Kesimpulan
Secara keseluruhan, ESLE secara signifikan meningkatkan kemanjuran 
doksorubisin, sehingga meningkatkan kepekaan kemampuannya untuk 
menginduksi apoptosis pada sel kanker lidah HSC-3. Sensitisasi ini 
terjadi melalui penghambatan aktivitas survivin, khususnya di situs 
fosforilasi Thr34. Temuan ini menunjukkan bahwa ESLE dapat berfungsi 
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sebagai bahan pembantu yang potensial untuk meningkatkan efektivitas 
doksorubisin dalam menginduksi apoptosis pada sel kanker lidah.



Potensi Ekstrak Alami dalam Terapi Kanker Lidah104



105

Bab 7
Ginsenoside dan Propolis sebagai  

Agen Antikanker

A.	 Ginsenoside sebagai Penghambat Migrasi dan Invasi 
Kanker Lidah

Karsinoma sel skuamosa lidah (TSCC) adalah kanker mulut dengan 
tingkat keganasan tinggi dan sering terjadi migrasi serta invasi dini. 
Merokok dan minum alkohol adalah faktor etiologi utama TSCC.3 
Meskipun pengobatan bedah telah meningkatkan tingkat kelangsungan 
hidup pasien, angkanya tetap rendah. Selain itu, operasi secara signifikan 
merusak tubuh pasien. Oleh karena itu, terkadang perlu diberikan 
radioterapi dan kemoterapi untuk mencegah kekambuhan kanker. Dengan 
demikian, mempelajari beberapa obat dengan efek kerusakan rendah dan 
terapi gen dapat meningkatkan pencegahan dan pengobatan kanker.

Ginseng adalah nutrisi terkenal dan obat herbal Cina. Konsentrasi 
tinggi ginsenosida, termasuk ginsenosida Rb1, Rb2, Rc, Rd, dan Re 
ditemukan dalam ginseng. Ginsenosida Rd memiliki efek antiinflamasi, 
anti-penuaan, dan perlindungan saraf. Bukti yang berkembang juga 
menunjukkan bahwa ginseng dan ginsenosida murninya memiliki efek 
anti-kanker. Penelitian juga menunjukkan bahwa ginsenosida tipe diol 
memiliki aktivitas anti-kanker yang lebih kuat daripada ginsenosida tipe 
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triol. Ginsenosida Rd memiliki aktivitas anti-kanker terkuat di antara 
ginsenosida tipe diol.

Oleh karena itu, ginsenosida Rd dapat menghambat kanker lidah. 
Penelitian terbaru menunjukkan bahwa ginsenosida Rb3 dapat mengatur 
H19, yang mengindikasikan bahwa ginsenosida Rd dapat menghambat 
kanker lidah dengan mengatur H19. RNA non-coding H19 sangat 
terekspresi di berbagai kanker. Misalnya, miR-675-5p, micro-RNA dari 
H19, dapat berikatan dengan beberapa protein pengkode mRNA spesifik, 
sehingga menghambat ekspresinya.

E-cadherin sangat terkait dengan adhesi sel dan penghambatan kontak. 
Ekspresi abnormal E-cadherin pada kanker dapat memicu metastasis 
kanker. Ekspresi E-cadherin menurun pada kanker mulut. Oleh karena itu, 
ekspresi E-cadherin yang tidak teratur dapat digunakan sebagai penanda 
biologis untuk diagnosis klinis, pengobatan, dan prognosis tumor, yang 
menunjukkan bahwa H19/miR-675-5p dan CDH1 mungkin terkait.

CRISPR/Cas9 ditemukan pada bakteri dan archaea. Sistem ini 
terutama terdiri dari tiga jenis sistem yang berbeda, di mana sistem tipe 
II Streptococcus thermophilus atau Streptococcus pyogenes adalah yang 
paling banyak digunakan. Sistem tipe II didasarkan pada RNA pemandu 
tunggal (sgRNA) dan protein cas9 yang menargetkan urutan DNA untuk 
diedit. Sistem CRISPR/Cas9 telah banyak digunakan dalam karakterisasi 
dan pemodelan kanker dalam beberapa tahun terakhir dan menjanjikan 
dalam pengobatan kanker. Misalnya, sistem pengiriman penargetan 
tumor CRISPR/cas9 dapat menurunkan regulasi hypoxia-inducible factor-
1α (HIF-1α) secara in vivo, sehingga menghambat metastasis kanker 
pankreas.

Meskipun ginsenosida dapat menghambat banyak kanker, hanya 
sedikit penelitian yang melaporkan efek penghambatan ginsenosida Rd 
pada kanker lidah dan mekanismenya.26-28 Penelitian ini bertujuan 
untuk menilai efek ginsenosida Rd pada migrasi dan invasi sel kanker 
lidah serta mekanismenya.
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Metodologi
1.	 Jaringan Kanker Lidah

Jaringan TSCC (n=3) diambil dari pasien bedah di Rumah Sakit 
Stomatologi Universitas Jilin (No. 2 tahun 2022) dan disimpan pada 
suhu -80°C.

2.	 Kultur Sel
Sel SCC9 dan CAL27 (Atcc) dikultur dalam DMEM/F12 yang 
mengandung 10% FBS dan 1% penisilin/streptomisin (Gibco) dalam 
inkubator dengan 5% karbon dioksida pada suhu 37°C. Rd 100 µM 
(Meilunbio, China) digunakan untuk merawat sel-sel untuk analisis 
qPCR, WB, apoptosis, migrasi, invasi dan pembentukan koloni.

3.	 Overekspresi dan Knockdown miR-675-5p dan H19
pcDNA3.1-H19, plasmid untuk overekspresi H19, bersumber dari 
GenePharma (Shanghai, China). si-H19, RNA penginterferensi kecil 
yang mengurangi ekspresi H19, diperoleh dari RiboBio. Inhibitor dan 
mimik miR-675-5p, yang dapat mengurangi atau mengoverekspresikan 
miR-675-5p, diperoleh dari RiboBio.

4.	 Overekspresi dan Knockout CDH1
pcDNA3.1-CDH1, plasmid untuk overekspresi CDH1, bersumber 
dari Sangon Biotech. Sistem CRISPR/cas9 digunakan untuk knockout 
CDH1. px459 (Addgene, USA) digunakan sebagai plasmid knockout. 
Urutan sgRNA: 5’-AAGTCACGCTGAATACAGTG-3’.

5.	 Prosedur transfeksi
Sel SCC9 ditanam dalam enam sumuran (3×105 / sumuran). Transfeksi 
dilakukan ketika kepadatan sel mencapai sekitar 70% setelah dikultur 
selama 12-24 jam. Pertama, media tanpa FBS dicampur dengan 
Lipofectamine 2000 dan diinkubasi selama 5 menit. Sampel kemudian 
dicampur dengan DNA (pcDNA3.1-H19, pcDNA3.1-CDH1, px459-
CDH1) atau miRNA (miR-675-5p mimics atau inhibitor) yang 
diencerkan dalam media tanpa FBS dan diinkubasi selama 20 menit. 
Campuran tersebut kemudian ditambahkan ke dalam sel, dikocok 
perlahan agar tercampur, dan dimasukkan ke dalam inkubator. Media 
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yang mengandung FBS diganti setelah 6 jam, kemudian dikultur 
selama 24-48 jam.

6.	 PCR kuantitatif real-time
RNA diekstraksi dari jaringan dan sel kanker lidah (SCC9) 
menggunakan TRIzol (Invitrogen, AS). Kit sintesis cDNA untai 
pertama (Tiangen, Cina) digunakan untuk mentranskripsi balik RNA 
untuk mendapatkan cDNA. SYBR Real-Time PCR kit (Tiangen, Cina) 
digunakan untuk reaksi qPCR selanjutnya dari cDNA. Kondisi qPCR 
adalah: 94 ° C awal selama 15 menit, diikuti oleh 35 siklus denaturasi 
pada 94 ° C selama 15 detik, anil pada 60 ° C selama 30 detik, dan 
perpanjangan pada 72 ° C selama 20 detik. GAPDH digunakan 
sebagai gen referensi internal untuk H19 dan CDH1. U6 digunakan 
sebagai gen referensi internal untuk miR-675-5p. Urutan primer 
tercantum dalam Gambar S1 dan Gambar S2.

7.	 Western blot
Buffer ekstraksi protein (Beyotime, China) digunakan untuk 
mengekstrak protein dari jaringan dan sel kanker lidah. Kit BCA 
(Meilunbio, China) digunakan untuk mengukur konsentrasi protein. 
Khususnya, gel SDS-PAGE 10% digunakan untuk mengisolasi protein 
dengan berat molekul yang berbeda ketika konsentrasi protein dari 
kelompok eksperimen dan kelompok kontrol sama. Selanjutnya, 
membran PVDF digunakan untuk mentransfer protein yang telah 
diisolasi. Membran PVDF diblokir dengan 5% susu bubuk tanpa 
lemak selama 1 jam, kemudian diinkubasi dengan antibodi terhadap 
E-cadherin (Proteintech, USA) dan GAPDH (Bioworld, USA) pada 
suhu 4°C semalaman. Membran PVDF kemudian dicuci dengan 
TBST dan diinkubasi dengan antibodi sekunder (Boster, China) 
selama 2 jam. ECL Super Signal (Thermo Fisher Scientific, USA) 
digunakan untuk mendeteksi pita protein. Perangkat lunak ImageJ 
digunakan untuk analisis kuantitatif pita protein.
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8.	 Uji Penyembuhan Luka
Sel SCC9 ditempatkan dalam pelat enam sumur (3×10⁵/sumur). 
Setelah dilakukan transfeksi, goresan dibuat sambil menumbuhkan 
sel dalam medium bebas serum. Gambar diambil pada 0, 24, dan 
48 jam menggunakan mikroskop terbalik. Perangkat lunak ImageJ 
digunakan untuk menganalisis hasilnya.

9.	 Uji transwell
Dalam uji transwell, ruang atas (Corning, AS) diisi dengan 20 μL 
Matrigel (BD Biosciences, AS), kemudian diinkubasi pada suhu 37 ° C 
di bawah 5% CO2 selama 30 menit. Sel SCC9 (1 × 104) diunggulkan, 
kemudian ditransfeksi dengan si-H19, pcDNA3.1-H19, miR-675- 5p 
inhibitor, miR-675-5p mimics, pcDNA3.1- CDH1, px459-CDH1, 
atau diobati dengan ginsenoside Rd (100 μM), dan ditambahkan ke 
dalam ruang atas. Medium (0,5 mL) dengan 10% serum sapi janin 
ditambahkan ke ruang bawah. Sampel dikultur pada suhu 37°C 
di bawah 5% CO2 selama 48 jam. Akhirnya, mikroskop terbalik 
digunakan untuk memvisualisasikan sel di ruang bawah setelah 
difiksasi dengan 4% paraformaldehid. Sel-sel diwarnai dengan 
pewarna kristal violet 0,1% (Solarbio, Cina). Sel-sel yang diwarnai 
dihitung menggunakan Image J.

SgRNAs Urutan (5'→3') PAM
SgRNA F:AAGTCACGCTGAATACAGTG R: 

CACTGTATTCAGCGTGACTT
GGG

CDH1 
Identification

F:GAGAAAGAAATCAGAGCACAAGGAAG R: 
GTGTTCAGGCCTTTACCACTCTTCTAC

Gambar S1- Urutan sgRNA

Genes Urutan primer (5'→3')
H19 F: TGGTGCACTTTACAACCACTG

R: ATGGTGTCTTTGATGTTGGGGC
miR-675-5p F:ACACTCCAGCTGGGTGGTGCGGAGAGGGCCC 

R: CAGTGCGTGTCGTGGAGT
CDH1 F: TTCCCAACTCCTCTCCTG

R: AAACCTTGCCTTCTTTGTC
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GAPDH F: TGGTATCGTGGAAGGACTCA
R: GGGCCATCGACAGTCTTC

U6 F: GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT
R: CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT

Gambar S2- Primer untuk analisis qPCR

10.	 Uji pembentukan koloni
Sel SCC9 disemai dalam pelat 60 mm (1×10³) selama dua minggu. 
Sel-sel difiksasi dengan 4% paraformaldehid dan kemudian diwarnai 
dengan pewarna kristal violet 0,1% (Solarbio, Cina). Gambar diambil, 
dan sel dihitung menggunakan Image J.

11.	 Uji Kit-8 penghitungan sel
Uji CCK8 (Meilunbio, Cina) digunakan untuk memeriksa viabilitas 
sel. Sel-sel yang ditransfeksi dengan si-H19, pcDNA3.1-H19, miR-
675-5p inhibitor, miR-675-5p mimics, pcDNA3.1-CDH1, px459-
CDH1, atau diobati dengan ginsenoside Rd (100µM), diunggulkan ke 
dalam 96-well plate selama 24 jam. Larutan CCK8 (10 μL) kemudian 
ditambahkan ke setiap sumur, kemudian dikultur pada suhu 37 ° 
C di bawah 5% CO2 selama 2 jam. Data dianalisis menggunakan 
GraphPad.

12.	 Analisis apoptosis sel
Sel pertama kali diperlakukan dengan ginsenoside Rd. Sel-sel 
kemudian dikultur pada suhu 37°C selama 24 jam di bawah 5% 
CO2. Kit apoptosis (Beyotime, China) digunakan untuk merawat sel 
dengan mengikuti petunjuk. Flow cytometry (BD Biosciences, USA) 
digunakan untuk mengukur apoptosis.

13.	 Analisis statistik
Uji-t siswa digunakan untuk menentukan perbedaan antar kelompok. 
Data dinyatakan sebagai rata-rata ± SD. SPSS 16.0 (SPSS Inc., USA) 
digunakan untuk semua analisis statistik. P<0.05 menunjukkan 
signifikansi statistik.
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Hasil
Ginsenoside Rd menghambat pertumbuhan, apoptosis, migrasi, dan 
invasi TSCC
CCK8 menunjukkan bahwa pertumbuhan sel secara signifikan terhambat 
ketika SCC9 diperlakukan dengan 100 μM ginsenoside Rd. Aktivitas sel 
berkorelasi negatif dengan konsentrasi ginsenoside Rd. Analisis sitometri 
aliran menunjukkan bahwa ginsenoside Rd meningkatkan apoptosis SCC9. 
Uji penyembuhan luka dan Transwell menunjukkan bahwa ginsenoside 
Rd menghambat migrasi dan invasi SCC9. Uji pembentukan koloni 
menunjukkan klon SCC9 menurun setelah pengobatan ginsenoside Rd. 
Selain itu, 100 μM Rd menghambat pertumbuhan, migrasi dan invasi 
sel CAL27, menginduksi apoptosis. Hasil ini menunjukkan bahwa 
ginsenoside Rd dapat mencegah pertumbuhan, invasi, dan migrasi sel 
TSCC dan meningkatkan apoptosis.

H19 dan miR-675-5p mendorong metastasis TSCC
Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa H19 mendorong metastasis 
sel kanker, termasuk kanker kolorektal. Penelitian ini bertujuan untuk 
menentukan apakah H19 terkait dengan kanker lidah. Hasil qPCR 
menunjukkan bahwa ekspresi H19 lebih tinggi pada jaringan kanker 
lidah daripada jaringan normal. Kami mengekspresikan H19 secara 
berlebihan dan merobohkan H19 di SCC9 untuk analisis lebih lanjut. 
Dibandingkan dengan kelompok kontrol, ekspresi berlebih H19 
meningkatkan kemampuan migrasi SCC9, sementara knockdown H19 
menghambat migrasi. Selain itu, ekspresi berlebih H19 meningkatkan 
kemampuan invasi SCC9, sementara knockdown H19 menghambat 
invasi. Uji pembentukan koloni menunjukkan bahwa ekspresi berlebih 
H19 meningkatkan jumlah klon SCC9, sedangkan knockdown H19 
menurunkan jumlah klon SCC9. Meskipun ekspresi berlebih H19 
tidak secara signifikan mempengaruhi kemampuan pertumbuhan 
SCC9, knockdown H19 menghambat proliferasi SCC9. Analisis qPCR 
menunjukkan bahwa ekspresi miR-675-5p lebih tinggi pada jaringan 
kanker lidah daripada jaringan normal. Selanjutnya, analisis overekspresi 
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miR-675-5p dan knockdown dilakukan pada SCC9 untuk menilai efeknya 
pada migrasi, invasi, pertumbuhan, dan jumlah klon. miR-675-5p yang 
diekspresikan secara berlebihan meningkatkan kemampuan migrasi, 
invasi, pertumbuhan, dan jumlah klon SCC9. Sebaliknya, knockdown 
miR-675-5p menurunkan migrasi, invasi, pertumbuhan dan jumlah klon. 
Hasil ini menunjukkan bahwa H19 dan miR-675-5p dapat meningkatkan 
metastasis kanker lidah.

E-cadherin menghambat metastasis kanker lidah
E-cadherin mengatur metastasis kanker.32 Dalam penelitian ini, qPCR 
menunjukkan bahwa ekspresi CDH1 lebih rendah pada jaringan kanker 
lidah dibandingkan dengan jaringan lidah normal. Western blotting juga 
menunjukkan penurunan ekspresi E-cadherin pada jaringan kanker 
lidah. Oleh karena itu, CDH1 diekspresikan secara berlebihan untuk 
mempelajari lebih lanjut hubungan antara E-cadherin dan metastasis 
kanker lidah. Ekspresi berlebih CDH1 menurunkan invasi, migrasi, 
pertumbuhan dan jumlah klon pada sel kanker lidah. Akhirnya, sistem 
CRISPR/Cas9 digunakan untuk merobohkan CDH1 untuk menilai lebih 
lanjut hubungan tersebut. Dibandingkan dengan kelompok kontrol, 
knockdown CDH1 meningkatkan migrasi, invasi, pertumbuhan dan 
jumlah klon dari SCC9, menunjukkan bahwa E-cadherin terkait erat 
dengan metastasis kanker lidah.

Mekanisme penghambatan ginsenoside Rd terhadap migrasi dan invasi 
sel kanker lidah
Di sini, ekspresi H19 dan miR-675-5p menurun setelah pengobatan 
ginsenoside Rd. Metode bioinformatika (https://cm.jefferson. edu/rna22/) 
menunjukkan bahwa miR-675-5p secara negatif mengatur CDH1. Selain 
itu, qPCR menunjukkan bahwa ekspresi CDH1 meningkat. Western 
blotting juga menunjukkan bahwa ekspresi E-cadherin meningkat setelah 
pengobatan ginsenoside Rd. Ekspresi berlebih H19 meningkatkan ekspresi 
miR-675-5p sementara knockdown H19 menurunkan ekspresi miR-
675-5p. Ekspresi berlebih H19 juga menurunkan ekspresi CDH1 dan 
E-cadherin, sementara knockdown H19 meningkatkan ekspresi CDH1 
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dan E-cadherin. miR-675-5p ekspresi berlebih menurunkan ekspresi 
CDH1 dan E-cadherin, sementara miR-675-5p knockdown meningkatkan 
ekspresi CDH1 dan E-cadherin. Ekspresi berlebih dari H19 dan miR-
675-5p dapat mengurangi efek pengobatan ginsenoside Rd pada ekspresi 
CDH1. Hasil ini menunjukkan bahwa ginsenoside Rd mencegah invasi 
dan migrasi SCC9 melalui sumbu H19 / miR-675-5p / CDH1.

Pembahasan

Ginsenoside Rd adalah ekstrak ginseng dengan efek anti tumor, anti 
inflamasi, dan perlindungan saraf. Ginsenoside Rd dapat menghambat 
kanker kolorektal. Namun, hanya sedikit penelitian yang melaporkan 
efek ginsenoside Rd pada kanker lidah. Dalam penelitian ini, ginsenoside 
Rd menekan pertumbuhan, invasi dan migrasi SCC9 sementara itu 
mempromosikan apoptosis. Oleh karena itu, penelitian lebih lanjut harus 
menilai mekanisme efek penghambatan ginsenoside Rd pada migrasi 
dan invasi sel kanker lidah. Studi kami menemukan bahwa ginsenoside 
Rd mengatur ekspresi H19. H19 adalah RNA noncoding panjang yang 
tidak dapat membentuk protein dan ekspresi embrionik H19 ditekan 
setelah lahir. H19 terkait dengan banyak jenis kanker. Sebagai contoh, 
H19 meningkatkan autophagy pada sel kanker payudara yang reseptor 
estrogen-positif dengan mengurangi metilasi daerah promotor Beclin1 
melalui sumbu H19/SAHH/DNMT3B, yang mengarah ke resistensi obat. 
H19 mendorong perkembangan kanker terutama dengan mempengaruhi 
fungsi sel, seperti proliferasi sel, anti apoptosis, dan dengan demikian 
menyebabkan angiogenesis dan pelarian kekebalan.

Dalam penelitian ini, ekspresi H19 tinggi pada kanker lidah dan 
mendorong invasi dan migrasi sel kanker lidah. Beberapa percobaan 
sebelumnya mengkonfirmasi bahwa H19 mendorong migrasi dan 
invasi TSCC, konsisten dengan penelitian ini. Lebih lanjut, miR-675 
ditemukan di H19. Peperstraete, dkk. (2020) menemukan bahwa miR-
675 dan H19 terlibat dalam migrasi dan invasi kanker secara sendiri 
atau bersama-sama. Dalam penelitian ini, H19, sebagai RNA fungsional, 
bertindak sebagai pengatur. Metode bioinformatika menunjukkan bahwa 
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miR-675-5p memiliki tempat pengikatan untuk mRNA CDH1, yang 
mempengaruhi ekspresi E-cadherin. Selain itu, ekspresi berlebih dari 
E-cadherin menghambat migrasi dan invasi sel kanker lidah. Penurunan 
CDH1 meningkatkan kemampuan migrasi dan invasi sel kanker lidah. 
Beberapa peneliti menemukan bahwa sampel dengan metastasis kelenjar 
getah bening memiliki ekspresi E-cadherin yang lebih rendah. Beberapa 
ahli telah mengkonfirmasi bahwa E-cadherin adalah biomarker yang 
menjanjikan untuk TSCC.41 Oleh karena itu, H19 / mIR-675-5p / CDH1 
adalah jalur pensinyalan utama dalam migrasi dan invasi sel kanker lidah.

Kesimpulan

Singkatnya, ginsenoside Rd menghambat migrasi dan invasi sel TSCC. 
Ginsenoside Rd juga dapat mengatur migrasi dan invasi sel kanker lidah 
melalui sumbu H19/miR-675-5p/CDH1. Oleh karena itu, penelitian ini 
menunjukkan bahwa ginsenoside Rd dapat menjadi obat anti-kanker 
alami. Selain itu, H19 dan CDH1 mungkin merupakan penanda potensial 
untuk kanker lidah.

B.	 Propolis Polandia dan Efek Biologisnya terhadap Sel 
Kanker Lidah

Alam, sebagai sumber molekul aktif yang beragam sejak dahulu kala, terus 
menjadi inspirasi utama dalam pengembangan obat. Aplikasi terapeutik 
dari produk alami menawarkan peluang besar untuk pengobatan modern, 
sekaligus menjadi tantangan besar karena masalah prosedur standardisasi 
dan kompleksitas kimiawi zat-zat ini. Di sisi lain, kompleksitas tersebut 
tidak dapat dihindari dan efek terapeutik akhir dari keseluruhan ekstrak 
pada umumnya lebih baik daripada efek dari senyawa individu karena 
dihasilkan dari aktivitas sinergis komponen ekstrak.

Salah satu produk alami yang paling menarik adalah propolis, yaitu zat 
resin yang dikumpulkan oleh lebah dari tanaman dan dicampur dengan 
lilin dan enzim. Kemudian digunakan untuk memperkuat dan melindungi 
sarang mereka serta mencegah pembusukan bangkai penyusup. Orang-
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orang juga telah banyak menggunakan propolis dalam pengobatan 
tradisional, karena dikenal memiliki spektrum yang luas dari sifat biologis 
termasuk antibakteri, antijamur, antivirus, antiinflamasi, antioksidan, dan 
aktivitas antikanker. Saat ini, propolis digunakan dalam industri kosmetik, 
yaitu sebagai komponen krim anti jerawat dan produk untuk kebersihan 
mulut. Namun, potensi terapeutik propolis masih belum dimanfaatkan 
dan banyak kelompok peneliti melanjutkan penyelidikan komposisi kimia 
dan sifat biologis bahan ini. Penelitian-penelitian tersebut mengungkapkan 
adanya variabilitas dalam komposisi propolis yang bergantung pada 
wilayah geografis pengambilan dan sumber tanaman. Sebagai contoh, 
eksudat kuncup dari kuncup poplar yang berbeda merupakan sumber 
utama propolis yang dikumpulkan di zona beriklim sedang, termasuk 
Eropa. Silva-Carvalho et al. melaporkan bahwa propolis poplar terutama 
terdiri dari flavonoid, asam fenolik, dan esternya.

Secara khusus, pengobatan mulut kontemporer dapat mengambil 
manfaat dari spektrum yang luas dari aktivitas propolis. Banyak 
spesialisasi kedokteran gigi yang memanfaatkan produk alami ini telah 
dilaporkan. Penelitian tentang propolis Polandia terutama difokuskan 
pada sifat antimikrobanya. Menariknya, sejauh ini belum ada penelitian 
tentang penggunaan propolis Polandia untuk melawan kanker mulut 
yang dipublikasikan. Hanya ada sedikit penelitian mengenai efek 
antiproliferasi propolis Polandia pada sel glioblastoma, sel kanker usus 
besar, paru-paru dan payudara, serta sel kanker prostat. Di sisi lain, dengan 
mempertimbangkan data global, masalah pengobatan kanker mulut masih 
belum terpecahkan. Pada tahun 2018, kasus baru kanker mulut terjadi 
secara global pada sekitar 355.000 orang dan menyebabkan 177.000 
kematian. Jenis kanker mulut yang paling umum adalah karsinoma sel 
skuamosa lidah (TSCC), yang ditandai dengan metastasis limfatik yang 
tinggi, kekambuhan, dan resistensi terhadap obat. Pendekatan pengobatan 
saat ini meliputi pembedahan, yang dapat diikuti dengan radioterapi dan/
atau kemoterapi. Namun, masih belum ada strategi terapi yang efektif dan 
angka kematian yang terkait dengan penyakit ini masih terus meningkat.
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Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengevaluasi sifat 
antikanker dari tiga jenis propolis yang berbeda dari berbagai daerah di 
Polandia pada model in vitro sel kanker lidah. Untuk alasan ini, ekstrak 
etanol, etanol-heksana, heksana, dan heksana-etanol dari propolis 
Polandia disiapkan. Fibroblas gingiva manusia normal digunakan sebagai 
kelompok kontrol sel non-kanker dan garis sel mirip makrofag murin 
digunakan untuk mengevaluasi potensi anti-inflamasi dari produk yang 
disiapkan. Selain itu, komposisi kimia dan aktivitas antioksidan dari 
ekstrak yang dibuat juga dibandingkan.

Hasil
Rendemen Ekstraksi
Rendemen ekstraksi dari ekstrak propolis dihitung dan disajikan pada 
Tabel 1. Nilai rendemen ekstrak etanol propolis (EEP) lebih tinggi daripada 
ekstrak n-heksana propolis (HEP) dan nilai rendemen tertinggi diperoleh 
untuk propolis dari Masovia (P2) dan Provinsi Pomerania Barat (P3). 
Oleh karena itu, hasil penelitian menunjukkan bahwa etanol merupakan 
pelarut yang lebih baik daripada n-heksana. Selain itu, ekstrak heksana-
etanol propolis (HEEP) memiliki hasil ekstraksi tertinggi kedua di antara 
semua ekstrak propolis yang dianalisis.

Kandungan Polifenol Total
Kandungan polifenol total (TPC) ditentukan dengan metode Folin-
Ciocalteu (Tabel 2). Analisis statistik menunjukkan bahwa tidak ada variasi 
yang kuat antara TPC semua propolis yang dipanen di berbagai provinsi 
di Polandia (F (2, 109) = 0,86794; p = 0,42270). Namun, terlepas dari jenis 
propolis, terdapat perbedaan TPC yang signifikan secara statistik (F(3, 
108) = 1178,4; p = 0,0000) antara ekstrak yang berbeda, seperti ekstrak 
etanol propolis (EEP), ekstrak etanol-heksana propolis (EHEP), ekstrak 
heksana propolis (HEP), dan ekstrak etanol-etanol propolis (HEEP). 
TPC untuk EEP dan HEEP berada di atas 220 mg GAE (setara asam 
galat)/g ekstrak propolis, sedangkan TPC untuk EHEP dan HEP berada 
di bawah 50 mg GAE/g. Uji post-hoc Tukey menunjukkan bahwa semua 
perbedaan TPC antara setiap jenis ekstrak propolis yang diuji signifikan 
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secara statistik pada p <0,05. Menariknya, ketika hanya EEP dan HEEP 
yang dipertimbangkan, perbedaan yang kuat di antara TPC propolis yang 
dipanen di berbagai provinsi diamati (F (2, 51) = 31,058; p = 0,00000). 
Dengan demikian, ekstrak propolis dari Provinsi Pomerania Barat (P3) 
memiliki TPC tertinggi, sedangkan TPC terendah diperoleh untuk ekstrak 
propolis dari Podlasie (P1).

Tabel 1. Hasil ekstraksi dari ekstrak yang disiapkan; P1-propolis 
dari Podlasie, P2-propolis dari Masovia, P3-propolis dari Provinsi 

Pomerania Barat, EEP-ekstrak etanol propolis, EHEP-ekstrak etanol-
heksana propolis, HEP-ekstrak etanol propolis, HEEP-ekstrak etanol-

etanol propolis.

Simbol Urutan Pelarut Hasil Ekstraksi [%]
P1 P2 P3

EEP ethanol 33.4 57.5 63.7
EHEP ethanol–hexane 24.2 8.4 13.3
HEP hexane 28.2 17.5 14.5

HEEP hexane–ethanol 32.9 42.7 47.9

Tabel 2. Kandungan total polifenol dan kandungan total flavonoid dari 
ekstrak yang disiapkan; hasil dinyatakan sebagai rata-rata ± SD;P1–
propolis dari Podlasie, P2–propolis dari Masovia, P3–propolis dari 

Provinsi Pomerania Barat, EEP–ekstrak propolis etanol, EHEP–ekstrak 
propolis etanol-heksana, HEP–ekstrak propolis heksana, HEEP–ekstrak 
propolis heksana-etanol, GAE–setara asam galat, QE–setara kuersetin.
Ekstrak Propolis P1 P2 P3

Kandungan Total Polifenol [mg GAE/g]
EEP 222.05 ± 14.29 259.63 ± 11.73 275.79 ± 13.42
EHEP 16.36 ± 1.12 19.60 ± 1.07 18.02 ± 1.09
HEP 20.45 ± 4.08 45.02 ± 7.22 38.84 ± 6.40
HEEP 249.92 ± 8.64 277.19 ± 14.28 308.92 ± 15.85

Kandungan Total Flavonoid [mg QE/g]
EEP 18.76 ± 0.66 22.19 ± 0.44 19.79 ± 0.19
EHEP 11.10 ± 0.06 10.87 ± 0.03 12.99 ± 0.07
HEP 12.23 ± 0.21 13.49 ± 0.13 14.45 ± 0.19
HEEP 19.00 ± 0.57 22.46 ± 0.40 21.63 ± 0.25
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Kandungan Total Flavonoid (TFC)
Kandungan Total Flavonoid (TFC), yang dievaluasi melalui metode 
aluminium klorida, disajikan dalam Tabel 2. Serupa dengan hasil 
pengukuran TPC, analisis ini juga menunjukkan tidak ada perbedaan 
yang signifikan secara statistik di antara propolis dari asal yang berbeda 
(F(2, 133) = 3,3270; p = 0,03891). Di sisi lain, perbedaan di antara berbagai 
ekstrak—EEP, EHEP, HEP dan HEEP—secara statistik signifikan (F(3, 
132) = 360,77; p = 0,0000). Uji post-hoc Tukey mengungkapkan bahwa 
semua perbedaan TFC antara setiap jenis ekstrak yang diuji secara statistik 
signifikan pada p < 0,05, kecuali untuk perbedaan antara sampel EEP dan 
HEEP (p = 0,122385). Untuk semua ekstrak etanol dan heksana-etanol 
(EEP dan HEEP) yang dianalisis, TFC berada di atas 18,76 mg QE (setara 
kuersetin)/g ekstrak propolis, sementara ekstrak etanol-heksana dan 
heksana (EHEP dan HEP) dicirikan dengan TFC yang lebih rendah secara 
signifikan. TFC tertinggi di antara semua sampel yang diuji ditemukan 
pada ekstrak propolis dari Masovia (EEP_P2 dan HEEP_P2).

Analisis GC-MS
Komposisi kimia EEP dari berbagai wilayah Polandia (Podlasie, Masovia 
dan Provinsi Pomerania Barat) ditentukan menggunakan kromatografi 
gas-spektrometri massa (GC-MS) dan disajikan dalam Lampiran A, Tabel 
A1. Secara singkat, analisis EEP mengungkapkan adanya tujuh puluh 
dua komponen, di mana enam puluh dua di antaranya teridentifikasi. 
Komponen utama dari analisis material adalah turunan TMS dari asam 
4-kumarat, d-fruktosa, d-glukosa, d-mannopiranos, asam benzoat, asam 
lignoserat, asam ferulat dan naringenin.

Analisis GC-MS dari ekstrak etanol propolis dari Podlasie (EEP_P1) 
dan Masovia (EEP_P2) menunjukkan konsentrasi asam aromatik yang 
lebih tinggi dibandingkan ekstrak etanol propolis dari Provinsi Pomerania 
Barat (EEP_P3). Konsentrasi senyawa yang dipilih disajikan dalam Tabel 
A1. Hasil menunjukkan bahwa konsentrasi tertinggi asam 4-kumarat dan 
asam kafeat diukur dalam EEP_P2, sementara yang terendah ditemukan 
dalam EEP_P3. Selanjutnya, konsentrasi tertinggi asam ferulat dan asam 
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benzoat diukur dalam EEP_P1, sementara yang terendah ditemukan 
dalam EEP_P3.

Komposisi kimia HEP dari berbagai wilayah Polandia disajikan dalam 
Lampiran A, Tabel A2. Profil senyawa dari ekstrak n-heksana propolis, 
yang ditentukan oleh GC-MS, mengandung empat puluh satu senyawa 
(di mana empat puluh di antaranya teridentifikasi). Hasil menunjukkan 
dominasi lilin dan turunan asam lemak TMS. Senyawa utama dari HEP_
P1 dan HEP_P2 adalah metil triakontil eter, heptakosan, pentakosan dan 
asam lignoserat. Senyawa utama dari HEP_P3 adalah heptakosan, asam 
lignoserat, asam 13-oktadekanoat dan metil triakontil eter. Selain itu, HEP 
mengandung sekitar dua kali lebih banyak (HEP_P1: 8,10%, HEP_P2: 
8,47%) atau empat kali lebih banyak (HEP_P3: 13,19%) asam benzoat 
dibandingkan EEP.

Komposisi kimia HEEP yang dipanen dari berbagai wilayah Polandia 
disajikan dalam Lampiran A, Tabel A3. Profil senyawa dari ekstrak 
heksana-etanol propolis mengandung enam puluh lima senyawa (di 
mana enam puluh dua di antaranya teridentifikasi). Kesamaan tinggi 
dari kandungan EEP dan HEEP diamati. Senyawa dominan dalam 
HEEP adalah asam 4-kumarat, d-fruktosa, d-glukosa, d-mannopiranos 
dan asam ferulat.

Komposisi Asam Lemak
Komposisi kimia lengkap asam lemak dalam HEP dari berbagai wilayah 
Polandia disajikan dalam Lampiran A, Tabel A4. Empat belas senyawa 
teridentifikasi saat menganalisis asam lemak yang terkandung dalam 
propolis dari asal yang berbeda. Komponen utama yang ditemukan dalam 
fraksi HEP adalah: metil ester asam heksadekanoat, metil ester asam 
heptadekanoat, metil ester asam oleat dan metil ester asam tetrakosanoat.

Aktivitas Penangkapan Radikal Bebas DPPH
Uji 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) digunakan untuk mengukur 
aktivitas antioksidan dari ekstrak propolis. Semua ekstrak etanol-heksana 
dan heksana yang diuji (EHEP dan HEP) yang diperoleh dari propolis 
yang dipanen di berbagai wilayah Polandia (P1, P2, P3) hanya memiliki 
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aktivitas penangkapan radikal bebas DPPH yang minimal dibandingkan 
dengan standar. Oleh karena itu, ekstrak-ekstrak tersebut dianggap tidak 
memiliki efek sama sekali.

Sebaliknya, untuk EEP dan HEEP, aktivitas penangkapan radikal 
bebas meningkat seiring dengan peningkatan konsentrasi ekstrak dari 
0 hingga 200 µg/mL. Untuk ekstrak aktif ini, IC50 mereka dihitung 
(konsentrasi ekstrak yang menghambat pembentukan radikal bebas DPPH 
sebesar 50%) dan ditunjukkan dalam Tabel 3. Perbedaan yang signifikan 
secara statistik di antara IC50 propolis dari berbagai wilayah Polandia telah 
didemonstrasikan (F(2, 55) = 43,365; p = 0,00000).

Uji post-hoc Tukey mengungkapkan bahwa semua perbedaan IC50 
antara setiap jenis propolis yang diuji (P1, P2, P3) secara statistik signifikan 
pada p < 0,05. Terlepas dari jenis propolis yang diteliti, jenis ekstrak tidak 
secara signifikan mempengaruhi nilai IC50 yang diperoleh (F(1, 56) = 
0,09896; p = 0,75425). Nilai IC50 terendah dihitung untuk ekstrak propolis 
dari Provinsi Pomerania Barat (P3), menunjukkan potensi antioksidan 
tertinggi dari preparasi ini di antara semua ekstrak yang diuji.

Tabel 3. Konsentrasi ekstrak yang menghambat pembentukan radikal 
bebas DPPH sebesar 50% (IC50); P1—propolis dari Podlasie, P2—

propolis dari Masovia, P3—propolis dari Provinsi Pomerania Barat, 
EEP—ekstrak propolis dalam etanol, HEEP—ekstrak propolis dalam 

heksana-etanol.

Ekstrak Propolis IC50 [µg/mL]
P1 P2 P3

EEP 78.02 ± 4.86 55.07 ± 7.39 33.01 ± 2.73
HEEP 62.84 ± 14.59 60.72 ± 2.89 40.92 ± 7.55

Aktivitas Antikanker
Aktivitas antikanker dari ekstrak propolis Polandia yang dipilih dievaluasi 
pada karsinoma sel skuamosa manusia yang berasal dari lidah (SCC-25) 
setelah inkubasi selama 5 menit dan 24 jam. Untuk tujuan ini, dilakukan 
uji 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromida (uji 
MTT) dan uji sulforhodamin B (uji SRB). Selain itu, untuk kedua metode 
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tersebut, inkubasi selama 24 jam dengan fibroblas gingiva manusia (HGF) 
digunakan sebagai model kontrol untuk menyelidiki efek propolis pada 
sel normal, yaitu sel non-kanker. Nilai sitotoksisitas EEP dan HEEP yang 
diambil dari tiga wilayah berbeda di Polandia dan diterapkan pada tiga 
konsentrasi (100, 500, dan 1000 µg/mL) disajikan dalam hasil uji MTT 
dan dalam hasil uji SRB.

Uji MTT
Ketika dilakukan inkubasi selama 5 menit dengan ekstrak propolis, 
aktivitas mitokondria sel SCC-25 hanya sedikit berkurang. Selain itu, ketika 
konsentrasi semua ekstrak yang diuji ditingkatkan, aktivitas mitokondria 
masih di atas 80% dibandingkan dengan kontrol. Namun, periode inkubasi 
yang diperpanjang selama 24 jam secara signifikan memengaruhi viabilitas 
sel. Analisis ANOVA tiga arah menunjukkan bahwa untuk semua ekstrak 
propolis Polandia yang diuji, perbedaan antara kelompok berdasarkan 
jenis propolis atau jenis ekstraksi tidak signifikan secara statistik (p = 
0,093920 dan p = 0,493920, masing-masing). Satu-satunya faktor yang 
menentukan perbedaan signifikan antar kelompok adalah konsentrasi 
ekstrak (p = 0,000000). Untuk sel kanker lidah, inkubasi dengan masing-
masing ekstrak propolis yang diuji pada konsentrasi 500 dan 1000 µg/mL 
menghasilkan penurunan aktivitas mitokondria menjadi sekitar 20% dari 
kontrol. Ketika konsentrasi ekstrak propolis yang diterapkan adalah 100 
µg/mL, aktivitas mitokondria paling berkurang untuk EEP_P3 (33% dari 
kontrol) dan paling sedikit berkurang untuk EEP_P1 (59% dari kontrol), 
sehingga EEP_P1 kurang aktif. Hasil yang diperoleh untuk HGF yang 
diobati dengan propolis menunjukkan bahwa ekstrak propolis yang diuji 
juga memengaruhi viabilitas sel normal. Inkubasi HGF dengan masing-
masing ekstrak propolis yang diuji pada konsentrasi 500 dan 1000 µg/mL 
mengurangi aktivitas mitokondria menjadi sekitar 40% dibandingkan 
dengan kontrol. Selain itu, ketika konsentrasi ekstrak propolis 100 µg/
mL diterapkan, EEP_P3 adalah ekstrak propolis yang paling aktif, yang 
mengurangi aktivitas mitokondria menjadi 52% dari kontrol. Selanjutnya, 
HEEP_P2 mengurangi aktivitas mitokondria menjadi 76% dibandingkan 
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dengan kontrol, sehingga menjadi ekstrak propolis yang paling tidak 
aktif. Hasil ANOVA tiga arah untuk HGF mengungkapkan bahwa semua 
faktor yang diteliti (jenis propolis, jenis ekstrak, dan konsentrasi ekstrak) 
merupakan sumber variasi signifikan dengan p < 0,05.

Uji SRB
Ketika sel SCC-25 diinkubasi dengan propolis Polandia selama 5 menit, 
untuk semua konsentrasi dari semua ekstrak yang diuji, total kandungan 
protein sel berada di atas 93% dibandingkan dengan kontrol. Oleh 
karena itu, tidak ditemukan efek sitotoksik dari ekstrak propolis setelah 
inkubasi singkat. Namun, inkubasi yang diperpanjang, yaitu selama 24 
jam, secara signifikan memengaruhi proliferasi sel. Hasil menunjukkan 
bahwa inkubasi sel kanker lidah selama 24 jam dengan konsentrasi ekstrak 
propolis yang meningkat mengakibatkan penurunan total kandungan 
protein. Sebagai contoh, ketika konsentrasi 100 dan 500 µg/mL dari 
semua ekstrak propolis Polandia diterapkan, kandungan protein sel 
berkurang menjadi sekitar 55% dari kontrol. Secara khusus, aktivitas 
terendah diamati pada 100 µg/mL EEP_P1, yang mengurangi kandungan 
protein sel menjadi 72% dibandingkan dengan kontrol. Namun, untuk 
500 µg/mL HEEP_P1, kandungan protein sel berkurang menjadi 45% 
dari kontrol. Akhirnya, ketika sel kanker lidah diinkubasi dengan masing-
masing ekstrak propolis Polandia yang diuji pada konsentrasi 1000 µg/
mL, hasilnya adalah penurunan total kandungan protein menjadi sekitar 
45% dibandingkan dengan kontrol. Hasil untuk HGF menunjukkan bahwa 
ekstrak propolis yang dianalisis pada konsentrasi 500 dan 1000 µg/mL 
mengganggu proliferasi sel normal. Inkubasi HGF dengan ekstrak propolis 
1000 µg/mL mengurangi total kandungan protein menjadi sekitar 30% 
dibandingkan dengan kontrol. Inkubasi HGF dengan 1000 µg/mL HEEP_
P2 menghasilkan tingkat kandungan protein terendah, yaitu berkurang 
menjadi 20% dari kontrol. Di sisi lain, inkubasi HGF dengan 1000 µg/
mL EEP_P1 menghasilkan tingkat total kandungan protein tertinggi, 
yaitu 40% dari kontrol. Selain itu, inkubasi HGF dengan ekstrak propolis 
500 µg/mL juga menginduksi sitotoksisitas yang signifikan. Sebaliknya, 
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untuk konsentrasi 100 µg/mL, tingkat total kandungan protein terendah, 
yaitu 79% dari kontrol, diamati ketika HGF diinkubasi dengan EEP_P3 
dan HEEP_P3. Hasil ANOVA tiga arah untuk baik SCC-25 maupun HGF 
mengungkapkan bahwa semua faktor yang diteliti (jenis propolis, jenis 
ekstrak, dan konsentrasi ekstrak) merupakan sumber variasi signifikan 
dengan p < 0,05.

Potensi Anti-Inflamasi
Potensi anti-inflamasi dari ekstrak propolis yang dipilih dievaluasi pada 
garis sel makrofag mirip tikus (P388-D1) melalui uji MTT dan uji SRB 
setelah inkubasi selama 24 jam. Untuk semua konsentrasi yang dianalisis 
dari semua ekstrak yang diuji, terlihat bahwa periode inkubasi yang 
diperpanjang selama 24 jam secara signifikan memengaruhi aktivitas 
mitokondria dan proliferasi sel. Inkubasi dengan masing-masing ekstrak 
propolis yang diuji pada konsentrasi 1000 µg/mL mengakibatkan 
penurunan aktivitas mitokondria sel P388-D1 menjadi sekitar 19% dari 
kontrol dan penurunan total kandungan protein menjadi sekitar 38% dari 
kontrol. Ketika konsentrasi terendah dari ekstrak (100 µg/mL) diterapkan, 
aktivitas mitokondria sel berkurang menjadi 48% dan kandungan protein 
sel menjadi sekitar 55% dari kontrol.

Diskusi
Propolis menunjukkan aktivitas antiproliferatif pada berbagai garis sel 
kanker. Dilaporkan bahwa produk alami ini dapat memblokir jalur sinyal 
onkogen tertentu, yang mengarah pada penurunan proliferasi sel. Propolis 
juga dapat meningkatkan apoptosis, memberikan efek antiangiogenik, dan 
memodulasi mikro lingkungan tumor.

Meskipun memiliki sifat menguntungkan ini, penelitian tentang 
aktivitas antikanker propolis terhadap sel kanker lidah manusia masih 
sangat terbatas. Aktivitas antiproliferatif dari ekstrak etanol propolis Chili 
terhadap sel karsinoma epitel mulut manusia (KB) telah ditunjukkan 
oleh Russo et al. Selanjutnya, Yen et al. dan Chiu et al. menunjukkan 
efek anti-inflamasi dari berbagai ekstrak propolis dengan menghambat 
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salah satu penanda inflamasi—COX-2—pada garis sel KB. Penelitian 
oleh Salehi et al. menentukan efek kemopreventif propolis Iran pada 
perubahan displastik pada epitel lidah tikus setelah pemberian karsinogen 
(DMBA). Hasil menunjukkan bahwa propolis dapat mencegah displasia 
mukosa mulut yang diinduksi DMBA pada model hewan. Efek serupa 
juga diperoleh untuk ekstrak hidroalkohol propolis merah Brasil (HERP) 
terhadap karsinoma sel skuamosa oral (OSCC) pada rodent. Penelitian 
tersebut mengungkapkan bahwa HERP menghambat pertumbuhan dan 
progresi tumor.

Efek antikanker propolis sering kali dikaitkan dengan salah satu 
komponen aktifnya—ester fenil kafeat (CAPE). Ini dapat dianggap sebagai 
dukungan potensial untuk terapi pasien dengan karsinoma sel skuamosa 
oral karena kemampuannya untuk menghambat proliferasi sel dan 
mencegah metastasis kanker. Di sisi lain, pendekatan lain untuk memahami 
mekanisme aksi obat alami lebih komprehensif dan mempertimbangkan 
kompleksitas produk tersebut daripada hanya efek dari komponen 
individualnya. Penelitian oleh Czyżewska et al. menunjukkan bahwa 
efek sinergis dari berbagai polifenol (krisin, galangin, pinokembrin, 
asam kafeat, asam p-kumaric, dan asam ferulat) bertanggung jawab atas 
kemampuan propolis untuk menghambat pertumbuhan sel kanker lidah 
manusia melalui apoptosis. Studi lain menunjukkan efek sinergis dari 
komponen utama propolis Iran pada sel karsinoma epitel mulut (KB). 
Uji MTT mengungkapkan bahwa nilai IC50 dari EEP dan komponen 
utamanya, kuersetin (Q), masing-masing adalah 40 µg/mL dan 195 µg/
mL setelah 48 jam inkubasi.

Dalam studi ini, ekstrak total propolis Polandia dievaluasi dalam 
hal selektivitas efek antikankernya pada sel kanker lidah dibandingkan 
dengan fibroblas gingiva normal. Analisis kimia mengungkapkan bahwa 
ekstraksi menggunakan etanol dan heksana-etanol adalah metode yang 
paling efektif untuk memperoleh produk propolis yang paling kompleks 
secara kimia. Kesimpulan ini mengonfirmasi temuan studi lain yang 
menunjukkan ekstraksi etanol sebagai metode yang paling umum dalam 
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pengolahan propolis mentah. Metode kedua yang diusulkan—ekstraksi 
etanol-heksana—dapat menjadi alternatif menarik yang memungkinkan 
penghilangan kandungan lilin.

Baik metode spektroskopi maupun kromatografi memungkinkan 
penentuan karakter kimia dari ekstrak yang diperoleh. Senyawa kimia 
yang teridentifikasi dalam ekstrak propolis yang disiapkan sejalan dengan 
hasil yang dijelaskan oleh Şahinler dan Kaftanoğlu serta oleh Anjum et 
al., yang menunjukkan konsentrasi tinggi asam aromatik, hidrokarbon, 
alkohol, polifenol, dan asam lemak. Kehadiran senyawa fenolik dalam 
ekstrak propolis sangat menjanjikan ketika mempertimbangkan aktivitas 
antikankernya.

Analisis biologis dari sistem yang dipilih menunjukkan bahwa 
inkubasi sel yang diperpanjang selama 24 jam dengan propolis secara 
signifikan memengaruhi viabilitas sel yang diukur melalui uji MTT 
dan SRB. Perbedaan antara kelompok, berdasarkan jenis propolis atau 
jenis ekstraksi, tidak signifikan secara statistik. Ini dapat mengonfirmasi 
hipotesis bahwa perbedaan dalam komposisi kimia dari ekstrak yang 
diperoleh tidak memengaruhi efek biologis umum yang diinduksi oleh 
mereka. Perlu ditekankan bahwa konsentrasi ekstrak propolis yang lebih 
tinggi (500 dan 1000 µg/mL) juga secara signifikan memengaruhi viabilitas 
HGFs normal. Oleh karena itu, hanya konsentrasi ekstrak sebesar 100 
µg/mL yang dapat dianggap efektif secara selektif pada sel kanker. Hasil 
serupa yang menunjukkan efek sitotoksik propolis pada fibroblas manusia 
normal diperoleh oleh Tyszka-Czochara et al., Popova et al., dan dalam 
studi sebelumnya. Lebih lanjut, studi yang disajikan oleh Popova et al. 
mengungkapkan profil kimia serupa dari sampel propolis (terutama 
flavanon dan dihidroflavonol, serta serangkaian ester asam p-kumaric, 
asam ferulat, asam benzoat, dan asam lemak (asam palmitat, asam linoleat, 
asam oleat)) dibandingkan dengan ekstrak yang dianalisis dalam studi 
kami.

Selain itu, karena kandungan polifenol propolis, aktivitas anti-
inflamasi dari ekstrak yang disiapkan diverifikasi pada model makrofag 
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yang umum digunakan dalam kasus senyawa alami. Szliszka et al. 
menyarankan bahwa senyawa fenolik dapat bertanggung jawab atas 
kontribusi penting dari propolis hijau Brasil dalam modulasi inflamasi 
yang dimediasi oleh kemokin. Dalam studi kami, gangguan proliferasi 
sel dan aktivitas mitokondria yang diamati pada garis sel mirip makrofag 
(P388-D1) menunjukkan kemungkinan aktivitas anti-inflamasi dari 
ekstrak yang disiapkan. Di sini kami mengamati bahwa efek tersebut 
tergantung pada efek sitotoksik dari ekstrak propolis yang diterapkan.

Di masa depan, hasil awal yang dilaporkan dalam penelitian ini 
seharusnya digunakan untuk memilih ekstraksi etanol dan heksana-etanol 
sebagai metode paling efektif dalam ekstraksi propolis untuk memperoleh 
produk yang kompleks secara kimia dan aktif secara biologis. Ekstrak 
yang disiapkan seharusnya menjadi subjek analisis mendalam yang 
bertujuan untuk mengidentifikasi komponen paling aktif dan menyelidiki 
mekanisme molekuler yang tepat dari aksi antikanker dan anti-inflamasi 
mereka. Selain itu, ekstrak alami yang dipilih dapat dikombinasikan 
dengan rejimen kemoterapi konvensional untuk mengusulkan perawatan 
kanker yang lebih aman dan lebih efektif . Terakhir, mikropartikel polimer 
fungsional untuk enkapsulasi senyawa aktif biologis dapat dirancang dan 
diproduksi.

Bahan dan Metode
Bahan
Bahan penelitian adalah sampel propolis yang berasal dari tiga daerah 
berbeda di Polandia (Tabel 4). Propolis mentah dikumpulkan dari sarang 
lebah secara manual. Sebelum diproses, propolis disimpan pada suhu 
kamar dalam kondisi gelap.
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Tabel 4. Asal geografis propolis Polandia yang diuji.

Simbol Daerah Asal Tanaman Paling Melimpah di 
Wilayah tersebut Spesies Lebah

P1 Podlasie 
(Hajnowka)

spruce (Picea abies L.)—30%, 
pine (Pinus sylvestris L.)—
27%, alder (Alnus glutinosa 

L.)—20%, sessile oak (Quercus 
petraea L.)—10%, silver birch 

(Betula pendula L.)—7%

Apis mellifera 
carnica x 

Apis mellifera 
caucasica

P2 Mazovia 
(Ciechanow)

pine (Pinus sylvestris L.)—
70%, alder (Alnus glutinosa 

L.)—10%, sessile oak (Quercus 
petraea L.)—10%, silver birch 

(Betula pendula L.)—7%

Apis mellifera 
carnica

P3 West Pomerania 
(Miedzyzdroje)

pine (Pinus sylvestris L.)—75%, 
alder (Alnus glutinosa L.)—5%, 
beech (Fagus sylvatica L.)—5%, 

sessile oak (Quercus petraea 
L.)—5%, silver birch (Betula 

pendula L.)—4%

Apis mellifera 
mellifera

Ekstraksi
Ekstraksi propolis Polandia dilakukan dengan menggunakan etanol, 
etanol-heksana, heksana, dan heksana-etanol. Untuk tujuan ini, 5 g 
propolis mentah dipotong menjadi bagian kecil, dilarutkan dalam 50 mL 
etanol 70% (POCH, Polandia) atau 50 mL heksana (POCH, Polandia), 
dan diaduk selama 48 jam pada suhu kamar dalam kondisi gelap, 
menggunakan pengaduk magnetik (Big-squid, IKA, Jerman). Selanjutnya, 
sampel disentrifugasi pada 10.500 rpm selama 10 menit pada suhu kamar, 
menggunakan sentrifus 5804 (Eppendorf, Jerman). Supernatan yang 
diperoleh dinamakan ekstrak etanol propolis (EEP) dan ekstrak heksana 
propolis (HEP). Kemudian, residu diekstraksi sekali lagi dengan etanol 
atau heksana untuk memperoleh EEP_II atau HEP_II, masing-masing. 
Selanjutnya, residu yang tersisa setelah ekstraksi etanol diperlakukan dua 
kali dengan heksana untuk memperoleh ekstrak etanol-heksana (EHEP 
dan EHEP_II). Residu yang tersisa setelah ekstraksi heksana dilarutkan 
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dua kali dengan etanol 70% untuk memperoleh ekstrak heksana-etanol 
(HEEP dan HEEP_II). Residu yang tidak terlarut dibuang.

Ekstrak tersebut diuapkan hingga kering pada suhu 40 °C menggunakan 
evaporator vakum rotari RV 10 (IKA, Jerman) dan disimpan pada suhu 
4 °C dalam kondisi gelap. Setelah penguapan, sampel yang diperoleh 
ditimbang menggunakan timbangan analitik: WPS 510/C/2 (Radwag, 
Polandia); hasil ekstraksi dinyatakan dalam persentase sebagai rasio antara 
massa sampel setelah penguapan dengan massa bahan propolis sebelum 
ekstraksi. Sampel yang diperoleh setelah ekstraksi kedua dengan pelarut 
yang sama (EEP_II, HEP_II, EHEP_II, HEEP_II) tidak dianalisis lebih 
lanjut karena jumlahnya yang kecil. Kemudian, sampel tersebut dilarutkan 
dalam metanol (POCH, Polandia) dengan konsentrasi 1 mg/mL (untuk 
studi kimia) atau dalam DMSO (POCH, Polandia) dengan konsentrasi 
100 mg/mL (untuk studi biologis).

Kandungan Total Polifenol
Kandungan senyawa fenolik terlarut total dalam sampel ditentukan 
menggunakan metode kolorimetri Folin–Ciocalteu. Untuk analisis ini, 
100 µL ekstrak propolis yang dianalisis dilarutkan dalam metanol pada 
konsentrasi 1 mg/mL. Larutan ini kemudian dicampur dengan 900 µL 
air distilasi dan 100 µL reagen fenol Folin dan Ciocalteu (Sigma-Aldrich, 
Polandia). Setelah inkubasi selama 5 menit, 1 mL Na₂CO₃ 7% (POCH, 
Polandia) dan 400 µL air distilasi ditambahkan ke dalam campuran. 
Campuran tersebut diinkubasi selama 2 jam, dan absorbansi diukur pada 
765 nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis (SP 8001, Metertech, 
Norwegia). Asam galat (Sigma-Aldrich, Polandia) digunakan sebagai 
standar untuk kalibrasi. Hasilnya dinyatakan sebagai mg setara asam 
galat per gram ekstrak propolis (mg GAE/g), dengan minimum sembilan 
pengukuran dilakukan untuk setiap ekstrak.

Kandungan Total Flavonoid
Kandungan total flavonoid dalam sampel ditentukan menggunakan 
metode klorida aluminium. Secara singkat, 100 µL ekstrak propolis yang 
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dilarutkan dalam metanol (1 mg/mL) dicampur dengan 100 µL AlCl₃ 2% 
(Sigma-Aldrich, Polandia). Setelah diinkubasi selama 15 menit, absorbansi 
diukur pada 435 nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis (SP 8001, 
Metertech, Norwegia). Kuersetin (Sigma-Aldrich, Polandia) digunakan 
sebagai standar. Hasilnya dinyatakan sebagai mg setara kuersetin per gram 
ekstrak propolis (mg QE/g), dengan minimum sembilan pengukuran 
dilakukan untuk setiap ekstrak.

Analisis GC-MS
Ekstrak propolis yang diperoleh (EEP, HEP, dan HEEP) dievaluasi 
dalam hal kandungan senyawa berbobot molekul rendah melalui 
derivatisasi menggunakan pendekatan silylasi N,O-bis(trimethylsilyl) 
trifluoroacetamide (BSTFA) pada kromatografi gas yang dikombinasikan 
dengan spektrometri massa (Shimadzu GC-MS QP 2020, Shimadzu, Kyoto, 
Jepang). Setiap ekstrak diuapkan di bawah tekanan rendah. Kemudian, 500 
µL piridina dan 50 µL BSTFA ditambahkan ke semua sampel. Campuran 
tersebut dimasukkan ke dalam vial dan dipanaskan selama 15 menit pada 
suhu 70 °C. Pemisahan dilakukan menggunakan kolom kapiler Zebron 
ZB-5 dengan panjang 30 m, diameter dalam 0,25 mm, dan ketebalan film 
0,25 µm (Phenomenex, Torrance, CA, AS). Analisis GC-MS dilakukan 
sesuai dengan parameter berikut: mode pemindaian dengan rentang massa 
dari 40 hingga 1050 m/z dalam mode dampak elektronik (EI) pada 70 eV; 
mode pemindaian 10 scan s⁻¹. Analisis dilakukan dengan menggunakan 
helium sebagai gas pembawa pada laju aliran 1,0 mL menit⁻¹ dalam rasio 
split 1:20 dan program berikut: (a) 100 °C selama 1 menit; (b) laju 2,0 °C 
menit⁻¹ dari 100 hingga 190 °C; (c) laju 5 °C menit⁻¹ dari 190 hingga 300 °C. 
Injector diatur pada suhu 280 °C. Senyawa-senyawa diidentifikasi dengan 
menggunakan dua metode analitis yang berbeda, yaitu membandingkan 
waktu retensi dengan bahan kimia otentik (Standar Alkan Saturasi Supelco 
C7-C40) dan spektrum massa yang diperoleh dengan data pustaka yang 
tersedia (Willey NIST 17, indeks kecocokan >90%).
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Komposisi Asam Lemak
Fraksi lipid diperoleh sesuai dengan metode yang telah dijelaskan 
sebelumnya [40]. Pada langkah berikutnya, fraksi nonpolar yang 
diekstraksi, sekitar 30 mg, disaponifikasi (10 menit pada suhu 75 °C) 
dengan 2 mL larutan KOH/MeOH 0,5 M dan kemudian dilakukan metilasi 
(10 menit pada suhu 75 °C) menggunakan 2 mL BF3/MeOH 14% (v/v) 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, AS). Selanjutnya, air ditambahkan ke 
dalam campuran reaksi dan ester metil asam lemak diekstraksi dengan 
10 mL heksana (UQF Wroclaw, Polandia), kemudian dicuci dengan 10 
mL natrium bikarbonat 10% (UQF Wroclaw, Polandia) dan dikeringkan 
dengan natrium sulfat anhidrat. Fase organik diuapkan di bawah tekanan 
rendah dan disimpan pada −27 °C hingga analisis kromatografi. Profil 
FAME dievaluasi menggunakan kromatograf gas yang dikombinasikan 
dengan spektrometer massa (Shimadzu GCMS QP 2020, Shimadzu, Kyoto, 
Jepang). Pemisahan dilakukan menggunakan kolom kapiler Zebron ZB-
FAME dengan panjang 60 m, diameter dalam 0,20 mm, dan ketebalan film 
0,20 µm (Phenomenex, Torrance, CA, AS). Analisis GC-MS dilakukan 
sesuai dengan parameter berikut: mode pemindaian dengan rentang massa 
dari 40 hingga 400 m/z dalam mode dampak elektronik (EI) pada 70 eV; 
mode pemindaian 3 scan s⁻¹. Analisis dilakukan dengan menggunakan 
helium sebagai gas pembawa pada laju aliran 1,8 mL menit⁻¹ dalam rasio 
split 1:10 dan program berikut: (a) 80 °C selama 2 menit; (b) laju 3,0 °C 
menit⁻¹ dari 80 hingga 180 °C; (c) laju 8 °C menit⁻¹ dari 180 hingga 240 °C. 
Injector diatur pada suhu 280 °C. Senyawa-senyawa diidentifikasi dengan 
menggunakan dua metode analitis yang berbeda, yaitu membandingkan 
waktu retensi dengan bahan kimia otentik (Supelco 37 Component FAME 
Mix) dan spektrum massa yang diperoleh dengan data pustaka yang 
tersedia (Willey NIST 17, indeks kecocokan >90%).

Aktivitas Penangkap Radikal Bebas DPPH
Aktivitas penangkap radikal bebas 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) 
ditentukan menggunakan metode yang dijelaskan oleh Yang et al. [39]. 
Untuk tujuan ini, 100 µL ekstrak propolis yang terlarut dalam metanol (10, 
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20, 50, 100, 150, 200 µg/mL) dimasukkan ke dalam pelat 96 sumur (Nunc, 
Denmark) dan 100 µL larutan DPPH 0,2 mM (Sigma-Aldrich, Polandia) 
ditambahkan. Setelah inkubasi selama 15 menit, absorbansi diukur pada 
panjang gelombang 517 nm menggunakan pembaca pelat multi-sumur 
(EnSpire Multimode Reader, Perkin Elmer, AS). Asam askorbat (P.P.H. 
STANLAB Sp.J., Polandia) digunakan sebagai standar. Persentase kapasitas 
inhibisi dihitung dari persamaan berikut:

Persentase Inhibisi= (A0-A1)/(A0x100)

Persentase inhibisi di mana A0 adalah absorbansi kelompok kontrol dan 
A1 adalah absorbansi ekstrak.

Karakterisasi Biologis
Mengacu pada hasil analisis kimia, ekstrak hexane (HEP) dan ekstrak 
etanol-hexane (EHEP) dikecualikan dari studi lebih lanjut. Analisis 
biologis dilakukan hanya untuk ekstrak etanol (EEP) dan ekstrak hexane-
ethanol (HEEP), yang ditandai dengan TPC, TFC, dan aktivitas penangkap 
radikal bebas DPPH tertinggi.

Kultur Sel
Karsinoma sel skuamosa manusia yang berasal dari lidah (garis sel SCC-
25, ATCC CRL-1628, ATCC, AS) dikultur dalam campuran 1:1 Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium (DMEM) dan medium Ham’s F12 (Lonza, Swiss) 
yang disuplai dengan 10% serum sapi fetus (FBS, Sigma-Aldrich, Polandia) 
dan antibiotik: penisilin/streptomisin (Sigma-Aldrich, Polandia), seperti 
yang direkomendasikan oleh ATCC.

Fibroblas gingiva manusia (HGFs) diisolasi secara mekanis dari 
fragmen jaringan gingiva (1–2 mm) pada pasien sehat, sesuai dengan 
prosedur yang dijelaskan oleh Dominiak dan Saczko. Biopsi disediakan 
oleh Departemen Bedah Gigi di Universitas Medis Wroclaw sesuai dengan 
persyaratan Komisi Bioetika Universitas Medis Wroclaw (Persetujuan 
Komite Bioetika, No.: KB-8/2010). Fragmen jaringan diambil dengan pisau 
bedah dan segera ditempatkan di piring Petri (60 mm, Nunc, Denmark) 
dengan DMEM (Sigma-Aldrich, Polandia) yang mengandung 10% FBS 
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(Sigma-Aldrich, Polandia) dan antibiotik: penisilin/streptomisin (Sigma-
Aldrich, Polandia).

Sel mirin seperti makrofag (garis sel P388-D1, ATCC CCL-46, ATCC, 
AS) dikultur dalam campuran 1:1 DMEM dan medium RPMI 1640 
(Lonza, Swiss) yang disuplai dengan 10% FBS (Sigma-Aldrich, Polandia) 
dan antibiotik: penisilin/streptomisin (Sigma-Aldrich, Polandia).

Semua garis sel diinkubasi dalam atmosfer lembap pada suhu 37 °C dan 
5% CO2. Setelah dipepsin dengan 0,25% trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, 
Polandia), sel-sel tersebut dipindahkan dan dibudidayakan dalam flask 25 
cm² (Equimed, Polandia). Untuk mengevaluasi sitotoksisitas ekstrak yang 
diuji, sel-sel disemai ke dalam piring 96-well (Nunc, Denmark). Setelah 
24 jam, medium kultur dihilangkan dan kemudian ekstrak propolis yang 
diencerkan dengan medium kultur yang sesuai (100, 500, dan 1000 µg/mL) 
ditambahkan selama 5 menit atau 24 jam. Uji MTT dan SRB dilakukan 
24 jam kemudian. Semua hasil dibandingkan dengan sel kontrol yang 
tidak diobati.

Uji MTT
Untuk mengevaluasi sitotoksisitas ekstrak propolis (EEP dan HEEP) 
berdasarkan perbedaan dalam fungsi mitokondria, uji 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromida (MTT) dilakukan. Sel-sel 
diinkubasi selama 90 menit dengan 100 µL reagen MTT (Sigma-Aldrich, 
Polandia) pada suhu 37 °C. Kemudian, kristal formazan dilarutkan 
dengan penambahan 100 µL isopropanol asam dan diaduk. Absorbansi 
diukur pada 570 nm menggunakan pembaca piring multiwell (EnSpire 
Multimode Reader, Perkin Elmer, USA). Hasilnya dinyatakan sebagai 
persentase sel yang diobati dengan fungsi mitokondria yang berubah 
dibandingkan dengan sel kontrol yang tidak diobati dengan aktivitas 
mitokondria normal, yang dianggap sebagai 100%.

Uji SRB
Untuk mengevaluasi sitotoksisitas ekstrak propolis berdasarkan perbedaan 
dalam kandungan total protein dalam sel, uji sulforhodamin B (SRB) 
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dilakukan. Protokol ini didasarkan pada prosedur yang dijelaskan dalam. 
Monolayer sel diperbaiki dengan 10% (vol/vol) asam triklorasetat (Roth, 
Polandia) selama 1 jam pada suhu 4 °C, kemudian dicuci (lima kali) 
dengan air dingin dan dikeringkan. Pewarnaan sel dilakukan selama 30 
menit menggunakan 0,4% SRB (Sigma-Aldrich, Polandia) dalam 1% 
asam asetat (Sigma-Aldrich, Polandia) pada suhu ruang. Setelah inkubasi, 
kelebihan pewarna dihilangkan dengan mencuci menggunakan 1% (v/v) 
asam asetat (empat kali). Piringan dikeringkan dan pewarna yang terikat 
protein dilarutkan dalam larutan basa Tris 10 mM (pH 10,5) (BioShop, 
Kanada). Absorbansi diukur pada 490 nm menggunakan pembaca piring 
multiwell (GloMax Discover, Promega, USA). Hasilnya dinyatakan sebagai 
persentase kandungan total protein dalam sel yang diobati dibandingkan 
dengan sel kontrol yang tidak diobati.

Analisis Statistik
Hasil disajikan sebagai nilai rata-rata ± deviasi standar (SD) untuk 
pengulangan minimum n = 9. Hasil dianalisis dengan ANOVA satu arah 
dan α = 0,05 menggunakan perangkat lunak Statistica ver. 13.3 (StatSoft, 
Polandia). Nilai F dan nilai p ditentukan, nilai p ≤ 0,05 dianggap signifikan 
secara statistik. Uji Tukey HSD dilakukan ketika ANOVA menunjukkan 
hasil yang signifikan secara statistik. Selain itu, untuk uji MTT dan 
SRB, signifikansi statistik perbedaan antara nilai rata-rata dari berbagai 
kelompok dan kelompok kontrol yang tidak diobati dievaluasi dengan uji 
t Student. Nilai p ≤ 0,05 ditandai dengan asterisk dan dianggap signifikan 
secara statistik. Terakhir, untuk hasil uji MTT dan SRB, uji ANOVA tiga 
arah dilakukan untuk menunjukkan faktor mana (jenis propolis, jenis 
ekstrak, konsentrasi ekstrak) yang menentukan perbedaan signifikan 
antara kelompok, di mana p ≤ 0,05 dianggap signifikan secara statistik.

Kesimpulan
Studi ini telah mengungkapkan perbedaan dalam komposisi kimia dan 
aktivitas antioksidan dari ekstrak tiga jenis propolis Polandia yang diperoleh 
setelah ekstraksi dengan etanol, heksana, dan kombinasi keduanya. Produk 
yang dipilih (EEP dan HEEP) menunjukkan aktivitas antikanker pada sel 
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kanker lidah dan sitotoksisitas terhadap makrofag murin. Selain itu, EEP 
dan HEEP tidak memiliki efek sitotoksik pada fibroblas gingiva normal 
ketika konsentrasi terendah diterapkan. Kesimpulan berikut dapat diambil 
berdasarkan hasil yang diperoleh:

1.	 Hasil ekstraksi total tertinggi diperoleh untuk ekstrak etanol dan 
ekstrak heksana-etanol (EEP dan HEEP).

2.	 Kandungan total polifenol (TPC) dan kandungan total flavonoid 
(TFC) dari ekstrak etanol dan ekstrak heksana-etanol (EEP dan 
HEEP) jauh lebih tinggi dibandingkan TPC dan TFC dari ekstrak 
etanol-heksana dan ekstrak heksana (EHEP dan HEP).

3.	 Potensi antioksidan dari ekstrak etanol dan ekstrak heksana-etanol 
(EEP dan HEEP) jauh lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak 
etanol-heksana dan heksana (EHEP dan HEP).

4.	 Ekstrak yang dipilih (EEP dan HEEP) menunjukkan aktivitas 
antikanker pada sel kanker lidah; inkubasi selama 24 jam secara 
signifikan mempengaruhi viabilitas sel dan proliferasi sel.

5.	 Ekstrak propolis yang diuji pada konsentrasi lebih tinggi (500 dan 
1000 µg/mL) juga mengganggu proliferasi sel normal.

6.	 Sitotoksisitas yang diamati dari ekstrak yang dipersiapkan terhadap 
makrofag murin memerlukan penyelidikan lebih lanjut untuk 
mengevaluasi potensi anti-inflamasi mereka.

Sebagai kesimpulan akhir, kami dapat memilih dosis minimal 100 
µg/mL dari ekstrak yang diterapkan, yang menyebabkan efek antikanker 
pada sel kanker lidah manusia dengan efek sitotoksik yang terbatas 
pada sel mukosa normal dan potensi anti-inflamasi simultan. Namun, 
penelitian lebih lanjut tentang propolis Polandia masih diperlukan untuk 
menjelaskan secara menyeluruh mekanisme molekuler dari aksinya dan 
untuk memperoleh manfaat kesehatan yang menjanjikan dari produk 
alami yang serbaguna ini.
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Bab 8
Aktivitas Antimikroba dan  

Antioksidan pada Tanaman Herbal

A.	 Aktivitas Antimikroba Tanaman Paku (Stenochlaena 
palustris dan Pteridium caudatum) Terhadap Bakteri

Kalimantan merupakan pulau terbesar di Indonesia yang beriklim tropis 
dengan sumber kekayaan hayati yang sangat melimpah. Keanekaragaman 
hayati tersebut berpotensi untuk dijadikan sebagai tumbuhan obat, 
insektisida alami, produksi makanan dan minyak serta produksi barang-
barang kerajinan tangan. Salah satu tumbuhan yang tumbuh subur di 
daerah Tarakan adalah tumbuhan paku, karena tumbuhan paku mudah 
tumbuh subur di daerah dengan lingkungan yang lembab dan beriklim 
tropis. Hal ini memungkinkan tumbuhan paku tumbuh liar sehingga 
keberadaanya dianggap sebagai gulma bagi pertanian seperti tumbuhan 
paku P. caudatum. Disisi lain, sebagian tanaman paku merupakan tanaman 
hortikultura yang bermanfaat sebagai sayuran, tanaman hias, kerajinan 
tangan dan obat tradisional. Padahal fungsi utama tanaman hortikultura 
yang dikenal adalah sebagai penyediaan pangan, ekonomi, kesehatan, 
dan sosial budaya.
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Kalimantan merupakan pulau terbesar di Indonesia yang beriklim 
tropis dengan sumber kekayaan hayati yang sangat melimpah. 
Keanekaragaman hayati tersebut berpotensi untuk dijadikan sebagai 
tumbuhan obat, insektisida alami, produksi makanan dan minyak 
serta produksi barang-barang kerajinan tangan. Salah satu tumbuhan 
yang tumbuh subur di daerah Tarakan adalah tumbuhan paku, karena 
tumbuhan paku mudah tumbuh subur di daerah dengan lingkungan 
yang lembab dan beriklim tropis. Hal ini memungkinkan tumbuhan paku 
tumbuh liar sehingga keberadaanya dianggap sebagai gulma bagi pertanian 
seperti tumbuhan paku P. caudatum. Disisi lain, sebagian tanaman paku 
merupakan tanaman hortikultura yang bermanfaat sebagai sayuran, 
tanaman hias, kerajinan tangan dan obat tradisional. Padahal fungsi utama 
tanaman hortikultura yang dikenal adalah sebagai penyediaan pangan, 
ekonomi, kesehatan, dan sosial budaya.

Tumbuhan paku yang memiliki aktivitas antioksidan dan antibakteri 
karena adanya senyawa metabolit sekunder yang ada pada tumbuhan 
tersebut, yaitu alkaloid, flavonoid, saponin dan steroid. Ibrahim et al. 
melaporkan bahwa senyawa triterpenoid, flavonoid, steroid dan Shikimic 
acids terdapat pada tumbuhan paku Adiantum capillus. Sedangkan 
pada tumbuhan kelakai (Stenochlaena palustris) juga mengandung 
alkaloid, steroid, dan flavonoid yang dapat dijadikan sebagai antibakteri. 
Kemampuan sebagai antibakteri ditunjukkan oleh ekstrak metanol paku 
sayur (Diplazium esculentum) dengan konsentrasi 100% membentuk 
diameter daerah hambat pada pertumbuhan bakteri Staphyloccus aureus 
sebesar 13,33 mm dan Escherichea coli sebesar 9.20 mm secara in vitro. 
Selain itu, ekstrak etanol daun (Stenochlaena palustris) memiliki aktivitas 
antibakteri terhadap Salmonella thypi dan Staphylococcus aureus dengan 
diameter daerah hambat secara berturut-turut 15.20 mm dan 18.53 mm 
pada konsentrasi 12.5%.

Tumbuhan paku Stenochlaena palustris dan Pteridium caudatum 
diduga memiliki potensi yang sama sebagai antibacterial agent. 
Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah bakteri Ralstonia 
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solanacearum dan Streptococcus sobrinus. R. solanacearum merupakan 
penyebab penyakit layu bakteri yang menginfeksi berbagai jenis tanaman 
terutama famili Solanaceae, seperti penyakit layu bakteri pada tanaman 
cabai, tanaman tomat, kentang, dan tembakau. Infeksi bakteri tersebut 
dapat mengakibatkan kegagalan panen pada tanaman tomat sampai 
100%, cara mengendalikan penyakit tanaman tersebut petani sangat 
tergantung dengan pestisida kimia. Penggunaan pestisida kimia secara 
berlebihan akan menyebabkan dampak negatif pada lingkungan, oleh 
karena itu untuk mengurangi efek negatif dari senyawa pestisida kimia 
perlu dikembangkan penggunaan pestisida nabati. Senyawa metabolit 
sekunder yang terdapat pada tumbuhan selain dimanfaatkan sebagai obat 
tradisional juga dapat dimanfaatkan sebagai bahan aktif pestisida nabati.

Pestisida nabati merupakan pestisida yang aman terhadap lingkungan 
dan menghasilkan produk pertanian yang sehat karena senyawa kimia 
yang ada pada pestisida nabati berasal dari tumbuhan. Sebuah penelitian 
menunjukkan adanya potensi pestisida nabati pada tumbuhan patikan kebo 
(Euphorbia hirta L.) pada konsentrasi 100% yang mampu menghambat 
pertumbuhan R. solanacearum, E. coli dan S. aureus dengan diameter 
daerah hambat berturut-turut sebesar 18.26 mm, 17.06 mm dan 21.8 
mm secara in vitro. Senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada 
tumbuhan paku selain diduga memiliki potensi untuk dijadikan sebagai 
pestisida nabati juga berkhasiat sebagai obat untuk kesehatan gigi dan 
mulut manusia.

Oleh karena itu, tumbuhan paku S. palustris dan P. caudatum diduga 
memiliki potensi untuk menghambat S. sobrinus yang merupakan salah satu 
mikroorganisme yang banyak ditemukan di rongga mulut dan merupakan 
bakteri penyebab awal proses karies gigi. S. sobrinus merupakan bakteri 
penyebab karies gigi karena mampu menghasilkan asam (asidogenik) dan 
asam laktat, selain itu bakteri ini juga mampu hidup pada lingkungan asam 
dan anaerobik serta memiliki kemampuan untuk melekat pada permukaan 
gigi. Kegunaan dan khasiat yang diperoleh dari berbagai jenis tumbuhan 
paku sangat banyak terutama di manfaatkan oleh masyarakat sebagai 
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obat tradisional untuk menyembuhkan berbagai macam penyakit, karena 
tumbuhan ini mudah didapatkan oleh masyarakat dan tidak memiliki efek 
samping yang membahayakan kesehatan. Namun sejauh ini masih sedikit 
penelitian yang mengungkapkan aktivitas antibakteri dari ekstrak daun 
paku S. palustris dan P. caudatum, sehingga perlu dilakukan penelitian 
untuk mengetahui potensi dari ekstrak daun S. palustris dan P. caudatum 
yang dapat menghambat pertumbuhan R. solanacearum dan S. sobrinus.

Metode
1.	 Alat dan Bahan

Bahan baku diambil di lahan Hutan Pendidikan Universitas Borneo 
Tarakan. Bahan lain yang digunakan adalah aquades, etanol, 
mikroba S. sobrinus dan R. solanacearum, nutrient agar (Difco), 
chloramphenicol, glukosa (Merck). Peralatan yang digunakan dalam 
penelitian ini yaitu spektrofotometer model Shimadzu UV Vis 1200 
(Shimadzu co, Jepang), evaporator (Eyela, Tokyo), shaker, oven, 
autoclave model All Americans.

2.	 Persiapan Sampel
Sampel tanaman paku (S. palustris dan P. caudatum) dikumpulkan 
yang terdiri dari seluruh bagian daun. Selanjutnya sampel dipotong-
potong agar terbagi menjadi bagian yang lebih kecil 0.5 cm agar 
mudah dalam proses pengeringan. Pengeringan sampel dilakukan di 
oven pada suhu 39O C selama 3 x 24 jam. Sampel yang telah kering 
kemudian dihaluskan dengan blender untuk menghasilkan serbuk 
kasar. Perendaman dilakukan dengan etanol.

3.	 Pengujian Aktivitas Antimikroba
Bahan utama yang digunakan untuk pembuatan media pertumbuhan 
bakteri adalah nutrient agar (DIFCO). Media pertumbuhan bakteri 
dibuat dengan cara mencampur 20 g nutrient agar, glukosa 10 g, 
dan aquades 1000 ml dan dididihkan sampai melarut sempurna, 
dimasukkan ke dalam botol untuk disterilisasi dengan autoclave 
pada suhu 121o C selama 15 menit. Pengujian antimikroba dilakukan 
dengan menggunakan metode difusi agar sumuran. Dalam pengujian 
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ini sebanyak 20 ml media NA dituangkan ke dalam Petridish yang 
sudah disterilkan selama 15 menit dengan temperatur 121o C dalam 
autoclave. Setelah itu pada keadaan aseptik (dalam laminar flow) 
biarkan media mengeras, kemudian dilabur dengan suspensi bakteri 
dengan densitas setera dengan 106 cells/ml (standar 0.5 McFarland) 
sebanyak 100 µl kemudian diratakan dengan menggunakan kaca 
perata dan biarkan mengering selama ± 60 menit. Selanjutnya ekstrak 
sampel diuji dalam beberapa konsentrasi (0.5%, 1% dan 2%) untuk 
mengetahui efektivitas peningkatan konsentrasi pada aktivitas 
penghambatan terhadap mikroba uji minimum. Kontrol positif yang 
digunakan adalah Chloramphenicol dengan dosis 10 µg dan kontrol 
negatif yang digunakan adalah aseton. Aktifitas antimikrobial ditandai 
dengan adanya zona hambat disekitar sumuran yang mengandung 
ekstrak, dengan angka lebih besar dari 8 mm dan dilakukan sebanyak 
3 kali ulangan.

Hasil Dan Pembahasan
Hasil
Pada penelitian ini telah dilakukan pengamatan mengenai uji aktivitas 
antibakteri ekstrak daun tumbuhan paku (Pteridophyta) terhadap R. 
solanacearum dan S. sobrinus secara in vitro. Parameter yang diamati 
yaitu faktor kelembaban (FK), persentase rendemen, dan persentase 
penghambatan. Perhitungan faktor kelembaban (FK) dilakukan setelah 
memperoleh nilai berat kering tanur dari sampel yang digunakan. 
Perhitungan ini bertujuan untuk mengetahui besarnya kandungan air di 
dalam bahan. Sampel daun segar S. palustris dan P. caudatum yang masing-
masing berat awal 1 g, diperoleh factor kelembaban daun S. palustris yaitu 
0.37 dan P. caudatum yaitu 0.37.

Persentase Rendemen
Proses ekstraksi daun S. palustris dan P. caudatum dilakukan menggunakan 
metode maserasi. Hasil perhitungan persentase rendemen dapat dilihat 
pada Tabel 1.
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Tabel 1. Hasil rendemen ekstrak

Sampel Bobot
awal (g)

Bobot
ekstrak (g)

Rendemen
(%)

S. palustris 32.97 0.51 1.6
P. caudatum 56.49 1.41 2.5

Hasil rendemen menunjukkan bahwa jumlah ekstrak etanol P. 
caudatum lebih besar (2.5%) dibandingkan dengan daun S. palustris 
(1.6%). Hal ini diduga semakin tinggi nilai rendemen yang dihasilkan 
menandakan jumlah ekstrak yang dihasilkan semakin banyak. Selain itu 
juga dipengaruhi oleh jenis pelarut yang digunakan, semakin polar pelarut 
yang digunakan maka akan semakin banyak senyawa yang akan terekstrak.

Persentase Penghambatan
Pengamatan aktifitas antimikroba dilakukan dengan cara mengukur 
diameter daerah hambat di sekitar sumuran yang mengandung ekstrak 
dengan menggunakan mistar. Perhitungan persentase penghambatan 
ditentukan berdasarkan daya hambat relatif terhadap kontrol positif. 
Hasil perhitungan persentase penghambatan dapat dilihat pada Tabel 2. 
Persentase penghambatan menunjukkan bahwa ekstrak daun S. palustris 
dan P. caudatum tidak memiliki daya hambat terhadap R. solanacearum. 
Tetapi kontrol positif pada R. solanacearum menghambat 100% (rata-rata 
DDH 45 mm). Sedangkan pada S. sobrinus menunjukkan bahwa ekstrak 
daun S. palustris dan P. caudatum memiliki aktivitas antibakteri. Ekstrak 
daun S. palustris mampu menghambat S. sobrinus pada konsentrasi 0.5%, 
1% dan 2% dengan nilai persentase hambat secara berturut-turut 18.8%, 
20.9% dan 26.5% dengan kontrol positif 100% (rata-rata DDH 39.2 mm). 
Sedangkan ekstrak P. caudatum pada konsentrasi 0.5%, 1% dan 2% dengan 
nilai persentase hambat secara berturut-turut 22.9%, 29.7% dan 37.7% 
dengan kontrol positif 100% (rata-rata DDH 36.3 mm).
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Tabel 2. Hasil perhitungan persentase penghambatan

Nama 
Tumbuhan Bagian

Persentase Penghambatan (%)
Bakteri R. solanacearum Bakteri S. sobrinus

2% 1% 0,5% 2% 1% 0,5%
S. palustris Daun 0% 0% 0% 26.5 20.9 18.8
P. caudatum Daun 0% 0% 0% 37.7 29.7 22.9

Pembahasan
Perhitungan Faktor Kelembaban
Faktor kelembaban daun S. palustris dan P. caudatum menunjukkan 
nilai yang sama yaitu 0.37. Faktor kelembaban dalam suatu bahan sangat 
diperlukan dalam suatu ekstrak tanaman karena penetapan aktivitas air 
memberikan batasan minimal besarnya kandungan air dalam bahan. 
Menurut Isnawati, Arifin (2006) kadar air yang disyaratkan untuk proses 
ekstraksi tidak boleh melebihi 10% karena dapat memicu pertumbuhan 
mikroorganisme. Menurut Susiani et al. (2017) simplisia yang ditumbuhi 
kapang dan jamur akan berpengaruh pada zat aktif yang terkandung di 
dalamnya. Oleh karena itu proses pengeringan dilakukan sampai daun 
dengan kadar air rendah yang diindikasi mudah diremukkan. Menurut 
Cahyono (2011) bahan yang mudah meremah atau mudah patah setelah 
pengeringan memiliki kadar air rendah.

Daun dikeringkan dengan cara diangin-anginkan di udara terbuka 
pada suhu kamar yang terlindung dari sinar cahaya matahari. Hal ini 
dilakukan untuk menghindari kerusakan kandungan senyawa yang 
ada dalam suatu simplisia yang mempunyai aktivitas antioksidan dan 
antibakteri. Hasil penelitian Luliana et al. (2016) pengeringan simplisia 
daun (Melastoma malabathricum L.) dengan cara pengeringan angin pada 
suhu kamar memiliki antioksidan tertinggi yaitu 54.60% dibandingkan 
dengan cara pengeringan oven pada suhu 40°C (52.76%), pengeringan 
sinar matahari langsung (38.06%), pengeringan sinar matahari tidak 
langsung (49.19%) dan sampel segar (35.79%). Hal ini dikarenakan 
senyawa antioksidan dan flavonoid bersifat sensitif terhadap cahaya dan 
panas.
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Persentase Rendemen
Perhitungan persentase rendemen bertujuan untuk mengetahui berapa 
jumlah simplisia yang diperlukan untuk ekstraksi agar diperoleh sejumlah 
ekstrak yang diinginkan. Berdasarkan hasil perhitungan yang memiliki 
nilai persentase rendemen yang tertinggi terdapat pada ekstrak etanol 
daun P. caudatum yaitu 2,5% sedangkan daun S. palustris yaitu 1,6%. Hal 
ini diduga karena bobot simplisia yang digunakan pada daun P. caudatum 
lebih besar (56.49 g) sedangkan daun S. palustris (32.97 g). Menurut Irsyad 
(2013) hasil rendemen dapat dijadikan acuan untuk mengetahui jumlah 
simplisia yang dibutuhkan untuk pembuatan sejumlah tertentu ekstrak 
kental. Selain itu, penentuan rendemen juga berfungsi untuk mengetahui 
kadar metabolit sekunder yang terekstrak oleh pelarut yang digunakan.

Menurut Febrina et al. (2015) metode ekstraksi yang digunakan 
merupakan salah satu faktor yang akan mempengaruhi rendemen suatu 
ekstrak. Ekstraksi menggunakan pelarut terdiri dari cara dingin, meliputi 
maserasi, perkolasi dan cara panas meliputi refluks, soxhletasi, infus, 
dekoh, dan digesti. Sampel S. palustris dan P. caudatum diekstraksi 
dengan metode maserasi. Maserasi dilakukan dengan merendam simplisia 
menggunakan pelarut dengan pengadukan pada suhu ruang. Metode 
maserasi dipilih sebagai proses ekstraksi karena metode ini merupakan 
metode ekstraksi cara dingin, sehingga dapat mencegah terurainya 
metabolit yang tidak tahan dengan pemanasan. Ekstraksi dilakukan 
dengan menggunakan pelarut tunggal yaitu etanol. Menurut Dia et al. 
(2015) pelarut etanol memiliki polaritas yang tinggi yaitu 4,3 sehingga 
dapat mengekstrak senyawa yang bersifat polar, diantaranya senyawa 
fenolik, steroid, terpenoid, alkaloid dan glikosida. Selain itu, etanol dapat 
bercampur dengan air pada segala perbandingan, absorbsinya baik, netral, 
dan tidak beracun (Anggraeni, Erwin 2015).

Persentase Penghambatan
Metode yang digunakan pada pengujian aktivitas antibakteri ekstrak etanol 
daun S. palustris dan P. caudatum adalah metode difusi agar (sumuran), 
seperti yang telah dilakukan (Kuspradini 2012). Aktivitas penghambatan 
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ekstrak S. palustris dan P. caudatum dilihat dengan terbentuknya zona 
hambat (zona bening) disekitar sumuran setelah diinkubasi selama 
18-24 jam pada suhu 37°C. Perhitungan persentase penghambatan 
yang digunakan sebagai kontrol positif yaitu Chloramphenicol, karena 
berspektrum luas yang efektif untuk menghambat bakteri Gram positif dan 
Gram negatif. Menurut Olson (2004) mekanisme dari Chloramphenicol 
yaitu menghambat sintesis protein, mencegah ujung aminoasil t-RNA 
bergabung dengan peptidil transferase. Sedangkan kontrol negatif yang 
digunakan yaitu etanol 40% untuk mengetahui ada tidaknya pengaruh 
pelarut terhadap pertumbuhan R. solanacearum dan S. sobrinus. Sehingga 
dapat diketahui bahwa yang mempunyai aktivitas antibakteri adalah zat uji 
bukan pelarut. Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak daun S. palustris dan P. 
caudatum terhadap R. solanacearum diamati setelah inkubasi 18- 24 jam.

Ekstrak S. palustris dan P. caudatum tidak dapat menghambat 
pertumbuhan R. solanacearum. Hal ini diduga karena senyawa aktif 
pada ekstrak daun S. palustris dan P. caudatum sebagai antibakteri 
jumlahnya sedikit. Heriyati et al. (2016) melaporkan semakin tinggi 
senyawa metabolit sekunder maka kemampuan penghambatan meningkat 
terhadap pertumbuhan bakteri. Anggelika et al. (2014) menunjukkan 
ekstrak tumbuhan petikan (Euphorbia hirta L.) dengan konsentrasi 100% 
mampu menghambat pertumbuhan bakteri R. solanacearum sebesar 
18.26 mm. Menurut Firmansyah (2015) senyawa bioaktif dikatakan 
mempunyai aktivitas yang tinggi terhadap mikroba apabila mempunyai 
nilai konsentrasi penghambatan mikroba yang terendah, tetapi mempunyai 
diameter penghambatan yang besar. 

Adapun hasilnya menunjukkan hasil positif dengan terbentuknya 
zona hambat disekitar sumuran pada S. sobrinus yang berisi ekstrak S. 
palustris dan P. caudatum. Hal ini disebabkan oleh keberadaan metabolit 
sekunder sehingga memberikan pengaruh terhadap pertumbuhan 
bakteri uji. Kandungan metabolit sekunder yang terdapat pada tumbuhan 
paku secara umum adalah alkaloid, flavonoid, saponin, dan steroid 
(Khoiri 2009). Menurut Shirotake (2014) mekanisme zat antimikroba 
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bekerja secara ekstraseluler dan intraseluler. Ekstrakseluler dengan cara 
menghambat sintesis dinding sel, menurunkan permeabilitas membran 
sel dan menurunkan fungsi asam nukleat. Intraseluler dengan cara 
menghambat sintesis protein dan sintesis asam folat. Aktivitas antibakteri 
terdiri dari 2 jenis yaitu aktivitas bakteriostatik yang bersifat menghambat 
pertumbuhan bakteri dengan menginfeksi komponen yang dibutuhkan 
untuk berkembang biak, seperti mensintesis protein, mengganggu sintesis 
DNA dan menurunkan permeabilitas membran sel. Sedangkan aktivitas 
bakterisidal yaitu menghambat pembentukan dinding sel dan bersifat 
toksik pada sel bakteri (Pratiwi 2017).

Menurut Nurjanah et al. (2018) uji aktivitas antibakteri dilakukan 
dengan metode difusi dan metode pengenceran. Metode difusi yaitu 
mengukur diameter zona bening oleh suatu senyawa dalam ekstrak. 
Metode difusi dilakukan dengan metode agar sumuran. Sedangkan metode 
pengenceran yaitu senyawa antibakteri diencerkan dari berbagai macam 
konsentrasi kemudian masing-masing konsentrasi ditambahkan suspensi 
bakteri uji dalam dalam media cair. Setelah itu diinkubasi selama 18-24 
jam. Oleh karena itu, hasil uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) 
menunjukkan bahwa konsentrasi 11% menghambat pertumbuhan bakteri 
S. mutans dan pada konsentrasi 16% menghambat pertumbuhan bakteri 
S. sanguinis. Kemudian konsentrasi yang menghambat bakteri tersebut 
dikultur ulang pada media cair tanpa penambahan bakteri uji dan senyawa 
antibakteri. Hal ini dilakukan untuk mengetahui Konsentrasi Bunuh 
Minimum (KBM). Hasil uji KBM menunjukkan bahwa daun kembang 
bulan (Tithonia diversifolia) pada bakteri S. mutans bersifat bakterisidal 
pada konsentrasi 11% karena media cair terlihat jernih setelah inkubasi, 
sedangkan S. sanguinis bersifat bakteriostatik karena pada konsentrasi 
16% masih terdapat pertumbuhan bakteri pada cawan petridish.

Rikomah et al. (2017) aktivitas bakteriostatik ditunjukkan dengan 
adanya bintik putih di daerah zona bening yang diduga sebagai koloni 
bakteri. Oleh karena itu, dalam penelitian ini ekstrak etanol daun tumbuhan 
S. palustris dan P. caudatum bersifat bakterisidal karena tidak ada bintik 
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putih di daerah zona bening. Daun tumbuhan S. palustris dan P. caudatum 
memiliki aktivitras antibakteri karena adanya senyawa flavonoid yang 
membentuk senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan terlarut 
sehingga dapat merusak membran sel bakteri dan diikuti dengan keluarnya 
senyawa intraseluler (Heriyati et al. 2016). Saponin yang terkandung dapat 
menurunkan tegangan permukaan sehingga mengakibatkan naiknya 
permeabilitas atau kebocoran sel dan mengakibatkan senyawa intraseluler 
akan keluar (Nuria et al. 2009). Kusumawati (2015) melaporkan saponin 
bekerja sebagai antimikroba dengan menganggu stabilitas membran sel 
bakteri sehingga menyebabkan sel bakterilisis. Hal ini menyebabkan 
sitoplasma bocor sehingga senyawa intraseluler keluar dari sel yang 
mengakibatkan kematian sel.

Husna et al. (2015) senyawa alkaloid memiliki kemampuan sebagai 
antibakteri dengan menganggu komponen penyusun peptidoglikan pada 
bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk utuh kemudian 
menyebabkan kematian sel. Lamothe et al. (2009) melaporkan mekanisme 
kerja alkaloid yaitu melalui penghambatan sintesis dinding sel yang akan 
menyebabkan lisis pada sel sehingga sel akan mati. Mekanisme steroid 
sebagai antibakteri berhubungan dengan membran lipid dan sensitivitas 
terhadap komponen steroid yang menyebabkan kebocoran (Madduluri 
et al. 2013).

Berdasarkan dengan nilai persentase penghambatan pada konsentrasi 
2% menunjukkan ekstrak etanol daun S. palustris (26.5%) dan P. caudatum 
(37.7%) lebih besar dibandingkan dengan konsentrasi 0.5% dan 1%. Hal 
ini menunjukkan semakin tinggi konsentrasi akan semakin besar diameter 
daerah hambat pada sumuran. Menurut Ajizah (2004) peningkatan 
konsentrasi suatu ekstrak akan meningkatkan kadar senyawa metabolit 
sekunder dalam penghambatan pertumbuhan bakteri. Selain itu, besar 
kecilnya diameter daerah hambat yang terbentuk dapat pula dipengaruhi 
oleh mutu ekstrak daun. Faktor yang mempengaruhi mutu ekstrak daun 
yaitu faktor biologi dan faktor kimia. Faktor biologi meliputi spesies 
tanaman, lokasi tanaman asal, waktu pemanenan, penyimpanan bahan 
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baku, umur serta bagian tanaman yang digunakan. Sedangkan faktor 
kimia terdiri dari faktor internal seperti senyawa aktif dalam bahan, 
komposisi kualitatif senyawa aktif, dan kadar total rata-rata senyawa aktif. 
Faktor eksternal seperti metode ekstraksi, jenis pelarut yang digunakan, 
kandungan logam berat, ukuran kekerasan dan kekeringan bahan 
(Maradona 2013).

Berdasarkan hasil analisis diameter daerah hambat R. solanacearum 
menunjukkan pengaruh yang tidak nyata terhadap semua perlakuan 
rerata diameter daerah hambat. Sedangkan pada S. sobrinus menunjukkan 
pengaruh yang sangat nyata terhadap semua perlakuan rerata diameter 
daerah hambat. Hal ini diduga karena bakteri Gram negatif dan Gram 
positif mempunyai dinding sel yang berbeda susunan kimianya. Perbedaan 
lapisan dinding sel bakteri Gram positif dan Gram negatif.

R. solanacearum merupakan bakteri Gram negatif yang memiliki 
struktur dinding sel yang lebih kompleks sehingga senyawa terkandung 
pada ekstrak tidak dapat merusak dinding sel pada R. solanacearum. 
Kandou dan Pandiangana (2018) bakteri Gram negatif mempunyai lapisan 
dinding sel yaitu lipoprotein, lipopolisakarida, dan peptidoglikan. Husna 
et al. (2015) menyatakan bakteri Gram negatif memiliki sistem seleksi 
terhadap zat-zat asing yaitu pada lapisan lipopolisakarida dan lapisan 
selaput luar yang terletak diluar lapisan peptidoglikan pada bakteri 
Gram negatif berfungsi mencegah kebocoran dari protein periplasma 
dan melindungi sel.

Wahyuni et al. (2016) porin yang terkandung pada membran terluar 
bakteri Gram negatif menyebabkan molekul-molekul komponen ekstrak 
sulit masuk ke dalam sel bakteri. Hal ini disebabkan karena perbedaan 
sifat antara porin dan ekstrak. Porin bersifat hidrofilik sedangkan ekstrak 
bersifat hidrofobik. Akibatnya dalam kondisi demikian bakteri dapat 
bertahan hidup, memperbanyak diri dan mampu menekan produksi 
metabolit sitotoksik sel fagosit yang menyebabkan terjadinya deaktivasi 
makrofag melawan infeksi bakteri tersebut. Sedangkan S. sobrinus 
merupakan bakteri Gram positif yang memiliki struktur dinding sel 
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yang lebih sederhana, sehingga senyawa yang terdapat pada ekstrak lebih 
mudah merusak dinding sel bakteri. Husna et al. (2015) melaporkan 
dinding sel bakteri Gram positif hanya tersusun dari satu lapisan yaitu 
lapisan peptidoglikan yang relatif tebal.

Kesimpulan
Ekstrak etanol daun S. palustris dan daun P. caudatum memiliki 
kemampuan untuk menghambat bakteri S. sobrinus pada kosentrasi 
2% dengan diameter 13.7 mm, namun tidak mampu menghambat 
pertumbuhan R. Solanacearum.

B.	 Aktivitas Antioksidan Ekstrak Akar Kelakai
Penggunaan tumbuh–tumbuhan alami sebagai tanaman obat di Indonesia 
sedang populer, kebanyakan masyarakat di daerah–daerah mempercayai 
bahwa penggunaan tumbuhan alami sebagai obat relatif aman karena tidak 
memiliki efek samping yang berlebih (Sharma et al., 2014). Kalimantan 
sebagai daerah hujan tropis menyimpan sekurangkurangnya 4.000 spesies 
tumbuhan yang dapat menjadi sumber temuan obat baru (Kepmenkes, 
2007). Tanaman khas Kalimantan yang banyak digunakan sebagai tanaman 
obat adalah kalakai atau sering juga disebut paku haruan (Stenochlaena 
palustris Bedd) atau pakis. Kalakai di Filipina disebut sebagai barangbang, 
dan di Malaysia disebut sebagai pucuk manis.

Penelitian sebelumnya telah menjelaskan bahwa kalakai atau pakis 
(daun dan batang) mengandung zat besi yang sangat tinggi sehingga baik 
digunakan pada penderita anemia (Maharani et al., 2013). Liu et al. (1999) 
menyebutkan bahwa terdapat 5 (lima) glikosida flavonol baru dalam daun 
Stenochlaena palustris, dimana satu sampai empat dari kandungan tersebut 
secara signifikan menunjukan aktivitas antibakteri gram negatif. Selain itu, 
kalakai atau pakis juga mengandung beberapa senyawa bioaktif seperti 
fenolik, flavonoid, alkaloid dan keluarga terpenoid (Ho et al., 2010) yang 
telah terbukti sangat efektif sebagai antioksidan (Dai & Mumper, 2010). 
Senyawa fenolik seperti antosianin dan beberapa zat besi paling banyak 
terdapat pada daun muda dari pakis (Chai et al., 2012).
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Akar kalakai (Stenochlaena palustris) belum banyak diteliti. Data 
ilmiah yang mendukung efektivitas akar kalakai sebagai antioksidan 
belum banyak dilakukan sehingga minim informasi pada publikasi 
ilmiah yang hal tersebut pada bagian akar kalakai. Kalakai merupakan 
tumbuhan yang tumbuh subur di tanah gambut dan juga ditemukan 
tumbuh baik di tanah berpasir. Secara karakteristik sifat fisik dan sifat 
kimianya, terdapat perbedaan yang signifikan antara tanah gambut dan 
tanah berpasir. Tanah gambut merupakan tanah dengan kandungan 
organik ≥ 50% (Mankinen dan Gelfer, 1982) bahkan ≥75% (ASTM, 
1985). Penelitian ini bertujuan mengetahui aktivitas antioksidan dari 
akar kalakai (Stenochlaena palustris) yang tumbuh pada tanah gambut 
dan tanah berpasir berdasarkan parameter Inhibitory Concentration 50 
(IC50) dengan metode 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

Metode Penelitian
Bahan

Bahan utama yang digunakan pada penelitian ini adalah akar kalakai. 
Bahan baku tumbuhan ini diambil dari dua lokasi dengan jenis tanah yang 
berbeda yaitu tanah gambut terletak di Jl. Dolin Kandang (Mahir Mahar) 
Palangkaraya dan tanah berpasir di Jl. Cilik Riwut KM 22 Palangkaraya.

Pengumpulan dan Pengolahan Simplisia
Proses penyiapan simplisia dilakukan dengan melakukan sortasi basah, 
pencucian dengan air bersih, penirisan, perajangan. Proses pengeringan 
dilakukan dengan mengeringkan di tempat yang teduh (kering-angin). 
Kemudian dilakukan sortasi kering, selanjutnya simplisia kering tersebut 
dibuat dalam bentuk serbuk. Serbuk diayak dengan pengayak nomor 14.

Pembuatan Ekstrak
Serbuk ditimbang sebanyak 100 gram kemudian diekstraksi menggunakan 
pelarut etanol 70% dengan perbandingan 1:10 selama 3x24 dengan 
pergantian pelarut setiap 24 jam. Ekstrak cair kemudian dipisahkan dari 
residu menggunakan kertas saring. Dilakukan remaserasi sebanyak 2 kali. 
Ekstrak cair yang diperoleh dipekatkan menggunakan rotary evaporator, 
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kemudian diuapkan di atas waterbath hingga terbentuk ekstrak kental 
(Jamshidi et al., 2014).

Pembuatan larutan kuersetin sebagai pembanding
Larutan kuersetin dibuat seri kadar dengan konsentrasi berbeda yaitu 1; 2; 
3; 4; 5; dan 6 ppm. Larutan sebanyak 0,5 mL DPPH 0,4 mM ditambahkan 
dengan masing-masing larutan standar kuersetin sebanyak 2 ml, kemudian 
didiamkan di tempat gelap selama operating time. Absorbansi dibaca pada 
panjang gelombang maksimum.

Pengujian aktivitas antioksidan
Larutan sampel dibuat dengan variasi konsentrasi 10, 20, 40, 60, 80 ppm. 
Sebanyak 0,5 ml larutan DPPH 0,4 mM ditambahkan pada setiap larutan 
sampel sebanyak 2 mL kemudian larutan didiamkan ditempat gelap 
selama operating time dan dibaca absorbansinya pada panjang gelombang 
maksimum.

Analisis Data
Nilai IC50 merupakan konsentrasi sampel yang dapat menghambat radikal 
74 Volume 05, Nomor 01 (2018) Jurnal Pharmascience bebas sebesar 50% 
diperoleh dengan memakai persamaan regresi linear y= bx+a. Data hasil 
absorbansi masingmasing sampel digunakan untuk mencari % inhibisinya.

Tabel 1. Aktivitas Antioksidan Berdasarkan Nilai IC50  
(Jun et al., 2003).

Aktivitas Nilai IC50
Sangat Aktif <50 ppm
Kuat 50-100 ppm
Sedang 101-250 ppm
Lemah 250-500 ppm
Tidak Kuat >500 ppm

Hasil dan Pembahasan

Uji aktivitas antioksidan memakai metode peredaman radikal bebas 
2,2- difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) dengan menggunakan alat 
spektrofotometer UVVis. Metode ini memiliki kelebihan karena sederhana, 
mudah, cepat dan memerlukan sedikit sampel (Hanani et al., 2005). 
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Senyawa DPPH merupakan senyawa radikal bebas yang stabil yang dapat 
dijadikan model dalam penentuan aktivitas antioksidan suatu sampel. 
Antioksidan dapat memberikan elektronnya kepada DPPH, sehingga 
terjadi perubahan warna dari ungu kehitaman menjadi warna kuning 
(Vaya & Aviram, 2001). DPPH dapat larut dalam pelarut organik yang 
memiliki sifat polar diantaranya pelarut metanol dan etanol (Rohman & 
Riyanto, 2005).

Uji aktivitas antioksidan dibandingkan dengan suatu kontrol positif 
untuk membandingkan antioksidan yang dimiliki. Kuersetin digunakan 
sebagai kontrol positif karena terbukti memiliki aktivitas antioksidan. 
Kuersetin mengandung gugus OH pada posisi 3’, 4’, 3, 5, dan 7 (Salamah & 
Widyasari, 2015). Gugus OH mampu menstabilkan radikal bebas melalui 
mekanisme transfer atom H atau transfer elektron dari gugus tersebut.

Persamaan regresi yang didapat dari hubungan konsentrasi kuersetin 
dengan persen inhibisi yaitu y = 7,633x – 30,256 dengan koefisien korelasi 
(r) sebesar 0,995. Besarnya nilai IC50 kuersetin yaitu pada konsentrasi 
2,6 ppm. Hasil nilai IC50 tersebut menunjukkan kuersetin masuk dalam 
kategori antioksidan yang sangat aktif (Jun et al., 2003). Semakin kecil nilai 
IC50, maka semakin besar aktivitas antioksidan. Hal tersebut disebabkan 
semakin kecil konsentrasi yang diperlukan sampel dalam menghambat 
radikal bebas. Hasil ini juga dapat menunjukkan validitas metode dalam 
pengujian antioksidan karena secara teoritis kuersetin memiliki aktivitas 
yang kuat dalam melawan radikal bebas.

Aktivitas antioksidan diuji pada sampel menggunakan metode DPPH. 
Sampel dibuat dalam bentuk seri konsentrasi, selanjutnya ditambahkan 
DPPH, dilakukan inkubasi selama 30 menit untuk memastikan reaksi 
terjadi sempurna. Campuran larutan tersebut kemudian dibaca 
absorbansinya pada panjang gelombang maksimum 516 nm. Absorbansi 
sampel dapat dihitung untuk mendapatkan persen inhibisi. 
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Tabel 2. Hasil IC50 Ekstrak Etanol Akar Kalakai  
Pada Tanah Gambut dan Pasir

No. Sampel IC50
1. Ekstrak etanol akar kalakai pada tanah gambut 19,06 ppm
2. Ekstrak etanol akar kalakai pada tanah pasir 24,40 ppm

Hasil perhitungan IC50 untuk ekstrak akar kalakai pada tanah gambut 
dari persamaan linier y = 0,599x + 38,577 yaitu sebesar 19,06 ppm. Pada 
ekstrak akar kalakai pada tanah pasir dengan persamaan linear y = 
0,688x + 33,187, didapat IC50 sebesar 24,40 ppm. Hasil IC50 kedua ekstrak 
tersebut termasuk dalam golongan antioksidan yang sangat aktif (Jun et 
al., 2003). Terdapat perbedaan aktivitas antioksidan pada akar kalakai 
yang berbeda kondisi tempat tumbuh. Kemampuan aktivitas antioksidan 
terbesar terdapat pada akar kalakai yang berasal dari tanah gambut yang 
ditunjukkan dengan kecilnya nilai IC50. Semakin kecil lai IC50, maka 
semakin kuat aktivitas antioksidannya. Perbedaan tersebut disebabkan 
adanya perbedaan tempat tumbuh yang dipengaruhi perbedaan nutrisi 
yang terdapat pada dua jenis tanah yang berbeda tersebut (Rohaeti et 
al., 2011). Akar kalakai tumbuh optimum pada daerah yang memiliki 
kelembaban tinggi seperti lahan gambut (Shinta dan Atyk, 2011). Faktor 
yang juga dapat berpengaruh yaitu temperatur, tingkat kebasahan tanah, 
intensitas sinar matahari, dan kadar CO2 pada daerah sekitar tumbuhan 
(Neldawati et al., 2013).

Kesimpulan
Hasil uji aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol akar kalakai yang 
tumbuh pada tanah pasir dan tanah gambut memiliki aktivitas antioksidan 
yang sangat kuat. Hal tersebut ditandai dengan nilai IC50 pada ekstrak 
etanol akar kalakai tanah gambut sebesar 19,06 ppm dan ekstrak etanol 
akar kalakai tanah pasir sebesar 24,40 ppm.
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Bab 9
Studi in vivo dan in vitro tentang Pengaruh 

Ekstrak Tanaman terhadap  
Sel Kanker Lidah

A.	 Studi in vitro Pengaruh Bawang Dayak terhadap Migrasi 
Sel Kanker Lidah

Karsinoma sel skuamosa oral (OSCC) adalah jenis kanker mulut yang 
paling umum secara histologis yang muncul dari sel epitel skuamosa 
dalam rongga mulut. Kanker ini umumnya menyerang dasar mulut dan 
lidah. Berbagai cara pengobatan dikembangkan untuk menangani OSCC, 
termasuk kemoterapi, radioterapi, pembedahan, atau kombinasinya. 
Namun, pengobatan ini menyebabkan banyak efek samping.

Penemuan dan pengembangan agen terapi baru yang berasal dari 
sumber alami, terutama tanaman dengan efek samping yang lebih 
sedikit akhir-akhir ini menjadi salah satu fokus utama dalam penelitian 
onkologi. Beberapa tanaman telah dilaporkan memiliki efek antikanker, 
termasuk Brucea javanica, Cinnamomum cassia, Myristica fragrans, 
dan Oroxylum indicum. Tanaman telah dikenal sebagai sumber yang 
kaya akan berbagai senyawa aktif, termasuk flavonoid, yang dilaporkan 
dapat menghambat proliferasi kanker melalui penghambatan siklus sel, 
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aktivitas antiproliferatif dan antioksidatif, induksi apoptosis, peningkatan 
diferensiasi, penghambatan angiogenesis dan aktivasi metabolisme 
karsinogen, dan modulasi resistensi multidrug. Selain itu, beberapa 
senyawa fenolik nonflavonoid juga telah dilaporkan memiliki sifat 
antikanker, seperti asam caffeic.

Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. adalah tanaman obat tradisional 
yang termasuk dalam keluarga Iridaceae. Umbinya biasa digunakan 
untuk pengobatan kanker payudara, hipertensi, stroke, dan diabetes 
melitus. Selain itu juga digunakan untuk meningkatkan produksi ASI dan 
mengobati gangguan seksual. Umbi E. bulbosa juga dilaporkan memiliki 
aktivitas antimikroba dan antioksidan.

Eleutherine bulbosa mengandung berbagai macam senyawa, terutama 
naftokuinon, antrakuinon, dan naftalen. Senyawa utama yang ditemukan 
dalam tanaman ini adalah eleutherin, isoeleutherin, dan eleutherol. 
Beberapa senyawa yang diperoleh dari umbi E. bulbosa telah dilaporkan 
menunjukkan aktivitas antikanker, seperti 6,8-hidroksi-3,4-di-metoksi-
1-metil-antrakuinon-2-asam karboksilat metil ester, eleutherinosida C, 
dan isoeleutherin.

Ekstrak umbi Eleutherine bulbosa (EBBE) telah dilaporkan 
menunjukkan sitotoksisitas terhadap beberapa jenis kanker pada manusia, 
seperti kanker serviks (line HeLa), kanker usus besar (line SW480, HCT116, 
DLD1, WiDr), kanker payudara (line T47D), leukemia (line K562), dan 
retinoblastoma (WERI-Rb-1). Namun, efek sitotoksik EBBE terhadap 
sel kanker lidah manusia belum diteliti. Oleh karena itu, penelitian ini 
dilakukan untuk mengevaluasi efek EBBE terhadap viabilitas, apoptosis, 
dan aktivitas migrasi sel kanker lidah.

Bahan dan Metode
Persiapan ekstrak umbi E. bulbosa (EBBE)
Umbi E. bulbosa diperoleh dari Balai Penelitian Tanaman Obat dan 
Aromatik Indonesia (Balitbu Tropika), Indonesia. Identifikasi tanaman 
dilakukan oleh ahli botani di Pusat Penelitian Konservasi Tumbuhan 
dan Kebun Raya, Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia, Indonesia (No. 



Bab 9 155

B-1269/IPH.3/KS/X/2020). EBBE diekstraksi dengan metode maserasi. 
Secara singkat, umbi E. bulbosa dicincang dan dikeringkan. Bahan kering 
diekstraksi dengan etanol 70%, disaring dan diuapkan menggunakan 
rotary evaporator. EBBE kasar yang dihasilkan kemudian disimpan pada 
suhu 4°C.

Kultur sel HSC-3 dilakukan seperti yang telah dijelaskan sebelumnya 
dengan modifikasi. Lini sel HSC-3 dibeli dari Sigma-Aldrich Pte. Ltd. 
(St. Louis, MO, USA). Sel HSC-3 dikultur dalam medium lengkap yang 
mengandung Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Sigma-
Aldrich), 10% serum bovine fetal (FBS) (PAN-Biotech, Aidenbach, 
Jerman), 50 U/mL penisilin dan 50 µg/mL streptomisin (Sigma-Aldrich) 
dalam inkubator berhumiditas 5% CO2 pada suhu 37°C. Sel HSC-3 
kemudian dipisahkan dengan larutan tripsin-asam etilendiamintetraasetat 
(EDTA) (Sigma-Aldrich) setelah mencapai konfluensi 80%. Setelah 
mencapai jumlah sel yang diinginkan, sel HSC-3 ditanam ke dalam plat 
24-sumur dan plat 96-sumur untuk pengujian lebih lanjut.

Uji viabilitas sel
Jumlah sel hidup diukur secara kuantitatif menggunakan uji 
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromida (MTT) seperti 
yang telah dijelaskan sebelumnya dengan modifikasi. Secara singkat, 5 
× 103 sel HSC-3 ditanam ke dalam plat 96-sumur dan kemudian diberi 
perlakuan dengan EBBE (1, 10, atau 100 µg/mL), 1 µM Doxorubicin 
(Dankos Farma, Jakarta, Indonesia) atau hanya medium selama 24 
jam. Setelah itu, 100 μL MTT (Sigma-Aldrich) dalam medium kultur 
ditambahkan ke setiap sumur. Setelah menginkubasi plat selama 4 jam, 
medium kultur dibuang, dan kristal formazan yang terbentuk dilarutkan 
dalam 100 µL dimetilsulfoksida (DMSO). Hasil diukur pada OD570 
menggunakan pembaca mikroplat (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Setiap 
kelompok eksperimen diukur dalam enam ulangan. Selain itu, jumlah 
sel yang tidak diberi perlakuan dihitung dengan hemositometer dan 
digunakan untuk menginterpolasi nilai OD570 sel HSC-3.



Potensi Ekstrak Alami dalam Terapi Kanker Lidah156

Uji Sub-G1
Untuk menyelidiki efek sitotoksik EBBE pada sel HSC-3, jumlah sel 
apoptosis ditentukan menggunakan uji sub-G1 seperti yang telah dijelaskan 
sebelumnya dengan modifikasi. Sel HSC-3 yang diberi perlakuan dan 
tidak diberi perlakuan dipanen dan disuspensi dalam 450 µL larutan 
fluorokrom hipotonik yang mengandung 50 µg/mL propidium iodida 
(Sigma-Aldrich), 0,1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich), dan 0,1% natrium 
sitrat (Wako, Osaka, Jepang). Setelah itu, suspensi sel diinkubasi dalam 
gelap selama 2 jam pada suhu ruangan. Fluoresensi dari masing-masing 
inti sel diukur menggunakan flow sitometer FACSCanto II (Becton 
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) pada 100.000 kejadian.

Uji Gores (Scratch assay)
Uji gores dilakukan seperti yang telah dijelaskan sebelumnya. Sel HSC-
3 (5 × 104) ditanam ke dalam plat 24-sumur dan diinkubasi semalam. 
Goresan dibuat pada setiap sumur dengan ujung pipet mikro kuning. 
Kemudian, sumur-sumur tersebut dicuci dengan larutan penyangga 
fosfat (PBS) (Wako) dan diberi perlakuan dengan/tanpa EBBE atau 20 
µM cyclopamine tartrate (BioVision, Milpitas, CA, USA) (sebagai kontrol 
positif) selama 24 jam. Penutupan celah diamati dan didokumentasikan 
di bawah mikroskop cahaya terbalik (Carl Zeiss, Jena, Jerman)

Uji Transwell
Uji transwell dilakukan seperti yang telah dijelaskan sebelumnya dengan 
modifikasi. Sel HSC-3 (5 × 104) ditanam dalam sisipan ruang dengan 
ukuran pori 8 μm (Merck, Darmstadt, Jerman). Setelah itu, 800 μL 
medium kultur dengan/tanpa EBBE atau 20 µM cyclopamine tartrate 
dimasukkan ke dalam setiap sumur pada plat 24-sumur. Sisipan ruang 
yang berisi sel HSC-3 kemudian ditempatkan pada plat 24-sumur. Setelah 
menginkubasi ruang tersebut selama 24 jam pada suhu 37°C, sel-sel yang 
bermigrasi di permukaan bawah ruang difiksasi. Sel-sel tersebut dihitung 
dan didokumentasikan di bawah mikroskop cahaya terbalik.
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Immunoblotting
Tingkat ekspresi protein Sonic hedgehog (SHH) diukur menggunakan 
metode immunoblotting seperti yang telah dijelaskan sebelumnya 
dengan modifikasi. Sel HSC-3 dilisis dan dihomogenisasi dengan buffer 
sampel Laemmli (Bio-Rad). Protein dari setiap kelompok eksperimen 
dipisahkan dengan elektroforesis gel poliakrilamida-sodium dodesil 
sulfat (SDS-PAGE) dan ditransfer ke lembaran polivinilidena difluorida 
(PVDF). Setelah pemblokiran dengan larutan susu skim 5%, lembaran 
tersebut diinkubasi dengan antibodi monoklonal kelinci anti-SHH sebagai 
antibodi primer dan antibodi kambing anti-kelinci yang dikonjugasi 
dengan horseradish peroksidase (HRP) sebagai antibodi sekunder (Cell 
Signaling Technology, Danvers, MA, USA). Hasil immunoblot dianalisis 
menggunakan perangkat lunak ImageJ (National Institute of Health, 
Bethesda, MD, USA) untuk mengukur densitas setiap pita SHH.

Analisis statistik
Analisis statistik dilakukan menggunakan IBM SPSS Statistics versi 26.0 
(SPSS IBM, Armonk, NY, USA). Uji Shapiro-Wilk digunakan sebagai uji 
normalitas. Perbedaan hasil uji MTT, uji sub-G1, dan uji gores antara 
kelompok eksperimen dianalisis menggunakan Kruskal-Wallis H dengan 
analisis post hoc Mann-Whitney U. Sementara itu, perbedaan hasil uji 
transwell dan densitas pita SHH antara kelompok eksperimen dianalisis 
menggunakan analisis varians satu arah (ANOVA) dengan analisis post 
hoc Tukey’s honestly significant difference (HSD). Semua hasil dinyatakan 
sebagai rata-rata ± standar deviasi (SD). Nilai P <0,05 dianggap signifikan 
secara statistik.

Hasil
EBBE mengurangi jumlah sel HSC-3 yang hidup
Jumlah sel HSC-3 yang hidup yang dikultur dalam medium yang 
mengandung pelarut ekstrak (kelompok sham) selama 24 jam adalah 
9.607±13,81. Perlakuan dengan EBBE menunjukkan bahwa viabilitas sel 
HSC-3 secara signifikan lebih rendah dibandingkan dengan kelompok 
sham (P <0,05) dengan cara yang bergantung pada konsentrasi. Jumlah 
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sel HSC-3 yang hidup yang diberi perlakuan dengan 1, 10, dan 100 
µg/mL EBBE masing-masing adalah 9.055±268,69, 6.777±278,04, dan 
3.659±32,86. Viabilitas sel HSC-3 yang diberi perlakuan EBBE secara 
signifikan lebih tinggi (P <0,05) dibandingkan dengan sel HSC-3 yang 
diberi perlakuan Doxorubicin (226±32,34). Temuan ini menunjukkan 
bahwa EBBE dapat mengurangi viabilitas sel HSC-3.

EBBE menginduksi apoptosis sel HSC-3
Hasil uji Sub-G1 menunjukkan bahwa persentase apoptosis kelompok 
sham adalah 8,27±0,14%. Sel HSC-3 yang mengalami apoptosis secara 
signifikan lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok sham (P <0,05) 
dengan cara yang bergantung pada konsentrasi setelah perlakuan EBBE. 
Persentase apoptosis sel HSC-3 yang diberi perlakuan dengan 1, 10, dan 
100 µg/mL EBBE masing-masing adalah 9,60±0,35%, 17,78±0,32%, dan 
38,64±0,70%. Persentase ini secara signifikan lebih rendah (P <0,05) 
dibandingkan dengan sel HSC-3 yang diberi perlakuan Doxorubicin 
(95,95±2,60%). Oleh karena itu, hasil ini menunjukkan bahwa perlakuan 
EBBE dapat meningkatkan apoptosis sel HSC-3.

EBBE menghambat migrasi sel HSC-3
Persentase penutupan celah sel HSC-3 yang dikultur dalam medium 
yang mengandung pelarut ekstrak setelah 24 jam adalah 96,11±4,17%. 
Setelah perlakuan EBBE, aktivitas migrasi sel HSC-3 secara signifikan 
lebih rendah dibandingkan dengan kelompok sham (P <0,05) dengan cara 
yang bergantung pada konsentrasi. Persentase penutupan celah sel HSC-3 
yang diberi perlakuan dengan 1, 10, dan 100 µg/mL EBBE masing-masing 
adalah 89,56±5,77%, 76,78±4,87%, dan 60,67±7,62%. Persentase ini secara 
signifikan lebih tinggi (P <0,05) dibandingkan dengan sel HSC-3 yang 
diberi perlakuan cyclopamine tartrate (43,00±4,82%).

Uji transwell juga menunjukkan hasil yang serupa. Jumlah jumlah 
sel HSC-3 yang bermigrasi dalam kelompok sham adalah 134,44 ± 11,60. 
Jumlah HSC-3 yang bermigrasi sel secara signifikan lebih rendah daripada 
kelompok sham kelompok (P <0.05) dengan cara yang bergantung pada 
konsentrasi setelah perawatan EBBE. Jumlah sel HSC3 yang bermigrasi 
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yang diobati dengan 1, 10, dan 100 µg / mL EBBE adalah 107.44 ± 15.21, 
95.11 ± 6.01, dan 39.22 ± 3.56, masing-masing. Angka-angka ini secara 
signifikan lebih tinggi (P <0,05) dibandingkan dengan yang diobati dengan 
siklopamin tartrat Sel HSC-3 (17,89 ± 3,22) (Gbr. 4). Secara keseluruhan, 
hasil ini menunjukkan bahwa EBBE menunjukkan efek antimigratory 
terhadap sel HSC-3.

EBBE menurunkan regulasi ekspresi SHH
Setelah penambahan EBBE, tingkat ekspresi SHH pada sel HSC-3 menurun 
secara bergantung pada konsentrasi. Tingkat ekspresi SHH pada sel HSC-
3 yang diobati dengan 1 µg/mL EBBE secara signifikan lebih tinggi (P 
<0,05), sementara tingkat ekspresi SHH pada sel HSC-3 yang diobati 
dengan 10 dan 100 µg/mL EBBE secara signifikan lebih rendah (P <0,05) 
dibandingkan dengan kelompok kontrol. Tingkat ekspresi SHH pada sel 
HSC-3 yang diobati dengan 1 dan 10 µg/mL EBBE secara signifikan lebih 
tinggi dibandingkan dengan sel HSC-3 yang diobati dengan siklopamin 
tartrat (P <0,05). Namun, tidak ada perbedaan signifikan yang diamati 
pada tingkat ekspresi SHH antara pengobatan siklopamin tartrat dan 
EBBE 100 µg/mL (P= 0,142). Dengan demikian, temuan ini menunjukkan 
bahwa EBBE dapat menurunkan ekspresi SHH.

Pembahasan
Dalam penelitian ini, kami menyelidiki potensi EBBE sebagai agen 
antikanker untuk pengobatan OSCC. EBBE menunjukkan efek sitotoksik 
terhadap sel HSC-3 dengan mengurangi viabilitas sel HSC-3 secara 
bergantung pada konsentrasi. Berdasarkan hasil uji sub-G1, penurunan 
viabilitas sel HSC-3 disebabkan oleh apoptosis. Hasil ini sejalan dengan 
penelitian sebelumnya yang menunjukkan bahwa EBBE mampu 
menginduksi apoptosis pada sel kanker. EBBE juga dilaporkan dapat 
menghambat siklus sel pada beberapa garis sel yang mengindikasikan 
bahwa EBBE mungkin menginduksi apoptosis pada sel HSC-3 melalui 
penahanan siklus sel karena kedua proses tersebut saling berhubungan. 
Berdasarkan studi docking molekuler, eleutherol, eleutherin, dan 
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isoeleutherin dapat menginduksi apoptosis dengan mengaktifkan 
caspase-827.

Migrasi sel adalah salah satu proses kunci yang terlibat dalam 
metastasis kanker. Uji scratch dan transwell menunjukkan bahwa EBBE 
menahan migrasi sel HSC-3 secara bergantung pada konsentrasi. Hal ini 
menunjukkan aktivitas baru dari EBBE dalam menghambat migrasi sel 
HSC-3. Oleh karena itu, EBBE mungkin memiliki aktivitas anti-metastasis 
terhadap sel kanker lidah.

Metastasis kanker lidah diatur oleh beberapa protein, termasuk SHH. 
Salah satu jalur pensinyalan SHH yang dilaporkan mengatur migrasi sel 
pada kanker lidah adalah SHH/glioma-associated oncogene homologue 
(SHH/GLI). Protein SHH berikatan dan menginaktivasi reseptornya, 
Patched 1 (PTCH1). Interaksi ini menyebabkan aktivasi faktor transkripsi 
dari keluarga GLI, yang berperan penting dalam mengatur migrasi, invasi, 
dan proliferasi kanker.

Penelitian ini mengungkapkan bahwa EBBE menurunkan tingkat 
ekspresi SHH seiring dengan peningkatan konsentrasi EBBE, menunjukkan 
bahwa efek penghambatan EBBE terhadap ekspresi SHH mungkin 
berperan dalam sifat anti-migrasinya. Sejauh yang kami ketahui, ini 
adalah penelitian pertama yang menunjukkan penurunan ekspresi SHH 
pada sel HSC-3 yang diobati dengan EBBE. EBBE mungkin menghambat 
migrasi sel HSC-3 melalui penghambatan jalur pensinyalan SHH/GLI. 
Kemungkinan semua jalur pensinyalan yang diatur oleh SHH dapat 
dihambat oleh EBBE. EBBE juga mungkin menahan migrasi sel HSC-3 
melalui jalur lain. Pada garis sel kanker usus besar SW480, eleutherinoside 
C dan isoeleutherin yang diperoleh dari umbi E. bulbosa dilaporkan 
menghambat jalur Wnt/β-catenin, yang diketahui berperan penting 
dalam mengatur migrasi kanker. Oleh karena itu, jalur pensinyalan yang 
terlibat dalam penghambatan migrasi sel HSC-3 oleh EBBE masih perlu 
dieksplorasi. Selain itu, komponen pensinyalan hilir dari SHH dan molekul 
target yang dipengaruhi oleh EBBE harus diidentifikasi. Karena EBBE juga 
mengandung berbagai senyawa bioaktif, penelitian lebih lanjut diperlukan 
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untuk mengidentifikasi senyawa mana yang bertanggung jawab atas 
aktivitas apoptosis dan anti-migrasi. Oleh karena itu, diperlukan investigasi 
lebih lanjut untuk memahami mekanisme molekuler yang mendasari 
apoptosis sel HSC-3 yang diinduksi oleh EBBE dan mengonfirmasi jalur 
pensinyalan SHH mana yang berkontribusi pada penghambatan migrasi 
sel oleh EBBE.

B.	 Studi in vivo Ekstrak Etanolik Ciplukan dalam Mening-
katkan Apoptosis Sel Kanker Lidah

Kanker lidah merupakan salah satu jenis kanker di dalam rongga mulut 
yang memiliki prevalensi tinggi atau sering terjadi dibandingkan kanker di 
rongga mulut lainnya. Kanker lidah adalah kanker primer kedua terbanyak 
setelah kanker bibir. Dari 441 kanker lidah, 25% terjadi pada wanita 
dan 75% terjadi pada pria. Berdasarkan hasil analisis Riskesdas 2007, 
Jawa Tengah memiliki prevalensi kanker rongga mulut dan tenggorokan 
terbanyak dari 203 kasus yang terjadi di Indonesia, yaitu sebesar 0,2%.4 
Faktor yang mempengaruhi terjadinya kanker lidah yaitu faktor lokal 
meliputi kebersihan rongga mulut yang buruk, iritasi kronis dari restorasi, 
dan karies gigi, sedangkan faktor luar antara lain kebiasaan merokok, 
minum alkohol menyirih, virus, serta faktor host meliputi usia jenis 
kelamin, nutrisi, sistem imun, dan genetik. Oleh sebab itu harus diusahakan 
pemilihan pengobatan kanker lidah yang baik dan efektif.

Peningkatan apoptosis merupakan salah satu target dalam pengobatan 
kanker lidah. Apoptosis merupakan suatu proses seluler yang terjadi baik 
dalam keadaan siologis dan patologis untuk mengatur jumlah sel. Pada sel 
normal, jumlah sel diatur oleh keseimbangan pembelahan sel (proliferasi) 
dan kematian sel (apoptosis). Tidak terkontrolnya pembelahan sel yang 
terjadi akan menyebabkan kanker.

7,12-dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) merupakan golongan Polycyclic 
Aromatic Hydrocarbon (PAH) yang diketahui bersifat sebagai karsinogen 
pada manusia. Oksidasi metabolik DMBA akan menghasilkan metabolik 
epoksida yang sangat reaktif sehingga mampu memicu karsinogenesis. 
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Metabolit reaktif DMBA akan membentuk adduct pada DNA sehingga 
terjadi mutasi DNA yang menyebabkan perubahan sifat sel-sel normal 
menjadi sel kanker yang tak terkontrol.

Beberapa peneliti melaporkan bahwa senyawa-senyawa dalam 
tanaman memiliki potensi sebagai agen kemopreventif sehingga dapat 
mengurangi resiko kanker. Salah satu tanaman yang menarik untuk 
ditelusuri aktivitasnya sebagai agen kemopreventif adalah ciplukan 
(Physalis angulata L.). Senyawa aktif yang diduga sebagai antikanker 
pada herba ciplukan adalah salin. Ekstrak etanolik herba ciplukan (EEC) 
secara in vitro memiliki aktivitas sitotoksik dan mampu menginduksi 
terjadinya apoptosis pada sel kanker leher rahim HeLa dan sel kanker 
payudara MCF-7. Fisalin B dan salin D memberikan aktivitas sitotoksik 
pada beberapa sel kanker.

Untuk mengoptimalkan potensi ciplukan sebagai agen kemoprevensi 
terutama pada kanker lidah, maka tujuan penelitian ini adalah untuk 
mengetahui pengaruh EEC terhadap peningkatan apoptosis sel kanker 
lidah tikus Sprague Dawley yang diinjeksi DMBA 2%. Apabila terbukti 
bahwa EEC dapat menghambat karsinogenesis pada sel kanker lidah, 
maka herba ini dapat dikembangkan sebagai salah satu alternatif agen 
kemoprevensi.

Metode Penelitian

Disain penelitian adalah penelitian eksperimental laboratorium dengan 
mengamati aktivitas apoptosis sel kanker lidah tikus yang diinjeksi 
DMBA dengan perlakuan EEC 750 dan 1500 mg/ kg BB. Ethical clearance 
diperoleh dari Komisi Etik Penelitian FKG UGM No. 706/KKEP/FKG-
UGM/ EC/2014.

Penelitian berjalan selama empat bulan pada bulan Januari sampai 
April 2015 di Laboratoium Taksonomi Tanaman Bawah Fakultas Biologi 
UGM, Laboratorium Farmasi Fakultas Farmasi UGM, Laboratorium 
Pengujian dan Penelitian Terpadu UGM, Laboratorium Patologi 
Anatomi Fakultas Kedokteran UGM, Laboratorium Parasitologi Fakultas 
Kedokteran UGM.
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Bahan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah herba ciplukan 
terdiri dari semua bagian tanaman kecuali akar (Physalis angulata L.) yang 
diambil dari daerah Ngaglik, Sleman, Yogyakarta pada bulan Februari 
2015 dan dideterminasi di laboratorium Taksonomi Tumbuhan Bawah, 
Fakultas Biologi UGM. Pembuatan EEC dilakukan dengan teknik maserasi 
di Laboratorium Farmasi Fakultas Farmasi UGM. Herba ciplukan yang 
sudah dibuat serbuk akan diekstraksi dalam larutan 1,5 liter etanol 96%, 
kemudian ekstrak yang sudah jadi akan dipekatkan dengan bantuan rotary 
evaporator. Ekstrak ini kemudian akan diencerkan dengan akuades untuk 
memperoleh dosis 750 mg/ kg BB dan 1500 mg/kg BB.

Hewan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus 
betina galur Sprague Dawley berumur 2-3 bulan dengan berat 80-160 
gram sebanyak 15 ekor yang diperoleh dari Laboratorium Penelitian 
dan Pengujian Terpadu UGM. Sebanyak 5 ekor pada tiap kelompok (3 
kelompok) yang ditempatkan dalam kandang dengan suhu sekitar 28-32 
°C, kelembaban nisbi 98% dan diberikan minum ad libitum dan makaan 
berupa pellet. Tikus akan diadaptasi selama 3 hari..

Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini adalah 7,12 
dimetilbenz (a) antrasen atau DMBA (Sigma) sebagai bahan untuk 
induksi kanker, aseton sebagai pelarut DMBA, etanol sebagai pelarut herba 
ciplukan, akuades sebagai pelarut ekstrak, formaldehid (Sigma) sebagai 
larutan ksasi organ, TUNEL sebagai pewarnaan untuk melihat apoptosis.

Prosedur Penelitian
Uji in vivo
Dalam penelitian ini, perlakuan terhadap hewan uji dilakukan untuk 
melihat peningkatan apoptosis karena pemberian DMBA dan ekstrak 
etanolik herba ciplukan pada sel kanker lidah. Tikus dibagi dalam tiga 
kelompok masing-masing kelompok terdiri dari lima ekor tikus. Kelompok 
(1) kelompok DMBA+EEC dosis 750 mg/kg BB; (2) kelompok kontrol 
DMBA + EEC dosis 1500 mg/ kgBB (3) kelompok kontrol DMBA. Kanker 
lidah diinduksi dengan injeksi secara intrasubmukosa 0,1 ml per 100 gram 
BB tikus larutan DMBA 2% sebanyak satu kali pada bagian lateral lidah 
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hewan uji , lalu didiamkan selama 5 minggu. Perlakuan EEC 750 dan 1500 
mg/kg BB diberikan secara sondasi kepada hewan uji pada awal minggu 
keenam selama 7 hari. Pada akhir perlakuan, yaitu pada minggu ketujuh 
tikus dikorbankan dan diambil jaringan lidahnya.

Pengamatan apoptosis sel dengan pewarnaan TUNEL

Deparanasi dilakukan sebelum potongan preparat jaringan lidah yang 
terblok parafin dicat menggunakan TUNEL Assay, bertujuan untuk 
mengilangkan parafin. Potongan preparat jaringan lidah dimasukkan 
ke dalam larutan xylol selama 3 menit. Setelah itu dimasukkan ke dalam 
alkohol dengan konsentrasi bertingkat 95%, 90%, 80%, 70% (masing-
masing konsentrasi direndam selama 5 menit). Selanjutnya preparat 
dicuci menggunakan air mengalir sampai sisa alkohol hilang, lalu dicuci 
menggunakan PBS selama 15 menit, kemudian dicuci menggunakan 
akuades selama 2 menit kemudian diinkubasi semalam di inkubator 
pada suhu 45 °C. Setelah itu dilakukan rehidrasi preparat jaringan lidah 
dengan akuades steril, kemudian ditambah dengan 50 µl TUNEL label 
mix (enzyme solutiondengan µl labeling solution) dengan TdT. Preparat 
ditutup dengan siliconized cover slip. Preparat diinkubasi pada suhu 37 °C 
selama 30 menit di dalam moist chamber, hal ini dapat dilakukan karena 
merupakan reaksi enzimatis. Preparat dicuci dengan Phosphate Buffered 
Saline (PBS) sebanyak 3 kali dan diinkubasi dengan RNase solution pada 
suhu 37 °C selama 30 menit, lalu preparat dicuci lagi dengan PBS sebanyak 
3 kali. Preparat selanjutnya diinkubasi dengan larutan propidium iodide 
pada suhu ruang selama 10 menit. Preparat dicuci dengan PBS sebanyak 
3 kali dan ditutup dengan cover slide diameter 18 mm.

Pengamatan apoptosis dilakukan dengan meng gunakan mikroskop 
fluorosen dengan perbesaran 400x. Sel apoptosis yang dihitung adalah 
sel yang berwarna hijau dan sel tunggal pada 1000 sel dalam 1 lapang 
pandang. Perhitungan yang dilakukan pada 10 lapang pandang yang 
berbeda. Sel yang mengalami apotosis akan mengalami fluorosensi warna 
hijau. Pemeriksaan dilakukan di bawah mikroskop fluorosen (Zeiss®) di 
LPPT UGM. Setelah itu dilakukan perhitungan indeks apoptosis.
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Analisis data

Data pengamatan nilai apoptosis antar kelompok dianalisis menggunakan 
ANOVA (SPSS versi 16). Metode statistik yang digunakan adalah statistik 
parametrik dengan uji Kolmogorov – Smirnov untuk uji normalitas 
(bila nilai signifikansi lebih dari 0,05 maka data terdistribusi normal), 
lalu dilanjutkan dengan uji homogenitas varian menggunakanan 
homogeinity of varians test (bila nilai signifikansi lebih dari 0,05 maka 
varian dari dua data atau lebih populasi data adalah sama), setelah itu 
dilakukan uji one way-ANOVA dan uji lanjut post-hoc test Tukey HSD 
dengan taraf kepercayaan 95%.

Hasil Penelitian

Injeksi 2% DMBA dengan dosis 0,1 ml/kg BB pada lateral lidah tikus galur 
Spague dawley mengakibatkan timbulnya ulkus yang berwarna kemerahan 
disertai indurasi pada pemeriksaan klinis. Pada pengecatan HE, gambaran 
histologis lidah tikus menunjukkan adanya displasia epitel yang ditandai 
dengan pemanjangan epitel dan inti sel yang hiperkromatis.

Hasil pengecatan TUNEL menunjukkan bahwa apoptosis kelompok 
pelakuan EEC dengan dosis 1500 mg/kg BB memiliki jumlah apoptosis 
paling banyak jika dibandingkan dengan kelompok perlakuan EEC 750 
mg/kg BB dan kelompok kontrol.

Indeks Apoptosis
Indeks apoptosis dihitung menggunakan rumus:
IA= (sel apoptosis/total sel) x 100%
Hasil perhitungan indeks apoptosis menunjukkan bahwa indeks apoptosis 
tertinggi adalah pada kelompok perlakuan ekstrak 1500 mg/kg BB yaitu 
sebesar 10,81%, kemudian kelompok perlakuan ekstrak 750 mg/kg BB 
yaitu sebesar 9,41%, dan yang terendah adalah indeks apoptosis pada 
kelompok kontrol, yaitu sebesar 3,94%.
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Analisis Statistik

Tabel 1. Rangkuman hasil uji Tukey HSD
Signifikansi Tukey DMBA+EEC 750 mg/

kgBB
DMBA+EEC 1500 mg/

kgBB
DMBA 0,000* 0,000*
DMBA+EEC 750mg/
kgBB

- 0,001*

*berbeda signifikan dengan p < 0,05

Secara statistik, hasil kuantifkiasi indeks apoptosis masing-
masing kelompok perlakuan dalam penelitian ini menunjukkan hasil 
yang terdistribusi normal dan homogen. Hasil uji One Way ANOVA 
menunjukkan nilai 0,000 (p<0,05) yang artinya terdapat perbedaan yang 
signifikan antar kelompok. Hal ini mengindikasikan bahwa EEC mampu 
meningkatkan indeks apoptosis kanker lidah tikus yang diinduksi DMBA. 
Setelah dilakukan uji One Way ANOVA dilanjutkan uji post-hoc Tukey 
HSD. Nilai signifikansi uji analisis statistik menggunakan Tukey test dapat 
dilihat pada Tabel 1.

Pada Tabel 1 terlihat kelompok kontrol DMBA berbeda secara 
signifikan dengan kelompok perlakuan EEC 750 mg/kg BB dan EEC 
1500 mg/kg BB yang artinya EEC mampu meningkatkan indeks apoptosis 
kanker lidah tikus yang diinduksi DMBA. Perlakuan EEC 750 mg/kg BB 
berbeda secara signifikan dengan perlakuan ekstrak 1500 mg/kg BB yang 
artinya EEC 1500 mg/kg BB lebih efektif meningkatkan indeks apoptosis 
dibandingkan EEC 750 mg/kg BB.

Pembahasan

Pada penelitian ini teknik penyuntikan secara intrasubmukosa di lateral 
lidah dengan 7,12-Dimetilbenz[a]antrasena (DMBA) pada lidah tikus 
Sprague dawley pertama kali dilakukan, sebelumnya teknik ini dilakukan 
pada hewan uji lidah hamster. Pemberian (DMBA) pada tikus selama 5 
minggu menyebabkan tikus mengalami fase prekanker. Hal tersebut sesuai 
dengan penelitian Chino dkk., bahwa DMBA 0,25% yang dipaparkan pada 
lidah hamster secara intrasubmukosa mampu menginduksi terjadinya 
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kanker lidah. Metabolit DMBA bersifat elektrofilik, sangat reaktif, dan 
mampu bereaksi dengan makromolekul di dalam tubuh (seperti DNA, 
RNA, dan protein) yang bersifat nukleofilik dengan membentuk ikatan 
kovalen. Ikatan kovalen adalah awal dari stress sel yang akan menyebabkan 
kerusakan kromosom, kesalahan replikasi DNA, dan pembelahan yang 
tidak wajar yang mengakibatkan perubahan sifat sel-sel normal menjadi 
sel kanker yang tidak terkendali.

Hasil penelitian ini menunjukkan adanya peningkatan apoptosis pada 
sel prekanker lidah. Hal ini disebabkan zat aktif dalam ciplukan berupa 
salin dapat meningkatkan terjadinya apoptosis pada sel. Ekstrak etanolik 
herba ciplukan mampu menginduksi apoptosis melalui penurunan 
membran potensial mitokondria dan perubahan permeabilitas membran 
mitokondria sehingga terjadi kerusakan mitokondria yang akan memicu 
penurunan protein Bcl dan meningkatkan gen p53 yang selanjutnya akan 
mengaktifkan protein proapoptosis sehingga terjadi apoptosis. Hasil 
penelitian ini sesuai dengan hasil penelitian yang dilakukan Monikawati, 
bahwa fisalin F mampu memicu terjadinya apoptosis pada sel T-47D 
kanker payudara melalui mekanisme pengaktifan kaspase-3.16 Hal 
ini sesuai dengan penelitian Wu dkk., bahwa pemberian EEC mampu 
menurunkan ekspresi protein Bcl-2. Hasil tersebut mendukung penelitian 
in vitro yang dilakukan oleh Lee dkk., bahwa EEC mampu meginduksi 
apoptosis pada sel HSC-3 (human oral cancer cells) melalui penurunan 
membran potensial mintokondria, perubahan permeabilitas membran 
mitokondria, serta penurunan protein ekspresi protein Bcl-2 sehingga 
memicu terjadinya apoptosis. Peningkatan apoptosis ini dapat menjadi 
salah satu target dalam pengobatan kanker lidah, sehingga perlu penelitian 
biomolekuler lebih lanjut untuk mengetahui keterlibatan molekuler terkait 
dengan mekanisme EEC menginduksi apoptosis pada sel kanker lidah.

Kesimpulan

Dari penelitian ini dapat ditarik kesimpulan bahwa pemberian EEC 750 
dan 1500 mg/kg BB mampu meningkatkan apoptosis pada kanker lidah 
tikus yang diinduksi DMBA sehingga EEC ini dapat dijadikan salah satu 
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alternatif dalam pengobatan kanker lidah. Perlu dilakukan penelitian 
mengenai ekspresi gen p53 setelah pemberian EEC pada tikus Sprague 
Dawley.
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Bab 10
Telaah Ekstrak Herbal dalam  

Pengobatan Penyakit Lain

A.	 Potensi Ekstrak Kelakai Terhadap Kadar Tumor Necrosis 
Factor-Alpha (TNF-α) pada Mencit yang Diinfeksi 
Plasmodium berghei

Malaria masih menjadi masalah kesehatan utama di sebagian besar negara 
tropis dan subtropis di dunia. Setiap tahun diperkirakan 300-500 juta 
jiwa telah terinfeksi dengan angka kematian mencapai 1,5-2,5 juta jiwa 
(Mohanty et al, 2005). Menurut World Health Organization (WHO) dalam 
World Malaria Report (2013) pada tahun 2012 disebutkan bahwa terdapat 
207 juta kasus malaria di seluruh dunia . Kasus kematian mencapai 
627 ribu dengan kematian pada anak usia < 5 tahun sebanyak 482 ribu 
(77%). Di Asia tenggara terdapat 28 juta kasus malaria dengan angka 
kematian sebanyak 38 ribu dengan 95% kematian terjadi di 3 negara yaitu 
Indonesia, India, dan Myanmar. Di Indonesia terdapat 6 juta kasus klinis 
malaria dengan kematian sebanyak 700 orang per tahun. Dinas Kesehatan 
Provinsi Kalimantan Selatan hingga tahun 2015 mencatat ada 155 desa 
dan kelurahan (10% jumlah desa dan kelurahan di Kalimantan Selatan) 
serta 1 kabupaten masuk kategori merah penyakit malaria. Kasus malaria 
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di Kalsel selama Januari-Maret 2015 sebanyak 4.838 kasus dengan satu 
orang meninggal dunia.

Malaria yang disebabkan oleh P. falciparum adalah jenis penyakit 
parasit yang paling mematikan di dunia. Diperkirakan 500 juta kasus 
klinis terjadi setiap tahun, dengan sekitar 1-2 juta kematian. Kira-kira 
1-2% infeksi P. falciparum menyebabkan ancaman jiwa berupa komplikasi 
neurologis yang dikenal sebagai malaria serebral (MS). Eritrosit terinfeksi 
parasit yang pecah sewaktu proses skizogoni mengeluarkan berbagai 
toksin yang akan merangsang makrofag menghasilkan berbagai sitokin. 
Sitokin yang berperan penting pada pathogenesis malaria adalah TNF-α, 
limfotoksin, IFN-γ, IL-1, IL-6, dan IL-10. Sitokin yang dihasilkan oleh 
makrofag merupakan respon imun non-spesifik yang ditujukan untuk 
menghambat pertumbuhan parasit dengan cara mengaktifkan leukosit 
untuk menghasilkan radikal bebas yang akan membunuh parasit. Sitokin 
juga berperan mengaktifkan sel-sel imun lain seperti limfosit T dan B, sel 
NK untuk berproliferasi dan menghasilkan lebih banyak lagi mediator 
kimia lain guna bekerjasama mengatasi infeksi.

Sistem imunitas innate merupakan garis pertama pertahanan host 
sebagai respon terhadap serbuan infeksi malaria. Respon inflamasi 
awal dan kuat pada malaria stadium darah adalah hal yang kritis untuk 
mengontrol stadium infeksi yang akut. Namun inflamasi yang berlebih 
atau disregulasi melalui produksi sitokin pro-inflamasi, seperti TNF-α, 
IFN-γ, dan IL-6 dapat menuju pada sindrom malaria berat seperti anemia, 
MS dan gagal organ.

TNF-α selama infeksi malaria diduga memiliki efek protektif dan 
patogenik. Pada konsentrasi yang rendah, TNF-α menambah pembunuhan 
parasit melalui aktivasi makrofag oleh karena pelepasan sitokin. Dia juga 
bertanggungjawab terhadap terjadinya demam. Akan tetapi, konsentrasi 
tinggi TNF-α berhubungan dengan peningkatan insiden anemia, edem 
paru dan MS. Obat yang dapat mereduksi atau menghambat kerja TNF-α 
dapat mengurangi keparahan malaria.
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Kelakai (Stenochlaena palustris (Burm.f) Bedd) merupakan salah 
satu tanaman khas lahan rawa yang tumbuh di Kalimantan Selatan. 
Kelakai juga merupakan makanan favorit orang Dayak di Kalimantan 
Tengah. Berdasarkan bukti empirik, kelakai digunakan masyarakat suku 
Dayak Kenyah untuk mengobati anemia, pereda demam, dan sakit kulit. 
Kandungan zat bioaktif pada tumbuhan kelakai adalah flavonoid, steroid, 
dan alkaloid.

Kelakai (Stenochlaena palustris (Burm.f) Bedd) mengandung senyawa 
flavonoid quercetin. Total flavonoid yang terkandung di dalam ekstrak 
kelakai adalah 14,5 μg/ml. Flavonoid adalah kelompok senyawa polifenol 
yang memiliki aktivitas scavenger radikal bebas, penghambat enzim 
hydrolitic dan oksidatif, serta anti-inflamasi. Flavonoid memiliki aktivitas 
antimalaria melalui penghambatan terhadap biosintesis asam lemak (FAS-
II) parasit dan menghambat influx L-glutamin dan myoinositol kedalam 
eritrosit terinfeksi.

Respon inflamasi secara signifikan diperantarai oleh faktor transkripsi 
NF-κβ dan dihambat oleh Iκβ. Aktivasi seluler diinduksi oleh fosporilasi 
protein Iκβ (Iκβα dan Iκββ). Degradasi protein ini menyebabkan 
translokasi NF-κβ ke inti sel yang kemudian berikatan dengan promotor 
spesifik pada area gen yang mengkode sitokin pro-inflamasi. Efek anti-
inflamasi flavonoid quercetin terhadap sitokin proinflamasi TNF-α telah 
dilakukan. Flavonoid quercetin secara signifikan menurunkan pengaturan 
terhadap ekspresi gen NF-κβ

Zat bioaktif lain pada kelakai adalah alkaloid dan steroid. Sebagai 
antipiretik, alkaloid dan steroid juga memiliki khasiat anti-inflamasi. 
Alkaloid pada tumbuhan piperine yang juga terkandung di dalam kelakai 
berfungsi sebagai antipiretik melalui penghambatan sintesis prostaglandin, 
sedangkan steroid menghambat aktivitas fosfolipase dan perubahan asam 
arakidonat menjadi prostaglandin, mengurangi kebocoran mikrovaskular, 
mencegah migrasi sel-sel piretik, dan menghambat produksi sitokin. 
Sampai saat ini penelitian potensi ekstrak kelakai terhadap malaria belum 
pernah dilakukan. Berdasarkan latar belakang di atas maka dilakukan 
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penelitian mengenai pengaruh pemberian ekstrak air kelakai terhadap 
malaria pada mencit Balb/c yang terinfeksi parasit malaria P. berghei, 
khususnya terhadap kadar TNF-α.

Metode Penelitian

Penelitian yang dilakukan merupakan penelitian eksperimental murni 
dengan Posttest-only with Control Group Design. Tanaman kelakai 
diperoleh dari Kecamatan Sungai Tabuk, Kalimantan Selatan yang 
dideterminasi di Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas 
Lambung Mangkurat, Banjarbaru, Kalimantan Selatan. Plasmodium 
berghei yang digunakan dalam penelitian ini adalah galur ANKA yang 
diperoleh dari Laboratorium Parasitologi Fakultas Kedokteran Universitas 
Airlangga, Surabaya. Mencit yang digunakan dalam penelitian ini adalah 
mencit jantan galur BALB/c, usia lebih kurang 8 minggu dengan interval 
berat 25-30 gram, yang diperoleh dari peternakan hewan penelitian di 
Yogyakarta. Bahan pembanding yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah bubuk artesunat yang diperoleh dari Bagian P2M Dinas Kesehatan 
Kota Banjarbaru, Kalimantan Selatan. Pelarut yang digunakan adalah 
DMSO 10% (Dimetil Sulfoksida) dan aqua destilata. Bahan uji yang 
digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak kelakai yang dibuat dengan 
cara maserasi dengan pelarut aqua destilata di Laboratorium Biokimia 
Fakultas Kedokteran UNLAM, Banjarbaru. Suspensi eritrosit terinfeksi 
P.berghei diinfeksikan secara intraperitoneal kepada mencit uji sebanyak 
200 µl.

Dosis ekstrak kelakai sebagai bahan uji yang digunakan adalah 10 
mg/kgbb/hari dan 100 mg/kgbb/hari berdasarkan penelitian pendahuluan 
dengan uji LD50. Pemberian ekstrak kelakai dan larutan artesunat selama 
4 hari berdasarkan Peter’s test.

Untuk dosis 100 mg/kgBB, dengan anggapan berat badan standar 
mencit adalah 25 g dan volume tiap pemberian adalah 200 μl, banyaknya 
dosis pemberian 6 ekor x 4 kali pemberian untuk 4 hari x 4 kelompok 
perlakuan yang mendapat ekstrak kelakai sehingga diperlukan 96 dosis 
larutan. Untuk menghindari kekurangan dosis larutan pada saat perlakuan 
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dengan sonde, maka dibuat untuk 200 dosis. Ditimbang gel ekstrak kelakai 
sebanyak 500 mg kemudian ditambah 40 ml larutan DMSO 10%. Sehingga 
untuk setiap 200 μl larutan mengandung 2,5 mg ekstrak kelakai.

Untuk dosis 10 mg/kgBB, dengan anggapan berat badan standar 
mencit adalah 25 g dan volume tiap pemberian adalah 200 μl, banyaknya 
dosis pemberian 6 ekor x 4 kali pemberian untuk 4 hari x 4 kelompok 
perlakuan yang mendapat ekstrak kelakai sehingga diperlukan 96 dosis 
larutan. Untuk menghindari kekurangan dosis larutan pada saat perlakuan 
dengan sonde, maka dibuat untuk 200 dosis. Ditimbang gel ekstrak kelakai 
sebanyak 50 mg kemudian ditambah 40 ml larutan DMSO 10%. Sehingga 
untuk setiap 200 μl larutan mengandung 0,25 mg ekstrak kelakai.

Dosis lazim penggunaan artesunat per hari pada manusia adalah 
4 mg/kgbb. Faktor konversi dari manusia dengan BB 70 kg ke mencit 
dengan BB 20 g adalah sebesar 0,0026. Sehingga untuk mencit digunakan 
dosis 4 mg/kgBB x 70 kgBB manusia x 0,0026 = 0,728 mg/20 g BB mencit 
atau setara dengan 36,4 mg/kgBB mencit. Satu vial artesunat berisi 60 mg 
bubuk artesunat. 60 mg bubuk artesunat dicampur dengan 1 ml sodium 
bikarbonat 5% dan 5 ml larutan glukosa 5%. Hasilnya adalah setiap 1 ml 
larutan mengandung 10 mg artesunat. Sehingga untuk mencit dengan BB 
25 g – 30 g akan mendapat 0,09 ml – 0.1 ml larutan artesunat.

Uji potensi ekstrak kelakai pada infeksi malaria yang dilakukan 
mengacu pada metode standar Peter’s Test (4-Days suppressive test)15 
. Mencit dibagi menjadi 10 kelompok perlakuan dan masing-masing 
kelompok terdiri dari 6 ekor mencit. Masing-masing kelompok diberi 
perlakuan sebagai berikut:

Pb-K-A-: kontrol negatif / tidak mendapat ekstrak kelakai dan larutan 
artesunat serta tidak diinfeksi P.berghei.

Pb5K-A-: tidak mendapat ekstrak kelakai dan larutan artesunat. Diinfeksi 
P. berghei sampai parasitemia mencapai 15-20% kemudian diambil darah.

Pb3K-A+: kelompok mencit yang diinfeksi P.berghei dan 3 jam kemudian 
diberi larutan artesunat PO 36,4 mg/kgbb selama 4 hari.
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Pb5K-A+: kelompok mencit yang diinfeksi P.berghei sampai parasitemia 
15-20% (+ 5 hari) kemudian diberi larutan artesunat PO 36,4 mg/kgbb 
selama 4 hari.

Pb-K10A-: kelompok mencit yang mendapat ekstrak kelakai PO 10 mg/
kgbb selama 4 Hari.

Pb-K100A-: kelompok mencit yang mendapat ekstrak kelakai PO 100 
mg/kgbb selama 4 Hari.

Pb3K10A-: kelompok mencit yang diinfeksi P.berghei dan 3 jam kemudian 
diberi ekstrak kelakai PO 10 mg/kgbb selama 4 hari.

Pb3K100A-: kelompok mencit yang diinfeksi P.berghei dan 3 jam 
kemudian diberi ekstrak kelakai PO 100 mg/kgbb selama 4 hari.

Pb5K10A-: kelompok mencit yang diinfeksi P.berghei sampai parasitemia 
15-20% (+ 5 hari) kemudian diberi ekstrak kelakai PO 10 mg/kgbb selama 
4 hari.

Pb5K100A-: kelompok mencit yang diinfeksi P.berghei sampai parasitemia 
15-20% (+ 5 hari) kemudian diberi ekstrak kelakai PO 100 mg/kgbb selama 
4 hari.

D0 adalah pengamatan hari pertama (setelah infeksi 3 jam dan setelah 
parasitemia mencapai 15-20%). D1 merupakan pengamatan pada hari ke-
2, D2 merupakan pengamatan pada hari ke 3, D3 merupakan pengamatan 
pada hari ke-4. 24 jam setelah perlakuan terakhir (D4), semua mencit 
dikorbankan (sacrifice) dengan inhalasi eter. Darah diambil dari jantung 
untuk pemeriksaan kadar TNF-α dengan ELISA.

Sampel berupa darah mencit yang telah diberi perlakuan diambil dari 
jantung mencit sebanyak lebih kurang 1 ml, ditampung di dalam tabung 
dan disentrifuge dengan kecepatan 3000 rpm suhu 4oC selama 15 menit 
untuk mendapatkan plasma.
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Hasil dan Pembahasan
Tabel Rerata kadar TNF-α pada setiap kelompok

Kelompok Mean TNF-α (pg/ml) + SD
Pb-K-A- 7,00 3,71
Pb5K-A- 151,05 53,69
Pb3K-A+ 50,17 30,54
Pb5K-A+ 165,28 106,64
Pb-K10A- 8,17 2,42
Pb-K100A- 9,72 8,83
Pb3K10A- 196,22 216,32
Pb3K100A- 101,06 29,20
Pb5K10A- 118,94 43,27
Pb5K100A- 192,78 23,08

Uji Kruskal-Wallis didapatkan nilai p = 0,000 (p < 0,05) berarti 
terdapat perbedaan bermakna di antara kelompok perlakuan. Selanjutnya 
dilakukan uji LSD. Kelompok perlakuan Pb3K-A+, Pb3K10A-, dan 
Pb3K100A- adalah untuk melihat potensi obat anti malaria (OAM) standar 
(artesunat) dan ekstrak kelakai terhadap kadar TNF-α pada infeksi awal 
P. berghei. Rerata kadar TNF-α kelompok perlakuan Pb3K-A+ (50,17 
± 30,54) lebih rendah daripada kelompok Pb3K10A- (196,22 ± 216,32) 
dan Pb3K100A- (101,06 ± 29,20). Rerata kadar TNF-α pada kelompok 
Pb3K10Alebih tinggi daripada Pb3K-A+, secara uji statistik perbedaan 
ini bermakna dengan nilai p = 0,03. Rerata kadar TNF-α pada kelompok 
Pb3K100A- lebih tinggi daripada Pb3K-A+, namun hasil ini secara uji 
statistik tidak berbeda bermakna dengan nilai p = 0,281. Rerata kadar 
TNF-α kelompok Pb3K10A- lebih tinggi daripada Pb3K100A- yang 
secara uji statistik berbeda bermakna dengan nilai p = 0,047. Hasil ini 
menunjukkan bahwa pemberian ekstrak kelakai dosis 10 mg/kgbb/hari 
segera setelah mencit terinfeksi tidak dapat menurunkan kadar TNF-α, 
sedangkan pemberian ekstrak kelakai dosis 100 mg/kgbb/hari segera 
setelah mencit terinfeksi dapat menurunkan kadar TNF-α. Hal ini diduga 
disebabkan jumlah parasitemia yang masih rendah. Potensi ekstrak 
kelakai terhadap jumlah parasitemia tidak dilakukan pada penelitian ini. 
Namun bila dibandingkan dengan kadar TNF-α pada kelompok perlakuan 
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Pb3K10A-, rerata kadar TNF-α kelompok Pb3K100A- lebih rendah dan 
secara statistik berbeda bermakna.

Kelompok perlakuan Pb5K-A+, Pb5K10A-, dan Pb5K100A- adalah 
untuk melihat potensi ekstrak kelakai terhadap kadar TNF-α setelah mencit 
terinfeksi dengan parasitemia yang tinggi. Rerata kadar TNF-α lebih tinggi 
pada kelompok Pb5K100A- (192,78 ± 23,08) daripada kelompok Pb5K-A+ 
(165,28 ± 106,64) dan Pb5K10A- (118,94 ± 43,27). Secara uji statistik hasil 
ini tidak berbeda bermakna antara Pb5K-A-, Pb5K-A+, Pb5K10A-, dan 
Pb5K100A-. Hasil ini menunjukkan pada penelitian ini pemberian ekstrak 
kelakai dosis 10 mg/kgbb/hari dan 100 mg/kgbb/hari pada saat parasitemia 
telah tinggi tidak dapat menurunkan kadar TNF-α. Kandungan zat bioaktif 
pada tumbuhan kelakai adalah flavonoid, steroid, dan alkaloid. Ekstrak 
kelakai (Stenochlaena palustris) memiliki kandungan total flavonoid yang 
tinggi dibanding tanaman gerunggang dan pasak bumi yang merupakan 
tanaman obat di Kalimantan Selatan.

Kelakai (Stenochlaena palustris (Burm.f) Bedd) mengandung senyawa 
flavonoid quercetin. Total flavonoid yang terkandung di dalam ekstrak 
kelakai adalah 14,5 μg/ml. Flavonoid adalah kelompok senyawa polifenol 
yang memiliki aktivitas scavenger radikal bebas, penghambat enzim 
hydrolitic dan oksidatif, serta anti-inflamasi8 . Flavonoid memiliki aktivitas 
antimalaria melalui penghambatan terhadap biosintesis asam lemak (FAS-
II) parasit dan menghambat influx L-glutamin dan myoinositol kedalam 
eritrosit terinfeksi.

Respon inflamasi secara signifikan diperantarai oleh faktor transkripsi 
NF-κβ dan dihambat oleh Iκβ. Aktivasi seluler diinduksi oleh fosporilasi 
protein Iκβ (Iκβα dan Iκββ). Degradasi protein ini menyebabkan translokasi 
NF-κβ ke inti sel yang kemudian berikatan dengan promotor spesifik 
pada area gen yang mengkode sitokin pro-inflamasi. Efek anti-inflamasi 
flavonoid quercetin terhadap sitokin proinflamasi TNF-α telah dilakukan. 
Quarcetin memperlihatkan efek anti inflamasi pada sel mononuklear darah 
tepi / peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) yang diinduksi dengan 
phorbol myristate acetate (PMA) dan Ca2+ dengan jalan menghambat 
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produksi endogen sitokin proinflamasi TNF-α. Efek tersebut diperantarai 
melalui pengaturan ekspresi gen NF-κβ dan Iκβ. Setelah inkubasi 24 jam 
dan 48 jam, quercetin secara signifikan menurunkan ekspresi gen NF-κβ1 
pada konsentrasi 5 sampai 50 μM. Pada 72 jam, quercetin secara signifikan 
menurunkan ekspresi gen NF-κβ1 pada konsentrasi 10-50 μM.

Kandungan lain ekstrak kelakai adalah senyawa alkaloid. Penelitian 
tentang efek penghambatan alkaloid pada tanaman herbal terhadap 
produksi TNF-α dan Nitrit oksida dengan LPS yang diinduksikan pada 
makrofag telah dilakukan. Penelitian ini menemukan bahwa senyawa 
alkaloid dapat menekan produksi TNF-α dan NO. Ekspresi TNFα dan 
iNOS terutama dikontrol oleh faktor transkripsi NF-κβ. Pelepasan sinyal 
dari LPS menyebabkan fosporilasi sebuah protein inhibitor Iκβ-α yang 
memblok NF-κβ di sitoplasma. Fosporilasi Iκβ-α yang cepat menyebabkan 
pelepasan NFκβ ke inti sel dan menyebabkan aktivasi ekspresi gen. 
Pelepasan sinyal LPS juga menyebabkan ekspresi TNF-α dan iNOS 
melalui jalur MAP kinase melewati fosporilasi protein kinase seperti 
p38 MAPK dan JNK. Pada penelitian ini didapatkan alkaloid tidak dapat 
menghambat keduanya. Alkaloid bekerja dengan mengaktifkan ekspresi 
faktor transkripsi PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor γ) 
untuk menekan TNF-α. Faktor transkripsi ini sangat erat berkaitan dengan 
NF-κβ dan AP-1 (yang merupakan faktor awal mula jalur MAP kinase). 
Aktivitas antiinflamasi ini tidak bergantung pada aktivitas antioksidan.

Kandungan steroid pada ekstrak kelakai ternyata juga dapat 
menghambat produksi sitokin pro-inflamasi. Peningkatan gen transkripsi 
inflamasi diatur oleh faktor transkripsi proinflamasi seperti NF-κβ dan 
activator protein-1 (AP1). Steroid dapat menekan inflamasi dengan jalan 
meningkatkan sintesis protein anti-inflamasi, seperti annexin-1, IL-10, 
MAPK phosphatase-1 (MKP-1) dan inhibitor NF-κβ yaitu I-κβ.

Penutup

Ekstrak kelakai dosis 100 mg/kgbb/hari yang diberikan segera setelah 
mencit BALB/c terinfeksi P. berghei ANKA pada penelitian ini dapat 
menurunkan kadar TNF-α.
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