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ABSTRAK 

 

 

Nama    : Deasyka Yastani 

Program Studi   : Magister Ilmu Biomedik  

Judul Tesis    : Pengaruh Ekstrak Etanol Uncaria Gambir 

  (Hunter) Roxb. terhadap viabilitas galur sel HepG2    

   dan korelasinya terhadap ekspresi Sitoglobin,     

   Nrf2 dan PDGFA 

Karsinoma hepatoseluler (HCC) merupakan masalah kesehatan global dengan 

tatalaksana yang belum memberikan hasil optimal. Gambir adalah tanaman spesifik 

Indonesia, yang mengandung flavonoid, dan digunakan sebagai antikanker. Pada 

patogenesis HCC terjadi disregulasi CYGB, Nrf2, dan PDGFA. Jusman et al 

mendapatkan bahwa senyawa dalam gambir dapat berikatan dengan PDGFA. 

Penelitian ini digunakan ekstrak etanol gambir (EG), dan bertujuan untuk menilai 

pengaruh EG terhadap viabilitas galur sel HepG2, dan korelasinya terhadap 

ekspresi CYGB, Nrf2, dan PDGFA. Optimasi konsentrasi DMSO sebagai pelarut 

EG, dan konsentrasi EG pada HepG2 (IC50) dianalisis dengan uji MTT. Sel HepG2 

diisolasi proteinnya dan ekspresi Nrf2, dan PDGFA menggunakan ELISA, serta 

CYGB menggunakan ELISA dan Imunofluoresens. Analisis proliferasi sel HepG2 

dengan uji BrdU. Hasil dari analisis viabilitas, proliferasi, dan ELISA dari 

kelompok kontrol dan perlakuan dibandingkan secara statistik. Kami juga 

menganalisis korelasi antara masing-masing variabel. Hasil menunjukan pemberian 

EG konsentrasi 500; 1000; dan 2000 μg/mL menyebabkan penurunan viabilitas sel, 

proliferasi sel, serta penurunan ekspresi protein CYGB, Nrf2, dan PDGFA 

sebanding dengan peningkatan pemberian konsentrasi EG. Terdapat korelasi positif 

dan bermakna antara viabilitas dengan proliferasi sel HepG2. Terdapat korelasi 

positif dan bermakna antara viabilitas sel HepG2 dengan ekpresi protein CYGB, 

Nrf2, dan PDGFA. Selain itu, terdapat korelasi positif dan bermakna antara ekspresi 

CYGB dengan Nrf2, dan protein Nrf2 dengan PDGFA, dan protein CYGB dengan 

PDGFA. Disimpulkan pemberian EG menurunkan viabilitas, dan proliferasi sel 

HepG2 serta terbukti menurunkan ekspresi CYGB, Nrf2, dan PDGFA. 

 

 

Kata kunci : HepG2, ektrak etanol gambir, sitoglobin, Nrf2, PDGFA.  
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Universitas Indonesia 

ABSTRACT 

 

Name    : Deasyka Yastani 

Study Program  : Master Programme of Biomedical Science 

Judul Tesis    : Effect of Gambir (Uncaria gambir (Hunter)Roxb.)  

  Ethanol Extract on Proliferation of Hep G2 :  

  Focus on Expression of Cytoglobin, Nrf2, and    

  PDGFA 

 

Hepatocellular carcinoma (HCC) is a global health problem with treatment has not 

provided optimal results. Gambir is an Indonesian specific plant, which contains 

flavonoids, and is used as an anticancer. Gambir is an Indonesian specific plant, 

which contains flavonoids, and is used as an anticancer. In the pathogenesis of HCC 

dysregulation of Nrf2, CYGB, and PDGFA occurs. Jusman et al found that 

compounds in gambir can bind to PDGFA. This study used gambier ethanol extract 

(EG), and aimed to assess the effect of EG on HepG2 cell proliferation, as well as 

the expression of CYGB, Nrf2, and PDGFA. Optimization of DMSO concentration 

as EG solvent, and EG concentration in HepG2 (IC50) were analyzed by MTT test. 

Protein of HepG2 were isolated and expression of Nrf2 and PDGFA used ELISA, 

and CYGB used ELISA and Immunofluorescence. Analysis of HepG2 cell 

proliferation with BrdU assay. Results from viability, proliferation, and ELISA 

analyses of the control and treatment groups were compared statistically. We also 

analyzed the correlation between each variable. The results showed the 

administration of EG concentration 500; 1000; and 2000 μg/mL led to decreased 

cell viability, cell proliferation, and decreased expression of CYGB, Nrf2, and 

PDGFA proteins comparable to an increase in EG concentration. There is a positive 

and significant correlation between viability and proliferation of HepG2 cell. There 

is a positive and significant correlation between HepG2 cell viability and CYGB, 

Nrf2, and PDGFA protein expression. In addition, there is a positive and significant 

correlation between the expression of CYGB and Nrf2, the protein Nrf2 and 

PDGFA, and the expression of CYGB with PDGFA.  It was concluded that EG 

administration decreased the viability, and proliferation of HepG2 cells and was 

shown to decrease the expression of CYGB, Nrf2, and PDGFA. 

 

 

Keywords : HepG2, gambir ethanol extract, cytoglobin, Nrf2, PDGFA. 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang 

Karsinoma hepatoseluler (hepatocellular carcinoma, HCC) merupakan 

penyakit neoplasma ganas primer hepar tersering, yang terdiri dari sel menyerupai 

hepatosit dengan derajat diferensiasi yang bervariasi.1, 2 Karsinoma hepatoseluler 

sudah menjadi masalah kesehatan global, merupakan kanker kelima terbanyak di 

dunia (5,4% dari semua jenis kanker) dan penyebab kematian ketiga tertinggi akibat 

kanker.1, 3, 4  

Karsinoma hepatoseluler adalah penyakit kanker terbanyak nomor dua pada 

laki-laki di Indonesia, sebesar 12,4 per 100.000 penduduk dengan rata-rata 

kematian 7,6 per 100.000 penduduk (Kementerian Kesehatan RI, 2019).5 

Pengobatan kanker dengan mengangkat jaringan kanker melalui pembedahan, 

kemoterapi dan radioterapi masih belum memberikan hasil yang optimal.6, 7   

Pemahaman menyeluruh tentang patogenesis molekuler HCC dan strategi 

terapi baru sangat dibutuhkan. Disregulasi Nuclear factor erythroid 2-related factor 

2 (Nrf2) berperan dalam patogenesis HCC. Peningkatan Nrf2 menyebabkan efek 

merugikan yang mendukung proliferasi dan kelangsungan hidup HCC.6 Penelitian 

Zhang dkk 2016 menunjukkan bahwa Nrf2 mempromosikan proliferasi sel HCC 

baik secara invitro maupun invivo, yang berhubungan dengan siklus sel pada lini 

sel HCC.7  

Gambir (Uncaria gambir [Hunter] Roxb) adalah tanaman spesifik 

Indonesia dengan penghasil terbesar adalah Sumatera Barat. Gambir mengandung 

flavonoid, khususnya katekin dengan kadar yang tinggi, yang mempunyai fungsi 

sebagai antikanker8, 9, antioksidan,10 antifibrosis,10, 11antimikroba, dan antiseptik.12 

Senyawa katekin dari tanaman gambir terbukti mempunyai efek antikanker dengan 

menghambat proliferasi sel dan menginduksi apoptosis dengan memodulasi 

ekspresi caspase-3,-8,-9, dan p53.9, 13 Woo dkk mengemukakan bahwa senyawa 

polifenol dapat menginhibisi Nrf2 sehingga tidak terjadi sintesis enzim antioksidan 

yang berakibat pada peningkatan sensitivitas sel kanker terhadap terapi, 

mengurangi ukuran tumor dan kematian sel.14 
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Jusman dkk pada analisis in silico dengan molecular docking mendapatkan 

bahwa senyawa dalam tanaman gambir, yaitu neooxogambirtannin, procyanidin B2 

dan gambiriin A1 dapat berikatan dengan platelet-derived growth factor sub unit A 

(PDGFA).15 Pada HCC, PDGF dikaitkan dengan prognosis buruk dan tingginya 

tingkat metastasis. Interaksi PDGFA dan reseptornya menyebabkan respon seluler 

seperti proliferasi dan migrasi melalui jalur persignalan P13K/AKT dan MEK.16, 17 

Peran Nrf2 dalam meningkatkan ekspresi PDGF subunit A melalui rekruitmen 

specificity protein 1(Sp1), yang menyebabkan aktivasi jalur AKT/p21 dan progresi 

siklus sel dari HCC.3 Zhang dkk 2015, dan Liu dkk 2016 mendapatkan bahwa kadar 

protein Nrf2 lebih tinggi pada lini sel HCC dibandingkan dengan lini sel hepatosit 

normal.3, 7 

     Cytoglobin (CYGB) adalah stellate cell activation-associated protein 

(STAP), yang terutama diekspresikan di HSC (hepatic stellate cells).18, 19  

Proliferasi sel yang tinggi pada sel kanker dapat memicu kondisi hipoksia. 

Akibatnya, sel memberikan respons melalui stabilnya protein hypoxia-inducible 

factor-1 alfa (HIF-1alfa) yang kemudian akan bertranslokasi ke inti, berdimer 

dengan subunit-beta membentuk protein HIF-1. HIF-1 merupakan faktor 

transkripsi untuk sintesis protein yang diperlukan pada adaptasi terhadap 

hipoksia. Salah satu protein yang berada dibawah regulasi HIF-1 adalah CYGB.19 

CYGB berperan antara lain untuk suplai oksigen yang mendukung pembentukan 

energi di mitokondria. Xinarianos dkk melaporkan bahwa pemulihan CYGB 

pada lini sel kanker menghambat migrasi, invasi, dan pertumbuhan sel kanker.19 

CYGB diduga mempunyai peran bimodal yaitu sebagai penekan tumor dalam 

keadaan normoksia, serta fungsi onkogenik yang menyebabkan kemoresistensi, 

dan perkembangan sel kanker.20 Studi oleh Lv dkk membuktikan bahwa 

peningkatan ekspresi CYGB dapat menekan proliferasi sel kanker.21 Studi oleh 

Kawada dkk 2020 pada hewan model tikus karsinoma hepatoseluler 

menggunakan diethylnitrosamin, menemukan bahwa deplesi CYGB mendukung 

perkembangan kanker.22  

Penelitian Wardana dkk9 dan Sari dkk8 menunjukan bahwa ekstrak etanol 

gambir (EG) mempunyai aktivitas sebagai antikanker. Penelitian Amalia et al 

membuktikan bahwa EG meningkatkan ekspresi CYGB dan proliferasi fibroblas 
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keloid dibandingkan yang tidak diberikan EG, namun lebih rendah dibandingkan 

fibroblas non keloid.23 Oleh karena itu dilakukan penelitian ini untuk melihat 

pengaruh EG terhadap viabilitas sel Hep G2 dan korelasinya terhadap ekspresi 

CYGB, Nrf2,dan PDGFA. 

 

1.2. Rumusan masalah 

Karsinoma hepatoseluler adalah masalah kesehatan global dengan 

tatalaksana yang belum optimal. Pada karsinoma hepatoseluler terjadi 

peningkatan CYGB yang dikaitkan dengan peningkatan proliferasi sel kanker. 

Pada HCC juga terjadi peningkatan Nrf2 yang akan berikatan dengan Sp1 

sehingga terjadi peningkatan PDGFA. Hal ini menyebabkan peningkatan 

proliferasi sel kanker. Studi sebelumnya membuktikan EG berperan sebagai anti 

kanker dan pada analisis in silico EG memiliki afinitas kuat terhadap PDGFA. 

Oleh karena itu, disusun rumusan masalah bagaimana pengaruh EG terhadap 

regulasi proliferasi sel HepG2 yang dinilai dari ekspresi CYGB ,Nrf2, dan 

PDGFA. 

1.3. Tujuan penelitian 

1.3.1   Tujuan umum 

Menganalisis pengaruh pemberian EG terhadap viabilitas sel Hep G2,  

ekspresi CYGB, Nrf2 dan PDGFA 
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1.3.2 Tujuan khusus 

1. Melakukan optimasi kadar EG yang dapat menghambat viabilitas sel 

Hep G2 serta nilai IC50 dengan uji MTT. 

2. Menganalisis pengaruh pemberian EG terhadap ekspresi CYGB sel 

HepG2 

3. Menganalisis pengaruh pemberian EG terhadap ekspresi Nrf2 sel 

HepG2 

4. Menganalisis pengaruh pemberian EG terhadap ekspresi PDGFA sel 

HepG2 

5. Menganalisis pengaruh pemberian EG terhadap proliferasi sel HepG2 

6. Menganalisis korelasi antara viabilitas dengan proliferasi sel HepG2 

7. Menganalisis korelasi antara ekspresi CYGB, Nrf2, dan PDGFA dengan 

viabilitas dan proliferasi sel HepG2 

8. Menganalisis korelasi antara ekspresi Nrf2 dengan CYGB, antara 

ekspresi Nrf2 dengan CYGB, antara ekspresi CYGB dengan PDGFA 

 

1.4    Hipotesis penelitian 

1. Pemberian EG dapat menurunkan proliferasi dan viabilitas sel HepG2. 

2. Pemberian EG dapat menurunkan ekspresi CYGB, Nrf2, dan PDGFA. 

3. Terdapat korelasi antara viabilitas dan proliferasi sel HepG2. 

4. Terdapat korelasi antara ekspresi CYGB, Nrf2, dan PDGFA dengan viabilitas 

dan proliferasi sel HepG2  

5. Terdapat korelasi antara ekspresi Nrf2 dengan CYGB, antara ekspresi Nrf2 

dengan CYGB, antara ekspresi CYGB dengan PDGFA 

 

1.5   Manfaat penelitian 

Penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai dasar penelitian terkait 

peran EG sebagai kandidat antikanker, dan mekanisme molekuler dari EG 

pada HCC.  
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1.6 Kerangka teori 
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1.7 Kerangka konsep 

 

 Kultur sel HepG2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

Keterangan:  

  : Pengaruh positif 

          : Pengaruh inhibisi 

    : Variabel yang diteliti 

     Viabilitas sel HepG2 

 

Ekstrak etanol gambir 

(EG) sebagai antikanker? 

Ekspresi  

• CYGB 

• Nrf2 

• PDGFA 
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BAB 2 

 TINJAUAN PUSTAKA 

      

2.1 Tanaman gambir  

Tanaman gambir  (Uncaria gambir (Hunter) Roxb) berasal dari Asia 

Tenggara, khususnya Indonesia dan Malaysia.24-26 Di Indonesia, gambir merupakan 

komoditas perdagangan yang dimulai pada awal abad ke-19.27 Saat ini, Indonesia 

merupakan pemasok 80% komoditas gambir di pasar dunia.24, 28 Gambir merupakan 

salah satu komoditas perkebunan yang tersebar di beberapa wilayah terutama di 

pulau Sumatera yaitu Sumatera Barat, Riau, Sumatera Utara, Sumatera Selatan dan 

Aceh. 28 Tanaman gambir termasuk dalam Rubiaceae family. Taksonomi tanaman 

gambir ditampilkan pada Tabel 2. 

 

Tabel 2.Taksonomi tanaman gambir27, 28 

Kingdom Plantae 
 

Sub Kingdom Viridiplantae 
 

Super Divisi Embryophyta 
 

Divisi Spermatophyta 
 

Kelas Angiospermae 
 

Sub Kelas Asteranae 
 

Order Rubiales 
 

Famili Rubiaceae 
 

Genus Uncaria 
 

Spesies Uncaria gambir (Hunter) Roxb. 
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Bunga, ranting, daun, getah, dan ekstrak etanol gambir dari tanaman gambir 

disajikan dalam Gambar 2.1.  

  

 
 

  

Gambar 2.1 A dan B.Tanaman gambir26, C. Ranting dan daun gambir, D. Bunga 
gambir, E. Getah gambir, F. Ekstrak etanol gambir24, 26 

 

Tanaman gambir sejak lama telah digunakan sebagai obat tradisional untuk 

meredakan penyakit seperti demam, diare, sakit kepala, pilek, batuk, radang saluran 

kemih, sakit gigi dan sakit perut.29  

Gambir mengandung senyawa polifenol dengan kandungan utama 

flavonoid(+)- katekin yang mencapai 40-80 % berat ekstrak kering, selain itu juga 

terdapat epikatekin 1,5 %, prosianidin B1, prosianidin B3 dan gambiriin yang 

masing masing sebesar 1 %.30  

Pada studi in vitro, katekin memiliki efek langsung sebagai antioksidan 

dengan membersihkan radikal bebas serta secara signifikan menghambat reactive 

oxygen species (ROS) dan reactive nitrogen reactive (RNS).29 Penelitian Ningsih 

et al menjelaskan bahwa ekstrak gambir terbukti mampu menekan perkembangan 

fibrosis hati melalui aktivitas fibrolisis pada dosis 262 mg/kgBB dan lebih baik 

dibanding fibropreventif pada dosis 65 mg/kgBB, karena mampu menekan ekspresi 

tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP-1) dan kolagen 1.31  

A B 

C 

E F 

D 
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 Senyawa antioksidan yang terdapat pada gambir juga berperan sebagai 

fibropreventif dan fibrolisis pada fibrosis paru dengan menginhibisi nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-κB) melalui penekanan 

pembentukan kolagen, dan TIMP-1.11 Senyawa antioksidan serupa seperti pada 

gambir juga dapat melakukan penekanan stres oksidatif yang dimediasi oleh Nrf2. 

Desdiani dkk 2021 menyatakan bahwa gambir dapat berperan sebagai inhibitor bagi 

reseptor TGF-β1 pada cell line A594.32  

Penelitian oleh Jusman et al tahun 2023 melalui pemeriksaan in silico 

dengan pendekatan moleculer docking  menunjukkan bahwa terdapat 12 senyawa 

bioaktif bahan kimia sebagai ligan dari ekstrak Uncaria gambir (Hunter) yaitu 

Catechin, Epicathechin, Gambirin A1, Procyanidin (B1,B2,B3,B4), Roxburghine 

(B,C), Gambirtannine, Oxogambirtannine yang ditunjukkan pada Gambar 2.215 

Aktivitas senyawa di dalam tanaman gambir yaitu gambirin A1, procyanidin B2, 

dan neooxygambirtannine dalam EG, dibuktikan pada uji in silico dapat berikatan 

dengan reseptor PDGFA.15 

 

Gambar 2.2. Kandungan senyawa kimia dari Uncaria gambir15 
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Penelitian  oleh Syarifah, et al 8 menemukan bahwa gambir mempunyai 

aktivitas antikanker  pada sel lini kanker payudara T47D secara in vitro. Hasil 

penelitian menunjukkan bahwa gambir menghambat pertumbuhan sel kanker 

payudara, namun masih lebih lemah dari doxorubicin (DOX) sebagai kontrol 

positif. 8 Penemuan obat baru antikanker yang dilakukan dengan mengeksplorasi 

bahan alam sangat berpotensi untuk dikembangkan.  

 

2.2  Karsinoma Hepatoseluler 

2.2.1 Epidemiologi HCC 

Karsinoma hepatoseluler (hepatocellular carcinoma/HCC) adalah kanker 

hati primer yang paling utama dengan jumlah lebih dari 80% dari semua keganasan 

hati.33 HCC sudah menjadi masalah kesehatan global, merupakan kanker kelima 

terbanyak di dunia (5,4% dari semua jenis kanker) dan penyebab kematian ketiga 

tertinggi akibat kanker.1, 3, 4 Karsinoma hepatoseluler adalah penyakit kanker 

terbanyak nomor dua pada laki-laki di Indonesia, sebesar 12,4 per 100.000 

penduduk dengan rata-rata kematian 7,6 per 100.000 penduduk (Kementerian 

Kesehatan RI, 2019).5  Etiologi dari HCC yang paling utama (80-90 %) adalah 

perkembangan dari sirosis, adapun faktor lainnya adalah aflatoksin B1, diabetes, 

asupan alkohol berlebihan, infeksi Hepatitis-B-virus (HBV) dan Hepatitis-C-virus 

(HCV), non-alcoholic fatty liver disease dan penggunaan tembakau.1 

2.2.2 Patogenesis Molekuler dari HCC 

    Hepatokarsinogenesis adalah proses multistep, dan melibatkan 5 faktor utama 

dalam molekular patogenesisnya yaitu perubahan pola ekspresi gen dengan mutasi 

pada gen spesifik hati, aktivasi dari growth factor yang berperan dalam regulasi 

jalur persignalan untuk diferensiasi sel, proliferasi, dan angiogenesis, perubahan 

dan mutasi epigenetik, disregulasi jalur-jalur persignalan dalam proliferasi sel, serta  

peningkatan ekspresi dari target gen Nrf2 yang berperan dalam diferensiasi, 

metastasis, dan ukuran tumor pada HCC.34 

Perubahan pola ekspresi gen yang berperan dalam proliferasi sel, 

perkembangan siklus sel, apoptosis dan metastasis yaitu p53, adenomatous 

polyposis coli (APC), breast cancer 1 (BRCA1), breast cancer 2 (BRCA2), Rb, 

Ras dan β-catenin.35 Faktor lain yang juga berperan dalam patogenesis HCC adalah 
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aktivasi dari growth factor yang berperan dalam regulasi jalur persignalan (insulin-

like growth factor (IGF), epidermal growth factor (EGF), dan hepatocyte growth 

factor (HGF)), jalur yang terkait dalam diferensiasi sel (Wnt, Landak, Notch) dan 

jalur persinyalan yang berperan dalam angiogenesis (vascular endothelial growth 

factor, VEGF).36 Jalur persinyalan sel yang berperan dalam patogenesis HCC 

ditunjukan pada Gambar 2.3. 

 

Gambar 2.3. Jalur persinyalan sel  yang berperan dalam patogenesis HCC36 

 

Faktor yang berperan dalam proses karsinogenesis HCC yang ketiga yaitu 

adanya mutasi dan perubahan epigenetik. Pada HCC dilaporkan sekitar 30-60% 

menunjukkan mutasi pada telomerase RNA component (TERC) and the telomerase 

reverse transcriptase (TERT).37 Hal tersebut menyebabkan down regulasi dari p53 

atau  mutasi dari p53 yang akan mengaktivasi jalur onkogenik dari HCC.38 

Perubahan epigenetik lainya yang berperan yaitu adanya disregulasi dari p14/ARF, 

dan DNA damage inducible protein (GADD45)39, dan pada kasus special dari HCC 

terjadi hipometilasi dan hipermetilasi dari situs spesifik. DNA metilasi pada situs 

spesifik menyebabkan instabilitas genetic dan silencing dari gen tumor supresor 

tumor.40 

Disregulasi dari jalur persinyalan, juga berperan dalam perkembangan HCC 

yaitu Wnt/β-catenin, Ras, p14ARF/P53, p16INK4A/Rb, transforming 

growthfactor-β(TGF-β) dan PTEN/Akt.41 Jalur persinyalan dari Wnt/β-catenin 

terlibat dalam proliferasi sel dan perkembangan sel kanker, overaktivasi dari jalur 

ini menyebabkan perkembangan sel kanker pada manusia.42 Jalur persinyalan dari 
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Ras/ mitogen- activated protein kinase (MAPK) dan  

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-Akt kinase terjadi hiperaktivasi pada 50 % 

dari HCC.43  

Penelitian terbaru menunjukan peran potensial dari target Nrf2 dalam 

cedera, peradangan, dan proses hepatokarsinogenesis. Hepatokarsinogenesis yang 

diinduksi HCV menyebabkan fosforilasi dan translokasi Nrf2 oleh MAPK, casein 

kinase 2 dan PI3K, yang mengatur gen Nrf2-ARE. Hal ini menyebabkan up-

regulasi dari protein Maf.44 Pada penelitian oleh Gong, et al sel HepG2 yang 

diinduksi oleh CYP2E1 menunjukkan up-regulasi mRNA Nrf2 yang juga disertai 

up-regulasi  dari berbagai  protein downstream  (GCLC dan HO-1). 43 

 

2.3 Nrf2 

Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) adalah faktor transkripsi 

yang diketahui sangat berperan dalam metabolisme xenobiotik dan respons 

terhadap reactive oxygen species (ROS)45, 46 Nrf2 diekspresikan secara luas dalam 

sel mamalia. Pada tahun 1991, diketahui bahwa stres oksidatif dapat mengaktifkan 

gen antioksidan melalui antioxidant response element (ARE).47 

 Penelitian terakhir mengungkapkan bahwa Nrf2 mengatur berbagai proses 

melalui ARE dan element electrophile response element (EpRE) yang berperan 

dalam meregulasi respons endogen terhadap berbagai stres intrinsik dan 

ekstrinsik.48, 49 Studi terbaru juga mengindentifikasi dan menjelaskan beberapa 

fungsi baru dari Nrf2 selain kemampuan dalam merespons stres oksidatif. Nrf2 juga 

berperan dalam regulasi inflamasi, autofagi, metabolisme, proteostasis dan 

unfolded protein response (UPR), biogenesis mitokondria, serta juga dikaitkan 

dengan proses karsinogenesis.45, 46, 50, 51 Hal ini menunjukkan bahwa Nrf2 

merupakan faktor transkripsi yang bersifat pleiotropik.  

 

2.3.1 Struktur protein Nrf2  

Nrf2 termasuk ke dalam famili protein Cap’n’collar (CNC) dan memiliki 

domain CNC yang unik yang berikatan dengan basic regio-leucin zipper (CNC-

bZIP) motif. 46 Struktur protein Nrf2 ditampilkan pada Gambar 2.4. 
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Gambar 2.4. Struktur protein Nrf2 yang mempunyai 7 domain fungsional Nrf2-ECH 

homology 1-7 (Neh1- Neh7).45, 46 

 

Protein Nrf2 mempunyai 7 domain fungsional dengan fungsi berbeda dalam 

meregulasi aktivitas transkripsi Nrf2, yaitu domain 1-7 Nrf2-ECH homology 

(Neh1-Neh7). Domain Neh1 mengandung regio CNC-bZIP yang well-conserved, 

dapat berheterodimer dengan protein onkogen musculoaponeurotic fibrosarcoma 

(sMAF), berfungsi untuk mengenali ARE dan/EpRE. Regio CNC-bZIP ditemukan 

pada berbagai spesies dan sangat vital untuk fungsi Nrf2 51 

Neh2 mempunyai domain N-terminal yang merupakan domain tempat 

terikatnya Nrf2 kepada domain regulator negatif dari Kelch-like-ECH-associated 

protein 1 (KEAP1) yang terdiri dari motif ETGE dan motif DLG, terutama 

berinteraksi dengan domain (KEAP1) untuk ubiquitinasi dan degradasi Nrf2. 45 

Domain Neh3-5 berfungsi sebagai domain untuk aktivasi transkripsi dengan 

melakukan ikatan dengan komponen transkripsi. Domain Neh6 berperan dalam 

degradasi Nrf2, yang tidak tergantung Keap1, dalam sel yang mengalami stres 

oksidatif, terdiri dari dua redox-independent degrons DSGIS dan DSAPGS yang 

berikatan dengan E3 ubiquitin ligase β-transducin repeat-containing protein 

(βTrCP).45, 46 Domain Neh7 berperan menekan aktivitas Nrf2 dengan melakukan 

interaksi dengan retinoic X receptor alpha (RXRα). Semua domain ini menjaga 

stabilitas Nrf2 dan aktivasi transkripsi dari gen target pada level bertingkat, yang 

meliputi transkripsi, paska-transkripsi dan regulasi paska-translasi sebagai respon 

terhadap berbagai stres.45  
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2.3.2. Struktur protein KEAP1 

           Protein KEAP1 yang mengandung 5 domain, yaitu domain amino terminal 

region (NTR); broad complex, tramtrack, bric-a-brac (BTB); intervening region 

(IVR), 6 Kelch-repeat domain association; dan C-terminal region (CTR) 

ditampilkan pada Gambar 2.5 45, 52, 53   

 

 

Gambar 2.5. Struktur protein KEAP1 yang mengandung 5 domain45 

 

2.3.3. Regulasi Nrf2 

Regulasi Nrf2 terjadi melalui berbagai tahap yaitu regulasi tahap transkripsi, 

regulasi paska transkripsi, regulasi paska translasi, dan regulasi stabilitas Nrf2 yang 

dapat distimulasi oleh beberapa stresor seperti perubahan metabolisme; stres 

oksidatif, persinyalan onkogen, gangguan autofagi, dan mutasi genetik yang 

ditampilkan pada Gambar 2.6. berikut ini45 

 

Gambar 2.6. Regulasi Nrf2 yang berlangsung melalui berbagai tahap. 45 
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2.3.4 Nrf2 pada HCC 

          Ekspresi Nrf2 pada HCC dapat digunakan sebagai faktor prognostik 

independen dikarenakan keterkaitan Nrf2 dengan kelangsungan hidup sel7, faktor 

patologi klinik7,  diferensiasi, ukuran tumor, proliferasinya yang dibuktikan dengan  

ekspresi Bcl-xL dan matriks metaloproteinase-9. Pada kondisi fisiologis atau non-

stres, KEAP 1 berperan sebagai regulator negatif dari Nrf2, sehingga Nrf2 tetap di 

sitoplasma, dan terjadi degradasi melalui sistem ubiquitin-proteosomal.  

Pada keadaan stres oksidatif, ekspresi Nrf2 meningkat. Residu sistein pada 

domain KEAP1 IVR berperan sebagai sensor redoks, dan Nrf2 akan dilepaskan dari 

kompleks dengan KEAP tersebut bila teroksidasi. Selanjutnya terjadi fosforilasi 

Nrf2 diikuti translokasi Nrf2 ke inti. Di dalam inti terjadi dimerisasi dengan small 

v-mafmusculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog (sMaf). Heterodimer 

Nrf2-sMaf ini akan terikat pada fragmen DNA yang disebut sebagai antioxidant 

responsive element (ARE) atau electrophile responsive element (EpRE). 49  

Pada HCC, aktivasi Nrf2 terjadi secara terus menerus yang menyebabkan 

proliferasi sel dan resistensi obat.34 Aktivasi jalur Keap1-Nrf2-ARE pada keadaan 

basal (non-stressed), oxidative stress state dan HCC  ditampilkan pada Gambar 

2.7.34  

 

Gambar 2.7. Jalur Keap1-Nrf2-ARE pada non-stressed, oxidative stress state dan 

HCC.34  
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2.4 Platelet-derived growth factors 

Platelet-derived growth factors (PDGF) adalah protein dimerik yang 

dihubungkan oleh 2 jembatan sistein.54 Terdapat total 5 protein PDGF aktif yaitu 4 

homodimer (PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C and PDGF-D), dan satu heterodimer 

yaitu PDGF-AB. PDGF diekspresikan dalam keadaan normal oleh berbagai jenis 

sel yaitu fibroblas, sel neuron, sel epitel kornea, makrofag, sel endotel, sel otot 

polos, dan trombosit.55, 56 

PDGF menjalankan fungsi biologisnya dengan mekanisme autokrin atau 

parakrin.54 Semua PDGF tersusun dari domain yang conserved yaitu VEGF/ PDGF 

homology domain yang terlibat dalam pembentukan dimer PDGF melalui jembatan 

disulfida intra dan inter molekul. Terdapat 4 gen PDGF yang berkaitan dengan 

VEGF yaitu PDGF-A,-B,-C-D yang mengkode PDGF.54  

Beberapa kanker, termasuk glioma, Kaposi’s sarcoma, kanker prostat, 

kanker ovarium, kanker ginjal dan kanker pankreas telah  dikaitkan dengan 

peningkatan tingkat PDGF dan PDGFR.57, 58 Pada beberapa jenis karsinoma, PDGF 

menstimulasi pertumbuhan tumor melalui berbagai perubahan selular dan 

molekular yaitu melalui persignalan secara parakrin yang berperan dalam 

angiogenesis, lingkungan mikro tumor dan mempromosikan epithelial 

mesenchymal transition (EMT). Peran  jalur persignalan dari PDGF/PDGFR secara 

autokrin atau parakrin terlihat pada gambar 2.8.54 

 

Gambar 2.8. Hubungan jalur persinyalan PDGF - PDGFR  dengan progresivitas dan 

metastasis tumor.54  
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2.5 Kaitan Nrf2 dan PDGF  

Nrf2 berperan dalam proliferasi sel serta memiliki keterkaitan dengan 

PDGF.3 PDGF berperan dalam angiogenesis, proliferasi dan diferensiasi sel serta 

metastasis. Dalam kasus keganasan hepatoseluler, PDGF telah lama dikaitkan 

dengan prognosis buruk dan tingginya tingkat metastasis. Interaksi PDGFA dan 

reseptornya menyebabkan respon seluler seperti proliferasi dan migrasi melalui 

jalur persignalan P13K/AKT dan MEK. Penekanan persignalan PDGF telah 

ditunjukan dapat mengurangi pertumbuhan dan metastasis dari HCC pada 

manusia.16, 17 Mekanisme yang mengatur Nrf2 dan PDGF sama sama terganggu 

dalam proses perkembangan tumor pada HCC. Nrf2 akan mengalami upregulasi, 

dan akan mempromosikan proliferasi sel HCC melaui upregulasi progresi siklus 

sel, termasuk upregulasi PDGF. Nrf2 melakukan rekruitmen Sp1 dengan 

promoter PDGF dan meningkatkan ekspresi dari PDGF.59 Oleh karena itu, sel 

HepG2 dapat digunakan sebagai media untuk menilai ada tidaknya peran dari 

Nrf2, PDGF terhadap proliferasi sel. Di sisi lain, aktivasi dari NRF2 bergantung 

pada aktivasi PDGFA. Temuan ini menunjukkan adanya keterkaitan antara NRF2 

dan PDGF dalam proliferasi sel.3 

 

2.6 Sitoglobin  

Sitoglobin (CYGB) merupakan anggota baru keluarga protein globin, 

setelah ditemukannya protein globin yang lain seperti hemoglobin (Hb), mioglobin 

(Mb) dan neuroglobin (Ngb).60 Pada tahun 2001, Kawada et al. mengindentifikasi 

CYGB dalam hepatic stellate cells (HSC) yang berperan penting dalam perbaikan 

jaringan sel hati yang rusak.61 Oleh karena itu disebut sebagai stellate cell 

activation-associated protein (STAP). CYGB telah terbukti berperan penting pada 

pernapasan sel normal, diantaranya untuk penyimpanan oksigen, pemusnahan 

reactive oxygen species (ROS), aktivitas oksidase terminal, dan aktivitas 

antifibrotik.62, 63  Penelitian terbaru melaporkan CYGB memiliki beberapa 

implikasi pada kanker. Pada sebagian besar sel kanker, ekspresi CYGB pada sel 

diregulasi oleh hipermetilasi mengakibatkan penurunan ekspresi dan menunjukkan 

kontrol epigenetik64, dan kemungkinan peran sebagai gen penekan tumor. 65Pada 
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beberapa keganasan terjadi sebaliknya, upregulasi CYGB terjadi kemungkinan 

dikaitkan dengan adanya resistensi terhadap hipoksia.66 

 

2.6.1 Struktur CYGB  

 CYGB merupakan globin dengan 6 ikatan koordinasi (hexacoordinate 

globin), berbeda dengan Hb dan Mb yang merupakan pentacoordinate globin. 20, 22, 

60 Dilihat dari struktur kristalnya, CYGB merupakan homodimer yang dimediasi 

oleh dua subunit jembatan disulfida, sisi Cys38 dari satu monomer berikatan 

kovalen dengan sisi Cys83 dari monomer lainnya, dan sebaliknya. Berat molekul 

CYGB adalah 20.9 kDa.20, 67 Struktur protein CYGB tersusun dari domain globin 

berwarna merah menghubungkan ujung N (berwarna biru yaitu asam amino 1 

sampai 20), dan ujung C terminal (berwarna oranye yaitu asam amino 170-190). 

His113 merupakan histidin proksimal dan His 81 merupakan histidine distal. Sistein 

38 dan sistein 83 terdapat pada bagian permukaan (Gambar 2.9). 68 

 

 

Gambar 2.9.  Struktur protein CYGB.68  

 

2.6.2 Peran CYGB pada kanker 

Kemajuan penelitian molekuler mengenai fungsi lain dari CYGB terus 

berkembang yaitu kemampuannya untuk menekan pertumbuhan tumor. Hubungan 

dan peran CYGB pada kanker pertama kali diusulkan pada tahun 2006, berdasarkan 

penelitian terhadap metilasi promotor dari sampel jaringan pasien karsinoma sel 
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skuamosa oral. Pada penelitian tersebut dijelaskan bahwa metilasi promotor pada 

situs CpG meningkat dibandingkan dengan kontrol non tumor.68, 69  

Beberapa penelitian in vitro menunjukan disregulasi ekspresi CYGB pada 

beberapa sel lini kanker dan adanya efek sebaliknya, yaitu ekspresi berlebihan dari 

CYGB. Ekspresi CYGB mengalami up-regulasi pada beberapa jenis kanker seperti 

alveolar soft part sarcoma, karsinoma paru, dan kanker kepala leher70, 71. Oleh 

karena itu diduga fungsi CYGB sangat kontras dan kompleks. Baru-baru ini, peran 

bimodal CYGB telah diusulkan, yaitu CYGB berperan sebagai penekan tumor 

dalam normoksia tetapi berperilaku seperti onkogen dalam kondisi stres. Peran 

sitoprotektif Cygb dapat menyebabkan karsinogenesis atau agresivitas dengan 

melindungi sel-sel tumor dari cedera oksidatif. 68 

Jadi dapat disimpulkan, terdapat dugaan fungsi onkogenik serta aktivitas 

tumour suppresor dari CYGB yang ditunjukan pada Gambar 2.10.65 Fungsi 

onkogenik menyebabkan kemoresistensi, perkembangan sel kanker, dan aggressive 

phenotype. Terjadinya down-regulasi dari CYGB juga akan menyebabkan inisiasi 

sel kanker.65  

 

Gambar 2.10. Dugaan fungsi onkogenik dan aktivitas tumour suppresor dari Cygb.65
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BAB 3 

METODE PENELITIAN 

 

3.1  Desain Penelitian  

       Penelitian yang dilakukan merupakan penelitian eksperimental in vitro 

menggunakan kultur sel lini kanker Hep G2.  

 

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

      Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biokimia dan Biologi Molekuler, 

Fakultas Kedokteran, Universitas Indonesia (FKUI), Laboratorium Gerontologi 

FKUI, Stem Cells and Tissue Engineering (SCTE),  dan Indonesian Medical 

Education and Research Institute (IMERI) FKUI yang berlangsung sejak bulan 

Agustus 2022 hingga Juni 2023. 

 

3.3 Sampel Penelitian 

      Sampel penelitian yang digunakan adalah sel lini kanker HepG2 [HEPG2] HB-

8065™ .72 Sampel sel dibagi ke dalam kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. 

Kelompok kontrol adalah kelompok sel Hep G2 yang dikultur dalam medium tanpa 

penambahan Ekstrak Etanol Gambir (EG), sedangkan kelompok perlakuan 

merupakan kelompok Hep G2 yang dikultur dalam medium  yang mengandung EG 

dengan konsentrasi berbeda. Adapun konsentrasi EG yang digunakan berdasarkan 

penetuan nilai IC50 antara lain 500 μg/mL (setengah dari nilai IC50 ; 1000 μg/mL 

(nilai IC50) ; dan 2000 μg/mL ( 2 kali IC50). Lama waktu kultur dan konsentrasi EG 

yang digunakan dalam penelitian ditentukan berdasarkan hasil optimasi serta 

penghitungan nilai half maximal inhibitory concentration (IC50). 

3.4 Alat dan Bahan  

3.4.1 Alat 

1. Untuk kultur sel yaitu Biosafety Cabinet (BSC) Class II 1300 series A 

[Thermo Scientific], inkubator CO2 Galaxy 170 S [New Brunswick], LUNA 

automated cell counter [Logos Biosystem], mikrosentrifugasi [Hermle], ZOE 

Flourescent cell imager [Biorad], mikro pipet 10 μL, 100 μL, dan 1000 μL 

[Eppendorf], pipettor turbo [TPP] dan autoklaf Hiclave HVE-50 [Hirayama], 
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syringe with needle  3cc, 5 cc, dan 10 cc [Terumo]; syringe filter 0,22 μm, ⌀ 

0,33 mm [Techno Plastic Product, TPP], 

2. Untuk analisis viabilitas dan proliferasi sel HepG2 berupa Varioscan Flash 

[Thermo Scientific]. 

3. Untuk isolasi protein dan uji kadar protein CYGB, Nrf2, dan PDGFA yaitu 

microplate shaker [Biosan]. 

4. Untuk imunofluoresens yaitu ZOE Flourescent cell imager [Biorad]. 

3.4.2 Bahan 

         Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi:  

1. Ekstrak Etanol Gambir yang diperoleh dari Dr. Sri Ningsih, Apt. dari Pusat 

Riset Bahan Baku Obat dan Obat Tradisional Badan Riset dan Inovasi 

Nasional (BRIN). Simplisia gambir (ranting dan daun gambir) di peroleh 

dari Kabupaten Limapuluh Kota Propinsi Sumatra Barat. 

2. Untuk kultur sampel berupa lini sel HepG2, Dulbecco’s Modified eagle 

medium (DMEM) high glucose [Gibco], Fetal Bovine Serum (FBS) 

[Gibco], penicillin-streptomycin [Gibco], amphotericin-B [Gibco], 

Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (DPBS) [Gibco], TrypLe Select 

[Gibco], trypan blue 0.4%  [Gibco],  Tips (10 µL, 100 µL, 1000 µL) 

[NEST], tube (15 mL dan 30 mL) [TPP], T-flask (25 𝑐𝑚2 dan 75 𝑐𝑚2 ) 

[Biologix], LUNA cell counting slide [Logos Biosystem] dan cryogenic vial 

steril 2 mL [Biologix], dimethyl sulfoxide (DMSO) [Santa cruz] 

3. Untuk analisis viabilitas dan proliferasi sel HepG2 yaitu MTT Assay kit 

[Elabscience, E-CK-A341],  dimethyl sulfoxide - DMSO  [Santa cruz] dan 

96-well culture plate [TPP]. 

4. Untuk isolasi protein dan uji kadar protein CYGB, Nrf2, dan PDGFA yaitu 

6-well culture plate [TPP], RIPA 10x lysis buffer [Thermo] dan Human 

CYGB (Cytoglobin)  ELISA Kit plate [Elabscience, E-EL-H2471], Human 

Nrf2 ELISA Kit [Thermo Fisher Scientific, EH348RB], Human 

PDGFA(Platelet-derived growth factor subunit A) ELISA Kit  [FineTest, 

EH0511] 

5. Untuk uji proliferasi sel yaitu BrdU Cell Proliferation ELISA Kit ab126556  

[ABCAM],  
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6. Untuk Imunofluoresens yaitu Antibodi sitoglobin [Santa cruz], Goat anti-

Mouse IgG Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor™ 633 

[Thermo Fisher Scientific], metanol, Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline 

(DPBS) [Gibco], Triton X-100, Bovine serum albumin (BSA) [Sigma-

Aldrich], DAPI MBD0015 [Sigma-Aldrich],  dan 8-well chamber slide 

[Biologix]. 

3.5 Cara Kerja  

3.5.1 Pembuatan Medium Pertumbuhan Komplit 

         Medium pertumbuhan komplit terdiri atas DMEM high glucose, 1% 

penicillin-streptomycin, dan 1% amfoterisin B, dan 10% FBS. Setelah medium 

pertumbuhan komplit selesai dibuat, disaring dengan menggunakan syringe 10 mL 

dan filter 0,22 µm milipore steril. 

3.5.2 Kultur sel  

         Kultur sel lini kanker Hep G2 pada penelitian ini dilakukan dengan langkah-

langkah sebagai berikut: thawing, kultur dan subkultur,  dan panen (harvest)  

3.5.2.1 Thawing 

Hep G2 yang berada dalam cryogenic vial dikeluarkan dari freezer -800C 

atau liquid nitrogen, dengan coolbox sel  dengan segera dibawa ke ruang kultur. 

Proses thawing harus dilakukan secara cepat, kemudian segera dipindahkan ke 

dalam medium komplit dengan volume sebanyak 10x lipat dari jumlah volume yang 

ada dalam cryogenic vial. Sel tersebut kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 

700 g selama 10 menit, supernatannya dibuang dan sel diresuspensi kembali dengan 

1 mL medium pertumbuhan komplit. Sel kemudian dihitung untuk mengetahui 

viabilitas sel dengan metode trypan blue exclussion assay. Sel kemudian ditanam 

di dalam flask 25𝑐𝑚2 dengan densitas 1,0x106 sel/flask di dalam 6 ml medium 

komplit. 

3.5.2.2 Kultur dan subkultur  

Kultur sel Hep G2 menggunakan medium komplit (medium yang 

mengandung DMEM high-glucose dengan penambahan 10 % FBS, 1% 

amphotericin B, 1%  penicillin-streptomycin. Sel tersebut dikultur  dalam inkubator 

pada kondisi standar (5% CO2, 37°C). Pengamatan pada pertumbuhan sel dan ada 

tidaknya kontaminasi dilakukan setiap hari, dan pergantian medium komplit 
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dilakukan setiap dua sampai tiga hari. Sel HepG2 dipanen ketika sel mencapai 

konfluensi kurang lebih 80%.  

3.5.2.3 Panen dan uji viabilitas sel 

            Sel kanker Hep G2 yang telah mencapai konfluensi 80 % dan tidak ada 

kontaminasi akan dilakukan harvest. Sel HepG2 bersifat adheren (menempel pada 

dasar) diberi sehingga triple select sebanyak 2-3 mL hingga menutupi permukaan 

sel. Proses pelepasan sel juga dapat dibantu dengan mengetuk bagian dasar flask. 

Setelah itu, sel diinkubasi dalam inkubator 𝐶𝑂2 selama 7-10  menit. Untuk melihat 

apakah semua sel sudah terlepas atau belum dari dasar flask, digunakan inverted 

microscope. Sel yang telah terlepas ditandai dengan mengapungnya sel di 

permukaan media. Harvesting dilakukan dengan memindahkan suspensi sel dari 

dalam flask ke dalam tube steril kemudian dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 

700 G selama 10menit. Supernatan dibuang sedangkan pelet sel disuspensikan 

dengan 1ml medium komplit. Untuk perhitungan viabilitas sel, suspensi sel diambil 

sebanyak 10 μl dan dicampurkan dengan 10 μl trypan-blue (0,4%). Setelah 

tercampur rata, diambil sebanyak 10 μl campuran suspensi sel untuk dimasukkan 

ke dalam counting slide chamber dan dihitung menggunakan Luna automated cell 

counter. 

 

 3.5.3 Optimasi Konsentrasi DMSO terhadap sel Hep G2 

          Optimasi konsentrasi DMSO dilakukan terhadap sel Hep G2 untuk 

mengetahui konsentrasi yang dapat melarutkan ekstrak etanol gambir tanpa 

mematikan sel atau menurunkan viabilitas sel. Metode yang digunakan adalah 3-

4,5-dimetil-2-tiazolil-2,5-difenil-2-H-tetrazolium bromida (MTT) assay. Medium 

kultur komplit digunakan sebagai blanko. Sel tanpa DMSO adalah kontrol normal, 

dan sel dengan medium kultur yang mengandung DMSO 2% digunakan sebagai 

kontrol positif karena pada konsentrasi tersebut sel telah mengalami kerusakan 

morfologi hingga kematian sel. Sebanyak 5x103 sel ditanam di pelat sumur 96 dan 

diinkubasi pada suhu 37oC, dan CO2 5% selama 24 jam. Selanjutnya, medium 

kultur diganti menggunakan medium kultur yang telah mengandung DMSO dengan 

berbagai variasi konsentrasi, yaitu: 0; 1,25%; 0,25%; 0,5%; dan 2%. sel diinkubasi 

kembali pada suhu 37oC, dan CO2 5% selama 24 jam, 48 jam, dan 72 jam. Sel yang 
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sudah diinkubasi sesuai dengan waktu perlakuan di 24 jam, 48 jm, dan 72 jam 

selanjutnya ditambahkan 50 μL MTT working solution dan diinkubasi kembali 

pada suhu 37oC, dan CO2 5% selama 4 jam. Setelah itu, supernatan dibuang dan 

ditambahkan 150 μL DMSO untuk melarutkan kristal formazan yang terbentuk. 

Agar larutan DMSO tersebar merata pada permukaan sumur maka pelat sumur 

diletakkan pada shaker datar dengan kecepan 250 rpm selama 5 menit dan diukur 

serapan absorbansinya pada panjang gelombang 570 nm serta dianalisis persentase 

(%) viabilitas sel.  

 

3.5.4 Persiapan sampel uji EG untuk perlakuan  

Larutan stok EG 4000 μg/ml: disiapkan dengan menimbang gambir 0,008 

gram / 8 mg, lalu dilarutkan dengan DMSO 0.25 % hingga larut sempurna 

menggunakan vorteks. Konsentrasi DMSO didapatkan dari hasil optimasi 

sebelumnya. Larutan kemudian disaring dengan menggunakan filter 0,22 µm 

milipore steril secara aseptik. Selanjutnya dilakukan pengenceran bertingkat 

dengan serangkaian konsentrasi larutan EG 2000 μg/mL; 1000 μg/mL; 500 μg/mL, 

250 μg/mL; 125 μg/mL; dan 62,5 μg/mL. 

   

Gambar 3.1 Larutan stok EG 4000 μg/mL yang telah dilarutkan dengan DMSO 0,25 % 

(dokumentasi pribadi) 

 

3.5.5 Uji Konsentrasi Hambatan Setengah Maksimal (in half-maximal 

inhibitory concentration-50, IC50) Ekstrak Etanol Gambir terhadap Sel HepG2 

          Uji IC50 EG terhadap sel Hep G2 dilakukan untuk mengetahui persentase 

viabilitas sel. Metode yang digunakan adalah 3-4,5-dimetil-2-tiazolil-2,5-difenil-2-

H-tetrazolium bromida (MTT) assay. Sel Hep G2 dibagi ke dalam satu kelompok 

kontrol yaitu sel Hep G2 tanpa EG serta enam kelompok perlakuan dengan 

konsentrasi EG berbeda yaitu 2000 μg/mL, 1000 μg/mL, 500 μg/mL, 250 μg/mL, 
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125 μg/mL, 62.5 μg/mL. Untuk uji IC50, sel dikultur (5 x103 sel/sumur) dalam well 

plate-96 steril dan diinkubasi pada suhu 37oC, dan CO2 5% selama 24 jam. 

Selanjutnya, diganti medium kultur dengan medium kultur yang telah mengandung 

EG pada berbagai konsentrasi, yaitu: 2000 μg/mL, 1000 μg/mL, 500 μg/mL, 250 

μg/mL, 125 μg/mL, 62,5 μg/mL. Sel diinkubasi kembali 24 jam, 48 jam, dan 72 

jam. Sel yang sudah diinkubasi sesuai dengan waktu inkubasinya akan ditambahkan 

50 μL MTT working solution pada tiap sumurnya dan diinkubasi selama 4 jam. 

Setelah itu, supernatan dibuang dan ditambahkan 150 μL DMSO untuk melarutkan 

kristal formazan yang terbentuk. Agar larutan DMSO tersebar merata pada 

permukaan sumur maka pelat sumur diletakkan pada shaker datar dengan kecepatan 

250 rpm selama 5 menit dan diukur serapan absorbansinya pada panjang gelombang 

570 nm serta dianalisis persentase (%) viabilitas sel.  

 

Viabilitas sel (%) 
        Absorbansi sampel − Absorbansi blanko 

X 100 
Absorbansi kontrol negatif − Absorbansi blanko 

 

Efek pemberian EG terhadap persentase kematian sel Hep G2 (%) dihitung dengan 

menggunakan rumus berikut: 

 

Kematian sel (%) = Viabilitas sel kontrol negatif − viabilitas sel sampel 

Kemudian diplot konsentrasi EG (sumbu X) terhadap persentase kematian sel 

(sumbu Y) dan diperoleh persamaan linier y = ax + b. Selanjutnya dihitung nilai 

IC50 dengan memasukkan nilai y = 50 pada persamaan linier yang diperoleh. Dosis 

EG yang digunakan untuk analisis selanjutnya adalah dosis ½ kali IC50, IC50 dan 2  

kali IC50. 

Hasil persentase viabilitas sel dari masing-masing kelompok dengan 

konsentrasi EG yang digunakan kemudian dimasukkan ke dalam kurva dosis-

respons dan dilakukan penghitungan nilai IC50. Sumbu x menunjukkan nilai 

konsentrasi (µg/mL) EG yang digunakan, sementara itu sumbu y menunjukan 

persentase viabilitas sel (%). Adapun nilai IC50 ditentukan dari persamaan garis 

yang diperoleh, yaitu y = -0,0379x + 91,629; dengan R2=0,6988. Berdasarkan 
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persamaan garis tersebut, maka diperoleh nilai IC50 dengan memasukan konsentrasi 

50% atau y = 50 ke persamaan linier sebagai berikut :  

        y =             -0,0379x + 91,629 

50 =  -0,0379x + 91,629 

x = 1.098,39 µg/ml 

 

3.5.6  Kultur Sel untuk Isolasi Protein  

          Untuk isolasi protein, sel dikultur (5 x 105 sel/sumur) dalam mikroplat 6-

sumur steril dalam 1000 µL medium pertumbuhan komplit. Kultur sel dibuat 

dengan dua pengulangan dan diinkubasi pada kondisi 37°C dan 5% CO2. Kultur 

dibagi menjadi kontrol dan perlakuan. Sebagai kontrol, sel hanya dikultur dalam 

medium tanpa perlakuan EG. Untuk perlakuan sel dikultur dengan  3 dosis yaitu ½ 

kali IC50, IC50 dan 2  kali IC50 

 

3.5.7 Isolasi dan pengukuran protein total 

         Proses isolasi protein diawali dengan melakukan harvest dari sel Hep G2 

kelompok kontrol dan kelompok perlakuan dengan inkubasi 48 jam sesuai dengan 

hasil perlakuan sebelumnya. Isolasi protein dilakukan dengan menggunakan RIPA 

Lysis Buffer Solution. Sel yang telah dipanen dan disentrifuse dengan kecepatan 

1000 rpm selama 5 menit, dicuci dengan menggunakan DPBS dingin sebanyak 1 

kali lalu disentrifugasi kembali dengan kecepatan 1000 rpm selama 5 menit. 

Selanjutnya pelet sel yang telah dipanen diresuspensi dengan 300 µl RIPA lysis 

buffer 1 x yang dilarutkan dengan menggunakan DPBS dingin kemudian 

digoyangkan secara perlahan selama 10 menit dan disentrifus pada kecepatan 

14.000 g selama 15 menit pada suhu 4oC. Setelah selesai, supernatan dipindahkan 

ke dalam microtube yang baru, dan dilakukan pengukuran konsentrasi protein total 

pada panjang gelombang 280 nm.       

Konsentrasi total protein dihitung menggunakan metode Bradford. 

Prinsipnya, terdapat pengikatan molekul protein ke pewarna Coomassie dalam 

kondisi asam yang menghasilkan perubahan warna dari cokelat menjadi biru. 

Pertama dilakukan pembuatan larutan stok BSA 1 mg/mL dengan melarutkan 0,01 

gram BSA dalam 10 mL akuades. Selanjutnya dibuat larutan BSA dengan variasi 

konsentrasi 0, 0,5, 1, 2, 4, 8, dan 16 μg/mL. Konsentrasi protein dihitung dengan 
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memasukkan nilai absorbansi, dimasukkan ke dalam persamaan yang diperoleh dari 

kurva standar. 

 

3.5.8 Pemeriksaan kadar sitoglobin dengan metode ELISA 

         Prosedur pemeriksaan kadar CYGB mengacu pada Human Cytoglobin 

(CYGB) ELISA Kit (Elabscience, E-EL-H2471). Hasil isolasi protein dilakukan 

sentrifugasi terlebih dahulu dengan kecepatan 1000 g pada suhu 2-8OC selama 20 

menit, dan supernatan yang dihasilkan dapat segera digunakan. Larutan standar 

5000 pg/mL dibuat dengan menggunakan standard & sample diluent dan dilakukan 

pengenceran untuk membuat larutan standar 2500; 1250; 625; 312,5; 156,25; 78,13; 

dan 0 pg/mL. Kemudian dimasukkan 100 μL masing-masing larutan standar dan 

sampel pada tiap sumur, tutup dengan sealer yang telah disediakan di kit, dan 

diinkubasi pada suhu 37oC selama 90 menit. Larutan dibuang, ditambahkan 100 μL 

Biotinylated Detection Ab working solution 1x  pada tiap sumur, ditutup dengan 

sealer baru, dan diinkubasi kembali selama 60 menit pada suhu 37oC.  

       Larutan dibuang dan pencucian dilakukan dengan menggunakan 350 μL wash 

buffer 1X dengan pengulangan sebanyak tiga kali. Selanjutnya ditambahkan 100 

μL HRP conjugate working solution 1x, ditutup dengan sealer baru, dan diinkubasi 

selama 30 menit. Larutan dibuang dan pencucian dilakukan dengan menggunakan 

350 μL wash buffer 1x dengan pengulangan sebanyak lima kali. Pada tiap sumur 

ditambahkan 90 μL substrate reagent, ditutup dengan sealer yang baru, dan 

diinkubasi kembali selama 15 menit, dalam keadaan gelap, pada suhu 37oC.  Setelah 

selesai ditambahkan 50 μL stop solution dan diukur serapannya pada panjang 

gelombang 450 nm. Kurva standar diperoleh dengan plot konsentrasi pada sumbu 

X terhadap absorbansi rata-rata untuk setiap standar pada sumbu Y menggunakan 

logistik 4 parameter atau 4-parameter logistic (4-PL). 
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3.5.9  Pemeriksaan kadar Nrf2 dengan metode ELISA 

         Prosedur pemeriksaan kadar Nrf2 mengacu pada Human Nrf2 ELISA Kit 

(Thermo Fisher Scientific, EH348RB). Larutan standar 10.000 pg/mL dilarutkan 

terlebih dahulu menggunakan standard diluent dan dilakukan pengenceran untuk 

membuat larutan standar konsentrasi 3,333; 1,111; 370,4; 123,5; 41,15; 13,72; dan 

0 pg/mL. Selanjutnya, dimasukkan masing-masing larutan standar dan sampel 

sebanyak 100 μL ke dalam sumur, ditutup menggunakan sealer yang disediakan kit, 

dan diinkubasi pada suhu ruang selama 2.5 jam. Larutan dibuang dan tiap sumur 

dicuci menggunakan 300 μL wash buffer Ix dengan pengulangan sebanyak empat 

kali. Larutan ditambahkan 100 μL Biotinylated Detection Ab working solution 1x  

pada tiap sumur, ditutup dengan sealer, dan diinkubasi kembali selama 60 menit 

pada suhu ruang. Larutan dibuang dan pada tiap sumur dicuci menggunakan 300 

μL wash buffer Ix dengan pengulangan sebanyak empat kali. Selanjutnya 

ditambahkan 100 μL HRP conjugate working solution 1X, ditutup dengan sealer, 

dan diinkubasi selama 45 menit pada suhu ruang, dengan gentle shaking. Larutan 

dibuang dan pada tiap sumur dicuci menggunakan 300 μL wash buffer Ix dengan 

pengulangan sebanyak empat kali. Pada tiap sumur ditambahkan 100 μL  TMB 

substrate dan diinkubasi kembali selama 30 menit dalam kondisi gelap, pada suhu 

ruang. Langkah akhir yaitu menambahkan 50 μL stop solution untuk menghentikan 

reaksi dan diukur serapannya pada panjang gelombang 450 nm. Kurva standar 

diperoleh dengan plot konsentrasi pada sumbu X terhadap absorbansi rata-rata 

untuk setiap standar pada sumbu Y menggunakan logistik 4 parameter atau 4-

parameter logistic (4-PL). 

 

3.5.10 Pemeriksaan Kadar PDGFA Menggunakan Metode ELISA 

        Prosedur pemeriksaan kadar PDGFA (Platelet-derived growth factor subunit 

A) mengacu pada Human PDGFA ELISA Kit (FineTest, Catalog No: EH0511). 

Hasil isolasi protein dilakukan sentrifugasi terlebih dahulu dengan kecepatan 1000 

g pada suhu 2-8OC selama 20 menit. Supernatan yang dihasilkan dapat segera 

dipergunakan. Selanjutnya larutan standar 1000 pg/mL dilarutkan menggunakan 

standard diluent dan dilakukan pengenceran untuk membuat larutan standar 

konsentrasi 500; 250; 125; 62.5; 31.25; 15.625; dan 0 pg/mL. Selanjutnya, 
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dimasukkan masing-masing larutan standar dan sampel sebanyak 100 μL ke dalam 

sumur, ditutup menggunakan sealer yang disediakan kit, dan diinkubasi pada suhu 

37oC selama 90 menit. Larutan kemudian dibuang, pada tiap sumur dicuci dengan 

menggunakan 350 μL wash buffer IX dengan pengulangan dua kali. Larutan 

ditambahkan 100 μL Biotinylated Detection Ab working solution 1x  pada tiap 

sumur, ditutup dengan sealer, dan diinkubasi kembali selama 60 menit pada suhu 

37oC. Larutan dibuang dan pada tiap sumur dicuci menggunakan 350 μL wash 

buffer Ix dengan pengulangan tiga kali. Selanjutnya ditambahkan 100 μL HRP-

Streptavidin Conjugate (SABC) Working Solution 1x, ditutup dengan sealer, dan 

diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37oC. Larutan kemudian dibuang, pada tiap 

sumur dicuci dengan menggunakan 350 μL wash buffer Ix dengan pengulangan 

lima kali. Pada tiap sumur ditambahkan 90 μL TMB substrate, ditutup dengan sealer 

dan diinkubasi kembali  dalam kondisi gelap selama 30 menit, pada suhu 37oC. 

Langkah terakhir adalah menambahkan 50 μL stop solution dan diukur serapannya 

pada panjang gelombang 450 nm. Kurva standar diperoleh dengan plot konsentrasi 

pada sumbu X terhadap absorbansi rata-rata untuk setiap standar pada sumbu Y 

menggunakan logistik 4 parameter atau 4-parameter logistic (4-PL). 

 

3.5.11  Analisis Proliferasi Sel 

         Analisis proliferasi sel Hep G2 dilakukan pengamatan setelah 48 jam sel Hep 

G2 distimulasi. Pengukuran proliferasi sel dilakukan menggunakan BrdU cell 

proliferation ELISA Kit (colorimetric) [Abcam, ab126556]. Sebanyak 5 x 103 

sel/well dikultur di 96-multi well plate menggunakan 100 µL medium komplit  

selama 24 jam dan diinkubasi dalam inkubator 37oC, 5% CO2. Setelah inkubasi 

selama 24 jam, dilakukan penggantian 100µL medium komplit baru untuk 

kelompok kontrol, dan 100 µL medium komplit dengan konsentrasi EG ½ kali IC50 

(500 μg/ml ) , IC50  (1000 μg/ml)  dan 2  kali IC50 ( 2000 μg/ml) untuk masing-

masing kelompok perlakuan. Sel tersebut diinkubasi kembali inkubator 37 oC, 5% 

CO2 selama 48 jam. Selanjutnya sebanyak 20 µL reagen BrdU 1x ditambahkan ke 

dalam masing-masing well kurang lebih 2 jam sebelum waktu inkubasi perlakuan 

berakhir, kemudian diinkubasi selama 24 jam.  

Setelah itu, cairan di dalam well dibuang kemudian dilakukan fiksasi sel 
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menggunakan 200 µL fixing solution dan diinkubasi selama 30 menit pada suhu 

ruang. Selanjutnya, cairan dalam well dibuang dan dilakukan pencucian dengan 

wash buffer 1x sebanyak 3 kali. Proses kemudian dilanjutkan dengan penambahan 

100 µL anti-BrdU monoclonal detector antibody ke dalam masing-masing well, dan 

diinkubasi selama 1 jam di suhu ruang. Setelah proses inkubasi selesai, dilakukan 

pencucian kembali dengan wash buffer 1x sebanyak 3 kali. Setelah proses 

pencucian, dilakukan penambahan 100 µL antibodi sekunder anti-mouse HRP 1x 

ke dalam masing-masing well dan diinkubasi selama 30 menit. Selanjutnya, well 

dicuci kembali sebanyak 3x dan dilakukan penambahan 100 µL substrat TMB ke 

dalam masing-masing well, serta diinkubasi selama 30 menit. Reaksi dihentikan 

dengan penambahan 100 µL stop solution, kemudian nilai absorbansi dibaca pada 

panjang gelombang 450 nm.  

           Prinsip metode ini adalah BrdU (5-bromo-2’-deoksiuridin) yang merupakan 

analog dari nukleosida timidin dapat menyisip di antara sekuens DNA yang baru 

disintesis selama sel berproliferasi. Konsentrasi BrdU yang terdapat pada sekuens 

DNA yang baru disintesis tersebut dideteksi dengan teknik ELISA, yaitu dengan 

direaksikan terhadap anti-BrdU yang terkonjugasi peroksidase. Substrat kromogen 

TMB (3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin) yang ditambahkan ke dalam campuran tersebut 

akan menghasilkan produk berwarna kuning. Reaksi tersebut kemudian dihentikan 

dengan stop solution berupa asam kuat yang mengubah produk reaksi tadi menjadi 

berwarna biru. Warna biru ini bisa dideteksi dengan spektrofotometer pada panjang 

gelombang 450 nm, yang intensitasnya menjadi dasar pembanding proliferasi sel. 

Semakin tinggi absorbansi, maka semakin banyak DNA yang baru disintesis dan 

semakin banyak sel yang berproliferasi.23 

3.5.12 Analisis kadar protein CYGB dengan imunofluoresens 

Analisis kadar protein CYGB dengan imunofluresens dilakukan untuk 

melihat protein CYGB baik secara kualitatif maupun kuantitatif. Sel yang telah 

ditanam dan diberi perlakuan pada 8-well chamber slide dilakukan fiksasi dengan 

menambahkan metanol absolut sebanyak 200 µL selama 30 menit. Selanjutnya sel 

dicuci menggunakan PBST 0,3% sebanyak tiga kali masing-masing selama 5 menit. 

Proses blocking dilakukan dengan menggunakan BSA 10 % dalam PBS selama 60 

menit. Setelah inkubasi berakhir, masing-masing sumur ditambahkan Antibodi 
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sitoglobin [Santa cruz] dengan konsentrasi sesuai hasil optimasi dan diinkubasi 

selama semalam. Sebelum penambahan antibodi sekunder Goat anti-Mouse IgG 

Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor™ 633 , dilakukan pencucian 

sebanyak tiga kali dengan PBST masing-masing selama 5 menit. Inkubasi dengan 

antibodi sekunder dilakukan selama 60 menit dalam kondisi gelap. Langkah 

selanjutnya setiap sumur kembali dicuci sebanyak tiga kali dengan PBST masing-

masing selama 5 menit lalu ditambahkan DAPI selama 10 menit. Setiap sumur 

kembali dicuci dengan PBST selama 5 menit sebanyak dua kali. Proses pengamatan 

sel dilakukan mengunakan ZOE Flourescent cell imager [Biorad].  

 

 

3.5.13 Analisis Data  

         Data yang diperoleh dilakukan perhitungan menggunakan Microsoft Excel, 

selanjutnya dilakukan uji analisis statistic dengan IBM SPSS Statistics 26. Analisis 

statistik diawali dengan melakukan uji normalitas dan homogenitas agar 

mengetahui apakah data tersebut memenuhi syarat uji parametrik. Jika distribusi 

data yang diperoleh normal dan homogen, maka dilakukan uji One-way ANOVA 

untuk mengetahui perbedaan rata-rata antar kelompok, serta uji post-hoc Least 

Significance Differences (LSD) untuk mengetahui signifikansi dari perbedaan rata-

rata antar kelompok tersebut. Analisis korelasi pada data yang memenuhi syarat 

parametrik akan dilakukan menggunakan uji Pearson. Sementara itu, jika distribusi 

data tidak normal dan homogen sehingga tidak memenuhi syarat uji parametrik, 

maka akan dilakukan analisis statistik menggunakan uji non-parametrik yaitu 

Kruskal Wallis serta Mann-Whitney sebagai uji post-hoc, dan uji Spearman untuk 

analisis korelasi.  
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3.6 Alur Penelitian 
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BAB 4 

HASIL PENELITIAN 

 

4.1 Kultur sel HepG2 

        Kultur sel HepG2 dan pengamatan pertumbuhan sel dan ada tidaknya 

kontaminasi serta pergantian medium komplit dilakukan setiap dua atau tiga hari. 

Sel HepG2 dipanen dan dilakukan subkultur ketika sel mencapai konfluensi 70-

80%.  

 

A. Hari ke 1 

 

B. Hari ke 2 

 

C. Hari ke 3  

 

D. Hari ke 4  

 

 
Gambar 4.1 Hasil kultur sel HepG2 selama 4 hari berturut-turut. (A). Hari ke 1 
konfluensi 10 %. (B) Hari ke 2 konfluensi 30 % (C) Hari ke 3 konfluensi 80 %. (D) Hari ke 
4 konfluensi 90 %. Sel HepG2 diamati melalui Brightfield ZOE Fluorescent Cell Imager 
(Bio-rad) dengan objective 20 kali.   
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4.2 Optimasi konsentrasi DMSO (sebagai pelarut EG) melalui uji 

viabilitas Sel Hep G2 pada pemaparan 24, 48, dan 72 Jam. 

  Sel Hep G2 ditanam sebanyak 5 x103 sel dalam mikroplat 96-sumur dengan 

berbagai variasi konsentrasi DMSO 0,25; 0,5; 1; dan 2 %. Sel Hep G2 di analisis 

viabilitasnya dengan metode MTT dengan waktu pemaparan larutan DMSO selama 

24, 48, dan 72 jam. Hasil menunjukan bahwa terjadi penurunan viabilitas sel Hep 

G2 saat di kultur dalam medium yang mengandung DMSO sebanding dengan 

peningkatan kadar DMSO (0,25 %; 0,5 %; 1%; dan 2 %) baik pada pemaparan 24 

jam, 48 jam, serta 72 jam (Gambar 4.2) dan Tabel 4.1.  

 

Gambar 4.2 Pengaruh pemberian DMSO terhadap rerata viabilitas sel Hep G2 yang 
dikultur selama 24 jam, 48 jam, dan 72 jam. Terdapat penurunan pada viabilitas sel Hep 
G2 yang dikultur dalam medium dengan berbagai konsentrasi DMSO dibandingkan 
dengan kontrol.  

 

 
Tabel 4.1 Rerata viabilitas fibroblas setelah 24, 48,dan 72 jam pemaparan berbagai 
konsentrasi DMSO 
 

Konsentrasi 

DMSO ( %) 

Rerata viabilitas (%) 

24 Jam 48 Jam 72 Jam 

0,25 90 95 98 

0,5 86 70 90 

1 66 65 75 

2 37 30 47 

 

Rerata viabilitas sel HepG2 pada pemaparan 24, 48 dan 72 jam menunjukkan 

viabilitas paling tinggi pada konsentrasi DMSO 0,25%, yaitu 90%; 95% dan 98% 

berturut-turut. Selanjutnya kadar DMSO 0,25% digunakan sebagai kadar DMSO 

untuk melarutkan EG pada analisis selanjutnya.  
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4.3 Uji toksisitas EG terhadap sel Hep G2 

Untuk mengetahui efek toksik EG terhadap sel HepG2, dilakukan uji IC50. 

Sel Hep G2 ditanam sebanyak 5 x103 sel di dalam mikroplat 96-sumur dengan 

berbagai konsentrasi EG yang dilarutkan dalam DMSO 0,25%. Konsentrasi EG 

yang digunakan adalah 0; 125; 250; 500; 1000; dan 2000 µg/mL. Viabilitas sel Hep 

G2 diukur menggunakan uji MTT.  

IC50 dari EG adalah 1.098,39 µg/mL. Pada penelitian ini akan menggunakan 

konsentrasi EG yaitu ½ kali IC50 (500 µg/mL); IC50 (1000 µg/mL); dan 2 kali IC50 

(2000 µg/mL) dengan waktu pengamatan selama 48 jam.  

 

 

Gambar 4.3 Pengaruh pemberian EG terhadap rerata viabilitas sel Hep G2 yang 

dikultur selama 24 jam, 48 jam, dan 72 jam. Terdapat penurunan pada viabilitas sel Hep 

G2 yang dikultur dalam medium dengan berbagai konsentrasi EG dibandingkan dengan 

kontrol. 

 

4.4. Kadar protein total dalam kultur sel Hep G2 yang diberi berbagai kadar 

EG dan pada kelompok kontrol  

       Sel Hep G2 ditanam sebanyak 5 x 105 sel di dalam mikroplat 6-sumur steril. 

Kultur dibagi menjadi kontrol dan 3 perlakuan. Sebagai kontrol, sel dikultur dalam 

medium tanpa perlakuan EG. Untuk perlakuan sel dikultur dalam 3 dosis EG yaitu 

½ kali IC50, IC50 dan 2 kali IC50.  

 

100 100 100

124

69

51

116

53

37

85

38

26

0

20

40

60

80

100

120

140

24 Jam 48 jam 72 jam

%
 R

E
R

A
T

A
 V

IA
B

IL
IT

A
S

WAKTU (JAM)

Kontrol 500 1000 2000



36 

 

 

 
Universitas Indonesia 

Proses isolasi protein diawali dengan memanen sel Hep G2 kelompok 

kontrol dan 3 kelompok perlakuan dengan waktu inkubasi 48 jam. Isolasi protein 

dilakukan dengan menggunakan RIPA lysis buffer solution. Konsentrasi protein 

total dihitung dengan memasukkan nilai absorbansi ke dalam persamaan yang 

diperoleh dari kurva standar BSA dengan menggunakan serangkaian larutan standar 

BSA (0.5 μg/mL; 1 μg/mL; 2 μg/mL; 4 μg/mL; 8 μg/mL, dan 16 μg/mL). Kurva 

standar BSA dapat dilihat pada lampiran 3. Kadar protein total dapat dilihat pada 

tabel 4.2  

Tabel 4.2 Kadar protein total sel Hep G2 kelompok kontrol dan perlakuan  
 

No Rerata A595 Kadar protein 

total (µg/mL) 

1 Sel Hep G2 tanpa EG 0,5015  465 

2 Sel Hep G2 dengan EG 500 µg/mL 0,4895 437,5 

3 Sel Hep G2 dengan EG 1000 µg/mL 0,3805 187,5 

4 Sel Hep G2 dengan EG 2000 µg/mL 0,338 171,5 
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4.5 Kadar protein Nrf2 sel Hep G2 pada penambahan EG berbagai  

      konsentrasi dibandingkan kontrol.  

       Kadar protein Nrf2 dihitung berdasarkan kurva standar Nrf2 (Lampiran 5). 

Konsentrasi Nrf2 dinyatakan dalam satuan pg/mg protein total. Hasil menunjukan 

bahwa terdapat perbedaan bermakna kadar Nrf2 pada semua kelompok perlakuan 

dibandingkan dengan kelompok kontrol (Anova, LSD-test, p = 0,000 atau p < 

0,0001). Kadar Nrf2 pada penambahan EG 1000 µg/mL lebih rendah bermakna 

dibandingkan dengan kelompok HepG2 dengan penambahan 500 µg/mL. Kadar 

Nrf2 pada penambahan EG 2000 µg/mL lebih rendah bermakna dibandingkan 

dengan kelompok HepG2 dengan penambahan 500 µg/mL. Demikian pula kadar 

Nrf2 pada penambahan EG 2000 µg/mL lebih rendah bermakna dibandingkan 

dengan kelompok 1000 µg/mL. Perbedaan kadar protein Nrf2 pg/mg protein total 

dapat dilihat pada gambar 4.4. 

      
 
  

Gambar 4.4 Kadar Nrf2 sel Hep G2 pada penambahan EG berbagai konsentrasi 
dibandingkan kontrol ( **** = p<0,0001; Anova; uji LSD)  
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4.6 Kadar PDGFA sel Hep G2 pada penambahan EG berbagai konsentrasi 

dibandingkan kontrol  

Kadar protein PDGFA dihitung berdasarkan kurva standar PDGFA (Lampiran 6). 

Konsentrasi PDGFA dinyatakan dalam satuan pg/mg protein total. Hasil 

menunjukan bahwa terdapat perbedaan bermakna kadar PDGFA pada semua 

kelompok perlakuan dibandingkan dengan kelompok kontrol (Anova, LSD test, p 

= 0,000 atau p < 0,0001). Kadar PDGFA pada penambahan EG 1000 µg/mL lebih 

rendah bermakna dibandingkan dengan kelompok HepG2 dengan penambahan EG 

500 µg/mL. Kadar PDGFA pada penambahan EG 2000 µg/mL lebih rendah 

bermakna dibandingkan dengan kelompok HepG2 dengan penambahan EG 500 

µg/mL. Demikian pula kadar PDGFA pada penambahan EG 2000 µg/mL lebih 

rendah bermakna dibandingkan dengan kelompok HepG2 dengan penambahan EG 

1000 µg/mL.  Perbedaan kadar protein PDGFA pg/mg protein total dapat dilihat 

pada gambar 4.5. 

 

 Gambar 4.5 Kadar protein PDFGA sel Hep G2 pada penambahan EG berbagai 
konsentrasi dibandingkan kontrol ( **** = p<0,0001; Anova; uji LSD)  
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 4.7 Kadar protein CYGB dalam sel Hep G2 pada penambahan EG berbagai 

konsentrasi dibandingkan kontrol  

Kadar protein CYGB dihitung berdasarkan kurva standar CYGB (Lampiran 4). 

Konsentrasi CYGB dinyatakan dalam satuan pg/mg protein total. Hasil 

menunjukan bahwa terdapat perbedaan kadar CYGB yang bermakna pada semua 

kelompok perlakuan dibandingkan dengan kelompok kontrol. Kadar CYGB pada 

penambahan EG 1000 µg/mL lebih rendah bermakna dibandingkan dengan 

kelompok kontrol.  Kadar CYGB pada penambahan EG 1000 µg/mL lebih rendah 

bermakna dibandingkan dengan kelompok sel Hep G2 dengan penambahan EG 500 

µg/mL. Demikian pula kadar CYGB pada penambahan EG 1000 µg/mL terdapat 

perbedaan bermakna dibandingkan dengan kelompok sel Hep G2 dengan 

penambahan EG 2000 µg/mL. Perbedaan kadar protein CYGB pg/mg protein total 

dapat dilihat pada gambar 4.6.        

 
 

Gambar 4.6 Kadar CYGB pg/mg protein total sel Hep G2 pada penambahan EG 
berbagai konsentrasi ( **** = p<0,0001, *** = 0.001, ** = 0,005 ); Mann-Whitney; Kruskal 
Wallis) dibandingkan kontrol. 
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4.8 Analisis ekspresi protein CYGB dalam sel Hep G2 pada penambahan EG 

berbagai konsentrasi dibandingkan kontrol 

 Ekspresi CYGB pada sel HepG2 juga dilakukan dengan metode 

Imunofluresens. Hasil menunjukan bahwa CYGB terekspresi lebih sedikit pada 

semua kelompok perlakuan dibandingkan dengan kelompok kontrol yang dapat 

dilihat pada Gambar 4.7.1 dan 4.7.2 

 

Gambar 4.7 .1. Ekspresi CYGB pada pewarnaan Immunofluoresence pada sel Hep 

G2 tanpa EG (kelompok kontrol). Blue fluorescence = 4’6-diamidino-

2phenylindole(DAPI) labeled Hep G2 cell nucleus, green fluorescence = Cytoglobin 

antibody labelled, Merge = penggabungan blue dan green field). Scale bar = 100 µm 

 

Gambar 4.7 2. Ekspresi CYGB pada pewarnaan Immunofluoresence pada sel Hep 

G2 dengan berbagai konsentrasi EG . Blue fluorescence = 4’6-diamidino-

2phenylindole(DAPI) labeled Hep G2 cell nucleus, green fluorescence = Cytoglobin 

antibody labelled, Merge = penggabungan blue and green field). Terlihat ekspresi CYGB 

menurun dibandingkan kelompok kontrol, dan menurun seiring dengan bertambahnya 

konsentrasi EG. Scale bar = 100 µm 
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4.9 Proliferasi sel Hep G2 pada penambahan EG berbagai konsentrasi 

dibandingkan kontrol  

Analisis proliferasi sel Hep G2 yang dikultur dalam medium pertumbuhan komplit 

dengan atau tanpa EG berbagai konsentrasi dapat dilihat pada Gambar 4.8. Hasil 

menunjukan bahwa proliferasi Hep G2 mengalami penurunan saat ditambahkan EG  

berbagai konsentrasi (500 µg/mL; 1000 µg/mL; 2000 µg/mL), pada waktu 48 jam.  

Penurunan proliferasi sel Hep G2 bermakna (Kruskal Wallis, p < 0,001) terdapat 

pada seluruh kelompok perlakuan mengandung EG (500 µg/mL; 1000 µg/mL; 2000 

µg/mL) dibandingkan dengan kelompok kontrol. 

 

 

Gambar 4.8 Pengaruh Penambahan EG Berbagai Konsentrasi terhadap proliferasi 
sel Hep G2( * = p<0,0001, ; Mann-Whitney; Kruskal Wallis) 
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4.10  Korelasi antara Viabilitas sel HepG2 dengan Proliferasi sel HepG2 

Hasil analisis korelasi antara viabilitas sel HepG2 dengan proliferasi sel 

HepG2 dapat dilihat digambar 4.9. Hasil tersebut menunjukan adanya terdapat 

korelasi positif sangat kuat dan bermakna antara viabilitas sel HepG2 dengan 

proliferasi sel HepG2 (Rank-Spearman, r = 0,911; p = 0,000). 

 

   
Gambar 4.9 Analisis korelasi antara viabilitas sel HepG2 dengan proliferasi sel 
HepG2. Terdapat korelasi korelasi positif sangat kuat dan bermakna antara viabilitas sel 
HepG2 dengan proliferasi sel HepG2(Rank-Spearman, r = 0,911; p = 0,000) 

 

4.11 Korelasi antara ekspresi protein CYGB dengan proliferasi sel HepG2 ;    

        Nrf2 dengan proliferasi sel HepG2; PDGFA dengan proliferasi sel HepG2 

        Hasil analisis korelasi antara ekspresi protein CYGB, Nrf2, dan PDGFA 

dengan proliferasi sel HepG2 dapat dilihat  pada tabel 4.3. Hasil menunjukan 

terdapat korelasi positif sangat kuat dan bermakna antara ekspresi protein CYGB 

dengan proliferasi sel HepG2 (Rank-Spearman, r = 0,937; p = 0,000), terdapat 

korelasi positif sangat kuat dan bermakna antara ekspresi protein Nrf2 dengan 

proliferasi sel HepG2 (Rank-Spearman, r = 0,914; p = 0,000), serta korelasi positif 

sangat kuat dan bermakna antara ekspresi protein PDGFA dengan proliferasi sel 

HepG2 (Rank-Spearman, r = 0,936; p = 0,000). 

Tabel 4.3 Analisis korelasi antara ekspresi protein CYGB, Nrf2, dan PDGFA dengan 
proliferasi sel Hep G2. 
 

No Uji Korelasi Proliferasi HepG2 

r p 

1. 
2. 
3. 

CYGB 0,937 0,000 

Nrf2 0,914 0,000 

PDGFA 0,936 0,000 

 

r = 0,911; p =,000 
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4.12 Korelasi antara ekspresi protein CYGB dengan viabilitas sel HepG2 ;  

        Nrf2 dengan viabilitas sel HepG2 ; PDGFA dengan viabilitas sel HepG2 

        Hasil analisis korelasi antara ekspresi protein CYGB, Nrf2, dan PDGFA 

dengan viabilitas sel HepG2 dapat dilihat  pada tabel 4.4. Hasil menunjukan 

terdapat korelasi positif sangat kuat dan bermakna antara ekspresi protein CYGB 

dengan viabilitas sel HepG2 (Rank-Spearman, r = 0,960; p = 0,000), terdapat 

korelasi positif sangat kuat dan bermakna antara ekspresi protein Nrf2 dengan 

viabilitas sel HepG2 (Rank-Spearman, r = 0,923; p = 0,000), serta korelasi positif 

sangat kuat dan bermakna antara ekspresi protein PDGFA dengan viabilitas sel 

HepG2 (Rank-Spearman, r = 0,958; p = 0,000). 

Tabel 4.4 Analisis korelasi antara ekspresi protein CYGB, Nrf2, dan PDGFA dengan 
viabilitas sel Hep G2. 
 

No Uji Korelasi Viabilitas HepG2 

r p 

1. 
2. 
3. 

CYGB 0,960 0,000 

Nrf2 0,923 0,000 

PDGFA 0,958 0,000 

 

4.13 Korelasi antara Ekspresi Protein CYGB dengan Nrf2 ; Ekspresi Protein 

PDGFA dengan CYGB ; Protein Nrf2 dengan PDGFA 

                Hasil analisis korelasi antara ekspresi protein CYGB dengan Nrf2, 

ekspresi protein CYGB dengan PDGFA serta ekspresi Protein Nrf2 dengan PDGFA 

dapat dilihat tabel 4.5. Hasil tersebut menunjukan adanya terdapat korelasi positif 

sangat kuat  dan bermakna antara ekspresi protein CYGB dengan Nrf2 (Rank-

Spearman, r = 0,889; p = 0,000), terdapat korelasi positif sangat kuat dan bermakna 

antara ekspresi protein CYGB dengan PDGFA (Rank-Spearman, r = 0,862; p = 

0,000),  serta terdapat korelasi positif sangat kuat dan bermakna antara ekspresi 

protein Nrf2 dengan PDGFA (Rank-Spearman, r = 0,943; p = 0,000). 

Tabel 4.5 Analisis korelasi antara ekspresi protein CYGB dengan Nrf2,  CYGB 
dengan PDGFA, dan Nrf2 dengan PDGFA 
 

No 
 
1. 
2. 

Uji 
Korelasi 

CYGB Nrf2 PDGFA 

r p r p r p 

CYGB   0,889 0,000 0,862 0,000 

Nrf2     0,943 0,000 
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BAB 5 

PEMBAHASAN 

 

5.1 Penggunaan kultur sel HepG2 

Penelitian ini menggunakan sel HepG2 yang merupakan sel lini kanker 

hepatoma yang paling sering digunakan pada manusia dalam studi mengenai 

metabolisme obat dan studi hepatotoksisitas.73, 74 Sel HepG2 adalah sel dengan 

morfologi mirip dengan epitel dan tingkat proliferasi  yang tinggi. Diameter rata-

rata dari sel HepG2 adalah sekitar 10-20 μm, dan  berbentuk polygonal. Di antara 

sel lini hati lainnya, sel HepG2 adalah sel lini pertama  yang menunjukkan 

karakteristik utama dari sel hepatosit. Oleh karena itu, sel HepG2 digunakan untuk 

mempelajari efek toksik dari logam berat, nanopartikel, dan obat-obatan in vitro. 

Penggunaan sel HepG2 untuk mempelajari metabolisme obat antikanker dapat 

dilakukan karena adanya kesamaan dalam ekspresi metabolisme obat pada fase I, 

II, dan III  atau protein transpor dalam sel dengan HCC.73   

 

5.2 Optimasi konsentrasi DMSO sebagai pelarut EG melalui uji viabilitas 

Pada penelitian ini digunakan Dimethyl sulfoxide (DMSO, (CH3)2SO) untuk 

melarutkan EG. DMSO adalah cairan organik yang sangat polar sehingga banyak 

digunakan sebagai pelarut.75 Pada penelitian in vitro, DMSO secara rutin digunakan 

untuk kriopreservasi karena suhu bekunya yang tinggi. DMSO mampu melarutkan 

sejumlah besar komponen kecil non-polar dan polar, meningkatkan permeabilitas 

membran sel dikarenakan mempunyai interaksi yang kuat dengan fosfolipid 

sehingga membuatnya efisien dalam memfasilitasi pengiriman molekul obat 

melalui membran sel.76, 77 Optimasi untuk menentukan konsentrasi DMSO yang 

akan digunakan sebagai pelarut EG dalam penelitian ini dilakukan melalui uji 

viabilitas dengan MTT assay. Rerata viabilitas sel HepG2 pada pemaparan 24, 48 

dan 72 jam menunjukkan viabilitas paling tinggi pada konsentrasi DMSO 0,25%, 

yaitu 90%; 95% dan 98% berturut-turut. Selanjutnya kadar DMSO 0,25% 

digunakan sebagai kadar DMSO untuk melarutkan EG pada analisis selanjutnya. 

Hasil ini sejalan dengan penelitian oleh Nguyen dkk 2020 bahwa konsentrasi 
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DMSO yang digunakan pada sel HepG2, MDA-MB-231, dan MCF-7 

sebagai pelarut dalam diantara 0.6 – 0.015 %.77  

 

5.3 Uji IC50 terhadap sel Hep G2 

Optimasi EG untuk menentukan konsentrasi yang akan 

digunakan dalam penelitian dilakukan melalui penghitungan nilai IC50. Half-

maximal inhibitory concentration (IC50) digunakan secara luas sebagai 

pengukuran yang bersifat informatif untuk efikasi suatu obat. IC50 menunjukkan 

kemampuan suatu senyawa atau obat dalam menghambat proses biologi hingga 

mencapai 50 %.78 Nilai IC50 dari ekstrak gambir yang digunakan adalah 1.098,39 

µg/mL. Nilai tersebut kemudian menjadi patokan dalam penetuan dosis EG yang 

digunakan dalam penelitian ini, yaitu ½ kali IC50 (500 µg/mL); IC50 (1000 µg/mL); 

dan 2 kali IC50 (2000 µg/mL) dengan waktu pengamatan selama 48 jam. Waktu 

pengamatan dilakukan selama 48 jam sesuai dengan waktu ditentukannya nilai IC50 

dari ekstrak gambir.  

 

5.4 Pemberian EG Menurunkan Ekspresi Nrf2 pada sel HepG2 

Pemberian EG pada sel HepG2 menurunkan secara bermakna ekspresi Nrf2 

dibandingkan dengan kontrol yang tidak diberi EG. Ekspresi Nrf2 yang lebih 

rendah pada kultur sel HepG2 pada penelitian ini diduga akibat aktivitas antikanker 

dari senyawa polifenol pada EG.8, 9 Katekin merupakan salah satu senyawa 

polifenol yang terdapat pada gambir.9 Aktivitas antikanker dari katekin mampu 

menekan proliferasi sel dengan menginduksi apoptosis, menghambat angiogenesis, 

dan metastasis dari sel kanker.79 Katekin juga mampu menekan proliferasi sel 

MCF7 dan menginduksi apoptosis dengan memodulasi ekspresi dari caspase-3,-8,-

9. dan p53.13 Woo dkk mengemukakan bahwa senyawa polifenol dapat 

menginhibisi Nrf2 sehingga tidak terjadi sintesis enzim antioksidan yang berakibat 

pada peningkatan sensitivitas sel kanker terhadap terapi, mengurangi ukuran tumor 

dan kematian sel.14 
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5.5 Pemberian EG Menurunkan PDGFA pada sel HepG2 

Pemberian EG pada sel HepG2 menyebabkan penurunan bermakna ekspresi 

protein PDGFA pada sel Hep G2 dibandingkan dengan kontrol. Pada HCC, PDGF 

dikaitkan dengan prognosis buruk dan tingginya tingkat metastasis. Interaksi 

PDGFA dan reseptornya menyebabkan respon seluler seperti proliferasi dan 

migrasi melalui jalur persignalan P13K/AKT dan MEK. Penekanan persinyalan 

PDGF ternyata dapat mengurangi pertumbuhan dan metastasis dari HCC pada 

manusia.16, 17 

Ekspresi PDGFA yang rendah pada kultur sel HepG2 pada penelitian ini 

dapat disebabkan oleh aktivitas senyawa di dalam tanaman gambir yaitu gambirin 

A1, procyanidin B2, dan neooxygambirtannine yang dibuktikan pada uji in silico, 

karena senyawa tersebut dapat berikatan dengan reseptor PDGFA.15  

 

5.6 Pemberian EG Menurunkan Ekspresi CYGB pada sel HepG2 

Ekspresi protein CYGB menurun secara bermakna pada sel HepG2 yang 

diberikan EG dibandingkan dengan kontrol tanpa pemberian EG, baik pada 

pemeriksaan dengan teknik ELISA maupun dengan teknik imunofluoresens. 

Ekspresi CYGB yang lebih rendah pada kultur sel HepG2 setelah pemberian gambir 

menunjukkan potensi hambatan fungsi onkogenik dari CYGB akibat pemberian 

EG. Hingga saat ini belum dijumpai studi yang menghubungkan antara pemberian 

EG dengan ekspresi CYGB pada sel kanker. Hal ini berbeda dengan hasil pada 

penelitian Amalia et al 2022 yang menjelaskan peningkatan CYGB pada sel 

fibroblas keloid setelah pemberian EG dengan konsentrasi 12,5 µg/mL dan 25 

µg/mL.23 

Fungsi onkogenik CYGB dijelaskan melalui kemampuan CYGB dalam 

menghambat faktor apoptosis seperti caspase 2/3.69 Penelitian Tian et al pada tikus 

yang diinduksi hipoksia, menunjukan bahwa CYGB berperan dalam down-regulasi 

caspase 2 dan 3 pada otak tikus sehingga terjadi hambatan apoptosis.80  

Peningkatan ekspresi CYGB ditemukan pada beberapa jenis kanker seperti 

alveolar soft part sarcoma, karsinoma paru, dan kanker kepala leher.70, 71.  Di sisi 

lain,  CYGB diduga mempunyai peran bimodal yaitu sebagai penekan tumor dalam 
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keadaan normoksia, serta fungsi onkogenik yang menyebabkan kemoresistensi, dan 

perkembangan sel kanker.20  

 

5.7 Pemberian EG menurunkan viabilitas dan proliferasi sel Hep G2  

Viabilitas sel HepG2 yang dianalisis dengan uji MTT, menunjukan 

penurunan viabilitas yang bermakna pada pemberian EG dibandingkan dengan 

kontrol. Viabilitas adalah kondisi yang menunjukkan jumlah sel hidup dalam suatu 

populasi sel.81 Uji MTT menilai aktivitas metabolik sel sebagai salah satu indikator 

sel hidup. MTT merupakan garam tetrazolium berwarna kuning yang mampu 

direduksi oleh sel hidup menjadi kristal formazan berwarna ungu. Reaksi tersebut 

dikatalisis oleh enzim NAD(P)H-oksireduktase, yang terdapat dalam  sitosol. Oleh 

karena itu reduksi MTT bergantung pada aktivitas metabolik  sel karena adanya 

fluks NAD(P)H pada sel hidup. 82 

 Hasil menunjukan bahwa terjadi penurunan viabilitas HepG2 secara 

bermakna pada pemberian EG 500 μg/mL; 1000 μg/mL; dan 2000 μg/mL 

dibandingkan dengan kontrol dalam waktu 48jam. Tampak bahwa penurunan 

viabilitas sel HepG2 meningkat seiring dengan peningkatan konsentrasi EG. 

Penelitian ini sejalan dengan penelitian Syarifah, dkk 20198, yang juga 

menggunakan uji MTT, menunjukan bahwa pemberian Uncaria gambir 

menurunkan viabilitas sel lini kanker payudara T47D, namun masih lebih lemah 

dari doxorubicin (DOX).8 Penelitian lain yang sejalan  dilakukan oleh Wardana dkk 

20229 menunjukan bahwa pemberian  EG menurunkan viabilitas sel HeLa.  

Selain pengukuran viabilitas, penelitian ini juga melakukan pengukuran 

proliferasi sel Hep G2 yang dikultur dengan atau tanpa EG. Proliferasi adalah 

proses pembelahan sel sehingga memicu peningkatan jumlah sel.83, 84 Pengukuran 

proliferasi sel pada penelitian ini dilakukan dengan uji BrdU. BrdU merupakan 

analog timidin yang mampu terinkoporasi pada untai DNA yang baru direplikasi 

pada fase S siklus sel. BrdU yang telah terinkoporasi dalam DNA kemudian dapat 

dilacak menggunakan probe antibody. 85 

Penurunan viabilitas dan proliferasi sel HepG2 pada penelitian ini diduga 

disebabkan oleh komponen senyawa polifenol dalam tanaman gambir yang dapat 

menghambat proliferasi sel, dengan menginduksi apoptosis, menghambat 
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angiogenesis, dan metastasis dari sel kanker.79 Katekin juga mampu menekan 

proliferasi sel MCF7 dan menginduksi apoptosis dengan memodulasi ekspresi dari 

caspase-3,-8,-9. dan p53.13 Kandungan polifenol yang terdapat pada EG diduga 

memicu apoptosis sel melalui jalur intrinsik dan ekstrinsik. Jalur instrik terutama 

melalui caspase (protease cysteine-dependent aspartate), sedangkan jalur 

ekstrinsik melalui aktivasi ligan spesifik (TNFα, FasL, TRAIL) yang berikatan 

dengan reseptor permukaan sel  (TNF-R, Fas, TRAIL-R). Selanjutnya terjadi 

rekruitmen protein adaptor seperti FADD dan aktivasi dari inisiator caspase.86 

 

5.8 Hubungan ekspresi protein CYGB dengan proliferasi sel HepG2 dan  

      Hubungan ekspresi protein CYGB dengan viabilitas sel HepG2 

              Hasil analisis statistik korelasi positif sangat kuat dan bermakna antara 

ekspresi protein CYGB dengan proliferasi  dan viabilitas sel Hep G2 dapat dilihat  

pada tabel 4.3 dan  tabel 4.4. Hasil uji korelasi ini mendukung peran onkogenik 

CYGB yang menyebabkan kemoresistensi, dan perkembangan sel kanker.20 

Oleksiewicz dkk  2013 menjelaskan pada studi in vitro bahwa CYGB berperan 

potensial sebagai onkogen pada sel pada keadaan stress. Pada keadaan hipoksia 

terjadi overekspresi dari CYGB yang menyebabkan penurunan viabilitas sel. 

CYGB akan mengalami adaptasi dalam menghadapi stress dengan melakukan 

banyak mekanisme pertahanan seperti aktivasi jalur persignalan, homeostasis 

metabolism dan redok. Respon adaptasi ini berkaitan dengan agresivitas dari tumor, 

peningkatan kemoresistensi, dan radioresistensi sera prognosis buruk dari pasien 

kanker. 87, 88Peningkatan ekspresi CYGB ditemukan pada beberapa jenis kanker 

seperti alveolar soft part sarcoma, karsinoma paru88, dan kanker kepala leher.70, 71 

Dari berbagai laporan tersebut, jika diteliti lebih mendalam, dapat dikatakan bahwa 

CYGB memiliki peran ganda baik sebagai tumor supresor maupun onkogen 

tergantung dari jenis sel, stadium tumor, kondisi lingkungan mikro, serta 

ketersediaan dari oksigen.22, 89  
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 5.9 Hubungan ekspresi protein Nrf2 dengan proliferasi sel HepG2 dan  

       Hubungan ekspresi protein Nrf2 dengan viabilitas sel HepG2 

      Hasil analisis statistik korelasi positif sangat kuat dan bermakna antara ekspresi 

protein Nrf2 dengan proliferasi  dan viabilitas sel Hep G2 dapat dilihat  pada tabel 

4.3 dan tabel 4.4. Hal ini berarti peningkatan ekspresi protein Nrf2 akan 

meningkatkan proliferasi Nrf2, serta peningkatan ekspresi protein Nrf2 akan 

meningkatkan viabilitas Nrf2. Hasil ini sejalan Zhang et al 2015 yang menjelaskan 

bahwa Nrf2 berkaitan dengan kelangsungan hidup sel, diferensiasi, ukuran tumor, 

dan proliferasi sel HCC sehingga Nrf2 dapat digunakan sebagai faktor prognostik 

independen.7 Raghunath et al 2018 juga menjelaskan bahwa pada HCC terjadi 

aktivasi Nrf2 secara persisten yang menyebabkan proliferasi dan resistensi obat34. 

 

5.10 Hubungan ekspresi protein PDGFA dengan proliferasi sel HepG2 dan  

        Hubungan ekspresi protein PDGFA dengan viabilitas sel HepG2 

         Hasil analisis statistik korelasi positif sangat kuat dan bermakna antara 

ekspresi protein PDGFA dengan proliferasi  dan viabilitas sel Hep G2 dapat dilihat  

pada tabel 4.3 dan tabel 4.4. Hal ini berarti peningkatan ekspresi protein PDGFA 

akan meningkatkan proliferasi sel HepG2, serta peningkatan ekspresi protein 

PDGFA akan meningkatkan viabilitas sel HepG2. Penelitian Han et al 2021 

menjelaskan peningkatan PDGFA adalah prognosis buruk sehingga mampu 

dijadikan biomarker potensial dan target molekular terapi pada pasien karsinoma 

esofagus.90 Hubungan antara PDGF dengan proliferasi sel kanker dan viabilitas sel 

kanker disebabkan oleh mekanisme kerja yang bersifat autokrin dan adanya 

crosstalk dari persignalan PDGF/PDGFR dengan jalur matrix metalloprotein 

(MMP) yang meningkatkan ekspresi MMP9, dan VEGF sehingga meningkatkan 

proliferasi, migrasi, dan metastasis sel kanker, serta aktivasi berbagai jalur 

persignalan yang berperan dalam perkembangan sel kanker.54 
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5.11 Hubungan ekspresi protein Nrf2 dan PDGFA  

        Hasil analisis statistik korelasi positif sangat kuat dan bermakna antara 

ekspresi protein Nrf2 dengan PDGFA (Rank-Spearman, r = 0,943; p = 0,000) yang 

ditunjukan pada tabel 4.5.  Hal ini berarti peningkatan ekspresi protein NRF2 akan 

meningkatkan ekspresi PDGFA. Hubungan Nrf2 dan PDGF pada proses molekular 

HCC dikarenakan Nrf2 melakukan rekruitmen Sp1 dengan promoter PDGF  

sehingga meningkatkan ekspresi dari PDGFA.3 Mekanisme yang mengatur Nrf2 

dan PDGF sama sama terganggu dalam proses perkembangan tumor pada HCC. 

Pada HCC, Nrf2 akan mengalami upregulasi, mempromosikan proliferasi sel HCC, 

dan upregulasi PDGF. Temuan ini menunjukkan adanya hubungan korelasi positif 

sangat kuat antara Nrf2 dan PDGFA pada sel kanker Hep G23, dimana ditemukan 

penurunan secara bermakna baik Nrf2 dan PDGFA pada kelompok yang mendapat 

pemberian gambir dibandingkan kelompok kontrol. 

 

5.12 Hubungan ekspresi protein CYGB dan Nrf2  

Hasil analisis statistik korelasi positif sangat kuat dan bermakna antara ekspresi 

protein CYGB dengan Nrf2 (Rank-Spearman, r = 0,889; p = 0,000) yang ditunjukan 

pada tabel 4.5. Hal ini berarti peningkatan ekspresi protein CYGB akan 

meningkatkan ekspresi Nrf2. Penelitian Joey et al 2022 menunjukkan bahwa 

gangguan pada ekspresi CYGB yang banyak ditemukan pada sel melanoma akan 

membuat disregulasi pada ekspresi protein Nrf2 dan HO-1. Temuan ini dapat 

dijelaskan melalui keterlibatan Nrf2 dalam biosintesis heme. Beberapa gen yang 

mempengaruhi jalur biosintesis heme adalah target transkripsi Nrf2. Diduga kadar 

CYGB endogen yang tinggi membutuhkan kadar basal Nrf2 yang lebih tinggi untuk 

mempertahankan jumlah biosintesis heme secara adekuat. Di sisi lain, produksi 

heme yang berlebihan dapat menginduksi jumlah protein HO-1 secara langsung 

atau secara tidak langsung melalui aktivasi Nrf2.91 

 

5.13  Hubungan ekspresi protein PDGFA dan CYGB 

  Hasil analisis statistik korelasi positif sangat kuat dan bermakna antara 

ekspresi protein PDGFA dengan CYGB (Rank-Spearman, r = 0,862; p = 0,000) 

yang ditunjukan pada tabel 4.5. Hal ini berarti peningkatan ekspresi protein PDGFA 
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akan meningkatkan ekspresi CYGB. Hingga saat ini belum ada penelitian yang 

menghubungkan antara PDGFA dan CYGB pada sel kanker. Namun, hasil ini 

sejalan dengan regulasi ekspresi CYGB. CYGB merupakan target down stream dari 

TGFβ, PDGF, protein kinase C (PKC) dan persignalan EPO.65 

 

5.14 Kelebihan Penelitian  

Penelitian ini merupakan penelitian yang pertama dilakukan untuk 

mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol gambir terhadap viabilitas sel, dan 

proliferasi sel serta ekspresi protein Nrf2, CYGB, dan PDGFA pada sel lini kanker 

HepG2.  

5.15 Keterbatasan Penelitian  

Pada penelitian ini terdapat keterbatasan diantaranya belum dibuktikan 

kandungan senyawa aktif dalam EG yang paling berperan dalam menghambat 

apoptosis, baik jalur intrinsik maupun jalur ekstrinsik pada sel HepG2.  
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BAB 6  

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

6.1. Kesimpulan 

Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian ini yaitu 

1. Pemberian ekstrak etanol gambir konsentrasi 500, 1000, dan 2000 µg/mL 

dalam waktu 48 jam menurunkan viabilitas dan proliferasi sel HepG2 

sejalan dengan peningkatan konsentrasi EG. 

2. Pemberian ekstrak etanol gambir konsentrasi 500, 1000, dan 2000 µg/mL 

dalam waktu 48 jam menurunkan ekspresi protein Cygb, Nrf2, dan PDGFA, 

dan CYGB pada sel HepG2 sejalan dengan peningkatan konsentrasi EG 

3. Terdapat korelasi positif sangat kuat dan bermakna antara viabilitas dan 

proliferasi sel HepG2 ; CYGB dengan proliferasi sel HepG2; CYGB dengan 

viabilitas sel HepG2; Nrf2 dengan proliferasi sel HepG2 ; Nrf2 dengan 

viabilitas sel HepG2; PDGFA dengan proliferasi sel HepG2; PDGFA 

dengan viabilitas sel HepG2; protein Nrf2 dengan PDGFA;  protein CYGB 

dengan Nrf2; dan protein PDGFA dengan CYGB. 

6.2. Saran 

Penelitian ini membutuhkan beberapa informasi lanjutan berupa:  

1. Penelitian lanjutan untuk mengetahui senyawa aktif yang berperan pada EG 

dengan melakukan isolasi senyawa lalu dimurnikan dan menentukan 

strukturnya. 

2. Penelitian lanjutan mengenai pengaruh pemberian EG secara in vivo pada 

tikus model hepatoma. 
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Lampiran 1. Hasil Identifikasi/Determinasi Tumbuhan Gambir 
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Lampiran 2. Analisis SPSS Uji IC50 Sel HepG2 terhadap EG berbagai 

konsentrasi pada waktu 48 Jam 

• Uji Normalitas (Shapiro Wilk) 

Tests of Normality 

 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Sel HepG2  Kontrol .380 4 . .722 4 .021 

Sel HepG2 + EG 2000  .250 4 . .897 4 .418 

Sel HepG2 + EG 1000  .332 4 . .853 4 .235 

Sel HepG2 + EG 500  .298 4 . .852 4 .233 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

Semua nilai p > 0,05 kecuali sel HepG2 Kontrol (p = 0,021 / p < 0,05) sehingga 

semua perlakuan menyebar Normal kecuali Sel HepG2 Normal (Kontrol) sehingga 

selanjutnya harus dilakukan uji nonparametrik. 

• Uji Non-Parametrik (Mann-Whitney) antara kelompok control dan 

kelompok HepG2 dengan penambahan EG 2000 µg/mL 

Test Statisticsa 

 

% Viabililtas 

Sel HepG2 

Mann-Whitney U .000 

Wilcoxon W 10.000 

Z -2.309 

Asymp. Sig. (2-tailed) .021 

Exact Sig. [2*(1-tailed 

Sig.)] 

.029b 

a. Grouping Variable: IC50_48 

b. Not corrected for ties. 

 

Uji Mann-Whitney menunjukkan nilai p = 0,021 (p < 0,05), artinya terdapat 

perbedaan bermakna antara Kontrol (Sel HepG2 tanpa penambahan EG) dengan 

Sel HepG2 yang diberi EG 2000 µg/mL. 
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• Uji Non-Parametrik (Mann-Whitney) antara kelompok kontrol dan 

kelompok HepG2 dengan penambahan EG 1000 µg/mL 

Test Statisticsa 

 

% Viabililtas Sel 

HepG2 

Mann-Whitney U .000 

Wilcoxon W 10.000 

Z -2.309 

Asymp. Sig. (2-tailed) .021 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 

a. Grouping Variable: IC50_48 

b. Not corrected for ties. 

Uji Mann-Whitney menunjukkan nilai p = 0,021 (p < 0,05), artinya terdapat perbedaan 

bermakna antara Kontrol (Sel HepG2 tanpa penambahan EG) dengan Sel HepG2 

yang diberi EG 1000 µg/mL . 

• Uji Non-Parametrik (Mann-Whitney) antara kelompok kontrol dan 

kelompok HepG2 dengan penambahan EG 500 µg/mL 

Test Statisticsa 

 

% Viabililtas Sel 

HepG2 

Mann-Whitney U .000 

Wilcoxon W 10.000 

Z -2.309 

Asymp. Sig. (2-tailed) .021 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 

a. Grouping Variable: IC50_48 

c. Not corrected for ties. 

 

Uji Mann-Whitney menunjukkan nilai p = 0,021 (p < 0,05), artinya terdapat 

perbedaan bermakna antara Kontrol (Sel HepG2 tanpa penambahan EG) dengan 

Sel HepG2 yang diberi EG 500 µg/mL. 

 

 

 

 

 

 

 



62 

 

 

 

Lampiran 3. Kurva dosis- respons untuk penentuan nilai IC50, Kurva standar  

BSA  dan proses pembuatan getah gambir 

 

 

 
Kurva dosis-respons untuk penentuan nilai IC50 EG. 

 

 
Kurva standar BSA 
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Lampiran 4. Data Pengukuran ELISA dan Analisis SPSS – Protein CYGB 

 

 
 

Konsentrasi CYGB (pg/mL) 

No Kontrol (Sel Hep G2 
tanpa penambahan EG) 

Sel Hep G2 + 
500 μg/mL 

Sel Hep G2 + 
1000 μg/mL 

Sel Hep G2 + 2000 
μg/mL 

1. 24340 18340 4840 3040 

2. 25340 17640 4840 2840 

3. 27640 16340 4740 2640 

 
Konsentrasi CYGB (pg)/mg protein total 

 

No Kontrol (Sel Hep G2 
tanpa penambahan EG) 

Sel Hep G2 + 
500 μg/mL 

Sel Hep G2 + 
1000 μg/mL 

Sel Hep G2 + 2000 
μg/mL 

1. 52,174 41,777 25,60971 17,69613 

2. 54,317 40,183 25,60971 16,53191 

3. 59,247 37,221 25,08058 15,36769 

 
•  Uji Normalitas Protein CYGB (Saphiro-Wilk) 

Tests of Normality 

 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Sel HepG2 Kontrol .268 3 . .951 3 .573 

Sel HepG2 + EG 500 .245 3 . .971 3 .672 

Sel HepG2 + EG 1000  .385 3 . .750 3 .000 

Sel HepG2 + EG 2000  .175 3 . 1.000 3 1.000 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

Semua nilai p > 0,05 kecuali Sel HepG2 yang diberi EG 1000 μg/mL, artinya semua 

perlakuan menyebar Normal kecuali Sel HepG2 Normal + EG 1000 μg/mL. 

y = 0,0002x + 0,0056
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Selanjutnya bisa dilakukan uji nonparametrik Kruskal-Wallis untuk menguji 

perbedaan antara setiap parameter. 

• Uji Non-Parametrik Protein CYGB (Kruskal-Wallis) 

Test Statisticsa,b 

 

Konsentrasi CYGB/Protein 

Total Sel HepG2 

Kruskal-Wallis H 10.421 

df 3 

Asymp. Sig. .015 

a. Kruskal Wallis Test 

b. Grouping Variable: CYGB 

 

Uji Kruskal-Wallis menunjukkan terdapat perbedaan bermakna di antara semua 

perlakuan (p = 0,015 / p < 0,05). Untuk mengetahui perlakuan mana saja yang ada 

perbedaan bermakna, dilakukan uji per variabel. 

• Uji Mann Whitney antara kelompok Hep G2 dengan penambahan EG 

1000 μg/mL dengan kelompok kontrol  

Test Statisticsa 

 

Konsentrasi CYGB/Protein 

Total Sel HepG2 

Mann-Whitney U .000 

Wilcoxon W 6.000 

Z -1.993 

Asymp. Sig. (2-tailed) .046 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100b 

a. Grouping Variable: CYGB 

b. Not corrected for ties. 

Dilakukan uji nonparametrik Mann-Whitney karena data Sel HepG2 yang diberi 

EG 1000 μg/mL tidak menyebar normal. Uji Mann-Whitney menunjukkan nilai p 

= 0,046 (p < 0,05), artinya terdapat perbedaan bermakna antara Kontrol (Sel HepG2 

Normal) dengan Sel HepG2 yang diberi EG 1000 μg/mL. 
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Lampiran 5. Data Pengukuran ELISA dan Analisis SPSS – Protein Nrf2 

 

 

 
 

 
Konsentrasi Nrf2 (pg/mL) 

Kontrol (Sel Hep G2 tanpa 
penambahan EG) 

Sel Hep G2 + 
500 μg/mL 

Sel Hep G2 + 
1000 μg/mL 

Sel Hep G2 + 2000 
μg/mL 

39988,05 34273,299 4061,541 1792,781 

41039,171 34070,413 4177,12 2105,378 

41371,674 33459,14 4404,524 2254,738 

 
Konsentrasi Nrf2 (pg)/mg protein total 

Kontrol (Sel Hep G2 tanpa 
penambahan EG) 

Sel Hep G2 + 
500 μg/mL 

Sel Hep G2 + 
1000 μg/mL 

Sel Hep G2 + 2000 
μg/mL 

85,716765 78,072928 21,49068 10,43595 

87,969905 77,610764 22,10224 12,25561 

88,682645 76,218314 23,30549 13,12504 

 

•  Uji Normalitas Protein Nrf2 (Saphiro-Wilk) 

Tests of Normality 

 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statis

tic df Sig. Statistic df Sig. 

Sel HepG2 Kontrol .284 4 . .855 4 .243 

Sel HepG2 + EG 500  .303 4 . .790 4 .086 
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Sel HepG2 + EG 1000  .261 4 . .829 4 .165 

Sel HepG2 + EG 2000  .155 4 . .993 4 .971 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

Semua nilai p > 0,05, artinya semua perlakuan menyebar Normal. Selanjutnya 

dilakukan uji homogenitas varians untuk menentukan uji parametrik atau non 

parametrik yang digunakan untuk membandingkan parameter. 

• Uji homogenitas – Protein Nrf2 

 

Test of Homogeneity of Variances 

 

Levene 

Statistic df1 df2 Sig. 

Konsentrasi 

Nrf2/Protein Total 

Sel HepG2 

Based on Mean 2.316 3 12 .127 

Based on Median 1.696 3 12 .221 

Based on Median 

and with adjusted df 

1.696 3 10.040 .230 

Based on trimmed 

mean 

2.278 3 12 .132 

Uji homogenitas varians menunjukkan varians homogen (p > 0,05), sehingga bisa 

dilakukan uji parametrik, berupa uji ANOVA untuk menguji perbedaan antara 

setiap paremeter. 

 

• Uji Parametrik -One way ANOVA Protein Nrf2 

ANOVA 

Konsentrasi Nrf2/Protein Total Sel HepG2   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 17441.017 3 5813.672 4318.021 .000 

Within Groups 16.156 12 1.346   

Total 17457.173 15    

 

Uji ANOVA menunjukkan terdapat perbedaan bermakna (p = 0,000 / p < 0,05). 

Selanjutnya dilakukan uji lanjut (post hoc) Least Significance Different (LSD) 

untuk melihat perbedaan antar parameter. 
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• Uji Post Hoc -LSD test Protein Nrf2 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   Konsentrasi Nrf2/Protein Total Sel HepG2   

LSD   

(I) Nrf2 (J) Nrf2 

Mean 

Difference (I-

J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

Sel HepG2 

Kontrol 

Sel HepG2 + EG 

500  

9.476327* .820480 .000 7.68865 11.26400 

Sel HepG2 + EG 

1000  

64.872791* .820480 .000 63.08512 66.66046 

Sel HepG2 + EG 

2000  

75.175784* .820480 .000 73.38811 76.96346 

Sel HepG2 + EG 

500  

Sel HepG2 Kontrol -9.476327* .820480 .000 -11.26400 -7.68865 

Sel HepG2 + EG 

1000  

55.396464* .820480 .000 53.60879 57.18414 

Sel HepG2 + EG 

2000  

65.699457* .820480 .000 63.91179 67.48713 

Sel HepG2 + EG 

1000  

Sel HepG2 Kontrol -64.872791* .820480 .000 -66.66046 -63.08512 

Sel HepG2 + EG 

500  

-55.396464* .820480 .000 -57.18414 -53.60879 

Sel HepG2 + EG 

2000  

10.302993* .820480 .000 8.51532 12.09067 

Sel HepG2 + EG 

2000  

Sel HepG2 Kontrol -75.175784* .820480 .000 -76.96346 -73.38811 

Sel HepG2 + EG 

500  

-65.699457* .820480 .000 -67.48713 -63.91179 

Sel HepG2 + EG 

1000  

-10.302993* .820480 .000 -12.09067 -8.51532 

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

uji Post Hoc (LSD) terdapat perbedaan bermakna (p = 0,000 / p < 0,05) pada semua 

perbandingan. 
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Lampiran 6. Data Pengukuran ELISA dan Analisis SPSS – Protein PDGFA 

• Uji Normalitas (Saphiro-Wilk) 

 

 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic Df Sig. Statistic df Sig. 

Sel HepG2 Kontrol .279 4 . .939 4 .647 

Sel HepG2 + EG 500  .274 4 . .864 4 .275 

Sel HepG2 + EG 1000 .203 4 . .980 4 .899 

Sel HepG2  + EG 2000 .185 4 . .972 4 .855 

a. Lilliefors Significance Correction 

Semua nilai p > 0,05 artinya semua perlakuan menyebar Normal sehingga bisa 

dilanjutkan ke uji homogenitas varians. 

• Uji homogenitas -Protein PDGFA 

Test of Homogeneity of Variances 

 

Levene 

Statistic df1 df2 Sig. 

Konsentrasi 

PDGFA/Protein Total 

Sel HepG2 

Based on Mean .322 3 12 .810 

Based on Median .258 3 12 .854 

Based on Median and 

with adjusted df 

.258 3 7.158 .853 

Based on trimmed mean .307 3 12 .820 

Varians homogen (p > 0,05), sehingga bisa dilakukan uji ANOVA. 

• Uji Parametrik- One way ANOVA protein PDGFA 

ANOVA 

Konsentrasi PDGFA/Protein Total Sel HepG2   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 6.907 3 2.302 91.333 .000 

Within Groups .302 12 .025   

Total 7.209 15    
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• Uji Post-Hoc -LSD test protein PDGFA 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   Konsentrasi PDGFA/Protein Total Sel HepG2   

LSD   

(I) PDGFA (J) PDGFA 

Mean 

Difference (I-

J) 

Std. 

Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

Sel HepG2 

Normal 

Sel HepG2 Normal + 

EG 500 ppm 

.381768* .11226

5 

.005 .13716 .62637 

Sel HepG2 Normal + 

EG 1000 ppm 

.846765* .11226

5 

.000 .60216 1.09137 

Sel HepG2 Normal + 

EG 2000 ppm 

1.759579* .11226

5 

.000 1.51497 2.00418 

Sel HepG2 

Normal + EG 500 

ppm 

Sel HepG2 Normal -.381768* .11226

5 

.005 -.62637 -.13716 

Sel HepG2 Normal + 

EG 1000 ppm 

.464997* .11226

5 

.001 .22039 .70960 

Sel HepG2 Normal + 

EG 2000 ppm 

1.377811* .11226

5 

.000 1.13321 1.62242 

Sel HepG2 

Normal + EG 

1000 ppm 

Sel HepG2 Normal -.846765* .11226

5 

.000 -1.09137 -.60216 

Sel HepG2 Normal + 

EG 500 ppm 

-.464997* .11226

5 

.001 -.70960 -.22039 

Sel HepG2 Normal + 

EG 2000 ppm 

.912813* .11226

5 

.000 .66821 1.15742 

Sel HepG2 

Normal + EG 

2000 ppm 

Sel HepG2 Normal -1.759579* .11226

5 

.000 -2.00418 -1.51497 

Sel HepG2 Normal + 

EG 500 ppm 

-1.377811* .11226

5 

.000 -1.62242 -1.13321 

Sel HepG2 Normal + 

EG 1000 ppm 

-.912813* .11226

5 

.000 -1.15742 -.66821 

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

 
 

Uji ANOVA menunjukkan terdapat perbedaan bermakna (p = 0,000 / p < 0,05). 

Kemudian, pada uji Post Hoc (LSD) terdapat perbedaan bermakna (p < 0,05) antara 

semua perlakuan.  
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Lampiran 7. Hasil Analisis Statistik Proliferasi HepG2 

• Uji normalitas (Saphiro-Wilk)- Proliferasi HepG2 

 

Tests of Normality 

 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Kontrol .327 4 . .769 4 .058 

Sel HepG2 + EG 2000 μg/mL .192 4 . .971 4 .850 

Sel HepG2 + EG 1000 μg/mL .298 4 . .849 4 .224 

Sel HepG2 + EG 500 μg/mL .250 4 . .945 4 .683 

a. Lilliefors Significance Correction 

Semua nilai p > 0,05 artinya semua perlakuan menyebar Normal sehingga bisa 

dilanjutkan ke uji homogenitas varians. 

• Uji homogenitas - Proliferasi HepG2 

Test of Homogeneity of Variances 

 

Levene 

Statistic df1 df2 Sig. 

% Proliferasi Sel 

HepG2 

Based on Mean 4.701 3 12 .022 

Based on Median 1.434 3 12 .281 

Based on Median and 

with adjusted df 

1.434 3 3.270 .378 

Based on trimmed mean 3.777 3 12 .041 

 

Varians tidak homogen (p < 0,05), sehingga tidak bisa dilakukan uji ANOVA, dan 

harus menggunakan uji nonparametrik Kruskal-Wallis. 

• Uji Non-Parametrik - Proliferasi HepG2 (Kruskal-Wallis) 

Test Statisticsa,b 

 

% Proliferasi Sel 

HepG2 

Kruskal-Wallis H 14.180 

df 3 

Asymp. Sig. .003 

a. Kruskal Wallis Test 

b. Grouping Variable: % Proliferasi 

Sel HepG2 
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Uji Kruskal-Wallis menunjukkan terdapat perbedaan bermakna di antara semua 

perlakuan (p = 0,003 / p < 0,05). Untuk mengetahui perlakuan mana saja yang ada 

perbedaan bermakna, dilakukan uji per variabel. 

• Uji Non-Parametrik - Proliferasi HepG2 (Mann-Whitney) antara 

kelompok Kontrol dan kelompok Hep G2+ EG 2000 μg/mL 

Test Statisticsa 

 

% Proliferasi Sel 

HepG2 

Mann-Whitney U .000 

Wilcoxon W 10.000 

Z -2.323 

Asymp. Sig. (2-tailed) .020 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 

a. Grouping Variable: % Proliferasi Sel HepG2 
c. Not corrected for ties. 

Dilakukan uji nonparametrik Mann-Whitney sebagai uji lanjut Kruskal-Wallis. Uji 

Mann-Whitney menunjukkan nilai p = 0,020 (p < 0,05), artinya terdapat perbedaan 

bermakna antara Kontrol dengan Sel HepG2 yang diberi EG 2000 μg/mL. 

• Uji Non-Parametrik - Proliferasi HepG2 (Mann-Whitney) antara 

kelompok Kontrol dan kelompok Hep G2 + EG 1000 μg/mL 

Test Statisticsa 

 

% Proliferasi Sel 

HepG2 

Mann-Whitney U .000 

Wilcoxon W 10.000 

Z -2.337 

Asymp. Sig. (2-tailed) .019 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 

a. Grouping Variable: % Proliferasi Sel HepG2 

b. Not corrected for ties. 

 

Dilakukan uji nonparametrik Mann-Whitney sebagai uji lanjut Kruskal-Wallis. Uji 

Mann-Whitney menunjukkan nilai p = 0,019 (p < 0,05), artinya terdapat perbedaan 

bermakna antara Kontrol dengan Sel HepG2 yang diberi EG 1000 μg/mL. 
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• Uji Non-Parametrik - Proliferasi HepG2 (Mann-Whitney) antara 

kelompok Kontrol dan kelompok Hep G2 + EG 500 μg/mL 

Test Statisticsa 

 

% Proliferasi Sel 

HepG2 

Mann-Whitney U .000 

Wilcoxon W 10.000 

Z -2.337 

Asymp. Sig. (2-tailed) .019 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 

a. Grouping Variable: % Proliferasi Sel HepG2 

b. Not corrected for ties. 

Dilakukan uji nonparametrik Mann-Whitney sebagai uji lanjut Kruskal-Wallis. 

Uji Mann-Whitney menunjukkan nilai p = 0,019 (p < 0,05), artinya terdapat 

perbedaan bermakna antara Kontrol dengan Sel HepG2 yang diberi EG 500 

μg/mL. 

• Uji Non-Parametrik - Proliferasi HepG2 (Mann-Whitney) antara 

kelompok Hep G2 + EG 2000 μg/mL dan kelompok Hep G2 + EG 1000 

μg/mL 

Test Statisticsa 

 

% Proliferasi Sel 

HepG2 

Mann-Whitney U .000 

Wilcoxon W 10.000 

Z -2.323 

Asymp. Sig. (2-tailed) .020 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 

a. Grouping Variable: % Proliferasi Sel HepG2 
b. Not corrected for ties. 

Dilakukan uji nonparametrik Mann-Whitney sebagai uji lanjut Kruskal-Wallis. Uji 

Mann-Whitney menunjukkan nilai p = 0,020 (p < 0,05), artinya terdapat perbedaan 

bermakna antara Sel HepG2 yang diberi EG 2000 μg/mL dengan Sel HepG2 yang 

diberi EG 1000 μg/mL. 
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• Uji Non-Parametrik - Proliferasi HepG2 (Mann-Whitney) antara 

kelompok Hep G2 + EG 2000 μg/mL dan kelompok Hep G2 + EG 500 

μg/mL 

Test Statisticsa 

 

% Proliferasi Sel 

HepG2 

Mann-Whitney U .000 

Wilcoxon W 10.000 

Z -2.323 

Asymp. Sig. (2-tailed) .020 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 

a. Grouping Variable: % Proliferasi Sel HepG2 

b. Not corrected for ties. 

Dilakukan uji nonparametrik Mann-Whitney sebagai uji lanjut Kruskal-Wallis. Uji 

Mann-Whitney menunjukkan nilai p = 0,020 (p < 0,05), artinya terdapat perbedaan 

bermakna antara Sel HepG2 yang diberi EG 2000 μg/mL dengan Sel HepG2 yang 

diberi EG 500 μg/mL. 

• Uji Non-Parametrik - Proliferasi HepG2 (Mann-Whitney) antara 

kelompok Hep G2 + EG 1000 μg/mL dan kelompok Hep G2 + EG 500 

μg/mL 

Test Statisticsa 

 

% Proliferasi Sel 

HepG2 

Mann-Whitney U .000 

Wilcoxon W 10.000 

Z -2.337 

Asymp. Sig. (2-tailed) .019 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029b 

a. Grouping Variable: % Proliferasi Sel HepG2 

b. Not corrected for ties. 

Dilakukan uji nonparametrik Mann-Whitney sebagai uji lanjut Kruskal-Wallis. 

Uji Mann-Whitney menunjukkan nilai p = 0,020 (p < 0,05), artinya terdapat 

perbedaan bermakna antara Sel HepG2 yang diberi EG 1000 μg/mL dengan Sel 

HepG2 yang diberi EG 500 μg/mL. 
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Lampiran 8. Hasil Analisis Statistik Korelasi antara Viabilitas dan Proliferasi 

sel HepG2 

Tests of Normality 

 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

% Proliferasi Sel HepG2 .410 12 .000 .648 12 .000 

% Viabilitas Sel HepG2 .358 12 .000 .706 12 .001 

a. Lilliefors Significance Correction 

Nilai p % proliferasi adalah 0,000 dan viabilitas sel HepG2 adalah p = 0,001  (p < 

0,05) artinya data % proliferasi dan viabilitas sel HepG2 tidak menyebar Normal 

sehingga untuk menilai korelasi antar keduanya hanya bisa digunakan uji Rank-

Spearman. 

Correlations 

 

% Viabilitas Sel 

HepG2 

% Proliferasi 

Sel HepG2 

Spearman's rho % Viabilitas Sel HepG2 Correlation Coefficient 1.000 .911** 

Sig. (2-tailed) . .000 

N 12 12 

% Proliferasi Sel HepG2 Correlation Coefficient .911** 1.000 

Sig. (2-tailed) .000 . 

N 12 12 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 

Berdasarkan uji Rank-Spearman, terdapat korelasi positif sangat kuat yang 

bermakna (R = 0,911; p = 0,000) antara % proliferasi sel HepG2 dengan % 

viabilitas sel HepG2. 

 

 
 

r = 0,911; p < 0,001 
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Lampiran 9 . Hasil Analisis Statistik Korelasi antara CYGB dan Proliferasi 

sel HepG2 

Tests of Normality 

 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

% Proliferasi Sel HepG2 .378 12 .000 .684 12 .001 

Ekspresi CYGB .212 12 .144 .915 12 .246 

a. Lilliefors Significance Correction 

Nilai p % proliferasi sel HepG2 = 0,001 (p < 0,05) artinya data % proliferasi sel 

HepG2 tidak menyebar Normal, sedangkan nilai p ekspresi CYGB = 0,246 (p > 

0,05) artinya data ekspresi CYGB menyebar Normal, sehingga uji yang bisa 

digunakan untuk menilai korelasi antar keduanya adalah uji Rank-Spearman. 

Correlations 

 

% Proliferasi 

Sel HepG2 

Ekspresi 

CYGB 

Spearman's rho % Proliferasi Sel 

HepG2 

Correlation 

Coefficient 

1.000 .937** 

Sig. (2-tailed) . <,001 

N 12 12 

Ekspresi CYGB Correlation 

Coefficient 

.937** 1.000 

Sig. (2-tailed) <,001 . 

N 12 12 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 

Berdasarkan uji Rank-Spearman, terdapat korelasi positif sangat kuat yang 

bermakna (R = 0,937; p < 0,001) antara % proliferasi sel HepG2 dengan ekspresi 

CYGB. 

 
 

r = 0,937; p < 0,001 



76 

 

 

 

Lampiran 10. Hasil Analisis Statistik Korelasi antara Nrf2 dan Proliferasi sel 

HepG2 

Tests of Normality 

 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

% Proliferasi Sel 

HepG2 

.409 16 <,001 .653 16 ,000 

Ekspresi Nrf2 .282 16 .001 .765 16 ,000 

a. Lilliefors Significance Correction 

Nilai p % proliferasi sel HepG2 dan ekspresi Nrf2 adalah 0,000 (p < 0,05) artinya 

data % proliferasi sel HepG2 dan Ekspresi Nrf2 tidak menyebar Normal, sehingga 

uji yang bisa digunakan untuk menilai korelasi antar keduanya adalah uji Rank-

Spearman. 

Correlations 

 

% Proliferasi 

Sel HepG2 Ekspresi Nrf2 

Spearman's rho % Proliferasi Sel HepG2 Correlation Coefficient 1.000 .914** 

Sig. (2-tailed) . ,000 

N 16 16 

Ekspresi Nrf2 Correlation Coefficient .914** 1.000 

Sig. (2-tailed) <,001 . 

N 16 16 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 

Berdasarkan uji Rank-Spearman, terdapat korelasi positif sangat kuat yang 

bermakna (R = 0,914; p < 0,001) antara % proliferasi sel HepG2 dengan ekspresi 

Nrf2. 

 
 

 

r = 0,914; p < 0,001 
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Lampiran 11. Hasil Analisis Statistik Korelasi antara PDGFA dan Proliferasi 

sel HepG2 

Tests of Normality 

 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

% Proliferasi Sel HepG2 .409 16 .000 .653 16 .000 

Ekspresi PDGFA .149 16 .200* .919 16 .162 

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

a. Lilliefors Significance Correction 

Nilai p % proliferasi sel HepG2 = 0,000 (p < 0,05) artinya data % proliferasi sel 

HepG2 tidak menyebar Normal, sedangkan nilai p ekspresi PDGFA = 0,162 (p > 

0,05) artinya data ekspresi PDGFA menyebar Normal, sehingga uji yang bisa 

digunakan untuk menilai korelasi antar keduanya adalah uji Rank-Spearman. 

Correlations 

 

% Proliferasi 

Sel HepG2 

Ekspresi 

PDGFA 

Spearman's rho % Proliferasi Sel HepG2 Correlation Coefficient 1.000 .936** 

Sig. (2-tailed) . ,000 

N 16 16 

Ekspresi PDGFA Correlation Coefficient .936** 1.000 

Sig. (2-tailed) <,001 . 

N 16 16 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 

Berdasarkan uji Rank-Spearman, terdapat korelasi positif sangat kuat yang 

bermakna (R = 0,936; p =0,000) antara % proliferasi sel HepG2 dengan ekspresi 

PDGFA. 

 
 

r = 0,936; p =0,000 
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Lampiran 12. Hasil Analisis Statistik Korelasi antara CYGB dan Viabilitas sel 

HepG2 

Tests of Normality 

 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Ekspresi CYGB .212 12 .144 .915 12 .246 

% Viabilitas Sel HepG2 .358 12 <,001 .706 12 ,000 

a. Lilliefors Significance Correction 

Nilai p % viabilitas sel HepG2 = 0,000 (p < 0,05) artinya data % viabilitas sel 

HepG2 tidak menyebar Normal, sedangkan nilai p ekspresi CYGB = 0,246 (p > 

0,05) artinya data ekspresi CYGB menyebar Normal, sehingga uji yang bisa 

digunakan untuk menilai korelasi antar keduanya adalah uji Rank-Spearman. 

Correlations 

 

Ekspresi 

CYGB 

% Viabilitas 

Sel HepG2 

Spearman's rho Ekspresi CYGB Correlation Coefficient 1.000 .960** 

Sig. (2-tailed) . ,000 

N 12 12 

% Viabilitas Sel 

HepG2 

Correlation Coefficient .960** 1.000 

Sig. (2-tailed) <,001 . 

N 12 12 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 

Berdasarkan uji Rank-Spearman, terdapat korelasi positif sangat kuat yang 

bermakna (R = 0,960; p = 0,000) antara % viabilitas sel HepG2 dengan ekspresi 

CYGB. 

 

 

r = 0,960; p < 0,001 
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Lampiran 13. Hasil Analisis Statistik Korelasi antara Nrf2 dan Viabilitas sel 

HepG2 

Tests of Normality 

 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Ekspresi Nrf2 .279 12 .010 .771 12 .005 

% Viabilitas Sel HepG2 .358 12 <,001 .706 12 ,000 

a. Lilliefors Significance Correction 

Nilai p ekspresi Nrf2 = 0,005 (p < 0,05) dan % Viabilitas Sel HepG2 = 0,000 (p < 

0,05) artinya data ekspresi Nrf2 dan % Viabilitas Sel HepG2 tidak menyebar 

Normal, sehingga uji yang bisa digunakan untuk menilai korelasi antar keduanya 

adalah uji Rank-Spearman. 

Correlations 

 

Ekspresi 

Nrf2 

% Viabilitas 

Sel HepG2 

Spearman's rho Ekspresi Nrf2 Correlation Coefficient 1.000 .923** 

Sig. (2-tailed) . ,000 

N 12 12 

% Viabilitas Sel 

HepG2 

Correlation Coefficient .923** 1.000 

Sig. (2-tailed) <,001 . 

N 12 12 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 

Berdasarkan uji Rank-Spearman, terdapat korelasi positif sangat kuat yang 

bermakna (r = 0,923; p= 0,000) antara ekspresi Nrf2 dengan % Viabilitas Sel 

HepG2. 

 
 

 

 

r = 0,923; p = 0,000 
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Lampiran 14. Hasil Analisis Statistik Korelasi antara PDGFA dan Viabilitas 

sel HepG2 

 

Tests of Normality 

 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Ekspresi PDGFA .154 12 .200* .910 12 .214 

% Viabilitas Sel HepG2 .358 12 <,001 .706 12 ,000 

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

a. Lilliefors Significance Correction 

Nilai p ekspresi PDGFA = 0,214 (p > 0,05) artinya data ekspresi PDGFA menyebar 

Normal, sedangkan nilai p % viabilitas sel HepG2 = 0,000 (p < 0,05) artinya data 

% viabilitas sel HepG2 tidak menyebar Normal, sehingga uji yang bisa digunakan 

untuk menilai korelasi antar keduanya adalah uji Rank-Spearman. 

Correlations 

 

Ekspresi 

PDGFA 

% Viabilitas Sel 

HepG2 

Spearman's rho Ekspresi PDGFA Correlation Coefficient 1.000 .958** 

Sig. (2-tailed) . ,000 

N 12 12 

% Viabilitas Sel HepG2 Correlation Coefficient .958** 1.000 

Sig. (2-tailed) <,001 . 

N 12 12 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 

Berdasarkan uji Rank-Spearman, terdapat korelasi positif sangat kuat yang 

bermakna (R = 0,958; p = 0,000) antara ekspresi PDGFA dengan % viabilitas sel 

HepG2. 

 

r = 0,958; p =0,000 
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Lampiran 15. Hasil Analisis Statistik Korelasi antara protein CYGB dan Nrf2 

• Uji Normalitas (Shaphiro Wilk) 

Tests of Normality 

 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Ekspresi CYGB .212 12 .144 .915 12 .246 

Ekspresi Nrf2 .347 12 .000 .715 12 .001 

a. Lilliefors Significance Correction 

Nilai p ekspresi CYGB = 0,246 (p > 0,05) artinya data ekspresi CYGB menyebar 

Normal, sedangkan nilai p ekspresi Nrf2 = 0,001 (p < 0,05) artinya data ekspresi 

Nrf2 tidak menyebar Normal, sehingga uji yang bisa digunakan untuk menilai 

korelasi antar keduanya adalah uji Rank-Spearman. 

• Uji Korelasi Rank-Spearman antara CYGB dengan Nrf2 

Correlations 

 

Ekspresi 

CYGB Ekspresi Nrf2 

Spearman's rho Ekspresi CYGB Correlation Coefficient 1.000 .889** 

Sig. (2-tailed) . .000 

N 12 12 

Ekspresi Nrf2 Correlation Coefficient .889** 1.000 

Sig. (2-tailed) .000 . 

N 12 16 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 

Berdasarkan uji Rank-Spearman, terdapat korelasi positif sangat kuat yang 

bermakna (r = 0,889; p = 0,000) antara ekspresi CYGB dengan ekspresi Nrf2. 
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Lampiran 16. Hasil Analisis Statistik Korelasi antara Ekspresi Protein 

PDGFA dengan Nrf2 

• Uji Normalitas (Shaphiro Wilk) 

Tests of Normality 

 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Konsentrasi 

PDGFA/Protein Total Sel 

HepG2 

.149 16 .200* .919 16 .162 

Konsentrasi Nrf2/Protein 

Total Sel HepG2 

.282 16 .001 .765 16 .001 

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

b. Lilliefors Significance Correction 

 

Nilai p ekspresi PDGFA = 0,162 (p > 0,05) artinya data ekspresi PDGFA menyebar 

Normal, sedangkan nilai p ekspresi Nrf2 = 0,001 (p < 0,05) artinya data ekspresi 

Nrf2 tidak menyebar Normal, sehingga uji yang bisa digunakan untuk menilai 

korelasi antar keduanya adalah uji Rank-Spearman. 

• Uji Korelasi Rank-Spearman antara CYGB dengan Nrf2 

Correlations 

 

Konsentrasi 

PDGFA/Protei

n Total Sel 

HepG2 

Konsentrasi 

Nrf2/Protein 

Total Sel 

HepG2 

Spearman's rho Konsentrasi 

PDGFA/Protein Total Sel 

HepG2 

Correlation Coefficient 1.000 .943** 

Sig. (2-tailed) . .000 

N 16 16 

Konsentrasi Nrf2/Protein 

Total Sel HepG2 

Correlation Coefficient .943** 1.000 

Sig. (2-tailed) .000 . 

N 16 16 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 

Berdasarkan uji Rank-Spearman, terdapat korelasi positif sangat kuat yang 

bermakna (r = 0,943; p = 0,000) antara ekspresi PDGFA dengan ekspresi Nrf2. 
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Lampiran 17. Hasil Analisis Statistik Korelasi antara Ekspresi Protein 

PDGFA dengan CYGB 

 

Tests of Normality 

 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Konsentrasi 

PDGFA/Protein Total Sel 

HepG2 

.111 12 .200* .975 12 .955 

Ekspresi CYGB .212 12 .144 .915 12 .246 

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

a. Lilliefors Significance Correction 

Nilai p ekspresi PDGFA = 0,955 (p > 0,05) dan CYGB = 0,246 (p > 0,05)   artinya 

data ekspresi PDGFA dan CYGB menyebar Normal, sehingga uji yang bisa 

digunakan untuk menilai korelasi antar keduanya adalah uji Rank-Spearman. 

 

Correlations 

 

Konsentrasi 

PDGFA/Protein 

Total Sel HepG2 Ekspresi CYGB 

Konsentrasi PDGFA/Protein 

Total Sel HepG2 

Pearson Correlation 1 .810** 

Sig. (2-tailed)  .001 

N 16 12 

Ekspresi CYGB Pearson Correlation .810** 1 

Sig. (2-tailed) .001  

N 12 12 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 

Berdasarkan uji Rank-Spearman, terdapat korelasi positif sangat kuat yang 

bermakna (r = 0,810; p = 0,001) antara ekspresi PDGFA dengan ekspresi CYGB. 
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ABSTRAK  

 Sitoglobin (Cygb) merupakan anggota baru keluarga protein globin, setelah 

ditemukannya protein globin yang lain seperti hemoglobin (Hb), mioglobin (Mb) 

dan neuroglobin (Ngb). Cygb diekspresikan di seluruh jaringan mamalia dan 

terdapat di dalam sel. Cygb telah terbukti berperan penting pada pernapasan sel 

normal, diantaranya untuk penyimpanan oksigen, pemusnahan reactive oxygen 

species (ROS), aktivitas oksidase terminal, dan aktivitas antifibrotik. Penelitian 

terbaru melaporkan Cygb memiliki beberapa implikasi pada kanker. Pada sebagian 

besar sel kanker, ekspresi Cygb diregulasi oleh hipermetilasi, menunjukkan kontrol 

epigenetik. Pada sel kanker terjadi down regulation Cygb yang menunjukan 

kemungkinan peran sebagai gen penekan tumor. Pada beberapa keganasan terjadi 

sebaliknya, upregulasi Cygb terjadi kemungkinan dikaitkan dengan adanya 

resistensi terhadap hipoksia. 

Kata kunci: sitoglobin, ROS, fibrosis, kanker 

 

ABSTRACT 

Cytoglobin (Cygb) is a new member of the globin protein family, after the 

discovery of other globin proteins such as hemoglobin (Hb), myoglobin (Mb), and 

neuroglobin (Ngb). Cygb is expressed throughout mammalian tissue and present in 

cells. Since its discovery, many studies have been conducted to understand the 

functional role of Cygb but so far remains Cygb has been shown to play many 

respiratory roles of normal cells including oxygen storage, destruction of reactive 
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oxygen species (ROS), terminal oxidase activity, and antifibrotic activity. Recent 

research reports of Cygb having several implications for cancer. In most type of 

cancer cells, Cygb expression is regulated by hypermethylation, indicating 

epigenetic control. In cancer cells, Cygb downregulation occurs which indicates a 

possible role as a tumor suppressor gene. In some malignancies the opposite occurs, 

Cygb upregulation arises likely associated with the presence of resistance to 

hypoxia.  

 

Keywords: Cygb, oxidative stress, fibrosis, cancer 

 

Introduction  

Cytoglobin (Cygb) is a new member of the globin protein family, after the 

discovery of other globin proteins such as hemoglobin (Hb), myoglobin (Mb) and 

neuroglobin (Ngb).1 In 2001, Kawada et al. identified Cygb in hepatic stellate cells 

(HSC) which plays an important role in the repair of damaged liver cell tissue.2, 

hence its called as stellate cell activation-associated protein (STAP). Since its 

discovery, many studies have been conducted to understand the functional role of 

Cygb but so far remains.3 Cygb is expressed in mammalian cells. 4.5 Cygb has a 

more universal role than Hb, Mb, and Ngb, and is found in red blood cells, muscle 

cells, central nervous system cells5, brain, lungs, retina, liver, intestines, and 

esophagus.6  

Cygb has been shown to play an important role in normal cell respiration, 

including oxygen storage, scavange reactive oxygen species (ROS), terminal 

oxidase activity,and antifibrotic activity.7,8 Recent research reports that Cygb has 

several implications for cancer. In most cancer cells, Cygb expression is regulated 

by hypermethylation which results in a decreased expression and demonstrates 

epigenetic control 10, and indicated its possible role as a tumor-suppressing gene 

(TSG).11 But, in some malignancies the opposite occurs, Cygb upregulation is 

related to resistance to hypoxia. Based on current research in this area, this review 

is being conducted to answer the putative role of Cygb in cancer.  

 

Structure of Cygb 

Cygb is a globin with 6 coordination bonds (hexacoordinate globin), in 

contrast to Hb and Mb which are pentacoordinate globins.1,5,6 Cygb is a homodimer 
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which connected by two disulfide bridge. The Cys38 residue of one monomer binds 

covalently to the Cys83 residue of the other monomer, and vice versa. Mammalian 

Cygb has the longest amino acid arrangement compared to other globins, consisting 

of 190 amino acids, while other globins are only about 140-150 amino acids. The 

amino acid arrangement in Cygb is conserved, the human and mouse Cygb amino 

acids differ only by 4%. 6,13 

The molecular weight of Cygb is 20.9 kDa 6,14,15 Cygb shows a high intrinsic 

affinity for O2. The substitution or reduction of the two cysteines in Cygb leads to 

a reduction of Cygb affinity to O2. This explains that the cellular redox state affects 

the structure of Cygb proteins with the formation of S-S bonds or cleavage, thereby 

affecting the binding of O2.6 

 

 

Figure 1. 3D structure to the four members of the globin. Human hemoglobin 

(RCSB Protein Data Bank accession number: 2HHB, tetramer158), cytoglobin 

(1V5H, dimer40), neuroglobin (1OJ6, monomer159), and myoglobin (3RGK, 

monomer160) were shown with alpha-helices group and heme group.  The color 

scheme for the elements: is gray for carbon, red for oxygen, nitrogen blue, and 

yellow for sulfur. 16 

 

Cygb distribution 

The gene encoding Cygb is located on chromosomes 17q25.3 in humans and 11qE2 

in mice.13 Cygb is expressed throughout mammalian tissue4, and is present in 

cells.4.5 Cygb has a more universal role than Hb, Mb, and Ngb, and is found in red 

blood cells, muscle cells, central nervous system cells5, brain, lungs, retina, liver, 
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intestines, and esophagus.6 Cygb expression in some mouse organs is shown in 

Figure 2. 

 

 

 

Figure 2. Cygb's expression in some organs of the mouse. Immunohistochemistry 

staining of Cygb antibodies shows positive Cygb density in all organs. The red 

arrow in the image shows Cygb's positive cell.6 

 

Cygb in the liver was detected in hepatic stellate cells (HSCs),19 but not in 

hepatocytes, Kupffer cells (KCs), endothelial cells, or myofibroblasts.20 Cygb 

expression was also found in stromal cells in the spleen, kidneys, thymus, lungs, 

and in adipose tissue (Figure 2).  In the heart, Cygb expression is found in 

fibroblasts, but not in cardiomyocytes. Recent studies, showed that Cygb was also 

found in melanocytes, and the absence of Cygb was associated with a change from 

melanocytes to melanomas.21  

At the cellular level,1,16,22 Cygb shows increased expression in fibroblast 

cells line, for example osteoblasts and chondroblasts, which are actively involved 

in the production of extracellular matrix. 23 In addition, it expression has also been 

found in neurons, with localization mainly in the cytoplasmic and nuclear. Cygb 

expression specific to neuron cells shows Cygb has a different role compared to 

mesenchymal cells.  

 

Regulation of Cygb 
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Cygb promoter does not have a TATA box, contains a 1.4 kb long CpG 

island and several possible sites start transcription. Cygb non-encoding sequences 

are composed of several genes associated with cellular responses to hypoxia, 

namely hypoxia-responsive elements (HRE), hypoxia-inducible protein binding 

sites (HIPBS), and some recognition sites with hypoxia-related transcription 

factors. HREs are composed of a core motif of 50 -RCGTG-30, which is needed to 

bind hypoxia-inducible factor 1 (HIF1). 24 

HIF (HIF1, HIF2) is considered as the primary regulator of cellular response 

to O2 which regulates the transcription of a large number of genes involved in 

various metabolic pathways including apoptosis, angiogenesis, proliferation, pH 

regulation, glycolysis, and O2 homeostasis and genetic instability. Hypoxia-

inducible protein binding site contains protein sites involved in stabilization against 

hypoxia. Several transcription factors binding sites have been identified in Cygb 

promoters including HIF1, stimulatory protein 1 (SP1), activator proteins (AP1, 

AP2), nuclear factors (NF1, NF-kB, NFAT), CCAAT/enhancer binding protein 

(C/EBP), and cellular erythroblastosis of homologous E26 oncogene virus 1 (cETS-

1). The binding sites of SP1 and NF-kB are arranged inside the CpG island in the 

CYGB promoter, playing a role in epigenetic control of Cygb expression. 24 

NF-kB, AP1 and C/EBP factors play a role in signal transduction associated 

with hypoxia, oxidative stress, and inflammation. ETS is a proto-oncogene involved 

in the development of stem cells and senescence pathways. Five transcription 

factors have been shown to bind and transactivate Cygb promoters. In hypoxic 

states, it was shown that there was an interaction between HIF 1 and the Cygb 

promoter but the mutagenesis of HIF1 and the EPO binding motif also proved to be 

very important in Cygb regulation. Recent studies have shown that NFAT and AP1 

induce Cygb expression, mediated by calcineurin signaling.13 Calcineurin is a 

calcium-calmodulin-activated phosphatase that is important in engaging several 

heart-related gene signaling pathways for developmental regulation, hypertrophic 

processes, apoptosis, and metabolism. Calcium and calmodulin complexes will 

activate calcineurin in response to stress conditions such as hypoxia, ischemia, 

pressure overload, and then activate several transcription factors such as NFAT and 

AP-1 so that Cygb expression activation occurs.25 
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In addition, Cygb is a downstream target of tumor growth factor b (TGF-b), 

platelet-derived growth factor, protein kinase C, and EPO signaling. Cygb signaling 

pathways is illustrated in Figure 3.13,24 

 

Figure 3.  Upstream regulation and downstream targets from Cygb11 

Upstream regulation of Cygb is HIF, AP1, nuclear factors (NF1, NFkB, NFAT), 

C/EBP, and ETS-1 as responses to hypoxic conditions, oxidative stress, and 

fibrogenic stimulus.24 Cygb expression as a downstream target is TGF-β, PDGF-B, 

protein kinase C and EPO signaling.11 AP1 : activator proteins, C/EBPα : 

CCAAT/enhancer binding protein, COL1A1 :  collagen 1α1, DAPK1 :death 

associated protein kinase 1, DNMT1 : DNA-methyltransferase 1, EPO: 

erythropoietin, ETS1 : erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1, H2O2 : 

hidrogen peroksida, HIF1α : hypoxia-inducible factor α, NF1: nuclear factor 1, 

NFAT: nuclear factor of activated T-cells, NFkB : nuclear factor-kB, NO: nitric 

oxide, PDGF-B :platelet-derived growth factor, PKC: protein kinase C, PRPF40A : 

RNA-binding and premRNA processing factor, PYCARD: PYD and CARD domain 

containing protein, SP1 : stimulatory protein 1, TGF-β:  transforming growth factor 

β, UCP2 : uncoupling protein 2 

 

Cygb expression regulation through upstream signals includes oxidants 

(hydrogen peroxide, H2O2), oxygen pressure (pO2), growth and inflammatory 

factors (IL-1ß, FGF2), and cell-to-cell interactions (NOTCH 2 and 3). NOTCH is a 

membrane-bound transcription factor that is activated in response to ligand binding 

through cell interactions and is shown to promote Cygb expression in smooth 
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muscle. The effects of O2, FGF2, and phosphatase calcineurin (PP2B) were 

experimentally associated with the regulation of transcription factors specifically 

including HIF1, AP-1, and NFAT. This transcription factor binds to the response 

element (RE) located within the 1400 base translation initial site (TSS) of the 

CYGB gene. Although binding motives for ETS1, SP1, and LEF1 have been 

identified, direct evidence of this transcription factor binding to the promoter 

element has not been indicated. In contrast, p63 has been shown to interact with 

response elements but upstream regulators are unknown.  

 

Role of Cygb in cancer  

Advances in molecular research into another function of Cygb continue to 

evolve, namely its ability to suppress tumor growth. The relationship and role of 

Cygb in cancer were first proposed based on a study of promoter methylation of 

tissue samples of patients with oral squamous cell carcinoma in 2006. In the study, 

it was explained that the methylation of promoters at the CpG site increased 

compared to the control of non-tumor samples. The same thing was found in studies 

on non-small lung cancer, and neck and head cancer. These studies have shown that 

a combination of hypermethylation of promoters, loss of heterozygosity, and 

decreased expression is common in various types of cancer.13,18,28 

Research related to Cygb with tumor suppressive activity has been reported 

since 2006, showing that most cancer cells experience a dramatic decrease in Cygb 

expression in esophageal cancer.1,10 In addition, studies have reported a reduction 

in tumor growth by excessive expression of Cygb by cDNA cytoglobin transfection 

in non-small lung cancer cells and breast cancer cells. In another study, knockdown 

Cygb in glioma cells showed an increase in cell growth rate.6,13 In various types of 

cancer e.g. ovarian, esophageal, pulmonary there was a decrease in 

expression/downregulation of Cygb.28 The occurrence of gene silencing 

mechanisms from Cygb is thought to be due to hypermethylation of Cygb 

promoters. However, inconsistent results occurred in lung cancer line cells that 

showed an increase in Cygb expression despite hypermethylation of the promoter, 

which indicated an alternative mechanism of Cygb gene downregulation.11 

Cygb overexpression will reduce the expression of several genes such as 

pre-mRNA processing factor (PRPF40A), uncoupling protein-2 (UCP2), collagen, 
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type I, alpha 1 (COL1A1), and DNA methyl transferase 1 (DNMT1).28 UCP-2 

(mitochondrial uncoupling protein) is involved in suppressing ROS and is also 

involved in the occurrence of chemoresistance in cancer. 36 Regulatory disorders of 

PRPF-40 AND COL1A1 have also been reported to occur in various types of cancer 

37 DNMT1 plays a role in the development of malignancy. Research shows that 

miR29b and miR133 cause a decrease in the expression of COL1A1 and UCP2. 

This is also supported because miRNA is involved in a wide variety of cancers, so 

research related to the exploration of miRNA's involvement in Cygb regulatory 

networks still needs to be developed.28 Possible mechanisms of Cygb in tumor 

development and oncogenic progression are described in Figure 4. 

 

Figure 4. Possible mechanism of action of Cygb as a tumor suppressant.23 

HIF1α serves as a cellular response to hypoxia. It demonstrates the 

mechanism of tumor development by inducing the expression of genes involved in 

abnormal growth, angiogenesis, metastasis, apoptotic resistance, tumor cell 

metabolism, and the maintenance of stable deviant cells in the tumor 

microenvironment. It also inhibits other oncogenic factors such as DNMT1, UCP2, 

PRPF40A, and COL1A1. 

   

Janus faces from Cygb      
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Several in vitro studies have shown dysregulation of Cygb expression in 

some cancer line cells and the presence of an inverse effect from before, namely the 

occurrence of excessive expression of Cygb. Cygb expression is upregulated in 

several types of cancers such as alveolar soft part sarcoma, lung carcinoma, and 

head-neck cancer37,38,convinced researchers to speculate Cygb's function is highly 

contrasting and complex. Recently, the role of Cygb bimodal has been proposed in 

which Cygb is said to exhibit tumor suppressive function in normoxia but behaves 

like an oncogene under stressful conditions. Cytoprotective role of Cygb can lead 

to carcinogenesis or aggressiveness by protecting tumor cells from oxidative injury. 

Brantley et al. showed that partial agonists of aryl hydrocarbon receptor (AhR) 5F 

203 may promote Cygb expression in triple-negative cancer cells and silencing of 

Cygb can partially inhibit the pro-apoptosis effects of 5F 203. 13 

The consensus concerning Cygb levels in cancer-line cells and their 

underlying molecular mechanisms is very difficult to explain. This is more 

confusing when considering the bimodal response associated with Cygb 

expression.39 Upregulation of Cygb after hypoxia can trigger the adaptation of 

cancer cells to grow in a hypoxic state. 17,28 Pongsuchart et al. showed that Cygb 

expression in osteosarcoma cancer line cells can increase cell extravasation and a 

knockdown was subsequently found to be the opposite effect that showed that Cygb 

played a role in promoting metastases.38 

Research shows Cygb's involvement in the down-regulation of caspase 2 

and 3 to inhibit the occurrence of apoptosis in the brains of neonatal rats induced 

by hypoxia. 34 Cygb's oncogenic function is thought to be due to the protective 

effect of Cygb in the mechanism against ROS annihilation shown in figure 5. 

Understanding the regulation of ROS in normal and cancerous cells is very 

important because cancer cells require a moderate level of ROS for oncogenic 

development, a modified form of Cygb (mutant or post-translational modified 

variant) can be hypothesized to function as a "regulated ROS scavenger". 
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Figure 5.  Possible Cygb oncogenic function.23 

Modifications to Cygb may lead to the development of its oncogenic functions. 

Lower O2 binding affinity, ROS activity, and/or nitric oxide dioxygenase activity 

impaired due to structural or post-translational modifications may alter its function 

in such a way as to make Cygb a strong oncogenic factor. Cygb's oncogenic 

function can be describe through its ability to inhibit apoptosis factors such as 

caspase 2/3. Another way to help cancer cells is through their innate ability to 

annihilate ROS and RNS, thus protecting cellular populations in tumors from 

damage. 

 

So it can be concluded that the alleged oncogenic function and tumour 

suppressor activity of Cygb shown in Figure 6. 11 Down regulation of Cygb as a 

tumour suppressor gene in figure 6 is shown to be influenced by various factors. 

Oncogenic function causes chemoresistance, cancer cell development, and 

aggressive phenotypes. The occurrence of downregulation of Cygb will also lead to 

the initiation of cancer cells.11 
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Figure 6 The alleged oncogenic function and tumor suppressor activity of Cygb.11 

Cygb expression can occur downregulation as a tumor suppressor gene or 

upregulation as an oncogenic function in this image influenced by various factors. 

The oncogenic function causes chemoresistance, cancer cell development, and 

aggressive phenotypes. The occurrence of downregulation of Cygb will also lead to 

the initiation of cancer cells. LOH: loss of heterozygosity. 11 

 

 

Conclusion 

In 2001 Cygb was identified by Kawada et al in hepatic stellate cells (HSC) 

which play an important role in the repair of damaged liver cell tissue, therefore 

referred as stellate cell activation-associated protein (STAP). Cygb is a globin with 

6 coordination bonds (hexacoordinate globin). The gene encoding Cygb is located 

on chromosomes 17q25.3 in humans and 11qE2 in mice. Cygb is expressed 

throughout the tissues of mammals and is present in cells. 

Cygb expression is regulated through upstream signals includes oxidants 

(hydrogen peroxide, H2O2), oxygen pressure (O2), growth and inflammatory factors 

(IL-1ß, FGF2), and cell-to-cell interactions (NOTCH 2 and 3). In addition, Cygb is 

a down stream target of tumor growth factor b (TGF-b), platelet-derived growth 

factor, protein kinase C, and EPO signaling. The potential functional roles of Cygb 
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include the signaling of NO and nitrites, as antioxidants, regulation of apoptosis, 

and regulation of fibrogenesis. 

Recent research reports Cygb has several implications for cancer. In most cancer 

cells, Cygb expression is regulated by hypermethylation, indicating epigenetic 

control. In cancer cells, Cygb down-regulation occurs which indicates a possible 

role as a tumor suppressor gene. But, in some malignancies the opposite occurs, 

Cygb upregulation is related to resistance to hypoxia  which shows Cygb has two 

sides or Janus faces related to its role in cancer cells. 
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