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INTISARI

Tubuh kita tersusun dari sel-sel yang memiliki kemampuan untuk tumbuh
dan membelah sesuai kebutuhan. Sel yang abnormal atau mengalami penuaan,
secara fisiologis akan mati. Sel yang terus menerus tumbuh akan berkembang
menjadi kanker. Sejauh ini, terapi untuk kanker serviks menggunakan tindakan
bedah, terapi radiasi, kemoterapi dengan doxorubicin menimbulkan banyak efek
samping dan resistensi sehingga mendorong pengembangan alternatif dari bahan
alam sebagai terapi antikanker. Kandungan daun kemangi seperti eugenol,
urosolic acid, carvacrol, linalool, caryphyllene, estragol, rosmaric acid, apigenin,
cirsimartin, dan flavonoid mampu menghambat proliferasi sel kanker,
menginduksi apoptosis, dan nekrosis. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
efek sitotoksik ekstrak etanol daun kemangi terhadap sel Hela dengan metode
MTT-assay  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide)
berdasarkan nilai 1Cso.

Penelitian eksperimental dengan rancangan Posttest-Only Control Group
Design ini menggunakan sel Hela yang diberi perlakuan pemberian ekstrak etanol
daun kemangi dengan berbagai dosis perlakuan, yaitu 3,125 pg/mL, 6,25 pg/mL,
12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL. Uji sitotoksik dilakukan dengan
metode MTT assay. Sebagai kontrol positif digunakan doxorubisin dengan seri
kadar sebagai berikut: 20 ug/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL, 2,5 pg/mL, 1,25 pg/mL,
0,625 pg/mL., dan 0,3125 pg/ml. Aktivitas sel kanker dapat dilihat dari persentase
sel hidup yang kemudian dijadikan dasar analisis probit untuk menentukan nilai
1Cso.

Hasil penelitian didapatkan sitotoksik = ekstrak etanol daun kemangi
(Ocimum Sancum) terhadap sel hela (sel kanker serviks) 1Cso sebesar 52,94
pug/mL. Nilai tersebut sangat tinggi bila dibandingkan dengan nilai ICso
doxorubisin sebagai pembanding sebesar 1,917 pg/mL.

Berdasarkan nilai ICsp yang didapatkan, maka dapat disimpulkan bahwa
ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum Sancum) memiliki efek sitotoksik yang
lemah terhadap sel hela dengan nilai ICso sebesar 52,94 pug/mL dan doxorubicin
yang memiliki ICsp sebesar 1,917 pg/mL (sangat aktif).

Kata kunci: Sitotoksik, Ekstrak Etanol Daun Kemangi, Sel Hela

Xii



BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Tubuh kita tersusun dari sel-sel yang memiliki kemampuan untuk
tumbuh dan membelah sesuai kebutuhan. Sel yang abnormal atau
mengalami penuaan, secara fisiologis akan mati (Braithwaite, 2022).
Penyakit kanker tergolong penyakit tidak menular yang ditandai dengan
adanya pertumbuhan sel yang abnormal yang secara terus-menerus
berkembang di luar kendali. Kanker merupakan penyakit paling mematikan
di dunia, dan berdasarkan The Global Cancer Observatory (2020) tercatat
jumlah kasus baru sebesar 49,3% di Asia. Diketahui lebih dari 20%
disebabkan oleh agen infeksi. Insidensi kanker tertinggi di Indonesia
diakibatkan oleh infeksi virus, misalnya pada infeksi Human Papilloma
Virus (HPV) menimbulkan kanker serviks (Artanti et al., 2016). Terapi
untuk kanker serviks menggunakan tindakan bedah, terapi radiasi,
kemoterapi tetapi pengobatan kanker yang telah digunakan menimbulkan
banyak efek samping dan menyebabkan resistensi sehingga mendorong
pengembangan alternatif dari bahan alam sebagai terapi antikanker (Artanti
et al., 2016). Doxorubicin merupakan obat kemoterapi yang banyak

digunakan untuk terapi berbagai macam jenis kanker seperti leukemia akut,



kanker payudara, kanker tulang dan ovarium. Namun doxorubicin memiliki
efek kardiotoksik yang cukup berbahaya (Sebayang, 2019).

Prevalensi kanker di Indonesia berdasarkan hasil Riskesdas
disebutkan bahwa kelompok perempuan lebih besar dibandingkan laki-laki
(Kemenkes RI, 2019). Survei GLOBOCAN (2020) mendapatkan bahwa
kanker serviks telah menjadi penyebab keganasan urutan kedua di Indonesia
setelah kanker payudara. Kanker serviks merupakan kanker leher rahim
yang tumbuh pada sepertiga bagian bawah uterus yang berhubungan dengan
vagina melalui = ostium uteri externum . serta berbentuk silindris
menonjol(Kementrian Kesehatan RI, 2020). Hasil survei Departemen
Kesehatan RI menyebutkan bahwa angka kesakitan kanker serviks di
Indonesia pada tahun 2010 sekitar 90- 100 kasus per 100.000 penduduk
dengan setiap tahunnya sebanyak 40.000 kasus(Kementrian Kesehatan R,
2020). Diperkirakan terus mengalami peningkatan pada tahun 2030 kedepan
sekitar lebih dari 13,1 juta serta menjadi pemicu utama kematian di seluruh
dunia (Kemenkes RI, 2019).

Penelitian yang dilakukan terhadap senyawa alami sebagai agen
antikanker, misalnya pada penelitian Artanti et al., (2016) didapatkan bahwa
efek sitotoksik n-heksana dari Annona muricata L. pada sel hela mempunyai
ICso sebesar 169,2 ug /mL. Pada penelitian lain oleh ( Roni et al., 2021) n-
heksana batang tanaman gandaria (Bouea macrophylla Griff) menunjukkan

efek sitotoksik pada sel Hela menghasilkan 1Cso 292,044 ng/mL, yang



diduga berasal dari flavonoid yang terkandung didalamnya. Pada (Amalia,
2016) menyebutkan bahwa material murni yang berasal dari ekstrak etanol
daun kemangi dapat memberikan efek lebih rendah dan dengan efek
sitotoksik yang lebih poten pada sel MCF-7 nilai ICso 6,95 pg/mL. Oleh
karena itu, perlu penelitian lanjutan untuk mengetahui efek sitotoksik
ekstrak etanol daun kemangi terhadap sel Hela.

Daun kemangi menjadi salah satu bahan alami sebagai antikanker
yang mengandung minyak atsiri, flavonoid, dan terpenoid (Siwi &
Zuhrotun, 2019). - Kandungan ekstrak Ocimum Sanctum berpotensi
memberikan proteksi sebagai antioksidan terhadap karsinogenesis kimia dan
berperan sebagal anti-angiogenik, induksi apoptosis, anti-tumorigenesis,
anti-inflamasi, inhibisi siklooksigenase serta mengurangi pertumbuhan sel
kanker sekaligus melindungi DNA dari paparan yang berbahaya (Mariadi et
al., 2021). Dari penelitian (Yang et al., 2018) menyebutkan bahwa
kandungan flavonoid vicenin-2 yang berasal dari Ocimum Sanctum dapat
menurunkan viabilitas sel kanker kolon. Di tahun yang sama, Baruah et al.,
(2018) juga melakukan penelitian bahwa kandungan vicenin-2 pada daun
kemangi memiliki efek sitotoksik terhadap sel adenokarsinoma paru NCI-
H23.

Etanol merupakan pelarut semipolar yang membentuk ikatan hidrogen
antara molekul-molekulnya untuk melarutkan kandungan senyawa kimia

yang memiliki efek sitotoksik seperti flavonoid, steroid dan saponin



1.2.

(Sa’adah & Nurhasnawati, 2017). Semua zat (polar, semipolar, nonpolar)
dapat dilarutkan oleh etanol. Sifat etanol dapat mengendapkan protein dan
hambat kerja enzim sehingga dapat terhindarkan dari proses hidrolisis
maupun oksidasi (Erviana et al., 2016). Pelarut etanol dapat menarik
senyawa golongan fenol lebih besar dibandingkan pelarut lainnya
(Kumalasari & Andiarna, 2020). Senyawa yang termasuk golongan fenol
adalah asam fenolat, flavonoid, tanin, dan stilbene (Singh et al., 2016).
Sebelumnya telah = dilakukan ' penelitian Arifianti et al.,(2014) yang
menggunakan ekstrak etanol biji sirsak kaya akan kandungan senyawa
sebagai antikanker (flavonoid, alkaloid, saponin, tanin, dan polifenol) yang
hampir sama dengan kandungan kemangi menujukkan efek sitotoksik pada
sel Hela nilai 1Csp 8,906 + 4,497 pg/mL.

Berdasarkan uraian di atas, perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk
mengetahui efek sitotoksik ekstrak etanol daun kemangi terhadap sel Hela.
Pengukuran efek sitotoksik digunakan dengan metode MTT-assay (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) terhadap kultur sel

Hela menggunakan parameter 1Cso.

Perumusan Masalah
Bagaimana tingkat sitotoksik ekstrak etanol daun kemangi terhadap

sel Hela?



1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Untuk mengetahui tingkat sitotoksik ekstrak etanol daun

kemangi terhadap sel Hela.

1.3.2. Tujuan khusus
1.3.2.1. Mengetahui nilai I1Cso ekstrak etanol daun kemangi terhadap

sel Hela.
1.3.2.2. Membedakan nilai 1Cso ekstrak etanol daun kemangi

dengan doxorubicin.

1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritis
Diharapkan hasil penelitian ini dapat memberikan informasi
ilmiah untuk penelitian lebih lanjut terkait efek sitotoksik ekstrak

etanol daun kemangi sebagai antikanker.

1.4.2. Manfaat Praktis
Diharapkan hasil penelitian ini dapat menjadi dasar ilmiah

pengembangan pemanfaatan daun kemangi sebagai antikanker.



BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Kanker
2.1.1. Definisi Kanker

Penyakit kanker tergolong penyakit tidak menular yang
ditandai dengan adanya pertumbuhan sel yang abnormal yang secara
terus-menerus berkembang di luar kendali. Sel kanker mempunyai
karakteristik mampu menyerang dan bermetastasis ke sel maupun
jaringan tubuh. Berdasarkan pusdatin kemenkes RI, pada tahun
2012 kanker telah menyumbang 8,2 juta kematian di seluruh dunia
(Kementrian Kesehatan RI, 2015). Prevalensi kanker di Indonesia
berdasarkan hasil Riskesdas menyebutkan kelompok perempuan
lebih besar dibandingkan laki laki (Kemenkes R1, 2019).

Saat ini, kanker merupakan penyebab keganasan yang
signifikan bukan hanya di negara industri juga di negara
berkembang. Lebih dari seratus jenis dan subtipe kanker dapat
ditemukan di organ tertentu. Sebagian besar jumlah sel yang
diproduksi oleh tubuh maupun yang mati dipertahankan dalam
keseimbangan yang baik. Sel yang berada didalam tubuh memiliki
rentang hidup tertentu. Pertumbuhan sel yang tidak terkendali

menyebabkan sel berkembang dan menjadi kanker. Kanker yang



tidak tumbuh terus menerus dan tidak menginvasi jaringan normal di
sekitarnya secara luas disebut non-ganas (jinak). Sedangkan kanker
yang terus tumbuh dan menjadi semakin invasif disebut ganas.
Kanker ganas cenderung berproliferasi, menginvasi jaringan, dan
bermetastasis. (Marliana & Widhyasih, 2018).

Menurut infodatin  Kementrian Kesehatan RI (2015)
menyebutkan beberapa faktor resiko yang dapat menimbulkan
kanker, yaitu:

1. IMT tinggi

2. Asupan buah dan sayuran rendah
3. Rendahnya aktivitas fisik

4. Rokok

5. Alcohol

Adapun faktor risiko terjadinya kanker serviks, antara lain:
berhubungan sex dint dan multipartner, memilikii anak lebih dari 2,
penggunaan pil KB dengan HPV (-) atau (+), penyakit menular

seksual, dan kelainan sistem imun (Kementrian Kesehatan RI, 2020).



2.1.2. Sepuluh Tanda Khas Sel Kanker
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Gambar 2.1. 10 Hallmarks of Cancer

Kumar et al., (2016) menyebutkan bahwa kanker memiliki ciri
khas sebagai berikut:

e Kemampuan mempertahankan sinyal. Proliferasi sel normal
bergantung pada siklus sel untuk mempertahankan homestasis.
Siklus sel kanker tidak berjalan sebagaimana mestinya, sel
kanker mampu melepaskan faktor pertumbuhan dan
menginhibisi faktor pertumbuhan EGFR.

e Kemampuan menghindari penekanan pertumbuhan. Sel kanker
mendorong autofagi untuk meningkatkan pertumbuhan dan
menghindari kematian sel dengan apoptosis. Target utama pada
jalur apoptosis adalah BCL-2 dan caspase.

e Kemampuan menginduksi  angiogenesis.  Angiogenesis

memungkinkan sel kanker untuk mengalami pertumbuhan



jaringan pembuluh darah yang berperan penting dalam
metastasis sehingga sel tersebut mendapat pasokan nutrisi dan
oksigen yang cukup. Angiogenesis dalam sel kanker
dipengaruhi oleh inhibitor sinyal VEGF.

Pengaktifan invasi dan metastasis. Invasi sel kanker
memungkinkan untuk berkembang di jaringan sekitarnya.
Metastasis merupakan proses migrasi dari lokasi primer ke
lokasi ‘baru yang kemudian terjadi pembentukan tumor
sekunder.

Deregeluasi sel energetik. Semua sel membutuhkan energi dan
nutrisi. Seperti halnya kanker, pemenuhan kebutuhan tersebut
didukung - metabolisme seluler. Inhibitor glikolisis aerobic
menyebabkan peralihan metabolism piruvat sel kanker menjadi

produksi laktat dalam keadaan dengan oksigen.
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Radiasi pegion

Karsinogen
/ Mutagen \
AN
Sel normal Sel dengan
(p53 normal) mutasi atau
kehilangan p53
(=) i
Hipoksia Kerusakan DNA Kerusakan DNA
D53 yang teraktifkan Gen yang dependen dengan
dan mengikat DNA p53 tidak teraktifkan
Tidak ada Tidak terjadi
Pengaruh pada target yang ber- penghentian | Perbaikan DNA,
dan tidak b g siklus sel | tidak terjadi
kripsi senescence
[ Sel mutan
‘ r * Mutasi
p21 GADD45 meluas
Seapeces '“J r(inmmpor CDK)] Epevbaikan DNA) dan
‘ ( T bertambah
n apoptosis;
Penghentian G1 i
Perbaikan berhasil Perbaikan gagal

Sel normal Apoptosis Tumor ganas

Gambar 2.2. Mekanisme pembentukan sel kanker
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Sel kanker mengekspresikan berbagai jenis antigen tumor.

Antigen tumor secara umum dapat diklasifikasikan sebagai berikut:

1. Produk dari berbagai gen yang bermutasi

Protein diri yang bermutasi atau disebut

“mutasi

penumpang” (passenger mutations) dapat merangsang respons

imun adaptif terhadap tumor, misalnya yang dipicu oleh

karsinogen atau radiasi.
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2. Produk dari onkogen yang bermutasi atau gen penekan tumor
Mutase produk onkogen atau gen penekan tumor dapat
mengkode protein yang dapat bertindak sebagai antigen tumor.
Produk onkogen meliputi Ras, protein fusi, Bcr, dan Abl.
Sementara, produk dari gen penekan tumor adalah P53 yang
mengalami mutasi.
3. Protein diekspresikan secara tidak normal.
4. Antigen virus
Antigen tumor dapat berupa produk virus misalnya protein
E6 dan E7 pada virus papilloma dan Ca. serviks (Marliana &

Widhyasih, 2018).

2.1.4. Kanker Serviks

Kanker serviks merupakan kanker leher rahim yang tumbuh
pada sepertiga bagian bawah uterus yang berhubungan dengan
vagina melalui ostium uteri externum serta berbentuk silindris
menonjol. Survei GLOBOCAN (2020) mendapatkan bahwa kanker
serviks mendapatkan bahwa kanker serviks telah menjadi penyebab
keganasan urutan kedua di Indonesia setelah kanker payudara. Sel
kanker mengalami pembelahan sel yang berlebihan dan menyerang
jaringan sel lainnya. Pembelahan yang berlebihan jika tidak

dihambat atau dihentikan, dapat membunuh suatu organisme. Sel
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kanker terjadi melalui siklus sel abnormal yang dilakukan melalui
sistem kontrol. Perbedaan antara sel normal dan sel kanker yaitu
pada sel kanker mengalami pembelahan terus menerus meskipun
telah terhenti pada proses siklus selnya (Rahmadina & Febriani,
2017). Kultur Sel Hela

Hela adalah continuous-cell-line derivat cervix
adenocarcinoma. Hela secara in vitro telah banyak digunakan untuk
ekspresi protein rekombinan karena mudah dibudidayakan (National
& Pillars, 1998). Karakteristik sel tersebut mengalami pembelahan
terus-menerus tidak seperti sel normal umumnya. Hal ini dapat
membahayakan bagi tubuh karena mengalami transformasi sel

normal menjadi sel kanker (Rahmadina & Febriani, 2017).

2.2. Sitotoksik

Uji sitotoksik merupakan uji aktivitas biologis untuk mendeteksi
potensi antitumor dari bahan alami dengan menggunakan kultur sel. Uji
sitotoksik dilakkukan dengan menginkubasi sel kanker dengan fraksi uiji.
Pengukuran potensi sitotoksik dilakukan menggunakan parameter nilai 1Csg
(Artanti, 2019).

MTT Assay adalah uji sitotoksik menggunakan metode colorimetric
yang sensitif untuk mengukur viabilitas, proliferasi, dan aktivasi sel. Sistem

bromide enzim suksinat dehydrogenase mitokondria dalam sel hidup
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mengubah  MTT  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) menjadi formazan berwarna ungu dan dibaca absorbsinya dengan
elisa. Jumlah formazan yang terbentuk ekuivalen dengan jumlah sel hidup
(National & Pillars, 1998).

Nilai 1Csp menyatakan nilai konsentrasi yang dapat menghambat
proliferasi sel sebesar 50% dan memberikan gambaran potensi toksisitas
suatu senyawa terhadap sel tertentu. Semakin tinggi 1Cso, semakin rendah
tingkat toksisitas senyawa tersebut, atau tidak toksik sama sekali (Haryoto et
al., 2013). Kriteria tingkat toksisitas suatu senyawa adalah sebagai berikut:

Sangat aktif @ ICso < Sug/mL

Aktif : S5pg/mL < ICsp < 10pg/mL
Sedang : 11pg/ml < ICsp < 30pg/mL
Lemah : 1Cs0> 30pg/mL

Berdasarkan Yang et al., (2018) menyebutkann bahwa kandungan
flavonoid vicenin-2 yang berasal dari daun kemangi dapat menurunkan
viabilitas sel kanker kolon. Di tahun yang sama, Baruah et al., (2018) juga
melakukan penelitian bahwa kandungan vicenin-2 pada Ocimum Sanctum
memiliki efek sitotoksik terhadap sel adenokarsinoma paru NCI-H23. Selain
flavonoid, ekstrak dari Ocimum Sanctum memiliki kandungan lain seperti
eugenoll, rosmarrinic acid, apigenin, luteolin, £ sitosterol, dan carnosic
acid dapat mencegah kanker( kanker kulit, kanker hepar, kanker mulut, dan

juga kanker paru-paru) dengan meningkatkan aktivitas anti oksidan,
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mengubah expresi gen, menginduksi apoptosis, dan menghambat
angiogenessis dan metastasis (Sridevi et al., 2016). Menurut (Sridevi et al.,
2016) ekstrak Ocimum Sanctum menunjukkan efek sitotoksik berdasarkan
sifat prooksidan yang dapat mengganggu aktivitas dehidrogenase
mitokondria. Pada Amalia (2016) menyebutkan bahwa ekstrak etanol daun
kemangi menunjukkan efek sitotoksik yang aktif terhadap sel MCF-7
dengan ICso sebesar 6,95 pug/mL sehingga berpotensi untuk dikembangkan
lebih lanjut terhadap sel kanker lainnya. Menurut (Haryoto et al., 2013),

ICs0 5-10 pg/mlL termasuk senyawa yang memiliki tingkat toksisitas aktif.

Mekanisme Apoptosis

Sel adalah unit terkecil dari organisme hidup yang susunan struktural
dan fungsionalnya sangat mempengaruhi kepribadian dan perilaku setiap
makhluk hidup. Sel normal memiliki kemampuan mempertahankan fungsi
dan strukturnya sesuai dengan metabolisme, diferensiasi, dan spesifikasinya
untuk tetap dalam kondisi homeostasis. Jika mengalami stres akibat
rangsangan fisiologis atau patologis, maka akan terjadi perubahan pada
kondisi homeostatisnya. Sel akan berusaha mempertahankan hidupnya

dengan proses adaptasi (Kumar et al., 2016).
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Gambar 2.3. Tahapan respon sel terhadap stimulus

Jenis adaptasi sel terhadap stres melalui 2 cara, yakni fisiologis dan
patologis. Adaptasi fisiologis adalah respons sel terhadap rangsangan
normal baik oleh hormon ataupun mediator kimia endogen. Adaptasi
patologis  adalah respon terhadap stres yang memungkinkan sel
mempertahankan hidupnya agar terhindar dari jejas. Respon adaptif tersebut
dapat terjadi dalam bentuk hypertrofi, hyperplasia, atrofi, dan meta plasia.
Kapasitas adaptif yang berlebihan akan menimbulkan jejas sel. Jejas sel
mempunyai dua sifat yakni reversibel dan ireversibel. Jejas reversibel
memungkinkan sel dapat kembali normal, bila perubahan selulernya segera
teratasi. Jejas ireversibel terjadi ketika stressor melampaui point of no return
untuk beradaptasi dan mengalami perubahan patologis permanen yang

menyebabkan kematian sel (Kumar et al., 2016).
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Proses terjadinya kematian sel dapat melalui nekrosis dan apoptosis.
Berdasarkan Kumar et al., ( 2016) nekrosis adalah kematian sel yang
berhubungan dengan hilangnya integritas membran dan kebocoran isi sel
yang mengakibatkan sel rusak, terutama akibat pengaruh enzim yang
merusak sel yang mengalami jejas. Kebocoran isi sel tersebut memicu
peradangan sehingga dapat menghilangkan sel-sel mati dan memicu
perbaikan. Apoptosis merupakan jalur kematian sel terprogram untuk
mengeliminasi sel yang berpotensi berbahaya dan selesai masa fungsinya
dengan mengaktivasi enzim untuk merusak DNA dan protein inti sel, serta

sitoplasma sel itu sendiri.
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Gambar 2.4. Gambaran sel yang mengalami nekrosis (A) dan apoptosis (B)
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Nekrosis Apoptosis

Membesar (bengkak) Mengecil (melisut)
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Rusak Utuh; struktur berubah, terutama orientasi lemak
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Patologi (diakhiri jejas sel Sering fisiologis; upaya untuk mengeliminasi sel yang tidak
ireversibel) diinginkan; bisa patologis setelah berbagai cedera sel, khususnya

kerusakan DNA dan kerusakan protein

DMA, asam deoksiribonukleat.

Gambar 2.5. Perbedaan nekrosis dan apoptosis

Apoptosis dapat diklasifikasikan menurut penyebabnya sebagai

berikut:

1. Apoptosis dalam kondisi fisiologis

Apoptosis dalam kondisi fisiologis merupakan situasi kematian

sel yang bersifat normal dengan mempertahankan jumiah sel yang tetap

di berbagai jaringan dan mengeliminasi sel-sel yang tidak dibutuhkan.

Beberapa kondisi  berikut memerlukan apoptosis dalam kondisi

fisiologis, seperti:

a.

Destruksi  atau  penghancuran  sel  terprogram  selama
embryogenesis.

Hilangnya sel dalam populasi sel yang berproliferasi untuk
menjaga jumlah sel tetap sama.

Involusi jaringan terkait kekurangan hormon misal pada peluruhan
endometrium selama menstruasi.

Kematian sel yang diperantarai limfosit T sitotoksik sebagai

mekanisme pertahanan melawan neoplasia dan infeksi virus.
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e. Mengeliminasi sel-sel yang sudah menyelesaikan tugasnya seperti
neutrofil pada peradangan akut serta mengeliminasi limfosit reaktif
yang memiliki potensi merugikan diri sendiri baik sebelum maupun
setelah masa maturasi untuk mencegah reaksi autoimun (Kumar et
al., 2016).

2. Apoptosis dalam kondisi patologis
Apoptosis dalam kondisi patologis akan mengeliminasi sel-sel
yang memiliki kelainan = genetik atau kerusakannya tidak bisa
diperbaiki, tanpa menyebabkan reaksi yang berlebihan, sehingga
kerusakannya dapat dibatasi serendah-rendahnya. Apoptosis dalam
kondisi patologis, meliputi:

a. Kerusakan DNA dapat terjadi akibat radiasi, obat sitotoksik, suhu
ekstrim, dan hipoksia. Stimulus yang merugikan dari kerusakan
ringan dapat memicu apoptosis, sedangkan jika dosis stimulus
tersebut lebth tinggi akan memicu nekrosis. Sel yang tidak
dieliminasi baik melalui apoptosis maupun nekrosis, sel akan
bermutasi pada DNA yang rusak sehingga bertransformasi menjadi
keganasan. Metode kerusakan DNA inilah yang diharapkan pada
sistem kerja obat kemoterapi melalui induksi apoptosis. Menurut
Susanto et al., (2018) hasil pengobatan kemoterapi masih belum

optimal dan seringkali menimbulkan efek samping yang bermakna.
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Sehingga dibutuhkan alternatif lain untuk memberikan efek
merusak DNA sel kanker yaitu dengan obat sitotoksik antikanker.
b. Akumulasi protein salah bentuk dalam retikulum endoplasma yang
dapat menyebabkan stress dan akhirnya mengalami apoptosis.
c. Jejas sel akibat infeksi, terutama infeksi virus (contoh adenovirus)
atau sebagai respon imun terhadap virus (contoh virus Hepatitis).
Berdasarkan mekanisme selulernya, Kumar et al., (2016)
menjelaskan bahwa apoptosis dibagi menjadi 2 jalur, yakni intrinsik
dan ekstrinsik. Jalur-jalur tersebut akan bergabung mengaktifkan
caspase dan mereka dikendalikan oleh keseimbangan protein
proapoptosis dan antiapoptosis. Perbedaan antara kedua jalur aktivasi
apoptosis ini terletak pada kondisi yang menginduksi, molekul yang

berperan, dan fungsinya.
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Gambar 2.6. Mekanisme apoptosis. Jalur ekstrinsik dan intrinsik dengan
aktivasi caspase

1. Apoptosis melalui jalur intrinsik (mitokondria)

Keputusan hidup dan mati sel bergantung pada permeabilitas
membran mitokondria yang diatur oleh keseimbangan antara molekul
pro-apoptosis (BAX, BAK) dan molekul anti-apoptosis (BCL2, BCL-
XL). Apabila terjadi kerusakan sel, maka mengaktivasi Bax dan Bak.
Protein pro-apoptosis akan membentuk pori di MOM (Mitochondrial
outer membrane) dan menyebabkan sitokrom C lepas ke sitosol. Hal
ini, mengakibatkan inhibisi molekul anti-apoptopis (BCL., BCL-X\)
dan sitokrom C yang berada dalam sitosol akan berinteraksi dengan
APAF-1 dan mengaktivasi caspase 9. Kemudian caspase 9

mengaktivasi caspase eksekutor (caspase 3, 6,7) (Kumar et al., 2016).
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2. Apoptosis melalui jalur ekstrinsik (Death Receptor)

Jalur reseptor kematian yang dimulai ketika aktivasi tumor
necrosis factor receptor (TNF-R), yang meliputi TNF-R tipe 1, Fas
(CD95) beserta ligannya FasL. Reseptor ini memiliki domain kematian
di sitoplasmanya. lkatan silang Fas-FasL akan mengikat protein death
adapter FADD sehingga menyebabkan akumulasi dan mengaktifkan
caspase inisiator (caspase 8). Caspase 8 akan mengaktivasi jalur caspase
eksekutor (3,6,7) sehingga mengakibatkan kematian sel (Kumar et al.,

2016).

2.4. Daun Kemangi
2.4.1. Klasifikasi Kemangi
Kemangi ~ adalah tumbubhan berkhasiat anggota family
Lamiaceae yang sering ditemui di Indonesia. Klasifikasi kemangi
Menurut Ariani et al., ( 2020) sebagai berikut:
Kingdom : Plantae
Divisi : Spermatophyta

Sub Divisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae
Subkelas : Asteridae
Ordo : Lamiales

Famili : Lamiaceae
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Genus : Ocimum
Spesies : Ocimum Sanctum L.
Morfologi dan habitat

Tumbuhan kemangi memiliki morfologi dengan perawakan
semak, tajuk bulat, banyak cabang, dan tinggi 0,3 m hingga 1,5 m.
Batangnya yang berkayu, cabang, berbulu, serta berwarna hijau
sering keunguan. Kemangi memiliki daun berwarna hijau, tunggal,
berhadapan, tulang daun menyirip, tangkai daunya 0,25 - 3 cm, dan
setiap helai berbentuk elips memanjang, ujungnya runcing atau
tumpul, berbintik kelenjar rapat 0,75-7,5 x 0,5-2,75 cm, tepi daun;
gerigi-dengan gelombang rata. Bunga yang majemuk berbentuk
tandan dan biji yang berukuran kecil, keras, berwarna coklat tua
(Hendrawati, 2009). Kemangi cocok tumbuh di daerah sejuk dan

kelembaban tinggi (Putri, 2021).

Kandungan senyawa kemangi

Mariadi et al., (2021) menyatakan bahwa daun kemangi
memiliki berbagai kandungan zat yang berkhasiat bagi tubuh.
Kandungan daun kemangi mengandung eugenol, urosolic acid,
carvacrol, linalool, caryphyllene, estragol, rosmaric acid, apigenin,
cirsimartin, dan flavonoid (vicenin dan orientin). Kandungan ekstrak

daun kemangi berpotensi memberikan proteksi sebagai antioksidan
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terhadap karsinogenesis kimia dan sebagai anti-angiogenik, induksi
apoptosis, anti-tumorigenesis, anti-inflamasi, inhibisi
siklooksigenase serta mengurangi pertumbuhan sel kanker sekaligus
melindungi DNA dari paparan berbahaya. Flavonoid vicenin-2
dalam kemangi berkemampuan hambat proliferasi sel kanker dengan
menahan siklus sel melalui akumulasi sel di fase G2/M akibat cell
cycle arrest pada fase tersebut. Daun kemangi mampu menginduksi
apoptosis dengan peningkatan ekspresi. cytochrome C, Bax, dan

caspase-3.

2.5. Doxorubicin

Doxorubicin tergolong obat golongan antrasiklin yang paling banyak
digunakan dalam pengobatan kanker. Doxorubicin dapat berinteraksi
dengan DNA, secara langsung akan memengaruhi transkripsi dan replikasi
dengan cara mengikat DNA sel kanker dan memblok enzim yang penting
seperti topoisomerase Il. Hal ini, membuat DNA menjadi kecil dan sel
kanker tidak dapat berkembang (Sebayang, 2019). Katzung et al., (2013)
menyatakan bahwa secara umum doxorubicin diberikan dalam kombinasi
dengan obat antikanker lain seperti siklofosfamid, sisplatin, dan 5-FU.

Mekanisme kerja sitotoksik doxorubicin melalui empat mekanisme utama:
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1. Menginhibisi topoisomerase I1.

2. Pengikatan DNA melalui interkalasi, sehingga menghambat sintesis
DNA dan RNA, serta terputusnya untai DNA.

3. Pembentukan radikal bebas semikuinon dan radikal bebas oksigen
melalui proses-proses reduksi dependen-besi dan enzim; dan

4. Pengikatan ke membran sel untuk mengubah aliran dan transpor ion.

ma

Ypubchen . chinlmuiiit.gov/

Gambar 2.7. Struktur kimia doxorubicin
Kemoterapi kanker serviks dengan doxorubicin masih memiliki efek
samping yang tinggi. Efek samping yang sering timbul akibat penggunaan
doxorubicin adalah kardiotoksik. Disfungsi miokard yang diakibatkan oleh
doxorubicin kemungkinan disebabkan oleh radikal bebas yang terbentuk,
gangguan fungsi adrenergik, terbentuknya peroksida lipid, gangguan
transportasi Ca dalam sarcollemma, lepas TNFa dan interleukin-2 serta

sitokin terbebas dari jaringan tumor (Sebayang, 2019).
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2.6. Efek Sitotoksik Ekstrak Etanol Daun Kemangi Terhadap Sel Hela

Sel Hela adalah continuous-cell-line yang terinfeksi oleh Human
Papiloma Virus (HPV) dengan gen p53 dan pRb dalam bentuk wild-type.
Gen tersebut sebagai gen pengatur pertumbuhan aktif bagi sel Hela. Sel
Hela mampu berproliferasi cepat dan mempunyai telomerase aktif selama
pembelahan sel. Namun, aktivitasnya dihambat oleh keberadaan onkogen
E6 dan E7 dari sel Hela yang diinfeksi HPV (Febrina et al., 2018). Protein
E6 dan E7 memodulasi protein seluler yang mengatur siklus sel. E6
mengikat p53 terfosforilasi dan menjadi tidak aktif sementara E7 mengikat
protein pRb. Protein p53 merupakan faktor transkripsi yang mengaktifkan
transkripsi berbagai gen seperti p21. P53 ‘memediasi penghentian siklus sel
ketika DNA rusak. Apabila DNA yang rusak tak bisa diperbaiki, p53 akan
menginduksi apoptosis dengan mengaktifkan protein pro-apoptosis (BAX,
BAK). Pengikatan E7 pada pRb akan menyebabkan pRb terfosforilasi dan
menyebabkann pelepasan E2F yang menginduksi sejumlah gen yang
esensial untuk sintesis dan mitosis, sehingga sel memasuki proses siklus sel
(DeFilippis et al., 2003).

Daun kemangi memiliki berbagai kandungan zat yang berkhasiat bagi
tubuh. Daun kemangi mengandung eugenol, urosolic acid, carvacrol,
linalool, caryphyllene, estragol, rosmaric acid, apigenin, cirsimartin, dan
flavonoid (vicenin dan orientin). Kandungan ekstrak Ocimum Sanctum

berpotensi  memberikan  proteksi  sebagai  antioksidan  terhadap
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karsinogenesis kimia dan sebagai anti-angiogenik, induksi apoptosis, anti-
tumorigenesis, anti-inflamasi, inhibisi siklooksigenase serta mengurangi
pertumbuhan sel kanker sekaligus melindungi DNA dari paparan berbahaya.
Flavonoid vicenin-2 dalam kemangi berkemampuan hambat proliferasi sel
kanker dengan menahan siklus sel melalui akumulasi sel di fase G2/M
akibat cell cycle arrest pada fase tersebut. Selain itu, menginduksi apoptosis
dengan peningkatan ekspresi cytochrome C, Bax, dan caspase-3 (Mariadi et
al., 2021). Berdasarkan penelitian Baruah et al., (2018) kandungan
flavonoid vicenin-2 dapat meningkatkan aktivitas caspase-3 pada jalur
apoptosis yaitu jalur ekstrinsik dan intrinsik. Selain itu, vicenin-2 juga
menginduksi-pengurangan sel kanker yang masih hidup dan memodulasi
pengurangan p21. Peranan p21 sebagai inhibitor CDK sangat penting dalam
memfasilitasi kemampuan p53 untuk penghentian G1-S pada siklus sel
sehingga mencegah fosforilasi Rb.

Etanol merupakan pelarut yang membentuk ikatan hidrogen antara
molekul-molekulnya untuk melarutkan kandungan senyawa kimia yang
memiliki efek sitotoksik seperti flavonoid, steroid dan saponin (Sa’adah &
Nurhasnawati, 2017). Hampir semua zat (polar, semipolar, nonpolar) dapat
dilarutkan oleh etanol. Sifat etanol dapat mengendapkan protein dan hambat
kerja enzim sehingga dapat terhindarkan dari proses hidrolisis maupunpun
oksidasi (Erviana et al., 2016). Pelarut etanol dapat menarik senyawa

golongan fenol lebih besar dibandingkan pelarut lainnya (Kumalasari &
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Andiarna, 2020). Senyawa yang termasuk golongan fenol adalah asam
fenolat, flavonoid, tanin, dan stilbene (Singh et al., 2016). Suatu senyawa
dapat larut dalam pelarut dengan kepolaran sama, seperti halnya flavonoid
yang polar akan larut dalam pelarut yang polar(Kemit et al., 2016).

Kumar et al., (2016) menyatakan bahwa Apoptosis yang diinduksi
olen stimulus patologis dapat berkembang menjadi nekrosis, yakni
kerusakan DNA yang terjadi akibat radiasi, obat sitotoksik, suhu ekstrim,
dan hipoksia. Stimulus yang merugikan dari kerusakan ringan dapat memicu
apoptosis, sementara jika dosis stimulus tersebut lebih tinggi akan memicu
nekrosis. Jika kerusakan membran serius, enzim keluar lisosom dan masuk
ke sitoplasma sampal mencerna sel hingga menimbulkan nekrosis. Isi sel
dikeluarkan dari membran plasma yang rusak, masuk ke rongga extrasel,

dan memicu peradangan.

Efek Sitotoksik Doxorubicin terhadap Sel Hela

Doxorubicin merupakan obat golongan antrasiklin yang paling banyak
digunakan dalam pengobatan kanker. Doxorubicin bekerja dengan cara
mengikat DNA sel kanker dan memblok enzim yang penting seperti
topoisomerase 1l. Hal ini, membuat DNA menjadi kecil dan sel kanker tidak
dapat berkembang(Sebayang, 2019). Kemoterapi kanker serviks
dengan doxorubicin masih memiliki efek samping yang tinggi. Efek

samping yang sering timbul akibat penggunaan doxorubicin adalah
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kardiotoksik. Disfungsi miokard yang diakibatkan oleh doxorubicin
kemungkinan disebabkan oleh radikal bebas yang terbentuk, gangguan
fungsi adrenergik, terbentuknya peroksida lipid, gangguan transportasi Ca
dalam sarcollemma, lepas TNFa dan interleukin-2 serta sitokin terbebas dari

jaringan tumor(Sebayang, 2019).

&2
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2.8. Kerangka Teori

A 4

Dosis Ekstrak —
Etanol Daun Doxorubicin
Kemangi !
Sel Hela

Senyawa eugenol, urosolic acid,
carvacrol, linalool, caryphyllene,
estragol, rosmaric acid, apigenin,
cirsimartin, dan flavonoid (vicenin
dan orientin)

\ 4
Kadar Flavonoid

\ 4

|

Ekspresi onkogen E6 dan E7

Ekspresi
RS2

Ekspresi
PRb

A 4

Ekspresi protein
BAX, BAK, BCL>,

Ekspresi p21

\ 4

Jumlah sel pada
fase G1-S

A 4

Proliferasi sel
terhambat

BCL-XL
=y E e A
Jalur Intrinsik Jalur Ekstrinsik
Pelepasan Ekspresi TNFE-R Ekspresi
Sitokrom C | APAF-1 TNF-R tipe 1 | FADD
Fas- FasL
\ 4 v
_'t Ekspresi Caspase-9 Ekspresi Caspase-8
\ /

Ekspresi Caspbase-3

A 4

v

Apoptosis
v

Nekrosis

v

Sitotoksik terhadap sel Hela

Gambar 2.8. Kerangka Teori




30

2.9. Kerangka Konsep

Ekstrak Etanol Efek Sitotoksik
Daun Kemangi | Terhadap Sel Hela

Gambar 2.9. Kerangka Konsep

2.10. Hipotesis

Ekstrak etanol i(ocimum sanctum) memiliki efek
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BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Merupakan jenis penelitian eksperimental analis dengan rancangan
penelitian Posttest-Only Control Group Design terhadap sel Hela. Perlakuan
yang diberikan yakni pemberian ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum

Sancum) terhadap sel Hela.

3.2. Variabel dan Definisi Operasional
3.2.1. Variabel
3.2.1.1. Variabel bebas
Dosis ekstrak etanol daun kemangi
3.2.1.2. Variabel tergantung

Sitotoksik terhadap sel Hela

3.2.2. Definisi operasional
3.2.2.1. Ekstrak Etanol Daun Kemangi
Ekstrak etanol daun kemangi merupakan ekstrak yang
diperoleh dari ekstraksi daun kemangi dengan metode
maserasi menggunakan pelarut etanol 96%. Pemberian

ekstrak dilakukan dengan berbagai dosis yaitu 3,125

31
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pg/mL, 6,25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL
100 pg/mL. Skala yang digunakan adalah rasio.
Efek Sitotoksik

Sitotoksik merupakan kemampuan ekstrak etanol
daun kemangi untuk membunuh atau menyebabkan
kematian pada sel Hela. Efek sitotoksik terhadap sel Hela
ditentukan dengan perhitungan jumlah sel hela yang masih
hidup setelah ' diinkubasi dengan ekstrak etanol daun
kemangi. Sel hidup dideteksi dengan MTT assay lalu dibaca
dengan ELISA reader sehingga didapatkan data absorbansi.
Dari data absorbansi selanjutnya dibuat kurva hubungan log
konsentrasi versus nilai % sel hidup. Untuk menentukan
efek sitotoksik, selanjutnya dihitung nilai 1Cso dalam satuan
pg/mL dengan kriteria:
Sangat aktif = 1Cs0< Spug/mL
Aktif 5ug/mL < 1Cs0 < 10pg/mL
Sedang : 11pg/ml < ICso < 30pug/mL
Lemah : ICs0>30pg/mL

Skala yang digunakan adalah rasio.
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Populasi dan Sampel

Populasi dan sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah kultur
sel Hela yang diperoleh dari tempat penyimpanan kultur di Laboratorium
Parasitologi Fakultas Kedokteran, Kesehatan Masyarakat, dan Keperawatan

UGM dengan kerapatan 1 x 10* sel/sumuran.

Instrumen dan Bahan Penelitian

Instrument penelitian ini terdiri dari;

3.4.1. Alat

Alat ekstraksi- yang digunakan adalah gelas, kertas saring,

kain Kkasa, pengaduk, Rotary Evaporator, corong porselin,
penyaring, dan flakon. Alat uji in vitro digunakan adalah Autoclave
(Hirayama), inverted microscope (Zeiss MC 80), mikropipet
(Gilson), inkubator CO> (Heraeus, inverted microscope (Zeiss MC
80), mikroskop cahaya, hemocytometer, neraca analitik (Sartorius),
kamera digital (Canon, Japan), centrifuge (Sorvall), ELISA reader
(SLT 240 ATC), ), Laminar Air Flow Hood (Labconco), eppendorf
steril (plasti brand), Tissue culture flask (nunclon), conical tube
(Nunclon), penangas air, 24-well plate (Nunc), penangas air, cover
slip, yellow dan blue tip, shaker, 96- well plate (Nunc), (MRK-

RETAC), vortex (Ismiyati & Nurhaeni, 2016).
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3.4.2. Bahan

Bahan utama yaitu daun kemangi dan larutan etanol 96 %
(Merck). Bahan uji sitotoksik menggunakan MTT {3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide} adalah sel
Hela (sel kanker serviks), DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium), Fungison 0,5% (Gibco), Serum (FBS) 10% (Gibco), Fetal
Bovine media penumbuh sel (media kultur), dan penisilin-
streptomisin 1% (Gibco). Sel dipanen dari tissue culture disk dengan
tripsin-EDTA 0,025%. larutan pencuci: PBS (phospat buffer saline),
Pelarut sampel: DMSO (dimetil sulfoxida), larutan stopper: SDS
(sodium dodesil sulfat) 10% dalam HCI 0,1N, (Ismiyati & Nurhaeni,

2016).

3.4.3. Cara Penelitian
1. Pengkulturan sel Hela
Sel ditumbuhkan dalam media DMEM dengan suplementasi
Fetal Bovine Serum 10%, MEM NEAA 1%, Penicillin-
Streptomycin 2%, dan Fungizone 0,5%. Sel diinkubasi di dalam
Inkubator CO2 dengan kadar CO2 sebesar 5% dan temperatur 37

°C.



35

2. Pembuatan serbuk kemangi dan pembuatan ekstrak etanol
kemangi

a. Daun kemangi yang sudah dipanen dicuci bersih dengan air
mengalir

b. Setelah itu, dilakukan sortasi (pemilihan daun yang bagus).
Lalu dikeringkan dalam oven dengan suhu 40°C.

c. Daun kering dihaluskan lalu diayak dengan mesh 40,
ditimbang sebayak 123 gr. Dimaserasi menggunakan 500 ml
etanol 96% diaduk dan didiamkan 3x24 jam pada suhu
kamar. Lalu filtrat disaring dan dikumpulkan (filtrat I)

d. Kemudian supernatant dilakukan remaserasi menggunakan
etanol 96% 500 mi selama 3x24 jam dengan sesekali diaduk,
lalu ditampung kembali filtratnya (filtrat I1).

e. Filtrat I dan filtrat Il dikumpulkan, lalu diuapkan
menggunakan rotatory evapor sehingga mendapatkan ekstrak
kental daun kemangi.

f. Bobot ekstrak kental yang didapatkan sebanyak 9,9 gram.

bobot ekstrak
bobot simplisia

g. Randemen % = x 100 %

- 9,9 gram X 1000/0

123 gram

=8,05%

(Husna, 2018)
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3. Uji Sitotoksik dengan MTT

a. Panen Sel

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Mengamati keadaan sel dengan mikroskop inverted. Sel
siap dipanen apabila dalam kondisi konfluen 80%.

Buang media pada flask.

Tuang 5 ml PBS ke dalam flask, tutup flask lalu goyang-
goyangkan untuk mencuci sel dari sisa-sisa media,
kemudian buang PBS. Ulangi 2x sampai bebas sisa-sisa
media komplit.

Menambahkan Tripsin EDTA 0,1% sebanyak 2 ml,
kemudian inkubasi 3-5 menit di dalam inkubator CO2 37
N

Mengeluarkan flask dari inkubator, goyang-goyangkan
untuk melepaskan sel dari matriks artifisial flask.
Memindahkan Tripsin EDTA ke dalam conical 15 ml.
Menambahkan 2 ml media komplit dan PBS sampai 10
ml.

Sentrifus dengan kecepatan 1200 rpm selama 10 menit.

Membuang supernatan.

10) Menambahkan 1-3 ml media komplit pada pelet,

resuspensi hingga homogeny dan suspensi sel siap

dihitung.
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11) Ambil 10 pl suspensi sel, pipetkan ke hemositometer, lalu
amati dengan mikroskop.

12) Lakukan perhitungan sel dengan menggunakan counter.

. Penanaman Sel di 96-well plate

1) Persiapkan plate 96-well.

2) Pada tiap well, masukkan 100 pl suspensi sel dengan
jumlah sel 1x10* untuk masing-masing well, inkubasi 24
jam.

Perlakuan Sampel

1) Timbang sampel 5-10 mg, ditambah 100-200 ul DMSO.

2) Vortex sampai larut.

3) Membuat pengenceran yang diinginkan dalam media
komplit, dosis sampel ekstrak etanol daun kemangi yaitu
6,25 png/mL, 100 po/mL, 3,125 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25
pg/mL, 50 pg/mL. Doxorubicin, yang dipakai sebagai
kontrol positif, dibuat konsentrasi 20 pg/ml, 10 pg/ml, 5
pug/ml, 2,5 pg/ml, 1,25 pg/ml, 0,625 pg/ml, dan 0,3125
pg/ml.

4) Memasukkan 100 pl pengenceran sampel yang sudah
disiapkan.

5) Beri kontrol media (tanpa sel).

6) Inkubasikan 24 jam
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TT Assay
Buang media pada tiap well.
Persiapkan 1 ml reagen MTT ditambah 9 ml medium
komplit dan vortex hingga homogen.
Masukkan 100 pl MTT 0,5 mg/ml ke dalam masing-
masing well.
Inkubast selama 4 jam.
Stop dengan SDS 100 ul/well.
Tutup dan simpan pada suhu kamar selama overnight.
Baca absorbansi menggunakan Elisa Reade pada panjang
gelombang 595 nm.
Perhitungan % sel hidup melalui data absorbansi sel
menggunakan rumus sebagai berikut:

ViR R OD Perlakuan - OD Kontrol Medlla < 100%
OD Kontrol Sel - OD Kontrol Media

Keterangan:

OD: optical density(absorbansi)

OD perlakuan: media kultur RPMI 1640 dan sel Hela yang
diberi ekstrak

OD kontrol media: media kultur RPMI 1640

OD kontrol sel: media kultur RPMI 1640 dan sel Hela

yang tidak diberi ekstrak
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9) Kemudian dibuat kurva hubungan log konsentrasi versus
nilai % sel hidup dan dihitung nilai ICsp.

(Haryoto et al., 2013)

3.5. Tempat dan Waktu

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kimia FK Unissula dan

¥
UNISSULA
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3.6. Alur Penelitian

Persiapan alat dan bahan

4/ >

Sel Hela Pembuatan ekstrak etanol
¢ daun kemangi berbagai dosis

Sel Hela + 100pL RPMI 1640

'

Plate 96, lalu diinkubasi selama 24 jam

v

Ditambah denaan media RPMI 1640 baru 100uL

A 4 A 4
Sel Hela + media + ekstrak etanol daun kemangi berbagai dosis

A 4
Inkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C

A 4

Dicuci dengan 100uL PBS dan ditambah 100uL MTT 5mg/mL dalam PBS, lalu
inkubasi selama 4 jam pada suhu 37°C sampai terbentuk formazan

l

Dimasukkan SDS 10% dalam HCI 0,01 N dan diinkubasi semalam pada suhu kamar

!

Dibaca dengan ELISA reader

l

Perhitungan persentase sel Hela yang hidup

A 4
Pengumpulan data dan analisis statistik

Gambar 3.1. Alur Penelitian
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3.7. Analisis Hasil
Hasil data ditabulasikan dan dilanjutkan dengan uji statistik secara
komputerisasi menggunakan aplikasi SPSS versi 23 for Windows. Data uji
sitotoksik yang diperolen berupa data absorbansi untuk memperoleh
perhitungan persentase sel hidup, rumus yang digunakan adalah sebagai
berikut:

Viabilitas (%) = OD Perlakuan - OD Kontrol Medlla < 100%
. OD Kontrol Sel - OD Kontrol Media

Hasil persentse sel hidup kemudian dianalisis dengan analisis probit
untuk menentukan hubungan antara presentase sel hidup dengan log
konsentrasi sehingga diperoleh persamaan regresi-Y = BX + A, perhitungan
nilai 1Csq dihitung dengan cara mensubstitusikan nilai 50 pada Y sehingga
memperoleh nilai X dan nilai 1Cso merupakan anti log x (Nurfiana et al.,

2021).



BAB IV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil Penelitian

Pada proses ekstraksi, setelah dilakukan maserasi terhadap 123 gram
simplisia halus daun kemangi dengan 500 ml etanol 96% didapatkan ekstrak
kental sebanyak 9.9 gram , dengan rendemen sebesar 8.05%.

Hasil uji sitoksoksik ekstrak etanol daun kemangi dan doxorubicin
terhadap sel hela diperlihatkan pada tabel 4.1. Pada absorbansi yang
disajikan tabel 4.1 menunjukkan hasil uji MTT assay yang dilakukan
terhadap sel hela yang telah dikultur dengan penambahan dosis ekstrak
etanol daun kemangi dengan konsentrasi berbeda, mengakibatkan viabilitas
sel hela lebih sedikit ‘bila dibandingkan dengan kontrol. Sementara itu,
aktivitas sitotoksik sel hela dengan doxorubicin (kontrol positif) juga

menunjukkan daya hambat terhadap viabilitas sel hela.

42
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Tabel 4. 1. Hasil uji MTT Sel HelLa perlakuan Ekstrak Etanol Daun
Kemangi dan Doxorubicin selama 24 jam

Perlakuan Konsentrasi  Absorbansi Persentase ICs0 (Mg/mL)
(ug/ml) viabilitas (%)
Ekstrak etanol 3,125 0,7270 83,2579 52,94
daun kemangi 6,25 0,6965 79,0115
12,5 0,6475 72,1893
25 0,5925 64,5318
50 0,5118 53,2892
100 0,3250 27,2885
Kontrol 0,3125 0,7275 83,327 1,917
Positif 0,625 0,6913 78,2805
(Doxorubicin) 1,25 0,5760 62,2346
2b 0,5030 52,0710
5 0,2445 16,0808
10 0,2050 10,5813
20 0,1828 7,4835
KM (Kontrol 0,1290
Media)
KS (Kontrol 100,0000
sel )

Data sitotoksik menunjukkan bahwa setiap ekstrak kemangi pada
berbagai konsentrasi memiliki kemampuan menghambat sel hela yang
berbeda-beda yang tampak pada rerata viabilitas sel Hela. Perhitungan sel
dengan cara menghitung jumlah sel yang hidup serta jumlah sel yang mati
setelah diberi ekstrak etanol daun kemangi, kemudian dibandingkan dengan
jumlah sel.

Berdasarkan hasil perhitungan persentase viabilitas sel didapatkan
penurunan rerata persentase viabilitas sel pada tiap dosis yang diuji MTT-

assay artinya semkin sedikit sel yang hidup. Hal ini, dikarenakan semakin
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tinggi dosis konsentrasi uji maka semakin rendah viabilitas sel hela seperti
yang tampak pada dosis yang paling rendah yaitu 3,125 pg/ml didapatkan
viabilitas sel tinggi, berbeda dengan viabiltas pada dosis tertinggi sebesar
100 pg/ml memiliki viabilitas sel yang rendah. Hasil persentase viabilitas
sel kemudian dijadikan dasar analisis probit untuk memperoleh nilai IC50
(konsentrasi ekstrak yang mampu menghambat pertumbuhan sel sebanyak
50%). Grafik perbandingan persentase viabilitas sel pada Gambar 4.1
digunakan untuk menentukan hubungan antara log konsentrasi dengan
persentase sel hidup sehingga diperoleh nilai 1Csg sebesar 52,94 pg/ml pada
lampiran 2, yang artinya ekstrak etanol daun kemangi mampu menghambat
pertumbuhan sel sebanyak 50% dari populasi sel hela dengan daya toksisitas
lemah. Hal ini, dikarenakan nilai ICs0> 30ug/mL.

100
1
80
60

404

Viabilitas Sel (%)

0.0 0.5 1.0 15 2.0 25
Log Konsentrasi

Gambar 4.1. Grafik perbandingan persentase viabilitas sel untuk
konsentrasi tiap kelompok perlakuan
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Gambar 4.2. Grafik viabilitas Sel HeLa perlakuan kontrol positif selama 24
jam

Grafik perbandingan antara persentase viabilitas sel dengan kontrol
positif pada Gambar 4.2 digunakan untuk menentukan hubungan antara log
konsentrasi dengan- persentase sel hidup sehingga diperoleh nilai 1Cso
sebesar 1,917 pg/ml pada lampiran 2, yang artinya doxorubicin memiliki

daya toksisitas yang sangat aktif. Hal ini, dikarenakan nilai ICso < 5pg/mL.

Pembahasan

Daun kemangt (Ocimum Sanctum) merupakan salah satu bahan alam
sebagai antikanker yang mengandung eugenol, urosolic acid, carvacrol,
linalool, caryphyllene, estragol, rosmaric acid, apigenin, cirsimartin, dan
flavonoid (vicenin dan orientin). Hasil penelitian terhadap sel hela
ditemukan bahwa ekstrak etanol daun kemangi memiliki aktivitas sitotoksik.
Kandungan kemangi mampu menghambat proliferasi sel kanker, induksi

apoptosis, dan nekrosis. Penggunaan pelarut etanol pada proses ekstraksi
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daun kemangi dapat menarik senyawa golongan fenol dan melarutkan
kandungan senyawa kimia yang memiliki efek sitotoksik seperti flavonoid,
steroid, saponin dengan cara membentuk ikatan hidrogen antara molekul-
molekulnya (Sa’adah & Nurhasnawati, 2017).

Seiring peningkatan dosis dari ekstrak etanol daun kemangi, terjadi
penurunan rerata persentase viabilitas sel pada tiap dosis yang diuji MTT-
assay. Pada pemberian dosis tertinggi (100 pg/ml) menunjukkan persentase
viabilitas terendah (27,28%). Penurunan persentase viabilitas sel hela
disebabkan karena efek kandungan flavonoid pada daun kemangi. Hal ini
sejalan dengan penelitian (Yang et al., 2018) bahwa kandungan flavonoid
daun kemangi- mampu menurunkan viabilitas sel kanker kolon. Melihat
potensi sitotoksik daun kemangi, maka kedepannya perlu diteliti kembali
toksisitas dan selektivitasnya pada sel kanker lain.

Hasil perhitungan didapatkan nilai 1Cso sebesar 52,94 pg/ml. Tingkat
sitotoksik senyawa dinyatakan dengan nilai ICsp, jika ekstrak etanol daun
kemangi memiliki 1Cs0> 30ug/mL tergolong tingkat sitotoksik yang lemah.
Kriteria tingkat toksisitas dinyatakan lemah jika 1Cso> 30ug/mL, toksisitas
sedang jika 1Cs011-30 pg/mL, toksisitas aktif jika 5-10 pg/mL, dan
toksisitas sangat aktif jika 1Csop < Spug/mL(Haryoto et al., 2013). Hal ini,
dikarenakan kandungan urosolic acid kemangi yang menghambat siklus sel
pada fase GO-G1 dan S seperti pada penelitian (Yunita, 2021) dengan ICso

>500 pg/ml terhadap sel MCF-7. Meskipun memiliki efek sitotoksik yang
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lemah, tetapi mampu menurunkan viabilitas sel pada tiap dosis seperti pada
penelitian (Ismiyati & Nurhaeni, 2016) dengan nilai 1Csp 209ug/mL
kandungan flavonoid daun kemangi menginduksi apoptosis dengan
pelepasan ikatan antara E6 dan P53 sehingga P53 aktif kembali. Mariadi et
al., ( 2021) menyatakan bahwa flavonoid kemangi menginduksi apoptosis
dengan peningkatan ekspresi cytochrome C, Bax, dan caspase-3. Apoptosis
yang diinduksi oleh stimulus patologis dapat berkembang menjadi nekrosis,
yakni kerusakan DNA yang terjadi akibat radiasi, obat sitotoksik, suhu
ekstrim, dan hipoksia. Stimulus yang merugikan dari kerusakan ringan dapat
memicu apoptosis, sementara jika dosis stimulus tersebut lebih tinggi akan
memicu nekrosis. Kumar et al., (2016) menyebutkan bahwa overekspresi
BCL-2 dapat menghambat sinyal apoptosis, yang artinya mekanisme
apoptosis dapat dilihat dari ekspresi BCL-2, namun perlu penelitian lanjutan
untuk membuktikan mekanisme tersebut.

Sebagai kontrol positif, doxorubicin merupakan obat kemoterapi yang
banyak digunakan untuk terapi berbagai macam jenis kanker (Sebayang,
2019). Dari hasil pengujian doxorubicin sebagai kontrol positif diperoleh
nilai 1Cso pada inkubasi 24 jam sebesar 1,917 pg/ml. Sedangkan nilai 1Cso
ekstrak etanol daun kemangi pada inkubasi 24 jam sebesar 52,94 pg/ml.
Dari hasil perhitungan ICso dapat dilihat bahwa nilai 1Cso doxorubicin jauh
lebih kecil dibandingkan nilai ICso pada sampel uji yaitu ekstrak etanol daun

kemangi, yang artinya bahwa doxorubicin memiliki aktivitas sitotoksik
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terhadap sel hela yang lebih besar dibandingkan aktivitas sitotoksik ekstrak
daun kemangi. Hal ini terjadi karena doxorubicin merupakan senyawa
tunggal golongan antrasiklin yang dihasilkan oleh spesies Streptomyces dan
berperan unggul dalam pengobatan kanker sedangkan ekstrak daun kemangi
masih  terdiri dari berbagai senyawa yang khasiatnya berbeda
beda(Sebayang, 2019). Oleh Kkarena itu, penelitian selanjutnya dapat

menambahkan analisis senyawa kandungan daun kemangi.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan, dapat disimpulkan

bahwa:

1. Ekstrak etanol daun kemangi memiliki efek sitotoksik yang lemah
terhadap sel hela

2. Nilai ICsq dari ekstrak etanol daun kemangi terhadap sel hela sebesar
52,94 pg/ml. Nilai ICso doxorubicin terhadap sel hela sebesar 1,917
ug/ml.

3. Ekstrak etanol daun kemangi mempunyai ICsg yang lebih rendah

daripada doxorubicin.

5.2. Saran
1. Penelitian selanjutnya dapat menambahkan efek sitotoksik ekstrak
etanol daun kemangi terhadap mekanisme apoptosis pada sel hela.
2. Penelitian selanjutnya dapat menambahkan analisis senyawa kandungan

daun kemangi.
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