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ABSTRAK

Kusuma, AD. 2013. Ekstrak Daun Suket Gajahan (Artemisia vulgaris)
sebagai Antiproliferatif pada Sel Kanker Payudara MCF-7. Tugas
Akhir, Program Studi Pendidikan Dokter Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya. Pembimbing: (1) dr. Soemardini, MPd. (2) Prof. Dr. dr. Edi
Widjajanto, MS, Sp.PK (K)

Kanker payudara saat ini merupakan masalah global yang harus
diperhatikan. Penilaian proliferasi dan apoptosis dapat untuk mengevaluasi
pertumbuhan atau pengurangan massa tumor terhadap respon kemoterapi,
radioterapi dan akhir-akhir ini dengan terapi hormonal. Terapi tersebut seringkali
tidak terjangkau oleh masyarakat, maka dicari obat tradisional untuk pengobatan
kanker. Ekstrak daun suket gajahan (Artemisia vulgaris) dengan kandungan
eupatilin  diharapkan menjadi salah satu alternatif obat yang mampu
menghambat pertumbuhan sel kanker payudara. Studi eksperimental dengan
post-test only design dilakukan pada sel kanker MCF-7 in vitro. Penambahan
ekstrak daun suket gajahan pada sel dilakukan dengan 9 kelompok dosis 3 kali
pengulangan dan 1 kelompok kontrol. Viabilitas sel kanker diperiksa
menggunakan ELISA reader. Hasil penelitian menunjukkan bahwa penurunan
viabilitas sel pada kelompok sel yang diberi perlakuan dengan kelompok kontrol
memiliki perbedaan yang bermakna (p<0,05). Hasil uji korelasi juga menunjukkan
bahwa semakin meningkatnya pemberian dosis ekstrak maka viabilitas sel MCF-
7 cenderung menurun. Kesimpulan dari penelitian ini adalah ekstrak daun suket
gajahan (Artemisia vulgaris) dapat menurunkan viabilitas sel pada sel MCF-7.
Berdasarkan hasil penelitian ini, disarankan penelitian lebih lanjut pada zat
eupatilin pada daun suket gajahan dan efeknya terhadap antiproliferatif sel
secara molekuler.

Kata kunci : Artemisia vulgaris, antiproliferatif sel, sel kanker payudara MCF-7



ABSTRACT

Kusuma, AD. 2013. Suket Gajahan Leaf Extract (Artemisia vulgaris) as
Antiproliferative in Breast Cancer MCF-7 Cells. Final Assignment,
Medical Program, Faculty of Medicine, Brawijaya University. Supervisors:
(1) dr.Soemardini, M.Kes. (2) Prof. Dr. dr. Edi Widjajanto, MS, Sp.PK (K)

Breast cancer is the global issue that must be concerned now.
Assessment of proliferation and apoptosis is able to evaluate the growth or
reduction of tumor mass on the response of chemotherapy, radiotherapy and
lately with hormonal therapy. Therapy is often unaffordable by the community, so
that traditional medicine is considered for the treatment of cancer. Suket Gajahan
leaf (Artemisia vulgaris) with eupatilin are expected to be one of alternative drug
that can inhibit the growth of breast cancer cells. Experimental studies with a
post-test only design were conducted on MCF-7 cancer cells in vitro. Addition of
Suket Gajahan extract on cells was done with nine dosage repeated three times
and one control group. Viability of cancer cells is determined by ELISA reader.
The results showed that the decrease of cell viability in the group of treated cells
with the control group had a significant difference (p <0.05). Correlation test
results also showed that increasing the dosage extract the cell viability of MCF-7
cell is likely to decrease. The conclusion of this study is Suket Gajahan extract
can reduce cell viability in MCF-7 cells. Based on these data, it is suggested
further research of eupatilin in Suket Gajahan and its molecular effects in cell
antiproliferative

Keywords : Artemisia vulgaris, cell antiproliferative, breast cancer cells MCF-7
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Sampai saat ini, kanker merupakan masalah kesehatan yang cukup
serius. Berdasarkan Global Cancer Statistic, kanker merupakan penyebab
kematian yang utama di negara ekonomi maju dan menjadi penyebab
kematian kedua di negara berkembang (Jemal, 2011). Pada tahun 2007,
sekitar 72% dari seluruh mortalitas kanker terjadi di negara yang
berpendapatan  rendah-menengah. = Apabila tidak mendapatkan
penanganan dan perhatian yang serius, diperkirakan pada tahun 2030,
angka mortalitas kanker akan meningkat menjadi 12 juta orang per
tahunnya (WHO, 2008). Salah satu kanker yang menjadi penyebab utama
kematian adalah kanker payudara (Jemal, 2011).

Prevalensi kanker payudara mencapai 22% dari semua kanker yang
terjadi pada wanita, sehingga kanker payudara merupakan karsinoma yang
paling sering diderita oleh wanita (Tavassoli, 2011). Kanker payudara juga
merupakan penyebab utama kematian akibat kanker pada wanita
(Zeleniuch-Jacquotte, 2005). Pada tahun 2009, diperkirakan 192.370
wanita didiagnosis menderita kanker payudara, dan 41.170 di antaranya
meninggal (Yang, 2011). Insiden kanker payudara pun cukup tinggi, yakni 2
dari 1000 wanita yang berumur 50 tahun keatas setiap tahunnya
(McPherson, 2000). Berdasarkan data Sistem Informasi Rumah Sakit

(SIRS) tahun 2007, kanker payudara menempati urutan pertama pada



pasien rawat inap di seluruh RS di Indonesia (16,85%), dan disusul dengan
kanker leher rahim (11,78%). Hal ini didukung dengan data yang diperoleh
Globocan, IARC pada tahun 2002, bahwa didapatkan estimasi insidens
kanker payudara di Indonesia sebesar 26 per 100.000 perempuan, dan
kanker leher rahim sebesar 16 per 100.000 perempuan. Hal ini merupakan
angka kejadian kanker payudara tertinggi yang diderita oleh wanita
Indonesia (KMK RI, 2010).

Penyakit kanker masih menjadi penyebab utama kematian di seluruh
dunia saat ini. Berdasarkan WHO, diperkirakan sekitar 84 juta orang akan
meninggal karena kanker dalam kurun waktu tahun 2005 sampai 2015 bila
tanpa dilakukan intervensi (Yulvitrawasih, 2011). Diperkirakan angka
kematian akibat kanker akan meningkat secara signifikan selama tahun-
tahun mendatang dan akan mencapai sekitar 13 juta kematian per tahun di
seluruh dunia pada tahun 2030. Kecenderungan ini bahkan lebih mencolok
di Asia dimana jumlah kematian per tahun pada tahun 2002 sebesar 3,5
juta diperkirakan meningkat menjadi 8,1 juta pada tahun 2020 (Lancet,
2010). Kanker payudara merupakan salah satu contoh kanker yang
menjadi perhatian dunia saat ini karena tingkat insiden yang sangat tinggi
(Lancet, 2010).

Kanker payudara atau breast cancer adalah neoplasma ganas yang
berasal dari parenchyma payudara. Kanker ini merupakan carcinoma yang
paling sering terjadi pada perempuan, dengan estimasi jumlah sekitar 22%
dari seluruh kanker yang diderita oleh perempuan. Kanker payudara
menjadi penyebab utama kematian perempuan oleh karena carcinoma.

Kejadiannya diperkirakan mencapai 1.000.000 kasus setiap tahunnya di



seluruh dunia. Insiden kanker payudara di negara Amerika Serikat
mencapai 100.000 kasus baru yang terdiagnosis setiap tahunnya, dan
sekitar 30.000 diantaranya meninggal karena penyakit ini (Rosai, 2011).
Insiden kanker payudara tertinggi terdapat di Amerika Utara, Eropa Utara,
dan Australia, dimana 6% dari jumlah penduduk perempuan menderita
kanker payudara sebelum umur 75 tahun. Insiden sedang terdapat di
negara Eropa bagian selatan, dan negara-negara Amerika Latin.
Sedangkan, insiden rendah terdapat di hampir seluruh negara Asia dan
Afrika (WHO, 2011).

Penyebab dari kanker payudara adalah multifaktor, dan diantaranya
berkaitan dengan diet, faktor reproduksi, dan berhubungan dengan
ketidakseimbangan hormonal. Pola hidup yang kurang sehat seperti terlalu
banyak mengkonsumsi makanan tinggi kalori, lemak, dan protein, serta
kurangnya aktivitas tubuh dapat menambah risiko kanker payudara. Selain
itu faktor risiko lain yang juga harus diperhatikan dalam penyakit kanker
payudara adalah usia, jenis kelamin, riwayat keluarga, riwayat kesehatan
sebelumnya, riwayat menstruasi, yaitu periode menstruasi yang terjadi lebih
lama (menstruasi pertama lebih awal atau menopause lebih lambat),
kontrasepsi, alkohol, dan rokok. Selain itu, upaya untuk menunda
kehamilan atau kehamilan pertama yang terjadi di atas usia 30 tahun juga
bisa meningkatkan risiko kanker payudara (Bai et al., 2007).

Populasi sel atau homeostasis jaringan ditentukan oleh kecepatan
proliferasi sel, differensiasi dan apoptosis. Tiap sel mempunyai mekanisme
pengawasan supaya sel selalu konstan untuk menjaga kestabilan integritas

dengan genomnya. Bila terjadi mutasi onkogen maka akan terjadi



mekanisme untuk membatasi perluasan atau perbanyakan sel, dengan
penekanan proliferasi dan meningkatkan (triggering) apoptosis. Gangguan
keseimbangan antara apoptosis dan proliferasi adalah faktor penting untuk
terjadinya perkembangan dan progresi tumor (Bai et al., 2007).

Penilaian proliferasi dan apoptosis dapat untuk mengevaluasi
pertumbuhan atau pengurangan massa tumor terhadap respon kemoterapi,
radioterapi dan akhir-akhir ini dengan terapi hormonal. Terapi kanker
payudara meliputi pembedahan, radiasi, hormonal, dan kemoterapi. Terapi
tersebut seringkali tidak terjangkau oleh masyarakat, maka dicari obat
tradisional untuk pengobatan kanker. Ada beberapa kelebihan penggunaan
obat tradisional, harganya lebih murah karena dapat dibudidayakan, mudah
didapat dan diharapkan efek samping lebih minimal dibanding obat
antikanker sintetik (Shawi et al., 2011).

Tanaman suket gajahan (Artemisia vulgaris) tersebar luas di seluruh
dunia yang terdiri dari lebih 800 spesies. Daun tumbuhan suket gajahan
(Artemisia vulgaris) berdasarkan laporan = penelitian sebelumnya
mengandung minyak atsiri, saponin, flavonoid dan polifenol (Bunrathep et
al.l, 2005). Daun tumbuhan suket gajahan mengandung zat eupatilin yang
mampu menghambat pertumbuhan beberapa sel kanker. Eupatilin mampu
menghambat proliferasi sel kanker melalui mekanisme G2/M phase cell
cycle arrest pada sel kanker kolon. Sehingga diharapkan ekstrak daun
suket gajahan dengan kandungan eupatilin di dalamnya merupakan salah
satu alternatif obat yang diharapkan mampu menghambat pertumbuhan sel

kanker payudara (Shawi et al., 2011).



1.2.

1.3.

1.4.

Rumusan Masalah

Apakah ekstrak daun Artemisia vulgaris dapat menghambat

proliferasi sel kanker payudara MCF-7?

Tujuan Penelitian

13.1

1.3.2

Tujuan Umum
Untuk membuktikan bahwa ekstrak daun Artemisia vulgaris

dapat diberikan sebagai pengobatan kanker payudara.

Tujuan Khusus
Untuk membuktikan bahwa ekstrak daun Artemisia vulgaris

dapat menghambat proliferasi sel kanker payudara MCF-7.

Manfaat Penelitian

14.1

1.4.2

Manfaat Akademik
Menciptakan teori baru bahwa ekstrak daun Artemisia

vulgaris sebagai pendekatan terapi kanker payudara.

Manfaat Praktis
Memberikan  informasi = bagi ~ masyarakat tentang
penggunaan ekstrak daun Artemisia vulgaris untuk

pengobatan kanker payudara.



BAB I

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Definisi Kanker Payudara
Kanker payudara atau breast cancer adalah neoplasma ganas yang
berasal dari parenchyma payudara. Kanker ini merupakan carcinoma yang
paling sering terjadi pada perempuan, dengan estimasi jumlah sekitar 22%
dari seluruh kanker yang diderita oleh perempuan. Kanker payudara menjadi
penyebab utama kematian perempuan oleh karena carcinoma. Kanker
payudara menempati urutan pertama penyakit neoplasma ganas di rumah

sakit sejak tahun 2004 — 2008 ( Depkes RI, 2009 ).

2.1.1 Etiologi kanker Payudara
Penyebab pasti kanker payudara sampai saat ini belum diketahui.
Kanker disebabkan oleh adanya genom abnormal yang terjadi karena ada
kerusakan gen yang mengatur pertumbuhan dan diferensiasi sel, tetapi
terdapat banyak faktor yang diperkirakan mempunyai pengaruh terhadap

terjadinya kanker payudara diantaranya ( LHS, 2009).

2.1.1.1 Faktor reproduksi
Karakteristik reproduktif yang berhubungan dengan risiko terjadinya
kanker payudara adalah nuliparitas, menarche pada umur muda,
menopause pada umur lebih tua, dan kehamilan pertama pada umur tua.
Risiko utama kanker payudara adalah bertambahnya umur. Diperkirakan,

periode antara terjadinya haid pertama dengan umur saat kehamilan


http://id.wikipedia.org/wiki/Reproduksi
http://id.wikipedia.org/wiki/Umur

pertama merupakan window of initiation perkembangan kanker payudara.
Secara anatomi dan fungsional, payudara akan mengalami atrofi dengan
bertambahnya umur. Kurang dari 25% kanker payudara terjadi pada masa
sebelum menopause sehingga diperkirakan awal terjadinya tumor terjadi

jauh sebelum terjadinya perubahan klinis ( LHS, 2009).

2.1.1.2 Penggunaan Hormon

Hormon estrogen berhubungan dengan terjadinya kanker payudara.
Laporan dari Harvard School of Public Health menyatakan bahwa terdapat
peningkatan kanker payudara yang signifikan pada para pengguna terapi
estrogen replacement. Suatu meta-analisis menyatakan bahwa walaupun
tidak terdapat risiko kanker payudara pada pengguna kontrasepsi oral,
wanita yang menggunakan obat ini untuk waktu yang lama mempunyai risiko
tinggi untuk mengalami kanker payudara sebelum menopause. Sel-sel yang
sensitif terhadap rangsangan hormonal mungkin mengalami perubahan

degenerasi jinak atau menjadi ganas ( LHS, 2009).

2.1.1.3 Penyakit Fibrokistik
Pada wanita dengan adenosis, fiboroadenoma, dan fibrosis, tidak ada
peningkatan risiko terjadinya kanker payudara. Pada hiperplasis dan
papiloma, risiko sedikit meningkat 1,5 sampai 2 kali. Sedangkan pada

hiperplasia atipik, risiko meningkat hingga 5 kali ( LHS, 2009 ).

2.1.1.4 Obesitas
Terdapat hubungan yang positif antara berat badan dan bentuk tubuh

dengan kanker payudara pada wanita pasca-menopause.Variasi terhadap


http://id.wikipedia.org/wiki/Anatomi
http://id.wikipedia.org/wiki/Menopause
http://id.wikipedia.org/wiki/Hormon
http://id.wikipedia.org/wiki/Estrogen
http://id.wikipedia.org/wiki/Oral
http://id.wikipedia.org/wiki/Penyakit
http://id.wikipedia.org/wiki/Obesitas

kekerapan kanker ini di negara-negara barat dan bukan barat serta
perubahan kekerapan sesudah migrasi menunjukkan bahwa terdapat

pengaruh diet terhadap terjadinya keganasan ini ( LHS, 2009).

2.1.1.5 Konsumsi Lemak
Konsumsi lemak diperkirakan sebagai suatu faktor risiko terjadinya
kanker payudara.Willet dkk.melakukan studi prospektif selama 8 tahun
tentang konsumsi lemak dan serat dalam hubungannya dengan risiko kanker

payudara pada wanita umur 34 sampai 59 tahun ( LHS, 2009).

2.1.1.6 Radiasi
Eksposur dengan radiasi ionisasi selama atau sesudah pubertas
meningkatkan terjadinya risiko kanker payudara. Dari beberapa penelitian
yang dilakukan disimpulkan bahwa risiko kanker radiasi berhubungan secara

linier dengan dosis dan umur saat terjadinya eksposur ( LHS, 2009).

2.1.1.7 Riwayat Keluarga dan Faktor Genetik

Riwayat keluarga merupakan komponen yang penting dalam riwayat
penderita yang akan dilaksanakan screening untuk kanker payudara.
Terdapat peningkatan risiko keganasan pada wanita yang keluarganya
menderita kanker payudara. Pada studi genetik ditemukan bahwa kanker
payudara berhubungan dengan gen tertentu. Apabila terdapat BRCA-1 dan
BRCA-2, yaitu suatu gen kerentanan terhadap kanker payudara, probabilitas
untuk terjadi kanker payudara sebesar 60% pada umur 50 tahun dan
sebesar 85% pada umur 70 tahun. Faktor usia sangat berpengaruh. Sekitar
60% kanker payudara terjadi di usia 60 tahun, sedangkan risiko terbesar

usia 75 tahun (LHS, 2009).
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2.1.2 Patofisiologi Kanker Payudara

Transformasi sel-sel kanker dibentuk dari sel-sel normal dalam suatu
proses rumit yang disebut transformasi, yang terdiri dari tahap inisiasi,
promosi, dan progresi. Pada tahap inisiasi terjadi suatu perubahan dalam
bahan genetik sel yang memancing sel menjadi malighansi. Perubahan
dalam bahan genetik sel ini disebabkan oleh suatu gen disebut karsinogen,
yang bisa berupa bahan kimia, virus, radiasi (penyinaran) atau sinar
matahari. Tetapi, tidak semua sel memiliki kepekaan yang sama terhadap
suatu karsinogen. Karsinogen harus merupakan mutagen yang dapat
menimbulkan mutasi pada gen. Apabila ditemukan suatu kesalahan, maka
basa-basa DNA yang terlibat akan dipotong dan diperbaiki. Namun, kadang
terjadi transkripsi dan tidak terdeteksi oleh enzim-enzim pengoreksi. Pada
keadaan tersebut, akan timbul satu atau lebih protein regulator yang akan
mengenali kesalahan tersebut dan menghentikan sel di titik tersebut dari
proses pembelahan. Pada titik ini, kesalahan DNA dapat diperbaiki, atau sel
tersebut akan diprogram untuk melakukan bunuh diri yang secara efektif
menghambat pewarisan kesalahan sel-sel keturunan. Jika sel tersebut
kembali lolos, maka kesalahan tersebut menjadi mutasi permanen dan akan
bertahan di semua sel keturunan dan masuk ke tahap irreversible (Sukardja,
2000).

Pada tahap promosi, kelainan genetik dalam sel atau bahan lainnya
yang disebut promotor, menyebabkan sel lebih rentan terhadap suatu
karsinogen. Promotor adalah zat non-mutagen tetapi dapat menaikkan
reaksi karsinogen dan tidak menimbulkan amplifikasi gen dan produksi copy

multiple gen. Suatu sel yang telah mengalami inisiasi akan berubah menjadi
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malignansi. Sel yang belum melewati tahap inisiasi tidak akan terpengaruh
oleh promosi. Oleh karena itu, diperlukan beberapa faktor untuk terjadinya
keganasan (gabungan dari sel yang peka dan suatu karsinogen) (Sukardja,
2000).

Pada tahap progresi, terjadi aktivasi, mutasi, atau hilangnya gen.
Pada progresi ini timbul perubahan benigna menjadi pra-maligna dan

maligna (Sukardja, 2000).

2.1.3 Stadium Kanker Payudara
Penentuan stadium yang paling banyak dianut saat ini ialah sistem
TNM yang direkomendasikan oleh UICC/AJCC. UICC adalah International
Union Against Cancer dari WHO. Tiga indikator utamanya ialah “T” yaitu
tumorsize atau ukuran tumor, “N” yaitu Node atau kelenjar getah bening
regional dan “M” yaitu metastasis atau penyebaran jauh. Penilaian dilakukan
sebelum dan sesudah operasi, serta melalui pemeriksaan histopatologi (PA):

a. T (Tumor size), ukuran tumor:

o TO: tidak ditemukan tumor primer

o T1: ukuran tumor diameter 2 cm atau kurang

o T2: ukuran tumor diameter antara 2-5 cm

o T3: ukuran tumor diameter > 5 cm

o T4: ukuran tumor berapa saja, tetapi sudah ada penyebaran ke

kulit dan atau dinding dada, dapat berupa borok, bengkak, kulit payudara
kemerahan atau ada benjolan kecil di kulit di luar tumor utama.

b. N (Node), kelenjar getah bening regional (kgb):

o NO: tidak terdapat metastasis pada kgb regional di ketiak/aksilla

) N1: ada metastasis ke kgb aksilla yang masih dapat digerakkan
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o N2: ada metastasis ke kgb aksilla yang sulit digerakkan
o N3: ada metastasis ke kgb di atas tulang selangka
(supraklavikula) atau pada kgb dimammary interna di dekat tulang sternum

c. M (Metastasis), penyebaran jauh:

o Mx: metastasis jauh belum dapat dinilai
o MO: tidak terdapat metastasis jauh
o ML1: terdapat metastasis jauh

Setelah masing-masing faktor T, N, M didapatkan, ketiga faktor tersebut
kemudian digabung dan didapatkan stadium kanker:
- Stadium 0: TO NO MO
- Stadium 1 : T1 NO MO
- Stadium [IA : TO N1 MO/ T1 N1 MO/T2 NO MO
- Stadium 11B : T2 N1 MO/ T3 NO MO
- Stadium 1A : TO N2 MO/ T1 N2 MO/T2 N2 MO/T3 N1 MO/T2 N2 MO
- Stadium [11B : T4 NO MO/T4 N1 MO/T4 N2 MO
- Stadium [IIC : Tiap T N3 MO

- Stadium IV : Tiap T-Tiap N —M1 (Heriadi, 2009)

2.1.4 Komplikasi Kanker Payudara
Ada beberapa komplikasi dari kanker payudara, yaitu terjadinya
gangguan neurovaskuler, fraktur patologi, dan fibrosis payudara. Akan tetapi,
komplikasi yang paling serius dari kanker payudara adalah metastase atau
penyebaran dari sel kanker ke jaringan tubuh yang lain, bisa melalui
pembuluh darah maupun limfatik. Kebanyakan sel kanker payudara

bermetastase ke otak, paru-paru, hati, tulang, dan kulit. Bila sel kanker
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sudah menyebar ke bagian tubuh yang lain, maka peluang untuk sembuh

sangat kecil, bahkan bisa menyebabkan kematian (Sjamsuhidayat, 2004).

2.2 Sel MCF-7

Sel MCF-7 merupakan salah satu model sel kanker payudara yang
banyak digunakan dalam penelitian. Sel ini pertama kali diisolasi pada
tahun 1970, diperoleh dari jaringan epitel payudara dengan titik metastasis
pleural effusion breast adenocarcinoma seorang wanita Kaukasian
berumur 69 tahun bergolongan darah O dengan RH positif. Akronim dari
MCF-7 yaitu Michigan Cancer Foundation-7.

Karakteristik sel ini antara lain resisten terhadap agen kemoterapi,
mengekspresikan reseptor estrogen (ER+), ekspresi berlebih Bcl-2, dan
tidak mengekspresikan caspase-3. Sel MCF-7 merupakan cell line
adherent, yang akan tumbuh melekat. Sel ini dapat ditumbuhkan pada
media mengandung RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium) atau
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), FBS (Fetal Bovine Serum),

dan antibiotik antimikotik.

2.3 Kultur Sel

Kultur sel telah banyak digunakan dalam berbagai aplikasi ilmiah saat
ini, seperti genetika, biologi molekuler, dan teknik kultur jaringan. Kultur sel
dimulai pertama kali pada abad ke-20 sebagai pembelajaran tingkah laku
sel hewan yang bebas dari sistem variasi yang mungkin meningkat secara
in vivo selama homeostasis normal dan dibawah tekanan dari sebuah
percobaan (Freshney 2005). Kultur sel merupakan pertumbuhan sel yang
dikembangkan secara in vitro dengan lingkungan yang disesuaikan seperti

dalam tubuh manusia atau hewan. Teknik in vitro ini dapat digunakan
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dalam regulasi kandungan spesifik pada konsentrasi, waktu terpapar, dan
tingkat metabolisme (Freshney 2005).

Keuntungan kultur sel dalam pengujian sitotoksik obat adalah
karakteristik sel yang digunakan homogen, lingkungan hidup kimia fisika
(pH, suhu, tekanan osmotik, CO,, dan O,) dapat dikontrol, serta biaya lebih
ekonomis (Freshney 2005). Keterbatasan dalam kultur sel yaitu diperlukan
teknik aseptik dalam menangani kultur sel, serta dibutuhkan keterampilan
dan pemahaman yang mendalam bagi peneliti untuk menganalisis
permasalahan yang terjadi dalam kultur sel. Sel yang dikultur dapat
terdiferensiasi, sel akan kehilangan sifat fenotip dari sel yang diisolasi,
serta sel mengalami ketidakstabilan menyebabkan heterogenitas dalam
pertumbuhan dan terjadi variasi ketika sel disubkultur.

Sel yang digunakan dalam kultur berasal dari jaringan asli yang
ditransformasi dalam laboratorium. Sel asli yang diambil dari jaringan atau
organ merupakan sel primer. Sel primer adalah sel normal yang diambil
dari jaringan normal, bukan jaringan tumor. Sel primer akan ditransformasi
menjadi sel tumor yang dibutuhkan untuk percobaan dengan beberapa
cara, diantaranya dipaparkan dengan karsinogen kimia, radiasi ion, serta
dengan transfeksi retrovirus atau DNA virus tumor. Transformasi sel primer
dapat juga terjadi secara spontan. Sel primer memiliki waktu hidup yang
terbatas dan mungkin menunjukkan beberapa karakteristik seperti
penurunan protein dan sintesis DNA. Sel yang ditransformasi terkadang
memiliki waktu hidup yang tak terbatas disebut dengan immortal cell atau

countinous cell. Waktu hidup sel yang tidak terbatas membuat sel akan
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terus-menerus membelah, serta proses tersebut membuat sel secara
terus-menerus dapat dikultur.

Teknik aseptik dalam kultur sel sangat dibutuhkan untuk mengurangi
kontaminan, serta untuk melindungi kultur sel dan pekerja. Adanya
mikroorganisme seperti bakteri ataupun jamur yang berada di dalam kultur
sel dapat menghambat pertumbuhan kultur sel. Penggunaan laminar flow
cabinet sangat penting dalam kultur sel, selain itu dibutuhkan alat-alat dan
media yang steril. Alat-alat yang digunakan dalam kultur sel disterilkan
dalam autoklaf pada suhu 121°C tekanan 1 atm selama 20 menit. Selain
itu, untuk menjaga lingkungan kultur sel, laminar flow cabinet dibersihkan
terlebih dahulu sebelum digunakan dengan menggunakan alkohol 70%,
serta lingkungan disekitar kultur sel dijaga dengan bunsen.

Siklus Sel

Adanya stimulus eksternal seperti growth factor, mengawali siklus
sel. Growth factor tersebut memasuki G1, satu sel akan mengalami
replikasi sampai akhir G1 kemudian growth factor akan menetap menjadi
growth factor induced signal atau menjadi growth factor inhibitor seperti
TGF-B. Mitogen dan growth factor menginduksi sel untuk memasuki siklus
sel melalui kontrol point G1 restriction point (Kumar, 2007).

Selanjutnya proses pembelahan sel akan diteruskan melalui tahapan
yang disebut siklus sel. Tahapan-tahapan dalam siklus sel antara lain G1
(presynthetic) yaitu sel menyiapkan diri untuk sintesis DNA dan biosintesis
RNA dan protein. Selanjutnya adalah fase S (DNA Synthesis) yaitu
replikasi DNA dan sintesa histone, pada fase akhir DNA mengandung sel

ganda dan replikasi kromosom. Kemudian fase G2 (premitotic) yaitu sel
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menyiapkan diri untuk membelah, replikasi kompleks DNA dengan protein
dan biosintesis. Dilanjutkan dengan fase M yaitu saat pembelahan inti dan
sitoplasma menjadi 2 sel (Kumar, 2007).

Sel keluar masuk ke dalam siklus sel dikontrol oleh perubahan
tingkatan dan aktivitas protein yang disebut cyclins. Protein yang
berhubungan dengan siklus sel yaitu cyclins dependent kinase (CDKs) dan
Cyclin—dependent kinase inhibitor (CKIs). Cyclins tersebut sangat penting
untuk signal transduksi dan koordinasi pada tiap tahapan siklus sel.
Sintesis dan degradasi dari CDKs diatur oleh ikatan CDK inhibitors.
Adanya checkpoints (G1—S dan G2—M) penting untuk pengaturan dalam
siklus sel dimana menahan siklus sel bila terjadi kerusakan DNA supaya
tidak terjadi replikasi (Macdonal, 2005).

Checkpoint juga berfungsi untuk merespon sel terhadap kerusakan
DNA, proses ini sangat penting untuk menjaga integritas sel/genom.
Terdapat beberapa checkpoints dalam siklus sel, yaitu: G1 checkpoint
untuk pada fase S, G2 checkpoint menahan siklus sel sebagai respon
kerusakan DNA yang tidak replikasi selama fase S, dan M checkpoint
untuk menginaktitfkan chromosomal segregation sebagai respon dari
misalignment pada mitosis sel.

Adapun komponen dari checkpoint adalah protein yang beraksi
sebagai sensor kerusakan DNA, signal transducer atau effector.
Gangguan dari fungsi checkpoint akan mengakibatkan mutasi yang dapat

menginduksi karsinogenesis (Macdonal, 2005).
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Mekanisme Proliferasi Sel

Sel baru yang terbentuk di dalam jaringan ditentukan oleh kecepatan
proliferasinya. Peningkatan jumlah sel dalam populasi tertentu dapat terjadi
karena peningkatan proliferasi. Sedangkan yang lainnya dikarenakan
penurunan apoptosis atau diferensiasi sel (Pecorico, 2005).

Differensiasi sel pada fase GO (resting/istirahat) memungkinkan
berproliferasi bila diperlukan, bila terjadi stimulasi akan terjadi proliferasi
dengan memasuki siklus G1. Ada beberapa faktor yang menstimulasi
proliferasi sel antara lain, faktor pertumbuhan intrinsik, jejas, kematian dan
kerusakan sel, mediator biokimiawi dari lingkungan (Pecorico, 2005).

Stimulus yang berlebihan akan menyebabkan pertumbuhan sel yang
tidak terkendali atau terjadinya kanker. Penginduksian pertumbuhan sel
dihubungkan dengan pemendekan siklus sel pada fase GO sampai sel
memasuki siklus sel. Pada fase GO sampai memasuki siklus sel terdapat
penghambatan fisiologis untuk terjadinya proliferasi sel. Pertumbuhan sel
dapat dicapai dengan memperpendek atau memperpanjang siklus sel.

(Pecorico, 2005).

Tumbuhan Suket Gajahan (Artemisia vulgaris)
Klasifikasi Tumbuhan Suket Gajahan

Kingdom: Plantae

Super Divisi: Spermatophyta

Divisi: Magnoliophyta

Kelas: Magnoliopsida

Sub Kelas: Asteridae

Ordo: Asterales
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Famili: Asteraceae
Genus: Artemisia

Spesies: Artemisia vulgaris (Igbal, 2011).

2.5.2 Morfologi dan Habitat Tumbuhan Artemisia Vulgaris

Gambar 2.1 Suket Gajahan

Tumbuhan suket gajahan merupakan tumbuhan liar yang tumbuh di
lapangan terbuka. Tanaman ini tersebar luas di seluruh dunia yang terdiri
dari lebih 800 spesis, dengan ketinggian 50-150 cm, berwarna hijau dan
berbunga. Daun tumbuhan suket gajahan (Artemisia vulgaris L.)
berdasarkan laporan penelitian sebelumnya mengandung senyawa
saponin, flavonoida, polifenol. Di pulau Sumatera tumbuhan ini disebut
tumbuhan Baru Cina, dan di Maluku disebut Kolo. Tumbuhan ini dikenal
tidak hanya sebagai tanaman yang bisa di makan, kebanyakan sebagai
bumbu dan sebagai sumber obat-obatan tradisional (Judzentienedan

Buzelyte, 2006).
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Karakteristik Fitokimia Artemisia v. dan Biomekanisme Eupatilin
Minyak menguap (Phellandrene, cadinene, thujvl alkohol), alfa-amirin,
fernenol, dehydromatricaria  ester, cineole, Terpinen-4-ol, beta-
karyophyllene, 1-quebrachitol). Akar dan batang mengandung Inulin
(mengandung artemose), cabang kecil: Oxytocin, yomogi alcohol, dan
ridentin. Daun mengandung skopoletin dan isoskopoletin (Igbal M, 2011).
Selain itu daun Artemisia vulgaris juga mengandung 2-(3,4-
Dimethoxyphenyl)-5,7-dihydroxy-6-methoxychromen-4-one atau bisa
disebut eupatilin. Menurut penelitian terdahulu, terdapat zat eupatilin rata-
rata sebesar 43,8 mg per 100g daun dari genus Artemisia (Ryu S, 2008).
Zat aktif Eupatilin dapat menghambat proliferasi sel kanker melalui
mekanisme penghambatan fase G2/M pada siklus sel. Dengan
dihambatnya fase tersebut, maka pertumbuhan sel kanker yang tidak

terkontrol diharapkan tidak akan terjadi (Kim et al., 2005).
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KERANGKA PIKIR DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Pikir
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Tumbuhan suket gajahan merupakan tumbuhan liar yang tumbuh di
lapangan terbuka. Tanaman ini tersebar luas di seluruh dunia yang terdiri dari
lebih 800 spesis, dengan ketinggian 50—-150 cm, berwarna hijau dan berbunga.
Daun tumbuhan suket gajahan (Artemisia vulgaris L.) berdasarkan laporan
penelitian sebelumnya mengandung senyawa saponin, flavonoida, polifenol,
eupatilin. Didalam ekstrak daun Artemisia vulgaris terdapat kandungan zat
eupatilin. Menurut penelitian terdahulu, zat eupatilin mampu menghambat
proliferasi sel kanker melalui mekanisme G2/M phase cell cycle arrest. Dengan
dihambatnya fase tersebut, maka pertumbuhan massa sel kanker yang tidak

terkontrol diharapkan tidak terjadi.

3.2 Hipotesis
Ekstrak daun suket gajahan (Artemisia vulgaris) dapat menghambat

proliferasi sel kanker MCF-7.
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METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian
Penelitian  ini menggunakan desain eksperimen murni (true
experimental) yang dikerjakan di laboratorium secara in vitro dengan
menggunakan rancangan percobaan Randomized Group Post Test Only
Design.

Skema Penelitian

Kultur Sel Kanker Payudara (MCF-7)

Penanaman Sel ke wells plate

v %

-
Kelompok Pemberian ekstrak dengan 9 dosis dalam satuan pg/mL:
Kontrol 19,53125; 39,0625; 78,125; 156,25;
312,5; 625; 1250; 2500; 5000
\

I I
y

4 A
Indeks Viabilitas Sel

(MTT Assay)

\

Analisis Data
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4.2 Populasi dan Sampel
Sampel penelitian adalah sel kanker payudara manusia dari kultur sel
kanker payudara MCF7 cell line. Perhitungan besarnya pengulangan adalah:
(t-1) (r-1) 215
Keterangan:
t =jumlah perlakuan
r sjumlah ulangan (Hanafiah, 2005)
Pada penelitian ini t = 10 sehingga jumlah pengulangan adalah:
(10-1) (r-1) =15
r-1215:9
r=167+1=2,67 (Dibulatkan menjadi 3)

Penelitian ini dilakukan sebanyak 3 pengulangan

4.3 Variabel Penelitian

4.3.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah ekstrak kasar (tanpa proses
isolasi) etanol daun Artemisia vulgaris pada dosis 19,53125ug/mL;
39,0625ug/mL; 78,125ug/mL; 156,25ug/mL; 312,5ug/mL; 625ug/mL; 1250ug/mL;
2500ug/mL; 5000 pg/mL.
4.3.2 Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah proliferasi sel melalui viabilitas
sel yang terlihat pada MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide) assay.



23

4.4 Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian akan dilakukan di Laboratorium Farmakologi Fakultas

Kedokteran Universitas Brawijaya Malang dan LPPT Jogja

4.5 Bahan dan Alat
4.5.1 Bahan
A. Bahan untuk kultur sel kanker payudara (MCF7 cell line)
Sel kanker payudara (MCF-7 cell line) diperoleh dari Laboratorium
Biomedik FKUB, RPMI Penisilin-Streptomisin, FBS (Fetal Bovine Serum),
L-Glutamine, Natrium bikarbonat, HCI, Tripsin-EDTA.
B. Bahan untuk ekstraksi daun Artemisia vulgaris
Daun Artemisia vulgaris diperoleh dari Unit Pelaksana Teknis

(UPT) Materia Medika Batu, Malang, Jawa Timur.

4.5.2 Alat
Alat-alat yang digunakan adalah sebagai berikut :

A. Peralatan kultur sel kanker payudara (MCF-7 cell line)

e Laminar air flow e stirermagnetik

e autoclave e timer

o flask kultur e inkubator

e sentrifus dan alat vortex e spuit

o mikropipet e membrane filter 0,2m
e shaker e falcon

e Dbeacker glass e Dbluetip

o eppendorf e white tip

e disposable pipet o yellow tip

e sumuran (well culture) e neraca analitik

e cover glass e Mikroskop inverted




B. Peralatan ekstraksi
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Satu set evaporator
Mortar

Labu destilasi

Gelas ekstraksi 250 ml
Neraca analitik
Pendingin spiral

Bak

Water bath
Sumberlistrik
Metanol
Aquades
Selang plastik

C. Peralatan pengukuran apoptosis dan proliferasi sel kanker payudara

Untuk pengukuran proliferasi menggunakan MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-

2-y)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) Assay Kkit.

4.6 Definisi Operasional

A. Viabilitas sel adalah kemampuan sel untuk bertahan hidup, berkembang

dan berproliferasi. Pada penelitian ini, viabilitas sel diukur dengan MTT

assay, yaitu uji colorimetric standar yang mengukur perubahan warna

untuk mengukur pertumbuhan sel. MTT adalah senyawa yang berubah

menjadi ungu di dalam mitokondria hidup. Reduksi hanya terjadi apabila

enzim reduktase yang diproduksi mitokondrial aktif, sehingga perubahan

tersebut berkaitan dengan sel hidup.

B. Sel MCF-7 merupakan salah satu model sel kanker payudara yang

banyak digunakan dalam penelitian. Sel ini pertama kali diisolasi pada

tahun 1970, diperoleh dari jaringan epitel

payudara dengan titik

metastasis pleural effusion breast adenocarcinoma seorang wanita
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Kaukasian berumur 69 tahun bergolongan darah O dengan RH positif.
Akronim dari MCF-7 yaitu Michigan Cancer Foundation-7.
Karakteristik sel ini antara lain resisten terhadap agen kemoterapi,
mengekspresikan reseptor estrogen (ER+), ekspresi berlebih Bcl-2, dan
tidak mengekspresikan caspase-3. Sel MCF-7 merupakan cell line
adherent, yang akan tumbuh melekat. Sel ini dapat ditumbuhkan pada
media mengandung RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium) atau
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), FBS (Fetal Bovine Serum),
dan antibiotik antimikotik.

C. Suket gajahan yang dipakai adalah jenis Artemisia vulgaris. Suket
gajahan dideterminasi dan diperoleh dari Unit Pelaksana Teknis (UPT)
Materia Medika Batu, Jawa Timur. Selanjutnya suket gajahan ini

diekstrak dengan pelarut etanol.

4.7 Prosedur Penelitian

4.7.1.1 Cell Thawing
1. Persiapkan DMEM, yaitu 3 ml medium dalam conical tube
2. Ambil cryo tube berisi sel dari freezer
3. Cairkan suspensi dalam suhu ruangan hingga mencair
4. Ambil suspensi dengan mikropipet 1 ml dan masukan ke dalam medium
5. Tutup conical tube dan sentrifugasi selama 5 menit
6. Semprot conical tube dengan alkohol

7. Tambahkan 4ml medium baru, resuspensi hingga homogen.

4.7.1.2 Kultur Sel Kanker Payudara MCF-7 (Johansson et al., 2009):

A. Sel MCF-7 dipanen dengan Tripsin-EDTA
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Sel MCF-7 di-sentrifuge 1500 rpm selama 8 menit

Supernatan dibuang, kemudian pelet diresuspensi dengan
medium kultur (RPMI) yang sudah ditambahkan serum

Sel ditanam pada well dan diinkubasi 37°C, 95 % udara, 5 % CO,,

100% kelembaban selama 3 hari

4.7.2 Proses Ektraksi daun Artemisia vulgaris

47.2.1 Proses Ekstraksi

1.

4.7.2.2

1.

Daun suket gajahan dicuci lalu dikeringkan

Lalu dihaluskan dengan diblender.

Ditimbang 100 gram dengan timbangan analitik.

Bungkus daun suket gajahan yang telah halus dengan
menggunakan kertas saring.

Rendam dalam ethanol dan inapkan semalam (+ 12 jam).
Kemudian diteteskan pada beaker glass 20x/menit.

Tambahkan ethanol lagi sampai air ekstrak jernih.

Hasil siap dievaporasi.

Proses Evaporasi

Pasang evaporator pada tiang permanen agar dapat digantung
dengan kemiringan 30-40° terhadap meja.

Hasil ekstraksi dimasukkan dalam labu ekstraksi.

Satu set al.at evaporasi diletakkan sedemikian rupa sehingga
sebagian labu ekstraksi terendam aquades pada water bath.

Water bath dihubungkan dengan sumber listrik dan dinaikkan

suhunya sampai 70° C (sesuai dengan titik didih etanol).
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5. Ditunggu proses berjalan (pengembunan dan pemisahan di

pendingin) sampai hasil evaporasi tersisa dalam labu ekstraksi.

4.7.2 Metode MTT Assay

1.

Siapkan sel 20.000 sel pada 100 uL media tiap sumuran dalam suatu
96 piringan sumur.

Inkubasi (37C, 5% CO2) 24 jam untuk mendapatkan pertumbuhan
yang baik

Medium diganti dengan yang baru

Tambahkan 100uL ekstrak daun suket gajahan terlarut berbagai
dosis pada tiap-tiap sumuran. Tempatkan pada meja kocok, 150 rpm
selama 5 menit supaya tercampur ke media seluruhnya

Inkubasi (37C, 5% C0O2) selama 24 jam sehingga obat memberikan
efek

Pada akhir inkubasi,media dan ekstrak dibuang kemudian sel dicuci
dengan PBS

Pada masing-masing sumuran,ditambahkan 100 uL media kultur dan
10 uL dari 5 mg/mL MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) pada
masing-masing sumuran. Tempatkan pada mejak kocok, 150 rpm
selama 5 menit supaya MTT tercampur ke media seluruhnya

Inkubasi (37C, 5% CO2) selama 4 jam sehingga MTT
termetabolisme sampai berwarna ungu

Keluarkan media (keringkan dengan tissue untuk menghilangkan

residu bila penting)
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10. Tambahkan 100 uL pelarut MTT. Tempatkan pada meja kocok, 150
rpm selama 5 menit supaya tercampur ke media seluruhnya
11. Simpan pada temperature ruangan di tempat gelap selama 4 jam

12. Baca melalui ELISA reader atau rekam absorbansi pada 550 nm.

13. Analisis data

4.8 Jadwal Kegiatan

Bulan 1 Bulan 2 Bulan 3

No Kegiatan

Tahap Persiapan

1. | Mengurus ethical
clearance penelitian

2. | Mengurus perijinan
laboratorium

3. | Belanja alat dan bahan
penelitian

Tahap Pelaksanaan

1. | Ekstraksi Daun Artemisia
vulgaris

2. | Kultur sel kanker
payudara (MCF-7)

3. | Pengukuran viabilitas
sel(proliferasi)

4. | Analisis data

Tahap Penyelesaian

1. | Penyusunan laporan akhir

4.8 Analisis Data

Data indeks jumlah viabilitas sel dilakukan uji normalitas. dan dilakukan
uji normalitas data dan uji varian. Bila sebaran data normal dan varian data
sama, uji hipotesis one way anova. Jika tidak sama, digunakan Kruskal Wallis.

Setelah itu dilakukan uji korelasi Spearman. Penelitian ini bermakna bila nilai p <
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0,05 (Hanafiah, 2005). Seluruh teknis pengolahan data dianalisis secara
komputerisasi dengan menggunakan Software Statistical Product and Service

Solution (SPSS) seri 17.
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BAB V

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1 Hasil Penelitian

Pada penelitian ini, menggunakan sampel sel kanker payudara MCF-7
yang telah dibekukan dan disimpan dalam inkubator di LPPT Jogja. Karena
MCF-7 dalam keadaan beku, Thawing sel dilakukan lebih dahulu. Kemudian
MCF-7 disubkultur hingga beberapa kali agar mendapatkan jumlah sel yang
diperkirakan cukup untuk melakukan penelitian. Sel kanker kemudian ditanam
dalam 96 well plate dan dilakukan MTT assay. Penelitian ini didapatkan data
hasil penelitian, untuk masing-masing kelompok kontrol dan perlakuan. Penelitian
ini terdiri dari kelompok kontrol tanpa pemberian ekstrak daun suket gajahan dan
kelompok perlakuan dengan sembilan dosis berbeda dari ekstrak daun suket

gajahan selama 24 jam yaitu:

1. 19,53125 pg/ml
2. 39,0625 ug/ml
3. 78,125 pg/ml
4. 156,25 pg/ml
5. 312,5 pg/mi

6. 625 ug/ml

7. 1250 pg/ml

8. 2500 pg/ml

9. 5000 pg/ml
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Penentuan dosis memakai seri dosis dengan rentang dosis yang lebar
karena belum ada penelitian yang menggunakan daun suket gajahan (Artemisia
vulgaris) terhadap sel kanker payudara MCF-7. Data hasil pengamatan pada
kelompok kontrol dan sembilan kelompok uji yang masing-masing diberikan

ekstrak etanol daun suket gajahan dapat dilihat pada tabel induk (lampiran 1).

5.1.1 Hasil Viabilitas Sel

Pengukuran viabilitas sel dilakukan ke seluruh kelompok dengan
menggunakan ELISA reader. Hasil pengukuran rata-rata viabilitas sel pada
masing-masing kelompok ditampilkan pada tabel 1. Gambaran mikroskop pada

sel MCF-7 ditampilkan pada gambar 5.2.

Tabel 1. Hasil perhitungan dan statistika rata-rata viabilitas sel pada sel MCF-7.

Dosis Mean SD
Kontrol 1,053 +0,024
19,53125 0,995 +0,038 Keterangan :
39,0625 0,866 +0,052 Dosis : konsentrasi ekstrak
daun suket gajahan.
873 Bpensd Ul Mean : rata-rata dari
persentase viabilitas sel
156,25 0,861 10,019 dengan 3 kali pengulangan.
312,5 0,601 +0,047 SD : Standard Deviation
625 0,164 +0,006
1250 0,139 +0,002
2500 0,155 +0,003
5000 0,185 +0,002
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Perhitungan viabilitas sel memberikan hasil :
1. Pada kelompok kontrol diperoleh viabilitas sel rata-rata sebesar 1,053
2. Pada kelompok uji dosis 19,53125 pg/ml, sebesar 0,995
3. Pada kelompok uji dosis 39,0625 pg/ml, sebesar 0,866
4. Pada kelompok uji dosis 78,125 pg/ml, sebesar 0,848
5. Pada kelompok uji dosis 156,25 pg/ml, sebesar 0,861
6. Pada kelompok uji dosis 312,5 pg/ml, sebesar 0,601
7. Pada kelompok uji dosis 625 pg/ml, sebesar 0,164
8. Pada kelompok uji dosis 1250 pg/ml, sebesar 0,139
9. Pada kelompok uji dosis 2500 ug/ml, sebesar 0,155
10. Pada kelompok uji dosis 5000 ug/ml, sebesar 0,185
Perbedaan rata-rata viabilitas sel kanker payudara MCF-7 secara
keseluruhan pada setiap perlakuan juga dapat digambarkan dalam
bentuk grafik berikut:
Viabilitas
1.2
1
0.8
0.6
0.4
M Viabilitas
0.2
0
AN \S N A N N \S AN A S
& @ & & & & & & o o
LN SN SO SIION ST SIS S SR S
NN O S
N

Gambar 5.1 Grafik rata-rata indeks viabilitas pada sel kanker payudara MCF-7
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2500 pg/ml

5000 pg/ml

Gambar 5.2 Gambar Morfologi Sel Kanker Payudara MCF-7 dengan dan

Tanpa Ekstrak

5.2 Analisis Data

5.2.1 Uji Normalitas dan Homogenitas Data

Dalam perhitungan hasil penelitian ini digunakan batas kepercayaan 95%.
Uji statistik data menggunakan One-way ANOVA karena dalam penelitian ini data
yang digunakan bersifat rasio serta memiliki satu variabel dependen dan satu
variabel independen dengan beberapa kelompok berbeda (dosis ekstrak daun

suket gajahan).
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Uji normalitas data viabilitas sel dengan  uji Saphiro-Wilk, dan
menunjukkan bahwa data terdistribusi normal (lampiran 2). Sedangkan uji
homogenitas varian menunjukan bahwa data tidak homogen. Olah karena data
menunjukkan data tidak homogen, maka dari itu perlu dilakukan transformasi
data. Setelah melakukan transformasi data, data tetap tidak homogen, sehingga
sebagai alternatif peneliti menggunakan uji Kruskal-wallis. Data ini dapat dilihat di

tabel yang ada di lampiran 3.

5.2.2 Analisa Kruskal-Wallis

Karena setelah melakukan transformasi data, data tetap tidak homogeny,
sehingga sebagai alternatif, peneliti, menggunakan uji Kruskal-wallis. Analisis
yang dilakukan dengan uji Kruskal-wallis memberikan hasil p = 0.001 (p < 0,05)
antara kelompok kontrol dan kelompok uji sehingga dapat disimpulkan bahwa
paling tidak terdapat perbedaan viabilitas sel yang signifikan antara dua

kelompok.

5.2.3 Uji Korelasi

Untuk mengetahui besarnya hubungan dan pengaruh dari pemberian
ekstrak daun sudamala terhadap viabilitas sel MCF-7, maka digunakan uji
korelasi Spearman (lampiran 7). Berdasarkan hasil analisis tersebut dapat
diketahui bahwa pada analisis korelasi diperoleh signifikansi 0,000 (p < 0,05)
yang menunjukkan bahwa korelasi antara pemberian ekstrak daun suket gajahan
terhadap viabilitas sel pada sel kanker MCF-7 adalah bermakna. Nilai korelasi
Spearman sebesar -0,904 menunjukkan bahwa arah korelasi positif dengan
kekuatan korelasi yg sangat kuat sehingga semakin meningkat pemberian dosis

ekstrak maka viabilitas sel pada sel MCF-7 cenderung menurun.



BAB VI

PEMBAHASAN

Kanker payudara atau breast cancer adalah neoplasma ganas yang berasal dari
parenchyma payudara. Kanker ini merupakan carcinoma yang paling sering terjadi pada
perempuan, dengan estimasi jumlah sekitar 22% dari seluruh kanker yang diderita oleh
perempuan. Kanker payudara menjadi penyebab utama kematian perempuan oleh karena
carcinoma.

Berdasarkan penggunaan daun suket gajahan sebagai antikanker secara empiris,
maka dilakukan penelitian ini sebagai salah satu usaha untuk membuktikan kebenaran
penggunaan (evidence based) daun suket gajahan sebagai anti kanker khususnya kanker
payudara. Antiproliferatif adalah proses penting untuk menjaga homeostasis dari sel.
Banyak obat kemoterapi pada sel kanker, yang mekanismenya menghambat viabilitas sel.
Pada penelitian-penelitian sebelumnya, diketahui bahwa zat eupatilin mampu menghambat
pertumbuhan dari sel kanker (Kim et al.., 2005b; Lee et al.., 2008). Eupatilin (5,7-dihydroxy-
3',4', 6-trimethoxyflavone) adalah salah satu flavonoid. Penelitian terdahulu menunjukkan
bahwa eupatilin mampu menghambat viabilitas sel pada sel kanker payudara MCF10A.
Mekanisme pada penelitian tersebut menunjukkan bahwa zat eupatilin mampu menghambat
proliferasi sel kanker melalui mekanisme G2/M phase cell cycle arrest (Shawi et al., 2011).

Pada penelitian sebelumnya, zat eupatilin telah diteliti dan ada pada daun Artemisia
princeps yang berasal dari beberapa tempat. Penelitian itu menjelaskan bahwa kandungan
zat eupatilin yang ada pada daun tersebut rata-rata sekitar 43,8mg per 100g daun. Zat
eupatilin bisa mungkin tidak ada atau sebanyak 228mg. Hal tersebut dikarenakan tumbuhan
tersebut tumbuh di tempat yang berbeda sehingga memiliki variasi kandungan zat.

Berdasarkan hal tersebut, diduga bahwa daun suket gajahan yang mengandung zat

eupatilin juga memiliki potensi untuk menurunkan viabilitas sel pada sel kanker payudara
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MCF-7. Penelitian ini menggunakan dosis ekstrak etanol daun suket gajahan 9 dosis. Hasil
pengamatan dengan ELISA reader menunjukkan bahwa ekstrak daun suket gajahan untuk
menghambat viabilitas sel menunjukkan hasil yang sangat menarik. Hasil uji Kruskal-Wallis
menunjukkan bahwa penurunan viabilitas sel bernilai signifikan (p = 0,01). Dari hasil analisis
data dapat diketahui bahwa terdapat perbedaan antara kontrol dengan dosis perlakuan.
Dosis 312,5 ug/mL ekstrak memberikan perbedaan yang signifikan dibanding dengan
kelompok lain.

Hal ini mungkin berkaitan dengan zat eupatilin yang terkandung dalam daun suket
gajahan (Artemisia vulgaris) mampu menghambat proliferasi sel kanker melalui mekanisme
G2/M phase cell cycle arrest (Shawi et al., 2011). Pada penelitian sebelumnya, zat aktif
Eupatilin juga dapat menghambat proliferasi sel kanker melalui mekanisme penghambatan
siklus sel. Tahapan-tahapan dalam siklus sel antara lain G1 (presynthetic) yaitu sel
menyiapkan diri untuk sintesis DNA dan biosintesis RNA dan protein. Selanjutnya adalah
fase S (DNA Synthesis) yaitu replikasi DNA dan sintesis histon, pada fase akhir DNA
mengandung sel ganda dan replikasi kromosom. Kemudian fase G2 (premitotic) yaitu sel
menyiapkan diri untuk membelah, replikasi kompleks DNA dengan protein dan biosintesis.
Dilanjutkan dengan fase M yaitu saat pembelahan inti dan sitoplasma menjadi 2 sel (Kumar,
2007). Eupatilin menghambat siklus sel melalui penghambatan fase G2/M pada siklus sel
(Kim et al. ,2005). Dari hal tersebut dapat disimpulkan bahwa eupatilin menghambat siklus
sel kanker MCF-7 melalui penghambatan fase G2/M. Menurut Kim DH et al. (2011) eupatilin
menghasilkan peningkatan yang signifikan dalam ekspresi p21 sehingga mengalami cell
cyle arrest. Menurut Jae HC et al. (2011) eupatilin secara signifikan mampu mengurangi
VEGF sehingga menghambat proses angiogenesis.

Ekstrak daun suket gajahan adalah ekstrak yang menarik karena variasi aktivitas
biologinya khususnya anti kankernya. Hal ini perlu diteliti lebih lanjut apakah penurunan
viabilitas sel oleh ekstrak daun suket gajahan dikarenakan oleh eupatilin itu sendiri atau

merupakan efek gabungan atau multiple agents yang terkandung didalamnya. Namun
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penelitian lebih lanjut diperlukan apakah kematian pada sel kanker disebabkan oleh
mekanisme anti proliferasi sel atau mekanisme lain seperti aktivitas apoptosis.

Dalam penelitian ini telah dapat diketahui bahwa penurunan viabilitas sel mulai
meningkat sejak pemberian ekstrak daun suket gajahan (Artemisia vulgaris) kadar 19,53125
ug/mL pada sel MCF-7. Namun masih belum diperoleh dosis optimal yang bila ditingkatkan

tidak memberi efek lebih baik dan memiliki efek samping minimal.



BAB 7

PENUTUP

7.1 Kesimpulan

1. Ekstrak daun suket gajahan (Artemisia vulgaris) dapat menghambat proliferasi sel
pada sel MCF-7.
2. Peningkatan dosis dari ekstrak daun suket gajahan (Artemisia vulgaris) mampu

menurunkan viabilitas sel pada sel MCF-7.

7.2 Saran

1. Perlu diteliti lebih lanjut apakah penurunan viabilitas sel pada sel MCF-7 oleh ekstrak
daun suket gajahan adalah dikarenakan eupatilin itu sendiri atau merupakan efek
gabungan senyawa yang terkandung di dalamnya.

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang mekanisme molekular yang berperan

dalam penurunan viabilitas sel.
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LAMPIRAN

1. Hasil Pewarnaan MTT assay

2. Hasil Pembacaan ELISA reader
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3. Tes Normalitas

Tests of Normality

Dosis Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Ekstrak
(ng/ml) Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Viabilitas Sel  Kontrol Sel .287 3 .929 3 .485
19,53125 .288 3 .929 3 484
39,0625 324 3 877 3 315
78,125 .307 3 .904 3 .398
156,25 .195 3 .996 3 .884
312,5 .184 3 .999 3 .930
625.00 .356 3 .818 3 157
1250.00 .292 3 .923 3 463
2500.00 314 3 .893 3 .363
5000.00 .365 3 797 3 .107
4. Tes Homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
Viabilitas Sel
Levene Statistic dfl df2 Sig.
2.976 9 20 -020]
5. Tes One-Way ANOVA
ANOVA
Viabilitas Sel
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 4.035 9 448 479.493 .000]
Within Groups .019 20 .001
Total 4.053 29
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6. Kruskal-Wallis Test

Ranks
Dosis Ekstrak
(ng/ml) Mean Rank
Viabilitas Sel Kontrol Sel 3 28.67
19,53125 3 26.33
39,0625 3 20.33
78,125 3 19.00
156,25 3 20.67
312,5 3 14.00
625.00 3 9.00
1250.00 3 2.50
2500.00 3 6.00
5000.00 3 8.50
Total 30

Test Statistics®?

Viabilitas Sel
Chi-Square 27.327
df 9
Asymp. Sig. .001

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Dosis

Ekstrak (ug/ml)
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7. Uji Korelasi Spearman

Correlations

Dosis Ekstrak

Viabilitas Sel (ug/ml)
Spearman's rho Viabilitas Sel Correlation Coefficient 1.000 -.904
Sig. (2-tailed) .000
N 30 30
Dosis Ekstrak (ug/ml)  Correlation Coefficient -.904" 1.000
Sig. (2-tailed) .000
N 30 30

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