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Aktivitas Ekstrak Mentimun Laut Stichopus horrens dalam 

Menginduksi p53-Independent Apoptosis pada Sel HeLa  
 

Isna N.F., Widodo, M. Rifa’i 

Jurusan Biologi, Fakultas MIPA, Universitas Brawijaya, Malang 

 

Abstrak 

 

Sel kanker merupakan sel yang berproliferasi dengan cepat dan 
tidak terkendali karena adanya perubahan genetik. Stichopus horrens 

diketahui mengandung senyawa aktif yang dapat menginduksi kematian 

sel (apoptosis) pada sel kanker. Penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui pengaruh pemberian ekstrak mentimun laut Stichopus 
horrens terhadap induksi apoptosis pada Sel HeLa. Sel HeLa diinkubasi 

dengan ekstrak mentimun laut S. horrens dengan perlakuan kontrol 

negatif (0 ug/ml), dosis minimum (0,25 ug/ml), dosis medium (0,50 
ug/ml), dan dosis maksimum (0,75 ug/ml). Deteksi terjadinya apoptosis 

dilakukan dengan pewarnaan imunositokimia TUNEL. Jumlah sel yang 

mengalami apoptosis pada perlakuan 0 ug/ml; 0,25 ug/ml; 0,50 ug/ml; 
dan 0,75 ug/ml masing-masing sebesar 15,3%; 26,2%; 31,5% dan 

42,3%. Uji korelasi menunjukkan tidak terdapat korelasi antara jumlah 

sel yang mengekspresikan p53 dengan jumlah sel yang mengalami 

apoptosis, sehingga mekanisme apoptosis tidak melalui jalur p53 (p53-
independent). Berdasarkan analisis pathway menggunakan program 

Osprey 1.0.1 diduga mekanisme ekstrak mentimun laut S. horrens 

menginduksi apoptosis pada sel HeLa melalui beberapa jalur yang 
mengaktifkan caspase. 

 

Kata kunci : apoptosis, kanker, mentimun laut S.horrens, p53-
independent, sel HeLa. 
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 Activity of Sea Cucumber Stichopus horrens Extract Induce 

p53-Independent Apoptosis in HeLa Cell 
 

Isna N.F., Widodo, M. Rifa’i 

Biology Department, Mathematic and Science Faculty,  

Brawijaya University, Malang 
 

Abstract 

 
 Cancer cell is the quick and uncontrollable proliferated cells 

because genetic alteration. Stichopus horrens contain active compounds, 

which can induce apoptosis in cancer cells. This research is to 

understand the influence of Stichopus horrens extract induce apoptosis 
in HeLa cells. We treated HeLa cells with S. horrens extract in 

respective doses: control (0 ug/ml), minimum dose (0,25 ug/ml), 

medium dose (0,50 ug/ml), and maximum dose (0,75 ug/ml). We 
detected the apoptosis expression with TUNEL imunocytochemistry. 

Amount of apoptotic cell after treatment with  0 ug/ml; 0,25 ug/ml; 0,50 

ug/ml; and 0,75 ug/ml of the extract are 15,3%; 26,2%; 31,5% and 
42,3%. Based correlation test, there are no correlation between amount 

of p53 expression cell and amount of apoptosis cell, so the mechanism 

is p53-independent apoptosis. Analyze use Osprey 1.0.1 program known 

that mechanism of the extract induce apoptosis in HeLa cell through the 
caspase activation. 

 

Keyword : apoptotis, cancer, sea cucumber Stichopus horrens, p53-
independent, HeLa cells. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 
 

1.1 Latar Belakang 
 

 Penyakit kanker adalah suatu penyakit yang disebabkan oleh 

pertumbuhan sel-sel jaringan tubuh yang tidak normal. Sel-sel kanker 
berkembang dengan cepat, tidak terkendali, terus membelah diri dan 

selanjutnya menyusup ke jaringan sekitarnya (invasif) dan menyebar 

melalui jaringan dan pembuluh darah (metastasis). Faktor terjadinya 

kanker dapat berupa faktor lingkungan, keturunan, makanan, virus, 
infeksi, perilaku, kejiwaan/hormonal, dan radikal bebas (Palizban, dkk. 

2010). Kanker merupakan salah satu penyakit yang menjadi masalah 

kesehatan masyarakat, baik di Indonesia maupun di dunia. Persentase 
kanker paling tinggi adalah kanker payudara dan kedua adalah kanker 

serviks. WHO (World Health Organization) dan Bank Dunia (2005) 

memperkirakan setiap tahun, 12 juta orang di seluruh dunia menderita 

kanker dan 7,6 juta di antaranya meninggal dunia. Di Indonesia sendiri, 
berdasarkan data Sistem Informasi Rumah Sakit (SIRS, 2007), kanker 

payudara tercatat sebanyak 8.227 kasus (16.85%) dan kanker serviks 

5.786 kasus (11.78%). 
Sel kanker kehilangan jalur kematian sel (apoptosis) karena 

kegagalan proses perbaikan DNA akibat mutasi atau keabnormalan 

ekspresi beberapa gen yang mengaturnya, sehingga hal tersebut memicu 
pembelahan sel, berlangsungnya siklus sel secara terus menerus dan 

tidak terjadi apoptosis (Garrett, 2001). Apoptosis merupakan suatu 

proses kematian sel terprogram melalui mekanisme tertentu yang 

bertujuan untuk perkembangan yang lebih baik serta untuk 
mengeliminasi sel yang dapat mengancam integritas tubuh. Dua jalur 

utama apoptotis adalah jalur ekstrinsik yang meliputi pengaktifan 

reseptor kematian, dan jalur intrinsik meliputi pemberian signal yang 
memicu proses pelepasan citokrom C dari mitokondria dan 

mengaktifkan caspase 9 (Kastan, dkk. 1995).  

Hilangnya jalur apoptosis pada sel kanker salah satunya 
disebabkan oleh adanya mutasi atau keabnormalan ekspresi tumor 

suppressor gene p53 yang berperan penting dalam DNA repair dan 

induksi apoptosis. Jika terkena suatu faktor misalnya paparan radiasi, sel 

biasanya melakukan arrest pada fase G1 atau G2 melalui aktivasi dari 
p53. Ekspresi dari p53 yang tinggi dalam sel dapat dijadikan penanda 

bahwa dalam sel terjadi induksi apoptosis. Mutasi atau inaktivasi p53 
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dalam sel kanker merupakan faktor yang dapat menyebabkan sel kanker 

survive (Syaifudin, 2007). 
Perkembangan industri farmasi yang sangat pesat dalam 

menciptakan obat-obat sintetis saat ini bertujuan untuk mencegah dan 

mengobati penyakit kanker, namun sebagian besar bersifat toksik. 

Selain itu, teknologi pengobatan seperti pembedahan, kemoterapi, dan 
radioterapi dapat memberikan efek samping pada penderita serta 

memerlukan biaya yang relatif mahal. Beberapa obat telah 

dikembangkan dan kemungkinan efektif, namun masih perlu dilakukan 
identifikasi baru dan keefektifan obat yang tinggi untuk meningkatkan 

daya tahan bagi pasien kanker (Kun Li, dkk. 2008).  

Mentimun laut Stichopus horrens merupakan invertebrata laut 

yang termasuk dalam filum Echinodermata kelas Holothuroidea. Hewan 
ini diketahui mengandung berbagai senyawa aktif yang memiliki efek 

antikanker sehingga berpotensi untuk mencegah kanker. Berdasarkan 

penelitian dari Sugawara dkk. (2006) telah diisolasi senyawa aktif 
sphingosine dari mentimun laut S. variegates yang dapat menginduksi 

apoptosis pada kanker kolon manusia. Selain itu, Althunibat dkk. (2009) 

melaporkan bahwa ekstrak dari mentimun laut S. chloronotus memiliki 
senyawa antiproliferatif hidrofilik pada human non-small lung 

carcinoma (A549) dan cervical cancer cells (C33A).  

Ekstrak mentimun laut S. horrens dipandang lebih efektif 

daripada obat sintetik, hal ini karena tidak bersifat toksik dan efek 
samping terhadap tubuh relatif kecil. Pada penelitian Widodo dkk. 

(2009) ekstrak mentimun laut S. horrens ini diujikan pada sel normal 

(TIG-1) dan sel kanker payudara (MCF-7) yang menunjukkan hasil 
bahwa ekstrak mentimun laut S. horrens mampu membunuh sel MCF-7 

dengan nilai LD50 pada dosis sebesar 0,50 ug/ml dan tidak menyebabkan 

kematian pada sel normal. Penelitian lebih lanjut sangat diperlukan 
untuk mengetahui potensi mentimun laut S. horrens dalam mencegah 

semua jenis kanker, dalam hal ini adalah sel HeLa yang merupakan cell 

line turunan sel kanker serviks dengan karakteristik cepat tumbuh dan 

mengalami kegagalan apoptosis akibat adanya overekspresi enzim 
telomerase yang terus memperpanjang telomer dan inaktivasi p53 

(Germino, 2010). Selain itu, dapat mengeksplorasi lebih jauh 

mekanisme apoptosis sel kanker yang menjadi target dari senyawa aktif 
yang terkandung dalam hewan ini. Hal ini sangat mendukung 

perkembangan farmakologis karena sangat erat kaitannya 

pengembangan obat kanker yang dapat mentarget spesifik pada sel 

kanker melalui proses apoptosis. 



3 

 

1.2 Perumusan Permasalahan 
 

Berdasarkan latar belakang tersebut maka masalah yang akan 

dikaji pada penelitian ini adalah : 
1. Apakah pemberian ekstrak mentimun laut Stichopus horrens 

mampu menginduksi apoptosis pada sel HeLa? 

2. Apakah ekstrak mentimun laut Stichopus horrens menginduksi 
apoptosis pada sel HeLa melalui jalur p53? 

3. Bagaimanakah prediksi mekanisme apoptosis pada sel HeLa 

yang diinduksi oleh ekstrak mentimun laut? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 
 

Tujuan penelitian ini antara lain : 

1. Mengetahui pengaruh ekstrak mentimun laut Stichopus horrens 

dalam menginduksi apoptosis pada sel HeLa 
2. Mengetahui mekanisme apoptosis pada sel HeLa yang diinduksi 

oleh mentimun laut S. horrens melalui jalur p53 atau tidak. 

3. Memprediksi mekanisme apoptosis pada sel HeLa yang 
diinduksi oleh ekstrak mentimun laut dengan pendekatan 

bioinformatika. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 
 

 Manfaat penelitian ini adalah : 

1. Menemukan bahan alam yang dapat digunakan sebagai sumber 

pengobatan baru yang berkhasiat untuk mengobati kanker. 
2. Memanfaatkan sumber daya hayati laut secara optimal untuk 

kesejahteraan masyarakat. 

3. Meningkatkan kesadaran masyarakat dalam melestarikan bahan 

alam seperti mentimun laut Stichopus horrens yang bermanfaat 
untuk kesehatan masyarakat terutama sebagai obat-obatan. 

4. Memperluas kajian bioinformatika untuk mendukung penelitian 

eksperimental sehingga terdapat keterkaitan antara in vitro dan 
in silico. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Tinjauan Tentang Mentimun Laut Stichopus horrens 
 

Mentimun laut Stichopus horrens merupakan invertebrata laut 

yang tersebar luas di lingkungan laut di seluruh dunia, mulai dari zona 
pasang surut sampai laut dalam terutama di Samudra Hindia dan 

Samudra Pasifik Barat. Penyebaran dan kepadatan hewan ini berubah-

ubah menurut keadaan topografi suatu tempat, habitat maupun keadaan 

lingkungan seperti suhu (29-30
o
C), kadar oksigen (4-8 ppm), kadar 

garam atau salinitas air (29-31 ppt) dan pH air laut (6,5-8,5). Berikut 

merupakan klasifikasi dari mentimun laut Stichopus horrens menurut 

Pechenik (2000). 
Kingdom : Animalia 

Filum  : Echinodermata 

Subfilum : Echinozoa 

Kelas  : Holothuroidea 
Ordo  : Aspidochirotida 

Family  : Stichopodidae 

Genus  : Stichopus 
Spesies  : S. horrens 

Hewan ini berukuran 80-120 mm dengan penampang melintang 

cenderung trapesium; sisi dorsal dipenuhi oleh papulla; sisi ventral 
dipenuhi oleh kaki tabung yang tersusun 3 baris membujur dari anterior 

sampai posterior; dan memiliki spikula berbentuk meja, roset, dan C/S 

(Gambar 2.1). Mentimun laut adalah hewan yang bergerak lambat, 

hidup pada dasar substrat pasir, lumpur pasiran maupun dalam 
lingkungan terumbu karang (Scheuer, 1994). 

 

 
Gambar 2.1  Mentimun Laut Stichopus horrens. Hewan ini diperoleh 

dari Pantai Sendang Biru dan Balaikambang Malang. 

 

Kandungan kimia mentimun laut basah terdiri dari 44%-45% 
protein, 3%-5% karbohidrat, dan 1,5% lemak. Mentimun laut 

http://id.wikipedia.org/wiki/Samudra_Hindia
http://id.wikipedia.org/wiki/Samudra_Pasifik
http://id.wikipedia.org/wiki/Pasir
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mengandung asam amino esensial, kolagen, dan vitamin E. Kandungan 

asam lemak penting mentimun laut seperti asam eikosapentaenoat 
(EPA) dan asam dekosaheksaenoat (DHA) berperan dalam 

perkembangan syaraf otak, agen penyembuh luka, dan antitrombotik. 

Selain itu, mentimun laut juga mengandung bahan aktif antihipertensi, 

antibakteri, antifungi (antijamur), antikanker, antikoagulan 
(antipenggumpal), dan lain-lainnya. Metabolit sekunder yang terdapat 

dalam mentimun laut bermanfaat sebagai anti tumor, anti jamur dan anti 

virus (Farmasea, 2008). 

 

2.2 Tinjauan Umum Tentang Kanker 
 

Kanker adalah penyakit yang berhubungan dengan peningkatan 

jumlah sel, perubahan mekanisme regulasi sel, dan proliferasi sel. 
Penurunan laju kematian sel atau apoptosis merupakan karakteristik dari 

sel kanker. Penyebab kanker biasanya adalah karena adanya mutasi 

terhadap informasi genetik (DNA) sel. Mutasi ini bisa disebabkan oleh 

banyak hal antara lain bahan kimia (karsinogenesis), radiasi (sinar UV), 
dan virus (seperti HPV) yang berperan sebagai pemicu terjadinya 

kanker. Kanker seringkali diawali dengan pembentukan tumor, yaitu 

pertumbuhan sel abnormal dengan pembelahan sel yang cepat (Martinez, 
dkk. 2003). 

 Perbedaan kanker dengan sel normal dapat diketahui dari 

beberapa karakteristik sel kanker, antara lain (Exploratorium, 2010): 
1. Adanya sinyal pertumbuhan yang tidak berhenti 

Sel kanker terur-menerus mendapatkan sinyal pertumbuhan 

sehingga tidak ada tahapan dimana sel memasuki fase G0 pada 

siklus sel. Hal ini disebabkan adanya mutasi beberapa gen (proto-
onkogen) pada sel kanker. 

2. Sinyal pertumbuhan sendiri 

Sel kanker mampu memproduksi growth factors dan growth factor 
receptors sendiri. Proliferasi sel kanker tidak tergantung pada sinyal 

pertumbuhan normal. Mutasi yang dimilikinya memungkinkan sel 

kanker untuk memperpendek growth factor pathways.  
3. Potensi replikasi tidak terbatas 

Sel kanker memiliki mekanisme tertentu untuk menjaga telomer 

tetap panjang, hingga memungkinkan untuk tetap membelah diri. 

Kelainan regulasi pemendekan telomer inilah yang memungkinkan 
sel kanker memiliki unlimited replicative potential. 

4. Menghindari apoptosis 
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Sel kanker tidak merespon sinyal apoptosis. Kegagalan sel kanker 

dalam merespon sinyal apoptosis disebabkan karena mutasi gen-gen 
regulator apoptosis dan gen-gen sinyal apoptosis. 

5. Angiogenesis berlebihan 

Sel kanker mampu menginduksi angiogenesis, yaitu pertumbuhan 

pembuluh darah baru di sekitar jaringan kanker. Pembentukan 
pembuluh darah baru ini memungkinkan sel kanker terus hidup dan 

meluas ke bagian lain dari tubuh (metastasis). 

6. Invasi jaringan dan metastasis 

Perpindahan sel kanker dari lokasi primer ke lokasi sekunder atau 

tertier merupakan faktor utama adanya kematian yang disebabkan 

karena kanker. Mutasi menyebabkan berkurangnya atau hilangnya 

adesi antar sel, degradasi, meningkatnya penempelan, dan migrasi. 

 

2.3 Tinjauan Umum Tentang  Sel HeLa 
 

 Sel HeLa adalah sel kanker serviks akibat infeksi Human 

Papillomavirus (HPV 18) yang mempunyai sifat berbeda dengan sel 
leher rahim normal, memiliki kapsul isohedral dengan 72 kapsomer, 

serta mengandung DNA circular double stranded dengan panjang kira-

kira 8000 pasang basa. Terdapat 3 golongan tipe HPV dalam 
hubungannya dengan kanker serviks, yaitu : 1) HPV resiko rendah, yaitu 

HPV tipe 6 dan 11, 46 yang jarang ditemukan pada karsinoma invasif; 

2) HPV resiko sedang, yaitu HPV 33, 35, 40, 43, 51, 56, dan 58; 3) 
HPV resiko tinggi, yaitu HPV tipe 16, 18, 31. Ketiga jenis HPV ini 

dapat menyebabkan pertumbuhan sel yang abnormal, namun hanya tipe 

2 dan 3 yang menyebabkan kanker (Sjamsuddin, 2001). 

 

 
Gambar 2.2  Morfologi sel HeLa, memiliki karakteristik sangat lunak 

tetapi kuat, dapat bertahan dalam kondisi dimana sel lain 

mati (Exploratorium, 2010). 
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Sel HeLa diketahui mengeekspresikan 2 onkogen, yaitu E6 dan 

E7. Protein E6 dan E7 terbukti dapat menyebabkan sifat immortal pada 
kultur primer keratinosit manusia, namun sel yang immortal ini tidak 

bersifat tumorigenik hingga suatu proses genetik terjadi. Jadi, viral 

onkogen tersebut tidak secara langsung menginduksi pembentukan 

tumor, tetapi menginduksi serangkaian proses yang pada akhirnya dapat 
menyebabkan sifat kanker (Goodwin & DiMaio, 2000). 

 

2.4 Proses Kematian Sel (Apoptosis) 
 

Apoptosis atau proses kematian sel yang terprogram, 
merupakan mekanisme utama dimana sel mati jika kerusakan DNA 

tidak diperbaiki. Apoptosis juga penting dalam mengontrol jumlah sel 

dan proliferasinya sebagai bagian dari perkembangan sel normal. 
Mekanisme terjadinya apoptosis adalah akibat diaktifkannya beberapa 

sinyal yang menyebabkan kematian, antara lain kurangnya hormon atau 

hormon pertumbuhan (Ghobrial, dkk. 2005).  

 

 
Gambar 2.3 Apoptosis terjadi melalui dua jalur yaitu jalur ekstrinsik dan 

jalur intrinsik. Kedua jalur bertemu pada akhir jalur yaitu 

aktivasi caspase yang merusak regulasi dan struktur sel 

hingga mencapai kematian (Cichorek, 2008) 

 
Apoptosis terjadi melalui dua jalur utama. Pertama adalah jalur 

ekstrinsik atau jalur sitoplasmik yang dipicu oleh Fas death receptor 

yang merupakan anggota dari Tumor Necrosis Factor (TNF) receptor 
superfamily. Kedua adalah jalur intrinsik atau jalur mitokondria yang 
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diregulasi oleh Bcl-2 family. Bcl-2 family memiliki anggota 

proapoptosis seperti Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim, dan Hrk, 
dan anggota antiapoptotis seperti Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1, dan 

Mcl-1. Anggota antiapoptosis berperan dalam mengeblok pelepasan 

citokrom C, sedangkan anggota proapoptosis berperan sebagai promotor. 

Kedua jalur tersebut akhirnya akan mengaktifasi kaskade protease yang 
disebut caspase (Ghobrial, dkk. 2005). 

Aktivasi jalur ekstrinsik ini diinisiasi dengan ligasi dari reseptor 

permukaan sel yang disebut death receptors (DRs). Ketika terjadi 
stimulasi apoptosis, membran yang terikat FasL berinteraksi dengan Fas  

complexes dan membentuk death-inducing signaling complex (DISC) 

yang mengandung adaptor protein Fas-associated death domain 

(FADD) dan caspase 8, 10 mengaktivasi caspase 8 (Ghobrial, dkk. 
2005).  

Aktivasi jalur intrinsik dimulai ketika terjadi signal kematian 

menyebabkan membran luar mitokondria menjadi permeabel, dan 
protein proapoptosis mengalami modifikasi posttransisional. Translokasi 

protein proapoptosis ke dalam mitokondria menyebabkan pelepasan 

citokrom C dan second mitochondria-derived activator (SMAC) dari 
caspase. Citokrom C yang dilepaskan dari sitosol akan berinteraksi 

dengan Apaf-1, menyebabkan aktivasi caspase 9 proenzymes. Caspase 

9 kemudian mengaktifkan caspase 3. Aliran caspase menginduksi 

pembelahan protein kinase, protein sitoskeleton, protein DNA repair, 
subunit inhibitor endonuclease (CIDE family) dan akhirnya merusak 

fungsi sel. Caspase juga mempengaruhi struktur sel, regulasi siklus sel, 

dan jalur pensignalan yang secara langsung menyebabkan pembentukan 
morfologi apoptosis seperti kondensasi dan fragmentasi DNA (Ghobrial, 

dkk. 2005). 

 

2.5 Tumor Supressor Gene p53 
 

Gen p53 merupakan tumor suppressor gene yang aktivitasnya 

dapat menghentikan pembentukan tumor. Penelitian terbaru tentang 

kanker menunjukkan bahwa selalu ada keterkaitan dengan p53. p53 juga 
berperan dalam apoptosis yakni berfungsi sebagai aktivator transkripsi 

yang meregulasi ekspresi beberapa protein proapoptosis (Bax, Noxa, 

PUMA, dan Bid) maupun protein antiapoptosis. Aktivasi ini terjadi 

setelah adanya paparan radiasi maupun stress. p53 berfungsi apabila 
telah ditranslokasikan ke nukleus dengan mencegah replikasi dari DNA 

yang rusak pada sel normal dan menginduksi apoptosis dari sel yang 
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mengandung DNA yang tidak normal. Molekul p53 yang termutasi atau 

inaktif akan membiarkan sel yang mengandung DNA yang rusak untuk 
tetap bertahan atau melakukan replikasi yang seharusnya berhenti 

(Syaifudin, 2007). 

Protein p53 yang dikode gen p53 juga berfungsi sebagai faktor 

transkripsi yang ditemukan pada tingkat yang sangat rendah pada sel 
yang tidak mengalami stress. Adanya stress menyebabkan modifikasi 

posttranslasional protein dan akumulasi yang mengaktifkan transkripsi 

sejumlah besar gen yang terlibat dalam berbagai aktivitas di dalam sel 
meliputi penghambatan siklus sel dan apoptosis (Kastan, dkk. 1995). 

 

2.6 Siklus Sel 
 

Siklus sel adalah suatu proses pertumbuhan sel yang teratur 
untuk berduplikasi (menggandakan diri) dan menurunkan informasi 

genetik dari satu generasi sel ke generasi sel yang berikutnya. Proses 

siklus sel meliputi pembelahan sel, proses dimana terjadi pertumbuhan 

sel, replikasi DNA dan pembelahan sel yang terbagi menjadi dua sel 
anak (Garrett, 2001). 

 

 
Gambar 2.4  Urutan siklus sel, terdiri dari fase M, S, G1, dan G2. G0 

merupakan resting state jika replikasi DNA belum 

sempurna pada fase G1 (Reynolds & Schecker, 1995). 
 

Siklus sel diatur oleh kelompok protein yaitu cyclin dan cyclin-

dependent kinase (Cdk). Cyclin merupakan protein aktif yang mengikat 
molekul Cdk dan mengontrol kemampuannya dalam memfosforilasi 

protein. Cdk merupakan protein yang menginduksi proses downstream 

dengan memfosforilasi serin dan threonin (Alberts, dkk. 1994). Siklus 
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sel dibagi menjadi 4 fase yakni gap (G1), sintesis (S), G2 dan mitosis 

(M). Fase S dan M adalah fase yang paling sensitif terhadap berbagai 
macam faktor (Syaifudin, 2007). Adapun proses masing-masing fase 

dalam siklus sel meliputi (Garrett, 2001): 

1. Fase G1 (Gap 1) 

Fase Gap 1 memiliki ciri-ciri antara lain sel berbentuk diploid, 
terjadi  sintesis RNA dan protein, ukuran sel meningkat (sel 

tumbuh). Pada akhir fase ini terbentuk molekul-molekul untuk 

pembuatan DNA. Terdapat checkpoint yang memeriksa ukuran sel 
dan kerusakan DNA. 

2. Fase S (Sintesis) 

Fase sintesis ini ditandai dengan terjadinya sintesis DNA baru atau 

replikasi DNA. 
3. Fase G2 (Gap 2) 

Fase Gap 2 memiliki ciri-ciri antara lain sel berbentuk tetraploid, 

terjadi pembentukan protein sitoplasma, histon, dan protein lain 
yang berhubungan dengan DNA dan membran sel, terdapat 

checkpoint yang memeriksa apakah DNA sudah direplikasi. 

4. Fase M (Mitosis) 
Fase mitosis terdiri dari 4 tahap yaitu profase, metafase, anafase dan 

telofase dengan ciri-ciri terjadi pembelahan sel, sintesis protein dan 

reduksi RNA, terdapat metafase checkpoint dengan benang spindel 

yang memastikan kesejajaran kromosom. 
Sel kanker melakukan pembelahan terus-menerus sehingga 

muncul sel-sel baru yang berlebihan dan tidak teratur. Sel kanker tidak 

memiliki kontrol pertumbuhan dan daya lekat berkurang atau bahkan 
tidak ada. Ketidaknormalan sel kanker tersebut disebabkan oleh 

hilangnya mekanisme DNA repair dalam sel. Sel akan terus 

berproliferasi karena tidak ada kemampuan koreksi DNA sebelum sel 
membelah (checkpoint). Checkpoint merupakan titik pengontrolan yang 

kritis dimana siklus berhenti tetapi sinyal akan terus mengatur siklus sel, 

sehingga walaupun sel membawa abnormalitas di dalamnya, sel tetap 

akan melewati fase-fase dalam siklus sel secara keseluruhan kemudian 
membelah. Sifat sel kanker berbeda dari sel tubuh normal karena 

mitosis sel kanker lebih cepat, tidak normal dan tidak terkendali. Sel 

kanker kemungkinan menciptakan faktor pertumbuhan sendiri atau 
memiliki abnormalitas pada jalur pensinyalan sistem pengontrolan 

siklus sel. Hal ini menyebabkan proliferasi tidak terkendali hingga sel 

kanker berhasil membentuk klonal (Garrett, 2001). 
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2.7 Mekanisme Penghambatan Siklus Sel oleh Antikanker 
 

Beberapa obat telah dirancang sebagai antikanker yang 

memiliki mekanisme tertentu dalam menghambat pertumbuhan sel 
kanker sesuai target masing-masing. Proses antimetabolit dalam 

menghambat siklus sel adalah dengan mencegah sintesis DNA dan RNA 

melalui penghambatan pembentukan asam nukleat dan nukleotida. 
Antipurin dan antipirimidin menggantikan purin dan pirimidin dalam 

pembentukan nukleotida, sehingga mengganggu berbagai reaksi penting 

dalam sel kanker (Payne & Miles, 2010). 

 

 
Gambar 2.5  Mekanisme penghambatan siklus sel oleh antikanker, 

membunuh atau menghambat terjadinya siklus sel pada 

fase tertentu saja (Pharma Tech, 2010) 
 

Golongan DNA binding agent salah satunya alkilator secara 

umum membentuk ion karbonium (alkil) yang sangat reaktif berikatan 

kovalen silang pada guanin (bersifat nukleofilik) kuat sehingga 
teralkilasi dan terjadi pasangan basa yang abnormal yaitu basa guanin 

berpasangan dengan basa timin, dan terjadi miscoding. Hal ini 

menyebabkan ketidakstabilan dan pemecahan DNA yang akhirnya 
terjadi cross link, misalnya terjadi ikatan antara dua guanin sehingga 

menghambat pemisahan rantai komplemen DNA dan replikasi DNA 

yang dapat mengakibatkan sel kanker mati. Golongan microtubule 
inhibitor menghancurkan benang spindle yang terbentuk dari 

mikrotubul sehingga pembelahan sel terhenti pada metafase dan 

akhirnya terjadi kematian sel (Pharma Tech, 2010). 
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2.8 Kerangka Berpikir 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Gambar 2.6  Inaktivasi p53 sebagai respon DNA damage dan faktor 

transkripsi pada kanker meningkatkan proliferasi sel dan 
menurunkan laju apoptosis. Pemberian ekstrak mentimun 

laut Stichopus horrens diharapkan mampu mengaktifkan 

p53 dan meningkatkan ekspresi gen regulator apoptosis 

sehingga mampu menginduksi apoptosis. 

 

2.9 Hipotesis 
 

 Ekstrak mentimun laut Stichopus horrens mampu menginduksi 

apoptosis pada sel HeLa dengan meningkatkan ekspresi berbagai gen 
regulator apoptosis dan gen-gen sinyal apoptosis. 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1  Waktu dan Tempat 
 

Penelitian dilakukan mulai bulan November 2010 hingga bulan 

Mei 2011 di Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran dan 
Laboratorium Fisiologi Hewan Jurusan Biologi Fakultas Matematika 

dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Brawijaya, Malang. 

 

3.2 Bahan dan Alat 
 

 Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu HeLa cell line 

(ATCC CCL2), ekstrak mentimun laut Stichopus horrens, alkohol 70 %, 

Fetal Bovine Serum FBS (Sigma), complete medium (Minimum 

Essential Medium/MEM), Streptomisin (10 ug/ml) (Sigma), Penisilin 
(100 IU/ml) (Sigma), DMSO (Sigma), akuades, Apo-BrdU-IHC

TM
 In 

Situ DNA Fragmentation Assay Kit (Biovision), antibodi primer p53 

(DO-7) Mouse Monoclonal IgG2b (Santa Cruz Biotechnology), antibodi 
sekunder universal biotin-linked, Kit Star trex HRP detection, tripsin 

EDTA (Sigma). 

 Alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu pinset, spuit 3/5 
cc (Terumo), tabung sentrifus (Falcon) (BD), sprayer, disposible pipet 2 

ml, blue/white tip (Corning), kapas, tissue, bunsen, Laminar Air Flow 

(ESCO), inkubator CO2 (ESCO level 2), inkubator kering (Heraeus), 

tube 1,5 ml (Eppendorf), mikropipet 1000 µL; 100 µL; 2,5 µL 
(Eppendorf), 24 plate well culture (Costar), vorteks (Heidolph), neraca 

digital (Ohaus), sentrifus (MSE Mistral 1000), autoclave (TOMY), 

mikrofilter 0,2 mM (Corning), Mikroskop Inverted IX71 (Olympus), 
Haemocytometer (Superior), dan Mikroskop Binokuler (Olympus 

CX31). 

  

3.3 Cara Kerja 

3.3.1 Rancangan Penelitian 
 

 Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) 

dengan faktor tunggal (pemberian ekstrak mentimun laut S. horrens) 

dengan 4 perlakuan dan masing-masing 3 ulangan yaitu: 
1. Kontrol  = kontrol negatif 0 ug/ml 

2. Perlakuan 1  = dosis minimum 0,25 ug/ml 

3. Perlakuan 2 = dosis medium 0,50 ug/ml 
4. Perlakuan 3 = dosis maksimum 0,75 ug/ml 
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3.3.2 Ekstraksi Mentimun Laut Stichopus horrens dengan Metanol 

(Widodo, dkk., 2010) 
 

 Ekstrak mentimun laut S. horrens telah diperoleh dari penelitian 
Widodo, dkk. (2009). Adapun metode ekstraksinya adalah mentimun 

laut S. horrens segar yang telah diaklimatisasi selama 48 jam dalam 

akuarium berisi air laut, dipotong-potong dan diblender. Selanjutnya 
ditambahkan metanol 95% dan diaduk. Larutan disaring dengan kertas 

whatman. Larutan metanol diuapkan dengan pemanasan pada suhu 30-

40
o
C dengan destilator. Sisa larutan kemudian diencerkan dengan 

akuades steril. 
 

3.3.3 Kultur Sel HeLa 
 

Sel HeLa beku (frozen HeLa cell) dikeluarkan dari freezer dan 

dithawing kemudian diinkubasi pada suhu 37
o
C selama 5 menit. Proses 

selanjutnya dilakukan di dalam Laminar Air Flow (LAF). Sel HeLa 

yang telah cair dipindah ke dalam tabung falcon yang telah berisi 

complete medium (MEM + 1% Penstrep + 10% FBS), lalu disentrifus 
pada kecepatan 1000 rpm, suhu ruang selama 10 menit. Supernatan 

(media) dibuang dan sel dicuci kembali dengan complete medium lalu 

disentrifus pada kecepatan 1000 rpm, suhu ruang selama 10 menit 
(dilakukan sebanyak 3 kali). Setelah itu, sel HeLa dikultur dalam 

complete medium pada botol flask. Kultur sel HeLa ini diinkubasi pada 

suhu 37
o
C dengan CO2 5% sampai sel konfluen. 

 

3.3.4 Subkultur Sel Hela  
 

Kultur sel HeLa dalam botol flask yang telah konfluen tersebut 

dibuang mediumya. Selanjutnya sel HeLa diberi tripsin EDTA sebanyak 

2 cc dan diinkubasi 5 menit, suhu 37
o
C. Bagian bawah flask diketuk-

ketuk dan sel HeLa dikoleksi menggunakan disposible pipet dan 

dimasukkan dalam falcon 15 ml. Dilakukan stop reaction/dicuci dengan 

complete medium sebanyak 3x. Sel diambil 100 µl dan dihitung dengan 
haemocytometer. Kemudian sel dimasukkan ke well plate masing-

masing well 10
5 
 cell/500 µl medium dalam well. Kemudian diinkubasi 

di inkubator CO2 5% suhu 37
o
C sampai sel konfluen. 

 

3.3.5 Pemberian Ekstrak Mentimun Laut S. horrens 
 

Setelah sel konfluen, media diganti dengan yang baru kemudian 

ditambahkan ekstrak mentimun laut S. horrens pada berbagai dosis 
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(0,25; 0,50; dan 0,75 ug/ml) yang telah diencerkan dengan co-solvent 

DMSO (Sigma). Masing-masing sumuran terdiri dari 400 µl media yang 
mengandung ekstrak mentimun laut S. horrens dengan dosis rendah 

sampai tinggi (sebanyak 3 µl, 6 µl dan 9 µl). Diinkubasi pada 37ºC 

dalam inkubator CO2 5% selama 24 jam. 

 

3.3.6 Pemanenan Sel  
 

Sel HeLa yang telah diberi ekstrak mentimun laut S. horrens dan 

diinkubasi selama 24 jam, lalu dibuang media dan ekstraknya kemudian 

dicuci (fiksasi) dengan metanol selama 5 menit. Metanol dibuang 
kemudian sel disimpan pada suhu 4

o
C untuk selanjutnya dilakukan 

pewarnaan imunositokimia. 

 

3.3.7 Imunositokimia 

1. Imunositokimia Apoptosis dengan TUNEL 

Sel yang telah dipanen direndam dalam PBS selama 5 menit, 

kemudian direndam dalam 100 ul Proteinase K : PBS (1:100) selama 20 
menit. Ditutup keseluruhan sel dengan 100 ul H2O2 yang telah 

didilusikan dengan metanol. Diinkubasikan selama 5 menit dalam suhu 

ruang. Sel direndam dengan PBS. Ditutup keseluruhan sel dengan 50 ul 
Reaction Buffer yang telah didilusikan dengan H2O2. Diinkubasi selama 

10 menit pada suhu ruang. Sel direndam dengan 50 ul DNA labelling 

solution. Sel ditempatkan pada chamber. Diinkubasi pada suhu 37
o
C 

selama 1-1,5 jam. Sel direndam dengan PBS. Ditutup keseluruhan sel 

dengan 100 ul Blocking Buffer selama 10 menit. Selanjutnya sel 

diinkubasi dengan Antibody solution (anti-BrdU) selama 1-1,5 jam pada 

suhu ruang dan sesudah itu dicuci dengan PBS. Ditambahkan blocking 
buffer kembali dan dibuang. Sel direndam dengan 50 ul diluted 

conjugate selama 30 menit. Sel direndam dengan PBS dan akuades. 

Sementara dipersiapkan DAB (3,3’-diaminobenzidine) solution dengan 
mencampurkan larutan DAB sebanyak 1 ml dan setetes chromogen lalu 

diaplikasikan pada sel sebanyak 100 ul. Selanjutnya sel dicuci dengan 

PBS, akuades dan PBS. 
 

2. Imunositokimia p53 
 Sel direndam dengan antibodi primer p53 mouse monoclonal 

IgG2b selama overnight. Selanjutnya dicuci dengan PBS dan 

diaplikasikan antibodi sekunder universal biotin-linked sebanyak 100 ul 
selama 1 jam pada suhu ruang. Sel dicuci dengan PBS dan diaplikasikan 

SHRP Biotin labelled solution selama 40 menit. Sel dicuci dengan PBS 
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dan akuades. Kemudian sel direndam dengan AEC dan Buffer AEC 

yang telah diencerkan dengan akuades sebanyak 10x konsentrasi dan 
dibiarkan 5-30 menit hingga sel terwarnai. 
 

3. Counterstaining 

 Tahap ini dilakukan untuk mewarnai sel yang tidak terwarnai 

oleh DAB maupun AEC. Sel dicuci dengan PBS dan direndam dalam 
DI water. Sel dicuci dengan PBS dan direndam dalam DI water. Sel 

dicuci dengan DI water dan dilakukan counterstaining dengan 

diinkubasi methyl green selama 5 menit dan dicuci kembali dengan DI 

water. 
 

3.3.8 Penghitungan Sel 
 

 Sel yang telah diwarnai secara imunositokimia diamati 

menggunakan mikroskop inverted pada semua sumuran. Sel yang 
terwarnai coklat menunjukkan apoptosis, sedangkan sel yang terwarnai 

merah menunjukkan ekspresi p53. Penghitungan dilakukan per 200 sel 

pada semua ulangan dan dihitung rata-rata sel yang hidup, apoptosis dan 
ekspresi p53. 

 

3.3.9 Analisis Data 
 

Persentase sel dihitung dengan rumus sebagai berikut : 
 

 
 

Analisis data yang diperoleh dilakukan secara statistik dengan 

analisis ragam ANOVA. Hasil yang berbeda nyata antar perlakuan 

dilanjutkan dengan Uji Tukey (α = 0,05) melalui program SPSS for 
Windows ver 16. Korelasi antara apoptosis dengan ekspresi p53 diuji 

dengan Pearson correlation. Selanjutnya dibuat grafik hubungan antara 

konsentrasi ekstrak mentimun laut terhadap persentase sel hidup, 
apoptosis dan ekspresi p53. Data hasil analisis diinterpretasikan secara 

statistik deskriptif. 

 

3.3.10 Prediksi Gen dan Protein Target yang Berperan dalam 

Apoptosis yang Diinduksi oleh Ekstrak Mentimun Laut 
 

 Mekanisme apoptosis yang diinduksi oleh ekstrak mentimun 

laut diduga melibatkan beberapa gen dan protein target. Prediksi gen 
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dan protein target dilakukan dengan inventarisasi senyawa aktif dari 

berbagai spesies mentimun laut yang memiliki efek antikanker. 
Senyawa aktif yang belum diketahui gen dan protein targetnya 

dilakukan studi homologi struktur untuk mencari kesamaan dengan 

struktur senyawa aktif lain yang memiliki efek antikanker dan 

diekstraksi pula dengan metanol. Studi homologi struktur dilakukan 
menggunakan KegDraw-0_1_11Beta. Studi homologi struktur dengan 

KegDraw-0_1_11Beta. Struktur senyawa aktif yang diperoleh dari 

literatur pendukung digambar ulang dan ditelusuri similaritasnya dengan 
senyawa aktif lain (Gambar D.1 dan Gambar D.2).  

 

3.3.11 Prediksi Mekanisme Apoptosis pada Sel HeLa yang 

Diinduksi oleh Ekstrak Mentimun Laut 
 

 Gen dan protein target yang telah ditemukan berdasarkan studi 

literatur dan studi homologi struktur diprediksi kemungkinannya 

berperan dalam mekanisme apoptosis menggunakan Panther server 

dengan cara memasukkan kode gen dan protein target. Selanjutnya 
server akan mengkalkulasi dengan sendirinya dan akan memunculkan 

berbagai mekanisme terkait dengan gen dan protein yang dimasukkan. 

Dari hasil tersebut dilihat seberapa besar persentase mekanisme 
apoptosis yang melibatkan gen dan protein tersebut (Gambar 4.6). 

 

3.3.12 Prediksi Jalur Mekanisme Apoptosis pada Sel HeLa yang 

Diinduksi oleh Ekstrak Mentimun Laut 
 

 Gen dan protein yang terbukti berperan dalam mekanisme 

apoptosis selanjutnya diprediksi jalurnya dalam menginduksi apoptosis 

menggunakan software Osprey 1.0.1. Kode gen dan protein yang terlibat 
dimasukkan kodenya dalam software ini dan dimunculkan interaksi 

antar gen dan protein tersebut. Selanjutnya pengaturan posisi dapat 

dilakukan dengan memanfaatkan fitur-fitur yang telah tersedia. Prediksi 

jalur mekanisme apoptosis yang telah diperoleh dianalisis dengan cara 
melihat informasi dari gen dan protein yang terdapat pada software 

tersebut (Gambar E.1). 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Kultur Sel HeLa 
 

 Sel HeLa (ATCC CCL2) merupakan cell line yang diturunkan 

dari sel epitel kanker leher rahim (serviks) manusia. Terdapat beberapa 
alasan pemilihan kultur sel HeLa pada penelitian ini. Sel HeLa bersifat 

immortal dan sangat agresif sehingga mampu memproduksi lebih 

banyak sel (Ensahsy, dkk. 2009). Adanya sifat immortal pada sel HeLa 

ini dikarenakan hilangnya jalur apoptosis akibat overekspresi enzim 
telomerase yang memperpanjang telomer (Germino, 2010). Selain itu, 

kultur sel HeLa memiliki gen p53 inaktif yang dapat diinduksi dengan 

senyawa yang diujikan sehingga terjadi apoptosis sel (Desaintes dkk. 
1999 dalam Anggrianti, 2008). 

Media yang digunakan pada kultur sel HeLa adalah Minimum 

Essential Medium (MEM) dengan tambahan serum Fetal Bovine Serum 

(FBS) dan antibiotik Penisilin-Streptomisin (Penstrep). Media MEM 
mengandung nutrisi yang dibutuhkan sel seperti asam amino, vitamin, 

garam-garam anorganik dan glukosa, sedangkan serum mengandung 

hormon yang memicu pertumbuhan sel, albumin sebagai protein 
transport, lipid untuk pertumbuhan sel dan mineral sebagai kofaktor 

enzim. Seluruh komponen dalam media MEM tersebut untuk 

memberikan nutrisi yang cukup pada sel untuk tetap bertahan hidup dan 
memperbanyak diri (Masters, 2000). FBS berfungsi sebagai suplemen 

yang membantu pertumbuhan sel. Penstrep merupakan antibiotik yang 

berfungsi mencegah kontaminasi pada kultur dengan konsentrasi 

maksimal 100 ug/ml media dan stabil pada suhu 37
o
C (Djati, 2006). 

Sel HeLa beku ditumbuhkan dalam flask hingga confluent untuk 

mendapatkan kepadatan sel tertentu. Pelepasan sel HeLa dari dasar flask 

dilakukan dengan tripsinasi yang bertujuan untuk memisahkan sel satu 
dengan sel yang lainnya (disosiasi). Pada penelitian ini digunakan 

Tripsin EDTA yaitu enzim proteolitik yang mampu menghancurkan 

jaringan protein yang membentuk matriks ekstraseluler pada dasar flask. 
Enzim ini memasuki seluruh permukaan dari sel-sel lapisan tunggal 

sehingga terlepas dari dasar flask dan terpisah satu sama lain (Djati, 

2006). 
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Gambar 4.1 Kultur sel HeLa konfluen dalam flask. Sel menempel 

pada dasar flask yang dicirikan dengan populasi sel yang 
memenuhi tempat sel tumbuh dan saling bersentuhan 

antar sel menandakan adanya hubungan komunikasi sel. 

 
Sel HeLa disubkultur dalam well-plate hingga konfluen. Sel 

yang menempel pada dasar well dicirikan dengan populasi sel yang 

memenuhi tempat sel tumbuh dan saling bersentuhan antar sel 
menandakan adanya hubungan komunikasi sel. Dalam keadaan ini, sel 

siap diperlakukan dengan ekstrak mentimun laut S. horrens untuk diuji 

secara sitotoksik sehingga terjadi apoptosis. 

 

4.2 Ekstrak Mentimun Laut Stichopus horrens 
 

Mentimun laut S. horrens diketahui mengandung metabolit 

sekunder tertentu yang memiliki efek antikanker. Ekstrak mentimun laut 

S. horrens diperoleh dengan cara ekstraksi menggunakan pelarut 
metanol karena memiliki beberapa kelebihan dibandingkan dengan 

pelarut air. Hal tersebut didukung oleh penelitian Widodo, dkk. (2009) 

yang melaporkan bahwa uji sitotoksisitas ekstrak mentimun laut S. 
horrens fase metanol terhadap sel kanker menunjukkan hasil yang lebih 

baik bila dibandingkan dengan fase air. Pelarut metanol dipilih karena 

dapat melarutkan hampir semua metabolit sekunder yang terkandung 
dalam mentimun laut. Metanol mudah diuapkan dari ekstrak, dan 

cenderung lebih murah dibandingkan dengan pelarut organik lainnya. 

Sedangkan air dipilih sebagai pelarut karena banyak digunakan dalam 

kehidupan sehari-hari (Pasaribu, 2009). 
 

200x 
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Selain kelebihan diatas, metanol diketahui lebih selektif, 

menghambat pertumbuhan kapang, tidak beracun, netral, merupakan 
pelarut polar sehingga memiliki daya absorbsi yang baik, dan dapat 

bercampur dengan air. Metanol mampu memperbaiki stabilitas bahan 

obat terlarut dan mampu mengendapkan albumin serta menghambat 

kerja enzim (Masters, 2000). Senyawa yang biasanya larut melalui 
ekstraksi dengan metanol adalah golongan terpenoid, flavonoid, tanin, 

antosianin, dan alkaloid. Sedangkan pada ekstrak air seringkali tidak 

didapatkan senyawa terpenoid, hal ini menjadi pertimbangan pemilihan 
metode ekstraksi karena mentimun laut mengandung sejumlah besar 

senyawa terpenoid dalam metabolit sekundernya (Pasaribu, 2009). 

Prinsip penggunaan ekstrak mentimun laut ini dapat 

menghambat faktor-faktor yang dapat memperluas penyebaran kanker, 
memperkuat sel normal di sekitar sel kanker sehingga mampu 

membentuk pertahanan sel yang dapat menahan penyebaran kanker, dan 

bersifat suportif, seperti menimbulkan nafsu makan, menghilangkan 
rasa sakit, menghilangkan rasa lemas, dan meningkatkan daya tahan 

tubuh (Widowati, 2011). Adapun ektrak mentimun laut yang digunakan 

merupakan crude extract yang komplek, sehingga bersifat sistemik 
dalam melawan sel kanker. Berbagai senyawa aktif yang terkandung di 

dalamnya kemungkinan mampu menghambat penyebaran sel kanker 

melalui penghambatan faktor-faktor kanker serta meningkatkan ekspresi 

gen dan protein untuk apoptosis. 
 Ekstrak mentimun laut S. horrens yang akan dipaparkan pada 

sel HeLa sebelumnya dilarutkan terlebih dahulu dengan dimethyl 

sulfoxide (DMSO). Muir (1996) menyatakan bahwa DMSO dapat 
membawa obat seperti morfin sulfat, penisilin, steroid, dan kortison 

melintasi membran akan tetapi bergantung pada berat molekul, bentuk, 

dan elektrokimia molekul. Hal ini memungkinkan DMSO berperan 
sebagai sistem penyampaian obat baru yang dengan resiko infeksi yang 

rendah. Konsentrasi maksimum DMSO yang digunakan dalam uji in 

vitro biasanya berkisar antara 0,5-1% (NCGC, 2009) sehingga 

penggunaan DMSO dalam pengenceran ekstrak metanol mentimun laut 
S. horrens dalam penelitian ini tidak bersifat toksik pada sel HeLa.  
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4.2 Pewarnaan Sel HeLa secara Imunositokimia 
 

 Prinsip dari teknik imunositokimia adalah adanya ikatan 

antigen-antibodi yang digunakan untuk mendeteksi suatu molekul dalam 
sel (Timmis, 2005). Deteksi terjadinya apoptosis dilakukan dengan 

metode imunositokimia menggunakan TUNEL dan diwarnai dengan 

kromogen DAB (3,3’-diaminobenzidine). Pewarnaan pembanding 
(counterstain) menggunakan methyl green. Ekspresi p53 dideteksi 

menggunakan Antibodi Primer p53 (DO-7) Mouse Monoclonal IgG2 dan 

Antibodi sekunder universal biotin linked dan kromogen AEC (3-amino-

9-ethylcarbazole). 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

    

 

 
 

 

 

 
 

 

Gambar 4.2 Hasil imunositokimia sel HeLa. Sel berwarna coklat 
terwarnai DAB merupakan sel yang mengalami apoptosis 

(A), sel berwarna merah terwarnai AEC merupakan sel 

yang mengekspresikan p53 (B), sel berwarna pekat 
terwarnai DAB dan AEC, ditunjukkan dengan anak panah 

merupakan sel yang mengalami apoptosis dan 

mengekspresikan p53 (C), dan sel berwarna hijau tidak 

terwarnai DAB dan AEC, tetapi terwarnai methyl green 
dicirikan sebagai sel hidup (D).  

A B 

C D 

200x 

200x 

200x 

200x 
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 Gambar 4.2 (A) menunjukkan sel apoptosis dengan warna 

coklat karena adanya DAB chromogen. TUNEL dapat membedakan 
antara sel yang mati dan hidup, namun tidak dapat membedakan antara 

sel yang mati karena apoptosis atau nekrosis. Penentuan apoptosis 

mengacu pada prinsip TUNEL yaitu adanya reaksi molekular yang 

ditandai dengan adanya ligasi antar fragmentasi DNA dan reaksi 
imunositokimia yang ditandai adanya reaksi antara antigen dan antibodi 

(Hartono, 2009). 

 

 
 

 
 

 

 
  

 

 
Gambar 4.3 Proses imunositokimia pada sel apoptosis dengan TUNEL. 

DNA terfragmentasi disambung oleh enzim TdT dan 

molekul BrdU dideteksi oleh anti-BrdU yang terlabel 

biotin (R&D, 2011). 
 

Gambar 4.3 diatas menunjukkan adanya DNA yang 

terfragmentasi karena sel mengalami apoptosis. Ligasi DNA yang 
terfragmentasi dilakukan oleh enzim TdT untuk membantu penempelan 

BrdU. BrdU ini akan dideteksi oleh antibodi anti-BrdU yang terlabel 

biotin. Molekul biotin akan dideteksi oleh ikatan streptavidin-

horseradish peroxidase. Reagen streptavidin akan bereaksi dengan 
molekul biotin, sedangkan peroxidase berperan sebagai indikator enzim 
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(R&D, 2011). Penambahan substrat H2O2 dan DAB menghasilkan 

formasi presipitasi coklat pada sisi antigen sel, peroksidase akan 
mengurangi hidrogen peroksida ke air. Reaksi ini dipengaruhi oleh 

buffer substrat. Selain itu diperlukan sumber elektron yang disediakan 

oleh DAB substrat. Ketika DAB melepaskan elektron, substrat DAB 

menjadi tidak larut dan terpresipitasi pada sisi aktif enzim. Presipitasi 
DAB adalah warna coklat yang dapat diamati dengan mikroskop cahaya 

(Beckman Coulter, 2008). HRP secara enzimatik memecah substrat 

H2O2 menjadi O
-
 dan H2O. Jika kromogen DAB terdapat dalam larutan, 

maka akan menerima radikal O
-
. Hal ini menyebabkan kromogen DAB 

yang larut dalam air mengalami oksidasi, menghasilkan pigmen yang 

yang secara langsung akan terpresipitasi di dekat sisi reaksi (Hartono, 

2009).  
Gambar 4.2 (B) menunjukkan sel yang mengekspresikan p53. 

Teknik imunositokimia menggunakan prinsip mengkonjugasikan 

antibodi primer p53 Mouse Monoclonal IgG2 dan antibodi sekunder 
universal biotin-linked dengan peroksidase. Antibodi primer akan 

berikatan dengan antigen sel yang dideteksi, selanjutnya antibodi 

sekunder yang terlabel biotin akan dideteksi oleh streptavidin dan 
peroksidase sebagai indikator enzim mengkatalisis kromogen AEC yang 

dapat menghasilkan endapan berwarna pada suatu reaksi sehingga 

warna dapat tervisualisasi (Dako, 2007). 

Gambar 4.2 (D) menunjukkan pewarnaan pembanding dengan 
methyl green untuk sel yang tidak mengalami apoptosis dimana 

dicirikan sebagai sel hidup. Methyl green membentuk kompleks dengan 

DNA untuk membentuk warna hijau pada sel (Umemura, et al, 2003). 
Pada prinsipnya, DNA memiliki muatan negatif, sedangkan methyl 

green merupakan kation yang bermuatan positif sehingga dapat 

mengikat DNA secara spesifik pada inti sel (Heidcamp, 2010). 
 

4.3 Pengaruh Pemberian Ekstrak Mentimun Laut Stichopus 

horrens terhadap Sel HeLa 
 

Hasil penelitian ini menunjukkan kemampuan ekstrak 
mentimun laut S. horrens sebagai antikanker  yang ditunjukkan  dengan  

sifat  sitotoksik, mampu  menghambat proliferasi  sel  dan memicu 

apoptosis. Adapun perbandingan jumlah sel yang mengalami apoptosis 

antar perlakuan ditunjukkan pada gambar 4.4. 

 



24 

 

 
Gambar 4.4  Rata-rata jumlah sel apoptosis pada setiap perlakuan. Sel 

apoptosis mengalami peningkatan seiring dengan 

meningkatnya dosis ekstrak mentimun laut S. horrens. 
 

Jumlah sel apoptosis paling tinggi diperoleh pada dosis 0,75 

ug/ml yaitu sebesar 42,3%. Adanya sel apoptosis pada perlakuan 0 

ug/ml disebabkan berkurangnya faktor-faktor yang dapat 
mempertahankan sel HeLa untuk tetap hidup, sehingga sel dapat 

mengalami kematian meskipun tidak diinkubasi dengan ekstrak 

mentimun laut. Berdasarkan uji Anova didapatkan siginifikansi (p<0,05) 
yang mengindikasikan bahwa terdapat paling tidak 1 perlakuan yang 

berbeda nyata. Pada dosis 0,75 ug/ml memiliki pengaruh yang 

signifikan (p<0,05) bila dibandingkan dengan dosis 0 ug/ml dan 0,25 

ug/ml. Sedangkan dosis 0,5 ug/ml memiliki pengaruh yang signifikan 
(p<0,05) bila dibandingkan dengan dosis 0 ug/ml.  

 

4.4 Pengaruh Pemberian Ekstrak Mentimun Laut Stichopus 

horrens Ekspresi Protein p53 
 

 p53 adalah tumor suppressor gene yang penting bagi organisme 

multiseluler untuk menekan pertumbuhan kanker. p53 berperan dalam 

menjaga stabilitas sel dengan mencegah terjadinya mutasi genom (Yang, 
dkk. 2006). Protein p53 merupakan produk gen TP53 tumor suppressor 

yang diekspresikan pada fase G1 untuk memperbaiki kerusakan DNA 

yang terjadi dan menghentikan siklus sel pada fase S atau untuk 
menginduksi apoptosis jika kerusakan DNA tidak dapat diperbaiki 

(Oliveira, dkk. 2008). 
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 Pengamatan ekspresi p53 pada penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui seberapa banyak p53 berperan dalam menginduksi 
apoptosis pada sel HeLa. Adapun jumlah sel yang mengeskpresikan p53 

ditunjukkan pada gambar 4.5. 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

Gambar 4.5  Perbandingan jumlah ekspresi p53 pada sel hidup dan sel 

apoptosis. Jumlah ekspresi p53 rata-rata hampir sama antar 
perlakuan, sehingga tidak terdapat beda nyata. 

 

Pada penelitian ini diperoleh jumlah sel yang mengekspresikan 
p53 paling tinggi ditunjukkan oleh perlakuan 0,50 ug/ml dengan 

persentase sebesar 5,35% pada sel apoptosis dan 40,85% pada sel hidup 

(Gambar 4.5). Hal ini menunjukkan bahwa ekspresi p53 pada sel yang 

mengalami apoptosis tidak meningkat, tetapi justru meningkat pada sel 
hidup. 

 Uji korelasi antara ekspresi p53 dengan sel apoptosis dan sel 

hidup menggunakan uji korelasi Pearson memiliki nilai signifikansi 
(p>0,05), maka hal ini menunjukkan tidak terdapat korelasi ekspresi p53 

dengan sel apoptosis dan sel hidup (Andi Offset, 2007). Hal ini 

menunjukkan tidak adanya keterkaitan antara ekspresi p53 dengan 
terjadinya apoptosis pada sel HeLa. Artinya p53 tidak berperan dalam 

proses apoptosis yang diinduksi oleh ekstrak mentimun laut S. horrens. 

Protein p53 kemungkinan dapat berperan dalam apoptosis secara 

individual sel, akan tetapi secara populasi ekspresinya rendah, sehingga 
diduga mekanisme pengaruh pemberian ekstrak mentimun laut dalam 

menginduksi apoptosis pada sel HeLa tidak melalui protein p53 

melainkan melalui jalur lain (p53-independent apoptosis). 
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4.5 Prediksi Gen dan Protein Target dalam Mekanisme Apoptosis 

yang Diinduksi Ekstrak Mentimun Laut 
 

Mentimun laut merupakan spesies invertebrata yang memiliki 
senyawa aktif yang berpotensi sebagai antikanker. Senyawa aktif 

tersebut diduga menginduksi apoptosis pada sel kanker dengan 

mentarget gen dan protein yang berperan dalam apoptosis. Berdasarkan 
studi literatur dan studi homologi diperoleh beberapa senyawa aktif dari 

mentimun laut yang memiliki sifat antikanker dan diduga mentarget 

spesifik gen dan protein yang berperan dalam apoptosis pada tabel 4.1. 

 
Tabel 4.1. Senyawa aktif mentimun laut yang memiliki sifat antikanker 
 

Spesies Senyawa aktif 
Gen/Protein 

target  
Referensi 

Stichopus horrens - Caspase 9 
Widodo dkk, 

2009 

Stichopus variegates Sphingosine Bcl-2 
Sugawara, 
dkk. 2006 

Holothuria nobilis Echinoside A 
Top II 

inhibitor 

Li, dkk. 

2010 

Holothuria scabra Scabraside A 
DR5, PARP, 

Bax dan Bid 

Hua, dkk. 

2009; Liang, 
dkk. 2010 

Holothuria scabra Holothurin A4 Caspase 8, 9 

Dang, dkk. 

2007; Yu & 

Kim, 2010 

Holothuria scabra Holothurin A3 Caspase 3 

Dang, dkk. 

2007; Chen, 

dkk. 2006 

Mensamaria intercedens 
Intercedenol 

A & B 
CD95 (Fas) 

Zou, dkk. 
2004 

Holothuria fuscocinerea 
Fuscocineroside 

C 

ERK1 

inhibitor 

Zhang, dkk. 

2006; Chen, 
dkk. 2005 
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4.6 Prediksi Mekanisme Apoptosis pada Sel HeLa yang Diinduksi 

Ekstrak Mentimun Laut 
 

 Berdasarkan tabel 4.1 menunjukkan bahwa mentimun laut 
memiliki berbagai senyawa aktif dari ekstrak metanol yang memiliki 

beberapa target gen dan protein untuk mendukung terjadinya apoptosis 

pada sel kanker. Untuk menganalisis fungsi dari masing-masing gen dan 
protein dalam menginduksi apoptosis pada sel kanker, digunakan 

Panther server untuk memprediksi jalur yang dibentuk (Gambar 4.6). 

 

 
Gambar 4.6 Prediksi mekanisme apoptosis terkait gen dan protein yang 

menjadi target ekstrak mentimun laut. Gen dan protein 

yang ditarget ekstrak mentimun laut berperan dalam 
apoptosis signaling pathway . 

 

 Berdasarkan prediksi menggunakan Panther server diatas dapat 

diketahui beberapa mekanisme yang melibatkan gen dan protein 
tersebut diantaranya apoptosis signaling pathway, angiogenesis, FAS 

signaling pathway, dan VEGF signaling pathway. Mekanisme apoptosis 

memiliki peran paling besar yaitu 52,94%. Hal ini membuktikan bahwa 
gen dan protein tersebut berperan dalam mekanisme apoptosis. 

Mekanisme apoptosis yang diperoleh dari Panther di atas dapat 

ditunjukkan dengan penelusuran pathway yang melibatkan keseluruhan 

gen dan protein yang diperoleh dari studi homologi mentimun laut, 
sehingga diketahui jalur apoptosis lebih dalam untuk menuju pada 

whole apoptosis menggunakan program Osprey 1.0.1.  
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4.7 Prediksi Jalur Mekanisme p53-Independent Apoptosis pada Sel 

HeLa yang Diinduksi Ekstrak Mentimun Laut 
 

 Prediksi apoptosis pathway ini didasarkan pada hasil uji in-vitro 
yang telah dilakukan dengan hasil bahwa ekstrak mentimun laut S. 

horrens mampu menginduksi apoptosis melalui jalur p53-independent 

karena diketahui bahwa gen p53 tidak berperan banyak dalam 
menginduksi apoptosis. Dalam hal ini, p53 berada dalam keadaan 

inaktif dimana pada sel HeLa terdapat onkogen E6 yang berintegrasi ke 

dalam struktur gen p53 sehingga kompleks tersebut dikenali oleh 

molekul ubiquitin dan akhirnya didegradasi oleh proteasom (Gambar 
4.7). Adanya ekspresi p53 pada sel kanker yang hidup diduga adanya 

aktivasi setelah pemberian ekstrak, tetapi ekspresinya masih dalam 

tahap proapoptosis (Feki, 2004). Ekstrak mentimun laut S. horrens 
terbukti tidak mengaktifkan p53 sebagai faktor transkripsi, akan tetapi 

hal tersebut tidak mengurangi laju apoptosis (Desaintes, dkk. 1999) 

karena ekstrak dapat secara langsung mempengaruhi ekspresi protein 

regulator apoptosis tanpa melibatkan faktor transkripsi (Sukmaniah, 
2005). 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 (a)    (b) 

 
Gambar 4.7 Integrasi onkogen E6 ke dalam struktur gen p53. 

Onkogen E6 mengeblok ekspresi p53 sehingga 

menyebabkan proliferasi tak terkendali dan pembentukan 

tumor (a) Komplek E6-p53 dikenali oleh molekul 
ubiquitin dan didegradasi oleh proteasom (Feki, 2004). 
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Penelusuran jalur mekanisme apoptosis ini bertujuan untuk 

membuat sebuah simulasi mengenai proses terjadinya apoptosis yang 
didasarkan hasil uji in vitro yang dikombinasikan dengan in silico. 

Analisis Osprey 1.0.1 dilakukan dengan cara mengkombinasikan semua 

gen dan protein yang berperan dalam apoptosis dari senyawa aktif 

mentimun laut diatas, maka didapatkan jalur p53-independent apoptosis 
pada sel HeLa akibat induksi dari ekstrak mentimun laut melalui 

aktivasi jalur ekstrinsik dan intrinsik seperti pada gambar 4.7. 

 

 
 

Gambar 4.8  Prediksi jalur mekanisme apoptosis pada sel HeLa oleh 
ekstrak mentimun laut dari Osprey 1.0.1. Apoptosis 

diinisiasi oleh death receptor dan reseptor permukaan 

CD95, serta aktivasi protein member Bcl-2 pro-apoptosis 
yang mengaktifkan aliran caspase dan menginduksi 

apoptosis. 
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Aktivasi jalur ekstrinsik apoptosis diperankan oleh FasL dan 

TRAIL yang merupakan ligan berlokasi pada membran dan matriks 
ekstraseluler. Kedua ligan ini menginduksi apoptosis melalui signal 

ekstraseluler. Pengikatan TRAIL terhadap DR5 membentuk binding site 

untuk adaptor protein TRADD (TNF related apoptotic death domain) 

dan mengaktifkan caspase 10 dan 8. Ligasi CD95/Fas dengan CD95/Fas 
reseptor membentuk binding site untuk adaptor protein FADD (Fas-

associated death domain) yang berikatan dengan procaspase 8 yang 

selanjutnya mengaktifkan caspase 8 pada plasma membran. Caspase 8 
mengaktifkan caspase efektor 3 dan anggota Bcl-2 family Bid. Caspase 

8 mengaktivasi Bid untuk menginduksi pelepasan citokrom c dan 

pembentukan apoptosom oleh caspase 9 (Woo, dkk. 2004). 

Aktivasi jalur intrinsik dipicu oleh perubahan potensial pada 
membran mitokondria (Δψm) yang menyebabkan pembentukan pori 

membran dan diikuti oleh pelepasan citokrom C dan aktivasi caspase. 

Induksi ekstrak mentimun laut diduga menyebabkan perubahan level 
Bcl-2 dan Bax (Lee, dkk., 2010; Sugawara, dkk., 2006) yang seharusnya 

ditranskripsi oleh p53, namun ekstrak mentimun laut mampu mentarget 

pada ekspresi protein Bax tanpa melalui p53. Perubahan level Bcl-2 dan 
Bax menginduksi pelepasan citokrom C dari mitokondria (Muhamad, 

dkk. 2011; Yang, dkk. 2006) dan terjadi interaksi dengan Apaf-1 

membentuk apoptosom. Kompleks apoptosom mengaktifkan caspase 9 

dan 3 dalam proses apoptosis. Hal ini menunjukkan bahwa jalur 
mitokondria diduga berperan dalam kematian sel HeLa yang diinduksi 

oleh ekstrak mentimun laut (Yang, dkk. 2006). 

Mekanisme apoptosis yang diinduksi ekstrak mentimun laut 
melibatkan beberapa gen dan protein lain selain jalur ekstrinsik dan 

intrinsik diatas. DNA topoisomerase II adalah enzim ubiquitin dan 

esensial yang merelaksasi DNA supercoiling selama proses seluler 
seperti replikasi, rekombinasi, dan transkripsi. Senyawa aktif mentimun 

laut diduga mampu menghambat komplek DNA topoisomerase II 

sehingga menyebabkan produksi ROS pada mitokondria sehingga 

terjadi depolarisasi membran mitokondria (Ganguly, dkk. 2007; Lee, 
dkk. 2010). Selain itu, pada sel kanker terjadi abnormal cyclin D1 yang 

mengaktifkan CDK4 dan CDK6 sehingga siklus sel terus berlanjut.  PIN 

1 diketahui mampu menekan proliferasi sel kanker. PIN 1 berfungsi 
meregulasi level cyclin D1 sehingga memblok proliferasi sel dan 

menginduksi apoptosis melalui cell cycle arrest (Wulf, dkk. 2001).   
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Focal adhesion kinase (FAK) berperan penting dalam 

pembentukan mikrotubul selama mitosis, sehingga penghambatan FAK 
dapat menghentikan proses mitosis sel dan sel berhenti pada metafase. 

PARP berperan dalam sintesis telomerase dan transkripsi RNA 

polymerase II. Dengan penghambatan PARP maka replikasi DNA dan 

sintesis protein akan terganggu sehingga menghentikan siklus sel. 
Penurunan ekspresi PARP juga dapat mengubah level basal Bax dan 

Bcl-2 dan selanjutnya mengaktifkan caspase-8 dan -9 (Muhamad, dkk. 

2011). 
Extracellular signal-regulated kinases (ERK1) merupakan 

anggota dari mitogen-activated protein kinases (MAPKs) yang sangat 

penting dalam meregulasi pertumbuhan sel, diferensiasi, dan kematian 

sel. ERK1 mempertahankan sel untuk hidup dan memblok jalur yang 
meningkatkan sensitifitas sel terhadap apoptosis, sehingga ERK1 

memiliki efek antiapoptosis. Pemberian ekstrak mentimun laut diduga 

akan memblok aktivitas ERK1 sehingga protein proapoptosis dapat 
meningkat dan menginduksi pelepasan citokrom C dari mitokondria 

(Fan, dkk. 2007). Inaktivasi dari ERK1 dan FAK diduga dimediasi oleh 

ekspresi Lyn yang merupakan protein yang berperan dalam fosforilasi 
dan aktivitas tirosin kinase. Protein Myc merupakan faktor transkripsi 

yang meregulasi sejumlah gen yang berperan dalam pertumbuhan dan 

proliferasi sel, selain itu juga mendukung terjadinya apoptosis. Myc 

dapat memicu terjadinya apoptosis melalui signal intraseluler dan 
mengaktifkan caspase serta menstimulasi pelepasan citokrom C dari 

mitokondria melalui aktivasi Bax (Afanasyeva, dkk. 2007). 

Penelitian Widodo, dkk. (2009) melaporkan bahwa ekstrak 
mentimun laut S. horrens mampu menyebabkan sel MCF-7 berhenti 

membelah pada fase G1. Berdasarkan prediksi mekanisme apoptosis 

diatas dapat diketahui bahwa gen ERK1 yang diduga dihambat pada 
proses apoptosis kemungkinan juga dihambat dalam siklus sel. Jalur 

ERK1 penting untuk sel berlanjut pada restriction point G1, dan 

dibutuhkan untuk membawa sel dari G0 menuju G1, sehingga 

penghambatan ERK1 dapat memicu cell cycle arrest pada G1. Menurut 
Zeng, dkk. (2009), penghambatan ERK1 dapat mengubah level cyclin 

D1 dan p21(CIP1) yang berperan penting dalam menghambat sel pada 

fase G1. 
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BAB V 

PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 
 

 Ekstrak mentimun laut S. horrens menginduksi apoptosis pada 

sel HeLa dengan meningkatkan jumlah sel yang mengalami apoptosis 
seiring dengan peningkatan dosis ekstrak yang diberikan. Mekanisme 

apoptosis yang diinduksi ekstrak mentimun laut S. horrens merupakan 

jalur p53-independent apoptosis. Berdasarkan pendekatan 

bioinformatika, prediksi mekanisme apoptosis pada sel HeLa yang 
diinduksi ekstrak mentimun laut adalah melalui beberapa jalur yang 

mengaktifkan caspase. 

 

5.2 Saran 
 

Sebaiknya dilakukan metode fraksinasi dan kromatografi untuk 

mengetahui jenis dan struktur senyawa aktif yang terkandung dalam 

ekstrak mentimun laut S. horrens. Selain itu, akan lebih baik dilakukan 
analisis aktivitas beberapa gen regulator apoptosis sehingga dapat 

dengan mudah diketahui target antikanker pada sel kanker. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran A. Skema Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar A.1 Skema Alur Penelitian 

Sel HeLa 

Kultur Sel dalam flask 

Subkultur dalam well-plate 

Pemberian ekstrak Mentimun laut  

(Stichopus horrens) 

Kontrol 

negatif 

Dosis minimum 

(0,25 ug/ml) 

Dosis medium 

(0,50 ug/ml) 

Dosis maksimum 

(0,75 ug/ml) 

Imunositokimia 

(Apoptosis dan p53) 

Analisis Data 

2-7 hari 

2-7 hari 

24 jam 
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Lampiran B. Perhitungan dosis pemberian ekstrak mentimun laut 

S. horrens 

 

Pembuatan stok 100 ug/ml 

Diambil ekstrak sebanyak 100 ug lalu dilarutkan dalam 1 ml DMSO 

 
     Dalam 100 ug/ml = 1,2 ml 

                       M1.V1 = M2.V2 

 
1. Dosis minimum 

    0,25 ug/ml  V1  = M2.V2 

M1 

        = 0,25 ug/ml x 1,2 ml 
       100 ug/ml  

        = 0,003 ml 

        = 3 ul  dalam 1200 ul media 
 

2. Dosis minimum 

    0,50 ug/ml  V1  = M2.V2 
M1 

        = 0,50 ug/ml x 1,2 ml 

       100 ug/ml  

        = 0,006 ml 
                  = 6 ul  dalam 1200 ul media 

 

3. Dosis minimum 
    0,75 ug/ml  V1   = M2.V2 

M1 

        = 0,75 ug/ml x 1,2 ml 
       100 ug/ml  

        = 0,009 ml 

                 = 9 ul  dalam 1200 ul media 
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Lampiran C. Output Hasil Analisis Data Menggunakan Program 

SPSS 16 for Windows 

 

Uji Normalitas dan Homogenitas Data 

 

 
 

Uji Anova : untuk mengetahui beda nyata antar perlakuan 
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Uji Tukey : untuk mengetahui beda nyata antar perlakuan 

    
 

Uji Korelasi : untuk mengetahui korelasi ekspresi p53 dengan sel 

apoptosis maupun sel hidup 
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Lampiran D. Studi Homologi Struktur : Untuk mencari target gen 

dan protein yang berperan dalam apoptosis 

berdasarkan kesamaan struktur 

 

 
Gambar D.1  Studi homologi struktur dengan KegDraw-0_1_11Beta. 

Struktur senyawa aktif yang diperoleh dari literatur 
pendukung digambar ulang dan ditelusuri similaritasnya 

dengan senyawa aktif lain. 

 

 
Gambar D.2 Proses penelusuran kesamaan struktur senyawa aktif 

mentimun laut. Struktur yang telah didapatkan berdasarkan 

nilai similaritas tertinggi ditelusuri kembali aktivitasnya 
dalam apoptosis dengan studi literatur. 
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Lampiran E. Prediksi Jalur Mekanisme Apoptosis Menggunakan 

Osprey 1_0_1 
 

 
Gambar E.1 Prediksi jalur mekanisme apoptosis menggunakan Osprey 

1_0_1 dengan memasukkan kode gen dan protein target 

dan dimunculkan interaksinya dan dianalisis sesuai dengan 
info yang tersedia pada fitur software. 

 

 
 


