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INTISARI

PENTURY, E., 2015, IDENTIFIKASI FRAKSI ETIL-ASETAT EKSTRAK
ETANOL SARANG SEMUT (Hydnophytum formicarum) DAN STUDI IN
VITRO TERHADAP SEL LIMFOSIT, VERO DAN MCF-7 DENGAN
PENAMBAHAN DOKSORUBISIN, TESIS, FAKULTAS FARMASI,
UNIVERSITAS SETIA BUDI, SURAKARTA

Doksorubisin  merupakan salah satu agen kemoterapi yang banyak
digunakan dalam terapi kanker payudara. Terapi dengan doksorubisin mempunyai
keterbatasan sehingga sangat perlu untuk dikombinasikan dengan bahan alam
seperti sarang semut (Hydnophytum formicarum) untuk mengurangi efek toksik
dari agen kemoterapi. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas
sitotoksik sarang semut (Hydnophytum formicarum) tunggal maupun kombinasi
dengan doksorubisin terhadap proliferasi sel limfosit, vero dan MCF-7.

Proses ekstraksi sarang semut (Hydnophytum formicarum) dilakukan
dengan metode maserasi dengan menggunakan pelarut etanol dan dilanjutkan
fraksinasi dengan kromatografi cair vakum dengan pelarut etil asetat dan etanol
dengan berbagai perbandingan konsentrasi. Uji sitotoksisitas dan uji aktivitas
proliferasi limfosit menggunakan metode MTT. Data berupa absorbansi
dikonversi ke dalam persen sel hidup. Data persen viabilitas sel digunakan untuk
menghitung 1Csy dan kemudian dianalisis menggunakan analisis statistik
ANOVA. Identifikasi kandungan senyawa sarang semut (Hydnophytum
formicarum) dilakukan dengan kromatografi lapis tipis.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa fraksi etil asetat ekstrak etanol
sarang semut (Hydnophytum formicarum) yang dikombinasikan dengan
doksorubisin memiliki efek sitotoksik terhadap sel MCF-7 dan tidak bersifat
toksik terhadap sel vero. Kombinasi sarang semut (Hydnophytum formicarum)
dan doksorubisin berbeda nyata dengan kontrol sel yaitu pada nilai 1Cs, fraksi etil
asetat 591,69 pg/mL dan % ICsy doksorubisin 0,395 nM. Hasil analisa
menunjukkan bahwa fraksi uji mempunyai aktivitas imunostimulator terhadap
proliferasi sel limfosit pada konsentrasi 73,96 pug/mL yang berbeda bermakna
dibandingkan dengan kontrol positif dan kontrol sel. Hasil KLT menunjukkan
bahwa fraksi etil asetat ekstrak etanol sarang semut (Hydnophytum formicarum)
mengandung flavonoid dan fenolik.

Kata Kunci:  Hydnophytum formicarum, MCF-7, Imunostimulator.
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ABSTRACT

PENTURY, E., 2015, IDENTIFICATION OF FRACTION ETHYL ACETATE
EXTRACT ETHANOL OF HYDNOPHYTUM FORMICARUM AND IN VITRO
STUDY OF LIMPHOCYTES, VERO AND MCF-7 WITH ADDITION OF
DOXORUBICIN, THESIS, FACULTY OF PHARMACY, SETIA BUDI UNIVERSITY,
SURAKARTA

Doxorubicin is one of the chemotherapy agent much used in the therapy
for breast cancer. Therapy with doxorubicin have constraints that meant is
important to combined with natural product like a Hydnophytum formicarum to
reduce a toxic effect of an agent chemotherapy. The aims of this research is to
know the activity of the Hydnophytum formicarum of cytotoxic as singular or
combination with doxorubicin against proliferation lymphocytes, vero and mcf-7.

The process of extracting the Hydnophytum formicarum should be
conducted with the methods maceration by using a solvent ethanol and continued
fractionate with chromatography liquid vacuum with a solvent ethyl acetate and
ethanol with various comparison concentration. The cytotoxicity and the
proliferation of lymphocytes activity uses the MTT assay. The form of absorbance
converted into percent living cells. Percent cell viability is used to calculate the
ICso and then analyzed using ANOVA statistical analysis. ldentification of
compounds Hydnophytum formicarum performed by thin layer chromatography.

The results showed that the ethyl acetate fraction of ethanol extract of
Hydnophytum formicarum in combination with doxorubicin have a cytotoxic
effect on MCF-7 cells and not toxic to vero cells. The combination of
Hydnophytum formicarum and doxorubicin significantly different from control
cells, the 1Csq value of ethyl acetate fraction of 591.69 mg / mL and ¥ ICsp 0.395
nM doxorubicin. The analysis shows that the fraction of the study have
immunostimulatory activity of the lymphocyte cell proliferation at a concentration
of 73.96 mg / mL were significantly different compared with the positive control
and the control cells. TLC results showed that the ethyl acetate fraction of ethanol
extract of ant nests (Hydnophytum formicarum) contains flavonoids and phenolic.

Keywords:  Hydnophytum formicarum, MCF-7, Immunostimulatory.
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BAB I

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah
Kanker adalah penyakit yang dihasilkan dari pertumbuhan abnormal dan
diferensiasi jaringan (Zdanowics, 2003). Menurut WHO, kanker merupakan
penyebab utama kematian di seluruh dunia dan menyumbang 8,2 juta kematian

(22% dari semua kematian NCD) pada tahun 2012.

Kanker payudara adalah malignan yang berasal dari jaringan payudara
(Dipiro et al., 2009). Kanker payudara merupakan salah satu permasalahan sosial
yang ditakuti oleh seluruh kaum wanita di dunia. Di Indonesia menurut data dari
WHO pada tahun 2014, jumlah kasus kanker payudara pada wanita merupakan
peringkat pertama dibandingkan kasus kanker lainnya dengan jumlah sebanyak

48.998 kasus.

Beberapa cara pengobatan kanker termasuk kanker payudara yang
digunakan selama ini yaitu dengan pembedahan, kemoterapi dan radioterapi.
Rendahnya selektifitas antikanker dengan penggunaan kemoterapi menyebabkan
tidak optimalnya pengobatan. Doksorubisin  merupakan salah satu agen
kemoterapi yang banyak digunakan dalam terapi kanker payudara. Namun, terapi
dengan menggunakan doksorubisin mempunyai keterbatasan karena toksisitas

sistemik terutama kardiotoksisitas, penekanan sistem imun (Wattanapitayakul et



al., 2005), resistensi obat (Davis et al., 2003) dan kegagalan apoptosis sel kanker
(Notarbartolo et al., 2005). Doksorubisin mempengaruhi sistem kekebalan tubuh
dengan cara mengurangi ekspresi dari IL-o, produksi IFN-y, sel NK, proliferasi
limfosit dan rasio CD4+ / CD8+ (Zhang et al., 2005). Oleh karena efek samping
dari doksorubisin, maka diperlukan suatu senyawa yang bekerja sinergi dengan
doksorubisin sehingga dapat meningkatkan efikasi serta mengurangi toksisitas

pada jaringan normal.

Pengobatan alternatif yang biasa digunakan masyarakat secara empirik
untuk penyakit kanker salah satunya adalah dengan menggunakan tumbuhan
sarang semut (Hydnophytum formicarum). Di Maluku, sarang semut
(Hydnophytum formicarum) merupakan salah satu tanaman endemik. Sarang
semut (Hydnophytum formicarum) suku Rubiaceae termasuk dalam tumbuhan
epifit. Secara empiris penggunaan rebusan tumbuhan sarang semut atau kapsulnya
telah terbukti dapat menyembuhkan beragam penyakit ringan dan berat seperti
kanker dan tumor, asam urat, jantung koroner, wasir, TBC, migren, rematik dan

leukimia (Subroto, 2006).

Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Darwis et al (2014) tentang
ekstrak etanolik sarang semut (Hydnophytum formicarum) terhadap proliferasi sel
limfosit, vero dan T47D dengan penambahan doksorubisin secara in vitro telah
menunjukkan adanya peningkatan proliferasi limfosit. Prachayasittikul et al
(2008) dalam penelitiannya menjelaskan bahwa hasil isolasi dari ekstrak H.
formicarum (heksan, diklorometan, dan etil asetat) memiliki aktivitas antioksidan

yang merupakan senyawa flavonoid dan fenolik seperti isoliquiritigenin, butin,



butein, protocatechualdehyde dan juga stigmasterol. Ekstrak etil asetat H.
formicarum menunjukkan aktivitas antioksidan yang paling baik.

Menurut Johnson dan Maddipati (1998); dan Miller dan Rice-Evans
(1995) senyawa flavonoid dari tumbuhan mempunyai aktivitas antioksidan yang
sangat berguna bagi kesehatan manusia. Miller (1996) menyatakan bahwa
flavonoid mempunyai berbagai efek seperti imunostimulan, antitumor, anti-HIV,
antioksidan, antiinflamsi, antidiare, antifungal, antihepatotoksik, antihiperglikemi,
dan vasodilator. De la Fuente dan Victor (2000) mendapatkan hasil bahwa
antioksidan mampu menstimulus sistem imun dengan meningkatkan perlekatan
serta kemotaksis dari limfosit. Wijayanti (2005) menjelaskan bahwa penambahan
bahan yang bersifat imunostimulator akan meningkatkan respon pada limfosit dan
menyebabkan pembelahan sel sehingga terjadi proliferasi. Penggunaan limfosit T
yang telah teraktivasi pada mencit bertumor meningkatkan proliferasi. Menurut
Pinchuk (2002) limfosit T yang aktif meghasilkan limfokin, IL-2 yang berfungsi
memicu proliferasi limfosit baik secara autokrin maupun parakrin. IL-2 juga
berfungsi meningkatkan efek sitotoksik sel T sitotoksik dan merangsang produksi
IFN. IL-2 diproduksi terutama oleh sel T helper dan dapat dirangsang

produksinya dengan pemberian imunostimulator.

Peningkatan proliferasi limfosit T dalam kondisi imunosupresi yang
sering ditemukan pada penderita penyakit sangat penting karena mampu
meningkatkan kemampuan melawan penyakit. Pada penderita tumor peningkatan
jumlah limfosit T sangat penting mengingat perannya dalam menghambat

perkembangan dan pertumbuhan sel-sel tumor sehingga penggunaan



imunostimulator dapat dijadikan alternatif sebagai usaha peningkatan jumlah
limfosit T. Limfosit T yang aktif mampu menghasilkan TNF-a yang berfungsi
menekan pertumbuhan sel tumor, meningkatkan pertumbuhan dan ekspresi IL-2R
dan menstimulasi produksi IFN-y yang juga berperan menghambat pertumbuhan
sel tumor. Meningkatnya proliferasi limfosit T menyebabkan peningkatan jumlah
TNF-a sehingga pertumbuhan sel tumor semakin mudah ditekan (Alexander et
al., 1993; Gu, 2005; Urban, 1982).

Penelitian mengenai kombinasi fraksi etil asetat dengan doksorubisin
pada sel MCF-7 belum pernah dilakukan. Salah satu model sel kanker payudara
yang telah mengalami resistensi terhadap agen kemoterapi doksorubisin adalah sel
MCF-7 (Simstein et al., 2003). Sel kanker MCF-7 memiliki karakteristik
overekspresi PgP (Davis et al., 2003), overekspresi Bcl-2 dan tidak
mengekspresikan caspase-3 sehingga mampu menghindari apoptosis (Simstein et
al., 2003). Penelitian ini akan menguji apakah fraksi etil asetat mempunyai efek
sinergis dengan agen kemoterapi doksorubisin sehingga dapat mengatasi
permasalahan resistensi dan menurunkan dosis efektif doksorubisin sehingga
dapat mengurangi toksisitas agen kemoterapi tersebut dan tidak bersifat toksik

terhadap sel vero serta meningkatkan proliferasi limfosit.



B. Perumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas maka dapat dirumuskan suatu

permasalahan:

1.

2.

3.

Apakah fraksi etil asetat ekstrak etanol sarang semut (Hydnophytum
formicarum) yang dikombinasikan dengan doksorubisin bersifat sitotoksik
terhadap sel vero dan sel MCF-7.

Apakah fraksi etil asetat sarang semut (Hydnophytum formicarum) yang
dikombinasikan dengan agen kemoterapi doksorubisin memiliki aktivitas
anti kanker yang lebih baik dibandingkan penggunaan secara tunggal
sehinga dapat menurunkan dosis efektif doksorubisin dan mengurangi efek
toksisitas doksorubisin.

Apakah fraksi etil asetat ekstrak etanol sarang semut (Hydnophytum
formicarum) mempunyai aktivitas terhadap proliferasi sel limfosit secara
in vitro.

Bagaimana profil kandungan kimia fraksi etil asetat ekstrak etanol sarang

semut.

C. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk:

1. Menentukan aktivitas sitotoksik fraksi etil asetat ekstrak etanol sarang
semut (Hydnophytum formicarum) yang dikombinasikan dengan

doksorubisin terhadap sel MCF-7 dan sel vero.



2. Menentukkan aktivitas sitotoksik kombinasi fraksi etil asetat sarang
semut (Hydnophytum formicarum) dengan doksorubisin dalam
menurunkan dosis efektif doksorubisin sehingga mengurangi efek
samping dan mengurangi efek toksisitas doksorubisin.

3. Menentukan potensi fraksi etil asetat ekstrak etanol sarang semut
(Hydnophytum formicarum) terhadap aktivitas proliferasi sel limfosit
secara in vitro.

4. Mendapatkan profil kandungan kimia secara KLT.

D. Manfaat Penelitian
1. Hasil penelitian ini diharapkan memberikan tambahan data ilmiah
sebagai sumber acuan pemanfaatan tumbuhan sarang semut
(Hydnophytum formicarum) baik untuk penelitian lebih lanjut maupun
dalam pengobatan tradisional guna mengurangi efek samping dari
doksorubisin.
2. Memperkenalkan kekayaan alam bumi Maluku yang bisa

dimanfaatkan sebagai obat tradisional, khususnya sebagai anti kanker.

E. Keaslian Penelitian
Penelitian-penelitian yang telah dilakukan tentang tumbuhan sarang semut
telah dilakukan oleh beberapa peneliti. Penelitian tentang aktivitas proliferasi
limfosit dari spesies M. tuberosa dan M. pendens (Hertiani et al, 2010), penentuan

struktur molekul dari fraksi air tumbuhan sarang semut Myrmecodia pendens



Merr & Perry (Bustanussalam, 2010), Hertiani et al (2010) yang meneliti tentang
efek imunomodulator dari sarang semut Myrmecodia tubers dan Myrmecodia
pendens, Uji toksisitas akut ekstrak air sarang semut (Myrmecodia pendens)
terhadap histologi organ hati mencit (Soeksmanto et al, 2010), aktivitas
antikanker dari ekstrak tumbuhan sarang semut terhadap sel hela dan sel MCM-
B2 (Soeksmanto et al, 2010), aktivitas antimikroba dan antioksidan senyawa
bioaktif dari Hydnophytum formicarum Non Jack Bl (Prachayasittikul et al,
2008), dan penelitian tentang proliferasi sel limfosit, vero dan T47D dari ekstrak
etanol Hydnophytum formicarum (Darwis et al, 2014). Perbedaan penelitian ini
dengan penelitian Darwis et al adalah peneliti menggunakan fraksi etil asetat
ekstrak etanol Hydnophytum formicarum dan sel kanker MCF-7, sedangkan
peneliti terdahulu hanya menggunakan ekstrak etanol H. formicarum dan sel
kanker T47D. Sejauh ini, penelusuran tentang fraksi etil asetat ekstrak etanol
Hydnophytum formicarum sebagai immunomodulator dalam meningkatkan
proliferasi sel limfosit dan pengujian sitotoksik terhadap sel vero dan MCF-7
dengan penambahan doksorubisin secara in vitro belum pernah dilakukan

sebelumnya.



