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INTISARI

SELFYANA, A.T., UJI AKTIVITAS FRAKSI N-HEKSAN ETIL ASETAT
EKSTRAK ETANOL SARANG SEMUT (Hydnophytum formicarum)
KOMBINASI DOXORUBICIN TERHADAP MCF-7, SEL VERO DAN SEL
LIMFOSIT SECARA IN VITRO.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sarang semut
(Hydnophytum formicarum) yang berasal dari dari Desa Soya, Ambon — Maluku. Sel
MCF-7 merupakan salah satu sel kanker payudara yang sudah mengalami resistensi
terhadap doksorubisin. Pemberian doksorubisin secara tunggal dapat berefek buruk
pada sel normal dan menurunkan proliferasi limfosit. Tujuan pengujian adalah untuk
mengetahui aktivitas kombinasi antara doksorubisin dan fraksi n-heksan sarang semut
(Hydnophytum formicarum).

Ekstraksi sarang semut dilakukan dengan maserasi. Kemudian dilakukan
fraksinasi menggunakan Kromatografi Cair Vakum (KCV). Masing-masing Fraksi
diuji efeknya terhadap aktivitas proliferasi limfosit dan terhadap sel Vero dan MCF-7
menggunakan metode MTT pada berbagai variasi dosis (620 pug/ml, 310 pg/ml, 155
pg/ml, 77,5 pg/ml ) dengan penambahan Doxorubicin. Vaksin Hepatitis B (Engerix
BO) digunakan sebagai antigen. Data yang diperoleh dianalisis menggunakan uji
kolmogorof sminorf dan saphiro wilk dilanjutkan uji ANOVA.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa fraksi n-heksan sarang semut dengan
berbagai konsentrasi dapat meningkatkan proliferasi limfosit. Konsentrasi tertinggi
pada konsentrasi 155 pg/ml. Penambahan sarang semut tidak bersifat sitotoksik
terhadap sel Vero. Penambahan konsentrasi 77.5 pg/ml dan 310 pg/ml mempunyai
kemampuan menekan pertumbuhan sel MCF-7 yang sama dengan penggunaan
doksorubisin tunggal. Sarang semut secara KLT dengan berbagai penampak bercak
mengandung : flavonoid, Steroid, Tanin

Kata Kunci : Sarang semut (Hydnophytum formicarum), fraksi n-heksan, MCF-
7,Vero, Proliferasi Limfosit.

xiii



ABSTRACT

SELFYANA, A., T., TEST THE ACTIVITY OF FACTION N-HEKSAN
ETHYL ACETAT EXTRACT ETHANOL (Hydnophytum formicarum) A
COMBINATION OF DOXORUBICIN AGAINST MCF-7, VERO CELLS
AND LYPHOCYTIC CELLS IIN VITRO.

Material used in this research is a hive of ants ( hydnophytum formicarum )
derived from soya from the village , ambon — Maluku. Cell mcf-7 is one of breast
cancer cells already suffering resistance to doksorubisin. Granting doksorubisin
singly can affect poorly on normal cells and lowering the proliferation of
lymphocytes. The purpose of testing is to know the activity of combination between
doksorubisin and faction n-heksan ants nest ( hydnophytum formicarum)

Extraction ants nest done by maceration. And then it would be fractionate use
Liquid Chromatography Vacuum ( KCV ). Each tested the effect faction on the
activities of the proliferation of a lymphocyte and cell on vero mcf-7 and uses the
MTT to a wide (620 pg/ml, 310 pg/ml, 155 pg/ml, 77,5 pg/ml ) by the addition of
doxorubicin . Hepatitis b vaccine (Engerix BO) used as an antigen .The data collected
analyzed using the kolmogorof sminorf and saphiro wilk continued ANOVA test

The result showed that faction n-heksan ant nests can improve lymphocyte
proliferation as increased doses. The addition of ant nests does not have a cell of
cytotoxic against vero The addition can apparently faction pressing cell proliferation
mcf-7 with increasing doses. Ant nests in KLT with uv ray containing: flavonoid ,
steroid , tannin

Kata Kunci : Hydnophytum formicarum, faction n-heksan, MCF-7,Vero, Proliferasi
Limfosit
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BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang
Kanker merupakan kumpulan sel abnormal yang terbentuk oleh sel-sel
yang tumbuh secara terus-menerus, tidak terbatas, tidak terkoordinasi dengan
jaringan sekitarnya dan tidak berfungsi fisiologis. Kanker terjadi karena timbul
dan berkembang biaknya jaringan sekitarnya (infiltratif) sambil merusaknya
(dekstrutif), dapat menyebar ke bagian lain tubuh, dan umumnya fatal jika
dibiarkan. Ada yang tumbuh secara cepat, ada yang tumbuh tidak terlalu cepat,

seperti kanker payudara.

Kanker payudara adalah tumor ganas yang menyerang jaringan payudara,
jaringan payudara terdiri dari kelenjar susu (kelenjar pembuat air susu) saluran
kelenjar (saluran air susu) dan jaringan penunjang payudara. Kanker payudara
merupakan penyakit yang dapat menyebabkan kematian pada wanita, kanker
payudara terjadi karena adanya kerusakan pada gen yang mengatur pertumbuhan

dan dapat menyebabkan kematian pada wanita.

WHO melaporkan terdapat lebih dari 10 juta kasus kanker pertahun di
dunia. Pada tahun 2006, diperkirakan ada 1,3 juta kasus kanker di Amerika
Serikat, dan lebih dari 550 ribu orang meninggal karena penyakit ini (WHO,

2006). Untuk wanita dewasa di Amerika Serikat, kanker payudara adalah kanker

yang paling umum (32% dari seluruh kasus kanker), diikuti oleh kanker paru-paru


http://id.wikipedia.org/wiki/Amerika_Serikat
http://id.wikipedia.org/wiki/Kanker_payudara

(12%), kanker kolon dan rektum (11%), kanker endometrium (6%, uterus) dan

limfoma non-Hodgkin (4%). Berdasarkan kasus kematian, kanker paru-paru

paling umum (27% dari kematian kanker), diikuti oleh kanker payudara.

Metode pengobatan kanker payudara menggunakan kemoterapi masih
dipilih hingga saat ini. Agen kemoterapi kanker payudara yang kini masih banyak
dipakai adalah doksorubisin. Doxorubicin adalah agen kemoterapi yang sering
digunakan dalam pengobatan kanker payudara tetapi mengalami resisten terhadap
sel MCF-7, doxorubicin mengalami beberapa efek samping diantaranya
menyebabkan resistensi dan kardiotoksik sehingga akan beresiko tinggi bila
digunakan dalam dosis yang lebih tinggi (Lu and Waxman, 2005). Doksorubisin
menimbulkan efek samping merugikan berupa penurunan sistem imun tubuh.
Doksorubisin menurunkan sistem imun tubuh melalui beberapa mekanisme, yaitu
penurunan proliferasi sel limfosit dan TCD4+/TCD8+ (Zhang et al., 2005) serta
hepatotoksik (Bagchi et al., 1995). Penelitian yang dilakukan Phonnok et al
(2010) membuktikan bahwa doksorubisin memiliki efek sitotoksik pada sel Vero
(model sel normal). Penurunan sistem imun dapat menyebabkan tubuh rentan
terhadap serangan penyakit dan juga akan memperlambat proses penyembuhan
kanker. Oleh karena penggunaan kombinasi yang sinergik diharapkan dapat
meningkatkan sensitifitas sel terhadap doxorubicin. Salah satunya dengan

mengkombinasikan pemakaian doksorubisin dan obat bahan alam.

Bagi masyarakat Papua, tanaman sarang semut digunakan untuk
menyembuhkan beragam penyakit ringan dan berat, seperti kanker dan tumor,

asam urat, jantung koroner, wasir, TBC, migren, rematik, dan leukimia (Subroto,


http://id.wikipedia.org/wiki/Kanker_endometrium
http://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Limfoma_non-Hodgkin&action=edit&redlink=1

2006). Terdapat beberapa spesies sarang semut dari genus Myrmecodia antara
lain spesies Myrmecodia pendans, Myrmecodia tuberosa dan Hydnophytum
formicarum dari famili rubiaceae. Tumbuhan yang termasuk dalam satu familia
pada umumnya memiliki anatomi dan morfologi yang mirip sehingga
kemungkinan besar mempunyai proses fisiologi yang mirip. Proses fisiologi
berhubungan dengan sel tumbuhan, maka diduga hal inilah yang menyebabkan
banyak tumbuhan dalam satu familia mempunyai kandungan kimia yang sejenis

(Amini et al., 1991).

Penelitian mengenai potensi sarang semut telah banyak dilakukan. Sarang
semut berpotensi sebagai imunomodulator (Hertiani et al., 2010). Ekstrak etanol
sarang semut secara in vivo dapat meningkatkan TCD4+ dan TCD8+ pada tikus
galur SD (Sprague Dawley) setelah diberikan doksorubisin (Sumardi et al., 2013).
Ekstrak etanol dari Hydnophytum formicarum 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. Selain itu, penelitian pada ekstrak
metanol Myrmecodia platytyrea dilaporkan tidak mempengaruhi sel Vero
(Mizaton et al., 2010). Penelitian sarang semut Mymecordia tuberosa dan
Myrmecodia pendens yang dilakukan oleh hertiani et al., (2010) menunjukan
bahwa fraksi n-heksan memiliki aktifitas yang rendah namun signifikan terhadap

kontrol negatif dan menurunkan stimulasi proliferasi sel limfosit.

Penelitian pada spesies Hydnophytum formicarum dilaporkan adanya

aktivitas induksi apoptosis sel kanker payudara (MCF-7) (Hasmah et al., 2008).



Selain itu, penelitian yang dilakukan oleh Darwis (2002) 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.

Ekstrak etanol sarang semut mengandung senyawa fenolik, saponin,
terpenoid, antosianidin, flavonoid dan iridoid (Hertiani et al., 2010; Effendi et al.,
2013). Prachayasittikul (2008) dalam penelitiannya menjelaskan bahwa hasil
isolasi dari ekstrak H. formicarum (n-heksan, diklorometan, dan etil asetat)
memiliki aktivitas antioksidan yang merupakan senyawa flavonoid dan fenolik
seperti isoliquiritigenin, butin, butein, protocatechualdehyde, tokoferol dan juga
stigmasterol. Soeksmanto et al (2010) melaporkan fraksi aktif dari spesies

Myrmecodia pendens mengandung saponin, alkaloid, tanin dan flavonoid.

Alkalod, stiigmasterol dan tokoferol yang terdapat dalam sarang semut
merupakan senyawa non polar yang dapat ditarik dengan menggunakan pelarut n-
heksan. Mekanisme alkaloid sebagai imunodulator meningkatkan aktifitas IL-2
dan proliferasi limfosit. Tokoferol sebagai antioksidan mampu menstimulus
sistem imun dengan meningkatkan perlekatan serta kemotaksis dari limfosit (De

la Fuente dan Victor, 2000).

Menurut  Wijayanti  (2005), 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-o yang berfungsi menekan pertumbuhan sel tumor,
meningkatkan pertumbuhan dan ekspresi IL-2R dan menstimulasi produksi
interferon-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 n-heksan dengan doksorubisin pada
sel MCF-7 belum pernah dilakukan sebelumnya. Salah satu model sel kanker
payudara yang telah mengalami resistensi terhadap agen kemoterapi doksorubisin
adalah sel MCF-7 (Simstein et al., 2003). Sel MCF-7 merupakan salah satu
model sel kanker payudara yang banyak digunakan dalam penelitian. Sel tersebut
diambil dari jaringan payudara seorang wanita Kaukasian berumur 69 tahun

golongan darah O, dengan Rh positif, berupa sel adherent (melekat) yang dapat



ditumbuhkan dalam media penumbuh DMEM atau RPMI yang mengandung
foetal bovine serum (FBS) 10% dan antibiotik Penicilin-Streptomycin 1%
(Anonim, 2007). Sel MCF-7 memiliki karakteristik antara lain resisten agen
kemoterapi (Mechetner et al., 1998; Aouali et al., 2003), mengekspresikan
reseptor estrogen (ER +), overekspresi Bcl-2 (Butt et al., 2000; Amundson et al.,
2000) dan tidak mengekspresikan caspase-3 (Onuki et al., 2003; Prunet et al.,
2005). Sel MCF-7 tergolong cell line adherent (ATCC, 2008) yang
mengekspresikan reseptor estrogen alfa (ER-a), resisten terhadap doxorubicin
(Zampieri et al., 2002), dan tidak mengekspresikan caspase-3 (Onuki et al., 2003;
Prunet et al., 2005). Penelitian ini akan menguji apakah fraksi n-heksan
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

B. Perumusan Masalah
1. Apakah fraksi n-heksan etanol sarang semut (Hydnophytum formicarum)
bersifat sitotoksik terhadap sel vero dan sel MCF-7 dengan penambahan
doksorubisin?
2. Apakah fraksi n-heksan ekstrak etanol sarang semut (Hydnophytum
formicarum) mempunyai aktivitas terhadap proliferasi sel limfosit secara

in vitro?



C. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk :

1. Untuk mengetahui aktivitas sitotoksik fraksi n-heksan ekstrak etanol
sarang semut terhadap sel MCF-7
2. Untuk mengetahui potensi fraksi n-heksan ekstrak sarang semut terhadap

aktivitas proliferasi sel limfosit secara in vitro

D. Manfaat Penelitian
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.

E. Keaslian Penelitian

Penelitian ini sepanjang penelusuran pustaka belum pernah dilakukan
sebelumnya. Penelitian serupa dilakukan oleh Darwis (2011) yang menguji
tentang ekstrak etanol kental sarang semut (Hydnophytum formicarum) terhadap
aktivitas sitotoksik terhadap sel T47D,sel vero serta peningkatan proliferasi sel
limfosit secara in vitro, Dari penelitian Hertiani et al.,(2010) menyatakan bahwa
tumbuhan sarang semut dari spesies M. tuberosa dan M. pendens meningkatkan
aktivitas proliferasi sel limfosit. Sumardi et al., 2013 menyatakan ekstrak etanol
sarang semut secara in vivo dapat meningkatkan TCD4+ dan TCD8+ pada tikus
galur SD (Sprague Dawley) setelah diberikan doksorubisin. Penelitian sarang

semut mymecordia tuberosa dan myrmecodia pendens yang dilakukan oleh



Hertiani et al., (2010) menunjukan bahwa fraksi n-heksan memiliki aktifitas yang
rendah namun signifikan terhadap kontrol negatif dan menurunkan stimulasi
proliferasi sel limfosit. Penelitian pada ekstrak metanol Myrmecodia platytyrea
dilaporkan tidak mempengaruhi sel Vero (Mizaton et al., 2010).

Perbedaan penelitian ini dengan penelitian terdahulu yaitu peneliti menguji
sampel berupa umbi sarang semut dengan spesies yang berbeda yaitu
Hydnophytum formicarum menggunakan fraksi n-heksan dengan campuran etil

asetat dengan sel yang kanker yang berbeda yaitu sel MCF-7.



