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INTISARI

KURNIAWATI, L., 2020. UJI AKTIVITAS DAN EKSPRESI PROTEIN p53
DAN Bcl-2 EKSTRAK DAN FRAKSI DAUN YAKON (Smallanthus
sonchifolius) TERHADAP SEL KANKER PAYUDARA T47D, THESIS,
FAKULTAS FARMASI, UNIVERSITAS SETIA BUDI, SURAKARTA.

Daun yakon merupakan tanaman yang dapat digunakan sebagai alternatif
pengobatan kanker. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas sitotoksik
ekstrak daun yakon, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat dan fraksi air ekstrak daun yakon
(Smallanthus sonchifolius) terhadap sel T47D dan mengetahui pengaruh ekspresi
protein p53 dan Bcl-2 pada pemberian fraksi aktid daun yakon.

Ekstrak diperolen dengan metode soxhletasi dengan pelarut etanol 70%.
ekstrak etanol kemudian difraksinasi dengan partisi cair-cair. Uji sitotoksik dilakukan
menggunakan sel kanker T47D dan sel vero dengan metode MTT assay dan dibaca
absorbansi nya dengan ELISA reader. Untuk mengetahui pengaruh ekspresi protein
p53 dan Bcl-2 dilakukan uji imunositokimia.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak dan fraksi etil asetat daun yakon
memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker payudara T47D dengan nilai 1Csg
73,47 ug/mL dan 56,84 ug/mL, sedangkan fraksi air dan fraksi n-heksan tidak
memiliki aktivitas sitotoksik dengan nilai 1Csy >100ug/mL. Ekstrak daun yakon
mampu meningkatkan ekspresi protein p53 dan Bcl-2 pada konsentrasi 36,73 pg/mL -
146,94 ug/mL dan fraksi etil asetat mampu meningkatkan ekspresi protein p53 dan
Bcl-2 pada konsentrasi 28,42 ug/mL - 113,68 pg/mL.

Kata kunci : Daun yakon (Smallanthus sonchifolius), Sitotoksik, Ekspresi p53 dan
Bcl-2, Sel kanker payudara T47D.

Xiii



ABSTRACT

KURNIAWATI, 1., 2020, CITOTOXIC ACTIVITIES AND EXPRESSION
OF GENES p53 AND Bcl-2 EXTRACT AND FRACTION OF YACON
LEAF (Smallanthus sonchifolius) TO T47D BREAST CANCER CELLS,
THESIS, FACULTY OF PHARMACY, SETIA BUDI UNIVERSITY.

Yacon leaves are plants that can be used as an alternative cancer treatment.
The aim of this study was to determine the cytotoxic activity of extract, n-hexane
fraction, ethyl acetate fraction and water fraction yacon (Smallanthus
sonchifolius) on T47D cells and to determine the effect of expression of p53 and
Bcl-2 on yacon leaf active fraction (Smallanthus sonchifolius).

The extract was obtained by the soxhletation method with 70% ethanol
solvent. ethanol extract is then fractionated with liquid-liquid partition. Cytotoxic
tests were carried out using T47D cancer cells and vero cells with the MTT assay
method and read the absorbance with an ELISA reader. To determine the effect of
p53 and Bcl-2 protein expression, immunocytochemical tests were performed.

The results showed that the extract and ethyl acetate fraction of yakon leaf
had cytotoxic activity against T47D breast cancer cells with ICsy values of 73,47
/g / mL and 56,84 /g / mL, while the water fraction and n-hexane fraction did not
have cytotoxic activity with an ICso value> 100ug / mL. Yakon leaf extract is able
to increase the expression of p53 and Bcl-2 protein at a concentration of 36,73 ug
/ mL - 146,94 ng / mL and the ethyl acetate fraction can increase the expression of
p53 and Bcl-2 proteins at a concentration of 28,42 ug / mL - 113,68 ug / mL.

Keywords: Yakon leaf (Smallanthus sonchifolius), Cytotoxic, P53 and Bcl-2
expression, T47D breast cancer cells.
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Indonesia dikenal memiliki banyak keanekaragaman hayati. Berbagai
macam keanekaragaman hayati tersebut ada yang berpotensi sebagai obat. Secara
empiris penggunaan tanaman sebagai obat herbal sudah digunakan cukup lama.
Salah satu potensi tanaman sebagai obat yaitu sebagai antikanker. Kanker adalah
penyebab utama kematian di seluruh dunia. Pada 2012 ada 8,2 juta kematian di
dunia, 14,6 % dikaitkan karena kanker (Torre et al., 2015). Di Indonesia kanker
dengan prevalensi terbesar adalah kanker payudara. Kanker payudara termasuk ke
dalam kanker yang memiliki tingkat kejadiannya 30%, mengalahkan kanker
serviks yang memiliki tingkat kejadian 24% (Depkes RI, 2013).

Pengobatan kanker payudara diantaranya tindakan pembedahan,
kemoterapi, dan radioterapi (Kemenkes RI, 2015). Doksorubisin adalah pilihan
pertama kemoterapi untuk kanker payudara (Dipiro, 2009). Pengobatan kanker
dengan kemoterapi dan radioterapi memiliki efek samping yang terjadi selama
masa pengobatan. Hal tersebut yang menjadi alasan untuk dikembangkannya
antikanker alami dari bahan alam atau derivatnya (Newman et al., 2012). Sebagai
contoh bahan alam atau turunannya yang teruji klinis sebagai anti kanker adalah
artemisin, dan thapsigargin yang berasal dari turunan lakton seskuiterpen
(Ghantuous et al., 2010).

Salah satu tanaman yang berpotensi sebagai antikanker adalah yakon
(Smallanthus sonchifolius), tumbuhan ini berasal dari Pegunungan Andes, Peru
(Lachman et al., 2003). Studi fitokimia daun yakon menunjukkan adanya
kandungan flavonoid, dan senyawa fenolik (Hong et al., 2008). Flavonoid
terbukti sebagai agen antikanker, mekanismenya yaitu dengan induksi apoptosis
melalui downregulasi dari Bcl-2 (Ren et al., 2003). Dari hasil penelitian
sebelumnya ekstrak yakon terbukti sebagai antikanker, mekanismenya yaitu

menginaktivasi sel hela melalui jalur penundaan siklus sel pada fase G2 dan M



dan menginduksi apoptosis, aktivasi caspase 3/7 (Kitai, et al., 2016). Potensi
yakon inilah yang mendasari untuk dikembangkan sebagai antikanker.

Sebagai wujud pengembangan tersebut dibuatlah ekstrak dan fraksi daun
yakon. Pembuatan ekstrak dari suatu tanaman bertujuan untuk menarik kandungan
zat aktif yang terdapat dari tanaman (Harbone, 1987). Fraksinasi bertujuan untuk
memisahkan kandungan zat aktif berdasarkan sifat kepolarannya (Hawkins, and
Rahn, 1997). Potensi daun yakon sebagai anti kanker dapat diketahui melalui uji
sel kanker menggunakan metode MTT assay untuk uji sitotoksik menggunakan
sel kanker payudara T47D dan sel vero. Uji sitotoksik menunjukkan tentang
konsentrasi obat yang masih memungkinkan sel mampu bertahan hidup (Doyle et
al., 2000). Dari hasil MTT assay dibaca dengan ELISA reader sehingga diperoleh
nilai 1Csp. Nilai 1Cso dari sel T47D akan dibandingkan dengan sel vero, untuk
mengetahui nilai indeks selektivitas larutan uji. Larutan uji dikatakan memiliki
indeks selektivitas tinggi jika lebih dari 3 yang menunjukkan nilai keamanan
larutan uji terhadap sel normal (Rahmawati et al., 2016).

Mekanisme kerja dari tanaman sebagai antikanker dapat dilihat dari
pengaruh protein yang mempengaruhi dalam terjadinya apoptosis, contohnya
adalah protein p53 dan Bcl-2. Yakon mengandung flavonoid, flavonoid terbukti
sebagai agen antikanker dengan mekanisme induksi apoptosis melalui
downregulasi dari Bcl-2. Hal ini yang mendasari penelitian ini untuk menguji
aktivitas sitotoksik dan ekspresi protein p53 dan Bcl-2 ekstrak dan fraksi daun

yakon terhadap sel kanker payudara T47D.

B. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang di atas, permasalahan yang ada dalam
penelitian ini, adalah sebagai berikut :
Pertama, apakah ekstrak dan fraksi daun yakon (Smallanthus sonchifolius)
mempunyai aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker payudara T47D?
Kedua, Apakah ekstrak dan fraksi daun yakon (Smallanthus sonchifolius)
memiliki indeks selektivitas terhadap sel kanker payudara T47D dibanding

dengan sel vero > 3?



Ketiga, apakah ekstrak dan fraksi daun yakon (Smallanthus sonchifolius)
meningkatkan ekspresi protein p53 terhadap sel kanker payudara T47D?

Keempat, apakah ekstrak dan fraksi daun yakon (Smallanthus
sonchifolius) menurunkan ekspresi protein Bcl-2 terhadap sel kanker payudara
T47D?

C. Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah:

Pertama, menguji aktivitas sitotoksik ekstrak dan fraksi daun yakon
(Smallanthus sonchifolius) terhadap sel kanker payudara T47D.

Kedua, mengetahui ekstrak dan fraksi daun yakon (Smallanthus
sonchifolius) memiliki indeks selektivitas terhadap sel kanker payudara T47D
dibanding dengan sel vero > 3.

Ketiga, mengetahui ekstrak dan fraksi daun yakon (Smallanthus
sonchifolius) meningkatkan ekspresi protein p53 terhadap sel kanker payudara
TA47D.

Keempat, mengetahui ekstrak dan fraksi daun yakon (Smallanthus
sonchifolius) menurunkan ekspresi protein Bcl-2 terhadap sel kanker payudara
T47D.

D. Kegunaan Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi yang bermanfaat
kepada dunia pendidikan, para peneliti, maupun masyarakat bahwa ekstrak dan
fraksi daun yakon dapat digunakan sebagai antikanker yang mampu memberikan
aktifitas sitotoksik terhadap sel kanker payudara T47D dan pengaruh ekstrak daun
yakon pada protein p53 dan Bcl-2.

E. Keaslian Penelitian
Penelitian tentang aktivitas ekstrak dan fraksi daun yakon dan ekspresi

protein p53 dan Bcl-2 terhadap sel kanker payudara T47D belum pernah



dilakukan. Studi fitokimia daun yakon menunjukkan adanya flavonoid, dan
senyawa fenolik (Hong et al., 2008).

Studi efek sitotoksik yakon pada sel hela pernah dilakukan melalui jalur
delay G2/M dan apoptosis. Mekanismenya yaitu adanya peningkatan presentase
G2/M dari 14 % ke 22 % selama 24 jam dan 38,1 % untuk 48 jam dan
menyebabkan kematian sel dari 1,9 % menjadi 5,1 % dalam 24 jam 10 % dalam
48 jam, meningkatkan aktifitas caspase (substrat yang menunjukkan enzym
spesifik) diantaranya caspase 3/7, caspase 8 dan caspase 9, meningkatkan
intensitas sitokrom ¢ di sitosol yaitu dari 0,95 menjadi 1,34 yang menunjukkan
translokasi dari sitokrom c di sitosol dan mempengaruhi caspase 9 dan caspaee
3/7. Dari penelitian tersebut menunjukkan nilai 1Csq 2,96 pM dalam 24 jam dan
1.69 pM dalam 48 jam (Kitai et al., 2016).

Dalam penelitian ini diuji aktivitas ekstrak etanol daun yakon dan
fraksinya. Daun yakon diekstraksi dengan pelarut etanol 70 % dengan
menggunakkan metode soxhletasi. Fraksinasi dilakukan dengan metode cair-cair,
fraksinasi didasarkan pada perbedaan kepolaran dari dua pelarut yang saling tidak
bercampur. Pada penelitian ini dilakukan uji aktivitas sitotoksik ekstrak dan
fraksi daun yakon. Ekstrak dan fraksi daun yakon yang memiliki aktivitas
sitotoksik dan indeks selektivitas lebih dari 3 pada sel kanker payudara T47D,
maka dilanjutkan uji imunositokimia untuk melihat ekspresi protein p53 dan Bcl-

2 setelah perlakuan.



