BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan
Ekstrak etanol daun sirih merah menunjukkan aktivitas yang kurang poten
terhadap sel kanker hati HepG2 dengan nilai ICsg sebesar 443,250 pg/ml.
Ekstrak etanol daun sirih merah memiliki tingkat selektivitas yang tinggi
dengan nilai indeks selektivitas sebesar 3,323.
Ekstrak etanol daun sirih merah mampu meningkatkan ekspresi Caspase-3

pada jalur ekstrinsik dan intrinsik apoptosis sel.

B. Saran
Perlu dilakukan fraksinasi dan subfraksinasi untuk mengisolasi senyawa murni
dari ekstrak sirih merah agar dapat meningkatkan aktivitas sitotoksik terhadap
sel kanker.
Perlu dilakukan penelitian lanjutan terhadap beberapa protein tertentu seperti
Caspase-8, Caspase-9, BAX dan BAD, serta Bcl-2 untuk mengetahui jalur

apoptosis sel
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Lampiran 1. Surat ethical clearance

KOMISI ETIK PENELITIAN KESEHATAN (KEPK)
Health Research Ethics Committee
FAKULTAS KEDOKTERAN
Universitas Muhammadiyah Surakarta

Faculty of Medicine Universitas Muhammadiyah Surakarta
Komplek kampus 4 UMS Gonilan Kartasura, Telp.(0271)716844, Fax.(0271)724883 Surakarta 57102, email:kepk@ums.ac.id

ETHICA E E
Surat Kelaiakan Etik
No. 1746/C.1/KEPK-FKUMS/X1/2018

Komisi Etik Penelitian Kesehatan (KEPK) FK UMS, setelah menelaah rancangan
penelitian yang diusulkan menyatakan bahwa:

Health Research Ethics Committee Faculty of medicine of Universitas Muhammadiyah
Surakarta, after reviewing the research design, state that:

Penelitian dengan judul:
The research proposal with topic:

UJI SITOTOKSISITAS EKSTRAK ETANOL DAUN SIRIH MERAH (Piper crocatum Ruiz
& Pav) DAN PENGARUHNYA TERHADAP .
EKSPRES| CASPASE-3 PADA KULTUR SEL KANKER HATI (HepG2)

Peneliti:

The researcher:

Nama/ Name : Muhammad Risky Hermawan
Alamat/ Address : Komp Dempo Selatan No.10 A, Kel.Mojosongo, Kec. Jebres, Surakarta.

Institusi/ /nstitution : Fakultas Farmasi Universitas Setia Budi

Telah memenuhi deklarasi Helsinki 1975 dan Pedoman nasional etik penelitian
kesehatan Departemen Kesehatan Rl 2004

Has met the declaration of Helsinki 1975 and national health research ethics Department of
Health of the Republic of Indonesia in 2004

dan dinyatakan lolos etik
and ethically approve

rakarta, 17 Desember 2018
Uiohaiman,




Lampiran 2. Surat keterangan hasil determinasi

KEMENTERIAN KESEHATAN REPUBILIK INDONESIA
BADAN PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN KESEHATAN

BALAL BESAR PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN
. TANAMAN OBAT DAN OBAT TRADISIONAL
Jalan Raya Lawu No, 11 Tawangmangu, Karanganyar, Jawa Tengah 57792
‘ Telepon {0271) 697010 Faksimile (0271) 697451
Sural Elektronik b2p2to2l@gmail.com / b2p2to2t@lithang.depkes.go.id
Laman www.b2p2teot.litbang.kemkes.go.id

Nomor (YK.01.03/21 T 12019 t2 Februari 2019
Hal : Keterangan Determinasi

Yth. Dekan Fakultas Farmasi
Universitas Setia Budi

Jalan Let Jend. Sutoyo, Mojosongo
Solo 57127

Merujuk surat Saudara nomor: 4181/A10 - 4/04.12.18 tanggai 4 Desember 2018
hal permohonan determinasi, dengan ini kami sampaikan bahwa hasil determinasi
sampel tanaman sebagai berikut:

Nama Sampe! : Sirih Merah

Sampel : Tanaman Segar (Vegetatif)
Spesies : Piper crocatum Ruiz & Pav.
Sinonim -

Familia : Piperaceae

Nama Pemohon - Muhammad Risky Hermawan

Penanggung Jawab |dentifikasi : Dyah Subositi, M.Sc¢.

Hasil determinasi tersebut hanya mencekup sampel tumbuhen yang telah
dikirimkan ke B2P2TQOT.

Atas perhatian Saudara, kami sampaikan terima kasih.
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Lampiran 3. Daun sirih merah segar, daun kering, dan hasil serbuk.

Serbuk daun sirih merah
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Lampiran 4. Perhitungan rendemen daun kering dan ekstrak etanol daun
sirih merah
A. Rendemen berat daun kering terhadap daun basah :

Berat kering
% Rendemen = m x 100 %

3400
% Rendemen = m x100% = 42,5 %

Perhitungan Lost On Drying (LOD) pengeringan daun sirih merah basah :

Berat basah — Berat kering
% Rendemen = Berat basah x100%

_ 8000g—3400¢g

0fy — 0
8000 g x100% = 57,5%

B. Rendemen hasil ekstrak etanol daun sirih merah :

Berat ekstrak

% Rendemen = m x 100 %
759

% Rendemen = 500 g x100% = 15%

C. Perhitungan uji kadar air

0,5

Replikasi | = - X 100% = 8,3 %
0,3

Replikasi Il = - X 100 % = 5,0 %

0,4
Replikasi Il = - X 100 % = 6,7 %



54

Lampiran 5. Hasil identifikasi kandungan senyawa

Flavanoid (+)

Saponin (+) Tanin (+)



Minyak atsiri cara Il (+)

Triterpenoid (+)

Minyak atsiri cara | (+)

Steroid (+)
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Lampiran 6. Pola microplate uji MTT

Kel perlakuan ekstrak ~ Kontrol media DMEM

Kontrol sel Kontrol positif

Kontrol perlakuan ekstrak ~ Kontrol media M199

Kontrol sel Kontrol positif



Lampiran 7. Perhitungan volume panenan sel

A. Jumlah sel HepG2 terhitung dalam suspensi stok

Ysel A+ Ysel B+ XselC+ Xsel D
Ysel/ ml = 2 X 10*

52+ 48+ 61+ 39 _ 200
7 ==,~x 10* =50 x 10*

sel/ml =

Volume jumlah panenan untuk perlakuan :
VixN; = Vo x Ny
Vi x50 x 10* = 10 ml x 10 x 10*
V1 = 2 ml (diambil dari suspensi stok)

B. Jumlah sel vero terhitung dalam suspensi stok

Ysel A+ Xsel B+ Xsel C+ Xsel D
Ysel/ ml = 2 X 10*

150 +111+ 107+ 116 484

Ysel/ml = 2 )

Volume jumlah panenan untuk perlakuan :
ViXN;1 = Vo XNy
Vix 121 x 10* = 10 ml x 10 x 10*

V1 = 0,83 ml (diambil dari suspensi stok)

x 10* =121 x 10*
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Lampiran 8. Perhitungan pembuatan larutan stok dan seri konsentrasi

A. Pembuatan larutan stok
Dibuat larutan stok dengan konsentrasi 15 mg/100 pl.
15 mg/ 100 pl. = 150.000 pg/ml

B. Pembuatan seri konsentrasi

1. Konsentrasi 2000 pl 5. Konsentrasi 125 pl

V1 XN; = Vox Ny
2 ml x 2000 = V,x 150.000
Vo, = 27 ul
*Dipipet 27 ul dari larutan stok,
+ 1973 pl media DMEM
Konsentrasi 1000 pl
Vi X N1 = VaXx Ny
2 ml x 1000 = V,x 2000
V, = 1000 pl
*Dipipet 1000 pl dari larutan kons (1),
+ 1000 pl media DMEM
Konsentrasi 500 pl

\ 2D\ = V72X N>
2 ml x500 = V,x 1000
V, = 1000 pl

*Dipipet 1000 pl dari larutan kons (11),
+ 1000 pl media DMEM
Konsentrasi 250 pl
Vi XN =V2x N,
2 ml x 250 =V, x 500
V, = 1000 pl
*Dipipet 1000 pl dari larutan kons (I11),
+ 1000 pl media DMEM

Vi XN = VoxN;
2mlx125= V;x 250
V.= 1000 pl
*Dipipet 1000 pl dari larutan kons
(1V), + 1000 pl media DMEM
Konsentrasi 62,5 pl
Vi X N1 = Vox Nz
2mlx62,5= V,x125
V, = 1000 pl
*Dipipet 1000 pl dari larutan kons
(V), + 1000 pl media DMEM
Konsentrasi 31,2 ul

Vi1 XN = V72X N>
2mlx31,2= V,x62,5
V, = 1000 pl

*Dipipet 1000 pl dari larutan kons
(VI), + 1000 pl media DMEM
Konsentrasi 15,6 pl

ViXN; = Vox Nz

2mlx156= V,x31,2
V, = 1000 pl

*Dipipet 1000 pl dari larutan kons
(VII), + 1000 pl media DMEM
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llustrasi :

Larutan stok
150.000 pg/mi

1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl

ATATAATAATA

+ 1000 + 1000 + 1000 + 1000 + 1000 + 1000 + 1000

pI media ul media ul media p media pl media pl media ul media
DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM

2000 pI 1000 pl 500 pl 250 pl 125 pl 62,5 l 31,2 ul 15,6 l
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Lampiran 9. Degradasi warna setelah pemberian ekstrak, setelah pemberian
MTT dan setelah pemberian SDS

A. Sel kanker HepG2

Setelah pemberian SDS
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B. Sel vero

Setelah pemberian SDS



Lampiran 10. Gambar kristal formazan pada sel HepG2

62

Perlakuan

Ekstrak
etanol daun
sirih merah

2000 pl

Ekstrak
etanol daun
sirih merah

1000

Sebelum diberikan MTT

Sesudah diberikan MTT

Ekstrak
etanol daun
sirih merah

500 pl

Ekstrak
etanol daun
sirih merah
250 pl
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Perlakuan

Ekstrak
etanol daun
sirih merah

125 pl

Ekstrak
etanol daun
sirih merah

62,5 ul

Ekstrak
etanol daun
sirih merah

31,2 ul

Ekstrak
etanol daun
sirih merah

15,6 pl
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Lampiran 11. Gambar kristal formazan pada sel vero

Perlakuan

Ekstrak
etanol daun
sirih merah

2000 pl

Sebelum diberikan MTT Sesudah diberikan MTT

Ekstrak
etanol daun
sirih merah

1000 pl

Ekstrak
etanol daun
sirih merah

500 pl

Ekstrak
etanol daun
sirih merah

250 pl
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Perlakuan

Ekstrak
etanol daun
sirih merah

125 pl

Se_be'lum qiberika_rLI\_/lT'I'_

Ekstrak
etanol daun
sirih merah

62,5 ul

Ekstrak
etanol daun
sirih merah

31,2 ul

Ekstrak
etanol daun
sirih merah

15,6 pl

.
7

]

Sesudah diberikan MTT

U R4 NS IR 3, "h

AN ‘;{g?’m,%
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Lampiran 12. Perhitungan 1Cs, ekstrak etanol daun sirih merah

A. Nilai ICso0 Sel HepG2

Replikasi |
Konsentrasi | Log C | Kontrol | Kontrol k.sel- R1 R1- %
(png/ml) sel media | K.Media K.media | viabilitas
2000 3,301 1,040 0,105 0,421 0,313 31,97
1000 3,000 1,057 0,100 0,522 0,414 42,29
500 2,699 0,996 0,103 0,675 0,567 57,92
250 2,398 1,026 0,105 0,979 0,672 0,564 57,61
125 2,097 1,184 0,118 0,676 0,568 58,02
62,5 1,796 1,083 0,123 0,744 0,636 64,96
31,2 1,494 1,077 0,107 0,754 0,646 65,98
15,6 1,193 1,232 0,108 0,762 0,654 66,80
>=1,087 | ¥=0,108
Log C vs % viabilitas sel
80 66,8 6598 64,96
70 O 58,02 57,61 57,92
$60 T G O
§ 50 .................... 42,29
= The31,97
E gg y =-15,17x + 89,785 1”0
>
< 20
10
0
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5
Log C

@— Log C vs % viabilitas sel

Ket :
¥ = Rata-rata
(a=89,785)
y =a+bx

50 = 89,785 — 15,170x
50 — 89,785 = -15,170x
-39,785 = -15,170x

X =2,622610415

.........

Linear (Log C vs % viabilitas sel)

R1 = Absorbansi sel perlakuan replikasi 1

(b =-15,170) (r =0,904)




Antilog x (ICs0) = 419,382 pg/ml
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Replikasi 11
Konsentrasi | Log C | Kontrol | Kontrol k.sel- R2 R2- %
(png/ml) sel media | K.Media K.media | viabilitas
2000 3,301 1,040 0,105 0,437 0,329 33,60
1000 3,000 1,057 0,100 0,564 0,456 46,58
500 2,699 0,996 0,103 0,628 0,520 53,11
250 2,398 1,026 0,105 0,979 0,676 0,568 58,02
125 2,097 1,184 0,118 0,699 0,591 60,37
62,5 1,796 1,083 0,123 0,732 0,624 63,74
31,2 1,494 1,077 0,107 0,741 0,633 64,66
15,6 1,193 1,232 0,108 0,758 0,650 66,39
>=1,087 | ¥=0,108
Log C vs % viabilitas sel
80
_ 66,39 64,66 6374 g 37
] O . 58,02 5g 49
860 0 ey e ® 46,58
g .......... Q ........ Q 33 6
F 40 y = -13,999x + 87,269 S
&
> 20
X
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Log C

.........

@— Log C vs % viabilitas sel

Ket : R2 = Absorbansi sel perlakuan replikasi 2
¥ = Rata-rata
(a=87,269) (b =-13,999)

y =a+bx

50 = 87,269 — 13,999x

50 — 87,269 = -13,999x

-37,269 = -13,999x

X =2,66226159

Antilog x (1C50) = 459,474 ug/mi

Linear (Log C vs % viabilitas sel)

(r=0,929)
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Replikasi 111
Konsentrasi | Log | Kontrol | Kontrol k.sel- R3 R3- %
(png/ml) C sel media | K.Media K.media |viabilitas
2000 3,301 1,040 0,105 0,429 0,321 32,79
1000 3,000 1,057 0,100 0,498 0,390 39,84
500 2,699 0,996 0,103 0,656 0,548 55,97
250 2,398 1,026 0,105 0,979 0,690 0,582 59,45
125 2,097 1,184 0,118 0,727 0,619 63,23
62,5 1,796 1,083 0,123 0,753 0,645 65,88
31,2 1,494 1,077 0,107 0,789 0,681 69,56
15,6 1,193 1,232 0,108 0,816 0,708 72,32
>=1,087 | ¥X=0,108
Log C vs % viabilitas sel
100
5 72,32 69,56
3 e0 1 0956 8588 63,23 5945 . o
o & e Qo :
= TelTe 39,84
£ 5ese0. 32,79
S y =-18,137x + 98,137 )
s 20
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
LogC

@— Log C vs % viabilitas sel

.........

Ket : R3 = Absorbansi sel perlakuan replikasi 3

Y = Rata-rata

(a=098,

y =a+bx

50 =98,137 — 18,137x

137)

50 — 98,137 = -18,137xX
-48,137 = -18,137x
X = 2,654077301

Antilog x (1Cs0) = 450,896 pg/mi

(b =-18,

137)

(r =0,947)

Linear (Log C vs % viabilitas sel)
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Replikasi

Persamaan (y = bx + a)

Nilai 1C50 (pg/ml)

y =-15,170x + 89,785
y =-13,999x + 87,269
y =-18,137x + 98,137

419,382
459,474
450,896

¥ =443,250 + 21,11

Nilai 1Csq cisplatin pada sel HepG2

Konsentrasi Log C Kontrol | Kontrol k.sel- R3 R3- %
(ng/ml) g sel media | K.Media K.media | viabilitas
200 2,301 1,040 0,105 0,134 0,026 2,66
100 2,000 1,057 0,100 0,172 0,064 6,54
50 1,699 0,996 0,103 0,248 0,140 14,30
25 1,398 1,026 0,105 0,979 0,386 0,278 28,39
12,5 1,097 1,184 0,118 0,434 0,326 33,29
6,25 0,796 1,083 0,123 0,477 0,369 37,69
3,12 0,494 1,077 0,107 0,513 0,405 41,37
1,56 0,193 1,232 0,108 0,561 0,453 46,27
> =1,087 | £¥=0,108
Log C vs % viabilitas sel
60
E o1 mar 37,69
Gap g, TP 220 2839
S 14,3
.<>E y =-21,910x + 53,652 ... 094 2,66
2 o
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Log C
—@— Log C vs % viabilitas sel =~ --+eeee- Linear (Log C vs % viabilitas sel)
(a=53,652) (b =-21,919) (r=0,980)
y =a+ bx

50 = 53,652 — 21,919x

50 — 53,652 = -21,919x
-3,652 =-21,919x
X =0,16661344 == Antilog (x) = 1,468 pg/ml




Nilai IC50 sel vero
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Repliikasi |
Konsentrasi Log C Kontrol | Kontrol k.sel- R1 R1- %

(ng/ml) g sel media | K.Media K.media | viabilitas
2000 3,301 0,802 0,095 0,137 0,043 5,93
1000 3,000 0,835 0,095 0,589 0,495 68,37
500 2,699 0,805 0,095 0,759 0,665 91,85
250 2,398 0,827 0,096 0,724 0,798 0,704 97,24
125 2,097 0,815 0,103 0,709 0,615 84,94
62,5 1,796 0,811 0,095 0,743 0,649 89,64
31,2 1,494 0,841 0,085 0,757 0,663 91,57
15,6 1,193 | 0,807 0,088 0,785 | 0,691 95,44

¥ =0,818 | £ =0,004
Log C vs % viabilitas sel
120
95,44 97,24

5 100 " '"Q'lég‘?'“??’GAf 84,94 o 91685

2 8o O 68,37

£ E

S 40 y = -28,601x + 142,4

X 20 5,93

0 [0}
0 05 1 1,5 2 25 3 35
Log C

@— Log C vs % viabilitas sel

.........

Ket : R1 = Absorbansi sel perlakuan replikasi 1

Y = Rata-rata

(a = 142,396)

y =a+bx

50 = 142,396 — 28,601x
50 — 142,396 = -28,601x
-92,396 = -28,601x
x = 3,230516416
Antilog x (ICs0) = 1.700,264 pg/ml

(b = -28,601)

Linear (Log C vs % viabilitas sel)

(r =0,691)
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Replikasi 11
Konsentrasi Loq C Kontrol | Kontrol k.sel- R2 R2- %
(ng/ml) g sel media | K.Media K.media | viabilitas
2000 3,301 0,802 0,095 0,125 0,031 4,28
1000 3,000 0,835 0,095 0,526 0,432 59,66
500 2,699 0,805 0,095 0,753 0,659 91,02
250 2,398 0,827 0,096 0,724 0,779 0,685 94,61
125 2,097 0,815 0,103 0,787 0,693 95,72
62,5 1,796 0,811 0,095 0,757 0,663 91,57
31,2 1,494 0,841 0,085 0,747 0,653 90,19
15,6 1,193 0,807 0,088 0,792 0,698 96,41
>=0,818 | X =0,094
Log C vs % viabilitas sel
120 96,41, 95,72

— 14%4..90,19 91,57 9272 94,61 91 02

@ 100 () o, SR o) o e

geo e 59,66

S 60Tl S N

R e,

S 40 y =-31,631x + 149,02

S 20 4,28

0 12]
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35
Log C

@=—Log C vs % viabilitas sel

......

Ket : R2 = Absorbansi sel perlakuan replikasi 2

Y = Rata-rata

(a = 149,015)

y =a+bx

50 = 149,015 - 31,631x
50 — 149,015 = -31,631x
-99,015 =-31,631x
x = 3,130315197
Antilog x (1Cs0) = 1.349,942 pg/ml

(b = -31,631)

Linear (Log C vs % viabilitas sel)

(r=0727)
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Replikasi 111
Konsentrasi | Log | Kontrol | Kontrol | k.sel- R3 R3- %

(Hg/ml) C sel media | K.Media K.media | viabilitas
2000 3,301 0,802 0,095 0,123 0,029 4,00
1000 3,000 0,835 0,095 0,546 0,452 62,43
500 2,699 0,805 0,095 0,741 0,647 89,36
250 2,398 0,827 0,096 0,724 0,721 0,627 86,60
125 2,097 0,815 0,103 0,792 0,698 96,40
62,5 1,796 0,811 0,095 0,776 0,682 94,20
31,2 1,494 0,841 0,085 0,758 0,664 91,71
15,6 1,193 0,807 0,088 0,727 0,633 87,43

> =0,818| X =0,094
Log C vs % viabilitas sel

_ 150

2 87,43, 91,71 94 2 %4 g55 89,36

£ 100 o T S

= T R e,

g 50 y = -29,829x + 143,55 4

S0 9

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35

@— Log C vs % viabilitas sel

.........

Log C

Ket : R3 = Absorbansi sel perlakuan replikasi 3

Y = Rata-rata
(a=143,548)

y =a+bx

50 = 143,548 — 29,828x
50 — 143,548 = -29,828x
-93,548 = -29,828x
x = 3,136247821
Antilog x (ICs0) = 1.368,509 ug/ml

(b = -29,828)

Linear (Log C vs % viabilitas sel)

(r = 0,706)
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Replikasi

Persamaan (y = bx + a)

Nilai 1C50 (pug/ml)

y = -28,601x + 142,396
y = -31,631x + 149,015
y = -29,828x + 143,548

1.700,264
1.349,942
1.368,509

> =1.472,905 + 197,11

Nilai IC50 cisplatin pada sel vero

Konsentrasi Log C Kontrol | Kontrol k.sel- R3 R3- %
(ng/ml) g sel media | K.Media K.media | viabilitas
200 2,301 1,040 0,105 0,158 0,050 511
100 2,000 1,057 0,100 0,215 0,107 10,93
50 1,699 0,996 0,103 0,239 0,131 13,38
25 1,398 1,026 0,105 0,979 0,277 0,169 17,26
12,5 1,097 1,184 0,118 0,378 | 0,270 27,58
6,25 0,796 1,083 0,123 0,456 | 0,348 35,55
3,12 0494 | 1,077 0,107 0,490 | 0,382 39,02
1,56 0,193 1,232 0,108 0,537 | 0,429 43,82
¥ =1,087 | £=0,108
Log C vs % viabilitas sel

- 60 4382 392 35,55

3 40 [CT— Crevennnnnn, 0. 21,58 26

8 o e Y 17' ...... 13,38 10,93 £ 11

;; 0 y =-19,301x + 48,155 Oemomea, Wttt [ n

> 0 05 1 15 25

>

Log C

@=— Log C vs % viabilitas sel

(a=48,155

y =a+ bx

)

(b = -19,301)

50 = 48,155 - 19,301x

50 — 48,155 =-19,301x
1,845 =-19,301x
X =-0,095590902 == Antilog (x) = 0,802 pg/ml

.........

(r =0,989)

Linear (Log C vs % viabilitas sel)
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Lampiran 13. Perhitungan nilai Indeks Selektivitas ekstrak etanol daun sirih
merah

Nilai indeks selektivitas ekstrak terhadap sel HepG2 :

IC50 sel vero
IC50 sel HepG2

Indeks selektivitas =

1.472,905 pg/ml
443,250 pg/ml

Indeks selektivitas =

Indeks selektivitas = 3,323

Nilai indeks selektivitas cisplatin terhadap sel vero :

IC50 sel vero
IC50 sel HepG2

Indeks selektivitas =

0,802 pg/ml

Indeks selektivitas = W

Indeks selektivitas = 0,546



Lampiran 14. Hasil perhitungan ekspresi caspase-3

65
ICs0 = 7 X 100 % = 83,34 %

52
Yo 1Cs0 = 5 X 100 % = 61,90 %

37
Vi ICso = 5= X 100 % = 43,52 %

16
Kontrol sel dengan antibodi = 30 X100% =7,5%
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