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ABSTRAK

STUDI PENGARUH PEMBERIAN SENYAWA TRISINDOLINA-5S TERHADAP
EKSPRESI GEN c-Myc DAN APAF-1 PADA KULTUR SEL HeLa SECARA IN VITRO

Nama Mahasiswa / NRP : Rahma Sulistyani / 5005211027

Departemen : Biologi FSAD - ITS

Dosen Pembimbing : Prof. Dr. Awik Puji Dyah Hurhayati, M.Si.
Shabrina Syifa Ghaissani, S.Si., M.Si.

Abstrak

Ekspresi gen berperan penting dalam perkembangan kanker, seperti peningkatan gen
proliferatif c-Myc dan penurunan gen pro-apoptosis APAF-1. Sel HeLa, berasal dari kanker
serviks akibat integrasi HPV-18, digunakan untuk menguji efek Trisindolina-5.
Trisindolina-5, senyawa alami golongan indole dan isatin dengan penambahan gugus fluor,
diketahui memiliki aktivitas sitotoksik terhadap beberapa sel kanker seperti A549 dan DU-
145 tanpa merusak sel normal, namun belum diuji terhadap sel HeLa. Penelitian ini
bertujuan untuk mengevaluasi efek sitotoksik Trisindolina-5 terhadap sel HeLa dengan
padanan obat Cisplatin sebagai kontrol positif menggunakan MTT assay, serta uji ekspresi
gen APAF-1 dan c-Myc menggunakan qPCR untuk mengetahui aktivitas senyawa
Trisindolina-5 pada jalur persinyalan apoptosis. Uji MTT assay menunjukkan IC50
Trisindolina-5 sebesar 297,42 pg/mL, lebih tinggi dibanding Cisplatin (3,78 pg/mL),
menandakan efektivitas sitotoksik Cisplatin lebih kuat. Namun, analisis qPCR
menunjukkan ekspresi c-Myc mengalami kenaikan dengan fold change 20.11 pada
konsentrasi 100 pug/mL dan fold change 1.73 pada konsentrasi 200 pg/mL, hal ini
berkesinambungan dengan ekspresi gen APAF-1 yang tidak mengalami peningkatan
ekspresi yaitu fold change sebesar 0.812 pada konsentrasi 100 pg/mL dan fold change
sebesar 0.057. Hasil ini diduga akibat sel HeLa mengalami nekrosis akibat stres oksidatif
dan peningkatan ROS, bukan apoptosis intrinsik. Penelitian ini menunjukkan bahwa
meskipun Trisindolina-5 memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel HelLa, mekanisme
kematian sel yang terjadi masih perlu ditelusuri lebih lanjut.

Kata kunci: APAF-1, c-Myc, Cisplatin, HeLa, Trisindolina-5



ABSTRACT

STUDY ON THE EFFECT OF TRISINDOLINE-5 COMPOUND AGAINST c-Myc DAN
APAF-1 GENE EXPRESSION ON IN VITRO HELA CELL CULTURE

Student Name / Student ID : Rahma Sulistyani / 5005211027
Department . Biologi FSAD - ITS
Adyvisor . Prof. Dr. Awik Puji Dyah Hurhayati, M.Si.

Shabrina Syifa Ghaissani, S.Si., M.Si.

Abstract

Gene expression plays a crucial role in cancer development, such as the upregulation of
proliferative genes like c-Myc and the downregulation of pro-apoptotic genes like APAF-
1. HeL a cells, derived from cervical cancer caused by HPV-18 integration, were used to
examine the effect of Trisindoline-5. Trisindoline-5, a natural compound from the indole
and isatin class with a fluorine substituent, has shown cytotoxic activity against cancer cell
lines such as A549 and DU-145 without harming normal cells, but has not yet been tested
on HeLa cells. This study aimed to evaluate the cytotoxic effect of Trisindoline-5 on HeLa
cells, using Cisplatin as a positive control via MTT assay, and to assess APAF-1 and c-Myc
gene expression using qPCR to understand the compound’s potential activity in the
apoptosis signaling pathway. MTT assay results showed that the IC50 of Trisindoline-5
was 297.42 pg/mL, higher than Cisplatin (3.78 pg/mL), indicating that Cisplatin is more
cytotoxic. However, qPCR analysis revealed that c-Myc expression did not significantly
decrease and APAF-1 expression did not increase as hypothesized. c-Myc expression
increased with a fold change of 20.11 at a concentration of 100 pg/mL and a fold change
of 1.73 at a concentration of 200 pg/mL, this is consistent with the expression of the APAF-
1 gene which did not experience an increase in expression, namely a fold change of 0.812
at a concentration of 100 pg/mL and a fold change of 0.057.This outcome is likely due to
HeLa cells undergoing necrosis as a result of oxidative stress and elevated ROS, rather than
intrinsic apoptosis. Another possibility is that apoptosis occurs via the extrinsic pathway,
which does not involve APAF-1. This study indicates that while Trisindoline-5 exhibits
cytotoxicity against HeLa cells, the underlying cell death mechanism requires further
research.

Keywords: APAF-1, c-Myc, Cisplatin, HeLa, Trisindoline 5
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kanker serviks menjadi penyebab utama kematian nomor urut 2 setelah kanker
payudara pada Wanita di Indonesia (Agmarina et al., 2023). WHO atau World Health
Organization (2024) menyatakan 95% kanker serviks dapat berasal dari infeksi Human
papilloma virus (HPV) yang terdapat di serviks. Virus ini menyerang sel epitel serviks
melalui mikrolesi atau kerusakan kecil pada mukosa serviks (Mosmann et al., 2021). HPV
akan menginfeksi sel basal epitel atau lapisan terdalam dari epitel serviks dengan
berintegrasi dengan DNA sel serviks (Jeannot et al., 2021). Pengobatan kanker serviks
dengan agen kemoterapi dapat memberi efek samping yang ikut menyerang sel-sel normal
(Saputra et al., 2023). Penelitian untuk mencari alternatif pengobatan dari kanker serviks
dilakukan oleh banyak peneliti selama beberapa dekade terakhir (Hayani et al., 2012;
Ramadhana et al., 2023).

Umumnya, penelitian terkait kanker serviks menggunakan kultur sel HeLa
(Hassanshahi et al., 2020). Sel HeLa memiliki seperangkat reseptor permukaan sel yang
universal sehingga sel ini banyak digunakan untuk mempelajari berbagai efek senyawa
antikanker; sel HeLa dapat dengan mudah dikultur, serta sifatnya yang immortal atau dapat
bertahan hidup di jangka yang panjang (Lyapun et al., 2019). Sel HeLa merupakan
continuous cell line yang berasal dari sel epitel kanker serviks penderita kanker serviks di
tahun 1951. HelLa menjadi kultur sel pertama dari kanker serviks manusia yang dapat
dikultur secara In Vitro (Lin et al., 2019). Oleh karena temuan kultur sel HeLa ini, hasil
temuan dari studi yang dilakukan sebelumnya oleh peneliti terdahulu dapat melibatkan
pendekatan uji sitotoksisitas, penggunaan imunoterapi, hingga terapi gen (Noviardi et al.,
2019; Song et al., 2021).

Berbagai gen yang dapat memicu tumor terdapat pada susunan DNA sel HeLa, salah
satunya yaitu APAF-1 (Maetal., 2021). Gen apoptotic protease-activating factor 1 (APAF-
1) merupakan suatu gen suppressor bagi tumor (Tumor Supressor Gene), dimana
penurunan ekspresi gen APAF-1 pada suatu sel kanker dapat menghambat proses apoptosis.
Hal ini terjadi karena saat regulasi protein APAF-I mengalami penurunan dan terjadi
overekspresi dari anti- apoptosis Bcl-2, kelangsungan hidup sel akan meningkat dan
mengganggu jalannya apoptosis (Christoph et al., 2006). Ekspresi protein APAF-1 yang
diatur dalam tingkat transkripsional dapat meningkatkan regulasi ekspresi dari gen
penginduksi apoptosis (Kurayoshi et al., 2021). Overekspresi gen lain yang memiliki
dampak signifikan dari proliferasi serta kelangsungan hidup pada sel Hela yaitu gen c-Myc
(Zhang et al., 2023). Overekspresi dari c-Myc dapat meningkatkan proliferasi sel kanker
dengan mempercepat siklus sel. c-Myc dapat meregulasi transkripsi serta mengatur
sekiranya 15% ekspresi dari seluruh gen yang ada pada mamalia termasuk manusia
(Duffy et al., 2021). Saat c-Myc mengalami overekspresi yang tidak terkontrol hingga
mengarah kepada metastasis, immortality, serta peningkatan survivalitas dari sel kanker
(Chen et al., 2021).

Pengobatan kanker pada umumnya seperti kemoterapi dapat menyebabkan berbagai
efek samping karena pengobatan ini juga menyerang sel-sel non tumor seperti pada
penelitian Saputra et al (2023), yang menyebutkan bahwa Cisplatin sebagai agen
antikanker yang diberikan dalam konsentrasi senyawa > 60 mg/m? memiliki efek samping
ototoksisitas serta nekrosis pada jaringan penunjang organ Corti (Saputra et al., 2023).
Sehingga dalam beberapa dekade terakhir para peneliti mulai berinovasi untuk
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menggunakan alternatif senyawa alam sebagai alternatif dari pengobatan kanker (van den
Boogaard et al., 2022). Pengembangan terapi kanker menggunakan senyawa berbahan
dasar alami dijadikan sebagai salah satu alternatif, karena selain bahannya mudah untuk
didapatkan, pengobatan dengan bahan alami dinilai mengurangi efek samping dari terapi
kanker yang biasa dirasakan oleh pasien kanker (Sauter, 2020).

Trisindolina-5 merupakan senyawa alami hasil modifikasi dari sintesis senyawa
trisindolina yang dikembangkan dengan keunggulan tingkatan toksisitas yang tinggi (Wati,
2021). Senyawa ini merupakan turunan dari senyawa Trisindolina yang pertama kali
ditemukan pada bakteri Vibrio sp. yang hidup bersimbiosis dengan spons Hyrtios altus di
perairan Okinawa, Jepang (Kobayashi et al., 1994). Melalui penelitian lebih lanjut, senyawa
Trisindolina 3,3-Di(3-indolyl)-2-indolone terbukti memiliki aktivitas sitotoksik terhadap
berbagai jenis sel kanker, seperti uterin sarkoma MES-SA dengan 1C50 3,51 = 0,03 uM,
kolorektal adenokarsinoma HCTI15 sebesar 6,63 + 0,43 uM, kanker paru-paru A549
sebesar 18,4 uM, kanker hati HepG2 sebesar 20,4 pM, serta sel normal paru-paru manusia
MRC-5 dengan IC50 >100 uM (Yoo et al., 2008; Wati et al., 2021). Hal ini menunjukkan
potensi Trisindolina sebagai agen antikanker (Wati et al., 2021).

Modifikasi senyawa Trisindolina, disintesis dengan kombinasi gugus floro pada isatin
dan gugus metil ester pada indol yaitu Trisindolina-5 dapat meningkatkan toksisitas pada sel
kanker neuroblastoma SK-N-SH, kanker hati HepG2, dan kanker prostat DU-145. Menurut
Wati (2021), senyawa Trisindolina-5 memiliki aktivitas sitotoksik paling tinggi
dibandingkan dengan variasi uji gugus lain dan memiliki sifat toksik terhadap sel kanker
paru-paru A549 serta kanker prostat DU-145 dengan nilai ICso masing-masing adalah 25,69
dan 22,23 pg/ml, tetapi tidak toksis terhadap sel normal H9C2 yaitu sebesar 201,65 ug/ml.
Akan tetapi, tingkat sitotoksisitas Trisindolina-5 belum diujikan pada Sel HeLa (Wati,
2021).

Pada penelitian ini akan digunakan senyawa Trisindolina-5 sebagai senyawa tunggal
yang akan diujikan terhadap ekspresi gen dari kultur sel HelLa serta obat kemoterapi
cisplatin sebagai kontrol positif. Oleh karenanya perlu dilakukan penelitian terkait aktivitas
Trisindolina-5 pada uji seluler sitotoksisitas dengan MTT assay untuk mengetahui nilai
IC50 dan level molekuler yaitu ekspresi gen c-Myc dan APAF-1 pada kanker serviks Sel
HelLa.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah bagaimana pengaruh pemberian
senyawa Trisindolina-5 terhadap ekspresi gen c-Myc dan APAF-1 pada Kultur Sel In Vitro
HeLa?

1.3 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:

1. Model uji In Vitro yang digunakan adalah kultur sel HeLa, kultur sel kanker epitel
serviks yang berasal dari Laboratorium Parasitologi, Departemen Parasitologi,
Fakultas Kedokteran, Kesehatan Masyarakat, dan Keperawatan Universitas Gadjah
Mada, Yogyakarta

2. Penelitian pada basis kultur sel ini tidak mencerminkan efek senyawa Trisindolina-
5 pada organisme hidup secara keseluruhan oleh karena kultur sel yang digunakan
merupakan model spesifik kanker serviks



3.

Senyawa uji yang digunakan yaitu Trisindolina-5 yang diperoleh dari laboratorium
Kimia Bahan Alam dan Sintesis, Departemen Kimia, Fakultas Sains dan Analitika
Data, Institut Teknologi Sepuluh Nopember (ITS), Surabaya, Jawa Timur.
Sitotoksisitas senyawa Trisindolina-5 menggunakan MTT assay terhadap kultur
sel HeLa, untuk memastikan bahwa sitotoksisitas yang didapat adalah hasil dari
perlakuan senyawa Trisindolina-5 digunakan kontrol sel HeLa, kontrol medium
RPM], serta kontrol positif perlakuan senyawa Cisplatin

Pengujian ekspresi gen dilakukan dengan metode qPCR, dua gen target yang
digunakan ialah gen C-Myc, gen APAF-1, serta housekeeping gene GAPDH

1.4 Tujuan

Tujuan penelitian ini adalah:

1.

Mengetahui pengaruh pemberian senyawa Trisindolina-5 terhadap ekspresi gen c-
Myc, dan APAF-1 pada kultur sel HeLa.

Mengetahui konsentrasi ICso Trisindolina-5

. Menganalisis kemampuan senyawa Trisindolina-5 untuk menekan gen yang

berperan dalam proliferasi sel yaitu gen C-Myc dan apoptosis yaitu gen APAF-1

1.5 Manfaat

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh senyawa Trisindolina-
5 sebagai antikanker melalui jalur apoptosis dengan mengukur ekspresi gen C- Myc dan
APAF-1 pada kultur sel HeLa sebagai alternatif dari bidang medis kandidat pengobatan
terhadap kanker.
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 HeLa Cell Line
2.1.1 Karakteristik sel HelLa

Sel HeLa merupakan sel kanker leher rahim manusia yang memiliki kemampuan
proliferasi tinggi sehingga dapat terus membelah dan tidak mengalami senescence atau
penuaan sel (Hela & Aguayo-Mazzucato, 2023). Cell line ini bersifat immortal karena masa
hidup biologisnya yang tidak terbatas, hal ini terjadi karena kemampuan dari sel HelLa
untuk bermutasi dan menghindari mekanisme regulasi normal. Sehingga sel HeLa umum
dan banyak digunakan dalam berbagai penelitian berbasis sel (Song et al., 2021). Sel HeLa
memiliki bentuk silindris (oval) dengan permukaan yang halus. Sel epitel kanker ini
bersifat adherent atau tumbuh dengan melekat pada permukaan substrat kulturnya serta
menempel antara satu sel dengan sel yang lain (Shiraishi and Sato, 2024). Sifat menempel
antar sel (adhesi sel) ini muncul karena kemampuan proliferasi yang tidak terbatas (Hirai
etal., 2022). Proliferasi yang terus menerus ini berasal dari aktivitas telomerase yang tinggi
dan dapat mencegah pemendekan telomer. Dimana pemendekan telomer sangat erat
kaitannya dengan apoptosis sebagai mekanisme Programmed Cell Deaths (Kahl et al.,
2020).

o~ B — . AN

Gambar 2.1 Morfologi Sel HeLa (A) Sel Hidup, (B) Perubahan morfologi sel
setelah perlakuan 100pg/mL Camellia sinensis 48 Jam perbesaran 40x
(Jahani et al., 2020)

Jumlah kromosom pada sel HeLa tergolong abnormal, dimana umumnya pada manusia
hanya terdapat 46 kromosom, akan tetapi kromosom pada sel HeLa sebanyak 76-80 (Iemura
et al., 2021). Selain itu, sel HeLa memiliki aktivitas metabolisme yang meningkat seperti
glikolisis anaerobic sehingga sel dapat berkembang di lingkungan yang minim oksigen dan
merubahnya menjadi radikal bebas yang dapat menginduksi oksidasi dari asam nukleik
(Ramya et al., 2021). Mutasi sel serviks normal >70% disebabkan oleh HPV atau Human
Papillomavirus (HPV), terlebih tipe HPV-18 dan HPV-16 (Noroozi et al., 2022). HPV-18
dan HPV-16 memiliki potensi onkogenik karena dalam urutan DNA HPV-18 terdapat
gen E6 dan E7. Kedua gen tersebut dapat mengkode protein onkogenik dan berinteraksi
dengan Tumor Supressir Gene (TSG) yaitu p53 dan pRb dan mempercepat proses
transformasi sel normal menjadi sel kanker (Grace et al., 2021).
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Gambar 2.2 Sel Kanker Serviks yang ditemukan infeksi HPV
A) Sel HeLa (HPV-18) dan B) Sel SiHa (HPV-16)
(de Queiroz Simdes dan Barth, 2017)

Aktivitas seluler yang tinggi ditemukan dalam garis sel HeLa (Gambar 2.2 A) pada
mitokondria (M) dan retikulum endoplasma kasar (RER) di sebelah inti sel. Sedangkan
pada sel SiHa, ditunjukkan vakuola sel yang representasinya mirip dengan APC atau
Antigen- Presenting Cell gambar 2.2 B. Sifat immortal dari model in vitro kedua sel
keratinosit manusia tersebut diakibatkan kehadiran dari ekspresi gen E6 dan E7 pada
kanker serviks yang merupakan proto-onkogen dari virus HPV sedangkan kehadiran kedua
gen tersebut tidak ditemukan pada sel keratinosit serviks (Alazawi et al., 2002). Sel
keratinosit ektoserviks merupakan sel yang melapisi permukaan luar serviks dari kerusakan
jaringan di bawahnya. Sel ini memiliki struktur berlapis yang saling tumpang tindih dengan
lapisan basal yang aktif membelah. Keratinosit pada serviks tidak mengalami keratinisasi
yang tinggi karena serviks memerlukan fleksibilitas dan kelembapan (Woodworth et al.,
1993; Rotondo et al., 2015). Sel ini sering menjadi kontrol sel normal bagi penelitian
terhadap kanker serviks. Saat sel keratinosit ini terinfeksi oleh virus seperti HPV, sel ini
akan mengalami perubahan ekspresi gen dan aktivitas seluler yang menandakan perubahan
sel normal serviks menjadi sel kanker Sehingga melalui penelitian oleh de Queiroz Simdes
dan Barth (2017) diketahui bahwa aktivitas seluler pada keratinosit pada sel SiHa dan HeLa
yang positif terhadap HPV menjadi marker yang prognostik bagi kanker serviks (de
Queiroz Simdes dan Barth, 2017).

2.1.2 Infeksi Human Papilloma Virus (HPV) yang Menyerang sel Epitel Serviks

Pada tahun 80an, ditemukan tipe HPV Human Papilloma Virus dan pengembangan
prosedur penggunaan asam nukleat (Zur, 2002), dan isolasi jenis HPV pertama dari biopsy
kanker serviks yaitu tipe HPV 16 dan HPV18. Saat HPV menyebabkan kanker serviks,
DNA virus akan menyatu dengan genom sel inang dan menginfeksi sel epitel mucosa
serviks (Stark and Zivkovic, 2018). HPV adalah virus kecil yang mengandung genom DNA
beruntai ganda yang dilindungi oleh kapsid dari dua protein akhir, L1 dan L2. Struktur
lengkapnya memiliki 72 salinan L1 dan sejumlah salinan L2 yang bervariasi. Struktur HPV
membentuk sebuah struktur dengan simetri icosahedra (berukuran 50-60 nm) (Wolff et al.,
2012).
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Gambar 2.3 Patogenesis HPV pada Kanker Serviks
(Stark and Zivkovic, 2018)

Lebih dari 150 subtipe HPV dapat dipisahkan berdasarkan potensi onkogeniknya dari
risiko tinggi hingga rendah. HPV risiko rendah jenis, seperti HPV 6 dan HPV 11, dapat
menyebabkan penyakit menular seksual kutil, sementara infeksi HPV 16 dan 18 saling
berhubungan dengan lesi ganas (Wolff et al., 2012). Bagian virus dari genom HPV terdiri
dari antara 6800 — 8000 pasangan basa yang disusun dalam delapan pembacaan terbuka
frame: E6, E7, E1, E2, E4, ES, dan L2 dan L1-coding untuk fungsi “awal” atau “akhir”.
Setelah 10-30 tahun, infeksi persisten juga terjadi lesi yang tidak diobati berhubungan
dengan integrasi genom HPV ke dalam DNA inang, jika terjadi gangguan E2 dan lebih
tinggi -regulasi ekspresi onkogen E6 dan E7 (Villain et al., 2007). Setelah HPV pertama
kali ditemukan, kelainan dari kanker serviks banyak diteliti. Infeksi HPV persisten yang
paling banyak menunjukan gejala adalah neoplasia intraepitel serviks (CIN) (Stark and
Zivkovic, 2018).

Tingkatan berbeda CIN yang telah diketahui yaitu CIN grade 1, CIN grade 2, dan CIN
grade 3. Ketiga tingkat CIN, bahkan CIN 3, dianggap masih bisa disembuhkan. CIN 3
dianggap sebagai lesi tingkat tinggi. Hal ini mengacu pada perubahan seluler atipikal yang
tampak meliputi lebih dari dua pertiga ketebalan epitel, dan mencakup seluruh ketebalan
epitel. Lesi (sebelumnya disebut karsinoma in situ). Dari hasil penelitian di masa lampau,
integrasi DNA HPV dianggap sebagai peristiwa yang terlambat dalam perkembangan
kanker serviks, namun penelitian yang lebih baru menunjukkan keselarasan dari bentuk
integrasi HPV 16 pada wanita dengan CIN 3 dan sejenisnya dengan kanker serviks (Stark
and Zivkovic, 2018).

2.1.3 Tahap Karsinogenesis pada Kanker Serviks

Kanker serviks paling banyak disebabkan dari proses karsinogenesis yang bermula

dari infeksi Human Papillomavirus (HPV), terutama tipe HPV onkogenik seperti HPV-16
dan HPV-
18 (Stark and Zivkovic, 2018). Proses karsinogenesis ini melibatkan beberapa tahap
transformasi seluler yang dipicu oleh infeksi HPV, perubahan genetik, dan epigenetik yang
akhirnya menyebabkan kanker. Tahap karsinogenesis yaitu inisiasi, promosi, progresi, dan
metastatis (Pérez-Gonzalez et al., 2023).
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Gambar 2.4 Mekanisme Karsinogenesis pada Kanker Serviks
(Kusakabe et al., 2023)

Tahap awal proses karsinogenesis yaitu inisasi, terjadi infeksi sel epitel di zona
transformasi serviks, area pertemuan antara epitel skuamosa dan epitel kolumnar. HPV
memasuki sel-sel basal yang rentan pada serviks melalui mikroabrasions (luka kecil) (Bhat
et al., 2022). HPV memiliki dua protein onkogenik utama, yaitu E6 dan E7, yang
bertanggung jawab atas transformasi seluler. Protein E6 berikatan dengan protein penekan
tumor p53, dan menyebabkan degradasinya, sehingga menghilangkan kemampuan sel
untuk memperbaiki DNA yang rusak atau memicu apoptosis. Protein E7 berikatan dengan
protein retinoblastoma (pRb), sehingga memungkinkan sel untuk terus berproliferasi
secara tidak terkendali (Minoni et al., 2020). Akibat aktivitas E6 dan E7, terjadi gangguan
pada kontrol siklus sel, yang mengarah pada perkembangan CIN (Cervical Intraepithelial
Neoplasia), yaitu perubahan prakanker pada sel-sel serviks. CIN diklasifikasikan ke dalam
tiga level, yaitu:

+ CIN 1: Displasia ringan yang biasanya sembuh sendiri, terutama pada individu
dengan sistem imun yang sehat.

+ CIN 2: Displasia sedang yang memiliki potensi lebih besar untuk berkembang

menjadi kanker.

+ CIN 3: Displasia berat atau karsinoma in situ, di mana perubahan sel prakanker

terjadi di seluruh ketebalan epitel serviks.

(Stark & Zivkovic, 2018)

Pada tahap selanjutnya, yaitu promosi, infeksi HPV bersifat sementara dan dapat
diatasi oleh sistem imun. Namun, jika infeksi persisten, terutama dengan tipe HPV risiko
tinggi seperti HPV-16 atau HPV-18, risiko progresi menuju lesi prakanker meningkat. Sel-
sel prakanker mulai mengakumulasi mutasi tambahan di gen-gen yang mengontrol siklus
sel, seperti gen penekan tumor atau onkogen lainnya. Mutasi ini menyebabkan sel-sel

20



menjadi semakin resisten terhadap mekanisme regulasi normal. Pada tahap ini, sel-sel yang
berubah mulai menginduksi pembentukan pembuluh darah baru (angiogenesis) untuk
mendukung pertumbuhan sel tersebut (Nahand et al., 2020).

Ketika lesi CIN 3 atau karsinoma in situ tidak lagi terbatas pada epitel dan mulai
menyerang jaringan dasar serviks, maka dianggap sebagai kanker invasif. Sehingga kanker
sudah masuk ke tahap progresi (Stark and Zivkovic, 2018). Pada tahap ini, sel-sel kanker
mulai menembus membran basal dan menyerang jaringan di bawahnya. Sel-sel prakanker
mengalami transformasi penuh menjadi sel kanker, ditandai dengan proliferasi sel yang
tidak terkendali, hilangnya diferensiasi seluler, serta kemampuan untuk menginvasi
jaringan sekitarnya dan bermetastasis menyebar ke organ lain. Kanker serviks dapat
menyebar melalui sistem limfatik atau darah ke organ lain seperti kelenjar getah bening,
paru-paru, hati, atau tulang. kanker dapat bermetastasis ke organ lain, seperti paru-paru,
hati, dan tulang. Penyebaran metastasis menandakan tingkat akhir dari kanker dan peluang
keberhasilan pengobatan menjadi sangat kecil (Aysal et al., 2022; Liu et al., 2020).

2.2 Siklus Sel

2.2.1 Siklus Sel

Serangkaian peristiwa yang terjadi dalam sel yang menghasilkan pembelahan dan
duplikasi dikenal sebagai siklus sel. Siklus ini terbagi menjadi 2 fase, yaitu interfase dan
mitosis. Tahap interfase adalah tahap terpanjang dari siklus sel, dan kemudian dapat dibagi
menjadi tiga fase: fase G1, fase S, dan fase G2 (Almaki, 2023). Selama fase G1, sel tumbuh
dan bersiap untuk sintesis DNA, dan pada fase S, sintesis DNA terjadi, yang mengarah
pada replikasi materi genetik (Engeland, 2022), lalu pada fase G2 sel terus berkembang
untuk mempersiapkan tahap mitosis. Mitosis merupakan tahap siklus sel saat DNA yang
direplikasi terpisah menjadi nuklei yang identik. Fase mitosis sendiri terbagi menjadi 4
fase, yaitu profase, metafase, anafase, dan telofase. Pada saat profase, kromosom
mengumpul dan benang spindle mulai terbentuk. Kemudian di metafase, komosom berjajar
pada metaphase plate. Di anafase, benang spindel akan menarik sister chromatids menjauh,
memisahkan keduanya menjadi dua set kromosom baru (Barford, 2020). Di tahap terakhir,
telofase, kromosom yang telah terdekondensasi akan membentuk selubung membran dan
mengakhiri tahap siklus sel (Almaki, 2023).
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Gambar 2.5 Siklus Sel
(Newton, 2018)
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2.2.2 Kontrol Siklus Sel

Pertumbuhan dan pembelahan sel yang tidak terkendali merupakan ciri khas (Hallmark
of Cancer) dari kondisi kanker, yang dapat mengakibatkan pembentukan tumor atau invasi
dan penyebaran sel kanker ke bagian tubuh lain. Perkembangan kanker seringkali
disebabkan oleh mutasi atau perubahan gen yang mengontrol siklus sel, sehingga
mengganggu regulasi normal pertumbuhan dan pembelahan sel (Alshahat et al., 2023).
Mekanisme kontrol siklus sel di fase GI, S, dan G2/M, terbagi menjadi beberapa
checkpoints sebagai berikut.

+ Kontrol fase G1 (Gap 1). Fase ini menjadi fase persiapan sebelum DNA bereplikasi
dengan bertumbuh, mensintesis protein serta organel yang diperlukan, serta untuk
memastikan lingkungan eksternal mendukung pembelahan sel. Di kontrol fase ini, sel
memastikan bahwa DNA tidak rusak dan lingkungan eksternal kondusif untuk replikasi
DNA. Jika kerusakan DNA terdeteksi, protein p53 akan diaktifkan. p53 dapat
menginduksi ekspresi p21, yang menghambat CDK dan mencegah transisi ke fase S
hingga DNA yang mengalami kerusakan diperbaiki (Engeland, 2022).

e Kontrol Fase S (Sintesis) replikasi DNA terjadi, sehingga setiap sel anak menerima satu
salinan lengkap dari genom. Titik pemeriksaan akan memastikan proses replikasi DNA
berjalan sebagaimana mestnya. Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) dan ATR protein
kinases akan diaktifkan jika terjadi kerusakan DNA selama replikasi (Malumbres, 2020).

e Kontrol Fase G2/M (Gap 2/Mitosis) Di fase ini, sel memeriksa kelengkapan DNA
sebelum memulai mitosis, pada checkpoint ini Protein kinases seperti ATM/ATR akan
mengaktifkan CHK1 dan CHK2 jika kerusakan DNA belum diperbaiki. Ini akan
mencegah sel masuk ke mitosis hingga kerusakan diperbaiki (Garcia-Santisteban et al.,
2021).

e Checkpoint spindle (M) ialah checkpoint saat mitosis, khususnya di metafase, sel akan
memastikan semua kromosom terikat dengan benar pada spindle sebelum dipisahkan
kutub. Di titik pemeriksaan ini, transisi dari metafase ke anafase dilakukan dengan
bantuan kontrol degradasi protein securin dan cyclin b oleh APC/C (Anaphase Promotor
Complex) (Barford, 2020).
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Gambar 2.6 Kontrol Siklus Sel
(Yang & Sheridan, 2014)



Kontrol siklus sel dilakukan untuk memastikan akurasi dari replikasi DNA, karena replikasi
DNA di fase S merupakan tahap penting di siklus sel. Saat replikasi DNA tidak akurat, dapat
terjadi imutasi, abnormalitas kromosom, hingga kanker (Almaki, 2023). Sehingga protein
cyclin dependent kinases (CDKs) mengontrol terjadinya siklus sel dan memastikan bahwa tiap
tahap berjalan dengan baik sebelum melanjutkan tahap siklus selanjutnya (Almaki, 2023;
Engeland, 2022).

2.3 Gen C-Myc

Proses proliferasi dan apoptosis dalam sel membutuhkan faktor regulasi yang biasa
dilakukan oleh protein tertentu. Protein ini adalah C-Myc yang memiliki kemampuan dalam
meregulasi apoptosis atau programmed cell death yang dihasilkan dari koordinasi aktif C-
Myc dengan protein pasangan seperti Max yang akan memfasilitasi binding DNA dan
mengaktifkan transkripsi (Davis and Jeffery, 2002). Sebagai salah satu bagian dari faktor
transkripsi Myc, C- Myc dikenal sebagai keterlibatannya dalam proses sel, termasuk
metabolism dan diferensiasi sel. Dalam proliferasi sel kanker, C-Myc memiliki kemampuan
signifikan untuk meregulasi gen yang berkontribusi dalam perbaikan dan self-renewal sel
itu sendiri. Ekspresi dari C-Myc seringkali diasosiasikan dengan tumorigenesis dan
metastasis, sehingga C-Myc menjadi faktor yang krusial dalam membentuk berbagai
macam kanker (Hanahan et al., 2022; Chen et al., 2021). Dengan mengekspresikan gen
yang terlibat dalam siklus sel dan menginhibisi diferensiasi, C-Myc dapat mendukung
keberlanjutan proliferasi dan kelangsungan hidup dari sel kanker (Novikov et al., 2021;
Prendergast, 1999).
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Gambar 2.7 Mekanisme Apoptosis dengan c-Myc
(Prendergast, 1999)

Struktur protein dari C-Myc tersusun atas domain helix-loop-helix-leucine zipper
(bHLH- LZ) yang penting dalam fungsinya sebagai faktor transkripsi (Sammak et al.,
2019). Domain ini akan memfasilitasi dimersiasi C-Myc dengan protein pasangannya Max,
dengan menyediakan kompleks untuk berikatan dengan sekuens DNA yang diketahui
sebagai E-Boxes (CACGTG) pada area promoter dari gen target. Ikatan ini akan
mengaktifkan atau menekan transkripsi gen yang terlibat dalam proses sel seperti regulasi
siklus sel, apoptosis, dan metabolisme (Sammak et al., 2019; Nie et al., 2020). Struktur dari
C-Myc termasuk Trans activation Domain (TAD) pada N-terminus yang berinteraksi
dengan kofaktor transkripsional lain untuk memodulasi ekspresi gen. Regulasi dari
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aktivitas C-Myc mendisregulasi proliferasi kanker dan sel tidak terkontrol (Rejnowicz et
al.,, 2024).

Overekspresi dari C-Myc merupakan penanda dari banyak jenis kanker, termasuk
leukimia, lymphoma, kanker payudara, dan kanker kolokteral, Overekspresi ini terbentuk
karena amplifikasi gen, translokasi kromosom, serta meningkatnya aktivitas dari
transkripsi. Konsekuensi dari overekspresi C-Myc akan mengakibatkan terbentuknya
pertumbuhan dan pembagian yang tidak terkendali dari sel kanker, meningkatnya aktivitas
metabolic, serta lolos dari proses apoptosis (Duffy et al., 2021). Studi atau pendekatan
terbaru mengenai interaksi
antara C-Myc dan Max menggunakan inhibitor molekul kecil sehingga menghambat
aktivitas transkripsi. Selain itu, interferensi dari RNA dan gen CRISPR/Cas9-mediated
yang diubah banyak diteliti untuk menurunkan regulasi ekspresi dari C-Myc dalam sel
kanker, Studi yang telah berkembang terkait target gen C-Myc ini berpotensi untuk
mengatasi kanker atau tumor dari kemampuannya dalam bermetastasis (Moser et al.,
2021).

2.4  Apoptosis
2.4.1 Mekanisme Apoptosis

Istilah Apoptosis sering digunakan bergantian dengan istilah Programmed Cell
Death atau program kematian sel yang terprogram. Apoptosis menjadi regulasi yang
berjalan secara genetic yang terbentuk untuk kematian sel. Berbagai proses biologis
seperti embryogenesis, penuaan, serta macam-macam penyakit menjadi ekspresi dari
peran apoptosis (Neophytou et al., 2021). Apoptosis (a-po-toe-sis) pertama kali
digunakan dalam penelitian oleh Kerr, Wyllie, and Currie di tahun 1972 untuk
mendeskripsikan kematian sel yang jelas nampak secara morfologis. Seiring
berkembangnya penelitian, komponen-komponen apoptosis baru dapat dideskripsikan.
Proses apoptosis umumnya terjadi saat masa perkembangan dan penuaan sebagai
mekanisme homeostasis untuk menyeimbangkan populasi sel pada jaringan. Apoptosis
juga menjadi mekanisme pertahanan seperti pertahanan reaksi imun atau saat sel rusak
akibat dari penyakit atau zat berbahaya (Elmore, 2007; Arends and Stanley, 2024).

Apoptosis menjadi respon fisiologis dalam menghilangkan sel-sel yang tidak
diinginkan dan digunakan selama embryogenesis untuk membentuk form yang telah
berkembang seperti anggota tubuh dan jemari. Proses ini akan menekan sisa struktur
embrio, sehingga Programmed Cells Death akan menyediakan ruang bagi sel-sel yang
baru selama proses pembaharuan sel (Neophytou et al., 2021). Dibandingkan nekrosis,
proses apoptosis terbentuk dengan respon yang minim terhadap inflamasi dan menyusut.
Seperti saat apoptosis menghilangkan limfosit yang berdiferensiasi (Yang et al., 2021).
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Gambar 2.8 Jalur Intrinsik dan Ekstrinsik dari Apoptosis
(Neophytou et al., 2021)

Apabila dibedakan dari fase inisiasinya, apoptosis dibagi menjadi 2, yaitu jalur
ekstrinsik yang diaktivasi oleh reseptor, jalur perforin atau granzyme, dan jalur intrinsik
atau jalur mitokondria (Neophytou et al., 2021). Jalur ekstrinsik diaktivasi oleh serangkaian
proses ekstraseluler melalui ligan larut yang berikatan dengan reseptor koresponding
seperti Fas atau FasL yang berasosiasi dengan domain sel yang mati. Jalur perforin atau
granzyme sangat penting untuk aktivitas sitotoksik limfosit T. Sedangkan jalur intrinsic
sebagian besar diinduksi oleh stress selular seperti kerusakan DNA atau akumulasi lipatan
protein dan sangat bergantung pada aktivitas mitokondria (Rodriguez-Gonzalez &
Gutiérrez-Kobeh, 2024).

2.4.2 Kontrol Gen pada Apoptosis

Mutasi sel normal menjadi sel fumor karena gagal memasuki fase apoptosis
menunjukkan kontrol gen apoptosis sangat penting untuk mengatur proliferasi sel dan
mencegah pertumbuhan tumor (Neophytou et al., 2021). Kematian sel terprogram, juga
dikenal sebagai apoptosis, menghilangkan sel-sel yang mengalami kerusakan atau mutasi,
yang jika dibiarkan dapat menyebabkan kanker. P53 adalah gen penting dalam proses ini
karena berfungsi untuk mengidentifikasi kerusakan DNA. Ketika DNA tidak dapat
diperbaiki, p53 menghasilkan sinyal yang memicu kematian sel melalui jalur intrinsik yang
melibatkan pelepasan sitokrom c dari mitokondria dan aktivasi caspase (Kanamori et al.,
2021).
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Gambar 2.9 Regulasi transkripsional apoptosis
(Dudgeon et al., 2009).

Dua mekanisme kontrol gen apoptosis atau yang dikenal sebagai jalur apoptosis, yaitu
jalur intrinsik dan jalur ekstrinsik. Jalur Intrinsik merupakan mekanisme apoptosis yang
diaktifkan oleh sinyal internal seperti kerusakan DNA, yang melibatkan gen pro-apoptosis
seperti Bax dan Bak. Ekspresi gen-gen ini dapat ditingkatkan oleh aktivasi p53, yang
menyebabkan apoptosom dan aktivasi caspase-9. Sedangkan dalam jalur ekstrinsik,
apoptosis akan diaktifkan oleh ikatan ligan dengan reseptor kematian permukaan sel seperti
Fas dan TNF-a. Aktivasi reseptor ini mengaktifkan caspase-8, yang juga membantu proses
apoptosis (Neophytou et al., 2021). Mutasi pada gen p53 sering menyebabkan kegagalan
dalam kontrol genetik; 50-60% kasus kanker menunjukkan mutasi atau kehilangan
ekspresi gen p53. Hal ini membuat sel kanker tidak dapat melakukan apoptosis secara
efektif, memungkinkan mereka untuk berkembang dan membelah tanpa kendali (Levine,
2020).

2.5 Gen APAF-1

Gen APAF-1 (Apoptotic Protease Activating Factor 1) berperan krusial dalam proses
apoptosis sebagai mekanisme Programmed Cell Death atau proses kematian sel secara
alami (Kessler et al, 2020). Mekanisme ini terjadi ketika sel mengalami stres atau
kerusakan DNA, pathway apoptotik akan diaktifkan untuk menghindari proliferasi sel
abnormal yang berpotensi menjadi kanker (Shakeri et al., 2021). Meskipun demikian,
beberapa studi telah menunjukkan bahwa regulasi APAF-1 dapat dinonaktifkan dalam
beberapa jenis kanker, termasuk kanker serviks, sehingga memfasilitasi perkembangan dan
survival sel kanker. Gen apoptotic protease- activating factor 1 (4PAF-1) merupakan salah
satu gen penekan tumor (Tumor Supressor Gene), penurunan ekspresi gen APAF-1 dapat
menjadi salah satu faktor proliferasi sel yang terjadi pada sel tumor (Shakeri et al., 2021).
Hal ini terjadi karena saat regulasi protein APAF-I mengalami penurunan dan terjadi
overekspresi dari anti-apoptosis Bcl-2, kelangsungan hidup sel akan meningkat dan
mengganggu jalannya apoptosis (Christoph et al., 2006). Ekspresi protein APAF-1 yang
diatur dalam tingkat transkripsional dapat meningkatkan regulasi ekspresi dari gen
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penginduksi apoptosis seperti E2F1 sebagai respon perkembangan siklus sel abnormal
(Kurayoshi et al., 2021).

Gambar 2.10 Struktur Kompleks 4PAF-1 Apoptosom
(Pettersen et al., 2004)

Struktur APAF-1 tersusun atas beberapa domain yang berperan sesifik dalam proses
apoptosis seperti CARD (Caspase Recruit Domain) yang memungkinkan pengikatan
antara APAF-1 dan caspase-9 untuk proses aktivasi caspase (Noori et al., 2021; Shakeri et
al., 2021), Domain WD40 Repeats yang berada di ujung C-terminal dan berfungsi dalam
mengikat sitokrom C yang dilepas mitokondria saat terjadi sinyal apoptosis, Domain NOD
(Nucleotide Oligomerization Domain) yang penting untuk oligomerisasi APAF-1 serta
mengandung ATP/dATP yang terlibat pada pengikatan nukleotida, serta Domain HEAT
repeats yang dapat membantu struktur stabilisasi protein serta fasilitas interaksi antar
domain (Noori et al., 2021). Saat terjadi stress oksidatif atau kerusaakan DNA, mitokondria
akan melepaskan sitokrom C ke sitoplasma. Sitokrom pun berikatan dengan domain WD40
pada APAF-1 sehingga terjadi pengikatan ATP atau dATP. Pengikatan nukleotida tersebut
menyebabkan oligomerisasi APAF-I menjadi bentuk heptamer yang membentuk
apoptosom (Mountain, 2023).

2.6 Senyawa Trisindolina-5

2.6.1 Isolasi Trisindolina

Trisindolina merupakan metabolit sekunder dari beberapa sumber isolate alami seperti
bakteri, spons, dan tanaman (Wati et al., 2021). Senyawa alami ini pertama kali diisolasi
dari kultur bakteri Vibrio sp. yang mengalami simbiosis mutualisme dengan spons laut
Hyrtios altus di perairan Okinawa, Jepang (Kobayashi et al., 1994) dan masih berkembang
penelitian yang berbasis turunan dari senyawa Trisindolina karena potensinya sebagai
agen antikanker (Salsabila et al., 2022).

Gambar 2.11 Vibrio sp.
(Zhou et al., 2012)
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Gambar 2.12 Hyrtios sp.
(Elhady et al., 2016)

Kingdom : Bacteria Kingdon : Animalia
Phylum : Proteobacteria Phylum : Porifera
Classis : Gammproteobacteria Classis : Demospongiae
Ordo : Vibrionales Ordo : Dictyoceratida
Familia  : Vibrionaceae Familia : Thorectidae
Genus : Vibrio Genus : Hyrtios

(Zhou et al., 2012) (Elhady et al., 2016)

Trisindolina memiliki atom nitrogen dalam cincin senyawanya sehingga dikenal
sebagai senyawa heterosiklik nitrogen (Vitaku et al., 2014). Senyawa yang tegolong dalam
senyawa tersebut ialah indol (CsH7N) dengan struktur bisiklik berupa cincin benzena yang
menyatu dengan cincin pirol (Wati et al., 2021). Indol banyak ditemukan pada tanaman
dan memiliki beragam aktivitas biologis, termasuk sebagai antimalaria, antifungi,
antikanker, antibakteri, antihelmintik, dan antidiabetik. Selain itu, indol sering menjadi
kerangka dasar dalam sintesis molekul obat seperti indometasin, indoxol, trisindolina,
pindolol, sunitinib, indolidan, delavirdin, dan vinblastin (Santoso et al., 2021).

Struktur trisindolina terdiri atas dua molekul indol yang terhubung dengan satu
molekul isatin (1H-indol-2,3-dione). Struktur ini membentuk dua jenis regioisomer, yakni
3,3- di(3-indolyl)-2-indolone dan 2,2-di(3-indolyl)-3-indolone. Dari kedua isomer
tersebut, trisindolina 3,3-di(3-indolyl)-2-indolone menunjukkan potensi yang lebih besar
untuk pengembangan obat dibandingkan isomer lainnya (Kobayashi et al., 1994; Wati et
al., 2021). Isatin (CsHsNOz), sebagai komponen utama trisindolina, juga berfungsi sebagai
kerangka molekul dalam berbagai obat bioaktif seperti sunitinib, nintedanib, dan
semaxanib (Nath et al., 2020; Chahal et al., 2019). Bentuk dari senyawa trisindolina
diketahui ada 2 jenis, yaitu bentuk simetris serta bentuk asimetris. Bentuk simetris terjadi
ketika satu molekul isatin terhubung dengan dua molekul indol yang identik, sementara
bentuk asimetris terjadi jika satu molekul isatin terhubung dengan dua molekul indol yang
berbeda (Wati et al., 2021). Struktur kimia indol, isatin, serta kedua regioisomer
trisindolina dapat dilihat pada Gambar 2.12.
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Gambar 2.13 Struktur kimia indol, isatin dan dua bentuk regioisomer dari Trisindolina

(Wati et al., 2021).

Trisindolina berbentuk bubuk amorf tidak berwarna dengan berat molekul 363,4 g/mol
(Kobayashi, 1994). Senyawa Trisindolina memiliki aktivitas lain selain sebagai antikanker
yaitu sebagai antimikroba yang dapat menghambat pertumbuhan Escherichia coli dan Bacillus
Subtilis dengan diberikan sebanyak 10 pg pada masing-masing disk dan zona bening yang
terbentuk masing-masing yaitu 16, 17 dan 10 mm (Kobayashi et al., 1994; Praveen et al., 2015).

2.6.2 Sintesis Trisindolina-5

Trisindolina-5 merupakan senyawa sintetis turunan dari senyawa trisindolina dari
kelompok senyawa indole dengan struktur kimia yang terdiri dari tiga unit indole. Indoles
merupakan senyawa metabolit alami yang ditemukan pada tumbuhan serta dikenal karena
aktivitasnya sebagai agen biologis dan bersifat anticancer (Wati et al.,, 2021). Struktur dari
senyawa Trisindolina-5 memungkinkan terjadinya banyak interaksi dengan target seluler
sehingga studi terkait senyawa Trisindolina-5 dalam fungsinya sebagai senyawa terapeutik
pada bidang onkologi menarik untuk dikembangkan. Pengembangan senyawa Trisindolina-5
berfokus terhadap aktivitas sitotoksisitasnya terhadap sel kanker (Wati et al., 2021; Salispriaji
et al., 2024). Struktur kimia Trisindolina-5 yaitu Trisindolina-5-floro-3,3-di((metilindol-5-
karboksilat)- 3-i1)-2-indolon seperti pada I%}ambar 2.13 berikut,

N H

Gambar 2.14 Struktur kimia Trisindolina-5
Trisindolina-5-floro-3,3-di((metilindol- 5-karboksilat)- 3-il)-2-indolon (Wati, 2021)
Dalam studi tersebut, Trisindolina-5 menunjukkan hasil positif terhadap induksi apoptosis
(programmed cell death) dan interaksi dengan jalur utama yang terlibat dalam proliferasi sel.

Potensi distruptif senyawa Trisindolina-5 terhadap siklus sel dinilai dapat berkontribusi
terhadap efek antikanker. Penelitian tersebut berfokus pada pemahaman interaksi senyawa
Trisindolina-5 dengan sel target seperti DNA dan protein yang terlibat dalam regulasi siklus sel
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serta proses apoptosis menggunakan metode Docking moleculer dan pengujian in vitro yang
digunakan untuk mengidentifikasi interaksi ini (Nurhayati et al., 2020). Hasil tersebut juga
menunjukkan bahwa Trisindolina-5 tidak hanyak efektif untuk mengurangi pertumbuhan tumor,

tetapi juga aman bagi sel-sel lain selain sel kanker (Wati et al., 2021).

2.6.3 Mekanisme Antikanker dari Trisindolina

Senyawa alami Trisindolina berperan sebagai antikanker dengan efek sitotoksisitasnya
yang telah banyak diuji (Wati et al., 2021; Salsabila et al., 2022). Bergantung pada jenis
sel kanker yang diserangnya, mekanisme antikanker trisindolina dapat menggunakan
berbagai jalur molekuler (Wati et al., 2021). Trisindolina memiliki kemampuan untuk
memicu apoptosis, atau kematian sel terprogram, dengan mengaktifkan baik jalur intrinsik
maupun ekstrinsik. Pada jalur intrinsik, trisindolina dapat menyebabkan depolarisasi
membran mitokondria, yang melepaskan faktor pro-apoptotik seperti sitokrom c, yang
kemudian mengaktitkan kaskade kaspase, yang menyebabkan kematian. Di jalur ekstrinsik,
Trisindolina-5 memicu aktivasi reseptor kematian di permukaan sel, yang juga memicu
aktivasi caspace. Pada fase tertentu dari siklus sel, trisindolina memiliki kemampuan untuk
menghambat atau menghentikan pertumbuhan dan pembelahan sel kanker. Senyawa ini
sering berinteraksi dengan jalur yang mengatur ekspresi protein siklus sel, seperti Cyclin D
dan CDK, yang penting untuk pertumbuhan sel dalam siklus sel (Nurhayati et al., 2022).
Trisindolina dapat menghambat angiogenesis, proses pembentukan pembuluh darah baru,
dengan mengurangi ekspresi faktor pertumbuhan yang terlibat dalam angiogenesis, seperti
VEFG (Vascular Endothelial Growth Factor). Sehingga senyawa ini dinilai dapat
mencegah suplai darah ke tumor dan membatasi pertumbuhannya (de Sousa et al., 2021).
Selain itu, trisindolina dapat berfungsi melalui jalur sinyal sel yang sangat penting, seperti
jalur PI3K/AKT, MAPK, dan NF-B. Jalur-jalur ini memiliki mekanisme pertumbuhan sel,
resistensi apoptosis, dan respons inflamasi. Sel kanker dapat menjadi lebih rentan terhadap
kematian jika jalur sinyal sel dihambat (Abid et al., 2022).

2.7 Senyawa Antikanker
2.7.1 Cisplatin

Cisplatin (cis-diammine-dichloro-platinum II) pertama kali disintesis oleh seorang ahli
kimia asal Italia, Michele Peyrone, pada tahun 1845 (Kauffman et al, 2010). Agen
kemoterapi

ini merupakan obat kemoterapi jenis logam golongan platinum II yang dapat menyebabkan
kerusakan DNA melalui jalur apoptosis atau jalur ROS reactive oxygen species (Saputra et
al., 2023). Jalur apoptosis tersebut dapat menyebabkan hambatan terhadap sintesis DNA
maupun repair DNA (Shoffi & Romdhoni, 2013). Cisplatin menjadi agen kemoterapi
platinum pertama yang diperkenalkan oleh Rosenberg dan Cavalieri di tahun 1964 untuk
pengobatan kanker dan hingga saat ini telah digunakan secara luas sebagai ageen
kemoterapi berbagai jenis kanker seperti kanker paru, kanker neuroblastoma, kanker
melanoma, serta kanker prostat (Saputra et al., 2023; Hassan et al.,2013).
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Gambar 2.15 (a) Struktur Kimiawi dari Cisplatin (b) Struktur 3D dari Cisplatin
(Hassan et al., 2013)

Struktur cisplatin terdiri dari satu atom platinum yang terkoordinasi dengan dua
molekul amina (biasanya amina seperti amonium) dan dua ion klorida (Obreshkova et al.,
2022). Mekanisme kerja cisplatin melibatkan pembentukan ikatan silang dengan DNA sel
kanker dan menempel pada basa guanin, yang menghambat replikasi dan transkripsi DNA,
sehingga mencegah pertumbuhan sel kanker (Liazarti, 2022). Cisplatin melekat dengan
basa guanin karena guanin merupakan basa nukleotida dengan atom nitrogen (N7) yang
letaknya di cincin imidazol, nitrogen bersifat nukleofilik dan cenderung menyumbangkan
pasangan elektron bebas sehingga keduanya berikatan secara kovalen. Ketika cisplatin
masuk ke dalam sel, ion klorida yang terikat pada platinum II akan disubtitusi oleh molekul
air, sehingga sifat elektrofiliknya meningkat (Obreshkova et al., 2022).

Dua ion klorida serta dua ligan amina dalam bentuk cis sehingga saat cisplatin masuk
dalam sel unsur Platinum di tengah bersifat elektrofilik dan menarik elektron dan reaksi
antara cisplatin dengan molekul dengan gugus nukleofilik (elektron) (Geohagen et al.,
2020). Bentuk aktif ini kemudian berikatan dengan DNA, membentuk adduct yang
menyebabkan pembentukan ikatan silang antara dua helai DNA (Behmand et al., 2020).
Proses ini mengganggu replikasi dan transkripsi DNA, yang pada akhirnya mengarah pada
kematian sel tumor. Lewat mekanisme ini, cisplatin menghambat pertumbuhan sel kanker
dan menjadi salah satu terapi yang banyak digunakan dalam onkologi (Romani et al., 2022).

----------------------------------------------------
.
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Gambar 2.16 Mekanisme Molekular Sitotoksisitas Cisplatin
(Brown et al., 2019)
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Penelitian yang menggunakan Cisplatin sebagai senyawa uji bagi sel kanker HelLa
dilakukan oleh Artanti et al (2020), menggunakan perbandingan dengan model sel normal
Vero yang diisolasi dengan tujuan untuk mengetahui aktivitas sitotoksik dari cisplatin
terhadap sel kanker dan sel normal. Melalui penelitian tersebut didapatkan bahwa half
inhibitory concentration atau ICso dari Cisplatin pada sel HeLa sebesar 12.08 2 pg/mL

dengan tingkat toksik yang tinggi serta sebesar 21.06 ug/mL dengan toksisitas yang cukup
aktif pada sel Vero. Hal ini menunjukan bahwa Cisplatin dapat bersifat toksik baik kepada
sel kanker maupun sel normal, walaupun cenderung lebih toksik terhadap sel kanker seperti
HeLa (Artanti et al., 2020). Sehingga senyawa alami yang dapat bersifat toksik terhadap sel
HeLa serta memiliki selektivitas yang tinggi yaitu tidak bersifat toksik terhadap sel normal
sangat dibutuhkan untuk menghindari terjadinya kerusakan sel normal sebagai pengobatan
kanker yang lebih efektif (Nurdiani et al., 2024).

2.7.2  Doxorubicin

Doxorubicin merupakan antikanker atau obat kemoterapi yang tergolong pada kelas
antibiotik antrasiklin (Basuki et al., 2020) serta umum digunakan untuk mengobati
berbagai jenis kanker. Doxorubicin berfungsi sebagai antikanker melalui berbagai jalur,
seperti interkalasi ke dalam DNA, menghentikan replikasi dan transkripsi sel kanker.
Selain itu, Doxorubicin dapat menghambat enzim topoisomerase II, yang menyebabkan
pemutusan untai DNA yang tidak dapat diperbaiki, sehingga menyebabkan kematian sel
atau Programmed Cell Death (Nicoletto & Ofner, 2022). Doxorubicin tidak hanya
memiliki kemampuan untuk menghentikan siklus sel pada fase G2/M, tetapi juga memiliki
kemampuan untuk memicu reaksi kekebalan terhadap kanker dengan melepaskan antigen
dari sel yang telah rusak (Kciuk et al., 2023). Doxorubicin memiliki gugus kuinon dan
hidrokuinon pada cincin aromatiknya, yang memungkinkan terjadinya reaksi redoks.
Reaksi ini menghasilkan radikal bebas yang merusak DNA, protein, dan membran sel
dengan cara mempercepat kematian sel kanker. Akan tetapi, hal ini juga yang membuat
Doxorubicin memiliki efek sitotoksik pada sel sehat sebagai efek sampingnya (Dunsmore
et al., 2022). Meskipun sangat efektif, mengingat sifat toksik dari Doxorubicin serta efek
sampingnya, seperti kardiotoksisitas dan mielosupresi, membuat penggunaan obat ini
dalam terapi memerlukan pengawasan yang ketat.
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Gambar 2.17 Mekanisme Molekuler Doxorubicin
(Renu et al,, 2017)




2.8 Uji Sitotoksisitas

Kemampuan suatu senyawa dalam menyebabkan kematian sel hingga menghambat
pertumbuhan sel dapat dievaluasi menggunakan prosedur laboratorium yang biasa dikenal
sebagai uji sitotoksisitas atau cytotoxixity test. Tes sitotoksisitas ini banyak diterapkan ke
berbagai bidang penelitian biomedis, seperti penelitian terkait kanker, pengembangan obat,
hingga studi toksikologi (Makvandi et al., 2020). Uji Sitotoksisitas ini dapat membantu
menentukan potensi efek terapeutik (toksisitas) suatu jenis senyawa pada jenis sel yang
berbeda. Metode yang paling umum digunakan untuk menilai tingkat sitotoksisitas yaitu
dengan menggunakan MTT assay (Mazlumoglu, 2023). MTT assay dapat mengukur
aktivitas metabolism sel sebagai indicator viabilitas, proliferasi, dan sitotoksisitas sel (de
Almeida &da Silva, 2021).

MTT assay merupakan uji kolorimetri yang biasa digunakan untuk menentukan
sitotoksisitas sel dengan prinsip pengamatan terhadap proliferasi sel, viabilitas, dan
toksisitas (de Almeida & da Silva, 2021). Uji enzimatik MTT assay yang dilakukan akan
melibatkan perlakuan sel dengan konsentrasi tertentu dari senyawa uji untuk kemudian
ditambahkan dengan reagen MTT assay, yaitu [3-(4,5 dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difenil
tetrazolium bromide. Sel yang masih bertahan setelah pengujian secara metabolik akan
mereduksi oleh sistem reduktase suksinat tetrazolium yang terdapat dalam rantai respirasi
mitokondria menjadi formazan berupa zat warna ungu (Nurdiani et al., 2024; Doyle &
Griffiths, 2000). Jumlah formazan yang dihasilkan akan berbanding lurus dengan jumlah sel
yang hidup. Setelah masa inkubasi sesuai, maka kristal formazan pada sel yang terbentuk
diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer. Nilai serapan kristal formazan
digunakan untuk menghitung persentase viabilitas sel (Ghasemi et al., 2021; Shafiee et al.,
2021). Untuk menentukan nilai ICso, yaitu konsentrasi senyawa yang dapat menghambat
keberlangsungan hidup sel sebesar 50%, digunakan serangkaian konsentrasi senyawa uji
yang berbeda. Data yang dihasilkan dari uji ini kemudian di plot pada kurva dose- response,
dan nilai ICso yang sesuai akan diperoleh dari kurva (Nga et al., 2020).
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Gambar 2.18 Reaksi reduksi garam kuning tetrazolium menjadi formazan menjadi berwarna ungu

(Doyle & Griffiths, 2000)

2.9 Uji Ekspresi Gen
2.9.1 Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR)

Metode yang paling umum digunakan untuk mengukur asam nukleat pada RNA dalam
biologi molekuler salah satunya adalah Quantitative Real-Time Polymerase Chain
Reacction (QRT-PCR) (Adams, 2020). Teknik qPCR yaitu dengan menentukan konsentrasi
DNA target dengan menggunakan primer yang dapat mencapai >300 pasang basa (Putra et
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al., 2020). Aspek Kuantitatif dari qPCR berasal dari kemampuan pengukuran jumlah
asam nukleat target secara real time, menggunakan pewarna fluorescent atau probe yang
dapat memancarkan sinyal sebanding dengan jumlah DNA yang dihasilkan dari setiap
pengulangan siklus PCR (Harshitha and Arunraj, 2021). qPCR bersifat spesifik dan sensitif,
sehingga banyak digunakan untuk meneliti ekspresi gen, mendeteksi patogen, serta validasi
terkait hasil studi genom (Adams, 2020).

Prinsip dari PCR berdasarkan oleh siklus thermal yang memanfaatkan termodinamika
dari interaksi asam nukleat (Putra et al., 2020). Siklus PCR terbagi menjadi 3 langkah
berdasarkan temperaturnya (Yusuf, 2010), dimana yang pertama merupakan tahap
denaturasi, yaitu proses perubahan dari double strand DNA (dsDNA) ke dua single strand
DNA (ssDNA) dalam temperature 95°C. Kemudian di tahap kedua, yaitu annealing,
dimana primer menempel pada untaian tunggal DNA dari proses sebelumnya (single-
strand DNA) untuk mempersiapkan penggabungan pasangan basa nitrogen dengan proses
pada suhu 55-60°C. Lalu, di tahap terakhir yaitu proses elongasi atau extension, basa
nitrogen akan memanjang dan dibentukoleh enzim polymerase dari template DNA pada
suhu 72°C (Putra et al., 2020; Yusuf, 2010).
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Gambar 2.19 Siklus Quantitative Polymerase Chain Reaction (QPCR)
(Yusuf, 2010)

Secara signifikan, langkah qPCR dimulai dengan Ekstraksi RNA dengan mengisolasi
RNA dari sel atau jaringan target yang diinginkan total dari sampel menggunakan metode
ekstraksi yang sesuai. Metode ekstraksi yang dapat digunakan yaitu metode ekstraksi
secara manual dan metode ekstraksi secara otomatis (Murwani dan Qurrohman, 2023).
Kemudian Reverse transcription dilakukan dengan mengubah Ribonucleic acid (RNA)
yang telah diisolasi kemudian ditranskripsikan secara terbalik menjadi Complementary
DNA menggunakan enzim reverse transcriptase dan primer yang spesifik (Adams, 2020).
cDNA akan berfungsi sebagai template amplifikasi PCR selama proses PCR berlangsung.
Lalu dilakukan Amplifikasi PCR dimana suatu primer yang spesifik akan menyatu dengan
sekuens target pada cDNA, dan DNA polimerase akan memperluas primer untuk
mensintesis untaian DNA yang baru. Proses ini berlangsung bersamaan dengan
penambahan pewarna fluoresens atau probe dengan urutan spesifik untuk mengukur
akumulasi produk yang dihasilkan secara real time. Langkah terakhir ialah dilakukannya
Analisis Data fluorosens untuk menentukan jumlah awal RNA, menggunakan metode
kurva standar atau Ct komparatif (Threshold cycle) (Al Bayat et al., 2021). Intensitas
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fluorensens yang meningkat secara proporsional dengan jumlah DNA yang dihasilkan

dapat memungkinkan penghitungan jumlah awal RNA dalam sampel (Adams, 2020;
Giadone et al., 2020).

2.9.2 Analisis Ekspresi Gen

Penelitian dengan metode real time PCR pada bidang onkologi terus menerus
berkembang dalam penelitian profil ekspresi gen, pengidentifikasian biomarker, dan
pemahaman mekanisme molekuler yang mendasari perkembangan sel kanker serta respons
gen target terhadap terapi (Adams, 2020). Pengukuran ekspresi gen dapat dilakukan dengan
mengukur nilai Ct atau Cycle threshold yang merupakan jumlah siklus amplifikasi yang
dibutuhkan untuk mencapai threshold atau batas dimana asam nukleat terdeteksi (Fernanda
dan Yuniarti, 2022). CT value yang dihasilkan akan berbanding terbalik dengan jumlah
asam nukleat dari suatu sample. Nilai CT yang rendah dapat menunjukkan siklus
amplifikasi yang dibutuhkan untuk mencapai threshold lebih sedikit karena asam nukleat
yang terkandung tinggi dalam sample (Fernanda dan Yuniarti, 2022).
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Gambar 2.20 Nilai CT (Cycle Value) pada qPCR
(Ginzinger, 2002)

Menurut Humaryanto et al (2017), secara kualitatif ekspresi gen dinilai berdasar atas
nilai Ct, yaitu nilai kuantifikasi jumlah Salinan ekspresi gen yang melewati garis threshold
yang telah ditetapkan, digradasikan menjadi overekspresi (<15), terekspresi sangat tinggi
(15-20), tinggi (20-25), sedang (25-30), lemah (30-35), dan terekspresi sangat lemah (35-
40). Nilai ekspresi ditentukan mulai dari 1 sampai dengan 5, yaitu ekspresi ringan sampai
dengan terekspresi tinggi (Humaryanto et al., 2017). Kurva disosiasi seperti pada
Gambar 2.19 didapatkan setelah proses amplifikasi yang kemudian dianalisis ekspresi
relatifnya dengan menggunakan metode perbandingan atau rasio target Ct dengan nilai
referensi yang dipilih, umumnya nilai ekspresi housekeeping gene. dengan perhitungan ACt
= Ctlargetgene_ Cghousekeeping gone Bila nilai ACt memiliki nilai positif maka nilai Ct gen target
lebih besar daripada nilai GADPH (+ACt) dan sebaliknya nilai negatif bila Ct gen target
lebih rendah daripada GADPH (—ACt). Kemudian perbandingan level ekspresi didapat
dengan menggunakan rumus metode 2- AACt.
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BAB 3 METODOLOGI

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini termasuk dalam penelitian eksperimental laboratorium yang
menggunakan randomized post test only control group design sebagai desain penelitian.
Kultur sel kanker digunakan sebagai objek penelitian. Kultur sel kanker yang digunakan
adalah sel HeLa. Penelitian dilakukan secara aseptis di dalam Laminar air flow dengan
kultur sel HeLa yang ditumbuhkan di dalam 96-well plate dan 6-well plate. Kultur sel HeLa
berada dalam kondisi konfluen dan tidak terkontaminasi agar dapat digunakan dalam
penelitian.

Studi Literatur dan

perancangan eksperimen
25 proses

Pembuatan medium kultur

Proses thawing dan Preparasi senyawa uji
penumbuhan Sel HeLa (Trisindolina dan Cisplatin)
N
Pemanenan sz/m Perhitungan Pengenceran senyawa uji dengan
Sel HeLa berbagai seri konsentrasi
{

Perlakuan dengan berbagai seri konsentrasi

N
Uji Sitotoksisitas (MTT Assay)
Il

- output
Nilai IC50

Uji Ekspresi Gen (qPCR)
+ output

Tingkat ekspresi gen berdasarkan nilai CT Value

Analisis data penelitian
Gambar 3.1 Diagram Alir Penelitian

3.2 Waktu dan tempat

Penelitian akan dilaksanakan mulai dari 3-21 Februari 2025 di Laboratorium
Departemen Parasitologi, Fakultas Kedokteran, Kesehatan Masyarakat, dan Keperawatan,
Universitas Gadjah Mada, Gedung Radiopoetro Lt. 4, Yogyakarta, Jawa Tengah, 55284,
Indonesia.

3.3 Alat dan Bahan

Pada penelitian ini alat yang akan digunakan yaitu tabung konikel, culture dish,
mikropipet, white tip, blue tip, yellow tip, 96-well plate, 6-well plate, microtube, flask,
haemocytometer, centrifuge, inkubator CO: BSC (Biological Safety Cabinet),
ELISAReader, Mikroskop inverted, object glass, LAF laminar air flow, tally counter,
magnetic stirrer, filter 0,2 mikron, rotary evaporator, mikropipet ukuran 20, 200, dan 1000
ns
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Adapun untuk bahan yang akan digunakan pada penelitian ini yaitu Trisindolina-5,
Cisplatin, metanol, kultur sel HelLa, medium Mammocult, fetal bovine serum (FBS),
Penicillin-Streptomycin (penstrep), fungizone, PBS 1X, tripsin-EDTA 0,25%, pelarut
DMSO, clorafabine, MTT 5 mg/mL (terdiri atas 5 mg MTT dan 1 mL PBS), larutan stopper
SDS 10% (terdiri atas serbuk SDS, aquabidest, dan 0,1 N HCI), alumunium foil, propidium
iodida (PI), reagen ethidium bromide-acridine orange, cover slip polystyrene 13 mm steril
(melalui radiasi), alkohol 70%, dan spiritus.

3.4 Metode yang Dilakukan
3.4.1 Persiapan Kultur Sel HeL.a

Dalam Persiapan kultur sel, sel HelLa (sel kanker leher rahim pada
manusia) diperoleh dari ATCC (American Type Cell Cancer), merupakan
koleksi dari Laboratorium Parasitologi, Departemen Parasitologi, Fakultas
Kedokteran dan Kesehatan Masyarakat, Yogyakarta, Jawa Tengah.

3.4.2 Pembuatan Medium Kultur HeLa

Medium RPMI (Roswell Park Memorial Institute) yang memiliki
komposisi (FBS) 10% (Sigma), 100 pg/mL penicillin- streptomisin (Gibco),
dan diinkubasi dalam inkubator 5% CO; suhu 37°C selama 24 jam.

3.4.3 Thawing dan Penumbuhan HeLa

Kultur HeLa beku diambil dari cryotube. Kultur dicairkan pada suhu
kamar dan dipindahkan pada tabung konikel berisi medium 10 ml. Suspensi sel
disetrifugasi 800 rpm selama 5 menit serta supernatan dibuang. Medium 10 ml
ditambahkan. Kultur dipindahkan pada flask dan ditumbuhkan hingga 80%
konfluen dalam inkubator 37°C kadar COz2 5%. Penggantian medium dilakukan
setiap 2-3 hari sekali.

3.44 Pemanenan dan Perhitungan HeLa

Pemanenan HeLa dilakukan ketika kultur mencapai kondisi 80%
konfluen. Sel dicuci dengan membuang medium perlahan dan dibilas 5 ml
phosphate buffer saline (PBS) (Gibco, Grand Island, NY)) 2-3 kali. Selanjutnya,
kultur sel ditambahkan tripsin-EDTA (Gibco) 0,25% 2-5 ml dan diinkubasi 5-
10 menithingga sel terlepas dari dinding flask. Tripsin-EDTA 0,25% dibuang
dan diinkubasil menit. Kemudian, sel diamati di bawah mikroskop inverted
untuk memastikan sel telah terlepas dari flask.

Selanjutnya, 5-7 ml medium ditambahkan untuk menonaktifkan tripsin.
Sel diresuspensi hingga sel terlepas dari dinding flask. Pengamatan dilakukan
kembali di bawah mikroskop inverted untuk mengetahui apakah masih terdapat
sel yang saling bertumpukan dan belum terlepas dari dinding flask. Apabila
masih ditemukan kondisi sel yang demikian, maka dilakukan resuspensi
kembali hingga dipastikan semua sel telah terlepas. Sel kemudian dipindahkan
ke dalam tabung konikal baru yang steril.

Perhitungan sel dilakukan dengan cara 10 pl suspensi sel diletakkan pada

kertas parafilm dan ditambahkan 90 pl trypan blue (Gibco, USA). Suspensi 10



3.4.5

3.4.6

ul dimasukkan haemocytometer dan dihitung dibawah mikroskop inverted
dengan bantuan counter dengan rumus berikut

Jumlah sel dalam 4 bilik x 10% sel

Jumlah sel terhitung/ ml =
4

Jumlah sel yang diperlukan yaitu 5x10° sel/sumuran dalam volume 100 pl,
dimana jumlah sumuran (96-well plate) dilebihi menjadi 100. Volume
pemanenan yang dibutuhkan dihitung dengan rumus berikut,

Vol I dit l _ Jumlah total sel yang diperlukan
olume panenan sel yang ditransfer/ml = Jumlah sel terhitung mi

Selanjutnya, diambil panenan sel tersebut dan dipindahkan ke tabung
konikel baru dan ditambahkan medium komplit sampai total volume yang
diperlukan. Perhitungan volume yang diperlukan adalah setiap sumuran akan
diisi oleh 100 pl medium komplit berisi sel, maka total volume yang diperlukan
untuk menanam sel adalah 100 pl x 100 sumuran = 10 ml atau 10.000 pl.

Preparasi dan Pengenceran Senyawa Uji

Pengenceran Trisindolina-5 dan Cisplatin yang akan digunakan yaitu
dengan seri konsentrasi 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12.5 pg/ml, 6.25
pg/ml, 3.125 pg/ml, dan 1.5 pg/ml. Setiap konsentrasi yang dibuat diletakkan
di dalam microtube terpisah. Tiap kosentrasi memiliki volume 500 pl dalam
masing-masing microtube.

Uji Sitotoksisitas

Uji sitotoksisitas dilakukan dengan metode MTT assay. Sel Hela
dikultur di dalam flask terpisah. Apabila kultur sel telah berada pada kondisi
konfluen, kedua jenis sel masing-masing dipanen menggunakan 500 pL tripsin-
EDTA 0,25%. Lalu, suspensi masing-masing sel dilarutkan dengan medium
komplet (MK) hingga membentuk suspensi sel. Selanjutnya, jumlah sel dalam
suspensi dihitung menggunakan hemositometer. Suspensi sel HeLa yang telah
dihitung jumlahnya dikultur di dalam 96 well-plate dengan kepadatan 1 x 10*
sel/100 pL. Tiap perlakuan akan diulang sebanyak 3 kali pada sumuran yang
berbeda, berdasarkan desain berikut:

» Kontrol sel: suspensi sel HelLa tidak diberi perlakuan zat uji dan
ditumbuhkan dalam medium komplit RPMI

* Kontrol medium: medium komplit RPMI

* Perlakuan Trisindolina-5: suspensi sel HelLa dengan medium komplet
RPMI diberi perlakuan zat uji dengan konsentrasi yang tertera pada tabel
3.2 pada waktu 24 jam

* Perlakuan kontrol positif Cisplatin: suspensi sel HeLa dengan RPMI diberi
perlakuan zat uji dengan konsentrasi berbeda pada waktu 24 jam



Konsentrasi Trisindolina 5 Cisplatin
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Gambar 3.2 Desain 96 well-plate uji Sitotoksisitas

Suspensi sel 100 pl didistribusikan ke dalam sumuran 96-well-plate dan
diinkubasi selama 24 jam. Apabila suspensi sel telah konfluen dan menempel
pada well-plate, media yang terdapat pada tiap sumuran dibuang. Kemudian,
masing- masing sumuran diberi perlakuan sesuai dengan desain penelitian.
Sumuran untuk kontrol media larutan MK. Sumuran untuk perlakuan zat
control uji diisi dengan larutan cisplatin dalam MK pada konsentrasi bertingkat
sesuai desain penelitian, sedangkan sumuran untuk zat uji diisi dengan larutan
zat uji dalam MK pada berbagai konsentrasi sesuai desain penelitian. Suspensi
sel yang telah diberi perlakuan kemudian diinkubasi dalam inkubator selama 24
jam.

Pada akhir inkubasi, 96-well-plate diamati di bawah mikroskop inverted
untuk diamati morfologi selnya dan untuk melihat ada tidaknya kontaminasi.
Media kultur yang telah ditambahkan senyawa uji dibuang kemudian
ditambahkan 100 pl larutan MTT (Biovision) 0,5 mg/ml. Sel kemudian
diinkubasi selama 3-4 jam. Kondisi sel diperiksa dan didokumentasikan terlebih
dahulu menggunakan mikroskop inverted. Sel yang hidup membentuk warna
ungu dan membentuk kristal formazan sebagai hasil reaksi dengan MTT.
Apabila terdapat pembentukan kristal formazan, reaksi MTT dihentikan dengan
penambahan reagen SDS-stopper (Sodium Dodesil Sulfat) sebanyak 100 pl.
Microplate berisi suspensi sel kemudian dihomogenkan + 5 menit lalu
dibungkus dengan alumunium foil dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu
ruang. Hasil dianalisis dengan ELISA reader (Biorad iMark™ Microplate
Reader) pada 595 nm. Hasil absorbansi yang diperoleh kemudian dikonversi
menjadi persen sel hidup menggunakan rumus berikut.

Viabilitas Sel hidup = (Absorbansi rata — rata — Absorbansi Kontrol Media) 100%
tabtitas cet fuaup = (Absorbansi Kontrol Sel — Absorbansi Kontrol Media) x °

Setelah diperoleh persentase sel hidup, selanjutnya dihitung persentase
hambatan dengan cara mengurangi 100% dengan persentase sel hidup.
Kemudian ditentukan nilai ICso (inhibitory concentration 50) yaitu konsentrasi
yang dapat menghambat 50% pertumbuhan sel kanker dari populasinya. Nilai
ICso diperoleh menggunakan SPSS dengan metode analisis probit.
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3.4.7 Uji Ekspresi Gen
3.4.7.1 Desain Primer

Desain primer akan dilakukan dengan menggunakan Primer-BLAST
yang dapat diakses secara online di webpage
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer- blast/. Nomor asesi atau sekuens
FASTA untuk gen c-Myc (NM_002467), dan APAF-1 (XM_054372583
sebagai gen  target diperoleh  dari  genebank di  webpage
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Sementara housekeeping gene yang digunakan
adalah GAPDH (Ghaffarnia et al., 2021).

Pada menu database dalam kolom primer pair specificity checking
parameters, pilih refseq representative genomes. Centang kolom show results
in a new window dan use new graphic view, kemudian pilih menu get primers.
Di windows baru akan muncul pilihan sekuens genom yang terpilih dari
database. Centang genom terpilih dan pilih menu submit. Setelah beberapa
waktu, 10 pasang pilihan primer akan muncul.

3.4.7.2 Persiapan Sampel RNA HeLa

Sel dipanen dari 6-well-plate dengan konsentrasi 1,2x10° sel tiap
sumuran. Sampel yang digunakan terdiri dari 6 variabel yaitu dengan perlakuan
Trisindolina-5 1/21C50, IC50, 21C50, 4IC50, Cisplatin 4pg/ml dan kontrol sel
masing-masing inkubasi 24 jam. Percobaan dilakukan dengan pengulangan
minimal 3 kali untuk setiap sampel.

3.4.7.3 Ekstraksi RNA HeLa

Suspensi sel (5-10x10° sel) dalam tabung konikel disentrifugasi pada
1.900 rpm selama 10 menit. Supernatan dibuang dan pelet yang terbentuk
dipindahkan ke microtube. PBS sebanyak 1 ml ditambahkan dan disentrifugasi
pada 300 rpm selama 10 menit. Supernatan dibuang, pelet yang tersisa
ditambahkan 100 pl reagen FavorPrep™ Tri-RNA dan diinkubasi selama 5
menit di suhu ruang. Kloroform sebanyak 50 ul ditambahkan, di vortex dan
diinkubasi selama 3 menit pada suhu ruang. Kemudian sampel tersebut
disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 5 menit pada suhu 4°C.
Sentrifugasi tersebut memisahkan larutan menjadi 3 lapisan, yaitu lower red
organix phase yang mengandung protein, interphase yang mengandung DNA
dan upper aqueous phase yang mengandung RNA.

Lapisan paling atas/ larutan bening kemudian dipindahkan ke microtube
baru 1,5 ml dan ditambahkan 50 pl reagen isopropanol, diinkubasi 10 menit
pada suhu ruang dan disentrifugasi pada 12.000 rpm selama 10 menit pada suhu
4°C. Supernatan dibuang, pelet RNA yang diperoleh kemudian ditambahkan
dengan 100 pul 70% etanol dan disentrifugasi pada 12.000 rpm selama 5 menit
pada suhu 4°C. Supernatan dibuang dan dikeringkan menggunakan kertas
tissue. Kemudian pelet ditambahkan 100 pl nuclease free water, diinkubasi
pada suhu 55°C selama 10 menit dan sampel RNA dapat disimpan pada suhu -
20°C.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

3.4.7.4 Pengukuran Kemurnian dan Konsentrasi RNA

Kemurnian dan konsentrasi RNA diukur secara kuantitatif
menggunakan NanoDrop™ 2000 Spectrophotometer pada panjang gelombang
260, 280 dan 230 nm. Hasil pengukuran NanoDrop adalah berupa konsentrasi
dan rasio absorbansi A260/A2so serta Az60/A230. Rasio Azeo/Azso mengindikasikan
kontaminasi protein, sedangkan rasio A260/A230 mengindikasikan kontaminasi
polisakarida atau polifenol (Asif et al., 2000; Manickavelu ef al., 2007; Vibhuti
et al., 2015). RNA dan DNA yang murni memiliki rasio Axeo/A2so antara 1,8
dan 2,2 dan rasioA260/A230 >2,0 (Keer dan Birch, 2008; Bilgin et al., 2009).

Komputer yang terhubung dengan NanoDrop dinyalakan dan aplikasi
“NanoDrop 2000 dibuka. Untuk uji kuantitatif RNA, DNA atau cDNA, dipilih
opsi “Nucleic Acid”. Kemudian, routine wavelength verification akan dilakukan
secara otomatis. Setelah itu, tempat sampel NanoDrop dibersihkan sebanyak 3
kalidengan meneteskan 3 pul DEPC.H>O dan dikeringkan dengan Kimtech®
Science™ Kimwipes™ Delicate Task Wipers. Selanjutnya, jenis sampel pada
aplikasi dipilih berdasarkan jenis sampel yang akan diukur dan satuan
konsentrasi yang digunakan berupa ng/ul. Nuclease free water sebanyak 1 ul
diukur terlebih dahulu sebagai blanko. Kemudian, 1 pl sampel diteteskan pada
tempat sampel NanoDrop yang telah terlebih dahulu dibersihkan dengan
Kimtech® Science™ Kimwipes™ Delicate Task Wipers. Opsi “Measure”
dipilih pada aplikasi dan NanoDrop yang telah terhubung dengan komputer
secara otomatis mengukur konsentrasi dan kemurnian sampel. Data hasil
pengukuran akan muncul di aplikasi pada layar komputer.

3.4.7.5 Sintesis cDNA

Sintesis cDNA dilakukan menggunakan Kit TOYOBO ReverTra Ace™
qPCR RT Master Mix with gDNA Remover dengan No. FSQ-301. Langkah
pertama dalam tahapan sintesis cDNA yaitu disiapkan campuran 1 pada
microtube 0,2 ml steril dengan komposisi seperti pada Tabel 3.1,

Tabel 3.1 Komposisi Reagen Sintesis cDNA

Reagen Volume (ul)
4X DNA Mastermix (withgDNA remover) 2

RNA Template 2

Nuclease Free Water Hingga 8
Total 8

Larutan dihomogenkan dengan spinner, selanjutnnya campuran 1
tersebut diinkubasi pada thermal cycle suhu 37°C selama 5 menit. Setelah
inkubasi, campuran 2 disiapkan dengan menambahkan 2 ul 5X RT Mastermix
Il pada campuran 1 dan dilanjutkan pada proses inkubasi dengan themal cycle
suhu 37°C selama 15 menit, 50°C selama 5 menit dan 98°C selama 5 menit.
Setelah inkubasi, sampel cDNA dalam microtube siap untuk dianalisis atau
disimpan di -20°C untuk analisis selanjutnya.



3.4.7.6 Amplifikasi Gen

Amplifikasi gen c-Myc, dan APAF-I dilakukan menggunakan Eco™
Real- Time PCR System. Mula-mula dilakukan dengan mempersiapkan
komponen PCR mix yang terdiri dari nuclease free water, polymerase, primer
forward, primer reverse dan cDNA template seperti pada Tabel 3.2

Tabel 3.2 Komponen PCR mix

Komponen Volume (ul)
Nuclease free water 7
Polymerase KAPA SYBR Green 1 FAST ¢PCR 10
Mastermix (1X)

Primer

Forward c-Myc (5°-3") TGAGGAGACACCG CCCAC 1
Reverse c-Myc (5°-3") CAACATCGATTTCTTCCTCATCTTC 1
Forward APAF-1 (5°-3") TTGGGAGAAATCCACACGGG 1
Reverse APAF-1 (5-3") CTGTTTCCTGATGGCCTCG 1
Forward GAPDH (5°-3’)  CTTTGTCAAGCTCATTTCCTGG 1
Reverse GAPDH (5°-3") TCTTCCTCTTGTGCTCTTGC 1
cDNA template 1
Total per microtube 20

Setelah semua komponen dicampur dalam microtube 2 ml maka PCR
mix di subaliquots ke dalam PCR tube. Pengerjaan dilakukan menggunakan
PCR cooler untuk mempertahankan suhu PCR mix agar mencegah early
reaction. Selanjutnya direaksikan sesuai dengan petunjuk berikut,

Tabel 3.3 Petunjuk Tahapan PCR

Tahapan Suhu (°C) Durasi Siklus
Polymerase activation 95 10 menit
PCR cycling 95 10 detik 50
60 30 detik

Data yang didapatkan berupa nilai cycle threshold (Ct) dianalisis
menggunakan metode Livak Schmittgen. Untuk mendapatkan nilai tingkat
ekspresi gen target,langkah penghitungan sebagai berikut:
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Rasio = 2CT sampel—CT Kontrol

Rasio = 2ACT

Rasio = 2—(ACT sampel—ACT Kontrol)

Rasio = 2—AACT

Keterangan:

Cr= Siklus dimana sinyal fluoresens pertama kali terdeteksi.

Dalam kuantifikasi gen secara relatif, perubahan tingkat ekspresi relatif
(fold change) atau kali lipat > 1 menunjukkan adanya peningkatan ekspresi.
Sebaliknya jika perubahan tingkat ekspresi < 1, maka dinilai terjadi penurunan
ekspresi. Nilai angka 1 merupakan kuantitas yang disepakati untuk penentuan

gen target.
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BAB 4 HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil

Hasil penelitian dari uji MTT, absorbansi sel sebelum dan sesudah perlakuan senyawa
Trisindolina-5 serta Cisplatin, nilai IC50 dari uji sitotoksisitas, serta ekspresi gen c-Myc dan
APAF-1 menggunakan qPCR dapat dijabarkan pada 4.1.1 dan seterusnya.

4.1.1 Viabilitas Sel HeLa Perlakuan Trisindolina-5
Berikut ini merupakan morfologi dari sel HelLa pada serangkaian perlakuan
Trisindolina-5 dan Cisplatin yang dilakukan.

Gambar 4.1.1 Morfologi Sel HeLa Perlakuan Trisindolina-5 dan Cisplatin
Keterangan gambar: A) Perlakuan Kontrol Sel HeLa; B) Perlakuan Sel HeLa dengan paparan
senyawa Trisindolina-5; C) Perlakuan Sel HeLa dengan paparan Cisplatin; D) Kristal Formazan
yang terbentuk setelah sel HeLa diberikan MTT assay. Panah berwarna merah mengindikasikan
sel HeLa yang masih hidup, panah berwarna putih mengindikasikan perubahan morfologi sel
setelah perlakuan, dan panah berwarna hijau mengindikasikan kristal formazan yang terbentuk
dari reagen MTT.
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4.1.2 Uji Sitotoksisitas Trisindolina-5 terhadap Sel HeLa
Pengukuran absorbansi sel HelLa dengan perlakuan senyawa Trisindolina-5
menggunakan panjang gelombang 595 nm dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Pengukuran Absorbansi Sel HeLa pada Perlakuan Senyawa Trisindolina-5

Konsentrasi Rata-rata Viabilitas Sel I1C50
pg/ml Log Absorbansi (%) (pg/ml)
1.5 0.2 1.02 95.8
3.125 0.5 0.82 76.3
6.25 0.8 0.79 73.3
12.5 1.1 0.80 74.2 297.42
25 1.4 0.75 69.3
50 1.7 0.61 54
100 2.0 0.77 70.75

Berdasarkan Tabel 4.1 korelasi antara konsentrasi senyawa Trisindolina-5 dan nilai
absorbansi menunjukan hasil yang sesuai dimana rata-rata absorbansi menurun seiring dengan
meningkatnya konsentrasi senyawa Trisindolina-5 yang diberikan, namun pada konsentrasi 50
pg/ml rata-rata nilai absorbansinya lebih rendah dibandingkan dengan konsentrasi paling tinggi
yaitu 100 pg/ml. Korelasi tersebut juga dapat digambarkan dalam kurva seperti pada Gambar
4.1.2. Seri konsentrasi yang sama pada obat Cisplatin digunakan dalam metode MTT assay
untuk mengetahui tingkat sitotoksisitas dari Cisplatin terhadap sel HeLa.

Tabel 4.2 Pengukuran Absorbansi Sel HeLa pada Perlakuan Cisplatin

Konsentrasi Rata-rata Viabilitas Sel I1C50
pg/ml Log Absorbansi (%) (ng/ml)
1.5 0.2 0.81 77.6
3.125 0.5 0.61 51.5
6.25 0.8 0.43 334
12.5 1.1 0.30 20.2 3.78
25 1.4 0.26 14.9
50 1.7 0.19 9.1
100 2.0 0.17 7.5

Korelasi antara konsentrasi dari seri konsentrasi Cisplatin yang diberikan dengan persen
viabilitas sel HeLa dapat dilihat pada kurva pada Gambar 4.1.2.
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Gambar 4.1.2 Kurva log konsentrasi (ppm) dan % Viabilitas Sel Trisindolina-5

4.1.3 Aktivitas Senyawa Trisindolina-5 terhadap Ekspresi Gen c-Myc HeLa

Uji ekspresi gen c-Myc pada sel HeLa dengan menggunakan metode quantitative PCR
dilakukan untuk mengetahui aktivitas Trisindolina-5 sebagai alternatif antikanker. Melalui uji
ini, akan didapatkan nilai cycle threshold yaitu parameter yang digunakan berupa siklus
fraksional bagi pewarna fluoresens, SYBR green, sebagai reagen campuran untuk melewati
ambang batas yang ditetapkan tetapi cukup rendah untuk berada dalam eksponensial kurva
amplifikasi. SYBR akan mendeteksi DNA double-strand dengan mekanisme interkalasi DNA
yaitu dengan masuknya molekul fluoresens ke pasangan basa DNA (Logg et al., 2012).
Perubahan tingkat ekspresi relatif (kali lipat) ditunjukkan dengan nilai angka 1 sebagai kuantitas
penentuan gen target. Peningkatan ekspresi ditunjukkan dengan perubahan tingkat > 1,
sementara perubahan tingkat ekspresi < 1 menunjukkan adanya penurunan ekspresi. Berikut
merupakan fold change dari hasil uji ekspresi gen c-Myc terhadap perlakuan senyawa
Trisindolina-5.
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Gambar 4.1.3 Fold change gen c-Myc HeLa dengan perlakuan Trisindolina-5

46



4.1.4 Aktivitas Senyawa Trisindolina-5 terhadap Ekspresi Gen APAF-1 HeLa

Hasil uji ekspresi gen APAF-1 pada pemberian seri konsentrasi Trisindolina-5 dan
Cisplatin menunjukan bahwa kedua senyawa yang diberikan tersebut menurunkan ekspresi gen
APAF-1 pada sel HeLa. Hasil uji qPCR untuk mengetahui pengaruh seri konsentrasi senyawa
Trisindolina-5 terhadap ekspresi gen APAF-1 pada sel HeLa juga dijabarkan dalam diagram
seperti pada Gambar 4.1.4
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Gambar 4.1.4 Fold change gen APAF-1 HeLa dengan perlakuan Trisindolina-5

4.2 Pembahasan
Berdasarkan hasil pengamatan morfologi sel kanker serviks HeLa pada Gambar 4.1.1
diantara kontrol sel, perlakuan Trisindolina-5 dan Cisplatin, karakteristik sel hidup pada sel
HeLa yaitu memiliki bentuk poligonal memanjang dengan sifat cenderung menempel satu sama
lain. Hal ini sesuai dengan penelitian oleh Nurrani et al (2016), yang menyatakan bahwa sel
HeLa sebelum perlakuan (kontrol), menempel satu sama lain dan memiliki inti sel jelas,
berwarna bening keputihan (Nurrani et al., 2016). Pada Gambar 4.1.1A kontrol sel, sel HeLa
yang belum diberikan perlakuan menunjukan bentuk sel HeLa yang hidup berupa silinder atau
oval dengan sifat adherent yang menempel pada permukaan cawan kultur serta saling
menempel antara satu sel dengan yang lain (adhesi) (Shiraishi and Sato, 2024). Perlakuan
Trisindolina-5 dan Cisplatin dapat menyebabkan perubahan morfologi pada sel HeLa seperti
pada Gambar 4.1.1B dan Gambar 4.1.1C. Sesuai dengan penelitian yang menyatakan bahwa
sel HeLa yang mengalami apoptosis atau kematian sel akan mengindikasikan kondensasi
kromatin dan fragmentasi nukleus sehingga morfologi sel tampak bulat serta mengalami
penyusutan/pengurangan volume sel dan membrane blebbing yang merupakan reaksi seluler
terhadap perlakuan yang diberikan (Salispriaji et al., 2023; You et al., 2023). Hasil uji MTT
assay pada Gambar 4.1.1D menunjukkan reaksi antara sel yang masih hidup yaitu enzim
suksinat tetrazolium reduktase yang ada pada mitokondria sel hidup dengan reagen tetrazolium.
Intensitas warna ungu tersebut menyatakan banyaknya sel yang masih hidup, karena enzim
mitokondria pada sel aktif akan memetabolisme garam tetrazolium sehingga pemutusan cincin
tetrazolium oleh enzim dehidrogenase sehingga tetrazolium tereduksi menjadi formazan yang
berwarna ungu (Suhendi et al., 2013; Nurdiani et al., 2024).
Konsentrasi perlakuan senyawa Trisindolina-5 dan Cisplatin terdiri dari beberapa seri
konsentrasi mulai dari 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12.5 pg/ml, 6.25 pg/ml, 3.175 ug/ml,
dan 1.5 pg/ml. Kelompok sel HeLa yang diberikan Cisplatin menunjukan tingkat kematian yang
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lebih efektif secara morfologi sel dibandingkan dengan kelompok sel HeLa yang diberikan
perlakuan senyawa Trisindolina-5. Hal ini sejalan dengan berbagai penelitian yang
menggunakan Cisplatin sebagai kontrol positif dari perlakuan yang dilakukan karena senyawa
antikanker tersebut telah lama digunakan sebagai obat terapi adjuvan bagi kanker serviks
(Bafadal et al., 2021; Kregieleweski et al., 2023; Uggioni et al., 2022). Konsentrasi
Trisindolina-5 sebesar 100 pg/ml tampak sebagian sel HeLa yang mulai membulat dan
terjadinya membrane blebbing serta sel yang mulai mengambang lepas dari cawan kultur yang
menandakan sel telah mengalami kematian. Sedangkan pada seri konsentrasi Cisplatin yang
diberikan, pada konsentrasi 100 pg/ml tampak sejumlah sel HeLa yang telah membulat dan
mengalami kematian, jumlah sel yang mati meningkat dengan seiring dengan naiknya seri
konsentrasi Cisplatin yang diberikan. Setelah sel HeLa dengan perlakuan diinkubasi selama 24
jam, reagen MTT diberikan pada tiap sumuran cawan kultur untuk mendeteksi sel HeLa yang
masih hidup setelah perlakuan. Sel yang masih hidup setelah perlakuan menandakan sel
tersebut tidak mengalami efek apoptosis ataupun nekrosis, sehingga saat sel yang masih hidup
diberikan reagen MTT, akan terjadi pemutusan cincin tetrazolium oleh enzim dehidrogenase
sehingga molekul tetrazolium tersebut berubah menjadi garam formazan berwarna ungu yang
ada di dalam mitokondria sel hidup akan bereaksi dengan tetrazolium dan membentuk garam
formazan berwarna keunguan akibat reaksi reduksi (Ghasemi et al., 2021).

Rata-rata absorbansi dihitung sehingga didapatkan persentase viabilitas sel kemudian
dianalisis menggunakan SPSS analisis probit, dan didapatkan nilai ICso dari senyawa
Trisindolina-5 dengan waktu inkubasi selama 24 jam sebesar 297.42 ng/ml seperti pada Tabel
4.1 Nilai IC50 ini tergolong sebagai aktivitas sitotoksisitas yang lemah, yaitu berada diantara
201-500 pg/ml, dilansir dari NCI atau National Cancer Institute (Widiandani et al., 2023),
sehingga Trinsindolina-5 dinilai kurang poten sebagai agen antikanker secara signifikan
terhadap sel HeLa. Hal ini terjadi diduga karena sel HeLa memiliki sensitivitas yang lemah
terhadap senyawa antikanker seperti Trisindolina-5. Sensitivitas sel HeLa terhadap senyawa
potensial antikanker ini diketahui lebih rendah dinilai dari nilai ICso sel apabila dibandingkan
dengan sel kanker payudara MCF-7. Pada penelitian oleh Yuliet et al (2024), ekstrak daun
Hibiscus surattensis L. yang diuji pada sel MCF-7 memiliki ICso sebesar 1419.83 pg/mL,
sedangkan pada sel HeLa nilai ICso yang ditunjukkan lebih besar yaitu 2050.50 pg/mL. Hal ini
menunjukkan ekstrak H. surattensis yang digunakan pada sel HeLa memerlukan konsentrasi
lebih besar untuk menginhibisi pertumbuhan sel HeLa dibandingkan pada sel MCF-7 (Yuliet
et al., 2024).

Sensitivitas suatu sel dalam merespon senyawa potensial kanker dipengaruhi oleh
regulasi transporter sel yang mampu memompa keluar senyawa dari sel sebelum menjangkau
target terapi yang diinginkan. Transporter yang berperan dalam resistensi sel kanker berasal
dari keluarga ATP-Binding Cassette (ABC), termasuk transporter ABCB1 yang dimiliki oleh
sel HeLa (Yuan et al., 2021; Salispriaji et al., 2024). ABCBI1 atau yang biasa dikenal sebagai
Pgp-1 (P-glycoprotein), berfungsi sebagai pemompa bagi berbagai pengobatan antikanker.
Proses efflux atau pengangkutan aktif berbagai senyawa sitotoksik menuju luar sel,
menggunakan energi ATP dengan dua domain pengikat transmembran (TMD) dan dua domain
pengikat nukleotida (NBD) yang merupakan susunan protein ABCB1 (Hassanin et al., 2024).
Regulasi ekspresi ABCB1 dipengaruhi oleh sinyal PI3K/AKT, dan NF- kB (Nuclear Factor
Kappa B) yang aktif pada sel kanker seperti sel HeLa, sehingga tingkat resistensi sel terhadap
senyawa ikut meningkat (Yuan et al., 2021; Hassanin et al., 2024). Aktivasi mekanisme efflux
atau pemompaan senyawa keluar dari sel ini dapat dipicu oleh proses hormetic, yaitu proses
saat konsentrasi tinggi dari senyawa dapat mengaktifkan jalur survival sementara pada sel
sebagai bentuk kompensasi stres seluler (Calabrese, 2005).
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Trisindolina-5 merupakan senyawa yang memiliki struktur indole alkaloid dengan
modifikasi penambahan gugus samping dalam bentuk gugus fluor dan metil ester yang dapat
meningkatkan potensinya sebagai senyawa antikanker (Oktyasti and Nurhayati, 2022;
Salispriaji et al., 2024). Gugus fluor terletak pada rantai karbon nomor 5 pada molekul isatin.
Molekul isatin merupakan derivat oksidatif dari molekul indol yang dapat menginduksi
kematian sel dalam bentuk apoptosis maupun nekrosis. Isatin diketahui dapat menginhibisi
proliferasi sel kanker lewat interaksi dengan ERK (protein kinase extracelullar signal related)
untuk memicu apoptosis, ERK dapat mengaktivasi apoptosis baik pada jalur intrinsik maupun
ekstrinsik (Vine et al., 2013). Isatin yang bermuatan positif masuk ke sel akan diikat pada TMD
internal, lalu terjadi hidrolisis ATP pada NBD sehingga perubahan konformasi protein dari
keadaan inward facing menjadi outward facing, senyawa yang belum sempat mencapai target
terapeutik pun terpompa keluar sel (Abdalla et al., 2021). Mekanisme dari sitotoksisitas gugus
fluor dalam senyawa Trisindolina-5 masih belum diketahui. Akan tetapi, pada penelitian yang
menunjukkan penambahan gugus fluor pada senyawa pengobatan telah terbukti akan
mekanisme sitotoksisitasnya, seperti obat antitumor S-fluoracil (5-FU) bekerja dengan
mengkonversi metabolit aktif yang menginhibisi enzim Timidilat Sintase (TS), enzim yang
dapat mereduksi sintesis DNA dengan mengkonversi 20-deoksiuridin-50monofosfat (dAUMP)
menjadi 20-deoksitimidin-50-monofosfat (dTMP) (Ishanbor and O’hagan, 2006; Shah and
Westwell, 2007). Sehingga diketahui molekul isatin dan gugus fluor di senyawa Trisindolina-
5 dapat bersifat toksik terhadap sel kanker (Salispriaji et al., 2023).

Hasil perlakuan Cisplatin berdasarkan kurva pada Gambar 4.1.2 menunjukan senyawa
yang digunakan sebagai kontrol positif tersebut berkorelasi negatif terhadap viabilitas sel HeLa,
dengan kata lain perlakuan Cisplatin pada sel HeLa diketahui mampu menurunkan persentase
viabilitas sel seiring dengan bertambahnya konsentrasi Cisplatin yang diberikan. Pada seri
konsentrasi berturut-turut mulai dari konsentrasi yang paling rendah yaitu 1.5 (0.2), 3.125 (0.5),
6.25(0.8), 12.5 (log 1.1), 25 (log 1.4), 50 (log 1.7), dan 100 pg/ml (log 2) didapatkan persentase
viabilitas sel berturut-turut sebesar 77.6, 51.5, 33.4, 20.2, 14.9. 9.1, 7.5. Angka ini menunjukan
perbandingan terbalik antara seri konsentrasi dengan persentase viabilitas sel yang sesuai
dengan hipotesis penelitian, dimana semakin besar konsentrasi dari Cisplatin yang diberikan
maka persen viabilitas sel semakin menurun. Nilai ICso obat cisplatin terhadap sel HelLa
dihitung menggunakan analisis probit pada SPSS dan didapatkan IC50 sebesar 3.78 pg/ml.
Menurut National Cancer Institute, nilai 1C50 ini dapat dikategorikan sebagai aktivitas
sitotoksisitas sangat toksik karena nilai IC50 <20 pg/ml (Nurdiani et al., 2024). Pada lini sel
kanker manusia, nilai ICso minimal bagi cisplatin yaitu 0.177 uM pada sel EW-3 sarcoma,
sedangkan nilai maksimalnya yaitu 10,373 uM (Kregielewski et al., 2023).

Cisplatin masuk ke dalam tubuh manusia lewat injeksi intravena atau melalui infus
intravena. Setelah Cisplatin memasuki tubuh manusia, 68-98% dari Cisplatin dalam darah akan
berikatan dengan albumin melalui histidin (His) dan metionin (Met). Mekanisme masuknya
cisplatin ke dalam sel dapat melalui mekanisme pasif seperti difusi (Hamaya et al., 2023).
Keterlibatan sistem transpor aktif seperti Na* / K'-ATPase serta transporter anion organik
(OCTs dan OATs) pada jaringan yang sensitif terhadap toksisitas cisplatin seperti ginjal,
koklea, dan saraf pendengaran diduga berkontribusi dalam masuknya obat cisplatin ke sel
(Makovec, 2019; Eljack et al., 2014). Di darah yang konsentrasi kloridanya tinggi, sekitar
10mM, cisplatin tidak bereaksi dan cenderung stabil. Akan tetapi, saat cisplatin berdifusi ke
dalam sel yang konsentrasi klorida rendah, yaitu sekitar 4mM, ligan atom klorida akan
mengalami hidrolisis dan disubtitusikan oleh molekul air di dalam sitoplasma (Basu and
Krishnamurthy 2010). Hidrolisis cisplatin sangat reaktif, sehingga mengakibatkan elektrofil
kuat bereaksi dengan nukleofil seperti atom nitrogen pada asam nukleat. Atom platinum (Pt)
dari cisplatin akan membentuk ikatan kovalen dengan atom nitrogen nomor 7 (basa guanin dan
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adenin), membentuk ikatan silang dengan dua basa purin yang bersebelahan. Ikatan ini yang
menyebabkan DNA adduct. Sel kanker yang mengalami kerusakan DNA dari proses DNA
adduct, akan mengalami penghambatan replikasi DNA dan siklus selnya terhenti di fase G1, S,
dan G2/M (Dasari and Tchounwou, 2014; Hamaya et al., 2023).
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Gambar 4.2.1 Mekanisme efek Cisplatin pada sel kanker

(Hamaya et al., 2023)

Mitokondria dan nukleus pada sel DNA menjadi target utama Cisplatin untuk
menginduksi stress oksidatif. Mitokondria memproduksi ATP melalui sistem transpor elektron,
menghasilkan reactive oxygen species (ROS), serta menjadi mediator penting dalam apoptosis
Sehingga kerusakan mitokondria yang diinduksi oleh cisplatin akan memicu apoptosis sel. Hal
ini terjadi karena saat kerusakan DNA pada mitokondria akibat DNA adduct terjadi, produksi
ROS intraseluler meningkat dari menurunnya sintesis protein yang terjadi dan fungsi sistem
transfer elektron yang terganggu (Kregielewski et al., 2023). Kerusakan mitokondria memicu
produksi ROS tambahan. Sel kanker akan menjaga tingkat ROS di ekuilibrium dengan
menyeimbangkan produksi ROS dan sistem scavenging. Sistem ini melibatkan enzim
scavenger seperti Superoxide dismutase (SOD) dan katalase, serta non-enzim scavenger seperti
Glutathione (GSH). Kadar ROS berlebihan akan menginduksi apoptosis melalui jalur eksogen
dengan reseptor kematian di membran plasma (Fas, TNF-R1, dan TRAIL-R1/2) atau melalui
jalur endogen yaitu saat ROS menstimulasi pelepasan cytochrome c¢ lewat aktivasi p53 dan
JNK, depolarisasi membran mitokondria, serta Bax dan Bak. Tergantung pada jumlah ROS
yang dihasilkan, ROS diketahui dapat menyebabkan nekrosis, autofagi, serta apoptosis pada sel
kanker (Hamaya et al., 2023). Sehingga untuk mengetahui aktivitas dari senyawa Trisindolina-
5 dan Cisplatin pada sel HeLa, dilakukan uji ekspresi gen menggunakan metode qPCR pada
gen c-Myc dan APAF-1 yang ekspresinya saling berkaitan dalam proses apoptosis.

Berdasarkan uji ekspresi gen yang dilakukan, data hasil penelitian dapat dianalisis
secara deskriptif kuantitatif dengan membandingkan fold change atau kali lipat dari ekspresi
gen kontrol. Hasil uji pada kurva di Gambar 4.1.3 menunjukkan bahwa ekspresi gen c-Myc
mengalami uupregulation/kenaikan setelah diberikan perlakuan Trisindolina-5. Peningkatan
tertinggi dari perlakuan Trisindolina-5 yaitu pada konsentrasi 100 pg/ml sebesar 20.11 kali
lipat. Sementara peningkatan terendah dari perlakuan Trisindolina-5 konsentrasi 200 pg/ml
sebesar 1.73 kali lipat. Hasil ini kurang sesuai dengan hipotesis, dimana perlakuan
menggunakan senyawa Trisindolina-5 seharusnya menyebabkan penurunan ekspresi gen c-
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Myc. Melalui kurva tersebut dapat dinyatakan bahwa senyawa Trisindolina-5 belum mampu
menghambat ekspresi c-Myc. Hal ini diduga karena c-Myc sebagai faktor transkripsi yang
umumnya berfungsi untuk meregulasi pertumbuhan sel, siklus sel, metabolisme, serta
ketahanan hidup sel, dapat menginduksi pembelahan pada sel HeLa dan mengaktifkan jalur
survival sementara pada sel setelah paparan senyawa antikanker.

Saat sel mengalami stres seluler serta kerusakan DNA akibat paparan senyawa toksik,
sel dapat mengaktifkan jalur survival sementara melalui jalur persinyalan gen c-Myc, serta NF-
kB (Fristiohady et al., 2020; Elbadawy et al., 2019). Seperti peningkatan ekspresi reseptor
pertumbuhan dengan IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) pada progresi siklus sel dalam sel
kanker payudara MCF-7 (Mawson et al., 2005). Peningkatan hingga overekspresi dari c-Myc
juga mampu menekan aktivator jalur p53 dan mengurangi aktivasi apoptosis yang dimediasi.
Hal ini terjadi karena faktor transkripsi p53 dengan perannya dalam menginduksi gen pro-
apoptotik, BAX, dihambat oleh c-Myc (Pasang et al., 2023). Siklus sel yang diregulasi oleh gen
c-Myc dan c-Mycb akan mengatur progresi siklus sel melalui NF-xB atau Nuclear factor kappa
b sebagai aktivator transkripsional, sehingga respon aktivasi jalur ini akan mengakibatkan sel
yang telah rusak mampu bertahan hidup dari kerusakan maupun inflamasi (Fristiohady et al.,
2020).

Penurunan ekspresi gen c-Myc HeLa pada perlakuan Cisplatin diketahui sebesar 0.21
kali lipat pada kurva di Gambar 4.1.3, downregulation pada ekspresi ini disebabkan karena
Cisplatin dapat menyebabkan apoptosis melalui berbagai jalur, umumnya melalui ROS. Hal ini
disebabkan saat cisplatin masuk ke dalam sel melalui transpor aktif melalui Copper Transporter
1 (CTR1), cisplatin dapat memicu respon stres seluler melalui akumulasi di mitokondria yang
menyebabkan gangguan pada Electron Transport Chain (ETC). Gangguan ini menyebabkan
leakage pada elektron yang dapat membentuk ROS dengan oksigen, seperti superoksida/O2-,
dan hidrogen peroksida/H202 (Goossens et al., 1999; Kregielewski et al., 2023). Cisplatin
dapat membentuk ikatan crosslink dengan DNA pada sel target, sehingga mengakibatkan
terbentuknya DNA adduct yang dapat mengganggu replikasi dan transkripsi DNA, sel kanker
akan mengalami penghambatan pertumbuhannya dan mengalami kematian (Romani et al.,
2022; Behmand et al., 2020). Overexpression dari gen c-Myc dapat mempengaruhi peningkatan
protein Bcl-2 yang berperan sebagai anti apoptosis. Saat protein Bcl-2 meningkat, maka
lepasnya cytochrome c¢ dari mitokondria akan terhambat. Hal ini juga akan menghambat
terjadinya pembentukan apoptosom yang subsequent dari APAF-1 dan procaspase-9 yang
menginisiasi apoptosis jalur intrinsik (Pelengaris et al., 2002; Rahaju dan Joewarini, 2012).
Untuk mengetahui aktivitas Trisindolina-5 sebagai alternatif antikanker melalui induksi
apoptosis, dilakukan analisa ekspresi gen APAF-1.

Berdasarkan hasil uji ekspresi pada kurva di Gambar 4.1.4, ekspresi APAF-1
mengalami penurunan setelah diberikan perlakuan Trisindolina-5. Penurunan tertinggi dari
ekspresi APAF-1 terdapat pada perlakuan senyawa Trisindolina-5 dengan konsentrasi 200
ug/ml sebesar 0.057 kali lipat. Sementara penurunan paling rendah terdapat pada perlakuan
dengan konsentrasi 100 pug/ml sebesar 0.057 kali lipat. Senyawa cisplatin menurunkan ekspresi
APAF-1 sebesar 0.473 kali lipat. Penurunan ekspresi APAF-1 pada perlakuan Trisindolina-5
dan Cisplatin tidak sesuai dengan hipotesis awal penelitian yang seharusnya mengalami
kenaikan. Diduga terdapat beberapa probabilitas akan mengapa ekspresi APAF-1 pada uji ini
mengalami penurunan. Probabilitas tersebut yaitu mekanisme kompensasi jalur apoptosis justru
terjadi melalui jalur ekstrinsik yang tidak melibatkan ekspresi gen APAF-I, kemungkinan
bahwa induksi apoptosis yang seharusnya terjadi setelah terpapar zat toksik terhambat oleh
protein inhibitor seperti NF-xB serta c-Myc, serta probabilitas bahwa pada sel HeLa terjadi
nekrosis akibat paparan senyawa Trisindolina-5 dengan konsentrasi tinggi.
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Jalur apoptosis yang memungkinkan untuk tidak melibatkan keberadaan ekspresi
APAF-1 ialah apoptosis ekstrinsik. Ekstrinsik dimediasi oleh aktivasi reseptor kematian di
membran sel yaitu Fas, TNF receptor 1 (TNFR), atau TRAIL receptor, yang berikatan dengan
ligan masing-masing seperti FasL, TNF- a, dan TRAIL. Ikatan ini memicu pembentukan death-
inducing signaling complex (DISC) yang merekrut adaptor protein FADD (Fas-associated
death domain) dan memfasilitasi aktivasi caspace-8. Caspace-8 akan mengaktifkan caspace-3
sebagai eksekutor utama apoptosis dan mengaktifkan jalur intrinsik secara tidak langsung
melalui proteolisis Bid menjadi tBid yang menstimulasi permeabilitas mitokondria (Bock et al,
2020; Hamaya et al., 2023). Akan tetapi, jika komponen intrinsik apoptosis seperti APAF-1
tidak terekspresikan, jalur ekstrinsik akan berperan dominan terutama pada sel kanker seperti
HeLa yang mengalami disfungsi p53 akibat transformasi E6 dari HPV (Baez-Gonzalez et al.,
2023; Shen et al., 2017).
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Gambar 4.2.2 Mitokondria Sebagai Pengatur Kematian Sel Multifaset
(Bock et al, 2020)

Probabilitas terhambatnya induksi apoptosis akibat protein inhibitor seperti NF-«xB serta
c-Myc dapat didukung oleh data dari kurva di Gambar 4.1.3 yang menjelaskan bahwa terjadi
peningkatan ekspresi c-Myc sebesar 20.11 kali lipat setelah terpapar oleh senyawa Trisindolina-
5 dengan konsentrasi sebesar 100 pg/ml. Aktivitas c-Myc dapat mengaktifkan jalur pertahanan
hidup dengan bantuan regulasi dari faktor transkripsi anti-apoptotik NF-kB (nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). NF-xB dapat meningkatkan sensitivitas sel
kanker terhadap reaksi apoptosis (Fristiohady et al., 2020). Gen-gen yang berperan dalam
mendukung kelangsungan hidup sel seperti Bcl-2 dan Bcel-xL akan diaktitkan oleh faktor
transkripsi NF-kB, sehingga apoptosis akan dihambat lewat nonaktivasi caspase 3 yang menjadi
kunci utama dalam induksi apoptosis (Bock et al., 2020).
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MPTP opening

Necrosis

Gambar 4.2.3 Mekanisme Pembukaan MPTP pada Regulasi Nekrosis
(Zhu and Sun, 2018)

Nekrosis pada sel kanker yang terjadi akibat stres oksidatif seperti paparan konsentrasi
zat antikanker dapat terjadi melalui aktivasi jalur MPT (Mitochondrial Permeability Transition)
yang diinduksi oleh akumulasi ROS secara berlebihan. Peningkatan ROS melampaui
equilibrium sistem antioksidan seluler seperti superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GPx), dan thioredoxin (Trx), sehingga stres oksidatif akan menargetkan
mitokondria (Hamaya et al., 2023; Zhu and Sun, 2018). ROS akan memicu MPT untuk
membuka permukaan di membran dalam mitokondria (mPTPC/mitochondrial permeability
transition pore complex) yang tersusun atas komponen seperti VDAC atau voltage-dependent
anion channel di membran luar mitokondria, ANT (adenine nucleotide translocase) di
membran dalam, serta CypD atau cyclophilin D sebagai regulator utama di matriks mitokondria.
Aktivasi mPTPC akan menyebabkan depolarisasi membran mitokondria serta ruptur pada
membran sel (Pal, 2023; Zhu and Sun, 2018).
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BAB 5 KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa senyawa

Trisindolina-5 kurang berpengaruh terhadap sel kanker serviks HeLa dengan analisis sebagai
berikut.

1.

Aktivitas sitotoksik yang rendah dengan nilai IC50 279,42 ng/ml dengan waktu inhibisi
24 jam mengindikasikan aktivitas sitotoksik yang lemah

2. Penurunan ekspresi gen APAF-1 sebesar 0.057 kali lipat yang mengindikasikan tidak
terjadi apoptosis di jalur intrinsik
3. Peningkatan ekspresi gen c-Myc sebesar 1.73 kali lipat yang dapat mengidikasikan c-
Myc jalur persinyalan antikanker Trisindolina-5 tidak dapat menginhibisi persinyalan
c-Myc
5.2 Saran

Melalui penelitian yang telah dilakukan, penulis dapat memberi beberapa saran untuk

penelitian kedepannya.

1.

Dapat dilakukan uji senyawa Trisindolina-5 dengan parameter waktu (time course)
inkubasi dengan variasi waktu 24, 48, 72 jam untuk mengetahui pengaruhnya terhadap
nilai sitotoksisitas

Dapat dilakukan uji konfirmasi menggunakan uji protein seperti Western Blot, Flow
cytometry untuk mengetahui persinyalan apoptosis/nekrosis dari sel yang diberi
perlakuan senyawa Trisindolina-5 menggunakan Annexin V/Propium lodine (PI)
Dapat dilakukan uji sitotoksisitas senyawa Trisindolina-5 ke sel yang memiliki potensi
jalur persinyalan apoptosis terhadap senyawa golongan indol isatin

Dapat dilakukan uji ekspresi gen inhibitor APAF-1 seperti NF-kB untuk melihat apakah
ada perubahan aktivitas dari senyawa uji Trisindolina-5
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Analisis data penelitian

Lampiran 2. Perhitungan Larutan Stok Trisindolina-5
Larutan stok trisindolina 5 dengan konsentrasi 100.000 pg/ml dibuat dengan melarutkan
serbuk trisindolina 5 sebanyak 20 mg dengan 100 ul pelarut DMSO dalam microtube. Volume
DMSO yang dibutuhkan dihitung dengan cara sebagai berikut,
e Konsentrasi larutan stok trisindolina 5 = 100.000 pg/ml
e Massa trisindolina 5 =20 mg = 0,02 g.
e Mr trisindolina 5 = 497,47 g/mol

Lampiran 3. Pengenceran Larutan Trisindolina-5 untuk Uji MTT

Pengenceran stok larutan trisindolina dilakukan dengan pengenceran bertingkat dua kali
lipat, dimana setiap seri pengenceran dibutuhkan 100 pl/sumuran, sehingga:

Volume yang dibutuhkan = 100 pl/sumuran x 4 ulangan
=400 pl = 500 pl (dibuat lebih)
Karena 2 kali lipat maka = 500 pl x 2 = 1000 pl

Sementara untuk pengenceran dihitung dari konsentrasi paling tinggi yakni 100 pg/ml
dengan volume yang diinginkan adalah 1000 pl. Berikut perhitungan menggunakan rumus:

V1XM1=V2 XxM2
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e VI x100.000 pug/ml=1000 pul x 100 pg/ml

e V1=100.000/100.000

e Vi=1ul

[ J

Sehingga untuk membuat larutan stok dengan konsentrasi 100 pg/ml, dilarutkan 1 pl

larutan stok Trisindolina-5 dalam 999 pl medium komplit RPMI. Pengenceran berseri dari
larutan Trisindolina-5 dengan volume yang akan digunakan dalam penelitian ini dapat
diilustrasikan sebagai berikut.

Iplstok+ 500pl + 500pul + S00pl + S00pl + S500pl + 500pl +
999 pl Mk 500 pl Mk 500 pl Mk 500 pl Mk 500 pl Mk 500 pl Mk 500 pl Mk

(-

Stok 100 50 25 125 625 3,125 15pg/ml

Komposisi Medium RPMI 1640 (MK) mengandung zat pereduksi glutathione serta
biotin, vitamin B12, dan PABA yang merupakan vitamin. Selain itu, media RPMI 1640
mengandung vitamin inositol dan kolin dalam konsentrasi tinggi. Media ini biasanya dilengkapi
dengan serum sapi janin (FBS). Larutan buffer yang digunakan dalam RPMI 1640
memungkinkan pemeliharaan pH fisiologis dalam lingkungan COz 5%

Lampiran 4. Pengenceran Larutan Cisplatin untuk Uji MTT

Pengenceran stok larutan cisplatin dilakukan dengan pengenceran bertingkat dua kali lipat,
dimana setiap seri pengenceran dibutuhkan 100 pl/sumuran, sehingga:

e Volume yang dibutuhkan (V2) =100 pl (kali 4 untuk tiap sumuran= 100 x 4= 400 pl)

e 400 ul =500 pl (digenapkan)

e Dibuatkan larutan stok (M1), sehingga 500 pl x 2 = 1000 ul

e Konsentrasi Cisplatin (V1) = 1000 pl

V1IXM1=V2 xM2

Dengan menggunakan rumus di atas, dihitung volume cisplatin yang akan digunakan untuk
membuat larutan stok.

e VIx1000 pul=1000 ulx 100 pg/ml

e V1=100.000/1000

e V1=100pl

Sehingga didapatkan 100 pl untuk dilarutkan ke dalam 900 pl medium komplit RPMI untuk
membuat larutan stok, kemudian seri pengenceran dibuat seperti ilustrasi dibawah.
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100 pl stok + 500 pl + S00pul + S00pl + S00ul + S00pl + S00pul +
900 pl Mk 500 pl Mk 500 pl Mk 500 pl Mk 500 pl Mk 500 pl Mk 500 pl Mk

-/

Stok 100 50 25 125 625 3,125 15pg/ml

Lampiran 5. Pengenceran Reagen MTT

Perlakuan dengan reagen MTT membutuhkan 100 pl reagen/well. Maka volume total
yang dibutuhkan untuk 68 (= 70) sumuran adalah:
e Volume total = 100 x 70 = 7000 pl
e Konsentrasi reagen MTT assay yang tersedia (M1) =5 pg/ul
e Konsentrasi yang dibutuhkan dalam uji MTT (M2) = 0.5
sementara perlakuan yang dibutuhkan adalah MTT dengan konsentrasi 0,5 mg/ml sehingga
perhitungan pengenceran dilakukan dengan rumus.

V1xXM1=V2 xM2
e VIx5=7000x0,5
e VI =700 pl larutan stok dalam 300 pul medium

Lampiran 6. Hasil Pembacaan Absorbansi Sel HeLa dengan Perlakuan Trisindolina-5

Inkubasi 24 Jam

Rata-Rata Absorbansi % Sel Hidup Hambatan Maksimal SD
0,7285 66,6667 33,3333 100 0,0049
0,7370 67,5748 32,4252 100 0,0000
0,7557 69,5691 30,4309 100 0,1318
0,7893 73,1660 26,8340 100 0,1366
0,8320 77,7244 22,2756 100 0,0904
0,8585 80,5556 19,4444 100 0,0064
0,9830 93,8568 6,1432 100 0,0410
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Well Plate Absorbansi Trisindolina-5
Konsentrasi 1 2 3 4
100 0,865 0,732 0,725 0,745
50 0,737 0,549 0,57 0,584
25 0,904 0,746 0,652 0,711
12,5 0,944 0,828 0,739 0,685
6,25 0,936 0,788 0,666 0,772
3,175 0,863 0,854 0,776 0,783
1,5 1,019 0,954 1,012 1,021

Lampiran 7. Hasil Pembacaan Absorbansi Sel HeL.a dengan perlakuan Cisplatin inkubasi

24 jam
Rata-Rata % Sel Hidup Hambatan Maksimal SD
Absorbansi
0,1763 7,6745 92,3255 100 0,0055
0,1920 9,3483 90,6517 100 0,0125
0,2610 16,7201 83,2799 100 0,0910
0,2938 20,2190 79,7810 100 0,0405
0,4277 34,5264 65,4736 100 0,0339
0,6090 53,8996 46,1004 100 0,0151
0,8150 75,9081 24,0919 100 0,0028
Well Plate Absorbansi Cisplatin
Konsentrasi 1 2 3 4

100 0,18 0,17 0,168 0,179

50 0,188 0,182 0,182 0,206

25 0,192 0,205 0,366 0,212

12,5 0,271 0,252 0,343 0,309
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6,25 0,386 0,464 0,397 0,422
3,175 0,52 0,597 0,604 0,626
1,5 0,86 0,813 0,833 0,817

Lampiran 8. Mencari nilai IC50 menggunakan SPSS

1.

Nilai absorbansi yang didapatkan (4 kali replikasi) dihitung nilai rata-ratanya

2. Rata-rata absorbansi selanjutnya digunakan untuk menentukan persen sel hidup dengan

W

rumus berikut:

% Sel hid (Absorbansi rata — rata senyawa uji — Absorbansi kontrol media) x 100%
el hidup =
’ P (Absorbansi kontrol sel — Absorbansi kontrol media) 0

Setelah didapatkan persen sel hidup, dihitung persen penghambatan dengan cara
mengurangi 100% dengan persentase sel hidup

Untuk mencari nilai IC50 digunakan aplikasi SPSS dengan memasukkan data
konsentrasi, persen penghambatan dan maksimal (100)

Selanjutnya pilih Analyze, pilih Regression kemudian pilih Probit

Data persen penghambatan dimasukkan kedalam Response Frequency, data maksimal
dimasukkan kedalam Total Observed dan data konsentrasi senyawa dimasukkan
kedalam Covariate. Selanjutnya klik Transform dan pilih Log base 10.

Nilai IC50 diperoleh dengan cara mencocokan nilai persen penghambatan dengan tabel
probit
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TRISINDOLINA HELA

Confidence Limits
953 Confidence Limits for Konsentrasi

Livwer Upper
Frobability Estimate Eound BEound
PROBIT: .00 b e
Fazo BE42327 264
Foan 2A58029.640
Fo40 1515629 512
Fosn A04E01053
Fogn BE3051.035
Foro JAEES4.045
Fozn 280997 501
Foan 205356235
Fion 1R3566.253
Fis0 4ERET 270
Fann 18011.853
Fa280 TAT3452
Faon 3835603
Fam0 1946754
Fann 1022 436
Fasn R4S BEG
FEOn 97413
FERn 161,166
Fenn BE4TH
FERD 45,433
Fron 23063
Fra0 11.094
Fann 4911
Fasn 1.4900
Fann 0575
Fain 0.421
Fazn 0.215
Faa0 0223
Fa4n 0152
Fasn 0093
Fagn 0.058
Farn 0.021
Fazn 0.013
Faan 0.004

a. 8 heterogeneity Factor is used.

No.| Senyawa |IC50 (ng/ml)| R?

1 | Trisindolina-5 297.42 0.234

2 | Cisplatin 3.78 0.457




Lampiran 9. Pengenceran Senyawa Trisindolina-5 untuk Uji gPCR

Perhitungan seri konsentrasi Trisindolina-5 diawali dengan membuat larutan stok awal
dengan konsentrasi 800 uM (4 1C50) sebagai berikut.
e Konsentrasi awal Trisindolina-5 (M1) = 100.000
e Konsentrasi yang diinginkan (M2) = 800 uM
Volume akhir yang diinginkan(V2) =10 ml / 10.000 pl
V1xM1=V2xM2
V1 x 100.000 = 10.000 pl x 800
VI1=80pl

Untuk membuat larutan stok Trisindolina-5 sebanyak 10 ml dengan konsentrasi 800 uM,
dibutuhkan sebesar 80 pL senyawa Trisindolina-5 untuk dilarutkan ke 9980 pL medium
komplit pada tabung pertama sebagai larutan stok. Sehingga, untuk membuat konsentrasi 400
uM (2 IC50), 200 uM (IC50), dan 100 uM (1/21C50), akan dilarutkan sebanyak 5 mL dari tube
larutan stok ke tube berikutnya yang sudah diisi dengan 5 mL medium komplit RPMI, lalu
disuspensikan. Tahap tersebut direpetisi shingga ke tabung terakhir yang ke-empat.

Lampiran 10. Pengenceran Cisplatin untuk Uji qPCR

Konsentrasi Cisplatin yang digunakan dalam uji qPCR sesuai dengan hasil uji
sitotoksisitas (IC50) yaitu 3.78 pg/ml digenapkan menjadi 5 pg/ml. Sehingga dilakukan
perhitungan untuk mendapatkan volume Cisplatin yang harus ditambahkan dalam 5 ml medium
komplit sebagai berikut.

e Konsentrasi awal Cisplatin (M1) = 1000 uM

e Konsentrasi yang diiginkan (M2) =5 uM

e Volume akhir yang diinginkan (V2) =5 mL / 5.000 uL
e VIxMI=V2xM2

e V1x1000 =5.000x5

e VI=25uL

Sehingga, untuk membuat larutan senyawa Cisplatin dengan konsentrasi 5 uM
diperoleh dengan menambahkan 25 pL Cisplatin dengan 5 mL medium komplit. Kemudian
keduanya disuspensikan.
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Lampiran 11. Hasil Analisa Data Ekspresi Gen c-Myc

Normalized Target
Sampel GAPDH Ct Gen Target Gen Ct ACt AACt Gene Relative to
GAPDH 2-A4Ct
Kontrol 18.60 C-Myc 32.37 13.77 0 1
Sel
7 1Cso 20.17 C-Myc 29.61 9.44 -4.33 20.11
ICso 17.08 C-Myc 30.06 12.98 -0.79 1.73
2 ICso 17.72 C-Myc 30.25 12.53 -1.24 2.36
4 1Cso 17.90 C-Myc 30.62 12.72 -1.05 2.07
Cisplatin 18.90 C-Myc 34.95 16.05 -2.28 0.21
Lampiran 12. Hasil Analisa Data Ekspresi Gen APAF-1
Normalized Target
Sampel GAPDH Ct Gen Target Gen Ct ACt AACt Gene Relative to
GAPDH 2-A4Ct
Kontrol 18.60 APAF-1 25.54 6.94 0 1
Sel
7 1Cso 17.90 APAF-1 28.43 10.53 3.59 0.083
ICso 17.72 APAF-1 28.47 10.75 3.81 0.071
2 1Cso 17.08 APAF-1 28.14 11.06 4.12 0.057
41Cso 20.17 APAF-1 27.41 7.24 0.3 0.812
Cisplatin 18.90 APAF-1 24.76 5.84 1.08 0.473
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Lampiran 13. Dokumentasi Penelitian

Keterangan

Tanggal Dokumenta51
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Design Well Plate Sel HeLa perlakuan
Trisindolina-5 dan Cisplatin

3 Februari
2025

Panen sel HeLa dilakukan dengan, tahap
berikut:

1. Medium pada cawan petri dibuang,
kemudian sel dibilas dengan PBS
(Phosphate Buffer Serum) untuk
menghilangkan sisa medium pada
cawan petri

2. Diberikan Tripsin EDTA 500 pl untuk
melepaskan sel dari cawan petri

3. Inkubasi 3-5 menit untuk melepaskan
sel

4. Tripsin dibuang, ditambahkan
medium RPMI (Medium Roswell Park
Memorial Institute) sampai
permukaan capet tertutup

Dilakukan perhitungan sel dengan langkah sbg
berikut:
1. Ambil 10 pl sel dan diletakkan di

haemocytometer

2. Hitung menggunakan hand tally
counter

3. Rumus

At B+ D yto"

PRETYTTRT NS

o (0'( X (00
LA

Py
Lo (0 */.ey xT00

[_D lo.oco | - 1D mL

Sel dipidahkan ke dalam 96 wellplate:

1. Sel dalam tabung konikel 10 ml
dipindahkan ke dalam 1 plate
wellplate yang isinya 100 pl
(sel+media)

2. Wellplate di Inkubasi 12-24 jam
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3. Dilakukan preparasi senyawa uji
dengan pengenceran menggunakan
DMSO dihitung dengan rumus

sebagai berikut:
[0 m / 0ouyg. DMSO

(lo. 000oxg 1100 &|) x(0
b 1g0.000 M@ /0 (”:v\)

.(:xy)ahn ,lmg /mL —o lovo ppm
b4 =

1 % looo Mg > 4

Pengenceran melalui larutan stok dilakukan
dengan cara sebagai berikut:
1. Cryovial tube disiapkan ke wadah
cryovial

4 Februari 2. Medium Komplit (MK) dituang ke
2025 tabung konikel sampai tabung konikel
penuh
3. Microtube sampel disejajarkan
4. Sebanyak 500 pl MK dipipet ke
masing-masing cryovial tube
5. Ditambahkan lagi sebanyak 500 pl
MK ke masing-masing cryovial tube
(kecuali sampel cisplatin)
6. Pada cryovial tube sampel cisplatin,
ditambahkan 400 pl MK
7. Larutan sampel diencerkan dengan
mensuspensikan  dari  konsentrasi
tunggi ke rendah
(Sampel diambil sebanyak: Trisindolina-5 1
ul, Cisplatin 100 pl)
Perlakuan paparan sel menggunakan senyawa
uji dilakukan dengan sbg berikut:
Diambil wellplate berisi sel Hela & T47D yang
telah diinkubasi selama 24 jam
Media dibuang ke wadah pembuangan
Dari masing-masing cryovial tube berisi
sampel yang telah disiapkan, diambil 100 pl
sampel berdasarkan dari pengenceran rendah
ke tinggi dan dilakukan 4 kali pengulangan
Pengamatan morfologi sel menggunakan
mikroskop inverted
5 Februari
2025

MTT Assay dilakukan dengan sebagai berikut:
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1. Medium pada wellplate dibuang dan
dibersihkan dengan tisu kering

2. Disiapkan larutan homogen 1 ml MTT
dengan 9 ml medium (RPMI) pada
falcon tube

3. Setelah homogen, larutan MTT
diambil 100 pl untuk dimasukkan di
setiap well pada wellplate

4. Wellplate ditutup dan diinkubasi
selama 4 jam

Pengamatan Morfologi sel setelah diberikan
MTT assay serta pengamatan terhadap
terbentuknya kristal formazan

Dilakukan pemberian SDS stopper setiap well
pada 96 sumuran wellplate sebanyak 100 pl

6 Februari
2025

Dilakukan inkubasi di tempat gelap dengan
suhu ruang dengan meletakkan 96 Wellplate
tempat gelap dengan suhu ruang selama
semalam

Dilakukan  pembacaan  absorbansi  sel
menggunakan elisa reader.

IC50 dihitung menggunakan SPSS analisis
probit
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Desain Ekspresi Gen

OO0
OO0

Trisindolina 5 Cisplatin Kontrol Sel

Dibuat design 6 wellplate untuk ekspresi gen
dengan perlakuan Trisindolina-5 konsentrasi 4
IC50, 2IC50, IC50, dan 2 IC50

Sel HeLa yang telah konfluen dipanen untuk
pengujian ekspresi gen

10

Februari

2025
Plating sel HeLa dilakukan dengan
menambahkan 500 pl Sel HelLa ke dalam 6
wellplate, serta 2 mL Medium Komplit RPMI
Dilakukan inkubasi dengan menaruh wellplate
ke dalam oven dengan suhu 37°C dan
konsentrasi CO2 5%
Pengenceran senyawa uji untuk paparan
dilakukan dengan:
Flacon disiapkan ke wadah flacon
Medium RPMI dituang ke tabung flacon
hingga 10 ml pada flacon 1 dan 5 ml pada
flacon 2,3, dan 4
Flacon 1 diisi 80 pl Trisindolina dan di
suspensi
Sebanyak 500 pl medium RPMI+ senyawa
dipipet ke masing-masing flacon untuk
dilakukan pengenceran
Pada flacon sampel cisplatin, ditambahkan

12 5 ul cisplatin

Februari Larutan sampel disuspensi

2025

Diambil 6 wellplate berisi sel Hela dan
medium yang telah diinkubasi selama 24 jam
Media dibuang ke wadah pembuangan dan di
lap tisu

Dari masing-masing flacon berisi sampel yang
telah disiapkan, diambil 2 ml sampel

78




13
Februari
2025

berdasarkan dari pengenceran rendah ke tinggi
dan dilakukan 2 kali pengulangan

Wellplate ditutup dan diberi label kemudian
wellplate diinkubasi

Morfologi Sel HeLa (Kontrol Sel dan
Perlakuan) diamati dibawah mikroskop
inverted dengan perbesaran 100x

Preparasi Isolasi RNA dari kultur sel dilakukan
dengan:
1. Disiapkan kit  Isolasi ~ RNA
menggunakan merk Kit GENAID.
2. Area kerja disterilkan menggunakan
alkohol dan dilap menggunkan tissue

Ekstraksi RNA dilakukan dengan
mempersiapkan 6 mikrotube:
1. Medium dalan wellplate berisi sampel
sel dibuang ke wadah buangan
2. Sampel dalam tiap sumuran dibilas
menggunakan PBS sebanyak 1 mL
untuk menghilangkan sisa-sisa media,
lalu dibuang kembali ke wadah
buangan
3. Sebanyak 400 pl RB Buffer + 4 pl
Mercapto di pipetkan ke dalam tiap
sumuran, kemudian disuspensikan
untuk melisiskan membran sel
4. Inkubasi selama 5’ menit
Diberikan ~ masing-masing  tiap
sumuran 400 pl Ethanol untuk
mengikat RNA
6. Dari tiap sumuran, larutan sampel
dipindahkan ke RB column dan diberi
kode
7. RB Column berisi sampel dicentrifuge
dengan rpm 10.000 selama 2 menit
8. Ditambahkan larutan W1 buffer
sebanyak 400ul

hd
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9. sampel dicentrifuge dengan rpm
10.000 selama 1 menit, larutan bagian
bawah RB column dibuang

10. Ditambahkan larutan Wash buffer
sebanyak 600ul

11. sampel dicentrifuge dengan rpm
10.000 selama 1 menit, larutan bagian
bawah RB column dibuang

12. Ditambahkan larutan wash buffer
sebanyak 600ul

13. sampel dicentrifuge dengan rpm
10.000 selama 4 menit, larutan bagian
bawah RB column dibuang

14. Bagian atas RB column dipindahkan
ke tube 1,5 mL baru

15. Ditambahkan elution buffer sebanyak
50ul lalu diinkubasi pada suhu ruang
selama 5 menit

16. Sampel dicentrifuge selama 1 menit
dengan 10.000 rpm

6 Sampel dilakukan pembacaan RNA yang
ditambahkan elution buffer pada alat
NanoDrop. Hasil yang didapatkan berupa nilai
absorbansi untuk uji ekspresi gen

Sintesis Kit Protokol SensiFAST cDNA
menggunakan alat PCR T100 Thermal Cycler
Bio-Rad dilakukan dengan:

1. Mempersiapkan master mix diatas es

2. Larutan disentrifuge untuk
mencampurkan  larutan  sebagai
berikut:

-mRNA 2 pul

- 5X TransAmp Buffer 28 ul
- Reverse transcriptase 7 pl
- Nuclease Free Water 91 pl

3. Disuspensikan dengan vorteks

4. Menyiapkan alat PCR T100 Thermal
Cycler - Bio-Rad dengan mengatur
suhu dan lama waktu sebagai berikut :
- 25°C selama 10 menit (annealing)
- 42°C selama 15 menit (reverse
transcription)
- 85°C selama 5 menit (inaktivasi)
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Persiapan Kit Sintesis Primer dilakukan

dengan:
1.

2.

Menata primer forward dan reverse
pada wadah serta diberi label
Menyiapkan tube kecil ukuran 1,5 ml
untuk dilakukan pengenceran primer
dengan penambahan NFW (Nuclease
Free Water) sesuai dengan lembar
yang tercantum

Tube ditutup dan disimpan di kulkas
dengan suhu -20°C

14
Februari
2025

Ditambahkan template primer:

1.

Disiapkan 8 mikrotube sebanyak 4
untuk DNA kontrol sel dan 4 berisi
NTC (no template control) berisi
nuclease free water

Diambil sampel SYBR sebanyak
10 pl dan dimasukkan di 8 mikrotube
Dimasukkan sampel Forward 1 pl dan
reverse 1 ul pada setiap 8 microtube
Dimasukkan DNA kontrol sel 2 pl
pada 4 microtube sebagai kontrol sel
Dimasukkan DHO/ NTC pada 8
microtube sebagai larutan pengencer
dan pembanding

Setelah semua tercampur maka di
sentrifuse agar larutan tercampur
sempurna

Jika sudah mix sempurna maka
dipindahkan sebanyak 20 ul ke tube
strip PCR dan diberi label

Tube strip siap dimasukkan ke mesin PCR

Running mesin PCR dengan:

Mencari literatur referensi suhu PCR
masing-masing sampel primer

Buka aplikasi PCR dan Pilih plateau 1
Atur thermal profile status dengan
menyesuaikan suhu serta lama waktu
saat proses PCR

Pilih running-start dan tunggu hingga
keluar hasil analisis nilai Ct
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