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PROPOSAL PENELITIAN

Ringkasan penelitian tidak lebih dari 500 kata yang berisi: (i) latar belakang penelitian, (ii) tujuan
penelitian, (iii) tahapan metode penelitian, (iv) luaran yang ditargetkan, serta (v) uraian TKT]
penelitian yang diusulkan.

EFEK SINERGIS KURKUMIN DAN KUERSETIN SEBAGAI AGEN ANTIKANKER PADA
SEL HELA DAN VERO SECARA IN VITRO

RINGKASAN (berisi point dalam kotak di atas dengan ada penomoran yang sesuai).

(i) Latar belakang: Kanker serviks merupakan penyebab kematian akibat kanker yang
terbesar pada wanita di negara-negara berkembang. Pada saat ini, berbagai cara penyembuhan belum
memperoleh hasil yang memuaskan sehingga masyarakat cenderung untuk kembali ke alam.
Pencarian sinergisme senyawa perlu dilakukan untuk meminimalisir efek samping dan resistensi
kemoterapi. Kurkumin dan kuersetin diketahui memiliki efek sinergis terhadap sel kanker. (ii)
Tujuan penelitian ini adalah mengetahui efek sinergis dari kombinasi kurkumin dan kuersetin
terhadap sel kanker serviks. (iii) Metode Penelitian: Penelitian yang akan dilakukan merupakan
penelitian eksperimental dengan zat aktif kurkumin dan kuersetin kemudian ditelusuri efek sinergis
aktivitas antikankernya dites terhadap sel kanker serviks dengan metode MTT. Parameter akhir dari
penelitian ini adalah indeks kombinasi kurkumin dan kuersetin terhadap sitotoksisitas sel Hela.
Kadar kurkumin dan kuersetin yang dilakukan untuk mencari index kombinasi adalah 5; 10; 20; 40;
dan 80 mM. (iv) Luaran dari penelitian ini adalah publikasi di jurnal nasional terakreditasi sinta 5
(ADMJ). (v) Uraian TKT penelitian yang diusulkan= 2, yaitu data terkait nilai kombinasi antara

kurkumin dengan kuersetin terhadap sel HeLa.

Kata kunci maksimal 5 kata

Kata_kunci_: HeLa; kuersetin; kurkumin; sinergis

Latar belakang penelitian tidak lebih dari 500 kata yang berisi: (i) permasalahan yang akan
diteliti, (ii) tujuan penelitian, dan (iii) urgensi penelitian. Pada bagian ini perlu dijelaskan uraian
tentang spesifikasi khusus terkait dengan skema penelitian.

LATAR BELAKANG

Indonesia mempunyai urutan kejadian kanker serviks nomor dua di Asia dan diestimasikan
pada sepuluh tahun ke depan akan menjadi peringkat pertama [1]. Kultur sel kanker serviks adalah
sel HeLa dengan gen utama yang berperan dalam kerusakan sel menjadi sel kanker serviks adalah
COX-2, P-53, BCI-2, TNF-a, dan NFkB pada masing-masing pathway utamanya yaitu pada
PIBK/AKT/mTOR signaling [2].

Kanker serviks atau kanker serviks merupakan masalah kesehatan di seluruh dunia. Kanker
serviks adalah kanker pembunuh ketiga pada wanita, dengan 529.000 kasus baru di dunia pada tahun
2008 [3]. Pengobatan untuk kanker serviks (sitostatika) merusak sel-sel berbagai jaringan tubuh.

Jaringan yang paling banyak mengalami kerusakan tentu saja adalah organ-organ yang mempunyai



daya proliferasi tinggi, seperti sumsum tulang, mukosa saluran cerna, dan folikel rambut [4]. Karena
itu, perlu usaha pencarian agen antikanker dari bahan alami yang mudah didapatkan dan murah
dengan efek samping minimum.

Kurkumin merupakan polifenol yang merepresentasikan komponen aktif yang diekstraksi
dari rimpang kunyit. Kurkumin memiliki efek terapetik yang luas, termasuk anti-inflamasi,
antioksidan, anti diabetes, neuro protektif, anti mikroba, anti fungi, dan aktivitas anti tumo [5].
Selama beberapa tahun terakhir, banyak penelitian telah menunjukkan bahwa kurkumin memberikan
efek anti kanker pada berbagai jenis kanker dengan menekan proliferasi dan metastasis sel serta
menyebabkan kematian sel [6].

Menurut Wilken (2011), efek antikanker curcumin melalui mekanisme sebagai berikut;
pertama curcumin mensupresi aktivasi NF-gB melalui inihibisi akitivitas IpKB sehingga
mengakibatkan supresi gen yang berperan dalam tumorgenesis seperti TNF,COX-2, cyclin D1, c-
myc, MMP-9 and interleukins.4 Kedua Curcumin berperan dalam pengontrolan siklus sel dan
stimulasi apoptosis melalui regulasi pl16 dan p53, dan ketiga curcumin merupakan modulator
autophagy dan mempunyai efek inhibisi terhadap angiogenesis tumor dan inhibisi metastasis melalui
supresi berbagai growth factor termasuk VEGF, COX-2, MMPs and ICAMs.

Kuersetin merupakan flavonoid polifenol yang dapat dijumpai pada buah-buahan seperti
apel, anggur, bawang bombai, ceri, buah-buahan sitrus serta sayuran hijau. Kuersetin memiliki
banyak efek biologi di antaranya yaitu sebagai antioksidan, antikanker, antiviral, pemicu apoptosis,
penghambat protein kinase C, memodulasi siklus sel dan menghambat angiogenesis [7]. Kuersetin
memiliki potensi untuk meningkatkan bioavailabilitas serta akumulasi dan sesitivitas sel pada
kemoterapi [8].

Oleh karena itu pengembangan pengobatan komplementer sangat banyak dilakukan.
Kurkumin dan kuersetin merupakan kandungan fitokimia tumbuhan yang sering diuji aktivitas
antikankernya. Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah berapa nilai indeks kombinasi dari
kombinasi kurkumin dan kuersetin sebagai agen antikanker pada sel HeLa ?. Tujuan penelitian ini
adalah untuk mengetahui bagaimana nilai indeks kombinasi dari kombinasi kurkumin dan kuersetin
sebagai agen antikanker pada sel HelLa.

Urgensi Penelitian ini adalah bahwa kombinasi kurkumin dengan kuersentin diharapkan
dapat meningkatkan efektifitas dan keberterimaan penggunaan kemoterapi. Hasil penelitian ini dapat
digunakan sebagai dasar dalam pengembangan senyawa kurkumin dan kuersetin sebagai Obat
Herbal Terstandar yang digunakan sebagai pengobatan kanker serviks.

Spesifikasi khusus terkait skema penelitian ini adalah penelitian dasar, penelitian

eksperimental. Data yang diperoleh adalah IC50 dan Combination index.

Tinjauan pustaka tidak lebih dari 1000 kata dengan mengemukakan state of the art dan peta jalan
(road map) dalam bidang yang diteliti. Bagan dan road map dibuat dalam bentuk JPG/PNG yang
kemudian disisipkan dalam isian ini. Sumber pustaka/referensi primer yang relevan dan dengan
mengutamakan hasil penelitian pada jurnal ilmiah dan/atau paten yang terkini. Disarankan
penggunaan sumber pustaka 10 tahun terakhir.




TINJAUAN PUSTAKA

Kanker Serviks merupakan kanker terbesar kedua pada wanita. Studi epidemiologi
menunjukkan bahwa virus HPV (Human Papiloma Virus), sangat erah hubungannya dengan kejadian
kanker serviks, terlepas dari faktor lainnya. Lebih dari 36 tipe HPV yang diketahui dapat menginfeksi
saluran genital, dan 20 lebih jenis HPV yang berhubungan dengan kanker. HPV 16 merupakan HPV
yang paling umum ditemukan pada wanita dengan kanker serviks [1].

Fakor resiko kanker serviks dapat meminimalisir dengan melakukan pap smear, tes HPV dan
tes molecular. Pencegahan HPV telah berkembang dengan adanya vaksin HPV, namun vaksin HPV
ketersediannya terbatas dan harganya mahal. Pengobatan pada kanker serviks dilakukan dengan
pembedahan diikuti dengan pemberian obat-obatan tambahan yakni kemoterapi. Kemoterapi dapat
menimbulkan efek samping berupa lemas, mual, muntah bahkan kulit keriput, terjadi kebotakan,
menyerang sel-sel yang masih sehat (normal) dan terjadinya kemoresisten pada sel kanker serviks.
Kegagalan terapi tersebut disebabkan karena target obat yang tidak spesifik dan meningkatkan Multi
Drug Resistance (MDR). Hal tersebut menimbulkan kerusakan jaringan sel normal dan menimbulkan
efek samping yang serius pada pasien. Oleh karena itu banyak dikembangkan penelitan untuk mencari
senyawa antikanker lain yang bersifat alami guna meminimalisir efek samping dari obat anti kanker
tersebut.

Bagian rimpang Curcuma longa adalah bagian yang banyak digunakan di Indonesia sebagai
bahan masak, pewarna alami, maupun sebagai tanaman obat. Zat yang berperan dalam memberikan
warna kuning ini lah yang disebut kurkumin. Curcuma longa atau biasa dikenal dengan kunyit
memiliki aktivitas biologis yang luas antara lain sebagai antifungi, antidiabetes, antibaketeri, anti-
oksidan, anti-alergi, anti-kanker, anti-inflamasi, dan anti-protozoa. Kemampuan penyembuhan luka
yang dimiliki kurkumin sangat baik [9].

Kurkumin memiliki hubungan dengan jalur PI3K/Akt di mana kurkumin menginhibisi
PI3K/Akt/mTOR dengan meningkatkan regulasi miR-206 yang menyebabkan turunnya migrasi serta
invasi dari sel tumor. Kurkumin juga meningkatkan aktivitas dari galbanik acid yang memiliki
aktivitas antitumor yang tinggi [10]. Berdasarkan penelitian yang dilakuakn Ting, dkk. Kurkumin
dapat menginduksi kerusakan pada DNA dan menghambat protein yang berhubungan dengan
kerusakan DNA sehingga hal tersebut dapat menyebabkan kematian pada sel [14]. Kurkumin juga
diketahui menekan pensinyalan NF-xB sel kanker termasuk gen targetnya yaitu, BCL-XL, BCL-2,
COX, dan cyclin D1 [11]

Kuersetin merupakan flavonoid polifenol yang dapat dijumpai pada buah-buahan seperti
apel, anggur, bawang bombai, ceri, buah-buahan sitrus serta sayuran hijau. Kuersetin memiliki banyak
efek biologi di antaranya vyaitu sebagai antioksidan, antikanker, antiviral, pemicu apoptosis,
penghambat protein kinase C, memodulasi siklus sel dan menghambat angiogenesis [7]. Kuersetin
memiliki potensi untuk meningkatkan bioavailabilitas serta akumulasi dan sesitivitas sel pada

kemoterapi [7].



Kuersetin dapat menurunkan viabilitas sel, menyebabkan apoptosis dan menghambat
metastasis. Kuersetin diketahui memiliki efek antikanker dengan menginduksi aktivasi caspase-3,
menurunkan stabilitas dari B-catenin dan HIF-1a, dan menghambat Akt, mTOR, dan fosforilasi ERK
[12].

Uji MTT dilakukan berdasarkan konversi garam tetrazolium kuning, 3-(4,5 dimetiltiazol-2-
yl)-2,5-difeniltetrasolium bromida (MTT) yang diubah menjadi produk formazan berwarna oleh
enzim mitokondria dari sel. Konsentrasi dari produk yang berwarna ini dapat diukur secara
spektrofotometri dan hasil yang diberikan serupa dengan banyak sel yang masih hidup. Salah satu
hambatan dalam uji MTT adalah kelarutan formazan yang kurang baik. DMSO adalah pelarut yang
paling efektif karena dapat melarutkan kristal dengan baik, bahkan dengan adanya sisa-sisa media
[13].

Berdasarkan penelitian yang dilakukan Kundur, dkk. yang dilakukan pada sel triple-negative
breast cancer (TNBC) bahwa kombinasi dari kuersetin dan kurkimin memiliki efek sinergis
meningkatkan efek sinergis antikanker terhadap sel TNBC dengan memodulasi gen penekan tumor
[14].

Oleh karena itu pengembangan pengobatan komplementer sangat banyak dilakukan.
Kurkumin dan kuersetin merupakan kandungan fitokimia tumbuhan yang sering diuji aktivitas
antikankernya. Kurkumin dan kuersetin memiliki banyak jalur pensinyalan sebagai antikanker, salah
satunya adalah meningkatkan aktivitas dari caspase-3 dan -9 serta menginhibisi jalur PI3K/Akt
sehingga menyebabkan terjadinya apoptosis dan menurunkan invasi sel kanker. Berdasarkan rumusan
masalah, maka dapat mengambil hipotesa bahwa kurkumin dan kuersetin mempunyai sinergi aktivitas
antikanker yang kuat. Perlakuan dari kombinasi kuersetin dan kurkumin dapat menyebabkan

apoptosis dan menghambat inavasi sel kanker serviks melalui jalur intrinsik.
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Gambar 1. Roadmap Penelitian
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Gambar 2. Kerangka Berpikir

Metode atau cara untuk mencapai tujuan yang telah ditetapkan ditulis tidak melebihi 600 Kkata,
misal: (i) populasi, sampel, teknik sampling, (ii) metode pengumpulan data, (iii) desain
penelitian, (iv) prosedur penelitian, dan (iv) analisis data. Bagian ini dilengkapi dengan diagram
alir penelitian yang menggambarkan apa yang sudah dilaksanakan dan yang akan dikerjakan
selama waktu yang diusulkan. Format diagram alir dapat berupa file JPG/PNG. Bagan penelitian
harus dibuat secara utuh dengan penahapan yang jelas, mulai dari awal bagaimana proses dan
luarannya, dan indikator capaian yang ditargetkan.

METODE PENELITIAN

i. Populasi dan Sampel

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah kurkumin dan kuersetin. Dalam
penelitian ini digunakan kukurmin dengan merek MERCK-Schuchardt dengan kemurnian >

90%. Sedangkan kuersetin yang akan digunakan dalam penelitian ini merupakan kuersetin dari



merek Sigma-Aldrich dengan kemurnian > 95%. Kurkumin dan kuersetin didapatkan dari
Laboratorium Fitokimia Universitas Ahmad Dahlan. Pengujian dilakukan terhadap sel HelLa.
ii. Metode Pengumpulan Data
Data dikumpulkan dengan penelitian yang didesain menggunakan intervensi kurkumin,
kuersetin, dan kombinasi kurkumin dengan kuersetin. Data awal yang diperoleh dalam uji
sitotoksik adalah absorbansi sel hidup, data combination index diperoleh dari absorbansi
sampel yang dikombinasikan dalam beberapa IC.
iii. Desain Penelitian
Penelitian yang akan dilakukan merupakan penelitian eksperimental dengan zat aktif
kurkumin dan kuersetin yang efek sinergis aktivitas antikankernya dites terhadap sel kanker
serviks.
iv. Prosedur Penelitian
a. Pembuatan Larutan Uji Tunggal
Tiga miligram kuersetin dan 3,68 miligram kurkumin masing-masing dilarutkan dalam 1
mL DMSO, larutkan dengan bantuan vortex. Ambil 40 L masing-masing larutan induk yang
telah dibuat dan tambahkan media kultur sebanyak 960 uL. Seri kadar larutan uji dibuat dari
larutan stok yaitu:
1) Konsentrasi kurkumin yaitu 25 pM, 50 uM, 100 uM, 200 puM, dan 400 pM.
2) Konsentrasi kuersetin yaitu 25 uM, 50 uM, 100 pM, 200 uM, dan 400 uM.
b. Pembuatan Larutan Uji Tunggal Kombinasi
Kurkumin dan kuersetin ditimbang dengan perbandingan 1:1 dan 1:2 kemudian
dilarutkan dengna DMSO 100 pL dan dilarutkan dengan bantuan vortex. Kemudian
diencerkan 2x
c. Uji Aktivitas Sitotoksik
Sel yang telah dipersiapkan ditanaman pada 42 sumuran sebanyak 1x10* sel/ml yang
kemudian di inkubasi dalam satu malam pada suhu 37°C dalam kondisi yang sudah
dilembabkan 5% CO,/95% udara atmosfer. Kemudian kurkumin dan kuersetin diencerkan
dengan media kultur dengan konsentrasi yang berbeda. Ketika sel yang berada dalam 24
sumuran sudah mencapai 80% konfluen, buang medium pada tiap sumuran dan tambahkan
ekstrak dengan konsentrasi yang berbeda dan simpan untuk diinkubasi dalam semalam. Media
kultur diganti dengan media baru sebelum ditambahkan dengan 20 ul larutan MTT (0,5
mg/ml). Sel hidup yang diberikan perlakuan akan menghasilkan warna biru tua formazan,
sedangkan sel yang mati tidak memiliki warna. Selanjutkan tentukan konsentrasi 1Csg [16].
v. Analisis Data
a.  Analisis 1Csp Kurkumin dan Kuersetin
Setelah mendapatkan absorbansi dilakukan perhitungan viabilitas sel dengan rumus
sebagai berikut [16]:

p . 1 hidup = (Absorbansi perlakuan — Absorbansi kontrol media) x 100%
rosentase set flaup = (Absorbansi kontrol pelarut — Absorbansi kontrol media) 0




Rumus di atas digunakan karena absorbansi dari control pelarut (0,120) lebih kecil dari
absorbansi kontrol sel (0,390). Setelah mendapatkan prosentase sel hidup kemudian membuat
grafik log konsentrasi vs prosentase sel hidup dan dari grafik tersebut cari persamaan regresi
linier. Lihat parameter r pada persamaan regresi linier. Jika nilai r lebih besar dari r tabel
maka persamaan regresi linier memenuhi standar untuk mencari ICso. Selanjutnya masukkan
nilai y adalah 50 % pada persamaan regresi linier dan cari x nya kemudian hitung antilog dari
konsentrasi tersebut sehingga diperoleh 1Cso [16]. Apabila nilai 1Cso lebih dari sama dengan
50% hal tersebut menandakan adanya aktivitas sitotoksik [16]. Setelah mengetahui 1Cso
dilanjutkan uji untuk mencari indeks kombinasi.

b.  Analisis Data Indeks Kombinasi
Setelah mendapatkan absorbansi dilakukan perhitungan viabilitas sel dengan rumus
sebagai berikut [16]:

p : 1 hidup = (Absorbansi perlakuan — Absorbansi kontrol media) X 100%
rosentase set faup = (Absorbansi kontrol pelarut — Absorbansi kontrol media) 0

Setelah mendapatkan prosentase sel hidup kemudian membuat grafik log konsentrasi vs
prosentase sel hidup dan dari grafik tersebut cari persamaan regresi linier. Selanjutnya
masukkan nilai y adalah viabilitas sel pada perlakuan kombinasi pada persamaan regresi linier
dan cari x nya kemudian hitung antilog dari konsentrasi tersebut sehingga diperoleh
konsentrasi kombinasi yang memberikan efek yang setara dengan konsentrasi tunggal. Rumus
yang digunakan untuk mencari indeks kombinasi, yaitu:

_ (b1 (D)2
Cl= (Dx)1 + (Dx)2

Dimana Dx adalah konsentrasi ICso satu senyawa tunggal dan Di, D, adalah besar

konsentrasi kombinasi yang memberikan efek yang setara dengaan konsentrasi tunggal.

Kurkumin

Uji aktivitas pada sel Hela Parameter: IC50

|¢

Quercetin

Uji aktivitas pada sel Hela Parameter: IC50

Kurkumin and Quercetin

Uji aktivitas pada sel Hela Parameter Combination index

Gambar 4. Diagram Alir penelitian



Jadwal penelitian disusun dengan mengisi langsung tabel berikut dengan memperbolehkan
penambahan baris sesuai banyaknya kegiatan.
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