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ABSTRAK 

Agen kemoterapi doxorubicin menimbulkan efek samping yang serius pada sel normal, 
terutama pada organ hati dan jantung yang disebabkan oleh radikal bebas. RAS merupakan 
komponen penting dari jalur transduksi sinyal yang mengontrol proliferasi sel, diferensiasi dan 
kelangsungan hidup. Akar pasak bumi (Eurycoma longifolia, Jack) telah dilaporkan memiliki 
aktivitas sebagai antioksidan dan hepatoprotektor. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 
pengaruh pemberian ekstrak etanol akar pasak bumi terhadap ekspresi HRAS pada tikus sehat 
yang diberi doxorubicin.  

Penelitian ini dilakukan dengan membagi hewan uji menjadi 7 kelompok yaitu Kelompok I 
kontrol doxorubicin 4,67 mg/kgBB, kelompok II kontrol ekstrak etanol akar pasak bumi 200 
mg/kgBB, kelompok III, IV dan V adalah kelompok perlakuan yang diberikan doxorubicin 4,67 
mg/kgBB dengan ekstrak etanol akar pasak bumi masing-masing 50 mg/kgBB; 100 mg/kgBB; 
200 mg/kgBB, kelompok VI kontrol pelarut dan kelompok VII kontrol sehat. Penelitian 
dilanjutkan dengan melakukan pengecatan menggunakan metode imunohistokimia untuk 
melihat ekspresi HRAS pada tiap kelompok percobaan. Analisis data dilakukan dengan 
menghitung persen ekspresi, kemudian dilanjutkan dengan uji statistik menggunakan SPSS. 

Hasil uji statistik menunjukkan bahwa terdapat perbedaan bermakna antara kelompok 
kontrol doxorubicin (18,56 ± 1,85) dengan perlakuan kelompok 5 (10,43 ± 1,71) dan tidak ada 
perbedaan bermakna antara kelompok kontrol doxorubicin (18,56 ± 1,85) dengan perlakuan 
kelompok 3 (17,80 ± 4,23) dan perlakuan kelompok 4 (16,70 ± 1,97). 

Dari hasil penelitian diperoleh kesimpulan bahwa ekstrak etanol akar pasak bumi dengan 
dosis 200 mg/KgBB dapat menurunkan ekspresi HRAS pada pemberian doxorubicin. 

Kata kunci: Doxorubicin, Eurycoma longifolia Jack, HRAS 
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ABSTRACT 

Doxorubicin chemotherapy agents cause serious side effects in normal cells, especially 
in the liver and heart caused by free radicals. RAS is an important component of the signal 
transduction pathway that controls cell proliferation, differentiation and survival. The pasak bumi 
root (Eurycoma longifolia, Jack) has been reported to have activity as an antioxidant and 
hepatoprotector. This study aims to determine the effect of giving ethanol extract of pasak bumi 
root on HRAS expression in healthy mice given doxorubicin. 

This research was conducted by dividing the test animals into 7 groups, namely 
doxorubicin control group 4.67 mg / kgBB, group II control ethanol extract of pasak bumi roots 
200 mg / kgBB, group III, IV and V were the treatment groups given doxorubicin 4.67 mg / 
kgBW with ethanol extract of the pasak bumi root, each 50 mg / kgBB; 100 mg / kgBB; 200 mg / 
kgBW, group VI solvent control and group VII healthy control. The study was continued by 
painting using an immunohistochemical method to see the expression of HRAS in each 
experimental group. Data analysis was performed by calculating percent expressions, then 
proceed with statistical tests using SPSS. 

The results of statistical tests showed that there were significant differences between the 
doxorubicin control group (18.56 ± 1.85) and the treatment of group 5 (10.43 ± 1.71) and there 
were no significant differences between the doxorubicin control group (18.56 ± 1, 85) with group 
3 treatment (17.80 ± 4.23) and group 4 treatment (16.70 ± 1.97). 

From the results of the study concluded that the ethanol extract of pasak bumi roots at a 
dose of 200 mg / KgBB can reduce the expression of HRAS in the administration of doxorubicin. 
 

Keywords: Doxorubicin, Eurycoma longifolia Jack, HRAS 

 

PENDAHULUAN 

Doxorubicin merupakan salah satu obat 

kemoterapi yang umum digunakan untuk 

menangani berbagai jenis kanker [1] seperti 

kanker payudara, ovarium, sarkoma, limfoma, 

dan leukemia akut [2],  serta kanker hati [3]. 

Ada dua mekanisme yang diusulkan dimana 

doxorubicin bertindak pada sel kanker yaitu 

interkalasi ke dalam DNA dan penghambatan 

topoisomerase II dan generasi radikal bebas. 

Spesies oksigen reaktif dapat menyebabkan 

peroksidasi lipid dan kerusakan membran, 

kerusakan DNA, stres oksidatif, dan memicu 

jalur kematian sel (apoptosis) [4]. Doxorubicin 

dapat menginduksi apoptosis pada sel normal 

dan sel kanker melalui mekanisme yang 

berbeda, yaitu melalui jalur p53 pada sel 

kanker dan H2O2 pada sel normal [5]. Protein 

RAS bertindak sebagai pengatur jalur sinyal 

yang memodulasi proliferasi sel, 

kelangsungan hidup, dan apoptosis. [6].  

Doxorubicin dapat menyebabkan efek 

samping yang parah pada jaringan normal, 

seperti jantung, hati, dan ginjal. 

Kardiotoksisitas dan hepatotoksisitas 

terhadap doxorubicin disebabkan karena 

adanya radikal bebas [7]. Pemberian 

doxorubicin memicu hepatotoksisitas yang 

ditandai oleh perubahan patologis parah dan 

inflamasi [8]. Gambaran histopatologis pada 

hati menunjukkan bahwa doxorubicin memicu 
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hepatotoksisitas, ditandai dengan perubahan 

histopatologi organ hati seperti nekrosis, 

degenerasi hepatosit, dilatasi sinusoidal, 

hemoragi, dan dilatasi serta kongesti vaskular  

[9]. Perbedaan toksisitas doxorubicin pada sel 

kanker dan sel normal perlu diselidiki untuk 

meningkatkan efek antitumor doxorubicin 

melalui pendekatan kombinasi untuk 

melindungi sel-sel normal [10]. 

Tumbuhan telah lama kita ketahui 

merupakan sumber yang sangat penting 

dalam upaya mempertahankan kesehatan 

masyarakat [11]. Pasak bumi (Eurycoma 

longifolia, Jack) adalah salah satu tumbuhan 

pohon yang memiliki khasiat farmakologis 

yang meliputi semua bagian tumbuhannya 

mulai dari akar, batang, daun, bunga, dan 

buahnya. Tumbuhan ini banyak ditemukan di 

Indonesia, Malaysia, Filipina, Vietnam, dan 

Thailand [12]. Tumbuhan ini merupakan 

pohon kecil dengan ketinggian mencapai 20 

m. Pasak bumi juga adalah salah satu jenis 

tumbuhan obat yang telah digunakan sebagai 

obat untuk detoksikasi, antioksidan radikal 

bebas, obat kuat, dan peningkat imunitas 

serta antikanker [13]. 

Senyawa kuasinoid yang terkandung 

dalam akar pasak bumi dimungkinkan dapat 

melindungi sel-sel hati dari radikal bebas 

dengan kemampuan menghambat 

peroksidasi lipid [14]. Pemberian antioksidan 

dapat menyebabkan aktivasi Akt [15]. 

Fosforilasi Akt mempromosikan HRAS [16]. 

Keluarga protein RAS berperan dalam 

pertahanan kelangsungan hidup sel. Oleh 

karena itu akar pasak bumi diduga dapat 

menurunkan toksisitas dari doxorubicin 

dengan menghambat pembentukan radikal 

bebas, sehingga apoptosis pada sel normal 

tidak terjadi. 

Tujuan dari penelitian ini untuk 

mengetahui pengaruh pemberian ekstrak 

etanol akar pasak bumi terhadap ekspresi 

HRAS pada tikus sehat yang diberi 

doxorubicin. Sehingga nantinya pasak bumi 

dapat dijadikan sebagai tambahan alternatif 

pada pasien yang diberikan doxorubicin untuk 

melindungi sel-sel hati dari radikal bebas, 

karena aktivitas antioksidan dari pasak 

bumi.Berdasarkan latar belakang tersebut, 

perlu dilakukan penelitian tentang pengaruh 

pemberian akar pasak bumi terhadap 

ekspresi HRAS pada tikus sehat yang diberi 

doxorubicin. 

METODOLOGI 

1. Rancangan Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di 

Laboratorium Farmasi, Universitas Sari Mulia 

Banjarmasin dalam waktu kurang lebih 

selama 3 bulan. Metodologi dari penelitian ini 

menggunakan metode eksperimental. Metode 

eksperimental yaitu suatu penelitian dengan 

melakukan kegiatan percobaan yang 

bertujuan untuk mengetahui gejala atau 
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pengaruh yang timbul, sebagai akibat dari 

adanya perlakuan tertentu atau eksperimen 

tersebut[17]. 

 

 

 

 

 

Adapun rancangannya sebagai berikut, 

  

2. Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan pada penelitian 

ini adalah spuit per oral, spuit injeksi, corong 

Buchner, timbangan analitik, alat-alat bedah, 

meja operasi, pisau scalpel, mikroskop, 

kamera, alat-alat gelas, sarung tangan, 

masker, toples maserasi, magnetic stirrer, 

kertas saring, penangas air, rotary 

evaporator, karet pengikat, pot tempat 

ekstrak, batang pengaduk, cawan porselen 

dan mikropipet 20;200;1000 µl, Sedangkan 
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bahan yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah serbuk akar pasak bumi yang berasal 

dari Banjarmasin, Kalimantan Selatan, etanol 

70 %, tikus Galur Sprague dawley, Aquadest, 

Doxorubicin, CMC-Na, formalin. 

3. Cara Kerja 

Pelaksanaan penelitian terdiri atas beberapa 

tahap, yaitu:  

a. Ekstraksi serbuk akar pasak bumi 

Serbuk akar pasak bumi sebanyak 

1000 g diekstraksi menggunakan metode 

maserasi dengan pelarut etanol sebanyak 

3L, kemudian diaduk dengan 

mengunakan magnetic stirer selama tiga 

jam. Setelah itu, diamkan selama 24 jam 

yang bertujuan untuk mengoptimalkan 

maserasi dari akar pasak bumi, kemudian 

disaring menggunakan corong buchner 

yang telah dilapisi kertas saring. Filtrat 

yang diperoleh kemudian dievaporasi 

dengan mengunakan rotary evaporator 

hingga diperoleh maserat yang kental 

kemudian dimasukkan dalam cawan 

porselin lalu dipanaskan diatas penangas 

air hingga diperoleh ekstrak yang kental. 

b. Perhitungan dosis dan pembuatan larutan 

uji 

1) Dosis doxorubicin 

Dosis yang digunakan pada 

penelitian ini adalah 4,67 mg/KgBB 

(Ikawati, 2010). Tikus dengan berat 

badan ± 200 gram, maka dosis 

doxorubicin yang diperlukan adalah 

sebagai berikut: 

Dosis doxorubicin   =  

4,67 mg/KgBB 

Volume Obat    = 

5ml (injeksi) 

Konsentrasi doxorubicin  = 

50mg/5ml 

Berat rata-rata tikus   =  

200 gram 

Perhitungannya menjadi  = 

VOA = 
4,67 mg x 0,2 kg

50 mg/ ml
 = 0,095 ml 

Pemberian injeksi doxorubicin  

pada 1 ekor tikus dengan berat 200 

gram adalah 0,095 ml. Jadi untuk 

membuat larutan injeksi doxorubicin, 

serbuk obat ditambah dengan WFI 

(Water For Injection) sebanyak 5ml 

dan diambil 0,095ml untuk  tiap 200 

gram tikus. 

2) Dosis ekstrak akar pasak bumi 

Dosis ekstrak etanol akar pasak 

bumi yang akan diberikan kepada 

tikus secara peroral adalah 50 

mg/KgBB, 100 mg/kgBB dan 200 

mg/kgBB dengan konsentrasi 

20mg/ml. Misal, tikus dengan berat 

badan 200 gram, maka dosis ekstrak 

etanol akar pasak bumi yang 

diperlukan adalah 
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Dosis 50mg/kgBB  

 VOA =
50 𝑚𝑔 𝑥 0,2 𝑘𝑔

20 𝑚𝑔/𝑚𝑙
 = 0,5 ml 

Dosis 100 mg/kgBB  

 VOA =
100 𝑚𝑔 𝑥 0,2 𝑘𝑔

20 𝑚𝑔/𝑚𝑙
= 1 ml 

Dosis 200 mg/kgBB             

 VOA = 
200 𝑚𝑔 𝑥 0,2 𝑘𝑔

20 𝑚𝑔/𝑚𝑙
 = 2  ml 

Pemberian peroral pada 1 ekor 

tikus dengan dosis 50mg/kg BB, 

100mg/kg  BB dan 200mg/kg BB 

adalah 0,5 ml, 1 ml dan 2 ml. Ekstrak 

yang dibutuhkan per hari untuk setiap 

kelompok tikus adalah: 

Kontrol akar pasak bumi 

(200mg/kgBB)   2,0ml x 7 

tikus = 14 ml 

Dosis 50 mg/kgBB    

  0,5ml x 7 tikus = 3,5 ml 

Dosis 100mg/kgBB   

  1,0ml x 7 tikus = 7,0 ml 

Dosis 200mg/kgBB   

  2,0ml x 7 tikus = 14 ml 

3) Persiapan hewan uji 

Hewan uji yang digunakan 

dalam percobaan ini adalah tikus galur 

Sprague Dawley dengan bobot ± 200 

gram yang berumur 3 minggu. Kondisi 

fisik hewan sehat dan tidak tampak 

cacat secara anatomi. Tikus dipelihara 

dalam kandang, tiap kandang berisi 7 

ekor tikus, dan diberi makan serta 

diberi minum secukupnya. Tikus 

diadaptasikan selama 7 hari, setelah 

itu diberi perlakuan. 

Selama penelitian tikus 

ditimbang setiap harinya untuk 

mengetahui perkembangan berat 

badan. Empat puluh sembilan tikus 

umur 3 minggu secara acak dibagi 

menjadi 7 kelompok. 

Pengelompokan Hewan Uji dan 

Uji Efek Ekstrak Etanol Akar Pasak 

Bumi Terhadap ekspresi HRAS Pada 

Tikus Galur SD. Empat puluh 

sembilan ekor tikus umur tiga minggu 

secara acak dibagi menjadi 7 

kelompok. Kelompok tersebut diberi 

perlakuan sebagai berikut: 

Kelompok 1 :  Kelompok kontrol doxorubicin, 

hewan uji diberikan doxorubicin dengan dosis 

4,67 mg/kgBB sebanyak 5 kali dalam 2 

minggu. 

Kelompok 2  :  Kelompok kontrol ekstrak 

etanol akar pasak bumi, hewan uji diberikan 

ekstrak etanol akar pasak bumi  dengan dosis 

200 mg/kgBBsecara per oral setiap hari 

selama 2 minggu. 

Kelompok 3 : Kelompok perlakuan, 

hewan uji diberikan doxorubicin dosis  4,67 

mg/kgBB secara i.m sebanyak 5 kali dalam 2 

minggu, dengan penambahan ekstrak etanol 

akar pasak bumi dosis 50 mg/kgBB. 
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Kelompok 4 :  Kelompok perlakuan, 

hewan uji diberikan doxorubicin dosis  4,67 

mg/kgBB secara i.m sebanyak 5 kali dalam 2 

minggu, dengan penambahan ekstrak etanol 

akar pasak bumi dosis 100 mg/kgBB. 

Kelompok 5 :  Kelompok perlakuan, 

hewan uji diberikan doxorubicin dosis  4,67 

mg/kgBB secara i.m sebanyak 5 kali dalam 2 

minggu, dengan penambahan ekstrak etanol 

akar pasak bumi dosis 200 mg/kgBB. 

Kelompok 6 :  Kelompok kontrol pelarut, 

hewan uji diberi CMC-Na 0,5 %. 

Kelompok 7 :  Kelompok kontrol sehat, 

hewan uji hanya diberi pakan dan minum saja. 

4) Pengambilan organ hati hewan uji 

Empat puluh sembilan ekor tikus 

galur Sprague Dawley yang telah 

diberi perlakuan selama dua minggu 

kemudian dibunuh dengan cara 

dikorbankan untuk dilakukan 

pembedahan dengan mengambil 

organ hati. Organ yang ambil tersebut 

kemudian dibersihkan dengan larutan 

NaCl fisiologis agar jaringan tersebut 

tidak mati kemudian dimasukan dalam 

pot untuk difiksasi dengan larutan 

formalin 10%.  

5) Pembuatan preparat histopatologi 

Organ hati yang telah difiksasi 

dibawa ke laboratorium patologi 

kedokteran hewan UGM. Pembuatan 

preparat diawali dengan trimming yaitu 

pemotongan jaringan setebal 3-5 mm 

dan 1 x 1 cm menggunakan pisau 

skapel kemudian dimasukkan dalam 

embedding cassette. Selanjutnya yaitu 

dehidrasi yang bertujuan untuk 

menghilangkan air dari jaringan. 

Dehidrasi dilakukan dengan 

menggunakan etanol secara 

bertingkat. Larutan etanol yang 

digunakan berturut-turut adalah etanol 

80 % sekali selama 2 jam, etanol 95% 

sebanyak 2 kali, masing-masing 2 jam 

dan etanol 100% sebanyak 3 kali 

masing-masing 1 jam. Kemudian 

cleaning menggunakan xylene 

sebanyak 3 kali yang bertujuan untuk 

membersihkan jaringan dari cairan 

dehidrasi. Setelah dilakukan cleaning, 

pembuatan dilanjutkan dengan 

impregnasi yaitu penggunaan reagen 

pembersih paraffin dengan cara 

penetrasi dalam jaringan dan 

dilakukan sebanyak 3 kali masing-

masing 60 menit. Jaringan yang telah 

dimasukkan dalam embedding 

cassette dipindahkan ke dalam base 

mold dan diisi dengan paraffin cair. 

Setelah itu jaringan dipotong 

menggunakan pisau konvensional dan 

mikrotom sliding (cutting) dengan 

ketebalan 5-7 mikron. Hasil 

pemotongan selanjutnya direndam 
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dengan air hangat di atas hot plate 

selama 0,5 jam. 

6) Uji imunohistokimia (IHC) 

Langkah pertama deparafinasi 

preparat (blok parafin) dengan xylol 

sebanyak 2 kali masing-masing 5 

menit. Rehidrasi preparat dengan 

menggunakan etanol 100%, etanol 

95% dan etanol 70% sebanyak 2 kali 

masing-masing selama 5 menit dan 

terakhir dicuci dengan buffer citrate. 

Kemudian masing-masing preparat 

ditambahkan 300 μl metanol dingin 

dan diamkan selama 10 menit, 

kemudian cairan dibuang. Lalu cuci 

preparat dengan larutan PBS 

sebanyak 2 kali masing-masing 500μl 

selama 5 menit, larutan dibuang. Cuci 

preparat dengan aquades sebanyak 2 

kali masing-masing 500μl selama 5 

menit lalu buang larutan dan 

bersihkan. 

Lakukan perendaman dalam 

peroxidaxe blocking solution (larutan 

H2O2 1:9) masing-masing sebanyak 

100μl selama 5-10 menit untuk 

menghilangkan aktivitas peroxidase 

endogen, kemudian buang larutan. 

Cuci dengan larutan PBS sebanyak 2 

kali masing-masing 500μl selama 5 

menit, buang larutan. Tambahkan 

blocking serum masing-masing 100μl 

dan ikubasi pada suhu kamar (25°C) 

selama 10-15 menit, buang larutan. 

Tambahkan antibodi primer HRAS 

yang telah disiapkan ditambahkan 

sebanyak 30-50μl pada preparat 

(disesuaikan sampai semua bagian 

tergenang) kemudian diinkubasi pada 

suhu kamar (25°C). Preparat sampel 

diinkubasi dengan antibodi HRAS, 

selanjutnya dicuci dengan PBS 

(segar) masing-masing sebanyak 

500μl selama 5 menit, buang larutan. 

Ditambahkan antibodi sekunder 

(Trakkle Link.) masing-masing 

sebanyak 100μl dan inkubasi pada 

suhu kamar selama 20 menit. Cuci 

dengan larutan PBS segar masing-

masing 500μl selama 5 menit. 

Kemudian jaringan pada preparat 

diberi label (Trak Avidin-HRP) masing-

masing sebanyak 100μl dan 

diinkubasi pada suhu kamar selama 

10 menit. Cuci selama 5 menit dengan 

larutan PBS sebanyak 2 kali dan 

masing-masing 500μl. Preparat 

diinkubasi dalam peroxidase 

substratesolution (DAB) 100 μl (1:50) 

per preparat selama 5 menit. Preparat 

dicuci dengan aquades masing-

masing 2 kali sebanyak 500μl selama 

5 menit, buang cairan.  
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Pada preparat tersebut 

ditambahkan Mayer 

hematoxylin(counterstrain) sebanyak 

100μl selama 5 menit, kemudian 

dicuci dengan aquades sampai bersih 

dan dikeringkan. Preparat selanjutnya 

dicelupkan ke dalam alkohol 100%, 

dibersihkan dan dicelupkan ke dalam 

xylol. Preparat selanjutnya ditetesi 

dengan mounting media kemudian 

ditutup dengan cover slip. Setelah 

kering, preparat siap diperiksa di 

bawah mikroskop cahaya. 

 

 

7) Analisis hasil 

Analisis hasil dilakukan dengan 

menghitung persen ekspresi dari 

HRAS. Persen ekspresi diperoleh dari 

perbandingan sel yang terekspresi 

dengan yang tidak terekspresi. Persen 

ekspresi diperoleh dengan rumus: 

 

Setelah diperoleh persen 

ekspresi dari tiap perlakuan 

dilanjutkan dengan analisis statistik. 

Analisis statistik dengan SPSS diawali 

dengan uji normalitas dengan uji 

Kolmogorov Smirnov untuk 

menentukan data tersebut terdistribusi 

normal atau tidak dan uji homogenitas 

dengan uji Levene. Jika data 

terdistribusi normal dan varian 

homogen maka dilanjutkan dengan uji 

Parametrik dengan menggunakan 

ANOVA satu jalur dan analisis dengan 

uji Post Hoc. Apabila data tersebut 

tidak memenuhi salah satu 

persyaratan analisis parametrik maka 

dapat dilanjutkan uji statistik Non 

Parametrik menggunakan uji Kruskal 

Wallis dan Mann Whitney untuk 

mengetahui ada tidaknya perbedaan 

persen ekspresi HRAS antar 

kelompok perlakuan. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Perlakuan dengan doxorubicin 

padatikus sehat menunjukkan kehilangan 

massa tubuh, selain itu juga terlihat 

penurunan kelangsungan hidup lima hari 

setelah pemberian doxorubicin [18]. 

Penghambatan proliferasi sel normal juga 

terlihat pada penggunaan kemoterapi [19], 

penghambatan proliferasi dan penurunan 

kelangsungan hidup ini dapat dilihat dengan 

menurunnya ekspresi HRAS sebagai salah 

satu gen yang terlibat dalam pengaturan 

kelangsungan hidup sel setelah pemberian 

doxorubicin. Secara empiris akar pasak bumi 

(Eurycoma longifolia, Jack) dapat berpotensi 

sebagai antioksidan radikal bebas, peningkat 

imunitas serta antikanker [20]. Pemberian 

antioksidan dapat menyebabkan aktivasi 
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Aktdan telah menunjukkan peningkatan 

aktivitas Akt sehingga dapat meningkatkan 

kelangsungan hidup sel dengan menghambat 

apoptosis melalui inaktivasi caspase-9 dan 

caspase-3 [15]. Fosforilasi Akt 

mempromosikan HRAS [16]. Protein HRAS 

menghambat aktivasi nuklease yang memicu 

apoptosis dan mengarah langsung ke 

penurunan yang signifikan dalam kematian 

sel [21]. Ekspresi HRASdiharapkan 

meningkat dengan adanya ekstrak etanol 

akar pasak bumi (Eurycoma longifolia, Jack). 

Peningkatan ekspresi HRAS menunjukkan 

semakin meningkatnya kemampuan sel untuk 

mempertahankan kelangsungan hidup dan 

mencegah terjadinya apoptosis pada sel 

normal pada tikus sehat yang diberikan 

doxorubicin.  

Ekspresi HRAS diamati setelah 

pemberian ekstrak etanol akar pasak bumi 

dan doxorubicin menggunakan mikroskop 

dengan perbesaran 400x yang dilengkapi 

optilab. Pengamatan terhadap ekspresi 

HRAS dilakukan pada empat bidang 

pandang. Persen ekspresi dihitung dari 

jumlah sel yang terekspresi per jumlah sel 

seluruhnya dikali dengan 100%. Hasil 

pengamatan ekspresi HRAS pada jaringan 

hepar setelah diberi perlakuan dengan 

doxorubicin dan ekstrak etanol akar pasak 

bumi dapat dilihat pada Gambar 2. 

a)  

 

b)  

 

Gambar 2. Kel.1 kontrol doxorubicin 4,67 mg/KgBB (a). Kel.5 perlakuan doxorubicin 4,67 mg/KgBB + eks. 
APB  200 mg/KgBB (b). Panah merah menunjukkan HRAS yang terekspresi, sedangkan 
panah hitam menunjukkan HRAS yang tidak terekspresi. 

Gambar tersebut menunjukkan 

penurunan ekspresi HRAS pada perlakuan 

doxorubicin 4,67 mg/KgBB + eks. Akar 

pasak bumi dosis 200 mg/KgBB 

dibandingkan dengan kelompok 

doxorubicin. Persen rata-rata ekspresi 

HRAS dari tiap kelompok percobaan efek 

esktrak etanol akar pasak bumi terhadap 

ekspresi HRAS pada pemberiaan 

doxorubicin dapat dilihat pada Tabel 1 dan 

Gambar 3.  
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Tabel 1.  Persen rata-rata ekspresi HRAS dari tiap kelompok percobaan hewan uji pada 
percobaan efek esktrak etanol akar pasak bumi terhadap ekspresi HRAS pada pemberian 

doxorubicin 

Kelompok 
Rata-rata ekspresi HRAS ± SD 

(%) 

Kel.1 : Kelompok doxorubicin 4,67mg/KgBB 18,56 ± 1,85 

Kel.2 : Kelompok ekstrak APB 200 mg/KgBB 7,58 ± 3,06 

Kel.3 : Perlakuan doxorubicin 4,67 mg/KgBB 

+ ekst. APB 50 mg/KgBB 

17,80 ± 4,23 

Kel.4 : Perlakuan doxorubicin 4,67 mg/KgBB 

+ ekst. APB 100 mg/KgBB 

16,70 ± 1,97 

Kel.5 : Perlakuan doxorubicin 4,67 mg/KgBB 

+ ekst. APB 200 mg/KgBB 

10,43 ± 1,71 

Kel.6 : Kontrol pelarut CMC –Na 6,76 ± 2,00 

Kel.7 : Kontrol sehat 6,73 ± 1,52 

 

 
Gambar 3. Diagram batang rata-rata ekspresi HRAS (%) pada tiap kelompok percobaan hewan 

uji pada percobaan efek esktrak etanol akar pasak bumi terhadap ekspresi HRAS 
pada pemberiaan doxorubicin. 

Analisis data dilakukan dengan uji 

statistik dari persen ekspresi yang diperoleh 

dari masing-masing perlakuan. Pertama kali 

yang dilakukan adalah menguji normalitas 

dan homogenitas data dengan taraf 

kepercayaan 95%. Untuk uji normalitas 
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digunakan Kolmogorof-Smirnov, sedangkan 

unutk uji homogenitas digunakan metode 

Lavene. Tujuan dari dua uji tersebut adalah 

untuk mengetahui apakah data yang 

diperoleh terdistribusi normal atau tidak dan 

untuk mengetahui apakah data tersebut 

homogen atau tidak. Apabila data-data 

tersebut terdistribusi normal dan homogen 

langkah selanjutnya dianalisis dengan 

menggunakan metode statistika parametrik 

dengan menggunakan uji ANOVA. Apabila 

data tersebut tidak terdistribusi secara normal 

atau tidak homogen langkah berikutnya 

adalah data dianalisis dengan menggunakan 

metode statistik non parametrik dengan uji 

Kruskal-Walis dan dilanjutkan dengan uji 

Mann Whitney dengan taraf kepercayaan 

95%.  

Hasil uji normalitas dengan 

menggunakan metode Kolmogorof-Smirnov 

diperoleh asymp.Sig 0,16 (p>0,05) yang 

berarti data tersebut terdistribusi secara 

normal. Untuk uji homogenitas yang 

menggunakan uji Lavene diperoleh nilai 

asymp.Sig 0,00 (p<0,05) yang berarti data 

tidak homogen. Dengan demikian data 

tersebut termasuk data non parametrik yang 

selanjutnya diuji dengan metode Kruskal-

Walis untuk melihat apakah ada perbedaan 

antar kelompok dalam percobaan atau tidak.  

Hasil dari uji ini diperoleh asymp.Sig sebesar 

0,00 (p<0,05) yang menyatakan bahwa 

terdapat perbedaan antar kelompok dalam 

percobaan. Kemudian dilanjutkan dengan uji 

Mann Whitney untuk melihat dimana letak 

perbedaannya. Hasil uji SPSS tersebut dapat 

dilihat pada Tabel 2. 

Tabel 2. Tabel Ringkasan hasil analisis uji SPSS dengan taraf kepercayaan 95% dari tiap 
kelompok percobaan efek esktrak etanol akar pasak bumi terhadap ekspresi HRAS 
pada pemberiaan doxorubicin 

kelompok 2 3 4 5 6 7 

1 S TS TS S S S 

2  S S S TS TS 

3  TS S S S 

4  S S S 

5  S S 

6  TS 

Ket  : 
S     : Berbeda signifikan 
TS   : Tidak berbeda signifikan

 

 

Dari data pada Gambar 3 dan Tabel 2 

terlihat bahwa ekspresi HRAS pada kelompok 

doxorubicin mengalami peningkatan 
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dibandingkan dengan kelompok kontrol sehat 

dan ekstrak etanol akar pasak bumi  dapat  

menurunkan ekspresi HRAS jika dibandingkan 

dengan kelompok kontrol doxorubicin.  Hasil 

ini tidak sesuai dengan yang diperkirakan. 

Pada kelompok kontrol doxorubicin terlihat 

ekspresi HRAS yang meningkat, peningkatan 

ekspresi HRAS ini diduga karena keterlibatan 

radikal bebas yang dihasilkan oleh 

doxorubicin. ROS bertindak sebagai second 

messengerdan dapatmempengaruhi berbagai 

proses seluler termasuk tanggapan faktor 

pertumbuhan dan kelangsungan hidup sel. 

Hidrogen peroksida (H2O2) baru-baru ini telah 

ditunjukkan untuk mempromosikan 

kelangsungan hidup sel. Aktivasi RASdiatur 

oleh produksi superoksida dan hidrogen 

peroksida [16]. Hidrogen peroksida,terlibat 

dalam aktivasi membran reseptor kinase [22]. 

Peningkatan HRAS ini menggambarkan 

pertahanan hidup sel sebagai respon terhadap 

stress yang disebabkan oleh pemberian 

doxorubicin pada tikus sehat. 

Selanjutnya kelompok kontrol 

doxorubicin dibandingkan dengan kelompok 

perlakuan ekstrak etanol akar pasak bumi 

dosis 200mg/KgBB juga menunjukkan adanya 

perbedaan yang signifikan atau berbeda 

bermakna. Data persen ekspresi menunjukkan 

ekspresi HRAS pada kelompok perlakuan 

dengan dosis 200mg/KgBB lebih kecil 

dibandingkan dengan kontrol doxorubicin 

sehingga dapat dikatakan bahwa ekstrak 

etanol akar pasak bumi dengan dosis 200 

mg/kgBB dapat menurunkan ekspresi HRAS 

pada pemberian doxorubicin pada tikus sehat. 

Kelompok perlakuan dengan dosis 50 

mg/KgBB dan 100mg/KgBB dibandingkan 

dengan kelompok kontrol doxorubicin tidak 

menunjukkan perbedaan yang bermakna. Hal 

ini menggambarkan bahwa ekstrak etanol akar 

pasak bumi dengan dosis 50mg/KgBB dan 

100mg/KgBB belum mampu meningkatkan 

ekspresi HRAS secara signifikan.  Begitu juga 

pada kelompok kontrol pelarut dan kelompok 

kontrol sehat juga tidak menunjukkan 

perbedaan bermakna, hal ini menggambarkan 

bahwa pelarut yang digunakan yaitu CMC-Na 

tidak mempengaruhi sel dan tidak 

mempengaruhi efek ekstrak etanol akar pasak 

bumi. Kelompok yang diberikan ekstrak etanol 

akar pasak bumi saja dengan dosis 200 

mg/kgBB menunjukkan ekspresi yang tidak 

berbeda signifikan dengan kelompok kontrol 

pelarut dan kelompok kontrol sehat.  Hal ini 

menggambarkan bahwa pemberian ekstrak 

etanol akar pasak bumi pada tikus dalam 

keadaan sehat tidak begitu berpengaruh pada 

sel normal. Dalam percobaan ini ekstrak etanol 

akar pasak bumi berefek menurunkan ekspresi 

HRAS pada dosis 200 mg/kgBB hanya pada 

tikus sehat yang diberi doxorubicin, yaitu 

karena terjadinya suatu stress terhadap sel, 
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sedangkan pada sel normal sendiri tidak 

berpengaruh. 

Dengan penurunan ekspresi HRAS ini, 

dapat dikatakan bahwa ekstrak etanol akar 

pasak bumi dengan dosis 200 mg/kgbb belum 

mampu meningkatkan kelangsungan hidup sel 

normal dengan mengurangi efek apoptosis 

dari doxorubicin terhadap sel normal. Tetapi 

bahkan semakin memacu terjadinya apoptosis 

pada sel-sel normal. Peningkatan apoptosis ini 

selain dilihat dari penurunan ekspresi HRAS, 

juga didukung dari peningkatan ekspresi 

caspase-3 [23] dan caspase-9 [24] pada 

pemberian bersama doxorubicin dengan akar 

pasak bumi (Eurycoma longifolia, 

Jack),menunjukkan bahwa ekstrak etanol akar 

pasak bumi dengan dosis 200 mg/kgBB 

semakin meningkatkan terjadinya apoptosis 

(kematian sel) pada sel normal yang diberikan 

doxorubicin. Hal ini dapat dimungkinkan 

karena adanya beberapa senyawa yang 

terkandung di dalam ekstrak tersebut dan 

salah satunya adalah senyawa alkaloid yang 

bersifat toksik sehingga menghambat kerja 

enzim yang terlibat dalam metabolisme lipid 

intraseluler dan mengakibatkan kematian sel 

(apoptosis) [25]. Selain itu juga adanya 

senyawa kuasinoid yaitu eurikomanon yang 

terkandung di dalam ekstrak etanol akar pasak 

bumi yang telah diketahui memacu terjadinya 

apoptosis pada sel kanker (26) dimungkinkan 

juga dapat memacu terjadinya apoptosis pada 

sel normal. 

Dengan demikian, dari penelitian ini 

dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol akar 

pasak bumi pada dosis 200 mg/kgbb belum 

mampu untuk meningkatkan kelangsungan 

hidup sel dengan mengurangi apoptosis pada 

sel normal pada penggunaan doxorubicin, 

karena ternyata ekspresi HRAS pada 

kombinasi doxorubicin dengan ekstrak etanol 

akar pasak bumi dengan dosis 200 mg/kgBB 

semakin menurun saat diberikan pada tikus 

sehat. Penghambatan aktivitas RAS telah 

ditunjukkan untuk mengaktifkan respon 

apoptosis. Ekstrak etanol akar pasak bumi 

dosis 200 mg/kgBB semakin meningkatkan 

terjadinya apoptosis pada sel normal dengan 

parameter penurunan ekspresi HRAS dan 

peningkatan ekspresi caspase-3 [23]  dan 

caspase-9 (24)  pada sel normal yang diberi 

doxorubicin.  

KESIMPULAN 

Ekstrak etanol akar pasak bumi 

(Eurycoma longifolia, Jack) pada dosis 200 

mg/kgBB dapat menurunkan ekspresi HRAS 

pada tikus sehat yang diberi perlakuan 

doxorubicin.  
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