BAB III
METODE PENELITIAN

3.1.  Rancangan Penelitian
[bookmark: _GoBack]Penelitian ini termasuk dalam penelitian eksperimental laboratorium yang menggunakan post test only control group design sebagai desain penelitian. Kultur sel kanker digunakan sebagai objek penelitian. Kultur sel kanker yang digunakan adalah sel T47D, yakni kultur sel kanker payudara. Penelitian dilakukan secara aseptis di dalam laminar air flow (LAF) dengan kultur sel T47D yang ditumbuhkan di dalam 96-well plate, 24-well plate, dan 6-well plate. Kultur sel T47D berada dalam kondisi konfluen dan tidak terkontaminasi agar dapat digunakan dalam penelitian.

Gambar 10. Bagan rancangan penelitian.
Keterangan
R	:distribusi sel T47D ke 4 kelompok.
A1		:kontrol negatif (sampel diberi perlakuan medium komplet).
A2		:kontrol positif (sampel diberi perlakuan doxorubicin 86 μg/mL).
A3	:kelompok perlakuan (sampel diberi perlakuan fikosianin dengan sepuluh rentang konsentrasi dari 1,9-1000 μg/mL) (μg/mL).
A4		: kontrol media (sumuran diisi dengan medium komplet).
X1,2,3		:perlakuan MK (X1), doxorubicin (X2), dan fikosianin (X3).
O1,2,3		:observasi berupa viabilitas sel setelah uji sitotoksik dan analisis data untuk menentukan IC50.
O4,5,6	:observasi berupa viabilitas sel setelah uji apoptosis (IC50).

Beberapa uji yang akan dilakukan dalam penelitian ini antara lain uji sitotoksisitas, uji antiproliferasi, dan uji apoptosis. Kultur sel T47D dalam uji sitotoksisitas dibagi ke dalam 12 kelompok dengan 3 jenis perlakuan. Uji apoptosis menggunakan 3 kelompok dengan 3 jenis perlakuan. Tiap uji diberi tambahan sumuran untuk kontrol media yang tidak termasuk dalam kelompok perlakuan. Perlakuan yang diberikan antara lain kontrol negatif, kontrol positif, dan perlakuan zat uji pada semua uji. Zat yang diberikan pada kontrol positif adalah doxorubicin, sedangkan zat uji yang diberikan adalah fikosianin dari ekstrak Spirulina platensis dengan konsentrasi bertingkat. Luaran penelitian ini antara lain kadar IC50, persentase penghambatan pertumbuhan sel T47D, dan persentase apoptosis hasil metode double staining dan flow cytometry.



3.2 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilaksanakan pada bulan November-Desember 2019. Sampel fikosianin bubuk dari Spirulina sp. berasal dari perusahaan Xi’an Surnature Biological Technology Co. Ltd. Pengujian sitotoksisitas, antiproliferasi, dan apoptosis dilakukan di Laboratorium Parasitologi, Fakultas Kedokteran Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta.

3.3 Populasi dan Sampel Penelitian
3.3.1 Populasi Penelitian
Populasi penelitian ini adalah kultur sel T47D (breast cancer cell line) yang berada dalam kondisi hidup dan konfluen dengan ciri sel berbentuk segi empat tidak beraturan dan menempel pada cell culture flask. Sel T47D dikultur dalam cell culture flask menggunakan medium komplet (RPMI 1640 + FBS + fungizone + penstrep) dan diinkubasi pada inkubator CO2 dengan temperatur 37oC dan konsentrasi CO2 sebesar 5%. Sel T47D diperoleh dari Laboratorium Parasitologi Fakultas Kedokteran Universitas Gadjah Mada.

   3.3.2 Sampel Penelitian
Dalam penelitian ini, tiap sumuran dalam well plate akan dianggap sebagai satu individu. Sampel dalam penelitian ini akan dibagi ke dalam 12 kelompok untuk uji sitotoksisitas, 5 kelompok untuk uji antiproliferasi, dan 3 kelompok untuk uji apoptosis. Pada penelitian ini, uji sitotoksisitas  menggunakan 4 kali ulangan, sedangkan uji apoptosis menggunakan minimal 2 kali ulangan. Berdasarkan jumlah ulangan, maka jumlah sumuran yang digunakan dalam uji sitotoksik adalah 48; 1 sumuran untuk uji apoptosis double staining, dan 2 sumuran untuk uji apoptosis  flow cytometry.

	Kriteria Inklusi
a. Sel T47D yang telah diinkubasi dalam inkubator CO2 temperatur 37oC dan konsentrasi CO2 5% selama 24 jam dengan jumlah 1 x 104 sel/100 µL (uji sitotoksisitas), 5 x 104 sel/200 μL  (uji apoptosis double staining), dan 5 x 105 sel/1000 μL (uji apoptosis flow cytometry).
b. Konfluen dan menempel pada dasar sumuran 96, 24, dan 6-well plate.
c. Tidak terkontaminasi.
Kriteria Eksklusi
Sumuran kultur sel T47D yang mengalami kontaminasi selama inkubasi di 24 jam pertama sebelum perlakuan.
Kriteria Drop Out
Sumuran kultur sel T47D yang mengalami kontaminasi setelah perlakuan.

3.4 Variabel Penelitian
	Variabel bebas: konsentrasi fikosianin dari ekstrak Spirulina sp.
Variabel terikat: kadar IC50, persentase penghambatan proliferasi sel T47D, dan persentase apoptosis sel T47D.      

3.5 Definisi Operasional
	Variabel
	Definisi Operasional
	Skala

	Fikosianin dari Spirulina platensis
	Fikosianin dalam 10 rentang konsentrasi (μg/mL) diberikan pada sel T47D sesuai dengan desain penelitian pada tiap uji.
	Nominal dengan 10 kategori

	Kadar IC50
	Kadar IC50 diperoleh melalui analisis regresi dari viabilitas sel hasil uji sitotoksisitas menggunakan metode MTT assay. 
	Nominal

	Klasifikasi sitotoksisitas berdasarkan nilai IC50
	IC50 > 10 μg/mL: sitotoksisitas sangat kuat, IC50 10-100 μg/mL: sitotoksisitas kuat, IC50 100-500 μg/mL: sitotoksisitas moderat. Satuan dalam μg/mL.
	Ordinal

	Aktivitas apoptosis
	Persentase diperoleh dengan menggunakan data fase apoptosis dari flow cytometer. Visualisasi sel yang hidup dan mati diketahui melalui uji double staining.
	Rasio

	Efektivitas fikosianin
	IC50 fikosianin yang diperoleh dari uji sitotoksisitas termasuk dalam minimal sitotoksisitas moderat (IC50 100-500 μg/mL).
	Nominal



3.6 Instrumen Penelitian
3.6.1 Alat Penelitian
Alat-alat yang akan digunakan dalam penelitian ini antara lain Beker glass 1000 mL, botol duran 1000 mL, magnetic stirrer, filter 0,2 mikron, mikropipet ukuran 20, 200, dan 1000 μL, rak tabung reaksi, rak microtube, pemanas bunsen, counter, hemositometer, laminar air flow (LAF), vortex, centrifuge, inkubator CO2, inverted microscope (perbesaran 100x), ELISA reader, dan flowcytometer FACS-Calibur.



3.6.2 Bahan Penelitian
Bahan – bahan yang akan digunakan dalam penelitian ini antara lain sampel fikosianin bubuk E18 80 mesh,  kultur sel T47D, medium Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (terdiri atas media serbuk, aquabidest, NaHCO3, dan HCl/NaOH), fetal bovine serum (FBS), Penicillin-Streptomycin (penstrep), fungizone, PBS 1X, tripsin-EDTA 0,25%, DMSO, doxorubicin, 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 HCl), alumunium foil, reagen Annexin-V, propidium iodida (PI), reagen ethidium bromide-acridine orange, cover slip polystyrene 13 mm steril (melalui radiasi), flask, 96-well plate, 24-well plate, 6-well plate, yellow tip, white tip, blue tip, tabung conical 15 mL, microtube ukuran 1,5 mL dan 2 mL, object glass, tabung eppendorf, tisu, alkohol 70%, dan spiritus.

3.7 Prosedur Penelitian
3.7.1 Sampel Fikosianin Spirulina platensis
Sampel fikosianin E18 diperoleh dari perusahaan Xi’an Surnature Biological Technology Co. Ltd. di Xi’an, Shaanxi, Cina. Fikosianin berbentuk bubuk dengan ukuran 80 mesh dan warna biru tua. Spirulina platensis sebagai sumber fikosianin dikultur di kolam kultur air tawar. Seluruh bagian Spirulina platensis atau whole body digunakan untuk proses isolasi fikosianin. Isolasi fikosianin dilakukan dengan metode spray drying pada temperatur 160o-180o Celsius dalam waktu tiga detik. Pelarut yang digunakan adalah air. Suspensi Spirulina platensis kemudian difiltrasi dan dipisahkan antara zat pelarut dan terlarut. Suspensi selanjutnya dikeringkan hingga diperoleh bubuk fikosianin.  



3.7.2 Prosedur uji sitotoksisitas
Uji sitotoksisitas akan dilakukan dengan metode MTT assay yang ditulis oleh Cancer Culture and Research Center (CCRC) Farmasi Universitas Gadjah Mada. Sel T47D dikultur di dalam flask. Apabila kultur sel telah berada pada kondisi konfluen, kedua jenis sel masing-masing dipanen menggunakan 500 µL tripsin-EDTA 0,25%. Lalu, suspensi masing-masing sel dilarutkan dengan medium komplet (MK) hingga membentuk suspensi sel. Jumlah sel dalam suspensi dihitung menggunakan hemositometer. Suspensi sel T47D yang telah dihitung jumlahnya dikultur di dalam 96-well plate dengan kepadatan 1 x 104 sel/100 µL. Tiap perlakuan akan diulang sebanyak 4 kali pada sumuran yang berbeda51. Berikut desain penelitian:
a) Kontrol negatif (kontrol sel): suspensi sel T47D diberi perlakuan dengan medium komplet (RPMI 1640 + FBS + fungizone + penstrep).
b) Kontrol media: sumuran hanya diisi dengan medium komplet (RPMI 1640 + FBS + fungizone + penstrep).
c) Kontrol positif (doxorubicin): suspensi sel T47D diberi perlakuan doxorubicin dengan konsentrasi 86 μg/mL.
d) Perlakuan zat uji: suspensi sel T47D diberi perlakuan zat uji, yakni ekstrak Spirulina platensis, dengan konsentrasi 1,9; 3,9; 7,8; 15,6; 31,2; 62,5; 125; 250; 500; dan 1000 μg/mL52,53.
Suspensi sel T47D dalam 96-well plate diinkubasi dalam inkubator CO2 dengan temperatur 37oC dan konsentrasi CO2 sebesar 5% 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 dan kontrol negatif diisi dengan larutan MK. Sumuran untuk kontrol positif diisi dengan larutan doxorubicin, 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. Setelah 24 jam, zat uji pada seluruh sumuran dibuang. Kemudian, tiap sumuran diisi dengan larutan MTT 5 mg/mL dengan MK sebanyak 100 μL. Selanjutnya, kultur diinkubasi selama 4 jam. Setelah selesai inkubasi, larutan MTT pada tiap sumuran dibuang. Kondisi sel diperiksa dan didokumentasikan terlebih dahulu menggunakan inverted microscope. Apabila terdapat pembentukan kristal formazon, 100 μL larutan stopper (SDS 10% yang dilarutkan dalam 0,1 N HCl) ditambahkan pada tiap sumuran. Plate kultur sel T47D selanjutnya diinkubasi di tempat gelap selama semalam. Selesai inkubasi, absorbansi tiap sumuran dibaca menggunakan ELISA reader dengan panjang gelombang (λ) sebesar 550 nm. Berdasarkan absorbansi tiap sumuran, dilakukan penentuan nilai IC50.

3.7.3 Prosedur uji apoptosis double staining
Uji apoptosis dengan metode double staining55 didasarkan pada pewarnaan sel yang masih hidup (viable) dengan sel yang diduga mengalami apoptosis. Sel T47D dikultur pada 24 well-plate dengan kepadatan masing-masing sumuran yakni 1 x 105 sel/1000 μL. Selanjutnya, sel diberi perlakuan sesuai desain berikut:
a) Kontrol negatif (kontrol sel): suspensi sel T47D diberi perlakuan dengan medium komplet (RPMI 1640 + FBS + fungizone + penstrep).
b) Kontrol positif (doxorubicin): suspensi sel T47D diberi perlakuan doxorubicin 86 μg/mL.
c) Perlakuan zat uji: suspensi sel T47D diberi perlakuan zat uji dengan konsentrasi IC50.
Cover slip steril dimasukan ke dalam sumuran sesuai dengan desain penelitian. Suspensi sel T47D dan medium komplet (MK) sebanyak 1000 μL dimasukan ke bagian atas cover slip pada tiap sumuran secara perlahan. Plate diinkubasi di dalam inkubator CO2 dengan temperatur 37oC dan konsentrasi CO2 5% selama 24 jam. Setelah selesai inkubasi, media dibuang. Tiap sumuran dicuci menggunakan PBS 1x sebanyak 500 μL. 1000 μL zat uji kemudian dimasukan ke dalam tiap sumuran sesuai desain penelitian. Plate diinkubasi selama 24 jam. Setelah 24 jam, sumuran dicuci kembali dengan PBS 1x. Cover slip pada dasar sumuran diambil, lalu diletakkan pada object glass. 10 μL larutan reagen ethidium bromide-acridine orange dalam PBS diteteskan pada cover slip. Kemudian, dilakukan pengamatan dan dokumentasi menggunakan fluorescence microscope. Sel berwarna hijau menandakan sel masih hidup, sedangkan sel berwarna oranye menandakan sel telah mati karena apoptosis atau nekrosis.

3.7.4 Prosedur uji apoptosis flow cytometry
Uji apoptosis dengan metode flow cytometry55 menggunakan alat FACS-Calibur. Sel T47D dikultur pada 6 well-plate dengan kepadatan masing-masing sumuran yakni 5 x 105 sel/2000 μL. Pengulangan dilakukan sebanyak 2 kali pada sumuran yang berbeda. Selanjutnya, sel diberi perlakuan sesuai desain berikut:
a) Kontrol negatif (kontrol sel): suspensi sel T47D diberi perlakuan dengan medium komplet (RPMI 1640 + FBS + fungizone + penstrep).
b) Kontrol positif (doxorubicin): suspensi sel T47D diberi perlakuan doxorubicin 86 μg/mL.
c) Perlakuan zat uji: suspensi sel T47D diberi perlakuan zat uji dengan konsentrasi IC50.
Suspensi sel T47D dan MK sebanyak 2000 µL per sumuran dikultur di dalam plate dan diinkubasi selama 24 jam di dalam inkubator CO2 dengan temperatur 37oC dan konsentrasi CO2 5%. Pada akhir waktu inkubasi, masing-masing MK pada tiap sumuran sumuran dimasukkan dalam tabung conical yang telah diberi tanda. Tiap sumuran dibilas dengan 1 mL PBS. Larutan PBS kemudian dimasukkan ke dalam tabung conical 15 mL sesuai kode. Selanjutnya, 200 µL larutan tripsin-EDTA 0,25% ditambahkan pada tiap sumuran dan diinkubasi di dalam inkubator selama 3 menit. Tiap sumuran ditambahkan dengan 1 mL MK, lalu dilakukan resuspensi pada tiap sumuran. Isi masing-masing sumuran dimasukkan ke dalam tabung conical bertanda dan dilakukan sentrifugasi selama 3 menit dengan kecepatan 300 rpm. Supernatan dibuang dan dilakukan resuspensi pellet. Suspensi selanjutnya dipindahkan ke dalam tabung eppendorf 2 mL Tiap tabung eppendorf selanjutnya ditambah dengan reagen flow cytometry. Reagen flow cytometry untuk ukuran satu sampel terbuat dari 2 µL propidium iodida (PI), 2 µL Annexin-V, dan 100 µL PBS. Bahan-bahan tersebut dicampur dan diinkubasi dalam keadaan gelap selama 10 menit. Setelah selesai dibuat, reagen flow cytometry ditambahkan pada masing-masing sampel sesuai ukuran dan didiamkan selama 30 menit. Suspensi dipindahkan ke dalam flowcyto-tube dan dibaca menggunakan FACS-Calibur.

3.8 Analisis Data
Data yang telah diperoleh dalam tiap uji dianalisis secara statistis. Penyajian data dilakukan dengan media tabel, grafik, dan secara deskriptif. Hasil absorbansi yang diperoleh dari uji sitotoksisitas dianalisis menggunakan Microsoft Excel untuk mengetahui viabilitas sel. Rumus yang digunakan untuk menghitung viabilitas sel yakni:

Kadar IC50 dihitung menggunakan The Quest Graph IC50 Calculator dari AAT Bioquest. Aplikasi ini menerapkan kombinasi fungsi sigmoid dan koefisien Hill dengan persamaan sebagai berikut:

Fikosianin dapat dikategorikan sebagai substansi alami dengan sitotoksisitas sangat kuat apabila konsentrasi IC50 < 10 μg/mL; sitotoksisitas kuat dengan konsentrasi IC50 pada 10-100 μg/mL; dan sitotoksisitas moderat dengan IC50 pada kisaran 100-500 μg/mL56. Kadar IC50 yang telah diperoleh digunakan dalam uji apoptosis. 
Uji apoptosis dengan metode double staining menghasilkan visualisasi sel hidup dan mati dengan pengamatan menggunakan mikroskop fluoresen.. Sel yang masih hidup berwarna hijau, sedangkan sel yang telah mati berwarna oranye. Persentase sel yang mengalami apoptosis ditentukan melalui uji dengan metode flow cytometry. Pengolahan data dilakukan dengan aplikasi Cellquest yang terintegrasi dengan flow cytometer. Analisis hasil uji apoptosis dengan metode flow cytometry dilakukan menggunakan aplikasi Cellquest dengan tampilan dalam empat kuadran; upper right (UR) untuk sel yang mengalami late apoptosis, lower right (LR) untuk sel yang mengalami early apoptosis, lower left (LL) untuk sel hidup, dan upper left (UL) untuk sel yang mengalami nekrosis. 

3.9 Etika Penelitian
	Validasi terhadap adanya penggunaan prinsip animal ethics akan dijabarkan dalam bentuk ethical clearance. Pengajuan ethical clearance penelitian ini akan dilakukan di Komisi Etik Penelitian Kesehatan (KEPK) Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro, Semarang.






3.10 Alur Penelitian





LAMPIRAN

A. Desain 96-well plate untuk uji sitotoksisitas

[image: ]

B. Desain 24-well plate untuk uji apoptosis metode double staining dan 6-well plate flow cytometry
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*24-well plate
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*6-well plate





Hari 1-7


Kultur sel T47D dikeluarkan dari cryopreservation dan ditumbuhkan di dalam cell flasks menggunakan medium komplet hingga konfluen.


Uji sitotoksik


Hari 8-11


Sel yang telah konfluen dipanen dan diuji sitotoksisitasnya terhadap fikosianin dari ekstrak Spirulina platensis, dibagi ke dalam lima kelompok perlakuan.


Randomisasi dan perlakuan


Cell thawing dan penumbuhan kultur sel


A1
Sel T47D diberi perlakuan medium komplet.


A2
Sel T47D diberi perlakuan doxorubicin dengan 6 rentang konsentrasi.


A3 
Sel T47D diberi perlakuan fikosianin dengan sepuluh rentang konsentrasi.


A4 
Sel T47D diberi perlakuan pelarut DMSO 0,5%.


A5
Sumuran diisi dengan medium komplet.


Diperoleh nilai IC50


Uji apoptosis


Uji apoptosis dengan metode double staining terhadap kelompok A1, A2, dan A3. 


Hari 12-14


Uji apoptosis dengan metode flow cytometry terhadap kelompok A1, A2, dan A3. 


Analisis data


























Sampel (sel T47D yang telah diinkubasi selama 24 jam)
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