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ABSTRACT: Diabetes mellitus is one of the chronic metabolic diseases characterized by hyperglycemia. 
Various therapies are done to overcome hyperglycemia, either with oral antidiabetic drugs or plants 
that have antidiabetic properties. Sambiloto (Andrographis paniculata (Burm.F.)Ness) is one of 
antidiabetic plants that is widely used by Indonesian people. However, in many cases, the combination 
of herbs with synthesis drugs causes interaction when used at the same time. This study was aimed to 
obtain interaction data of the sambiloto extract with glibenclamide towards CYP3A4 gene expression 
in HepG2 cell line. The results of this study showed a decreased in the expression of CYP3A4 gene in 
a single sample test as well as a combination sample at concentrations of 50 and 100 μg/mL for green 
chiretta extract, glibenclamide and its combination decreased CYP3A4 gene expression respectively 
0,82, 0,70; 0,89, 0,53; 0,84, 0,72.  It can be concluded there is a decreased in the expression of CYP3A4 
gene along with the increase of sample concentration. 

ABSTRAK: Diabetes melitus (DM) merupakan salah satu penyakit metabolik kronis yang ditandai dengan 
hiperglikemia. Berbagai terapi dilakukan untuk mengatasi hiperglikemia, baik dengan menggunakan 
obat antidiabetes oral maupun tanaman herbal berkhasiat antidiabetes. Sambiloto (Andrographis 
paniculata (Burm.F.)Nees) merupakan salah satu herbal antidiabetes yang banyak dikonsumsi 
masyarakat Indonesia. Andrografolida merupakan zat aktif yang terdapat dalam sambiloto yang 
berperan sebagai agen antidiabetes. Namun, dalam banyak kasus kombinasi antara herbal dan obat 
sintesis menyebabkan interaksi jika digunakan pada waktu bersamaan. Penelitian ini bertujuan untuk 
memperoleh data interaksi ekstrak etanol herba sambiloto dengan glibenklamid terhadap ekspresi gen 
CYP3A4 pada kultur sel HepG2. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa terjadi penurunan ekspresi 
gen CYP3A4 pada pengujian sampel tunggal maupun kombinasi antara ekstrak etanol herba sambiloto 
dan glibenklamid dengan bertambahnya konsentrasi. Pada konsentrasi 50 dan 100 μg/mL sambiloto, 
glibenklamid, dan kombinasinya menyebabkan penurunan ekspresi gen CYP3A4 sekitar 0,82, 0,70; 
0,89, 0,53; 0,84, 0,72. Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan terjadi penurunan ekspresi gen 
CYP3A4 dengan bertambahnya konsentrasi sampel. 
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PENDAHULUAN

Data studi global menunjukkan tahun 2011 penderita 
diabetes melitus telah mencapai 366 juta orang. Jumlah 
ini akan terus meningkat hingga mencapai 522 juta 
jiwa pada tahun 2030 jika tidak ada penanganan yang 
serius terkait penyakit diabetes melitus. Diabetes melitus 
menjadi penyebab kematian dari 4,6 juta orang yang tidak 

mendapatkan penanganan serius. Selain itu, biaya yang 
dibutuhkan untuk penyakit diabetes melitus mencapai 465 
USD [1].

Hasil Riset Kesehatan Dasar tahun 2008 
menunjukkan prevalensi diabetes melitus di Indonesia 
mencapai 57%. Tahun 2012 jumlah penderita diabetes di 
dunia mencapai 371 juta orang, dengan penderita diabetes 
tipe 2 mencapai 95% dan penderita diabetes tipe 1 hanya 
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5% [2,3]. Tingginya prevalensi diabetes melitus tipe 2 
disebabkan oleh 2 faktor resiko, yaitu faktor resiko absolut 
(jenis kelamin) dan faktor resiko relatif  (merokok, tingkat 
pendidikan, pekerjaan, aktivitas fisik, konsumsi alkohol, 
indeks massa tubuh, serta usia) [4].

Diabetes melitus tipe 2 menjadi salah satu penyakit 
yang banyak menyerang orang dewasa. Penyebab diabetes 
melitus tipe 2 terjadi karena jaringan yang memproduksi 
insulin mengalami penurunan sensitivitas, dapat juga 
dikarenakan respon sel β Langerhans pankreas terhadap 
glukosa menurun. Kerusakan tersebut diperparah dengan 
terjadinya hiperglikemia. Namun, kedua kerusakan 
tersebut dapat diperbaiki dengan terapi untuk mengurangi 
hiperglikemia [5].

Salah satu terapi untuk mengurangi hiperglikemia 
yaitu dengan menggunakan obat-obatan antidiabetes 
oral khusus untuk diabetes tipe 2. Umumnya, obat-
obatan ini merupakan obat sintesis yang dijual secara 
komersil. Namun, penggunaan obat antidiabetes sintesis 
membutuhkan biaya yang mahal dan menimbulkan efek 
samping. Beberapa gejala efek samping yang ditimbulkan 
diantaranya kembung dan diare. Efek samping lain yang 
dapat ditimbulkan adalah peningkatan resiko infark 
miokard dan peningkatan resiko penyakit kardiovaskular. 
Berdasarkan hal tersebut, pengobatan diabetes beralih 
ke pengobatan tradisional menggunakan tanaman herbal 
berkhasiat antidiabetes [6].

Sambiloto (Andrographis paniculata (Burm.F.)Nees) 
merupakan salah satu herbal antidiabetes yang banyak 
dikonsumsi masyarakat. Aktivitas antidiabetes sambiloto 
dikaji dalam beberapa penelitian, baik secara in vitro 
maupun in vivo. Dalam uji aktivitas antidiabetes secara in 
vitro, sambiloto mampu meningkatkan sekresi insulin serta 
menghambat α-glukosidase dan α-amilase [7,8]. Secara in 
vivo, aktivitas antidiabetes ekstrak etanol dan air herba 
sambiloto dilakukan terhadap tikus jantan menggunakan 
metode tes toleransi glukosa oral yang diinduksi aloksan 
[9,10]. Senyawa lakton yang terdapat dalam sambiloto, yaitu 
andrografolida merupakan zat aktif  yang bertanggung 
jawab sebagai agen antidiabetes [11]. 

Namun, dalam banyak kasus kombinasi herbal 
dengan obat sintesis menyebabkan interaksi. Senyawa 
yang terdapat dalam herbal dapat berinteraksi dengan 
obat sintesis jika digunakan dalam waktu yang bersamaan 
[12]. Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa herba 
sambiloto merupakan inhibitor kompetitif  enzim CYP3A4 
pada manusia, dimana Glibenklamid dimetabolisme oleh 
enzim tersebut [13,14]. Oleh karena itu, berdasarkan uraian 
diatas perlu dilakukan penelitian tentang pengaruh interaksi 
ekstrak etanol herba sambiloto dengan glibenklamid 
terhadap ekspresi gen CYP3A4 pada kultur sel HepG2. 
Disamping itu, penelitian ini bertujuan untuk memperoleh 
data pengaruh interaksi ekstrak etanol sambiloto dengan 
glibenklamid terhadap ekspresi gen CYP3A4 pada kultur 
sel HepG2.

METODE PENELITIAN 

Bahan
Simplisia herba sambiloto diperoleh dari Balittro, 

glibenklamid, Dulbecco minimal essential medium 
(DMEM), foetal bovine serum (FBS), dimetil sulfoksida 
(DMSO), trizole isolation reagent, isopropil alkohol, air 
bebas RNAse, primer β-actin dan CYP3A4, kit one-step 
qRT-PCR KAPA SYBR Fast Bio-Rad. 

Pembuatan Ekstrak Etanol Herba Sambiloto
Pembuatan ekstrak dilakukan dengan cara 

mengekstraksi 1000 g serbuk simplisia sambiloto 
menggunakan metode maserasi. Maserat yang diperoleh 
kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu 
50°C.

Kultur Sel HepG2
Kultur sel HepG2 dilakukan dengan beberapa 

tahapan, yaitu pencairan stok beku (thawing), subkultur, 
dan pembuatan stok beku (frozen stock). Pencairan stok 
beku dilakukan menggunakan medium DMEM dengan 
FBS 10%. Kultur sel dilakukan pada suhu 37°C dengan 
CO2 5%. Kultur sel tersebut dilakukan subkultur jika sel 
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Tabel 1. Primer CYP3A4 dan β-actin.

Gen Primer Sequence

CYP3A4
Forward 5 - C T C A A G G A G A T G G T C C C T A T C A T T G C - 3

Reverse 5 - T A G G C C C C A A A G A C G T C T T T C A A G G - 3

β-actin
Forward 5 - C T G G C A C C C A G C A C A A T G - 3

Reverse 5 - G C C G A T C C A C A C G G A G T A C T - 3
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sudah membentuk lapisan monolayer pada dasar wadah. 
Subkultur dilakukan dengan mengganti medium DMEM 
lama dengan medium DMEM baru. Proses selanjutnya 
pembuatan stok beku dilakukan dengan memindahkan 
kultur sel ke dalam tabung kriopreservasi 1,8 mL. Tabung 
berisi kultur sel dimasukan ke dalam freezer -80°C selama 
semalam, kemudian dipindahkan kembali ke dalam 
cryotank berisi nitrogen cair (-196°C).

Uji Sitotoksik Bahan
Bahan yang akan diujikan terlebih dahulu dilakukan 

uji sitotoksik dengan metode Methylthiazol Tetrazolium 
(MTT). Sel HepG2 dikultur dalam DMEM lengkap 
dengan konsentrasi FBS 10%. Selanjutnya, ekstrak etanol 
herba sambiloto dan glibenklamid ditimbang 10 mg dan 
dilarutkan dalam 200 µL DMSO. Kemudian, dibuat larutan 
dengan konsentrasi 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25 ppm 
untuk pengujian sitotoksik. Data yang diperoleh adalah 
data absorbansi dari masing-masing bahan yang diuji 
sitotoksik. Data tersebut digunakan untuk menghitung 
prosentase kehidupan sel HepG2. Hasil perhitungan data 
absorbansi dibuat kurva dan dibuat persamaan regresi 
linier. Persamaan regresi linier ini digunakan untuk 
menentukan nilai IC50 masing-masing bahan.

Pengujian Sampel
Pengujian bahan uji seperti ekstrak etanol herba 

sambiloto, glibenklamid, dan kombinasi ekstrak dan 
glibenklamid dilakukan terhadap sel HepG2 yang telah 
dikultur dalam DMEM lengkap dengan konsentrasi FBS 
10%. Sebanyak 10 mg ekstrak etanol herba sambiloto 
dan glibenklamid dilarutkan dalam 200 µL DMSO untuk 
membuat larutan stok 50000 ppm. Selanjutnya dibuat seri 
konsentrasi 100, 50, 25, 12,5, 6,25 ppm untuk konsentrasi 
pengujian. Selain itu, untuk pengujian kombinasi dilakukan 
dengan konsentrasi yang sama seperti di atas dengan 
perbandingan 1:1. Sebanyak 350 µL media mengandung 
ekstrak herba sambiloto, glibenklamid dan kombinasi 
ekstrak dan glibenklamid yang telah dibuat konsentrasinya 
dimasukan ke dalam sumuran microplate sebanyak tiga 
kali ulangan. Microplate kemudian diinkubasi kembali 
pada suhu 37°C dengan CO2 5% selama 48 jam.

Isolasi RNA
Isolasi RNA dilakukan dengan menggunakan 

Trizole isolation reagent sesuai dengan petunjuk dari 
manufaktur. Pengukuran konsentrasi serta kemurnian 
RNA pada panjang gelombang 260 dan 280 nm. Untuk 
menjaga larutan RNA tetap baik pada suhu -70°C sebelum 
melakukan proses akhir Real Time RT-PCR.

Tabel 2. Data konsentrasi dan kemurnian RNA ekstrak etanol herba sambiloto (S), 
glibenklamid (G) dan kombinasi ekstrak+glibenklamid (K) dengan kontrol (C).

No Kode Sampel
Konsentrasi RNA (ng/µl) / Kemurnian RNA (A260/A280)

1 2 3

1 C 22,51 / 1,859 68,94 / 1,789 38,83 / 2,054

2 G1 20,38 / 2,020 26,26 / 2,214 28,82 / 1,894

3 G2 17,88 / 2,019 19,94 / 2,011 31,38 / 2,077

4 G3 32,21 / 2,09 178,8 / 1,959 39,36 / 2,121

5 G4 43,75 / 2,049 59,54 / 2,019 665,4 / 1,829

6 G5 116,7 / 1,906 32,51 / 2,198 84,08 / 2,028

7 S1 260,7 / 1,904 441,6 / 1,805 113,7 / 1,919

8 S2 35,62 / 1,868 90,68 / 2,007 346,2 / 1,937

9 S3 16,79 / 2,001 18,51 / 2,043 21,25 / 1,777

10 S4 76,31 / 1,836 16,51 / 2,142 61,66 / 1,972

11 S5 26,66 / 2,001 30,80 / 2,033 31,10 / 2,073

12 K1 155,5 / 2,076 261,5 / 2,173 181,4 / 2,055

13 K2 87,24 / 1,815 23,24 / 2,011 182,4 / 2,081

14 K3 109 / 1,959 329,8 / 1,891 72,04 / 1,745

15 K4 40,92 / 2,039 299,1 / 2,077 50,40 / 1,909

16 K5 42,90 / 2,092 825,7 / 1,937 93,03 / 1,824



Real Time RT-PCR
Preparasi sampel untuk tahap ini dilakukan dengan 

mencampurkan 10 pmol/µL tiap primer forward dan 
reverse CYP3A4 dan β-actin sebanyak 0,4 µL, 10 µL KAPA 
SYBR master mix, 0,4 µL KAPA RT, 25 ng/µL template 
RNA sebanyak 2 µL, dan 6,8 µL RNAse free water.

Analisis Data Real Time RT-PCR
Data berupa nilai ambang (Ct). Data tersebut 

dianalisa dengan metode yang dijelaskan Pfaffl. Data 
tersebut digunakan untuk mengetahui perbedaan ekspresi 
gen CYP3A4 antara kelompok pemberian tunggal (ekstrak 
herba sambiloto dan glibenklamid) dan kombinasi (ekstrak 
herba sambiloto dengan glibenklamid) yang dibandingkan 
dengan kontrol negatif.

 
HASIL DAN DISKUSI 

Pada Tabel 2 tentang konsentrasi dan kemurnian 
RNA menunjukkan bahwa total RNA hasil isolasi 
sangat sedikit. Berdasarkan protokol isolasi RNA sesuai 
manufaktur konsentrasi RNA yang seharusnya adalah 5 
– 7 µg dan jumlah sel yang digunakan 1 x 106/1000µL. 
Minimnya konsentrasi total RNA hasil isolasi disebabkan 
oleh kecilnya jumlah sel yang digunakan pada pengujian 
sampel, yaitu 2x105/350µL. Kecilnya konsentrasi RNA 
yang didapat tidak berpengaruh terhadap proses dari 
Real Time RT-PCR, karena dengan metode tersebut 
dapat digunakan dengan jumlah sampel yang sangat 
sedikit. Selain itu, pada Tabel 2 tersebut dapat dilihat nilai 
kemurnian RNA. Penentuan kemurnian RNA didasari 
pada rasio antara A260/A280. Dalam spektrofotometer, 
larutan isolat RNA dilewatkan pada panjang gelombang 
A260 dan A280. Selain itu, larutan isolat RNA dapat 
menyerap sinar UV pada panjang gelombang A260. 
Perbedaan antara A260/A280 menentukan tingkat 
kemurnian RNA dimana ideal absorbansinya berkisar 
antara 2,00±0.05, dengan nilai A260/A280 sama dengan 
2 memiliki kemurnian RNA 100%. Pada tabel tersebut 
nilai A260/A280 sangat bervariasi. Hal ini menandakan 
bahwa proses isolasi RNA belum sempurna, dimana masih 
terdapat pengotor-pengotor yang ikut terbawa saat isolasi 
seperti protein dan DNA. Larutan isolat RNA disimpan 
pada suhu -80°C untuk menghindari kontaminasi dengan 
RNAse serta degradasi RNA akibat suhu.

Berdasarkan Tabel 3 dan Gambar 1 dapat dilihat 
perbedaan ekspresi gen CYP3A4 terhadap masing-
masing bahan uji, yaitu glibenklamid, ekstrak etanol herba 
sambiloto, dan kombinasi ekstrak dan glibenklamid. Pada 
bahan uji glibenklamid, terjadi penurunan ekspresi gen 
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CYP3A4 pada kosentrasi 100, 50, dan 25 µg/mL. Namun, 
pada konsentrasi 12,5 dan 6,25 µg/mL terjadi peningkatan 
ekspresi gen sebesar 1,27 dan 1,46 dibandingkan dengan 
kontrol negatif. Sesuai dengan data dari https://www.
drugbank.ca/biodb/bio_entities/BE0002638 bahwa 
glibenklamid selain berperan sebagai substrat juga sebagai 
inhibitor ekspresi gen CYP3A4.

 Kemudian pada sampel ekstrak etanol herba 
sambiloto terjadi penurunan ekspresi gen CYP3A4 pada 
konsentrasi 50 dan 100 µg/mL, sementara peningkatan 
ekspresi terjadi pada konsentrasi 25, 12.5, dan 6,25 µg/
mL sebesar 1,03, 1,09, dan 1,11. Kondisi tersebut sesuai 
dengan penelitian yang dilakukan oleh Qiu F dkk dimana 
peningkatan konsentrasi ekstrak akan menurunkan 
ekspresi gen CYP3A4. Hal tersebut disebabkan konstituen 
yang berperan, yaitu andrografolid merupakan antagonis 
dari reseptor pregnan-X (PXR), sehingga menyebabkan 
tidak teraktivasinya PXR dan kompleks heterodimer 
dengan reseptor retinoid-X (RXR) tidak terbentuk. 
Pada keadaan induksi, kompleks tersebut terikat pada 
xenobiotic-responsive enchancer module (XREM) yang 
terletak pada bagian distal dan proksimal promotor gen 
CYP3A4 menyebabkan peningkatan transkripsi gen 
CYP3A4, sehingga meningkatkan ekspresi gen CYP3A4. 
Namun, pada penelitian ini, hal tersebut tidak terjadi 

Tabel 3. Data ekspresi gen CYP3A4 ekstrak etanol her-
ba sambiloto (S), glibenklamid (G) dan kombinasi ek-
strak dan glibenklamid (K) dibandingkan dengan kontrol 
negatif  (C-).

No Kode Sampel
Konsentrasi

 (µg/mL)
Ekspresi Gen

1 C (-) - 1

2 G5 6,25 1,46

3 G4 12,5 1,27

4 G3 25 0,92

5 G2 50 0,89

6 G1 100 0,53

7 S5 6,25 1,11

8 S4 12,5 1,09

9 S3 25 1,03

10 S2 50 0,82

11 S1 100 0,70

12 K5 6,25 1,53

13 K4 12,5 1,13

14 K3 25 1,03

15 K2 50 0,84

16 K1 100 0,72

https://www.drugbank.ca/biodb/bio_entities/BE0002638
https://www.drugbank.ca/biodb/bio_entities/BE0002638
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karena tidak terbentuknya kompleks heterodimer antara 
PXR dan RXR, sehingga terjadi penghambatan ekspresi 
gen jika dibandingkan dengan kontrol negatif.

Selanjutnya pada sampel kombinasi, yaitu ekstrak 
dan glibenklamid peningkatan konsentrasi kombinasi 
dari ekstrak dan glibenklamid menyebabkan penurunan 
ekspresi gen CYP3A4 jika dibandingkan dengan kontrol 
negatif. Hal tersebut sesuai dengan data ekspresi gen pada 
pemberian tunggalnya, dimana peningkatan konsentrasi 
menurunkan ekspresi gen CYP3A4. Pada kondisi ini, 
penurunan ekspresi gen CYP3A4 dari kombinasi tersebut 
dapat menurunkan sekresi enzim CYP3A4, sehingga 
akan mempengaruhi konsentrasi plasma pada kedua obat 
tersebut. Disisi lain, penurunan ekspresi gen CYP3A4 
dari kombinasi akan memperpanjang masa kerja obat 
di dalam tubuh. Pada kasus lebih lanjut, penggunaan 
dengan intensitas tinggi pada penderita DM tipe 2 dapat 
menyebabkan hipoglikemia akibat pengaruh penurunan 
ekspresi gen CYP3A4 tersebut.

KESIMPULAN

Rendemen ekstrak sambiloto (Andrographis paniculata 
(Burm.f.) Nees) yang diperoleh adalah 15,62% dengan 
kadar air 36,07%. Data IC50 ekstrak kering sambiloto 
yang mengandung etanol 0% adalah 94,61 µg/mL dan 
IC50 glibenklamid terhadap sel HepG2 adalah 168,88 µg/
mL. Ekspresi gen gen CYP3A4 pada kultur sel HepG2 
mengalami penurunan seiring dengan peningkatan 
konsentrasi pengujian.
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Gambar 1. Hubungan antara pemberian Glibenklamid, Ekstrak Etanol Herba Sambiloto dan 
Kombinasi Ekstrak dan Glibenklamid dengan berbagai konsentrasi terhadap ekspresi gen CYP3A4 
pada kultur sel HepG2 yang dibandingkan dengan kontrol negatif. 
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