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PENGARUH EKSTRAK DAUN Tithonia diversifolia 

TERHADAP EKSPRESI TUMOR NECROSIS FACTOR 

ALPHA (TNF-α) PADA JARINGAN HEPAR TIKUS 

WISTAR MODEL DIABETES MELITUS 

 
 

ADYSHA NINDHITA SEVANY 

 

ABSTRAK 

 

Diabetes melitus (DM) memicu stres oksidatif dan inflamasi kronis pada 

organ hepar yang dimediasi oleh peningkatan sitokin tumor necrosis factor alpha 

(TNF-α). Daun kembang bulan (Tithonia diversifolia) memiliki potensi 

antiinflamasi dan antidiabetes untuk menghambat proses ini. Tujuan penelitian ini 

yaitu menganalisis pengaruh ekstrak daun Tithonia diversifolia terhadap ekspresi 

TNF-α pada jaringan hepar tikus Wistar model DM. Metode penelitian true 

experimental ini menggunakan 18 ekor tikus Wistar jantan yang dibagi menjadi tiga 

kelompok antara lain A1 (kontrol negatif), A2 (kontrol positif diinduksi aloksan 120 

mg/kgBB), dan A3 (diinduksi aloksan dan diberi ekstrak Tithonia diversifolia 100 

mg/kgBB/hari selama 7 hari). Ekspresi TNF-α pada hepar dievaluasi melalui 

pewarnaan Imunohistokimia (IHK) dengan metode scoring Immuno-Reactive Score 

(IRS). Analisis data menggunakan uji Kruskal-Wallis dan dilanjutkan dengan uji 

Mann-Whitney. Hasil penelitian menunjukan bahwa kelompok A2 memiliki nilai 

IRS TNF-α tertinggi (4,60 ± 0,34), sedangkan A1 dan A3 memiliki nilai yang sama 

(2,00 ± 0,00). Ekspresi TNF-α yang meliputi parameter skor S1 dan S2 

menunjukkan nilai tertinggi pada A2 (19,06 dan 1,53), sedangkan A3 mengalami 

penurunan hingga mendekati A1. Uji Kruskal-Wallis menunjukkan terdapat 

perbedaan signifikan ekspresi TNF-α antar kelompok sebesar p = 0,021 (p < 0,05). 

Uji post hoc Mann-Whitney menunjukkan perbedaan signifikan antara kelompok 

A1 dan A2 (p = 0,034), serta antara kelompok A2 dan A3 (p = 0,034), sedangkan 

kelompok A1 dan A3 tidak menunjukan perbedaan yang signifikan (p = 1,000). 

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak daun 

Tithonia diversifolia dosis 100 mg/kgBB/hari selama 7 hari mampu menurunkan 

ekspresi TNF-α pada jaringan hepar tikus Wistar model diabetes melitus yang 

diinduksi aloksan 120 mg/kg BB hingga mendekati kondisi normal. Temuan ini 

menunjukkan potensi Tithonia diversifolia sebagai antiinflamasi dalam kondisi DM. 

 

Kata kunci: Diabetes Melitus, Tithonia diversifolia, TNF-α, Hepar, 

Imunohistokimia. 
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THE EFFECT OF Tithonia diversifolia LEAF EXTRACT ON 

TUMOR NECROSIS FACTOR ALPHA (TNF-α)  EXPRESSION IN 

THE LIVER TISSUE OF WISTAR RATS WITH A DIABETES 

MELLITUS MODEL 

 
 

ADYSHA NINDHITA SEVANY 

 

ABSTRACT 

 

Diabetes mellitus (DM) triggers oxidative stress and chronic inflammation in 

the liver, which is mediated by elevated levels of the cytokine tumour necrosis factor 

alpha (TNF-α). Moonflower leaves (Tithonia diversifolia) possess anti-

inflammatory and antidiabetic properties that may inhibit this process. The aim of 

this study was to analyse the effect of Tithonia diversifolia leaf extract on TNF-α 

expression in the liver tissue of Wistar rats in a DM model. This true experimental 

study utilised 18 male Wistar rats, which were divided into three groups: A1 

(negative control), A2 (induced with 120 mg/kg body weight alloxan), and A3 

(alloxan-induced and administered Tithonia diversifolia extract at 100 mg/kg body 

weight per day for 7 days). TNF-α expression in the liver was evaluated via 

immunohistochemical (IHC) staining using the Immuno-Reactive Score (IRS). Data 

analysis utilised the Kruskal-Wallis test, followed by the Mann-Whitney test. The 

results showed that group A2 had the highest TNF-α IRS value (4.60 ± 0.34), whilst 

groups A1 and A3 had the same value (2.00 ± 0.00). TNF-α expression, which 

includes the S1 and S2 score parameters, showed the highest values in A2 (19.06 

and 1.53), while A3 showed a decrease to a level close to that of A1. The Kruskal-

Wallis test indicated a significant difference in TNF-α expression between groups, 

with p = 0.021 (p < 0.05). The Mann-Whitney post hoc test revealed a significant 

difference between groups A1 and A2 (p = 0.034), and between groups A2 and A3 

(p = 0.034), whilst groups A1 and A2 did not show a significant difference (p = 

1.000). Based on the research findings, it can be concluded that the administration of 

Tithonia diversifolia leaf extract at a dose of 100 mg/kg body weight per day for 7 

days was able to reduce TNF-α expression in the liver tissue of Wistar rats with a 

diabetes mellitus model induced by 120 mg/kg body weight alloxan, bringing it close 

to normal levels. These findings demonstrate the potential of Tithonia diversifolia 

as an anti-inflammatory in diabetes mellitus. 

 

Keywords: Diabetes Mellitus, Tithonia diversifolia, TNF-α, Liver, 

Immunohistochemistry 

  



https://v3.camscanner.com/user/download


 

 

vii 

 

KATA PENGANTAR 

Puji syukur penulis panjatkan atas kehadirat Allah SWT., yang telah 

melimpahkan rahmat dan karunia-Nya, sehingga penulis dapat menyelesaikan 

skripsi yang berjudul “Pengaruh Ekstrak Daun Tithonia diversifolia Terhadap 

Ekspresi Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α) Pada Jaringan Hepar Tikus 

Wistar Model Diabetes Melitus”. 

Skripsi ini disusun sebagai salah satu syarat untuk menyelesaikan studi dan 

memperoleh gelar Sarjana Kedokteran Hewan (S.KH) pada Program Studi 

Pendidikan Kedokteran Hewan, Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Wijaya 

Kusuma Surabaya. Penelitian ini merupakan integrasi riset hibah fundamental 

Kemendiktisaitek 2025/2026. 

Terwujudnya penulisan skripsi ini tidak terlepas dari bantuan dan motivasi 

dari berbagai pihak. Oleh karena itu, penulis mengucapkan terima kasih dan rasa 

hormat kepada: 

1. Rektor Universitas Wijaya Kusuma Surabaya, Prof. Dr. Ir. Rr. Nugrahini 

Susantinah Wisnujati. M.Si yang telah menerima penulis sebagai mahasiswa 

di Universitas Wijaya Kusuma Surabaya. 

2. Dekan Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Wijaya Kusuma Surabaya 

drh. Desty Apritya, M.Vet yang telah membantu kelancaran Pendidikan 

penulis di Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Wijaya Kusuma Surabaya. 

3. Dr. drh. Rondius Solfaine, MP., APVet selaku Pembimbing Utama yang telah 

memberikan bimbingan, arahan, motivasi, serta koreksi dalam penyusunan 

skripsi ini dengan penuh kesabaran. 



https://v3.camscanner.com/user/download


 

 

ix 

 

DAFTAR ISI 
Halaman  

HALAMAN JUDUL .......................................................................................... i 

HALAMAN PENGESAHAN ........................................................................... ii 

HALAMAN PERSETUJUAN PENGUJI ...................................................... iii 

ABSTRAK  ....................................................................................................... iv 

ABSTRACT ........................................................................................................ v 

HALAMAN PERNYATAAN .......................................................................... vi 

KATA PENGANTAR ..................................................................................... vii 

DAFTAR ISI  .................................................................................................... ix 

DAFTAR TABEL  .......................................................................................... xii 

DAFTAR GAMBAR ...................................................................................... xiii 

DAFTAR LAMPIRAN .................................................................................. xvi 

I. PENDAHULUAN  ................................................................................... 1 

1.1 Latar Belakang ................................................................................. 1 

1.2 Rumusan Masalah ............................................................................ 3 

1.3 Tujuan Penelitian.............................................................................. 3 

1.4 Hipotesis ........................................................................................... 4 

1.5 Manfaat Penelitian............................................................................ 4 

II. TINJAUAN PUSTAKA  ......................................................................... 5 

2.1 Tikus Wistar (Rattus norvegicus galur Wistar) ................................ 5 

2.2 Diabetes Melitus ............................................................................... 6 

2.3 Inflamasi pada Diabetes Melitus ...................................................... 7 

2.4 Hepar  ............................................................................................ 9 



 

 

x 

 

2.5 Antibodi  ......................................................................................... 10 

2.6 Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α) ......................................... 11 

2.7 Interleukin 6 (IL-6)......................................................................... 11 

2.8 Tithonia diversifolia ....................................................................... 12 

2.9 Aloksan  .......................................................................................... 14 

2.10 Imunohistokimia............................................................................. 15 

III. MATERI DAN METODE .................................................................... 17 

3.1 Lokasi dan Waktu Penelitian ......................................................... 17 

3.2 Materi Penelitian ............................................................................ 17 

3.2.1 Alat Penelitian  ................................................................... 17 

3.2.2 Bahan Penelitian ................................................................. 17 

3.3 Metode Penelitian ........................................................................... 18 

3.3.1 Jenis Penelitian  .................................................................. 18  

3.3.2 Variabel Penelitian  ............................................................ 18 

3.4 Teknik Pengambilan Sampel .......................................................... 19 

3.5 Prosedur Penelitian ......................................................................... 19 

3.5.1 Aklitimasi Tikus Wistar ..................................................... 19 

3.5.2 Pembuatan Ekstrak Daun Tithonia diversifolia .................. 20 

3.5.3 Induksi Aloksan pada Tikus Wistar ................................... 20  

3.5.4 Pemberian Ekstrak Daun Tithonia diversifolia .................. 21 

3.5.5 Euthanasia dan Koleksi Organ Hepar ................................ 21 

3.5.6 Pembuatan Preparat Histologi ............................................ 22 

3.5.7 Pewarnaan Imunohistokimia .............................................. 24 



 

 

xi 

 

3.5.8 Scoring Ekspresi Imunohistokimia .................................... 27 

3.6 Analisis Data .................................................................................. 28 

3.7 Kerangka Penelitian  ...................................................................... 29 

IV. HASIL DAN PEMBAHASAN  ............................................................. 30 

4.1 Hasil Penelitian .............................................................................. 30 

4.1.1 Hasil Ekspresi TNF-α pada Jaringan Hepar ....................... 30 

4.1.2 Tingkat Ekspresi TNF-α (Persentase Imunopositif dan 

Intensitas Warna) ................................................................ 33 

4.1.3 Gambaran Mikroskopis Ekspresi TNF-α ........................... 35 

4.2 Pembahasan .................................................................................... 41 

4.2.1 Pengaruh Tithonia diversifolia terhadap Ekspresi TNF-α 

pada Jaringan Hepar ........................................................... 42 

4.2.2 Interpretasi Tingkat Ekspresi TNF-α .................................. 45 

V. KESIMPULAN DAN SARAN  ............................................................. 48 

5.1 Kesimpulan..................................................................................... 48 

5.2 Saran..... .. ........................................................................................ 48 

DAFTAR PUSTAKA  ..................................................................................... 49 

 

  



 

 

xii 

 

DAFTAR TABEL 

 
Tabel                                                                                                           Halaman 

3.1 Kriteria Scoring Immunoreactive Score (IRS)…………………………..28 

3.2 Data Hasil Scoring Ekspresi TNF-α……………………………………..32 

3.3 Persentase Sel Imunopositif (S1) TNF-α………………………………..35 

3.4 Intensitas Pewarnaan (S2) TNF-α……………………………………….36 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

xiii 

 

DAFTAR GAMBAR 

 
Gambar                                                                                                      Halaman 

2.1 Tikus Wistar (Rattus norvegicus galur Wistar) ………...…………….…9 

2.2 Histologi hepar normal pada tikus (100x)……………..……..….…......10 

2.3 Tithonia diversifolia sebagai bahan uji dalam penelitian…………........13 

2.4 Pewarnaan imunohistokimia TNF-α pada jaringan hepar, A. Tidak ada 

reaksi warna, B. Ekspresi TNF-α pada sel hepar tampak jelas hanya pada 

kelompok tersebut, C. Reaksi sedang, D. Reaksi 

lemah…………………………………………………………………..16 

4.1 Diagram mean hasil skoring ekspresi TNF-α.…………………………32 

4.2 Gambaran imunohistokimia TNF-α pada hepar kelompok kontrol negatif 

(A1) menunjukkan ekspresi positif TNF-α berwarna cokelat pada sel 

Kupffer di sekitar sinusoid (IHK, 

40×)…………………………………….....…………………………...36 

4.3 Gambaran imunohistokimia TNF-α pada hepar kelompok kontrol negatif 

(A1) menunjukkan ekspresi positif TNF-α berwarna cokelat pada sel 

Kupffer di sinusoid (panah hitam) (IHK, 100×)……………………….37 

4.4 Gambaran imunohistokimia TNF-α pada hepar kelompok kontrol negatif 

(A1) menunjukkan ekspresi sitoplasmik positif TNF-α berwarna cokelat 

pada sel hepatosit (panah kuning) dan sel Kupffer di sekitar sinusoid 

(panah hitam) (IHK, 400×) ………………………….………………...37 



 

 

xiv 

 

4.5 Gambaran imunohistokimia TNF-α pada hepar kelompok kontrol positif 

(A2) menunjukkan ekspresi positif TNF-α berwarna cokelat pada sel 

Kupffer di sinusoid (panah hitam) (IHK, 40×)…………………………38 

4.6 Gambaran imunohistokimia TNF-α pada hepar kelompok kontrol positif 

(A2) menunjukkan ekspresi positif TNF-α berwarna cokelat pada sel 

Kupffer di sinusoid (panah hitam) (IHK, 100×)……………………….38 

4.7 Gambaran imunohistokimia TNF-α pada hepar kelompok kontrol positif 

(A2) menunjukkan ekspresi sitoplasmik positif TNF-α berwarna cokelat 

pada sel hepatosit (panah kuning) (IHK, 400×)………………………..39 

4.8 Gambaran imunohistokimia TNF-α pada hepar kelompok kontrol positif 

(A2) menunjukkan ekspresi positif TNF-α berwarna cokelat pada sel 

Kupffer di sekitar sinusoid (panah hitam) (IHK, 400×)………………..39 

4.9 Gambaran imunohistokimia TNF-α pada hepar kelompok perlakuan (A3) 

menunjukkan ekspresi positif TNF-α berwarna cokelat pada sel Kupffer 

di sekitar vena sentralis (panah hitam) dan sel Kupffer di septum 

interlobularis (panah kuning) (IHK, 40×)……………………………...40 

4.10 Gambaran imunohistokimia TNF-α pada hepar kelompok perlakuan (A3) 

menunjukkan ekspresi sitoplasmik positif TNF-α berwarna cokelat pada 

sel hepatosit (panah kuning) dan sel Kupffer di sekitar sinusoid (IHK, 

100×).………………………….………………………….…………...40 

4.11 Gambaran imunohistokimia TNF-α pada hepar kelompok perlakuan (A3) 

menunjukkan ekspresi positif TNF-α pada sel Kupffer di sinusoid (panah 

hitam) (IHK, 100×).………………………….………………………...41 



 

 

xv 

 

4.12 Gambaran imunohistokimia TNF-α pada hepar kelompok perlakuan (A3) 

menunjukkan ekspresi sitoplasmik positif TNF-α berwarna cokelat pada 

sel hepatosit (panah kuning) dan sel Kupffer di sekitar sinusoid (panah 

hitam) (IHK, 400×).………………………….………………………...41 

 

 

  



 

 

xvi 

 

DAFTAR LAMPIRAN 

 
Lampiran                                                                                                   Halaman 

1 Surat Keterangan Lab dan Validasi Hasil Scoring……………………57 

2 Hasil Analisis Data Deskriptif Skor IRS Ekspresi TNF-α ……………58 

3 Hasil Analisis Data Deskriptif Persentase Sel Positif (S1) dan Intensitas 

Pewarnaan (S2)………………………………………………………60 

4 Hasil Analisis Data Kruskall-Wallis Skor IRS Ekspresi TNF-α……..62 

5 Hasil Analisis Data Mann-Whitney Test Skor IRS Ekspresi TNF-α…63 

6 Dokumentasi Penelitian………………...….………………………... 64 

7 Sertifikat Keterangan Kelaikan Etik…...….………………………....66 

 


