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PENGARUH EKSTRAK ETANOL HERBA KELADI TIKUS
(Typhonium flagelliforme L) TERHADAP SEL KANKER PAYUDARA MCF-7 DAN T47D

Abstrak

Secara tradisional, masyarakat telah memanfaatkan keladi tikus (Typhonium
flagelliforme) sebagai terapi kanker payudara. Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa ekstrak
etanol keladi tikus memiliki efek sitotoksik terhadap sel HeLa dengan 1Cso 30,19 pg/mL. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mengetahui efek sitotoksik ekstrak etanol keladi tikus terhadap sel
kanker payudara MCF-7 dan T47D. Ekstraksi herba keladi tikus dilakukan menggunakan
metode maserasi dengan pelarut etanol 96%. Untuk mengetahui aktivitas sitotoksik dari ekstrak
herba keladi tikus dilakukan dengan metode MTT. Seri konsentrasi larutan uji yang digunakan
yaitu 500, 250, 125, 62,5 dan 31.25 ppm. Absorbansi dibaca pada lambda 594 nm menggunakan
ELISA.Hasil uji sitotoksik menunjukkan bahwa ekstrak etanol herba keladi tikus tidak memiliki
aktivitas sitotoksik terhadap sel MCF-7 dan T47D. Pada konsentrasi 500 pg/mL ekstrak etanol
herba keladi tikus menghambatan sel MCF-7 dan T47D, berturut-turut 29,18% dan 6,72%.

Kata kunci: MCF-7, T47D, sitotoksik, Typhonium flagelliforme, Uji MTT

ABSTRACT

Traditionally, the community has utilized rodent tuber (Typhonium flagelliforme) as
breast cancer therapy. Previous research reported that the ethanol extract of rodent tuber have a
cytotoxic effect on HeLa cells with ICsy of 30.19 pg/mL. The purpose of this study was to
determine the cytotoxic effect ethanol extract of rodent tuber on breast cancer cells MCF-7 and
TA47D. The extraction of rodent tuber was performed used maceration method. To know the
cytotoxic activity of rodent tuber was done by using MTT assay. The test solution concentrations
series used were 500, 250, 125, 62.5 and 31.25 ppm. The absorbance was read on 594 nm use
ELISA. The result of cytotoxic assay showed that ethanol extract of rodent tuber did not have
cytotoxic activity against MCF-7 and T47D cells. At concentration 500 pug/mL ethanol extract
of rodent tuber inhibited MCF-7 and T47D cells, respectively 29.18% and 6.72%.

Keywords: MCF-7,T47D, cytotoxic, Typhonium flagelliforme, MTT assay.
1.PENDAHULUAN
Kanker adalah pertumbuhan sel yang abnormal disebabkan perubahan ekspresi

gen yang mengarah ke disregulasi proliferasi sel, dan akhirnya berkembang menjadi populasi
yang bisa menyerang jaringan serta bermetastasis ke tempat jauh, menyebabkan morbiditas dan
jika tidak diobati mengakibatkan kematian (Ruddon. 2007). Kanker payudara merupakan salah
satu pemicu terbesar kematian yang disebabkan oleh kanker. Tingkat kejadian kanker payudara
merupakan tertinggi kedua di Indonesia setelah kanker leher rahim (Depkes RI. 2015). Beberapa
faktor yang berperan dalam patogenesis kanker payudara yaitu faktor lingkungan dan genetik
(Chodidjah. et al., 2014).

Banyak strategi terapi yang digunakan untuk pengobatan penyakit kanker, contohnya
agen kemoterapi. Namun, pengobatan dengan kemoterapi dapat menyebabkan toksisitas sistemik
dan toksisitas jantung (Tyagi et al.. 2013). Adanya efek samping penggunaan kemoterapi

mendorong usaha-usaha untuk menemukan obat dari bahan alam. Walaupun semakin
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berkembangnya metode kimia sintesis untuk menemukan dan memproduksi obat baru, namun
potensi tanaman bioaktif atau ekstrak untuk menyediakan produk baru, pengobatan baru atau
pencegahan penyakit masih sangat besar (Talib and Mahasneh.. 2010). Secara tradisional.
masyarakat telah memanfaatkan keladi tikus (Typhonium flagelliforme) sebagai terapi kanker
payudara (Chodidjah. et al.. 2014).

Keladi Tikus merupakan tanaman herba yang dapat mengobati berbagai penyakit. seperti
luka, penyakit paru-paru dan pendarahan (Mankaran et al.. 2013). Tanaman ini mengandung
senyawa fitol dan turunan fitol (Lai et al.. 2008). Senyawa fitol memiliki aktivitas induksi
apoptosis dengan mekanisme menurunkan regulasi Bcl-2 dan meningkatkan regulasi Bax (Song
and Cho. 2015). Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa ekstrak etanol 50% keladi tikus
memiliki efek sitotoksik terhadap sel HeLa dengan ICsy 30,19 pg/mL (Purwaningsih et al..
2014). Berdasarkan penilitian di atas, maka perlu diteliti lebih lanjut aktivitas sitotoksik ekstrak
etanol herba keladi tikus (Typhonium flagelliforme L.) terhadap sel kanker payudara MCF-7 dan
T47D.

2.METODE
2.1. Alat

Bejana maserasi, vacum evaporator (Heidolph), waterbath (Changzhou Nuohai XMTD-24),
naraca analitik (Ohaus), Cytotoxic Safety Cabinet (ESCO), counter, hemositometer (Neubauer),
mikropipet (Socorex), gelas beker, cawan porselen, conical tube, vortex (Thermo), mikroskop
(Olympus), Inkubator CO, (Binder), ELISA (EIx800 Bio Tech).

2.2. Bahan

Simplisia herba keladi tikus dari Yogyakarta, sel MCF-7 dan T47D dari laboratorium sitotoksik
Fakultas Farmasi Universitas Muhammadiyah Surakarta, Media RPMI-1640 (Sigma) dan
DMEM (Sigma), microtube, 96-well plate (lwaki), blue tip, yellow tip, white tip, Etanol 96%
teknis, FBS (Serana SA), penisilin-streptomisin (Sigma), fungizone (Gibco), PBS (Invitrogen),
DMSO (Merck), Tripsin-EDTA 0,25% (Sigma), reagen MTT 5 mg/mL (50 mg MTT dan 10 mL
PBS, SDS 10% dalam 0,01 N HCI), Epirubicin (Ferron), Doksorubicin (Pharmachemie)

2.3. Ekstraksi

Seratus gram serbuk herba keladi tikus kemudian dimasukkan ke dalam bejana maserasi dan
ditambahkan etanol 96% sebanyak 1.1 liter. Sampel didiamkan selama 3 hari, setelah itu esktrak
disaring dengan vakum. Untuk menghilangkan pelarut digunakan vakum evaporator dan

dilanjutkan menggunakan penangas air.



2.4. Panen sel MCF7 dan T47D

Sel diamati di bawah mikroskop, apabila sel dapat dipanen media dibuang menggunakan
mikropipet. Kemudian sel dicuci dengan PBS sebanyak 2 kali. Tambahkan Tripsin-EDTA yang
dilanjutkan dengan inkubasi selama 3 menit. Media ditambahkan sebanyak 5 mL, dan
diresuspensi menggunakan mikropipet. Sel dihitung menggunakan hemositometer dengan cara
sel yang telah dipanen diambil 10 pL diletakkan di atas hemositometer, dan dihitung di bawah
mikroskop menggunakan counter. Setelah mengetahui jumlah sel yang ditransfer kemudian

ditambahkan media hingga 10 mL. Sel dipindahkan ke dalam sumuran, masing-masing 100 pL.

2.5. Pembuatan larutan uji

Ditimbang 10 mg ekstrak dengan seksama, ditambahkan 100 pL. DMSO dan divortex hingga
homogen. Dibuat seri kadar dengan pengenceran bertingkat pada konsentrasi 500, 250, 125, 62,5
dan 31.25 ppm.

2.6. Perlakuan sel

Sel diamati di bawah mikroskop, apabila telah kembali normal dan konfluen 80% selanjutnya
diberi perlakuan. Media sel dibuang dengan cara membalik sumuran 180° dengan jarak 10 cm.
Kemudian, sumuran ditekan di atas tisu untuk menghilangkan cairan yang tersisa. Setelah itu

masukkan seri konsentrasi larutan uji, masing-masing 100 pL. Sel diinkubasi kembali 24-48 jam.

2.7. Uji MTT

Pada saat akhir inkubasi, media dibuang. Selanjutnya ditambahkan 100 pL reagen MTT ke
masing-masing sumuran, diinkubasi 2-4 jam. Dilihat di bawah mikroskop ada atau tidaknya
Kristal formazan. Apabila sudah ada (terbentuk) dapat ditambahkan stopper (SDS 10% dalam
0,01 N HCI). Penambahan SDS dilakukan diluar cytoculture, tiap sumuran ditambahkan 100 pL.
Selanjutnya dibungkus, disimpan pada suhu ruang dan tempat gelap selama semalam. Untuk
mendapatkan absorbansi digunakan ELISA reader dengan A 594 nm. Hasil yang didapatkan
berupa absorbansi kemudian dapat ditentukan persen sel hidup.

2.8. Teknik Analisa Data

Hasil didapatkan berupa absorbansi yang kemudian dihitung % sel hidup. Setelah mendapatkan
% sel hidup, ditentukan hubungan log konsentrasi dan % sel hidup yang akan menghasilkan

persamaan regresi linear. Persamaan linear tersebut dapat digunakan untuk perhitungan 1Csy.

Absorbansi perlakuan —absorbansi kontrol media

% sel hidup= x 100 %

Absorbansi kontrol sel —absorbansi kontrol media



3.PEMBAHASAN

3.1.Ekstraksi

Ekstraksi herba keladi tikus dilakukan menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol
96%. Metode ekstraksi dan polaritas penyari menentukan perpindahan kandungan senyawa dari
dalam sel menuju ke luar sel (Rais, 2014). Maserasi merupakan cara ekstraksi yang sederhana,
jika ingin mendapatkan rendemen yang relatif tinggi. Penggunaan etanol sebagai penyari
bertujuan agar semua metabolit sekunder dapat tersari, selain itu etanol merupakan penyari
umum yang digunakan untuk mengekstraksi senyawa yang belum diketahui strukturnya
(Saifudin, 2014). Hasil ekstraksi 100 gram simplisia herba keladi tikus menghasilkan ekstrak
etanol 96% kental sebanyak 4,23 gram dengan rendemen 5,2 %.

3.2.Aktivitas sitotoksik ekstrak etanol herba keladi tikus terhadap MCF-7

Tanaman keladi tikus merupakan tanaman yang digunakan sebagai pengobatan
antikanker. Penelitian sebelumnya, menunjukkan bahwa ekstrak etanol keladi tikus memiliki
aktivitas sitotoksik pada sel HeLa (Purwaningsih et al., 2014). Keladi tikus mengandung
senyawa terpenoid, alkaloid, flavonoid, fitol, dan berdasarkan penelitian sebelumnya bahwa
senyawa-senyawa tersebut memiliki aktivitas sitotoksik (Pangesti et al., 2011; MacKie et al.,
2009). Senyawa fitol memiliki aktivitas induksi apoptosis dengan mekanisme menurunkan
regulasiBcl-2, meningkatkan regulasi Bax, mengaktivasi casepase 9 dan 3 (Song and Cho, 2015).
Untuk mengetahui aktivitas sitotoksik dari ekstrak herba keladi tikus dilakukan dengan metode
MTT.

Prinsip metode MTT didasarkan pada kemampuan sel kanker untuk mereduksi reagen
MTT yang akan menghasilkan produk formazan berwarna ungu dan diukur absorbansinya.
Intensitas warna ungu pada sumuran sebanding dengan banyaknya jumlah sel hidup, karena
hanya sel hidup dengan metabolisme aktif yang dapat mereduksi MTT dan menghasilkan kristal
formazan sedangkan untuksel mati tidak. Pembentukan kristal formazan kemungkinan
melibatkan molekul pereduksi seperti NADH yang memberikan elektron ke MTT sehingga dapat
menghasilkan warna ungu (Riss et al., 2013). Gambar 1 menunjukkan reaksi reduksi yang terjadi
antara MTT dengan senyawa pereduksi NADH.
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Gambar 1.Struktur dari MTT dan produk formazan berwarna

Sel pertama yang digunakan untuk uji sitotoksik yaitu MCF-7, salah satu sel kanker
payudara yang mengekspresikan reseptor estrogen alfa. Karakteristik lain sel ini yaitu resisten
terhadap doksorubisin (Zampiera, 2002). Pada Gambar 2 menunjukkan pebedaan morfologi sel
MCF-7 ketika keadaan normal dan setelah perlakuan menggunakan esktrak. Selain itu, terlihat
juga produk formazan setelah penambahan reagen MTT yang kemudian akan dibaca
menggunakan ELISA reader. Pembentukan kristal formazan terjadi antara 2-4 jam setelah
penambahan reagen MTT, jika sudah terbentuk kristal maka ditambahkan stopper, SDS 10%
dalam 0,01 N HCI. Setelah penambahan SDS akan terjadi lisis pada dinding sel, hal ini
disebabkan SDS merupakan detergen yang berfungsi untuk menghentikan reaksi.

Data yang diperoleh pada uji sitotoksik adalah absorbansi. Semakin tinggi absorbansi
yang dihasilkan maka jumlah sel hidup juga semakin tinggi. Hal ini berbanding lurus dengan
intensitas warna yang dihasilkan dari reaksi dengan reagen MTT. Data absorbansi yang
didapatkan dapat digunakan untuk menghitung persentase sel hidup MCF-7. Setelah menghitung
persentase sel hidup dapat ditentukan nilai 1Csy berdasarkan persamaan regresi yang diperoleh
dari log konsentrasi terhadap persen sel hidup. Hasil perhitungan sel hidup MCF-7 yang telah
diberi perlakuan ekstrak herba keladi tikus ditunjukkan pada Tabel 1.
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Gambar 2.Sel MCF-7 tanpa perlakuan (A), sel yang mendapat perlakuan ekstrak etanol herba keladi tikus
dengan konsentrasi 500 pg/mL terlihat mengalami kematian (B), pembentukan kristal formazan setelah
penambahan reagen MTT (C).

Tabel 1.Persentase sel hidup dari sel MCF-7 akibat perlakuan dari ekstrak etanol herba keladi tikus

Konsentrasi Absorbansi % Sel hidup Rerata SD
(ug/mL) 1 2 3 1 2 3 % sel hidup
31.25 0,697 0,675 0,689 94,303 89,222 92,456 91,994 2,572
62,5 0,68 0,669 0,67 90,377 87,837 88,068 88,761 1,405
125 0,638 0,617 0,626 80,677 75,828 77,906 78,137 2,433
250 0,627 0,651 0,617 78,137 83,680 75,828 79,215 4,036
500 0,606 0,586 0,594 73,287 68,668 70,516 70,824 2,325

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pada konsentrasi tertinggi yang diujikan (500
pg/mL) hanya mampu menghambat pertumbuhan sel sebanyak 29,2%. Dapat dikatakan bahwa
ekstrak etanol herba keladi tikus tidak mempunyai aktivitas sitotoksik terhadap sel MCF-7.
Berbeda dengan penelitian sebelumnya pada sel yang sama, ekstrak etanol 50% Typhonium
flagelliforme memiliki aktivitas sitotoksik pada ICsp 5,59 pug/mL (Purwaningsih et al., 2014).
Hasil yang berbeda itu walaupun dengan jenis tanaman yang sama mungkin disebabkan
beberapa faktor salah satunya kualitas, seperti perbedaan asal tanaman yang dapat menyebabkan
kandungan senyawa yang memiliki aktivitas sitotoksik lebih rendah sehingga memengaruhi efek
sitotoksiknya serta waktu panen tanaman yang berbeda pula. Selain itu, juga dapat disebabkan
dari kuantitas tanaman tersebut.

Pada penelitian ini menggunakan epirubicin sebagai kontrol positif. Hasil uji
menunjukkan epirubicin memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel MCF-7 dengan ICsy 6.33
pg/mL. Semakin tinggi konsentrasi epirubicin maka sel MCF-7 yang mengalami kematian pun
meningkat. Pada penelitian sebelumnya hasil 1Cs, epirubicin terhadap MCF-7 5,5 pug/mL (Wang
et al.,, 2015). Epirubicin merupakan antibiotik anthracycline yang aktivitas antitumornya
disebabkan oleh kemampuannya untuk mengganggu transkripsi, sehingga menghambat sintesis
RNA (Buxant et al., 2017).



Tabel 2.Persentase sel hidup dari sel MCF-7 akibat perlakuan dari Epirubicin

konsentrasi  absorbansi % sel
(ug/mL) hidup
6,25 0,524 54,349
12,5 0,462 40,031
25 0,393 24,095
50 0,349 13,934
100 0,359 16,243

Konsentrasi vs % sel hidup
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Gambar 3. Grafik hubungan konsentrasi Ekstrak Herba Keladi Tikus dan Epirubicin terhadap sel MCF-7.
3.3.Aktivitas sitotoksik ekstrak etanol herba keladi tikus terhadap T47D

Uji sitotoksik herba keladi tikus juga dilakukan menggunakan sel T47D dengan
menggunakan metode MTT. Sel kanker payudara T47D merupakan sel kanker yang
mengekspresikan p53 mutan dan positif reseptor Estrogen (Schafer et al., 2000). Pada Gambar 4
ditunjukkan motfologi sel T47D dalam keadaan normal dan setelah mendapat perlakuan herba
keladi tikus, untuk yang mengalami kematian berubah warna menjadi hitam dan morfologinya

menjadi bulat.

1

Gambar 4.Sel T47Dtanpa per an (A), sel yang mendapat perlakuan ekstrak etanol herba keladi tikus
konsentrasi 500 pg/mL (B).



Hasil uji sitotoksik terhadap sel T47D (Tabel 3), terlihat dari seri konsentrasi yang
digunakan tidak menyebabkan kematian sel yang signifikan. Hal ini terlihat pada Gambar 5
bahwa hubungan antara konsentrasi dan persentase sel hidup tidak linear. Tidak terlihat adanya
penurunan persentase sel hidup, hasil tersebut menunjukkan bahwa ekstrak etanol herba keladi

tikus tidak mempunyai aktivitas sitotoksik terhadap sel T47D.

Tabel 3.Persentase sel hidup dari sel T47D akibat perlakuan dari ekstrak etanol herba keladi tikus

Konsentrasi Absorbansi % Sel hidup Rerata % SD
(pug/mL) 1 2 3 4 1 2 3 4 Sel hidup
31,25 15 159 1471 1,458 94,805 101,639 92,857 91,944 95,334 4,381
62,5 1,507 1,493 145 1293 95386 94403 91,382 80,351 90,381 6,900
125 148 1,485 1564 1,465 93,489 93,841 99,391 92,436 94,789 3,125
250 1,436 1,526 1546 1,362 90,398 96,721 98,126 85,199 92,611 5,976
500 145 1,498 1,482 1,478 91,382 94,754 93,630 93,349 93,279 1,403

Sel kanker payudara T47D memiliki karakteristik yaitu sensitif terhadap doksorubisin,
sehingga doksorubisin digunakan sebagai kontrol positif. Doksorubisin merupakan antibiotik
anthracycline dengan beberapa mekanisme yang berbeda termasuk penghambatan topoisomerase
Il yang menginduksi kematian sel apoptosis (Abdolmohammadi et al., 2008). Penelitian
sebelumnya, uji sitotoksik doksorubisin terhadap sel T47D memiliki ICso 1,8 pg/mL (Satria et
al., 2015). Hasil uji menunjukkan bahwa doksorubisin memiliki aktivitas sitotoksik dengan 1Csg
385,48 pg/mL. Pada Tabel 4 terlihat semakin tinggi konsentrasi maka persentase sel hidup
semakin kecil.

Tabel 4.Persentase sel hidup dari sel T47D akibat perlakuan dari doksorubisin

konsentrasi absorbansi % sel
(ng/mL) hidup
6,25 1,228 75,826
12,5 1,124 68,517

25 1,131 69,009

50 1,008 60,365

100 0,988 58,960
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Gambar 5 Grafik hubungan konsentrasi Ekstrak herba keladi tikus terhadap persentase sel hidup T47D
4. Penutup
Hasil uji sitotoksik menunjukkan bahwa ekstrak etanol herba keladi tikus tidak memiliki
aktivitas sitotoksik terhadap sel MCF-7 dan T47D. Pada konsentrasi tertinggi yang diujikan (500
pug/mL), ekstrak etanol herba keladi tikus menghambatan sel MCF-7 dan T47D, berturut-turut
29,18% dan 6,72%.
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