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SITOTOKSISITAS DAN INDUKSI APOPTOSIS EKSTRAK ETANOL 

TERIPANG Holothuria atra Jeager, 1833 PADA BEBERAPA SEL KANKER 

 

Abstrak 

Teripang Holothuria atra merupakan biota laut yang banyak ditemukan diperairan 

Indonesia yang termasuk dalam filum Echinodermata dan berpotensi sebagai 

antikanker. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui sitotoksisitas dan induksi 

apoptosis ekstrak etanol teripang Holothuria atra secara in vitro terhadap beberapa 

sel lestari. Pengujian sitotoksisitas dilakukan dengan metode MTT, sedangkan uji 

induksi apoptosis dilakukan dengan flowcytometry dan double staining. Hasil 

penelitian menunjukan bahwa ekstrak etanol  teripang Holothuria atra mampu 

menghambat pertumbuhan sel HeLa, T47D dan WiDr dengan IC50 masing-masing 

sebesar 41,06 ± 4,21; 20,89 ± 1,55; 26,50 ± 4,43 µg/ml. Pada analisis flowcytometry 

dan double staning memperlihakan bahwa ekstrak etanol teripang Holothuria atra 

mampu menginduksi apoptosis pada sel T47D. Berdasarkan hasil penelitian, dapat 

disimpulkan bahwa ekstrak etanol teripang Holothuria atra memiliki aktivitas 

sitotoksik dan mampu menginduksi apoptosis terutama pada sel kanker payudara 

T47D. 

Kata kunci : Teripang, Holothuria atra, Sitotoksik, Apoptosis. 

Abstract 

Holothuria atra is an Indonesian’s marine organism which included in the phylum of 

Echinodermata and has potential as an anticancer. This research was aimed at 

determining the cytotoxicity and apoptosis induction of ethanol extract of sea 

cucumber Holothuria atra in vitro on cancer cell lines. This study cytotoxicity was 

conducted by using MTT assay, while apoptotic induction test was conducted by 

flowcytometry and double staining. The results showed that ethanol extract of 

Holothuria atra was able to inhibit the growth of HeLa, T47D and WiDr cell lines 

with IC50 respectively of 41,06 ± 4,21; 20,89 ± 1,55; 26,50 ± 4,43 μg/ml. In 

flowcytometry and double staining analysis showed that ethanol extract of sea 

cucumber Holothuria atra able to induce apoptosis in T47D cell. Based on the 

results of the study, it can be concluded that the ethanol extract of sea cucumber 

Holothuria atra have cytotoxic activity and able to induce apoptosis especially on 

breast cancer cell T47D. 

Keywords: Sea Cucumber, Holothuria atra, Cytotoxic, Apoptosis. 
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1. PENDAHULUAN  

 

Kanker adalah penyakit yang ditandai dengan pertumbuhan sel secara abnormal yang 

dapat menyerang bagian tubuh atau organ lain (WHO, 2018). Data yang diperoleh 

dari World Health Organization (WHO) pada tahun 2015, sekitar 8,8 juta kematian 

disebabkan oleh kanker. Jumlah kasus ini diperkirakan akan meningkat menjadi 17 

juta kematian per tahun pada tahun 2030 (Donepudi et al., 2014). Terapi yang dapat 

dilakukan untuk mengatasi kanker antara lain: kemoterapi, radioterapi, terapi 

antiendokrin, terapi target khusus, dan operasi (Mulrane et al., 2013). Pengunaan 

agen kemoterapi yang berpanjangan dapat menimbulkan efek samping dan resistensi 

karena kurang selektifnya agen kemoterapi terhadap sel kanker (Alfarouk et al., 

2015). Pada saat ini pemanfaatan produk bahan alam telah menjadi alternatif dan 

banyak diminati dalam pengobatan kanker (Hussain et al., 2012).  

Negara Indonesia sebesar 75% merupakan wilayah keluatan. Keanekaragaman 

hayati perairan laut Indonesia memberi peluang untuk pemanfaatkan biota laut dalam 

pencarian metabolit sekunder senyawa bioaktif baru (Chasanah, 2008). Salah satu 

biota laut yang banyak ditemukan di perairan Indonesia adalah teripang atau timun 

laut yang termasuk dalam filum Echinodermata (Bordbar et al., 2011). Teripang 

memiliki senyawa bioaktif yaitu triterpen glikosida yang termasuk dalam senyawa 

saponin sebagai metabolit sekundernya (Zhang et al., 2006). Triterpen glikosida 

dalam teripang dilaporkan memiliki efek biologis antara lain sebagai antijamur, 

antioksidan, dan antikanker (Li et al., 2013). 

Penelitian sebelumnya, melaporkan bahwa ekstrak akuades Holothuria edulis 

dapat menghambat sel kanker TE1 dengan IC50 78,0 μg/ml dan A549 dengan IC50 

132,0 μg/ml (Althunibat et al., 2013). Peneliti lain juga melaporkan bahwa 

komponen asam lemak jenuh dari teripang Holothuria sp. mampu menghambat sel 

MCF-7 sebesar 10,32 ppm  (Chasanah et al., 2014). Aktivitas sitotoksik ini dapat 

ditentukan dengan IC50, nilai IC50 menunjukkan konsentrasi yang menghasilkan 

hambatan proliferasi sel 50% dan menunjukkan potensi ketoksikan suatu senyawa 

terhadap sel.  Metode umum yang digunakan dalam pengukuran nilai IC50, yaitu uji 

methylthiazoldiphenyl tetrazolium (MTT), sedangkan untuk mengetahui mekanisme 

kematian sel dapat dilakukan dengan pengujian induksi apoptosis. Induksi apoptosis 
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pada sel kanker menjadi suatu hal yang menjanjikan dalam pengobatan kanker 

karena sel kanker akan mengalami bunuh diri secara spesifik tanpa mengganggu sel 

sehat dan tidak menimbulkan inflamasi (Ramasamy et al., 2017). 

Pada penelitian ini dilakukan uji sitotoksisitas dan  induksi apoptosis ekstrak 

teripang H. atra dengan menggunakan sel  lestari. Sel lestari yang digunakan yaitu 

sel leher rahim HeLa, sel payudara T47D dan sel kolon WiDr karena jenis kanker 

tersebut paling sering diderita dan menjadi penyebab utama kematian akibat kanker 

pada wanita (Kemenkes, 2013).  Penggunaan sel lestari untuk pengujian sitotoksik 

sekarang ini semakin diminati karena dengan menggunakan sel, mekanisme 

toksisitas biokimia dapat dikerjakan lebih efektif dan kondisi lingkungan sel mudah 

dikontrol. Pengembangan metode invitro sebagai alternatif pengganti uji dengan 

menggunakan hewan uji mempunyai relevansi yang cukup baik yang bertujuan untuk 

mendeteksi potensi suatu obat pada manusia (Freshney, 2005). Penelitian  ini 

diharapkan mampu menghasilkan data-data ilmiah yang menjadi dasar penggunaan 

teripang sebagai agen terapi pada pengobatan kanker.  

 

2. METODE  

2.1 Metode 

2.1.1 Ekstraksi  

Ekstraksi dilakukan dengan  cara maserasi, simplisia H. atra ditambah etanol 

96% dalam bejana kaca, ditutup rapat dan dibiarkan selama 24 jam. Selama 

perendaman dilakukan pengadukan beberapa kali, kemudian disaring dengan 

menggunakan kertas saring. Ampas yang diperoleh direndam kembali dengan 

pelarut etanol yang baru (kurang lebih 6 kali perlakuan). Maserat yang 

diperoleh dipekatkan dengan rotari evaporator hingga kental. Kemudian 

dipindahkan ke dalam konikel dan dikeringkan dengan freeze dryer.  

2.1.2 Uji Sitotoksisitas dengan Metode MTT assay 

Suspensi sel yang telah dihitung dengan jumlah (1 x 10
4 

sel) dalam media 

kultur lengkap dimasukkan sebanyak 100 μl ke dalam mikroplat 96 sumuran. 

Sel yang telah terdistribusi tersebut dimasukkan ke dalam inkubator CO2. 

Setelah semalam, media yang berisi sel tersebut dibuang kemudian 
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dimasukan seri konsentrasi zat uji ke dalam sumuran sebanyak 100 μl. 

Mikroplat kemudian diinkubasi kembali ke dalam inkubator CO2 selama 24 

jam untuk melihat efek sitotoksik. Menjelang akhir inkubasi, kondisi sel 

didokumentasi untuk setiap perlakuan. Selanjutnya menyiapkan MTT (0,5 

mg/ml). Mikroplat dikeluarkan dari inkubator CO2 dan media yang berisikan 

perlakuan tersebut dibuang dan ditambahkan 100 μl MTT ke dalam setiap 

sumuran, termasuk kontrol sel dan kontrol media. Sel tersebut kemudian 

diinkubasi di inkubator CO2 selama 2-4 jam. Kondisi sel setelah pemberian 

MTT diamati dengan mikroskop inverted guna melihat formazan yang telah 

terbentuk. Jika formazan sudah terbentuk reaksi MTT dihentikan dengan 

menambahkan SDS 10%. Mikroplat diinkubasi di tempat gelap pada suhu 

kamar semalam. Absorbansi masing-masing sumuran dibaca dengan 

mikroplat reader pada panjang gelombang 560 nm. Data absorbansi tiap 

sumuran digunakan untuk menghitung viabilitas sel. Analisis regresi linear 

digunakan untuk menghitung IC50. Sedangkan selektivitas ditentukan dengan 

menggunakan parameter  SI (Seletivity Index) dengan cara  membagi nilai 

IC50 pada sel normal dengan IC50 sel kanker (Sutejo et al., 2016). 

2.1.3 Uji Apoptosis dengan Analisis Flowcytometric 

Suspensi sel T47D yang telah dihitung jumlahnya (5 x 10
5
 sel) dalam media 

RPMI lengkap sebanyak 2 ml dimasukkan pada mikroplat 6 sumuran. Sel 

yang telah terdistribusi tersebut dimasukkan ke dalam inkubator CO2 selama 

semalam. Media kultur dibuang kemudian masing-masing sumuran dicuci 

dengan PBS sebanyak 500 µl. Sel diberi perlakuan dengan sampel uji berupa 

ekstrak pada konsntrasi 20 µg/ml. Doxorubicin dengan konsentrasi  0,1 μg/ml 

digunakan sebagai kontrol positif dan sel tanpa perlakuan digunakan sebagai 

kontrol negatif. Mikroplat selanjutnya diinkubasi selama 24 jam dalam 

inkubator CO2, kemudian sel dipanen.  

Sel dipanen dengan menambahkan 1ml PBS kemudian di tampung ke 

dalam konikel setelah itu  di tambah 150 μl tripsin-EDTA 0,25% inkubasi 

selama 3 menit. Setelah sel terlepas ditambahkan 1 ml medai kultur  

kemudian diresuspensi dan ditampung ke dalam konikel. Sebanyak 2 ml PBS 
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ditambahkan kemudian tampung dalam konilel. Konikel disentrifugasi 

dengan kecepatan 2000 rpm selama 5 menit. Supernatan dibuang dan pelet 

yang diperoleh ditambahkan 1 ml PBS resuspensi kemudian dipindahkan ke 

dalam mikrotube. Mikrotube disentrifuge dengan kecepatan 2000 rpm selama 

3 menit kemudian diberi perlakuan dengan 100 μl Annexin-V-FLUOS 

staining kit. Inkubasi dilakukan di dalam ruang gelap selama 10 menit pada 

suhu 25 - 27
o
C. Analisis dilakukan menggunakan  flowcytometer dengan cara 

memasukkan sampel ke dalam tube, kemudiaan diinjeksikan ke 

flowcytometer (Nursid et al., 2011). 

2.1.4 Uji Apoptosis dengan Metode Double Staining 

Sejumlah cover slip disiapkan, kemudian masukan ke dalam mikroplat 24 

sumuran. Suspensi sel T47D yang telah dihitung jumlahnya (5 x 10
5
 sel) 

dalam media RPMI lengkap ditransfer sebanyak 1 ml ke atas cover slip. Sel 

yang telah terdistribusi tersebut kemudian dimasukkan ke dalam inkubator 

CO2 selama semalam. Setelah semalam, media yang berisi sel tersebut 

dibuang dengan menggunakan mikropipet. Sampel tersebut dibuat dalam 

konsentrasi 10 µg/ml kemudian ditransfer sebanyak 1 ml. Doxorubicin 

dengan konsentrasi 0,1 μg/ml digunakan sebagai kontrol positif dan sel tanpa 

perlakuan digunakan sebagai kontrol negatif. Mikroplat yang telah terisi 

sampel kemudian diinkubasi sel selama 24 jam dalam inkubator CO2.  

Mikroplat yang telah selesai diinkubasi dikeluarkan dari inkubator 

kemudian media pada masing-masing sumuran dibuang dengan 

menggunakan mikropipet secara perlahan.  Sel dicuci dengan PBS pada 

masing-masing  sumuran sebanyak 1 ml. PBS kemudian dibuang  dari 

sumuran dengan mikropipet secara perlahan. Cover slip diambil dengan  

menggunakan pinset dan bantuan ujung jarum secara hati-hati. Cover slip 

diletakkan di atas object glass. Sebanyak 10 µl reagen campuran akridin 

orange-etidium bromida diteteskan di atas cover slip. Pengamatan dilakukan 

dibawah mikroskop fluorosen (Kwan et al., 2015). 
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3. HASIL DAN PEMBAHASAN  

3.1 Ekstraksi Teripang  

Simplisia yang digunakan dalam pengujian ini adalah simplisia segar berupa 

teripang basah segar yang diperolah dari perairan Jailolo, Halmahera, Maluku 

Utara. Perairan Maluku Utara merupakan salah satu kawasan penghasil 

teripang terbesar (Husain et al., 2017). Metode ekstraksi yang digunakan pada 

penelitian ini adalah maserasi dengan menggunakan pelarut etanol 96%. 

Tabel 1. Hasil Ekstraksi Teripang H.atra dengan etanol 96%. 

Keterangan/Description Hasil/Results 

Simplisia Segar 3365,97 g 

Ekstrak kering 25,918 g 

% Rendemen 0,77 % 

 

Pada umumnya simplisia teripang yang digunakan adalah bentuk segar 

namun tidak menutup kemungkinan dapat digunakan dalam bentuk simplisia 

kering untuk penelitian selanjutnya. Berdasarkan hasil penelitian 

Halimatushadyah (2015) ekstrak teripang  H. atra mengandung metabolit 

sekunder triterpenoid, alkaloid, saponin dan flavonoid. Senyawa flavonoid 

merupakan senyawa yang bersifat polar yang termasuk ke dalam kelompok 

penting dari polifenol dan secara luas terdistribusi pada organisme darat 

maupun laut (Iwashina, 2003). Flavanoid yang terdapat pada teripang 

Curcumaria frondosa memiliki aktivitas sebagai antioksidan (Mamelona et al., 

2007). Senyawa metabolit sekunder lainnya seperti alkaloid dan terpenoid yang 

terdapat dalam teripang berperan pada aktivitas analgesik, antiinflamasi, 

antifungi, antikanker dan antioksidan (Dhinakaran, 2014). Penelitian yang 

dilakukan oleh Caulier et al.,. (2011) menunjukkan kandungan saponin pada 

teripang H. atra banyak terdapat pada bagian dinding tubuh teripang.  Adapun 

beberapa jenis saponin (triterpen glikosida) yang telah teridentifikasi, antara 

lain: holothurin B1, holothurin B2, holothurin B3 dan  holothurin B/B4 yang 

memiliki aktivitas sebagai antikanker. 
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3.2 Sitotoksisitas Ekstrak Teripang  

Pengujian sitotoksisitas pada penelitian ini menggunakan MTT assay.   MTT 

assay dapat digunakan untuk mengukur proliferasi sel secara kolorimetri.  

Metode ini berdasarkan pada perubahan garam tetrazolium 3-(4,5-dimetiltiazol-

2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromide (MTT) menjadi kristal formazan dalam 

mitokondria yang aktif pada sel hidup. Kristal formazan yang terbentuk dapat 

dilarutkan dengan pelarut tertentu yang kemudian absorbansinya dapat dibaca 

dengan microplate reader pada panjang gelombang 560 nm (Ebada et al., 

2008).  

 

Gambar  1. Profil Penghambatan Sel Hela, T47D, Widr dan Vero 

Setelah Diberi Perlakuan Ekstrak Etanol Teripang H. atra 

dengan Berbagai Konsentrasi. 

 

Konsentrasi larutan uji ekstrak etanol teripang H. atra yang digunakan 

yaitu 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 µg/ml. Pengunaan konsentrasi pada zat uji 

tersebut berdasarkan hasil dari orientasi konsentrasi sebelumnya. Pada 

pemberian larutan uji dengan konsentrasi rendah menunjukkan populasi sel 

yang hidup masih cukup banyak, sedangkan dengan peningkatan konsentrasi 

menunjukkan populasi sel yang hidup semakin berkurang. Hal tersebut terjadi 
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pada perlakukan dengan sel HeLa, T47D, dan sel  WiDr. Pada sel Vero 

pemberian ekstrak teripang dengan berbagai konsentrasi tidak berpengaruh 

secara signifikan. Aktivitas sitotoksik juga dapat dilihat dengan adanya 

perubahan morfologi sel. Perubahan morfologi sel  yang telah diberi 

perlakuan dapat dibandingkan dengan sel kontrol yang diamati melalui 

mikroskop. Hasil pengamatan sel HeLa, T47D, WiDr dan sel Vero yang telah 

diberi perlakuan ekstrak pada konsentrasi 21 µg/ml  dapat dilihat pada 

Gambar 2.  
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Gambar 2. Morfologi Sel Kanker Setelah Diberi Perlakuan Ekstrak 

Etanol    Teripang H. atra pada Konsentrasi 21 µg/ml. 

 

Pada pengujian MTT, semakin banyak reaksi dehidrogenasi yang terjadi 

terhadap garam tetrazolium dimitokondria sel yang hidup maka kristral 

formazan yang terbentuk akan semakin banyak. Warna ungu formazan yang 

dihasilkan diukur serapannya (absorbansinya) secara spektrofotometri pada 

panjang gelombang 560 nm. Nilai absorbansi digunakan untuk menghitung 

persen inhibisi yang kemudian dianalisis dengan mengunakan regresi linear 

untuk menentukan nilai IC50. National Cancer Institute menyatakan ekstrak 

dinyatakan aktif memiliki aktivitas antikanker apabila memiliki  nilai IC50< 30 

μg/ml, moderate aktif apabila memiliki nilai IC50 ≥30 μg/ml dan tidak aktif 

apabila nilai IC50> 100 μg/ml (Putram et al., 2017). Berdasarkan hasil analisis 

memperlihatkan bahwa ekstrak teripang H.atra aktif memiliki aktivitas 

sitotoksik pada sel T47D  dan WiDr dengan nilai IC50  sebesar  20,89 ± 1,55  

dan 26,50 ± 4,43 sebesar μg/ml, serta moderat aktif pada sel HeLa dengan IC50 

sebesar 41,06 ± 4,21 μg/ml. Hasil nilai IC50 tersebut dibandingkan dengan nilai 

IC50 sel Vero untuk mengetahui indeks selektifitas.  

 

Kontrol sel 
Kontrol sel 

21 µg/ml 
21 µg/ml 
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Tabel 2. Nilai IC50 Ekstrak Etanol Teripang H. atra Terhadap Beberapa 

Jenis Sel dan Indeks Selektivitas (IS). 

 

 

 

 

 

 

Selectivity Index diperoleh dari nilai IC50 suatu senyawa terhadap sel 

normal dibagi dengan nilai IC50 terhadap sel kanker (Aljewari et al., 2010). 

Nilai SI > 3,0 maka suatu senyawa dianggap memiliki selektivitas yang tinggi. 

Semakin tinggi indeks selektivitas suatu senyawa terhadap sel, maka senyawa 

tersebut semakin selektif dalam mematikan atau menghambat pertumbuhan 

suatu sel kanker dengan efek yang semakin kecil terhadap sel normal. 

Berdasarkan nilai IC50 dan nilai SI, maka sel T47D akan digunakan dalam 

penelitian berikutnya untuk mengetahui efek ekstrak teripang dalam 

kemampuan menginduksi apoptosis. 

3.3 Uji Apoptosis dengan Flowcytometry 

Pengujian apotosis dapat dilakukan secara kualitatif maupun kuantitatif. 

Analisis apoptosis secara kuantitatif dapat menggunakan Flowcytometry. Pada 

pengujian apoptosis ini menggunakan FITC Annexin V Apoptosis Detection 

Kit II. Prinsip dari kit ini adalah menggunakan Annexin V yang berkonjugasi 

dengan fluorescein isothyocyanate (FITC) untuk mengikat phosphatidylserine 

(PS) pada permukaan sel yang mengalami apoptosis (Gambar 3). 

Phosphatidylserine (PS) merupakan aminofosfolipid yang akan berpindah 

posisi dari membran internal ke membran eksternal pada saat apoptosis. 

Annexin V adalah protein yang memiliki afinitas tinggi terhadap phosfolipid 

yang bermuatan negatif dengan adanya ion Ca
2+

.  Kalsium yang terdapat dalam 

Annexin V tersebut mampu mengikat Phospatidilserine (PS) yang berada di 

luar membran plasma yang mengalami apoptosis.Translokasi PS pada 

permukaan sel menjadikan ikatan Annexin V sebagai penanda apoptosis. 

Jenis Sel/Cell 

Type 

IC 50 (μg/ml) 

± SD 

Indeks selektivitas/ 

Selectivity Index (SI) 

Sel HeLa 41,06  ± 4,21 3,13 

Sel T47D 20,89 ± 1,55 6,12 

Sel WiDr 26,50 ± 4,43 4,83 

Sel Vero 128,0 ± 2,98 1 
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Gambar  1. Skema pengikatan Annexin V terhadap membran sel yang 

mengalami apoptosis. Annexin V mengikat phosphatidylserine (PS) pada 

permukaan sel. Phosphatidylserine akan berpindah posisi dari membran 

internal ke membran eksternal saat apoptosis (Hingorani et al., 2011).  

  

Penambahan Propidium Iodida (PI) digunakan sebagai penanda 

terjadinya nekrosis.  Rangkaian pemberian Annexin V- FITC dan PI ini dapat 

membedakan sel yang hidup, sel yang mengalami early apoptosis maupun 

late apotosis, dan sel yang mengalami nekrosis. Analisis tersebut dapat 

dilakukan dengan menggunakan alat flowcytometer  (Nursid et al., 2015). 

  
 

Gambar  2. Analisis apoptosis dengan flowcytometry sel T47D dengan 

perlakukan ekstrak H.atra pada konsentrasi 20 µg/ml (C). Populasi 

terbesar pada R2 yang menunjukkan bahwa senyawa memiliki 

kemampuan menginduksi apoptosis. Pangujian juga dilakukan pada 

kontrol sel (A) dan dengan doxorubicin 0,1 µg/ml (B). 

(a) (b) (c) 
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Dari hasil flowcytometry (Gambar 4) menunjukkan bahwa pada ekstrak 

teripang persentase kematian sel apoptosis lebih besar dibandingkan dengan 

nekrosis. Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol teripang Holothuria atra 

dengan konsentrasi 20 µg/ml dapat menginduksi apoptosis pada sel payudara 

T47D. Nilai persentasi apoptosis, nekrosis, dan sel yang tetap hidup dapat 

dilihat pada Tabel 5. 

Tabel 3. Analisis apoptosis dengan flowcytometry sel T47D. Ekstrak 

teripang pada konsntrasi 20 µg/ml memiliki kemampuan menginduksi 

apoptosis pada sel T47D. Pengujian juga dilakukan pada kontrol sel dan 

doxorubicin 0,1 µg/ml. 

Sampel Kategori Persentase (%) 

Kontrol Sel 

Sel yang hidup 91,89  

Early apoptosis  2,46 

Late apoptosis  3,89 

Nekrosis 1,80 

Doksorubisin  

(0,1 µg/ml) 

Sel yang hidup 73,33 

Early apoptosis  15,04 

Late apoptosis  10,27 

Nekrosis 1,46 

Ekstrak etanol  teripang 

Holothuria atra (20 

µg/ml) 

Sel yang hidup 17,18 

Early apoptosis  82,06 

Late apoptosis  0,15 

Nekrosis 0,65 

 

3.4 Analisis Apoptosis dengan Double Staining 

Pengamatan secara visualisasi sel yang mengalami apoptosis dapat dideteksi 

dengan pengecetan menggunakan akridine orange – etidium bromida (Kwan et 

al., 2015). Metode ini berdasarkan fluoresensi DNA pada sel yang hidup dan 

sel yang mati karena adanya pengikatan akridin orange – etidium bromida. 

Akridine orange akan membus sel  seluruh bagian sel dan nukleus akan tampak 

berwarna hijau. Warna hijau menunjukkan sel hidup karena sel hidup memiliki 

membran yang utuh dan nukleus. Sedangkan etidium bromida dapat 

berinterkalasi dengan sel rusak pada membran dan nukleus akan berwarna 

merah. Pada sel yang mati warna etidium bromida lebih dominan dibanding 

akridine orange sehingga nukleus yang mati akan berwarna orange (Ribble et 

al., 2005). Berdasarkan (Liu et al., 2015) pada sel yang mengalami apoptosis 
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sel akan berwarna orange dan membran sel terfragmentasi. Pada sel nekrosis, 

sel berwarna orange dengan inti sel yang masih utuh. Induksi apoptosis pada 

sel kanker menjadi suatu hal yang menjanjikan dalam pengobatan kanker 

karena sel kanker akan mengalami bunuh diri secara spesifik tanpa 

mengganggu sel sehat dan tidak menimbulkan inflamasi (Ramasamy et al., 

2017).  

 

 

(a)  

 

(b)  

 

(c)  

Gambar  3. Pengaruh perlakuan senyawa uji ekstrak teripang H. atra pada 

konsentrasi 20 µg/ml (c) terhadap morfologi  sel T47D dengan menggunakan 

double staining (etidium bromida-akridin orange). Pengujian juga dilakukan 

pada kontrol sel (a) dan doxorubicin 0,1 µg/ml (b). Anak panah kuning 

menunjukkan sel yang hidup, anak panah merah menunjukkan sel yang 

terfragmentasi. 

 

Berdasarkan hasil uji secara keseluruhan menunjukan bahwa ekstrak 

teripang memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan sel kanker terutama 

pada sel kanker T47D dan memiliki  indeks selektifitas yang tinggi yang 

diujiakan pada sel normal Vero. Kemampuan penghambatan sel kanker pada 

ekstrak teripang H. atra dapat terjadi dengan menginduksi apoptosis 

berdasarkan pada hasil pengujian apoptosis dengan flowcytometry dan metode 

double staning. Metode tersebut secara kualitatif dan kuantitatif dapat 

menggambarkan sel yang mengalami apoptosis. Menurut Adrian & Collin 

(2018), teripang memiliki aktivitas antikanker karena adanya metabolit 

sekunder berupa triterpen glikosida. Frondoside A merupakan triterpen 

glikosida yang diisolasi dari teripang Cucumaria frondosa. Senyawa ini 

memiliki aktivitas antikanker dengan menunjukkan akumulasi sel pada fase 
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sub G1, memacu terjadinya aktivasi caspase-9 dan caspase 3/7 sebagai indikasi 

apotosis pada sel kanker payudara. Pada sel kanker pankreas senyawa 

Frondoside A juga memiliki aktivitas antikanker yang kuat dengan 

menginduksi apoptosis, meningkatkan ekspresi dari p21 dan  memacu aktivitas 

caspase 3/7 dan 9. Senyawa ini juga secara signifikan mampu menghambat 

metastasis pada pengujian xenograft kanker paru dan pengujian secara in vitro 

melalui matrigel invasion assay (Wargastia & Widodo, 2017). 

 

4. PENUTUP 

Ekstrak etanol teripang Holothuria atra Jeager, 1833 mempunyai sitotoksisitas 

terhadap beberapa sel kanker yaitu sel HeLa, T47D dan WiDr dengan IC50 masing-

masing sebesar 41,06 ± 4,21; 20,89 ± 1,55 dan 26,50 ± 4,43 μg/ml serta mampu 

menginduksi apoptosis berdasarkan pengujian flowcytometric dan double staining 

pada sel T47D. Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk mengetahui senyawa aktif 

dalam teripang Holothuria atra yang berperan dalam aktivitas antikanker.  
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