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Abstract

Sponges are marine organisms which have a lot of bioactive compounds. Those compounds
are having potency as antibacteria, antivirus, and anticancer. This research was purposed to
study the cytotoxicity and apoptosis activity of sponge specics A of Astrophorida order’s
extract on HelLa cells, Cytotoxic activity of ethanolic, methanolic, and chloroform extract of
sponge species A on HeLa cells were done using MTT assay and apoptotic test was done
using double staining of ethidium bromide-acridine orange. Compund groups on sponge
species A were detected using Thin Layer Chromatography (TLC). The results showed that
ethanolic, methanolic, and chloroform extract of sponge species A have ICsy value 18.25;
27.87; and 13.87 pg/mL respectively. Morcover ethanolic, methanolic, and chloroform
extract of sponge species A at the concentration of 31,25 pg/mL could induce apoptosis 35.3 &
11.16%; 82.64 + 16.21%; and 86.76 % 9.27% respectively. TCL detection showed that sponge
species A contains active compounds such as alkaloid, flavonoid, phenol, and terpenoid.
Based on the results it could be concluded that extract of sponge species A have potency as
anticancer agent.

Keywords: extract of sponge species A, cytotoxic, apoptosis, HeLa cells
Abstrak

Spons merupakan fauna laut yang diketahui memiliki berbagai senyawa bioaktif, Senyawa
tersebut berpotensi sebagai antibakteri, antivirus, dan antikanker. Penelitian ini bertujuan
mempelajari aktivitas sitotoksik dan apoptosis ekstrak spons spesies A anggota ordo
Astrophorida terhadap sel HeLa. Pada penelitian ini penpgujian aktivitas sitotoksik ekstrak
etanolik, metanolik, dan kloroform spons spesies A terhadap sel HeLa dilakukan
menggunakan MIT assay dan uji apeptosis menggunakan double staining, yaitu etidium
bromida-acridine orange, Deteksi golongan senyawa yang terkandung di dalam spons spesies
A dilakukan menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Hasil nji sitotoksisitas
menunjukkan bahwa ekstrak etanolik, metanolik, dan kloroform spons spesies A masing-
masing memiliki nilai ICs; sebesar 18,25; 27,87; dan 13,87 pg/mL. Ekstrak etanolik,
metanolik, dan kleroform spons spesics A pada konsentrasi 31,25 pg/mL dapat menginduksi
kematian sel melalui apoptosis masing-masing sebesar 35,3 & 11,16%; 82,64 = 16,21%; dan
86,76 + 9,27%. Berdasarkan uji menggunakan KI.T diketahui bahwa spons spesies A
menggandung golongan senyawa alkaloid, flavonoid, fenol, dan terpenoid. Oleh karena itu,
dapat disimpulkan bahwa ekstrak spons spesies A berpotensi untuk dikembangkan sebagai
obat antikanker.

Kata kunci: ekstrak spons spesies A, sitotoksik, apoptesis, sel HeLa
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Pendahuluan

Kanker serviks merupakan salah satu
kanker yang paling sering dijumpai pada
wanita di negara berkembang. Kasusnya dapat
mencapai 25% dari seluruh kanker pada
wanita, Pada kanker serviks uteri, dari 471.000
kasus baru terjadi 233.000 kasus kematian
(Turkistant dkk., 2003).

Salah satu bentuk terapi kanker adalah
dengan penggunaan obat antikanker. Pada
umumnya, obat tersebut sangat toksik
sehingga penggunaanya harus dilakukan
secara hati-hati dengan dosis tepat untuk
menghindari komplikasi (Sukardja, 1999;
Velde dkk., 1999). Obat-obatan tersebut telah
digunakan secara rutin meski beberapa obat
mekanisme kerjanya belum diketahui dengan
jelas (Velde dkk., 1999). Oleh karena itu, perlu
dilakukan penelitian secara terus-menerus
untuk menemukan obat antikanker yang
efektif tetapi aman dengan harga yang
terjangkau masyarakat.

Spons merupakan fauna laut multiselular
tingkat rendah. Organisme ini kaya senyawa
metabolit sekunder dengan berbagai aktivitas
biologis (Yalein, 2007; Shinde dkk., 2008).
Berbagai penelitian yang telah dilakukan
menunjukkan bahwa spons memiliki aktivitas
antimikrobia, antimalaria, antivirus (Pedpradab
dkk., 2010), dan antikanker (Setyowati dkk,
2007; Reddy dkk., 2006; Nishimura dkk., 2005,
Rangel dkk., 2001; Carotenuto dkk., 1998).
Penelitian yang dilakukan oleh Rangel dkk.,
(2001) menunjukkan bahwa 24 jenis spons dari
pantai sebelah tenggara Brazil yang diteliti,
sebanyak 13 spons (54%) memiliki tingkat
toksisitas sedang hingga tinggi.

Berbagai golongan senyawa aktif seperti
alkaloid dan terpenoid diketahui memiliki efek
sitotoksik terhadap berbagai sel kanker.
Bastaldin alkaloid dari spons Dendrilla cactos
diketahui mempunyai aktivitas antikanker
terhadap sel kanker Sup-T1 (limfoma sel T)
(Reddy dkk., 2006). Pedpradab dik., (2010)
melaporkan bahwa ekstrak deklorometan
(DCM) dari  Phakellia ventilabrum
menunjukkan aktivitas sitotoksik kuat terhadap
sel Vero. Berbagai derivat bromotirosin dari
asosiasi spons Jaspis sp. dan Poecillastra sp.
memiliki efek sitotoksik terhadap sel A-549
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(kanker paru-paru manusia), sel SK-OV-3
(kanker ovarium manusia), sel SK-MEL-2
(kanker kulit manusia), sel XF-498 (kanker
sistem saraf pusat manusia), dan sel HCT-15
(kanker kolon manusia). Carotenuto dkk.,
(1998) juga melaporkan bahwa berbagai
senyawa litenolides yang berasal dari
Cacospongia cf. linteiformis menunjukkan efek
sitotoksik terhadap sel WEHI 164 (murine
fibrosarcoma cell line), sel J774 (murine
monocyte/macrophage cell line), sel P388
(murine leukemia cell Iine), dan GM7373
(bovine endothelial cell line) dengan tingkat
sitotoksisitas yang berbeda. Ferreira dkk,,
(2007) menyatakan bahwa ckstrak Geodia
corticostylifera menunjukkan aktivitas
penghambatan pertumbuvhan sel yang tinggi
terhadap pertumbuhan sel tumor dan memiliki
efek hemolitik yang cukup tinggi terhadap
eritrosit mencit. Senyawa ecionines A dari
spons Ecionemia geodides juga diketahui
memiliki efek toksik sedang terhadap sel TSU-
Pr1, TSU-Pr1-B1, TSU-Pr1-B2,dan 5637 human
bladder cancer cell lines (Barnes dkk., 2010).

Berbagai kajian mengenai potensi spons
untuk dikembangkan sebagai obat antikanker
tampaknya memberikan hasil yang cukup
menggembirakan. Indonesia merupakan negara
dengan keanekaragaman hayati laut tinggi
memiliki berbagai jenis spons yang potensial
untuk digunakan sebagai obat antikanker. Salah
satunya adalah anggota ordo Astrophorida.
Namun, sampai saat ini di Indonesia belum
banyak penelitian yang mengkaji potensi
antikapker spons khususnya angpota ordo
Astrophorida. Oleh karena itu, penelitian ini
bertujuan mengkaji potensi aktivitas sitotoksis
dan apoptosis ekstrak salah satu spesies spons
anggota ordo Astrophorida terhadap sel HeLa
(cervical cancer cell line). Pada penelitian ini
masih belum dapat ditentukan secara pasti
nama spesies dari spons yang digunakan
sehingga di dalam naskah selanjutnya akan
disebut sebagai spesies A.

Metode Penelitian

Bahan penrelitian

Ekstraksi spons: Spons spesies A
anggota ordo Astrophorida diperoleh dari
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pantai Wediombo, Gunungkidul, DIY, etanol
96%, methanol, aseton, dan kloroform. Bahan
untuk identifikasi spons adalah alkohol 70%.
Bahan yang digunakan untuk analisis aktivitas
sitotoksik dan apoptosis, yaitu kultur sel HeLa,
media RPMI 1640, FBS, antibiotik serum,
fungizon, penstrep, DMSO, doksorubisin
(Kalbe), MTT, frypan blue, tripsin 0,5%, SDS
1% dalam 0,1 N HCI, PBS, etidium bromida-
acridine orange, akuades, akuabides. Bahan
untuk melakukan uji kromatografi lapis tipis
(KLT): kloroform, metanol, toluene, etil asetat,
asam formiat, dan n-heksana,

Alat penelitian

Alat untuk ekstraksi spons: pisau steril,
blender, filter (kertas saring), water bath
alumunium, kot plate, timbangan anlitik, cawan
porselen, kipas angin, dan satu set alat gelas
steril. Alat untuk kromatografi lapis tipis; plat
silika gel dan UV 254 nm. Alat untuk analisis
aktivitas sitotoksik dan apoptosis: inverted
microscope, laminar air flow hood, waterbath,
gelas beker, flask culture, mikroplate 96
sumuran, mikroplate 24 sumuran, coversiip,
mikropipet, inkubator CO,, pipet, dan ELISA
reader.

Cara Kkerja

Pengambilan spons spesies A

Spons spesies A diperoleh dari zona
intertidal pantai Wediombo, Gunungkidul, DIY
dengan metode jelajah sepanjang garis pantai
sampai surut terjauh, pada bulan mati dengan
estimasi surut maksimal pada tanggal 19-20
Juli 2011, Sampel spons bagian ektosom dan
koanosom sebesar 1 x 1 cm® dipreparasi dengan
metode NASP  (Nitric Acid  Spicule
Preparation), Selanjutnya dilakukan
identifikasi dengan buku acuan Identifikasi
Spons Van Soest dan Hooper (2002),

Ekstrasi spons spesies A

Ekstrak etanolik

Spons spesies A dicuci dengan air
mengalir dan dikeringkan, Spons dipotong dan
dimaserasi dengan 250 mL alkohol 96% serta
diaduk selama 30 menit. Kemudian didiamkan
selama 24 jam. Selanjutnya rendaman spons
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disaring. Filtrat disimpan di dalam botol gelap
(filtrat I). Ampas sisa penyaringan diekstraksi
kembali seperti cara diatas sebanyak 2 kali.
Kumpulan filtrat I s/d II dikeringanginkan
dengan kipas angin hingga diperoleh massa
kental. Metode ini merupakan modifikasi dari
metode yang dilakukan oleh Tang (2004) dan
Raghavendran dkk., (2004). Pada proses
ckstraksi ini dari 1,7 kg berat basah spons
diperoleh ekstrak etanolik seberat 28,02 g,

Ekstrak kloroform dan metanolik

Spons spesies A dicuci dengan air
mengalir dan dikeringkan. Spons dipotong dan
dimaserasi dengan aseton (E merck) 250 mL
serta diaduk selama 30 menit. Kemudian
didiamkan selama 24 jam. Selanjutnya
rendaman spons disaring, Filtrat
dikeringanginkan dengan kipas angin hingga
aseton menguap selurubnya dan diperoleh
massa kental. Ekstrak yang telah bebas pelarut
kemudian dipartisi menggunakan kloroform (E
merck). Selanjutnya didapatkan ekstrak aseton
yang larut dalam kloroform dan yang tidak
larut dalam kloroform. Kedua bagian tersebut
dikeringanginkan dengan kipas angin sampai
seluruh pelarutnya menguap dan diperoleh
massa kental. Bagian yang tidak larut dalam
kloroform dipartisi menggunakan metanol (E
merck) sehingga didapat bagian yang larut
dalam metanol dan yang tidak larut dalam
metanol. Bagian yang larut dalam metanol
dikeringanginkan dengan kipas angin hingga
seluruh pelarutnya menguap dan diperoleh
massa kental. Metode ini merupakan
modifikasi dari metode yang dilakukan oleh
Isnansetyo dkk., (2009). Pada proses ekstraksi
ini dari 1,5 kg berat basah spons diperoleh 1,54
g ekstrak metanolik dan 3,5 g ekstrak
kloroform.

Kromatografi lapis tipis (KL T)

Proses pengerjaan KLT dilakukan
dengan menggunakan fase diam berupa plat
silika gel F254. Fase gerak untuk ekstrak
metanolik dan kloroform digunakan kloroform
: metanol (9 : 1). Adapun fase gerak untuk
ekstrak ¢tanolik yang digunakan untuk
identifikasi flavonoid adalah toluene : etil
asetat : metfanol (70 : 20 : 10); untuk
identifikasi alkaloid adalah etil asetat : metanol
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- asam formiat (85 : 10 : 5); unfuk identifikasi
fenol adalah n-heksana : etil asetat (1 : 1); dan
untuk identifikasi terpenoid adalah toluene : etil
asetat : metanol (85 : 10 : 5) (Soetarto dkk.,
2005). Pengamatan warna yang muncul
dilakukan di bawah sinar UV dengan panjang
gelombang 254 nm.
Uiji aktivitas sitotoksik

Sel HeLa dikultur dalam mikroplate 96
sumuran dengan kerapatan 2 X 10* sel/100
pL/sumuran. Setiap perlakuan dengen 3 kali
ulangan, Kelompok pada penelitian ini yaitu: a)
Kontrol media (suspensi sel HeLa diinkubasi
dalam media RPMI 1640 dengan FBS 10%
tanpa diberi senyawa yang diuji). b) Kontrol
pelarut (suspensi sel HeLa + media + DMSO
masing-masing dengan konsentrasi 0,125; 0,25;
0,5; dan 1%). c¢) Kelompok kontrol positif:
setiap kelompok kontrol positif diberi
doksorubisin masing-masing dengan
konsentrasi 7,8125; 15,625; 31,25; dan 62,5
pg/mL. Doksorubisin yang ditambahkan ke
dalam setiap sumuran sebanyak 100 pL. d)
Kelompok perlakuan: setiap  kelompok
perlakuan diberi senyawa uji masing-masing
dengan konsentrasi 7,8125; 15,625; 31,25;
62,5; 125; 250; 500; dan 1000 pg/mL. Senyawa
uji yang ditambahkan ke dalam setiap sumuran
sebanyak 100 pL.

Sel Hela diinkubasi pada subu 37°C,
CO, 5 % selama 24 jam. Uji aktivitas sitotoksik
dilakukan menggunakan metode MTT assay
dengan cara sebagai berikut: pada akhir masa
inkubasi, pada tiap-tiap sumuran ditambahkan
MTT (5 mg/mL) 10 pL. Kemudian suspensi sel
diinkubasi pada suhu 37°C, CO; 5% selama 4
jam, Reaksi dihentikan dengan menambahkan
SDS 1% dalam 0,1 N HC! sebanyak 100
uL/sumuran. Hasilnya dibaca dengan ELISA
reader dengan panjang gelombang 550 nm.
Persentase  penghambatan  pertumbuhan
(Inhibition Concentration/IC) sel dihitung
sebagai berikut:

(A-B) - (C-D)

% penghambatan pertumbuhan = ————— x 100%

(A-B)
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Keterangan:

A = absorbansi kontrol media

B = absorbansi kontrol negatif media

C = absorbansi perlakuan

D = absorbansi kontrol negatif perlakuan

Modifikasi dari metode yang dilakukan oleh
Sismindari (2003) & Yuvan dkk., (2005).

Uji aktivitas apoptosis

Uji  apoptosis  dilakukan  dengan
menggunakan kombinasi larutan etidium
bromida-acridine orange yang dibuat dengan
cara membuat larutan stok dari 50 mg etidium
bromida dan 15 mg acridine orange dilarutkan
dalam 1 mL etanol 95% kemudian
ditambahkan akuades 49 mL. Selanjutnya dari
larutan stok tersebut diambil 1 mL dan
diencerkan dalam PBS (1:100). Sel HeLa yang
akan diuji apoptosisnya dikultur dalam 24 well
microplate. Tiap-tiap perlakuan dilakukan
sebanyak 3 kali ulangan. Kemudian microplate
diinkubasi dalam inkubator suhu 37°C yang
dialiri CO; 5%. Setelah diinkubasi selama 24
jam, cairan dalam well dibuang, coverslip
diambil dan diletakkan pada gelas objek.
Selanjutnya, larutan etidium bromida-acridine
orange diteteskan sebanyak 5-10 pL pada
coverslip. Preparat diamati dengan mikroskop
fluoresen. Nukleus sel yang utuh berwarna
hijau terang adalah sel yang hidup. Nukieus
sel yang berwarna oranye dengan kondensasi
kromatin adalah sel yang mengalami apoptosis.
Jumlah sel yang mengalami apoptosis

dinyatakan dalam persen (%0).
Analisis data

Uji aktivitas sitotoksik dilakukan dengan
menghitung persentase penghambatan

pertumbuhan dari data OD penghambatan
pertumbuhan hasil pembacaan dengan ELISA
reader. Uji aktivitas apoptosis dinyatakan
dalam persen. Selanjutnya data tersebut
dianalisis menggunakan ANAVA satu jalan
dan dilakukan uji beda nyata menggunakan
Tuckey’s HSD ftest. Kemudian dari data
persentase penghambatan perturnbuhan
ditentukan nilai ICsy senyawa uji menggunakan
analisis probit.
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Hasil dan Pembahasan

Identifikasi spons spesies A

Spons yang digunakan merupakan
anggota ordo Astrophorida yang memiliki
karakter spikula megaskleres oxea dan triane,
spikula mikroskleres oxyasterenaster, tipe
pertumbuhan encrusting growth formation,
bentuk permukaan hispid surfacefeatures, serta
struktur  skeleton  paratangentialectosome
(Gambar 1). Meskipun demikian, belum dapat
ditentukan secara pasti nama spesies dari spons
yang digunakan dalam penelitian ini mengingat
banyak spesies spons yang memiliki karakter
hampir sama. Oleh karena itu, wuntuk
menghindari  terjadinya kesalahan  kami
menyebut spesies yang digunakan dalam
penelitian ini sebagai spons spesies A.

Kromatografi lapis tipis (KLT)

Berdasarkan penelitian hasil uji XLT
diketahui bahwa ekstrak etanolik, dan ekstrak
kioroform mengandung senyawa alkaloid,
terpenoid, dan flavonoid. Adapun, ekstrak
metanolik mengandung senyawa alkaloid,
terpenoid, dan fenol.

Uji sitotoksik (penghambatan pertumbuhan)

Berdasarkan hasil penelitian diketahui
bahwa ekstrak etanolik, metanolik, dan
kloroform spons spesies A menghambat
pertumbuhan sel HeLa dengan pola tergantung
konsentrasi (semakin tinggi konsentrasi ekstrak
maka semakin basar kemampuannya dalam
menghambat  pertumbuhan  sel  HeLa).
Kemampuan dalam menghambat pertumbuhan
ketipa ekstrak > 50% pada konsentrasi 31,25
pg/mL (Gambar 2), Pada penelitian ini DMSO
digunakan sebagai kontrol pelarut dan hasil
penelitian menunjukkan bahwa persentase
penghambatan pertumbuhan oleh DMSO dari
konsentrasi 0,125-1% berkisar dari 0-9,54%
{Gambar 1). Secara statistik hasil tersebut tidak
berbeda nyata dengan kontrol media, sehingga
dikatakan bahwa penghambatan pertumbuhan
pada sel HeLa disebabkan oleh senyawa yang
terdapat pada ekstrak spons spesies A. Pada
penelitian ini doksorubisin digunakan sebagai
kontrol positif, persentase penghambatan
pertumbuhan 30,61-38,62% (Gambar 2).
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Potensi penghambatan pertumbuhan oleh
doksorubisin  terhadap sel Hela dalam
penelitian ini, lebih rendah daripada ekstrak
spons spesies A. Pada penelitian ini konsentrasi
senyawa uji yang digunakan antara 7,8125-
1000 pg/ml., Hal ini sesuai dengan pernyataan
Meyer dkk., (1992) dalam Fajarningsih dkk.,
(2006) bahwa jika nilai LCs, suatu ekstrak < 30
ppm maka dikaterogikan sangat toksik, jika
nilai LCsy suatu ekstrak berkisar antara
30-1000 ppm maka dikategorikan toksik.
Adapun, nilai LCs, suatu ekstrak > 1000 ppm
maka dikategorikan tidak toksik.

Berdasarkan analisis probit diketahui
bahwa nilai ICsp ekstrak etanolik, metanolik,
dan kioroform spons spesies A terhadap sel
HelLa berturut-turut sebesar 18,25; 27,87; dan
13,87 pg/mlL.

Uji apoptosis

Berbagai upaya unmtuk penemuan obat
antikanker baru banyak ditujukan untuk
mempelajari  proses induksinya terhadap
apoptosis. Hasil penelitian ini menunjukkan
konsentrasi 31,125 pg/ml ekstrak etanolik,
metanolik, dan kloroform spons spesies A
dapat menginduksi apoptosis masing-masing
sebesar 35,3 = 11,159%; 82,64 + 16,206%; dan
86,76 + 9,269 (Gambar 3). Kemampuan ketiga
ekstrak spons spesies A dalam menginduksi
apoptosis mepunjukkan pola tergantung
konsentrasi (semakin tinggi konsentrasi
senyawa wjli maka semakin tinggi
kemampuannya dalam menginduksi apotosis).
Meskipun demikian perlu dilakuken penelitian
lebih lanjut untuk mendeteksi jaras apoptosis
yang terjadi dalam perlakuan tersebut. Pada
penelitian ini kelompok kontrol pelarut
(DMSO) pada berbagai konsentrasi yang
diberikan tidak menunjukkan beda nyata
dengan kelompok kontrol media dalam proses
induksi apoptosis yaitu antara 0,16 + 0,22% —
229 + 2,774% (Gambar 3). Hal ini
memperkuat hasil dari uji sitotoksik bahwa
DMSO pada konsentrasi yang diberikan tidak
menyebabkan kematian sel. Pada penelitian ini
doksorubisin pada semua konsentrasi uji yang
diberikan menunjukkan potensi menginduksi
apoptosis hingga 100% (Gambar 3). Morfologi
sel yang mengalami apoptosis tampak seperti
pada Gambar 4,
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Gambar 1. Karakter morfologi spons spesies A (A) Morfologi di
substrat, (B) Morfologi saat preparasi, (1) Megaskleres
(Trianes ->Orthotrianes), (2) Megaskleres (Oxea), (3)
Mikroskleres (oxyastereuaster)
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Gambar 3. Rerata sel HeLa yang mengalami apoptosis (%) antarkelompok kontrol dan perlakuan

Keterangan: huruf yang sama di dalam grafik menunjukkan tidak berbeda nyata pada
p<0,0s,
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Spons merupakan organisme laut
dengan akfivitas biologis yang cukup
bervariasi. Berbagai penelitian yang telah
dilakukan  menunjukkan bahwa spons
memiliki aktivitas sitotoksik, antibakter,
hemolitik, serta neurotoksik. Potensi aktivitas
biologis tersebut sangat beragam tergantung
dari jenis spons dan senyawa yang
dikandungnya. Beberapa spons anggota
Astrophorida yang diketahui memiliki
sitotoksisitas tinggi terhadap berbagai sel
kanker antara lain dari genus Geodia dan
Ecionemia.

Berdasarkan penelitian ini diketahui
bahwa ekstrak etanolik dan ekstrak kloroform
spons spesies A mengandung senyawa alkaloid,
terpenoid, dan flavonoid. Adapun ekstrak
metanolik mengandung senyawa alkaloid,
terpenocid, dan fenol. Hasil tersebut sesuai
dengan pernyataan Cowan (1999) bahwa etanol
dapat melarutkan terpenoid, alkaloid, flavonol,
dan sterol. Metanol dapat melarutkan
terpenoid, saponin, polifenol, dan flavon.
Sedangkan kloroform dapat melarutkan
terpenoid dan flavonoid.

Untuk mengetahui potensi ekstrak
etanolik, ekstrak metanolik, dan ekstrak
kloroform spons spesies A sebagai antikanker
dilakukan uji sitotoksisitas terhadap sel HeLa.
Hal ini dilakukan untuk mengetahui persentase
penghambatan pertumbuban ekstrak spons
spesies A terhadap sel HeLa, Hasil penelitian
ini menunjukkan bahwa kemampuan dalam
menghambat pertumbuhan ketiga ekstrak pada
konsentrasi 31,25 pg/ml. > 50%. Hasil
tersebut lebih efektif dibandingkan dengan
persentase  penghambatan  pertumbuhan
doksorubisin pada penelitian ini yang hanya
berkisar antara 30,61-38,62% sampai dengan
konsentrasi 62,5 pg/mL (Gambar 1).
Selanjumya untuk menentukan sitotoksisitas
didasarkan pada nilai Inhibition Concentration
50 (ICsp). Berdasarkan analisis probit pada
penelitian ini diketahui bahwa ICs, ekstrak
etanolik, metanolik, dan kloroform masing-
masing sebesar 18,25; 27,87; dan 13,87
jg/mL. Hasil tersebut sesuai dengan penelitian
yang dilakukan oleh Ferreira dkk., (2007)
yang menunjukkan ~ bahwa ekstrak
hidroetanolik Geodia corticostylifera memiliki
nilai ICsp < 1,56 pg/mL terhadap sel HL-60,
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HCT-8, MDA-MBA435, dan SF-295.
Sebaliknya penelitian yang dilakukan oleh
Rangel dkk., (2001) menunjukkan bahwa
ektrak  etanolik Geodia corticostylifera
memiliki aktivitas sitotoksik yang sangat
rendah. Babkan dari penelitian tersebut
diketahui bahwa Geodia gibberosa tidak
memiliki efek sitotoksik. Hal ini berarti bahwa
perbedaan meskipun berada dalam satu genus
namun aktivitas sitotoksik Geodia cukup
beragam tergantung jenisnya. Selain itu
kemungkinan perbedaan tempat hidup juga
akan menyebabkan perbedaan kuantitas
senyawa yang terkandung dalam Geodia
sehingga spesies yang sama dapat memiliki
aktivitas sitotoksik yang berbeda. Barner dkk.,
(2010) menyatakan bahwa senyawa golongan
pyroacridine alkaloids yang berasal dari
Eiconemia geodides yaitu ecionines A
memiliki tingkat toksisitas sedang terhadap sel
TSU-Prl, TSU-Pr1-Bl, TSU-Prl1-B2, dan
5637 dengan nilai ICsy masing-masing sebesar
6,48; 6,49; 3,55 dan 3,66 mM. Sedangkan
senyawa ecionines B memiliki efek toksik
terhadap sel 5637 dan TSU-Pr1-B2 dengan
nilai ICsp 10 mM, Perbedaan potensi tersebut
kemungkinan disebabkan oleh perbedaan
dalam konfigurasi kimia kedua senyawa
tersebut. Menurut National Cancer Institute
ekstrak kasar berpotensi sebagai antikanker
apabila memiliki nilai ICs; < 30 pg/mL.
Stuffness dan Pezzuto (1990) cit Ariffin dkk.
(2009). Berdasarkan kriteria tersebut ketiga
ekstrak spons spesies A potensial untuk
dikembangkan sebagai obat antikanker
khususnya pada sel HeLa.

Berbagai senyawa yang terkandung
dalam spons spesies A diduga berperan dalam
memberikan efek sitotoksik terhadap sel HeLa.
Tohme dkk, (2011) menyatakan bahwa
senyawa alkaloid pada spons berperan sebagai
antikanker dengan menghambat polimerisasi
tubulin, menghambat topoisomerase, induksi
apoptosis, regulasi ulang pembelahan sel, dan
menghambat angiogenesis. Ren dkk., (2003)
menyatakan bahwa flavonoid memiliki potensi
sebagai antiproliferasi, menginduksi apoptosis,
dan menghambat angiogenesis. Senyawa
golongan terpenoid yang dihasilkan spons
Geodia japonica yaitu geoditin dan stelletin A
memikili efek sitotoksik terhadap HL-60 cell
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line. Geoditin diketahui menginduksi apoptosis
dengan mengaktivasi kaspase-3 (Cheung dkk.,
2010). Senyawa golongan fenol, neolamellarin
yang dihasilkan oleh spons Dendrilla nigra
terbukti dapat menghambat angiogenesis (Liu
dkk., 2007).

Berbagai obat antikanker ditujukan untuk
menginduksi apoptosis. Hal ini diharapkan
dapat mengurangi efek samping yang
ditimbulkan. Ekstrak etanolik spons spesies A
menunjukkan bahwa pada konsentrasi 31,125
pg/ml. dapat menginduksi apoptosis sebesar
35,30 + 11,16%. Adapun ekstrak metanolik dan
kloroform pada konsentrasi 31,125 pg/mL
dapat menginduksi apoptosis > 80% (Gambar
3.). Hal ini sejalan dengan hasil persentase
penghambatan  pertumbuhan  pada  uji
sitotoksisitas. Pada proses apoptosis setelah
terjadi aktivasi melalui caspases-dependent
pathway maka terjadi perubahan pada sel. Pada
awal proses apoptosis membran sel mulai
membentuk lekukan-lekukan, kromatin
mengalami kondensasi dan DNA
terfragmentasi. Organel sel dan DNA yang
telah terfragmentasi akan menyebar menuju
lekukan-lekukan membran, Selanjutnya, sel
membentuk badan-badan apoptosis
difagositosis oleh sel di sebelahnya tanpa
menimbulkan respons inflamasi (Goodlett &
Horn, 2005) seperti terlihat pada Gambar 4.

Pada penelitian ini diduga senyawa
golongan alkaloid, flavonoid, fenol, dan
terpenoid yang terkandung dalam spons
spesies A itulah yang berperan dalam proses
induksi apoptosis meskipun mekanismenya
dalam penelitian ini belum diketahui secara
pasti, Sebagai salah satu golongan senyawa
pereduksi, flavonoid  diketashui  dapat
menghambat berbebagai reaksi oksidasi yang
berbahaya bagi sel.

Beberapa senyawa antara sintetis dari
polongan alkaloid halichlorine yang memiliki
struktur inti azaspiro diketahui dapat
menginduksi apoptosis pada acufe monocytic
leukemia cell line (THP-1) dan cara
menginduksi aktivasi caspase-time
dependently. Namun, beberapa senyawa lain
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dari kelompok ini ternyata ada juga yang tidak
dapat menginduksi apoptosis melalui aktivasi
kaspase-3 (Itoh dkk., 2002). Flavonoid dapat
melindungi sel dari kerusakan membran lipid
akibat radikal bebas seperti radikal hidroksi
dan  superoksida  (Robinson, 1995).
Schumacher dkk., (2010) melaporkan bahwa
heteronemin, sesterterpen dari spons Hyrtios
sp. dapat mempengaruhi berbagai proses
selular pada chronic myelogenous leukemia
cells. Proses-proses selular yang dipengaruhi
oleh heteronemin tersebut antara lain siklus sel
(penurunan viabilitas sel), induksi apoptosis,
jaras MAPKs, serta penghambatan kaskade
NF-«xB. Penelitian lain yang dilakukan oleh
Wei dkk, (2008) menunjukkan bahwa
jaspolide B senyawa golongan terpen yang
dijsolasi dari spons Jaspis sp. diketahui
memiliki aktivitas antiproliferasi terhadap
human hepatoma cells melalui induksi
apoptosis. Berdasarkan penelitian tersebut
diketahui bahwa induksi apoptosis tersebut
juga diiringi dengan proses penahanan fase G1
dan pembongkaran mikrotubul. Potensi suatu
senyawa dalam menginduksi apoptosis dan
dalam menentukan jaras mana yang akan
diaktivasi agaknya terkait erat dengan struktur
kimia senyawa tersebut.

Meskipun pada eksirak metanolik dan
kloroform spons spesies A sebagian besar
tampaknya melalui induksi apoptosis, namun
diduga pada ekstrak etanolik dan sebagian
kecil ekstrak metanolik serta kloroform terjadi
kematian sel melalui jalur yang lain. Patil
dkk., (2009) menyatakan bahwa terpenoid
kemungkinan dapat menyebabkan hilangnya
integritas membran sel sehingga dapat
menyebabkan  sitotoksisitas/kematian  sel
melalui disintegrasi membran,

Pada penelitian ini kemampuan senyawa
aktif  spons-spons  spesies A dalam
menginduksikan  apoptosis  sel  Hela
menimbulkan  harapan untuk penemuan
senyawa aktif antikanker vang bersifat efektif
dan memiliki efek samping rendah dapat
diwujudkan di masa depan.
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Gambar 4. Ke10po kontrol

media (A), kelompok DMSO 1% (B), kelompok

doksorubisin 7,8125 pp/ml, kelompok perlakuan dengan ekstrak
etanolik spons spesies A (D). Tanda panah tebal: sel hidup, tanda
panah tipis: tahap awal apoptosis, kepala panah: tahap akhir

apoptosis, Perbesaran 10 x 10.

Simpulan dan Saran

Simpulan

Ekstrak etanolik, metanolik, dan
kloroform spons spesies A berpotensi untuk
dikembangkan sebagai agen antikanker
terhadap sel HelLa terutama melalui induksi
apoptosis.

Saran

Perlu dilakukan penelitian untuk
mengisolasi dan menguji aktivitas antikanker
senyawa yang terkandung dalam spons spesies
A sekaligns menguji mekanisme sitotoksik dan
apoptosis senyawa-senyawa tersebut.
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