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ABSTRACT

Anticancer activity test of the ethanol extract of sponge Hyrtios erecta from Pari Island beach (Jakarta) has been
conducted. Extraction of the sponge was carried out by 70% ethanol at room temperature. Toxicity screening test was
carried out based on Bhrine Shrimp Lethality Test (BSLT). Invitro anticancer activity test of the extract was carried out
using HeLa cell line. Based on the results, it was found that ethanol extract of Hyrtios erecta sponges has anticancer
activity with LC, of 26.35 ppm.

Keyword: anticancer activity; Hela cell line, Hyrtios erecta

ABSTRAK

Telah dilakukan uji antikanker ekstrak etanol spons Hyrtios erecta yang berasal dari perairan Pulau Pari Kepulauan
Seribu, Jakarta. Ekstraksi dilakukan dengan cara maserasi menggunakan etanol 70% pada temperatur kamar. Skrining
toksisitas dilakukan dengan metode Bhrine Shrimp Lethality Test (BSLT). Uji antikanker secara invitro ekstrak tersebut
menggunakan sel HeLa. Berdasarkan hasil penelitian ini diperoleh bahwa ekstrak etanol spons Hyrtios erecta bersifat
antikanker dengan harga LC,  sebesar 26,35 ppm.

Kata Kunci: antikanker; sel Hel.a; Hyrtios erecta

PENDAHULUAN

aat ini, kanker masih menjadi penyebab kematian yang tinggi di dunia. Terapi

kanker yang ada saat ini masih belum efektif. Kanker disebut sebagai penyebab
kedua kematian karena lebih dari 500.000 kematian di Amerika Serikat per tahun
disebabkan oleh penyakit kanker setelah penyakit jantung. Di Indonesia diperkirakan
setiap tahun terdapat 100 penderita kanker baru dari 100.000 penduduk.' Banyaknya
kasus kematian akibat penyakit kanker menyebabkan dikembangkannya obat yang
dapat menghambat pertumbuhan dan penyebaran sel kanker dalam tubuh.

Berbagai macam senyawa telah dikembangkan untuk melawan kanker, meliputi
senyawa-senyawa pengalkilasi, antimetabolit, obat-obat radiomimetik, hormon, dan
senyawa antagonis. Akan tetapi, tak satu pun jenis senyawa-senyawa ini menghasilkan
efek yang memuaskan dan tanpa efek samping yang merugikan. Oleh karena itu,
mulai banyak dilakukan penelitian tentang bahan obat antikanker yang berasal dari
alam ?
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Keanekaragaman hayati perairan laut Indonesia
memberi peluang untuk memanfaatkan biota laut
untuk pencarian senyawa bioaktif yang baru, salah
satunya adalah spons. Penelitian yang telah dilakukan
terhadap spons menghasilkan senyawa-senyawa baru
dengan struktur yang unik dan memiliki aktivitas
farmakologis.?

Spons yang kaya akan kandungan metabolit
sekunder dengan aktivitas sitotoksik, antitumor, dan
antimikrobia menarik minat para peneliti bioteknologi
dan farmasetikal. Sebagai contoh, discodermolide
yang merupakan senyawa antikanker dari spons
Discodermia dissolut. Saat ini, discodermolide yang
memiliki aktivitas melebihi Taxol®, telah lulus uji
klinis tahap 1.4

Dilaporkan spons merupakan bahan bioaktif dari
laut yang sangat prospektif. Hampir 5000 senyawa
telah berhasil diisolasi dari hewan ini dengan berbagai
aktivitas seperti antimikroba, antijamur, antivirus,
dan antikanker’ Spons merupakan biota laut yang
potensial dijadikan bahan eksplorasi pencarian
senyawa baru antikanker karena merupakan penghasil
senyawa bioaktif antiviral maupun senyawa
sitotoksik.¢

Metode yang digunakan untuk skrining awal
terhadap senyawa aktif antikanker adalah uji toksistas
menggunakan larva Artemia salina L. Metode ini
disebut Brine Shrimp Lethality Test (BSLT). BSLT
merupakan salah satu metode uji toksisitas yang
banyak digunakan dalam penelusuran senyawa
bioaktif yang bersifat toksik dari bahan alam. Metode
ini dapat digunakan sebagai bioassay-guided
fractionation dari bahan alam karena mudah, cepat,
dan murah. Beberapa senyawa bioaktif yang telah
berhasil diisolasi dan dimonitor aktivitasnya dengan
BSLT menunjukkan adanya korelasi terhadap suatu
uji spesifik antitumor.” Jika suatu bahan mempunyai
toksisitas dengan letal concentration 50 (LC,)), yaitu
konsentrasi yang menyebabkan matinya 50%
bioindikator, lebih rendah dari 1000 ppm maka
bahan tersebut berpotensi sebagai agen antikanker
dan dapat dilakukan uji lanjutan antikanker terhadap
sel HeLa. Sel HeLa merupakan sel manusia yang
umum digunakan untuk kepentingan kultur sel.®

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
aktivitas antikanker spons Hyrtios erecta dalam
rangka memperoleh informasi spons yang mempunyai
aktivitas antikanker.

MATERI DAN METODE

Spons yang dijadikan sampel pada penelitian
ini adalah Hyrtios erecta yang diambil dari perairan
Pulau Pari, Kepulauan Seribu, Jakarta, pada April
2015. Sampel tersebut diidentifikasi di Laboratorium
Sistematika Hewan, Fakultas Biologi, Universitas
Gajah Mada. Sampel tersebut dibersihkan dari
pengotornya dengan air kran sampai bersih,
kemudian dikeringanginkan selama 6 hari. Setelah
kering, selanjutnya dihaluskan dengan blender
sampai tingkat kehalusan 100 mesh. Selanjutnya,
sebanyak 300 gram serbuk sampel dimaserasi dengan
etanol 70% sampai terendam dan dibiarkan selama
24 jam, kemudian disaring. Filtratnya dikumpulkan
dan ampasnya ditambahi lagi pelarut yang sama
sampai terendam. Pekerjaan ini diulangi 3-4 kali
sampai diperkirakan semua senyawa terekstraksi.
Filtrat yang terkumpul diuapkan dengan penguap
putar vakum sampai semua pelarutnya menguap
sehingga diperoleh ekstrak kasar (Crude extract)
yang siap untuk diuji toksisitasnya.

Uji toksisitas menggunakan bioindikator larva
udang (Artemia salina Leach) mengikuti metode
Meyer.” Media untuk menetaskan larva Artemia
salina L dibuat dengan menyaring air laut secukupnya.
Air laut dimasukkan ke dalam akuarium yang dibagi
menjadi dua bagian: satu bagian dibuat gelap ditutup
dengan kertas hitam dan bagian yang lain dibiarkan
terbuka. Telur Artemia salina L diletakkan secukupnya
pada bagian yang gelap dan dibiarkan selama 48
jam sehingga menetas menjadi larva yang siap
digunakan untuk pengujian.

Seberat 20 mg ekstrak sampel dilarutkan dalam
2 mL pelarut n-heksana. Dari larutan ini diambil
500 uL, 50 uL, dan 5 puL. Kemudian, masing-masing
dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan pelarutnya
diuapkan. Ke dalam masing-masing tabung reaksi
ditambahkan 1 mL air laut, 50 uL dimetilsulfoksida,
dan 10 ekor larva. Kemudian ditambahi air laut sampai
volumenya 5 mL sehingga diperoleh konsentrasi
ekstrak pada masing-masing tabung: 1000 ppm, 100
ppm, dan 10 ppm. Dibuat juga konsentrasi ekstrak
0 ppm (tanpa penambahan ekstrak) sebagai kontrol.
Masing-masing tabung reaksi ditutup dengan
alumunium foil dan dilubangi sedikit lalu dibiarkan
pada suhu kamar. Setelah 24 jam dilakukan
pengamatan terhadap kematian larva. Jumlah larva
yang mati dicatat, kemudian dilakukan penghitungan
LC,,.
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Uji antikanker terhadap sel HeLa dilakukan
dengan cara: sel kanker serviks (HeLa) dikultur pada
media RPMI 1640, lalu dihitung jumlah awal sel di
bawah mikroskop. Kemudian sel dipanen dengan
penambahan tripsin. Selanjutnya, sel disentrifugasi
hingga terbentuk dua lapisan (endapan dan
supernatan). Supernatan dibuang dan endapannya
dibentuk pelet serta ditambahkan media komplit 1
mL. Kemudian dihitung jumlah selnya menggunakan
hemositometer. Setelah sel mencukupi, sel ditanam
pada microwell plate 96 sumuran. Tiap sumuran
berisi 2x104 sel dalam 100 pL. Inkubasi sel selama
1-2 jam sehingga sel melekat. Setelah itu, ditambahkan
ekstrak toksik dengan berbagai konsentrasi (1000 pg/
mL; 500 pg/mL; 250 pg/mL; 125 pg/mL; 62,5 yg/mL;
31,25 pyg/mL; 15,62 pg/mL; 7,81 pg/mL; 391 pg/mL;
1,95 yg/mL; 0,97 uyg/mL; 0,48 pg/mL; 0,24 pg/mL; 0,12
pg/mL; 0,06 ug/mL) pada setiap well sebanyak 100
uL. Jadi, total setiap well berisi 200 pL. Inkubasi dalam
inkubator selama 24 jam pada suhu 37 °C. Setelah
24 jam dilihat di bawah mikroskop, ditambahkan MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromida)
(5pg/ImL) pada tiap-tiap well, kemudian diinkubasi
selama 4 jam. Selanjutnya, larutan stop SDS (sodium
dodesil sulfat) 10% dalam 0,01 N HCI ditambahkan
pada tiap-tiap well dan diinkubasi kembali satu malam.
Absorbansinya dibaca menggunakan ELISA reader
pada panjang gelombang 550 nm.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstraksi 300 gram sampel dengan etanol 70%
menghasilkan 12,96 gram ekstrak yang berwarna
coklat. Toksisitas (LC,)) ekstrak etanol tersebut
terhadap Artemia salina L. adalah 25,11 ppm seperti
terlihat pada Tabel 1.

Data pada Tabel 1 menunjukkan bahwa ekstrak
etanol spons Hyrtios erecta bersifat toksik terhadap
Artemia salina sehingga dapat dikatakan berpotensi
sebagai agen antikanker. Selanjutnya, ekstrak ini diuji
aktivitas antikankernya terhadap sel HeLa

Aktivitas antikanker terhadap sel HeLa ditentukan
dengan metode MTT. MTT assay dapat digunakan
untuk mengukur proliferasi sel secara kolorimetri.
Metode ini berdasarkan pada perubahan garam MTT
menjadi formazan dalam mitokondria yang aktif
pada sel hidup. MTT diabsorpsi ke dalam sel hidup
dan dipecah melalui reaksi reduksi oleh enzim
reduktase dalam rantai respirasi mitokondria menjadi
formazan yang terlarut dalam SDS 10% berwarna
ungu. Pemecahan MTT pada mitokondria sel yang
hidup oleh enzim suksinat hidrogenase. Reaksi

menggunakan MTT ini melibatkan piridin nukleotida
kofaktor NADH dan NADPH yang hanya dikatalisis
oleh sel hidup sehingga jumlah formazan yang
terbentuk proporsional dengan jumlah sel yang
hidup. Semakin banyak sel yang hidup, semakin
banyak kristal formazan yang terbentuk.'® Warna
ungu formazan dapat dibaca absorbansinya secara
spektrofotometri dengan ELISA reader pada panjang
gelombang maksimum 552-554 nm. Absorbansi
tersebut menggambarkan jumlah sel hidup. Semakin
kuat intensitas warna ungu yang terbentuk, absorbansi
akan semakin tinggi. Hal ini menunjukkan bahwa
MTT yang diabsorpsi ke dalam sel hidup dan dipecah
melalui reaksi reduksi oleh enzim reduktase dalam
rantai respirasi mitokondria semakin banyak sehingga
formazan yang terbentuk juga semakin banyak.
Absorbansi ini yang akan digunakan untuk menghitung
persentase sel hidup sebagai respons."

Hasil uji aktivitas antikanker ekstrak etanol spons
Hyrtios erecta diperoleh data % inhibisi seperti pada
Tabel 2.

Tabel 1: Toksisitas ekstrak etanol

Konsentrasi dJumIah ane i % Nilai LC
Sampel (ppm) Ldang yang mat Mortalitas (ppm)50
1 2 3
0
ral S T S R
100 9 9 9 R '
1000 10 10 10 100
Tabel 2: Data % inhibisi setiap konsentrasi sampel
Sampel Ulangan Rerata . %
(ppm) 0D1 0D2 0D3 inhibisi
100 0,052 0,046 0,02 0,039 80,30
50 0,062 0,056 0,03 0,049 75,25
25 0,071 0,056 0,04 0,056 71,71
12,5 0,075 0,063 0,07 0,069 65,15
6,25 0,098 0,083 0,09 0,090 54,54
3,125 0,102 0,1 0,1 0,100 49,49
1,56 0,125 0,115 0,117 0,119 39,89
0,78 0,139 0,140 0,150 0,143 21,77
0,39 0,145 0,155 0,160 0,153 22,72
0,195 0,182 0,182 0,185 0,183 7,57
Cell 0195 0197 0202 0198 0,00

control

0D = optical density
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Berdasarkan data inhibisi di atas maka dapat
dibuat hubungan antara konsentrasi sampel dengan
% inhibisi seperti pada Tabel 3.

Tabel 3: Hubungan antara konsentrasi dengan % inhibisi

X (konsentrasi) ppm Y (% inhibisi)
100 80,30
50 75,25
25 71,71
12,5 65,15

6,25 54,54
3,125 49,49
1,56 39,89
0,78 27,77
0,39 22,72
0,195 7,57

0 0,00

Selanjutnya, berdasarkan data di atas dapat
dibuat grafik antara konsentrasi sampel vs % inhibisi
seperti pada Gambar 1.

Berdasarkan data pada gambar 1, dengan
menggunakan model regresi y = ax+b maka dapat
dihitung LC50 sebesar 26,35 ppm. Kuatnya aktivitas
antikanker dikatagorikan sebagai berikut: LC, < 5
pg/mL (sangat aktif); LC,, = 5-10 pg/mL (aktif); LC,
= 11-30 (sedang); LC,, > 30 pg/mL (tidak aktif)."
Dengan demikian, dapat dinyatakan bahwa ekstrak
etanol spons Hyrtios erecta aktif sebagai antikanker
terhadap sel HeLa dengan katagori sedang.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa ekstrak etanol spons Hyrtios erecta mempunyai
aktivitas sebagai antikanker katagori sedang dengan
LC,, sebesar 26,35 ppm.

SARAN

Untuk mengetahui senyawa yang mempunyai
aktivitas antikanker dalam spons Hyrtios erecta,
kiranya perlu dilakukan isolasi dan identifikasi
senyawa aktif tersebut.

UCAPAN TERIMA KASIH
Pada kesempatan ini, penulis mengucapkan
terima kasih kepada semua pihak yang membantu
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Catatan: y = % inhibisi; x = konsentrasi (ppm)
Gambar 1: Hubungan antara % inhibisi dengan log konsentrasi
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penelitian ini, terutama kepada saudara Rr Anisa
Hernindya yang telah membantu mengerjakan
penelitian ini sampai selesai. Terima kasih pula
kami sampaikan kepada Direktorat Penelitian dan
Pengabdian kepada Masyarakat, Direktorat Jenderal
Pendidikan Tinggi, Kementerian Riset, Teknologi dan
Pendidikan Tinggi Republik Indonesia, karena telah
mendanai penelitian ini melalui Hibah Bersaing
Tahun Anggaran 2015. Terima kasih pula kami
sampaikan kepada Lembaga Penelitian dan
Pengambian kepada Masyarakat (LPPM) Universitas
Udayana yang telah berperan dalam pengusulan
proposal penelitian ini sampai bisa didanai. Semoga
semua amal kebaikan Bapak dan Ibu mendapat
pahala dari Ida Hyang Widi Wasa (Tuhan Yang Maha
Esa).
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