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ABSTRAK

Tanaman kembang bulan (Tithonia diversifolia (Hemsley) A. Gray)
merupakan salah satu tanaman yang secara tradisional digunakan masyarakat
untuk mengobati berbagai penyakit. Penelitian awal menggunakan metode
Bioassay Guided Isolation telah diperoleh senyawa aktif (MTT sel HelLa; ICs
9,776 ng/mL). Efek sitotoksik senyawa aktif terhadap sel kanker payudara belum
diketahui. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui sitotoksisitas senyawa aktif
hasil isolasi daun T. diversifolia terhadap sel kanker payudara T47D, MCF-7 dan
EVSA-T dengan menghitung nilai 1Csp-nya. Senyawa hasil isolasi daun T.
diversifolia diuji aktivitas sitotoksiknya terhadap sel kanker payudara T47D,
MCF-7 dan EVSA-T menggunakan metode MTT dengan seri kadar 0,39-50
pg/mL. Setiap kelompok kadar dilakukan triplikat dan dihitung persentase
penghambatan pertumbuhan sel T47D, MCF-7 dan EVSA-T dengan analisis
probit untuk menghitung ICso-nya. Hasil uji menunjukkan bahwa isolat aktif
memiliki efek sitotoksik terhadap sel T47D, MCF-7 dan EVSA-T dengan nilai
ICso berturut-turut adalah (2,44; 4,697; 3,522) pg/mL, schingga potensial
dikembangkan sebagai agen antikanker khususnya kanker payudara.
Kata Kunci: Tithonia diversifolia, sitotoksisitas, sel kanker payudara, MTT
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ABSTRACT

Tithonia diversifolia (Hemsley) A. Gray) is one of the plants that are
traditionally used to treat various diseases. The previous studies using Bioassay
Guided Isolation methods has obtained the active compound (MTT, HeLa cells;
IC50 9.776 ng / mL). The cytotoxic effects of active compounds against breast
cancer cells is unknown. This study aims to determine the cytotoxicity of the
active compound isolated from the leaves of T. diversifolia on breast cancer cells
(T47D; MCF-7 and EVSA-T). The isolated compounds from T. diversifolia tested
their cytotoxicity against breast cancer cells (T47D, MCF-7 and EVSA-T), using
MTT method with a series of concentration of 0.39 to 50 ug/mL. Each
concentration of the group performed triplicate and calculated the percentage of
cell growth inhibition with probit analysis to calculate the 1Csy value. The test
results showed that the active compound have a cytotoxic effect on T47D, MCF-7
and EVSA-T cells with ICs, values are respectively (2.44; 4.697; 3.522) ug/mL,
so this compound potential to be developed as an anticancer agent, especially
breastcancer.
Keywords: Tithonia diversifolia, cytotoxicity, breast cancer cells, MTT
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PENDAHULUAN

Kanker payudara berada pada
urutan ke-2 dari sejumlah kanker
yang diderita wanita Amerika
Serikat, Indonesia, dan negara lain
pada umumnya (Medina & Kittrell
2003). Di RSUP DR. Sardjito
Yogyakarta, setiap tahun ada 250
hingga 300 kasus baru kanker
payudara dan kecenderungan
penderita penyakit kanker payudara
dialami perempuan dalam usia relatif
lebih muda: antara 30 sampai 45
tahun (Anonin, 2012 )

Obat antikanker atau
sitostatika adalah obat yang dapat
menghentikan pertumbuhan sel-sel
kanker.  Agar  supaya terapi
keganasan ini dapat berhasil dengan
baik, maka prinsip  kerja obat
antikanker harus dapat membasmi sel
kanker secara total. Mekanisme kerja
obat antikanker ini didasarkan atas
terjadinya gangguan pada salah satu
proses sel yang essensial (Nafrialdi
and Gan, 1995). Oleh karena itu
sangat diperlukan adanya penemuan
obat baru yang mempunyai efek
sitotoksik yang baik pada sel kanker.
Pencarian obat kanker sekarang
semakin menarik dengan semakin
tingginya gerakan kembali ke alam,
yaitu dengan pemanfaatan
fitofarmaka, menggali kandungan
unsur  kimiawi dalam tumbuh-
tumbuhan yang potensial dapat
dipakai sebagai obat (Ganiswara &
Nafrialdi, 1995).

Salah satu tanaman yang
banyak diteliti manfaatnya sebagai
antikanker adalah tanaman kembang
bulan [Tithonia diversifolia
(Hemsley) A. Gray]. Goffin ( 2002)
melaporkan bahwa ekstrak eter
kembang bulan mempunyai efek
sitotoksik pada sel HTC-116.

Dilaporkan juga bahwa ekstrak ethyl
asetat dari tanaman T. diversifolia
dapat menghambat proliferasi sel
kanker kolon (Col-2), sedangkan
ekstrak alkohol menunjukkan
aktivitas sebagai antileukemia (Gu et
al., 2002; Nabin et al., 1979).
Ekstrak terpurifikasi dari ekstrak
kloroform T. diversifolia memiliki
efek sitotoksik terhadap sel Hela
dengan nilai 1C5,=3,078ug/ml dan
Indek Selektivitas sebesar 26.09
(Wahyuningsin et al., 2013).
Senyawa aktif telah berhasil diisolasi
dari  ekstrak  kloroform  daun
Kembang Bulan  menggunakan
metode Bioassay Guided Isolation
(MTT pada sel Hela, ICs=
9,776ug/ml) (Wahyuningsih et al.,
2008).

Sel T47D, MCF-7 dan
EVSA-T merupakan contoh dari sel
kanker payudara. Sel T47D adalah
sel kanker payudara manusia yang
bersifat ER/progesterone receptor-
positif dan berasal dari cairan pleural.
Sel ini mengekspresikan suatu mutan
dari protein p53 dan sel ini sangat
sensitif terhadap efek stimulan dari
estradiol (Schafer et al., 2000). Sel
MCF-7 merupakan sel kanker
payudara yang diambil dari jaringan
payudara seorang wanita Kaukasian
berumur 69 tahun golongan darah O,
dengan Rh positif, berupa sel
adherent (melekat) yang dapat
ditumbuhkan dalam media
penumbuh DMEM atau RPMI yang
mengandung foetal bovine serum
(FBS) 10% dan antibiotik Penicilin-
Streptomycin 1% (Anonim, 2007).
Sel MCF-7 memiliki karakteristik
antara lain resisten agen kemoterapi
(Mechetner et al., 1998; Aouali et
al., 2003), mengekspresikan reseptor
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estrogen (ER +), overekspresi Bcl-2
(Butt et al., 2000; Amundson et al.,
2000) dan tidak mengekspresikan
caspase-3 (Onuki et al., 2003; Prunet
et al, 2005). Sel EVSA-T
merupakan sel kanker payudara yang
diambil dari asites efusi ganas dari
seorang wanita dengan karsinoma
payudara metastatik;
mengekspresikan estrogen reseptor-
negatif dan progesteron reseptor-
positif (ER -). Sel EVSA-T
mempunyai viabilitas rendah (sekitar
50%) untuk minggu pertama
penumbuhan (Anonim, 2016).

Uji sitotoksik adalah
perkembangan metode untuk
memprediksi keberadaan  obat
sitotoksik baru termasuk diantaranya
dari bahan alam yang berpotensi
sebagai  antikanker. Berdasarkan
sifat-sifat toksik senyawa tersebut
maka sifat sitotoksik merupakan
syarat mutlak dari obat antikanker
(Burger, 1970). Penelitian efek
sitotoksik isolat dari T. diversifolia
terhadap ketiga sel kanker payudara
tersebut belum pernah dilakukan.
Oleh karena itu penelitian ini
dilakukan untuk mengkaji
sitotoksisitas senyawa aktif hasil
isolasi T. diversifolia terhadap sel
kanker payudara (T47D, MCF7 dan
EVSA-T) secara in vitro.

METODOLOGI

Penelitian ini bersifat
eksperimentatif-eksploratif in vitro
untuk mendapatkan data

sitotoksisitas senyawa aktif hasil
isolasi daun T. diversifolia terhadap
sel kanker payudara T47D, MCF7
dan EVSA-T.

Bahan

Sel line kanker payudara
(T47D, MCF7 dan EVSA-T)
diperoleh dari Prof. Kees Nooter
(Erasmus  Medical Center, the
Netherlands) dan ditumbuhkan di
LPPT UGM. Media DMEM (Sigma),
natrium bikarbonat (Sigma), dan
Hepes (Sigma). Media kultur sel
terdiri dari media DMEM (Sigma),
Fetal Bovine Serum (Sigma) 10 %
(v/v) (Gibco), Penisilin-Streptomisin
1 % (v/v) (Gibco) dan fungison 0,5
% (v/iv) (Gibco). Selain itu juga
digunakan trypsin 0,5 %, larutan
PBS, etanol 70 % dan MTT 5 mg/ml
(Sigma). Semua bahan yang
digunakan berkualitas pro analisis
(p.a.) produksi Merck Kkecuali
disebutkan khusus.

Alat

Alat-alat gelas yang lazim
dipakai di laboratorium, tabung
konikal steril, sentrifuge Sigma 3K12
(B. Braun Biotech International),
Microplate 96 well (Nunclone), CO2
Jacketed Incubator (Nuaire ™ IR
autoflow), tabung conical steril
(nunclone), scarper, tissue culture
flask (nunclone), Laminar airflow
(Nuaire), haemocytometer (New
Bauer), mikropipet 200 pl — 1 ml, 2
— 20 pul, 5 — 40 ul, 20 — 200 pl,
yellow tape dan blue tape steril,
almari es 4°C dan -20°C, mesin
vortex.

CARA PENELITIAN
Preparasi seri konsentrasi dari
isolate aktif

Isolat aktif hasil isolasi T.
diversifolia ditimbang 1,0 mg dan
dilarutkan dalam Dimethyl
sulphoxide (DMSO) sebanyak 100
pl, dibantu dengan alat fortek,
sehingga diperoleh larutan dengan
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konsentrasi 10.000 ug/mL.
Selanjutnya  diencerkan  dengan
medium DMEM menjadi beberapa
konsentrasi dari 0,39 s/d 50 pg/mL.

Uji  Sitotoksik dengan metode
MTT (Moosman, 1983)
Menggunakan microplate 96
sumuran. Setiap sumuran  diisi
dengan 100 ul medium DMEM, FBS
0,5% yang mengandung sel T47D,
MCF-7 dan EVSA-T dengan
kepadatan 2 x 10° sel/well,
selanjutnya diinkubasikan selama 24
jam. Keesokan harinya media
dibuang dan diganti dengan seri
konsentrasi sampel (0,39 s/d 50)
pg/mL dalam media DMEM dan
FBS 10%. Setiap konsentrasi dibuat
triplikat. ~ Kultur  sel  tersebut
diinkubasi selama 24 jam pada 37°C,
5% CO,;.  Setelah 24 jam
ditambahkan larutan MTT (5mg/ml
PBS) (10 pl/sumuran). Kultur sel
diinkubasi selama 4 jam pada 37°C,
5% CO,. Stop solution (100
pl/sumuran) ditambahkan pada sel

HASIL DAN PEMBAHASAN
Parameter sitotoksik yang
digunakan  adalah  kemampuan
konversi substrat 3-(4,5-
dimetilthiazol-2-il)-2,5-
dipheniltetrazolium bromid (MTT)
menjadi formazan ungu oleh enzym
suksinat dehidrogenase pada sel
hidup. Pengujian efek sitotoksik
dilakukan dengan triplikat, yakni
masing-masing konsentrasi diujikan
pada tiga sumuran untuk
menghindari bias dalam penelitian

diinkubasi selama semalam pada
37°C, 5% CO,, kemudian optical
density diukur pada A 540 nm dengan
ELISA plate reader.

Persentase penghambatan sel
Persentase penghambatan sel
dari tiap-tiap konsentrasi sampel
yang diperoleh  dihitung dan
dianalisis menggunakan rumus:

% penghambatan = (A-B) — (C-B) x 100%

Keterangan:

A = rata-rata absorbansi media sel
B = rata-rata absorbansi media

C = rata-rata absorbansi sampel uji

Analisis Hasil

Efek sitotoksik isolat aktif
hasil isolasi T. diversifolia terhadap
sel T47D, MCF7 dan EVSA-T
dianalisis ~ dengan menghitung
persentase penghambatan sel seperti
rumus di atas, selanjutnya nilai 1Cs
diperoleh dengan analisis regresi
probit dari SPSS 15 For Windows.

ini. Sifat sitotoksik merupakan
langkah  utama  dalam  usaha
penemuan obat antikanker baru dari
bahan alam (Nooter, 1997; Nooter et
al.,1999). Penelitian antikanker yang
bertitik berat pada bagaimana
mekanisme sel kanker terbunuh oleh
obat-obat sitotoksik, merupakan ilmu
yang baru berkembang saat ini.

Data persentase
penghambatan ~ masing  masing
konsentrasi isolat aktif hasil isolasi
dari T. diversifolia seperti terlihat
pada tabel I.
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Tabel I. Rerata persentase penghambatan isolat aktif
terhadap sel T47D, MCF7 dan EVSA-T

Rerata persentase penghambatan (%)

Kadar (ug/mL)
T47D MCF7 EVSA-T

50 90,17 84,83 94,18

25 84,72 80,06 92,61
12,5 82,97 89,33 95,59
6,25 65,07 79,21 84,43
3,125 53,49 33,43 24,37
1,562 47,16 25,56 31,45
0,78 22,49 5,62 8,33
0,39 22,27 0 2,99
1Csq 2,44 4,697 3,522

Sumber: primer untuk data sel T47D (Mahardika, 2010)

Absorbansi hasil pembacaan
ELISA reader kemudian dihitung
persentase penghambatannya. Hasil
penghitungan  rerata  persentase
penghambatan dapat dilihat pada
Tabel 1. Secara umum, terlihat
adanya  peningkatan  persentase
penghambatan sel seiring dengan
bertambahnya  konsentrasi  isolat
yang diberikan, hal ini dinamakan
dengan fenomena dose dependent.

Untuk  mengetahui  efek
sitotoksik dari isolat perlu dilakukan
penghitungan I1Cso dari persentase
penghambatan tersebut. Nilai 1Cs
merupakan besarnya konsentrasi
suatu senyawa yang menimbulkan
penghambatan kehidupan dari 50%

sel atau hewan yang diuji (Sieuwerts
et al., 1995). Nilai ICsy tersebut
dapat dihitung dengan analisa probit
menggunakan program SPSS 16.0 for
Windows. Data 1Cso tiap sel yang
diperoleh  dari  analisa  probit
disajikan dalam gambar 1. Dari tabel
1 terlihat bahwa nilai 1Csq isolat aktif
hasil isolasi T. diversifolia pada sel
T47D, MCF7 dan EVSA-T berturut-
turut adalah (2,44; 4,697; 3,522)
ug/mL.

Untuk memperjelas nilai 1Cs
dari isolat aktif hasil isolasi daun T.
diversifolia pada sel T47D, MCF7
dan EVSA-T dapat dilihat dari
Gambar 1.
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Gambar 1. Grafik Nilai ICs, isolat aktif hasil isolasi T. diversifolia terhadap sel T47D,
MCF7 dan EVSA-T

Kuantifikasi konsentrasi toksik
pada penelitian ini menggunakan
kriteria National Cancer Institute
(NCI). Menurut kriteria National
Cancer Institute (NCI), suatu
senyawa dikatakan memiliki efek
sitotoksik  yang poten bila
mempunyai nilai I1Cs lebih kecil dari
30 pg/ml (Suffness & Pezzuto,1990)
atau kurang dari 20 pg/ml (Benzivin,
2003). Semakin kecil nilai 1Cs,
semakin poten senyawa tersebut
dalam menghambat pertumbuhan sel.
Berdasarkan kriteria tersebut, isolate
aktif yang diisolasi dari daun
kembang bulan (T. diversifolia
(Hemsley) A. Gray) memiliki efek
sitotoksik < 20 pg/mL, terhadap
ketiga sel kanker payudara tersebut
artinya senyawa tersebut sangat
potensial  dikembangkan sebagai
agen antikanker khususnya untuk

kanker payudara. Selain itu, perlu
juga dilakukan pengujian terhadap
sel normal untuk menilai selektivitas
isolat dalam membasmi sel kanker
payudara.

Penelitian lanjut oleh
Mardihusodo et al.(2013) tentang
mekanisme kerja senyawa aktif hasil
isolasi  daun  T. diversifolia
disimpulkan bahwa senyawa aktif
tersebut dapat menghambat siklus sel
WiDr serta ekspresi VEGF sel WiDr.
Senyawa aktif hasil isolasi dari T.
diversifolia teridentifikasi sebagai
Tagitinin  C  berdasarkan data
spektroscopi  dan  dibandingkan
dengan data literatur. Tagitinin C
paling aktif dan selektif pada sel
kanker  kolon  (WIDR, ICSO:

0,585+0.08 ug/ml) (Wahyuningsih et
al., 2015).
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KESIMPULAN

Senyawa aktif hasil isolasi daun
kembang bulan (T. diversifolia
(Hemsley) A. Gray) memiliki efek
sitotoksik  terhadap sel  kanker
payudara T47D, MCF7 dan EVSA-T
berturut-turut mempunyai nilai 1Csg
(2,44; 4,697; 3,522) ug/mL. Dapat
dikatakan bahwa isolat aktif tersebut
sangat  potensial  dikembangkan
sebagai agen antikanker payudara.
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