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Dear Allah,
Sometimes it’s hard for me to understand what You really want to happen,

But I trust You, I know You will give me the what’s best
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ABSTRAK

Wardati, Fauchil. 2017. Potensi Ekstrak Kulit Pisang Kepok (Musa balbisiana)
sebagai Kandidat Terapeutik Kanker Payudara secara In Vitro dengan
Menggunakan Sel T-47D. Skripsi. Jurusan Biologi Fakultas Sains dan
Teknologi UIN Maulana Malik lbrahim Malang. Pembimbing Biologi: Kholifah
Holil, M.Si. Pembimbing Agama: Umaiyatus Syarifah, M.A

Kata kunci: kanker payudara, kulit pisang kepok, sel T-47D, MTT assay, flowcytometry

Pemanfaatan bahan alam seperti buah sebagai agen terapi kanker payudara mulai
banyak diteliti oleh para ilmuwan. Salah satu bahan alam yang berpotensi sebagai
antikanker adalah kulit pisang kepok (Musa balbisiana). Pisang ini mengandung berbagai
senyawa fitokimia yang dapat menginduksi apoptosis sel kanker. Oleh karena itu, tujuan
dari penelitian ini adalah untuk mengetahui nilai 1Cs, ekstrak kulit pisang kepok dan
persentase sel yang mengalami apoptosis sehingga dapat diketahui potensinya sebagai
kandidat terapeutik kanker payudara.

Penelitian ini bersifat eksperimental menggunakan RAL (Rancangan Acak
Lengkap) dengan tahapan penelitian: ekstraksi, uji sitotoksik (MTT assay) dan uji induksi
apoptosis. Metode ekstraksi yang digunakan yaitu maserasi dengan etanol 95%. Uji
sitotoksik dilakukan dengan pemberian ekstrak kulit pisang kepok pada sel T-47D,
kemudian dibaca absorbansi dengan ELISA reader (A 595 nm) dan dianalisis dengan
SPSS Probit. Untuk konfirmasi efektifitas ekstrak dalam menginduksi apoptosis sel T-
47D, digunakan flowcytometry dengan reagen Annexin V/PI.

Hasil uji sitotoksik menunjukkan bahwa persentase sel hidup setelah diberi
ekstrak kulit pisang kepok dengan konsentrasi 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125
pg/mL, 62,5 pg/mL, dan 31,25 pg/mL berturut-turut adalah 3,74%, 3,94%, 63, 90%,
81,23%, 91,45%, dan 91,97% serta memiliki nilai 1Csy sebesar 220,375 pg/mL. Untuk
hasil uji induksi apoptosis pada konsentrasi 1Csy menunjukkan bahwa jumlah sel yang
mengalami apoptosis awal adalah 2,50%, apoptosis akhir 3,10%, nekrosis 5,40%, dan sel
yang hidup 89,0%. Berdasarkan hasil penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa ekstrak
kulit pisang kepok memiliki toksisitas sedang terhadap sel T-47D yang menunjukkan
potensinya sebagai kandidat agen kemoprevensi kanker payudara, terutama pada
konsentrasi tinggi (>250 pg/mL).
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ABSTRACT

Wardati, Fauchil. 2017. The Potency of Pisang Kepok Peel Extract (Musa balbisiana)
as Therapeutic Candidate of Breast Cancer by In Vitro Using T-47D Cells.
Thesis. Biology Department. Science and Technology Faculty. UIN Maulana
Malik Ibrahim Malang. Biology Advisor: Kholifah Holil, M.Si. Religious
Advisor: Umaiyatus Syarifah, MA.

Keywords: breast cancer, pisang kepok peel, T-47D cells, MTT assay, flowcytometry

Utilization of natural ingredients such fruit as a breast cancer treatment agent is
beginning to be widely studied by scientists. One of the potential natural ingredients as
anticancer is pisang kepok peel (Musa balbisiana). This kind of banana contains various
phytochemical compounds that can induce cancer cell apoptosis. The purpose of this
research is to know the ICs, value of pisang kepok peel extract and percentage of cancer
cells that undergo apoptosis so that can be known its potential as therapeutic candidate of
breast cancer.

This research is experimentally done by using CRD (Completely Randomized
Design). The stages of this research are extraction, cytotoxic test (MTT assay) and
apoptosis induction test. The extraction method used was maceration (ethanol 95%). The
cytotoxic test was performed by giving pisang kepok peel extract on T-47D cell, then
read the absorbance with ELISA reader at X 595 nm and analyzed by SPSS Probit. To
confirm the effectiveness of extract in inducing T-47D cell apoptosis, flow cytometry was
used with Annexin V/PI reagents.

The result of cytotoxic test showed that the percentage of viable cell after given
pisang kepok peel extract with concentration of 1000 pg/mL, 500 ug/mL, 250 pg/mL,
125 pg/mL, 62,5 pg/mL, and 31,25 pg/mL were 3.74%, 3.94%, 63.90%, 81.23%,
91.45%, and 91.97% respectively; and also has an ICs, value of 220.375 pg/mL.
Meanwhile the test result for apoptotic induction test at 1Cs, concentrations showed that
the number of cells undergoing initial apoptosis: 2.50%, late apoptosis: 3.10%, necrosis:
5.40%, and viable cells: 89.0%. Based on this results, it can be concluded that pisang
kepok peel extract has moderate cytotoxic to T-47D cells, therefore indicate its potential
as a candidate for breast cancer chemoprevention agents, especially at high
concentrations (>250 pg/mL).
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit kanker termasuk salah satu penyakit penyebab kematian utama di
dunia (Erejuwa dkk., 2014; Siegel dkk., 2016). Angka kematian yang diakibatkan
kanker akan terus meningkat setiap tahunnya. Othman (2012) mengemukakan
bahwa pada tahun 2020, kematian akibat kanker diperkirakan meningkat
mencapai 104%. Salah satu kanker yang menyebabkan kematian tersebut adalah
kanker payudara (Indrati, 2005; Othman, 2012). Berdasarkan hasil Riset
Kesehatan Dasar Tahun 2013 menunjukkan bahwa kanker payudara menduduki
prevalensi tertinggi yaitu 28,7% (12.014 orang), disusul kanker serviks 10,4%
(4342 orang) (Noorhidayah, 2016).

Salah satu langkah dalam penyembuhan kanker adalah melalui
kemoterapi. Namun, cara ini memiliki efek samping, penyembuhannya yang tidak
tuntas, dan bahkan bisa terjadi resistensi obat. Para ilmuwan mulai banyak
meneliti pemanfaatan bahan alam seperti buah sebagai agen terapi kanker atau
agen kemoprevensi. Pemanfaatan senyawa-senyawa yang terkandung di dalam
bahan-bahan alam tersebut dapat menjadi salah satu alternatif pengobatan kanker.
Tujuannya adalah untuk meningkatkan sensitifitas sel kanker dan mengurangi
efek samping dari agen kemoterapi (Meiyanto, Susidarti and Handayani, 2008;
Handoko dkk., 2011). Hal ini kemudian mendasari perlunya dikembangkan agen

kemoprevensi dari bahan alam untuk terapi kanker, seperti buah-buahan.



Pemberian buah-buahan yang mengandung antioksidan dapat menangkal
atau meredam radikal bebas sehingga penyakit kanker dapat dicegah atau
dihambat perkembangannya (Halliwell, 2007). Radikal bebas merupakan salah
satu bentuk senyawa oksigen reaktif yang memiliki elektron tidak berpasangan
(Winarsi, 2007). Senyawa radikal bebas terbentuk di dalam tubuh dan dapat
dipicu oleh berbagai faktor. Radikal bebas dapat dengan cepat menyerang
komponen seluler di sekelilingnya dan berakibat pada kerusakan sel sehingga
berujung kanker (Winarsi, 2007). Tubuh manusia secara alamiah sudah memiliki
mekanisme pertahanan antioksidan yang efektif untuk menangkal radikal bebas.
Namun, mekanisme tersebut terkadang tidak bisa mengatasi radikal bebas yang
berlebihan di dalam tubuh, sehingga dibutuhkan antioksidan tambahan dari
makanan seperti buah-buahan maupun sayur-sayuran (Erguder, dkk., 2007).

Pengobatan kanker dengan antioksidan menguatkan kebenaran secara

ilmiah hadits Nabi Muhammad yang berbunyi sebagai berikut:

A2

JE5 58 A0 O30 17 ol cles Sl 135 ¢les oI5 S

Artinya: “Setiap penyakit ada obatnya. Maka bila obat itu mengenai penyakit
akan sembuh dengan izin Allah Azza wa Jala” (HR. Muslim no.575)

Hadits tersebut menjelaskan bahwa Allah pasti menurunkan obat untuk semua
penyakit dengan kata kunci ¢! yang berarti penyakit dan ¢! 2 yang berarti obat.
Penyakit yang dimaksudkan disini adalah segala macam penyakit, baik secara
lahir maupun batin, begitu pula dengan obatnya. Seperti halnya dengan penyakit
kanker, atas izin Allah dapat dicegah dan diobati dengan menangkal radikal bebas

yang berlebihan di dalam tubuh melalui antioksidan. Winarsi (2007) menjelaskan



bahwa antioksidan terkandung dalam bahan pangan dan bekerja sebagai free
radical scavenger yang mampu mencegah atau menghambat kerusakan oksidatif
dalam tubuh. Di Indonesia, Allah telah melimpahkan berbagai bahan pangan yang
kaya akan antioksidan seperti buah-buahan, sehingga dapat dimanfaatkan sebagai
agen terapi kanker (Winarsi, 2007).

Salah satu buah yang mengandung antioksidan adalah pisang. Secara

khusus, Allah menyebutkan pisang dalam QS. Al-Wagiah (56): 29;

Artinya: “.... dan pohon pisang yang bersusun-susun (buahnya)”.

Kata 2y cﬂa diartikan oleh sebagian besar ulama sebagai pohon
pisang (al-Qurthubi, 2008; Abdullah, 1994; Quthb, 2008; al-Jazari, 2009; al-
Qarni, 2010). Kata cll'ﬂ\ ada yang memahaminya pohon pisang atau pohon kurma.
Banyak juga yang melukiskan sebagai pohon yang batangnya sangat kuat,
dahannya panjang dan tinggi, memiliki duri yang banyak dan aroma yang harum
(Shihab, 2006). Az-Zajjaj dalam al-Qurthuby (2008) mengatakan bahwa pohon
itu ada di dalam surga namun duri-durinya telah dibuang. As-Suddi dalam al-

Qurthuby (2008) menambahkan bahwa pohon ! surga adalah pohon CJH\

dunia, akan tetapi pohon k!l surga memiliki buah yang lebih manis dari madu

(al-Qurthubi, 2008).
Penyebutan ‘pisang’ dalam QS. Al-Wagiah ayat 29 ini menunjukkan
keistimewaan buah pisang sebagai buah surga. Salah satu keistimewaan dari buah

pisang adalah tingginya kandungan antioksidan dan serat, khususnya pada kulit



buahnya. Wachirasiri (2009) menyatakan bahwa kandungan serat pada buah
memiliki kualitas yang lebih baik daripada makanan lainnya dan dapat mencegah
penyakit kanker terutama pada kulit pisang yang memiliki kandungan serat 50 g/
100 g berat kering (Wachirasiri, Julakarangka dan Wanlapa, 2009) Kelebihan
pada kulit buah pisang juga didukung oleh penelitian Someya (2002) yang
melaporkan bahwa gallokatekin pada bagian kulit buah pisang (Musa Cavendish)
158 mg/ 100 g berat kering sedangkan pada daging buahnya 29.6 mg/ 100 g berat
kering. Tingginya gallokatekin (kelompok flavonoid) dari ekstrak kulit buah
pisang menunjukkan potensi kulit buah pisang memiliki aktivitas antioksidan
yang kuat (Someya dkk., 2002). Ali (2008) berpendapat bahwa antioksidan alami
yang utama berasal dari kelompok senyawa fenolik seperti flavonoid, dan salah
satu turunannya, senyawa katekin, dapat menginduksi apoptosis pada sel kanker,
bukan sel normal (Ali dkk., 2008; Cos dkk., 2003).

Kulit pisang di satu sisi memiliki kandungan antioksidan yang tinggi,
namun disisi lain, antioksidan kulit pisang belum banyak dimanfaatkan oleh
masyarakat. Winarsi (2007) menyampaikan bahwa produk alam Indonesia yang
bersifat antioksidan sangatlah berlimpah dan belum dimanfaatkan secara optimal
(Winarsi, 2007). Melihat hal tersebut, diperlukan kajian dan pemanfaatan lebih
lanjut terkait potensi kulit pisang dengan kandungan antioksidannya yang tinggi
sebagai alternatif agen terapi kanker lain yang memiliki efek samping pada sel
normal. Hal ini juga didukung keamanan dalam mengkonsumsi kulit pisang sebab

konsentrasi dari hidrogen sianida, zat yang sangat beracun (1,33 mg/g) dan



kandungan oksalat (0,51 mg/g) dalam kulit pisang berada dalam batas aman
(Wachirasiri, Julakarangka dan Wanlapa, 2009).

Aktifitas antioksidan pada kulit buah pisang kepok termasuk tinggi
dibandingkan dengan pisang yang lain. Atun, dkk (2007) mengemukakan bahwa
ekstrak kulit pisang kepok memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi dengan
kemampuan menghambat 50% oksidasi pada konsentrasi 693,15 mg/ml
dibandingkan dengan ekstrak kulit pisang ambon yang menghambat 50% oksidasi
pada konsentrasi 5000 mg/ml (Rosdiana, 2014). Ekstrak kulit pisang kepok juga
mengandung antioksidan cukup tinggi dengan aktivitas 95,14% (Supriyanti dkk.,
2015) dibandingkan dengan ekstrak etanol kulit pisang goroho sebesar 75,71%
(Alhabsyi dkk., 2014).

Tingginya aktifitas antioksidan pada kulit pisang kepok dimungkinkan
karena terdapat senyawa-senyawa hasil metabolit sekunder yang berpotensi
sebagai antioksidan, seperti flavonoid (katekin, gallokatekin dan epikatekin),
tannin, terpenoid, alkaloid, saponin, dan kuinon (Fitrianingsih dan Purwanti,
2012; Saraswati, 2015; Someya dkk., 2002; Supriyanti dkk., 2015). Zhang (2015)
menjelaskan bahwa senyawa-senyawa fitokimia yang telah teridentifikasi,
termasuk tannin, flavon, triterpenoid, steroid, saponin, dan alkaloid memiliki
peran perlindungan yang berhubungan dengan aktifitas antioksidan (Zhang dkk.,
2015). Aktifitas antioksidan berhubungan kuat dengan potensi sebagai agen terapi
penyakit kanker. Efek ini diperoleh melalui berbagai jalur, salah satunya adalah

kemampuan menginduksi apoptosis.



Induksi apoptosis oleh senyawa-senyawa bioaktif dapat melalui beberapa
mekanisme molekuler. Mekanisme tersebut dapat melalui penurunan reactive
oxygen species (ROS) dan modulasi signaling pathways dengan menurunkan
ekspresi Bcl-2 dan Bcl-XL serta meningkatkan ekspresi gen Bax dan Bak.
Peningkatan protein Bax bersama-sama dengan protein lain seperti protein p53
akan mengaktifkan cytochrom C yang dilepas dari mitokondria dan selanjutnya
akan terjadi aktivasi berantai terhadap caspase 9-caspase 3. Caspase-3 merupakan
enzim yang diperlukan pada fase eksekusi dan berperan memberikan efek berupa
perubahan morfologi dan biokimia yang tampak pada sel. Kemampuan ini
disebabkan karena caspase-3 mampu berikatan dengan DNAse bebas sehingga
DNAse bergerak ke inti. Pergerakan ini mengakibatkan rusaknya DNA dan
berakhir pada kematian sel (CCRC, 2007; Cryns & Yuan, 1998; Meiyanto, 2002;
Ren dkk., 2003).

Program induksi apoptosis yang dapat menyebabkan kematian pada sel
kanker membuat banyak kelompok ilmuwan tertarik untuk mengembangkan
terapi antikanker melalui program induksi apoptosis (Matsushita dkk., 2005).
Pendekatan terapi kanker telah dilakukan dengan menghambat perkembangan sel
kanker, baik melalui induksi apoptosis maupun penghambatan daur sel yang dapat
teramati secara in vitro (Saphiro dan Harper, 1999 dalam Dai, 2014). Secara in
vitro, T-47D cell line merupakan sel kanker payudara manusia yang dapat
dijadikan model untuk menguji sitotoksik suatu senyawa terhadap apoptosis sel.
Sel ini dipilih dengan beberapa alasan, satu diantaranya adalah sel kanker T-47D

mampu memperlihatkan kondisi apoptosis yang disebabkan oleh termutasinya gen



p53 (Schafer dkk., 2000). Selain itu, sel kanker payudara T-47D ini memiliki
kemampuan replikasi yang tidak terbatas, homogenitas yang tinggi serta mudah
diganti dengan frozen stock jika terjadi kontaminasi (Burdall dkk., 2003).

Berbagai studi melaporkan adanya kemampuan menginduksi apoptosis sel
kanker payudara T-47D oleh senyawa-senyawa antioksidan seperti flavonoid,
tannin, dan terpenoid. Beberapa senyawa tersebut terkandung tanaman herba
pacar air (ICsp 97,493 pg/ml), daun sirsak (ICsg 17,149 ug/mL), dan Selaginella
plana (ICsy 4 pg/mL) (Handayani dkk., 2012; Rachmani, 2012; Rahmawati dan
Muti, 2013). Maryati (2006) melaporkan bahwa senyawa flavonoid dapat memacu
terjadinya apoptosis pada sel T-47D dengan meningkatkan ekspresi p53 dan Bax
(Maryati, 2006). Namun, untuk pengujian induksi apoptosis sel T-47D oleh kulit
pisang kepok belum pernah dilakukan sedangkan disisi lain kandungan
antioksidannya yang tinggi diduga memiliki potensi kuat menginduksi apoptosis
pada sel kanker. Hal ini yang kemudian mendukung perlunya dilakukan penelitian
ini untuk menguji potensi ekstrak kulit pisang kepok sebagai kandidat agen terapi
kanker payudara melalui metode MTT assay dan flow cytometry.

Metode MTT assay yang dilakukan pada penelitian ini menggunakan
enam variasi konsentrasi (1000 pg/ml; 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5
pg/ml, dan 31.25 pg/ml) dan kontrol positif dengan Doxorubicin. Melalui metode
MTT assay dapat diketahui potensi ekstrak kulit pisang sebagai induktor
apoptosis sel kanker berdasarkan viabilitas sel setelah sel diberi ekstrak kulit
pisang. Selain itu, nilai 1Csy yang didapatkan juga bisa menunjukkan potensi

sitotoksik dari senyawa yang terkandung di dalamnya. Semakin besar nilai 1Cs



maka senyawa tersebut semakin tidak toksik (Nugroho, 2012) dan pada penelitian
ini, diharapkan ekstrak kulit pisang memiliki nilai 1Cso rendah sehingga
berpotensi toksik terhadap sel kanker payudara T-47D.

Metode flow cytometry yang digunakan pada penelitian ini menggunakan
Annexin V/Pl. Propidium iodide (Pl) banyak digunakan bersamaan dengan
Annexin V untuk menentukan apakah sel hidup, apoptosis, atau nekrosis dengan
cepat melalui perbedaan integritas dan permeabilitas membran plasma (Rieger
dkk, 2011). Proses apoptosis secara morfologis berbeda dari nekrosis pada
berbagai karakteristik. Apoptosis bergantung pada energi dan proses aktivasi
caspase sementara nekrosis tidak melibatkan energi dan ekspresi gen, melainkan
merupakan proses spontan pasif (Rastogi dkk., 2009). Pengamatan hasil data flow
cytometry dapat diketahui dari jumlah sel hidup, sel apoptosis, dan sel nekrosis
yang terdapat pada setiap kuadran dan disajikan dalam bentuk persen (%).

Hal tersebut yang kemudian melatar belakangi pentingnya melakukan
penelitian ini sehingga dapat diketahui potensi kulit pisang sebagai kandidat
terapeutik kanker payudara. Potensi kulit pisang ini dapat diketahui melalui nilai
ICso dan persentase sel apoptosis akibat efek sitotoksik dari bahan aktif yang
terkandung dalam ekstrak kulit pisang terhadap sel T-47D secara in vitro. Hasil
dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi terkait potensi kulit
pisang kepok sebagai satu dari beberapa sumberdaya alam Indonesia untuk
alternatif terapi kanker yang efektif, ekonomis, mudah diperoleh dan dapat

mengurangi efek samping yang ditimbulkan oleh agen kemoterapi.



1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas, dapat dirumuskan pertanyaan pada
penelitian ini adalah:
1. Berapakah nilai ICsp ekstrak kulit pisang kepok terhadap sel T-47D?
2. Berapakah persentase sel T-47D yang mengalami apoptosis setelah pemberian

ekstrak kulit pisang kepok?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah:
1. Untuk mengetahui nilai ICsq ekstrak kulit pisang kepok terhadap sel T-47D.
2. Untuk mengetahui persentase sel T-47D yang mengalami apoptosis setelah

pemberian ekstrak kulit pisang kepok

1.4 Manfaat Penelitian
Hasil penelitian ini dapat memberikan informasi mengenai potensi ekstrak
kulit pisang kepok secara in vitro dalam menginduksi kematian sel T-47D

sehingga dapat dimanfaatkan sebagai kandidat agen terapi kanker payudara.

1.5 Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:
1. Sampel yang digunakan adalah kulit pisang kepok (Musa balbisiana) jenis
kuning (merah) muda yang diambil dari satu pohon yang sama di Desa
Belahanrejo, Kedamean, Gresik, Jawa Timur dengan ciri ukuran sedang, kulit

buahnya sangat tebal, berwarna hijau dan bergetah.
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2. Sel yang digunakan adalah T-47D cell line dari koleksi Laboratorium
Parasitologi, Fakultas Kedokteran, UGM Yogyakarta, yang diinkubasi dalam

medium RPMI-1640.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kanker
2.1.1 Tinjauan Umum

Kanker adalah penyakit yang disebabkan oleh sel-sel yang berubah dan
berkembang tak terkendali (American Cancer Society, 2016). Pertumbuhan sel
yang abnormal ini (tumbuh sangat cepat, tidak terkontrol, dan tidak berirama)
dapat menyusup dan menekan ke jaringan tubuh yang normal sehingga dapat
mempengaruhi fungsi tubuh (Diananda, 2009). Sel kanker mempunyai ciri dapat
memperbanyak diri secara berlebihan (berproliferasi), berdiferensiasi (menjadi
pembuluh darah) dan memiliki daya tahan sel (kemampuan untuk tetap hidup dan
tidak mati sehingga muncul benjolan) (Nurhayati dan Destyningtias, 2010).

Faktor resiko penyakit kanker dapat disebabkan oleh beberapa hal, seperti
yang dipublikasikan oleh Kementrian Kesehatan RI Tahun 2015, yakni faktor
genetik, faktor karsinogen, diantaranya seperti zat kimia, radiasi, virus, hormon,
dan iritasi kronis, serta faktor perilaku/gaya hidup seperti merokok, pola makan
yang tidak sehat, konsumsi alkohol, dan kurang aktivitas fisik. Penyakit ini dapat
menyerang segala macam umur dan jenis kelamin. Berdasarkan hasil Riset
Kesehatan Dasar Tahun 2013 oleh Kementrian Kesehatan RI, hampir semua
kelompok umur penduduk memiliki prevalensi penyakit kanker yang cukup

tinggi. Prevalensi penyakit kanker tertinggi berada pada kelompok umur 75 tahun

11
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ke atas, yaitu sebesar 5,0% dan prevalensi terendah pada anak kelompok umur 1-4
tahun dan 5-14 tahun sebesar 0,1% (Kementrian Kesehatan RI, 2015).

Semua lapisan masyarakat tanpa mengenal status sosial, umur, dan jenis
kelamin dapat terserang penyakit kanker. Dari segi status sosial, penyakit ini dapat
menyerang orang kaya, miskin, berpendidikan tinggi, maupun orang-orang yang
tidak berpendidikan. Anak-anak, remaja, dan orang dewasa, begitu pula dengan
pria dan wanita juga dapat terserang penyakit kanker. Namun, berdasarkan data
yang ada diperkirakan sekitar 60% penderita kanker di Indonesia adalah wanita
(Mardiana, 2007) dan kanker payudara adalah jenis kanker yang paling umum

diderita oleh kaum wanita (Fadilah dkk., 2016).

2.1.2 Kanker Payudara

Kanker payudara menjadi pembunuh nomer satu di Indonesia. Setiap
tahunnya diperkirakan terdapat 100 penderita baru per 100.000 penduduk yang
ada di Indonesia. Berdasarkan Sistem Informasi Rumah Sakit (SIRS) tahun 2007,
kanker payudara menempati urutan pertama pasien rawat inap di seluruh Rumah
Sakit di Indonesia dengan persentase 16,85%, disusul kanker leher rahim 11,78%
(Departemen Kesehatan, 2010 dalam Baswedan, 2014).

Kanker payudara adalah penyakit dimana sel-sel tubuh berubah bentuk dan
fungsinya. Sel abnormal yang tumbuh ‘out of control’ ini pada mulanya adalah
tumor payudara (Gambar 2.1) dan dapat menjadi tumor ganas. Tumor ganas
mempunyai sifat yang khas, yaitu dapat menyebar luas ke bagian lain di seluruh
tubuh untuk berkembang menjadi tumor baru. Penyebaran ini disebut metastase.

Saat tumor menyebar ke sekitar jaringan maupun organ, maka sel-sel ini berubah
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menjadi sel kanker. Potensi metastase ini diperbesar oleh perubahan genetik. Jika
tidak diobati, kebanyakan kanker mengarah ke rasa sakit dan bahkan kematian

(Nurhayati dan Lusiyanti, 2006; Nurhayati dan Destyningtias, 2010).

Gambar 2.1 Jaringan kanker payudara (Sumber: Rasjidi, 2010)

Kanker payudara menyerang pada jaringan payudara, namun tidak
menyerang kulit payudara yang berfungsi sebagai pembungkus. Kanker payudara
menyebabkan sel dan jaringan payudara berubah menjadi abnormal dan
bertambah banyak secara tidak terkendali (Mardiana, 2007). Secara mammografi,
kanker payudara dikenali dengan keberadaan lesi massa atau mikrokalsifikasi
(Hartadi, Santoso dan Hidayatno, 2011).

Payudara merupakan kelenjar yang sering dikenal dengan nama grandula
mammae. Organ ini terdiri atas 15-20 lobus atau jaringan yang dipisahkan oleh
serabut-serabut  fibrosa (Megawati, 2012). Penamaan kanker payudara
berdasarkan pada area yang pertama kali munculnya sel kanker, baik di bagian
duktus (86%) maupun bagian lobular (12%) (Gambar 2.2). Selain itu, sel kanker
dapat terletak pada satu area (noninvasine/karsinoma in situ) atau menyebar

mengelilingi payudara (invasive) (Keitel dan Kopala, 2000).
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Gambar 2.2 Anatomi payudara (Sumber: Sabiston, 1995)

2.1.3 Faktor Penyebab

Proses timbulnya kanker payudara merupakan kejadian kompleks yang
melibatkan berbagai faktor, sehingga penyebab pasti kanker payudara belum
diketahui (Indrati, 2005). Secara garis besar, penyakit kanker dapat disebabkan
baik oleh faktor eksternal (infeksi, radiasi, zat kimia tertentu, tembakau) maupun
faktor internal (mutasi, hormon, kondisi sistem imun), yang keduanya dapat
memicu terjadinya proses karsinogenesis (pembentukan kanker) (Kurniasih dkk.,
2015).

Adanya infeksi kronis dan peradangan diperkirakan berkontribusi pada
satu dari empat kasus kanker di seluruh dunia. Infeksi kronis dan peradangan
menimbulkan respon inflamasi yang menghasilkan radikal bebas dan kemudian
dapat merusak sel epitel dan stroma tetangga yang sehat. Radikal bebas dapat
memodulasi pertumbuhan sel tumor melalui jalur transduksi sinyal, dan

mengakibatkan induksi transkripsi proto oncogen yang terlibat dalam perangsang
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pertumbuhan sel. Proses ini dapat mendorong karsinogenesis dengan mengubah
target dan jalur yang penting untuk homeostasis jaringan normal (Hussain,
Hofseth dan Harris, 2003).

Hipotesis peran radikal bebas dalam karsinogenesis berasal dari penelitian
in vitro yang menjelaskan peran radikal bebas dalam kerusakan DNA serta
perubahan struktur dan fungsi protein. Salah satu radikal bebas, hidrogen
peroksida (H;0,), dapat menginduksi fragmentasi kromosom dengan kehadiran
perioxidation activator, Fe,(SO4)s;. Selain DNA, protein seperti DNA-repair
enzyme yang terlibat dalam transduksi sinyal, modulator apoptosis dan protein
p53 dapat juga berubah baik secara struktural maupun fungsional, bila terkena
radikal bebas. Hal ini terbukti setelah paparan NO- dan derivatifnya, protein p53
mengalami perubahan. Selain itu, DNA-repair dan molekul transduksi sinyal,
seperti DNA-protein kinase, diaktifkan oleh paparan -NO. Radikal bebas -NO dan
turunannya, mampu menyebabkan mutasi pada gen terkait kanker, menginduksi
ekspansi klonal pada sel yang mutasi atau menyimpang, dan mempromotori
angiogenesis. Hal ini terjadi karena -NO dapat bertindak sebagai inisiator dan
promotor endogen pada proses pembentukan kanker pada manusia sehingga
berpengaruh besar pada karsinogenesis, termasuk cekpoin siklus sel, apoptosis,

dan perbaikan DNA (Hussain, Hofseth dan Harris, 2003).

2.1.4 Mekanisme Pembentukan Kanker
Sel kanker terbentuk melalui perubahan genetik rangkap/ganda dalam sel
induk dari suatu organ tubuh. Sel kanker payudara yang pertama dapat tumbuh

menjadi tumor sebesar 1 cm pada waktu 8-12 tahun. Sel kanker tersebut diam
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pada kelenjar payudara dan dapat bersembunyi di dalam tubuh selama bertahun-
tahun tanpa diketahui, menyebar melalui aliran darah ke seluruh tubuh dan tiba-
tiba aktif menjadi tumor ganas atau kanker (Nurhayati dan Lusiyanti, 2006;
Nurhayati dan Destyningtias, 2010).

Prinsip utama dalam studi tentang mekanisme pembentukan kanker
(karsinogenesis) adalah proses yang berlangsung melalui beberapa tahap yakni
initiation, promotion, dan progression (Gambar 2.3). Transisi antara tahap-tahap
ini didorong oleh faktor eksogen dan endogen yang berbeda serta melibatkan
mekanisme biokimia dan elemen genetik yang berbeda pula. Beberapa jenis bahan
kimia memulai proses karsinogenik dengan menghasilkan spesies yang sangat
reaktif yang berikatan kovalen dengan DNA sel. Agen ini mengubah urutan dan
fungsi DNA selama proses replikasi dan transkripsi dengan mengaktifkan enzim
selular tertentu, yaitu protein kinase C (PKC) (enzim yang memainkan peran
penting dalam kontrol pertumbuhan). Hal ini mengakibatkan perubahan dalam
membran dan pada akhirnya perubahan dalam diferensiasi dan proliferasi sel

(Weinstein, 1988).

k INIYILL 7
\

INCREASING MALIGNANCY ————————>

Gambar 2.3 Tahapan karsinogenesis (Sumber: Weinstein, 1988)
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Tahapan-tahapan dalam karsinogenesis, yakni (Weinstein, 1988; Cipto,

2001; Miller, 2008):

a.

Inisiasi, tahap terjadinya paparan terbatas dari karsinogen dalam waktu
singkat dan ireversibel. Karsinogen ini disebut inisiator. Tanpa adanya
rangsangan karsinogen lebih lanjut sel yang telah terinisiasi ini tidak akan
tumbuh menjadi sel tumor, tetapi perubahan ini tetap tinggal dalam sel
turunannya (progeni). Tahapan inisiasi hanya membutuhkan sekali paparan
tunggal agen karsinogen dan sudah menyebabkan kerusakan DNA.

Promosi, terjadi setelah inisiasi dan timbul karena paparan berulang dengan
bahan non karsinogenik (promotor). Efek promotor bersifat reversibel, jadi
perubahan di jaringan bersifat sementara. Promotor memperpendek lama
waktu yang dibutuhkan untuk pembentukan tumor setelah terpapar
karsinogen, sedangkan promotor sendiri bukan mutagenik. Pada tahap ini
terjadi perkembangbiakan pada sel yang rusak, hal ini terjadi ketika sel-sel
yang mengalami mutasi itu terkena zat karsinogen yang mendorong
terjadinya pembelahan secara cepat.

Progresi, lebih ditandai munculnya neoplasma ganas diikuti perubahan
genetik nyata yang melibatkan perubahan struktur dalam inti sel. Tahapan ini
terjadi akibat paparan inisiatior yang berulang-ulang. Tahapan progresi
melibatkan konversi tumor jinak ke ganas dan tingkat keganasan tumor ini
sering terus meningkat.

Sel kanker memiliki tingkat reactive oxygen species (ROS) yang

meningkat dibandingkan dengan sel normal lainnya. Reactive Oxygen Species
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(ROS) adalah molekul reaktif kimiawi yang memiliki fungsi penting dalam
organisme hidup. ROS yang paling umum adalah hydrogen peroxide (H.0,),
superoxide ion (O,), dan hydroxide radical (OH’). Peningkatan ROS dapat
menyebabkan proliferasi dan diferensiasi sel, sedangkan jumlah yang berlebihan
dari ROS dapat menyebabkan kerusakan oksidatif lipid, protein dan DNA yang
dapat menghasilkan aktivitas karsinogenik (Seifried, dkk., 2007; Trachootham,

Alexandre dan Huang, 2009).

Radiation, carcinogen,
inflammaticn, hypoxia
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Gambar 2.4 Stres ROS pada perkembangan sel kanker (Sumber: Trachootham,
Alexdanre dan Huang, 2009)

Gambar 2.4 menggambarkan efek ROS pada perkembangan sel kanker.
Reactive Oxygen Species (ROS) yang dihasilkan dari sumber ekstraseluler atau
intraseluler dapat menyebabkan mutasi atau delesi DNA, disfungsi p53, dan

penurunan kemampuan sel dalam perbaikan DNA. Hal ini berakibat pada aktivasi
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onkogen, stres metabolik, disfungsi mitokondria dan penurunan antioksidan.
Peristiwa ini dapat meningkatkan kandungan ROS yang pada akhirnya akan
menyebabkan kerusakan DNA dan terjadi perkembangan sel kanker
(Trachootham, Alexdanre dan Huang, 2009).

ROS atau radikal dapat beraksi dengan dua cara yakni ketika radikal bebas
bertemu dengan radikal bebas atau ketika radikal bebas bertemu non-radikal. 1)
Jika dua radikal bebas bertemu, mereka dapat menggabungkan elektron mereka
yang tidak berpasangan dan membuat ikatan kovalen (sepasang elektron
bersama). Contohnya adalah superoxide dengan nitric oxide menjadi
peroxynitrite. Pada pH fisiologis, peroxynitrite merusak langsung protein, dan
terurai menjadi produk beracun seperti gas nitrogen dioksida (NO;-), radikal
hidroksil, dan ion nitronium (NO,"). 2) Setiap radikal bebas reaktif yang
dihasilkan cenderung bereaksi dengan non-radikal, sebab sebagian besar molekul
dalam tubuh tidak radikal. Ketika bereaksi radikal bebas dengan non-radikal,
sebuah radikal bebas berantai dihasilkan dan radikal baru terbentuk. Jika radikal
hidroksil yang dihasilkan dekat dengan DNA, mereka bisa menyerang basa purin
dan pirimidin dan menyebabkan mutasi. Misalnya, guanin diubah menjadi 8-
hydroxyguanine dan produk lainnya (Halliwell, 1994).

Radikal bebas dalam jumlah normal bermanfaat bagi kesehatan misalnya,
memerangi peradangan, membunuh bakteri, dan mengendalikan organ-organ
dalam tubuh. Sementara dalam jumlah berlebih mengakibatkan stress oksidatif.
Keadaan tersebut dapat menyebabkan kerusakan oksidatif mulai dari tingkat sel,

jaringan, hingga ke organ tubuh yang mempercepat terjadinya proses penuaan dan
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munculnya penyakit seperti kanker, diabetes mellitus, dan lain-lain. Pada
pengobatan penyakit-penyakit ini, terapi antioksidan memiliki kepentingan yang
besar, sebab antioksidan dibutuhkan untuk menunda atau menghambat reaksi
oksidasi oleh radikal bebas (Rana, dkk., 2010; Kurniasih, dkk., 2015).

Peran antioksidan dalam proses fisiologis yang normal adalah transduksi
sinyal, regulasi proliferasi dan respon imun. ROS telah dikaitkan dengan penyakit
kanker dan antioksidan telah dipertimbangkan sebagai terapi yang menjanjikan
untuk pencegahan dan pengobatan penyakit kanker (Seifried, dkk., 2007). Salah
satu mekanisme aksi antioksidan yang sudah berhasil diungkap adalah sitotoksik
(penghambatan siklus pembelahan sel) dan induksi apoptosis (merangsang proses

bunuh diri sel kanker) (Kurniasih, dkk., 2015).

2.1.5 Terapi Kanker

Kanker yang menyerang wanita pada dasarnya dapat diobati dengan
berbagai cara. Selama ini, cara yang banyak ditempuh oleh para penderita adalah
dengan pengobatan medis melalui operasi, radioterapi, kemoterapi, hormonal
terapi dan immunoterapi. Selain pengobatan secara medis, saat ini telah
berkembang pengobatan dengan menggunakan tanaman obat. Terbukti tanaman
obat mampu mengurangi dan menghambat perkembangan sel kanker dalam tubuh.
Bahkan tidak sedikit penderita kanker yang sembuh total setelah mengkonsumsi
ramuan tanaman obat dalam jangka waktu tertentu. Pada prinsipnya tanaman obat
yang digunakan dalam pengobatan kanker berfungsi menghambat pertumbuhan
kanker, menghancurkan kanker, dan memperbaiki fungsi organ vital yang rusak

oleh kanker. Namun, penggunaan tanaman sebagai salah satu alternatif



21

pencegahan dan penyembuhan kanker masih membutuhkan penelitian lebih lanjut
oleh para ahli (Mardiana, 2007).

Allah telah berjanji dalam Al-quran surah asy-Syu’ara (26):80;

Artinya : “Dan apabila aku sakit, Dialah yang menyembuhkan Aku”.

Kata Caia I3 5 atau “dan apabila aku sakit” menggunakan kata idza (apabila)

yang mengandung makna besarnya kemungkinan atau bahkan kepastian
terjadinya apa yang dibicarakan, dalam hal ini adalah sakit. Ini mengisyaratkan
bahwa sakit berat atau ringan, fisik atau mental merupakan salah satu keniscayaan
hidup manusia. Namun demikian, dalam hal penyembuhan, secara tegas Allah
menyatakan bahwa yang melakukannya adalah Allah, Tuhan semesta alam
(Shihab, 2006).

Ayat tersebut maksudnya yaitu seberat apapun penyakit yang diderita oleh
seseorang, yang menyembuhkan adalah Allah SWT dan peran manusia dalam hal
ini adalah untuk menggali ilmu Allah SWT mengenai obat yang tepat untuk
penyakit tersebut dengan cara memikirkannya. Para ahli biologi kanker sekarang
berfokus pada jalur molekuler kematian sel kanker untuk mendapatkan
keberhasilan dalam pengobatan. Pendekatan terapi kanker dapat dilakukan melalui
pemacuan apoptosis dan penghambatan daur sel yang dapat teramati secara in
vitro (Saphiro dan Harper, 1999 dalam Dai, 2014).

Pengobatan antikanker dengan menggunakan obat sitotoksik dilakukan

dengan cara mengaktifkan program apoptosis dan respon stres seluler serta
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menghambat proliferasi sel. Target seluler untuk berbagai agen sitotoksik
beragam, diantaranya adalah menjadi agen penghancur DNA (siklofosfamid,
cisplatin, doksorubisin), antimetabolit (metotreksat, 5-fluorourasil), inhibitor
mitosis (vincristine), analog nukleotida (6-mercaptopurine), atau penghambat
topoisomerase (etoposida). Agen-agen tersebut menginduksi apoptosis dengan
cara menginisiasi molekul-molekul untuk mengembalikan keseimbangan sel
(Herr, dkk., 2014).

Apoptosis, atau kematian sel terprogram, adalah mekanisme dimana sel
mengalami kematian untuk mengendalikan proliferasi sel atau sebagai respons
terhadap kerusakan DNA. Pemahaman apoptosis telah memberikan dasar untuk
target terapi baru yang dapat menyebabkan kematian pada sel kanker atau
membuat sel-sel tersebut peka terhadap agen sitotoksik dan terapi radiasi yang
ada. Agen-agen baru ini termasuk yang menargetkan jalur ekstrinsik seperti
reseptor ligan tumor nekrosis yang terkait dengan apoptosis, dan yang
menargetkan jalur instrinsik famili Bcl-2 seperti antisense bcl-2 oligonucleotides
(Ghobrial, Witzig dan Adjei, 2005).

Peran apoptosis dalam perkembangan kemoterapi dan radioterapi kanker
akan mempengaruhi perkembangan pengobatan di masa depan. Terapi ini akan
dipengaruhi pada dua area yang berbeda: (1) terapi berdasarkan karakteristik
molekuler apoptosis dari tumor spesifik yang mengarah pada terapi lebih lanjut,
dan (2) teknik terapi gen yang diarahkan pada jalur apoptosis yang akan

digunakan (Mcconkeyt dan Bold, 1998).
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Gambar 2.5 Terapi apoptosis (Sumber: Mcconkeyt dan Bold, 1998)

Sebuah obat yang dapat menginduksi apoptosis, diduga dapat mencapai
indeks terapeutik yang sesuai dalam beberapa cara. Pertama, mengaktifkan jalur
kematian melalui target obat yang diekspresikan dalam sel kanker. Kedua, dikirim
ke jaringan target untuk sel kanker. Kedua strategi ini terbukti sulit untuk dicapai
selama dekade terakhir. Sementara yang ketiga, dan mungkin lebih menjanjikan,
adalah pendekatan dengan memanfaatkan jalur yang diaktifkan oleh onkogen,

dengan tujuan menginduksi apoptosis pada sel kanker (Sellers dan Fisher, 1999).

2.1.6 Apoptosis
Kematian sel pada awalnya dikenal dengan nekrosis dan onkosis. Namun,
setelah berkembangnya biologi molekuler, kematian sel dapat dilihat lebih

mendalam melalui apoptosis (Sudiana, 2008). Apoptosis atau kematian sel yang
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terprogram merupakan pengembangan dan pemeliharaan kesehatan pada
organisme multiseluler. Sel yang mati ini merupakan respon terhadap berbagai
stimulus dan selama apoptosis, sel ini dikontrol dan diregulasi, kemudian sel yang
mati difagosit oleh makrofag (Lumongga, 2008).

Proses kematian sel (apoptosis) digambarkan oleh karakteristik morfologi,
penyusutan nukleus, perubahan membran sel, kondensasi kromatin, dan
fragmentasi nukleus (Schmitt dan Lowe, 1999). Secara morfologis, apoptosis
ditandai dengan beberapa ciri yaitu adanya integritas membran, sel mengkerut
karena berkurangnya sitoplasma, kondensasi nukleus dan fragmentasi sel, serta
terbentuknya badan-badan apoptotik. Badan-badan apoptotik ini mengandung
ribosom, mitokondria, dan bahan-bahan lain baik dari nukleus maupun sitosol,
yang akan difagositosis oleh makrofag sehingga tidak menimbulkan inflamasi
(Shi, 2004).

Apoptosis berbeda dengan nekrosis, pada nekrosis terjadi kematian sel
yang tak terkontrol (Gambar 2.6). Nekrosis sendiri adalah kematian sel karena
adanya kerusakan sistem membran yang disebabkan aktifitas suatu enzim lisozim.
Sel yang mati pada nekrosis akan membesar dan kemudian hancur dan lisis pada
suatu daerah yang merupakan respon terhadap inflamasi (Lumongga, 2008;
Sudiana, 2008). Nekrosis terjadi bila sel terkena hipotermia, hipoksia, atau
senyawa-senyawa kimia dan mikroorganisme yang menyebabkan kerusakan
membran sel sehingga terjadi kegagalan homeostasis. Selanjutnya diikuti dengan
masuknya air dan ion-ion di sekitar sel yang menyebabkan pembengkakan sel,

rusaknya organel, dan pecahnya membran sel, sehingga seluruh kandungan sel
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keluar ke cairan ekstraseluler. Kerusakan jaringan yang meluas pada nekrosis ini

menyebabkan inflamasi (Guimarédes CA, 2004).

changes _

chromatin pattern conserved

mitochondrial morphology
preserved

apoptotic bodies

Gambar 2.6 Perbedaan apoptosis dan nekrosis (Sumber: CCRC, 2007)

Kematian sel apoptosis dipicu oleh faktor intraseluler (seperti kerusakan
DNA dan stres osmotik) dan faktor ekstraseluler (seperti actor withdrawal, matrix
detachment, dan direct cytokine-mediated killing). Ada dua jalur utama yang
terlibat dalam proses apoptosis, yakni yang melibatkan aktivasi protease caspase
atau ekstrinsik dan melalui jalur mitokondria atau instrinsik (Gambar 2.7) (Sellers

dan Fisher, 1999).
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Gambar 2.7 Transduksi sinyal apoptosis (Sumber: CCRC, 2007)

Peristiwa apoptosis jalur ekstrinsik dimulai dari adanya pelepasan molekul
sinyal yang disebut ligan oleh sel lain tetapi bukan berasal dari sel yang akan
mengalami apoptosis. Ligan tersebut berikatan dengan death receptor yang
terletak pada transmembran sel target yang menginduksi apoptosis. Death
receptor yang terletak di permukaan sel adalah famili reseptor TNF (Tumor
Necrosis Factor), yang meliputi TNF-R1, CD 95 (Fas), dan TNF-Related
Apoptosis Inducing Ligan (TRAIL)-R1 dan R2 (CCRC, 2007).

Ligan yang berikatan dengan reseptor akan mengaktifkan caspase inisiator
8 setelah membentuk trimer dengan adaptor FADD (Fas Associeted Death
Domain). DED (death effector domain) dari FADD mengikat pro-caspase 8.
Kompleks yang terbentuk disebut DISC (death-inducing signaling complex),

kompleks ini mengaktivasi pro-caspase 8 menjadi caspase 8. Caspase 8 yang
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teraktivasi (heterotetramer) dilepaskan dari DISC ke sitoplasma. Caspase 8
termasuk caspase inisiator yang akan mengaktivasi caspase eksekutor terutama
melalui pro-caspase menjadi caspase 3 yang merupakan caspase efektor yang
melaksanakan apoptosis.

Apoptosis jalur instrinsik diinduksi oleh keadaan stress mitokondria yang
disebabkan oleh senyawa kimia atau kehilangan faktor pertumbuhan, sehingga
menyebabkan gangguan pada mitokondria dan terjadi pelepasan sitokrom c dari
intermembran mitokondria. Protein capcase-8 akan memotong anggota famili Bcl-
2 vyaitu Bid. Kemudian Bid yang terpotong pada bagian ujungnya akan
menginduksi insersi Bax dalam membran mitokondria dan melepaskan molekul
proapoptotik seperti sitokrom c. Adanya dATP akan terbentuk kompleks antara
sitokrom ¢, APAF-1 dan caspase 9 yang disebut apoptosom. Selanjutnya,
caspcase 9 akan mengaktifkan downstream procaspase-3 dan caspase 3 menjadi
aktif.

Protein caspase 3 yang aktif memecah berbagai macam substrat,
diantaranya enzim DNA repair dan DNA protein kinase. Selain itu, caspase 3 juga
mempunyai kemampuan untuk mengaktifkan caspase lainnya, seperti procaspase-
6 dan procaspase-7 yang memberikan amplifikasi terhadap kerusakan seluler.
Adanya gangguan stres seluler, meningkatkan ekspresi dari protein p53 yang
mengakibatkan terjadinya Gl arrest atau apoptosis.

Kedua jalur proses apoptosis, baik ekstrinsik maupun instrinsik saling
berhubungan dalam proses apoptosis sel (Gambar 2.8). Contohnya, caspase 8

memecah anggota famili Bcl-2, yang dikenal dengan Bid untuk menghasilkan
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truncated Bid (tBid). Sebaliknya, tBid, bekerja sama dengan Bad untuk
menginduksi pelepasan cytochrome c, yang menyebabkan caspase adaptor APAF-
1 mengaktifkan caspase 9 dan caspase 3. Aktivasi caspase 3 berujung pada

apoptosis sel (Sellers dan Fisher, 1999).
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Gambar 2.8 Dua jalur utama apoptosis (Sumber: Sellers dan Fisher, 1999)

2.1.7 Sel Kanker T-47D

Sel T-47D termasuk continous cell line. Continous cell line sering dipakai
dalam penelitian kanker secara in vitro karena mudah penanganannya, dan
memiliki kemampuan replikasi yang tidak terbatas (Dwitiyanti, 2015). Cell lines
banyak digunakan dalam penelitian laboratorium dan khususnya model in vitro
dalam penelitian kanker. Cell lines memiliki beberapa keunggulan; misalnya,
mudah untuk ditangani dan mewakili sumber replikasi diri yang tak terbatas yang
dapat tumbuh dalam jumlah hampir tak terbatas. Selain itu, penggunaan cell line
sebagai sumber kultur dapat mengurangi penggunaan hewan coba. Ketersediaan
sel tunggal dalam jumlah cukup besar dalam kultur dapat memberikan keuntungan

untuk purifikasi bahan alami maupun rekombinan (Murayama, dkk., 2001).
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Sel T47D dipilih sebab merupakan sel yang paling sensitif terhadap
ekstrak kasar (Nursid, Fajarningsih dan Chasanah, 2013). Sel T-47D
menunjukkan tingkat homogenitas yang relatif tinggi dan mudah diganti dari stok
beku jika hilang melalui kontaminasi. Namun, ada kelemahan; misalnya cell lines
rentan terhadap genotipe dan fenotipe drift selama kultur yang terus-menerus. Hal
ini terutama pada cell lines yang lebih sering digunakan dan disimpan selama

bertahun-tahun (Burdall, dkk., 2003).

ATCC Number: HTB-133
Designation: T-47D

= — B WET 2 bl
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Gambar 2.9 Sel kanker payudara T-47D (Sumber: PBCF, 2012)

Sel T-47D merupakan sel kanker payudara yang diambil dari jaringan
payudara wanita dewasa berumur 54 tahun yang terkena ductal carcinoma.
Morfologi sel T-47D termasuk dalam sel epitel (Gambar 2.9). Media pertumbuhan
yang digunakan dalam kultur sel T-47D adalah RPMI dengan penambahan serum
janin sapi (fetal bovine serum) (ATCC, 2015). Media ini mengandung nutrisi yang
dibutuhkan sel. Medium RPMI 1640 berguna untuk memberikan nutrisi yang
dibutuhkan sel supaya sel dapat bertahan hidup dan dapat memperbanyak diri

(Dwitiyanti, 2015).
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Sitosol dari sel T-47D mengandung reseptor spesifik berafinitas tinggi
untuk hormon estradiol, progesteron, glucocorticoid dan androgen. Sel T-47D
juga mengekspresikan reseptor estrogen (ER positif) serta mengekspresikan gen
p53 yang termutasi pada residu 194 (dalam zinc-binding domain L2) sehingga p53
kehilangan fungsinya. Jika p53 tidak dapat mengikat response element pada DNA,
maka akan mengurangi atau menghilangkan kemampuannya dalam meregulasi
siklus sel dan memacu apoptosis (Keydar, dkk., 1979; Schafer, dkk., 2000).

Hilangnya fungsi p53, melalui mekanisme mutasi atau non mutasi, akan
mengganggu stabilitas genom dan hilangnya faktor utama yang menghambat
tumbuhnya tumor. Suatu tumor yang mengandung sel-sel dengan p53 termutasi
lebih agresif dan lebih mudah bermetastase dibandingkan p53 normal. Jadi,
hilangnya fungsi p53 menyebabkan sel-sel mengalami kerusakan DNA dan tidak
dapat diperbaiki atau dimusnahkan melainkan berlanjut ke replikasi DNA yang
rusak dan berujung pada pertumbuhan sel kanker (Istindiah dan Auerkari, 2002).

Sel T-47D sering digunakan pada penelitian in vitro, terutama uji
sitotoksik. Pengamatan sel T-47D yang mengalami apoptosis dapat dilakukan
dengan pemberian tryphan blue dan pengamatan di bawah mikroskop inverted,
teknik MTT assay melalui nilai 1Csy atau pewarnaan double staining melalui
pengamatan morfologi DNA inti sel. Berikut adalah contoh gambar sel T-47D
yang mati dan hidup dengan pewarnaan tryphan blue (Gambar 2.10). Jika sel T-
47D mati maka akan terjadi kerusakan membran, sehingga tryphan blue akan
masuk ke dalam sel dan berikatan dengan protein sehingga sel yang mati akan

tampak biru. Sel yang hidup karena membran plasmanya masih utuh maka protein
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dalam sel tidak akan berikatan dengan tryphan blue sehingga sel kelihatan

mengkilap (Nurani, 2012).

(a) (b)
Gambar 2.10 Sel T-47D (a) hidup; (b) mati (Sumber: Sumardika dkk., 2010)

Satu diantara beberapa contoh riset penggunaan model cancer cell line
pada uji sitotoksisitas adalah riset yang dilakukan oleh Fajarningsih, dkk (2008).
Hasil uji penelitian tersebut menunjukkan bahwa pemberian ekstrak makroalga
Turbinaria decurrens terhadap cell line HeLa dan T-47D mempunyai aktivitas
sitotoksik terhadap sel tumor HeLa (LC50 ekstrak kasar = 29,9 ppm), namun tidak
efektif terhadap sel T-47D (LC50 ekstrak kasar >1.000 ppm) (Fajarningsih dkk.,
2008). Contoh penelitian lain adalah ekstrak daun sukun yang memiliki senyawa
flavonoid dengan berbagai jenis pelarut terhadap sel T-47D. Hasil penelitian dari
keempat ekstrak (etanol, heksana, etil asetat, butanol) dan senyawa turunan
flavonoid (AC-5-1, AC-3-1, siklokomunol) yang diujikan menunjukkan bahwa
sampel yang memiliki efek sitotoksik paling baik melalui mekanisme induksi
apoptosis ditunjukkan oleh ekstrak etil asetat (60.54%) dan senyawa AC-5-1

(25.47%), hasil isolasi dari ekstrak etil asetat (Nurhayati, 2012).
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Penelitian ini tidak menggunakan sel MCF-7 sebab sel MCF-7 merupakan
sel kanker yang resisten terhadap agen kemoterapi, wild type p53 dan mutasi
caspase-3 (Meiyanto, Susidarti dan Hdanayani, 2008). Sedangkan mayoritas
penderita kanker termasuk jenis kanker payudara adalah yang mutasi pada gen
p53, yakni lebih dari 50% kanker manusia (Nenutil, dkk., 2005; Smardova,
Smarda dan Koptikova, 2005). Smardova, dkk (2005) melaporkan bahwa mutasi
pada gen p53 banyak dijumpai menyertai penyimpangan genetik selama
karsinogenesis pada sebagian besar jenis kanker dan cancer derived cell lines

(Smardova, Pavlova dan Svitakova, 2005).

2.2 Pisang Kepok
2.2.1 Tinjauan Umum

Pisang merupakan buah tropis yang tersedia sepanjang tahun. Kulitnya
berwarna hijau atau kuning, menjadi lembut dan mudah dikupas setelah masak.
Bentuknya bulat panjang, rasanya manis jika sudah matang. Buah pisang
mengandung flavonoid, gula, tepung, protein, lemak, dan kaya akan vitamin (A,
B, C dan E), mineral (kalium, kalsium, fosfor dan besi), pektin, serotonin, 5-
hidroksi triptamin, dopamin dan noradrenalin (Dalimartha, 2011). Daging dan
kulit buah pisang termasuk sumber antioksidan alami karena mengandung
provitamin A, karotenoid, fenolat, dan senyawa amina (Pereira dan Maraschin,
2015). Kandungan gizi dan senyawa-senyawa tersebut yang kemudian menjadi
dasar penggunaan kulit pisang untuk berbagai macam manfaat. Allah berfirman

dalam Al-Qur’an Surat Lugman (31):10;
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Artinya: “Dia menciptakan langit dan bumi tanpa tiang yang kamu melihatnya
dan Dia meletakan gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak
menggoyangkan kamu; dan memperkembang biakkan padanya segala macam
jenis binatang, dan kami turunkan air hujan dari langit, lalu kami tumbuhkan
padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik .

Al-Jaziri (2008) berpendapat bahwa lafadz &35 mempunyai arti ‘jenis’,
sedangkan lafadz e,-.US mempunyai arti ‘mulia dan banyak manfaatnya’, sehingga
lafadz e,-.us CJJ dﬁ w berarti ‘setiap jenis dari tumbuh-tumbuhan yang indah,
bermanfaat dan tidak membahayakan’. Menurut Shihab (2002), lafadz a38

digunakan untuk mensifati segala sesuatu yang baik sesuai objeknya. Tumbuhan
yang baik adalah tumbuhan yang bermanfaat bagi makhluk hidup, termasuk
tumbuhan yang dapat digunakan untuk pengobatan berbagai penyakit.
Tumbuhan-tumbuhan obat dapat tumbuh dan berkembang dengan baik
melalui air hujan yang diturunkan oleh Allah SWT. Tumbuhan-tumbuhan tersebut
mempunyai banyak manfaat bagi makhluk hidup lainnya, termasuk pohon pisang
yang dapat dimanfaatkan baik batangnya, bunganya, daunnya, buahnya, dan
bahkan kulit buahnya. Kulit buah yang umumnya langsung dibuang menjadi
limbah ternyata dapat bermanfaat di berbagai bidang, seperti untuk bahan
pembuatan etanol, dapat menurunkan kadar glukosa darah, bahan pembuatan
plastik biodegradable dan edible film, dan lain-lain. Vitasari (2013)

menambahkan bahwa manfaat kulit pisang yang dapat diambil diantaranya dapat
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meningkatkan kadar serotonin, baik untuk kesehatan mata, sebagai antioksidan
alami, mampu memurnikan air dan logam berat dalam tubuh, meredakan nyeri,
mengatasi gatal pada kulit dan mempercepat kesembuhan luka (Vitasari, 2013).

Pemanfaatan lebih lanjut dari kulit pisang dilakukan pada penelitian ini
untuk mengetahui potensi dari kulit pisang kepok dengan kandungan gizi dan
aktifitas antioksidannya untuk alternatif terapi kanker payudara. Sulaiman (2011)
melaporkan bahwa nilai gizi dari kulit pisang lebih tinggi dibandingkan dengan
buahnya sehingga penelitian lebih lanjut dibutuhkan untuk mengetahui aplikasi
praktis dalam pemanfaatan yang lebih baik dari kulit pisang (Sulaiman dkk.,
2011).

Berbagai penelitian yang telah dilakukan mendukung pernyataan bahwa
kandungan senyawa antioksidan pada kulit buah pisang lebih tinggi dariapada
buahnya. Someya (2002) melaporkan bahwa nilai total fenolik pada kulit buah
pisang sebesar 907 mg/100 g berat kering sedangkan pada buahnya sebesar 232
mg/100 g berat kering. Selain itu, dengan menggunakan HPLC, diketahui bahwa
kandungan senyawa Gallocatechin pada kulit buah pisang yakni 158 mg/100 g
berat kering sedangkan pada buah pisang hanya 29,6 mg/100 g berat kering
(Someya, Yoshiki dan Okubo, 2002). Selain itu, Kanazawa (2000) juga
melaporkan bahwa senyawa dopamin pada kulit pisang sebesar 80-560 mg/ 100 g
sedangkan pada buahnya 2,5-10 mg/ 100 g (Kanazawa dan Sakakibara, 2000).

Kulit pisang yang digunakan pada penelitian ini yakni dari jenis pisang
kepok merah (kuning) yang masih muda (Gambar 2.11). Daging buahnya yang

sudah tua akan berwarna kuning, bertekstur agak keras, lebih manis dan enak
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dibandingkan kepok putih. Kulit buah pisang kepok sangat tebal dan berwarna
hijau kekuningan pada buah yang sudah masak (Cahyono, 2009) sedangkan pada

buah yang masih muda, kulitnya berwarna hijau dan bergetah.

Gambar 2.11 Buah pisang kepok (Sumber: Dokumen pribadi)

Klasifikasi tanaman pisang kepok yang digunakan pada penelitian ini,
sebagaimana hasil identifikasi tanaman di LIPI (Lampiran 2) adalah sebagai

berikut (Backer dan VVan den Brick, 1968; Cronquist, 1981):

Kingdom : Plantae
Divisio : Magnoliophyta
Classis - Liliopsida

Sub class : Zingiberidae
Ordo : Zingiberales
Familia : Musaceae
Genus : Musa

Spesies : Musa balbisiana (ABB) cv. Pisang kepok
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Alasan utama pemilihan pisang kepok pada penelitian ini adalah adanya
aktivitas antioksidan yang tinggi yakni sebesar 95,14% (Supriyanti, Sudana dan
Rosdiana, 2015). Kapasitas antioksidan dari pisang terutama disebabkan oleh
komponen seperti flavonoid (Darsini dkk., 2012). Flavonoid ini memiliki berbagai
macam efek biologis, seperti penghambatan berbagai macam enzim hingga ikut
mempengaruhi berbagai hormon. Aksi tersebut yang kemudian membuat
flavonoid memiliki potensi terapeutik yang besar (Rohima, Astuti dan Ghufron,
2011).

Supriyanti (2011) melaporkan bahwa aktivitas antioksidan ekstrak kulit
pisang ditentukan melalui uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH.
Pengujian aktivitas antioksidan pada ekstrak kulit pisang dilakukan pada panjang
gelombang 517 nm. Senyawa antioksidan yang terdapat pada ekstrak kulit pisang
salah satunya yaitu epikatekin yang merupakan golongan senyawa flavonoid.
Berdasarkan hasil yang diperoleh, aktivitas antioksidan pada ekstrak kulit pisang
kepok sebesar 95,14%. Dengan demikian, aktivitas antioksidan pada ekstrak kulit
pisang kepok cukup baik dalam menahan radikal bebas DPPH, sehingga ekstrak
kulit pisang kepok sangat berpotensi sebagai sumber antioksidan (Supriyanti dkk.,
2015).

Ada dua macam antioksidan, yaitu antioksidan alami dan antioksidan
sintesis. Kulit buah pisang merupakan satu dari beberapa sumber antioksidan
alami. Antioksidan alami kini menjadi alternatif yang sangat dibutuhkan sebab
ada kekhawatiran akan kemungkinan efek samping yang belum diketahui dari

antioksidan sintetik (Rohdiana, 2001). Antioksidan alami banyak ditemukan pada
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tanaman dan lebih diminati karena tingkat keamanan yang lebih baik dan manfaat
yang lebih luas di bidang makanan dan kesehatan (Hudaya, 2013).

Kulit buah pisang telah menjadi daya tarik untuk bahan baku
pengembangan obat karena kaya akan senyawa bioaktif. Diantara banyak sumber
senyawa bioaktif, kulit pisang dianggap sebagai salah satu tanaman yang kaya
akan senyawa fitokimia bernilai tinggi terutama antioksidan. Kulit pisang matang
mengandung antosianin delfinidin dan sianidin, serta katekolamin. Kulit pisang
mentah mengandung leukosianidin dan flavonoid yang dapat mempercepat
penyembuhan luka pada kulit, mengobati puting payudara dan maag lambung
pada manusia. Studi dengan tikus telah menunjukkan kemampuan pisang mentah
untuk mencegah dan mengobati maag lambung. Agen aktif dalam pisang mentah
larut dalam air dan menjadi tidak aktif pada pisang masak (Pereira dan Maraschin,
2015). Pada penelitian ini jenis pisang yang digunakan adalah pisang kepok yang

belum matang atau masih muda dengan warna kulit yang hijau dan bergetah.

2.2.2 Kandungan Bahan Aktif

Bahan aktif atau senyawa fitokimia adalah bahan kimia yang berasal dari
tanaman. Dalam arti sempit istilah ini sering digunakan untuk menggambarkan
sejumlah besar senyawa metabolik sekunder yang ditemukan pada tumbuhan.
Fitokimia sering dikenal dapat memberikan perlindungan terhadap serangan
serangga dan penyakit tanaman. Mereka juga menunjukkan sejumlah fungsi
proliferasi bagi konsumen (manusia) (Igbal, 2011). Senyawa fitokimia atau
metabolit sekunder dalam tumbuhan yang berasal dari golongan senyawa fenolik

atau polifenolik, nitrogen, saponin, kuinon, tanin, steroid atau triterpenoid,
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saponin, turunan senyawa asam hidroksiamat, kumarin, vitamin, dan asam
organik dipercaya sebagai senyawa antioksidan (Hudaya, 2013).

Bahan aktif yang terdapat pada buah-buahan dapat diketahui melalui uji
fitokimia atau uji bahan aktif. Menurut Hayati (2008) dalam Asriyanti (2011), uji
fitokimia merupakan uji kualitatif kandungan senyawa pada tumbuhan tingkat
tinggi, sehingga dapat diketahui senyawa yang terdapat didalamnya. Igbal (2011)
melaporkan bahwa penggunaan metode fitokimia adalah sangat penting, yakni
untuk menyaring dan menganalisis komponen bioaktif, tidak hanya untuk
mengontrol kualitas simplisia, tetapi juga sebagai penjelas mekanisme terapi
(Igbal, 2011).

Berdasarkan beberapa penelitian uji fitokimia yang telah dilakukan,
diketahui bahwa kulit pisang kepok mengandung beberapa senyawa fitokimia
berupa flavonoid, tannin, saponin, terpenoid, kuinon, alkaloid, steroid, serotonin,
dan dopamin (Saraswati, 2015). Berikut penjelasan terkait bahan aktif yang

terkandung dalam kulit pisang kepok.

a. Flavonoid

Flavonoid merupakan satu dari beberapa kelompok senyawa metabolit
sekunder yang paling banyak ditemukan di dalam jaringan tanaman. Flavonoid
termasuk dalam golongan senyawa fenolik dengan struktur kimia C6-C3-C6
(Gambar 2.12) (Redha, 2010). Golongan-golongan flavonoid yaitu seperti
antosianin, proantosianidin, flavonol, flavon, glikoflavon, biflavonil, khalkon dan

auron, flavanon, dan isoflavon. Flavonoid ditemukan pada tumbuhan sebagai
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campuran beberapa golongan, sehingga jarang sekali dijumpai flavonoid tunggal
dalam jaringam tumbuhan (Harborne,1996).

Senyawa fenolik ini dapat menghambat berbagai tahapan dalam proses
karsinogenesis dengan mempengaruhi molekul dalam tahapan karsinogenesis:
inisiasi, promosi dan progresi. Flavonoid dapat meningkatkan ekspresi-komponen
proapoptotik dalam menginisiasi perkembangbiakkan sel dan mencegah atau
menghambat perkembangan tumor (Ramos, 2007). Ekstrak kulit buah pisang
memiliki kandungan turunan flavonoid yakni gallokatekin yang melimpah (GE:
106.6 ug/mL). Gallokatekin termasuk kelompok terbesar fenol alami dengan
potensi antioksidan sehingga ekstrak kulit pisang mampu mencegah kerusakan
oksidatif pada struktur seluler dengan mengontrol tingkat ROS (Pereira dan

Maraschin, 2015).

Gambar 2.12 Struktur senyawa flavonoid (Sumber: Jo dkk., 2016)
Atun (2007) melaporkan bahwa berdasarkan analisis data spektrum IR

senyawa isolat dari kulit pisang kepok mentah menunjukkan adanya gugus
-1 -1
hidroksil (3450 cm ), C=C aromatik (15871514 cm ), dan benzena tersubstitusi

-1
(819,7 cm ). Pola spektrum IR tersebut mengindikasikan senyawa isolat dari kulit

pisang kepok mentah adalah golongan flavanoid (5,6,7,4- tetrahidroksi- 3,4-
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flavan- diol). Sedangkan pada kulit pisang kepok matang merupakan senyawa

baru turunan sikloheksenon, dari golongan keton monoterpen (Atun dkk., 2010).

b. Saponin

Saponin adalah glikosida triterpena dan sterol (Gambar 2.13) dan telah
terdeteksi dalam lebih dari 90 suku tumbuhan. Saponin bersifat seperti sabun,
serta dapat dideteksi berdasarkan kemampuannya membentuk busa dan
menghemolisis sel darah (Harborne, 1996). Saponin dapat dideteksi dengan uji
busa dalam air panas. Busa yang stabil selama 30 menit dan tidak hilang pada
penambahan 1 tetes HCI 2 N menunjukkan adanya saponin dikarenakan saponin

bersifat polar (Harborne, 1984).
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Gambar 2.13 Struktur senyawa saponin (Sumber: Septiana dan Asnani, 2012)

Trouillas, dkk (2005) melaporkan bahwa senyawa diosgenin, turunan
saponin dapat mengubah siklus sel dan menginduksi apoptosis pada berbagai cell
line kanker manusia. Diosgenin menyebabkan penghambatan pada pertumbuhan
sel dengan cycle arrest dan induksi apoptosis melalui aktivasi p53 (Trouillas,

dkk., 2005).
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¢c. Tanin

Tanin merupakan senyawa aktif metabolit sekunder yang diketahui
mempunyai beberapa khasiat yaitu sebagai antidiare, antibakteri dan antioksidan.
Tanin merupakan komponen zat organik yang sangat kompleks, terdiri dari
senyawa fenolik yang sukar dipisahkan dan sukar mengkristal, mengendapkan
protein dari larutannya dan bersenyawa dengan protein tersebut (Gambar 2.14)
(Desmiaty dkk., 2008 dalam Malangi, 2012).

Li (2003) melaporkan bahwa senyawa tanin, baik total tanin atau senyawa
tanin murni, memiliki aktivitas yang besar dalam pencegahan kanker dan
antikanker. Aktivitas ini membuat senyawa tanin dapat digunakan untuk
pengembangan bahan agen pencegah kanker atau skrining obat-obatan antikanker

(Li, H; Wang, Z; Liu, 2003).
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Gambar 2.14 Struktur senyawa tanin (Sumber: Septiana dan Asnani, 2012)

d. Alkaloid

Alkaloid adalah suatu golongan senyawa organik yang terbanyak
ditemukan di alam (Gambar 2.15). Hampir seluruh alkaloid berasal dari tumbuh-
tumbuhan dan tersebar luas dalam berbagai jenis tumbuhan tingkat tinggi.

Sebagian besar alkaloid terdapat pada tumbuhan dikotil sedangkan untuk
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tumbuhan monokotil dan pteridofita mengandung alkaloid dengan kadar yang
sedikit (Widodo, 2007).

Alkaloid telah dikenal selama bertahun-tahun dan telah menarik perhatian
terutama karena pengaruh fisiologinya terhadap mamalia dan pemakaiannya di
bidang farmasi (Padmawinata, 1995). Suatu penelitian menunjukkan bahwa
senyawa alkaloid dari Lamellarin D memiliki sifat sitotoksik yang ampuh dalam
tindakan antitumor melalui dua jalur yang saling melengkapi, yakni rute nukleus
melalui penghambatan topoisomerase |. Lamellarin D menginduksi apoptosis
nukleus pada sel-sel leukemia tanpa cell cycle arrest. Sinyal yang dikirimkan oleh
Lamellarin D menginisiasi apoptosis melalui jalur intrinsik dengan menginduksi
aktivasi konformasi dari Bax dan menurunkan tingkat ekspresi protein
antiapoptosis Bcl-2 dan clAP2 yang terkait dengan aktivasi caspase-9 dan

caspase-3 (Ballot dkk., 2009).

Gambar 2.15 Struktur senyawa alkaloid (Sumber: Harborne, 1987)

2.3 Mekanisme Induksi Apoptosis Sel T-47D

Konsumsi buah-buahan dan sayuran telah dikaitkan dengan penurunan
resiko penyakit kronis seperti kanker. Senyawa fitokimia dalam buah-buahan dan
sayuran berpotensi menjadi senyawa bioaktif utama yang bermanfaat bagi
kesehatan (Sun dkk., 2002). Berbagai mekanisme yang berbeda dari aksi fitokimia

telah diteliti oleh para peneliti. Senyawa fitokimia dapat menghambat
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mikroorganisme, mengganggu beberapa proses metabolisme atau dapat
memodulasi ekspresi gen dan jalur transduksi sinyal. Fitokimia baik digunakan
sebagai agen kemoterapi yang dapat membalikkan atau menghambat
tumorigenesis yang berlaku untuk terapi kanker, karena mekanisme molekulernya
yang umum untuk agen pencegahan dan terapi kanker (Doughari, 2012).

Agen kemopreventif alami, diantaranya adalah flavonoid dari kelompok
polifenol, dapat menghentikan fase G1. Penundaan daur sel ini melalui
penghambatan aktivasi cyclin-CDK maupun protein kinase lainnya merupakan
efek antiproliferatif dari senyawa antikanker tersebut. Efek antiproliferatif
dibutuhkan pada sel kanker, sebab p53 pada sel kanker teraktifasi yang
mengakibatkan proliferasi sel yang berlebihan. Retinoblastoma (Rb) dan protein
p53 sebagai penekan tumor merupakan protein yang berperan penting dalam
pengaturan siklus sel sebagai materi antiproliferasi maupun sebagai pengatur
proses apoptosis karena adanya kerusakan DNA (Pan dkk., 2002).

Flavonoid telah menarik perhatian para peneliti karena sifat antikankernya.
Mekanismenya cukup beragam seperti menstimulasi pengeluaran TNF-alpha,
menghambat proliferasi sel, menginduksi apoptosis, dan menahan siklus sel serta
menghambat oksidasi lipoprotein (Othman, 2012). Kandungan senyawa Kimia
flavonoid diduga merupakan senyawa antioksidan kuat yang berpotensi mencegah
terkena resiko kanker dan memproteksi perkembangan sel kanker (Sudewo,
2012). Flavonoid pada kedelai, buah, dan sayuran memiliki kemampuan
mencegah terikatnya hormon untuk pertumbuhan kanker (Suryo, 2010). Senyawa

golongan flavonoid pada daun pandanwangi mampu menghambat proses
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karsinogenesis baik secara in vitro maupun in vivo. Penghambatan terjadi pada

tahap inisiasi, promosi maupun progresi melalui mekanisme molekuler antara lain

inaktivasi senyawa karsinogen, antiproliferatif, penghambatan angiogenesis dan

daur sel, induksi apoptosis, dan aktivitas antioksidan (Ren dkk., 2003).

Hasil penelitian sitotoksik suatu bahan yang mengandung senyawa
flavonoid terhadap sel T-47D, menunjukkan adanya peningkatan ekspresi p53 dan
Bax. Flavonoid dapat menghambat proliferasi dan menginduksi apoptosis pada sel
kanker T-47D (Ren dkk., 2003) :

a)  Senyawa flavonoid menghambat proliferasi dengan cara menghambat proses
oksidatif. Mekanisme ini terjadi melalui penurunan enzim xanthin oksidase,
siklooksigenase (COX) dan lipooksigenase (LOX) yang diperlukan dalam
proses prooksidasi sehingga flavonoid dapat menunda siklus sel.

b)  Aktivitas antikanker juga ditunjukkan flavonoid melalui induksi apoptosis.
Flavonoid menghambat ekspresi enzim topoisomerase | dan topoisomerase
Il. Inhibitor enzim topoisomerase akan menstabilkan kompleks
topoisomerase dan menyebabkan DNA terpotong dan mengalami
kerusakan. Kerusakan DNA dapat menyebabkan terekspresinya protein pro-
apoptosis seperti Bax dan Bak dan menurunkan ekspresi protein anti-
apoptosis yaitu Bcl-2 dan Bcl-XL. Dengan demikian pertumbuhan sel
kanker terhambat.

Ramos (2007) menambahkan bahwa mekanisme senyawa flavonoid
menginduksi apoptosis pada sel kanker dapat melalui dua jalur yakni instrinsik

dan ekstrinsik (Gambar 2.16). Jalur instrinsik atau mitokondria diinisiasi dengan
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keluarnya sitokrom ¢ yang mengikat Apafl, dATP, dan procaspase-9 dan
membentuk apoptosom. Kemudian, procaspase-9 terpecah dan mengaktifkan
caspase efektor. Jalur ekstrinsik atau jalur sitoplasmatik terjadi pada permukaan
sel dengan mengikat ligan spesifik yang terhubung dengan death receptor. Death
receptor menarik protein adapter yang berinteraksi dengan procaspase 8 yang
menjadi aktif lalu caspase efektor juga menjadi aktif. Caspase 8 juga dapat
berinteraksi dengan jalur instrinsik dengan cara memecah Bid yang mengeluarkan
sitokrom ¢ (Ramos, 2007). Aktifnya caspase efektor menyebabkan perubahan

morfologi dan biokimia sel dan berakhir pada kematian sel.
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Gambar 2.16 Mekanisme flavonoid menginduksi apoptosis sel kanker (Sumber:
Ramos, 2007)
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Fu, dkk (2012) melaporkan bahwa senyawa fenolik baru yang diisolasi
dari kulit pisang adalah senyawa XJP-1 (7, 8-dihydroxy-3-methyl-isochromanone-
4). Senyawa ini dapat menurunkan perkembangan ROS, menghentikan translokasi
nuclear factor kappa B (NF-kB), mencegah aktifasi c-Jun N-terminal kinase
(JNK)/p38 pathway pada sel endotel, dan berpotensi menghambat angiotensin
converting enzyme (ACE) (Fu dkk., 2012). NF-kb merupakan komponen paling
penting dalam jalur persinyalan perkembangan tumor. Aktifasi NF-xB dapat
mengarah pada overexpression dari gen pengatur siklus sel dan penghambat
apoptosis. NF-kb dapat menghambat apoptosis melalui peningkatan ekspresi gen
Bcl-2 dan Bcl-x (Karin dkk., 2002; Yu dkk., 2004). Aksi senyawa XJP-1 dengan
menghentikan aktifitas NF-«xB membuat kulit pisang berpotensi mampu

menginduksi apoptosis dan menghambat perkembangan sel kanker.

2.4 Ekstraksi

Ekstraksi pelarut merupakan metode pemisahan yang paling baik dan sering
digunakan. Ekstraksi pelarut menyangkut distribusi suatu zat terlarut diantara dua
fase cair yang tidak saling bercampur (Soebagio, 2005 dalam Asriyanti, 2011).
Hasil dari proses ekstraksi disebut ekstrak. Ekstrak merupakan sediaan kental
yang diperoleh dengan mengekstraksi zat aktif dari simplisia nabati atau hewani
menggunakan pelarut yang sesuai, kemudian semua atau hampir semua pelarut
diuapkan dan massa atau serbuk yang tersisa diperlukan sedemikian hingga
memenuhi baku yang telah ditetapkan (Departemen Kesehatan R1, 2000).

Metode ekstraksi dengan menggunakan pelarut dilakukan dengan beberapa

metode yang terbagi menjadi cara dingin dan panas. Cara dingin dapat dilakukan
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dengan maserasi dan perkolasi. Sedangkan cara panas dapat dilakukan dengan
metode refluks, soxhlet, digesti, infus, dan dekok (Departemen Kesehatan RI,
2000). Pada penelitian ini, metode ekstraksi yang digunakan adalah metode
maserasi.

Metode maserasi berasal dari bahasa latin “macerate” (yang artinya
“merendam’) merupakan proses paling sederhana. Pada metode ini, sampel yang
sudah halus direndam dalam pelarut sampai meresap dan melunak susunan selnya
sehingga zat-zat tertentu akan larut (Ansel, 1989). Keuntungan dari metode
maserasi yaitu lebih praktis, pelarut yang digunakan lebih sedikit, dan tidak
memerlukan pemanasan. Namun kekurangannya adalah waktu yang dibutuhkan
relatif lama (Kristianti, 2008).

Pemilihan pelarut mempertimbangkan banyak faktor. Pelarut yang baik
harus memenuhi kriteria yaitu murah dan mudah diperoleh, stabil secara fisika,
dan kimia, bereaksi netral, tidak mudah menguap, tidak mudah terbakar, selektif
hanya menarik zat yang dikehendaki (Prawesti dalam Asriyanti. 2011). Pada
umumnya pelarut yang sering digunakan adalah etanol karena etanol mempunyai
polaritas yang tinggi dibandingkan jenis pelarut organik yang lain. Etanol
mempunyai titik didih yang rendah, cenderung aman, dan juga tidak beracun dan
berbahaya. Kelemahan penggunaan pelarut etanol adalah etanol larut dalam air,
dan juga melarutkan komponen lain seperti karbohidrat, resin dan gum
(Ramadhan dan Phaza, 2010). Tiwari, dkk (2011) mengatakan bahwa pelarut

etanol memiliki sifat yang dapat melarutkan seluruh bahan aktif yang terkandung
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dalam bahan alami, baik bahan aktif yang bersifat polar, semipolar, maupun non
polar (Tiwari dkk., 2011).

Penelitian ini menggunakan pelarut etanol karena etanol adalah pelarut semi
polar dan mampu menarik sebagian besar kandungan kimia dari simplisia. Etanol
juga dapat menarik senyawa kimia yang lebih banyak daripada metanol dan air
(Azizah dan Salamah, 2013). Saraswati (2015) melaporkan bahwa ekstraksi kulit
pisang kepok kuning dengan pelarut etanol 96%, positif mengandung alkaloid,

flavonoid, saponin, tanin, dan kuinon (Saraswati, 2015).

2.5 Kultur Sel

Teknik kultur atau in vitro merupakan teknik kultur sel-sel yang berasal
dari organ atau jaringan yang telah diuraikan secara mekanis atau secara enzimatis
menjadi suspensi sel. Suspensi sel tersebut kemudian dibiakkan atau dikultur
menjadi satu lapisan jaringan (monolayer) di atas permukaan yang keras seperti
botol, tabung, dan cawan atau menjadi suspensi sel dalam media penumbuh
(Malole, 1990 dalam Indradmojo, 2016). Teknik ini merupakan salah satu jenis
teknik laboratorium yang penting dalam ilmu biologi, kedokteran, dan industri
sebab menjadi alat penting untuk mempelajari sebagian besar proses biokimia dan
fisiologis. Selain itu, penggunaan kultur sel hewan berskala besar telah menjadi
semakin penting bagi produksi komersial senyawa spesifik untuk industri farmasi
dan dianggap sebagai pengganti utama dalam eksperimen hewan (Jochems dkk.,
2002; Butler, 2003).

makanan (media dan nutrisi) yang hampir menyerupai kondisi asalnya (in vivo)
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melalui pengaturan temperatur, pH, oksigen, CO,, tekanan osmosis, permukaan
untuk melekat sel, nutrisi dan vitamin, proteksi terhadap zat toksik, hormon, serta
faktor pertumbuhan yang mengatur pertumbuhan dan diferensiasi sel. Media
pertumbuhan yang diperlukan adalah media yang mengandung asam amino,
vitamin, mineral, garam-garam anorganik, glukosa, dan serum, sedangkan pH
optimum nya 7,4, gas CO, 5%, suhu inkubator 37°C, dan kelembapan relatif 95%.
Untuk menstabilkan pH dapat ditambahkan N;HCOj; Penggunaan antibiotik
dalam medium juga diperlukan untuk mencegah kontaminasi oleh
mikroorganisme. Antibiotik yang digunakan pada medium penelitian ini adalah
penicillin, streptomycin dan fungizone (Freshney, 2000; Malole 1990 dalam
Indradmaojo, 2016).

Media kultur harus menyediakan semua nutrisi penting untuk
metabolisme, pertumbuhan dan proliferasi sel. Ini termasuk prekursor biosintesis
untuk anabolisme sel, substrat katabolik untuk metabolisme energi, vitamin dan
elemen lain yang bersifat katalitik, dan ion anorganik (elektrolit) yang bersifat
katalitik dan fisiologis, misalnya untuk mempertahankan pH medium kultur dan
stabilitas osmotik. Medium tumbuh yang sesuai kondisi sel uji T-47D pada
penelitian ini adalah medium RPMI-1640 dengan penambahan serum berupa FBS
(Fetal Bovine Serum). Penambahan serum disebabkan sel tidak dapat hidup hanya
dengan medium basal saja. Suplementasi media kultur basal dengan serum hewan
sangat penting untuk pertumbuhan sel dan untuk stimulasi proliferasi (Banker G,

1998; Brunner dkk., 2010)
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Fetal Bovine Serum (FBS) mengandung komponen-komponen dasar,
seperti hormon dan faktor pertumbuhan. Serum adalah darah tanpa sel, trombosit
dan faktor pembekuan (Jochems dkk., 2002) yang terbukti menyediakan berbagai
makromolekul, protein carrier pembawa lipid dan trace elements, faktor
perlekatan dan penyebaran, nutrisi, asam amino tambahan, asam lemak dan lipid,
protease-inhibitor, detoksifikasi, tekanan osmotik, hormon dan faktor
pertumbuhan sehingga dapat mendukung pertumbuhan sel (Gstraunthaler, 2003).

Fungsi utama serum di media kultur adalah sebagai (i) faktor hormonal yang
merangsang pertumbuhan sel dan proliferasi, dan mempromosikan diferensiasi
fungsi, (ii) mengangkut protein yang membawa hormon (misalnya transkortin),
mineral dan trace elements (misalnya transferin), dan lipid (misalnya lipoprotein),
(iii) faktor perlekatan dan penyebaran (yaitu komponen matriks ekstraselular), dan
(iv) faktor penstabil dan detoksifikasi, yang diperlukan untuk mempertahankan
pH atau untuk menghambat protease baik secara langsung atau tidak langsung,
dengan bertindak sebagai wastafel tidak spesifik untuk protease dan molekul
(racun) lainnya. Ini adalah fakta yang perlu diketahui bahwa gumpalan serum
alami lebih efektif daripada plasma dalam merangsang proliferasi sel. Hal ini
tampaknya disebabkan oleh pelepasan polipetida tertentu dari platelet yang

diaktifkan selama proses clotting (Gstraunthaler, 2003).

2.6 MTT assay
Metode in vitro tetrazolium-based calorimetric assay (MTT), pertama kali
dijelaskan oleh Mosmann untuk mendeteksi kelangsungan hidup dan proliferasi

sel mamalia, adalah suatu metode rapid calorimetric berdasarkan pembelahan
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yellow tetrazolium salt (3-{4,5-dimethylthiazol-2-yl}-2,5-diphenyl-tetrazolium
bromide) menjadi purple formazan crystals oleh enzim mitokondria dari sel yang
aktif secara metabolik (Ciapetti dkk., 1993).

Uji sitotoksisitas dilakukan untuk mengetahui efek suatu bahan secara
langsung terhadap jaringan dalam kultur sel. MTT assay adalah suatu assay pada
mikroplate yang tidak memerlukan transfer sel. Uji ini dapat digunakan untuk
mengukur proliferasi dan sitotoksisitas terhadap sel. Ujinya cukup sensitif, cepat,
semiotomatis, dan tidak menggunakan radioisotop. Uji ini didasarkan pada
kemampuan sel hidup untuk mereduksi garam 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl}-2,5-
di-phenyl-tetrazolium bromide (MTT)) yang berwarna kuning dan larut menjadi
endapan formazan yang berwarna biru ungu dan tidak larut (Gambar 2.17).
Reduksi garam terazolium terjadi secara intrasel serta melibatkan enzim dari
retikulum endoplasma dan mitokondria. Dengan demikian jumlah sel yang hidup
dapat diukur sebagai konsentrasi hasil produk MTT yang diukur dengan

spektrofotometer (Siregarr dan Hadijono, 2000).
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Gambar 2.17 Reaksi reduksi MTT menjadi formazan (Sumber: Mosmann, 1983)
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Uji sitotoksik dapat menggunakan parameter nilai 1Cso. Nilai 1Cs
menunjukkan nilai konsentrasi yang menghasilkan hambatan pertumbuhan sel
sebesar 50% dari populasi dan menunjukkan potensi toksisitas suatu senyawa
terhadap sel. Semakin besar nilai IC5y maka senyawa tersebut semakin tidak
toksik (Melannisa, 2004). Senyawa sitotoksik adalah senyawa yang bersifat toksik
pada sel tumor secara in vitro dan jika toksisitas ini ditransfer menembus sel
tumor in vivo, senyawa tersebut mempunyai aktivitas antitumor (Evans, 2002

dalam Heti, 2008).

2.7 Flow cytometry

Flow cytometry merupakan suatu teknik yang digunakan untuk menganalisis
jenis-jenis sel yang terdapat pada suatu populasi sel. Sel dilabel fluoresen,
dilewatkan celah sempit dan ditembak sinar. Pada suatu populasi sel yang sejenis,
misal pada sel kanker yang diberi perlakuan suatu senyawa sitotoksik, dapat
dilakukan analisis terhadap fase-fase daur sel, sel apoptosis, serta sel yang
mengalami poliploidi. Masing-masing jenis sel memiliki perbedaan pada jumlah
set kromosom dimana pada fase G0/G1, fase S, fase G2/M berturut-turut memiliki
2, 3, dan 4 set kromosom. Semakin banyak jumlah set kromosom, maka intensitas
sinyal optik yang diberikan semakin kuat karena kemampuan fluoresen untuk
berinterkalasi pada DNA semakin besar. Pada sel yang mengalami apoptosis (sub
G0), intensitas fluoresen sangat lemah karena kromosom telah mengalami
fragmentasi. Sedangkan pada sel poliploidi, intensitas yang diberikan sangat kuat

karena jumlah set kromosom yang lebih dari 4 set (CCRC, 2014).
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Metode kuantitatif dengan metode flow cytometry memiliki banyak
kelebihan dibandingkan metode yang lain seperti pengecatan DNA, degradasi
PARP dengan western blot, dan assay of cleavage of caspase (Azizah, 2015).
Ketika sel mengalami apoptosis, perubahan terjadi pada permukaan sel. Salah satu
perubahannya adalah translokasi phosphatidylserine (PS) dari bagian dalam
membran plasma ke lapisan luar. Oleh karena itu, paparan PS merupakan alat tes
yang berguna untuk apoptosis tersebut. Kehadiran PS pada lapisan luar dapat
dideteksi dengan menggunakan Annexin VV (Elmore, 2007).

Annexin V adalah protein yang dapat digunakan sebagai probe sensitif
untuk paparan PS pada lapisan luar membran sel dan sel apoptosis. Sel nekrosis
juga terpapar PS dan karena hal itu, juga akan mengikat Annexin V. Untuk
membedakan antara sel apoptosis dan nekrosis, maka dapat menggunakan PI
(Propidium lodide). Pl akan mendanai sel nekrosis, tetapi tidak sel apoptosis.
Dalam pengujian ini, Annexin V mengikat fosfolipid PS, menandai sel apoptosis
dan nekrosis, sedangkan Pl mengikat DNA dan hanya menandai sel-sel nekrosis
(Ranalli dkk., 2003 dalam Nursid, 2013).

Hasil dari flow cytometer dengan FACS-Calibur adalah empat kuadran: Kiri
bawah (R1), ditandai dengan warna hijau mengindikasikan sel yang hidup; kanan
bawah (R2), ditandai dengan warna kuning mengindikasikan apoptosis awal;
kanan atas (R3), ditandai dengan warna merah muda, mengindikasikan apoptosis
akhir; dan kiri atas (R4), ditandai dengan warna merah mengindikasikan sel

nekrosis (Arianingrum, dkk; 2015).
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METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian  ini  merupakan penelitian eksperimental laboratorium

menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 3 ulangan untuk setiap

perlakuan. Pembagian perlakuan tersebut yakni:

Kontrol media: media yang tidak ditumbuhi sel

K+ (kontrol positif): sel T-47D yang diberi Doxorubicin

K- (kontrol negatif): sel T-47D yang tidak diberi perlakuan

P1 (perlakuan 1): sel T47D yang yang diberi ekstrak kulit pisang kepok dengan
konsentrasi 1000 pg/ml

P2 (perlakuan 2): sel T47D yang yang diberi ekstrak kulit pisang kepok dengan
konsentrasi 500 pg/mi

P3 (perlakuan 3): sel T47D yang yang diberi ekstrak kulit pisang kepok
dengan konsentrasi 250 pg/mi

P4 (perlakuan 4): sel T47D yang yang diberi ekstrak kulit pisang kepok
dengan konsentrasi 125 pg/mi

P5 (perlakuan 5): sel T47D yang yang diberi ekstrak kulit pisang kepok
dengan konsentrasi 62.5 pg/ml

P6 (perlakuan 6): sel T47D yang yang diberi ekstrak kulit pisang kepok

dengan konsentrasi 31.25 pg/ml

54
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3.2 Variabel Penelitian
Variabel dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Variabel bebas (independent variable), yang meliputi konsentrasi ekstrak kulit
pisang kepok
2. Variabel terikat (dependent variable), yang meliputi persentase hidup sel dan
persentase sel yang mengalami apoptosis
3. Varibel terkendali atau kontrol, yang meliputi media kultur sel RPMI-1640, sel

T-47D, pelarut dan sampel kulit pisang kepok

3.3 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilakukan pada Bulan Maret-September 2017 di dua tempat:

1. Persiapan sampel dan ekstraksi dilakukan di Laboratorium Fisiologi
Tumbuhan, Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, UIN Maulana
Malik Ibrahim Malang pada Bulan Maret-Juni 2017

2. Uji Sitotoksik dan Induksi Apoptosis dilakukan di Laboratorium Parasitologi
dan Laboratorium Patologi Klinik, Fakultas Kedokteran, Universitas Gadjah

Mada Yogyakarta pada Bulan September 2017
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Berikut adalah uraian singkat waktu penelitian:

Tabel 3.1 Rancangan Waktu Penelitian

Kegiatan

Pengambilan
sampel

Persiapan
sampel

Ekstraksi

Uji Sitotoksik

Uji Induksi
Apoptosis

Analisis Data

3.4 Alat dan Bahan Penelitian
3.4.1 Alat-alat Penelitian

Pisau, gunting, spatula, kertas karton, blender, erlenmeyer, gelas ukur, beker
glass, corong buchner, loyang, labu ukur, evaporator, kertas saring, tisu, corong,
cawan penguap, desikator, oven, T-flask, haemocytometer, inkubator CO,,
mikroskop inverted, ELISA reader, timbangan analitik, autoklaf, sentrifuge,
sentrifuge tube 15 dan 50 ml, Laminar Air Flow cabinet (LAF), tangki nitrogen
cair, cryogenic vials, mikropipet, vortex, conical tube, yellow tip, blue tip, culture

dish, 96-well plate 6-well plate, syringe 200 cc, syringe filter, hot plate, kulkas
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4°C dan -20°C, kulkas -80°C, pipet tetes, tabung reaksi, lemari asam, porselen,

kamera digital, rak tabung, dan BD Accuri.

3.4.2 Bahan-bahan Penelitian
a. Sampel Uji

Sampel uji yang digunakan untuk uji dalam penelitian ini adalah ekstrak etanol
kulit pisang kepok kuning (Musa balbisiana (ABB) cv. Pisang kepok).
Sebelumnya, sampel uji dideterminasi di LIPI (Lembaga llmu Pengetahuan
Indonesia) Purwodadi, Pasuruan (Lampiran 2).
b. Sel Uji

Sel uji yang digunakan untuk uji sitotoksik dan uji induksi apoptosis adalah sel
kanker payudara (sel T-47D) yang diperoleh dari stok Laboratorium Parasitologi
Fakultas Kedokteran Universitas Gadjah Mada Yogyakarta.
c. Bahan Kimia

Etanol 95% (pro analysis), aquades, Dimethyl sulfoxide (DMSQO), tripsin-
EDTA, Phosphate Buffer Saline (PBS), Fetal Bovine Serum (FBS), natrium
dodesil sulfat (SDS), media kultur RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute),
reagen  MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium  bromide),

incubation buffer, reagen annexin V-FITC, dan reagen Propidium lodide (PI).

3.5 Prosedur Penelitian
Penelitian ini dilakukan melalui tiga tahap (Gambar 3.1), yaitu (1) tahap
persiapan yang meliputi: persiapan sampel ekstrak kulit pisang kepok, persiapan

kultur sel T-47D, pembuatan reagen, dan perhitungan kepadatan sel, 2) tahap
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pelaksanaan, meliputi: perlakuan ektrak etanol kulit pisang kepok terhadap sel T-

47D dengan uji sitotoksik (MTT assay) dan induksi apoptosis (dengan flow

cytomtery), dan 3) tahap pengambilan data meliputi: analisis data ICsp dan %

apoptosis sel.
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Gambar 3.1 Kerangka Prosedur Penelitian
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3.6 Prosedur Kerja
3.6.1 Preparasi Sampel

Diambil limbah kulit pisang kepok dari Desa Belahanrejo, Kedamean,
Gresik, Jawa Timur. Kulit pisang kepok satu tundun dikumpulkan, dicuci sampai
bersih untuk menghilangkan kotoran yang menempel pada bagian dalam dan luar
kulit. Kulit pisang kepok yang sudah dicuci bersih kemudian ditiriskan airnya
dengan diangin-anginkan, setelah itu limbah kulit pisang kepok dirajang kecil-
kecil dengan pisau/gunting untuk mempermudah proses pengeringan. Pengeringan
dilakukan dengan oven suhu 45°C dan menghasilkan simplisia kering yang
ditandai dengan mudahnya simplisia tersebut dipatahkan. Simplisia yang sudah
kering kemudian dihaluskan sampai menjadi serbuk. Simplisia dibuat dalam
bentuk serbuk karena bertujuan untuk memperluas permukaan simplisia sehingga
kontak antara pelarut dengan simplisia lebih maksimal (Saraswati, 2015).
3.6.2 Ekstraksi Maserasi

Ekstraksi menggunakan pelarut etanol 95% (Saraswati, 2015). Ekstraksi
dilakukan secara maserasi, terlindung dari sinar matahari langsung, dan berada
pada suhu ruang. Sebanyak 100 gram kulit pisang kepok yang telah dihaluskan,
dimaserasi dengan 300 ml etanol selama 1x24 jam. Ekstrak yang diperoleh
kemudian disaring dengan kertas saring dan corong Buchner menggunakan
erlenmeyer vakum dan filtrat yang diperoleh diuapkan dengan rotary vacuum
evaporator dan di masukkan dalam inkubator suhu 20°C hingga didapat ekstrak

kental lalu disimpan dalam freezer 4°C (Supriyanti, Sudana dan Rosdiana, 2015).
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3.6.3 Pembuatan Reagen
Reagen-reagen yang dibuat dalam penelitian ini yaitu medium RPMI

berserum, laruran PBS, SDS, MTT, Flow cytometry, dan Doxorubicin (Zakiah,
2011; Nurani, 2012; CCRC, 2013):
a. Pembuatan Medium Biakan Sel

Pembuatan media biakan RPMI 1640 adalah dengan melarutkan serbuk RPMI
(Rosewell Park Memorial Institute) 1640 sebanyak 100 mg ke dalam
aquabidestilata kira-kira 80 ml, ditambah natrium bikarbonat 0.2 gram dan
HEPES 0.2gram, ditambahkan aqua bidestilata sampai 100 ml. Larutan diaduk
dengan pengaduk magnetik sekitar 10 menit hingga homogen, lalu didapar dengan
HCI 1 N hingga pH 7,2-7,4. Kemudian, difiltrasi dengan syringe filter 0.2 pum
membrane non-pyrogenic. Medium steril ini dapat disimpan pada suhu 2°C.
b. Pembuatan Medium Penumbuh Sel

Media penumbuh sel dibuat dengan cara mencampurkan FBS 10% sebanyak 5
ml, penisilin streptomisin 2% sebanyak 0.5 ml, fungizone 0.5% sebanyak 0.25 ml
kemudian diencerkan menggunakan media RPMI 1640 sampai 50 ml. Selanjutnya
larutan disaring dengan filter syringe filter 0.2 um membrane non-pyrogenic
secara aseptis. Disimpan dalam lemari es suhu 4°C dengan menggunakan botol
steril tertutup.
c. Pembuatan Larutan SDS

Menimbang SDS sebanyak 10 gram, kemudian dilarutkan dalam 90 ml

aquadest steril dan 10 ml HCI 0.01 N, kemudian diaduk sampai larut.
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d. Pembuatan Larutan MTT

Untuk pengataman proliferatif sel secara kolorimetri, 5 mg MTT dilarutkan
dalam 1 ml PBS steril kemudian disterilisasikan dengan cara filtrasi
menggunakan syringe filter 0.2 pum membrane non-pyrogenic. Reagen MTT
diberikan sebanyak 10uL per 100 pL medium pada tiap-tiap sumuran.

e. Pembuatan Larutan Doxorubicin
Doxorubicin yang digunakan sebagai kontrol positif, dibuat seri kadar 1000

ug/ml; 500 pg/ml; 250 pg/ml; 125 pg/ml; 62.5 pg/ml; dan 31.25 pg/ml.

3.6.4 Uiji Sitotoksik (CCRC, 2013)

a. Persiapan sel

Sel kanker payudara T-47D diambil dari koleksi Universitas Gadjah Mada
(UGM) Yogyakarta diamati di bawah mikroskop inverted dan siap dipanen bila
sudah konfluen 75-90%. Tahap panen sel yaitu media kultur dibuang terlebih
dahulu, kemudian dicuci dengan PBS (ditambahkan sebanyak + 5 mL serta
dihomogenkan kemudian dibuang kembali). Ditambah trispsin-EDTA (tripsin
0,25%) 1 ml secara merata dan diinkubasi selama £ 3 menit. Langkah selanjutnya
media RPMI 10% 5 mL ditambahkan untuk menginaktifkan tripsin serta
dilakukan resuspensi sampai sel terlepas satu-satu, diamati dibawah mikroskop
inverted, kemudian dipindah ke konikel dan ditambah media RPMI 10% hingga
10 ml lalu dilakukan perhitungan sel.

b. Penghitungan Sel
Sel yang telah dipanen kemudian diambil 10 pL dan dipindah ke

haemocytometer (Gambar 3.2) dengan mikropipet, diamati dan dihitung dibawah
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mikroskop inverted. Haemocytometer terdiri dari 4 kamar hitung. Setiap kamar
hitung terdiri dari 16 kotak. Sel dihitung pada 4 kamar haemocytometer. Sel yang
gelap (mati) dan sel yang berada dibatas luar di sebelah atas dan di sebelah kanan
tidak ikut dihitung. Sel di batas kiri dan batas bawah ikut dihitung. Jumlah sel

dapat diketahui dengan rumus perhitungan sebagai berikut:

ZSEI yang dihitung :ZSel kamar A+ Y sel kamar B+4Zs el kamar C+ Y sel kamar DX104 ........ (31)
; et
AT
1l 1
5 1 1 A
| !
’ LA Al B U e v

Gambar 3.2 Haemocytometer (Sumber: CCRC, 2009)

c. Peletakan Sel pada Plate
Peletakan sel pada 96 well plate harus diketahui berapa jumlah mL panenan sel

yang akan diletakkan pada setiap sumuran, dengan menggunakan persamaan

berikut:

total sel yang diperlukan
D yang dip (3.2)

Y. panenan sel yang ditransfer ke plate = T sel ter hitung fml

Sel diletakkan dan media RPMI ditambahkan sesuai perhitungan ke dalam 96-
well plate dan diinkubasi kembali minimal 4 jam pada suhu 37 °C dalam
inkubator CO, 5%, akan tetapi 6 sumuran bagian bawah disisakan untuk kontrol
sel dan kontrol media.

d. Pembuatan Larutan Sampel dan Perlakuan Sampel pada Sel
Sampel ekstrak etanol kulit pisang kepok ditimbang sebanyak 10 mg dan

dilarutkan dalam 100 uL DMSO (dimethyl sulfoxide) kemudian dihomogenkan
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dengan vortex. Langkah selanjutnya sel diambil dari inkubator, diamatai dibawah
mikroskop inverted, kemudian media sel dibuang dengan cara dibalikkan plate
180° di atas tempat buangan dan ditekan secara perlahan di atas tissue untuk
meniriskan sisa cairan, PBS 100 uL dimasukkan kedalam semua sumuran yang
terisi sel dan dibuang kembali, lalu 100 pL larutan sampel dimasukkan dengan
seri kadar 1000; 500; 250; 125; 62,5; dan 31,25 ug/ml dan diulang sebanyak 3x
(triplo) dan diinkubasi kembali minimal selama 24 jam. Hal ini juga dilakukan

untuk kontrol positif dengan Doxorubicin (Gambar 3.3).

P SN N
Gari konsentrasi O
tinggi ke rendah O
NSNS/ N/

Doxorubicin

Gambar 3.3 Perlakuan sampel ke sel (MTT assay)

e. Pemberian Larutan MTT
Media sel dibuang dengan cara plate dibalik dan dicuci dengan PBS (Phospate

Buffered  Saline). Larutan MTT  (reagen3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-

difeniltetrazolium bromide) berwarna kuning sebanyak 100 uL dalam konikel
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ditambahkan media kultur sampai 10 ml kemudian didistribusikan ke setiap
sumuran. Inkubasi kembali selama 2 — 4 jam di dalam inkubator CO, 5% pada
suhu 37 °C (sampai terbentuk kristal formazan atau perubahan warna menjadi
biru-ungu). Apabila kristal formazan telah terbentuk diamati kondisi sel dengan
mikroskop inverted, ditambahkan 100 uL stopper SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)
10% dalam 0,1 N HCI. Langkah selanjutnya, plate dibungkus dengan aluminium
foil dan diinkubasi kembali di tempat gelap (suhu ruangan) selama semalam.

Tahapan selanjutnya adalah pembacaan nilai absorbansi dengan ELISA reader
untuk mengetahui nilai 1Csy dari sampel ekstrak etanol kulit pisang kepok.
Tahapan awal, dihidupkan ELISA reader, ditunggu proses progressing hingga
selesai. Dibuka pembungkus plate dan tutup plate. Dimasukkan ke dalam ELISA
reader. Dibaca absorbansi masing-masing sumuran dengan ELISA reader dengan
A=550-600 nm (595 nm, tekan tombol START). Dimatikan kembali ELISA
reader, kemudian dibuat grafik absorbansi dan dihitung persentase sel hidup. Data
dari persentase sel hidup kemudian dianalisis untuk mengetahui nilai 1Cs, dengan
SPSS (probit/logit).

Perhitungan persentase sel hidup dihitung dengan persamaan berikut:

(4-B)
(C-B)

Persentase sel hidup = X 100 % oo (3.3)

Keterangan :
A = absorbansi perlakuan (sel + media kultur + sampel)
B = absorbansi kontrol media (media kultur)

C = absorbansi kontrol negatif (sel + media kultur)



65

3.6.5 Analisis Data Uji Sitotoksik

Potensi ekstrak kulit pisang kepok dalam menghambat atau membunuh sel
kanker payudara T-47D dapat diketahui dengan melakukan uji nilai 1Csp,
menggunakan analisa regression probit SPSS dengan kepercayaan 95% untuk
masing-masing konsentrasi 1000; 500; 250; 125; 62,5; dan 31,25 ug/mL.
Penggunaan nilai absorbansi yang diperoleh dari pengukuran ELISA reader,
dapat menentukan persentase sel yang hidup dengan menggunakan rumus seperti
Persamaan 3.3.

Data yang diperoleh juga dapat dianalisis dengan regresi linier, dibuat dalam
bentuk tabel dan data yang terinput merupakan data hubungan antara konsentrasi
dengan prosentase sel hidup, kemudian dibuat grafik dengan chart type scatter
serta nilai maksimum sebesar 100. Selanjutnya dicari persamaan regresi linier dari
grafik tersebut dengan menampilkan add trendline-regresi linier. Y = 50%
dimasukkan pada persamaan regresi linier dan cari x nya sehingga diperoleh nilai

ICso. Data yang dihasilkan dimasukkan dalam tabel data sesuai pada Tabel 3.2.

Tabel 3.2 Tabel data hasil uji sitotoksik setiap sampel

Konsentrasi Absorbansi Sampel Rata- %
(ug/ml) Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 rata | Hidup

1000

500

250

125

62.5

31.25
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3.6.6 Uji Induksi Apoptosis (CCRC, 2007)

a. Persiapan Sel

Kultur sel T-47D yang telah konfluen dipanen dan distribusikan masing-
masing dengan konsentrasi 5 x 10° sel/sumuran dalam 2000 pL media RPMI ke
dalam 6 well plate. Selanjutnya diinkubasi selama 24 jam dalam inkubator CO2.
Setelah itu dibuang media RPMI dan dicuci sel dengan PBS (Indradmojo, 2016).
b. Perlakuan Sampel pada Sel

Pada tahap ini yang diuji menggunakan flow cytometry adalah sampel dengan
konsentrasi ekstrak yang paling aktif yang memiliki potensi sitotoksik terhadap
cell line kanker payudara T-47D atau menggunakan konsentrasi 1Csy —nya
(Indradmojo, 2016). Pertama-tama dimasukkan sampel ekstrak kulit pisang kepok
sesuai konsentrasi 1Cso pada well yang telah diisi sel dan untuk kontrol sel tidak
diberi sampel ekstrak (Gambar 3.4). Diinkubasi di dalam inkubator CO, 5% pada
suhu 37°C.

Disiapkan 1 konikel 15 ml untuk 1 jenis perlakuan. Diambil medium RPMI
dari sumuran dengan mikropipet 1 ml, ditransfer ke konikel. Diisikan 500 pul PBS
ke dalam setiap sumuran. Diambil PBS dengan mikropipet dan ditransfer ke
dalam konikel. Ditambahkan 200 pl tripsin-EDTA 0,25%, diinkubasi di inkubator
selama 3 menit. Ditambahkan 1 ml medium ke dalam setiap sumuran,
diresuspensi sampai sel lepas satu per satu, diamati di bawah mikroskop. Setelah
sel terlepas satu-satu, ditransfer sel ke konikel. Ditambahkan kembali 500 pl PBS
ke dalam sumuran untuk mengambil sisa sel, kemudian ditransfer ke dalam

konikel. Disentrifus konikel dengan kecepatan 5000 rpm selama 3 menit. Dibuang
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medium atau supernatan dengan cara dituang, dicuci pellet sel dengan 500 ul PBS
dingin. Langkah selanjutnya, dipindah 500 pl PBS + pellet dalam konikel ke
flowcyto-tube dan disimpan konikel pada suhu ruang 37°C selama 30 menit
(CCRC, 2014).

Ditambahkan incubation buffer 50 pl pada setiap flowcyto-tube dan
dihomogenasi. Ditambah reagen flow cytometry (5 pl Propidium lodide (PI) + 5 pl
Annexin FITC untuk satu flowcyto-tube) dan didiamkan selama 10 menit dalam
ruang gelap dan suhu ruang. Ditambah 300 pl incubation buffer dan dihomogenasi

lalu dibaca hasilnya dengan menggunakan BD Accuri.
3

Gambar 3.4 Perlakuan sampel ke sel (Flow cytometry)

(vy)

3.6.7 Analisis Data Uji Induksi Apoptosis

Hasil dari uji induksi apoptosis dengan flow cytometry adalah data
persebaran sel yang menghubungkan diameter sel pada sumbu X atau bagian FSC
(forward-angle light scatter) dan konformasi struktur sel pada sumbu Y atau
bagan SSC (side-single light scatter). Persebaran sel apoptosis pada FSC akan
menurun dan pada SSC akan menaik, sedangkan persebaran sel nekrosis pada

FSC akan menaik dan SSC akan menurun (Azizah, 2015). Dari data persebaran
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sel tersebut agar memudahkan analisis, maka dipisahkan dengan metode cell quest
dan diperoleh 4 quadrants. Hasil persentase sel hidup, apoptosis awal, apoptosis

akhir, dan nekrosis ditampilkan pada tabel 3.3.

Tabel 3.3 Tabel data hasil uji induksi apoptosis

Persentase sel (%0)
Apoptosis | Apoptosis
awal akhir

Sampel

Hidup Nekrosis

ICso

Kontrol sel




BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kulit pisang kepok adalah salah satu bahan alam yang memiliki potensi
yang cukup tinggi untuk digunakan sebagai kandidat agen terapi kanker. Potensi
ini dimungkinkan karena kandungan berbagai senyawa fitokimia yang dimiliki.
Untuk mengkonfirmasi potensi kulit pisang kepok tersebut, maka penelitian ini
dilakukan melalui beberapa uji pemberian ekstrak kulit pisang kepok terhadap sel
kanker payudara T-47D. Ekstrak didapat dengan ekstraksi metode maserasi
menggunakan pelarut etanol 95%. Ekstrak diuji dengan uji sitotoksik
menggunakan MTT assay untuk mengetahui nilai 1Csy dan uji induksi apoptosis
dengan flow cytometry untuk mengetahui jumlah sel yang mengalami apoptosis.
Hasil uji sitotoksik dan uji induksi apoptosis pada penelitian ini disajikan sebagai

berikut:

4.1 Uji Sitotoksik

Ekstrak kulit pisang kepok diuji aktifitas sitotoksiknya terhadap sel kanker
secara in vitro menggunakan metode MTT. Hasil dari uji ini yang didapat adalah
nilai 1Cso yang dapat menunjukkan toksisitas sampel terhadap sel kanker payudara
T-47D. Sebelum perlakuan, sel harus dikultur hingga mencapai konfluensi sebesar
75-90% dan diamati setelah 1x24 jam untuk mengetahui kesiapan sel untuk diberi
perlakuan dengan sampel uji. Berikut ini hasil kultur sel T-47D selama 1x24 jam

pada medium RPMI-1640 (Gambar 4.1).

69
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Gambar 4.1 Sel T-47D sebelum treatment (perbesaran 100x)

Hasil pengamatan di bawah mikroskop inverted pada sel T-47D setelah
diberi perlakuan ekstrak kulit pisang kepok selama 1x24 jam menunjukkan
perubahan pada tingkat kepadatan dan morfologi sel. Berdasarkan gambar 4.2,
dapat diketahui bahwa pada konsentrasi rendah (250 pg/mL, 125 pg/mL, 62.5
pg/mL, 31.25 pg/mL) banyak sel yang masih hidup, sedangkan pada konsentrasi
tinggi (1000 pg/mL dan 500 pg/mL) terlihat banyak sel yang mati atau tidak
mengalami pertumbuhan.

Semakin rendah konsentrasi pemberian ekstrak kulit pisang kepok, maka
kepadatan sel semakin tinggi dan ditandai dengan dasar sumuran semakin
dipenuhi oleh sel atau tingkat konfluenitas tinggi. Selain pengamatan kepadatan
sel, perubahan morfologi sel juga dapat diamati perbedaannya antara sel yang
mati dan hidup. Sel yang hidup ditandai dengan warna terang transparan serta
bentuk sel yang masih lonjong memanjang, yakni kondisi sel yang masih
melakukan proliferasi. Untuk sel yang sudah mati ditandai dengan warna yang

gelap dan berbentuk bulat. Hal ini terlihat jelas perbedaannya antara konsentrasi
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tinggi yang terlihat banyak sel mati dengan konsentrasi rendah (125 pg/mL, 62,5

pg/mL, dan 31,25 pg/mL) yang masih banyak sel hidup.

.

.

Gambar 4.2 Sel T-47D setelah 1x24 jam diberi perlakuan ekstrak kulit
pisang kepok dengan konsentrasi a) 1000 pg/mL; b) 500
pg/mL; ) 250 pg/mL; d) 125 pg/mL; e) 62.5 pg/mL; f) 31.25

pug/mL (perbesaran 100x), tanda panah (—— ) menunjukkan
sel hidup dan tanda panah (—— ) menunjukkan sel mati
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Arty (2010) mengatakan bahwa kematian sel dapat dilihat dari morfologi
sel akibat perlakuan senyawa suatu sampel. Sel yang mati pada pengamatan
mikroskop akan menunjukkan warna hitam (gelap) karena sel yang mati akan
kehilangan cairan sitoplasma akibat rusaknya membran sel. Sebaliknya, pada sel
hidup akan terlihat warna terang, karena adanya cairan sitoplasma dari sel yang

hidup meneruskan cahaya dari mikroskop.

Gambar 4.3 Kristal formazan yang terbentuk setelah pemberian reagen MTT a)
kontrol sel T-47D b) kontrol media c) doxorubicin (kontrol positif)
d) perlakuan ekstrak kulit pisang kepok (perbesaran 100x), tanda
panah (=== ) menunjukkan kristal formazan

Pengaruh pemberian ekstrak kulit pisang kepok diperkuat dengan hasil

pengamatan di bawah mikroskop inverted setelah 4 jam pemberian reagen MTT
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(reaksi kolorimetri). Pada Gambar 4.3 (a) tampak banyak sekali kristal formazan
yang terbentuk sehingga menunjukkan banyak sel yang masih hidup atau masih
melakukan metabolisme karena dapat mereduksi garam MTT. Gambar (b)
menunjukkan kontrol media yang tidak terjadi kontaminasi oleh bakteri atau
jamur. Sedangkan pada gambar (c) terlihat kadar terbentuknya formazan lebih
sedikit bahkan pada gambar (d) sangat sedikit. Berdasarkan terbentuknya kristal
formazan dan kepadatan sel, terlihat perbedaan antara kontrol sel dengan sel T-
47D yang diberi perlakuan ekstrak kulit pisang kepok. Selain itu, hasil perlakuan
dengan ekstrak kulit pisang kepok juga menyerupai kontrol positif (sel T-47D
yang diberi doxorubicin), yakni banyak ditemukan sel T-47D yang mati. Hasil ini
menunjukkan adanya potensi yang sama dari ekstrak kulit pisang kepok seperti
obat doxorubicin, karena dapat menginduksi kematian pada sel kanker T-47D
sehingga tidak bisa mereduksi garam MTT menjadi kristal formazan.

Berridge (1996) menyatakan bahwa MTT direduksi menjadi formazan
oleh enzim mikrosomal pada retikulum endoplasma sel hidup yang membutuhkan
reduksi nukleotida piridin seperti NADH dan NADPH. Reduksi MTT dengan
NADH dan NADPH dapat melibatkan superoxide. Suksinat juga bisa menjadi
donor elektron pada reduksi MTT melalui mitochondrial succinate dehydrogenase
tetapi reduksi ini lambat dan berkontribusi kecil dari total reduksi selular MTT

(Berridge dkk., 1996).
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Gambar 4.4 Perubahan warna setelah pemberian SDS stopper; a) sampel
ekstrak dari atas ke bawah (konsentrasi tinggi ke rendah), b)
kontrol positif (doxorubicin), c) kontrol sel, d) kontrol media,
warna kuning menunjukkan banyak sel yang mati dan warna
ungu menunjukkan banyak sel yag hidup

Hasil pengamatan langsung secara visual atau kasat mata pada 96-well
plate setelah pemberian SDS stopper juga menunjukkan adanya pengaruh
pemberian ekstrak kulit pisang kepok terhadap sel T-47D. Hal ini terlihat adanya
warna kuning pada beberapa well dari 96 well plate (Gambar 4.4), tepatnya pada
konsentrasi 1000 pg/mL dan 500 pg/mL. Sedangkan konsentrasi 250 pg/mL, 125

pg/mL, 62,5 pg/mL, dan 31,25 pg/mL terjadi perubahan menjadi ungu,
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menunjukkan sel-sel yang masih hidup karena melakukan metabolisme reduksi
MTT.

Perubahan warna kuning menjadi ungu disebabkan oleh garam MTT yang
bereaksi dengan hidrogen dari enzim dehidrogenase pada mitokondria sel hidup.
Enzim ini dapat mengakibatkan pecahnya cincin suksinat tetrazolium yang
termasuk dalam rantai respirasi dalam mitokondria sel-sel yang hidup membentuk
kristal formazan berwarna ungu dan tidak larut air (Indradmojo, 2016). Kristal
formazan berwarna ungu dapat larut dalam berbagai pelarut organik dan OD
(Optical Density) dari larutan yang dihasilkan diukur menggunakan
spektrofotometer multiwell (ELISA plate reader) (Twentyman dan Luscombe,
1987). Pada penelitian ini, sel T-47D diukur absorbansinya menggunakan ELISA
reader pada panjang gelombang 595 nm dan didapat hasil absorbansi sel untuk
setiap perlakuan (Lampiran 5) yang kemudian dilakukan perhitungan untuk dapat
mengetahui persentase hidup sel T-47D. Pengukuran absorbansi dilakukan karena
dengan mengetahui nilai absorbansi sel dapat diketahui potensi ekstrak kulit
pisang kepok dalam menghambat pertumbuhan sel kanker, artinya semakin besar
nilai absorbansi maka semakin banyak sel kanker yang hidup. Berikut adalah

persentase sel T-47D yang hidup (Tabel 4.1):
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Tabel 4.1 Persentase sel T-47D yang hidup (%) setelah diberi perlakuan ekstrak
kulit pisang kepok dan doxorubicin (kontrol positif) menggunakan
metode MTT assay

Konsentrasi (ug/mL) Persentase sel T-47D yang hidup (%) pada pemberian ...

Ekstrak Doxorubicin
1000 3.74 40.72
500 3.94 46.36
250 63.90 5451
125 81.23 50.42
62.5 91.45 55.47
31.25 91.97 41.47

Berdasarkan data tersebut, dapat diketahui bahwa ekstrak kulit pisang
kepok dengan konsentrasi 1000 pg/mL dapat menghambat 50% proliferasi sel
sebesar 96,26% atau persel hidup sel 3,74%. Secara kuantitatif, terlihat adanya
pengaruh pemberian ekstrak kulit pisang kepok terhadap sel T-47D. Pada
konsentrasi 1000 pg/mL dan 500 pg/mL, persentase sel yang hidup hanya tinggal
3,74% dan 3,94%. Namun, pada konsentrasi rendah terlihat masih banyaknya sel
T-47D yang hidup. Hal ini menunjukkan bahwa kenaikan konsentrasi sampel
berbanding terbalik dengan persentase sel yang hidup, artinya semakin tinggi
konsentrasi sampel yang diberikan, maka semakin rendah viabilitas sel. Pada
konsentrasi tinggi, ekstrak kulit pisang kepok dapat menginduksi kematian sel
kanker T-47D namun sebaliknya pada konsentrasi rendah justru mempertahankan
hidup sel kanker T-47D.

Bila dibandingkan dengan kontrol positif atau sel yang diberi doxorubicin,
sel T-47D cenderung mengalami kematian yang konstan pada semua konsentrasi
yakni persentase sel hidup yang berkisar antara 40,72% - 55,67%. Namun,

meskipun hasil persentase sel hidup yang didapat juga berbanding terbalik dengan
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konsetrasi sampel uji, terjadi pengecualian pada konsentrasi 125 pg/mL dan 31,25
pug/mL. Hal ini dapat disebabkan kesalahan dalam pipetting saat pengambilan sel
atau sampe uji. Doxorubicin digunakan sebagai kontrol positif karena obat ini
terbukti berpotensi baik dalam menghambat pertumbuhan sel kanker (Haryoto
dkk., 2015). Berikut adalah perbandingan grafik persentase sel T-47D yang hidup
setelah diberi perlakukan ekstrak kulit pisang kepok dengan doxorubicin (kontrol

positif) menggunakan analisis regresi linier (Gambar 4.5).

(a) Ekstrak Kulit Pisang Kepok
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Gambar 4.5 Persentase sel T-47D yang hidup setelah pemberian a) ekstrak kulit
pisang kepok dan b) Doxorubicin

Persentase sel hidup dari setiap konsentrasi sampel dikonversikan dalam
persamaan linear untuk mendapat nilai 1Csy dengan SPSS probit (Lampiran 6).
Nilai 1Csp menunjukkan nilai konsentrasi yang menghasilkan hambatan

pertumbuhan sel sebesar 50% dari populasi dan menunjukkan potensi toksisitas
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suatu senyawa terhadap sel. Semakin besar nilai ICsy maka senyawa tersebut
semakin tidak toksik (Melannisa, 2004).

Nilai ICsq dari ekstrak kulit pisang kepok adalah 220,375ug/mL sedangkan
kontrol positif (Doxorubicin) nilai ICso nya adalah 33,844 ug/mL (Tabel 4.2). Bila
dibandingkan dengan kontrol positif, nilai 1Csq yang diperoleh tergolong tinggi
dan menunjukkan ekstrak kulit pisang kepok Kkurang berpotensi untuk
menginduksi apoptosis sel kanker payudara T-47D atau tidak toksik terhadap sel
T-47D. Hal ini juga berdasarkan The American National Cancer Institute, yang
menyatakan bahwa suatu ekstrak kasar dikatakan memiliki aktivitas sitotoksik

apabila nilai 1Csp < 20 pug/ml (Lee dan Houghton, 2005).

Tabel 4.2 Nilai ICs, dari setiap perlakuan dengan analisis SPSS Probit

Perlakuan Nilai 1Csg
Ekstrak kulit pisang kepok 220,375 pg/mL
Doxorubicin 33,844 pg/mL.

Namun, bila dilihat dari persentase sel hidup dari sel kanker, ekstrak kulit pisang
kepok berpotensi pada konsentrasi tinggi untuk menginduksi apoptosis sel kanker
T-47D. Hal ini dilihat dari konsentrasi 1000 pg/mL dan 500 pg/mL bahwa
persentase sel yang hidup hanya tinggal 3,74% dan 3,94%. Selain itu didukung
oleh Machana, dkk (2011) bahwa ekstrak yang berpotensi adalah yang memiliki
nilai 1Csp kurang dari 500 pg/ml. Meerlo, dkk (2011) menambahkan bahwa
penurunan jumlah sel menunjukkan penghambatan pertumbuhan sel dan

sensitifitas sampel biasanya spesifik pada konsentrasi obat yang dibutuhkan untuk
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mencapai hambatan pertumbuhan sel sebesar 50% dibandingkan dengan
pertumbuhan kontrol sel tanpa perlakuan atau pemberian sampel (Meerloo,
Kaspers dan Cloos, 2011). Selain itu, berdasarkan penggolongan kategori
sitotoksisitas suatu sampel (Tabel 4.3) diketahui bahwa ekstrak kulit pisang
tergolong sitotoksik moderat. Kelompok senyawa dari suatu sampel yang
berpotensi sitotoksik dapat digunakan sebagai agen antikanker sedangkan
sitotoksisitas moderat dapat dimanfaatkan untuk kemoprevensi yang dapat

mencegah dan menghambat pertumbuhan sel kanker (Tussanti dan Johan, 2014).

Tabel 4.3 Kategori sitotoksisitas berdasarkan nilai 1Cs

Kategori 1Cs0

sitotoksik potent IC50<100ng/ml

sitotoksik moderat 100pg/ml<ICsp<1000pg/ml
tidak toksik 1C50>1000 pg/ml

Sumber: (Prayong, Barusrux dan Weerapreeyakul, 2008)

Kemampuan ekstrak kulit pisang bersifat toksik terhadap sel kanker
disebabkan oleh kandungan senyawa-senyawa yang dimilikinya, seperti
flavonoid, tannin, terpenoid, alkaloid, saponin, dan kuinon (Fitrianingsih dan
Purwanti, 2012; Saraswati, 2015; Someya dkk., 2002; Supriyanti dkk., 2015).
Beberapa tanaman yang mengandung senyawa turunan dari flavonoid telah
digunakan sebagai agen pencegahan dan terapi pada obat-obat tradisional di Asia
selama ribuan tahun, termasuk antikanker.

Senyawa flavonoid menghambat proliferasi sel pada berbagai sel kanker
manusia melalui penghambatan proses oksidasi yang dapat menginisiasi kanker.

Mekanisme ini melalui penurunan xanthin oxidase enzyme, Cyclooxygenase



80

(COX) dan Lipooxygenase (LOX) yang dibutuhkan dalam proses oksidasi
sehingga menunda siklus sel. Flavonoid juga menghambat ekspresi enzim
topoisomerase | dan Il yang memainkan peran pada katalis skrining DNA
(Wastuti, Suwarso dan Nasution, 2015). Senyawa tanin dapat menginduksi
kematian pada sel kanker melalui peningkatan p27 dan Bax yang berujung pada
penghambatan siklus sel menuju fase S sehingga sel tidak dapat berproliferasi dan
kemudian mati (Nam, Smith dan Dou, 2001).

Mekanisme senyawa alkaloid sebagai antikanker meliputi kemampuan
antiangiogenik, antiproliferasi, menghambat aktivitas topoisomerase, polimerisasi
tubullin, dan induksi apoptosis. Saponin dapat mengenali sel kanker, karena sel
kanker memiliki membran sel dan struktur yang berbeda dari sel normal.
Membran sel kanker mengandung lebih banyak senyawa seperti kolesterol dan
saponin dapat mengikat kolesterol tersebut sehingga mengganggu permeabilitas
membran. Saponin juga dapat mengurangi ROS seperti H,O, dan meghambat jalur
persinyalan phosphatidyl-inositol-3 kinase sebagai penyebab tercegahnya
kerusakan kromosom (Wastuti, Suwarso dan Nasution, 2015).

Penelitian sebelumnya yang telah dilakukan oleh Nam (2014)
menunjukkan bahwa kulit pisang ambon (Musa sapientum) yang mengandung
triterpenoid dapat berperan sebagai agen pencegah pertumbuhan dan
perkembangan sel kanker tanpa mengganggu sel normal. Oleh karena itu, kulit
pisang ambon (Musa sapientum) memiliki potensi sebagai agen kemopreventif
dan ko-kemoterapi pada kanker payudara (Nam dan I, 2014). Hal ini mendukung

potensinya ekstrak kulit pisang kepok (Musa balbisiana) sebagai kandidat agen
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kemopreventif kanker payudara, dilihat dari lebih tingginya aktivitas antioksidan
yang dimiliki daripada kulit pisang ambon. Atun, dkk (2007) mengemukakan
bahwa ekstrak kulit pisang kepok memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi
dengan kemampuan menghambat 50% oksidasi pada konsentrasi 693,15 mg/ml
dibandingkan dengan ekstrak kulit pisang ambon yang menghambat 50% oksidasi
pada konsentrasi 5000 mg/ml (Rosdiana, 2014).

Sundaram (2011) menambahkan bahwa kulit pisang yang belum matang
lebih berpotensi memiliki antioksidan yang tinggi daripada kulit pisang yang
sudah matang. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian, yaitu kulit pisang yang
digunakan pada penelitian ini adalah jenis pisang kepok yang belum matang atau
berwarna hijau sehingga tingginya kandungan antioksidannya mampu
menginduksi kematian pada sel kanker payudara, terutama pada konsentrasi yang
tinggi. Selain itu, didukung adanya senyawa gallokatekin pada kulit pisang (158
mg/100 g) yang lebih banyak dari buah (29.6 mg/100 g) dan senyawa dopamin
pada kulit pisang (80—560 mg/ 100 g) juga lebih tinggi dari buahnya (2.5—10 mg/
100 g) (Kanazawa dan Sakakibara, 2000; Someya, Yoshiki dan Okubo, 2002;
Sundaram dkk., 2011).

Berdasarkan uji sitotosik pada penelitian ini, dapat diketahui bahwa
ekstrak kulit pisang dapat menghambat 50% pertumbuhan sel kanker T-47D pada
konsetrasi 220,375 pg/mL (nilai ICsp). Hal ini menunjukkan ekstrak kulit pisang
kepok dengan potensi sitotoksisitas moderat (sedang) dapat dimanfaatkan untuk
kemoprevensi, sedangkan untuk kandidat agen terapi kanker memerlukan dosis

tinggi agar dapat bekerja seperti doxorubicin.
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Agen kemoprevensi dengan bahan alam dan agen sintetis menunjukkan
harapan untuk mencegah, menahan, dan membalikkan fase inisiasi dari
karsinogenesis, namun harus memiliki toksisitas rendah dibandingkan dengan
agen kemoterapi yang digunakan pada pasien kanker (Greenwald, 2002). Aksi ini
dapat diperoleh lewat senyawa yang terkandung oleh agen kemoprevensi.
Senyawa kemoprevensi adalah senyawa yang dapat mencegah/memblok proses
karsinogenesis sedini mungkin. Mekanisme senyawa kemoprevensi dalam
pencegahan kanker diantaranya adalah menghambat pembelahan sel kanker,
mencegah interaksi antara senyawa karsinogenik dengan molekul DNA, dan
menginduksi kerja enzim yang berperan dalam detoksifikasi senyawa
karsinogenik di dalam tubuh (Tedjo, Sajuthi dan Darusman, 2005). Berikut adalah
gambaran strategi pencegahan agen kemoprevensi pada tahapan karsinogenesis

(Gambar 4.6):
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Gambar 4.6 Strategi pencegahan agen kemoprevensi pada tahapan karsinogenesis
(Sumber: Hursting, dkk., 1999 dalam Greenwald, 2002)
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Gambar 4.6 menjelaskan strategi agen kemoprevensi pada tahap-tahapan
karsinogenesis. Pada tahap inisiasi, ditandai dengan konversi sel normal ke sel
yang diinisiasi sebagai respons terhadap agen penghancur DNA (kerusakan
genetik yang ditunjukkan oleh X). Tahap promosi ditandai dengan transformasi
sel menjadi populasi sel prenoplastik, akibat perubahan ekspresi gen dan
proliferasi sel. Tahap progresi melibatkan transformasi sel prenoplastik ke
populasi sel neoplastik dan antioksidan mampun menghambat karsinogenesis
pada tahap inisiasi dan promosi (Greenwald, 2002).

Antioksidan bekerja pada tahap inisiasi dengan memodifikasi
karsinogenesis dengan cara: (1) megubah aktivasi metabolik dari prokarsinogen;
(2) mengubah enzim detoksifikasi; (3) interaksi langsung dengan karsinogenik
spesies yang terdekat; atau (4) mengikat ROS. Pada pada tahap promosi, salah
satunya dengan menghilangkan radikal anion superoksida yang bertanggung
jawab untuk promosi tumor atau dengan merusak lipoksigenase (Ito dan Hirose,
1989).

Aktifitas antioksidan untuk menghambat karsinogenesis terkandung pada
senyawa-senyawa yang terdapat dalam kulit pisang kepok, seperti senyawa
fenolik (lihat gambar 4.7). Stres oksidatif pada sel kanker karena produksi dari
H,O, yang tinggi dan jalur pensinyalan protein kinase mitogen (MAPK) yang
terlalu aktif, mengakibatkan pengaktifan faktor transkripsi yang sensitif dan terus-
menerus sehingga mendorong viabilitas sel kanker. Adanya senyawa fitokimia
fenolik dapat menangkal H,O, atau menghambat fosforilasi protein, sehingga

mengganggu perkembangan siklus sel dan proliferasi sel kanker (Loo, 2003).
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Gambar 4.7 Peran senyawa fenolik dalam menghambat proliferasi sel kanker
(Sumber: Loo, 2003)

Efek kemopreventif oleh senyawa flavonoid dapat dilakukan dengan
beberapa mekanisme pada perkembangan karsinogenesis (lihat gambar 4.8).
Flavonoid mampu menghambat aktivitas isozim P450 tertentu, seperti CYP1Al
dan CYP1AZ2, sehingga mereka cenderung memiliki peran protektif terhadap
induksi kerusakan sel akibat aktivasi karsinogen. Mekanisme kerja lainnya adalah
induksi enzim metabolisme fase Il (misalnya GST, kuinon reduktase, dan UDP-
GT) dimana karsinogen didetoksifikasi dan dihilangkan dari tubuh (Chahar dkk.,

2011).
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Gambar 4.8 Efek kemopreventif flavonoid terhadap tahapan karsinogenesis

(Sumber: Chahar, dkk., 2011)

Tussanti (2014) menambahkan bahwa kemampuan dari setiap senyawa
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fitokimia tunggal sebagai agen kemoprevensi dalam menghambat pertumbuhan

sel kanker bukan merupakan respon biologis tunggal namun hasil dari kombinasi

beberapa proses intraseluler. Oleh karena itu, diperlukan isolasi fitokimia dan

diuji sitotoksisitas masing-masing komponen senyawa kulit pisang kepok

terhadap sel kanker untuk mengetahui pengaruh setiap komponen aktif tersebut

terhadap sel kanker payudara (Tussanti dan Johan, 2014).

Potensi kulit buah pisang kepok sebagai agen kemoprevensi ini merupakan

salah satu dari tanda-tanda kebesaran Allah SWT dan suatu kenikmatan yang

Allah SWT berikan kepada manusia. Allah SWT berfirman dalam QS. ‘Abasa

(80):25-32, yaitu:
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Artinya: “(25) Sesungguhnya Kami benar-benar telah mencurahkan air (dari
langit), (26) Kemudian Kami belah bumi dengan sebaik-baiknya, (27) Lalu Kami
tumbuhkan biji-bijian di bumi itu, (28) Anggur dan sayur-sayuran, (29) Zaitun
dan kurma, (30) Kebun-kebun (yang) lebat, (31) Dan buah-buahan serta rumput-
rumputan, (32) Untuk kesenanganmu dan untuk binatang-binatang ternakmu.”

Lafadz 4¢SW& adalah hasil yang dikeluarkan dari tumbuhan berupa buah-
buahan dan Ibnu ‘Abbas mengatakan bahwa sesuatu yang dimakan dalam keadaan
berair (Abdullah, 1994). Lafadz 4&Sls atau ‘buah-buahan’ yang dimaksud disini
adalah buah selain yang disebutkan pada ayat sebelumnya, seperti delima, pisang
dan lain-lain. Dilanjutkan dengan ayat aSalaiY 5 &0 laia atau ‘untuk

kesenanganmu dan untuk binatang-binatang ternakmu’, maksudnya adalah telah
Allah jamin hidup manusia dan hewan dengan menumbuhkan berpuluh-puluh
macam buah-buahan segar yang dapat dimakan oleh manusia, serta rumput-
rumputan yang dapat dimakan oleh hewan ternak yang diperlihara manusia tadi
(Hamka, 1983). Beberapa mufasir lain seperti ‘Ali Sabuni, menafsirkan maksud
kesenangan ialah Allah menumbuhkan berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang
dibutuhkan baik manusia maupun hewan. Begitu juga dikuatkan oleh Al-Zuhaili
dalam kitab tafsirnya bahwa dengan permulaan Allah SWT menciptakan sebagian

nikmatnya, akhirnya menjadikan manusia bisa merasakan kenyamanan baik segi
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ekonomi, kebutuhan pokok dan lain-lain (Putri, 2015), termasuk kebutuhan medis

untuk mencegah dan menghambat perkembangan sel kanker.

4.2 Uji Induksi Apoptosis

Uji lanjut yang dilakukan setelah uji sitotoksik dengan metode MTT
adalah uji induksi apoptosis dengan metode flow cytomtery. Pada uji ini,
digunakan sampel uji ekstrak kulit pisang kepok dengan konsentrasi 1Csy yang
ditreatment ke sel kanker T-47D dan kontrol sel T-47D yang tidak diberi sampel
uji. Sel yang mengalami apoptosis dihitung dengan flow cytometry (Andrijono dan
Heffen, 2008). Hasil yang diperoleh dengan BD Accuri (Lampiran 5) kemudian
dianalisis dengan metode cell quest atau pengelompokan berdasarkan jenis sel dan
diperoleh 4 quadran, yakni sel hidup; apotosis awal; apoptosis akhir; dan nekrosis.
Pemeriksaan aktivitas apoptosis dengan flow cytometry merupakan pemeriksaan
yang lebih baik daripada metode lainnya. Sel-sel yang mengalami apoptosis
dipresentasikan di kuadran kanan bawah, sedangkan sel-sel hidup di kuadran kiri

bawah (Andrijono dan Heffen, 2008) (Gambar 4.9).
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Gambar 4.9 Persentase sel setiap quadran a) kontrol sel T-47D b) perlakuan
ekstrak kulit pisang kepok 1Csq terhadap sel-T-47D
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Gambar 4.9 menunjukkan bahwa sel yang diberi ekstrak kulit pisang
kepok memiliki persentase kematian sel yang lebih besar dibandingkan dengan
kontrol sel, baik kematian disebabkan apoptosis maupun nekrosis. Melalui uji
flow cytometry ini, antara sel hidup dan sel yang mati dapat dibedakan
berdasarkan pada kemampuan Annexin V yang berikatan dengan
phosphatydilserin. Pada kondisi normal, phosphatydilserin hanya terdapat pada
lapisan intraseluler pada membran plasma sel sehat. Jika terjadi awal apoptosis,
membran asimetri hilang dan phosphatydilserin mengalami translokasi ke lapisan
eksternal membran sel. Namun, Annexin V tidak bisa membedakan antara sel
yang apoptosis dan nekrosis, sehingga digunakan Propidium lodide (PI) untuk
membantu membedakannya. Propidium lodide (Pl) adalah pewarna fluoresen
yang berikatan dengan DNA. Fase awal apoptosis sel tidak bereaksi dengan PI,
sedangkan pada apoptosis fase akhir sel akan terwarnai oleh PI, karena pewarna
ini akan menembus nukleus dan berikatan dengan DNA (Rahayu dan
Roosmarinto, 2017).

Data hasil uji induksi apoptosis yang diperoleh kemudian dimasukkan ke
dalam tabel persentase populasi sel untuk memudahkan dalam analisis hasil

(Tabel 4.4):

Tabel 4.4 Populasi sel T-47D (%) setelah diberi perlakuan ekstrak kulit pisang
kepok terhadap sel T47D dengan flow cytometry

Populasi sel T-47D (%)

Perlakuan Apoptosis Apoptosis

Sel hidup awal akhir Nekrosis
Kontrol sel 97,6 0,70 1,50 0,20
Ekstrak kulit 89.0 250 310 5.40

pisang kepok 1Cs
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Berdasarkan hasil tabel 4.4 dapat diketahui bahwa ekstrak kulit pisang
kepok dengan konsentrasi ICsy (220 mg/ml) hanya dapat menginduksi sel T47D
mengalami apoptosis awal sebesar 2,50%, apoptosis akhir sebesar 3,10%, dan
nekrosis 0,20% sedangkan persentase sel yang hidup masih tinggi yakni 89,0%.
Hal ini bila dibandingkan dengan kontrol sel yang tidak diberi perlakuan, sel yang
mengalami apoptosis awal sebesar 0,70%, apoptosis akhir 1,50%, nekrosis 0,20%
dan sel yang hidup adalah 97,6%.

Hasil persentase populasi sel T-47D setelah diberi ekstrak kulit pisang
kepok menunjukkan bahwa ekstrak kulit pisang kepok dengan konsentrasi 1Csg
dapat menginduksi apoptosis pada sel kanker payudara T-47D namun tidak sekuat
Doxorubicin. Nursid (2013) mengatakan bahwa sel T-47D mengalami apoptosis
sebesar 74,8% setelah diberi Doxorubicin (Nursid, Fajarningsih dan Chasanah,
2013).

Sel-sel T-47D vyang mengalami nekrosis (5,40%) lebih banyak
dibandingankan sel yang mengalami apoptosis awal (2,50%) dan kematian sel
nekrosis tidak terkait dengan jalur sinyal apoptosis (Prasetyo, Maryono dan
Purwanto, 2017). Mekanisme program apoptosis sel, dapat terjadi dengan jalur
ekstrinsik atau instrinsik yang terjadi secara tidak langsung. Mekanisme tersebut
dapat melalui penurunan reactive oxygen species (ROS) dan modulasi signaling
pathways dengan menurunkan ekspresi Bcl-2 dan Bcl-XL serta meningkatkan
ekspresi gen Bax dan Bak. Peningkatan protein Bax bersama-sama dengan protein
lain seperti protein p53 akan mengaktifkan cytochrome C yang dilepas dari

mitokondria dan selanjutnya akan terjadi aktivasi berantai terhadap caspase 9-
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caspase 3 dan berakhir pada kematian sel (CCRC, 2007; Cryns & Yuan, 1998;
Meiyanto, 2002; Ren dkk., 2003).

Nekrosis sel diduga dapat terjadi karena disebabkan oleh beberapa faktor,
yakni seperti karena paparan toksik, benturan fisik, atau lamanya waktu inkubasi
sehingga sel sudah melewati masa apoptosis dan menjadi nekrosis. Sel apoptosis
dini jika tidak segera difagositosis dapat berkembang menjadi sel apoptosis lanjut
atau disebut juga dengan sel nekrosis sekunder, dengan ciri terjadinya kebocoran
membran plasma. Salah satu faktor utama yang menyebabkan perubahan status
dari apoptosis dini ke apoptosis lanjut adalah kegagalan dari proses klirens atau
pembuangan sel apoptosis (Poon, 2010 dalam Rachmawati, Karyono dan Suyuti,
2012).

Ouyang (2012) menjelaskan bahwa nekrosis sel dipicu oleh meningkatnya
produksi ROS. ROS yang berlebihan bisa menyebabkan permeabilisasi membran
mitokondria dan nekrosis terprogram berikutnya (Ouyang dkk., 2012). Proses
nekrosis ini merupakan kematian sel patologis yang terjadi secara pasif, katabolik
dan umumnya merupakan respon terhadap faktor-faktor toksik eksternal, seperti
inflamasi, iskemia maupun toxic injury. Nekrosis ditandai dengan adanya
pembengkakan mitokondria, rusaknya membran plasma, pemisahan kromatin dan
destruksi struktur sel yang semula utuh (Wu, Ding dan Fisher, 2001 dalam
Prasetyo dkk., 2017).

Tingkat ATP intraselular juga dapat mempengaruhi bentuk kematian sel,
yaitu dengan tingkat ATP yang tinggi menyebabkan apoptosis, sedangkan tingkat

ATP yang rendah menyebabkan nekrosis. Artinya, kekurangan ATP intraseluler
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dapat mengubah kematian sel apoptosis yang bergantung pada energi menjadi
nekrosis. Sherwood (2013) menambahkan bahwa nekrosis adalah pembunuhan sel
yang tak disengaja dan tak terkendali terhadap sel-sel yang sudah cedera parah
akibat paparan agen eksternal ke sel, seperti benturan fisik, kekurangan O, atau
penyakit. Sel nekrosis adalah korban pasif, sementara pada apoptosis sel turut
serta secara aktif dalam proses kematiannya sendiri. Umumnya, pada nekrosis,
jejak pencetus kematian sel mencederai banyak sel yang berdekatan, sehingga
banyak sel-sel di sekitarnya yang ikut bengkak dan pecah akibat respon inflamasi

(Chaabane dkk., 2013; Sherwood, 2013).
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Gambar 4.10 Mekanisme program kematian nekrosis pada sel kanker (Sumber:
Ouyang dkk., 2012)
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Gambar 4.10 menggambar jalur kematian sel kanker secara nekrosis.
Dalam kondisi normal, caspase-8 aktif membelah RIP1 dan menonaktifkannya.
Namun, meskipun kemudian caspases mungkin tidak aktif, dalam kasus tersebut,
ligasi reseptor kematian menghasilkan perakitan kompleks yang melibatkan
caspase-8, FADD, RIP1 dan RIP3. Selanjutnya, RIP1-RIP3 yang pro-nekrotik
berinteraksi dengan enzim metabolik, seperti glycogen phosphorylase (PYGL),
glutamat ammonia ligase (GLUL) dan glutamat dehidrogenase 1 (GLUD1) untuk
meningkatkan metabolisme, disertai dengan peningkatan produksi spesies oksigen
reaktif (ROS). ROS yang berlebihan dapat menyebabkan permeabilisasi membran
mitokondria (MMP) dan selanjutnya akan terprogram kematian nekrosis. Ada
sejumlah modulator lain yang terlibat dalam jalur nekrosis ini, termasuk PARP1,
polimer PAR, NADPH osidase dan calpains. Stres sel nekrotik dapat
mengaktifkan PARP1, yang berpotensi menginduksi nekrosis baik melalui
aktivasi kinase RIP, aktivasi calpains atau dengan produksi polimer PAR. Selain
itu, aktivasi reseptor kematian dapat menginduksi interaksi dan aktivasi kinase
RIP1 dan RIP3, yang mempengaruhi mitokondria baik secara langsung maupun
tidak langsung melalui oksidase NADPH, untuk menginduksi kenaikan ROS,
sehingga menyebabkan nekrosis (Ouyang dkk., 2012).

Degenhardt (2006) menambahkan bahwa telah diidentifikasi jalur yang
diaktifkan onkogen untuk kematian nekrosis sebagai respons terhadap tekanan
metabolik (ischemia). Jalur nekrosis ini memerlukan penghambatan mekanisme
kematian apoptosis sel dan autofag yang menopang fungsi dan viabilitas sel

normal selama kekurangan energi. Dengan demikian, koordinasi genetik atau
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kerusakan antara apoptosis dan autofag dapat meningkatkan kematian sel nekrotik
secara in vitro dan in vivo (Gambar 4.11). Jadi, kematian nekrosis sel bisa
dikendalikan secara genetis dan ada fungsi interaksi antara tiga mekanisme
kematian sel (Degenhardt dkk., 2006).

bax-/- bak-/- AKT
+BCL-2 beclin1+/-

Metabolic

Stress — Apoptosis ~ Autophagy —Necrosis

Gambar 4.11 Regulasi jalur kematian yang menyebabkan nekrosis (Sumber:
Degenhardt dkk., 2006)

Dampak dari tingginya sel yang mengalami nekrosis bila terjadi pada in
vivo adalah timbulnya respon inflamasi. Komponen sitosol pada sel apoptosis
akan difagosit oleh makrofag, berbeda dengan komponen sitosol sel nekrosis akan
mengalir ke ruang interselular melalui membran plasma yang rusak sehingga
menimbulkan respon inflamasi. Gangguan keseimbangan antara nekrosis dan
apoptosis ini yang mungkin menjadi penyebab dalam pengembangan beberapa
penyakit (Chaabane dkk., 2013). Akibat inflamasi dari kematian nekrosis ini,
diharapkan ada penelitian lanjut terkait senyawa antiinflamasi yang mendampingi
ekstrak kulit pisang kepok untuk mengatasi respon inflamasi tersebut.

Hasil uji induksi apoptosis ini menunjukkan ekstrak kulit pisang pada
konsentrasi ICsp kurang kuat menginduksi apoptosis pada sel T-47D dan
berpotensi sebagai agen kemoprevensi atau pencegahan kanker. Mengingat

penelitian ini masih berada pada tahap awal untuk mengetahui potensi ekstrak
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kulit pisang kepok, masih terdapat beberapa keterbatasan pada peneliltian ini.
Penelitian lanjutan sangat perlu dilakukan dan hal tersebut merupakan sebagian
langkah dalam mempelajari dan mengembangkan ilmu pengetahuan sebagai
sarana ibadah dan meningkatkan kualitas kesehatan manusia. Allah SWT

berfirman dalam QS. Yunus (10):101;

< - _ }.2;/ A /’;'w -8 //C _:E’J/ b, /ﬂ“ . VK " ,:
N 25 oo haldly eV ax Gy o)NIs o 20T 3 136 g sl 5
R
(&) O
Artinya: Katakanlah: "Perhatikanlah apa yang ada di langit dan di bumi.

Tidaklah bermanfaat tanda kekuasaan Allah dan Rasul-rasul yang memberi
peringatan bagi orang-orang yang tidak beriman".

Lafadz | s )53 atau ‘perhatikanlah’ dengan fi'il amr berarti perintah atau

arahan Allah SWT kepada hamba-hamba-Nya untuk berfikir tentang nikmat-
nikmat-Nya dan apa yang telah Allah SWT ciptakan di langit dan bumi dari ayat-
ayat yang agung untuk orang yang berakal (Abdullah, 1994). Kandungan ayat ini
adalah menggambarkan bahwa pengembangan sains merupakan tugas manusia,
karena terus meneliti untuk mendapatkan ilmu baru adalah kewajiban bagi
manusia. Selain itu, Allah SWT juga menugaskan manusia untuk terus belajar dari
apa yang telah diperoleh melalui kajian tersebut (Jumin, 2012).

Hasil dan riset ini juga merupakan cara untuk ‘memperhatikan’ ciptaan
Allah. Pemanfaatan kulit pisang kepok sebagai agen kemoprevensi kanker
payudara diharapkan dapat menekan resiko penyakit kanker payudara, mencegah
dan menghambat pertumbuhan sel kanker, serta mengurangi jumlah penderita

kanker payudara. Penelitian lanjutan masih sangat diperlukan, seperti perlu
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dilakukan uji lebih lanjut untuk menguji toksisitas ekstrak kulit pisang kepok
terhadap sel kanker payudara menggunakan variasi konsentrasi yang berbeda.
Selain itu, perlu dilakukan uji terhadap sel normal (sel vero) sehingga tingkat

keamanan ekstrak kulit pisang kepok terhadap sel normal dapat diketahui.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan yang telah dilakukan, maka
dapat disimpulkan bahwa:

1. Hasil uji sitotoksik (MTT assay) menunjukkan nilai 1Csy ekstrak kulit
pisang kepok terhadap sel kanker payudara T-47D adalah sebesar 220,375
pg/mL, artinya bersifat sitotoksik moderat dan berpotensi sebagai agen
kemoprevensi kanker payudara.

2. Hasil uji induksi apoptosis (Flow cytometry) pada konsentrasi ICsg
menunjukkan bahwa jumlah sel yang mengalami apoptosis awal sebanyak

2,50% dan apoptosis akhir sebanyak 3,10%.

5.2 Saran
Berdasarkan penelitian ini, disarankan untuk:

1. Dilakukan penelitian MTT assay lebih lanjut dengan perbandingan seri
konsentrasi berbeda (>250 pg/mL) yang diharapkan menimbulkan efek
antikanker yang lebih baik terhadap sel kanker payudara T-47D secara in
vitro.

2. Dilakukan penelitian ekstrak kulit pisang kepok terhadap sel normal (sel
vero) secara in vitro sehingga dapat diketahui pengaruh atau dampaknya

pemberian ekstrak kulit pisang kepok terhadap sel normal.

96
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Dilakukan penelitian lebih lanjut terkait pemberian ekstrak kulit pisang
kepok terhadap sel kanker lainnya, seperti sel HeLa (kanker serviks), sel
WiDr (kanker kolon), dan lain-lain sehingga dapat diketahui potensi
ekstrak kulit pisang kepok sebagai kandidat terapeutik jenis kanker-kanker
lain.

Dikembangkan lebih lanjut olahan dari ekstrak kulit pisang kepok menjadi
sediaan fitofarmaka agar dapat dimanfaatkan oleh masyarakat untuk
dikonsumsi (sebagai bagian dari life style seperti jamu) karena potensinya

sebagai agen kemopreventif/ pencegah kanker payudara.
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Lampiran 1. Kerangka Penelitian

[ Kulit pisang ]
[ Simplisia kulit pisang ]
[ Cell line T47D ] @
@ [ Ekstrak kulit pisang ]

Thawing

U

Subkultivasi

Perhitungan sel |:> [ Uji sitoktosik sel ]

dengan metode MTT

U

[ % penghambatan ] \/

[ nilai ICs, ] |:>[ Uji Induksi Apoptosis ]

[ % apoptosis ]
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Lampiran 2. Determinasi Tanaman
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Kepala Balai Konservasi Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi LIPI dengan ini menerangkan
bahwa material tumbuhan yang dibawa oleh:

Nama Fauchil Wardati

NIM : 13620083

Instansi . UIN Maliki Malang / Fakultas Saintek /Jurusan Biologi
Tanggal material : 7 Agustus 2017

diterima

Telah diidentifikasi/determinasi berdasarkan koleksi herbarium dan koleksi kebun serta
referensi ilmiah, dengan hasﬂ sebngal berikut:

Kingdom Plantae
Division :  Magnoliophyta

Class : Liliopsida

Subclass :  Zingiberidae

Ordo :  Zingiberales

Family :  Musaceae

Genus : Musa

Species . Musa balbisiana (ABB) cv. Pisang kepok

Referensi:

1. Backer CA & Bakhuizen van den Brink RC. 1968. Flora of Java Vol. TIl. NVP No
ordhoff, Groningen, The Netherlands. Hal. 162
2. E.W.M.Verheij dan R.E . Coronel, tahun 1992 editor PROSEA ( Plants Resources of
South-Fast Asia ) No 2; Edible Fruits and nuts Hal 229
3. Cronquist A. 1981. An Integrated System of Classification of Flowering
Plants.Columbia University Press, New York, USA. Hal. XVIII
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Lampiran 5. Perhitungan Data
L.5.1Perhitungan Data dan Hasil Uji Sitotoksik
A. Perhitungan Konsentrasi Sel

e Jumlah sel dengan haemocytometer dibawah mikroskop inverted

Kuadran A Kuadran B
100 92
Kuadran C Kuadran D
81 82

e Jumlah sel yang dihitung (mL™)

__ xsel kuadran A+ ¥ sel kuadran B+ )Y sel kuadran C+sel kuadran D
o 4
100 + 92 + 81 + 82

= X 104
4

= 88x 10%*sel/mL

x 10*

e Jumlah mL panenan sel yang ditransfer (konsentrasi sel)

__ jumlah total sel yang diperlukan

jumlah sel terhitung

= 100 x 10*
88x 10% /mL

=1,2mL

Volume panenan sel yang ditransfer sebanyak 1,8 mL, ditambahkan
hingga 10 mL media kultur RPMI (MK) karena setiap sumuran akan diisi 100 pL
MK berisi sel, sehingga total volume yang diperlukan untuk menanam sel = 100

pL x 100 sumuran = 10.000 pL atau 10 mL.



B. Perhitungan Persentase Sel Hidup

o Data Uji Sitotoksik dengan MTT Assay

1. Ekstrak Kulit Pisang Kepok

Konsentrasi Absorbansi Rata- _%
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 | rata | Hidup
1000 0.110 0.120 0.116 0.12 3.74
500 0.117 0.115 0.119 0.12 3.94
250 0.559 0.619 0.681 0.62 | 63.90
125 0.750 0.760 0.785 0.77 | 8123
62,5 0.856 0.834 0.862 0.85 | 91.45
31,25 0.833 0.868 0.864 0.86 | 91.97
2. Kontrol Positif (Doxorubicin)
Absorbansi Rata- %
Konsentrasi | Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 rata Hidup
1000 0.428 0.423 0.425 0.43 40.72
500 0.481 0.470 0.467 0.47 46.36
250 0.547 0.512 0.564 0.54 54,51
125 0.485 0.480 0.555 0.51 50.42
62,5 0.497 0.518 0.632 0.55 55.47
31,25 0.430 0.430 0.435 0.43 41.47
3. Kontrol Sel dan Kontol Media
K | Absorbansi Rata-R
R° Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 ata-Rata
Sel 0.980 0.924 0.863 0.92
Media 0.081 0.083 0.088 0.08
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Keterangan :

Perhitungan Persentase Sel Hidup

Persentase sel hidup = (A-B

)
X 100 %

A = absorbansi perlakuan (sel + media kultur + sampel)

B = absorbansi kontrol media (media kultur)

C = absorbansi kontrol negatif (sel + media kultur)

1. Ekstrak Kulit Pisang Kepok

Konsentrasil000=» % Hidup =

e Konsentrasi 500=» % Hidup =

e Konsentrasi 250 =% Hidup =

e Konsentrasi 125 % Hidup =

e Konsentrasi62,52% Hidup =

e Konsentrasi 31,25 % Hidup =

. Kontrol Positif (Doxorubicin)

e Konsentrasi 1000 % Hidup =

e Konsentrasi 500 % Hidup =

e Konsentrasi 250> % Hidup =

e Konsentrasi 125 % Hidup =

e  Konsentrasi 62,5 % Hidup =

e Konsentrasi 31,25 % Hidup =

Huoo%: 3.74 %
% x 100 % = 3.94 %
% x 100 % = 63.90 %
H x 100 % = 81.23 %
0“:45:—222 x 100 % = 91.45 %
% x 100 % = 91.97 %
% x 100 % = 40.72 %
% x 100 % = 46.36 %
% x 100 % = 54.51 %
% x 100 % = 50.42 %
3;“% x 100 % = 55.47 %
0,47— 0,08

—o8s —oos ¥ 100 % = 41.47%



L.5.2 Perhitungan Data dan Hasil Uji Induksi Apoptosis
A. Perhitungan Konsentrasi Sel

e Jumlah sel dengan haemocytometer dibawah mikroskop inverted

Kuadran A Kuadran B
116 101
Kuadran C Kuadran D
105 143
= —

e Jumlah sel yang dihitung (mL™)

__ Ysel kuadran A+ Y sel kuadran B+ Y sel kuadran C+sel kuadran D
. 4
116 + 101 + 105 4+ 143

= X 104
4

=116 x 10* sel/mL

x 10

e Jumlah mL panenan sel yang ditransfer (konsentrasi sel)

_ jumlah total sel yang diperlukan

jumlah sel terhitung

= 3x10°
116 x 10* /mL

=25uL
Volume panenan sel yang ditransfer sebanyak 2,5 upL setiap well dan
ditambahkan 2 mL media kultur RPMI (MK) setiap well, sehingga total volume

yang diperlukan untuk menanam sel = 200 mL x 2 sumuran = 400 mL.



B. Hasil Pembacaan BD Accuri

Presentase populasi sel T-47D (%

Perlakuan ) Apoptosis Apoptosis .
Sel hidup awal akhir Nekrosis
Kontrol sel 97,6 0,70 1,50 0,20
Ekstrak kulit | g9 2,50 3,10 5,40
pisang kepok ICs
e Ekstrak kulit pisang kepok
"3 T X\, e v X
=1 "%
8
;
?41.1668 I.DDI‘.:.DDD 1.500I.DDD 1,800,000
C-A
aokE =EA/QE
e Kontrol sel
: ; S
"¢ "Gt o caing X", “Ere o caing X

SSC-A

(=1

T
741,668 1,000,000

oo+

T
1,500,000 1,800,000
SC-A

=AL
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Lampiran 6. SPSS Probit

Probit Analysis

[DataZetO]

Warnings

Felative Median Potency Estimates are not displayed because there is no grouping
wariable in the model

Data Information
Mof Cases
Walid G
Fejected  Missing 1]
LOG Transform Cannot 0
be Done
Murber of Responses = 0
Mumhber of Subjects
Contral Group 1]
Comvergence Information
Qptimal
Murmber of Solution
lterations Found
FROBIT 12 | Yes
Confidence Limits
45% Canfidence Limits far konsentrasi 95% Coaonfidence Limits for logikansentrasi®
Probability | Estirmate LowerBound | Upper Bound Estimate Lower Bound | Upper Bound
PROBIT® 0.01 1810194 B71.935 | 243336618 3281 2827 5386
0oz 1483111 SEEETS | 113410.941 3171 2765 5055
0.03 1263116 510,825 70010.087 3101 2708 4.845
n.o4 1119 406 470486 48767214 3.049 2673 4 628
0.os 1014 B57 430603 IBATE.4T0 3.006 2H43 4 AR1
0.08 933,258 414,583 28366.971 2,970 2E18 4453
ooy 8RT.278 393 A44 22835222 2938 2695 4358
n.os 812168 374381 18800.286 2.910 2674 4274
n.og 7HA.005 350384 16768518 2.884 2856 4198
01 724180 345078 13419.038 2,860 2638 4128
015 576,798 289,697 £926.992 2,761 2462 2.841
0z 481.371 240 469 41738 500 2682 2397 1E17
0.25 412.190 217.092 26849.152 2615 2337 3.430
03 358,580 180,364 1847 568 2.855 2277 1267
035 316,147 164.608 1322.494 2.499 2216 3121
0.4 278,508 141.878 978,153 2,445 2152 2890
7T 120660 744.029 2,394 2.082 2872
Cos 220,374 ) 100,753 580.398 2.343 2.003 2764
: el 82.202 453374 2293 1915 2 BBR
08 174.189 £5.221 377.795 2.241 1.814 2877
0.85 164104 50.085 3MaAE27 2188 1.700 2496
0.7 136,438 37.017 264.030 2132 1.868 2422
075 117.623 26115 224.290 2.071 1.417 2.351
0.8 100.890 17.340 191.002 2.004 1.239 2.281




Lampiran 7. Dokumentasi

L.7.1 Persiapan Sampel

Pengambilan sampel di Desa

Belahanrejo, Kedamean, Gresik

Tahap pemisahan sampel kulit pisang
dari buah dan pencucian sampel

sampai bersih

Hasil dari tahap pengeringan sampel di

suhu ruang selama semalam

Hasil dari tahap pengeringan sampel

dengan oven suhu 45°C
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Hasil dari tahap penghalusan menjadi

serbuk simplisia

Y OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG

CENTRA



L.7.2. Ekstraksi Maserasi
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Tahap maserasi dengan pelarut etanol ~ Tahap penguapan pelarut dengan rotary

95% evaporator

Hasil ekstrak etanol kulit pisang kepok  Hasil ekstrak kulit pisang kepok pekat
dengan metode maserasi setelah di keringkan di dalam inkubator
suhu 25°C
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L.7.3. Uji Sitotoksik dengan metode MTT assay

Tahapan sel setelah di thawing Hasil pengmatan sel uji dengan
kemudian disubkuktivasi pada cawan mikroskop inverted sebelum diberi
dan siap dipanen perlakuan

Hasil penanaman sel pada Hasil penimbangan 10 mg sampel dan
96-well plate dilarutkan dalam 100 ml DMSO
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Hasil setelah pemberian sampel pada

sel uji

Hasil setelah pemberian reagen MTT

Hasil setelah pemberian SDS stopper

Tahapan pembacaan absorbansi sel
hidup dengan ELISA reader
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L.7.4 Uji Induksi Apoptosis dengan Flow cytometry
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Hasil penanaman sel T-47D pada Tahap sentrifugasi setelah diberi
6-well plate perlakuan sampel uji

Hasil perlakuan sampel pada sel uji Pemberian buffer (incubation buffer)
setelah disentrifugasi dan siap diberi

reagen flowcytometry
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Pemberian reagen Annexin FITC

Pemberian reagen Propidium lodide

Pemberian buffer (binding buffer)

Pembacaan hasil uji induksi apoptosis
dengan BD Accuri
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