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ABSTRACT

Abstrak

Latar Belakang: Kanker serviks merupakan kanker dengan
tingkat kematian tertinggi pada wanita di Indonesia. Sebagian
besar penderita kanker serviks datang pada stadium lanjut
yang menyebabkan pengobatan menjadi kurang optimal
sehingga memerlukan penelitian untuk mencari modalitas
terapi, termasuk terapi alternatif. Setiap sel kanker mempunyai
karakteristik khusus akibat mutasi genetik (hallmark of cancer)
seperti sel kanker serviks yang memiliki kemampuan untuk
menghindar dari apoptosis. Pada penelitian terdahulu, ekstrak
daun sirsak berpotensi menginduksi apoptosis pada sel kanker.
Objektif: Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi
ekstrak daun sirsak dalam menginduksi apoptosis pada sel
kanker serviks Hela.

Metode: Penelitian in vitro ini dilakukan dengan sel kanker
serviks Hela. Sel HelLa yang konfluens diinkubasi selama 24 jam
setelah diberi perlakuan ekstrak daun sirsak dengan
konsentrasi 1Csq 15,8 pg/ml. Apoptosis dilihat dengan
pewarnaan Acridine Orange dan Propidium lodide dan dilihat

dibawah mikroskop fluoresens. Analisis data dilakukan
menggunakan uji T independen.
Hasil: Persentase apoptosis sel Hela lebih tinggi pada

kelompok perlakuan dibandingkan
0,001)

Kesimpulan: ekstrak daun sirsak dapat menginduksi apoptosis
pada sel Hela.

Kata kunci: Apoptosis, Ekstrak Daun Sirsak, Sel Kanker serviks
Hela.

kelompok kontrol. (p<

Abstract

Background: Cervical cancer is a cancer with the highest
mortality rate in women in Indonesia. In an advanced stage,
the treatments are more complex and have many side effects
thus alternative treatment or combination therapy is needed.
The soursop leaf extract has been known to have the potential
to induce apoptosis in cancer cells.

Objective: This study aim’s is to determine the soursop leaf
extract potential to induce apoptosis in Hela cervical cancer
cells.

Methods: This study is an in vitro experimental study of HelLa
cervical cancer cells. The confluence Hela cells were incubated
for 24 hours with the supplementation of the leaf soursop
extract with ICs, of 15.8 ug/ml concentration. Apoptosis was
detected by microscope fluorescence using Acridine Orange
and Propidium lodide staining method. Data analysis was
performed using the Independent Sample T test.

Conclusion: The results showed percentage apoptosis of HelLa
cells in treatment group higher than control group. (p = 0,000)
Based on this result it can be concluded that soursop leaf
extract can induce apoptosis in HeLa cells.

Keyword: Apoptosis, Soursop Leaf Extract, Cervical Cancer
Cells Hela

Apa yang sudah diketahui tentang topik ini?

Potensi ekstrak daun sirsak dalam menginduksi apoptosis
pada sel kanker.

Apa yang ditambahkan pada studi ini?

Potensi ekstrak daun sirsak dalam menginduksi apoptosis
pada sel kanker serviks Hela.
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Pendahuluan

Kanker serviks merupakan suatu penyakit
yang disebabkan oleh keganasan yang terjadi
pada serviks atau mulut rahim.! Prevalensi kanker
serviks di Indonesia berada pada urutan kedua
setelah kanker payudara.? Hasil rekapan jumlah
pasien dari seluruh rumah sakit di Sumatera Barat
pada tahun 2019, terdapat 223 kasus kanker
serviks yang terdiagnosis.? Kanker serviks berada
pada urutan pertama sebagai penyebab tingginya
mortalitas pada wanita di negara berkembang
seperti Indonesia.* Hal ini diduga terjadi karena
kurangnya skrining dan deteksi dini serta
keterlambatan pasien menyadari penyakitnya
sehingga pasien datang ke layanan kesehatan
pada stadium lanjut.

Sel HeLa merupakan continuous cell line yang
berasal dari adenokarsinoma serviks yang
ditemukan pada tahun 1951.6 Sel kanker serviks
HeLa mengekspresikn E6 dan E7 yang akan
menghambat kerja p53 dan pRb sehingga siklus
sel menjadi tidak terkendali.” Hal ini tidak diikuti
dengan perbaikan DNA dan apoptosis sehingga sel
abnormal terbentuk secara terus menerus.8

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh
Ani Maryam dkk yang menyatakan bahwa ekstrak
etanol daun sirsak berpotensi sebagai agen ko-
kemoterapi pada kanker serviks karena dapat
menginduksi apoptosis.? Kandungan acetogenin
pada daun sirsak jika digunakan sebagai agen ko-
kemoterapi pada sel kanker dapat mengurangi
efek samping yang dirasakan pasien.10

Annona Muricata Linn (sirsak) termasuk ke
dalam keluarga Annonaceae yang telah lama
dikenal untuk pengobatan tradisional berbagai
penyakit, salah satunya yaitu kanker.1! Senyawa
Annonaceous Acetogenin merupakan kumpulan
senyawa aktif yang bersifat sitotoksik terhadap
sel kanker.l? Senyawa acetogenin yang sudah
teridentifikasi berpotensi sebagai anti kanker
yaitu Annonacin, Annomurisin E, Bullatasin,
Uvarisin, Longisin, Bullatasinone, Bullatalisinone,
Rolliniastatin, Squamosin, Annocatasin A dan B,
Muricin M dan N, dan Murisenin.13 Kandungan
acetogenin pada daun sirsak bersifat toksik
terhadap sel kanker karena dapat menghambat
kompleks mitokondria I (mitokondria NADH:
ubiquinone oksidoreduktase) sehingga dapat
digunakan untuk pengobatan kanker.1#

Sel kanker biasanya mengekspresikan
Nikotinamida Adenina Dinukleotida (NADH)
17 https://doi.org/10.25077/jikesi.v3i1.722

secara berlebihan agar dapat menghasilkan
Adenosine Triphosphate (ATP) yang banyak untuk
berproliferasi, kandungan acetogenin dapat
menghambat kerja enzim NADH sehingga
menghambat produksi ATP.1> Adanya penurunan
ATP pada sel kanker, akan mengakibatkan
proliferasi terhambat dan menginduksi terjadinya
apoptosis pada sel kanker tersebut.l¢ Senyawa
acetogenin bersifat selektif karena hanya akan
menghambat sel yang mengekspresikan NADH
secara berlebihan sehingga tidak merusak sel-sel
normal tubuh.1?

Selain  acetogenin, daun  sirsak  juga
mengandung senyawa lainnya yang berperan
sebagai antioksidan seperti flavonoid, steroid,
alkaloid, tanin, dan saponin.’® Antioksidan adalah
senyawa yang struktur molekulnya dapat
memberikan satu elektronnya kepada molekul
radikal bebas sehingga dapat memutus reaksi
berantai dari radikal bebas.l® Radikal bebas
adalah molekul yang memiliki elektron yang tidak
berpasangan sehingga dapat menjadi faktor
penyebab berbagai macam penyakit seperti
kanker.18 Selain berperan sebagai antioksidan,
flavonoid dan saponin juga berpotensi sebagai
antikanker karena dapat menginduksi apoptosis.z0

Berdasarkan penelitian sebelumnya terhadap
daun sirsak, daun binahong, dan daun benalu yang
dilakukan oleh Kurniasih dkk, didapatkan hasil
bahwa ketiga daun tersebut berpotensi untuk
mencegah pertumbuhan sel kanker.2! Menurut
penelitian yang dilakukan Rosalina  dkk
menyatakan bahwa daun sirsak mengandung
antioksidan berupa alkaloid dan flavonoid yang
dapat menghambat perkembangan penyakit
akibat radikal bebas seperti kanker.22 Pada
penelitian mengidentifikasi dan uji toksisitas
ekstrak metanol dari daun tanaman sirsak yang
dilakukan oleh Rika Juliani dkk diperoleh bahwa
fraksi metanol dari daun sirsak bersifat toksik dan
berpotensi sebagai anti kanker.23 Penelitian lain
yang mendukung yaitu penelitian Utari dkk
didapatkan hasil bahwa kandungan acetogenin
pada daun sirsak dapat membunuh berbagai
macam jenis sel kanker.24

Penelitian yang dilakukan tahun 2019 oleh
Maritha dkk menyatakan bahwa ekstrak daun
sirsak bersifat sitotoksik terhadap sel kanker
serviks.25 Pada penelitian serupa, didapatkan ICsg
daun sirsak terhadap sel HeLa sebesar 77,096
pug/ml.26 Pada penelitian Rachmawati dkk
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disebutkan bahwa ekstrak daun sirsak yang
ditanam didaerah Malang dapat menginduksi
apoptosis pada 24 jam pertama.2’” Namun perlu
adanya perbandingan terkait kandungan ekstrak
daun sirsak yang ditanam di lingkungan berbeda
karena perbedaan kadar senyawa metabolit yang
dihasilkan berdasarkan faktor lingkungannya.

Untuk menilai potensi dari ekstrak daun sirsak
terhadap kematian sel kanker serviks HeLa secara
apoptosis. Apoptosis merupakan proses fisiologis
normal tubuh berupa proses
terprogram.?8 Pada apotosis terjadi pemecahan
protein yang terlibat dalam transkipsi, replikasi,
dan perbaikan Deoxxyribonucleic Acid (DNA).2°

Berdasarkan latar belakang tersebut, peneliti
tertarik melakukan penelitian mengenai potensi
ekstrak daun sirsak yang telah dikembangkan
oleh Farmasi Andalas
menginduksi apoptosis pada sel kanker serviks
HeLa karena peluang ekstrak daun sirsak dalam
menginduksi apoptosis untuk menjadi terapi ko-
kemoterapi antikanker.

kematian sel

Universitas dalam

Metode

Penelitian ini bersifat eksperimental
laboratorium dengan studi in vitro. Populasi dan
sampel dalam penelitian ini adalah sel HeLa yang
80% konfluens, tidak terkontaminasi, tumbuh dan
berkembang dengan baik, dan intak. Sel HeLa
ditumbuhkan di Laboratorium Biomedik Fakultas
Kedokteran Univeristas Andalas. Pengambilan
sampel dilakukan secara consecutive sampling.
Jumlah minimal sampel setiap kelompok sebanyak
18 sampel.

Data hasil penghitungan menggunakan aplikasi
Image] 1.52v yang diperoleh adalah jumlah
kanker yang mengalami apoptosis. Data
selanjutnya diolah menjadi persentase dan
ditampilkan dalam tabel distribusi frekuensi yang
selanjutnya dianalisis menggunakan uji T
independen. Penelitian ini telah lulus kaji etik oleh
Komisi Etik Penelitian Fakultas Kedokteran
Universitas Andalas dengan nomor

393/UN.16.2/KEP-FK/2021.

surat

Hasil

Penelitian ini menggunakan sel kultur kanker
serviks HeLa yang dikultur pada pada well plate
sebanyak 12 well dengan masing-masing 6 well
untuk kelompok kontrol dan kelompok perlakuan.
Setiap well akan dibagi menjadi 3 lapang pandang
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yang representatif. Kelompok perlakuan yang
diberi ekstrak daun sirsak diinkubasi selama 24
jam dengan konsentrasi [Cs.

Pengamatan sediaan dilakukan menggunakan
mikroskop fluoresens Carl Zeiss yang selanjutnya
dihitung menggunakan bantuan aplikasi Image]
1.52v. Gambaran fluoresens kelompok kontrol
dan perlakuan dapat dilihat pada Gambar 5.1.

Gambar 1. Foto mikrograf fluoresens kultur sel kanker
serviks HeLa pembesaran 10x dengan pewarnaan Acridine
Orange dan Propidium lodide a) kelompok kontrol (panah

pada sel hidup) dan b) kelompok perlakuan ICso (panah
pada sel apoptosis)

Pengamatan sel Hela yang mengalami
apoptosis  dilakukan pada bagian yang
representatif. Gambar a adalah kelompok kontrol
dan gambar b merupakan kelompok perlakuan
dengan konsentrasi ekstrak daun sirsak ICs.

Gambar a merupakan kelompok Kkontrol sel
HeLa yang tidak diberikan ekstrak daun sirsak.
Pada kelompok ini banyak terdapat sel hidup yang
berwarna hijau. Sel yang mati pada kelompok ini
lebih sedikit dibandingkan dengan sel hidupnya.
Sel yang mengalami apoptosis ditandai dengan sel
yang berwarna orange hingga merah dengan sel
yang terfragmentasi. b merupakan
kelompok perlakuan yang diberikan ekstrak daun
sirsak dengan ICso. Pada kelompok ini lebih
banyak ditemukan sel yang mengalami apoptosis
dibandingkan dengan sel yang hidup. Pada
penelitian ini, sel yang dinilai adalah sel kanker
serviks HeLa yang mengalami apoptosis (Tabel 1).

Gambar

Persentase sel apoptosis
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Gambar 2. Hasil Penghitungan Rata-Rata Sel Yang
Mengalami Apoptosis
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Pembahasan

Pada penelitian ini terdapat pengaruh ekstrak
daun sirsak terhadap kematian sel kanker serviks
HeLa. Hal ini berdasarkan peningkatan persentase
sel yang mengalami apoptosis pada kultur sel
yang diberi ekstrak daun sirsak dibandingkan
dengan yang tidak diberi ekstrak daun sirsak. Hal
ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh
Yuniarti dkk yang dilakukan di Biological Science
Center Institut Teknologi Bandung dengan metode
terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP nick end labelling (TUNEL). Hasil penelitian
menyatakan bahwa ekstrak etanol daun sirsak
yang didapatkan di daerah Bandung dengan
konsentrasi ICso 120 pg/ml dapat meningkatkan
persentase apoptosis dari kultur sel HeLa. Rata
rata persentase sel Hela yang mengalami
apoptosis dengan ICsp adalah 91,09%.30

Pada penelitian lainnya dengan metode
flowcytometry Annexin V Biotin Kit Apoptosis
Detection juga menyebutkan bahwa ekstrak etanol
daun sirsak yang berasal dari daerah Malang
terbukti menghambat pertumbuhan sel HeLa dan
menginduksi apoptosis sesuai dengan dosis
pemberian dan lama pemaparan. Nilai ICso dari
penelitian ini adalah 111,75 pg/ml. Persentase
apoptosis pada 24 jam sebanyak 15,71% dan pada
48 jam sebanyak 37,89%.27

Perbedaan konsentrasi ekstrak daun sirsak
dipengaruhi oleh kadar senyawa metabolit
sekunder yang berpotensi sebagai obat antikanker
dengan cara menginduksi apoptosis.3! Metabolit
sekunder adalah senyawa non vital yang
dihasilkan pada kondisi terancam. Metabolit
sekunder digunakan oleh tanaman untuk
bertahan dari ancaman biotik maupun abiotik.
Ancaman biotik dapat berupa serangga, patogen,
hewan herbivora, dan hewan pengerat. Sedangkan
ancaman abiotik yang dapat mempengaruhi
metabolit sekunder terdiri dari suhu, air, salinitas,
ancaman Kkimiawi, dan ancaman mekanis.32
Senyawa metabolit sekunder bagi organisme lain
dapat menjadi zat yang membahayakan atau zat
yang bermanfaat. Bagi manusia, senyawa
metabolit sekunder telah banyak dikembangkan
dan digunakan salah satunya sebagai obat.3!

Senyawa metabolit sekunder dari ekstrak daun
sirsak yang berpotensi sebagai antikanker karena
dapat menginduksi apoptosis yaitu acetogenin,
flavonoid, dan saponin.30 Acetogenin (CzsHe307)
merupakan kumpulan senyawa aktif yang bersifat
19 https://doi.org/10.25077/jikesi.v3i1.722

sitotoksik didalam tubuh dan bekerja dengan
menghambat fungsi mitokondria. Acetogenin
memiliki 350 senyawa turunan yang ditemukan
pada keluarga Annonaceae dan sebanyak 82
senyawa ditemukan didalam tanaman sirsak.
Beberapa senyawa
acetogenin yaitu annopentocin-A, muricatocins A,
muricatocins B, annonacin A, trans-isoannonacin,
annonacin-10-one, dan  muricatocin. Dalam
menginduksi apoptosis, acetogenin bekerja
dengan cara menghambat kerja kompleks I
mitokondria (NADH dehidrogenase) sehingga sel
kanker akan kekurangan energi untuk
berkembang.12 Pada penelitian lainnya, acetogenin
terbukti  mampu  menginduksi terjadinya
apoptosis dan menurunkan proliferasi sel kanker
seviks HeLa dengan cara menstabilisasi dan
aktivasi p53.33

Kandungan ekstrak daun sirsak lainnya yang
dapat menginduksi apoptosis yaitu flavonoid dan
saponin. Flavonoid dapat menginduksi apoptosis
dengan beberapa mekanisme, yaitu penurunan
ekspresi gen Bcl-2 dan Bcl-x, peningkatan ekspresi
gen Bax dan Bak, penghambatan aktivitas DNA
topoisomerase [/II, aktivasi endonuklease, dan
modulasi signaling pathways. Sedangkan saponin
dapat memicu apoptosis dengan dua jalur yaitu
jalur instrinsik dan ekstrinsik. Induksi apoptosis
melalui jalur instrinsik dilakukan dengan
depolimerisasi membran mitokondria, stimulasi
p53, penurunan ekspresi Bcl-2, dan pelepasan
sitokrom-c. Sedangkan jalur ekstrinsik dapat
menginduksi apoptosis melalui aktivasi reseptor
khusus vyang distimulasi oleh ligan pro-
apoptosis.20

Ketiga senyawa hasil metabolit sekunder
ekstrak daun sirsak dapat berpotensi sebagai
terapi kombinasi ataupun sebagai pengobatan
alternatif. Berdasarkan penelitian efek ekstrak
etanolik daun sirsak terhadap aktivasi sitotoksik
doksorubisin pada sel kanker serviks Hela,
didapatkan hasil jika kombinasi ekstrak daun
sirsak yang mengandung acetogenin dengan agen
kemoterapi doksorubisin berpotensi sebagai agen
ko-kemoterapi pada kanker serviks.® Pada
penelitian lainnya, penggunaan
acetogenin dalam terapi kanker dapat mengurangi
efek samping dari agen kemoterapi, melindungi
sistem kekebalan tubuh, dan mencegah terjadi
infeksi. Hal ini akan mengakibatkan penderita
kanker yang menjalani terapi akan merasa lebih

contoh turunan dari

kombinasi
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kuat, sehat, dan secara penampilan fisik lebih
baik.2¢ Ekstrak daun sirsak dapat berperan
sebagai kemopreventif, antiproliferasi, dan
menginduksi apoptosis.t?

Induksi apoptosis merupakan pendekatan baru
dan penting dalam elimiasi sel kanker pada
tubuh.34 Induksi apoptosis sel kanker adalah suatu
proses eliminasi sel kanker selektif yang tidak
menimbulkan
pengunaan zat bioaktif turunan tanaman untuk
pengobatan kanker, apoptosis dapat
digunakan sebagai indikator penilaian respon
tubuh terhadap pengobatan.34 Sel kanker memiliki
karakteristik ~ yaitu =~ mampu  menghindari
terjadinya apoptosis.33 Pengobatan dengan
metode induksi apoptosis dapat memperbaiki
jalur apoptosis menjadi normal sehingga dapat
menghambat perkembangan sel kanker.35

Pada penelitian ini dilakukan double staining
untuk melihat sel yang hidup dan sel yang
mengalami apoptosis. Pewarnaan yang digunakan
yaitu Acridine Orange dan Propidium lodide.
Pewarnaan dengan agen fluorochrome Acridine
Orange berikatan dengan semua asam nukleat.
Agen fluorochrome ini dapat menembus membran
sel dan akan menghasilkan warna hijau jika
mengikat DNA untai ganda. Sedangkan jika
mengikat DNA untai tunggal akan berwarna
orange hingga merah.3¢

Agen fluorochrome lainnya yang digunakan
yaitu  Propidium lodide. Propidium lodide
digunakan sebagai penanda untuk membedakan
sel yang mengalami apoptosis dan nekrosis
karena hanya dapat yang
mengalami disintegrasi.3? Propidium lodide akan
memberikan warna orange hingga merah saat
berikatan dengan asam nukleat.3¢ Pewarnaan
dengan Propidium lodide juga dapat mewarnai sel
yang mengalami blebbing yang
merupakan tahap awal dari apoptosis.3® Hal ini
sesuai dengan penelitian aktivitas penghambatan
proliferasi sel kanker serviks oleh fraksi heksana
biji kecipir yang dilakukan oleh Dewi.3?

reaksi inflamasi.3> Dalam

induksi

mewarnai  sel

membran

Simpulan

Berdasarkan penelitian yang dilakukan maka
dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak
daun sirsak terhadap sel kultur HelLa dapat
meningkatkan persentase sel kanker serviks HeLa
yang mengalami apoptosis.
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