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Abstract

This study aimed to investigate research about cytotoxicity correlation level of Phaleria macrocarpa (Scheff) Boerl also
known as Mahkota dewa leaves methanol extract against MCF-7 cell in vitroto investigate the relationship between them in the
goal to investigate alternative low cost herbal medicine agents to fight breast cancer. Cytotoxicity properties of samples against
MCF-7 breast cancer cell lines was performed by using the Microtetrazolium (MTT) assay against MCF-7 cell line. The
correlation between concentration of crude and cytotoxic activity was interpreted by statistical analyses. The study showed that P.
macrocarpa leaves extracts showed cytoxicity activity against breast cancer MCF-7 cell lines which 1C50 concentration showed at
15 pg/mL  Correlation between concentration of extract and cytotoxicity property (absorbance value) were founded in weak
relationship (R = 0.372, R? = 0.138). It could be effect of many different compounds in the P. macrocarpa leaves methanol
extracts may cause the pharmacological interactions, so lower or higher concentration will be antagonistic effect on absorbance or
cell viability. Further study on its mechanism pathway on revealing against breast cancer could be explored. Furthermore, the
natural product derived from P. macrocarpa leaves methanol extracts have potential use as alternative drugs against breast cancer.
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Abstrak

Penelitian ini bertujuan melakukan isolasi dan uji sitotoksik secara in vitro terhadap ekstrak methanol daun Phaleria
macrocarpa (Scheff.) Boerl (Mahkota Dewa ) dengan metode Microtetrazolium (MTT) assay untuk mengukur efek pencegahan
pertumbuhan terhadap sel kanker payudara MCF;, sehingga dapat diketahui besarnya potensi anti kanker dari ekstrak methanol
tersebut. Data yang diperoleh berupa tingkat efektivitas, besarnya konsentrasi,dan besarnya nilai 1Csy dari ekstrak. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa ekstrak methanol dari daun P .macrocarpa memiliki absorbansi terendah pada konsentrasi 15 pg/mL dan
viabilitas dari sel MCF; akan berkurang selaras dengan bertambahnya atau berkurangnya konsentrasi dari 15 pg/mL, dengan
tingkat korelasi adalah lemah (R = 0.372, R? = 0.138). Dari hasil penelitian yang dilakukan dapat disimpulkan bahwa ekstrak
metanol daun P.macrocarpa berpotensi untuk digunakan sebagai bahan alternatif untuk menghambat pertumbuhan sel kanker
payudara MCF;, effektif dalam menghambat pertumbuhan sel kanker payudara MCF; dengan nilai 1Cs,= 15 pg/mL yang berarti
nyata effektif dalam menghambat pertumbuhan sel kanker payudara MCF; dan karena itu memiliki potensi untuk dapat
digunakan sebagai bahan alternatif yang murah dalam upaya pengobatan terhadap penyakit kanker payudara.

Kata kunci : Phaleria macrocarpa (Scheff.) Boerl.), MTTassay, MCF-7
PENDAHULUAN

Kanker payudara (Carcinoma mammae) meru-
pakan penyakit dengan angka kematian yang tinggi
dengan tingkat isidensi yang semakin tinggi [1]. Pe-

ilmiah yang mampu membuktikan adanya khasiat dari
tanaman P. macrocarpa [19]. Hal tersebut terkait
dengan kandungan phenolik pada metabolit sekunder
yang terkandung [20;21], yang antara lain berpotensi

nyakit ini terjadi umumnya dikarenakan terlambatnya
penanganan dan pengobatan para penderita se-hingga
kanker sudah dalam stadium lanjut atau sudah sulit
disembuhkan [2]. Berbagai bahan alam sebagai sumber
utama bahan obat obatan tersebar baik di hutan rimba
[3 ;4], daratan sekitar [5;6] perkarangan sekitar [7;8] ,
pesisir pantai[9;10 ;11] , rawa rawa [12] , kedalaman
laut [13;14; 15] dan juga bakteria dan jamur [16;17].
Phaleriamacrocarpa (Scheff.) Boerl (Mahkota dewa )
merupakan tanaman epifit dari daerah Papua, [18]
yang berkhasiat dan telah banyak digunakan oleh ma-
syarakat sebagai obat herbal untuk pengobatan ber-
bagai penyakit dan didukung oleh berbagai penelitian

sebagai bahan obat untuk beberapa jenis sel kanker
payudara dan berbagai penyakit lainnya [22;23].
Tanaman P.macrocarpa diketahui mengandung se-
nyawa flavonoid, poliphenol, saponin, tannin dan
senyawa steroid [24] yang berfungsi sebagai anti-
oksidan, karena itu berarti memiliki potensi sebagai
obat herbal medik.antikanker. Untuk mengetahui
besarnya potensi aktivitas bahan alam dapat dilakukan
menggunakan metode kolorimetrik Microtetrazolium
(MTT) assay dengan membaca absorbansi dari forma-
zan yang dihasilkan dengan menggunakan ELISA
reader, dengan hasil digunakan untuk mengukur be-
sarnya nilai ICs. Pada penelitian ini sel target yang
digunakan dalam uji sitotoksik dengan metode MTT
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assay adalah sel kanker payudara MCF; (hormone-
dependent breast carcinoma cells).

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan be-
sarnya nilai I1Csy dari ektrak methanol daun P.
macrocarpa melalui uji sitotoksik terhadap sel kanker
payudara MCF; serta mengukur tingkat korelasi dan
konsentrasi ekstrak sebagai data awal untuk memberi
informasi potensi tanaman P.macrocarpa sebagai obat
alternatif anti kanker payudara yang murah, ekonomis,
dan mudah diperoleh.

METODE PENELITIAN

Penelitian dilakukan di laboratorium Biokimia
Institut Marine Bioteknpologi (IMB) Universitas
Malaysia Terengganu (UMT) pada tanggal 30 Agustus
2016 hngga 17 September 2016. Penyiapan Bahan
meliputi determinasi, pemgumpulan dan pengolahan
daun  P.macrocarpa  manjadi simplisia. Daun
P.macrocarpa dikumpulkan dari tanaman yang berada
daerah panorama kota Bengkulu. Daun diambil,
dikumpulkan dipisahkan dari pengotor, dicuci dengan
air bersih, dirajang dan dikeringkan di udara terbuka
dengan panas matahari selama 14 hari dan kemudian
dibuat bubuk dengan alat penghalus. .Ekstrak kasar
dihasilkan dengan menimbang sebanyak 500 g bubuk
daun kering, lalu dimaserasi menggunakan pelarut
metanol p.a (Merck) selama 5 hari. sambil sekali-
sekali diaduk. Filtrat dihasilkan dengan melakukan pe-
nyaringan dengan kertas saring Whatman, dan kemu-
dian dipekatkan menggunakan rotary evaporator. Eks-
trak pekat yang didapatkan selanjutnya digunakan un-
tuk uji sitotoksisitas dengan metode MTT (3-(4,5-
dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro-
mide) assay seperti yang dikembangkan oleh Mos-
mann [25]. Pada penelitian ini sel kanker payudara
manusia MCF; diperoleh dari koleksi Laboratorium
IMB UMT. Sel MCF; diambil dari tempat penyim-
panan yang berisi nitrogen cair, dihangatkan pada suhu
37 °C sampai cair, lalu dimasukkan ke dalam conical
tube (lwaki) dan dicuci dengan medium komplit dan
kemudian dipindahkan ke dalam flask kultur dan
diinkubasikan dalam inkubator 37 °C, 5% CO,.
Pertumbuhan sel diamati setiap hari dengan inverted
mikroskop sampai sel hampir memenuhi dinding dasar
flask. Panen sel MCF; dilakukan setelah sel hampir
memenuhi dinding flask. Sel dicuci dengan PBS dan
ditambahkan dengan tripsin 0,25% agar sel terlepas
dari dinding flask. Suspensi sel dibuat dengan menam-
bahkan medium komplit, setelah itu jumlah sel di-
hitung dengan haemocytometer Dibuat suspensi sel
yang mengandung konsentrasi 2 x 10° sel/mL sel kan-
ker MCF; . Sebanyak 100 uL suspensi yang berisi 2 x
10° sel/ml sel kanker MCF; dimasukkan dengan pipet
mikro (Ecopipette®) ke dalam masing-masing 96
sumuran microplate (lwaki®), kemudian diinkubasi
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selama 72 jam di inkubator pada 37 °C dengan 5%
(v/v) CO, (Thermo Scientific®), untuk beradaptasi dan
menempel di sumuran. Seluruh pekerjaan ini harus
dilakukan di bawah microbiological safety cabinet air
flow kelas Il (Thermo Scientific®). Kemudian me-
dium kultur yang mengandung ekstrak untuk tiap va-
riasi konsentrasi ditambahkan ekstrak methanol daun
P.macrocarpa dengan konsentrasi 60; 30; 15; 7,5; 3,75;
1,875; 0,9375; dan 0 pg/mL dan diinkubasi selama 24
jam di inkubator 37°C/5% CO,. Uji untuk setiap
konsentrasi dilakukan dengan tiga pengulangan (tri-
plicates) dan sel yang tanpa perlakuan dimaksudkan
sebagai kontrol .Selanjutnya, ke dalam setiap well
plate ditambahkan 20 pL larutan MTT [3-(4,5-
dimetilthiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium bromida]
(Sigma®, USA). 5 mg/mL wi/v yang dilarutkan dalam
phosphate buffered saline (PBS, Gibco®), dan
microplate diinkubasikan lebih lanjut di inkubator
37°C/5% CO, selama 4 jam. Setelah 4 jam , larutan
dipipet dan ke dalam setiap sumuran ditambahkan 100
puL dimetil sulfoksida (DMSO) untuk melarutkan
kristal formazan. Absorbansi kemudian dibaca dengan
menggunakan spektrofotometer microplate (microplate
reader) (xMarkTM). pada panjang gelombang (\.) =
595 nm. Pengujian dilakukan masing-masing dengan 3
ulangan kontrol sel dan kontrol media. Dengan meng-
gunakan data absorban yang diperoleh dari peng-
ukuran, dapat ditentukan persentase sel yang terham-
bat. Hubungan antara konsentrasi larutan uji dengan
daya hambatan sel dapat ditampilkan dalam bentuk
grafik untuk menentukan harga ICsq larutan uji untuk
melihat profil sel hidup berupa prosentase sel hidup
dan analisis harga 1Cs, dengan Excell (Regresi linear
dari log konsentrasi) atau SPSS (Probit/Logit) untuk
melihat parameter r pada persamaan regresi linear
dengan syarat r lebih besar dari r tabel. Kriteria yang
digunakan pada penelitian ini adalah bahan akan
bersifat tidak toksik bila memiliki nilai 1Csgmelebihi
30 ug/ mL., dan dianggap bersifat toksik secara nyata
dan memiliki aktivitas sitotoksisitas yang kuat .bila
nilai ICsokurang dari 30 pg/mL.

HASIL PENELITIAN

Hasil dari pengukuran absorbansi hasil pe-
ngujian sel MCF; dengan metode MTT dan besarnya
nilai 1C 5, dari berbagai tingkat konsentrasi ekstrak
dapat dilihat pada Tabel 1. Ekstrak methanol dari daun
P. macrocarpa memiliki absorbansi terendah terhadap
sel kanker MCF, terdapat pada konsentrasi sekitar 15
pg/mL dengan untuk konsentrasi yang lebih rendah
atau lebih besar dari 15 pg/mL terlihat terjadinya
peningkatan absorbansi. Hal ini menyatakan bahwa
viabilitas dari sel MCF; akan berkurang selaras dengan
bertambahnya atau berkurangnya konsentrasi ekstrak
methanol dari konsentrasi 15 pg/mL.
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Tabel. 1. Korelasi antara Konsentrasi dan Absorbansi untuk Setiap Garis Sel MCF7 Pada Uji Sitotoksisitas

Ekstrak Methanol daun P. macrocarpa).

Konsentrasi Absorbansi Rata rata Korelasi
(Mg/mL)
60 0,230, 0,230, 0,222, 0,213, 0,222, 0,250, 0,233, 0,213, 0,260, 0,230, 0,230, 0,236 0,236
30 0,210, 0,192, 0,240, 0,335, 0,170, 0,180, 0,170, 0,163, 0,230, 0,201, 0,155, 0,160 0,199
15 0,160, 0,110, 0,211, 0,153, 0,144, 0,245, 0,280, 0,140, 0,382, 0,266, 0,150, 0,140 0,198
75 0,190, 0,220, 0,220 :0,180, 0,190, 0,327, 0,290, 0,220, 0,242, 0,380, 0,180, 0,310 0,245 R = -0.372
3,75 0,200, 0,283, 0,190, 0,204, 0,200, 0,263, 0,241, 0,188, 0,221, 0,286, 0,204 0,230 0,224 R2:0138
1,875 0,230, 0,300, 0,290, 0,280, 0,230, 0,281, 0,310, 0,275, 0,341, 0,334, 0,204, 0,200 0,278 e
0,9375 0,213, 0,250, 0,262, 0,290, 0,213, 0,310, 0,220, 0,220, 0,310, 0,240, 0,224, 0,220 0,247
0 0,190, 0,194, 0,215, 0,305, 0,305, 0,250, 0,282, 0,280, 0,261, 0,265, 0,310, 0,236 0,257
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Gambar 1. Grafik Sitotoksisitas ekstrak methanol Daun P. macrocarpa terhadap sel kanker MCF-7

Korelasi antara jumlah ekstrak yang ditambah-
kan dengan absorbansi sel ditemukan lemah (R =
0.372, R? = 0.138). Dari hasil penelitian ini dapat
disimpulkan bahwa telah terjadi antaraksi farmako-
logis dari berbagai komponen yang berbeda yang
terkandung pada ekstrak methanol dari daun P.
macrocarpa sehingga penurunan atau pertambahan
konsentrasi akan mengakibatkan pe-ngaruh antagonis
terhadap absorbansi atau vibilitas sel.

Nilai aktivitas penghambatan 50 % (1Cy,) dari
ekstrak methanol daun P. macrocarpa berada pada
konsentrasi 15 pg/mL dan dengan demikian dapat di-
nyatakan bahwa ekstrak kasar methanol dari daun
dianggap bersifat toksik, khususnya terhadap sel
kanker payudara MCF; (Gambar 1) Sifat toksik ini,
dapat diduga karena adanya senyawa anti-oksidan
pada ekstrak metanol dari daun P. macrocarpa yang
berperan untuk mengurangi jumlah dari sel kanker,
karena radikal oksigen reaktif merupakan senyawa
yang berperan penting didalam terjadinya karsioge-

nesis seperti terjadinya kanker payudara pada MCF.

Hal ini sesuai dengan studi sebelumnya yang memper-
lihatkan bahwa tanaman P. macrocarpa mengandung
berbagai senyawa kimia antara lain al-kaloid, flavor-
noid, polifenol, and tannin yang juga terkandung
banyak pada daunnya. Beberapa senyawa phenolik
telah berhasil di isolasi dan karakterisasi pada ekstrak
dari tanaman P. macrocarpa [24], dimana senyawa
senyawa tersebut memperlihatkan adanya aktivitas
antioksidan yang tinggi, sekaligus juga terbukti me-
miliki hubungan nyata dari sifat bioaktivitas bahan
terhadap sel kanker payudara MCF;.Hal ini sesuali
dengan publikasi tentang adanya sifat anti-kanker yang
berkorelasi linear antara kandungan phenolik atau
flavonoid terhadap aktivitas antioksidan [26], serta
adanya variasi dari aktivitas biologis pada konsentrasi
nontoksik pada organisme hidup yang memberikan
harapan pemanfaatannya sebagai bahan anti kanker
[27]. Gambar 1 memperlihatkan bahwa ekstrak metha-
nol dari daun P. macrocarpa mampu untuk mengu-
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rangi viabilitas sel kanker payudara MCF- secara nyata
yaitu dengan konsentrasi lebih kecil dari 30pg/mL
tetapi  dengan Kkorelasi lemah yang antagonistik.
Konsentrasi ekstrak yang lebih kecil dari nilai
ICgoyaitu  +15 pg/mL dapat digunakan untuk peneli-
tian lanjutan khususnya untuk melihat akibat terhadap
morfologi sel untuk memastikan aktivitas yang terjadi.
Selain itu juga bahwa jelas terlihat adanya effek yang
saling berlawanan antar kandungan kimia yang terkan-
dung dalam ekstrak daun P. macrocarpa, seperti yang
dilaporkan oleh Golden [28], sehingga effek antikar-
siogenik dan anti tumor dari masing masing senyawa
tunggal akan dapat menghambat akibat antikanker bila
keberadaannya terdapat secara bersamaan pada ekstrak
yang ditambahkan sehingga untuk mendapatkan pe-
ngobatan yang berhasil akan membutuhkan penam-
bahan senyawa lainnya, sehingga karakterisasi dari
masing masing senyawa akan diperlukan untuk mene-
tapkan tingkat sitotoksik nya terhadap sel kanker payu-
dara MCF;.

KESIMPULAN

Dari hasil penelitian yang dilakukan dapat
disimpulkan beberapa hasil yaitu ; Ekstrak metanol
daun P. macrocarpa berpotensi untuk digunakan se-
bagai bahan alternatif untuk menghambat pertum-
buhan sel kanker payudara MCF;. Ekstrak metanol
daun P. macrocarpa effektif dalam menghambat per-
tumbubhan sel kanker payudara MCF;. Hal ini karena
ekstrak memiliki nilai 1Cs, lebih kecil dari 30 pg/mL.
Ekstrak metanol daun P. macrocarpa memiliki nilai
ICs, yang kecil yaitu sebesar 15 pg/mL yang berarti
nyata effektif dalam menghambat pertumbuhan sel
kanker payudara MCF;. Hal ini karena ekstrak me-
miliki nilai 1Cs, lebih kecil dari 30 pg/mL. Senyawa
senyawa bahan alam turunan dari ekstrak metanol
yang ada pada daun P. macrocarpa memiliki potensi
untuk dapat digunakan sebagai bahan alternatif yang
murah dalam upaya pengobatan terhadap penyakit
kanker payudara.

SARAN

Pada penelitian lebih lanjut dapat dilakukan
pada penentuan mekanisme di dalam sel secara in
vivo dan invitro dari ekstrak daun Phaleria
macrocarpa (Scheff) Boerl.) sebagai langkah awal
penyusunan formulasi pemanfaatan potensi bahan
sebagai obat alternatif terhadap kanker payudara.
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