Jurnal Veteriner dan Biomedis
Vol 2, No 2 (2024): 106-111. &) 10.29244/jvetbiomed.2.2.106-111 g .
https://journal.ipb.ac.id/index.php/jvetbiomed ]VEtb iomed.

e-ISSN 2987-2251, p-ISSN 2985-4954

PENELITIAN/RESEARCH

Sitotoksisitas Infusa Daun Srikaya (Annona squamosa) Terhadap Hela
Cell Lines

(Cytotoxic Assay of Annona squamosa Infusion on HeLa Cell Lines)

Amagq Fadholly*
Divisi Farmakologi dan Toksikologi, Sekolah Kedokteran Hewan dan Biomedis, IPB University, Bogor, Indonesia

Diterima: 27/08/2024, Disetujui: 14/09/2024, Terbit Online: 30/09/2024
*Penulis untuk korespondensi: amaqfadholly@apps.ipb.ac.id

ABSTRAK

Tanaman srikaya merupakan tanaman obat penting yang digunakan dalam pengobatan tradisional untuk mengobati
berbagai penyakit. Berbagai bagian dari tanaman srikaya memiliki berbagai efek terapeutik, termasuk daunnya sebagai
antikanker secara in vitro. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan nilai IC,; infusa dari daun srikaya terhadap
HelLa cell line. Uji MTT digunakan dengan memberikan lima konsentrasi, yaitu 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml,
dan 400 pg/ml terhadap HeLa cell lines yang diinkubasi selama 24 jam. Hasil persentase penghambatan percumbuhan
HelLa cell lines menggunakan infusa daun srikaya masing-masing sebesar 12,12%, 23,77%, 32,61% dan 44,92%
dengan nilai IC,; sebesar 1,256 pg/mL. Kesimpulan dari penelitian ini adalah infusa daun Annona squamosa tidak
bersifat toksik terhadap HelLa cell lines. Penggunaan infusa daun Annona squamosa perlu dikembangkan lebih lanjut

dengan bentuk yang berbeda dan diberikan pada sel yang berbeda agar dapat mengetahui potensi sediaan ini dengan
lebih spesifik.

Kata kunci: Annona sqaumosa, cytotoxic, HeLa cell lines, MTT

ABSTRACT

Annona squamosa L. is an important medicinal plant used in traditional medicine for the treatment of various diseases.
Different parts of Annona squamosa L. have various therapeutic effects, including its leaves as anticancer in in vitro
method. This study aims to determine the IC,, value of Annona squamosa infusion on Hela cell lines. The MTT
assay evaluations used five concentrations, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml, and 400 pg/ml to Hela cell lines, then
incubated for 24 hours. The results of the percentage of inhibition of HeLa cell line growth using Annona squamosa leaf
infusion were respectively 12,12%, 23,77%, 32,61% and 44,92% with an 1C, value of 1.256 pg/mL. The conclusion
of this study is that Annona squamosa leaf infusion is not toxic to HeLa cell lines. The use of Annona squamosa leaf
infusion needs to be further developed in different forms and administered to different cells in order to determine the
potential of this preparation more specifically.
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1. Pendahuluan

Kanker adalah istilah untuk
sekelompok besar penyakit yang ditandai dengan
pertumbuhan sel abnormal di luar batas normalnya
yang menyerang bagian tubuh yang berdekatan
dan/atau menyebar ke organ lain. Sebagian besar
pertumbuhan abnormal ini tidak dapat dipulihkan
dan menyebabkan banyak perubahan yang dapat
mengganggu sistem tubuh. Kanker juga dapat
digambarkan sebagai tumor ganas atau neoplasma,
sedangkan proses sel normal berubah menjadi sel
kanker disebut karsinogenesis. Penyakit ini dapat
memengaruhi hampir semua bagian tubuh dan
memiliki banyak anatomi dan subtipe molekuler
yang  masing-masing  memerlukan  strategi
manajemen khusus untuk menghindari atau
menghambatnya'’. Ada lebih dari 200 jenis kanker
yang terdeteksi, tetapi kanker yang paling umum
diderita pria di dunia adalah kanker paru-paru,
prostat, kolorekral, lambung, dan hati. Sementara
kanker payudara, leher rahim, kolorektal, paru-
paru, dan perut merupakan kanker yang paling
sering didiagnosis pada wanita™

umum

Kanker leher rahim atau biasa dikenal dengan
kanker servik merupakan salah satu kanker yang
paling banyak dialami oleh wanita yang disebabkan
oleh Human Papilloma Virus (HPV)®. Saat ini,
penyakit ini telah menjadi salah satu ancaman paling
serius bagi kehidupan wanita di seluruh dunia.
Meskipun jumlah kasus kanker servik menunjukkan
penurunan di sebagian besar wilayah maju selama
tiga dekade terakhir, namun terus meningkat

atau tetap tidak berubah di hampir semua negara
berkembang termasuk di Asia Pasifik'.

Pengobatan kasus kanker, termasuk kanker
serviks dapat menggunakan obat kimia dan
obat herbal. Obat herbal berbeda dari obat yang
didefinisikan secara klinis dalam karakternya
serta nilai pengobatannya. Biasanya, obat herbal
merupakan formulasi multi obat yang mencakup
produk hewani dan mineral sebagai komponen
penting atau aditif. Obat herbal sebagian besar
mencakup dosis dan rangkaian pengobatan yang
ditentukan secara empiris namun perlu dievaluasi
kembali dalam segi kualitas,
kemanjurannya. Salah satu tanaman herbal yang
berpotensi adalah srikaya (Annona squamosa).
Srikaya merupakan salah satu tanaman yang
memiliki potensi untuk dijadikan sebagai sumber
pengobatan. Daun srikaya merupakan salah satu
bagian dari tanaman srikaya yang diduga memiliki

keamanan dan
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aktivitas antikanker. Berdasarkan data empiris,

daun srikaya dapat digunakan sebagai astringen,

anti radang, antelmintik, antifertilitas, zat pemicu
bisul d i (el

pematangan bisul dan antitumor

Hasil penelitian sebelumnya menyebutkan
bahwa, srikaya (Annona squamosa L.) mempunyai
kandungan senyawa asetogenin (squamostatin
A, B, C, dan D) serta annotemoyin-1 dan -2, dan
glukopiranosid ~ kolesteril yang memiliki efek
sitotoksik dan antitumor secara in vivo. Senyawa
asetogenin yang berasal dari tanaman golongan
Annonaceae memperlihatkan aktivitas antitumor
40- 300 kali lebih kuat dibandingkan dengan
taksol "), Ekstrak kloroform daun srikaya juga
dilaporkan menunjukkan efek toksik terhadap larva
Artemia salina sebesar 98% dengan nilai LC50 1,77
pg/mL. Ekstrak etanol dan fraksi kloroform daun
srikaya memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel
Hela dengan nilai LC50 masing-masing sebesar
7,6948 pg/mL dan 4,5467 pg/mL”"". Berdasarkan
hasil penelitian tersebut, dalam rangka eksplorasi
bentuk sediaan daun srikaya, penelitian dilakukan
untuk mengetahui potensi infusa daun srikaya
terhadap penghambatan pertumbuhan Hela cell
line yang biasa digunakan sebagai perwakilan dari
sel kanker serviks.

2. Materi dan Metode

2.1. Pernyataan Etik

Seluruh  perlakuan dan prosedur dalam
penelitian ini telah disetujui oleh Komisi Etik
Penelitian Kedokteran dan Kesehatan, Fakultas
Kedokteran, Kesehatan Masyarakat dan
Keperawatan, Universitas Gadjah Mada, Indonesia

(No: KE/FK/0106/EC/2018).

2.2. Persiapan Infusa Annona squamosa

Daun Annona squamosa didapatkan dari
Kabupaten Lumajang, Jawa Timur, Indonesia.
Daun srikaya yang berwarna hijau dan tidak rusak
kemudian disortasi basah untuk memisahkan bagian
tanaman obat yang telah dipanen dari bahan asing
atau pengotor lain lalu dicuci bersih, dipotong-
potong ditimbang 10 gram dimasukkan ke dalam
panci infusa lalu tambahkan 100 ml aquadest, dan
dipanaskan selama 15 menit, terhitung mulai suhu
90°C, sambil sesekali diaduk. Hasil Infusa yang
sudah disaring kain flanel ditambahkan aquades
sampai 100 ml.
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2.3. Kultur HeLa cell lines

HelLa cell lines didapatkan dari Laboratorium
Parasitologi, Fakultas Kedokteran, Universitas
Gadjah Mada, Indonesia. Sel dikultur dalam media
DMEM dan ditambah dengan FBS 10% (v/v),
streptomisin-penisilin 3% dan fungizone 1%, dan
diinkubasi dalam inkubator CO, 5% pada suhu
37°. Sel dikultur dalam flask ukuran 25 cm® dengan
media sebanyak 7 ml dan dipanen menggunakan
0,25 trypsine-EDTA setelah kepadatan sel mencapai
80%.

2.4. Penghitungan Nilai IC,

Larutan Uji dibuat dengan melarutkan 10
mg infusa daun Annona squamosa dalam 100 pl
DMSO. Dari larutan stok dibuat seri konsentrasi
50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL, dan 400 pg/mL
dalam media kultur DMEM untuk uji sitotoksik
yang dilakukan secara triplo dengan menggunakan
sediaan cisplatin sebagai kontrol positif. Nilai IC,
infusa daun Annona squamosa terhadap Hela
cell lines ditentukan oleh hasil MTT. Sel dikultur
dalam pelat 96 sumuran dengan kepadatan
1x10* sel/sumuran dengan volum 100 pL dan
diinkubasi pada suhu 37°, 5% CO, semalaman. Sel
ditambahkan dengan berbagai konsentrasi selama
24 jam, kemudian media yang lama digantikan
dengan 100 pL DMEM dan 10 pL MTT (5 mg
MTT/ mL) ke setiap sumuran dan inkubasi selama
4 jam. Perlakuan kontrol sel hanya dengan media
tanpa diberikan perlakuan. Kristal formazan yang
terbentuk pada sel hidup dilarutkan dengan 100 pL
SDS stopper HCL 0,1 N dan diukur menggunakan
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) reader
(Bio Rad, USA) dengan absorbansi 595 nm.

2.5. Analisis data

Perbedaan nilai absorbansi dan IC,, pada
kelompok perlakuan dan kontrol dihitung
menggunakan analisis regresi linier menggunakan

Microsoft Excel 2020 (Microsoft Inc., USA).

3. Hasil

Hasil dari uji sitotoksisitas infusa daun Annona
squamosa menunjukkan bahwa semakin tinggi
konsentrasi infusa daun Annona squamosa yang
diberikan maka semakin rendah jumlah sel hidup
dari Hela cell lines. Penghambatan pertumbuhan
Hela cell lines tertinggi yang diberikan infusa daun
Annona squamosa didapatkan dari konsentrasi 400
pg/mL dengan nilai hambatan sebesar 44,92 % dan
nilai terendah didapatkan dari konsentrasi 50 pg/mL
dengan nilai hambatan sebesar 12,12%. Hasil nilai
penghambatan dari konsentrasi 100 dan 200 pg/mL
secara berturut-tutur didapatkan nilai hambatan
sebesar 23,77% dan 32,92% schingga nilai 1C,,
infusa daun Annona squamosa terhadap Hela cell
lines yang didapatkan adalah sebesar 1,256 pg/
mL. Berdasarkan nilai penghambatan, infusa daun
Annona squamosa belum mencapai penghambatan
pertumbuhan HeLa cell line lebih dari sama dengan
50%. Hasil ini berbanding terbalik dengan hasil
pengamatan pertumbuhan Hela cell lines yang
diberikan sediaan cisplatin sebagai kontrol positif.
Besaran hambatan yang didapatkan pada konsentrasi
yang sama secara berurutan dari rendah ke tinggi
adalah 51,66%, 70,15 %, 81,05% dan 94,42%
dengan nilai IC,; sebesar 27,17 pg/mL. Data dari
rerata besaran penghambatan percumbuhan Hela
cell lines dapat dilihat pada Tabel 1 dan Gambar 1.

Tabel 1. Nilai IC,, dari ekstrak Capsicum annuum dan cisplatin pada HeLa ce// lines.

. Penghambatan
Amagq Konsentrasi (ng/mL) Pertum%uhan Sel (%) IC,, (pg/mL)

Infusa daun Annona 50 12,12 1,256
squamom 100 23)77

200 32,92

400 44,92
Cisplatin 50 51,66 27,17

100 70,15

200 81,05

400 94,42
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Gambar 1. Grafik besaran hambatan pertumbuhan HeLa cell lines yang diberi perlakuan dengan menggunakan

infusa daun Annona squamosa dan cisplatin sebagai kontrol positif.

4. Pembahasan

Tanaman srikaya sudah dipakai sejak lama
sebagai obat alam untuk mengobati berbagai
penyakit. Daun srikaya (Annona squamosa Linn.)
di Cina digunakan untuk pengobatan nyeri dan
bengkak. Biji buah dan daunnya di India digunakan
sebagai obat untuk menggugurkan kandungan atau
abortifasien, insektisida, dan racun ikan, sedangkan
akarnya efektif sebagai pencahar atau purgative
dan obat disentri"". Ekstrak etanol buah srikaya
menunjukkan aktivitas penghambatan terhadap
pertumbuhan bakteri gram positif seperti S. aureus
dan S. Pnewmoniae'”. Tanaman ini dilaporkan
mengandung banyak kandungan senyawa kimia
seperti glikosida, alkaloids, saponin, flavonoid,
tannin, karbohidrat, protein, fenol,
phytosterol, dan asam amino. Asetogenin yang
juga merupakan senyawa alami dapat diisolasi
dari tanaman srikaya dan menunjukkan berbagai
aktivitas biologi seperti sitotoksik, antiparasit,
pestisida, dan aktivitas immunosupresif. Bagian
daun dari tanaman ini mengandung 4-(2-nitro-ethyl
1)-1-6-((6-0-B-D-xylopyranosyl-p-D  glucopyranosyl)-
oxy) benzene, Anonaine, Bengyltetrahydroisoquinolone,
dan lain-lain "',

senyawa

Pada penelitian ini, infusa daun Annona
squamosa dapat menghambat pertumbuhan Hela
cell lines dengan peningkatan besaran hambatan
sesuai dengan tambahan besaran konsentrasi
yang diberikan, namun belum sampai pada
batas minimum 50% hambatan. Sesuai dengan
senyawa toksik pada
penelitian toksisitas bahan alam, ada empat kategori,
yang pertama adalah kategori sangat toksik apabila
nilai IC,; < 20 pg/mL, kategori cukup toksik apabila

penggolongan  kategori

©2024 Sekolah Kedokteran Hewan dan Biomedis, IPB University

nilai IC,;, 21-200 pg/mL, kategori toksik lemah
apabila nilai IC,; 201-500 pg/mL, dan kategori
tidak toksik apabila nilai IC,, > 500 pg/mL".
Berdasarkan nilai IC,, yang diperoleh sebesar 1,256
pg/mL, maka infusa daun Annona squamosa masuk
dalam kategori tidak toksik atau kurang potensial
dalam menghambat dan membunuh HeLa cell lines.
Beberapa penelitian sebelumnya juga menunjukkan
hasil yang tidak toksik seperti pemberian ekstrak
daun cabe keriting pada Hela cell lines dan dan
ekstrak Allium cepa pada WiDr cell lines"".

Berdasarkan hasil penelitian pada Tabel 1 dan
Gambar 1, aktivitas penghambatan pertumbuhan
Hela cell lines dikaitkan dengan kandungan
senyawa metabolit yang ada di dalam daun Annona
squamosa. Kandungan alkaloid di dalamnya dapat
memodulasi jalur pensinyalan yang terlibat dalam
proliferasi, siklus sel, dan metastasis. Senyawa ini
bekerja dengan cara menyebabkan kerusakan DNA,
menginduksi apoptosis, dan bertindak sebagai agen
anti-proliferatif. Alkaloid mampu meningkatkan
apoptosis dengan cara menginduksi kerusakan
DNA™. Senyawa alkaloid memberikan efek
penghambatan proliferasidengan carapenghambatan
proses oksidatif yang dapat menyebabkan inisiasi
kanker. Proses tersebut diperantarai oleh terjadinya
penurunan enzim lipoksigenase, siklooksigenase
dan xantin oksidase yang dibutuhkan dalam proses
pre oksidasi sehingga dapat mempengaruhi siklus
sel"®. Aktivitas steroid juga bersifat sitotoksik pada
sel, termasuk sel Hela. Selain itu steroid memiliki
efek anti tumor pada berbagai macam sel kanker
dengan menargetkan fase siklus sel G1/S. Fase G1
merupakan fase yang penting dalam mempengaruhi
siklus sel. Jika sel pada fase G1 memutuskan untuk
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melanjutkan siklus sel, sel akan memasuki tahap
selanjutnya yaitu fase S. Oleh karena itu, untuk
menghambat proliferasi sel kanker, senyawa steroid
menghambat perkembangan sel pada tahap G1"7.
Flavonoid yang terkandung di dalam daun Annona
squamosa juga termasuk ke dalam senyawa polifenol,
metabolit sekunder yang memiliki aktivitas sebagai
antikanker. Flavonoid mengandung kuersetin
yang berasal dari subkelas flavonol. Kuersetin,
genistein atau flavopiridol dapat dijadikan sebagai
bahan untuk obat kanker. Flavonoid memberikan
stimulasi pada aktivitas enzim sehingga terjadi
proses penginduksian apoptosis, menghambat
siklus hidup sel, mengatur fungsi imun tubuh dan
menghambat terbentuknya inflamasi, angiogenesis
sel kanker dan, anti proliferasim]“()l.

5. Simpulan

Infusa daun Annona squamosa dapat
menghambat pertumbuhan Hela cell line pada
konsentrasi tertinggi 400 pg/mL sebesar 44,92%
dengan nilai IC,; sebesar 1,256 pg/mL. Berdasarkan
nilai penghambatan, infusa daun Annona squamosa
belum mencapai penghambatan pertumbuhan
HeLa cell line lebih dari sama dengan 50%
sehingga pemberian infusa daun Annona squamosa
dalam penelitian ini belum terbukti efektif dalam
menghambat  pertumbuhan HelLa
Penggunaan infusa daun Annona squamosa perlu
dikembangkan lebih lanjut dengan bentuk yang
berbeda dan diberikan pada sel yang berbeda agar
dapat mengetahui potensi sediaan ini dengan lebih

spesifik.

cell lines.
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