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Abstrak

Kanker merupakan penyaf§j yang memiliki prevalensi tinggi di dunia dan dapat
berujung pada kematian. Salah satu jenis kanker yang sering menyerang wanita
adalah kanker serviks. Beras hitam diketahui mengandung s@¥jawa yang
berpotensi dalam farmakologis, salah satunya sebagai antikanker. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui kadar flavonoid ekstrak etanol dan air beras hitam,
aktivitas antioksidan dan aktivitasnya terhadap sel kanker serviks HelL.a. Metode
yang dilakukan dalam penelitian ini adalah mengukur kadar flavonoid, mengetahui
aktivitas antioksidan dan pemberian ekstrak etanol dan air beras hitam pada sel
kanker serviks Hela. Parameter yang diuji meliputi viabilitas sel menggunakan
reagen WST-1, kemampuan menginduksi apoptosis sel menggunakan pewarna
AnnexinV/PI, dan penghambatan siklus sel menggunakan pewarna PI dengan
Ehlisa flow cytometry.

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 5 perlaku@h
dan 3 replikasi. Perlakuan yang dilakukan yakni kontrol (0 pug/mL), dosis I (50
pg/mL), dosis II (100 pg/mL), dosis I11 (200 pg/mL) dan Cisplatin 1,5 pg/ml.
Analisis data hasil analisa flow cytometry menggunakan software CellQuestPro.
Data viabilitas sel dianalisis dengan One way Anova dengan uji lanjutan tukey (o =
0.05) pada minitab 16. Hasil dari uji viabilitas sel menunjukan bahwa kedua ekstrak
mampu menghambat pertumbuhan sel HeLa. Baik ekstrak etanol maupun ekstrak
air beras hitam dapat menghambat siklus sel Hel.a pada fase GO/G1 dan G2/M.
Kedua ekstrak mampu menginduksi apoptosis pada sel HeLa. Kesimpulan yang
diperoleh adalah ekstrak etanol maupun ekstrak air beras hitam berpotensi sebagai
antikanker pada sel HeLa.

Kata kunci: antikanker; antioksidan; beras hitam; sel HeLa; siklus sel




Abstract

Cancer is a disease that has a high prevalence in the world and can lead to death.
One type of cancer that often attacks women is cervical cancer. Black rice is known
to contain gfmpounds that have potential in pharmacology, one of which is
anticancer. This study aims to determine the levels of flavonoids of ethanol and
black rice water extracts, antioxidagEctivity and their activity on Hel.a cervical
cancer cells. The method used in this study was to measure flavonoid levels,
determine antioxidant activity and administration of ethanol and black rice water
extracts to HeLa cervical cancer cells. The parameters tested included cell viability
using WST-1 reagent, ability to induce cell apoptosis using AnnexinV / PI dyes,
Ehd cell cycle inhibition using PI dyes by analyzing flow cytometry.

This study used a completely randomized design (CRD) witlg$ treatments and 3
replications. The treatments were control (0 pg/ mL), dose I (50 pg /mL), dose II
(100 pg / mL), dose I11 (200 pg / mL) and Cisplatin 1.5 pg / mL. Analy{§iffof data
from flow cytometry analysis using CellQuestPro software. Cell viability data were
analyzed by One way Anova with a tukey advanced test (o = 0.05) on minitab 16.
The results of cell viability tests showed that both extracts were able to inhibit Hel.a
€8l growth. Both ethanol extract and black rice water extract can inhibit the HelLa
cell cycle in the GO / G1 and G2 / M phases. Both extracts can induce apoptosis in
HeLa cells. The conclusions obtained were ethanol extract and black rice water
extract potentially as anticancer in HeLa cells.

Keywords: anticancer; antioxidants; black rice; HelLa cells; cell cycle
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1 PENDAHULUAN

Kanker serviks memiliki prevalensi yang cukup tinggi di dunia dan sering
berujung kematian. Insiden kanker ini berkembang lebih cepat di negara
berkembang!, termasuk di Indonesia. Sedangkan upaya pengobatan kanker yang
telah dilakukan seperti radioterapi, surgeri, dan kemoterapi sering menimbulkan
efek negatif®>. Berdasarkan keadaan ini maka perlu dilakukan penelitian untuk
memperoleh bahan yang berpotensi sebagai antikanker.

Sel kanker berasal dari sel normal yang kehilangan kemampuan untuk
mengatur siklus sel, proliferasi sel yang tidak terkendali dan tidak mengenal
apoptosiss. Akjbutnyuﬁ]—se] tersebut membelah dengan cepat dan tidak terkendali
(Frank dkk., 2003). Hal ini merupakan faktor yang paling penting dalam
perkembangan kanker. Penelitian-penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa
berbagai bahan kimia yang berasal dari tanaman obat menunjukkan aktivitas
antikanker dengan memodulasi regulasi siklus sel dan / atau apoptosis*®, sehingga
dianggap pendekatan yang sangat baik dalam pengobatan kanker. Selain itu,
modulasi awal stres oksidatif oleh antioksidan eksogen seperti curcumin,
resveratrol, catechin, gensitein, dan konsumsi makanan yang kaya vitamin dan
antioksidan telah terbukti bermanfaat untuk mencegah kanker®’. Polifenol dari
tanaman merupakan kelompok senyawa yang mempunyai aktivitas sebagai
antikanker dan antiinflammation. Polifenol mampu menghambat oksidatif stres
oleh oksigen reaktif spesies nitrogen / reaktif (ROS / RNS), yang terlibat dalam
kerusakan DNA yang terlibat dalam mutagenesis, karsinogenesis, dan penuaan
dini®®. Radikal bebas bereaksi dengan purin, pirimidin, dan protein kromatin yang
mengarah ke perubahan modifikasi dasar, tidak, genom, dan perubahan genetik,
sehingga terjadi perubahan siklus sel dan sinyal apoptosis. Akibatnya proliferasi
sel tidak terkendali dan terbentuklah tumor’. Oleh karena itu, mencegah ROS /
RNS yang merupakan penyebab utama kerusakan biomolekul seluler telah
muncul sebagai strategi menarik untuk menccgah&nkcrl“’“.

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa beras hitam (Oryza sativa L.)
merupakan salah satu alternatif makanan pokok yang menyehatkan karena

112,13,14,15,16,

komponen bioaktifnya, terutama antosianin dan feno 17, flavonoid dan

118,19

y-oryzanols dan toco . Ekstrak antosianin beras hitam dilaporkan dapat




menghambat sel kanker liver®, menurunkan kadar kolesterol, triglisedrida, LDL
(Low Density Lipoprotein) dan meningkatkan HDL (High Density Lipoprotein)
dan sangat potensi untuk terapi kardiovaskuler?!*%33 dapat meningkatkan fungsi

limpa, liver, lambung dan usus, juga sebagai agen hematopoietic dibidang

24 7

farmasi =

, mencegah arterosklerosis=, anti-inflammatori®®, bahkan Nontasan®
memanfaatkan dedak beras hitam sebagai pewarna alami dan Hou, et al '*
mengamati pengaruh ekstrak dedak beras hitam sebagai antioksidan dan
hepatoprotektif. Adapun penelitian yang kami lakukan adalah mengamati aktivitas
antioksidan dari ekstrak etanol dan air beras hitam yang merupakan dasar
penggunaannya sebagai antikanker. Untuk mengevaluasi efek sitotoksik suatu

agen kemoterapi, perlu dilakukan perbandingan pada sel-sel kanker dan sel sehat

(dari sel darah perifer manusia mononuklear/PBMC).

2 METODE
Bahan-bahan

The analytical grade chemicals were purchased from Merck (Germany).
Standard drugs were purchased from Sigma- Aldrich chemicals co. (Germany).
Beras hitam (Oryza sativa L.indica) yang digunakan varietas Wojalaka berasal
dari Kepanjen, Malang, Jawa Timur, Indonesia. Menurut Shinta dkk?®, varietas ini

termasuk dalam kelompok Indica.

Pembuatan ekstrak etanol dan air beras hitam

Beras hitam dikeringkan dan dihaluskan (+ 80 mesh) menjadi simplisia.
Ekstrak etanol diperoleh dari simplisia yang dimaserasi dalam etanol 96%
(simplisia kering:etanol 1:10 (g/ml) selama 24 jam, sedangkan ekstrak air
diperoleh dari simplisia yang dimaserasi dengan aquades selama 12 jam, dengan
beberapa kali pengadukan. Setelah itu disaring untuk memisahkan ampas dan
filtratnya. Selanjutnya filtrat ﬁnol dievaporasi menggunakan rotary evaporator
suhu 40 + 5°C hingga kental dan dikeringkan dengan pengering beku kemudian
ditimbang untuk menentukan rendemen. Filtrat air dikeringkan dengan pengering

beku suhu (- 40°C).




Kultur sel kanker

Sel HeLa ditumbuhkan dalam media pertumbuhan yang terbuat dari
DMEM yang ditambahkan denganl0% FBS dan 0,5% antibiotik penisilin
streptomisin. Sel diinkubasi dalam suhu 37°C dengan kondisi CO2 5%.
Pertumbuhan sel diamati setelah 24 jam sel inkubasi diikuti dengan penggantian
media pertumbuhan. Pemanenan sel dilakukan setelah pertumbuhan sel mencapai
konfluen 80%. Media pertumbuhan dibuang, kemudian sel dicuci dengan PBS
sebanyak 2 kali. Sel ditambahkan dengan 1 mL trypsin-EDTA, kemudian
diinkubasi 2 menit. Aktifitas enzimatis dari trypsin-EDTA dihentikan dengan
penambahan media pertumbuhan. Penghitungan jumlah sel dilakukan dengan
menambahkan 50 pL suspensi sel dengan 50 pL pewarna evan blue. Suspensi
diteteskan pada permukaan hemositometer dan ditutup dengan cover glass.
Penghitungan dilakukan di bawah mikroskop sebanyak 5 bidang pandang kotak
kecil. Kemudian dimasukan ke dalam rumus: F'sel yang diamati x 5 x fp x 10

(fp= faktor pengenceran)

Pembuatan sel normal (PBMC/peripheral blood rwlonuclear cells)*!

Sampel darah diperoleh dari 2 relawan yang berasal dari Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya Malang, Indonesia. Sampel darah
dihomogenkan, dicampur dengan PBS 1:1 | diambil dengan mikropipet dan
dialirkan secara perlahan pada dinding tabung sentrifuge 15 ml yang sudah diiisi
dengan Ficoll-Hipaque 1077 maka akan terbentuk 2 lapisan dan tidak bercampur.
Kemudian disentrifuge (20°C, 1500rpm, 30 menit) maka akan terbentu 3 lapisan.
Cincin PBMC yang terbentuk diambil secara perlahan dengan mikropipet dan
diletakkan dalam tabung sentrifuge 15 ml, dicuci dengan PBS 5 ml dan
disentrifuge (10°C 2500 rpm, 5 menit). Supernatan dibuang dan pelet sel yang

terbentuk dicuci kembali dengan PBS 1 ml dan segera ditreatment.

Uji viabilitas sel dengan metode WST-1
Suspensi sel didistribusikan dalam sumuran 24 well plate dengan
kepadatan 1,5x10° sel/100 pL media. Sel diinkubasi pada kondisi 37°C 5% CO2

selama 24 jam. Setelah 24 jam, media pertumbuhan dibuang dan diganti dengan




media perlakuan ekstrak etanol dan air beras hitam (kontrol media, kontrol
cisplatin 1.5 pg/ml, 50,100 dan 200 gg/ml ). PBMC yang telah disiapkan, juga
ditambah media perlakuan seperti di atas. Sel diinkubasi pada kondisi 37°C 5%
CO2 selama 48 jam. Setelah 48 jam inkubasi, 5 pL reagen WST-1 ditambahkan
ke dalam setiap sumuran. Kemudian sel diinkubasi pada kondisi 37°C 5% CO2
selama 30 menit. Selanjutnya, dihitung nilai absorbansi pada gelombang 450 nm.
Nilai absorbansi yang diperoleh digunakan untuk perhitungan nilai viabilitas sel
(CV) dan penentuan nilai IC50%**, Rumus untuk menghitung viabiltais sel
sebagai berikut:
Absorbansi perlaluan - Absorbansi kentrol media

CV= x 100%

Absorbansi kontrol sel — Absorbansi kontrol media

Analisis Siklus Sel

Suspensi sel kanker didistribusikan dalam sumuran 12 well plate dengan
kepadatan 1,5x10° sel/I mL media. Sel diinkubasi pada kondisi 37°C 5% CO2
selama 24 jam. Setelah 24 jam, media pertumbuhan dibuang dan diganti dengan
media perlakuan ekstrak etanol dan air beras hitam (kontrol media, kontrol
cisplatin 1.5 pg/ml, 50,100 dan 200 g g/ml). Sel diinkubasi pada kondisi 37°C 5%
CO2 selama 24 jam. Sel dipanen dengan metode tripsinasi. Suspensi sel setiap
perlakuan ditampung dalam tabung propilen. Selanjutnya suspensi sel
disentrifugasi 2500 rpm 10°C 5 menit, supernatan diaspirasi. Pelet ditambahkan
PBS sebanyak 1 mL, kemudian disentrifugasi 2500 rpm 10°C 5 menit, supernatan
diaspirasi. Pelet ditambahkan 1 mL alkhohol 70% dan diinkubasi dalam es selama
30 menit. Selanjutnya suspensi sel disentrifugasi 2500 rpm 10°C 5 menit,
supernatan diaspirasi. Pelet ditambahkan 1 mL PBS, dan disentrifugasi kembali
pada 2500 rpm 10°C 5 menit, supernatan diaspirasi. Pelet diresuspensi 50 pL
pewarna Propidium lodide (5 pg/ml) dan diinkubasi selama 30 menit dalam
kondisi dingin dan gelap. Suspensi sel ditambahkan 400 pL. PBS dan dianalisa

menggunakan flowcytometer.

Analisis Apoptosis Sel
Suspensi sel kanker dan PBMC didistribusikan dalam sumuran 12 well

plate dengan kepadatan 1,5x10° sel/l mL media. Sel diinkubasi pada kondisi




37°C 5% CO; selama 24 jam. Setelah 24 jam, media pertumbuhan dibuang dan
diganti dengan media perlakuan ekstrak etanol dan air beras hitam (kontrol media,
kontrol cisplatin 1.5 gg/ml, 50,100 dan 200 pg/ml). Sel diinkubasi pada kondisi
37°C 5% CO; selama 24 jam. Sel dipanen dengan metode tripsinasi. Suspensi sel
setiap perlakuan ditampung dalam tabung propilen. Selanjutnya suspensi sel
disentrifugasi 2500 rpm 10°C 5 menit, supernatan diaspirasi. Pelet ditambahkan
PBS sebanyak 1 mL, kemudian disentrifugasi 2500 rpm 10°C 5 menit, supernatan
diaspirasi. Pelet diresuspensi dengan 50 pL pewarna annexinV/PI dan diinkubasi
selama 30 menit dalam kondisi dingin dan gelap. Suspensi sel ditambahkan 400

pL PBS, selanjutnya dianalisa menggunakan flowcytometer.

3 HASIL DAN PEMBAHASAN
Viabilitas sel

Hasil pemberian ekstrak etanol dan air beras hitam pada sel HeLa dan PBMC
selama 48 jam, menunjukan bahwa ekstrak etanol dan air beras hitam mampu
menghambat pertumbuhan sel HelLa tapi aman terhadap sel normal. Hal ini
ditunjukkan dengan penghambatan proliferasi pada sel HeLa, sedangkan
persentase kehidupan sel PBMC mengalami peningkatan seiring dengan

meningkatnya konsentrasi ekstrak yang diberikan (Gambar 1 dan 2).
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Gambar 1. Grafik viabilitas sel dengan pemberian ekstrak etanol beras hitam
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Gambar 2. Grafik viabilitas sel dengan pemberian ekstrak air beras hitam

Berdasarkan hasil uji viabilitas sel yang telah diperoleh, dapat dikatakan bahwa
ekstrak etanol dan air beras hitam yang digunakan berpotensi sebagai antikanker.
Hal ini dapat dilihat dari kemampuan ekstrak etanol dan air beras hitam dalam

menghambat proliferasi sel HeLa. Menurut Caro, et al*!

, beras hitam mengandung
komponen bioaktif seperti antosianin (cyanidin, pelargonidin, dan peonidin),
karotenoid (lutein, zeaxanthin, likopen dan B-karoten), y-oryzanols, flavon dan
flavonoid (luteolin, apigenin, quercetin dan isorhamnetin). Fenol dan flavonoid
merupakan senyawa antioksidan yang mampu melawan stres oksidatif dan
penyakit degenaratif, termasuk kanker™5.

Tabel 1. Nilai ICsp viabilitas sel HeLa

Ekstrak IC50 (ug/ml)
PMBC Hela

BE 0.8284° 3,4444°

BA 0,6985* 3,0916*

Keterangan: Notasi yang berbeda menunujkkan berbeda nyata menurut uji BNT (o=0,05)

Nilai 1Cso yang diperoleh dari perhitungan persamaan gaﬁk viabilitas sel
HeLa dan PBMC dengan ekstrak etanol dan air beras hitam dapat dilihat pada
Tabel 3. Berdasarkan nilai ICso dan hasil uji viabilitas sel yang diperoleh, dapat
dikatakan bahwa ekstrak etanol dan air beras hitam mampu menghambat

pertumbuhan sel HelLa. Menurut NCI (National Cancer Institute), tingkat




sitotoksik sebuah ekstrak kasar terhadap sel kanker harus lebih rendah dari 30

pg/ml*2,

Siklus sel

Pemberian ekstrak etanol dan air beras hitam menunjukkan persentase

akumulasi sel relatif pada fase apoptosis, GOGI,S dan G2M lebih besar bila

dibandingkan dengan kontrol. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak maka semakin

tinggi akumulasi sel pada fase apoptosis, GOGl, S dan G2M pada sel HeLa
(Gambar 3 dan 4).
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Gambar 3. Distribusi sel HeLa pada fase siklus sel setelah pemberian ekstrak etanol

pada berbagai konsentrasi
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Gambar 4. Distribusi sel HeLa pada fase siklus sel setelah pemberian ekstrak air pada
berbagai konsentrasi

Siklus sel dipengaruhi aktivitas cyclin dependent kinase (CDK)dimana sebagai
regulator siklus sel membutuhkan ikatan dengan subunit regulator yang dikenal
sebagai cyclin. Cyclin disintesis dan dirusak pada waktu tertentu sesuai dengan
fase siklus sel. Molekul CDK terdiri dari tiga interfase dalam melakukan regulasi
siklus sel (CDK2, CDK4, dan CDK6; pada sel-sel yang
terspesialisasi/terdiferensiasi), satu CDK mitotik (CDK1; kemampuan dasar untuk
membelah) dan sepuluh cyclin yang terbagi dalam empat kelas berbeda (cyclin
jenis A, B, D dan E)y®*._ Cyclin D1 memudahkan proliferasi sel kanker. Kerja
cyelin D1 secara spesifik adalah menonaktifkan protein retinoblastoma (Rb
protein) yang fungsinya mencegah pembelahan sel*S.

Harper & Geoffrey* menyatakan bahwa sebuah obat dapat menyebabkan
G2/M arrest dengan cara menghambat cdc2. cdc2 berperan penting dalam
checkpoint G2, sebelum menginiasi fase mitosis. Sarmoko & Larasati?’
menerangkan bahwa cdc2 diatur oleh fosforilasi pada treonin-14 (T14) dan
tirosin-15 (Y'15). Defosforilasi cde2 yang diperlukan untuk masuk ke mitosis,

ikendalikan oleh cdc25. Adanya defosforlasi cdc25 oleh chkl dapat
menyebabkan kompleks cycB-Cdkl yang bertanggung jawab pada progresi fase
G2/M tidak aktif, sehingga mengakibatkan G2/M arrest.




Apoptosis

Pemberian ekstrak gtanol dan air beras hitam mampu menginduksi apoptosis
sel HeL.a (Gambar 5). Semakin tinggi konsentrasi ekstrak maka semakin tinggi
pula apoptosis pada sel HeLa.
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Gambar 5. Apoptosis pada sel HeLa akibat pemberian ekstrak etanol dan air beras
hitam

Apoptosis terjadi melalui dua jalur, yakni secara ekstrinsik dan instrinsik.
Jalur ekstrinsik terjadi ketika adanya ligan dari luar sel éang berikatan dengan
reseptor kematian, sehingga mengaktifkan caspase untuk menginduksi apoptosis.
Reseptor kematian terletak di permukaan sel adalah famili reseptor TNF (Tumor
Necrosis Factor), meliputi TNF-R1, CD 95 (Fas), dan TNF-Related Apoptosis
Inducing Ligan (TRAIL)-R1 dan R2. Jalur instrinsik terjadi dalam mitokondria
yang mengalami stres, misalnya adanya ROS (Reactive Oxygen Spesies) yang
berlebih. Mitokondria akan melepaskan sitokrom C dan mengaktifkan caspase
untuk menginduksi apoptosis*®.

Apoptosis dimediasi oleh enzim proteolitik yang dikenal dengan caspase.
Selain caspase, terdapat beberapa kelompok protein yang berperan dalam kerja
apoptosi, diantaranya Bcl-2, IAP, DD, dan CARDs. Protein Bcl-2 dan 53 adalah
berperan penting dalam regulasi apoptosis dalam kanker. Gen p53 adalah gen




supresor tumor yang sering mengalami gangguan atau mutasi dalam sel kanker,

sehingga program apoptosis dalam sel kanker terganggu*’.

KESIMPULAN

Beras hitam asli Indonesia mengandung flavonoid dan mempunyai aktivitas

antioksidan yang tinggi sehingga mampu menekan pertumbuhan sel kanker HeLa,

menghambat siklus sel dan menginduksi apoptosis sel kanker HeLa. Beras hitam

Indonesia merupakan makanan pokok yang dapat digunakan sebagai bahan

antikanker.
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