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Abstrak

Pendahuluan: Kanker payudara mempunyai kemampuan survival dengan terus menerus

proliferasi. Typhonium flagelliforme (Lodd) di Indonesia dikenal sebagai keladi tikus,

mempunyai kemampuan anti proliferasi pada sel murine P388 kanker leukemia dan NCI-H23

non-small cell lung carcinoma cell line, tergantung pada polaritas pelarut dan jenis sel kanker.

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan  efektivitas  ekstrak umbi dan daun Typhonium

flagelliforme dalam menghambat proliferasi sel MCF-7 kanker payudara.

Metode: Penelitian eksperimental laboratorik in vitro pada sel MCF-7 dengan rancangan

Posttest control group only design, dibagi dalam 49 kelompok: tidak diberi perlakuan,dan

diberi perlakuan ekstrak Typhonium flagelliforme berasal dari umbi fraksi DCM, umbi fraksi

etanolik, umbi fraksi heksanolik, daun fraksi DCM, daun fraksi etanolik, dan daun fraksi

heksanolik, masing-masing dengan kadar 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,62  7,81µg/mL.

Uji hambatan proliferasi sel dengan metode MTT dan uji statistik dengan  log probit.

Hasil: Ekstrak umbi Typhonium flagelliforme fraksi DCM menghambat proliferasi sel pada

IC
5o =

 63,08 µg/mL (nilai p< 0.001), dibandingkan ekstrak daun Typhonium flagelliforme

fraksi DCM.pada IC
5o

 = 68,65 µg/mL.

Kesimpulan: Ekstrak umbi Typhonium flagelliforme fraksi DCM mempunyai potensi hambatan

proliferasi sel MCF-7 lebih baik dibandingkan ekstrak daun. J Indon Med Assoc. 2012:62;10-
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Kata kunci:  Antiproliferasi,  Typhonium flagelliforme, Metode MTT,  IC
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Abstract

Introduction: Breast cancer has been shown to have the ability to survive by proliferation.

Typhonium flagelliforme (Lodd), known as keladi tikus has ability of anti-proliferation on the

murine P388 leukemia cell and NCI-H23 non-small cell lung carcinoma cell line, depend on the

polarity of solvent and structure of cancer cell. The aim of this study was to compare the  effective-

ness of tuber and leave extract of Typhonium flagelliforme  to  inhibit the cell proliferation of

MCF-7 breast cancer  cell line.

Methods: in-vitro experimental study on  the MCF-7 cell “Post test control group only design” the

cell lines were divided  into 49 groups that include  the control  group, 3 groups  treated  with

DMC, ethanolic, hexanolic  extract of Typhonium flagelliforme  and 3 groups  treated  with

DCM, ethanolic , and  hexanolic extract of  the leave  of Typhonium flagelliforme at concentra-

tion of 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,62, 7,81µg/m. Cell proliferation was estimated by

MTT assay, log  probit  was used  for  the  statistical  analysis.

Results: DMC extract of the tuber of Typhonium flagelliforme inhibit the cell proliferation at IC
5o

=
 63.08 µg/mL (nilai p<0.001), and the DMC  extract of the leave of Typhonium flagelliforme

inhibit cell proliferation at IC
5o

 = 68.65 µg/mL.

Conclusion: The tuber extract of Typhonium flagelliforme is a better potent inhibitor of prolif-

eration in the MCF-7 breast  cancer cell line compared to the leave extract. J Indon Med Assoc.

2012:62;10-5

Keywords: antiproliferation, Typhonium flagelliforme, MTT Method, IC
50

Pendahuluan

Kanker masih merupakan salah satu penyebab utama

kematian didunia dan menjadi penyebab kematian terbanyak

kelima akibat kanker,1 terutama di negara berkembang. Jenis

kanker yang sering ditemukan pada wanita adalah kanker

payudara, disamping kanker serviks, dengan angka kejadian

sebesar 1,29 juta, dan angka kematian sebesar 519 000.2

Kanker dipandang sebagai sebuah penyakit abnormalitas

genetik progresif, akibat akumulasi mutasi gen tertentu dan

atau abnormalitas kromosom,3 di samping perubahan

epigenetik,4 yang menimbulkan penyimpangan regulasi

transkripsi dan/atau perubahan pola ekspresi gen,5 yang

berpengaruh pada dominasi kemampuan proliferasi dan

diferensiasi dibandingkan apoptosis.

Tanaman typhonium flagelliforme (keladi tikus)

termasuk ke dalam famili Araceae, genus typhonium, termasuk

salah satu tanaman yang mampu menghambat pertumbuhan

sel kanker. Kandungan kimianya tergantung pelarutnya,

dengan heksan didapatkan komponen hidrokarbon ter-

saturasi dan asam aliphatik,6 dengan  etil asetat ditemukan

asam lemak aromatik,7 dengan dicholoromethane (DCM)

dijumpai hexadeconoid acid, 1-hexadecene, phytol dan

derivat phytol,8,9 Kandungan lain berupa alkaloid dan fla-

vonoid yang bervariasi, juga terpenoid, dan steroid dalam

jumlah kecil.10

Penelitian pengaruh typhonium flagelliforme terhadap

inhibisi proliferasi beberapa sel kanker secara invitro telah

dilakukan, dengan hasil yang berbeda-beda, tergantung jenis

kanker dan bagian tanaman yang digunakannya. Uji

sitotoksisitas dengan metode MTT menggunakan  pelarut

kloroform dan heksan pada umbi dan daun typhonium

flagelliforme terhadap sel murine P388 leukemia, meng-

hasilkan data bahwa ekstrak khloroformolik umbi (IC
50

=6.0

µg/mL) dan heksanolik umbi (IC
50

=15.0 µg/mL), menunjukan

aktivitas sitotoksik lebih baik dibandingkan dengan ekstrak

kloroforomolik batang-daun (IC
50

=8.0 µg/mL) dan heksanolik

batang-daun.(IC
50

=65.0 µg/mL).6 Penelitian lain pada sel NCI-

H23 non-small cell lung carcinoma cell line, menggunakan

seluruh typhonium flagelliforme dengan pelarut metanol,

diklorometanol, dan heksan didapatkan ekstrak metanolik
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typhonium flagelliforme IC
50

>100 µg/mL, ekstrak diklo-

rometanolik IC
50

=15,43µg/mL, ekstrak heksan IC
50

= 53,89µg/

mL.8 Penelitian di atas mengungkapkan bahwa zat yang

terlarut dalam pelarut diklorometan sangat dominan dalam

menginhibisi sel kanker.

Peranan typhonium flagelliforme baik umbi maupun

daun-batang terhadap sel kanker payudara sendiri, baru

dilakukan pada pelarut etanol terhadap sel MCF-7 secara

invitro, dengan hasil IC
50

=89,15 ug/mL,11 sedangkan dengan

pelarut diklorometan dan heksan belum pernah dilakukan.

Oleh karena itu penelitian ini bertujuan mengetahui potensi

efektivitas ekstrak umbi Typhonium flagelliforme fraksi DCM,

fraksi etanolik dan heksanolik dalam menghambat

pertumbuhan sel MCF-7 dibandingkan ekstrak daun

Typhonium flagelliforme fraksi DCM, fraksi etanolik dan

heksanolik.

Metode

Penelitian eksperimental laboratorik in vitro pada cell-

line MCF-7 kanker payudara dengan rancangan Post-test

control group only design. Data diuji metode log probit

analysis. Telah dimintakan persetujuan Komisi Etik Penelitian

Kesehatan  FK UNDIP.

Bahan tanaman

Umbi dan daun tanaman Typhonium flagelliforme

berasal dari Taman Marina Semarang tahun 2011 dan telah

dideterminasi di Fakultas Biologi  Lab Taksonomi Tumbuhan

UGM.

Ekstraksi  Typhonium flagelliforme

Umbi dan daun Typhonium flagelliforme segar

dikeringkan suhu 45 C0 selama 48 jam, haluskan hingga

serbuk, kemudian diekstraksi-maserasi bertingkat. Pertama

dengan pelarut nonpolar heksana 600 mL, aduk 30 menit

dengan stiller (Ishtar Hitz Stir), diamkan 24 jam, saring dan

ulangi 3 kali. Kedua dengan semipolar diklorometana (DCM)

400 mL, dengan cara sama, diamkan 48 jam, saring dan ulangi

3 kali. Ketiga dengan polar etanol 600 mL, dengan cara seperti

nomor satu. Uapkan ketiga ekstrak dengan rotary vacum

evaporator (Eyela, Tokyo, Co.Ltd) suhu 70C0 sampai ekstrak

pekat, lalu timbang.8

Pembuatan Larutan Stok, Larutan Induk dan Larutan Uji

Ekstrak umbi 5mg dan 50 µL DMSO dilarutkan hingga

diperoleh larutan stok 105 µg/mL. Larutan stok 20 µL

dicampurkan dengan 980 µL RPMI menjadi larutan induk.

Larutan induk 500 µL dimasukkan ke dalam ependroff tube

ke-1 yang telah berisi 500 µL RPMI, seterusnya sampai

ependroff ke-8, sehingga diperoleh larutan uji 1000, 500, 250,

125, 62,5, 31,25, 15,62, 7,81µg/mL

Proses Thawing, Inisiasi dan Panen Kultur Cell-line MCF-

7

Sel MC-7 diambil dari tangki nitrogen, dicairkan pada

suhu 370, dipindahkan pada media RPMI dengan FBS 10%,

100 µg/mL streptomisin, 100 unit/mL penisilin, kemudian

disentrifugasi dan diinkubasi pada suhu 37 ºC, dengan aliran

5% CO
2
 24 jam. Sel dipanen setelah membentuk monolayer

konfluens 80%.

Uji sitotoksisitas dengan MTT

Sebanyak 100 µL suspensi sel (berisi 2x104 sel MCF-7)

didistribusikan ke dalam 96 well plate, kemudian ditambahkan

100 ml MK yang berisi larutan uji secara triplo, sedangkan

kontrol dengan DMSO 0,1%, kemudian diinkubasi selama 68

jam, ditambahkan MTT 100 µL, dan diinkubasi kembali selama

4 jam. Setelah itu ditambahkan stopper 100 µL SDS 10%, dan

diinkubasi kembali selama 12 jam, lalu dibaca dengan  ELISA

reader λ=595 nm,12 berupa absorbansi sel dalam bentuk

warna. Sel hidup dinyatakan dengan warna ungu, sedangkan

sel mati ditunjukkan dengan warna kuning. Setelah itu nilai

IC
50 

ditentukan (kadar yang diperlukan ekstrak dalam

menghambat sel hidup sebesar 50%).

Hasil

 % hambatan proliferasi =

   Optical density kontrol  sel - Optical density perlakuan x 100

 Optical density kontrol  sel

Bedasarkan rumus di atas didapatkan hasil hambatan

proliferasi untuk masing-masing ekstrak seperti tabel 1.

Tabel 1 menunjukkan bahwa senyawa semipolar dari

ekstrak umbi maupun daun DCM  mempunyai daya hambat

proliferasi sel MCF-7 kanker payudara yang lebih tinggi

Tabel 1. Hambatan Proliferasi sel MCF-7 dalam Berbagai Kosentrasi Ekstrak

Perlakuan Jenis Ekstrak    Konsentrasi Kontrol

1000   500   250  125  62.5 31.25 15.62 7.81

Umbi Ekstrak DCM 91.52 90.20 88.33 82.42 32.50 1.78 -3.03 -5.83   1 286

Etanol 50.38 37.09 28.77 16.71   5.98 1.94 -1.55 -1.78   1 286

Heksanolik 93.39 23.87 10.88 13.21 10.73 6.22 3.96 -1.32   1 286

Daun Ekstrak DCM 91.11 90.97 74.87 62.49 34.63 11.26 10.49 4.82   1 429

Etanolik 82.50 69.20 31.00 18.40 2.79 -2.16 -3.00 -4.47   1 429

Hexanolik 86.42 32.05 27.78 26.59 19.87 12.31 7.97 3.70   1 429
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dibandingkan senyawa polar dari ekstrak etanol dan senyawa

nonpolar dari ekstrak heksan.

Jumlah sel berkurang hampir 50% pada kelompok

perlakuan yang diberi ekstrak umbi Typhonium flagelliforme

fraksi DCM kadar 62,5 µg/mL (gambar 1B) dibandingkan

kontrol (gambar 1A), dan  hampir 90% ketika diberi ekstrak

umbi Typhonium flagelliforme fraksi DCM kadar 125 µg/mL

(gambar 1C). Viabilitas sel diperlihatkan dengan terbentuknya

kristal formazan.

Diskusi

Hasil ekstraksi menggunakan berbagai pelarut dengan

polaritas berbeda memperlihatkan bahwa senyawa semilpolar

yang terkandung dalam ekstrak Tyhponium flagelliforme

fraksi DCM lebih baik dalam menghambat proliferasi sel MCF-

7 kanker payudara, dibandingkan dengan senyawa polar

dalam ekstrak etanol dan senyawa nonpolar dalam ekstrak

heksan. Hambatan proliferasi sel MCF-7 kanker payudara

terdeteksi dengan adanya absorbansi sel dalam bentuk warna.

Sel hidup berwarna ungu, membentuk kristal formazan akibat

reaksi reduksi garam  tetrazolium MTT pada  rantai respirasi

mitokondria sel hidup tersebut, sedangkan sel mati berwarna

kuning.(gambar tidak diperlihatkan) Pada penelitian ini terjadi

perubahan intensitas warna pada kelompok perlakuan sesuai

kadar ekstrak yang diberikan. Deteksi lebih lanjut dengan

ELISA reader λ=595 nm,12 diketahui bahwa nilai IC
50 

ekstrak

umbi dan daun Tyhponium flagelliforme fraksi DCM sebesar

63,08 µg/mL dan 68,65 µg/mL. Hal ini menunjukkan bahwa

d1

d2

A B

C D

Berkurangnya Jumlah sel MCF-7 dan Pembentukan Kristal Formazan

Gambar 1. Sel MCF-7 dengan Inkubasi 68 jam

a. Kontrol sel. b. Sel dengan perlakuan (diberi ekstrak umbi Typhonium flagelliforme fraksi DCM kadar 62,5 ìg/mL c. Sel diberi

ekstrak umbi keladi tikus fraksi DCM kadar 125 ìg/mL. d1.Kristal formazan (sel hidup)   d2. Sel mati (tidak membentuk kristal)
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Gambar 2. Grafik Perbandingan Ekstrak Umbi dan Daun

Typhonium flagelliforme Fraksi DCM terhadap Via-

bilitas Sel.

Perbedaan nilai IC
50

 ekstrak umbi dan daun Typhonium

flagelliforme fraksi DCM

ekstrak umbi Tyhponium flagelliforme fraksi DCM lebih baik

dalam mengambat pertumbuhan sel kanker payudara

dibandingkan dengan ekstrak daun Tyhponium flagelliforme

fraksi DCM.
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Banyaknya kandungan kimia suatu tanaman sangat

berkaitan dengan polaritas senyawa tersebut terhadap

pelarut. Secara kuantitatif kandungan kimia terbesar dari

Typhonium flagelliforme adalah berupa senyawa polar yang

terikat pada pelarut etanol terutama dalam umbi,  sedangkan

dalam jumlah sedikit terdapat dalam senyawa nonpolar dalam

ekstrak heksan dan semipolar dalam ekstrak DCM. Penelitian

sebelumnya dengan mengekstraksi Typhonium flagelliforme

dengan menggunakan pelarut polar etanolik juga meng-

hasilkan jumlah jauh lebih tinggi dibandingkan dengan

pelarut semipolar dan nonpolar.6 Aktivitas fitofarmaka suatu

ekstrak tidaklah tergantung pada banyaknya kandungan

senyawa, akan tetapi pada struktur senyawa suatu ekstrak

dan target molekular dari sel kanker itu sendiri. Dengan

demikian ekstrak umbi Typhonium flagelliforme fraksi DCM

mempunyai aktivitas fitofarmaka yang paling sesuai dalam

menghambat proliferasi sel kanker payudara, akan tetapi pada

penelitian ini tidak dilakukan fraksinasi ekstrak DCM umbi

dengan vacuum liquid chromatography (VLC), sehingga

tidak diketahui secara persis senyawa fraksi DCM umbi yang

berperan. Penelitian ini juga tidak melakukan pemeriksaan

molekuler yang terlibat dalam jalur proliferasi (tirosin kinase)

dan jalur apoptosis, sehingga tidak diketahui secara pasti

target molekuler mana yang dihambat oleh ekstrak umbi

Typhonium flaggeliforme fraksi DCM.

 Senyawa yang terkandung dalam ekstrak DCM umbi

Typhonium flaggeliforme dengan IC
5o 

sebesar 63,08 µg/mL,

dianggap poten dalam menghambatan proliferasi sel kanker

payudara MCF-7. Suatu senyawa dianggap potent bila nilai

IC
50 < 

100 µg/ml.13 Kemampuan ekstrak umbi Typhonium

flagelliforme fraksi DCM dalam menghambat proliferasi sel

kanker, juga ditunjukan pada penelitian sebelumnya,

diantaranya pada human T4 lymphoblastoid,7  P388 leuke-

mia,6 NCI-H23 dan non-small cell lung carcinoma.8 Secara

umum efek sitotoksik ekstrak umbi Typhonium flaggeliforme

fraksi DCM menunjukkan fenomena dose dependent, dimana

efek sitotoksik meningkat seiring meningkatnya  konsentrasi

ekstrak, dan lamanya masa inkubasi. Hal itu sesuai  dengan

penelitiannya sebelumnya.7,8 Daya hambatan proliferasi sel

pada ekstrak DCM menunjuk pola keteraturan, daya ham-

batan proliferasi terus berlangsung hingga dosis terkecil.

Terjadinya hambatan proliferasi sel MCF-7 kanker

payudara diduga akibat kandungan senyawa asam linoleat

terkonjugasi yang terkandung dalam konsentrasi tinggi pada

ekstrak umbi Typhonium flagelliforme fraksi DCM. Asam

linoleat memperlihatkan aktivitas antikanker dengan cara

menginduksi apoptosis sel kanker payudara,14 baik pada in

vivo model hewan, maupun secara in vitro pada beberapa

cell-line, di samping itu terdapat pula komponen hexade-

canoic acid dan 9-hexadecanoic acid, merupakan

kandungan lemak tak jenuh terkonjugasi, yang juga terbukti

mampu menginduksi apoptosis melalui aktivasi caspase-3.15

Studi lain menyebutkan beberapa isomer asam linoleat

terkonjugasi, di antaranya c9, t11-CLA dan t10, c12-CLA

merupakan zat potent yang berperan dalam menghambat

proliferasi sel tumor,16 terutama dengan reseptor estrogen

positif. Paparan estrogen menyebabkan terjadinya up-regu-

lation protein Bcl-2 yang berperan dalam signal anti

apoptosis, berakibat ketidakmampuan sel tumor melakukan

fungsi apoptosis.14-16

Bedasarkan hasil berbagai studi in vitro diatas, baik

pada sel leukemia, non-small cell lung carcinoma cel, sel

kanker payudara dan sel limfosit normal, maka zat yang

terkandung dalam Typhonium flagelliforme  diduga bekerja

dengan  cara menghambat proliferasi sel kanker, melalui

induksi apoptosis. Oleh karenanya perlu dilakukan penelitian

lebih lanjut dengan melihat indeks apoptosis yang terjadi

pada sel kanker payudara, jalur molekulernya dan efek

toksisitas pada sel payudara normal, dengan menggunakan

senyawa fraksinasi dari ekstrak DCM Typhonium flagel-

liforme, sehingga diharapkan dapat dikembangkan menjadi

agen khemo-prevensi maupun adjuvan khemoterapi yang

lebih spesifik dan efektif.17

Kesimpulan

Ekstrak umbi Typhonium flagelliforme fraksi DCM lebih

efektif dalam menghambat proliferasi sel MCF-7 dibandingkan

ekstrak umbi fraksi heksanolik, umbi fraksi etanolik, daun

fraksi DCM, daun fraksi etanolik dan daun fraksi heksanolik

Typhonium flagelliforme. Ekstrak umbi Typhonium

flagelliforme fraksi diklorometanolik memiliki prospek baik

untuk dikembangkan sebagai agen kanker, sehingga perlu

dilakukan penelitian lebih lanjut dengan fraksinasi senyawa

yang terkandung terhadap induksi apoptosis sel kanker

payudara.
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