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Abstrak

Telah dilakukan uji sitotoksis dengan Metoda MTT-Bioassay terhadap Fraksi alkaloid Ficus cunia dan Ficus lepicarpa yang dikoleksi di Hutan Raya Andalas. Dari hasil penelitian ternyata senyawa uji menunjukkan aktivitas sitotoksik, dimana sari alkaloid kortek F lepicarpa, folia F. cunia, folia F. lepicarpa, kortek F. cunia, berturut-turut memberikan IC50 11; 25; 27 dan 217 μg/ml.
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1. PENDAHULUAN
Tumbuhan Ficus sp telah lama digunakan masyarakat Indonesia dan Malay Peninsula sebagai obat tradisional. Ficus ribes digunakan sebagai obat malaria, Ficus montana untuk mengobati sifilis, Ficus grossularioides sebagai obat gangguan ginjal dan eksim, Ficus variegata dan Ficus septica sebagai antidotum keracunan setelah makan ikan Tetrodon, Ficus minahassae dan Ficus septica sebagai obat rematik (Perry, 1980); Burkill, 1966).

Genus Ficus mengandung alkaloid fentroindolizidin dan flavonoid yang dilaporkan mempunyai aktifitas anti kanker. Tiloporin yang diisolasi dari Tylophora pada pengenceran 1 : 50.000 menunjukkan efek toksis terhadap Paramecium caudatum, sedangkan terhadap kodok menunjukkan LD 0,4 mg/kg.bb. Tiloserebrin memperlihatkan aktivitas antitumor terhadap system L-1210 limpositik leukemia (Cordel, 1981).

Pada penelitian sebelumnya penulis telah mengisolasi beberapa senyawa dari Ficus sp yang dikoleksi dari daerah aliran sungai (DAS) Batang Anai. Dari daun Ficus grossularioides yang dikenal dengan nama Silabuak telah berhasil diisolasi flavonoid tricine dan telah dipresentasikan pada 43rd Annual Congress on Medicinal Plant Research di Halle (Saale) Germany, 3-7 September 1995 (Adek Z. Adnan, P. Pachaly, Marlina, H. Mudahar, 1995). Dari Ficus lepicarpa yang dikenal dengan nama ikan-ikan juga telah berhasil diisolasi alkaloid FL-1 (C23H25NO3) dan Alkaloid FL-2 (Adek Z. Adnan, Suhatri, Erjon, 1995). Dari kulit batang Ficus ribes telah berhasil diisolasi alkaloid FR-1 (C21H29NO5) (Adek Z. Adnan, Suhatri, Jhon Herry, 1995), sedangkan dari daun segar Ficus ribes telah berhasil diisolasi alkaloid FR-2 (C24H25NO3) (Adek Z. Adnan, Armenia, Ahmadsyah 1995). Dari kulit batang Ficus semicordata kami juga telah berhasil mengisolasi alkaloid FS-1 (C23H29NO4).

Pada studi lapangan selanjutnya di Hutan Raya Andalas ditemukan 2 jenis Ficus  yang kulit batang dan daunnya memberikan reaksi positif terhadap alkaloid dengan Metoda Culfenor Ftrzgerald. Setelah diidentifikasi di Herbarium Bogoriense di Cibinong, ternyata kedua tumbuhan tersebut adalah Ficus cunia dan Ficus lepicarpa.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas sitotoksis fraksi alkaloid Ficus cunia, dan Ficus lepicarpa. Penelitian dilakukan dengan menyari bagian serbuk daun dan batang tumbuhan Ficus sp denga heksana, kemudian dilanjutkan dengan menyari ampas dengan metilenklorida dalam suasana basa. Sari metilen klorida dibebas airkan dengan natrium sulfat eksikatus, kemudian diuapkan dengan rotary evaporator. Terhadap faraksi metilen klorid basa dilakukan uji sitotosik dengen metoda MTT – Bio Assay dan hasil penelitian tersebut akan dilapokan pada artikel ini.

2. PELAKSANAAN PENELITIAN

A. Bahan dan Alat

1. Bahan 

a. Fraksi alkaloid dari daun dan kulit batang Ficus cunia dan Ficus lepicarpa.
b. Bahan untuk preparasi sampel uji: DMSO 100% prokultur dan media kultur RPMI (Rosewell Park Memorial Institute) 1640 (Gibco).
c. Subjek uji digunakan adalah sel  HeLa koleksi Laboratorium Ilmu Hayati UGM.

d. Bahan untuk pekerjaan kultur sel. Media kultur RPMI (MK): Fetal Bovine Serum (FBS) 10% v/v (Gibco), penisilin-streptomisin 1% v/v (Sigma), dan fungizon 0,5% v/v (Sigma) dalam media RPMI 1640. Phosphate buffer saline 1x (PBS 1x).

e. Bahan untuk uji sitotoksisitas. MK, PBS 1x, reagen MTT: MTT ( 3-(4,5-dimetil tiazol- 2-il (-2,5- difenil tetrazolium bromida))) (Sigma) 5 mg dalam 1 ml PBS 1x (Sigma) dan ditambahkan MK hingga 10 ml, dan reagen stopper: SDS 10% (Sigma) dalam HCl 0,01 N (Merck). 
2. Alat



Alat yang digunakan: treated tissue culture dish diameter 10 cm (Iwaki), konikal 15 ml steril (Falcon), eppendorf (Brand), yellow tip (Brand), blue tip (brand), neraca analitik semimikro (Sartorius), vortex, inkubator CO2 (Heraceus), sentrifus (Sorvall), Laminar air flow cabinet (Labconco), mikropipet (Gilson), autoklaf (Hirayama), oven, waterbath, hemasitometer (Nebauer), mikroskop inverted (Zeiss), ELISA reader (Bio-Rad), 96-well plate (Nunc), shaker (Gemmy), kamera digital (Nikon, Coolpix 4,0 mega pixels).
C. Jalannya Penelitian

1. Persiapan 
a. Sterilisasi alat


Semua alat yang akan dipakai untuk uji sitoktosisitas dicuci dengan menggunakan sabun, dibilas dengan purified water, dan dikeringkan dengan oven. Selanjutnya, alat disterilkan dalam autoklaf selama 20 menit pada suhu 1210C dengan tekanan 15lb dan setelah itu dikeringkan kembali dengan oven. Kerja kultur sel dan uji sitotoksik dilakukan secara aseptis dalam Laminar Air Flow (LAF) yang sebelumnya disterilisasi dengan menggunakan sinar UV 25000A selama 30 menit dilanjutkan dengan menggunakan etanol 70% untuk mengelap seluruh permukaan LAF.

b. Preparasi sel 


Sel yang inaktif dalam wadah ampul diambil dari tangki nitrogen cair dan segera cairkan pada suhu 37 ºC, kemudian ampul disemprot etanol 70%. Ampul dibuka dan sel dipindahkan tetes demi tetes ke dalam tabung konikal steril yang berisi MK. Suspensi sel disentrifus 650 rpm selama 3 menit, lalu bagian supernatan dibuang. Pellet ditambah 10 ml MK dan diresuspensikan perlahan hingga homogen. Selanjutnya, sel ditumbuhkan dalam beberapa tissue culture dish (2-3 buah), diinkubasikan dalam inkubator pada suhu 37 ºC dengan aliran 5% CO2. Setelah 24 jam, medium diganti dan sel ditumbuhkan lagi hingga konfluen dan jumlahnya cukup untuk penelitian.

c. Panen sel 


Setelah jumlah sel cukup, medium dibuang, sel dicuci koloninya dengan PBS 1x, dan ditambahkan MK yang baru. Sel diresuspensikan ke dalam media kemudian dipindahkan ke dalam tabung konikal steril. MK ditambahkan kembali hingga 10 ml dan dihomogenkan. Setelah itu, sel dihitung menggunakan haemacytometer. Suspensi sel ditambah sejumlah medium kultur untuk memperoleh konsentrasi sel sebanyak 3 x 103 sel/100μl dan siap digunakan untuk penelitian.
d. Pembuatan larutan uji


Masing-masing ekstrak dan fraksi dilarutkan dalam DMSO 100% dan dibuat larutan stok (dibuat baru) dengan konsentrasi 10mg/100µl kemudian dibuat seri konsentrasi dengan MK. Pembuatan larutan uji ini juga dilakukan di dalam LAF secara aseptis.
2. Uji sitotoksisitas menggunakan metode MTT
Sel dengan konsentrasi 3 x 103 sel/100 µl didistribusikan ke dalam sumuran dan diinkubasi selama 24 jam di dalam inkubator CO2 agar sel beradaptasi dan menempel di sumuran. Selanjutnya pada tiap sumuran ditambahkan 100 l MK yang mengandung sampel dengan variasi kadar dan diinkubasi kembali selama 48 jam. Pada akhir inkubasi, media kultur yang mengandung sampel dibuang dan dicuci dengan 100 l PBS. Kemudian ke dalam masing-masing sumuran ditambahkan 100 l media kultur yang mengandung MTT dan diinkubasi kembali selama 4 jam pada suhu 37°C. Sel yang hidup akan bereaksi dengan MTT membentuk formazan yang berwarna warna ungu. Setelah 4 jam, pada tiap sumuran ditambahkan reagen stopper untuk membunuh sel dan melarutkan kristal formazan. Plate di-shaker selama 10 menit kemudian diinkubasi pada suhu kamar dalam ruang gelap selama semalam. Selanjutnya, absorbansi tiap sumuran dibaca dengan ELISA reader pada panjang gelombang 595 nm.

3. Analisis data

Data yang diperoleh berupa absorbansi masing-masing sumuran dikonversi ke dalam persen sel hidup dan dianalisis dengan statistik, menggunakan metode uji korelasi yang diikuti dengan uji signifikansi untuk mengetahui signifikansi perbedaan antara kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan. Persen sel hidup dihitung menggunakan rumus:       
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IC50 dihitung dengan menggunakan metode log probit untuk mendapatkan linearitas antara log konsentrasi dengan persen sel hidup sehingga dapat diketahui potensi sitotoksisitasnya. IC50 adalah konsentrasi yang menyebabkan penurunan 50% populasi sel. 
3. HASIL PENELITIAN
Uji sitotoksisitas bertujuan untuk mengetahui potensi efek sitotoksik larutan uji terhadap sel kanker. Data yang diperoleh digunakan untuk penghitungan potensi efek  sitotoksik suatu senyawa, yaitu berupa nilai IC50. Semakin kecil IC50 suatu senyawa maka semakin toksik senyawa tersebut (Doyle and Grifftis, 2000). Salah satu metode yang digunakan dalam uji sitotoksik adalah MTT assay. Uji ini didasarkan pada reaksi reduksi garam tetrazolium MTT oleh sel yang aktif bermetabolisme (sel hidup) yang dengan adanya enzim dehidrogenase (dari sel hidup tersebut) akan menghasilkan NADH dan NADPH. Formazan ungu yang terbentuk di dalam sel dilarutkan dengan reagen stopper dan dikuantifikasi menggunakan spektrofotometer. Dengan demikian, absorbansi dari formazan yang terbentuk berbanding lurus terhadap viabilitas/persen kehidupan dari populasi sel (Mossman, 1983).

Profil viabilitas sel yang diperoleh dari pengujian MTT menunjukkan bahwa sampel Ficus cunia dan Ficus lepicarpa secara umum dapat menurunkan viabilitas dari sel HeLa dibandingkan dengan kontrol sel. Efek sitotoksik yang diberikan merupakan efek tergantung kadar di mana semakin besar kadar maka semakin besar pula efek sitotoksiknya (Gambar 1). Dari hasil penelitian ternyata senyawa uji menunjukkan aktivitas sitotoksik, dimana sari alkaloid kortek F lepicarpa, folia F. cunia, folia F. lepicarpa, kortek F. cunia, berturut-turut memberikan IC 50 11; 25; 27 dan 217 μg/ml.
Terhadap fraksi alkaloid daun dan kortek Ficus cunia dan Ficus lepicarpa dilakukan uji aktivitas sitotoksik. Hasil pengamatan perubahan morfologi sel HeLa  pada Gambar 1 dan Gambar 2.
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Gambar 1. Morfologi sel HeLa setelah diinkubasi selama 48 jam dengan perlakuan eks folia Ficus cunia (A) sel HeLa tanpa perklakuan (B) perlakuan dengan kadar 1 µg/ml, (C) perlakuan dengan kadar 10 µg/ml, (D) perlakuan dengan kadar 50 µg/ml (E) perlakuan dengan kadar 100 µg/ml (F) perlakuan dengan kadar 150 µg/ml (G) perlakuan dengan kadar 200 µg/ml (H) perlakuan dengan kadar 400 µg/ml. Keterangan: I (sel hidup masih berbentuk daun), II (sel mati berbentuk bulat dan mengapung).
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Gambar 2. Morfologi sel HeLa setelah diinkubasi 48 jam perlakuan dengan corteks Ficus lepicarpa (A) sel HeLa tanpa perlakuan (B) perlakuan dengan kadar µg/ml (C) perlakuan dengan kadar 10 µg/ml (D) corteks kadar 50 µg/ml (E) kadar 100 µg/ml (F) kadar 150 µg/ml (g) kadar 200 µg/ml (h) kadar 400 µg/ml. Keterangan: I (sel hidup masih berbentuk daun), II (sel mati berbentuk bulat dan mengapung).

Hasil pengolahan data penelitian ditampilkan dalam bentuk kurfa dosis vs % inhibisi dan log dosis vs % inhibisi pada Gambar 3
1. kurva profil kehidupan sel
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(c)           



(d)

Gambar 3 . Profil % sel Hela hidup akibat pelakuan dengan (a) Folia Ficus cunia  (b) cortex ficus cunia (c) cortex Ficus lepicarpa (d) folia Ficus lepicarpa, inkubasi selama 24 jam

Dari hasil penelitian ternyata senyawa uji menunjukkan aktivitas sitotoksik, dimana sari alkaloid kortek F lepicarpa, folia F. cunia, folia F. lepicarpa, kortek F. cunia, berturut-turut memberikan IC50 11; 25; 27 dan 217 μg/ml.
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