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Antiproliferatif Ekstrak Metanol Daun Dianella nemorosa Lam.
(Liliaceae) terhadap Sel Kanker MKN45 dengan Menggunakan
Metode WST-1
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ABSTRACT

Dianella  nemorosa Lam. was known containing alkaloids, terpenoid, phenolic compouds and tanin.
Antiproliferative effect of D. nemorosa leaves methanol exctract, which demonstrated to have an in vitro cytotoxic
effect on cancer cell line. The aim of research was examined the effect antiproliferative methanol extract of D.
nemorosa leaves against MKN45 (gastric cancer) cell line. Leaves powder extracted using methanol.
Antiproliferative effect was determined by Cell Proliferation Reagents WST-1 ((2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitro-
phenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium monosodium salt). Test for 1h, 2h, and 4h after incubated for 72h
was done. The result of this research showed that methanol exctract from D. nemorosa possessed remarkable no had
antiproliferative activity against MKN45 cell line. The result indicated methanol extract of D. nemorosa leaves

selective inhibitory effect or antiproliferative against cell line.
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PENDAHULUAN

Kanker Perut (gastric cancer) merupakan
salah satu penyebab kematian yang disebabkan
oleh kanker di seluruh dunia (Hohenberger &
Gretschel, 2003) termasuk juga di Asia tenggara
(Tsunemitsu et al., 2004). Beberapa laporan pe-
nelitian menyebutkan 23,2% kematian di China
disebabkan oleh kanker perut (Feng et al., 2002;
Sun et al., 2002; Kelley et al., 2003), dan merupakan
salah satu tumor ganas yang umum di Jepang
(Ikeguchi et al., 2002; Yoshioka et al., 2005).

Pengobatan kanker perut pada umumnya
dengan cara pembedahan, kemoterapi dan
radioterapi, namum beberapa metode ini tidak
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berhasil pada pengobatan stadium lanjut
(Ushijima & Sasako, 2004). Oleh karena itu
pengobatan sering menggunakan kombinasi dari
berbagai metode tersebut (Alberts et al., 2003;
Takahira et al., 2004).

Pemanfaatan obat tradisional yang berasal
dari tumbuhan sebagai obat kemoterapi dalam
pengendalian penyakit kanker semakin me-
ningkat. Tumbuhan merupakan salah satu sumber
bahan obat-obatan kemoterapi yang potensial
sehingga sampai saat ini usaha pencarian obat-
obat kemoterapi yang berasal dari tumbuhan
masih terus dilakukan.

Beberapa jenis dari famili Liliaceae
diketahui memiliki banyak aktivitas farmakologis
sebagai antikanker, antioksidan, immunomo-
dulator dan bersifat antibakteri (Xiao et al., 2000;
Ahmad, 2010; Bozcuk et al.,, 2011, Chawla et al,,
2011; Vala et al., 2011).
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Dianella nemorosa Lam. atau dikenal dengan
nama lokal “pra kepey” (Papua) termasuk ke
dalam famili Liliaceae dan merupakan salah satu
obat tradisional yang dimanfaatkan oleh beberapa
suku di Papua. Penelitian Wahyuningsih dkk.,
(2009) menunjukkan bahwa pada D. nemorosa
memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker
Raji (sel B-limfoma manusia ) yang diuji dengan
menggunakan MTT assay dan berpotensi untuk
dikembangkan sebagai obat kemoterapi.

Beberapa laporan penelitian lainnya juga
menyebutkan bahwa pada jenis Dianella yang lain
seperti Dianella ensifolin banyak mengandung
senyawa napthoquinone, plumbagin, stypandrol
dan imbricatanol dan polifenol (Lojanapiwatna et
al., 1982; Colegate et al., 1986; Byrne et al., 1987).
Napthoquinone,  plumbagin dan senyawa
turunannya memiliki berbagai macam aktivitas
farmakologis, sebagai antikarsinogenik (Srinivas et
al., 2004; Wang et al., 2008; Babula et al., 2009).

Penelitian ini bertujuan untuk menguji
antiproliferatif ekstrak metanol daun D. nemorasa
terhadap sel kanker perut (MKN45 cell line)

dengan menggunakan metode Water Soluble
Tetrazolium Salts-1 (WST-1).
METODE PENELITIAN

Persiapan bahan dan ekstraksi

Tumbuhan D. nemorosa dikumpulkan dari
Kampung Tablasupa, Distrik Sentani, Kabupaten
Jayapura, Papua. Tanaman tersebut selanjutnya
diidentifikasi di  Laboratorium  Taksonomi
Tumbuhan, Fakultas Biologi Universitas Gadjah
Mada (UGM) dan Herbarium Bogoriensis, Bidang
Botani, Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia
(LIPI) sebagai Dianella nemorosa. Daun yang telah
dikumpulkan dicuci dengan air, dikeringkan,
diblender, dan diayak. Serbuk diekstraksi dengan
maserasi menggunakan  metanol.  Ekstrak
dipekatan dengan menggunakan evaporator.

Preparasi kultur sel kanker

Sel MKN45 (human gastric cell line) diperoleh
dari Yamamura, Ph.D, Laboratorium Onkologi,
Kawasaki Medical School, Jepang. Sel kanker
MKN45 pada medium Dulbecco’s Modified Eagle

Media (DMEM, Sigma) yang mengandung 10%
v/v Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma) and 1% v/v
kanamicin (Sigma). Kultur sel kanker diinkubasi
pada suhu 370C dengan 5% CO..

Uji aktivitas antiproliferatif pada sel kanker
MKN45 secara in vitro

Kultur sel dengan kepadatan 4,0x103 sel/ml
sebanyak 100pl dimasukkan ke dalam sumuran
(96 well microplate, Nunc-Germany) bersama suatu
seri konsentrasi kadar uji ekstrak methanol daun
D. nemorasa (250; 125; 62.50; 31.25; 15.625; 7.8125;
3906 pg/ml) dengan 0.1% dimetilsulfoksida
(DMSO) sebagai blanko dan sel dalam media
sebagai kontrol. Kemudian sumuran diinkubasi
didalam inkubator CO: pada suhu 37°C dengan
5%CO; selama 72 jam. Pada akhir masa inkubasi
media dihilangkan dengan aspirator, dan
selanjutnya ditambahkan medium dan 10ul reagen
WST-1. Diinkubasi selama 1, 2 dan 4 jam pada
suhu 37°C dengan 5% COs. Nilai absorbansi dibaca
pada panjang gelombang 450-620 nm meng-
gunakan ELISA reader (Type Varioskan Flash
Thermo scientific). Persentasi viabilitas sel MKN45
dihitung dengan cara jumlah sel hidup kontrol
dikurangi jumlah sel hidup perlakuan dibagi
jumlah sel hidup kontrol dikalikan 100%. Data
diolah dengan menggunakan program Microsoft
Excell.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji sitotoksik bertujuan untuk mengetahui potensi
suatu ekstrak tumbuhan tehadap sel kanker. Data
yang diperoleh digunakan untuk perhitungan
potensi efek sitotoksik suatu ekstrak tumbuhan
yaitu berupa nilai Inhibition Concentration (ICso).
Uji sitotoksitas diperoleh dosis yang menyebabkan
kematian sel sebesar 50% dari populasi sel.
Semakin kecil ICs suatu ekstrak maka semakin
toksik ekstrak tersebut terhadap sel kanker yang
diuji. Selain persentase kematian, tingkat toksisitas
juga dapat diamati dari morfologi sel dengan
menggunakan mikroskop (Doyle & Giriffiths,
2000).
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Gambar 1. Grafik hubungan viabilitas sel MKN45
(%) dengan konsentrasi ekstrak metanol daun
D. nemorosa setalah inkubasi 72 jam pada
suhu 370C dengan 5% CO, dan setelah
penambahan reagen WST-1 untuk 1 jam (m-
merah), 2 jam ( A-Biru) dan 4 jam (e-ungu).

Gambar 2. Morfologi sel MKN45 (a). kontrol sel (b).
konsentrasi ekstrak 3.906 pg/ml, (c). 31.25

pg/ml, (d). 250 pg/ml. Sel diperlakukan
dengan ekstrak metanol D. nemorosa setelah
inkubasi 72 Jam dan pemberian reagen WST1 (4
jam). Formazan yang terbentuk pada perlakuan
sel hampir sama dengan kontrol sel.

Aktivitas antiproliferatif ekstrak metanol
daun D. nemorosa diuji menggunakan reagen
WST-1 ((2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitro-phenyl)-5-(2,
4-di-sulfophenyl)-2H-tetrazolium monosodium
salt). Garam tetrazolium (tetrazolium salts) akan
diubah menjadi kristal formazan oleh enzim
dehidro-genase  seluler.  Formazan yang
terbentuk akibat aktifnya sel ini dapat diukur
dengan ELISA reader. Dengan asumsi aktivitas
enzim akan meningkat-kan pembentukan
formazan dimana berhubungan langsung
dengan jumlah sel yang aktif secara metabolik di
dalam kultur sel. Pada WST-1, kultur sel yang
berwarna muda gelap menandakan jumlah sel
yang aktif, sedangkan pada kultur sel yang
banyak mengandung sel yang hidup akan
bewarna kuning terang atau merah muda terang
(Francoeur & Assalian, 1996; Roche 2007).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
ekstrak metanol daun D nemorosa dengan
menggunakan uji WST-1 tidak bersifat sitotoksik
terhadap sel kanker MKN45 nilai ICsp lebih besar
dari 250pg/ml (Gambar 1). Dari hasil penelitian
kemungkinan tanaman ini mengandung
berbagai senyawa yang memiliki aktivitas
sitotoksik tetapi terdapat dalam jumlah yang
sangat sedikit atau bersifat selektif terhadap sel
kanker. Beberapa penelitian melaporkan
beberapa ekstrak tum-buhan memiliki sifat
sitotoksik yang berbeda terhadap sel kanker
yang berbeda-beda (Arunpor et al, 2004;
Nurhanan et al, 2008; Athima et al., 2009).

Beberapa laporan juga menunjukkan
aktivitas berbeda dari beberapa ekstrak
tumbuhan terhadap sel kanker yang berbeda
seperti yang dilaporkan oleh Arunpor et al.,
(2004) bahwa ekstrak etanol daun Siphonodon
celastrineus menunjukkan  aktivitas sitotoksik
terhadap sel kanker payudara dan aktivitas
sitotoksik yang rendah terhadap sel kanker paru-
paru dan tidak bersifat sitotoksik terhadap sel
kanker kolon. Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa ke-mungkinan ekstrak metanol daun D.
nemorosa bersifat tidak selektif terhadap sel
kanker MKN45 yang diuji dalam penelitian ini.



50| JURNAL BIOLOGI PAPUA 3(2): 47-52

Banyak faktor yang mempengaruhi sifat
sitotoksik salah satunya adalah dalam metode
ekstraksi, perbedaan dalam proses ekstraksi juga
akan mempengaruhi senyawa yang dihasilkan
yang memiliki aktivitas sitotoksik. Hal ini seperti
yang dilaporkan oleh Zullies et al., (2006; 2007)
bahwa ekstrak kloroform dan ekstrak etanol dari
Erythrina  fusca memiliki perbedaan dalam
aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker Raji.
Diduga bahwa senyawa yang terkandung dalam
ekstrak metanol D. nemorosa bersifat sitotoksik
yang baik terhadap sel kanker yang lain.

Berdasarkan Gambar 2 terlihat tidak ada
perbedaan viabilitas sel antara kontrol dan sel
yang diperlakukan dengan ekstrak metanol D.
nemorosa. Pada kontrol terlihat jumlah sel dan
pembentukan formazan hampir sama dengan
perlakuan, hal ini menunjukkan bahwa tidak ada
pengaruh dari ekstrak terhadap kematian sel
kanker MKN45. Hal ini didukung dengan nilai
ICs0 > 250pg/ml pada grafik konsentrasi ekstrak
terhadap viabilitas sel.

Pemilihan daun yang digunakan dalam
penelitian ini karena daun yang sering digunakan
oleh masyarakat di Kampung Tablasupa, Distrik
Sentani, Kabupaten Jayapura, Papua. Kandungan
senyawa bioaktif yang bersifat antikanker
berbeda-beda pada bagian daun, batang, kulit
batang dan akar dari tumbuhan, kemungkinan
senyawa bioaktif yang bersifat antikanker terdapat
dibagian lain seperti akar dari tanaman ini.

Chee et al.,, (2001) melaporkan ekstrak dari
batang dan daun menunjukkan sitotoksik yang
rendah dibandingkan dengan akar atau kulit
batang dari Typonium flagelliforme pada sel kanker
murine P388 leukemia. Hal ini menujukkan bagian
dari tanaman juga sangat mempengaruhi sifat
sitotoksik terhadap sel kanker.

Metanol yang digunakan dalam penelitian
ini berdasarkan asumsi bahwa metanol sering
digunakan dalam skrining senyawa antikanker
karena dipercaya berbagai senyawa polar yang
memiliki aktivitas antikanker dari tanaman. Dari
hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak
metanol daun D. nemorosa kemungkinan bersifat
selektif terhadap sel kanker yang diuji. Beberapa
penelitian melaporkan banyak senyawa dari

ekstrak herbal berbeda dalam aktivitas sitotoksik
terhadap sel kanker yang berbeda demikian pula
ekstrak kasar (crude extract) tumbuhan lebih aktif
secara farmakologis dibandingkan dengan
senyawa yang diisolasi dari dari ekstrak tersebut
(Hamburger & Hostettman, 1991; Chee et al.,
2001). Hal ini kemungkinan karena ada efek
sinergis dari berbagai komponen yang terdapat di
dalam ekstrak tumbuhan. Efek antiproliferatif juga
sangat ditentukan oleh struktur dan konfigurasi
molekul (stereochemistry) senyawa sangat penting
dalam sifat toksisitas pada sel kanker (Williams et
al., 2007).

Beberapa senyawa yang dilaporkan bersifat
sitotoksik terhadap sel kanker MKNS5 diantaranya
adalah Jinlongshe suatu senyawa yang diisolasi
dari herbal China diantaranya Rhizome Arisaemat,
Rhizoma Pinelliae, corium stomachium galli, Radix
Glycyrrhizae  preparata  dimanfaatkan  untuk
menyebuhkan kanker perut (MKN45) (Yu et al.,
2006).

Selain itu menurut laporan Yoshioka et al.,
(2005), beberapa senyawa inhibitor topoisomerase
I seperti SN-38, (an active metabolite of a topoi-
somerase I inhibitor, CPT-11) menunjukkan sifat
sitotoksik terhadap sel kanker perut MKN45 dan
MKN1 dengan menginduksi proses apoptosis
dengan menurunkan P31K-Akt survival signaling,
yang merupakan suatu signal anti-apoptosis pada
sel kanker perut sedangkan studi lain yang
dilaporkan oleh Ikeguchi et al. (2003) menyebut-
kan senyawa sisplatin dapat menghambat
pertumbuhan sel kanker MKIN45.

Penelitian tentang potensi tumbuhan ini
masih sangat diperlukan untuk mengetahui
potensinya sebagai tumbuhan yang dapat
digunakan sebagai agen kemoterapi selain itu
perlu dilakukan penelitian lanjut untuk uji
sitotoksik pada berbagai sel kanker lainnya.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat di-
simpulkan ekstrak metanol daun D. nemorosa tidak
bersifat antiproliferatif terhadap sel kanker
MKN45 dengan nilai IC50> 250 pg/ml secara in
vitro.
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