AL-KAUNIYAH: Jurnal Biologi, 17(1), 2024, 190-200
Website: http://journal.uinjkt.ac.id/index.php/kauniyah
P-ISSN: 1978-3736, E-ISSN: 2502-6720

SITOTOKSISITAS DAN SELEKTIVITAS FRAKSI
KAYU BATANG SIMPUR AIR (Dillenia suffruticosa (Griff.) Martelli)
TERHADAP SEL KANKER PAYUDARA

CYTOTOXICITY AND FRACTION SELECTIVITY SIMPUR AIR WOOD (Dillenia suffruticosa
(Griff.) Martelli) AGAINST BREAST CANCER CELLS

Eka Nurdiani, Masriani”, Rahmat Rasmawan, Rini Muharini, Rody Putra Sartika
Program Studi Pendidikan Kimia, Fakultas Keguruan dan llmu Pendidikan, Universitas Tanjungpura,
JI Profesor Dokter H. Hadari Nawawi, Pontianak 78116
*Corresponding author: masriani@fkip.untan.ac.id

Naskah Diterima: 28 Februari 2023; Direvisi: 1 Mei 2023; Disetujui: 20 Mei 2023

Abstrak

Kanker payudara didiagnosis menjadi penyebab utama kematian pada wanita di seluruh dunia.
Beberapa penelitian terdahulu telah membuktikan bahwa tanaman simpur air (Dillenia suffruticosa
(Griff.) Martelli) dapat menjadi agen antikanker yang potensial. Penelitian ini bertujuan untuk
menentukan sitotoksisitas dan selektivitas dari fraksi kayu batang simpur air terhadap sel kanker
payudara T47D, MCF-7, dan 4T1. Metode penelitian adalah eksperimental laboratorium dan uji
aktivitas antikanker terhadap sel kanker payudara dilakukan secara in vitro menggunakan sel kanker
payudara T47D, MCF-7, dan 4T1. Proses ekstraksi kayu batang simpur air menggunakan metode
maserasi dengan pelarut metanol, selanjutnya difraksinasi dengan pelarut n-heksana dan etil asetat
secara berturut-turut dan diuji aktivitas sitotoksiknya dengan metode MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5 difeniltetrazolium bromida] assay. Hasil yang diperoleh, yaitu fraksi n-heksana menunjukkan
sifat sitotoksik sedang pada sel kanker payudara T47D, MCF-7, dan 4T1 dengan nilai ICso berturut-
turut sebesar 65,27 + 26,17; 66,98 + 0,97; dan 69,23 + 6,25 pl/mL dengan 1S>2. Dengan demikian,
fraksi n-heksana kayu batang simpur berpotensi dikembangkan sebagai antikanker baru.

Kata Kunci: Dillenia suffrocticosa (Griff.) Martelli; Kanker payudara; MTT assay; Sitotoksik

Abstract

Breast cancer is diagnosed as the leading cause of death in women worldwide. Several previous studies have
proven that the simpur air plant (Dillenia suffruticosa (Griff.) Martelli) can be a potential anticancer agent.
This study aims to determine the cytotoxicity and selectivity of the simpur air stem wood fraction against T47D,
MCF-7, and 4T1 breast cancer cells. This research is laboratory experimental and the anticancer activity test
against breast cancer cells was carried out in vitro. The extraction process for Simpur Air wood stems uses
the maceration method with methanol solvent, then fractionated with n-hexane and ethyl acetate solvents
successively and tested for cytotoxic activity using the MTT method [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2 .5
diphenyltetrazolium bromide] assay. The results obtained, namely the n-hexane fraction showed moderate
cytotoxic properties on T47D, MCF-7, and 4T1 breast cancer cells with 1C50 values of 65.27 + 26.17
respectively; 66.98 + 0.97; and 69.23 + 6.25 pl/mL with 1S>2. Thus, the n-hexane fraction of simpur stem
wood has the potential to be developed as a new anticancer.
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PENDAHULUAN

Penyakit kanker ditandai dengan pertumbuhan sel abnormal karena kesalahan sistem
pembelahan ditingkat sel. Pertumbuhan sel berlangsung secara terus-menerus, tidak terkendali,
mampu menginvasi jaringan di dekatnya, dan bermetastasis ke jaringan atau organ yang lebih jauh
(Otto, 2015; Aisy et al., 2022). Kanker menjadi salah satu penyakit yang paling banyak menyebabkan
kematian di seluruh dunia (Bukowski et al., 2020). Kanker payudara adalah jenis kanker yang
diketahui paling banyak terjadi pada wanita (Khorsandi et al., 2017). Berdasarkan data GLOBOCAN
2020, di seluruh dunia kanker payudara memiliki prevalensi tertinggi dengan total insiden mencapai
2.261.419 dan rata-rata kematian sebanyak 684.996 (GLOBOCAN, 2020a). Di Indonesia, kanker
payudara juga menempati prevalensi tertinggi dengan total insiden mencapai 65.858 dan rata-rata
kematian sebanyak 22.430 (GLOBOCAN, 2020b). Berdasarkan data tersebut, kanker payudara harus
menjadi perhatian serius di bidang kesehatan karena angka morbiditas dan mortalitasnya sangat
tinggi.

Kemoterapi menjadi metode penyembuhan kanker yang paling umum digunakan (Bukowski et
al., 2020). Kemoterapi dianggap pengobatan sistematik karena obat langsung diberikan melalui
pembuluh darah sehingga dapat membunuh sel kanker yang telah bermetastase atau menyebar ke
jaringan lainnya (Pinsolle et al., 2019; Conti et al., 2013). Namun permasalahan utama dalam
penanganan kanker dengan kemoterapi adalah timbulnya efek samping yang serius terhadap
psikologis dan fisik pasien (Wardani & Ambarwati, 2017). Selain memberikan efek samping yang
tidak diinginkan pada sel-sel normal, kemoterapi juga menimbulkan masalah resistensi obat
(Khorsandi et al., 2017). Berbagai efek samping yang muncul dari kemoterapi dikarenakan rendahnya
selektivitas dari agen kemoterapi tersebut (Haruna et al., 2018).

Pengobatan dari bahan alam terus dilakukan dalam usaha untuk menemukan bahan baku obat
antikanker yang ideal (Susanty et al., 2018). Bahan aktif alami dari tanaman sangat potensial untuk
dijadikan sebagai obat antikanker karena lebih sederhana, lebih aman, ramah lingkungan, berbiaya
rendah, cepat, dan kurang toksik dibandingkan dengan metode pengobatan konvensional seperti
kemoterapi. Fitokimia bersifat selektif dalam fungsinya dan bekerja secara spesifik pada sel kanker
tanpa mempengaruhi sel normal (Igbal et al., 2017). Penelitian lain menunjukkan bahwa banyak
metabolit sekunder dari tanaman memiliki sifat proapoptosis sehingga sangat berpotensi digunakan
untuk mencegah dan mengobati kanker (Jin et al., 2012; Cao et al., 2013).

Dillenia suffruticosa (Griff.) Martelli atau yang dikenal dengan simpur air merupakan tanaman
asli Asia yang tumbuh di hutan tropis dari Malaysia, Indonesia, Filipina, dan Brunei Darussalam. Di
Indonesia, tanaman simpur air banyak ditemukan di wilayah Sumatra dan Kalimantan (Syafriana et
al., 2021). Suku Dayak di Kabupaten Bengkayang, Kalimantan Barat biasanya menggunakan rebusan
daun muda simpur air untuk mengobati batuk atau berak berdarah (Gunadi et al., 2017). Masyarakat
di pulau Bangka Belitung juga sering memanfaatkan air rebusan daun simpur air untuk mengobati
diabetes melitus (Yuningtyas et al., 2018) dan sebagai antidiare (Syafriana et al., 2021). Beberapa
penelitian terdahulu telah membuktikan bahwa simpur air dapat menjadi bahan antikanker yang
potensial. Ekstak metanol buah dan daun simpur air menunjukkan aktivitas sitotoksik terhadap sel
kanker HeLa dan HT29. Ekstrak etil asetat dan diklorometana akar simpur air dilaporkan memiliki
aktivitas sitotoksik yang signifikan terhadap sel kanker HeLa, CaOV3, MCF-7, MD-MB-231, A549,
dan HT29 (Armania et al., 2013a). Studi in vivo oleh Yazan et al. (2015) juga melaporkan bahwa
pemberian secara oral ekstrak air akar simpur air telah berhasil mengurangi kanker payudara yang
diinduksi pada tikus dan juga menghambat metastasis kanker ke hati.

Penelitian terhadap beberapa bagian tanaman simpur air telah dilaporkan adanya keberadaan
senyawa metabolit sekunder. Penelitian terhadap bagian kayu batang simpur air berasal dari
Kalimantan Barat, Indonesia yang menunjukkan adanya kandungan senyawa yaitu alkaloid,
flavonoid, fenolik, saponin, steroid dan terpenoid. Analisis korelasi diketahui bahwa aktivitas
antioksidan yang kuat dari ekstrak kayu batang simpur air disebabkan oleh kandungan fenoliknya
(Muharini et al., 2021). Banyak penelitian telah mengungkapkan bahwa agen antioksidan ditemukan
untuk menampilkan sifat farmakologis lain, seperti antiinflamasi (Chen et al., 2019), sitotoksisitas
(Gacche & Jadhav, 2012) atau antikanker (Grigalius & Petrikaite, 2017). Penelitian antikanker
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beberapa bagian tanaman simpur telah dilakukan, namun penelitian bagian kayu batang simpur
terhadap kanker payudara T47D, MCF-7, dan 4T1 belum pernah dilaporkan. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui bagaimana sitotoksisitas dan selektivitas fraksi kayu batang simpur air (Dillenia
suffruticosa (Griff.) Martelli) terhadap sel kanker payudara T47D, MCF-7, dan 4T1. Penelitian ini
sangat penting dilakukan sebagai upaya menemukan dan mengembangkan obat antikanker baru yang
aman, selektif, dan sensitif. Dengan demikian, permasalahan terkait dengan kanker yang
prevalensinya masih tinggi, timbulnya resistensi terhadap obat antikanker, dan keamanan serta
selektivitas yang rendah dapat diatasi.

MATERIAL DAN METODE
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan untuk penelitian ini adalah neraca analitik (Sartorius, Germany), water
bath (Memmert, Germany), microtube 1,5 mL (Eppendorf, Germany), microplate 96 sumuran (Iwaki,
Japan), tissue culture flask (lwaki, Japan), inkubator CO: (Innova, USA), inkubator (Heraeus,
Germany), conical tube 15 mL (lwaki, Japan), tissue culture dish diameter 10 cm (Costar, USA),
yellow tip dan blue tip (Axygen, China), haemositometer (Neubauer, Germany), tangki nitrogen cair
(ThermoFisher, Germany), laminar air flow (LAF) (Faster, ltaly), autoklaf (Hirayama, Japan),
mikroskop inverted (Olympus, Japan), mikropipet (Eppendorf, Germany), ELISA reader, sentrifuge
(Hettich, Jerman), cryogenic tube (Costar, USA), kulkas 4 °C dan -20 °C (Toshiba, Japan), dan freezer
-80 °C (ThermoFisher, Germany).

Bahan yang digunakan untuk penelitian ini adalah kayu batang simpur air yang diambil di
hutan sekitar Jalan Tanjung Raya 2 Kota Pontianak Kalimantan Barat, metanol (Merck, Jerman), n-
heksana, etil asetat, sel kanker payudara yaitu T47D, MCF-7, dan 4T1 serta sel normal VVero yang
diperoleh dari laboratorium Parasitologi, Fakultas Kedokteran Universitas Gadjah Mada, media
RPMI 1640 (Gibco, USA), HEPES (Gibco, USA), M-199 (Gibco, USA), akuabidestilata, fetal bovine
serum (FBS) (Gibco, USA), DMEM (Gibco, USA), fungizon (Gibco, USA), penisilin-streptomisin
(Gibco, USA), tripsin-EDTA 0,25% (Gibco, USA), MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5
difeniltetrazolium bromida] (Sigma-Aldrich, USA), phosphat buffer saline (PBS) (Sigma-Aldrich,
USA), Sodium dodecyl sulphate (SDS) (Merck, Jerman), dimethyl sulphoxide (DMSO) (Merck,
Jerman).

Preparasi dan Ekstraksi Sampel dengan Pelarut Metanol

Sampel kayu batang simpur air yang diperoleh dari hutan sekitar Jalan Tanjung Raya 2 Kota
Pontianak Kalimantan Barat. Kepastian jenis tumbuhan ditentukan oleh tim ahli dari Herbarium
Bogoriense, Pusat  Penelitian  Biologi-LIPl,  Cibinong, Indonesia dengan  nomor
2003/1PH.1.01/1f.07/V111/2018. Sampel yang telah dibersihkan dikeringanginkan pada suhu ruang.
Sampel kering dijadikan serbuk dengan mesin penyerbuk. Serbuk kayu batang simpur air kering
sebanyak 500 g dimaserasi dengan metanol 96% selama 3 hari pada suhu ruang dan pengadukan
dilakukan setiap 1 x 24 jam. Ekstrak metanol dipekatkan dengan water bath pada suhu 40 °C.

Fraksinasi dengan Pelarut n-Heksana dan Etil Asetat

Ekstrak metanol difraksinasi secara berurutan menggunakan pelarut n-heksana dan etil asetat.
Pertama-tama ekstrak metanol difraksinasi dengan n-heksana, sehingga didapatkan fraksi n-heksana
dan ekstrak metanol kembali. Selanjutnya, ekstrak metanol tersebut difraksinasi lagi dengan etil
asetat, sehingga diakhir didapatkan fraksi etil asetat dan fraksi metanol. Setelah itu setiap fraksi
dipekatkan dengan water bath pada suhu 40 °C sampai tidak ada lagi cairan dalam wadah.

Uji Sitotoksisitas Ekstrak dan Fraksi terhadap Sel Kanker Payudara

Uji sitotoksisitas ekstrak dan fraksi kayu batang simpur air terhadap sel kanker payudara T47D,
MCF-7, dan 4T1 serta sel normal Vero dilakukan dengan metode MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5
difeniltetrazolium bromida] assay. Sebanyak 100 uL suspensi sel dengan kepadatan 1 x 10*
sel/sumuran dimasukkan ke dalam 96-well microplate. Sel diinkubasi pada inkubator CO, 5% dengan
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suhu 37 °C selama 24 jam. Setelah 24 jam media sel dibuang kemudian diganti dengan media baru
yang berisi larutan sampel dengan konsentrasi 250; 125; 62,5; dan 31,25 pg/mL untuk sel T47D, 4T1,
dan Vero dan konsentrasi 125; 62,5; 31,25; dan 15,625 pg/mL untuk sel MCF-7. Setelah diinkubasi
selama 24 jam, sel dicuci dengan PBS kemudian ditambahkan 100 uL media baru dan 10 pL larutan
MTT dengan konsentrasi 5 mg/mL. Sel diinkubasi selama 4 jam kemudian ditambahkan 100 pL
larutan stopper SDS 10% dalam HCI 0,01 N untuk melarutkan formazan. Sel dibiarkan semalam pada
suhu kamar dalam ruang gelap. Absorbansi sel diukur dengan ELISA reader pada panjang gelombang
595 nm. Persen sel yang hidup ditentukan dengan rumus persen viabilitas sel, yaitu Aperiakuan - Axontrol
media/AkontroI sel™ Akontrol media X 100%.

Analisis Data

Konsentrasi yang dibutuhkan untuk menghambat 50% populasi pertumbuhan sel kanker atau
ICso dihitung menggunakan analisis probit dengan program SPSS versi 25 dan Microsoft Excel 2010.
Tingkatan sitotoksisitas dapat dikelompokkan menjadi empat kategori berdasarkan American
National Cancer Institute yaitu kategori sangat toksik jika nilai 1Cso <20 pug/mL, kategori sitotoksik
cukup aktif atau moderat jika nilai ICso 21-200 pg/mL, kategori sitotoksik lemah jika nilai ICso 201
500 pg/mL dan kategori tidak toksik jika nilai 1Cso >500 pg/mL (Abdel-Hameed et al., 2012).
Semakin kecil nilai 1Cso yang dihasilkan oleh ekstrak atau fraksi kayu batang simpur air maka
semakin tinggi sifat sitotoksiknya.

Nilai 1Cso yang diperoleh selanjutnya digunakan untuk menghitung indeks selektivitas (IS) dari
ekstrak dan fraksi kayu batang simpur air. IS dihitung dengan cara nilai ICso sel normal dibagi dengan
nilai 1Cso sel kanker. Ekstrak dan fraksi dikatakan mempunyai selektivitas yang tinggi apabila nilai
IS >2, dan dikatakan kurang selektif apabila nilai IS <2 (Demirgan et al., 2016). Rumus IS adalah
ICso sel normal/ICsg sel kanker.

HASIL
Sitotoksisitas Ekstrak dan Fraksi terhadap Sel Kanker Payudara

Persentase viabilitas sel kanker T47D, MCF-7, 4T1, dan sel normal Vero menunjukan
perbedaan akibat perlakuan dengan berbagai konsentrasi ekstrak dan fraksi kayu batang simpur air
(Gambar 1). Secara umum terlihat bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak dan fraksi yang
digunakan, viabilitas sel semakin rendah. Hal ini mengindikasikan terdapat hubungan antara aktivitas
dengan konsentrasi. Dari semua sampel uji, fraksi n-heksana memiliki persentase viabilitas sel yang
paling rendah pada sel kanker maupun sel normal. Fraksi n-heksana menunjukkan kemampuan
menghambat sel paling tinggi pada konsentrasi 250 pg/mL terhadap sel kanker 4T1 yang ditunjukkan
dengan persentase viabilitas paling rendah, yaitu 23,77%.

Nilai 1Cso yang merupakan indikator sitotoksisitas ekstrak dan fraksi kayu batang simpur air
pada sel kanker payudara T47D, MCF-7, dan 4T1, serta sel normal Vero dapat dilihat pada Tabel 1.
Pada sel kanker, fraksi n-heksana memiliki nilai 1Cso paling rendah dibandingkan dengan ekstrak dan
fraksi lain pada semua sel kanker uji, sedangkan pada sel normal Vero ekstrak metanol yang paling
rendah. Sel T47D merupakan sel kanker yang paling sensitif terhadap sampel uji dengan nilai 1Csqo,
yaitu 65,27 + 26,17 pug/mL.
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Gambar 1. Viabilitas sel kanker T47D (a), MCF-7 (b), 4T1 (c), Vero (d) setelah pemberian variasi
konsentrasi ekstrak dan fraksi tanaman simpur air (Dillenia suffruticosa (Griff.)
Martelli)

Tabel 1. Sitotoksisitas ekstrak dan fraksi kayu batang simpur air (Dillenia suffruticosa (Griff.)
Martelli) terhadap sel kanker payudara dan sel normal
ICs0 £ SD (ug/mL)

Ekstrak/fraksi Cell T47D Cell MCE-7 Cell 4T1 Cell Vero
Ekstrak metanol 315,92 £60,46  >500 384,56 +144,43 0,75+ 1,30
Fraksi n-heksana 65,27 + 26,17 66,98 + 0,97 69,23 + 6,25 144,78 + 13,96
Fraksi etil asetat 105,14 + 54,19 87,77 2,21 73,54 + 6,46 16,19 + 2,30
Fraksi metanol 146,81 + 42,85 >500 >500 7,50+ 7,35

Keterangan: Nilai ICso adalah rata-rata dari 3 kali ulangan + SD

Selektivitas Ekstrak dan Fraksi terhadap Sel Kanker Payudara

Indeks selektivitas ekstrak dan fraksi kayu batang simpur air pada sel kanker payudara T47D,
MCF-7, dan 4T1 disajikan pada Tabel 2. Ekstrak metanol, fraksi etil asetat, dan metanol tidak selektif
terhadap sel kanker payudara yang digunakan karena nilai IS <2. Hanya fraksi n-heksana yang selektif
terhadap sel kanker payudara dengan nilai IS >2.

Tabel 2. Selektivitas ekstrak dan fraksi kayu batang simpur air (Dillenia suffruticosa (Griff.) Martelli)
terhadap sel kanker payudara

. IS
Ekstrak/fraksi Cell T47D Cell MCF-7 Cell 4T1
Ekstrak metanol td td td
Fraksi n-heksana 2,22 2,16 2,09
Fraksi etil asetat 0,15 0,18 0,22
Fraksi metanol 0,05 td td

Keterangan: td= tidak dapat ditentukan, 1S= indeks selektivitas, selektif jika IS >2 (Demirgan et al.,
2016)

PEMBAHASAN
Sitotoksisitas Ekstrak dan Fraksi terhadap Sel Kanker Payudara

Beberapa tumbuhan obat telah dikenal secara luas sebagai sumber senyawa antikanker. simpur
air (Dillenia suffruticosa (Griff.) Martelli) merupakan salah satu tumbuhan yang berpotensi sebagai
sumber senyawa antikanker baru. Penelitian ini menguji aktivitas sitotoksik ekstrak dan fraksi kayu
batang simpur air terhadap sel kanker payudara T47D, MCF-7, dan 4T1 menggunakan metode uji
MTT. Metode MTT merupakan sistem pengujian secara kolorimetri berdasarkan reduksi garam
tetrazolium MTT (kuning) menjadi kristal formazan (biru keunguan) oleh enzim suksinat tetrazolium
reduktase dalam mitokondria sel hidup. Intensitas warna ungu tersebut menyatakan banyaknya sel
aktif yang hidup, karena enzim mitokondria pada sel aktif memetabolisme garam tetrazolium
sehingga terjadi pemutusan cincin tetrazolium oleh enzim dehidrogenase yang mengakibatkan
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tetrazolium tersebut berubah menjadi formazan (Suhendi et al., 2013). Intensitas warna ungu yang
terbentuk sebanding dengan jumlah sel hidup, dimana semakin besar intensitas warna ungu, maka
artinya semakin banyak jumlah sel hidup (Arifah et al., 2015).

Hasil pengujian menunjukkan perbedaan persentase viabilitas sel kanker dan sel normal dengan
adanya variasi konsentrasi ekstrak dan fraksi yang digunakan. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak,
viabilitas sel semakin rendah. Viabilitas sel yang rendah menunjukkan kemampuan penghambatan
yang tinggi. Semakin rendah persentase viabilitas sel yang dihasilkan pada sel kanker T47D, MCF-
7, dan 4T1 menandakan bahwa ekstrak atau fraksi kayu batang simpur air yang digunakan semakin
baik dalam membunuh sel kanker. Akan tetapi, jika semakin rendah persentase viabilitas sel pada sel
Vero, menandakan bahwa ekstrak atau fraksi tersebut tidak dapat menjadi calon obat antikanker yang
baik karena dapat menimbulkan efek samping pada sel normal. Fraksi n-heksana menunjukkan
viabilitas paling rendah pada sel kanker maupun sel normal dibandingkan dengan sampel uji yang
lain. Secara umum ditemukan bahwa pemberian ekstrak dan fraksi kayu batang simpur menunjukkan
viabilitas sel kanker yang lebih rendah dibandingkan dengan sel normal. Namun, berdasarkan hasil
analisis juga ditemukan fenomena sebaliknya, yaitu viabilitas sel kanker lebih tinggi dibandingkan
dengan sel normal setelah pemberian ekstrak kayu batang simpur. Fenomena ini dapat disebabkan
oleh sensitivitas sel normal terhadap senyawa bioaktif yang terkandung dalam tumbuhan simpur
lebih tinggi dibandingkan dengan sel kanker. Selain itu, perbedaan viabilitas antara sel kanker dengan
sel normal juga dapat disebabkan oleh perbedaan interaksi antara protein sel dengan senyawa bioaktif
pada tumbuhan simpur. Perbedaan ini menyebabkan perbedaan respon sel terhadap senyawa biokatif
yang menyebakan perbedaan viabilitas sel. Perbedaan dosis ekstrak juga dapat memberikan pengaruh
terhadap perbedaan viabilitas sel kanker dengan sel normal. Semakin tinggi dosis ekstrak, maka
senyawa bioktif juga semakin tinggi yang dapat berakibat pada tingkat kematian sel yang lebih tinggi.

Kemampuan suatu bahan menghambat 50% sel kanker dinyatakan dengan nilai ICso dan
menjadi parameter sifat sitotoksik bahan tersebut. Berdasarkan nilai 1Cso, ekstrak dan fraksi kayu
batang simpur air memiliki sifat sitotoksik. American National Cancer Institute mengkategorikan
sifat sitotoksik suatu bahan berdasarkan nilai 1Cso. Suatu bahan dikatakan memiliki sitotoksisitas
sangat kuat jika nilai 1Csp <20 pg/mL, moderat jika nilai ICso 21-200 pg/mL, lemah jika nilai 1Cso
201-500 pg/mL, dan tidak toksik jika nilai 1Cso >500 pg/mL (Abdel-Hameed et al., 2012).
Berdasarkan kategorisasi tersebut diketahui bahwa ekstrak metanol memiliki sifat sitotoksik lemah
terhadap sel T47D dan 4T1, serta tidak toksik terhadap sel MCF-7. Fraksi n-heksana dan etil asetat
memiliki sifat sitotoksik moderat terhadap sel T47D, MCF-7, dan 4T1. Fraksi metanol memiliki
aktivitas sitotoksik moderat terhadap sel T47D, namun tidak toksik terhadap sel MCF-7 dan 4T1.
Pada sel normal Vero, ekstrak metanol, fraksi etil asetat, dan fraksi metanol bersifat sangat toksik,
sedangkan fraksi n-heksana memiliki sifat sitotoksik moderat. Jika mengacu pada Widyanto et al.
(2020), fraksi n-heksana dan etil asetat berpotensi sebagai agen antikanker pada seluruh sel kanker
payudara uji karena memiliki nilai ICso <100 pg/mL, kecuali fraksi etil asetat tidak aktif terhadap sel
T47D.

Sifat sitotoksik yang ditunjukkan oleh ekstrak dan fraksi kayu batang simpur air disebabkan
oleh kandungan metabolit sekundernya. Hal ini didukung oleh Widyanto et al. (2020), bahwa
aktivitas sitotoksik dipengaruhi oleh kandungan fitokimia yang terkandung dalam sampel yang diuji
dan reaksinya terhadap sel kanker tersebut. Hal ini juga sejalan dengan Armania et al. (2013a), yang
menyatakan bahwa adanya senyawa aktif seperti saponin, triterpenoid, sterol, dan senyawa polifenol
dalam ekstrak tanaman simpur air berkontribusi pada aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker.
Perbedaan nilai I1Cso dari ekstrak metanol, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, dan fraksi metanol
diprediksi akibat adanya perbedaan distribusi metabolit sekundernya yang terjadi karena perbedaan
kepolaran ekstrak dari masing-masing fraksi. Kondisi ini memungkinkan terjadinya interaksi sinergis
dan antagonis senyawa-senyawa yang terkandung, sehingga mempengaruhi aktivitas sitotoksik
terhadap sel kanker (Prasetya et al., 2021).

Penelitian terdahulu melaporkan bahwa kulit batang simpur air mengandung metabolit
sekunder alkaloid, flavonoid, fenolik, saponin, steroid, dan terpenoid (Muharini et al., 2021).
Senyawa yang diyakini berkontribusi terhadap sifat sitotoksik yang tinggi dari fraksi n-heksana
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merupakan senyawa yang bersifat non-polar, salah satunya adalah senyawa sterol yang merupakan
subkelompok steroid. Hal ini sejalan dengan Armania et al. (2013a) yang menyatakan bahwa senyawa
sterol pada ekstrak n-heksana bagian akar simpur air dapat dikaitkan dengan sifat sitotoksik ekstrak
terhadap sel MCF-7. Selain steroid, senyawa triterpenoid juga diperkirakan berkontribusi terhadap
sifat sitotoksik fraksi n-heksana. Salah satu senyawa triterpenoid yang berhasil diisolasi dari akar
simpur air yaitu asam 3-epimaslinic (Tor et al., 2015). Asam maslinic diketahui memiliki aktivitas
antikanker terhadap sel kanker payudara MCF-7 dengan menghambat proliferasi sel (Yu et al., 2021).
Pada fraksi etil asetat senyawa yang diyakini bertanggung jawab terhadap sifat sitotoksik merupakan
senyawa yang bersifat polar. Hal ini mengacu pada Armania et al. (2013b), bahwa senyawa polar
yang terdapat pada ekstrak etil asetat akar simpur air merupakan kontributor utama terhadap sifat
sitotoksik ekstrak tersebut. Aktivitas sitotoksik ekstrak etil asetat akar simpur air dapat dikaitkan
dengan adanya aktivitas sinergis komponen fitokimia termasuk saponin, tanin, dan polifenol
(Armania et al., 2013a). Saponin menunjukkan efek antikanker melalui beberapa jalur karena
keragaman strukturnya. Misalnya, saponin steroid yaitu senyawa dioscin memiliki aktivitas
antikanker yang kuat melalui mekanisme induksi stres oksidatif (Man et al., 2010). Aktivitas
sitotoksik yang tinggi dari fraksi etil asetat juga didukung oleh penelitian terdahulu yang melaporkan
ekstrak etil asetat akar simpur air bertindak sebagai agen antikanker pada sel MCF-7 dan MDA-MD-
231 dengan cara menginduksi apoptosis melalui jalur mitokondria dan menghentikan siklus sel pada
fase G2/M (Armania et al., 2013b; Tor et al., 2014; Tor et al., 2015).

Meskipun isolasi senyawa bioaktif dari kayu batang simpur air belum pernah dilakukan, namun
diperkirakan senyawa yang berkontribusi terhadap aktivitas sitotoksik ekstrak dan fraksi kayu batang
simpur air sama dengan senyawa yang berhasil diisolasi dari bagian tanaman lainnya. Pada dasarnya
jenis senyawa metabolit sekunder pada satu spesies tanaman adalah sama, hanya saja distribusi
konsentrasi senyawa metabolit sekunder tersebut berbeda-beda pada masing-masing bagian tanaman.
Hal ini didukung oleh hasil penelitan yang menyatakan bahwa hasil analisis komprehensif komposisi
kualitatif-kuantitatif organ tanaman menunjukkan perbedaan jumlah senyawa fenolik pada bunga,
daun, batang, dan akar. Konsentrasi senyawa fenolik pada organ tanaman tertentu tergantung pada
sintesis fenolik pada organ tersebut (Zlati¢ et al., 2019). Dengan demikian, variasi jumlah senyawa
bergantung pada perbedaan struktur morfologi dan anatomi, serta berbagai proses fisiologis yang
terjadi pada organ tanaman yang berbeda (Bystricka et al., 2010). Perbedaan aktivitas sitotoksik dari
ekstrak metanol, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, dan fraksi metanol dari kayu batang simpur air
terhadap sel kanker payudara juga dipengaruhi oleh respon atau sensitivitas dari masing-masing sel
kanker yang memiliki karakteristik berbeda. Sel T47D adalah jenis sel kanker yang mengalami mutasi
pada gen p53 sehingga tidak mampu melakukan pengendalian siklus sel dan terjadi hambatan dalam
apoptosis sel (Tusanti et al., 2014). Sel kanker MCF-7 memiliki karakteristik overekspresi PgP,
overekspresi Bcl-2 dan tidak mengekspresikan kaspase-3 sehingga mampu menghindari apoptosis
(Simstein et al., 2003). Sel 4T1 merupakan model kanker payudara triple negatif (Eun et al., 2015).
Kanker payudara triple negatif memiliki kemampuan menyebar ke organ-organ tubuh yang lain
dengan ditandai pertumbuhan darah baru (angiogenesis) melalui pengaturan Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) (Liu et al., 2013; Parveen et al., 2016; Ribatti et al., 2016). Ekspresi VEGF
dimodulasi oleh Hepatocyte growth factor (HGF) yang memainkan peran penting dalam proses
angiogenesis. C-Met yang aktif mampu mengaktifkan jalur PI3K dan jalur AKt. Hal ini dapat memicu
terjadinya transkripsi gen VEGF (Yan & Boyd, 2007).

Alpelisib merupakan salah satu obat antikanker yang biasa digunakan untuk pengobatan sel
4T1 yang menghasilkan nilai 1Cso yaitu sebesar 32,975 pg/mL (Mukhlisa et al., 2021). Selain
alpelisib, juga biasa digunakan doksorubisin yang merupakan obat golongan antrasilin yang
umumnya dipakai dalam pengobatan berbagai jenis kanker termasuk sel MCF-7 yang menghasilkan
nilai 1Cso sebesar 1,72 pug/mL (Tsou et al., 2015). Nilai ICso yang dihasilkan oleh kedua obat tersebut
lebih toksik terhadap sel kanker dibandingkan dengan ekstrak dan fraksi kayu batang simpur air.
Walaupun obat antikanker seperti alpelisib dan doksorubisin jauh lebih toksik daripada ekstrak dan
fraksi kayu batang simpur air, namun pemakaiannya harus dibatasi karena terdapat efek samping
terhadap sel normal (Cristiandari, 2018).
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Selektivitas Ekstrak dan Fraksi terhadap Sel Kanker Payudara

Selain aktivitas sitotoksiknya, selektivitas dari agen kemopreventif juga penting untuk
diperhatikan. Selektivitas agen kemopreventif artinya suatu bahan hanya membunuh sel kanker tetapi
tidak membunuh sel normal. Mekanisme ini sangat berbeda dengan cara kerja obat kemoterapi pada
umumnya yang menyerang sel kanker, namun juga menyerang sel normal. Akibatnya sel normal ikut
rusak dan mati serta menimbulkan berbagai macam efek samping pada pasien (Rahmawati et al.,
2013). Meskipun sangat penting untuk setiap ekstrak dan fraksi tanaman menunjukkan aktivitas
sitotoksik yang signifikan untuk dianggap sebagai agen antikanker yang baik, namun aktivitas
tersebut idealnya hanya untuk sel kanker saja dan bukan sel normal, karena jika sel normal juga ikut
mati menandakan bahwa sampel yang digunakan kurang selektif. Oleh karena itu, hasil yang
diharapkan dari uji sitotoksik yaitu menghasilkan nilai 1Cso yang kecil untuk sel kanker, namun 1Cso
yang besar untuk sel normal. Ekstrak dan fraksi dikatakan mempunyai selektivitas yang tinggi apabila
nilai IS >2, dan dikatakan kurang selektif apabila nilai IS <2 (Demirgan et al., 2016). Berdasarkan
hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak metanol, fraksi etil asetat dan fraksi metanol tidak
selektif terhadap sel kanker payudara yang digunakan karena nilai IS <2. Dengan nilai IS >2, fraksi
n-heksana menunjukkan selektivitas yang tinggi terhadap seluruh sel kanker payudara yang
digunakan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa viabilitas sel kanker dan sel normal setelah
pemberian ekstrak n-heksana adalah rendah, namun nilai indeks selektivitas yang lebih besar dari 2
mengindikasikan bahwa kemampuan ekstrak n-heksana dalam menghambat pertumbuhan sel kanker
lebih kuat dibandingkan sel normal. Dengan demikian, dapat disimpulkan bahwa fraksi n-heksana
dapat membunuh sel kanker payudara, namun tetap dalam kategori aman terhadap sel normal. Selain
fraksi n-heksana, fraksi etil asetat juga berpotensi sitotoksik terhadap sel kanker payudara, namun
memiliki indeks selektivitas yang rendah, yaitu <2. Berdaasarkan hasil tersebut, fraksi n-heksana
kayu batang simpur air adalah fraksi terbaik untuk kanker payudara dalam penelitian ini dan
berpotensi dikembangkan menjadi alternatif obat antikanker payudara baru yang aman, selektif, dan
sensitif.

SIMPULAN DAN SARAN

Fraksi n-heksana kayu batang simpur air merupakan fraksi yang paling potensial dikembangkan
sebagai sumber senyawa antikanker baru karena memiliki sitotoksisitas dan selektivitas yang paling
tinggi. Diperlukan penelitian lebih lanjut untuk mengeksplorasi senyawa aktif dan mekanisme
antikanker dari fraksi n-heksana kayu batang simpur air.
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