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Abstrak

Flavonoid merupakan metabolit sekunder yang mempunyai berbagai aktivitas
diantaranya sebagai antikanker dan antioksidan. Daun srikaya (Annona squamosa L.)
dilaporkan mengandung flavonoid. Isolasi flavonoid dilakukan dari fraksi eter yang dipisahkan
dengan kromatografi kertas dengan fase gerak asam asetat 15%. Empat flavonoid dengan
hargaRf 0,11, 0,23, 0,46 dan 0,78 terdeteksi berturut-turut sebagai 5-hidroksi-7-R-flavonol
(1), 5,3’,4’-trihidroksi-7-R-flavonol (2), 5-hidroksi-7-R-flavanon (3) dan 7-R-flavanon (4).
Uji sitoksisitas terhadap setiap flavonoid pada sel HelLa dilakukan dengan metoda perhitungan
langsung, sedang uji ekspresi p53 dengan metode imunositokimia. Hasil menunjukkan bahwa
LCspflavonoid 1, 2, 3, dan 4 adalah 12.63%3.4, 18.47+3.4, 75.74+6.2 dan 204.4+14.0 ug/mL,
12 ug/mL 5-hidroxy-7-R-flavonol (1) menaikkan ekspresi p53 sebelas kali lebih tinggi daripada
kontrol negatif.

Kata kunci: Annona squamosa, Hela, flavonoid, p53.

Abstract

Flavonoid are secondary metabolites with many activities such asan
anticancer and antioxidant. Annona squamosa L. leave are reported to contain
flavonoids. Annona squamosa flavonoids were isolated from ether fraction
and separated by paper chromatography with acetic acid 15% as mobile phase. Four
flavonoids with the Rf value of 0.11, 0.23, 0.46 and 0.78 were detected as 5-
hydroxy-7-R-flavonol (1), 5,3",4’-trihydroxy-7-R-flavonol (2), 5-hydroxyi-7-R-
flavanone (3) and 7-R-flavanone (4), respectively. The cytotoxicity assay of
each flavonoid on Hela cell line was carried out using direct counting method,
whereas the determination of p53  expression was done  using
immunocytochemistry. The result showed that LCsp of flavonoid 1, 2, 3and 4
were 12.6313.4, 18.47+3.4, 75.74t6.2 and 204.4£14.0 wug/mL, respectively.
Moreover, 12 pg/mL of 5-hydroxy-7-R-flavonol (1) increased p53 expression
eleven fold than that of control.
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Pendahuluan serviks ini dapat terjadi karena infeksi Human

Prevalensi kanker serviks menempati lapilloma Virus  (HPV). Terdapat dua
urutan yang tertinggi di  Indonesia diikuti  kelompok  HPV  yaitu  kelompok  yang
dengan  kanker payudara (Tjindarbumi and memberikan resiko tinggi terhadap keterjadian

Mangunkusumo, 2002). Pengujian senyawa kanker sen'ikf" (H,PVI& 18, 31, dan 33) serta
: vang memberi resiko rendah (HPV 6. 11. dan

terhadap antikanker serviks dapat menggu-
13) (Baege et al., 2002).

nakan model cell line Hela yang merupakan
sel epitel kanker leher rahim manusia. Kanker
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Terjadinya kanker serviks oleh pengaruh
HPV18 melalui  over ekspresi protein E6 dan
E7 (Nishimura et al., 2006). Protein ini
merupakan protein supresor yang berpengaruh
pada apoptosis. E6 akan berikatan dengan p33
yang merupakan tumor supresor gen sehingga
peran p53 menjadi hilang atau berkurang. Hal
ini mengakibatkan sel  tidak mengalami
apoptosis dan dapat memacu terjadinya
proliferasi sel. E7 berikatan  dengan pRB
sehingga terjadi pelepasan E2F yang merupakan
faktor transkripsi  yang  berperan dalam
terjadinya siklus sel (Teissier ef al., 2010).

Flavonoid merupakan metabolit
sekunder yang mempunyai banyak aktivitas
diantaranya  adalah  antikanker. = Beberapa
flavonoid  dilaporkan  mempunyai  aktivitas
antikanker. Quersetin dan  apigenin dapat
memacu siklus sel dan apoptosis pada sel HeLa
dengan pemacuan p33 dan penghambatan NF-
kB (Priyadarsini et al., 2010). Fisetin juga dapat
mengeblok siklus sel pada GO/G1 dan memacu
aktivitas p33 serta p21 pada sel 124 dan EI (L1 et
al, 2010, Khan et al., 2008).

Analisis kimia struktur flavoneid menun-
jukkan bahwa aktivitas antikanker disebabkan
adanya gugus a f-unsaturated carbonyl dalam
struktur flavon. Senyawa dengan struktur af-
unsaturated carbonyl mempunyai efek antikanker
dan  sitotoksik  melalm alkilasi Michael.
Dilaporkan juga bahwa gugus parahidroksi
berpotensi sebagai antioksidan, gugus  keton
dan  ikatan rangkap terkonjugasi memiliki
aktivitas antiinflamasi, antikanker dan antimuta-
gen dan berpeluang sebagai agen obat baru
(Amslinger, 2010).

Dilaporkan juga  bahwa  struktur
flavonoid mempunyai keistimewaan dengan
delokalisasi elektron yang tinggi sehingga
berpotensi  sebagai antioksidan (Cos et al,

2000). Struktur flavonoid dengan adanya gugus
hidroksi pada C; dan adanya ikatan rangkap
pada rantai C bagian kerangka piran dapat
meningkatkan aktivitas sistem imun. Efek
antitumor disebabkan adanya ikatan langsung
dengan DNA dan sintesis protein atau
penghambatan protein kinase atau mening-
katkan respon imun (Amslinger, 2010).

Daun Srikaya mempunyai kandungan kimia
asam oleat (Intaranongpai et al, 2006),
polyhidroxybis acetogenins (Kazua et al., 1993),
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quercetin-3-O-glucoside (Panda and Kar, 2007).
Aktivitas yang dilaporkan dari daun  srikaya
adalah antioksidan (Shirwaikar et al, 2004),
antidiabetes (Panda and Kar, 2007). dan secara
in vitro mempunyai aktivitas sitotoksik (Biva et
al., 2009). Namun demikian mekanisme sitotok-
stk maupun antikanker secara spesifik belum
dikaji lebih jauh, schingga perlu penelitian
ﬁekanisme aksi antikankernya.

Metodologi

Bahan dan alat

Bahan utama yang digunakan pada penelitian
ini adalah daun Srikaya yang diambil dari daerah
Timoho, Yogyakarta pada bulan Februari 2009,
Bahan lain yang digunakan adalah akuades, HCI,
eter, HelLa cells line (koleks1 Lab. Parasit Fakultas
Kedokteran UGM), media RPMI. penstrep, dan
antibodi p53. Bahan vang digunakan  dalam
penelitian ini adalah panci infusa, labu alas bulat,
pendingin balik, penangas, plate, flask, conical,
Laminair Air Flow, hemocytometer, poly-l-lysin.

Jalannya Penelitian

Isolasi flavonoid Srikaya
Isolasi flavonoid diawali dengan pembuatan infusa,

kemudian dilakukan evaporasi sampai diperoleh ekstrak
kental. Ekstrak kemudian dihidrolisis dengan HCI dan
dipanaskan, kemudian dilakukan fraksinasi menggunakan
eter. Fraksi eter kemudian dipisahkan dengan kromatografi
kertas preparative menggunakan fasa gerak asam asetat
15% sehingga diperoleh empat pita pemisahan. Pita
tersebut kemudian dilarutkan dalam methanol dan
divapkan sehingga diperoleh Flavonoid 1, 2, 3, dan 4
(Nurani, 2004).
Uji Sitotoksisitas terhadap sel Hela

Uji Sitotoksisitas dilakukan dengan metode direct
counting. Uiji sitotoksisitas dilakukan pada microplate 96
sumuran terhadap biakan sel vang diberi perlakuan
senyawa uji berbagai kadar. Jumlah sel vang hidup
dihitung menggunakan alat baemocytometer dibawah
mikroskop cahaya. Hasil perhitungan diubah kedalam
prosen kematian selanjutnya dianalisis dengan analisis
probit unutk mendapatkan LCso.
Uji pemacuan ekspresi p53 sel Hela akibat
perlakuan flavonoid daun Srikaya

Uji imunositokimia  dilakukan
menghitung  jumlah  ekspresi  p53  sel Hela
dibandingkan dengan jumlah keseluruhan sel setelah
diberi perlakuan zat uji dengan konsentrasi dibawah
LCso. Ekspresi positif ditandai dengan wama coklat
atau yang lebih gelap pada sitoplasma dibandingkan
dengan yang lain.

dengan
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Tabel I. Persen kematian sel Hel.a oleh flavonoid 1,2, 3, dan 4 daun Annona squamosa (n = 3)

Persen kematian sel HeLa oleh Flavonoid

Kadar (ng/mL) 1 3 2
20 49+40 48+£26 33+3.0 8+32
40 59+43 52+30 38+3,0 13+£2,6
78 74£50 68 £4.0 43+ 3.6 47+£3.0
156 76+5,0 70 4.0 56 +3.6 59+3.0
313 T7+5,0 79 £4.6 66+ 4,3 60+4.3
625 78+53 91+£50 71+5.0 64 +4.0
1250 85+ 6,0 96 £5.0 90 +5.0 76 +5.0

Tabel II. Harga ICs Flavonoid 1, 2, 3, dan 4 dari daun Annona squamosa (n = 3)

Flavonoid LCxo
1 12,02+34
2 1847 +34
3 75,74 £ 6,2
4 204,40 £ 14,0
HASIL DAN PEMBAHASAN Kematian sel HeLla berkorelasi positif

Hasil isolasi flavonoid @a}-‘a diperoleh
sejumlah 4 flavonoid. Flavonoid 1, 2, 3, dan 4
berturut-turut  adalah  flavonoid 1 merupakan
senyawa 5°-hidroksi-7-R-Flavonol, Flavonoid 2
adalah 57,37 .4 -trihidroksi- 7-R-Flavonol, Flavo-

noid 3 adalah 5-hidroksi-7-R-Flavanon, dan
Flavonoid 4 adalah 7-R-Flavanon (Nurani,
2004). Pengujian sitotoksik dilakukan terhadap
keempat flavonoid dan selanjutnya flavonoid
paling akuf dilihat  pengaruhnya  terhadap
ekspresi p33 sel HeLa.

Uji sitotoksisitas dilakukan untuk
mengetahui  toksisitas  senyawa flavonoid daun

Srikaya terhadap sel-sel kanker. Sifat sitotoksik
dinyatakan  dengan harga LCs. Makin
LCso berarti semakin besar sifat Kketoksikannya.
Pada penelitian ini uji  sitotoksik dilakukan
dengan metode penghitungan langsung. Persen
kematian sel dihitung  langsung
perbedaan morfologi sel hidup dan sel mati
yang  dibandingkan  dengan  kontrol.  Data
peersen kematian oleh pengaruh flavonoid dari
daun srikaya pada tabel I.

kecil

berdasar
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konsentrasi flavonoid
besar konsentrasi isolat
semakin besar persentase kematian sel HelLa.
Penentuan  LCg  menggunakan analisis Probit
vang didasarkan pada grafik  fungsi linier log
kadar wvs nilai probit prosentase kematian sel
Hela akibat pemberian flavonoid. Dari grafik
hubungan Log kadar isolat I vs Probit
memberikan hasil  persamaan  seperti terlihat
pada Tabel II. Harga LCsy vang diperoleh
terhadap sel HelLa oleh pengaruh Flavonoid I,
2.3, dan 4 Dberturut-turut sebesar Flavonoid I:
12,02 £3.4; Flavonoid-2: 1847+3.4; TFlavonoid-
3 75.74+6,2; dan  Flavonoid-4: 204,40+14.0
(Tabel II).

dengan perubahan
(Gambar 1). Semakin

struktur g, f-
Flavonoid 2

mempunyai
unsaturated carbonyl seperti halnya
dan 3. Flavonoid-4 merupakan senyawa
golongan  flavan  sehingga  tidak  memiliki
ikatan rangkap di kedudukan C2 dan C3. Hal
ini berpengaruh pada aktivitas sitotoksik dari
Flavonoid 1 mempunyai aktivitas sitotok-
sik  vang lebih tinggi dibandingkan dengan

Flavonoid-1
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Gambar 1. Kurva hubungan log kadar flavonoid 1, 2, 3, dan 4 dari daun Annona squamosa terhadap

Probit dari persen kematian sel HelLa.

Gambar 2. Ekspresi p53 Sel Hela. (A) kontrol negatif (hanya diberi perlarut) dan (B) dengan
penambahan flavonoid 1 dengan kadar 12 pg/ml. daun Annona squamosa.

Tabel I11. Ekspresi p53 sel HelLa oleh pengaruh flavonoid 1 daun Annona squamosa L. diperoleh dari
jumlah sel yang terekspresi dibagi jumlah sel keseluruhannya baik yang terekspresi dan

vang tidak.
Perlakuan Ekspresi pS3
Kontrol negatif 7,06 £0,53
Kadar 12 pg/mlL 87.28 £5.61

Flavonoid yang lain. Selain itu, jumlah atom
OH juga berpengaruh terhadap efek antikanker
melalui mekanisme antioksidan.

Konsentrasi senyawa uji yang digunakan
pada wuji imunositokimia adalah konsentrasi
yang kecil dibawah LCs, Pengujian imunosito-
kimia dilakukan terhadap ekspresi p33 sel Hel.a
oleh pengaruh flavonoid dengan harga 1.Cs
terendah vaitu Flavonoid 1 dengan hasil seperti
pada gambar 2. Dilaporkan oleh Khan et al.,
2008 bahwa flavonoid mampu memperbaiki
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sel kanker dengan meningkatkan fumir suppressor
gen (p53).

Gen p53 dapat menghambat perkem-
bangan tumor dengan meningkatkan sensiti-
vitas proliferasi sel-sel abnormal terhadap
apoptosis (Zhang et al, 2006). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa pemberian Flavonoid-1
kadar 12 pg/ml. mampu meningkatkan
ekspresi p53 sebesar 8728+5,61, sedangkan
pada kontrol negatif ekspresi p33 hanya sebesar
7.06£0.53 seperti tersaji pada Tabel IIL
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Berdasarkan hasil ini maka aktivitas infusa daun
srikaya dapat ditelusuri mekanismenya melalui
aktivitas kandungan aktifnya sebagai antikanker
pada kanker serviks melalui mekanisme
pemancuan p33. Dengan peningkatan ekspresi
p533 maka diharapkan akan terjadi mekanisme
apoptosis  pada sel kanker dengan pemberian
daun srikaya.

Molekul pengatur yang sangat penting
dalam siklus sel salah satunya adalah gen p33
vang juga disebut guardian of the cell (Sofyan,
2007). Pemancuan p33 oleh flavonoid dapat
dijelaskan oleh analisis kimia struktur flavonoid.
Aktivitas antikanker disebabkan adanya gugus
a,f-unsaturated carbonyl dalam struktur flavon
atau flavonol. Senyawa dengan  struktur
a,p-unsaturated carbonyl bias mempunyai efek
antikanker melalui alkilasi Michael (Amslinger,
2010). Flavonoid 1 yang merupakan turunan
flavonol dengan 5 OH dan tersubstitusi pada
posisi 7 sangat relevan untuk ditentukan

Daftar Pustaka

struktur kimianya secara lengkap dan diteliti
aktifitas antikanker secara in vivo.

Kesimpulan

Flavonoid daun Annona squamosa
mempunyai aktivitas sitotoksik t§Ehadap sel
Hela dengan LCs untuk Flavonoid 1,2, 3, dan
4 berturut-turut sebesar 12,02 £3.4; 18,47+3.4;
75,74+6,2, dan 204.40+14.0 pg/ml. Flavonoid
1 daun Annrona squamosa mempunyai aktivitas
pemacuan terhadap ekspresi p33 sel Hela
sebesar 87.28+5.61 sedangkan control negatif
sebesar 7.06£0.53
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