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ABSTRAK

Kanker serviks adalah salah satu penyakit kanker yang paling umum terjadi pada
wanita di seluruh dunia. Salah satu metode penanganan kanker serviks adalah dengan
pemberian agen kemoterapi, tetapi memiliki kelemahan yakni efek samping toksik pada sel
normal. Oleh karena itu perlu dikembangkan suatu agen ko-kemoterapi menggunakan
gabungan metabolit sekunder seperti kurkumin dan kuersetin. Kurkumin dan kuersetin
diketahui memiliki efek sinergis terhadap sel kanker. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui
efek sitotoksik, selektivitas, dan efek sinergisme dari kombinasi kurkumin dan kuersetin
terhadap sel kanker serviks HelL a dan sel Vero.

Metode yang digunakan adalah metode eksperimental dengan zat aktif kurkumin dan
kuersetin kemudian ditelusuri efek sitotoksik, selektivitas, dan efek sinergis aktivitas
antikankernya terhadap sel HelLa dan sel Vero dengan metode MTT. Parameter yang
ditentukan adalah 1Cso, indeks selektivitas, dan indeks kombinasi (Cl).

Berdasarkan analisis diketahui bahwa kurkumin dan kuersetin mempunyai efek
sitotoksik terhadap sel HeLa dengan nilai 1Cso sebesar 26,57+ 2,00 uM dan 149,52 + 21,09
uM. Uji sitotoksik pada sel Vero diperoleh nilai 1Cso kurkumin dan kuersetin sebesar 73,89 +
12,93 uM dan 1094,47 * 15,68 uM. Kurkumin dan kuersetin selektif pada sel HeLa dengan
indeks selektivitas 2,78 dan 7,32. Cl kombinasi kurkumin dan kuersetin pada konsentrasi ¥4
ICso adalah 0,78 £ 0,03 menunjukkan efek sinergis ringan-sedang, sedangkan pada konsentrasi
kombinasi I1Csq atau %2 ICsp nilai ClI >0,9 menunjukkan adanya efek antagonis.

Berdasarkan hasil uji dapat disimpulkan bahwa kombinasi kurkumin dan kuersetin
memiliki aktivitas antikanker terhadap sel HeLa dan memiliki tingkat sinergis ringan hingga
sedang dengan indeks kombinasi 0,78.

Kata kunci: Indeks kombinasi, kurkumin, kuersetin, kanker serviks

ABSTRACT

Cervical cancer is one of the most common cancers in women throughout the world.
One method of treating cervical cancer is by administering chemotherapy agents, but it has
the weakness of toxic side effects on normal cells. Therefore, it is necessary to develop a co-
chemotherapy agent using a combination of secondary metabolites such as curcumin and
guercetin. Curcumin and quercetin are known to have a synergistic effect on cancer cells. The
aim of this research was to determine the cytotoxic effect, selectivity and synergistic effect of
the combination of curcumin and quercetin on HelLa cervical cancer cells and Vero cells.

The method used was an experimental method with the active substances curcumin
and quercetin, then the cytotoxic effect, selectivity and synergistic effect of their anticancer
activity on HelLa cells and Vero cells were traced using the MTT method. The parameters
determined are ICso, selectivity index, and combination index (CI).
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Based on the analysis, it is known that curcumin and quercetin have a cytotoxic effect
on Hela cells with ICso values of 26,57 + 2,00 uM and 149,52 + 21,09 uM. Cytotoxic tests on
Vero cells obtained 1Cso values for curcumin and quercetin of 73,89 + 12,93 uM and 1094,47
+ 15,68 uM. Curcumin and quercetin were selective in HelLa cells with selectivity indices of
2,78 and 7,32. The CI of the combination of curcumin and quercetin at a concentration of %
ICso is 0,78 indicating a mild-moderate synergistic effect, while at a combination
concentration of 1Cso or % ICso the Cl value is > 0,9 indicating an antagonistic effect.

Based on the test results, it can be concluded that the combination of curcumin and
guercetin has anticancer activity against HeLa cells and has a mild to moderate synergistic
level with a combination index of 0,78.

Key words: Combination index, quercetin, curcumin, cervical cancer

PENDAHULUAN

Kanker serviks adalah salah satu kanker yang paling umum terjadi pada wanita di
seluruh dunia dan masuk kedalam sepuluh besar jenis kanker dengan angka kematian tertinggi
di dunia dengan jumlah 341.831 jiwa di tahun 2020. Di Indonesia insiden kanker serviks
berada pada posisi kedua dan menjadi penyebab kematian ketiga yang disebabkan oleh kanker
dengan jumlah 21.003 kematian yang dilaporkan. Diikuti oleh kanker paru, liver, dan
kolorektum dengan insidensi yang terbesar setelah kanker serviks (IARC, 2020). Salah satu
metode penanganan kanker serviks adalah dengan pemberian agen kemoterapi seperti cisplatin
yang bekerja dengan mencegah pembelahan sel kanker dan menghambat pertumbuhan
aktifnya. Akan tetapi disamping efek terapetiknya, agen kemoterapi ini juga memiliki
keterbatasan karena menimbulkan toksisitas pada jaringan normal sehingga menimbulkan efek
samping yang khas seperti kebotakan, mual, muntah, kehilangan nafsu makan, dan efek
jangka panjangnya bisa berdampak negatif pada kualitas hidup pasien (Ilancheran, 2016;
Liontos et al., 2019; Murtono et al., 2019). Untuk meminimalkan efek samping dari agen
kemoterapi, maka diperlukan suatu agen ko-kemoterapi agar efektivitas pengobatan dapat
lebih selektif. Salah satu strategi yang dapat dilakukan adalah menggunakan metabolit
sekunder dari tanaman yang memiliki aktivitas sitotoksik seperti kurkumin, kuersetin,
vinblastin, dan rutin (Farha et al., 2022; Lichota & Gwozdzinski, 2018; Mansourizadeh et al.,
2020).

Kurkumin merupakan senyawa golongan polifenol berwarna kuning yang berasal dari
rimpang kunyit. Kurkumin memiliki efek terapetik yang signifikan pada berbagai jenis
penyakit seperti antikanker, antiinflamasi, antimutagenik, antioksidan, dan antimikroba
(Hewlings & Kalman, 2017). Selama beberapa tahun terakhir, banyak penelitian telah
membuktikan bahwa kurkumin memiliki efek antikanker pada berbagai jenis kanker dengan
menekan proliferasi dan menyebabkan kematian sel (Liu & Ho, 2018). Pada lini sel kanker
serviks, kurkumin diketahui bekerja dengan memicu henti siklus sel pada fase G2/M dan
memicu apoptosis sel fase G1 dengan menghambat jalur Wnt/B-catenin dan NF-kB (Ghasemi
et al., 2019). Kurkumin juga diketahui memiliki selektivitas yang tinggi terhadap sel kanker
payudara MCF-7 dan MDA-MB 231 (Passos et al., 2023). Namun sangat disayangkan,
kurkumin memiliki bioavailabilitas yang rendah (Ullah et al., 2017). Untuk mengatasi
keterbatasan tersebut, teknik modern seperti modifikasi struktural dan berbagai formulasi telah
dieksplorasi. Salah satu teknik yang bisa dilakukan adalah mengkombinasikannya dengan
bioenhancer seperti piperine, quercetin, dan silibinin (Moorthi & Kathiresan, 2013).

Kuersetin adalah flavonoid alami yang sering ditemukan pada sayur-sayuran dan
buah-buahan seperti bawang bombay, apel, dan brokoli. Efek terapeutik kuersetin telah
ditunjukkan pada berbagai penyakit, termasuk penyakit kardiovaskular, penyakit
neurodegeneratif, dan kanker. Kuersetin telah terbukti memiliki efek sitotoksik pada berbagai
sel kanker termasuk sel kanker mulut, sel kanker payudara, sel neuroblastoma, dan sel kanker
serviks (Ali et al., 2018; Dogan, 2022; Jasim et al., 2023; Li & Wang, 2023). Pada sel kanker
serviks, kuersetin secara sistematis mengubah jalur PI3K, MAPK, dan WNT dengan
memodulasi ekspresi beberapa protein yang mengarah pada penghambatan proliferasi sel,
penghentian siklus sel, kerusakan DNA, dan apoptosis (Sundaram et al., 2019). Penelitian
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secara in vitro juga membuktikan bahwa kuersetin memiliki selektivitas yang tinggi pada sel
T47D (Zubair et al., 2021). Hal ini juga sejalan dengan hasil penelitian in silico yang
menunjukkan bahwa kuersetin memiliki afinitas pengikatan yang lebih baik terhadap protein
Kinensin-5 sehingga lebih selektif mengikat sel-sel kanker untuk menghambat proliferasinya
(Reddypriya & Charan, 2023). Kuersetin juga telah terbukti dapat berikatan dengan protein
lebih kuat dibandingkan kurkumin dan mampu menghalangi ikatan antara albumin dengan
kurkumin sehingga apabila keduanya dikombinasikan dapat meningkatkan bioavailabilitas
dan berpotensi sebagai agen antikanker yang sinergis (Ajazuddin et al., 2014; Kundur et al.,
2019; Usacheva et al., 2022).

Kombinasi kurkumin dan kuersetin memiliki potensi sinergisme yang menjanjikan
pada berbagai jenis sel kanker baik secara in vitro maupun in vivo. Hasil penelitian terbaru
menunjukkan bahwa kombinasi kurkumin dan kuersetin memiliki aktivitas sinergis yang kuat
dibandingkan senyawa tunggalnya dalam menurunkan proliferasi sel dan menginduksi
apoptosis pada sel kanker prostat (Pellegrino et al., 2023). Hal ini juga sejalan dengan
penelitian pada sel kanker lambung MGC-803 bahwa kombinasi kurkumin dan kuersetin juga
terbukti lebih efektif daripada senyawa tunggal dengan kemampuan dalam menghambat
fosforilasi AKT dan ERK serta menginduksi apoptosis melalui jalur mitokondria (Zhang et
al., 2015). Kombinasi kurkumin dan kuersetin juga telah terbukti sinergis pada sel kanker
melanoma A375 dengan menghambat proliferasi dan memicu apoptosis melalui jalur
pensinyalan Wnt/B-catenin (Srivastava & Srivastava, 2019). Penelitian oleh Kundur et a/
(2019) menunjukkan bahwa pada sel triple-negative breast cancer (TNBC), kombinasi
kurkumin dan kuersetin meningkatkan efek antikanker secara sinergis dengan memodulasi gen
penekan tumor (Kundur et al., 2019). Pada studi lain kombinasi kurkumin dan kuersetin pada
sel leukemia myeloid kronis K562 menunjukkan efek sinergis dengan menginduksi apoptosis,
menghambat proliferasi sel, dan mempengaruhi berbagai jalur sinyal yang terlibat dalam siklus
sel, peradangan, dan stres oksidatif (Altundag et al., 2018). Penelitian secara in vivo pada
karsinogenesis paru menunjukkan bahwa kombinasi kurkumin dan kuersetin juga terbukti
dapat menurunkan p53 yang terfosforilasi pada paru-paru mencit yang diberikan
benzo(a)pyrene, meningkatkan stabilitas dan efisiensi dari p53, serta meningkatkan aktivitas
caspase-3 dan caspase -9 yang penting dalam terjadinya apoptosis pada sel (Zhang & Zhang,
2018).

Melihat potensi kurkumin dan kuersetin maka diperlukan penelitian lebih mendalam
guna mengetahui aktivitas sitotoksik antikanker kurkumin dan kuersetin baik tunggal maupun
kombinasi terhadap sel kanker serviks Hela serta mengetahui selektivitas kurkumin dan
kuersetin pada sel kanker serviks HeLa melalui parameter nilai indeks selektivitas. Pengujian
aktivitas sitotoksik kombinasi dilakukan untuk mengetahui efek sinergisme kombinasi
kurkumin dan kuersetin terhadap sel kanker serviks HelLa menggunakan parameter nilai
indeks kombinasi.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang digunakan untuk mengetahui
aktivitas sitotoksik, selektivitas, dan efek sinergisme kurkumin dan kuersetin terhadap sel
HelLa dan sel Vero di lab kultur in vitro Universitas Muhammadiyah Yogyakarta dengan
menggunakan uji sitotoksik MTT. Izin etik penelitian ini dikeluarkan dari KEP UAD dengan
nomor 012212203.
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah LAF (Labconco®), ELISA reader
(Bio-Rad®), inkubator CO-, (Heraceus®), blue tip, mikroskop inverted (Zeiss®), conical tube
(Nunclone), timbangan analitik (Sartorius®), yellow tip, mikropipet (Gilson®), Alat-alat gelas
(pyrex® ), 96-well plate (Nunc®), sentrifus (Sorvall®), tissue culture dish, eppendorf tube,
vortex (Labinco® L46), dan Haemositometer (Nebauer®). Bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah Sel HelLa dan sel Vero (Laboratorium Kultur Sel UMY), kurkumin
(MERCK-Schuchardt), kuersetin (Sigma-Aldrich), larutan stopper berupa SDS (UltraPure®)
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10% dalam 0,1 N HCI, Tripsin-EDTA 0,25% (Gibco®), reagen MTT (Vybrant®), larutan PBS
pH 7,4 (Gibco®), DMEM, Dimetil Sulfoksida 1 % (DMSQO), Aluminium foil, dan Tisu.
Prosedur Penelitian

1. Uji Sitotoksik pada Sel HeLa

Sebanyak 3,68 miligram kurkumin (Mr = 368) dilarutkan dalam 1 mL DMSO
dalam eppendorf tube dengan bantuan vortex sehingga diperoleh konsentrasi 10.000 pM.
Sebanyak 3,02 mg kuersetin (Mr=302) dilarutkan dalam 1 mL DMSO dalam eppendorf
tube yang lain dengan bantuan vortex sehingga diperoleh konsentrasi 10.000 M.

Penentuan aktivitas sitotoksik dilakukan dengan memasukkan 100 ul sel HelLa
dengan konsentrasi 10°/mL ke dalam sumuran. Untuk kontrol media disisakan sumuran
kosong, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Kurkumin dan kuersetin
dengan seri konsentrasi yang berbeda ditambahkan 100 ul pada tiap sumuran dalam plate
dan diinkubasi pada suhu 37°C selama semalam dalam kondisi yang sudah dilembabkan
5%C0./95% udara atmosfer. Konsentrasi akhir kurkumin dalam plate sebesar 100, 50, 25,
dan 12,5 uM. Konsentrasi akhir kuersetin sebesar 400, 100, 50, dan 12,5 uM. Plate
kemudian dikeluarkan dari inkubator dan sel dicuci dengan PBS. Reagen MTT 0,5 mg/mL
sebanyak 100 ul ditambahkan dalam setiap sumuran yang berisi sampel perlakuan dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 2-4 jam. Sel yang hidup akan menunjukkan warna ungu
karena bereaksi dengan MTT. Kondisi sel diamati menggunakan mikroskop inverted,
untuk menghentikan reaksi MTT ditambahkan sebanyak 100 pl SDS 10% dalam 0,01 N
HCI sebagai reagen stopper pada tiap sumuran. Plate diinkubasi pada suhu kamar selama
semalam dalam kondisi dibungkus alumunium foil. Absorbansi sel dibaca menggunakan
ELISA reader dan nilai ICsp dihitung sebagai parameter sitotoksik (CCRC, 2017).

2. Uji Sitotoksik pada Sel Vero

Penentuan aktivitas sitotoksik dilakukan dengan cara sebanyak 100 pl sel Vero
dengan konsentrasi 10%/mL ditransfer ke dalam sumuran. Untuk kontrol media disisakan
sumuran kosong, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Kurkumin dan
kuersetin dengan seri konsentrasi yang berbeda ditambahkan 100 pl pada tiap sumuran
dalam plate dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam dalam kondisi yang sudah
dilembabkan 5% CO2/95% udara atmosfer. Pengujian pada sel Vero dengan konsentrasi
akhir pada plate untuk kurkumin dan kuersetin pada konsentrasi 25; 50; 100; dan 200.
Plate kemudian dikeluarkan dari inkubator dan dicuci dengan PBS. Reagen MTT 0,5
mg/mL sebanyak 100 pl ditambahkan dalam setiap sumuran yang berisi sampel perlakuan
dan diinkubasi pada suhu 370C selama 2-4 jam. Sel yang hidup akan menunjukkan warna
ungu karena bereaksi dengan MTT. Untuk menghentikan reaksi MTT ditambahkan
sebanyak 100 pl SDS 10% dalam 0,01 N HCI sebagai reagen stopper pada tiap sumuran.
Plate diinkubasi pada suhu kamar selama semalam dalam kondisi dibungkus alumunium
foil. Absorbansi sel dibaca menggunakan ELISA reader dan nilai indeks selektivitas
dihitung sebagai parameter selektivitas suatu agen antikanker (CCRC, 2017).

3. Uji Sitotoksik Kombinasi

Larutan induk kurkumin (10.000 uM) diambil sebanyak 2,6 uL dan ditambahkan
media 997,4 pL sehingga diperoleh konsentrasi 26 uM. Larutan induk kuersetin (10.000
pM) diambil sebanyak 15 pL dan ditambahkan media 985 pL sehingga diperoleh
konsentrasi 150 uM. Selanjutnya dilakukan pengenceran 1/,,1/,,1/ kali untuk kurkumin
dan kuersetin sehingga diperoleh konsentrasi kurkumin 13; 6,5; dan 3,25 uM serta
kuersetin 75; 37,5 dan 18,75 pM (CCRC, 2017).

Penentuan indeks kombinasi dilakukan dengan cara sebanyak 100 ul sel HelLa
dengan konsentrasi 10°/mL ditransfer ke dalam sumuran. Untuk kontrol media disisakan
sumuran kosong, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Apabila sel sudah
mencapai 80% konfluen, medium pada tiap sumuran dibuang dan sel dicuci dengan PBS.
Perlakuan sampel pada uji indeks kombinasi dilakukan dengan menambahkan kurkumin

dan kuersetin masing-masing 50ul. dengan konsentrasi sebesar 1Cso, %ICso, % 1Csp tiap
sumuran dalam plate seperti pada Tabel 1.
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Tabel 1. Konsentrasi kurkumin dan kuersetin pada uji kombinasi

Perbandingan Konsentrasi (uM)
ke- Kurkumin Kuersetin
1 26 150
2 13 75
3 6,5 37,5

Langkah selanjutnya plate dikeluarkan dari inkubator dan sel dicuci dengan PBS.
Reagen MTT 0,5 mg/mL sebanyak 100 pl ditambahkan dalam setiap sumuran yang berisi
sampel perlakuan dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 2-4 jam. Sel yang hidup akan
menunjukkan warna ungu karena bereaksi dengan MTT. kondisi sel diamati menggunakan
mikroskop inverted, untuk menghentikan reaksi MTT ditambahkan sebanyak 100 ul SDS
10% dalam 0,01 N HCI sebagai reagen stopper pada tiap sumuran. Plate diinkubasi pada
suhu kamar selama semalam dalam kondisi dibungkus alumunium foil. Absorbansi sel
dibaca menggunakan ELISA reader dan dihitung nilai indeks kombinasinya sebagai
parameter efek sinergisme antikanker (CCRC, 2017).

Analisis Data
1. Analisis ICso Kurkumin dan Kuersetin
Uji sitotoksik dianalisis menggunakan perhitungan persentase sel hidup yang
diperoleh dari pembacaan absorbansi menggunakan ELISA reader dengan rumus berikut:

% Sel hidup = (Absorbansi perlakuan) — (Absorbansi kontrol media) X 100%
ooet aup = (Absorbansi kontrol sel) — (Absorbansi kontrol media) 0

Dari hasil persentase sel hidup dibuat regresi linear hubungan antara log konsentrasi
dengan persen sel hidup. Nilai 50 disubtitusikan pada y dalam persamaan regresi linier.
Hasilnya adalah nilai x, yang mencerminkan konsentrasi di mana % sel hidup mencapai
50%. Nilai I1Cso diperoleh dari antilog x persamaan pada regresi (CCRC, 2017).

2. Analisis Data Indeks Selektivitas

Indeks selektivitas (SI) pada dasarnya mencerminkan seberapa selektif sampel
tersebut terhadap sel uji. Apabila nilai SI melebihi angka 2, hal tersebut mengindikasikan
bahwa zat tersebut selektif terhadap sel kanker (Artun et al., 2016). Indeks selektivitas
dihitung dengan persamaan berikut :

ICs, sel normal
" ICs, sel kanker
3. Analisis Data Indeks Kombinasi

Setelah diperoleh data absorbansi, dicari grafik hubungan antara log konsentrasi
dengan % sel hidup dan menghasilkan persamaan regresi linear y=bx+a. nilai y
disubtitusikan dengan % sel hidup perlakuan kombinasi dan dicari nilai x. Nilai antilog x
adalah konsentrasi kombinasi yang memberikan efek yang setara dengan konsentrasi
tunggal. Rumus yang digunakan untuk mencari indeks kombinasi, yaitu:

- ©:1 , ©2
=0 T (o,

Dimana (Cx): dan (Cx). adalah besar konsentrasi kombinasi yang memberikan efek
yang setara dengan konsentrasi tunggal yakni kurkumin dan kuersetin dan C,, C, adalah
konsentrasi dari kombinasi kedua senyawa untuk memberikan efek yang sama (CCRC,
2017).. Untuk mengetahui apakah nilai indeks kombinasi hasil pengujian menghasilkan
efek sinergis dapat di interpretasikan menggunakan Tabel 1. Setelah mendapatkan nilai
indeks kombinasi dilakukan analisis statistik dengan uji Kruskal-Wallis untuk melihat ada
atau tidaknya perbedaan yang signifikan dari setiap kelompok perlakuan.
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Tabel I1. Interpretasi nilai CI

Nilai CI Interpretasi Data
<0,1 Efek sinergis sangat kuat
0,1-0,3 Efek sinergis kuat
0,3-0,7 Efek sinergis
0,7-0,9 Efek sinergis ringan-sedang
0,9-1,1 Mendekati efek aditif
1,1-1,45 Efek antagonis ringan-sedang
1,45-3,3 Efek antagonis
>33 Efek antagonis kuat-sangat kuat

HASIL DAN PEMBAHASAN
1. Uji sitotoksik pada sel HeLa
Uji sitotoksik merupakan orientasi awal untuk menentukan konsentrasi senyawa uji

yang digunakan dalam uji kombinasi. Pengujian sitotoksik dilakukan dengan
menggunakan metode MTT Assay. Parameter yang digunakan untuk uji sitotoksik yaitu
nilai 1Cso yang menggambarkan konsentrasi suatu sampel dalam menghasilkan hambatan
proliferasi sel sebesar 50% atau menyatakan potensi toksisitas suatu senyawa. Menurut
National Cancer Institute (NCI) terdapat beberapa tingkatan toksisitas suatu senyawa
berdasarkan nilai ICso yaitu : 1Cso < 20 pg/ml = tinggi, ICso 21-200 pg/ml = sedang, I1Cso
201-500 pg/ml =lemah dan ICso > 501 pg/ml = tidak toksik (Sajjadi et al., 2015). Kategori
nilai 1Cso oleh NCI juga menggambarkan bahwa semakin kecil nilai 1Cso maka semakin
toksik senyawa tersebut dan sebaliknya semakin besar nilai 1Csop maka semakin kecil
potensi ketoksikannya. Nilai 1Cso uji sitotoksik diperoleh dari antilog x, hubungan antara
log konsentrasi vs persen sel hidup dengan metode persamaan regresi linear. Seri
konsentrasi yang digunakan untuk uji sitotoksik dengan kurkumin adalah 100; 50; 25; 12,5
UM. Sedangkan untuk seri konsentrasi dengan kuersetin adalah 400; 100; 50; 12,5 puM.
Hubungan antara log konsentrasi larutan uji dan % viabilitas sel HelLa disajikan pada
Gambar 1.
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Gambar 1. Grafik hubungan log konsentrasi kurkumin dan kuersetin vs % viabilitas
pada sel HeLa.

Berdasarkan grafik log konsentrasi vs viabilitas sel diperoleh nilai 1Csq kurkumin
adalah 26,57+ 2,00 uM dan ICso kuersetin adalah 149,52 + 21,09 uM. Sehingga dapat
disimpulkan bahwa kurkumin memiliki aktivitas sitotoksik dengan kategori yang tinggi,
sedangkan kuersetin termasuk kategori senyawa sitotoksik sedang pada sel HeLa. Hasil
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uji sitotoksik kurkumin dan kuersetin pada sel HelLa dapat dilihat pada Tabel I1I.
Selanjutnya dilakukan analisis statistik regresi linier menggunakan SPSS  untuk
mengetahui koefisien korelasi, taraf signifikansi, dan besarnya pengaruh variabel bebas
(X) terhadap variabel terikat (). Pada penelitian ini diperoleh nilai R hitung kurkumin
dan kuersetin adalah 0,986 dan 0,969, yang keduanya lebih besar dari R tabel (0,576)
sehingga dapat disimpulkan bahwa terdapat korelasi antara log konsentrasi kurkumin dan
kuersetin terhadap persen viabilitas sel HeLa. Selain itu juga diperoleh nilai signifikansi
sebesar 0,00 (p<0,05) yang berarti bahwa log konsentrasi kurkumin dan kuersetin
berpengaruh terhadap persen viabilitas sel HeLa. Pada perlakuan menggunakan kurkumin
diperoleh nilai R Square sebesar 0,973 yang mengandung arti bahwa log konsentrasi
kurkumin memiliki pengaruh sebesar 97,3% terhadap viabilitas sel HeLa. Sedangkan pada
perlakuan menggunakan kuersetin diperoleh nilai R square sebesar 0,939 artinya bahwa
log konsentrasi kuersetin memiliki pengaruh sebesar 93,9% terhadap viabilitas sel HeLa
(Hajarisman & Herlina, 2022).

Tabel II1. Hasil uji sitotoksik kurkumin dan kuersetin pada sel HeLa

Sampel Persamaan regresi linier R ICso (uM) Rata-rata
Kurkumin y=-108,79x + 208,15 28,43 26,57 +£2,00
y=-99,225x + 187,71 0,986 24,43
y= - 80,305x+163,98 26,26
Kuersetin y=-37,19x + 131,18 152,35 149,52 + 21,09
y=-33,967x +123,15 0,969 169,05
y=-34,295x + 125,12 127,15

Berdasarkan nilai ICs yang diperoleh dari penelitian ini, diketahui bahwa kurkumin
dan kuersetin memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel HeLa. Efek sitotoksik kurkumin
dan kuersetin disebabkan oleh kemampuannya dalam menginduksi apoptosis dan
menghambat pertumbuhan sel kanker. Kurkumin diketahui dapat memicu henti siklus sel
pada fase G2/M dan memicu apoptosis sel fase G1 dengan menghambat jalur Wnt/[3-
catenin dan NF-«kB pada sel kanker serviks HeLa (Ghasemi et a/., 2019). Kurkumin juga
memediasi apoptosis pada sel kanker serviks dengan mempromosikan generasi ROS yang
pada gilirannya menyebabkan aktivasi protein stres retikulum endoplasma (ERS) (Kim e?
al., 2016). Sejalan dengan senyawa kurkumin, kuersetin secara sistematis mengubah jalur
PI3K, MAPK, dan WNT dengan memodulasi ekspresi beberapa protein yang mengarah
pada penghambatan proliferasi sel, penghentian siklus sel, kerusakan DNA, dan apoptosis
(Sundaram et al.,, 2019). Kuersetin juga diketahui menginduksi stres retikulum
endoplasma tumor (ERS) dan apoptosis pada sel kanker serviks (He ef al., 2021).

2. Uji sitotoksik pada sel Vero
Pengujian sitotoksik pada sel Vero bertujuan untuk mengetahui adanya potensi
ketoksikan dan keamanan dari masing-masing sampel yaitu kurkumin dan kuersetin pada
sel normal Vero. Hasil uji sitotoksik pada sel Vero adalah nilai ICso yang merupakan salah
satu parameter untuk menentukan indeks selektivitas. Hubungan antara konsentrasi log vs
% viabilitas kurkumin dan kuersetin terhadap sel Vero ditunjukkan pada Gambar 2.

Efek Sinergis Kurkumin Dan Kuersetin Sebagai Agen Antikanker.....(Dina Utari)
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Gambar 2. Grafik hubungan log konsentrasi kurkumin dan kuersetin vs % viabilitas
pada sel Vero.

Berdasarkan grafik log konsentrasi vs viabilitas sel didapatkan hasil perhitungan
ICs0 kurkumin adalah 73,89 + 12,93 uM dan ICso kuersetin adalah 1094,47 £+ 15,68 uM.
Sehingga dapat disimpulkan bahwa kurkumin bersifat toksik dengan kategori tinggi,
sedangkan kuersetin bersifat toksik dengan kategori yang lemah pada sel normal Vero.
Sedangkan pada hasil analisis statistik regresi linier menggunakan SPSS ini diperoleh nilai
R hitung kurkumin dan kuersetin adalah 0,988 dan 0,996, yang keduanya lebih besar dari
R tabel (0,576) sehingga dapat disimpulkan bahwa terdapat korelasi antara log konsentrasi
kurkumin dan kuersetin terhadap persen viabilitas sel Vero. Selain itu juga diperoleh nilai
signifikansi sebesar 0,00 (p<0,05) yang berarti bahwa log konsentrasi kurkumin dan
kuersetin berpengaruh terhadap persen viabilitas sel Vero. Pada perlakuan menggunakan
kurkumin diperoleh nilai R Square sebesar 0,976 yang mengandung arti bahwa log
konsentrasi kurkumin memiliki pengaruh sebesar 97,6% terhadap viabilitas sel Vero.
Sedangkan pada perlakuan menggunakan kuersetin diperoleh nilai R square sebesar 0,993
artinya bahwa log konsentrasi kuersetin memiliki pengaruh sebesar 99,3% terhadap
viabilitas sel Vero (Hajarisman & Herlina, 2022).

Tabel I'V. Hasil indeks selektivitas kurkumin dan kuersetin

Sampel Persamaan regresi linier r ICso (uM) Rata-rata
Kurkumin y=-76,513x +184,53 57,31 73,89 + 12,93
y=-82,542x + 193,67 0,988 75,46
y=-85,967x + 199,11 88,88
Kuersetin y=-26,33x + 129,76 1069,66 1094,47 + 15,68
y=-26,833x +132,02 0,996 1139,42
y=-27,922x + 134,65 1075,62

Atas hasil 1Csp kurkumin dan kuersetin pada sel Vero menunjukkan bahwa
meskipun kurkumin tunggal berefek pada sel HeLa namun juga memiliki 1Cso yang
termasuk toksik pada sel Vero (normal). Hal ini mendukung perlunya dikombinasikan
dengan ko-kemoterapi dalam hal ini kuersetin. Pada penelitian ini, perubahan morfologi
sel Vero antar tiap perlakuan juga diamati seperti yang disajikan pada Gambar 3. Sel
Vero yang hidup akan tampak lonjong dan menempel pada dasar sumuran. Sedangkan sel
Vero yang mati akan berubah bentuknya menjadi bulat dan mengapung. Sel HeLa yang
hidup berbentuk bulat dan terdapat inti sel ditengah yang berwarna hitam kecil, sedangkan
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sel HeLa yang mati berbentuk bulat dan warna hitam penuh (Winanta et al., 2021). Bentuk
sel juga tampak terdapat serabut hitam yang menunjukkan telah terbentuknya kristal
formazan, yang menandakan sel yang hidup.

Gambar 3. Hasil uji MTT, A. sel Vero dan B. sel HeLa : 1. Kontrol; 2. Kurkumin 50
puM; 3. Kuersetin 50 uM.

Selanjutnya untuk mengetahui selektivitas kurkumin dan kuersetin terhadap sel
HelLa, dihitung menggunakan parameter indeks selektivitas. Indeks selektivitas dihitung
dengan membandingkan nilai ICso sampel pada sel Vero (normal) dengan nilai 1Cso sampel
pada sel HeLa. Hasil uji indeks selektivitas kurkumin dan kuersetin pada sel Vero adalah
2,78 dan 7,32. Hasil tersebut menunjukkan bahwa kurkumin dan kuersetin selektif
terhadap sel HeLa sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Artun et al (2016) yang
menyatakan bahwa apabila nilai indeks selektivitas melebihi angka 2, hal tersebut
mengindikasikan bahwa zat tersebut selektif terhadap sel kanker (Artun et al., 2016). Hasil
indeks selektivitas kurkumin dan kuersetin disajikan pada Tabel V.

Tabel V. Hasil indeks selektivitas kurkumin dan kuersetin

ICso Indeks
(rata rata = SD nM) selektivitas
Kurkumin  Sel Vero 73,89 + 12,93

Kurkumin Sel HeLa 26,57 + 2,00
Kuersetin ~ Sel Vero 1094,47 + 15,68
Kuersetin ~ Sel HeLa 149,52 £ 21,09

Sampel Sel

2,78

7,32
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3. Uji kombinasi

Uji kombinasi dilakukan setelah mengetahui ICso dari kurkumin dan kuersetin.
Variasi konsentrasi yang digunakan dalam pengujian ini berdasarkan kelipatan dari nilai
ICso masing-masing perlakuan yaitu 1Cso, %2 1Cso, dan ¥ 1Cso. Hal ini dilakukan untuk
mengurangi resiko dari penggunaan kombinasi kurkumin dan Kuersetin. Sehingga seri
konsentrasi sampel untuk kurkumin adalah 26; 13; 6,5 uM dan untuk kuersetin seri
konsentrasi sampel yang digunakan adalah 150; 75; 37,5 uM. Sampel diberikan
berdasarkan peta perlakuan yang telah dibuat. Setelah pemberian MTT serta stopper,
sumuran kemudian diinkubasi di tempat gelap dengan suhu ruang semalaman, absorbansi
dibaca menggunakan ELISA reader dan data yang didapatkan diolah sehingga
mendapatkan hasil kombinasi indeks seperti pada Tabel VI.

Tabel VI. Indeks kombinasi kurkumin dan kuersetin

Konsentrasi Kombinasi

Kurkumin Kuersetin Indeks Kombinasi Kategori Efek
(uM) (nM)

26 150 1,59 + 0,06 Antagonis
26 75 1,55+0,08 Antagonis
26 37,5 1,26 £ 0,06 Antagonis ringan-sedang
13 150 1,37 £ 0,07 Antagonis ringan-sedang
13 75 1,22 £0,08 Antagonis ringan-sedang
13 37,5 1,09 + 0,07 Mendekati efek aditif
6,5 150 1,39 +0,13 Antagonis ringan-sedang
6,5 75 1,08 = 0,03 Mendekati efek aditif
6,5 37,5 0,78 + 0,03 Sinergis ringan-sedang

Hasil dari 9 uji sitotoksik kombinasi kurkumin dengan kuersetin menghasilkan nilai
indeks kombinasi (CI) yang beragam, mulai dari memberikan efek sinergis ringan hingga
antagonis. Pada konsentrasi % 1Cso kurkumin dan kuersetin menunjukkan efek sinergis
yang ringan-sedang terhadap sel HeLa dengan indeks kombinasi 0,78 £ 0,03. Hasil uji
kombinasi kurkumin dan kuersetin pada ICsy dan % ICso menunjukkan sifat antagonis yang
ditunjukkan dengan nilai indeks kombinasi lebih dari 0,9. Efek sinergis cenderung
didapatkan pada konsentrasi rendah dibandingkan konsentrasi tinggi. Efek sinergis
merupakan efek dari dua senyawa yang memiliki kerja serupa atau beda yang
dikombinasikan lalu memberikan efek lebih besar dua kali lipatnya dibandingkan
pemberian senyawa tunggalnya, Efek sinergis terjadi karena obat atau senyawa yang satu
dapat memperkuat efek obat atau senyawa yang lain.

Setelah mendapatkan nilai indeks kombinasi, lalu dilakukan uji statistik untuk
mengetahui perbedaan pada tiap perlakuan. Pertama dilakukan uji Sapiro Wilk digunakan
untuk uji normalitas, dan dan uji Lavene untuk pengujian homogenitas. Hasil dari
pengujian tersebut pada penelitian ini dikatakan homogen dan terdistribusi normal,
dibuktikan dengan nilai sig dari kedua uji tersebut > 0,05. Selanjutnya dilakukan uji one
way Anova yang bertujuan untuk melihat ada atau tidaknya perbedaan pada masing-
masing kelompok perlakuan. Hasil uji one way Anova diperoleh nilai signifikasi sebesar
0,000 sehingga dapat disimpulkan bahwa setiap kelompok perlakuan memiliki perbedaan
yang bermakna (p<0,05). Kemudian dilakukan uji Post Hoc LSD dengan taraf
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kepercayaan 95% untuk mengetahui kelompok yang memiliki perbedaan. Hasil dari uji
Post Hoc LSD menunjukkan bahwa kelompok yang memiliki perbedaan bermakna
terhadap semua perlakuan adalah kelompok dengan kombinasi kurkumin 6,5 pM dan
kuersetin 37,5 uM dengan nilai p = 0,000 (Rosalina et al., 2023).

Kombinasi kurkumin dan kuersetin secara signifikan menghambat proliferasi,
menghentikan siklus sel, dan menginduksi apoptosis sehingga menunjukkan aktivitas
sinergis yang lebih kuat dibandingkan penggunaan obat tunggal (Pellegrino ef al., 2023).
Kurkumin dan kuersetin memiliki berbagai jalur yang dapat menyebabkan apoptosis pada
sel kanker. Salah satunya melalui jalur Wnt/B-catenin yang dapat memproduksi berbagai
jenis gen, beberapa di antaranya adalah siklooksigenase 2 (COX2), cyclin D1, dan Dvl2.
Pada berbagai jenis tumor, ditemukan bahwa cyclin D1 diekspresikan secara berlebihan
sehingga dapat memfasilitasi sel dari fase G, ke fase S. Kurkumin dan kuersetin diketahui
mempengaruhi regulasi cyclin D1 dan Axin 2 yang kemudian dapat mereduksi -catenin
sehingga menekan gen proliferasi sel (Srivastava & Srivastava, 2019). Penelitian lainnya
pada sel Triple Negative Breast Cancer menyatakan bahwa kombinasi kuersetin dan
kurkumin meningkatkan promotor asetilasi BRCA1 histon H3K9. Kuersetin mengatur
tingkat ekspresi agen proinflamasi seperti COX2 dan mengontrol asetilasi histon.
Kuersetin juga dapat menghambat ekspresi B-catenin (Kundur et al., 2019).

Pengobatan kombinasi dengan kurkumin dan kuersetin menginduksi apoptosis
melalui jalur mitokondria. Pada sel kanker lambung MGC-803, kurkumin dan kuersetin
menghasilkan penghambatan proliferasi sel yang signifikan disertai hilangnya potensi
membran mitokondria, pelepasan sitokrom, dan penurunan fosforilasi AKT dan ERK
(Zhang et al., 2015). Penelitian serupa juga menunjukkan bahwa kombinasi kuersetin dan
kurkumin memiliki potensi merusak integritas membran mitokondria melalui produksi
ROS yang berujung pada pelepasan sitokrom c ke sitosol. Setelah dilepaskan dari
mitokondria, sitokrom ¢ dapat berinteraksi dengan Apaf-1, procaspase-9, dan dATP/ATP
dan membentuk kompleks apoptosome. Kompleks apoptosome memberikan mekanisme
aktivasi caspase-9 yang memicu reaksi kaskade caspase dan mengaktitkan caspase-3
untuk menghidrolisis protein substrat, termasuk PARP yang terbelah, dan akhirnya
mengarah pada apoptosis. (Altundag ef al., 2018). Hal ini juga sejalan dengan penelitian
in vivo yang menyatakan bahwa kombinasi kurkumin dan kuersetin juga mampu
meningkatkan aktivitas caspase-3 dan -9 yang penting dalam terjadinya apoptosis pada sel
kanker (Zhang & Zhang, 2018).

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan kombinasi kurkumin dan kuersetin
memiliki aktivitas antikanker dan selektif pada sel kanker serviks HeLa serta berefek sinergis
ringan-sedang dengan indeks kombinasi 0,78 pada konsentrasi 4 ICsp.
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