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AKTIVITAS ANTIKANKER KATARANTIN PADA SEL MOUSE MAMMARY
CANCER MmT06054

Dingse Pandiangan”, R. Esyanti”, Edwin de Queljoe"

ABSTRAK

Kebutuhan terhadap obat anti kanker yang sangat mahal harganya mendorong para peneliti dan
industri farmasi untuk mencari terobosan baru dengan harapan mendapatkan senyawa antikanker
baru. Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mendapatkan senyawa antikanker baru dengan
memanfaatkan katarantin sebagai prekursor, sehingga harga kemoterapi kanker dapat ditekan.
Tujuan khususnya adalah memperoleh informasi ilmiah mengenai aktivitas antikanker katarantin
untuk meneckan pertumbuhan sel kanker. Penelitian ini dilakukan untuk menguji aktivitas
antikanker senyawa aktif katarantin. Uji yang harus ditempuh suatu senyawa aktif yang dikaitkan
dengan antikanker adalah uji aktivitas. Uji aktivitas katarantin ini dilakukan dengan teknik in vitro
dengan menggunakan sel mouse mammary cancer MmT06054. Daya hambat pertumbuhan
kanker ditentukan dengan menghitung sel hidup dan mati. Penentuannya dengan menggunakan uji
MTT. Absorbansi formazan (hasil reduksi MTT) diukur pada panjang gelombang 560 nm.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa morfologi sel kanker terlihat jelas epiteloid dan tidak
mengalami perubahan morfologi selama perlakuan. Jumlah sel semakin menurun dengan
meningkatnya konsentrasi katarantin. Hasil pengukuran absorbansi pada uji MTT menunjukkan
adanya penurunan absorbansi dengan persamaan Y = -0,0034x + 0,8339 dengan R’ = 0,9765.
Dari persamaan tersebut dapat ditentukan IDs, yaitu 98,2 pg/mL. IDs, yang demikian tidak
mendukung dan membantah pernyataan beberapa publikasi sebelumnya yang menyatakan bahwa
katarantin adalah senyawa antikanker. Dinyatakan suatu senyawa murni sebagai antikanker
apabila IDs, < 20 pg/mL. Hal ini menunjukkan bahwa katarantin murni tidak aktif sebagai
antikanker. Namun berperan penting sebagai prekursor antikanker dimeralkaloid.

Produksi katarantin sangat penting diteruskan dan ditingkatkan, oleh karena melalui kultur in vitro
kandungan katarantin dapat ditingkatkan, sedangkan alkaloid dimerik yang digunakan senbagai
antikanker selama ini sangat rendah. Jelas bahwa produksi antikanker secara in vitro akan
mengalami kesulitan dan produksinya sangat rendah. Produksi antikanker akan berhasil dengan
memanfaatkan bioreaktor hanya dengan produksi monomer kemudian dengan metoda semi-
sintetik digabungkan menjadi antikanker dimerik alkaloid. Produksi monomerik tinggi dan cepat
tentu produksi antikanker dimerik Juga tinggi dan cepat.

Kata kunci : Anti kanker, katarantin.

ANTICANCER ACTIVITY OF CATHARANTHINE TO CELL OF MOUSE
MAMMARY CANCER MmT06054

ABSTRACT

Cancer is not easy to be cured. More over its could reappear after a surgery proses. To cure cancer
is very difficult beside that the medicines used are very expensive. Some researcher reported that
through tissue culture such as suspension cells, callus, roots and aggregates cultures production
of alkaloid in C. Roseus were enhance. This research aims was to investigated the new anticancer
substances by using the catharanthine as precursor, then the cost of chemotherapy could be
decreased. The objective of this research were to investigated the information about catharanthine
activity to supressed the cancer cell growth and to find out the cell cancer respons by in vitro to
bioactive substances from cell aggregate extract. This research was done for catharanthine and
extract cell aggregat anticancer activity assays. Its done by in vitro and using mouse mammary
cancer MmT 06054. The growth inhibition of cancer was determined with MTT assays. The

1) Program Studi Biologi FMIPA UNSRAT, Manado
2) Program Studi Biologi, SITH ITB Bandung




108 Jurnal Iimiah Sains Vol. 8 No. 1, April 2008

absorbance of formazan (MTT reduction ) was determined at 560 nm. This absorbances used to

determined the IDs.

The result indicated that the cell morphology was epitheloid and change not occured belong
treatment. The amount of cell decreased be in accordance with catharanthine and extract cell
aggregate concentration. The measuring of absorbance indicated that catharanthine treatment was
decreased amount of cancer cell, with the equality, Y = -0,0034x + 0,8339 with R* = 0,9765.
From this equality the ID was find out 98.2 pg/ml. This result indicated that catharanthine didn’t
active as anticancer but it have a role as precursor or monomer dimeric alkaloid anticancer at C.
roseus. Production of catharanthine very important to continued and increased, because the
catharanthine contents by in vitro was high, while dimer alkaloid content was a little. The
anticancer production succeed with useful catharanthine as monomer. Production anticancer
alkaloid dimeric succeed by in vitro with tecnology semi-synthetic among catharanthine and
alkaloid monomeric other. If the amount catharanthine abundant, then the amount of anticancer
abundant too. Because of that catharanthine production in bioreactor be needed at the 2008 year.

Keywords: Anticancer, catharanthine

PENDAHULUAN

Penelitian tentang senyawa bioaktif
secara konvensional saat ini sudah banyak
dilakukan di Indonesia. Namun sampai hanya
pada batas wacana, belum sampai pada skala
industri.  Penggunaan  tanaman  secara
konvensional akan menimbulkan habisnya
sumberdaya alam apabila tidak diikuti dengan
teknik kultur jaringan atau bioreaktor. Salah
satu kelebihan teknik ini adalah dapat
dilakukan pengontrolan pertumbuhan sel dan
pengaturan proses-proses metabolisme secara
otomatis untuk peningkatan produktivitas.
(Anderson et al, 1986; Fowler, 1983; Zenk et
al, 1977).

Salah satu masalah pembangunan
nasional yang menjadi prioritas adalah
kesehatan masyarakat. Akhir-akhir ini banyak
yang menderita penyakit kanker. Pada
awalnya penyakit kanker disebut penyakit
genetik, namun sekarang ini tidaklah
demikian. Keluarga yang tidak pernah
menderita penyakit kanker pun, sekarang ini
sudah jadi penderita. Hal ini menunjukkan
bahwa kesehatan masyarakat semakin tidak
baik. Pada tahun 2000, frekuensi penyakit
kanker payudara pada wanita menduduki
peringkat pertama. Di Indonesia mencapai
25.208 kasus per tahun dan kematian hampir
50% yaitu 10.881 orang per tahun (Parkin et
al., 2005). Kematian tersebut 90% disebabkan
karena observasi dilakukan pada stadium
lanjut. Hal ini terjadi karena mahalnya obat-
obatan dan terapi di Indonesia, karena masih
tergantung dengan luar negeri. Apabila
produksinya sudah dilakukan sendiri di

Indonesia sudah tentu dapat menekan harga
obat kanker. Obat kanker dan terapi
tumbuhan tradisional sangat baik juga
menekan angka resiko tersebut. Dengan
adanya penelitian ini besar harapan produksi
antikanker bisa dilakukan di Indonesia yang
tentu dimulai dari perguruan tinggi yang
menciptakan peneliti yang ulet dan tangguh.

Pengobatan kanker sangat sulit dan
obat-obatannya yang sangat mahal, seperti
vinblastin yang berharga 16,70 US$ per
miligram atau sekitar Rp. 1.670.000,00 per
gram (catalog Sigma-aldrich, 2001, dengan 1
Dolar Amerika sama dengan Rp 10.000).
Kemoterapi kanker leukemia dengan
menggunakan vinblastin diberikan dosis
normal untuk dewasa 1-1,4 mg/m’ permukaan
tubuh setiap 1 kali seminggu (De Padua &
Bunyapraphatsara, 1999). Berbagai jenis
alkaloid antikanker seperti Kkatarantin,
vinblastin, vindesin, vinorelbin dan vinkristin
telah di produksi dari C. roseus secara in vivo.
Produksi 50 mg vinkristin dan 2 g vinblastin
membutuhkan 1 ton daun kering C. roseus,
karena kandungan dalam daun hanya sekitar
0,70-0,82 % (Samiran, 2000). Namun
Verpoorte et al. (1993) menyatakan bahwa
katarantin dapat diproduksi 230 mg/l dalam
kultur suspensi sel setelah 1 minggu
pertumbuhan. Hal tersebut menunjukkan
bahwa penerapan kultur jaringan atau
bioreaktor dalam memproduksi alkaloid
antikanker sangat menguntungkan, konsisten
dan cepat.

Pada penelitian sebelumnya oleh
penulis telah dilakukan berbagai upaya untuk
membuktikan kandungan katarantin dalam
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kulur jaringan mulai dari kalus sampai pada
tingkat sel. Disamping itu juga dilakukan
proses peningkatan dengan berbagai cara
seperti penambahan zat pengatur tumbuh
NAA, prekursor, dan elisitasi. Ada hasil yang
menggembirakan untuk  memproduksi
katarantin tersebut dengan memanfaatkan
hasil-hasil tersebut. Namun ada hal yang
menjadi  pertanyaan selama penelitian
berjalan. Apakah benar katarantin ini
mempunyai kemampuan untuk menekan
pertumbuhan kanker? Untuk menjawabnya
peneliti mencoba menelusuri beberapa
pustaka baik jurnal, buku, internet bahkan
kontak person lewat e-mail kepada Prof.
Jolicuour di Belanda yang telah meneliti
tentang katarantin dalam hal sintesisnya.
Beliau memberi jawaban bahwa hal itu belum
pernah dipelajari sehingga pertanyaan belum
terjawab sampai saat ini. Laporan yang sudah
ada adalah bahwa katarantin adalah senyawa
prekursor untuk sintesis vinblastin dan
vinkristin. Tapi pada beberapa buku ditulis
secara implisit bahwa katarantin juga sebagai
antikanker, namun belum ada yang
menyatakan dalam jurnal (hasil penelitian).
Untuk mengatasi masalah di atas maka perlu
dilakukan suatu penelitian untuk menguji
aktivitas  antikanker katarantin  dengan
menggunakan lini sel

Tujuan dan Manfaat Penelitian

1 Mampu melakukan uji penghambatan
pertumbuhan sel oleh katarantin dengan
mengamati viabilitas sel yang dilakukan
secara in vitro tanpa harus menggunakan
hewan utuh yang merupakan suatu
langkah mengurangi pembunuhan hewan
sebagai langkah efisiensi.

2 Mampu membuktikan seberapa besar IDs
katarantin dan ekstrak hasil kultur
jaringan terhadap sel kanker, sebagai
rujukan untuk melangkah pada penelitian
selanjutnya.

3 Memperoleh informasi ilmiah mengenai
efektifitas katarantin untuk menekan
pertumbuhan  kanker  sebagaimana
informasi yang sudah lama beredar di
masyarakat.

4 Mengetahui respons sel kanker terhadap
senyawa  bioaktif katarantin  yang
diharapkan dapat menekan pertumbuhan
sel-selnya  sebagai  acuan  untuk

menetapkan apakah katarantin sendiri

dapat  dijadikan  sebagai

antikanker atau tidak.

sényawa

METODOLOGI PENELITIAN

Pembuatan Larutan Induk Katarantin

Ekstrak kering hasil isolasi pada
tahun 2006 yang berisi Kkatrantin dan
katarantin murni ditimbang sebanyak 1 mg
dan dimasukkan ke dalam eppendorf ukuran 1
mL. Pada tabung ditambahkan 0,1 mL larutan
DMSO steril sampai larut. Kemudian
ditambahkan aquadest steril sampai garis
tanda 1 mL dan divortex sampai homogen.
Larutan yang diperoleh disaring dengan
membran filter 0,45 pm dan dimasukkan ke
dalam tabung bertutup steril. Konsentrasi
larutan induk yang diperoleh 1000 mg/L.
Pembuatan Katarantin
(Sampel)

Larutan Uji

Tabung bertutup steril dipersiapkan
sebanyak 3 buah. Tambahkan 880 pl larutan
DMSO 10 % steril pada tabung 1, 2 dan 3.
Tabung 1 tidak diisi katarantin dan sebagai
larutan kontrol digunakan larutan DMSO 10
% steril. Pada tabung 2 ditambahkan 120 pl
larutan induk katarantin hasil ekstraksi
kemudian  digoyang perlahan  sampai
homogen. Tabung 3 ditambahkan larutan
induk Kkatarantin murni 120 pl kemudian
digoyang perlahan sampai  homogen.
Konsentrasi larutan uji yang diperoleh 120
mg/L. Pembuatan konsentrasi lainnya
dilakukan dengan cara yang sama, sehingga
variasi katarantin standar dari 0, 15, 30, 60,
120, mg/LL demikian juga katarantin hasil
ekstraksi agregat sel.

Cara Kerja Uji Antikanker
Bahan percobaan

Pada penelitian ini digunakan sel
mouse mamary cancer MmI 06054 yang
dipelihara di dalam botol kultur berisi
medium pemeliharaan yang mengandung
medium dasar RPMI-1640 dari Gibco dan
Fetal Bovine Serum (Gibco) 10%) . Sel
diinkubasi dalam inkubator CO, (Forma
Scientific) pada suhu inkubasi 36,5°C,
kelembaban 90% dan kadar CO, 5%.
Katarantin yang digunakan adalah katarantin
murni yang diperoleh dari Verpoorte dan
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Magdy El-Sayed dari Laboratorium Gorlaeus,
Pusat Ilmu Pengetahuan Biofarma, Leiden—
Nedherland.

Sterilisasi alat dan medium

Alat-alat medium yang digunakan
berada dalam keadaan steril. Semua alat yang
digunakan dicuci terlebih dahulu. Alat-alat
gelas dan plastik disonikasi dengan sonikator
(Baranson a Smith kline Company) selama 30
menit, kemudian dikeringkan dalam oven
(Heraeus) 60°C. Alat-alat gelas disterilkan
dengan oven (Heraeus) pada suhu 180°C
selama 2 jam, sedangkan alat-alat yang
terbuat dari plastik disterilkan dengan
autoklaf (Electric pressure steam sterilizer
model 25X) pada suhu 121°C, tekanan 15
Ibs/inch’ selama 20 menit.

Medium dasar disterilkan dengan
metode filtrasi menggunakan membran
milipore 0,2 pm (Gelman Sciences) Medium
perlakuan, larutan tripsin serta larutan EDTA
difiltrasi dengan menggunakan Acrodisc
syringe filter yang memilki pori 0,2 pm.
Larutan FBS disterilkan menggunakan
autoklaf pada suhu 121°C, tekanan 15
Ibs/inch® selama 30 menit.

Kultur sel

Pengkulturan sel dilakukan dalam
kondisi steril. Sel mouse mamary cancer
MmT 06054 dipelihara dengan 5 mL medium
pemeliharaan dalam botol kultur 25 cm’
(Nunclon). Medium pemeliharaan diganti
setiap 2 hari dan subkultur dilakukan ketika
kultur sel telah memenuhi 80% substrat.
Subkultur dilakukan seperti cara yang
digunakan Alley (1998)

Kuantifikasi jumlah sel

Kultur sel yang telah memenuhi 80%
substrat siap untuk didisosiasi. Disosiasi
dilakukan dengan cara pencucian kultur sel
dengan FBS sebanyak 3 kali lalu dibilas
dengan EDTA 0,02 % dan diberi tripsin 0,25
% serta diinkubasi pada suhu 37 % dalam
inkubator CO® selama 2 menit sampai sel
lepas dari substrat botol kultur. Suspensi sel
ditambah dengan medium pemeliharaan yang
mengandung 5% FBS dengan perbandingan
volume 1:1 Sel kemudian disentrifugasi
dengan kecepatan 1000 rpm selama 5 menit.
Supernatan hasil sentrifugasi dibuang dan

pelet sel diberi medium pemeliharaan. Sel
hidup dihitung dengan menggunakan
hemasitometer tipe Improved Neubauer
dengan rumus perhitungan Freshney, (2000).

Perlakuan Sel Kanker dengan Katarantin

Perlakuan dilakukan dengan
menggunakan multiwell plate dengan 96
sumur. Dalam percobaan, sebelum sel diberi
perlakuan, masing-masing 2.000 sel per
sumur ditanam dengan medium dasar yang
diberi 2% FBS dalam multiwell plate dan
diinkubasi semalam atau 24 jam agar sel
melekat pada substrat. Pada hari berikutnya
sel diberi perlakuan.

Kelompok percobaan dibagi menjadi
dua yaitu kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan. Kelompok kontrol yaitu sel yang
dipelihara dalam medium SFDM tanpa diberi
katarantin  (K). Kelompok  perlakuan
merupakan sel yang dipelihara dalam medium
Serum Free Define Medium (SFDM). Pada
setiap kelompok percobaan, sel ditanam
dalam cawan petri kultur multiwell dengan
96 sumur (Nunclon).

Sel diinkubasi selama 48 jam dan
medium perlakuan diganti setiap 24 jam.
Pengamatan morfologi  sel  dengan
menggunakan mikroskop fase kontras (Nikon
eclipase TE 300) dilakukan pada masa
inkubasi 0, 24 dan 48 jam. Tahap pengerjaan
ini diulang sebanyak 3 kali. Hasil pengamatan
didokumentasikan dengan Nikon Digital
camera DXF 1200F dan program ACT-1
versi 2.

Pengukuran aktivitas antikanker dengan
MTT Assays

Aktivitas proliferasi sel setelah
perlakuan diukur dengan pemberian larutan
MTT. Medium dibuang dan diberi 200 pL
medium dasar yang mengandung 2% FBS dan
50 pL larutan MTT untuk setiap sumur. Sel
diberi MTT untuk mengukur efek sitotoksik
sampel (katarantin dan ekstrak). Sel
diinkubasi kembali selama 4 jam pada suhu
37°C dengan kondisi gelap. Setelah itu,
medium dibuang dan diberi 200 pL. DMSO
dan 25 pL bufer glisin. Intensitas warna
kemudian diukur dengan menggunakan
microplate reader pada panjang gelombang
560 nm. Intensitas absorbansi warna dibuat
untuk mencari nilai Inhibition concentration
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sebanyak 50 % (ICso) dari katarantin dan
ekstrak agregat sel.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pengamatan uji MTT dari sel
kanker dengan perlakuan katarantin murni
dapat dilihat pada Tabel 1. Data tersebut
merupakan rata-tara absorbansi dari 8 kali
pengukuran yang sudah dikurangi absorbansi
blanko masing-masing. Kemudian rata-rata
absorbansi di buat persamaan regresinya
(Gambar 13), yaitu Y = -0,0034x + 0,8339
dengan R*> = 0,9765. ID50 dihitung dengan
menentukan Y (absorbansi formazan) 0,5,
yang artinya 50% sel mati dan 50 % sel hidup
(Fresney (2000). Melalui subsitusi Y= 0,5
pada persamaan tersebut diperoleh ID 50
adalah 98,2 pg/mL (Gambar 1). Hasil ini
menunjukkan bahwa Kkatarantin murni itu
sangat rendah antikankernya, atau tidak aktif.
Tabel 1. Rata-rata  hasil  pengukuran
absorbansi formazan pada uji
MTT sel mouse mammary cancer
MmT 06054 pada A 560 nm
dengan  perlakuan  berbagai
konsentrasi katarantin murni.

Katarantin
(pg/mL) Absorbansi A 560 nm+Stdv
0 0,861+0,037
15 0,788+0,057
30 0,691+0,052
60 0,626+0,051
120 0,0435+0,054

Menurut Alley (1988) dan Geran ef
al. (1972) bahwa suatu senyawa murni
dikatakan aktif apabila nilai ICsy sekitar 2-4
pg/mL. Bila dibandingkan dengan hasil
pengamatan maka katarantin itu sendiri
bukan antikanker. Katarantin merupakan
prekursor atau monomer untuk antikanker
dimerik alkaloid seperti vinblastin, vinkristin
(ISO, 2006; Noble, 1990), vinorelbine,
vindesin (de Papua et al., 1999; Roberge et
al, 2000). Penelitian ini menegaskan
kesalahan persepsi yang selama ini terjadi
bahwa katarantin adalah senyawa antikanker
(Wijawakusuma ef al. 1992 dan Dalimartha,
2004). Nama katarantin memang merupakan
nama yang sama dengan Catharanthus
roseus. Uji sitotoksik pada ekstrak C. roseus

yang sangat aktif sebagai antikanker bukan
karena katarantin yang ada di ekstrak
tersebut, tetapi karena adanya vinkristin,
vinblastin, vindesin dan vinorelbin dalam
ekstrak tersebut.

y = -0,0034x+ 0,839
R* = 0,9765

ID50 = 98.2 pgiml.

< 03

o 15 30 45 60 15
Katarantin (ug/mi)

105 120

Gambar 1. Persamaan garis hasil MTT
katarantin pada konsentrasi 0,
15, 30, 60, 120 pg/mL dan
penentuan ID50 pada 98 pg/mL

Hasil analisis regresi absorbansi uji
MTT digunakan untuk penentuan IDs, Hasil
menunjukkan bahwa katarantin kurang efektif
sebagai antikanker. Hal ini dibuktikan dengan
membandingkan antara kontrol dengan
katarantin. Dari hasil uji t pada a = 0,001
maka diperoleh hasil bahwa katarantin tidak
berbeda nyata dengan kontrol. Walaupun
perbedaan itu jika dikaitkan dengan aktivitas
sebagai antikanker tetap tidak afektif, hal itu
disebabkan karena IDs; nya masih jauh dari
vang ditentukan yaitu < 20 pg/mL. IDs
ekstrak agregat sel masih di 58,5 pg/mL.

Jika dikaitkan dengan aktivitas
antikanker obat antikanker vinkristin dan
vinblastin, maka katarantin tidak efektif
sebagai antikanker. Hal ini dibahas dari hasil
uji  antiproliferasi dan anti-calmodulin
vinkristin dan vinblastin yang dilakukan oleh
Molnar et al. (1995) menunjukkan bahwa ICs,
vinkristin adalah 400 pM atau IDs, adalah
0,39 pg/mL dan ICs, viblastin adalah 430
pM atau IDs, adalah 0,37 pg/mL. Apabila
dibandingkan dengan hasil tersebut, maka
katarantin tidak dapat dijadikan antikanker
sendiri, tetapi harus digabungkan dengan
vindolin atau monomerik alkaloid lainnya
(Verma et al. 2007).

Sebagaimana dilaporkan oleh de
Padua ef al. (1999), Verma et al.(2007) dan
Roberge et al. (2000) senyawa antikanker
vinkristin dan vinblastin tidak dapat
didapatkan dengan teknik sintetik kimia total,
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disamping itu selama ini antikanker komersial
tersebut dibuat secara semisintetik dan teknik
semisintetik  tersebut dikerjakan dengan
menggabungkan monomer katarantin dengan
monomer alkaloid lainnya dengan oksidasi
katarantin singlet oksigen dalam larutan asam
HCL 0,1 M (Verma, et al. 2007).

KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

a) Penghambatan pertumbuhan sel kanker
oleh katarantin yang dilakukan secara in
vitro atau IDs, katarantin terjadi pada
98.2 pg/mL.

b) Katarantin tidak efektif untuk menekan
pertumbuhan kanker melalui uji MTT.
Lebih efektif digunakan monomer atau
prekursor antikanker dimer alkaloid (obat
antikanker).

c) Ekstrak agregat sel dan katarantin tidak

efektif setelah dibandingkan dengan
aktivitas  antikanker  vinkristin  dan
vinblastin.

Saran

Perlu dilanjutkan produksi katarantin
pada skala bioreaktor, ini sangat penting
karena produksi senyawa antikanker dimerik
alkaloid  seperti  vinorelbin, vindesin,
vinblastin dan vinkristin, sangat rendah pada
in vitro sedangkan untuk mengatasi ekplorasi
sumber daya alam sebagai tumbuhan obat
agar tidak mengalami kepunahan teknik in
vitro  sangat dibutuhkan.  Semisintetik
merupakan solusi produksi antikanker yang
tepat dengan menggabungkan Katarantin
dengan monomerik alkaloid lainnya agar
antikanker baru didapatkan.
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