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Abstract

Kanker lidah merupakan kanker yang paling sering terjadi pada rongga mulut.Penyebabnya
multifaktorial dimana memacu pertumbuhan karsinogenesis. Sampai saat ini terapi untuk
kanker  dilakukan dengan pembedahan,kemoterapi,radioterapi dan terapi kombinasi.
Terobosan baru untuk terapi kanker yang berpotensi dalam peningkatan apoptosis adalah
dengan menggunakan terapi herbal.Dalam hal ini yaitu fenol, fenol adalah suatu senyawa
agen antikanker yang berpotensi dalam peningkatan apoptosis sel kankerr lidah.Daun
Binahong merupakan salah satu tanaman herbal yang berpotensi karna terdapat kandungan
senyawa fenol.Tujuan dari penelitiian ini adalah untuk mengkaji hubungan antara enktrak
etanol daun binahong dengan apoptosis sel kanker lidah manusia (SP-C1).Penelitian ini
dilakukan dengan metode eksperimental laboratoris murni. Sel kanker lidah manusia (SP-C1)
diperlakukan dengan tujuh konsentrasi bawah dan atas IC50 dan ekstrak etanol daun
binahong, termasuk 0,50,100,200,300,400,500 pg/ml. pada uji apoptosis, dilakukan
pengecatan sel menggunakan Aridine orange dan ettidium bromide setelah diinkubasi selama
24 jam. Penggunaan mikroskop flourosence digunakan untuk menghitung sel. Sel yang hidup
akan tercat hijau, sel yang apoptosis bewarna kekuningan sedangkan yang nekrosis akan
tercat merah. Data dianalisis dengan uji saphiro-wilk dan uji levene untuk normalitas dan
homogenitas data, jika analisis data normal maka dilanjutkan dengan uji parametrik: korelasi
Pearson,regresi linear dan salah satu hasil ANOVA satu jalur. Menunjukkan bahwa ada
korelasi yang kuat antara ekstrak etanol daun binahong dengan apoptosis sel.
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Pendahuluan

Kanker merupakan penyebab kematian nomor dua di dunia (Damayanti,
2010).Kanker terdapat di berbagai jaringan dan organ, sejalan dengan
pertumbuhan dan perkembangannya, sel-sel kanker membentuk suatu komunitas
dari jaringan ganas yang bisa menyebar (Metastasis) ke seluruh tubuh (Sarmoko,
2008). Macam kanker yaitu kanker payudara,kanker prostat,kanker kulit, kanker
usus, kanker paru, kanker mulut dan kanker lidah.

Kanker mulut merupakan penyebab kematian yang menempati peringkat
ketiga sesudah kanker lambung dan rahim sedangkan kanker lidah menempati
39,95% dari kanker mulut. Peninggkatan kanker mulut pada laki-laku dijumpai
20000 kasus setiap tahun, sedangkan pada wanita sekitar 10.000 kasus setiap
tahunnya.

Karsinoma sel skuamousa mempunyai ciri-ciri penyakit yang sulit untuk
disembuhkan dan termasuk masalah kesehatan utama di dunia. Prognosis kanker
masih belum memuaskan, walaupun telah dilakukan secara holistik (Syafriadi,
2008). Karsinoma lidah bisaanya berupa ulserasi dengan ukuran yang kecil
bewarna abu-abu, merah muda sampai merah. Kurang lebih 60% dari lesi tersebut
terdapat pada 2/3 anterior lidah, umumnya dijumpai pada permukaan ventral dan
bagian lateral lidah, karena kedua permukaan tersebut dilapisi mukosa non
keratinisasi yang lebih tipis sehingga kemampuan karsinogen lebih kecil.

Insidensi pada kanker lidah pada usia tua lebih besar disbanding dengan
usia muda. Semakin meningkatnya usia semakin tinggi insidensi terjadinya
kanker.

Etiologi karsinoma sel lidah manusia masih belum diketahui penyebab
jelas dari kanker tersebut. Tetapi dapat dikaitkan dengan beberapa faktor yang
memicu terjadinya karsinogenesis yaitu dari faktor karsinogen kimia, misalnya
perokok yang didalamnya mengandung senyawa nikotin yang berefek pada
karsinogen, faktor karsinogen fisika, misalnya kebersihan mulut yang buruk,
radiasi, kebiaaan buruk seperti mengunyah pinang,sirih,dan sebagainya yang
dapat memicu Kkarsinogen (Desen, 2011)faktor karsinogen biologik,
mikroorganisme dapat juga terinfeksi treponema pallidum, HPV (Human
papilloma virus) dan timbulnya kanker lidah jenis tertentu (Desen, 2011).



Metode

Penelitian ini  bersifat eksperimental laboratoris murni. Variabel
pengaruhnya adalah konsentrasi ekstrak etanol daun binahong (Anredera
cordifolia Tenorea Steenis), yaitu 0, 50, 100, 200, 300, 400, dan 500 pg/ml,
variabel terpengaruhnya adalah potensi peningkatan apotosis pada karsinoma sel
skumosa lidah manusia (biakan sel SP-C1). Untuk variabel terkendalinya yaitu
volume ekstrak etanol daun binahong, biakan sel kanker lidah (SP-C1), jumlah sel
yang digunakan, yaitu 20.000 sel/well untuk uji apoptosis, waktu inkubasi selama
24 jam, dalam kondisi inkubasi (Kelembaban udara 95%, 5% CO2 dan
temperature 37°C).

Uji apoptosis yang digunakan adalah dengan pewarnaan Ethidium bromide
dan Acridine Orange. Sel yang sehat akan tercat warna hijau, sel yang tercat
bewarna kuning adalah sel yang apoptosis sedangkan sel yang tercat warna merah
yaitu sel nekrosis dengan alat pengamatan menggunakan mikroskp flourosence.
Obyek pada penelitian ini adalah biakan sel Supri’s clone (SP-C1) yang
mengalami apoptosis terlihat bewarna kuning dengan pewarnaan ethidium
bromide dan Acridine Orange.

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah laminar air flow,
mikropipet, gelas corong, inkubator CO2, neraca digital, tabung centrifuse,
centrifuge, mikro plat 24 well, NUNC Coverslip, mikroskop flouresence,
mikroskop inverted, flask, almari pengering, vacuum evaporator, appendorf cup,
rak appendorf obyek gelas, pinset serta blender, kamera digital.

Sedangkan bahan pada penelitian ini adalah ekstrak etanol daun binahong
(Anredera cordifolia Tenorae Steenis), biakan sel Supri’s clone(SP-C1), DMEM(
Dubecco’s  modfield eagle  medium), Penissilin  streptomicyn 3%,
DMSO(Dimethylsulphoxide),Aquadest, Etanol 70%, FBS (Fetal bovine serum),
Fungizon 1%, PBS(Phosphat buffer saline), Ettidium bromide acridine, Acridine
Orange.

Pembuatan ekstrak pada penelitian ini Daun binahong (Anredera
cordifolia (Ten.)Steenis) yang sudah dicuci bersih kemudian dikeringkan dalam
almari pengering 45°C kemudian dijadikan serbuk menggunakan blender sampai
halus. Pembuatan ekstrak ini menggunakan cara maserasi, Yyaitu dengan
merendam 1000 mg bubuk simplisia daun binahong dalam 1000 ml etanol 70%,
kemudian di inkubasi selama 3 kali 24 jam atau 3 hari. Selanjutnya dilakukan
pemisahan zat aktif dan etanol menggunakan vacum evaporator. Zat aktif dibuat
stok 1 gr/ml. selanjutnya diencerkan menjadi konsentrasi (0,50,100,200,300,400
dan 500 pg/ml). Etanol digunakan sebagai bahan pengekstrak karna memiliki



beberapa kelebihan, yaitu lebih selektif, mudah saat pengenceran dan kuman sulit
tumbuh dalam etanol 20%.

Setelah itu dilakukan pengecatan menggunakan Acridine Orange yang
dilanjutkan dengan etidium bromide lalu diamati meggunakan mikroskop
flouresence dari tiap-tiap konsentrasi dimulai konsentrasi tertinggi hingga
konsentrasi terendah.Kemudian dilakukan foto sel dari pengecatan yang
dilakukan.Hasil penelitian potensi peningkatan apoptosis dengan ekstrak etanol
daun binahong terhadap sel kanker lidah manusia (SP-C1) dapat diketahui dengan
uji apoptosis sel kanker lidah manusia.

Semakin banyak tingkat apoptosis sel akibat perlakuan dengan ekstrak
etanol daun binahong menunjukkan bahwa konsentrasi ekstrak tersebut berpotensi
pada apoptosis sel SP-Cl.Sebaliknya, jika sel SP-C1 tidak banyak yang
terapoptosis maka ekstrak etanol daun binahong tidak mempunyai efek dalam
potensi peningkatan apoptosis.

Sebelum dilakukan analisis lebih lanjut, data di analisis dengan uji Saphiro
Wilk untuk menunjukkan apakah data terdistribusi normal atau tidak.Jika normal
maka dapat dilakukan analisis selanjutnya yaitu dengan analisis untuk
memprediksi besarnya nilai variabel pengaruh terhadap variabel terpengaruh.
Syarat uji ANOVA adalah distribusi datanya yang normal dan variansi nya sama.
Uji ANOVA diikuti dengan uji LSD untuk melihat apakah ada perbedaanyang
bermakna antara masing-masing kelompok variabel pengaruh dan variabel
terpengaruh.

Jika hasil uji Saphiro Wilk menunjukka data yang tidak normal, analisis
bisa dilanjutkan dengan uji Non Parametrik. Untuk melihat apakah ada perbedaan
yang bermakna atara variabel pengaruh dan variabel terpengaruh dilakukan uiji
Kruskal Walls yang diikuti dengan Mann Whitney untuk melihat apakah ada
perbedaan bermakna antara tiap kelompok variabel pengaruh terhadap variabel
terpengaruh.



Hasil dan Pembahasan

Hasil penelitian mengenai potensi ekstrak etanol daun binahong terhadap
peningkatan apoptosis sel kanker lidah manusia secara in vitro menunjukkan
bahwa. Sel kanker lidah manusia Supri’s clone (SP-C1) yang sudah di inkubasi
dapat digunakan untuk uji apoptosis dengan metode double staining yaitu dengan
Etidium Bromida dan Acridine Orange. Metode ini adalah metode yang
digunakan untuk melihat apoptosis sel, sel yang hidup akan larut dengan Acridine
Orange sehingga menghasilkan warna hijau sedangkan sel yang apoptosis akan
larut dengan ettidium bromida sehingga menghasilkan warna orange. Sel kanker
lidah manusia (SP-C1) tampak pada Gambar 1. dibawah ini setelah dilakukan
inkubasi selama 24 jam dengan ekstrak etanol daun binahong (Anredera
cordifolia Tenorea Steenis).

Gambar 1. Morfologi biakan sel karsinoma skouamosa lidah manusia yang hidup

Untuk sel kanker SP-C1 dengan perlakuan ekstrak etanol daun binahong
menunjukkan pewarnaan orange berarti sel tersebut mengalami apoptosis.
Sedangkan sel tanpa perlakuan atau sel kontrol akan menghasilkan pewarnaan
bewarna hijau.  Acridine Orange merupakan penggambaran dari asam
nukleat.Acridine Orange dapat melewati permeabilitas sel normal dan akan
berkorelasi dengan DNA/RNA.

Perhitungan dilakukan dengan menghitung jumlah sel yang mengalami
apoptosis dari tiap kelompok mulai dari kontrol konsentrasi terendah sampai
tertinggi, hasil perhitungan merupakan apoptosis sel yang dihitung dalam Tabel 1
berikut :



Tabel 1. Rerata sel dan simpangan baku sel yang mengalami apoptosis

Konsentrasi Mean +S. Deviation
Kontrol .00 £ .00
50 8.07 + 1.033
100 13.07 + 1.033
200 14.07 +1.280
300 21.00 +1.309
400 25.07 + .884
500 29.00 *.756

Berdasarkan Tabel 1. diketahui bahwa rerata sel dan simpangan baku yang
mengalami apoptosis meningkat mulai dari
mempunyai rerata sel mengalami apoptosis 21.00 = 1.309, awal peningkatan
terjadinya sel yang mengalami apoptosis lalu konsentrasi 400 pg/ml dengan nilai
rerata sel yang mengalami apoptosis 25.07 + .884, kemudian konsentrasi 500
pg/ml dengan nilai rerata sel yang mengalami apoptosis 29.00 + .756 mempunyai
hambatan yang kuat dibandingkan kontrol, untuk dapat lebih mudah dipahami

apat dilihat pada Gambar 5. di bawah ini.
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Gambar 2.Rerata jumlah apoptosis sel setelah perlakuan dengan berbagai
konsentrasi ekstrak etanol daun binahong.

Gambar 2.menunjukkan terjadi peningkatan sel yang mengalami apoptosis mulai
dari konsentrasi awal 50 pg/ml sampai dengan konsentrasi 500 pg/ml dengan
jumlah rerata sel yang mengalami apoptosis 29.00 %.

Tes normalitas data menggunakan analisis Shapiro Wilk, dikarenakan jumlah
sampel kurang dari 50. Agar analisis Shapiro Wilk terdistribusi normal, maka
nilai signifikansinya lebih besar dari 0,05 (P > 0,05)

Tabel 2. Hasil Tes Uji Normalitas Saphiro-Wilk Dari Berbagai Konsentrasi

Konsentr Stati DF  Signifi
asi stic kan
Kontrol  .000 15 .000
50 mg/ml 932 15 .293
100 Tg/ml  .817 15 .006
200 tg/ml .781 15 .002
300 tg/ml .868 15 .031
400 g/ml .823 15 .007
500 mg/ml .932 15 .293

Keterangan :
DF : Degree of Freedom (Derajat Kebebasan)
Sig. : Signifikansi (perbedaan yang bermakna)

Data Tabel 2.terlihatbeberapa angka signifikansi Shapiro wilk P>0,05, data
tersebut mengindikasikan terdistribusi normal. Langkah selanjutnya melakukan
uji varians. Data dikatakan memiliki varians yang normal jika signifikasi lebih
besar dari 0,05 (P>0,05).

Uji analisis varians satu jalur menunjukkan hasil nilai signifikansi 0.000 (P
< 0,05), maka dapat diambil kesimpulan bahwa terdapat perbedaan yang sangat
bermakna jumlah sel yang mengalami apoptosis seteah diberi berbagai konsentrasi
ekstrak etanol daun binahong.



Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian, dapat diambil kesimpulan yaitu :

1. Ekstrak etanol daun binahong (Anredera cordifolia (Tenore) Steenis)
mempunyai potensi meningkatan apoptosis sel kanker lidah manusia Supri’s
clone (SP-C1).

2. Konsentrasi ekstrak etanol daun binahong yang paling efektif dalam
meningkatkan apoptosis terjadi pada konsentrasi 500 pg/ml.

Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut menggunakan bahan ekstrak alami
yang mengandung Polifenol yang merupakan senyawa aktif.
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