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ABSTRACT
Background : Cancer is one of the main death causes in the world. Raji cells
comes from Burkitt’s Lymphoma cancer especially B lymphocyte. Conventional
cancer therapies such as chemotherapy, radiation, surgery and combination has
many negative side effects for the patient’s body, therefore, cancer therapies with
minimum side effects using herbs are still needed. The extract of Andrographis
paniculata (Burm. f.) Nees leaves has an andrographolide active compound that
work as an anticancer.
Objective : The objective of this study is to test the cytotoxicity potency of
ethanolic extract of Andrographis paniculata (Burm. f.) Nees towards raji cells.
Methods : Cytotoxic test was using MTT assay (Microculture Tetrazolium Salt),
absorbances reading using ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
microplate reader with 550 nm wavelength. The type of this study is a pure
laboratory in vitro experiment. Raji cells were given the ethanolic extract of
Andrographis paniculata (Burm. f.) Nees leaves in a different concentrations
which are 0; 3,125; 6,25; 12,5; 25 dan 50 pg/ml.
Results : The result of this study is that the highest potency of ethanolic extract of
Andrographis paniculata (Burm. f.) Nees leaves on destroying raji cells in
50pg/ml concentration with cell destroyed was 68,9%. Regression test using SPSS
(Statictical Product and Service) shows that ethanolic extract of Andrographis
paniculata (Burm. f.) leaves towards raji cells has an ICsp in the amount of 71,632
pg/mil.
Conclusion : Ethanolic extract of Andrographis paniculata (Burm. f.) Nees leaves
has an in vitro cytotoxicity potency towards raji cells.

Keywords: Andrographis paniculata (Burm. f) Nees, andrographolide,
anticancer, raji cells, cytotoxicity, herbal therapy



INTISARI
Latar belakang : Kanker merupakan salah satu penyebab kematian utama di
dunia. Sel raji berasal dari kanker Burkitt’s Lymphoma, limfosit B. Terapi kanker
konvensional seperti kemoterapi, radiasi, pembedahan, dan kombinasi memiliki
banyak efek negatif bagi tubuh. Pencarian obat antikanker sebagai terapi herbal
yang diharapkan efektif dan memiliki efek samping minimal. Ekstrak daun
sambiloto (Andrographis paniculata (Burm. f.) Nees) memiliki senyawa aktif
andrographolide mempunyai potensi sebagai antikanker.
Tujuan Penelitian : Penelitian ini bertujuan untuk menguji potensi aktivitas
sitotoksik ekstrak etanolik daun sambiloto (Andrographis paniculata (Burm. f.)
Nees) terhadap sel raji.
Metode : Uji sitotoksisitas menggunakan metode MTT (Microculture
Tetrazolium Salt), dengan pembacaan absorbansi sel menggunakan ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) microplate reader dengan panjang
gelombang 550 nm. Jenis penelitian ini merupakan penelitian laboratoris murni
dilakukan secara in vitro. Sel raji diberikan perlakuan dengan berbagai konsentrasi
ekstrak, yaitu 0; 3,125; 6,25; 12,5; 25 dan 50 pg/ml.
Hasil : Potensi aktivitas sitotoksik ekstrak etanolik daun sambiloto (Andrographis
paniculata (Burm. f.) Nees paling besar pada konsentrasi 50 pg/ml dengan
kematian sel sebesar 68,9%. Uji regresi menggunakan SPSS (Statictical Product
and Service) menunjukkan bahwa ekstrak etanolik daun sambiloto (Andrographis
paniculata (Burm. f.) Nees) terhadap sel kanker raji memiliki kadar 1Csq sebesar
71,632 pg/ml
Kesimpulan : Ekstrak etanolik daun sambiloto (Andrographis paniculata (Burm.
f.) Nees) mempunyai potensi aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker raji secara in
vitro.

Kata kunci: Andrographis paniculata (Burm. f.) Nees, andrographolide,
antikanker, sel raji, aktivitas sitotoksik, terapi herbal

PENDAHULUAN Pembelahan sel kanker yang tidak
terkendali meningkatkan jumlah sel

Kanker merupakan pertumbuh- kanker serta akan mengambil seluruh

an dan penyebaran sel yang tidak nutrisi yang tersedia untuk tubuh
terkendali, yaitu sel terus-menerus sehingga pada akhirnya sel-sel normal
tumbuh dan membentuk sel abnormal akan mati karena kekurangan nutrisi’.

baru tanpa mengalami kematian®.



Sel kanker dapat menyebar/metastasis
ke bagian lain dalam tubuh’.

Kanker menjadi salah satu
penyebab kematian utama di dunia dan
paling sering ditemukan di negara-
negara berkembang'=. Jumlah penderi-
ta kanker di Indonesia mencapai
2.055.526 orang dengan prevalensi
terbesar adalah  kanker cervix pada
wanita, dan kanker prostat pada laki-
laki®.

Kanker memiliki beberapa tipe,
antara lain kanker kepala dan leher,
kanker rongga mulut dan faring,
kanker tulang dan sendi, kanker tulang
dan kanker sistem endokrin®. Kanker
kepala dan leher merupakan kanker

yang terjadi di rongga mulut, hidung,

faring, laring dan sinus, lidah,
orofaring, hipofaring, epifaring,
bibir®’. Sebanyak 2/3 kanker kepala

dan leher di dunia dapat mengalami

metastasis ke kelenjar limfonodi,

sehingga termasuk tipe  kanker

limfoma®.
Sel raji merupakan sel yang

berasal dari kanker Burkitt’s

Lymphoma yang telah terpapar oleh
Eipstein-Barr Virus (EBV) ditemukan

oleh Denis Parsons Burkitt yang

berasal dari maxilla sinistra seorang

pasien anadi Afrika Barat'**".

Terapi kanker konvensional

umum  digunakan  meliputi

yang
kemoterapi, pembedahan, radioterapi

maupun  terapi  kombinasi  yang

biasanya digunakan dengan tujuan
memaksimalkan terapi, memiliki efek

negatif bagi  tubuh’®.  Sehingga

dikembangkan terapi lain dengan

tujuan efek samping minimal bagi
tubuh.
akan

Indonesia kaya

keanekargaman hayati yang dapat
dimanfaatkan khasiatnya sebagai obat.
Beberapa tanaman yang telah diteliti

memiliki potensi sebagai pengobatan



penyakit kanker seperti Keladi Tikus

(Typhonium  flagelliforme  Lodd.),
Tapak Dara (Vinca rosea ), Sirsak
(Annona

muricata L), Pegagan

(Centella asiatica (L) Urban), Kunyit
(L),

minima L),

Putin (Kaempferiae rotunda

Ceplukan  (Physalis
Manggis (Garcinia mangostana (L),
Tanaman Sarang Semut (Myrmecodia
peden) dan Sambiloto (Andrographis
paniculata (Burm. f.) Nees)*.
Tanaman Sambiloto (Andro-
graphis paniculata (Burm. f.) Nees).
adalah tanaman banyak tumbuh di
Indonesia, dan disetiap  daerah
memiliki sebutan nama yang berbeda-
beda seperti

pepaitan, ki oray, Ki

peurat, bidara dan  sadilata™.
Sambiloto juga memiliki nama lain
seperti chuan xin lian, yi jian xi, dan
lan he lian (China), kalmegh, kirayat,
dan kirata (India), xuyen tam lien dan
cong-cong

(Vietnam), quasabhuva

(Arab), nainehavandi (Persia), green

chiretta dan king of bitter (Inggris)™.

Tanaman ini sudah dikenal dalam
pengobatan tradisional di Indonesia
sebagai antipiretik, antibiotik,

antidiabetes namun pada pemeriksaan

selanjutnya ~ menunjukan adanya
aktivitas antikanker®,

Sambiloto memiliki kandungan
lain  antara lain

kimia antara

andrografolide, andrografide, neo-
andrografod, panikulin, asam Kkersik,
damar serta mineral berupa kalium,
kalsium, dan natrium- Senyawa aktif
dari tanaman sambiloto yang berperan
sebagai senyawa antikanker adalah
andrografolid™.

Uji  sitotoksik  merupakan
pengujian toksisitas kuantitatif secara
untuk mendeteksi

in vitro adanya

aktivitas antineoplastik dari suatu

senyawa dengan cara menetapkan

kematian sel*. Prinsip dari metode
MTT adalah terjadinya reduksi garam

kuning tetrazolium MTT oleh sistem



reduktase membentuk kristal formazan
bewarna ungu dan tidak larut dalam
air'. Parameter yang digunakan dalam
uji sitotoksik adalah nilai ICsy. Nilai

ICso adalah nilai konsentrasi

yang

menghasilkan hambatan pada sel
sebesar 50% dan menunjukkan potensi
ketoksikan suatu senyawa terhadap sel,
semakin besar nilainya maka semakin
tidak toksik™.

Berdasarkan uraian tersebut di
atas, maka penting dilakukan penelitian
mengenai uji  sitotoksisitas ekstrak

etanolik daun Sambiloto
(Andrographis paniculata (Burm. f.)

Nees) terhadap sel raji.

BAHAN DAN CARA

1. Pembuatan ekstrak etanolik daun
sambiloto (Andrographis paniculata
(Burm. f.) Nees)

Daun sambiloto (Andrographis
paniculata (Burm. f.) Nees) seberat
1,5 kg dalam bentuk tanaman basah

dipetik, dengan kriteria yang telah

ditentukan yaitu daun muda maupun
daun tua, segar, tidak ada bekas gigitan
ulat lalu dicuci hingga bersih di bawah
air mengalir dan dipotong-potong.
Daun sambiloto  dikeringkan dalam
almari pengering pada suhu 45°C
sampai benar-benar tidak ada air yang
tersisa. Setelah kering, daun sambiloto

dijadikan serbuk dengan menggunakan

blender sampai halus. Pembuatan
ekstrak ini  menggunakan metode
maserasi, Yyaitu dengan merendam
simplisia serbuk daun sambiloto

sebanyak 396,91 gram ke dalam 3000
ml etanol 85%, perendaman pertama
dilakukan Lalu

selama 2  hari.

dilakukan penyaringan dan proses
remaserasi selama 2 hari. Penguapan
menggunakan vacuum rotary
evaporator dan water bath selama 24
jam. Lalu menghasilkan ekstrak kental
sebanyak dan dibuat menjadi beberapa
konsentrasi,yaitu0; 3,125; 6,25; 12,5;

25; dan 50 pg/ml.



2. Persiapan pembiakan sel raji

Sel raji dibiakan dalam larutan
RPMI-1640, FBS 10%, dan antibiotic
penisilin-streptomisin 1% dalam flask.
Setelah itu, sel di inkubasi pada suhu
37°C dengan kelembaban udara 95%

dan CO, 5% selama 24 jam.

3. Panen sel raji

Sel diambil dari inkubator CO,,

kemudian diamati dengan
menggunakan mikrosko saat sel dalam
kondisi 80% konfluen. Lalu membuang
medium yang terdapat pada flask
kemudian cuci medium (tanpa FBS),
dan masukkan kembali ke dalam flask,
resuspensikan sel dengan
menggunakan pipet sampai sel tidak
menggerombol kemudian ditransfer ke
dalam  tabung centrifuge, dan
ditambahkan medium sampai penuh.
Sel diletakkan dalam centrifuge selama
10 menit dengan kecepatan 1500 rpm,

setelah sel terpisah dengan medium,

buang supernatan, tambahkan 1 ml

medium komplit kemudian

dihomogenkan. Amati sel dengan
menggunakan mikroskop, dan hitung

sel dengan menggunakan counter.

4. Uji Sitotoksisitas metode MTT

Uji aktivitas sitotoksik metode MTT
menggunakan plat 96  sumuran.
Transferkan sel yang telah diencerkan
dengan menggunakan medium ke
dalam sumuran, masing-masing 100 pl,
usahakan agar sel tetap homogen
dengan cara meresuspensi sel setiap
kali mengisi 12 sumuran. Setelah itu
selama 1-2 lalu

diamkan jam,

tambahkan 100 pl ekstrak dengan
konsentrasi 3,125 pg/ml, 6,25 pg/ml,
12,5 pg/ml, 25 pg/ml dan 50 pg/mi
serta sebagai kontrol sel adalah 0
pug/ml, kemudian inkubasikan dalam
inkubator pada suhu 37°C dengan
kelembaban udara 95% dan CO, 5%

selama 24 jam.



% kematian

sel:

Sel yang telah  diinkubasi

OD kontrol - OD sampel
x 100 %

OD kontrol (sel - media)
kemudian diamati dengan

menggunakan mikroskop, lalu buang
medium dengan cara dibalik pada
kertas tissue. Tambahkan pada masing-
masing well 100 pl MTT (5 mg MTT +
1 ml PBS + 9 ml medium RPMI
komplit/medium  penumbuh)  dan
inkubasikan kembali selama 4-6 jam,
kemudian amati kondisi sel dengan
menggunakan mikroskop inverted, jika
formazan telah terbentuk, tambahkan
larutan stop solution SDS 10% dalam
0,1 HCL sebanyak 100 ul pada masing-
masing well, setelah itu bungkus plate
dengan menggunakan alumunium foil
dan inkubasikan kembali sel selama
satu malam di dalam suhu ruangan.
Hasil uji sitotoksik di dapatkan dengan
pembacaan absorbansi

menggunakan

alat ELISA reader dengan panjang

gelombang 550 nm, lalu hitung
persentase kematian sel menggunakan

rumus:

Keterangan :

oD :Optical Density (Kera-
patan optic saat pem-
bacaan absorbansi)

Kontrol :Sel - media

Penentuan dosis toksik pada
penelitian ini menggunakan nilai 1Csg
dimana dapat ditentukan seberapa besar
kemampuan obat atau bahan inhibitor
untuk menghentikan proses biologis
tertentu secara kualitatif**. Nilai 1Cso
dibawah 100 pg/mL menunjukkan
adanya potensi ekstrak uji sebagai agen
kemoprevensi®®.  Nilai 1Cs; dapat
diklasifikasikan sesuai kriteria Score
1/Weak (ICsp > 50 pg/ml), Score

2/Moderately Active (10 pg/ml <1Csp >

50 pg/ml), Score 3/Active ICsy < 10

17
I

Hg/m

HASIL PENELITIAN



Tabel 1. Hasil penghitungan

persentase kematian sel

Konsentrasi (pg/ml) Hambatan (%)

50,000 68,9

25,000 62,6

12,500 47,1

6,250 42,2

3,125 33,9
Keterangan

Konsentrasi : Konsentrasi ekstrak
etanolik daun sambiloto
Hambatan : % kematian sel kanker
raji
Tabel 1. menunjukkan bahwa dari
5 (lima) konsentrasi ekstrak etanolik
daun sambiloto (Andrographis
paniculata (Burm. f.) Nees) memiliki

nilai persentase hambatan kematian sel

kanker raji yang berbeda-beda,
semakin besar konsentrasi ekstrak
semakin  besar pula  persentase

kematian sel kanker raji. Konsentrasi
50 pg/ml menunjukkan persentase

kematian sel paling besar yaitu 68,9%

dan konsentrasi 3,125

pg/ml
menunjukkan persentase kematian sel
paling kecil yaitu 33,9%.

Hasil  penghitungan persentase
kematian sel tersebut, dianalisis dengan
uji regresi menggunakan Statictical
Product and Service (SPSS) 15.00 for
Windows Hasil analisa menunjukkan
bahwa ICsq dari ekstrak etanolik daun
sambiloto (Andrographis paniculata

(Burm. f.) Nees) adalah sebesar 11,602

pg/ml.

DISKUSI

Hasil ~ dari  penelitian  ini
menunjukkan bahwa nilai 1Csy ekstrak
etanolik daun sambiloto (Andrographis
paniculata (Burm. f.) Nees) sebesar

11,602 pg/ml. Nilai 1Csp termasuk

dalam kategori moderately active
sesuai dengan kriteria, yang dapat
diartikan bahwa dengan nilai yang ada

memiliki efek toksik cukup kuat dan



memiliki potensi ekstrak uji sebagai
agen kemoprevensi*®*'.

Ekstrak etanolik daun sambiloto
(Andrographis paniculata (Burm. f.)
Nees) memiliki kemampuan toksik
untuk menghambat pertumbuhan sel
raji dengan konsentrasi yang cukup
kecil yaitu 50 pg/ml, namun apabila
tidak

digunakan konsentrasi

yang
sesuai dengan daya toksisitasnya justru
akan menekan sistem imun dalam
tubuh®.
Penelitian

sebelumnya dengan

menggunakan tanaman yang sama

yaitu sambiloto (Andrographis

paniculata (Burm. f.)  Nees)
membuktikan bahwa ekstrak sambiloto
memiliki aktivitas antikanker pada sel
kanker neuroblastima (IMR-32) dan sel

kanker kolon manusia (HT-29)"2.

KESIMPULAN
Ekstrak etanolik daun sambiloto

(Andrographis paniculata (Burm. f.)

Nees) memiliki kemampuan sitotoksik
terhadap sel kanker raji dengan nilai

ICso sebesar 11,602ug/ml.

SARAN
1. Perlu dilakukan penelitian lebih
lanjut menggunakan ekstrak etanolik
sambiloto

daun (Andrographis

paniculata (Burm. f.) Nees)
terhadap sel kanker raji secara in
vitro dan in vivo.

2. Perlu dilakukan penelitian yang
lebih lanjut dengan membandingkan
aktivitas sitotoksik pada sel kanker
raji dengan sel vero, untuk
mengetahui pengaruh ekstrak pada
sel tubuh yang sehat.

3. Perlu dilakukan penelitian

menggunakan ekstrak etanolik daun

sambiloto (Andrographis paniculata

(Burm. f.) Nees) pada sel kanker

lainnya.
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