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Aktivitas Alkaloid Daun Jarong (Achyranthes aspera Linn) Terhadap Kematian Sel
Kanker Mammae (Mus musculus)

Activity of Alkaloid of Jarong Leaves (Achyranthes aspera Linn ) on the Death of
Cancer Cells in the Breasts of Mice (Mus musculus)

Rahma Putri Anggraini', Dewa Ketut Meles?, Eka Pramyrtha Hestianah?, Wurlina?
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Abstract

The purpose of this study was to describe activity of alkaloid of jarong leaves
(Achyranthes aspera Linn ) on the death of cancer cells in the breasts cancer of mice (Maus
musculus). Twenty four mice were divided into six treatment groups which each group
consists of four mice, K- as control were induced CMC Na 0,5%, meanwhile K-+, P0, P1,
P2, and P3 were induced with Benzo[a]pyrene, and then given alkaloid of jarong leaves
(Achyranthes aspera Linn ) and metotreksat for positive control. Sacrified and staining at
weeks as seventeen and eighteen. The data of apoptosis and necrosis breast cancer cells
was analyzed using One way Anova test and continued by Honestly Significant Difference
test. The result of this study showed there were significant (p<0,05), but between positive
control and P1,P2,P3 given same effect in apoptosis and necrosis incident of breast cancer
death. The presént study shows that alkaloid of jarong leaves (4chyranthes aspera Linn )
has a therapeutic dose almost similar to metotreksat.

Keywords : Alkaloid, Achyranthes aspera Linn, breast cancer, mice.

Pendahuluan _
Kanker adalah pertumbuhan dan
perkembangan sel yang tidak normal,
yang tumbuh secara cepat dan tidak
terkendali melebihi sel-sel yang normal
{(Winarti, 2010). Aktivitas proliferasi
sel dipengaruhi oleh ekspresi onkogen,
tumor Suppressor gen maupun repair gene
dan apoptosis gene. Hasil dari aktivitas
berbagai gen tersebut menyebabkan
proliferasi sel yang tidak terkendali, secara
klinis akan tumbuh benjolan (kanker)
yang pada akhirnya berkembang menjadi

stadium lanjut (Irawan, 2008). Penelitian
di Jakarta Breast Cancer pada April 2001
sampai April 2003 menunjukkan bahwa
dari 2.834 orang memeriksakan benjolan
pada mammae, 2.229 diantaranya (78%)
merupakan tumor jinak, 368 orang (13%)
terdiagnosis kanker mammae dan sisanya
(9%) merupakan infeksi dan kelainan
bawaan pada mammae {Djoerban, 2003).
Salah satu obat antikanker yang berasal
dari tanaman dan telah digunakan secara
emperis dimasyarakat adalah Achyranthes
aspera linn atau yang dikenal dengan
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nama jarong, jarong lalaki atau remek
getih.

Penelitiansebelumnyayangdilakukan
Meles dan Devy (2008) menunjukkan
bahwa ekstrak fraksi alkaloid daun Jarong
(Achyranthes aspera linn) mempunyai
aktivitas hambatan pertumbuhan
terhadap kultur sel mieloma mencit
secara in vitro. Kematian sel mieloma
yang merupakan prototipe sel kanker
akibat dann pemberian fraksi alkaloid
Achyranthes aspera linn. Kematian sel
dapat terjadi melalui proses nekrosis dan
apoptosis. Kedua proses kematian sel
tersebut dapat dibedakan berdasarkan
atas mekanismenya. Terjadinya kematian
sel melalui mekanisme  nekrosis
dimulai dari adanya pombengkakan
sel (swelling cell) yang dukuti dengan
terjadinya degenerasi sel, mengakibatkan
gangguan keseimbangan cairan intrasel
dan ekstraseluler yang terjadi secara
berkelanjutan, selanjutnya sel mengalami
lisis diikuti dengan nekrosis sel yang
ditandai dengan inti sel mengalami
piknosis, karioreksis, dan kariolisis
(Meles dkk., 2004; Yalon er af., 2004).
Proses kematian sel melalui mekanisme
apoptosis yakni proses kematian sel yang
terjadi secara terprogram tanpa didahului
oleh proses pembengkakan sel, atau
proses keradangan sel. Apoptosis diawali
dengan pengkerutan sel dan sel akan
pecah yang diikuti pecahnya inti sel dan
kromosom yang membentuk suatu badan
sel yang disebut apoptotic bodies (badan
apoptosis). Selanjutnya apoptotic bodies
akan mengalami lisis dan terserap oleh
sel sekitarnya melalui proses fagositosis
(Meles dkk., 2004; Lantuejoul et al.,
2004).

Berdasarkan landasan secara empiris,
teoritik, dan hasil penelitian pendahuluan
fraksi alkaloid Achyranthes aspera linn
yang dapat membunuh sel mieloma
secara in vitro, maka penulis tertarik
untuk melakukan penelitian aktivitas
fraksi alkaloid Achyranthes aspera linn
terhadap kematian sel kanker mammae
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mencit yang diinduksi benzo[a]pyrene
secara in vivo.

Materi dan Metode Penelitian

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan selama 18
minggu, dimulai pada bulan Agustus
sampai November 2016. Kegiatan
penelitian ini dilaksanakan menggunakan
sarana  Laboratorium  Farmakologt,
Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas
Airlangga untuk pembuatan alkaloid
Achyranthes aspera linn, pembedahan
dan pengambilan kanker mammae
mencit, pembuatan suspensi jaringan serta
pewarnaan. Proses pemeliharaan mencit
dilakukan di Kandang Hewan Coba,
Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas
Airlangga,  Surabaya.  Pemeriksaan
preparat mikroskop fluorescens dilakukan
di laboratorium Rumah Sakit Penyakit
Infeksi, Universitas Airlangga, Surabaya.

Alat dan Bahan

Bahan tanaman yang digunakan
untuk penelitian adalah daun jarong
(Achyranthes aspera Linn) berupa daun
kering, bahan lain yang digunakan berupa
larutan n-heksan, larutan Metanol, Asam
tatrat, larutan NH4OH,larutan RPMI,
Acridine orange untuk pewarnaan
suspensi  jaringan kanker mammae,
Etidium ~ Bromide untuk pewarnaan
suspensi  jaringan kanker mammae,
Benzofa]pyrene untuk induksi sel kanker
mammae, metotreksat (standart obat
antikanker), corn oil, pakan mencit 511
dan Mencit (Mus musculus).

Alat yang digunakan dalam penelitian
ini terdiri dari kandang percobaan
untuk tempat pemeliharaan yang berupa
kandang lengkap dengan tempat pakan
dan tempat minum. Peralatan yang
digunakan untuk pembuatan alkaloid
Achyranthes aspera linn  timbangan
elektrik, mikropipet 10uL dan 100pL,
labu pisah, evaporator, kertas pH,
sendok logam, beker glass, kertas saring,
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penyaring Buchner, kain flannel, corong.
Peralatan untuk induksi kanker spuit 1 ml
dan 3 m]. Peralatan yang digunakan untuk
insisi dan pembuatan sediaan suspensi
Jaringan sel kanker mammae meliputi, |
set alat bedah, object glass, cover glass,
nampan sebagai wadah, penjepit, pot kecil
dan tutup sebagai tempat penyimpanan
organ, kertas label, papan seksi, sonde,
kamera, dan mikroskop fluorescens.

Pembuatan Alkaloid

Serbuk kering daun jarong dimaserasi
dengan n-heksan selama 2 x 24 jam pada
suhu kamar. Proses selanjutnya disaring,
kemudian ampas diambil dan filtratnya
dibuang. Ampas yang didapat dilakukan
maserasi ulang dengan menggunakan
metanol+ asam tartrat 10%, setelah itu
disaring kembali dan hasil saringan
diuvapkan. Dilakukan pembasaan dengan
penambahan NH4OH (indikator pH
8-10), kemudian penambahan kloroform
dan  divapkan kembali  sehingga
didapat ekstrak kental kloroform yang
mengandung alkaloid.

Eksplorasi Dosis

Penentuan dosis alkaloid daun
jarong (Achyranthes aspera linn) sebagai
obat anti kanker berdasarkan hasil
penelitian pendahuluan yang dilakukan
oleh Wurlina dkk. (2003), Meles (2004)
yaitu 100 ppm secara in vitro. Jumlah
cairan tubuh setiap individu berkisar
60% sehingga apabila seluruh obat yang
diberikan diabsorpsi seluruhnya maka
jumlah obat yang beredar di dalam tubuh
yaitu 100/60 x dosis in vitro, jadi dapat
dihitung dosis efektifnya sebagai berikut
100/60 x 100 = 167 mg/kgbb, kemudian
dihitung berdasarkan atas penelitian oleh
Wagner and Wolf (1977), dosis yang
digunakan untuk bahan-bahan alam yang
belum diketahui dosis efektifitasnya
digunakan deretan dosis sebagai berikut
3,10, 30,100,300 mg/kg bb. Sehingga
dosis yang digunakan pada penelitian ini
yakni 124 mg/kgbb, 167 mg/kgbb, 207
mg/kgbb.
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Perlakuan

Mencit dibagi menjadi 6 kelompok
dengan rincian 5 kelompok mencit
menderita kanker mammae dibagi secara
acak dan 1 kelompok mencit sehat{kontrol
negatif) sehingga tiap kelompok terdiri
dari 4 ekor. Kelompok kontrol negatif
{K-) yaitu mencit sehat (tidak menderita
kanker mammae) diberi suspensi CMC
0,5%, kelompok kontrol positif (K+)
yaitu mencit menderita kanker mammae
diberi metotreksat (standart obat anti
kanker) dengan dosis 15 mg/kgbb dalam
suspensi CMC 0,5%, kelompok perlakuan
0 (P0) mencit menderita kanker mammae
diberi alkaloid Achyranthes aspera linn
dengan dosis 0 mg/kgbb dalam suspensi
CMC 0,5%, kelompok perlakuan 1 (P1)
mencit menderita kanker mammae diberi
alkaloid Achyranthes aspera linn dengan
dosis 124 mg/kgbb dalam suspensi
CMC 0,5%,kelompok perlakuan 2 (P2)
mencit menderita kanker mammae diberi
alkaloid Achyranthes aspera linn dengan
dosis 167 mg/kgbb dalam suspensi CMC
0,5%, kelompok perlakuan 3 (P3) mencit
menderita kanker mammae diberi alkaloid
Achyranthes aspera linn dengan dosis
207 mg/kgbb dalam suspensi CMC 0,5%.
Semua kelompok mendapat perlakuan
yang sama setiap hari, dilakukan secara
per oral selama 8 minggu (Wurlina dkk,
2009). Setelah 8 minggu semua kelompok
mencit dilakukan biopsi. Parameter
yang diamati melalui biopsy sel kanker
mammae adalah sel kanker mammae
yang mengalami apoptosis dan nekrosis.

Pembuatan suspensi jaringan kanker
mammae

Proses pembuatan suspensi jaringan
kanker mammae diawali dengan kanker
mammae dipreparasi kemudian digerus
hingga halus pada cawan porselen lalu
ditambahkan larutan NaCl fisiologis dan
dituangkan ke dalam tabung reaksi untuk
disentrifus dengan kecepatan 3000 rpm/10
menit diulang sebanyak dua kali hingga
bening. Kemudian dibuang sedikit demi

161



Rahma Putri, Dewa Ketut, Eka Pramyrtha, Wurlina. Aktivitas Alkaloid Daun....

sedikit filtratnya. Setelah cairan filtrat
dibuang, tersisa endapan yang kemudian
ditambah larutan RPMI sebanyak 5 ml
sambil dikocok hingga tercampur, lalu
disentrifuge kembali dengan kecepatan
3000 rpm/1¢ menit. Filtrat dibuang,
didapatkan endapan dalam bentuk
suspensi sel kanker mammae (Meles,
2007).

Pewarnaan sitologi sel kanker mammae
Kanker mammae mencit yang telah
dibuat suspensi dibuat preparat ulas
dengan pewarnaan campuran etidium
bromide dan acridine orange. Proses
pewarnaan diawali dengan membuat
larutan AO 100 ppm dan larutan EB
100 ppm dalam larutan PBS, kemudian
mencampurkan keduva zat warna
sama banyak dalam vial. Setelah itu
mencampurkan sebanyak 50 pL suspensi
sel dengan 10 pL campuran zat warna
(keduanya) dalam vial, lalu mikropipet
sebanyak 25 pL, ditempatkan objek
glass, kemudian dilakukan ulasan diatas
objek glass, dan dikeringkan dengan
cara diangin-anginkan selama 5 menit,
kemudian dimasukkan ke dalam oven 50
°C°C selama 48 jam dan diamati minimal
100 sel dengan mikroskop fluorescens
pembesaran 100 kali. Sel apoptosis

berwarna orange dengan bintik-bintik
terang karena kondensasi kromatin dan
fragmentasi DNA, sedangkan sel nekrosis
berwarna orange kecoklatan tanpa bintik
terang, dan sel hidup berwarna hijau.

Analisis Data

Rancangan penelitian ini
menggunakan Rancangan Acak Lengkap
dengan 6 kelompok dan 4 ulangan.
Data yang diperoleh dianalisa dengan
menggunakan Anova satu arah kemudian
dilanjutkan uji HSD (Honestly Significant
Difference) untuk mengetahui perbedaan
pada tiap perlakuan (Kusriningrum,
2008).

Hasil dan Pembahasan

Hasil penelitian terhadap kematian
sel kanker mammae pada mencit
setelah pemberian  alkaloid daun
jarong {(Achyranthes aspera Linn) pada
pemberian 0,5 cc masing-masing larutan
wi kontrol negatif, kontrol positif, CMC
Na 0,5%, 124 mg/kgbb, 167 mg/kgbb,
207 mg/kgbb alkaloid daun jarong
(Achyranthes aspera Linn) secara in vivo
terhadap mekanisme kematian sel kanker
mammae secara apoptosis dan nekrosis
dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1 Rerata dan Standard Deviasi Sel Normal dan Sel Kanker Kelenjar Mammae
setelah pemberian alkaloid daun jarong { Achyranthes aspera Linn )

Perlaluan Rerata = SD

Apoptosis (%) Nekrosis (%) Hidup (%)
K- 0.00° % 0.00 4.00% +£2.82 96.00° +2.82
K+ 402551123 36757 +7.7I 23.00° +7.11
PO 0.50% = 0.57 456 +129 96.65° + 1.70
Pl 29.50% +4.20 3275% +£485 3775 +525
P2 38.50%°+ 4.65 30.50° +£6.19 31.00%% £4.39
P3 44.25° £3.09 30257 £3.59  2550%° £6.35

Keterangan : Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan berbeda

nyata (p<0,05)
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Dari tabel 1 diketahui bahwa
terdapat perbedaan antara perlakuan yang
diberikan dosis alkaloid daun jarong
(Achyranthes aspera Linn) pada masing-
masing kejadian apoptosis, nekrosis,
dan sel kanker kelenjar mammae
hidup, setelah dilakukan wuji statistik
menggunakan Anova satu arah terdapat
perbedaan yang signifikan {p<0,05).
Dilanjutkan dengan uji HSD untuk
mengetahui perbedaan antar perlakuan,
pada kejadian apoptosis antara PO dengan
kontrol positif ,P1,P2,P3 berbeda nyata
{p<0,05), sedangkan kontrol positif
tidak berbeda nyata dengan P1,P2,P3
(p>0,05). Pada kejadian nekrosis, antara
PO berbeda nyata dengan kontrol positif,
P1,P2,P3 (p<0,05), kontrol positif
tidak berbeda nyata dengan P1,P2,P3
(p>0,05), sedangkan pada kejadian sel
kanker kelenjar mammae hidup terdapat
perbedaan nyata (p<0,05) antara PO
dengan kontrol positif, P1,P2,P3, antara
kontrol positif berbeda nyata dengan P1
(p<0,05), namun tidak berbeda nyata
dengan P2 dan P3 (p>0,05).

Berdasarkan hasil penelitian pada
tabel 1 diketahui bahwaterdapatperbedaan
antara perlakuan yang diberikan dosis
alkalotd daun jarong (Achyranthes aspera
Linn) dan Metotreksat pada masing-
masing kejadian apoptosis, nekrosis,dan
sel kankerkelenjar mammaehidup, setelah
dilakukan uji statistik menggunakan
Anova satu arah terdapat perbedaan yang
signifikan (p<0,05). Dilanjutkan dengan
uji HSD untuk mengetahui perbedaan

Vol.10, No.2, Juli 2017

antar perlakuan, pada kejadian apoptosis
antara PO dengan kontrol positif
,P1,P2,P3 berbeda nyata (p<0,05)hal
ini dapat diartikan bahwa pemberian
metotreksat 15 mg/kgbb dan pemberian
alkaloid daun jarong (Achyranthes
aspera Linn) mulai dosis 124 mg/kgbb
sampai 207 mg/kgbb berpengaruh nyata
terhadap kematian sel kanker mammae
melalui mekanisme apoptosis, sedangkan
antara kontrol positif tidak berbeda nyata
dengan P1,P2,P3 (p>0,05).Hal tersebut
berarti bahwa pemberian fraksi alkaloid
daun jarong (Achyranthes aspera Linn)
mulai dari konsentrasi 124 mg/kgbb
sampai dengan 207 mg/kgbb memberikan
efek yang sama dengan penggunaan
Metotreksat 15 mg/kgbb secara in vivo.

Pada kejadian nekrosis, antara
PO berbeda nyata dengan kontrol
positif, P1,P2,P3 (p<0,05), pemberian
metotreksat 15 mg/kgbb dan pemberian
alkaloid daun jarong (Achyranthes
aspera Linn) mulai dosis 124 mg/kgbb
sampai 207 mg/kgbb berpengaruh nyata
terhadap kematian sel kanker mammae
melalui mekanisme nekrosis, sedangkan
antara kontrol positif tidak berbeda nyata
dengan P1,P2,P3 (p>0,05),hal tersebut
berarti bahwa pemberian dosis alkaloid
daun jarong (Achyranthes aspera Linn)
mulai dari 124 mg/kgbb sampai dengan
207 mg/kgbb memberikan efek yang
sama dengan penggunaan metotreksat
15 mg/kg bb pada kejadian nekrosis sel
kanker mammae mencit.

Keterangan : (A) Kelompok kontrol negatif, sel kelenjar mammae normal (sssssp-).(B)
Kelompok kontrol positif, sel kanker kelenjar mammae yang mengalami apoptosis
( ) dan nekrosis (™==w) ( Perbesaran 100x : Mikroskop Fluorescens Olympus

FSX 100).
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Keterangan : {C) Kelompok PO, sel kanker kelenjar mammae hidup (™=} dan terdapat
sel yang nekrosis (===} . (D)Kelompok Pl, sel kanker kelenjar mammae yang

mengalami apoptosis (
Fluorescens Olympus FSX 100).

) dan nekrosis (W) ( Perbesaran 100x : Mikroskop

Keterangan : (E) Kelompok P2, sel kanker kelenjar mammae mengalami apoptosis
( )} dan nekrosis (wwwnd-): (F) Kelompok P3, sel kanker kelenjar mammae

mengalami apoptosis  (
Fluorescens Olympus FSX 100).

) dan nekrosis (™= ( Perbesaran 100x : Mikroskop

Gambar 1. Gambaran sel mammae pada pemeriksaan dengan mikroskup fluorenscens

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang
telah dilakukan dapat disimpulkan
bahwa aktivitas alkaloid daun jarong
{(Achyranthes aspera linn) menyebabkan
nekrosis dan apoptosis sel kanker
mammae pada mencit yang diinduksi
benzofa]pyrene.

Daftar Pustaka

Djoerban, Z. 2003. Kanker Payudara: Yang
Penting dan Perlu Diketahui.
Medicinal:Jurnal Kedokteran,
42)

164

Irawan.2008. Hubungan nilai AgNOR
pra dan pasca kemoradiasi den-
gan respon radiasi pada penderita
karsinoma epidermoid serviks
uteristadium lanjut. Program Pen-
didikan Dokter Spesialis I Obstetri
dan Ginekologi Universitas Dipo-
negoro (tesis).

Kusriningrum, R.S. 2008. Perancangan
Percobaan. Airlangga University
Press.Surabaya.

Lantuejoul,S, J.C.Soria, D.Moro-Sibilot,
L.Morat, S.Veyrenc, P.Lorilier,
P.Y.Brichon, L.Sabatier, C.



Veterina Medika

Brabilia, and E. Brambilla. 2004.
Differential Expression of Telom-
erase  Reverse  Transcriptase
(hTERT) in Lung Tumors.J.Cancer
Mar 22: 90(6):1222-1229,

Meles, D.K, Wurlina dan W. Sastro-
wardoyo. 2004. Efek Antifertilitas
dan Uji reversibilitas Spermatoge-
nik Achyranthes Aspera Linn pada
Staging Spermatogenesis dalam
Upaya Penemuan Obat Kontra-
sepsi. Lemlit Unair.

Meles, D.K. 2007. Alkaloid Achyranthes
aspera linn Menyebabkan Nek-
rosis dan Apoptosis Sel Mieloma.
Media Kedokteran Hewan. 23(1).

Meles dan K.Devy. 2008. Efek fraksi al-
kaloid daun jarong (Achyranthes
aspera linn) pada viabilitas sel
mieloma mencit. Veterinary Medi-
cine. 1(1).

Yalon, M., S.Gal., Y. Segev, and K.L
Skorecki.2004.Sister Chromatid
Separation at Human Telomeric
Region.J.Cell Sci.67(6):1113-
1118.

Wagner, H. and Wolff,P. 1977 New Natu-
ral Products and Plant Drugs with
Pharmacological,Biological  or
Therapeutical Activity.page 34-
37.

Winarti, S. 2010. Makanan Fungsional,
Cetakan Pertama, Graha Ilmu, Yo-
gyakarta.

Wurlina, Meles, D.K, dan Nian. 2009. Ka-
dar glukosa darah setelah pemberi-
an aloxan pada tikus putih (Rattus
Norwegicus).Surabaya: Veterinary
journal. 5(4):34.

Wurlina dan W. Sastrowardoyo. 2003.
Efek Alkaloid Daun Acyrantes
aspera linn Terhadap Perkemban-
gan Sel embrio (Cleavage) Men-
cit (Mus musculinus)., Lembaga
Penelitain Universitas Airlangga.

V0i.10, No.2, Juii 2017

165



