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ABSTRACT

Wiryatun Lestariana, Sofia Mubarika, Sismindari - /dentification and test of active protein resemble
Ribosomr-inactivating proteins (RIPs) on Kaemferia rotunda Linn

Background: Statistically data of US Mortality showed that percentage cause of the death of the cancer is
in second place after the heart diseases. Indonesia, Java especially Daerah Istimewa Yogyakarta, the
data of The Dr. Sardjito hospital showed that the patients of cancer was increasing in the last year.
Indonesian, especially Javanese, uses white turmeric to prevent and to treat cancer. There are some
varieties of turmeric available commercially such as Curcuma (C) mangga Val & Jijp, C. zeodaria and
Kaemferia (K) rotunda Linn. The studies showed that C. mangga contain proteins compound that resembles
Ribosome-inactivating proteins (RIPs) which have activity to cleave supercoiled DNA. In vitro study
indicated that the addition of crude extract of C. mangga on cancer cell-lines (B-LCL, EBV cells and Raji
cell-lines) and normal lymphocytes, the percentage of cytotoxic effect on those cancer cell-lines were
higher significantly than normal cells.

Objective: The aim of the study was to know the presence of RIPs activity in K. rotunda Linn by the ability
of the RIPs in cleaving the supercoiled DNA.

Methods: The rhizomes of K. rotunda Linn that was in part dried at 40°C. Both wet and dried rhizomes are
pounded and then extracted. The resulting crude extract was precipitated to obtain its protein fraction.
The crude extract and protein with various concentrations were incubated with the supercoiled DNA and
agarose gel electrophoresis was used to test its activity in cleaving the supercoiled DNA. The activity
test was done by observing 3 criterions, viz. the thinning of the supercoiled DNA, the circular band
thickening and the appearance of the linear band which were subsequently compared to the plasmid DNA
without treatment.

Result: The results showed that both crude extracts and proteins of both wet and dried samples were
able to cleave supercoiled DNA into circular and linear form. The increasing concentrations of the crude
extract and the protein resulted in increasing the activity which was indicated by the thickening of circular
band and the appearance of the linear band .

Conclusion: Kaemferia rotunda contains proteins compound that resemble Ribosome-inactivating proteins
{RIPs}.which have ability to cleave supercoiled DNA to be circular and linear DNA. )

Key words: ribosome-inactivating proteins (RIPs) - supercoiled DNA - circular DNA - linear DNA — Kaemferia
rotunda Linn
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Latar belakang penelitian: Data statistik US Mortality menunjukkan bahwa persentase kematian akibat
penyakit kanker menduduki urutan ke dua setelah penyakit jantung. Di Indonesia, di Jawa khususnya

Daerah lstimewa Yogyakarta, dari data R.S. Dr.

Sardjito ditunjukkan bahwa penderita kanker beberapa

tahun terakhir ini meningkat. Kunyit putih oleh masyarakat di Indonesia, khususnya Jawa, digunakan
untuk pencegahan dan pengobatan k.anker. Di pasaran dikenal berbagai kunyit putih atau empu putih, di

antaranya ialah Curcuma (C) mangga Val &V Ji
penelitian menunjukkan bahwa C. mangga mengan
teins (RIPs) yang mempunyai aktivitas memotong

ip, C. zeodaria, dan Kaemferia (K) rotunda Linn. Hasil
dung senyawa protein mirip ribosome-inactivating pro-
DNA superkoil dan dari penelitian in vitro dengan

cancer cell - lines (se! B-LCL EBV, Raiji cell-lines) dan limfosit normal yang diberi crude extract C. mangga
ditunjukkan bahwa persentase efek sitotoksik pada sel kanker lebih tinggi secara signifikan dibanding sel

normal.

Tujuan penelitian: Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui keberadaan protein mirip RIPs dalam (K]
rotunda Linn dan kemampuan protein tersebut untuk memotong DNA superkoil.
Bahan dan cara penelitian: Sampel yang digunakan adalah rimpang K. rotunda Linn, yang sebagian dikeringkan

40°C. Baik sampel yang masih basah maupun yang s
extract yang diperoleh diendapkan untuk mendapatkan
kadar yang bervariasi diinkubasikan bersama DNA p

udah kering ditumbuk, kemudian diekstraksi. Crude
fraksi proteinnya. Crude extract dan protein dengan

lasmid (DNA superkoil} dan untuk mengetahui

kemampuannya dalam pemotongan DNA superkoil menggunakan elektroforesis gel agarosa. Uji aktivitas
pemotongan DNA superkoil ditentukan dengan mengamati 3 kriteria, yaitu penipisan DNA superkoil,
penebalan DNA sirkular dan terbentuknya DNA linear yang kemudian dibandingkan dengan DNA plasmid

yang tanpa perlakuan.

Hasil penelitian: Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa pada kadar 0,1 mg/ml crude extract dan
0,1mg/ml protein baik dari sampel yang masih basah maupun sampel yang sudah dikeringkan mempunyai

aktivitas memotong DNA superkoil menjadi bentu

k sirkular dan linear. Dengan meningkatnya kadar crude

extract dan protein, makin meningkat pula aktivitasnya yang ditandai dengan terjadinya penebalan pita
sirkular dan timbulnya pita linear yang semakin menebal.
Simpulan: K. rotunda mengandung protein aktif mirip RIPs dan mempunyai kemampuan memotong DNA

superkoil menjadi DNA sirkular dan DNA linear.

PENGANTAR

Pemyakit kanker, walaupun bukan merupakan
penyebab kematian yang utama, tetapi masih
merupakan beban yang berat baik bagi penderita
maupun keluarga penderita. Data statistik US
Mortality (2003) menunjukkan bahwa kematian
karena penyakit kanker menduduki tempat ke dua
setelah penyakit jantung'. Dari data statistik US
Cancer Deaths (2004) ditunjukkan bahwa pada
laki-laki dan perempuan kematian yang disebabkan
oleh kanker paru dan bronkus menunjukkan urutan
yang tertinggi sedangkan urutan kedua pada laki-
laki disebabkan oleh kanker prostat dan pada
perempuan disebabkan oleh kanker payudara’®. Di
Indonesia, kanker leher rahim dan kanker payu dara
pada wanita serta kanker paru dan prostat pada
laki-laki menduduki tempat yang tinggi®. Beberapa
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tahun terakhir ini terdapat kecenderungan
peningkatan penderita kanker nasopharynx pada
usia muda dan produktif (data R.S. Dr. Sardjito,
2003: unpublished) yang secara luas berdampak
negatif pada sosial-ekonomi. Hal ini disebabkan
karena di samping biaya pengobatan yang mahal
juga belum adanya obat yang menjamin penyem-
buhannya. Beberapa usaha pengobatan secara
intensif telah dilakukan misalnya dengan pem-
bedahan, penyinaran, maupun dengan obat sintetik.
akan tetapi sampai dewasa ini belum didapatkan
hasil yang betul-betul efektif. Hal ini disebabkan
karena obat-obat kanker pada umumnya kurang
selektif membedakan antara sel kanker dan sel
normal. Untuk itu sangat perlu diupayakan penapis-
an obat-obat dari alam yang dapat digunakan
sebagai pencegah maupun pengobatan kanker.
Akhir-akhir ini kunyit putih menjadi perhatian
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bufer TMN. Campuran tersebut diinkubasikan
dengan sejumlah crude extract dengan
berbagai kadar (5 m1). Inkubasi dilakukan pada
suhu kamar (30°C) selama 1 jam. Pada akhir
reaksi ditambahkan 3 ml bufer pemuat, kemudian
dilakukan elektroforesis pada gel agarosa (yang
sudah mengandung pewarna etidium bromida)
dengan menggunakan bufer TBE.. Elektro-
foresis dilakukan pada 80 volt selama 90
menit. Identifikasi dilakukan dengan sinar
ultra violet. Uji juga dilakukan pada DNA
plasmid yang didigesti dengan enzim retriksi
(EcoRI) sehingga diperoleh pita linear dan pada
marker DNA diperoleh 3 pita sebagai kontrol.

Analisis hasil

Uji aktivitas protein mirip RIPs ditentukan
dengan mengamati tiga kriteria, yakni penipisan pita
DNA superkoil, penebalan pita DNA sirkular ter-
buka dan terbentuknya pita linear, dengan pem-
banding DNA plasmid utuh tanpa perlakuan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Determinasi tanaman

Dari hasil pemeriksaan determinasi tanaman
yang dilakukan di bagian Biologi Farmasi, Fakultas
Farmasi UGM, ditunjukkan bahwa sampel yang
digunakan adalah betul Kaemferia rorunda Linn.

2. Pemurnian protein aktif (RIPs)

Dari 30 gram sampel basah diperoleh 6 mg
protein total (2 % b/b) sedangkan dari 10 gram sampel
kering diperoleh 1,5 mg protein total (1,5 % b/b).

3. Isolasi dan pemurnian pUC19

Isolasi DNA plasmid yang diperoleh selanjut-
nya dielektroforesis dengan men ggunakan gel
agarosa untuk melihat kualitas isolasi. Dari
elektroforegram (GAMBAR 1) ditunjukkan bahwa
marker DNA terlihat 3 pita (lajur 1), DNA plasmid
pUCI19 yang didigesti dengan enzim restriksi terlihat
| pita linear (lajur 2, pita b) dan pada DNA plasmid
utuh terlihat 2 pita (jalur 3, pitaa ) yaitu pita yang
berimigrasi paling jauh dan mempunyai intensitas
yang tinggi merupakan DNA superkoil sedang pita
yang berimigrasi lebih lambat (alur 3, pita ¢)
merupakan bentuk sirkular terbuka.
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4. Uji aktivitas pemotongan DNA superkoil

Hasil uji aktivitas crude extract basah yang
dengan menggunakan lmg DNA pUCI19 yang
diinkubasi dengan satu seri ekstrak K. rofunda
basah dengan kadar Omg/ml; 0,1 mg/ml; 0,2 ml/ml;
0,3 mgml; 0,4 mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,6 mg/ml dan 0,7
mg/ml, ditunjukkan pada GAMBAR 2. Hasil uji -
aktivitas crude extract K. rotunda kering yang
dilakukan dengan menggunakan 1 mg DNA pUC19
yang diinkubasikan dengan satu seri kadar crude
extract yaitu 0 mg/ml; ; 0,2 mg/ml; 0,3 mg/mli; 0,4
mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,6 mg/ml dan 0,7 mg/ml
ditunjukkan pada GAMBAR 3,

L

GAMBAR 1. Elektroforegram gel agarosa DNA
plasmid pUC19

Elektroforesis dilakukan dengan menggunakan 0,8% agans
dengan bufer TBEIX pada 70V selama 1,5 jam
Lajur ; 1. DNA marker IHindlll 2. DNA plasmid pUCIS
linier 3. DNA plasmid pUC19 utuh
(2) pita plasmid pUC19superkoil (b) pita plasmid pUCI=
linier (c) pita plasmid pUC19 sirkuler

Aktivitas fraksi protein dari crude extract &
rotunda basah yang dilakukan dengan mengguns
kan 1 mg DNA pUC19 yang diinku-basikan dengam
satu seri kadar protein 0,1mg/ml; 0,2 mg/ml; 0.3 me
ml; 0,4 mg/ml; 0,4 mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,6 mg/ml dan
0,7 mg/m ditunjukkan pada GAMBAR £
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GAMBAR 2. Elektrforegram hasil uji aktivitas crude extract K rofunda basah
Uji aktivitas crude extract dilakukan dengan menggunakan 1mg DNA pUC19 yang diinkubasikan
dengan satu seri kadar crude extract.

Lajur 1: tanpa ekstrak 2 s/d 8 dengan crude extract pada kadar berturut-turut 0, Img/ml; 0,2 mg/ml; 0,3 mg/ml; 0,4 mg/ml;
0,4 mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,6 mg/ml; 0,7 mg/ml
Pita a: pita bentuk superkoil Pita b: pita bentuk linier Pita ¢: pita bentuk sirkuler

1 2 3 4567 8

GAMBAR 3. Elektroforegram hasil uji aktivitas crude extract K rotunda kering
Uji aktivitas dilakukan dengan menggunakan Img DNA pUC19 yang diinkubasikan dengan satu seri kadar crude extract.

Lajur 1: tanpa ekstrak Lajur 2 s/d 8 ; dengan kadar ekstrak berturut-turut: 0,1mg/ml ;
0,2 mg/mi; 0,3 mg/ml; 0,4 mg/ml; 0,4 mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,6 mg/ml dan 0,7 mg/ml
Pita a: pita bentuk superkoil Pita b: pita bentuk linier Pita c: pita bentuk sirkuler
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GAMBAR 4. Elektroforegram hasil uji aktivitas fraksi protein K rotunda basah
Uji aktivitas dilakukan dengan menggunakan 1mg DNA pUC19 yang diinkubasikan dengan satu seri kadar protein
Lajur 1: tanpa protein Lajur 2 s/d 8 ; dengan kadar ekstrak berturut-turut: 0,1mg/ml ;
0.2 mg/ml; 0,3 mg/ml; 0,4 mg/ml; 0,4 mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,6 mg/ml dan 0,7 mg/ml
Pita a: pita bentuk superkoil Pita b: pita bentuk linier Pita c: pita bentuk sirkuler

1 2 3 45 6 7 8

o O

GAMBAR 5. Elektroforegram hasil uji aktivitas fraksi protein K. rotunda kering
Uji aktivitas fraksi protein yang dilakukan dengan menggunakan 1mg DNA pUC19.yang diinkubasikan
dengan satu seri kadar fraksi protein.

Lajur 1: tanpa protein Lajur 2 s/d § ; dengan kadar protein berturut-turut: 0, Img/ml; 0,2 mg/ml; 0,3 mg/ml; 0,4 mg/ml; 0,4 mg/

ml; 0,5 mg/ml; 0,6 mg/ml dan 0,7 mg/ml
Pita a: pita bentuk superkoil Pita b: pita bentuk linier Pita ¢: pita bentuk sirkuler
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Sedangkan uji aktivitas protein pada fraksi crude
extract K. rotunda kering yang dilakukan dengan
mengguna-kan 1 mg DNA pUC19 yang diinkubasi
dengan satu seri kadar protein 0,025 mg/ml; 0,05
mg/ml; 0,075 mg/ml; 0,1 mg/ml; 0,125 mg/ml; 0,150
mg/ml; dan 0,175 mg/ml ditunjukkan pada
GAMBAR 5.

Pada GAMBAR 1 ditunjukkan bahwa DNA
plasmid pUC19 hasil isolasi, dengan elektroforesis
gel agarosa menunjukkan 2 pita yaitu pita superkoil
(lajur 3 pita a) dan sirkular terbuka (jalur 3, pita ¢).
Untuk menentukan kebenaran ukuran plasmid
pUCI19, plasmid tersebut setelah didigesti dengan
enzim restriksi yang hanya mempunyai satu sisi
pengenalan yaitu EcoRI diperoleh pita linear, yang
dalam gel agarosa berimigrasi di antara pita
superkoil dan pita sirkular terbuka® Hasil yang
diperoleh menunjukkan bahwa pita linear pUC19
(jalur 2, pita b) tersebut mempunyai ukuran sekitar
2,71 kb. Dengan demikian hasil isolasi DNA ini
untuk selanjutnya dapat digunakan untuk uji
aktivitas crude extract dan uji fraksi protein hasil
pengendapan.

Uji aktivitas ekstrak baik dari rimpang K. ro-
tunda basah maupun rimpang kering menunjukkan
hasil yang positip yaitu terjadinya penipisan pita
DNA superkoil (GAMBAR 2 dan 3, pita ¢) dan
penebalan pita sirkuler (GAMBAR 2 dan 3, pitac)
serta timbulnya pita linear yang makin tebal dengan
bertambahnya kadar ekstrak (GAMBAR 2 dan 3,
pita b). GAMBAR 2, hasil uji aktivitas ekstrak
sampel basah menunjukkan bahwa pada kadar 0,1
mg /ml (lajur 2) telah mempunyai aktivitas yang
cukup tinggi yang ditandai dengan hilangnya
sebagian besar pita superkoil (lajur 2, pita a) dan
muncul pita sirkular (pita c) dan pita linear (pita b).
Pada kadar ekstrak 0,7 mg /ml pita linear yang
terbentuk sangat jelas.

Hasil uji aktivitas crude extract dari sampel
kering (GAMBAR 3) menunjukkan bahwa aktivitas
ekstrak sedikit lebih rendah dibanding ekstrak dari
sampel basah. Pada GAMBAR 3, lajur 2 ditunjukkan
bahwa kadar ekstrak sampel kering kadar 0,1 mg/
ml DNA superkoil (pita a) masih terlihat lebih tebal
dibanding pita superkoil ekstrak sampel basah
(GAMBAR 2, lajur 2, pita a) dengan kadar ekstrak
yang sama. Juga pita linear (GAMBAR 3, lajur 2,
pita b) muncul lebih tipis. Hal ini kemungkinan besar

disebabkan karena adanya protein aktif yang
mengalami kerusakan selama proses pengeringan
sampel pada suhu 40°C.,

Uji aktivitas fraksi protein sampel rimpang basah
(GAMBAR 4) juga menunjukkan hasil yang serupa
dengan hasil uji crude extract sampel basah
(GAMBAR 2). Hal ini menunjukkan bahwa
kemungkinan besar senyawa yang aktif adalah
dalam bentuk protein. Jika terdapat senyawa lain
yang aktif memotong DNA, maka aktivitas fraksi
protein menjadi menurun. Pada uji aktivitas dengan
menggunakan kadar protein 0,1 mg /ml, pita DNA
superkoil yang tertinggal terlihat sangat tipis. Oleh
karena itu, pada uji selanjutnya digunakan rentang
kadar protein yang lebih sempit yakni mulai dari
0,025 mg/ml s/d 0,175 mg /ml dengan interval 0,025
mg /ml (GAMBAR 5). Hasilnya menunjukkan
bahwa pada fraksi protein sampel kering dengan
kadar 0,025 mg /ml telah terlihat aktif seperti yang
ditunjukkan dengan menebalnya pita sirkular
(GAMBAR 5, lajur 2,pita c). Dari semua uji
aktivitas baik dari crude extract dan fraksi protein
sampel basah maupun crude extract dan protein
sampel kering, dengan bertambahnya kadar terjadi
kenaikan aktivitas yang ditandai dengan terjadinya
penebalan pita sirkular dan munculnya pita linear
yang semakin tebal (GAMBAR 2,3.4,5, pita c dan
b). Adanya aktivitas memotong DNA superkoil itu
menunjukkan bahwa ekstrak tanaman tersebut
mengandung protein aktif yang mirip RIP.
Trichosanthin yang diisolasi dari Trichosanthes
kirilowi merupakan RIP pertama yang diketahui
mempunyai aktivitas memotong DNA superkoil .
Kemampuan memotong DNA superkoil dimiliki
baik oleh RIP tipe [ maupun RIP tipe II, misalnya
risin yang diisolasi dari Ricinus comunis, sehingga
aktivitas ini kemudian digunakan sebagai penapisan
awal keberadaan RIP".

Beberapa senyawa misalnya ekstrak daun
Mirabilis yalapa, Morinda citrifolia, Carica
papaya dan C. mangga yang telah diuji mem-
punyai aktivitas memotong DNA superkoil terbukti
juga mempunyai efek N-glikosidase RNA, yakni
efek yang mampu memotong rantai glikosidik RNA
dari eukariot™'%, Ekstrak tersebut juga terbukti
mampu menghambat proliferasi kultur sel B-LCL-
EBV dan Raji cell-lines secara selektif®.

195



Berkala llmu Kedokteran Vol. 35, No. 4

-

SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Dari hasil penelitian ini dapat diambil simpulan
bahwa rimpang Kaemferia rotunda Linn me-
ngandung protein aktif yang mempunyai aktivitas
mirip Ribosome-inactivating Proteins (RIPs).
Kadar protein total 0,1 mg/ml baik crude extract
dan fraksi protein dari sampel basah maupun sampel
kering telah mampu memotong 0,1 mg DNA super-
koil menjadi bentuk sirkular. Dengan meningkatnya
kadar ekstrak dan protein juga terjadi peningkatan
aktivitas pemotongan DNA superkoil yang ditandai
dengan terjadinya penebalan pita sirkular dan
munculnya pita linear yang semakin menebal.

Saran

Untuk konfirmasi, efek protein dalam Kaemfe-
ria rotunda Linn yang telah terbukti mirip RIPs
tersebut perlu diujikan terhadap RNA ribosomal
maupun terhadap berbagai kultur sel kanker secara
in vitro.
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