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Abstract

Based on data released by Globocan in 2020, the incidence of colorectal cancer is the fourth highest in
Indonesia (8.6%) and the third in the world (10%). This disease is hard to treat because the available therapy is
less effective. Therefore, it is necessary to develop effective alternative therapies, especially those originating
from Indonesia’s natural resources, easy to obtain and reproduce. This study aims to determine the potential of
red eye snail extract as an anticancer through cytotoxicity tests with the MTT Assay method on colon cancer
cells WiDr and DNA fragmentation tests with Hoescth staining. In this study, we used various concentrations
of the red-eye snail extract to test with 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
and doxorubicin reagents as positive controls. Absorbance values were read using a microplate reader at a
wavelength of 595 nm. The cell absorbance data was converted into cell viability and probit analyzed to obtain
the IC,; value. The results showed that the higher the concentration of the extract caused a decrease in the
number of WiDr cells and an increase in damage to the structure of WiDr cells. Based on the results of probit
analysis, it was found that the IC,  value of the extract was 36.28 ug/mL or classified as moderate cytotoxicity.
The DNA fragmentation test showed that at concentrations of 125 ppm and 62.5 ppm, it was able to provide an
effect similar to doxorubicin, namely triggering apoptosis in WiDr colon cancer cells.

Keywords: colorectal cancer; DNA fragmentation; MTT assay; red eye snail; WiDr cells

Abstrak

Berdasarkan data yang dirilis oleh Globocan pada tahun 2020, kejadian kanker kolorektal tertinggi keempat
di Indonesia (8,6%) dan ketiga di seluruh dunia (10%). Penyakit ini sulit diobati karena terapi yang tersedia
kurang efektif. Karena itu perlu dikembangkan terapi alternatif yang efektif, terutama berasal dari kekayaan
alami Indonesia, mudah didapat dan diperbanyak. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi ekstrak
keong laut matah merah sebagai antikanker melalui uji sitotoksisitas dengan metode MTT Assay pada sel
kanker kolon WiDr dan uji fragmentasi DNA dengan pewarnaan Hoescth. Penelitian ini menggunakan ekstrak
etanol keong matah merah dengan konsentrasi 1000 ppm, 500 ppm, 250 ppm, 125 ppm, 62.5 ppm, 31.25 ppm,
15.62 ppm, dan 7.81 ppm untuk diuji dengan reagen 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) dan doksorubisin sebagai kontrol positif. Pembacaan nilai absorbansi dilakukan dengan
microplate reader pada panjang gelombang 595 nm. Untuk uji fragmentasi DNA digunakan ekstrak dengan
konsentrasi 125 ppm, 62.5 ppm dan 31.25 ppm. Data absorbansi sel dikonversi menjadi viabilitas sel dan
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dianalisis probit untuk memperoleh nilai IC, . Hasil penelitian menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi
ekstrak menyebabkan penurunan jumlah sel WiDr dan peningkatan kerusakan struktur sel WiDr. Berdasarkan
hasil analisis probit diketahui nilai IC, ekstrak sebesar 36,28 ng/mL atau tergolong sitotoksisitas sedang. Uji
fragmentasi DNA menunjukkan pada konsentrasi 125 ppm dan 62,5 ppm mampu memberikan efek yang mirip
dengan doksorubisin yaitu memicu terjadinya apoptosis pada sel kanker kolon WiDr.

Kata kunci: fragmentasi DNA; kanker kolorektal; keong matah merah; sel WiDr; Uji MTT

Pendahuluan

Kanker merupakan salah satu penyakit
penyebab kematian yang angkanya semakin
tinggi setiap tahunnya, diantaranya adalah
kanker kolorektal. Berdasarkan data yang dirilis
oleh Globocan pada tahun 2020 (IARC, 2020),
kejadian kanker kolorektal tertinggi keempat di
Indonesia (8,6%) dan ketiga di seluruh dunia
(10%). Semakin tingginya angka kematian akibat
kanker setiap tahun salah satunya disebabkan
oleh belum ditemukannya terapi yang efektif.
Berbagai macam terapi penyakit kanker telah
dikembangkan sampai saat ini seperti operasi,
radiasi, kombinasi obat kemoterapi, terapi
hormon, dan lain-lain, belum juga berhasil
menekan tingkat kematian yang tinggi akibat
kanker dan adanya efek samping terapi yang
dalam beberapa kasus bersifat fatal, sehingga
perlu dicari jenis obat atau terapi dengan
bahan baku yang melimpah dan berasal dari
keanekaragaman hayati Indonesia, aman, mudah
dibuat dan diperbanyak serta bisa dikarakterisasi
secara ilmiah (Purwaningsih et al., 2015).

Salah satu jenis bahan obat herbal yang
dikembangkan untuk terapi kanker berasal dari
gastropoda laut keong matah merah (Cerithidea
obtusa). Beberapa studi menunjukkan bahwa
ekstrak keong laut matah merah memiliki
aktivitas penghambatan atau toksisitas terhadap
sel kanker secara invitro, diantaranya oleh
Purwaningsih et al, (2015), menunjukkan
bahwa pada kosentrasi 20 ppm ekstrak etanol
keong matah merah menghambat sel MCF7
sebesar 96,34%, konsentrasi 160 ppm mampu
menghambat sebesar 97,12%, dan nilai
IC50 untuk ekstrak etanol adalah 18,32 ppm
termasuk sangat kuat sebagai antikanker dan
oleh Purwaningsih et al., (2008) dimana ekstrak
keong laut matah merah memiliki aktivitas
penghambatan proliferasi sel kanker serviks
HeLa sebesar 90,62%, sel kanker paru A549
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sebesar 79,84% dan sel kanker leukemia K562
sebesar 76,71%. Namun toksisitas ekstrak
keong laut matah merah terhadap sel kanker
kolon WiDr (ATCC-CCL 218) belum pernah
diuji sebelumnya.

Penelitian ini  bertujuan mengetahui
tingkat toksisitas ekstrak keong laut matah
merah terhadap sel kanker WiDr. Penelitian
ini diharapkan dapat menjadi tambahan data
terhadap pengembangan ekstrak keong laut
matah merah sebagai antikanker yang efektif,
sediaannya murah, mudah didapat, aman dan
berasal dari keanekaragaman hayati Indonesia.

Materi dan Metode

Ekstraksi keong laut matah merah

Sampel keong laut matah merah didapat dari
habitat aslinya di Kabupaten Ogan Komering
Ilir, Sumatera Selatan. Preparasi sampel ekstrak
dimulai dengan mengeluarkan daging dan
jeroan dari cangkang keong, kemudian daging
dan jeroan dipotong dan diblender agar halus
untuk diekstraksi. Ekstraksi keong matah merah
dilakukan dengan metode maserasi tunggal
menggunakan pelarut etanol 70%. Setelah
itu dilakukan maserasi menggunakan shaker
selama 72 jam dengan perbandingan pelarut
etanol 1:5 (b/v). Hasil maserasi disaring dengan
kertas Whatmann 42 dan filtrat yang dihasilkan
disimpan ke dalam botol kaca. Selanjutnya
filtrat dievaporasi untuk dihilangkan pelarutnya
menggunakan rotary vacuum  evaporator
dengan suhu 40 °C.

Preparasi sel WiDr

Sel kanker kolon WiDr (A7CC CCL-218)
yang digunakan dalam penelitian ini merupakan
koleksi  Laboratorium  Mikrobiologi  dan
Imunologi Pusat Studi Satwa Primata LPPM
Institut Pertanian Bogor. Kultur sel WiDr
ditumbuhkan ke dalam media penumbuh RPMI
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1640 (Gibco) yang mengandung Fetal Bovine
Serum (FBS) 10% v/v (Gibco) dan penisilin-
streptomisin 1% v/v (Gibco).

Sel WiDr diambil dari tangki nitrogen cair
dan dicairkan dalam penangas air suhu 37 °C.
Ampul disemprot menggunakan etanol 70%
kemudian di dalam laminar air flow, ampul
dibuka dan dipindahkan ke tabung colonical
steril yang berisi media kultur RPMI 1640
(Gibco). Suspensi sel disentrifugasi 1000 g
selama 3 menit. Medium RPMI 1640 yang
baru kemudian ditambahkan ke dalam suspensi
sel dan disentrifugasi kembali selama 5 menit.
Suspensi sel WiDr ditambahkan ke dalam
I mL medium yang mengandung 10% FBS
dan diresuspensi kembali perlahan sampai
homogen. Sel WiDr ditambahkan dalam flask
kultur sel ukuran 25 ml dan diinkubasi dalam
inkubator CO, 5% bersuhu 37 °C. Media sel
WiDr diganti setelah 24 jam dan ditumbuhkan
hingga konfluen 80%. Sel WiDr kemudian
dicuci dengan 3.5 mL PBS 2 kali dan 300 L
Tripsin-EDTA lalu diinkubasi 3 menit dalam
inkubator CO,. Sebanyak 5 mL kultur media
ditambahkan dan sel diresuspensikan hingga
terlepas dari dinding flask.

Uji aktivitas sitotoksik

Aktivitas sitotoksik ekstrak keong laut
matah merah diuji dengan menggunakan
metode MTT Assay (3-(4,5-dimethylthiazol2, 5-
diphenyltetrazolium bromide). Ekstrak keong
laut matah merah dibuat sebanyak tujuh
konsentrasi yaitu 1000 ppm, 500 ppm, 250 ppm,
125 ppm, 62.5 ppm, 31.25 ppm, 15.62 ppm,
7.81 ppm dan dilakukan tiga kali pengulangan
terhadap masing-masing konsentrasi. Untuk
kontrol positif digunakan doksorubisin dan
dibuat dengan lima konsentrasi yaitu 10 ppm,
5 ppm, 2.5 ppm, 1.25 ppm, 0.62 ppm. Kontrol
negatif hanya diisi sel WiDr dan kultur media.

Sel WiDr dengan konsentrasi 5x10°
ditambahkan ke dalam 100 pL. media penumbuh
di dalam microplate. Setelah konfluen lebih dari
50% (24 jam) kemudian ditambahkan 100 pL
larutan ekstrak dengan konsentrasi bertingkat
1000-7.81 ppm. Kemudian sel diinkubasi pada
suhu 37 °C. Uji MTT dilakukan pada hari ke 3
dengan menambahkan reagen MTT (5mg/ml)
sebanyak 10 pl per sumur, inkubasi 4 jam pada

suhu 37 °C. Setelah 4 jam microplate diperiksa
dengan mikroskop, apabila kristal formazan
telah terbentuk kemudian dilarutkan dalam
etanol. Pembacaan nilai absorbansi dilakukan
dengan microplate reader pada panjang
gelombang 595 nm.

Deteksi fragmentasi DNA dengan pewarnaan
Hoescht

Sel WiDr (1x10%) dikulturkan di dalam
8-well slide chamber selama 24 jam. Media
dibuang kemudian diganti dengan media serupa
yang sudah dicampur dengan supernatan yang
mengandung ekstrak matah merah dengan
konsentrasi 125 ppm, 62.5 ppm dan 31.25
ppm. Ketiga konsentrasi dipilih berdasarkan
uji MTT sebelumnya yang merupakan ambang
batas konsentrasi toksik dan non toksik. Kontrol
negatif berupa sel WiDr yang dikulturkan
dengan media yang tidak berisi supernatan.
Kontrol positif berupa sel WiDr yang sudah
ditambahkan doksorubisin. Inkubasi dilanjutkan
kembali selama 48 jam. Sel kemudian difiksasi
dengan 2% larutan glutaraldehida selama 1 jam
kemudian diwarnai dengan 10 mg/L Hoechst
33258 selama 30 menit. Sel segera dicuci dengan
phosphate buffer saline (PBS). Sel diamati
dibawah mikroskop fluoresen pada eksitasi
365 nm dan emisi 460 nm. Sel mati apoptosis
ditandai oleh fragmentasi DNA dan pendaran
cahaya sangat jelas. Sel apoptosis diamati secara
semi kuantitatif dengan cara menetapkan skor
berikut: 0 (0 fragmentasi DNA/lapang pandang),
+1(10-30% fragmentasi DN A/lapang pandang),
+2 (40—-60 % fragmentasi DNA/lapang pandang)
dan +3 (70-100 % fragmentasi DNA/lapang
pandang). Pengamatan dilakukan sebanyak 5
lapang pandang kemudian dilakukan rata-rata.
Data hasil pengamatan diolah secara statistik
non parametrik Kruskal-Wallis yang dilanjutkan
dengan uji Dunn jika terdapat perbedaan nyata.

Analisis Data

Data yang diperoleh dari uji sitotoksisitas
dengan MTT berupa nilai absorbansi tiap sumur
yang dikonversi menjadi % penghambatan
proliferasi sebagai berikut:

) ) Absorbansi kontrol — absorbansi sampel
% Penghambatan Proliferasi =

X 100%
Absorbansi kontrol
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Selanjutnya dibuat grafik log konsentrasi
dengan presentase sel hidup dengan metode
analisis probit menggunakan aplikasi GraphPad
Prism 9 dengan fungsi persamaan garis lurus y
= ax + b Keterangan :

y = Variabel terikat (nilai probit untuk

respon sebesar 50%)

a = Koefisien arah

x = Variabel bebas

b = Konstanta titik potong pada sumbu

Persetujuan Etik

Penelitianinitelahmendapatkanpersetujuan
etik (ethical clearance) dengan nomor 222-2021
IPB yang dikeluarkan oleh Lembaga Penelitian
dan Pengabdian kepada Masyarakat (LPPM)
IPB pada tanggal 12 Desember 2021.

Hasil dan Pembahasan

Uji aktifitas sitotoksik dengan MTT assay

Pengujian dengan MTT assay dilakukan
untuk mengetahui potensi antikanker ekstrak
keong laut matah merah dengan melihat aktivitas
sitotoksik yang dapat menghambat proliferasi
sel kanker kolon WiDr. Uji MTT merupakan
salah satu metode kolometrik sel kuantitatif yang
paling banyak digunakan karena mudah, aman,
murah dan cocok digunakan dengan sel lestari
(Nga et al., 2020). Selain itu dilakukannya uji
sitotoksisitas MTT dilakukan untuk menapis
senyawa sitotoksik saat pengembangan obat ke-
moterapi atau melihat efek sitotoksik saat studi
preklinis pengembangan obat (Li et al., 2012).

Hasil pengamatan pada wuji toksisitas
ekstrak terhadap sel WiDr dengan metode MTT
ditunjukkan pada Gambar 1. Pengujian toksisitas
sel dilakukan berdasarkan penghambatan
pertumbuhan atau proliferasi sel WiDr yang
diberi perlakuan ekstrak keong laut matah
merah dengan konsentrasi bertingkat dengan
metode MTT assay. Presentase penghambatan
proliferasi sel WiDr semakin tinggi seiring
dengan tingginya konsentrasi ekstrak. Perbedaan
tingkat toksisitas ekstrak terhadap sel WiDr juga
dapat diamati pada jumlah dan tingkat kerusakan
sel WiDr dengan menggunakan mikroskop
(Gambar 2). Semakin tinggi konsentrasi ekstrak
menyebabkan penurunan jumlah sel WiDr dan
peningkatan kerusakan struktur sel WiDr.
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Gambar 1.  Aktivitas antikanker ekstrak keong laut matah
merah dengan berbagai konsentrasi terhadap sel
kanker kolon WiDr dengan metode MTT assay.
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Untuk mengetahui efek toksisitas ekstrak
keong laut matah merah terhadap sel kanker
kolon WiDr digunakan metode MTT. Metode ini
berdasarkan pada perubahan garam tetrazolium
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT) menjadi kristal
formazan dalam mitokondria yang aktif pada sel
hidup (Ebada et al., 2008). Morfologi sel WiDr
diamati dibawah mikroskop dengan pembesaran
1430 X 320. Pengamatan dilakukan sebelum
dan sesudah pemberian ekstrak keong laut
matah merah. Sel WiDr normal berbentuk bulat,
memiliki inti dan dan dilindungi oleh dinding
sel terlihat jelas (Kusuma et al., 2010). Hasil
pengamatan menunjukkan bahwa semakin tinggi
konsentrasi ekstrak yang digunakan, aktivitas

Gambar 2. Hasil pengamatan sel WiDr setelah diberi perlakuan
ekstrak keong laut matah merah konsentrasi
bertingkat dengan MTT assay. (a) kontrol negatif,
(b) kontrol positif doksorubisin, (c) konsentrasi
ekstrak 500 ppm, (d) konsentrasi ekstrak 31,25
ppm. Pembesaran 32X. Panah kuning: Sel WiDr
normal. Panah biru: Sel WiDr yang mengalami
apoptosis.
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penghambatan pertumbuhan sel kanker WiDr
juga semakin meningkat. Hal ini ditunjukkan
dengan terjadinya perubahan morfologi sel dan
tingkat kematian sel yang tinggi (Gambar 2).

Gambar 2 menunjukkan bahwa semakin
tinggi konsentrasi ekstrak yang digunakan maka
semakin kuat memicu terjadinya penghambatan
proliferasi sel dan laju apoptosis. Apoptosis pada
sel kanker WiDr sendiri ditandai oleh perubahan
morfologi yang tampak jelas seperti penyusutan
sel, lepuh (blebbing) pada membran sel,
fragmentasi DNA dan pembentukan apoptotic
bodies (Ekowati et al., 2012).

Nilai IC50 (Inhibitory concentration
50) adalah konsentrasi sampel yang mampu
menghambat 50% pertumbuhan sel (Rekha dan
Anila, 2019). The American National Cancer
Institute (ANCI) menyatakan bahwa suatu
senyawa dikatakan memiliki aktivitas sitotoksik
yang kuat sebagai agen anti kanker jika nilai
IC,, < 30 pg/mL dan sitotoksik sedang sebesar
30 - 100 pg/mL (Hidayat dan Dwira, 2018). Dari
hasil uji MTT pada penelitian ini, ekstrak keong
laut matah merah memiliki nilai IC, sebesar
36,28 ung/mL, sehingga berdasarkan ANCI
maka dapat dikategorikan sebagai senyawa
dengan nilai sitotoksisitas sedang terhadap sel
kanker kolon WiDr. Ekstrak keong laut matah

merah diketahui memiliki efek toksik terhadap
sel kanker lain seperti sel kanker serviks HelLa
dan sel kanker payudara MCF-7 (Triono, 2020;
Putra, 2019), sel kanker paru-paru A549 dan sel
leukemia K562 (Purwaningsih et al., 2008).

Uji Fragmentasi DNA dengan Pewarnaan
Hoescth

Apoptosis  adalah suatu  mekanisme
homeostasis seluler yang melibatkan sejumlah
besar gen pengatur dimana terjadi regulasi
mitosis, deteksi kelainan seluler dan memicu
kejadian kematian sel terprogram (D’Arcy,
2019). Kegagalan terjadinya apoptosis akan
membuat sel yang rusak terus berakumulasi
di dalam tubuh sehingga akan berkembang
menjadi berbagai macam kanker (Akcapinar
et al., 2021). Pada saat ini tersedia banyak
senyawa elektroaktif untuk pewarnaan DNA
seperti etidium bromida, methylene blue,
tetramethylbenzidine, bisbenzimides, senyawa
metalik dan lainnya (Oliveira et al., 2018).
Pewarna Hoescht 33258 adalah termasuk
kedalam golongan bisbenzimides yang paling
umum digunakan untuk pewarnaan berfloresensi
asam nukleat. Sel WiDr yang diberi paparan
supernatan yang mengandung ekstrak keong
matah merah dan diwarnai dengan pewarna

Gambar 3. Hasil pengamatan sel WiDr yang diberi ekstrak keong laut matah merah dengan pewarna Hoescth 33258
pada 5 kelompok perlakuan : A = Kontrol negatif, B = Kontrol positif doksorubisin; C = Keong matah
merah konsentrasi 125 ppm; D = Keong matah merah konsentrasi 62,5 ppm; E = Keong matah merah
konsentrasi 31,25 ppm. Fragmentasi DNA dari sel yang mengalami apoptosis ditanjukkan oleh tanda panah
berwarna merah, sedangkan sel normal ditunjukkan dengan warna kuning. Perbesaran 40 X.
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Hoescht 33258 memiliki ciri-ciri sel apoptosis
yang meliputi pengerutan sel, kondensasi
bahkan fragmentasi DNA. Dibawah mikroskop
fluoresen, sel tersebut tampak berpendar dan
organel sel tampak menggumpal. (Gambar 3).

Deteksi fragmentasi DNA merupakan
indikasi terjadinya proses apoptosis. Dengan
menggunakan mikroskop floresen, sel WiDr
yang telah diwarnai dengan pewarna Hoscth
33258 akan terlihat jelas struktur asam
nukleatnya karena pewarna Hoescth akan
menembus membran plasma dan inti sel. Sel
yang mengalami apoptosis terlihat mengambil
warna biru berpendar yang kuat dengan bentuk
seperti bulan sabit di sekitar pinggiran inti,
sedangkan sel normal menunjukkan inti sel yang
besar dan organel sel yang masih terlihat jelas.

Pengaruh pemberian supernatan yang
mengandung ekstrak keong laut matah merah
dengan konsentrasi yang berbeda terhadap
apoptosis pada sel kanker kolon WiDr yang
diukur secara semikuantitatif dicantumkan
dalam Tabel 1.

Tabel 1. Pengaruh pemberian ekstrak keong laut matah merah
dengan konsentrasi berbeda terhadap apoptosis sel
kanker kolon WiDr

Kelompok Skor
Kontrol negatif 19,0 £ 3,8
Kontrol positif doksorubisin 105,0 £ 21°¢
Konsentrasi 125 ppm 89,0 £ 17,8
Konsentrasi 62,5 ppm 66,5 £ 13,3
Konsentrasi 31,25 ppm 455+9,1®

Keterangan: Huruf superscript pada kolom yang sama
menunjukkan perbedaan nyata (p < 0,05).

Tabel 1 memperlihatkan bahwa apoptosis
terjadi pada sel kanker yang diberikan perlakuan
dengan ekstrak keong laut matah merah dengan
konsentrasi 125 ppm, 62,5 ppm dan 31,25 ppm.
Jumlah sel WiDr yang mengalami apoptosis
berbeda-beda tergantung dari konsentrasi
keong matah merah yang digunakan.
Kelompok konsentrasi 125 ppm dan 62,5 ppm
menunjukkan hasil yang tidak berbeda nyata
terhadap kelompok kontrol positif doksorubisin.
Hal ini menunjukkan bahwa pada konsentrasi
125 ppm dan 62,5 ppm mampu memberikan
efek yang mirip dengan doksorubisin yaitu
memicu terjadinya apoptosis pada sel kanker
kolon WiDr.
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Jalur terjadinya proses apoptosis tebagi
atas jalur endogen dan eksogen. Pada jalur
endogen, ekpresi berlebihan gen Bak dapat
menjadi antagonis dari efek protektif gen Bcl-
2 dan dapat menyebabkan terjadinya gangguan
fungsi dari mitokondria dan akan melepaskan
sitokrom C (Wang et al., 2015). Pelepasan
sitokrom C akan menginduksi Caspase-3 yang
menyebabkan terjadinya apoptosis (Gao et al.,
2016). Dalam studi kali ini ekstrak keong laut
matah merah konsentrasi 125 ppm dan 62,5
ppm mampu memicu terjadinya apoptosis pada
sel kanker WiDr, namun perlu studi lebih lanjut
untuk mengetahui jalur apoptosis yang terlibat
dan juga untuk mengidentifikasi gen-gen yang
terlibat dalam proses apoptosis.

Kesimpulan

Hasil wuji sitotoksisitas ekstrak keong
laut matah merah terhadap sel kanker kolon
WiDr dengan menggunakan metode MTT
assay menunjukkan bahwa ekstrak keong laut
matah merah memiliki efek toksik dan mampu
menghambat proliferasi sel WiDr dengan
nilai IC50 36,28 pg/mL. uji fragmentasi DNA
dengan pewarnaan Hoescth menunjukkan
bahwa konsentrasi ekstrak 125 ppm dan 62.5
ppm mampu memicu terjadinya apoptosis pada
sel kanker WiDr.
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