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ABSTRAK

Polycyclic aromatic hydrocarbon atau PAH merupakan salah satu kelompok karsinogen terbesar di lingkungan.
7,12-Dimetillbez(a)antransena merupakan senyawa golongan PAH yang bersifat karsinogen genotoksik. Salah satu uji
genotoksisitas yang paling sering dilakukan adalah uji mikronukleus. Sirsak merupakan tanaman yang tumbuh baik di
Indonesia. Daun sirsak mengandung flavonoid dan acetogenin yang diduga mempunyai potensi kemopreventif dan aktivitas
antikanker. Tujuan penelitian ini adalah mengkaji efek antigenotoksik ekstrak etanolik daun sirsak terhadap frekuensi
mikronukleus mukosa bukal tikus galur Sprague Dawley yang diinduksi dengan DMBA. Penelitian ini dilakukan pada 24
tikus Sprague Dawley jantan berumur 5 minggu yang dibagi secara acak dalam 6 kelompok. Karsinogenesis dorsum lidah
tikus kelompok | — Il diinduksi dengan DMBA secara topikal 3 kali dalam seminggu selama 16 minggu, kelompok Il dan
Il selain diinduksi karsinogenesis, juga diberi ekstrak etanolik daun sirsak 100 dan 200 mg/kg BB setiap hari selama 18
minggu dan kelompok IV diberi ekstrak etanolik daun sirsak 200 mg/kg BB, kelompok V diberi DMSO 1% dan kelompok
VI tidak diberi perlakuan. Setelah minggu ke-18, swab mukosa bukal dilakukan untuk uji mikronukleus kemudian sampel
dicat dengan metode Feulgen-Rossenbeck. Jumlah mikronukleus dihitung di bawah mikroskop cahaya per 500 sel epitel
mukosa bukal, lalu data dianalisis menggunakan one way ANOVA diikuti Tukey HSD. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
rerata frekuensi mikronukleus kelompok I (13 + 0,82) dan kelompok Ill (12 + 0,96) mengalami penurunan secara signifikan
(p<0,05) dibanding kelompok | (24 + 1,71). Disimpulkan bahwa ekstrak etanolik daun sirsak mempunyai efek antigenotoksik
yang ditunjukkan dengan penurunan frekuensi mikronukleus sel epitel mukosa bukal tikus.

Kata kunci: DMBA; ekstrak etanol daun sirsak; frekuensi mikronukleus; PAH

ABSTRACT: The effect of soursop leaves (Annona uricata linn) ethanolic extract on micronucleus frequency
of buccal mucosa epithelium of Sprague dawley rats. Polycyclic aromatic hydrocarbons is one of the largest
groups of carcinogen in environment. 7,12-Dimetillbez (a) antransena is a compound of PAH class that has genotoxic
carcinogen potency. One of the most frequently applied genotoxicity tests is micronucleus test. Soursop is a plant that
can grow well in Indonesia. Its leaves contain flavonoid and acetogenin assumed to have potential chemopreventive and
anticancer activities. The aim of this study was to assess the antigenotoxic effect soursop leaves ethanolic extraction
the micronucleus frequency of DMBA-induced buccal mucosa of rat. This research was conducted on 24 male Sprague
Dawley rats aged 5 weeks and divided into six groups. Carcinogenesis on the lingual dorsum of group I-Ill were induced
by DMBA topically 3 times a week for 16 weeks, group Il and Il were not only induced by carcinogenesis, but also were
given soursop leaves ethanolic extract of 100 and 200 mg/kg body weight for 18 weeks, group IV was given soursop
leaves ethanolic extract 200 mg/kg body weight, group V was given DMSO 1% and group VI was given no treatment.
After 18th week, buccal mucosa swab for micronucleus test was conducted and stained with Feulgen-Rossenbeck
method. The number of micronucleus is calculated under a light microscope, data were analized using using one-way
ANOVA followed by Tukey HSD. The result showed that the average of buccal micronucleus frequency of group Il (13
+ 0.82) and group Ill (12 £ 0.96) were decrease significantly (p<0,05) than group | (24 + 1.71). From the experiment,
it is concluded that the soursop leaves ethanolic extract has antigenotoxic effect shown by decreasing of the buccal
micronucleus frequency of rat.

Keywords: DMBA, soursop leaves ethanolic extract; micronucleus frequency; PAH

PENDAHULUAN genotoksik dan bahkan karsinogenik.! Zat genotoksik

Berdasarkan the report on carcinogenic (RoC),  diketahui mempunyai potensi mutagenik ataupun
polutan dan bahan-bahan kimia berbahaya di  karsinogenik, khususnya bagi zat-zat yang mampu
lingkungan sebagian besar mempunyai potensi Mmenyebabkan mutasi genetik dan berkontribusi bagi
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perkembangan tumor.?2 Karsinogen dapat berupa
zat genotoksik maupun non-genotoksik. Karsinogen
genotoksik dapat menimbulkan kerusakan DNA
secara langsung ataupun tidak langsung melalui
aktivasi metabolik terlebih dahulu.®

Senyawa golongan polycyclic aromatic
hidrocarbon (PAH) yang merupakan polutan
utama lingkungan merupakan salah satu kelompok
karsinogen terbesar di lingkungan.* Senyawa PAH
tersebar luas di lingkungan. Residu PAH berada
di udara berupa suspensi partikulat dalam polutan
udara, sehingga paparan PAH dapat melalui
inhalasi. Makanan merupakan sumber utama
paparan PAH terhadap populasi pada umumnya.®

Salah satu senyawa dari golongan PAH
adalah 7,12-dimetillbenz(a)antrasena (DMBA).
Senyawa DMBA merupakan suatu karsinogen
genotoksik.® Beberapa penelitian menggunakan
DMBA dalam menginduksi karsinogenesis rongga
mulut hamster.”" Uji genotoksisitas menunjukkan
bahwa senyawa DMBA dapat menginduksi
poliploidi dan sister chromatic exchanges.'? Salah
satu uji genotoksisitas yang paling sering dilakukan
adalah uji mikronukleus.™

Paparan senyawa genotoksik DMBA selain
mengakibatkan DNA adduct," juga menyebabkan
produksi reactive oxygen species (ROS) yang
berlebihan.” Produksi ROS yang berlebihan salah
satunya mengakibatkan kerusakan oksidatif struktur
dan fungsi DNA." Kerusakan DNA menyebabkan
kelainan struktur kromosom disertai kesalahan dalam
replikasi DNA. Salah satu contoh kelainan struktur
kromosom adalah terbentuknya fragmen asentrik.
Ketika fragmen asentrik gagal bergabung dengan
inti sel anakan dan tertinggal dalam sitoplasma,
maka mengakibatkan timbulnya mikronukleus.
Mikronukleus dapat berasal dari fragmen kromosom
asentrik, fragmen kromatid asentrik maupun seluruh
kromosom yang tertinggal pada saat anafase."”

Pemeriksaan mikronukleus digunakan seba-
gai biomonitor kerusakan genomik,’® sehingga
mikronukleus menjadi salah satu biomarker genomik
karsinogenesis rongga mulut."® Mikronukleus
merupakan salah satu indikator kerusakan DNA
yang paling sensitif.2> Akumulasi perubahan genetik
pada karsinogenesis rongga mulut dapat diamati

Prihatiningsih, dkk: Efek antigenotoksik ekstrak ...

pada mukosa bukal dengan metode invasif yang
minimal dan mudah.?' Sel mukosa bukal merupakan
pertahanan pertama pada rute paparan karsinogen
melalui pencernaan dan mampu memetabolisme
proximate carcinogen menjadi produk reaktif.'®

Daun sirsak mempunyai potensi kemopreventif
dalam menghambat karsinogenesis. Potensi
tersebut diperkirakan berkaitan dengan kandungan
annona acetogenin pada daun sirsak.?? Pada
beberapa penelitian secara terpisah, daun sirsak
terbukti mempunyai mekanisme aksi kemopreventif
diantaranya aktivitas antioksidan,?® antiproliferasi,?
menurunkan metastasis dan menginduksi apo-
ptosis pada sel kanker pankreas.?® Beberapa
penelitian in vivo menunjukkan aktivitas antikanker
daun sirsak terhadap papilogenesis kulit mencit,?
displasia payudara tikus,?® tumor prostat tikus?” dan
kanker kolon pada tikus.?®

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji efek
antigenotoksik ekstrak etanolik daun sirsak terhadap
frekuensi mikronukleus mukosa bukal tikus galur
Sprague Dawley yang diinduksi dengan DMBA.

METODE PENELITIAN

Determinasi tanaman sirsak dilakukan di Bagian
Biologi Farmasi Fakultas Farmasi UGM (No. BF/137/
Ident/Det/1l/2015) dengan hasil Annona muricata
L. Ekstraksi daun sirsak dilakukan di LPPT unit Il
UGM. Daun sirsak yang terkumpul dibersihkan,
kemudian diiris kecil-kecil dan dikeringkan dengan
suhu 50 °C hingga kadar air kurang dari 10%.
Selanjutnya, daun digiling menggunakan mesin
penyerbuk. Metode ekstraksi yang digunakan
adalah metode maserasi menggunakan pelarut
etanol 70%. Ekstrak dilarutkan terlebih dahulu
ke dalam DMSO 1% sebelum diberikan secara
per oral. Seluruh prosedur penelitian ini telah
mendapatkan persetujuan dari komite etik FKG
UGM Yogyakarta dengan diterbitkannya ethical
clearance No. 000132/KKEP/FKG-UGM/EC/2015.

Penelitian dilakukan pada 24 tikus Sprague
Dawley jantan, berusia 5 minggu dengan berat
badan 49 — 89 g yang diperoleh dari LPPT unit IV
UGM Yogyakarta. Tikus dilkelompokkan secara
acak ke dalam enam kelompok. Kelompok | — lI
diinduksi DMBA selama 16 minggu, kelompok ||
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dan Ill selain diinduksi karsinogenesis dengan
DMBA, juga diberikan ekstrak etanolik daun
sirsak 100 mg/kg BB dan 200 mg/kg BB per oral
selama 18 minggu, dimulai dari 1 minggu sebelum
induksi karsinogenesis dengan DMBA, kelompok
IV diberikan ekstrak etanolik daun sirsak 200 mg/
kg BB selama 18 minggu, kelompok V diberikan
DMSO 1% selama 18 minggu dan kelompok
VI tidak diberi perlakuan. Tikus diadaptasikan
terhadap lingkungan kandang selama 1 minggu
sebelum perlakuan.

Induksi karsinogenesis dengan senyawa
DMBA pada dorsal lidah tikus dilakukan dengan
mengoleskan 0,5% DMBA dalam aseton dengan
menggunakan kuas lukis nomer empat sebanyak
dua kali usapan dari arah posterior ke anterior.
Induksi DMBA dilakukan sebanyak tiga kali per
minggu selama 16 mingggu. Pemberian ekstrak
etanolik daun sirsak dosis 100 mg/kg dan 200 mg/
kg berat badan dilakukan setiap hari dengan oral
gavage selama 18 minggu.

Pengambilan sampel sel epitel mukosa
bukal dilakukan dengan swab mukosa bukal tikus
menggunakan cytobrush. Swab dilakukan dengan
menganastesi hewan coba menggunakan ketamin
HCI pada minggu ke-18. Sampel yang diperoleh
ditempatkan di atas slide yang bersih dan diberi
1 tetes larutan NaCl 0,09%, kemudian difiksasi
dengan methanol-acetic acid (3:1). Slide direndam
dalam 5 M HCI pada suhu ruang selama 15 menit,
kemudian dicuci dengan akuades selama 10 —
15 menit. Slide diwarnai dengan menggunakan
metode Feulgen Rossenbeck dalam Schiff’s
reagent selama 90 menit dan diwarnai dengan
fastgreen 1% selama 1 menit.

Frekuensi mikronukleus dihitung dengan
menjumlahkan sel yang mempunyai gambaran
adanya inti tambahan per lima ratus sel pada
masing-masing preparat. Penghitungan frekuensi
mikronukleus pada penelitian ini dilakukan per lima
ratus sel epitel. Hal ini disebabkan oleh karena
jumlah sel epitel mukosa bukal tikus hasil swab
hanya berkisar antara 500 — 1000 sel. Beberapa
penelitan sebelumnya menggunakan penghitungan
mikronukleus per lima ratus sel epitel.2*3
Penghitungan mikronukleus dilakukan dengan
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mikroskop cahaya yang dihubungkan dengan
kamera Optilab® pada perbesaran 400 kali. Data
rerata frekuensi mikronukleus dianalisis secara
statistik menggunakan one way ANOVA dilanjutkan
dengan Tukey HSD dengan derajat kemaknaan
95%.

HASIL PENELITIAN

Hasil pengamatan mikronukleus sel epitel mukosa
bukal yang didapat dari pengecatan Feulgen
Rossenbeck menunjukkan gambaran inti tambahan
berwarna hijau sama seperti inti utamanya,
berukuran kurang dari sepertiga inti utamanya,
terpisah dengan inti utamanya dan berada dalam
sitoplasma yang berwarna hijau cerah (Gambar 1).
Hasil tersebut sesuai dengan mikronukleus pada
penelitian Shantiningsih (2014).%2

Gambar 1. Sel epitel mukosa bukal tikus yang mengandung
mikronukleus (panah merah)

Tabel 1. Rerata dan standar deviasi frekuensi mikronukleus
epitel mukosa bukal tikus

Kelompok Perlakuan Rerata + SD
Kelompok Kelompok | 24 +1,71
Kelompok Kelompok I 13+0,82
Kelompok Kelompok il 12+ 0,96
Kelompok Kelompok IV 8+0,96
Kelompok Kelompok V 8+0,96
Kelompok Kelompok VI 7 +£0,96
Keterangan:

Rerata + SD frekuensi mikronukleus merupakan angka rasio
(jumlah sel yang yang mengandung mikronukleus/500 sel).
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Gambar 2. Grafik frekuensi mikronukleus sel epitel mukosa
bukal tikus

Rerata frekuensi mikronukleus sel epitel
mukosa bukal tikus menunjukkan penurunan
setelah diberi ekstrak etanolik daun sirsak (Tabel
1). Frekuensi mikronukleus paling tinggi terdapat
pada kelompok tikus yang diinduksi DMBA dan
mengalami penurunan pada kelompok yang
diinduksi DMBA dan diberi ekstrak etanolik daun
sirsak 100 mg/kg berat badan dan 200 mg/kg berat
badan (Gambar 2).

Hasil uji One-way Anova menunjukkan
nilai signifikansi 0,00 (p<0,05). Hal tersebut
menunjukkan bahwa terdapat pengaruh pemberian
ekstrak etanolik daun sirsak terhadap frekuensi
mikronukleus. Selanjutnya, hasil uji Tukey HSD
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan frekuensi
mikronukleus secara bermakna (p<0,05) antara
kelompok | dengan kelompok VI, kelompok |
dengan kelompok Il dan Ill, kelompok Il dan llI
dengan kelompok VI, sedangkan kelompok Il tidak
menunjukkan perbedaan frekuensi mikronukleus
secara bermakna dengan kelompok Ill. Perbedaan
tidak bermakna juga terjadi antara kelompok IV
dengan kelompok V dan VI.

PEMBAHASAN
Induksi DMBA pada hasil penelitian ini
mengakibatkan timbulnya mikronukleus. Hal

tersebut sesuai dengan penelitian Panjamurthy
dkk.®® yang menunjukkan bahwa senyawa DMBA
dapat menginduksi terbentuknya mikronukleus
pada sumsum tulang. Mekanisme timbulnya
mikronukleus akibat induksi DMBA kemungkinan
dimulai dari aktivasi metabolik DMBA oleh enzim
sitokrom P450 (CYP) yang menghasilkan DMBA-
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3-4-dihidrodiol-1-2-epoksida (DMBAE). Diol
epoksida DMBA merupakan ultimate carcinogen
yang mampu berikatan secara kovalen dengan
gugus amino eksosiklik basa purin DNA sehingga
terbentuk DNA adduct.'* Selain itu, chemical
intermediate yang dihasilkan pada saat induksi
DMBA memperantarai timbulnya kerusakan untai
DNA, oksidasi dan deaminasi asam nukleat.3*
Kerusakan-kerusakan yang terjadi pada DNA
dapat mengakibatkan kelainan kromosom seperti
terjadinya fragmen kromatid, selanjutnya ketika
fragmen kromatid gagal bergabung dengan inti sel
anakannya dan tertinggal dalam sitoplasma maka
akan menimbulkan mikronukleus.®

Perbedaan bermakna frekuensi mikronukleus
terlihat pada kelompok tikus yang diinduksi DMBA
dengan kelompok tikus yang diinduksi DMBA dan
diberi ekstrak etanolik daun sirsak 100 dan 200 mg/
kg BB. Hal tersebut menunjukkan bahwa ekstrak
etanolik daun sirsak 100 dan 200 mg/kg BB dapat
menurunkan frekuensi mikronukleus pada tikus
yang diinduksi DMBA. Mekanisme penurunan
frekuensi mikronukleus oleh ekstrak etanolik daun
sirsak diduga berkaitan dengan peran kandungan
fitokimia dalam ekstrak etanolik daun sirsak.
Flavonoid yang terkandung dalam ekstrak etanolik
daun sirsak®3*® mampu menghambat secara
langsung enzim prooksidan seperti xanthine
oksidase yang dapat menimbulkan ROS®* dan dapat
menginduksi enzim protektif yang berperan dalam
menginaktifkan elektrofii dan ROS serta dapat
menghambat aktivitas isoenzim p450 sehingga
dapat mencegah aktivasi metabolik DMBA.%"
Mekanisme penghambatan aktivasi metabolik
DMBAdengan menghambat aktivitas isoenzim p450
oleh ekstrak etanolik daun sirsak mengindikasikan
bahwa ekstrak etanolik daun sirsak merupakan
blocking agent.?® Selain itu, ekstrak etanolik daun
sirsak merupakan antoksidan yang poten secara
in vitro dan berpotensi memberikan perlindungan
terhadap stres oksidatif melalui aktivitas scavenging
terhadap radikal bebas. Reactive oxygen species
merupakan radikal bebas yang meliputi anion
superoksida (O,), radikal hidroksil (OH), nitrit
oksida (NO),?® radikal lipid peroksil dan hidrogen
peroksida. Terbentuknya ROS merupakan tahap
utama inisiasi dan promosi tumor dan mempunyai
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peran penting dalam menimbulkan kerusakan DNA
dan sinyal mutagenik.®

Kelompok tikus yang diinduksi DMBA dan
diberi ekstrak etanolik daun sirsak 100 mg/
kg BB tidak menunjukkan perbedaan frekuensi
mikronukleus secara bermakna (p>0,05) dengan
kelompok tikus yang diinduksi DMBA dan diberi
ekstrak etanolik daun sirsak 200 mg/kg BB. Hal
tersebut diduga karena peningkatan dosis ekstrak
menjadi 200 mg/kg BB belum mencukupi untuk
menimbulkan efek menurunkan kerusakan DNA
yang mengakibatkan terbentuknya mikronukleus,
sehingga dapat diasumsikan bahwa diperlukan
dosis ekstrak yang lebih tinggi untuk dapat
menurunkan frekuensi mikronukleus dari dosis
100 mg/kg BB. Pemilihan dosis ekstrak dilakukan
dengan mempertimbangkan dosis LD, ekstrak
akuades daun sirsak yaitu 5 g/kg BB.3°

Kelompok tikus yang diberi ekstrak etanolik
daun sirsak 200 mg/kg BB tidak menunjukkan
perbedaan frekuensi  mikronukleus secara
bermakna dibanding dengan kelompok kontrol.
Hal tersebut menunjukkan bahwa pemberian
ekstrak etanolik daun sirsak 200 mg/kg BB bersifat
non toksik terhadap gen atau antigenotoksik
sehingga tidak menstimulasi peningkatan frekuensi
mikronukleus. Hal tersebut disebabkan oleh karena
kandungan fitokimia yang terdapat pada ekstrak
bersifat antioksidan?® dan sebagai blocking agent
yang dapat mencegah timbulnya mikronukleus.

KESIMPULAN

Penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak etanolik
daun sirsak mempunyai efek antigenotoksik
terhadap terbentuknya mikronukleus sel epitel
mukosa bukal tikus galur Sprague Dawley yang
diinduksi DMBA. Kandungan fitokimia aktif daun
sirsak diduga bersifat antioksidan dan sebagai
blocking agent sehingga dapat mencegah
terbentuknya mikronukleus.
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