AKTIVITAS SITOTOKSIK SENYAWA Α-TERPINEOL PADA CELL LINE KANKER LEHER RAHIM (SEL HeLa) SEBAGAI SUMBER BELAJAR BIOLOGI MATERI POKOK BIOLOGI SEL 
   
 Rasuane Noor
Pendidikan Biologi FKIP Universitas Muhammadiyah Metro 

Abstract: α-terpineol is a compound of the class of  terpenoid  alcohols  derived  from natural  materials, α-terpineol can be synthesized from  α-pinene  from  turpentin content of extracts derived  from  the sap of  pine  trees  (Pinus merkusii). α-terpineol has been reported as a natural compound that has potential as anticancer agent. Objectives of research:  In general, to assess the activity of α- terpineol  compounds  against  HeLa  cells  and  the   possible  mechanism,  whereas  specifically  assessing  cytotoxic  activity. Methods: This was a quasi-experimental study using post-test only with non-equivalent control group design.  This study was conducted on HeLa cells by administering α-terpineol. Observations  cytotoxic   activity assay was performed using MTT assay method. Results: α -terpineol was cytotoxic against HeLa cells with IC50 of 12,46 μg/mL, therefore this compound was a potential anticancer  
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Kanker masih merupakan masalah kesehatan utama di dunia, baik negara maju maupun negara berkembang. World Health Oganization (WHO) dan World Bank  (2005) memperkirakan setiap tahun terdapat 12 juta orang di dunia menderita kanker dan 7,6 juta di antaranya meninggal dunia. Penderita kanker akan terus meningkat jika tidak dikendalikan dan diperkirakan 26 juta orang akan menderita kanker dan 17 juta meninggal karena kanker pada tahun 2030.  Kenaikan  lebih cepat terjadi di negara miskin dan berkembang (Anna et al., 2009).   
	Kanker merupakan penyebab kematian utama disamping penyakit kardiovaskular dan penyakit infeksi. Di Indonesia, kanker merupakan penyebab kematian nomor tujuh (5,7%) setelah stroke, tuberkulosis, hipertensi, cedera, perinatal, dan diabetus melitus. Jumlah penderita kanker terus bertambah dengan prevalensi 4,3 per 1000 penduduk dengan kasus paling banyak adalah kanker kanker payudara, leher rahim, kulit dan paru (Depkes, 2009). 
Kanker leher rahim merupakan kanker tertinggi yang diderita wanita di dunia saat ini. Angka kejadian kanker leher rahim di Indonesia mencapai 16 per 100.000 perempuan. Data pasien kanker rawat inap di rumah sakit  sejak tahun 2004 hingga 2008 menunjukan kanker leher rahim menempati urutan kedua setelah kanker payudara (Depkes RI, 2009). Berdasarkan data Sistem Informasi Rumah Sakit (SIRS) tahun 2007  pasien kanker leher rahim mencapai 11,78% pada pasien rawat inap di seluruh Rumah Sakit di Indonesia.  
Tingginya insiden dan mortalitas penderita kanker saat ini salah satunya disebabkan tingkat keberhasilan dalam pengobatannya relatif rendah. Metode untuk penyembuhan kanker telah dikembangkan dengan berbagai cara meliputi  pembedahan, penyinaran, imunoterapi, dan kemoterapi, namun angka keberhasilannya masih rendah karena  masing-masing metode yang dilakukan memiliki kelemahan (Hoffman, 1999). Sebagai contoh antikanker untuk  kemoterapi  belum memberikan hasil optimal karena pada umumnya bekerja tidak spesifik pada sel kanker tetapi juga pada sel normal sehingga menimbulkan efek samping yang cukup serius. Keadaan ini mendorong usaha penemuan dan pengembangan antikanker yang mampu menghambat dan mematikan pertumbuhan kanker secara selektif  tanpa menimbulkan efek samping serius (Goldie, 2001). 
Berbagai strategi telah dilakukan dalam penemuan antikanker salah satunya dengan mengisolasi senyawa aktif dari bahan alam.  Beberapa antikanker yang telah berhasil dikembangkan dari bahan alami misalnya vincristine dan vinblastine dari Vinca rosea, kolkisin dari tumbuhan krokus, senyawa taxan dari tumbuhan Taxus sp (Baguley, 2002). Senyawa yang saat ini banyak diteliti dan dikembangkan sebagai antikanker adalah golongan terpenoid (Zhou et al., 2005). Salah satu golongan terpenoid yang didapat dari bahan alam  adalah terpineol. 
Terpineol dapat dihasilkan dari berbagai tanaman seperti kayu putih (Melaleuca leucadendra), pinus (Pinus sp.) dan jeruk nipis (Citrus aurantifolia) (Anonim, 1989). Terpineol juga dapat disintesis dari α-pinene dari kandungan terpentin yang diambil dari ekstrak getah pohon pinus (Pinus merkusii) (Aquirre et al., 2005). Terpineol dapat disintesis menjadi senyawa α-terpineol dilaporkan sebagai senyawa alam yang berpotensi sebagai antikanker. Sintesis α-terpineol dari P. merkusii yang tumbuh di Indonesia berhasil dilakukan oleh Budiman (2010).  
Senyawa α-terpineol dilaporkan sebagai senyawa alam yang berpotensi sebagai antikanker. Senyawa α-terpineol terbukti menghambat pertumbuhan dan menginduksi kematian sel tumor dengan menghambat aktivitas NF-kB (Hassan et al. 2010).  NF-kB merupakan faktor transkripsi yang berperan dalam regulasi pada ekspresi gena untuk apoptosis, replikasi, tumogenesis, imflamasi dan penyakit autoimun.  NF-kB dapat terstimulasi dengan adanya faktor pertumbuhan, sitokin, limphokin, radiasi, agen farmakologik, dan stres (Kumar et al., 2005).
Kultur sel HeLa merupakan sel epitel yang berasal dari adenokarsinoma serviks pada manusia yang terinfeksi human papilloma virus (HPV) 18. Virus HPV mengekspresikan 2 onkogen yaitu E6 dan E7. Protein E6 berikatan dengan tumor suppressor protein p53 dan mempercepat degradasi p53, sedangkan protein E7 dapat mengikat bentuk aktif famili Rb. Ikatan ini menyebabkan destabilisasi Rb dan pecahnya kompleks Rb/E2F yang berperan menekan transkripsi gen yang diperlukan untuk cell cycle progression (DeFilippis et al., 2003).
Senyawa α-terpineol yang digunakan dalam penelitian ini belum pernah dikaji aktivitasnya pada sel kanker leher rahim (HeLa), oleh karena itu penelitian ini dilakukan untuk mengkaji efek antikanker senyawa α-terpineol pada sel HeLa.  
Biologi merupakan bagian dari pembelajaran sains yang memiliki peranan penting dalam peningkatan ilmu pengetahuan dalam  pendidikan. Peranan pembelajaran biologi dalam peningkatan mutu pendidikan antara lain  menghasilkan peserta didik yang berkualitas yaitu mampu berpikir kritis, kreatif, logis, dan berinisiatif dalam mengikuti pesatnya perkembangan sains. Pesatnya perkembangan ilmu pengetahuan terutama pada ilmu biologi saat ini menuntut dunia pendidikan terutama guru, harus mampu mempersiapkan materi dan metode pembelajaran serta sistem pembelajaran yang tepat agar dapat meningkatkan pengetahuan peserta didik serta dapat bersaing dalam menanggapi perkembangan sains. 
Biologi sel merupakan bagian dari materi biologi yang diberikan pada SMA kelas XI yang pokok bahasa utamanya adalah  struktur dan fungsi dari sel, sehingga diharapkan dengan penelitian efek antikanker senyawa α-terpineol pada sel HeLa dapat menjadi salah satu bahan materi tambahan pada materi biologi sel yang membahas tentang perkembangan tidak normal pada sel dan senyawa yang bisa penghambatan pertumbuhan sel itu sendiri. 



METODE  
Penelitian ini merupakan penelitian kuasi eksperimental dengan menggunakan post test only with non equivalent control group design. Penelitian yang dilakukan pada sel kanker leher rahim HeLa dengan pemberian senyawa uji yaitu α-terpineol.  Senyawa α-terpineol  dari ekstrak   pohon P. merkusii yang dikoleksi Prof. Arif Budiman dari Tehnik Kimia Universitas Gadjah Mada. Senyawa α-terpineol dengan BM : 15,425 dalton, sebanyak  5 ml dengan konsentrasi 51%/3,306 M, disiapkan  dan setiap perlakuan  dilarutkan dalam media RPMI 1640. Sel dari kanker leher rahim (HeLa) diperoleh dari laboratorium Parasitologi Fakultas Kedokteran UGM.    
Uji aktivitas sitotoksik dilakukan dengan menggunakan metode MTT assay, dengan memberikan senyawa α-terpineol pada kultur sel kanker leher rahim HeLa selama 24 jam. Kontrol obat yang digunakan adalah doksorubisin. Dalam uji MTT assay didapatkan hasil absorbansi dari pembacaan ELISA reader pada panjang gelombang 595 nm.  Kemudian dihasilkan persentase penghambatan pertumbuhan sel diperoleh dengan rumus:

  



Aktivitas  sitotoksik antikanker senyawa α-terpineol dinyatakan dengan nilai IC50 berdasarkan data hubungan antara konsentrasi bahan uji dengan persentase penghambatan sel kanker. Nilai IC50 ditentukan dengan menggunakan analisis probit. 
HASIL   


Sel kanker leher rahim HeLa ditumbuhkan pada media RPMI 1640, selanjutnya diberikan perlakuan dengan senyawa α-terpineol. Sel kultur HeLa yang hidup memiliki gambaran seperti epitel gepeng lonjong, memenuhi dan menempel pada dasar sumuran. Sel kultur HeLa yang mati setelah diberi perlakuan berbentuk bulat, cenderung tersebar soliter dan tidak menepel pada dasar sumuran (Gambar 1).

Uji aktivitas sitotoksik senyawa α-terpineol dengan memberikan perlakuan pada kultur sel HeLa yang telah diinkubasi selama 24 jam dan uji dengan metode MTT assay. Pada metode MTT assay yaitu dengan pemberian reagen yellow MTT pada sel HeLa yang telah diberikan perlakuan senyawa α-terpineol.  Yellow MTT diabsorbsi oleh sel hidup dan dipecah oleh sistem reduktase suksianat tetrazolium (yang termasuk dalam rantai respirasi di mitokondia), enzim dehindrogenase mitokondria memecah cincin tetrazolium dari MTT yang berwarna kuning pucat menjadi kristal formazan berwarna biru gelap (Doyle at al., 2000) (Gambar 2). Sel hidup (viabilitas sel) berbanding lurus dengan formazan yang terbentuk. Dalam uji MTT assay didapatkan hasil absorbansi dari pembacaan ELISA reader. 
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 Gambar 1.  Gambaran sel kanker leher rahim Hela yang hidup pada dasar sumuran mikrokultur, sel hidup ditunjukan panah warna hitam dan sel mati ditunjukan panah warna merah, diamati menggunakan mikroskop inverted dengan perbesaran 100x.
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Gambar  2. Pembentukan kristal-kristal formazan pada sel hidup yang diberi reagen yellow MTT, diamati menggunakan mikroskop inverted dengan perbesaran 100x.
	
Persentase penghambatan pertumbuhan sel didapatkan dengan membandingkan sel yang hidup pada perlakuan senyawa α-terpineol dengan sel yang hidup pada kelompok tanpa perlakuan senyawa α-terpineol. Persentase penghambatan pertumbuhan sel HeLa setelah pemberian senyawa α-terpineol masa inkubasi 24 jam secara lengkap ditunjukan pada. Nilai rerata persentase penghambatan pertumbuhan sel HeLa setelah perlakuan dengan senyawa α-terpineol dan obat pembanding doksorubisin, dilakukan dengan metode MTT assay setelah inkubasi 24 jam ditunjukan pada Tabel 1.








Tabel 1.  Rerata persentase penghambatan pertumbuhan sel kanker leher rahim HeLa dan nilai IC50 senyawa uji setelah selama 24 jam menggunakan metode MTT assay.
	Bahan Uji 
	Konsentrasi (μg/mL)
	Hambatan (%±SD)
	IC50 (μg/mL)

	 
	48,20
	84,45±2,88
	

	
	24,10
	51,44±5,10
	

	
	12,05
	27,00±9,04
	

	α-terpineol
	6,02
	46,98±1,31
	12,46±13,29

	
	3,01
	37,83±0,30
	

	
	1,50
	23,26±2,42
	

	
	0,75
	14,37±2,95
	

	
	0,38
	6,75±4,44
	

	 
	100,00
	91,61±2,41
	 

	
	50,00
	82,37±1,73
	

	
	25,00
	68,51±2,41
	

	
	12,50
	56,92±3,76
	6,33±0,31

	Doxorubisin 
	6,25
	44,48±4,60
	

	
	3,13
	39,76±1,42
	

	
	1,57
	33,07±4,85
	

	 
	0,75
	29,11±2,01
	 



Pada Tabel 1 menunjukan bahwa secara umum, peningkatan konsentrasi bahan uji akan menyebabkan peningkatan persentase penghambatan pertumbuhan sel kanker. Pada konsentrasi tetinggi 48,20 μg/mL α-terpineol mampu menghambat pertumbuhaan sel kanker sebesar 84,45%. Obat yang digunakan doksorubisin mempunyai penghambatan terhadap pertumbuhan sel kanker pada konsentrasi 100 μg/mL sebesar 91,61%. 


	Hubungan antara konsentrasi senyawa α-terpineol dan senyawa obat doksorubisin dengan persentase penghambatan pertumbuhan sel kanker leher rahim HeLa sesudah inkubasi 24 jam dengan menggunakan metode MTT assay ditunjukan pada Gambar 3.










Gambar 3. Grafik rerata persentase penghambatan senyawa uji pada sel kanker leher rahim HeLa sesudah inkubasi 24 jam dengan menggunakan metode MTT assay.



Aktivitas  sitotoksik antikanker senyawa α-terpineol dinyatakan dengan nilai IC50 berdasarkan data hubungan antara konsentrasi bahan uji dengan persentase penghambatan sel kanker. Nilai IC50 ditentukan dengan menggunakan analisis probit.  Nilai rerata IC50 dari bahan uji  α-terpineol  dan obat doksorubisin setelah inkubasi 24 jam pada sel HeLa dengan metode MTT assay  dapat dilihat pada Tabel  1.
 	Untuk mengetahui apakan ada perbedaan bermakna antara IC50 senyawa α-terpineol  dan obat doksorubisin terhadap sel HeLa, maka dilakukan  uji statistik  menggunakan indepedent t-test dengan CI 95%.  Hasil uji statistik  menunjukan perbedaan bermakna antara kedua perlakuan (p value 0,001).
PEMBAHASAN
Pada penelitian ini penilaian terhadap aktivitas sitotoksik senyawa α-terpineol terhadap sel kanker leher rahim HeLa dilakukan dengan metode MTT assay. Persentase penghambatan sel kanker HeLa dengan senyawa uji dan kontrol dapat dilihat pada Tabel 1 dan Gambar 3. Setelah diinkubasi selama 24 jam dengan senyawa α-terpineol pada konsentrasi terkecil yaitu 0,38 μg/mL mempunyai persentase penghambatan sel sebesar 6,75% dan semakin meningkat sebanding dengan peningkatan konsentrasi senyawa uji, dengan konsentrasi tertinggi 48,20 μg/mL mempunyai persentase penghambatan 84,45%, akan tetapi pada konsentrasi 12,02 μg/mL terjadi penurunan hambatan menjadi 27,00%, hal ini perlu dikaji lebih lanjut penyebab penurunan hambatan tersebut, kemungkinan dengan konsentrasi tersebut dapat memacu pertumbuhan sehingga penghambatan pertumbuhan sel HeLa menurun. Senyawa obat doksorubisin konsentrasi terkecil 0,75 μg/mL mempunyai penghambatan  29,11%, konsentrasi terbesar 100 μg/mL mempunyai penghambatan 91,61%. Penghambatan sel meningkat sebanding dengan peningkatan konsentrasi. 
Aktivitas sitotoksik dari senyawa α-terpineol dan kontrol dinyatakan dengan IC50 yang ditetapkan dengan analisis probit. Nilai IC50 untuk sel HeLa setelah dinkubasi dengan senyawa uji α-terpineol selama 24 jam dinyatakan pada Tabel 1. Hasil ini menunjukan bahwa senyawa α-terpineol mempunyai kemampuan sitotoksik terhadap sel HeLa dengan IC50 sebesar 12,46 μg/mL (80,78 μM).  Penelitian oleh Hasan at al. (2010) pada sel cell line kanker paru-paru NCI-H69   menunjukan bahwa α-terpineol sangat sensitif dan memiliki IC50 : 0,26 mM. Nilai IC50 untuk senyawa obat doksorubisin sebesar 6,33 μg/mL (10,92 μM). Menurut Bravo-Cuella at al. (2010), uji terhadap senyawa doksorubisin terhadap sel HeLa dengan konsentrasi 1 μM  menunjukan viabilitas sel HeLa 12%. 
Hasil dari perbandingan antara senyawa α-terpineol dan senyawa obat doksorubisin menggunakan uji statistika memiliki perbedaan bermakna yaitu memperlihatkan bahwa senyawa obat doksorubisin lebih toksik dibandingkan dengan senyawa α-terpineol. Senyawa α-terpineol yang digunakan dalam reset ini memiliki tingkat kemurnian dengan konsentrasi 51%, sehingga diharapkan dengan meningkatnya konsentrasi kemurnian akan memberikan efek toksisitas yang lebih tinggi. Gaidhani et al. (2009) suatu senyawa efektif dan potensial menjadi agen antikanker memiliki tingkat toksisitas yaitu dibawah 20 μg/ml, senyawa α-terpineol mempunyai kemampuan aktivitas sitotoksik terhadap sel HeLa dengan IC50 sebesar 12,46 μg/ml, sehingga senyawa α-terpineol sangat potensial sekali sebagai agen antikanker.  
Penelitian Hassan et al. (2010) pemberiannya senyawa α-terpineol pada erythroleukemic cell memberikan efek antiproliferatif dan α-terpineol mampu menekan proliferasi pada sel kanker payudara (Anonim, 1998), sedangkan pada sel oral buccal, senyawa α-terpineol berperan dalam menurunkan inflamasi atau sebagai anti inflamasi (Held et al., 2007).
Hasil Penelitian Hasan at al. (2010) perlakuan senyawa α-terpineol pada sel HeLa menyatakan bahwa menghambat TNFα dan memicu terjadinya tranlokasi NF-κB di inti sel, Penghambatan terhadap aktivasi NF-κB juga dapat berakibat menurunnya ekspresi cyclin D, protein penting dalam induksi siklus sel fase G (Shishodia et al., 2003). Pada sel MCF-7 senyawa α-terpineol dengan perlakuan 6 jam mampu meregulasi NF-κB yang berhubungan dengan gena IL-1β, IL1R1, IFNG, ITK, EGFR, AKT1S1, TNIK, TRlg FDD1, BAG1 dan BAG3 (Hasan at al., 2010). Sehingga uji lanjut pengaruh senyawa α-terpineol yang diisolasi dari getah pohon pinus sangat perlu dilakukan dengan melihat tingkat molekuler yang spesifik.
Dari hasil penelitian adanya pengaruh sitotoksik senyawa α-terpineol terhadap sel kanker leher rahim HeLa dapat menjadi salah satu bahan materi tambahan pada materi biologi sel.  Sebagai sumber belajar biologi pada kelas XI karena dalam biologi sel diharapkan tidak hanya membahas tentang struktur dan fungsi sel tetapi juga perkembangan sel yang tidak normal (kanker) dan senyawa yang bisa penghambatan pertumbuhan sel. 

KESIMPULAN DAN SARAN 
Kesimpulan
Dari penelitian yang telah dilakukan maka dapat diambil kesimpulan sebagai berikut : Senyawa α-terpineol mempunyai aktivitas sitotoksik terhadap sel HeLa dengan nilai IC50 sebesar 12,46 μg/mL. Sehingga dapat digunakan sebagai sumber belajar biologi pada kelas XI pada materi biologi sel.
Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengkaji mekanisme kerja antikanker senyawa α-terpineol pada titik tangkap intraseluler yang menimbulkan efek antikanker, serta bagaimana efek sel normal. 
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