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Abstrak. Kanker Serviks Uteri merupakan kanker penyebab kematian pertama pada
wanita. Angka kematian akibat penyakit kanker di Indonesia terus meningkat dan
merupakan penyebab kematian kelima di Indonesia. Perhimpunan Onkologi
Indonesia (POI) juga menyatakan peningkatan kasus kanker akan menjadi tujuh kali
lipat pada tahun 2030. Pengembangan agen antikanker diarahkan pada induksi
apoptosis atau jalur kematian lain dari sel kanker, penghambatan faktor
pertumbuhan dan sinyal faktor pertumbuhan yang meregulasi siklus sel. dan dan
kontrol checkpoint.

Zat allicin dan Diallyl disulfide (DADS) yang terkandung dalam bawang putih
menunjukan kemampuan sebagai antikanker. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh ekstrak air bawang putih terhadap jumlah kematian sel dan
menganalisa variasi jenis kematian sel pada kultur sel kanker serviks uteri Hela.
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental in vitro terhadap kultur sel
kanker serviks uteri HeLa. Sampel dibagi menjadi 4 kelompok, yaitu kelompok 1
adalah kultur sel HelLa yang tidak diberi ekstrak air bawang putih, kelompok 2
adalah kultur sel HeLa yang diberi ekstrak air bawang putih dengan konsentrasi
250ug/mL, kelompok 3 adalah kelompok 2 adalah kultur sel HeLa yang diberi
ekstrak air bawang putih dengan konsentrasi 500pg/mL,sedangkan kelompok 4
adalah kultur sel HeLa yang diberi ekstrak air bawang putih dengan konsentrasi
1000ug/mL. Kepada masing-masing kelompok dilakukan perhitungan jumlah
apoptosis dan nekrosis pada kultur sel HeLa menggunakan imunohistokimia
TUNEL. Data dianalisis secara statistik menggunakan metoda ANOVA lalu
dilakukan analisis lanjutan dengan menggunakan ANOVA dan Post Hoc test metode
Tukey HSD. Hasil menunjukan ekstrak bawang putih meningkatkan jumlah
apoptosis kultur sel HeLa pada konsentrasi 1000ug/mL dan meningkatkan nekrosis
pada konsentrasi 500ug/mL dan 1000ug/mL. Terdapat variasi kematian sel yang
bermakna yaitu apoptosis dan nekrosis pada kultur sel HeLa yang diberi ekstrak
bawang putih konsentrasi 500ug/mL danl000ug/mL. Hal ini disebabkan kandungan
allicin, DADS dan DAS pada bawang putih yang dapat menyebabkan supresi faktor
survival sel dan meningkatkan (Ca?*) intraseluler.

Kata Kunci : kemoterapi, ekstrak bawang putih, kanker serviks.

1. Pendahuluan

Kanker serviks uteri adalah kanker yang paling sering ditemukan di negara-negara
berkembang dan sekaligus merupakan salah satu penyebab kematian perempuan di
dunia. kira-kira 10% angka kematian wanita disebabkan oleh kanker serviks uteri.? Di
Indonesi3a kanker serviks uteri menduduki tingkat pertama diantara jenis kanker
lainnya.

Banyak faktor penyebab terjadinya kanker serviks uteri, baik internal maupun eksternal.
Faktor eksternal seperti: infeksi Human Papilloma Virus (HPV), zat karsinogenik,
kontrasepsi oral, gaya hidup tidak sehat seperti merokok dan sering berganti pasangan,’
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sedangkan faktor internal terutama keberadaan gen-gen yang berperan pada siklus sel
(contohnya gen p53, gen Rb dan gen p27<'™). Hubungan gen-gen ini dengan proses
terjadinya pertumbuhan tumor kini menjadi pusat perhatian dan penelitian.*

Kanker terjadi karena adanya perubahan mendasar dalam fisiologi sel yang akhirnya
tumbuh menjadi maligna serta mempunyai ciri-ciri umum sebagai berikut: (1) mandiri
dalam signal pertumbuhan, (2) tidak peka terhadap signal pertumbuhan, (3)
menghindari apoptosis, (4) memiliki potensi replikasi yang tidak terbatas, (5)
angiogenesis, (6) invasi dan metastasis ke jaringan lain.° Oleh karena itu target
pengembangan antikanker diarahkan pada induksi/pemacuan apoptosis,” penghambatan
angiogenesis terutama untuk kanker solid seperti kanker payudara,® faktor pertumbuhan
dan signal faktor pertumbuhan yang meregulasi siklus sel dan dan kontrol checkpoint.’

Perkembangan agen kemoterapi dari bahan alam yang efektif dan toksisitasnya rendah
masih kurang, sehingga perlu dilakukan penelitian ilmiah agar dapat dihasilkan agen
kemoterapi lain yang berasal dari bahan alam yang efisien dan terjangkau oleh
masyarakat.

Indonesia banyak dikenal mempunyai bahan alam yang dipercaya dapat mencegah
bahkan mengobati kanker, salah satunya adalah bawang putih yang dikenal memiliki
aktivitas antikanker. Zat “allicin” dan Diallyl disulfide (DADS) yang terkandung dalam
bawang putih diketahui mampu menghambat pertumbuhan sel-sel kanker. Bahwa
senyawa allicin  menunjukkan penghambatan pertumbuhan sel kanker telah banyak
diteliti, sedangkan penelitian ilmiah tentang jenis dan mekanisme kematian sel oleh
bawang putih secara utuh masih sangat kurang. Pada penelitian ini dilakukan uji
pemberian ektrak air bawang putih terhadap jumlah dan jenis kematian sel kanker
serviks uteri dengan menggunakan kultur sel HeLa yang merupakan lini sel kanker
serviks uteri.

2. Metode Penelitian

2.1 Subjek Penelitian

Subjek penelitian yang digunakan pada percobaan ini adalah kultur sel HeLa. Media
tumbuh yang digunakan adalah RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Instituted), yaitu
medium yang digunakan secara luas untuk menumbuhkan sel mamalia, dengan
penambahan 10% FBS (Fetal Bovine Serum), Fungison 0,5% dan 1% penisilin-
streptomisin. Konsentrasi sel yang digunakan yaitu 1 x 10° sel/mL ke dalam 15 sumuran
masing-masing dimasukkan 1 mL suspensi sel.

Kultur sel dibagi menjadi 4 kelompok dengan masing-masing kelompok terdiri dari 3

sampel, yaitu :

a. Kelompok I : 1 mL suspensi sel HeLa dalam media kultur RPMI-1640.

b. Kelompok II: 1 mL suspensi sel HeLa + 1 mL ekstrak bawang putih konsentrasi 250
pug/mL dalam media kultur RPMI-1640.

c. Kelompok I11: 1 mL suspensi sel HeLa + 1 mL ekstrak bawang putih konsentrasi 500
pug/mL dalam media kultur RPMI-1640.

d. Kelompok 1V: 1 mL suspensi sel HeLa + 1 mL ekstrak bawang putih konsentrasi
1000 pg/mL dalam media kultur RPMI-1640.
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Selanjutnya mikroplate diinkubasi dalam inkubator 5% CO, selama 72 jam pada
suhu 37°C.

2.2 Ekstrak Bawang Putih

Bawang putih yang digunakan adalah bawang putih yang banyak dijual di pasaran dan

mudah diperoleh masyarakat. Bahan uji ini diekstrak dengan air, pengekstrakan

dilakukan di Laboratorium Pusat Ilmu Hayati ITB, Bandung dengan prosedur sebagai

berikut :

1. 200 g bawang putih dipotong-potong membentuk simplisia dan dicuci sampai bersih,
kemudian dikeringkan. Setelah kering simplisia ini dihancurkan.

2. Bawang putih yang telah menjadi bubuk direbus dengan menambahkan 1 L aquadest
selama 2 jam disaring dengan ukuran 125 mesh, bagian yang masih kasar diekstrak.

3. Campuran di atas lalu dimasukan ke waterbath pada suhu 70 derajat celsius sampai
lunak.

4. Panaskan dalam oven dengan suhu 58 derajat celsius sampai kering.

5. Hasil akhirnya adalah serbuk kering.

Kadar ekstrak bawang putih yang digunakan adalah 250 pg/mL, 500 pg/mL dan
1000 pg/mL

2.3 Pemeriksaan Imunohistokimia TUNEL

Metoda untuk mendeteksi sel yang mengalami apoptosis dapat berdasarkan pada
karakteristik apoptosis yang salah satunya adalah terjadinya fragmentasi DNA. Metoda
yang umum digunakan untuk mendeteksi fragmentasi DNA secara enzimatis adalah
dengan menggunakan metoda TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase-
mediated dUTP Nick End Labeling). Reagen TUNEL terdiri dari enzim terminal
transferase yang bertugas mengenali ujung-ujung 3’OH (nick end) yang dihasilkan oleh
adanya fragmentasi DNA dan fluorescein-dUTP untuk memvisualisasikan ujung 3’'OH
tersebut yang dapat diamati menggunakan mikroskop fluoresensi, flow cytometry
ataupun mikroskop cahaya.

Pada penelitian ini akan dilakukan pengamatan dengan mikroskop cahaya dan untuk
memvisualisasikan perbandingan sel apoptosis dengan sel non apoptosis dalam satu
lapang pandang pengamatan, digunakan metoda double staining menggunakan reagen
TUNEL dan giemsa. TUNEL hanya akan mendeteksi sel apoptosis dan menghasilkan
warna coklat, sedangkan giemsa akan mendeteksi sel non apoptosis dan memberikan
warna biru keunguan.

Jumlah kematian sel jenis apoptosis dihitung berdasarkan karakteristik apoptosis

berupa:

e Pengkerutan sel (cell shrinkage). Ukuran sel menjadi lebih kecil, sitoplasma menjadi
lebih padat sedangkan organelanya sekalipin relative normal namun tampak lebih
tersusun lebih rapat

e Kondensasi kromatin. Merupakan karakteristik yang paling umum pada apoptosis.
Kromatin nti memadat membentuk agregasi di perifer, dibawah membran inti mejadi
masa padat berbatas tegas dalam berbagai bentuk dan ukuran. Inti dapat terbelah
menjadi dua atau lebih fragmen.

Jumlah kematian sel jenis nekrosis dihitung berdasarkan adanya ciri khas nekrosis pada
sediaan dengan melihat pembengkakan (oedem) pada sel.
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2.4 Analisis Data

Analisis data dilakukan dengan menggunakan uji parametrik yaitu ANOVA (Analysis of
Varians) dengan nilai p<0,001, dilanjutkan dengan uji statistik lanjutan menggunakan
Post Hoc Test metoda Tukey HSD untuk mengetahui pada kelompok perlakuan mana
yang menunjukan hasil paling bermakna. Untuk variasi jenus kematian sel dilakukan uji
perbandingan dependent t-test.

3. Hasil dan Pembahasan

Pada penelitian ini dilakukan pemberian ekstrak bawang putih terhadap kultur sel HelLa
untuk melihat pengaruhnya terhadap pertumbuhan sel Hela dan jenis kematian sel yang
terjadi. Parameter yang diukur adalah jumlah apoptosis dan nekrosis sel pada kultur sel
Hela yang diberi ekstrak bawang putih dengan berbagai kadar pemberian.

Hasil penelitian menunjukan bahwa terdapat pengaruh pemberian ekstrak bawang putih
terhadap jumlah kematian sel baik apoptosis maupun nekrosis. Dari hasil analisis
statistik tampak bahwa, pada dosis 250 ug dan 500 pg belum menunjukkan hasil yang
signifikan namun mulai dosis 1000 pg pengaruh ekstrak bawang putih menunjukkan
hasil yang signifikan dalam menyebabkan kematian sel baik apoptosis maupun nekrosis.
Hal ini menunjukan bahwa ekstrak bawang putih baru memiliki pengaruh terhadap
kematian sel HeLa pada dosis tertentu saja. Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian
Nakagawa dkk tahun 2001 yang menyimpulkan bahwa diallyl disulfide (DADS) yang
terdapat dalam bawang putih mampu menghambat pertumbuhan sel kanker. Juga sesuai
dengan penelitian Young Park dkk tahun 2005 dan penelitian Mirion dkk tahun 2007
bahwa allicin yang terdapat dalam bawang putih mampu menginduksi kematian sel
kanker.

Pada penelitian ini terdapat pula variasi kematian sel, yaitu melalui apoptosis dan
nekrosis. Variasi kematian sel tersebut mulai tampak pada dosis pertama (250 pg),
tetapi perbedaan yang signifikan mulai tampak pada dosis 500 pg dan 1000 pg. Dari
hasil analisis statistik tampak kematian melalui nekrosis jumlahnya lebih besar dari
pada melalui apoptosis pada dosis tersebut.

Penelitian-penelitain pengaruh bawang putih terhadap penghambatan pertumbuhan sel
cancer melalui apoptosis sudah banyak dilakukan. Senyawa organosulfur turunan
bawang putih termasuk allicin, ajoene,DAS, DADS, DATS dan SAMC ditemukan
dapat menginduksi apoptosis ketika ditambahkan ke dalam beragam kultur sel kanker.
Pemberian ekstrak air bawang putih dan S-alilsistein dilaporkan meningkatkan
apoptosis pada hewan coba untuk beberapa kanker oral.

Penelitian Karmakar dkk 2007 menunjukkan bahwa DAS dan DADS menginduksi
apoptosis pada sel neuroblastoma maligna manusia SH-SY5Y dengan supresi faktor
survival seperti IAP dan NFkB dan aktivasi kalpain dan jalur caspase intrinsik. Baik
DAS maupun DADS menginduksi apoptosis tergantung pada dosis yang dipakai, dan
meskipun memiliki struktur yang berbeda, efikasi terapetik terhadap kultur sel ini
hampir sama.
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Pemberian DAS dan DADS menginduksi peningkatan [Ca?*] intraseluler yang dapat
memicu kematian sel. Mekanisme bagaimana DADS meningkatkan [Ca®'] intraseluler
berkaitan dengan regulasi pengurangan protein anti apoptotik seluler dan stress
retikulum endoplasma. Korelasi antara peningkatan [Ca’'] intraseluler dan induksi
apoptosis dalam berbagai sel telah dilaporkan oleh peneliti lain.*?

4. Kesimpulan

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa ekstrak bawang putih meningkatkan
jumlah apoptosis kultur sel HeLa pada konsentrasi 1000 pg/mL dan dan meningkatkan
jumlah nekrosis pada konsentrasi 500 pg/mL dan 1000 pg/mL. Selain itu disimpulkan
pula bahwa terdapat variasi kematian sel yang bermakna yaitu apoptosis dan nekrosis
padakultur sel HeLa yang diberi ekstrak bawang putih konsentrasi 500 pg/mL dan
1000 pg/mlL.
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