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Abstrak
TNBC (Triple Negative Breast Cancer) merupakan kanker payudara yang paling ganas
dengan resiko kambuh dan metastasis yang tinggi. Terapi yang efektif untuk pasien TNBC
adalah menggunakan kemoterapi, namun banyak pasien mengalami drug resistant yang dapat
meningkatkan mortalitas. TNBC bersifat metastasis ke organ tubuh lain yang ditandai dengan
terjadinya angiogenesis. VEGF merupakan salah satu faktor angiogenik sehingga studi hambatan
ekspresi protein tersebut dapat digunakan sebagai target pengembangan obat anti TNBC.
Rimpang Curcuma mangga Val. digunakan masyarakat Yogyakarta sebagai herbal antikanker
payudara, dan minyak atsirinya bersifat sitotoksik terhadap sel kanker payudara T47D dan MCF-
7; namun belum terbukti sitotoksik terhadap sel TNBC. Penelitian ini bertujuan untuk melihat
potensi antikanker TNBC minyak atsiri rimpang C. mangga Val. melalui uji sitotoksisitasnya
terhadap sel 4T1 dengan kontrol positif alpelisib dan penghambatannya pada ekspresi protein
VEGF. Hasil penelitian menunjukkan IC_ alpelisib terhadap sel kanker 4T1 adalah 32,975 pg/
ml; sedangkan IC, minyak atrisi C. mangga Val. adalah 91,96 pg/ml. Tidak ada perbedaan
signifikan aktivitas penghambatan ekspresi protein VEGF antara minyak atsiri C. mangga
Val dan alpelisib. Dapat disimpulkan bahwa minyak atsiri C. mangga Val. memiliki potensi
antikanker payudara triple negative.
Kata kunci: Curcuma mangga Val., Triple Negative Breast Cancer, VEGF, 4T1

Abstract
TNBC (Triple Negative Breast Cancer) is the most malignant of breast cancer with high risk
of recurrence and metastasis. The most effective therapy for TNBC patients is chemotherapy.
However, many patients experienced with the drug resistant which increases of the mortality
risk. TNBC is metastatic to other organs with indicated by angiogenesis process. VEGF is
an angiogenic-factor-protein, so inhibition of its expression can be used as a target for anti-
TNBC drug development. Curcuma mangga Val. rhizomes are widely used in Yogyakarta as an
herbal anti-breast cancer. Research showed that the essential oil of C. mangga Val. had cytotoxic
activity on T47D and MCF7 cells. However, there is no cytotoxic activity research on TNBC yet.
This study is to determine the TNBC-anticancer potency of C. mangga Val. essential oil through
its cytotoxic activity towards 4T1-breast cancer cells with alpelisib as the positive control, and
its inhibition of VEGF-protein expression. The results showed the alpelisib’s IC, was 32.975
pg/ml; while C. mangga Val. oil’s IC,  was 91,96 pg/ml against 4T 1-breast cancer cells. There
was no significantly different of VEGF-expression inhibition between C. mangga Val. oil and
alpelisib. It could be concluded that C. mangga Val. essential oil at a potency of anti-triple
negative breast cancer.
Keywords: Curcuma mangga Val., Triple Negative Breast Cancer, VEGF, 4T1
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PENDAHULUAN

Kanker payudara merupakan salah
satu penyebab kematian utama di dunia.
Indonesia berada pada posisi pertama di Asia
Tenggara dengan jumlah kasus sebanyak
86.940 dan 20%
payudara subtipe triple negative breast
cancer (TNBC) (Khandelwal et al., 2018).
TNBC merupakan kanker payudara yang

merupakan kanker

tidak mengekspresikan hormon estrogen,
progesteron, dan HER 2 sehingga pengobat-
an TNBC tidak efektif bila menargetkan
pada hormon tersebut (Bauer et al., 2007).
Kemoterapi merupakan terapi paling efektif
untuk pasien TNBC. Namun, selain efek
samping yang tidak mengenakkan, banyak
pasien yang mengalami drug resistant
yang kemudian menyebabkan peningkatan
mortalitas (Bianchini, et al., 2016; Lehmann
et al.,, 2011; Anders et al., 2009).

TNBC memiliki kemampuan me-
nyebar ke organ-organ tubuh yang lain
dengan ditandai pertumbuhan darah baru
(angiogenesis) melalui pengaturan VEGF
(Liu, etal., 2013; Parveen et al., 2016; Ribatti
et al., 2016). Ekspresi VEGF dimodulasi
oleh Hepatocyte growth factor (HGF) yang
memainkan peran penting dalam proses
angiogenesis. C-Met yang aktif mampu
mengaktifkan jalur PI3K dan jalur AKt. Hal
ini dapat memicu terjadinya transkripsi gen
VEGF (Yan & Boyd, 2007). Beberapa tahun

terakhir, banyak obat-obatan baru seperti

alpelisib yang dikembangkan untuk meng-
hambat jalur PI3K-Akt sehingga mampu
menghambat perkembangan TNBC melalui
proses angiogenik (Verret et al., 2019).
Pengembangan obat-obatan penghambat
proses angiogenik melalui jalur PI3K/AKt
diharapkan efektif untuk pasien TNBC.
Rimpang C. mangga Val. secara empirik
banyak digunakan masyarakat Yogyakarta
sebagai obat antikanker, utamanya kanker
payudara (Khasanah, 2002; Verlianara,
2004). Minyak atsiri C. mangga Val.
mempunyai aktivitas sitotoksik pada kanker
payudara T47D dan MCF-7 secara in vitro
(Astuti, 2015; Sudibyo & Taryono, 2020) dan
secara in silico (Sudibyo dkk., 2021). Minyak
atsiri rimpang C. mangga Val. memiliki
kemampuan dalampenurunan ekspresi H- Ras
(Astuti, 2015). Penghambatan ekspresi H-Ras
menghambat terjadinya angiogenesis lewat
pengaturan VEGF (Champbell & Der, 2004).
Walaupun demikian, belum ada penelitian
secara in vitro yang menunjukkan bahwa
minyak atsiri C. mangga Val. mempunyai
aktivitas sitotoksik pada sel kanker payudara
TNBC. Hasil penelitian ini bertujuan untuk
membuktikan bahwa minyak atsiri C. mangga
Val. memiliki aktivitas antikanker pada sel
kanker payudara triple negative melalui
uji sitotoksisitas pada sel 4T1, dan melalui
kemampuannya pada penghambatan ekspresi
VEGF (penghambatan angiogenesis) secara

imunositokimia (in vitro).
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METODE PENELITIAN

Bahan yang digunakan dalam penelitian
ini diawali dengan pembuatan minyak atsiri
yang berasal dari rimpang Curcuma mangga
Val. diperoleh dari Bantul, Yogyakarta.
Bahan untuk uji sitotoksisitas adalah sel
4T1 (koleksi Departemen Parasitologi,
Fakultas Kedokteran, Kesehatan Masyarakat
dan Keperawatan, Universitas Gadjah
Mada, Yogyakarta), alpelisib (TargetMol,
Shanghai, China), Media Kultur RPMI
(Sigma), Phosphate Buffer Saline (PBS)
(Sigma), 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT)
(Sigma), dan Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
(Merck), HCL (Merck). Bahan untuk uji
penghambatan ekspresi VEGF adalah media
kultur RPMI, PBS, metanol, akuades, larutan
hidrogen peroksida, antibodi monoklonal
primer, antibodi sekunder, reagen kompleks
streptavidin-enzim  peroksidase, larutan
substrat kromogen DAB, larutan Mae
Haematoxylin, larutan ksilol, dan alkohol.

Metode yang dilakukan adalah sebagai
berikut. Minyak atsiri C. mangga Val.
didapat dari destilasi uap irisan tipis rimpang
selama 7 jam. Minyak dikeringkan melalui
pengocokan dengan natrium sulfat anhidrat.

Sel dikultur dalam media RPMI yang
ditambahkan dengan 10% FBS, 150 Ul/mL
penicillin dan 150ug/mL streptomisin. Sel
yang dikultur ditumbuhkan dalam inkubator
CO, pada 37°C.
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Sel 4T1 yang telah 80% konfluen
dipanen dan ditanam pada 96-wellplate
sebanyak 10* sel/sumuran. Masing-masing
sumuran ditambahkan secara triplo seri
kadar larutan minyak atsiri C. mangga Val.
dalam media kultur adalah 150, 140, 130,
120, 110, 100, 90, 80, 70, dan 60 ug/ml; dan
seri kadar alpelisib adalah 50, 45, 40, 35, 30,
25, dan 20 pg/ml. Kultur diinkubasi selama
24 jam dalam inkubator CO,, kemudian
media dibuang dan sel dicuci menggunakan
PBS. Dalam PBS, 5mg/ml MTT diencerkan
menggunakan media RPMI dan 100 pl
reagen MTT ditambahkan ke dalam setiap
sumuran. Setelah dinkubasi selama 3 jam,
reaksi dihentikan dengan menggunakan
penambahan 100 pul SDS 10% dalam HCI
0,01 N dan diinkubasi semalam pada suhu
ruangn dalam tempat yang gelap. Absorbansi
diukur menggunakan microplate reader
pada A595 nm. Absorban yang diperoleh
dibuat kurva regresi untuk menghitung IC_
(Doyle & Griffiths, 2000).

Imunositokimia penghambatan ekspresi
VEGF. Sel 4T1 sebanyak 10° ditanam pada
24-wellplate yang telah diberi cover slip.
Setelah inkubasi selama 24 jam, semua
media kultur dibuang secara perlahan-lahan,
kemudian dicuci menggunakan PBS, lalu
diberikan perlakuan minyak atsiri C. mangga
Val. dan alpelisib dengan menggunakan
masing-masing konsentrasi IC,  yang telah

diketahui. Setelah inkubasi selama 24 jam,
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semua media dari sumuran dibuang dan
dicuci menggunakan 500 ux/ PBS. Setelah
fiksasi dengan 300 pl methanol pada cover
slip, media diinkubasi selama 10 menit
dalam freezer. Cover slip ditetesi larutan
hidrogen peroksida dan diinkubasi selama
10 menit, lalu cover slip ditetesi antibodi
monoklonal primer dan diinkubasi selama
5 menit. Inkubasi kembali dilakukan selama
10 menit setelah cover slip ditetesi antibodi
sekunder. Reagen kompleks streptavidin-
enzim peroksidase diteteskan dan diinkubasi
selama 10 menit. Selanjutnya, larutan
substrat kromogen DAB diteteskan dan
diinkubasi 10 menit.

Larutan Mae Haematoxylin diteteskan
dan diinkubasi selama 3 menit, kemudian
cover slip dicelupkan ke dalam larutan
ksilol dan alkohol. Setelah Cover slip kering
diletakkan di atas object glass dan ditetesi
media perekat, kemudian cover slip ditutup
dengan kotak kaca dan diamati ekspresi
protein dalam sel dengan mikroskop cahaya
(Graham, Jr. & Karnosky, 1966).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Uji Sitotoksik. Hasil uji sitotoksisitas
minyak atsiri C. mangga Val. terhadap sel
kanker 4T1 ditampilkan pada Gambar 1.
Morfologi sel 4T1 berbentuk daun dan
lonjong dengan batas antarsel terlihat jelas
dengan densitas sel yang tinggi dan saling

bergerombol (membentuk koloni) dengan

konfluen kurang lebih 80% (Gambar 1-I).
Pada perlakuan minyak atsiri C. mangga

Val. sesuai kadar IC_, terjadi perubahan

500
morfologi sel 4T1, yaitu terjadi perubahan
ukuran sel yang lebih kecil dan bentuk yang
lebih bulat atau tidak beraturan, serta batas
antar sel tidak terlihat jelas jika dibandingkan
dengan kontrol sel (Gambar 1-I1) (Hanahan
& Weinberg, 2011).

Uji sitotoksisitas minyak atsiri C.
mangga Val. terhadap sel kanker payudara
4T1 memberikan IC, =91,96 ug/ml (Gambar
1-II, IV dan VI). Hasil menunjukkan bahwa
minyak atsiri C. mangga Val. memiliki
bersifat sitotoksik terhadap 4TI, karena
menurut Skehan et al. (1990) suatu senyawa
bersifat sitotoksik jika memiliki nilai
IC50<100 pg/ml (Zampieri et al., 2002). Uji
sitotoksisitas alpelisib (kontrol positif) pada
sel 4T1 lebih cenderung menunjukkan sifat
sitotoksik antikanker dibanding minyak atsiri
C. mangga Val. dengan nilai IC_=32,975
pug/ml (Gambar 1-1I1I1, V, dan VII).

Uji imunositokimia dilakukan untuk
mengetahui keefektifan kandungan zat aktif
antikanker minyak atsiri C. mangga Val.
dalam menghambat ekspresi protein VEGF
yang berperan pada proses angiogenesis;
dengan pembanding alpelisib.  Hasil
penghambatan ekspresi protein VEGF
terlihat pada Gambar 2.

Pemeriksaan kualitatif penghambatan

ditunjukkan dengan adanya warna biru

125



Jurnal Penelitian Saintek, Volume 26, Nomor 2, 2021

Gambar

1

Uji Sitotoksisitas Minyak Atsiri C. mangga Val. dan Alpelisib pada Sel 4T1

= Series]

I VI
Up Sitotoksisitas M. ats C. mangga Val.
150
Fa v =-32423x + 686,66
¥ im R?=0,9542
&
L
10x £ 50
| | - =
=
1I ¢ 0
[Py 17 1.8 18 2 21
il . d‘ @

Log konsen M. ats C. mangga Val. (pg/mil)

......... Linear (Series1)

IC5=91,96 nl/mL

==

VII

% Viabilitas sel 4T1

100.000
80,000
60,000
40.000
20,000

0.000

0.000

—— Carjesl

Uji Sitotoksisitas Alpelisib

y=-106.66x + 211, 93\

R*=0.9599

0.500 1.000 1500

Log konsen alpelisib (pug/ml)

--------- Linear (Series1)

2.000

IC5=32,975 pl/mL

Keterangan: (I) Sel 4T1 tanpa perlakuan (kontrol sel), (IT) Sel 4T1 dengan perlakuan
minyak atsiri C. mangga Val. (100 pl/mL), (IIT) Sel 4T1 dengan perlakuan alpelisib (40 pl/
mL), (IV) A-F (triplo 1,2,3) perlakuan minyak atsiri C. mangga Val. dengan konsentrasi
120, 110, 100, 90, 80, 70 ul/ml ; G1-G3: kontrol sel; H1-H3: kontrol media (V) A-F (triplo
1,2,3) perlakuan alpelisib dengan konsentrasi 50, 45, 40, 35, 30, 25 pl/ml; G1-G3: kontrol
sel; H1-H3: kontrol media; (VI) kurva regresi sitotoksisitas minyak atsiri C. mangga

Val. pada sel 4T1; R*=0,9542 dan IC,=91,95 pl/ml dan (VII) kurva regresi sitotoksisitas
alpelisib pada sel 4T1; R*=0,9599 dan IC, =32,98 pl/ml.
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Gambar 2
Penghambatan Ekspresi Protein VEGF oleh Minyak Atsiri C. mangga Val. dan
Alpelisib pada Sel 4T1
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ada penghambatan. Pengamatan di bawah mikroskop dengan perbesaran 40x.

keunguan (Gambar 2B dan C) dan tidak

adanya penghambatan ditunjukkan
dengan adanya warna coklat keemasan
di sekitar sel (Gambar 2A). Warna coklat
keemasan menunjukkan bahwa sel tersebut
mengekspresikan protein VEGF.

Hasil pemeriksaan kuantitatif melalui
analisis statistik menunjukkan bahwa semua
kelompok data (kontrol sel, alpelisib dan
minyak atsiri C. mangga Val.) merupakan
data normal dan homogen (p>0,05). Hasil
analisis dengan one way ANOVA diperoleh
0,0001 (p<0,05). Hal

tersebut menunjukkan adanya perbedaan

nilai signifikansi
yang signifikan antarkelompok. Hasil uji
Tukey menunjukkan adanya perbedaan
yang signifikan antara kelompok kontrol

terhadap kelompok perlakuan minyak atsiri

dan alpelisib. Uji statistik menunjukkan
tidak ada perbedaan yang signifikan antara
kelompok minyak atsiri dan alpelisib. Hal
ini menandakan bahwa minyak atsiri C.
mangga Val. memiliki efek penghambatan
ekspresi protein yang sama dengan alpelisib
(Gambar 3).

Dari hasil penelitian imunositokimia
di atas dapat disimpulkan bahwa minyak
atsiri C. mangga Val. mampu menghambat
ekspresi VEGF sel 4T1. Hasil penelitian
ini sejalan dengan penelitian molecular
docking yang dilakukan oleh Sudibyo
(2021) yang menyatakan bahwa kandungan
senyawa minyak atsiri C. mangga Val.:
m-camphorene, nerolidol, dan p-camphotene
(dengandocking score: -6,8037,-6,6189, dan
-6,6-33) yang berpotensi sebagai inhibitor
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Gambar 3
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Efek Penghambatan Ekspresi VEGF oleh Minyak Atsiri C.
mangga Val. dan Alpelisib pada Sel 4T1 (n=4)
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Keterangan: Alpelisib dan minyak atsiri menghambat secara
signifikan ekspresi VEGF (p<0.05).

Alpelisib

pada reseptor VEGF: PI3K (PDB-4TV3);
serta p-camphorene dan m-camphorene
(dengan docking score:-7,5403 dan -7,3554)
pada reseptor Akt (PDB-2UW9). Sedangkan
sebagai ligan pembanding adalah obat
antikanker payudara TNBC, alpelisib dengan
docking score -8,4847 pada reseptor PI3K
(PDB — 4TV3) dan docking score alpelisib
-7,6162 pada reseptor Akt (PDB-2UWD9).

SIMPULAN

Minyak atsiri C. mangga Val. memiliki
aktivitas sitotoksik pada sel 4T1 dengan
IC,=91,96 upl/ml. Efek penghambatan
ekspresi protein VEGF pada sel 4T1 oleh

minyak atsiri C. mangga Val. sama secara
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signifikan dengan efek dari alpelisib. Dapat
disimpulkan bahwa minyak atsiri C. mangga
Val. memiliki potensi antikanker payudara
triple negative melalui penghambatan

angiogenik.
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