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ABSTRACT

Mulberry, Morus alba L., is traditionally used to treat various diseases such as bacterial, fungal, and
protozoal. In addition, the society in South Sulawesi uses mulberry leaves as an anti-cancer. The
present study aimed to investigate the cytotoxic effect of mulberry leaf extract on breast cancer cells
MCF-7 and their selectivity against Vero normal cells. The dried mulberry leaves were extracted by
maceration using 96% ethanol. The cytotoxic activity was determined using MTT method, while the
selectivity index (SI) was calculated by comparing ICsg of MCF-7 cells against Vero cells. The results
showed that the ethanol extract of mulberry leaves was toxic to MCF-7 cells with an ICso of
75.3242.78 ug/mL and also toxic to Vero cells (71.73+4.39 ug/mL). However, ethanol extract of
mulberry leaves was not selective on MCF-7 cells with an SI value of 0.95. Our study indicates that
mulberry could be considered an effective agent in the prevention of cancer, but further studies are
necessary needed for safety assessment.
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ABSTRAK

Murbei (Morus alba L.) secara tradisional dipergunakan untuk mengobati berbagai macam penyakit
seperti infeksi bakteri, jamur dan protozoa. Selain itu masyarakat Sulawesi Selatan memanfaatkan
daun murbei sebagai obat anti kanker. Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan efek sitotoksik
daun murbei terhadap sel kanker payudara MCF-7 dan selektivitasnya terhadap sel normal Vero.
Daun murbei yang telah dikeringkan diekstraksi secara maserasi menggunakan etanol 96%. Uji
sitotoksik ditentukan menggunakan metode MTT sedangkan indeks selektivitas (IS) dihitung dengan
membandingkan ICso sel MCF-7 terhadap sel Vero. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak
etanol daun murbei bersifat toksik terhadap sel MCF-7 dengan ICso 75,32+2,78 ug/mL, akan tetapi
juga bersifat toksik terhadap sel Vero dengan ICso 71,73+4,39 pg/mL. Ekstrak etanol daun murbei
tidak selektif terhadap sel MCF-7 dengan nilai IS sebesar 0,95. Data tersebut menunjukkan bahwa
ekstrak etanol daun murbei berpotensi dikembangkan sebagai kandidat obat kanker meskipun perlu
penelitian lebih lanjut mengenai keamanannya.

Kata kunci: Morus alba L., Sitotoksik, Selektivitas, MTT

PENDAHULUAN

Kanker merupakan suatu istilah kedokteran
yang mengarah kepada tumor, maligna,
neoplasma atau blastoma yang ditandai dengan
adanya perkembangan atau proliferasi sel yang
tidak normal. Penyakit ini dapat menyerang
semua ras dan ditemukan di seluruh dunia

(Esfahani et al, 2020; Siegel et al, 2021).
Menurut  hasil Riset Kesehatan Dasar
(RISKESDAS) 2018, penderita kanker di
Indonesia meningkat setiap tahunnya. Ada
banyak jenis kanker pada manusia akan tetapi
kanker payudara merupakan jenis kanker yang
paling banyak ditemui pada wanita. Insiden
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kanker payudara di Indonesia adalah sebesar 26
per 100.000 penduduk (KEMENKES RI, 2018).

Sekarang ini telah banyak diperkenalkan
strategi untuk mengobati kanker seperti
kemoterapi, radiasi dan pembedahan. Kemoterapi
dinilai lebih efektif untuk membunuh sel kanker
terutama pada pasien yang tidak memungkinkan
untuk menjalani pembedahan akan tetapi
mempunyai banyak efek samping. Efek samping
umum yang ditemui seperti kebotakan, rasa
terbakar, penurunan sistem imun, rentang
terinfeksi dan mual, sehingga diperlukan
alternatif kemoterapi yang tidak atau rendah efek
samping akan tetapi sama efektifnya (Kuruppu et
al., 2019; Schirrmacher, 2019). Salah satu strategi
yang dapat dilakukan adalah dengan pemanfaatan
bahan alam (Abu-Darwish & Efferth, 2018).

Bahan alam seperti murbei (Morus alba L.)
secara tradisional di Provinsi Sulawesi Selatan
digunakan pada pengobatan kanker. Selain itu,
tanaman ini juga dipergunakan pada pengobatan
infeksi bakteri, jamur dan protozoa (Manggau &
Lukman, 2012). Menurut Fallah et al. (2017)
flavonoid yang terkandung dalam daun murbei
bersifat toksik terhadap sel kanker mulut rahim
(HeLa). Flavonoid tersebut membunuh sel HeLLa
dengan cara menginduksi jalur apoptosis
memalui aktivasi sitotokrom pada sitosol
mitokondria (Fallah ez al., 2017). Akar murbei
dilaporkan mampu membunuh sel kanker
leukimia K562 and B380 serta sel melanoma
mencit B16 melalui mekanisme apoptosis (Nam
et al.,2002). Apoptosis merupakan jalur kematian
sel yang tidak melalui proses inflamasi (Carneiro
& El-Deiry, 2020).

Untuk menguji efek anti kanker suatu
tanaman dapat dilakukan melalui uji sitotoksik
menggunakan model sel kanker. Ada banyak
model sel yang dapat digunakan seperti Hela,
RAJL K562, NB4, MCF-7, Vero dan sebagainya
(Comsa et al., 2015; Mirabelli et al., 2019).
Penelitian ini menggunakan sel kanker MCF-7
sebagai model sel kanker payudara dan sel Vero
sebagai sel normal. Adapun tujuan dari penelitian
ini adalah mengetahui efek sitotoksik daun
murbei terhadap sel kanker payudara MCF-7 dan
selektivitasnya terhadap sel normal Vero.
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METODE PENELITIAN
Pengambilan sampel

Sampel daun murbei diperoleh dari
Kabupaten Soppeng, Sulawesi Selatan yang
dipanen pada bulan Februari 2018. Daun yang
telah dipetik selanjutnya dicuci dengan air
mengalir dan dikeringkan menggunakan oven
simplisia pada suhu 40°C selama 36 jam dan
dilakukan pengecilan ukuran sampel.
Pembuatan ekstrak

Daun yang telah dikeringkan dimaserasi
dengan etanol 96% selama 3x24 jam sambil
sesekali diaduk dan terlindung dari sinar matahari
langsung. Re-maserasi dilakukan sebanyak 3 kali,
semua filtrat dikumpulkan dan divapkan
menggunakan rotary evaporator (Buchi) hingga
didapatkan ekstrak kental. Ekstrak kental
selanjutnya dimasukkan ke dalam desikator.
Kultur sel

Penelitian ini menggunakan 2 jenis sel uji
yaitu sel MCF-7 dan Vero. Baik sel MCF-7
maupun sel Vero kedua-duanya ditumbuhkan
menggunakan medium Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM) yang mengandung 5%
Fetal Bovine Serum (FBS); 1% penisilin-
streptomisin; dan 0,5% amfoterisin A kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C dalam inkubator CO;
5%. Panen sel dilakukan dengan penambahan
tripsin-EDTA setelah sel konfluens.
Uji sitotoksik

Uji sitotoksik ekstrak etanol daun murbei
dilakukan dengan metode MTT sebagaimana
yang diuraian oleh Pakki et al. (2019) dan
Tanumihardja et al. (2020) dengan sedikit
modifikasi (Pakki et al., 2019; Tanumihardja et
al., 2020). Sebanyak 100 pL suspensi sel (10*
sel/mL) dimasukkan ke dalam wellplate 96 dan
diinkubasi selama 24 jam kemudian ditambahkan
100 pL ekstrak dengan berbagai variasi
konsentrasi (7,81 — 500,00 pg/mL). Larutan 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl1)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) konsentrasi
0,5 mg/mL ditambahkan kedalam masing-masing
sumuran dan dinkubasi kembali selama 4 jam.
Reaksi dihentikan dengan penambahan sodium
dodecyl sulfate (SDS) 10%. Absorbansi masing-
masing sumuran diukur menggunakan microplate
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reader (Thermo) pada lambda 595 nm. Persen

penghambatan dihitung dengan rumus:
_ OD kontrol sel - OD sampel

OD kontrol sel

Penghambatan (%) x 100

Sedangkan ICso dihitungkan menggunakan
perangkat lunak GraphPad 8.0.

Indeks selektivitas (SI)

SI dihitungkan dengan menggunakan rumus:
Sl = 1C5( sel Vero

ICs¢ sel MCF-7

HASIL DAN PEMBAHASAN
Rendemen ekstrak

Ekstrak didefinisikan sebagai zat atau
material yang dihasilkan melalui ekstraksi bahan
mentah secara kimiawi sedangkan ekstraksi
adalah proses untuk mendapatkan atau
menghasilkan ekstrak. Efisiensi suatu proses
ekstraksi dapat dilihat dari nilai rendemen (Pakki
et al., 2020). Semakin tinggi nilai rendemen
mengindikasi semakin banyak ekstrak yang
dihasilkan meskipun hingga saat ini belum ada
standar nilai rendemen yang disepakati. Nilai
rendemen ekstrak etanol daun murbei dalam
penelitian ini adalah 13,26+3,26%.
Efek sitotoksik

Kemampuan suatu zat untuk membunuh
sel kanker dapat diukur melalui uji sitotoksik
menggunakan metode MTT. Prinsip dari metode
ini adalah adanya perubahan warna kuning dari
tetrazolium MTT menjadi formazan yang
berwarna ungu. MTT hanya akan diabsorpsi oleh
sel hidup dan direduksi oleh enzim reduktase
dalam mitokondria menjadi garam formazan
yang tidak larut dalam air. Untuk melarutkan
garam formazan dan menghentikan reaksi maka
ditambahkan SDS 10%. Semakin berwarna ungu
artinya semakin banyak pula sel yang hidup,
begitu pula sebaliknya (Benov, 2019; Rai et al.,
2018). Adapun hasil uji sitotoksik ekstrak etanol
daun murbei terhadap sel MCF-7 dan Vero dapat
dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1 Efek sitotoksik ekstrak etanol

daun murbei setelah kontak selama 24 jam
terhadap: (A) sel MCF-7; dan (B) sel Vero. Data
berasal dari 3 kali pengulangan dan disajikan
dalam bentuk rata-rata & standar deviasi (SD)

Semakin tinggi konsentrasi ekstrak etanol
daun murbei yang digunakan maka semakin besar
pula efek sitotoksiknya atau dikenal sebagai dose-
dependent manner. Efek sitotoksik mulai terlihat
pada konsentrasi 15,63 pug/mL  sebesar
10,19+2,33% terhadap sel MCF-7 dan mencapai
kematian maksimum pada konsentrasi 250,00
ng/mL sebesar 98,37+0,62% (Gambar 1A). Hal
ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun
murbei mempunyai efek sitotoksik terhadap sel
kanker.

Kandidat sel kanker yang baik harus toksik
terhadap sel kanker akan tetapi aman (tidak
toksik) terhadap sel normal (Andreani et al.,
2017). Untuk menyelidiki hal tersebut maka
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penelitian ini juga menguji ekstrak etanol daun
murbei terhadap sel normal yaitu Vero. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa ekstrak juga
bersifat sitotoksik terhadap sel Vero. Berdasarkan
Gambar 1B terlihat bahwa efek sitotoksik mulai
terlihat pada konsentrasi 15,63 pg/mL sebesar
19,30+1,37% dan mencapai kematian maksimum
pada konsentrasi 500,00 upg/mL  sebesar
96,17+1,81%.

Efek sitotoksik suatu zat dinilai dari
besaran nilai  half maximal  inhibitory
concentration atau yang lebih dikenal ICso. ICsgo
adalah konsentrasi yang dapat membunuh 50%
sel kanker. Semakin kecil nilai ICso maka
semakin besar pula aktivitas sitotoksiknya. Nilai
ICso ekstrak etanol daun murbei terhadap sel
MFC-7 adalah 75,324+2,78 ug/mL dan terhadap
sel Vero adalah 71,7344,39 pg/mL. Menurut
Nordin et al. (2018) aktivitas sitotoksik suatu zat
dapat dikategorikan berdasarkan pada nilai ICso.
Nilai ICsp < 20 pg/mL kategori sangat aktif, 20-
100 pug/mL kategori aktif, 100-1000 kategori
sangat lemah, dan >1000 kategori tidak aktif
(Nordin et al., 2018). Berdasarkan hal tersebut
maka ekstrak etanol daun murbei bersifat aktif
terhadap sel kanker.

Indeks selektivitas

Untuk mengetahui selektivitas suatu zat
sebagai anti kanker dapat diliat dari nilai [S-nya.
Suatu zat dikatakan selektif jika memiliki nilai
IS >2 (Wardihan et al., 2013). Pada penelitian ini
didapatkan nilai IS sebesar 0,95. Hal ini
menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun murbei
tidak selektif terhadap sel kanker.

KESIMPULAN

Penelitian ini membuktikan bahwa
penggunaan daun murbei dimasyarakat yang
seraca empiris pada pengobatan kanker
terbukti secara ilmiah. Hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun
murbei bersifat aktif terhadap sel MCF-7
dengan ICso 75,32+2,78 pg/mL akan tetapi
tidak selektif karena juga aktif terhadap sel
normal Vero dengan ICso 71,734+4,39 pg/mL.
Oleh karena itu, daun murbei berpotensi untuk
dikembangkan sebagai kandidat obat kanker
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meskipun perlu penelitian lebih lanjut
mengenai keamanannya.
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