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Abstrak: Doxorubicin masih digunakan sebagai regimen standar kemoterapi kanker payudara, tetapi
resistensi terhadap agen ini sering ditemukan, dan pengunaannya dalam jangka waktu lama dapat
menimbulkan kardiotoksisitas. Karena itu, agen kombinasi (ko-kemoterapi) perlu dikembangkan untuk
meningkatkan efektivitas doxorubicin dan mengurangi toksisitas sistemiknya. Naringenin, salah satu
flavonoid yang melimpah di kulit buah jeruk, memiliki efek sitotoksik pada berbagai sel kanker dan
mekanismenya melalui jalur selain p53. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek naringenin
vang dikombinasikan dengan doxorubicin pada sel T47D, model sel kanker payudara yang resisten
terhadap doxorubicin karena memiliki p53 termutasi. Nilai IC_ dan CI (combination index, indeks
kombinasi) ditetapkan dengan uji MTT. Efek pemacuan apoptosis naringenin dan doxorubicin diamati
dengan pengecatan DNA menggunakan etidium bromida-akridin oranye. Naringenin dan doxorubicin
memberikan efek sitotoksik dengan nilai IC, masing-masing 509 uM dan 15 nM. Nilai CI pada berbagai
rasio naringenin-doxorubicin menunjukkan efek sinergis (CT = 0,20-0,89). Pada konsentrasi kombinasi
naringenin-doxorubicin yang lebih kecil dari 12.5 uM—0,6 nM dengan rasio 1:1 akan diperoleh efek
kombinasi aditif. Perlakuan kombinasi meningkatkan efek apoptosis dari doxorubicin. Penelitian ini
menyimpulkan bahwa naringenin berpotensi untuk dikembangkan sebagai agen ko-kemoterapi bersama
doxorubicin, namun tetap dibutuhkan penelusuran mekanisme molekuler lebih lanjut.

Kata kunci: naringenin, doxorubicin, sel T47D, apoptosis.

Abstract: Doxorubicin is one of the standard regiment for breast cancer chemotherapy, but resistance
to this agent is often occured and long period usage will induce cardiotoxicity. Therefore, combination
therapy (co-chemotherapy) is needed to improve the efficacy of doxorubicin and to reduce its systemic
toxicity. Naringenin is one of the most abundant flavonoids in citrus fruits which showed cytotoxicity
in various human cancer cell lines and has mechanisms through pathways except p53. This research
is aimed to examine the effect of naringenin in combination with doxorubicin against T47D breast
cancer cell which is resistant to doxorubicin due to p53 mutation. The IC,, dan CI (combination
index) wvalues were determined by the MTT assay. The apoptotic stimulation effect of narigenin and
doxorubicin was performed by DNA staining using ethidum bromide-acridine orange. Naringenin and
doxorubicin exhibited cytotoxic effect with IC,, of 509 uM and 15 nM, respectively. The CI value
in all ratios of naringenin-doxorubicin showed synergistic effect (CI 0.20—0.89). Combination of
naringenin-doxorubicin with concentration smaller than 12.5 pM—0.6 nM in 1:1 ratio exhibited an
additive combination effect. The combined treatment increased the apoptotic effect of doxorubicin,
These results show that naringenin is potential to be developed as co-chemotherapeutic agent with
doxorubicin. although the molecular mechanisim is still needed to be explored.
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PENDAHULUAN

DOXORUBICIN (Dox) masih merupakan agen
kemoterapi utama pada terapi kanker payudara‘”’
tetapi penggunaannya kurang memuaskan karena
menimbulkan efek samping seperti kardiotoksisitas
dan resistensi. Resistensi kanker payudara terhadap
Dox disebabkan oleh sifat internal kanker itu sendiri
atau akibat dari faktor eksternal/perolehan. Karena
permasalahan kemoresistensi ini maka pengembangan
kemoterapi kanker payudara diarahkan pada terapi
kombinasi Dox dengan senyawa lain (ko-kemoterapi)
sehingga efektivitas Dox dapat meningkat®.

Naringenin (Nar) merupakan aglikon flavanon
yvang banyak ditemukan dalam kulit buah jeruk dan
telah terbukti dapat menghambat pertumbuhan sel
tumor serta menginduksi apoptosis pada berbagai sel
kanker®'. Mekanisme induksi apoptosis oleh Nar tidak
melalui jalur p53 melainkan melalui jalur caspase'®,
ERB (estrogen recepror )™ dan NF-xB©.

Pada jalur caspase. Nar meningkatkan aktivasi
caspase 3. caspasc 9. ckspresi Bax, dan menurunkan
ckspresi Bel-27. Aktivitas Nar sebagai antagonis ERa
juga dapat mengaktivasi caspase 3 melalui inaktivasi
PISK/Akt. ERK/MAPK dan aktivasi p38/MAPK®™.
Selain memiliki efek sitotoksik tersendiri, Nar juga
telah terbukti meningkatkan efek antitumor Dox dengan
menghambat aktivitas AMultidrig Resistance-Associared
Proteins (MRPs) pada sel kanker paru A549% dan
mengurangi kardiotoksisitas secara i»n vivo akibat
pemberian Dox .

Induksi apoptosis oleh Nar yang independen p53?
diharapkan dapat meningkatkan efek sitotoksik Dox
pada sel T47D yang p53nya termutasi sehingga Nar
dapat mengatasi permasalahan resistensi internal pada
sel T47D. Selain itu, penanganan resistensi internal oleh
Nar akan memberikan harapan pencegahan resistensi
cksternal akibat pemberian Dox dengan dosis yang
meningkat. Penelitian ini akan menguji apakah Nar
mempunyai efek sinergis dengan agen kemoterapi
Dox sehingga dapat mengatasi permasalahan resistensi
karena mutasi p53 dan menurunkan dosis efektifnya
yang berarti pula mengurangi toksisitas agen kemoterapi
tersebut.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Doxorubicin (Dox) diperoleh dari Ebewe, PT.
Ferron Par Pharmaceutical. Naringenin (Nar) diperoleh
dari Sigma-Aldrich, USA. Nar dan Dox dilarutkan
dengan Dimethyl Sulfoxide (DMSQ) (Sigma). Sel
kanker payudara T47D diperoleh dari Prof. Tatsuo
Takeva (Nara Institute of Science and Technology,
Japarr). Kultur sel ditumbuhkan dalam media Dulbecco 5
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modified Eagle s meditorn (DMEM) yvang mengandung
Foeral Bovine Serum (FBS) 10% (v/v) (Gibco)__]
penisilin-streptomisin 1 2 (v/v) (Gibco). Selain bahan-
bahan di atas juga digunakan 0,05% trypsin-EDT
(Gibco) untuk melepas sel yang melekat pada flas
maupun plate, PBS. MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i1)-2.5-difeniltetrazolinum bromida] (Sigma), denga
konsentrasi 5 mg/mL. Sropper yang digunakan adalah
natrium dodesil sulfat dalam 0.1 INW HCI1. Bahan—bahan
vang digunakan selama penelitian apabila tida
diltatakan lain berarti derajat pro analisis.

METODE. Uji ko-kemoterapi menggunakan
metode MTT.Sel T47D dengan konsentrasi 5 x 107
sel/sumuran didistribusikan ke dalam plate 96 sumuran
dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam untuk
beradaptasi dan menempel di sumuran. Keesokannya.
media diambil, dicuci PBS, kemudian ditambahkan
100 plb media kultur yang mengandung sampel baik
dalam bentuk tunggal maupun kombinasi dengan
berbagai rasio Nar-Dox. Absorbansi tiap sumuran
diukur menggunakan ELISA reader pada panjang
gelombang 595 nm.

Pengamatan apoptosis menggunakan metode
double staining (AK). Cover s/ip yang memuat 5 X
10° sel diberi perlakuan dan diinkubasi kembali selama
15 jam. Pada akhir waktu inkubasi, sel dicuci dengan
PBS kemudian ditambahkan 10 pL pereaksi etidium
bromida-akridin oranye (Sigma, USA) (masing-masing
5 pg/mL dalam PBS). Sel diamati di bawah mikroskop
fluoresen.

Analisis Data. Data yvang diperoleh berupa|
absorbansi masing-masing sumuran dikonversi ke
dalam persen sel hidup. Persen sel hidup dihitung
menggunakan rumus:

Abscrbansi Sel dengan Perlakuan — Absorbansi Kontrol Media
% Hidup = _

Absorbansi Kontrol Sel — Absorbansi Kontrol Media

Kemudian dihitung konsentrasi IC_, dengan regresi
linier sehingga dapat diketahui potensi sitotoksisitasnya.
Sitotoksisitas sinergistik ditetapkan dengan menghitung
indeks interalcsi antara Dox dan War, menggunakan
persamaan:

Cl=(D)1/(Dx)1 + (D)2/(Dx)2

Dimana Dx adalah konsentrasi dari satu senyawa
tunggal yang dibutuhkan untuk memberikan efek
(dalam hal ini adalah IC,, terhadap pertumbuhan sel
kanker pavudara) dan (D)1, (D)2 adalah besarnya
konsentrasi kedua senyvawa untuk memberikan efek
vang sama''®,

Angka CI atau Combinarion Index yang diperoleh
diinterpretasikan sebagai berikurt:
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< 0,1 sinergis sangat kuat

0.1-0,3 sinergis kuat

0.3-0,7 sinergis

0.7-0,9 sinergis ringan-sedang
0.9-1,1 mendekati additif
1.1-1,45 antagonis ringan-sedang
1.45-3.3 antagonis

—3.3 antagonis kuat-sangat kuat

Untuk melihat hubungan antara konsentrasi Nar-
Dox dan nilai CI maka dibuat grafik hubungan log C
ws fraksi kematian sel!®,

Pengamatan apoptosis. Sel berfluoresensi hijau
menunjukkan sel hidup, sementara sel berfluoresensi
merah menunjukkan sel mati. Sel apoptosis tahap
=wal akan mengalami fragmentasi nukleus dan masih
berfluoresensi hijau dan pada tahap akhir terjadi
‘ragmentasi sel dan fluoresensi merah.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Untuk melihat efikasi Nar dan Dox sebagai agen
tunggal pada sel T47D, sel ditanam sebanyak 5000
sel/sumuran dalam plate 96 sumuran., kemudian
diberi perlakuan baik dengan (A) Nar (25-1000
=) maupun (B) Dox (10-100 nM) (dalam bentuk
tunggal), lalu diinkubasi selama 24 jam sebagaimana
dijelaskan dalam metodologi. Nar maupun Dox
mampu menghambat pertumbuhan sel T47D dengan
IC_, masing-masing 509 pM dan 15 nM. Nilai IC,,
didapat dari perhitungan regresi linier log kadar vs %
sel hidup dengan p=0,05.

Nilai IC_, untuk Nar adalah 509 uM, sementara
untuk Dox adalah 15 nM (Gambar 1). Agen kemoterapi
Zoxorubicin menunjukkan efel sitotoksik pada sel T47D
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yang lebih tinggi dari Nar tetapi jika dibandingkan
dengan sel yang memiliki p53 normal, efek sitotoksik
Dox pada sel yang memiliki p533 termutasi seperti sel
T47D akan lebih rendah®", Hal ini disebabkan p53
merupakan gen tumor supressor penting yang berperan
pada apoptosis dan penghambatan siklus sel.

EBfek sitotoksik Nar relatif rendah dengan IC_,
509 uM, tetapi mekanisme molekuler yang telah
diteliti menunjukkan bahwa Nar memicu apoptosis
secara p53 independen™. Karena itu, Nar menjadi
kandidat senyawa yang dapat meningkatkan efek
sitotoksik doxorubicin pada sel T47D. Hasil uji
sitotoksik kombinasi membuktikan bahwa Nar dapat
meningkatkan efek sitotoksik Dox secara sinergis (CI
= 0,20-0,89) dengan berbagai rasio (Gambar 2). Jika
dilihat dari persamaan regresi log C vs fraksi kematian
sel (Gambar 3) yang dikembangkan oleh Chou diketahui
bahwa log CI =0 (aditif) diperoleh saat fraksi kematian
sel adalah 0,14. Fraksi kematian sel 0,14 diperoleh pada
konsentrasi kombinasi Nar-Dox sebesar 12,5 pM-0.6
nM. Pada konsentrasi kombinasi Nar-Dox yang lebih
kecil dari 12.5 pM—0.6 nM dengan rasio 1:1 akan
diperoleh efek kombinasi aditif dan jika terus dikecilkan
konsentrasi kombinasinya maka efek kombinasi tidak
akan menjadi antagonis (CI = =1,1). Dalam evaluasi
kombinasi, efek yang ideal adalah efek kombinasi
sinergis meskipun efek aditif juga memberikan manfaat
secara klinis"”, Kemampuan Nar dalam memberikan
efek sinergis pada Dox menunjukkan bahwa IC, yang
besar dari suatu senyawa tidak selalu berkorelasi dengan
efek kombinasi yvang rendah.

Efek sitotoksik berkorelasi terhadap konsentrasi
kombinasi Nar dan Dox pada rasio 1:1, persamaan
doxorubicin pada perlakuan kombinasi adalah y =
0,108x + 0,075, sementara naringenin pada perlakuan
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Gambar 1. Efek penghambatan pertumbuhan sel kanker payudara T47D oleh Nar dan Dox.
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Gambar 2. Peningkatan efek penghambatan pertumbuhan sel kanker payudara T47D oleh kombinasi Nar-Dox. Pengamatan
efek kombinasi Nar(62.5-250 pM)-Dox (2-7.5 nM) terhadap nilai CI.

Trakst kematian sel

62.5 125 187.5 250

konsentrasi naringenin (L)
T

2 4 ] T.a

konsentrasi doxorubicin (nivl)
A

Gambar 3. Pengaruh kenaikan konsentrasi kombinasi Nar dan Dox terhadap sitotoksisitas sel T47D.

kombinasi adalah vy =0.0032 x+ 0,1, p=0.05 (A). Efek
kombinasi dikuantifikasi dengan CI dan ditunjukkan
melalui grafik log CI vs fraksi kematian sel (B).
Keempat tingkat konsentrasi berefek sinergis dengan
log CI =0 dan menurunnya konsentrasi kombinasi
memungkinkan perubahan efek dari sinergis ke aditif
yaitu log CI = O.

Peningkatan efek kombinasi Nar-Dox juga
teramati pada analisis apoptosis dengan metode AE.
Bertambahnya apoptosis pada perlakuan kombinasi
terlihat dari meningkatnya intensitas warna merah yang
menunjukkan terjadinya peningkatan permeabilitas
membran sel. Selain itu juga muncul banyak badan-
badan apoptosis yvang semakin menyakinkan bahwa sel
mengalami apoptosis (Gambar 4).

Sel ditumbuhkan di atas cover sfip dan diberi
perlakuan sesuai pada petunjuk kemudian dicat dengan
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ethidium bromide-acridine orange secbagaimana
dijelaskan pada metodologi dan diperiksa di bawah
mikroskop fluoresen dengan perbesaran 400 X.
Semua sel terlihat masih hidup pada kontrol (A).
Perlakuan Nar 250 pM (B) menunjukkan pemacuan
apoptosis yang hampir sama dengan Dox 7.5
nM (C). Sementara itu, kombinasi Nar dan Dox
memperlihatkan pemacuan apoptosis jauh lebih
tinggi daripada perlakuan tunggal. Tanda panah
menunjukkan insidensi apoptosis sel di mana terlihat
adanya fragmentasi inti sel.

Nar dapat memacu apoptosis pada sel T47D melalui
jalur caspase p53 independen dengan meningkatkan
ekspresi Bax dan menurunkan ekspresi Bel-27 sehingga
terjadi aktivasi caspase 9 dan caspase 3", Selain itu, Nar
juga berfungsi sebagail antagonis ERa yang ada di sel
T47D, menyebabkan PI3K/Akt dan ERK/MAPK inalktif
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Gambar 4. Perlakuan naringenin dan doxorubicin memacu apoptosis pada sel T47D. Semua sel msih hidup (A), ada pemacuan
apoptosis (B) dan (C), pemacuan apoptosis lebih kuat (ID).

sehingga ASK tetap aktif memfosforilasi p38/MAPK
wang kemudian mengaktivasi caspase 3.

Apoptosis pada sel T47D yang diinduksi oleh
Zoxorubicin kemungkinan terjadi melalui jalur
peningkatan ROS (reactive oxygen species)!'? (3 dan
cenghambatan G2/MY?. Penghambatan topoisomerase
Ila oleh doxorubicin menyebabkan aktivasi PARP
=nd NAD(P)H oksidase untuk mengoksidasi DNA
vang rusak. Reaksi oksidasi ini memunculkan H, O,
vang kemudian meningkatkan permeabilitas membran
mitokondria dan pengeluaran sitokrom c¢ yang
mengaktivasi caspase 3. Kerusakan DNA untai ganda
pada sel dengan status p53 termutasi seperti sel T47D
zkan menyebabkan penghambatan G2/M yang kemudian
Siikuti apoptosis“®. Penurunan aktivitas CDK1 pada
senghambatan G2/M memicu terjadinya apoptosis!'®
Zan proses ini tidak dipengaruhi status Bel-2 dan Bax(',

Jalur apoptosis Nar dan Dox memiliki perbedaan
pada target proteinnya meski pada akhirnya protein-
protein tersebut mengaktifkan caspase 3. Karena
“tu, tidaklah mengherankan jika kedua mekanisme
tersebut digabung akan menghasilkan efek sitotoksik
sinergis. Dengan melihat kemampuan Nar dalam
meningkatkan efek sitotoksik dan apoptosis dari Dox
pada sel T47D, maka kombinasi kedua senyawa tersebut
memberikan pendekatan baru mengenai pengobatan
tanker pavudara. terutama kanker dengan resistensi
internal akibat termutasinya p53. Selain itu, mengingat
Landungan utama kulit buah jeruk adalah naringenin'™,
hasil penelitian ini dapat memberikan bukti bahwa kulit
buah jeruk yang belum termanfaatkan memiliki peluang

komersial untuk dikembangkan sebagai sediaan obat
antikanker. Hal ini juga sejalan dengan penelitian Adina
dkk." yang menunjukkan bahwa kulit buah jeruk yang
banyak mengandung Nar juga memberikan efek sinergis
dengan Dox dalam memacu apoptosis sel MCF-7.

SIMPULAN

THasil penelitian ini menunjukkan bahwa naringenin
meningkatkan efektivitas doxorubicin secara sinergis
terhadap sel kanker payudara T47D melalui mekanisme
apoptosis. Meskipun demikian masih dibutuhkan
penelusuran mekanisme molekuler lebih lanjut untuk
dapat dikembanglkan sebagai agen kokemoterapi.
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