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ABSTRACT

Cervical cancer is one of the causes of death in women in Indonesia. Many studies
have been conducted to determine the anti-cancer effects of natural ingredients.
Pomegranate peel contains ellagic acid which has anti-cancer effects. In this study, the
anti-cancer activity of pomegranate peel was examined against HeLa cell lines.
Pomegranate peel was obtained from Malang, East Java, extracted using 70% ethanol.
Cell viability and IC50 values were examined using the MTT test after incubation for
24, 48, and 72 hours. The percentage of living cells was calculated using a
hemocytometer using Trypan Blue staining. DNA fragmentation was examined using
electrophoresis as a marker of apoptosis activation. The IC50 value in pomegranate
peel extract was at a concentration of 450 pg/ml. The results of the percentage of
viability cells using hemocytomete at an IC50 concentration of 52%. Smears in DNA

Proliferasi sel fragmentation examination were seen in samples incubated for 24 hours, indicating
apoptosis activation. Pomegranate peel extract has anticancer activity against HeLa
cell lines, with a mechanism involving apoptosis. This potential indicates that

pomegranate peel extract can be further developed as a natural anticancer agent
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ABSTRAK

Kanker serviks adalah salah satu penyebab kematian pada wanita di Indonesia. Banyak
penelitian yang dilakukan untuk mengetahui efek anti kanker dari bahan alam. Kulit
buah delima mengandung asam ellagik yang memiliki efek anti kanker. Pada
penelitian ini dilakukan pemeriksaan aktivitas anti kanker dari kulit delima terhadap
sel lini HeLa. Kulit delima didapatkan dari Malang, Jawa Timur di ekstraksi dengan
menggunakan etanol 70%. Nilai viabilitas sel dan nilai IC50 diperiksa dengan
menggunakan uji MTT setelah diinkubasi selama 24, 48, dan 72 jam. Persentase sel
hidup dihitung dengan menggunakan hemocytometer dengan menggunakan
pewarnaan Trypan Blue. Fragmentasi DNA yang diperiksa menggunakan
elektroforesis sebagai penanda aktivasi apoptosis. Nilai IC50 pada ekstrak kulit delima
berada pada konsentrasi 450 pg/ml. Hasil persentase sel viabilitas dengan
menggunakan hemocytomete pada konsentrasi nilai IC50 sebesar 52%. Smear pada
pemeriksaan fragmentasi DNA terlihat pada sampel yang diinkubasi selama 24 jam,
menunjukkan aktivasi apoptosis. Ekstrak kulit delima memiliki aktivitas antikanker
terhadap sel lini HeLa, dengan mekanisme yang melibatkan apoptosis. Potensi ini
menunjukkan bahwa ekstrak kulit delima dapat dikembangkan lebih lanjut sebagai
agen antikanker alami.

PENDAHULUAN

Metode pengobatan kanker pada saat ini terus berkembang, terdapat peningkatan cepat dalam insiden dan
kematian akibat kanker di seluruh dunia. Kanker masih menjadi penyabab kematian utama kedua didunia dengan
9,96 juta kematian pada tahun 2020. Kanker serviks pada Wanita, kanker payudara, dan hati masing-masing
menenmpati urutan peratama, ketujuh, dan kesembilan di antara 36 jenis kanker yang paling sering didiagnosis,
dengan angka kejadian masing-masing 3,1%, 11,7%, dan 4,7% (1). Kanker serviks adalah keganasan yang umum
dan telah menepati peringkat kedua sebagai penyebab kematian terkait kanker pada Wanita (2), dan sekitar 52.900
kasus baru dan 275.000 kematian setiap tahunnya (3). Meskipun ada peningkatan dalam strategi pencegahan,
diagnosis, dan terapi, tingkat kelangsungan hidup lima tahun untuk pasien dengan stadium lanjut tetap rendah, yaitu
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sekitar 40%, yang menyebabkan banyak kematian terkait kanker. Oleh karena itu, strategi baru untuk pengobatan
kanker serviks sangat diperlukan.

Sebagian besar kasus kanker serviks disebabkan oleh infeksi HPV berisiko tinggi yang menyebabkan
kerusakan DNA; namun, studi terbaru menemukan bahwa stres oksidatif juga terlibat dalam efek ini (4). Stres
oksidatif terjadi karena adanya ketidakseimbangan antara produksi oksigen reaktif (ROS) dan efektivitas sistem
antioksidan dalam mengatasi kerusakan. Ketidakseimbangan ini telah diteliti pada pasien kanker, bahkan sebelum
memulai pengobatan apapun (5). Menurut National Cancer Institute, saat ini ada berbagai pengobatan terhadap
neoplasma ganas, seperti kemoterapi, radioterapi, pembedahan untuk pengangkatan, imunoterapi, dan terapi
hormonal (5). Namun, tidak semua pasien memenuhi syarat untuk pengobatan ini dan biasanya diperlukan
kombinasi 2 atau lebih terapi, yang dapat memiliki efek samping serius pada tubuh dan sistem kekebalan pasien (6).
Selain itu, terapi konvensional ini meningkatkan pembentukan ROS (Reactive Oxygen Species), yang dapat
menyebabkan efek samping toksik pada jaringan sehat. Masalah ini telah mendorong para dokter dan peneliti untuk
mengembangkan pengobatan baru yang mungkin untuk patologi ini. Salah satu yang paling menjanjikan adalah
penggunaan polifenol alami untuk pengembangan obat antikanker (7)

Polifenol makanan ditemukan terutama dalam makanan asal tumbuhan, seperti buah-buahan, sayuran,
kacang-kacangan, teh hijau, kopi, dan lainnya (8). Delima (Punica granatum L.) adalah buah yang banyak
dikonsumsi dan berasal dari pohon dengan nama yang sama dari keluarga Lythraceae. Buah beri ini merupakan
sumber yang sangat baik dari fitokimia yang memiliki efek antioksidan dan anti-inflamasi yang kuat (9). Kulit
delima adalah bagian buah yang tidak dapat dimakan dan dianggap sebagai limbah industri. Namun, produk
sampingan ini mewakili lebih dari 40% dari total berat delima dan mengandung banyak senyawa polifenolik dengan
tingkat yang lebih tinggi dibandingkan dengan yang ditemukan pada jus dan bijinya (10).

Asam ellagik dapat menginduksi apoptosis pada karsinoma melalui jalur PI3K/Akt dengan meningkatkan
ekspresi PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog) dalam disfosforilasi PIP3 yang menyebabkan inaktivasi PI3K,
memodulasi Bel-2 yang terlibat dalam jalur intrinsik apoptosis, meningkatkan ekspresi Bax, dan aktivasi caspase-3
dengan meningkatkan siktochrome c¢ sehingga menyebabkan kematian sel. PI3K/Akt adalah jalur intraseluler yang
mengatur siklus sel. Aktivasi PI3K dapat memfosforilasi dan mengaktifkan Akt, yang terdapat di membran plasma.
Pada kanker, jalur ini selalu aktif, sehingga dapat menghambat apoptosis yang mengakibatkan proliferasi yang terus-
menerus (11).

Beberapa penelitian telah melaporkan bahwa polifenol yang terdapat dalam ekstrak kulit delima memiliki
aktivitas antiproliferasi dan antitumor pada berbagai jenis sel kanker (12) (13). Tujuan dari penelitian ini adalah
untuk mengevaluasi mekanisme molekuler yang terlibat dalam efek antikanker dari senyawa polifenolik yang
terdapat dalam kulit delima pada sel kanker servik (HeLa).

METODE
Ekstraksi Kulit Delima dan Etoposid
Kulit delima diambil dari Malang, Jawa Timur. Ekstraksi dilakukan menggunakan etanol 70% dan
dikonsentrasikan menggunakan freeze dryer untuk memperoleh ekstrak terkonsentrasi. Etoposid diperoleh dari
Calbiochem, San Diego, CA. Larutan DMSO (Sigma Aldrich, Jerman), Kulit delima digunakan untuk percobaan in
vitro dengan mencairkan konsentrasi yang sesuai. Etoposid dilarutkan dalam media kultur sebagai kontrol positif.
Konsentrasi akhir DMSO diatur kurang dari 1%.

Pertumbuhan Sel HeLa

Sel lini kanker serviks HeLa dikultur menggunakan medium phenol red RPMI dengan suplementasi Fetal
Bovine Serum (FBS) 10%, serta antibiotik streptomisin 10 pg/ml, dan penisilin 100 U/ml kemudia diinkubasi dalam
inkubator CO2 50%, dengan suhu 370 C. Kultur sel yang digunakan adalah kultur dengan luas area tumbuh 70-80%
konfluens (log phase).

MTT Assay

Sel yang berada dalam setiap well diinkubasi dengan menggunakan HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)
yang mengandung 1 mg/ml MTT (3-4,5 dimethylthiazol-2yl-2,5 diphenyltetrazolium bromide) selama 4 jam pada
suhu 37°C didalam inkubator CO2 5%. Selanjutnya larutan MTT dibuang dan 50ul isopropanol dimasukkan ke dalam
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setiap well untuk melarutkan kristal formazan. Plate digerakkan (agitasi) selama 5 menit pada suhu ruangan sampai
larutan tercampur dengan sempurna. Tingkatan derivat formazan yang terwarnai, kemudian dianalisis menggunakan
microplate reader dengan panjang gelombang 570 nm. Indeks proliferasi sel digunakan untuk menghitung nilai IC50
setelah perlakuan sel. Etoposid 50 uM digunakan sebagai agen sitotoksik standar berdasarkan laporan sebelumnya

(14).

Perhitungan sel dengan menggunakan 7rypan Blue Staining

Sel dikultur di dalam cawan petri 6 cm lalu diinkubasi selama 24 jam dengan dan tanpa penambahan ekstrak
etanol kulit delima. Setelah diinkubasi, medium dibuang selanjutnya sel dicuci dengan menggunakan PBS. Lalu
ditetesi 2 ml trypsin hingga sel terlepas dari dasar cawan petri. Sel disentrifugasi dan dicuci dengan PBS kembali. Sel
dihomogenisasi dengan menggunakan pipet dan sampel sel diambil, kemudian dilakukan pemeriksaan dengan
mikroskop cahaya dengan pewarnaan trypan blue menggunakan hemositometer (15)

Pengambilan Gambar Morfologis Sel

Sel yang dikultur di dalam cawan petri 6 cm dan diinkubasi selama 24 jam dengan dan tanpa penambahan
ekstrak etanol kulit delima. Cawan petri diperiksa di bawah mikroskop cahaya dan dilihat gambaran morfologi dari
setiap cawan petri lalu didokumentasikan.

Fragmentasi DNA

Sel didalam PBS disentrifugasi hingga terbentuk cell pellets. Cell pellets diinkubasi dengan larutan 200 pl
buffer AL dalam QIAamp mini spin column yang terdapat didalam QIAamp DNA Mini Kit lalu vortex selama 15
detik. Selanjutnya diinkubasi selama 10 menit dengan suhu 560C lalu disentrifugasi selama 1 menit dengan kecepatan
8000 rpm. Teteskan 200 pl etanol 96% dan di 36 vortex kembali selama 15 menit dan disentrifugasi selama 2 menit
dengan kecepatan 8000 rpm. Mini spin column dipindahkan ke dalam tabung eppendorf dan ditetesi 500 pl buffer
AWI lalu disentrifugasi 1 menit dengan kecepatan 8000 rpm. Pindahkan kembali mini spin column kedalam tabung
eppendorf yang baru, lalu teteskan 500 pl buffer AW2 dan disentrifugasi selama 3 menit dengan kecepatan 14.000
rpm. Mini spin column yang telah berisi DNA diambil dari dalam tabung eppendorf. Kemudian konsentrasi DNA
diperiksa dengan menggunakan Nannogram. Siapkan Gel agarose 1,5%, kemudian sebanyak 100 ng masing-masing
sampel DNA dicampur dengan ethidium bromide lalu dimasukkan ke dalam masingmasing sumuran gel agarose.
Tahap selanjutnya dilakukan elektroforesis dalam 100 V selama 1 jam. Hasil elektroforesis kemudian divisualisasi
dengan menggunakan gel doc dan didokumentasikan.(16)

Pemeriksaan Rasio Bax/Bcl-2 menggunakn One Step PCR

Untuk ekstraksi RNA, sampel dicairkan dan dicuci dengan phosphate-buffered saline (PBS). RNA total diekstraksi
menggunakan Direct-Zol RNA Mini Prep Plus (Zymo Research, California, USA) sesuai dengan petunjuk dari
produsen. Sel-sel kemudian dilarutkan menggunakan 7ri Reagent® dan dihomogenisasi, lalu dilanjutkan dengan
pemurnian RNA, sesuai dengan petunjuk produsen. RNA diukur menggunakan spektrofotometer (rasio absorbansi
dibaca pada 260/280 nm > 1,8). RNA kemudian dianalisis melalui PCR kuantitatif dan dianalisis menggunakan
metode Livak dengan rumus 2 44€T(17)

Primer yang digunakan adalah sebagai berikut:

Bax F : TGG CAG CTG ACA TGT TTT CTG AC

R : TCA CCC AAC CACCCT CGT CTT

Bcel-2 F: TCG CCC TGT GGA TGA CTG A

R : CAG AGA CAG CCA GGA GAA ATC A

GAPDH F : TTT GGC TAC AGC AAC AGG

R:GGT CTCTCT CTT CCT CCT G
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HASIL DAN PEMBAHASAN
HASIL
Ekstrak Etanol Kulit Delima Terhadap Proliferasi Sel
Pemeriksaan MTT adalah uji proliferasi untuk menilai efek dari ekstrak etanol kulit delima (Punica granatum)
terhadap sel HeLa. Persentase penghambatan pertumbuhan sel dihitung dengan rumus berikut: % penghambatan
pertumbuhan sel = 100-{(Nilai absorbansi senyawa uji-Nilai absorbansi blanko/Nilai absorbansi kontrol-Nilai
absorbansi blanko)}x 100.
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Gambear 1. Grafik proliferasi sel HeLa dengan perlakuan ekstrak etanol kulit delima 24, 48, dan 72 jam.

Indeks proliferasi sel bervariasi dari konsentrasi 50 pg/ml hingga 1000 pg/ml. Jumlah indeks proliferasi sel
digunakan untuk menghitung IC50 dengan persamaan logaritma. Pada konsentrasi 20 pug/ml, ekstrak ini mampu
menghambat proliferasi sel HeLa hingga 50%.

Uji sitotoksisitas menggunakan MTT selanjutnya dikonfirmasi dengan pemeriksaan pewarnaan Trypan Blue
menggunakan hemositometer. sel yang mati akan terwarna dan terlihat sel berwarna biru hal ini dikarenakan
membran sel yang menjadi permeable sehinggga memungkinkan warna masuk ke dalam sel. Pada sel yang masih
hidup, membran akan terlihat impermeable sehingga warna tidak dapat masuk kedalam sel, maka sel akan terlihat
terang. Persentase jumlah sel yang mati adalah 49% pada konsentrasi ekstrak 20 pg/ml, jumlah ini sama dengan
persentase sel hidup yang diperoleh pada kontrol positif sebesar 56%.
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Gambar 2. Diagram viabilitas sel berdasarkan hitung sel dengan pewarnaan trypan blue setelah inkubasi 24 jam
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Viabilitas sel semakin menurun seiring dengan semakin besarnya konsentrasi pada ekstrak yang diberikan.
Dengan demikian, semakin besar konsentrasi pada ekstrak yang diberikan, maka semakin banyak pula sel yang
mengalami kematian. Sehingga hal ini menunjukan adanya efek antiproliferasi dari ekstrak etanol kulit delima
terhadap sel HeLa. Hal ini sejalan dengan penelitian Ellithey et al, (2014) yang menyatakan bahwa nilai IC50 di
bawah 100 pg/ml menunjukkan suatu ekstrak tersebut memiliki potensi antikanker. Ekstrak yang berpontensi sebagai
antikanker diklasifikasikan dalam tiga tingkatan, yaitu kuat (IC50 <20), sedang (IC50 <49), dan lemah (IC50 >50).
Ekstrak kulit delima berpotensi sebagai antikanker dan memiliki efek yang kuat terhadap sel HeLa.

Pemeriksaan Scrining Fitokimia
Evaluasi fitokimia ekstrak etanol kulit delima menunjukkan adanya senyawa flavonoid, tanin, Quinon, saponin, dan
triterpenoid/steroid.

Gambaran Morfologi Sel HeLa
Pada sel yang mengalami apoptosis dapat diamati dengan menggunakan mikroskop cahaya maupun dengan
mikroskop electron. Perubahan morfologi pada ekstrak kilut delima ditunjukkan pada (Gambar 3).

Gambar 3. Gambar morfologi HeLa. Keterangan (a). kontrol negatif (K-) yang tidak diberikan perlakuan, (b) kontrol
positif (K+) yang diberikan etopisid 3 uM, (c) perlakuan dengan konsentrasi ekstrak 10 pg / ml, (d) perlakuan dengan
konsentrasi ekstrak 20 pg / ml yang termasuk IC50, dan (d) perlakuan dengan konsentrasi ekstrak 30 pg / ml, dengan
pembesaran 100x

Hasil penelitian menunjukkan bahwa sel HeLa yang diberikan ekstrak kulit delima dengan konsentrasi 20
pg/ml selama 24 jam mengalami apoptosis. Sel yang mengalami apoptosis terlihat lebih gelap, sel mengambang (tidak
menempel pada plate), dan terlihat membulat. Sedangkan sel yang masih hidup sel masih intact dan menempel
(kontrol). Sel yang mengalami perubahan morfologis ditunjukan oleh anak panah berwarna hitam.

Jumlah kematian sel semakin bertambah sesuai dengan semakin tingginya konsentrasi ekstrak yang diberikan.
Pada konsentrasi 20 pg/ml sebagian sel mengalami kematian, sedangkan pada konsentrasi 30 pg/ml hampir tidak
dapat ditemukan lagi sel yang masih viable.

Pemeriksaan Fragmentasi DNA

Penurunan jumlah viabilitas sel dikaitkan dengan apoptosis. Ekstrak kulit delima dapat mengalami apoptosis
pada sel HeLa. Fragmentasi DNA dianggap sebagai ciri khas apoptosis. Pola fragmentasi DNA yang khas diamati
pada sel yang diberi ekstrak kulit delima dengan waktu inkubasi yang berbeda yaitu 6 jam dan 24 jam (Gambar 4).

Pada inkubasi 6 jam, terlihat adanya smear pada semua sampel kecuali pada kontrol negatif. Hal ini
menunjukkan bahwa proses apoptosis telah dimulai pada 6 jam awal setelah diberikan perlakuan. Dan pada 24 jam,
DNA telah rusak lebih oleh fragmen yang lebih pendek, sehingga ketika elektroforesis diberikan, fragmen akan keluar
dari gel agarose. Degradasi DNA terjadi akibat aktivasi protein caspase 3 dalam proses apoptosis. Terjadinya
fragmentasi DNA merupakan suatu proses yang dapat mengindikasikan protein caspase 3 sebagai efektor apoptosis
telah aktif.
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Gambar 4. Efek ekstrak PP pada Fragmentasi DNA sel HeLa. Sel-sel tersebut diperlakukan dengan ekstrak PP
dengan konsentrasi yang berbeda dan inkubasi yang berbeda. Penanda DNA (M), (a) Medium (kontrol negatif); (b)
Etoposide 3 uM (kontrol positif); (c) 20 pg/ml, diinkubasi selama 6 dan 24 jam. 100 ng DNA dari setiap sampel
digunakan untuk menganalisis fragmentasi DNA, menggunakan gel agarosa 1,5%, 100 V selama 1 jam. Etidium
bromida digunakan untuk memvisualisasikan DNA yang terfragmentasi

Pemeriksaan Rasio Bax/BcL-2

Proses apoptosis terjadi akibat adanya kerusakan DNA dan komponen sel melalui aktivitas caspase. Aktivitas
caspese melalui jalur intrinsik diperantarai oleh protein dari kelompok Bcl-2 sebagai regulator apoptosis. Bax
merupakan protein proapoptosis sedangkan Bcl-2 merupakan protein anti-apoptosis. Rasio dari Bax dan Bcl-2
merupakan titik penting untuk melihat apakah proses apoptosis akan terjadi atau tidak. Bahkan rasio dari Bax dan
Bcl-2 merupakan titik penentu terjadinya apoptosis. Dari hasil analisis dengan menggunakan metode Livak dengan
rumus (2-AACT). Pada semua kelompok perlakuan diketahui adanya peningkatan rasio Bax dan penurunan rasio Bcel
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1,5 - M Bcl-2
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Gambear 5. Analisis ekspresi Bax dan Bcl-2 menggunakan qPCR.
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Pada kelompok perlakuan peningkatan rasio Bax tertinggi terdapat pada dosis 20 pg/ml yang diinkubasi
selama 6 jam yaitu sebanyak 3 kali lebih tinggi dibandingkan dengan rasio Bel-2. Dari hasil tersebut, maka dapat
diketahui bahwa ekstrak etanol kulit delima dapat meningkatkan rasio Bax dan menurunkan rasio Bcl-2 sehingga
berpotensi dalam meningkatkan kematian sel melalui jalur intrinsik.

PEMBAHASAN

Proliferasi sel merupakan salah satu karakteristik yang dimiliki oleh setiap mahluk hidup untuk tumbuh,
berkembang, dan mempertahankan kehidupannya. Proliferasi terjadi dalam serangkaian proses yang dikenal sebagai
siklus sel yang dikontrol oleh dua mekanisme yaitu proses checkpoint dan apoptosis. Komponen yang bekerja dalam
proses pengontrolan siklus sel tersebut antara lain gen penekan tumor dan proteosom ubiquitin (18) .Pada penelitian
(19) menyatakan bahwa ekstrak delima memiliki efek anti-proliferatif dan pro-apoptosis melalui modulasi CDK
(Cyclin-dependent kinase) dengan menghambat aktivitas cdk pada sel PC3 yang secara signifikan dapat menurunkan
ekspresi dari cyclin D1, D2 dan E dan CDK 2, CDK 4 dan CDK 6 serta p21 dan p16 yang dapat menyebabkan transisi
fase G1-S terhambat.

Penelitian ini mengidentifikasi penghambatan proliferasi sel HeLa yang terjadi setelah 24 jam. Proliferasi
merupakan suatu proses kompleks yang terdiri dari beberapa tahapan dimana setiap tahapan membutuhkan durasi
waktu, seperti pada proses transkripsi, translasi, sampai mekanisme kerja serangkaian protein yang menimbulkan
efek metabolik. Berdasarkan teori reseptor terdapat tiga konsep diantaranya : (1) efek obat akan muncul karena adanya
interaksi obat dengan reseptor dalam sel; (2) intensitas efek obat berbanding lurus dengan fraksi reseptor yang diikat;
(3) fraksi reseptor tergantung pada beberapa hal diantaranya adalah dosis dan lama paparan. Semakin lama paparan
dan semakin tinggi dosis, maka intensitas efek obat akan semakin meningkat. Konsep ini mendukung temuan pada
penelitian ini yaitu penurunan proliferasi terjadi pada pemberian ekstrak yang diinkubasi selama 24, 48 dan 72 jam
dan pada dosis tinggi ekstrak etanol kulit delima (20)

Selanjutnya untuk mengidentifikasi sel yang mati digunakan pemeriksaan menggunakan pewarnaan trypan
blue. Pemeriksaan ini didasarkan pada permeabilitas membran, dengan asumsi bahwa sel yang memiliki membran
yang 48 permeabel telah mengalami kerusakan yang ireversibel yang artinya sel mati. Sel yang mati akan menyerap
warna biru sehingga dengan pemeriksaan mikroskopis akan tampak biru dengan inti terwarnai lebih gelap. Pada
penelitian ini ekstrak kulit delima menunjukan efek sitotoksik terhadap sel HeLa yang di pengaruhi oleh dosis. Pada
konsentasi ekstrak etanol kulit delima tertinggi menyebabkan kematian sel yang lebih banyak dibandingkan dengan
konsentrasi ekstrak etanol kulit delima yang rendah. Dari hasil perhitungan didapatkan persentasi viabilitas sel pada
kontrol positif sebanyak 56%, sedangkan pada konsetrasi IC50 (20 pg/ml) sebanyak 49% dan pada konsetrasi
tertinggi 30 pg/ml sebanyak 20%. Hal ini menunjukan efek sinergis dari ekstrak kulit delima dengan etoposide dalam
menginduksi kematian sel (20).

Apoptosis merupakan salah satu kejadian yang memiliki peran penting dalam pengaturan aktivitas seluler pada
organisme eukariotik. Sel yang mengalami kematian melalui proses apoptosis akan mengalami perubahan morfologis
seperti terjadi kondensasi kromatin dan sitoplasma, membran blebbing, fragmentasi DNA, pembentukan apoptotic
bodies, dan pemaparan fosfatidilserin ke bagian luar membran sel (21).Pada penelitian ini sel yang mengalami
apoptosis dapat digambarkan dengan adanya perubahan bentuk morfologi yang membulat pada kultur sel HeLa. Sel
HeLa mulai mengalami apoptosis pada perlakuan ekstrak kulit delima yang diinkubasi selama 24 jam
pertama.Mekanisme apoptosis melibatkan beberapa faktor yaitu melibatkan aktivitas enzim endonuklease yang
diinduksi oleh pertambahan ion kalsium sitotoksik akan menyebabkan fragmentasi DNA. Pada keadaan normal, di
dalam sel sudah tersedia enzim CAD (caspase-3 activated DNase), Namun enzim tersebut masih inaktif karena terikat
pada inhibitornya, yaitu ICAD. Jika ada sinyal apoptosis caspase 3 akan teraktivasi dan akan memotong ikatan antara
CAD dan ICAD, sehingga CAD akan teraktivasi dan dapat memotong DNA menjadi fragmen-fragmen (22)

Adanya peningkatan kematian sel pada sel HeLa setelah pemberian ektrak kulit delima (Gambar 2)
menunjukan terjadinya penekanan pertumbuhan yang di akibatkan oleh induksi apoptosis setelah sel diberikan
perlakuan. Transduksi sinyal apoptosis dan eksekusinya memerlukan aktivasi dari caspase. Efek ini dikonfirmasi oleh
adanya smear pada fragmentasi DNA yang kontras dengan kelompok kontrol (Gambar 4). Pada waktu inkubasi awal
selama 6 jam, terlihat smear pada sel HeLa yang di beri perlakukan, hal menunjukkan adanya aktivitas dari caspase
3.22)
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Apoptosis dikaitkan dengan gen yang mengatur berlangsungnya siklus sel, di antaranya melibatkan gen p53,
Rb, Myec, dan kelompok BcL-2. Gangguan regulasi dan proliferasi sel baik aktivitas onkogen dominan maupun
inaktivasi gen tumor supresor p53, ada hubungannya dengan kontrol apoptosis (23)

Kanker serviks terjadi akibat p53 pada sel tersebut tidak stabil dan inaktivasi dikarenakan adanya interaksi
protein E6 dan E7 HPV. E6 akan mendegradasi p53 sedangkan E7 akan mengikat pRB sehingga mengakibatkan
hilangnya kompleks pRB/E2F yang berfungsi dalam menjaga kestabilan genom. Bila ekspresi E6 dan E7 dihambat,
maka p53 dan retinoblastoma aktif dan sel kanker serviks akan mengalami senescence yang menyebabkan apoptosis
(24). Kulit delima mengandung asam ellagik yang dipercaya dapat menginduksi apoptosis melalui jalur PI3K/Akt
dengan memodulasi Bcl-2. Jalur PI3K berperan dalam mengatur fungsi sel seperti pertumbuhan, motilitas, proliferasi,
diferensiasi, kelangsungan hidup dan pesan intraselular. Jika jalur ini bermasalah, akan terjadi disregulasi fungsi sel
dapat menyebabkan perkembangan berbagai tipe kanker, termasuk kanker payudara, ovarium, paru dan endometrium.
PI3K akan membentuk PIP2 (phosphorylates-4,5-biphosphate) menjadi PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate) untuk berikatan dengan Akt di membran plasma dimana Akt difosforilasi di Thr308 oleh PDK1 dan
Ser437 oleh mTOR kompleks 2 (mTOR2) (25).Pada penelitian Berdowska (2021), Ekstrak etanol delima dapat
menghambat aktivitas PI3K dengan menghambat subunit regulator (p85) dan katalitik (p110) serta menghambat
fosforilasi Akt pada Thr308 pada sel kanker paru A549 (26).

PI3K/Akt dapat mentranduksi sinyal dalam mendorong pertumbuhan sel kanker dengan cara menonaktifkan
caspase 9 sehingga sel kanker dapat menghidari proses apoptosis. Sebagai alternatif, jika jalur PI3K dihambat maka
akan terjadi peningkatan rasio dari Bax untuk menginduksi apoptosis. Lipid fosfatase dan PTEN, juga akan
menghambat aktivitas Akt dengan cara disfosfolilasi PIP3 (23). Pada penelitian ini menunjukan bahwa mekanisme
kerja ekstrak etanol kulit delima dalam menekan pertumbuhan sel kanker dan menginduksi apoptosis adalah melalui
jalur mitokondria dengan cara PIP3 disfosforilasi oleh PTEN sehingga PI3K/Akt inaktivasi dan Bax akan
terfosforilasi sehingga rasio Bax akan meningkat dan selanjutnya menginduksi apoptosis jalur intrinsic (27). Rasio
Bax yang meningkat akan menyebabkan permeabilitas membran mitokondria meningkat sehingga terbentuk porus
pada mitokondria yang mengakibatkan sitokrom c keluar dari mitokondria. Selanjutnya sitokrom c akan berikatan
dengan Aparf-1 untuk mengaktivasi procaspase 9 dan mengaktifkan caspase 3 untuk melakukan apoptosis. Oleh
karena itu Bax/Bcl-2 berperan penting pada penghambatan apoptosis jalur intrinsik yang disebabkan disfungsi dari
mitokondria. Ketidakseimbangan antara gen pro-apoptosis dan anti-apoptosis dapat menentukan kestabilan genom
(28)

KESIMPULAN

Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol kulit delima secara signifikan dapat
mengurangi viabilitas sel, mengubah morfologi sel, dan menginduksi apoptosis pada sel HeLa. Dari hasil ini juga
dapat mengindikasikan bahwa ekstrak etanol kulit delima berpotensi digunakan untuk pencegahan kanker melalui
penekanan viabilitas sel dan induksi apoptosis pada sel HeLa. Penelitian ini memberikan skrining awal terhadap
aktivitas antikanker ekstrak etanol kulit delima dan subfraksinya, yang dapat dikembangkan lebih lanjut sebagai agen
terapeutik antikanker potensial. Penelitian ini memiliki kekurangan, seperti tidak adanya kontrol positif, fokus
terbatas pada sel HeLa, pendekatan in vitro, dan belum adanya uji toksisitas terhadap sel normal maupun standar
kualitas bahan baku. Untuk pengembangan, disarankan eksplorasi konsentrasi dan durasi inkubasi yang lebih luas,
isolasi senyawa aktif, uji in vivo, pendalaman mekanisme molekuler, serta pengembangan formulasi untuk
meningkatkan efektivitas dan keamanan ekstrak kulit delima sebagai agen antikanker
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