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Abstrak 

 

Latar belakang : Limfoma maligna merupakan tumor ganas pada kelenjar 

limfe dan jaringan limfatik pada organ lain. Limfoma maligna merupakan 

penyakit berbahaya yang dapat menyebabkan kematian karena mampu 

berkembang dengan sangat cepat. 

Tujuan penelitian : Maksud dan tujuan penelitian ini adalah untuk 

mengetahui efek sitotoksisitas Ekstrak Etanol Kulit Manggis(EEKM) terhadap 

Limfoma maligna pada kultur sel Raji dan mengetahui kadar IC50 EEKM 

terhadap karsinoma nasofaring kultur sel Raji. 

Metode penelitian : Eksperimental laboratorik dengan RAL (Rancangan 

Acak Lengkap). Data yang diperoleh yaitu perbandingan rerata kematian sel 

kanker antara kelompok dan dianalisis menggunakan One Way Anova dan Post 

Hoc Test HSD. Inhibitory Concentration 50 (IC50) dihitung dengan rumus Reed 

and Muench. Untuk mengetahui mekanisme sitotoksisitas dilakukan double-

fluorescent method 

Hasil penelitian : Ekstrak Etanol Kulit Manggis memiliki efek sitotoksik 

terhadap kultur sel Raji pada konsentrasi 15.625 µg/ml sampai 250 µg/ml dengan 

nilai IC50 61.80 µg/ml. Efek sitotoksisitas penghambatan sel Raji dengan 

mekanisme apoptosis. 

Simpulan : Ekstrak Etanol Kulit Manggis bersifat sitotoksik terhadap 

kultur sel Raji dengan IC50 sebesar 61.80 µg/ml. Mekanisme penghambatan sel 

Raji melalui proses apoptosis. 

 

Kata kunci : Limfoma maligna, ekstrak etanol kulit manggis, sitotoksisitas, IC50. 
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Abstract 

 

Background : Lymphoma malignant is a vicious tumor at lymph gland and 

lymphatic in another organ. Lymphoma malignant is a dangerous disease that 

can cause death because can spread quickly. 

Objective : The purpose  of this study was to determine the cytotoxicity 

effects of Mangosteen Peel Ethanol Extract against Lymphoma malignant in Raji 

cell culture, and also identify the IC50. 

Methods : The research was conducted by a real experimental in vitro with 

CRD (completely randomized design). Data obtained by the comparison of the 

average cancer cell death between groups and analyzed using One Way Anova 

and HSD Post Hoc Test. Inhibitory Concentration 50 was determined by Reed 

and Muench formula. To determine the cytotoxic mechanism used double-

fluorescent method.  

Result : Mangosteen Peel Ethanol Extract has cytotoxic effect against Raji 

cell culture at concentrations between 15.625 µg/ml until 250 µg/ml and the IC50 

was 61.80 µg/ml. Cytotoxicity mechanism towards Raji cell culture through 

apoptotic. 

Conclusion : Mangosteen Peel Ethanol Extract has cytotoxic effect 

towards Raji cell culture with IC50 61.80 µg/ml. Cytotoxicity mechanism towards 

Raji cell culture through apoptotic. 

 

Keywords: Lymphoma malignant, mangosteen peel ethanol extract, cytotoxicity, 

IC50.  
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Pendahuluan 

 

Kanker merupakan pertumbuhan abnormal suatu sel, akibat adanya 

gangguan proses regulasi diferensiasi dan apoptosis. Sistem imun normal 

seharusnya mampu mengenali sel-sel yang mengalami transformasi ke arah 

keganasan dan menghancurkannya, sebelum berkembang menjadi tumor atau 

membunuhnya kalau tumor sudah tumbuh. Jaringan limfoid yang seharusnya 

berperan dalam menghancurkan sel-sel kanker, dapat mengalami transformasi 

maligna, baik sel limfosit B, sel limfosit T atau sel NK (Sel limfosit dapat 

berproliferasi secara tak terkendali yang mengakibatkan terbentuknya tumor. 

Salah satu jenis keganasan pada sel limfosit B adalah Burkitt Limfoma. (Balentine 

& Stoppler, 2012) 

Burkitt limfoma adalah suatu jenis non-Hodgkin limfoma yang 

berkembang dari sel limfosit B. Burkitt limfoma banyak ditemukan pada anak-

anak di Afrika berusia antara 0-14 tahun dengan puncak usia 4-7 tahun dan anak 

laki-laki berbanding perempuan adalah 2 : 1. Insidensinya di Afrika Timur, lebih 

dari 7,5 per 100.000 penduduk dengan angka mortalitas yang cukup tinggi yaitu 

5,7 per 100.000. Burkitt limfoma yang ditemukan di Afrika adalah jenis endemis, 

sedangkan di luar Afrika disebut sebagai jenis sporadis. (Balentine & Stoppler, 

2012). Burkitt limfoma berkembang dengan sangat cepat. Terdapat keterkaitan 

yang erat antara Burkitt limfoma dengan infeksi virus Epstein-Barr. Peneliti telah 

berhasil mengkultur human cell line Burkitt limfoma dan dikenal sebagai sel Raji, 

yang memiliki DNA dari virus Epstein-Barr. (Costa, 2013) 

Tanaman herbal sudah turun-termurun digunakan oleh masyarakat 

Indonesia untuk mengobati berbagai macam penyakit. Penggunaan tanaman 

herbal sebagai alternatif semakin digemari karena harganya terjangkau dan mudah 

didapatkan. Salah satu tanaman herbal yang sedang popular saat ini adalah buah 

manggis (Garcinia mangostana Linn), suatu tanaman herbal asli Indonesia yang 

kulitnya dipercaya secara empiris oleh masyarakat dapat menyembuhkan berbagai 

macam penyakit, seperti anti-kanker, antioksidan, penurun kolesterol, dan anti-

diabetes karena mengandung kadar antioksidan yang tinggi yaitu xanthon. 

(Nurchasanah, 2014) 

Untuk melihat efek anti kanker dari ekstrak etanol kulit manggis terhadap 

limfoma maligna, khususnya Burkitt limfoma, maka penulis tertarik melakukan 

penelitian untuk melihat efek sitotoksisitas Efek Ekstrak Etanol Kulit Manggis 

(EEKM) terhadap limfoma maligna pada kultur sel Raji. 

 

Bahan DanF Metode Penelitian 

Alat-alat yang diperlukan adalah: 

 Tabung sentrifugal 

 Oven 

 Autoklaf 

 Incubator CO2 

 Laminar Air Flow Cabinet 

 Mikropipet 

 Pipet Pasteur 
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 Yellow Up & Blue Tip 

 Tabung konikal 15 ml & 50 ml 

 Hemositometer 

 Kamera digital 

 Alat sentrifuge 

 Mikroskop 

 Mikroplate 96 

 Tissue Culture Flask 

 

Bahan yang diperlukan: 

 Ekstrak Etanol Kulit Manggis 

 Sel Raji diperoleh dari Laboratorium Ilmu Hayati UGM 

 Medium sel: RPMI (Rosewel Park Memorial Institute Media) 1640, 

Fetal Bovine Serum (FBS) 70%, Fungizone, Penicillin Streptomycin 

(Penstrep), Tripsin 0,25% 

 Larutan Antiseptik: Etanol 70%, Spirtus 

 Larutan Tryptan Blue 

 Obat anti kanker: Doxorubicin 

 

Persiapan Penelitian 

Persiapan yang harus dilakukan dalam penelitian ini diantaranaya adalah 

sterilisasi alat, pembuatan medium RPMI 1640, pembuatan medium pertumbuhan 

dan preparasi sel Raji 24 jam sebelum percobaan 

 

Sterilisasi Alat 

Alat-alat yang akan digunakan dalam keadaan steril dicuci bersih dan 

dikeringkan dalam oven. Setelah kering alat-alat tadi dibungkus dengan kertas 

paying, kemudian diautoklaf selama 20 menit pada suhu 121
o
 C, dengan tekanan 

15 lb. 

 

Pembuatan Medium RPMI 1640 

1. Sodium Bikarbonat dan L-Glutamin ditimbang masing-masing 2 gr, 

kemudian dimasukkan ke dalam gelas ukur 

2. RPMI ditambahkan kedalam gelas ukur 

3. Campuran diatas dilarutkan dengan Aquabides sampai volume mencapai 

1 liter 

4. Kemudian diaduk menggunakan Magnetic Stir Plate, lalu diambahkan 

HCL sampai tercapai pH 7,2-7,4 

5. Sterilisasi campuran media menggunakan filter 

 

Pembuatan Media Pertumbuhan 

Medium penumbuh sebanyak 100 ml dibuat dengan mencampurkan: 

 FBS (Fetal Bovine Serum) 10 ml 

 Penstrep 2ml 

 Fungizone 1ml 
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 DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium) standart 87 ml 

 

Preparasi Sel Raji (24 jam sebelum percobaan) 

1. Vial berisi sel Raji dikeluarkan dari tanki nitrogen cair (-196
o
 C) 

kemudian dimasukan kedalam beaker glass berisi air 37
o
 C, lalu 

disemprot dengan etanol 70 %. 

2. Vial dibuka, kultur sel dipindahkan ke conical tube steril yang berisi 

medium RPMI lalu disentrifugasi 1500 rpm selama 5 menit. 

3. Supernatant dibuang dan palletnya dimasukan ke dalam medium 

penumbuh 7 ml. 

4. Kultur sel tersebut dimasukan ke dalam 4 buah tissue culture flask, 

diinkubasi dalam incubator CO2 5% 37
 o
 C. 

5. Sel ditumbuhkan di dalam tissue culture flask. 

6. Medium lama pada kultur sel dibuang lalu diganti dengan tripsin 0,25% 

beberapa ml sampai seluruh permukaan flask tertutup, diinkubasi dalam 

inkubator CO2 5-10 menit. 

7. Dengan menggunakan microscope inverted terlihat sel ikut bergerak jika 

flask digoyang-goyangkan, flask dibilas kembali dengan Tripsin 0,25%. 

8. Kultur sel tersebut dimasukkan ke dalam conical tube 15 ml yang berisi 

RPMI kemudian disentrifugasi 2000 rpm selama 10 menit. 

9. Supernatant dibuang, pada pellet ditambahkan RPMI 1 ml, lalu diambil 

10 µl menggunakan mikropipet untuk dilakukan penghitungan sel dalam 

kamar hitung hemocytometer dengan perbandingan 180 µl tryptan blue + 

20 µl sel. 

10. Sisa pellet tersebut ditambahkan media penumbuh sebanyak 12 ml. 

11. Camputan tadi dipindahkan ke dalam plate dengan masing-masing 

sumuran sebanyak 100 µl. 

12. Plate disimpan dalam inkubator CO2, pH5, suhu 37
 o
 C selama 24 jam. 

 

Desain Penelitian 

Desain penelitian adalah penelitian prospektif eksperimental laboratorium.  

 

Cara Kerja 

1. Flask yang berisi kultur sel yang sudah diinkubasi dikeluarkan dari CO2, 

kemudian medium pada flask diganti dengan tripsin 0,25%, diinkubasi 

kembali di dalam inkubator CO2 5% 30
o
C selama 15 menit. 

2. Dengan mikroskop inverted terlihat sel di dalam flask yang digoyang-

goyangkan ikut bergerak lalu flask tersebut dibilas kembali dengan 

PBS. 

3. Kultur sel dimasukkan ke dalam conical tube yang sudah berisi RPMI 

sebanyak 12 ml. 

4. Kemudian disentrifugasi 2000 rpm selama 10 menit. 

5. Tambahakan media penumbuh dalam conical tube yang berisi pellet 

hingga 12 ml. 

6. Campuran tersebut dimasukkan ke dalam sumuran masing-masing 100 

µl, plate diinkubasi selama 1-3 jam. 
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Metode persiapan: 

1. Sel Raji ditumbuhkan hingga konfluens. 

2. Media RPMI yang digunakan untuk menumbuhkan dibuang. 

3. Kultur sel dipindahkan dalam conical tube berisi 20 ml media RPMI 

yang baru, kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 2000 rpm selama 

10 menit. 

4. Supernatan dibuang, sedangkan sel diresuspensikan dengan 10 ml media 

RPMI. 

5. Suspensi sel diambil sebanyak 20 µl, kemudian ditambahkan methanol 

dan ethidium bromide sebanyak 180 µl. Jumlah sel dihitung dengan 

hemocytometer menggunakan mikroskop cahaya (perbesaran 1000x). 

 

Uji Sitotoksisitas dengan MTT assay 

1. Sebanyak 100 µl media RPMI yang mengandung suspense sel dengan 

kerapatan ±2 x 10
4
 sel/ml dimasukkan ke dalam microplate 96. 

2. Ekstrak etanol 70% kulit manggis sebanyak 100 µl pada seri konsentrasi 

yang berbeda dimasukkan menggunakan micropipet. 

3. Sel diinkubasi pada inkubator CO2 selama 24 jam, suhu 37
o
C dengan 

kelembapan relatif 70% dan kadar CO2 5%. 

4. Sel Raji sebagai kontrol negative dan media RPMI yang diberi 

doxorubicin sebagai kontrol positif dimaskkan ke dalam sumuran 

5. Pada akhir masa inkubasi, MTT 5mg/ml ditambahkan pada masing-

masing sumuran sebanyak 10 µl dan diinkubasi selama 4 jam. 

6. Setelah  4 jam reaksi dihentikan dengan penambahan 100 µl stop 

solution untuk melarutkan formazan. 

7. Sel diinkubasi lagi selama 12 jam pada suhu 37
o
C dengan kelembapan 

relative 70% dan kadar CO2 5%. 

8. Hasil pengujian dibaca dengan ELISA reader  

9. Hasil pembacaan absorbansi pada ELISA reader diubah ke dalam bentuk 

persentase sel hidup dengan rumus sebagai berikut: 

               
                      

           
      

Keterangan: OD= Optical Density 

 

Cara Penghitungan Sel 

Cara penghitungan sel menggunakan metode Cell Counting Direct, 

menggunakan Tryptan Blue. 

1. 100 µl sel perlakuan dari masing-masing well dibuang. 

2. Dimasukkan 50 µl Tripsisn dan 50 µl Tryptan Blue ke masing-masing 

sumuran.  

3. Sebanyak 10 µl campuran tadi diambil menggunakan mikropipet lalu 

dimasukkan ke dalam kamar hitung improved neubauer. 

4. Perhitungan sel menggunakan metode penghitungan leukosit (4 bidang 

sedang). 
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Uji Apoptosis 

Untuk mengetahui mekanisme sitotoksisitas yang terjadi pada 

penghambatan sel Raji, maka dilakukan double-fluorescent method Metode ini 

berdasarkan pada perbedaan fluoresensi DNA padasel yang hidup dan sel yang 

mati karena pengikatan terhadap acridine orange – etidium bromide. Acridine 

orange akan menembus seluruh bagian sel dan nucleus sehingga sel yang hidup 

akan tampak berwarna hijau, sedangkan etidium bromide hanya dapat 

berinterkalasi dengan membrane sel yang sudah rusak dan nucleus akan berwarna 

oranye. Warna etidium bromide lebih dominan pada sel yang sudah mati, 

sehingga nucleus sel mati tampak berwarna oranye (Fitriasari, 2009) 

 

Analisis Data 

Analisis data dilakukan dengan menggunakan statistik One Way Anova dan 

Post Hoc Test HSD. 

 

Hasil Dan Pembahasan  

Data Hasil Uji Sitotoksisitas Ekstrak Etanol Kulit Manggis (EEKM) 
Persentase kematian sel karsinoma nasofaring pada media sel Raji setelah 

pemberian EEKM dapat dilihat pada tabel 1 

 

Tabel 1. Aktivitas Sitotoksik EEKM Terhadap Sel Raji 

Ekstrak Etanol Kulit 

Manggis (µg/ml) 

Rerata Sel Hidup Rerata Persen(%) 

Kematian 

250 305.00 72.52 

125 389.67 64.89 

62.5 552.00 50.27 

31.25 746.33 32.76 

15.625 853.00 23.15 

 

Uji Statistik One Way Anova 

 

Tabel 2. Hasil One Way Anova Pengaruh EEKM Terhadap Sel Raji 

Source 
Type III Sum 

of Squares 
Df Mean Square F Sig. 

 

Between 

Groups 

 

11150.319 

 

5 

 

2230.064 

 

266.231 

 

.000 

Within Groups 100.517 12 8.376   

Total 11250.836 17    

 

 

Tabel 3. Post Hoc Test dengan metode Tukey HSD 

Kelompok 250 125 62.5 31.25 15.625 Control 
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perlakuan  µg/ml µg/ml µg/ml µg/ml µg/ml   (-) 

250   NS ** ** ** ** 

µg/ml 

125     ** ** ** ** 

µg/ml 

62.5       ** ** ** 

µg/ml 

31.25 

µg/ml 

        * ** 

15.625 

µg/ml 

          ** 

kontrol(-)             

Keterangan: 

NS  = Non Signifikan 

*   : signifikan 

**   : samngat signifikan 

 

Data Hasil Uji Sitotoksisitas Doxorubicin 

Tabel 4 Aktivitas Sitotoksik Doxorubicin terhadap sel Raji 

Doxorubicin (µg/ml) Rerata sel hidup Rerata Persen(%) 

Kematian 

25 145.00 86.03 

12.5 152.67 85.29 

6.25 154.00 85.16 

3.12 182.00 82.47 

1.56 202.00 80.54 

 

Hasil Uji Apoptosis 

Apoptosis adalah kematian sel terprogram yang menghasilkan perubahan 

karakteristik morfologi dan biokimia sel. Hasil uji apoptosis dapat dilihat pada 

gambar 4.2.  

Pada penelitian ini tampak sel yang mengalami apoptosis berwarna oranye 

karena telah terjadi kerusakan membrane dan etidium bromide memasuki sel dan 

memberikan warna oranye. 
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Gambar 1. Uji Apoptosis pada sel Raji dengan Double-fluorescent Method 

 

Pembahasan 

Sel Raji merupakan sel limfosit-β yang terinfeksi oleh Eipstein-Barr Virus 

(EBV). Sel yang terinfeksi EBV akan mengekpresikan protein yang menjadikan 

sel resisten terhadap apoptosis (Komano, Sugiura, & Takada, 1998).  

Xanthone terbanyak yang diekstrak dari buah manggis ialah α-mangostin 

and γ-mangostin. Studi mengenai apoptosis mengungkap peningkatan dari 

caspase-3/7, aktivasi dari initiator caspase-9, induksi untuk fragmentasi DNA dan 

kondensasi kromatin, peningkatan efek proapoptotik dari p53 dan  kehilangan 

potensial membrane mitokondria (Aisha, Abu-Salah, Ismail, & Majid, 2012) 

(Cagnol & Chambard, 2010). Hasil ini menunjukkan bahwa terdapat peran dari 

effector caspase untuk terjadinya sinyal apoptosis yang distimulasi oleh ekstrak 

manggis (Matsumoto, et al., 2003) 34, juga menunjukkan peran dari 

mitochondrial pathway pada mekanisme apoptosis dalam mempertantarai 

sitotoksisitas dari ekstrak. Xanthone dari buah manggis berpotensial sebagai 

kandidat antikanker karena pada penelitian Soek Sin Teh menunjukkan bahwa 

xanthone memiliki efek sitotoksik yang kuat, serta efek inhibisi yang menonjol 

terhadap sel Raji (Soek, Cheng, Siau, Yang, & Ahmad, 2013).  

Pada tahun 2008, lebih dari 68 tipe xanthone ditermukan pada buah 

manggis. Dari semuanya, α-mangostin, β-mangostin, γ-mangostin, garcinone E, 

and gartanin adalah senyawa yang  paling jelas  dan  paling sering dipelajari 

(Shan, et al., 2011).Pada penelitian Suksamram et al. dikatakan bahwa aktivitas 

anti-kanker dari xanthone diasosiasikan dengan gugus trisiklik tetapi tergantung 

pada posisi dari substituen. Sebagai contoh, Xanthone dengan aktivitas anti kanker 

yang tinggi mengandung tetraoxygen dengan dua C5 pada ring A dan C 

(Suksamrarn, 2006). 

Aktivasi dari caspase-9 dan caspase-3, tetapi tidak caspase-8, 

mengindikasikan bahwa α-mangostin mungkin berpengaruh pada mitochondrial 

apoptotic pathway. Pada penelitian yang sama juga dijelaskan bahwa parameter 

disfungsi mitokondria, meliputi pembengkakan, hilangnya membrane potensial 
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pada membrane, berkurangnya ATP intraselular, akumulasi ROS, dan pelepasan 

cytochrome c/AIF (Matsumoto & Yi, Preferential target is mitochondria in alpha 

mangostin induced apoptosis in huma leukimia HL60 cells, 2004). 

Pada studi yang serupa, Sato menemukan efek dari delapan xanthone 

terhadap kematian sel dari  sel PC12 rat pheochromocytoma . Sel PC12 dengan α-

mangostin menunjukkan ciri apoptosis seperti fragmentasi DNA, peningkatan 

caspase-3, depolarisasi membrane mitokondria, pelepasan sitokrom c, 

penghambatan Ca2+-ATPase (Sato, Fujiwara, & Oku, 2004). 

Penghambatan langsung oleh xanthone pada bermacam jenis sel kanker 

secara in vitro, seperti ditunjukkan terjadi peningkatan signifikan dalam 

pemberhentian dari beberapa fase  siklus sel (Akao, Nakagawa, Iinuma, & 

Nozawa, 2008). 

Pada uji sitotoksik Doxorubicin terhadap sel Raji menunjukkan bahwa 

persentase kematian yang dihasilkan oleh dosis terkecil masih berada di angka 

80.54%. Sehingga dosis yang dibutuhkan untuk mencapai persen kematian 50% 

berada dibawah 1,56 µg/ml. Bila IC50 EEKM (61,80 µg/ml) dibandingkan 

dengan IC50 doxorubicin (< 1,56 µg/ml) , maka IC50 EEKM jauh lebih tinggi.  

Pada penelitian Lim (2012), mendapatkan bahwa EEKM bersifat sitotoksik 

terhadap karsinoma kolon pada kultur sel LoVo tetapi dosis yang dibutuhkahkan 

lebih tinggi, yaitu 62,5 µg/ml untuk mendapat persen kematian sebanyak 46,27%, 

dibandingkan efeknya terhadap sel Raji yaitu 61,80 µg/ml untuk kematian sel 

sebanyak 50% (Lim, 2012). 

 

Simpulan 

1. Ektrak Etanol Kulit Manggis berefek sitotoksik terhadap kultur sel Raji 

pada konsentrasi 250 µg/ml, 125 µg/ml, 62,5 µg/ml, 31,25 µg/ml dan  

15,625 µg/ml. 

2. Nilai IC50 Ekstrak Etanol Kulit Manggis pada kultur sel Raji adalah 

61,80 µg/ml. 

 

Saran 

1. Perlu penelitian uji sitotoksisitas Eksrak Etanol Kulit Manggis terhadap 

sel kanker lain. 

2. Perlu dilakukan penelitian tentang senyawa aktif dalam Eksrak Etanol 

Kulit Manggis yang berpotensi sebagai anti kanker serta kadarnya secara 

kuantitatif. 

3. Perlu dilakukan uji toksisitas Eksrak Etanol Kulit Manggis terhadap sel 

normal. 

4. Perlu dilakukan penelitian secara in vivo untuk mengetahui dosis dari 

Ekstrak Etanol Kulit Manggis yang aman. 
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