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Abstrak

Brusein-A diduga menyebabkan apoptosis. Salah satu protein yang berperan dalam proses apoptosis adalah 
caspase-3. Penelitian ini bertujuan mengetahui aktivitas antikanker brusein-A terhadap ekspresi caspase-3 pada 
kanker payudara. Penelitian menggunakan rancang acak lengkap. Sebanyak 27 ekor tikus betina berumur 12 minggu 
diberi dimethylbenzanthracene (DMBA) 20 mg/kgBB per oral selama 3 minggu sampai terbentuk kanker payudara. 
Selanjutnya, dibagi dalam 9 kelompok perlakuan brusein-A, yaitu 0; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5; dan 20 mg/L selama 
28 hari. Parameter yang diukur adalah ekspresi caspase-3 yang dinilai berdasar atas persentase sitoplasma yang 
berwarna coklat. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Patologi-Anatomi dan Laboratorium Biokimia, Pusat 
Penelitian Ilmu Pengetahuan dan Teknologi (Puspiptek) Serpong tahun 2015–2016. Hasil penelitian menunjukkan 
ekspresi caspase-3 rata-rata pada dosis 0 mg/L sebesar 4%, 2,5 mg/L sebesar 15,3%, 5 mg/L sebesar 21%, 7,5 mg/L 
sebesar 25%, 10 mg/L sebesar 41%, 12,5 mg/L sebesar 65%, 15 mg/L sebesar 75,3%, 17,5 mg/L sebesar 84%, dan 20 
mg/L sebesar 94,7%. Hasil uji one way ANOVA menunjukkan perbedaan ekspresi caspase-3 rata-rata yang signifikan 
antarkelompok perlakuan (p=0,0001). Uji korelasi Spearman menunjukkan hubungan yang sangat erat dan positif 
antara dosis brusein-A dan ekspresi caspase-3 (r=0,994). Simpulan, brusein-A meningkatkan ekpresi caspase-3 pada 
kanker payudara tikus yang diinduksi DMBA.

Kata kunci: Brusein-A, caspase-3, kanker payudara

Caspase-3 Expression on Breast Cancer Rats
After Brusein-A Administration

Abstract

Brusein-A is thought to cause apoptosis. Caspase-3 is a protein that plays a role in the process of apoptosis. This study 
aims to determine anticancer activity of brusein-A on the expression of caspase-3 in breast cancer. This study uses a 
completely randomized control design. A total of 27 female rats, 12 week aged, were given 20 mg dimethylbenzanthracene 
(DMBA)/kgBW peroral for 3 weeks until they had breast cancer. They divided into 9 treatment group of brusein A, 
that were 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5, and 20 mg/L for 28 days. Parameter measured were caspase-3 expression, 
assessed on the percentage of brown cytoplasm. This research was conducted in Pathology-Anatomy Laboratory and 
Biochemistry Laboratory, Research Center for Science and Technology (Puspiptek) Serpong in 2015–2016. The results 
showed caspase expression rate of 4%, 15.3%, 21%, 25%, 41%, 65%, 75.3%, 84%, and 94.7% on the dosage of , 2.5, 
5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5, and 20 mg/L respectively. The one way ANOVA test results showed significant difference 
of caspase-3 expression between treatment group (p=0.0001). Spearman's rank correlation test showed that a very 
close and positive relationship between brusein-A dose and caspase-3 expression (r=0.994). In conclusion, brusein-A 
increased caspase-3 expression in DMBA induced breast cancer rats.
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Pendahuluan

Caspase berperan sebagai protein eksekutor yang 
memutuskan sel untuk apoptosis. Caspase yang 
belum aktif merupakan procaspase. Agar caspase 
berfungsi maka harus mengalami aktivasi dengan 
pemotongan sisi karboksil dan juga pemotongan 
sisi terminal amino sehingga sisinya menempel 
sedemikian rupa dan menjadi caspase aktif. Ada 
stimulus tertentu yang mengubah procaspase 
menjadi caspase. Caspase-3 termasuk golongan 
caspase eksekutor yang diaktifkan oleh caspase 
inisiator, misalnya caspase-8 dan caspase-9. 
Aktivasi apoptosis baik jalur ekstrinsik maupun 
intrinsik akan berujung pada aktivasi caspase-3 
sebagai caspase eksekutor. Apabila caspase-3 
telah teraktivasi maka akan terjadi kematian sel 
berupa apoptosis.1

Mekanisme pemicu terjadi apoptosis dapat 
disebabkan oleh  radiasi, cell stress, infeksi virus, 
death receptors, granzymes atau obat antikanker 
seperti kemoterapi.2 Obat antikanker itu sering 
dikembangkan dengan memacu apoptosis pada 
sel kanker, seperti pada kanker payudara. Salah 
satu alternatif adalah dengan memanfaatkan 
senyawa brusein-A yang diisolasi dari buah 
makasar (Brucea javanica). Beberapa penelitian 
sebelumnya telah menunjukkan bahwa senyawa 
quassinoid dari tanaman ini mempunyai aktivitas 
antitumor.3–5 Senyawa golongan quassinoid itu 
dapat menginduksi apoptosis sehingga terjadi 
degradasi DNA menjadi rantai oligonukleosom.6

Penelitian kami sebelumnya membuktikan 
bahwa senyawa brusein-A yang diisolasi dari 
buah makasar menunjukkan aktivitas antikanker 
secara in vitro terhadap kanker payudara dengan 
nilai IC50 0,54 mg/L tidak berbeda nyata dengan 
standar obat cisplatin yang mempunyai nilai 
IC50 0,43 mg/L.7 Penelitian lebih lanjut terhadap 
senyawa brusein-A yang dikapsulasi oleh liposom 
menunjukkan peningkatan aktivitas antikanker 
dengan nilai IC50 sebesar 0,39 mg/L.8 Pemberian 
senyawa brusein-A yang dikapsulasi liposom pada 
dosis 10 mg/kgBB tidak menyebabkan kerusakan 
hati dan ginjal mencit dengan kadar SGPT 21,67 
IU/L dan kadar SGOT 40,67 IU/L. Pemberian 
senyawa brusein-A yang dikapsulasi liposom 
pada dosis 10 mg/kgBB mampu mematikan sel 
kanker payudara pada mencit.9

Secara in vitro ternyata senyawa brusein-A 
yang dikapsulasi liposom mempunyai aktivitas 
antikanker yang lebih tinggi dibanding dengan 
obat standar cisplatin. Secara in vivo senyawa 

brusein-A dapat mematikan sel kanker payudara 
pada mencit sehingga perlu dikaji lebih lanjut 
mekanisme apoptosis senyawa itu. Brusein-A 
kemungkinan besar bersifat sitotoksik terhadap 
pertumbuhan sel kanker payudara dengan cara 
meningkatkan aktivitas caspase-3 itu sehingga 
menyebabkan apoptosis.10

Metode

Penelitian ini diawali dengan proses produksi 
senyawa brusein-A dari buah makasar sesuai 
dengan prosedur dari Subeki dkk.6 Selanjutnya, 
untuk dapat membuktikan bahwa senyawa yang 
diperoleh adalah brusein-A maka dilaksanakan 
analisis spektroskopi IR, MS, dan NMR serta 
dibandingkan dengan standar brusein-A.

Perlakuan hewan coba sebagai berikut: tikus 
betina umur 12 minggu dikelompokkan menjadi 
9 kelompok dan tiap-tiap kelompok terdiri atas 3 
ekor yang ditempatkan dalam kandang terpisah 
serta diberikan makan dan minum ad libitum. 
Sebelum tikus diperlakukan, tikus diadaptasikan 
dalam lingkungan percobaan selama 7 (tujuh) 
hari.9 Semua kelompok tikus diberikan senyawa 
dimethylbenzanthracene atau DMBA secara oral 
dengan dosis 20 mg/kg bobot seminggu dua kali 
selama 3 minggu agar terbentuk kanker payudara 
pada tikus.

Selanjutnya, brusein-A diberikan secara oral 
pada tiap-tiap kelompok tikus dengan dosis 
masing-masing 0; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5; 
dan 20 mg/kg bobot sehari sekali selama 7 hari 
berturut-turut. Satu kelompok tikus digunakan 
sebagai kontrol tanpa pemberian brusein-A. 
Perlakuan itu disusun dalam rancangan acak 
lengkap dengan tiga ulangan. Selanjutnya, tikus 
dipelihara selama 28 hari dan diberikan makan 
minum ad libitum, kemudian diperiksa jaringan 
kanker payudara mempergunakan pemeriksaan 
imunohistokimia caspase-3.

Ekspresi caspase-3 itu dinilai persentasenya 
dengan menghitung sel-sel kanker yang terwarnai 
berwarna coklat pada sitoplasmanya dengan sel-
sel kanker yang tidak terwarnai pada mikroskop 
dengan pembesaran 400×.

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium 
Komponen Bioaktif, juga Laboratorium Patologi 
Anatomi dan Laboratorium Biokimia, di Pusat 
Penelitian Ilmu Pengetahuan dan Teknologi 
(Puspiptek) Serpong. Penelitian ini berlangsung 
selama 2 tahun, yaitu tahun 2015 sampai dengan 
tahun 2016. Penelitian ini telah mendapatkan 
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persetujuan Komisi Etik Penelitian Kesehatan 
dari Fakultas Kedokteran Universitas Lampung 
melalui surat Nomor: 3185/UN26.8/DL/2016.

Hasil

Hasil isolasi senyawa brusein-A yang diisolasi 
dari buah makasar mempunyai bentuk tepung 
amorphous, titik lebur 271–272°C dan optikal 
rotasi [α]20

D −80,3° (c 0,8, piridin). Analisis 
IR menunjukkan gugus hidroksi (3.420 cm-1), 
δ-lakton dan ester (1.736 cm-1), serta α,β-karbonil 
ikatan rangkap (1.683 dan 1.680 cm). Hasil 
analisis mass spectrophotometer FD-MS: m/z 
522 [M]+ dan HR-EI-MS m/z 522.2090 [M]+ 
yang menunjukkan rumus molekul C26H34O11.

Analisis proton 1H-NMR memperlihatkan 
spektrum resonansi satu metil tersier (δ 1,22), 
dua metil sekunder (δ 0,90 dan 0,91), dan 
satu metil olefinik (1,72). Analisis karbon 13C 
NMR memberikan spektrum resonansi pada 
C-3 (δ 144,2), C-11 (δ 71,5), dan C-12 (δ 74,7) 
yang memperlihatkan terdapat gugus hidroksi 
yang terikat pada karbon. Rantai samping itu 
mengandung gugus 3-methylbutanoyloxy yang 
berhubungan dengan C-15 berdasar atas hasil 
analisis 13C NMR (δ 170,0; 42,6; 25,4; 22,3; dan 
22,4). Struktur kimia brusein-A disajikan pada 
Gambar 1.

Hasil penelitian memperlihatkan pada dosis 
0 mg/L ekspresi caspase-3 rata-rata sebesar 

4%, dosis 2,5 mg/L sebesar 15,3%, dosis 5 mg/L 
sebesar 21%, dosis 7,5 mg/L sebesar 25%, dosis 
10 mg/L sebesar 41%, dosis 12,5 mg/L sebesar 
65%, dosis 15 mg/L sebesar 75,3%, dosis 17,5 
mg/L sebesar 84%, dan dosis 20 mg/L sebesar 
94,67% (Gambar 2). Hasil uji one way ANOVA 
menunjukkan perbedaan ekspresi caspase-3 rata-
rata yang signifikan antara kelompok perlakuan 
(p=0,0001). Hasil uji lanjut menggunakan uji 
beda nyata terkecil (BNT) didapatkan perbedaan 
yang signifikan pada semua kelompok perlakuan 
(Gambar 2).

Hasil uji korelasi Spearman menunjukkan 
hubungan yang sangat erat antara peningkatan 
dosis brusein-A dan ekspresi caspase-3 (r=0,994). 
Hubungan yang terjadi bernilai positif. Hal ini 

Gambar 1 Struktur Kimia Brusein-A dari 
Buah Makasar

Gambar 2 Ekspresi Caspase-3 Rata-rata pada Berbagai Dosis Brusein-A
 Nilai rata-rata yang diikuti dengan huruf yang sama tidak berbeda nyata berdasar atas uji BNT 

dengan α=5%
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memperlihatkan semakin tinggi dosis brusein-A 
yang diberikan maka akan semakin tinggi nilai 
caspase-3 yang terekspresi.

Pembahasan

Terdapat pengaruh akibat pemberian senyawa 
brusein-A terhadap ekspresi caspase-3 itu yang 
merupakan marker untuk aktivitas apoptosis 
pada kanker payudara tikus. Hal ini mendukung 
berbagai penelitian yang mengemukakan bahwa 
brusein-A memiliki aktivitas antikanker dengan 
cara menginduksi apoptosis. Penelitian ini juga 
memperlihatkan bahwa brusein-A mempunyai 
efek yang sejalan dengan senyawa isoflavon baik 
itu genistein maupun daidzein terhadap efek 
antikanker yang ditimbulkan. Ekstrak kedelai 
menginduksi tingkat apoptosis yang lebih tinggi 
dibanding dengan genistein dan daidzein pada 
jaringan kanker prostat dan hati.11,16

Membran mitokondria itu yang melepaskan 
faktor yang penting seperti sitokrom-c merupakan 
kunci berlangsungnya jalur apoptosis intrinsik. 
Reactive oxygen species (ROS) terdapat di dalam 
dan di sekitar mitokondria dan dikenal sebagai 
produk sampingan dari proses oksidatif seluler 
normal. Reactive oxygen species diindikasikan 
dapat meregulasi inisiasi sinyal apoptosis.12

Brusein-A itu dapat menginduksi apoptosis 
dengan menghasilkan ROS bersamaan dengan 
gangguan potensial pada membran mitokondria, 
down-regulasi bcl-2, dan juga up-regulasi bax 
sehingga menyebabkan mitokondria melepaskan 
sitokrom-c ke dalam sitosol yang mengaktivasi 
caspase-9 dan juga caspase-7. Caspase-9 yang 
teraktivasi menimbulkan asumsi bahwa aktivitas 
apoptosis yang diinduksi oleh brusein-A terjadi 

melalui jalur intrinsik atau jalur mitokondria. 
Pemberian brusein-A dengan cara meningkatkan 
ekspresi caspase-3 merupakan penanda untuk 
aktivitas apoptosis pada kanker payudara tikus.13

Brusein-A merupakan quassinoid golongan 
triterpen yang berperanan sebagai antikanker. 
Sebagai antikanker, senyawa brusein-A memiliki 
kemampuan berikatan dengan DNA sehingga 
memengaruhi gen c-Myc dan dapat menginduksi 
apoptosis. Selain itu, senyawa brusein-A juga 
dapat menghambat nuclear factor kappa B (NF-
κB). Dengan demikian, dapat dikatakan bahwa 
ekstrak buah makasar memiliki aktivitas sebagai 
antiproliferatif maupun proapoptosis terhadap 
karsinoma. Efek sitotoksik ekstrak buah makasar 
dapat menyebabkan fragmentasi DNA sehingga 
menyebabkan apoptosis.14

Apoptosis yang rendah itu berkaitan dengan 
prognosis yang buruk. Apoptosis itu mengalami 
peningkatan pada tumor ganas yang diikuti 
dengan aktivitas proliferasi yang tinggi. Hal ini 
menunjukkan bahwa kontrol antara proliferasi 
dan apoptosis harus selalu diperhatikan. Dalam 
mengevaluasi pertumbuhan dan pengurangan 
massa tumor itu terhadap respons kemoterapi, 
radioterapi, dan juga terapi hormonal diperlukan 
penilaian apoptosis serta proliferasi.15

Simpulan

Brusein-A itu meningkatkan ekspresi caspase-3 
pada kanker payudara tikus yang dilakukan 
induksi dimethylbenzanthracene (DMBA).
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