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ABSTRAK

Kanker kolorektal merupakan kanker ketiga terbanyak dengan lebih dari 1 juta kasus setiap tahunnya
dan salah satu kanker dengan mortalitas tertinggi di seluruh dunia. Radioterapi dan kemoterapi pada kanker
relatif terbatas karena toksisitasnya yang tinggi dan efek samping yang bersifat merusak. Pengembangan propolis
merupakan strategi baru untuk terapi adjuvan yang diharapkan meminimalkan efek samping terapi standar
yang ada. Peran propolis pada keganasan terkait kemampuannya dalam menginduksi apoptosis dan aktivitas
antiproliferasi. Penelitian in vitro, menunjukkan propolis memiliki aktivitas proapoptosis pada berbagai jenis
sel kanker, meliputi : kanker laring, kanker paru, kanker pankreas, kanker tiroid, kanker payudara, kanker
prostat dan glioma. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian propolis yang berasal dari
Kerjo, Karanganyar, Indonesia terhadap aktivitas antiproliferasi, terkait peningkatan ekspresi p21 dan induksi
apoptosis terkait peningkatan ekspresi protein bax pada kultur sel kanker kolon (cell line WiDr). Jenis penelitian
ini, eksperimental laboratorik dengan post test with control group design. Penelitian menggunakan kultur sel
WiDr (sel kanker kolon) dengan pemberian ekstrak etanol propolis (EEP). Pengamatan ekspresi p21 dan protein
Bax dengan metode imunositokimia, sedangkan pengamatan induksi apoptosis dengan flowcytometry. Analisis
statistik menggunakan uji Kruskall Wallis dilanjutkan Mann WhutneyU test. EEP cenderung menekan viabilitas
sel WiDr dengan IC, sebesar 140 ug/mL. EEP konsentrasi 70,140, 280 pug/mL mampu meningkatkan ekspresi
p21 yang sebanding dengan peningkatan konsentrasi yang diberikan. EEP konsentrasi 70 ug/mL (1/2 IC, ) paling
efektif dalam menginduksi apoptosis dan meningkatkan ekspresi Bax pada sel WiDr. Peningkatan konsentrasi EEP
mengakibatkan kematian sel WiDr ke arah nekrosis. Penelitian ini menunjukkan EEP mampu menekan viabilitas
sel WiDr. Aktivitas ini kemungkinan terkait dengan kemampuannya dalam meningkatkan ekspresi p21 sebanding
dengan peningkatan konsentrasi yang diberikan. EEP pada konsentrasi 70ug/mL mampu menginduksi apoptosis
pada sel WiDr terkait dengan peningkatan ekspresi Bax. Peningkatan konsentrasi EEP konsentrasi 140 dan 280
ug/Ml mengakibatkan nekrosis sel WiDr.

Kata kunci: EEP, p21, protein bax, cell line WiDr

ABSTRACT

Colorectal cancer is the third most cancers with more than 1 million cases each year and one of the cancers
with the highest mortality worldwide. Radiotherapy and chemotherapy in cancer is relatively limited because of its
high toxicity and side effects of a destructive nature. Propolis is a new development strategy for adjuvant therapy
which is expected to minimize the side effects of standard therapy available. The role of propolis in malignancy
related to its ability to induce apoptosis and anti-proliferation activities. In vitro studies showed propolis has
proapoptosis activity on various types of cancer cells, including: laryngeal cancer, lung cancer, pancreatic cancer,
thyroid cancer, breast cancer, prostate cancer and glioma. This study is aimed to determine the effect of propolis
originating from Kerjo, Karanganyar, Indonesia against anti-proliferation activities, related to increased expression
of p21 and induction of apoptosis related to the increased expression of Bax protein in cultured colon cancer cells
(cell line WiDr). This study is a laboratory experimental with post test with control group design. Research using
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cell culture WiDr (colon cancer cells) with ethanol extract of propolis (EEP). Observations expression of p21 and
Bax protein by immunocytochemistry method, whereas the induction of apoptosis by flowcytometry observations.
Statistical analysis using Kruskal Wallis test followed Mann WhitneyU test. EEP tend to suppress WiDr cell
viability with IC50 of 140 mg / mL. EEP concentration of 70.140, 280 mg / mL can improve p21 expression that
is comparable to the increasement in concentration given. EEP concentration of 70 ug / mL (1/2 IC50) is most
effective in inducing apoptosis and increasing the expression of Bax in WiDr cells. Increasing concentrations
of EEP can cause WiDr cell death toward necrosis. This study shows EEP able to suppress WiDr cell viability.
This activity is probably related to its ability to improve p21 expression is proportional to the increasement in
concentration given. EEP concentration of 70ug / mL was able to induce apoptosis in cells WiDr associated with
increased expression of Bax. EEP concentrations of 140 and 280 mg / mL cause WiDr cell necrosis.

Keywords: EEP, p21, Bax protein, cell line WiDr.

PENDAHULUAN

Kanker merupakan penyebab kematian
utama, baik di negara maju maupun negara
berkembang. Berdasarkan Globocan, pada tahun
2012 di seluruh dunia terdapat sekitar 14,1
juta kasus baru dan 8,2 juta kematian akibat
kanker (Torre et al., 2015). Di Indonesia, kanker
menempati urutan kelima sebagai penyebab
kematian dan angka kematian akibat kanker
meningkat dari tahun ke tahun. Pada tahun 1992,
angka kematian akibat kanker sebesar 4,8%,
meningkat menjadi 5% pada tahun 1995, dan
semakin meningkat menjadi 6% pada tahun 2001
sehingga kanker menjadi masalah kesehatan
di masyarakat dengan prevalensi 4,3 per 1000
penduduk (SKRT, 2002; Depkes RI, 2009).

Kanker kolorektal merupakan kanker ketiga
terbanyak di seluruh dunia, dengan lebih dari 1 juta
kasus setiap tahunnya. Kanker ini mengakibatkan
0,7 juta kematian pada tahun 2012 dan merupakan
salah satu kanker dengan angka kematian tertinggi
di seluruh dunia (Globocan., 2013 ; Siegel et
al., 2014). Di Indonesia, kanker kolorektal
merupakan jenis keganasan saluran cerna yang
menempati urutan kedua terbanyak setelah kanker
hepatoseluler. Berdasarkan data dari /ndonesian
Cancer, pada tahun2002 ditemukan sebanyak
3.572 kasus baru kanker kolorektal di Indonesia
(Kurniawati dan Tenggara., 2011).

Mortalitas yang tinggi pada pasien kanker
kolorektal dipengaruhi oleh kemampuan kanker
tersebut metastasis ke organ yang jauh (Ottaiano
et al., 2006). Sekitar 20% dari kasus kanker
kolorektal yang telah metastasis ini pada umumnya
inoperable dan relatif tidak dapat disembuhkan
dengan 5-year survival rate sebesar 12% (Wang
dan Zhang., 2014). Aplikasi terapi dengan
menggunakan radioterapi dan kemoterapi relatif
terbatas karena toksisitasnya yang tinggi dan efek

samping yang bersifat merusak. Pendekatan yang
menarik untuk dikembangkan adalah penggunaan
kombinasi kemoterapi atau sering disebut sebagai
ko-kemoterapi. = Ko-kemoterapi  merupakan
strategi terapi kanker dengan mengkombinasikan
suatu senyawa kemopreventif yang bersifat tidak
toksik dengan agen kemoterapi. Hal ini dapat
meningkatkan efikasi agen kemoterapi karena
adanya kombinasi yang sinergis dan memperkecil
kemungkinan efek samping karena mengurangi
dosis agen kemoterapi (Alison, 2004). Aplikasi
ko-kemoterapi ini diharapkan dapat menurunkan
toksisitas terhadap jaringan normal. Oleh karena
itu, pengembangan terapi alternatif merupakan
strategi yang mungkin dapat menurunkan efek
samping dari terapi kanker kolorektal (Naithani et
al., 2008).

Salah satu bahan alam yang potensial
dikembangkan sebagai agen ko-kemoterapi adalah
propolis. Propolis merupakan suplemen nutrisi
yang dihasilkan oleh lebah dan telah digunakan
sebagai pengobatan tradisional di dunia. Selain
itu, propolis juga telah digunakan secara aman
oleh dokter di Brazil, Jepang dan beberapa negara
lain sebagai nutrisi suportif yang menyertai terapi
standar untuk kanker (Paulino et al., 2009).
Propolis terdiri dari campuran resin, serbuk sari
dan lilin tanaman yang dikumpulkan lebah dari
berbagai jenis tanaman dan digunakan untuk
proteksi sarang lebah dari mikroba (Ananda et al.,
2013 ; Watanabe et al., 2011).

Propolis mengandung berbagai senyawa
kimiawi, seperti polyphenol (flavanoids, asam
fenolat dan esternya, aldehid fenolat, alkohol
dan keton), terpenoid, steroid, asam amino dan
berbagai komponen in organik (Kartal ez a/. 2003).
Komposisi senyawa kimiawi dan aktivitas biologi
propolis bervariasi tergantung lokasi geografi,
asal tanaman, musim dan spesies lebah (Paulino et
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al., 2009). Propolis telah dibuktikan mempunyai
berbagai aktivitas biologis seperti antibakteri,
antijamur, antivirus, anestetik lokal, antiinflamasi,
antioksidan,hepatoprotektor, imunostimulator,
antikanker (antiproliferatif dan proapoptosis) serta
berperan pada proses penyembuhan luka (Paulino
et al., 2009 ; Vatansever et al., 2010 ; Kubina et
al., 2015).

Hal yang relatif menjanjikan dari propolis,
yaitu terkait dengan aktivitas antikanker yang
dimilikinya. Sejak tahun 2003, berbagai penelitian
memfokuskan pada pengaruh propolis terhadap
sinyal tranduksi intraseluler yang menunjukkan
bahwa beberapa target penting pada sel kanker
dapat dimodulasi melalui pemberian propolis.
Propolis mempengaruhi protein proapoptosis (Bax,
Bak, caspase 3, cytochrome C), protein regulator
diferensiasi sel (p38, p56, p21, cyclin dependent
kinase) dan target yang berperan pada inflamasi
yang terkait dengan kanker, seperti NFxB maupun
cyclooxigenase two (Paulino ef al., 2009).

Pada berbagai penelitian in vitro, propolis
menunjukkan  aktivitas  proapoptosis pada
berbagai jenis sel kanker, meliputi : kanker
laring, kanker paru, kanker pankreas, kanker
tiroid, kanker kolorektal, kanker payudara, kanker
prostat dan glioma (Kubina et al., 2015). Aktivitas
antikanker propolis ini dipengaruhi oleh geografis
dan tumbuhan sebagai asal pengumpulan resin
oleh lebah untuk membentuk propolis. Dua faktor
tersebut mempengaruhi komposisi dari propolis
(Syamsudin et al., 2009).

Berdasarkan fakta-fakta yang diuraikan
di atas, mendorong peneliti untuk mengetahui
pengaruh pemberian propolis yang berasal
dari Kerjo, Karanganyar, Indonesia terhadap
peningkatan ekspresi p21 dan induksi apoptosis,
terutama terkait dengan peningkatan ekspresi
protein Bax pada kultur sel WiDr (cell line
kanker kolon). Penelitian ini sebagai upaya
penemuan dan pengembangan strategi baru dalam
melawan kanker, khususnya kanker kolon dengan
memanfaatkan kekayaan sumber daya hayati
lokal.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental
laboratorik dengan menggunakan post test with
control group design. Penelitian dilakukan

pada kultur sel WiDr (sel kanker kolon) dengan
pemberian propolis.

Pengamatan ekspresi p21 dan ekspresi protein
Bax dilakukan dengan metode imunositokimia,
sedangkan  pengamatan induksi apoptosis
dilakukan dengan flowcytometry menggunakan
pewarnaan annexin V dan propidium iodida (P1).

HASIL DAN PEMBAHASAN
1. Uji sitotoksisitas dengan MTTassay
untuk menetapkan nilai IC_ ekstrak
etanol propolis dan 5-Fluorouracil.
Sel WiDr ditumbuhkan pada media komplit,
selanjutnya diberikan perlakuan dengan ekstrak
etanol propolis. Sel WiDr yang hidup memiliki
morfologi berbentuk poligonal dan menempel
pada dasar sumuran, sedangkan sel WiDr yang
mati bentuknya menjadi bulat dan lebih kecil dari
sel hidup, tersebar dan tidak menempel pada dasar
sumuran. Morfologi sel WiDr ditunjukkan pada
Gambar 1.

Gambar 1. Morfologi Sel Dr, sel hidup ditunjukkan
panah warna hijau dan sel mati ditunjukkan panah warna

merah. Sel diamati dengan mikroskop inverted dengan
perbesaran 100 kali

Data yang didapatkan dari uji sitotoksisitas
dengan MTT assay berupa absorbansi dari tiap
sumuran yang merupakan hasil pembacaan
dengan ELISA reader pada panjang gelombang
595 nm. Untuk mendapatkan persentase viabilitas
sel, data tersebut kemudian diolah lebih lanjut
dengan cara membandingkan nilai absorbansi
antara sel yang diberi perlakuan dan kontrol (sel
tanpa perlakuan) setelah masing-masing dikurangi
dengan kontrol media (blank). Data tersebut
digunakan untuk menetapkan nilai IC, bahan uji
dengan menggunakan analisis regresi linear antara
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dosis bahan uji dan persentase viabilitas sel WiDr.
Nilai rata-rata persentase viabilitas sel WiDr dan
IC, dari bahan uji ditunjukkan pada Tabel 1

Tabel 1. Nilai rata-rata persentase viabilitas
sel WiDr dan nilai IC,  bahan uji dengan metode
MTT assay.

12,5 126,60 + 7,92
25 103,93 £7,23
Ef;;ﬁlfs]?ggg; 50 67,78 + 1,63 139,61+49,48
100 34,48 2,10
200 15,31+ 1,75
12,5 118,57 +5,57
25 114,17 £3,83
S-Fl(l;?;%l)radl 50 112,61 + 6,86 502,33+60,52
100 105,37 + 3,09
200 91,27 £ 4,86

Tabel 1. Menunjukkan bahwa secara umum
peningkatan konsentrasi EEP mengakibatkan
penurunan persentase viabilitas sel WiDr. Pada
konsentrasi EEP yang tertinggi (200 pg/mL),
diperoleh persentase viabilitas sel WiDr yang
terendah (15,31%). Pada pemberian 5-FU secara
umum tidak seefektif pemberian EEP, karena pada
konsentrasi yang tertinggi (200 pg/ull) persentase
viabilitas sel WiDr masih mencapai 91,27%.

Dari analisis regresi linear diperoleh IC
EEP sebesar 139,61 pg/mL. Nilai IC, EEP ini
digunakan sebagai dasar penentuan konsentrasi
EEP yang digunakan pada penelitian selanjutnya,
yaitu sebesar 70, 140, dan 280 pg/mL (1/21C, IC
dan 2 IC, ). Nilai IC,; 5-FU yaitu sebesar 502,33
pg/mL akan digunakan sebagai pembanding
(kontrol positif).

2. Pengamatan ekspresi p21
P21 adalah protein yang memiliki fungsi
utama dalam regulasi progresivitas siklus sel

dengan menghalangi ikatan antara CDK dan cyclin
(Abukahader & Park, 2005). Untuk mengetahui
apakah penghambatan proliferasi sel WiDr setelah
pemberian EEP selama 24 jam terkait peningkatan
ekspresi p2l, maka dilakukan pengamatan
ekspresi p21 pada sel WiDr dengan pengecatan
imunositokimia. Pengecatan  imunositokimia
untuk ekspresi p21 dilakukan pada 5 kelompok
perlakuan (kontrol, EEP '2 IC50, EEP IC50,
EEP 2IC50 dan 5FU IC50) dan masing-masing
kelompok perlakuan tersebut dibuat #riplicate.

Data yang diperoleh berupa persentase
sel yang mengekspresikan p21 (tampak sebagai
warna coklat pada inti sel maupun sitoplasma)
dari keseluruhan sel pada 5 lapangan pandang
(Gambar 2). Penilaiannya dilakukan pada 3 slide
dari tiap-tiap kelompok perlakuan.
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Gambar 2. Hasil pengecatan imunositokimia perbesaran
400 kali untuk ekspresi p21 pada sel WiDr setelah perlakuan
dan inkubasi selama 24 jam pada kelompok dengan EEP
konsentrasi /2 IC50 (a), IC, (b), 2IC, (c), kelompok
dengan 5-FU (d) dan kelompok kontrol (e). Sel yang
mengekspresikan p21 ditunjukkan dengan panah warna
merah.

EkspresiP21

- y=19,53x+7,462
R?=0,766

—a— Ekspresi P21

Linear (Fkspresi P21)

Persentase ekspresi p21 (%)
-
2

Kontrol EEP  EEP  EEP  5FU
sel 70 140 280 500

Konsentrasi bahan uji (pg/mL)

Gambar 3. Hubungan antara konsentrasi bahan uji dengan
rata-rata persentase ekspresi p21 pada sel WiDr setelah
inkubasi 24 jam.

Dari grafik di atas, terlihat bahwa pemberian
EEP selama 24 jam meningkatkan ekspresi p21.
Peningkatan ekspresi p21 sebanding dengan
peningkatan konsentrasi EEP yang diberikan.

Hasil uji statistik menunjukkan adanya
perbedaan ekspresi p21 yang bermakna diantara
semua kelompok perlakuan yang mendapatkan
EEP konsentrasi 70, 140 dan 280 pg/mL
dibandingkan dengan kelompok kontrol positif (5-
FU) maupun kelompok kontrol tanpa perlakuan.

3. Uji induksi apoptosis EEP pada sel WiDr

dengan flowcytometry

Uji induksi apoptosis dilakukan untuk
mengetahui kemampuan EEP dalam menginduksi
apoptosis sel WiDr. Uji ini dilakukan pada lima
kelompok perlakuan, yaitu kelompok dengan EEP
konsentrasi 70, 140,280 pg/mL (1/2 IC, IC,
dan 2 IC,)), kelompok dengan 5-FU konsentrasi
500 pg/mL (IC, ), dan kelompok kontrol tanpa
perlakuan. Morfologi sel WiDr pada kelima
kelompok perlakuan setelah inkubasi selama 24
jam ditunjukkan pada Gambar 4.

Gambar 4. Gambar sel WiDr dengan perbesaran 100 kali,
untuk uji apoptosis setelah inkubasi 24 jam pada kelompok
kontrol (a), kelompok dengan pemberian EEP konsentrasi
70 pg/mL (b), 140 ng/mL(c), 280 pg/mL (d), serta
kelompok dengan pemberian 5-FU 500 pg/mL (e). Sel hidup
ditunjukkan dengan panah warna hijau,sedangkan sel mati

dengan panah warna merah.

Setelah inkubasi selama 24 jam, dilakukan
uji apoptosis dengan metode flowcytometry dan
tiap-tiap kelompok perlakuan dibuat duplo.
Data hasil flowcytometry yang diperoleh berupa
persentase sel WiDr yang hidup, mengalami
apoptosis, maupun nekrosis pada kelima kelompok
perlakuan (Gambar 5).
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Data pada tabel 2 menunjukkan bahwa
rata-rata persentase apoptosis pada sel WiDr
yang diberikan EEP lebih kecil dibandingkan
dengan kelompok kontrol positif yang diberikan
5-FU. EEP pada konsentrasi '2IC,, mampu
menginduksi apoptosis sel WiDr yang paling
tinggi dibandingkan dengan konsentrasi EEP yang
lain (IC,; dan 2IC, ). Hal ini menunjukkan bahwa
semakin besar konsentrasi EEP yang diberikan
akan menginduksi terjadinya nekrosis pada sel
WiDr.

Hasil statistik menunjukkan terdapat
perbedaan rata-rata persentase apoptosis sel
WiDr yang bermakna secara statistik pada semua
kelompok. Perbedaan yang tidak bermakna secara
statistik terdapat diantara kelompok kontrol sel
dengan kelompok perlakuan yang mendapatkan
EEP konsentrasi 280 ug/mL (2IC, )

W10

‘.-'\-.\-_u .2
- Rz S SRR

Gambar 5. Hasil flowcytometry sel WiDr setelah perlakuan

dan inkubasi selama 24 jam pada kelompok kontrol (a), 4. Pengamatan ekspresi protein bax
kelompok dengan pemberian EEP konsentrasi % IC, (b), Protein bax adalah protein yang
IC,(c) dan 2 IC; (d) serta kelompok dengan pemberian diidentifikasi  sebagai protein  proapoptosis.
5-FU konsentrasi IC_, (e) Peningkatan protein ini mengakibatkan sel lebih
sensitif terhadap apoptosis (Dash, 2003). Oleh
Keterangan untuk tiap-tiap kuadran : karena itu, untuk mengetahui apakah peningkatan
a. Kiri Bawah (Anexin negatif, PI negatif): apoptosis sel WiDr setelah pemberian EEP selama
Sel Hidup 24 jam terkait peningkatan ekspresi protein bax,
b. Kanan Bawah (Anexin positif, PI negatif): maka dilakukan pengamatan peningkatan ekspresi
Sel Apotosis protein bhax pada sel WiDr dengan pengecatan
c. Kanan Atas (Anexin positif, PI positif): Sel —imunositokimia. =~ Pengecatan imunositokimia
Nekrosis dilakukan pada 5 kelompok (kontrol, 2 IC50,
IC50, 2IC50 dan S5FU) dan masing-masing
Tabel 2. Rata-rata persentase sel WiDr yang mengalami kelompok tersebut dibuat triplicate.
apoptosis setelah inkubasi selama 24 jam dengan bahan uji Data yang diperoleh berupa persentase
(EEP dan 5-FU) maupun pada kelompok kontrol. sel yang mengekspresikan protein bhax (tampak
berlakuay | Konsentrasi  Rata-rata Apoptosis s.ebagal warna coklat pada inti sel maupun
(ng/mL) Sel WiDr(%) + SD sitoplasma) dari keseluruhan sel pada 5 lapangan
pandang dan penilaiannya dilakukan pada 3 slide
Kontrol Sel 0 1,55 +0,05 dari tiap-tiap kelompok perlakuan (Gambar 6) .
EEP 70 (1/21C,) 3537+1,2
140 (IC,,) 21,88 + 0,67
280 (2IC,) 3,11+0,13
5-FU 500 (IC,,) 43,16+ 0,45
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Gambar 6. Hasil pengecatan imunositokimia perbesaran
400 kali untuk ekspresi protein bax pada sel WiDr setelah
perlakuan dan inkubasi selama 24 jam pada kelompok
dengan EEP konsentrasi /2 IC50 (a), IC, (b), 2IC, (c), 5-FU
(d) dan kontrol (e). Sel yang mengekspresikan protein bax

ditunjukkan dengan panah warna merah.

Ekspresi Protein Bax
120
100 83,84 80,03
80
60
40
20
0 -

92,97

68,45
716,68+ 15’35 =4—Ekspresi Bax

R?=0,519
1,83 — Linear (Ekspresi
! Bax)

T
Kontrol  EEP EEP EEP  5FU
sel 70 140 280 500

Persentase Ekspresi bax (%)

Konsentrasi bahan uji (ug/mL)

Gambar 7. Hubungan antara konsentrasi bahan uji dengan
rata-rata persentase ekspresi protein bax pada sel WiDr
setelah inkubasi 24 jam.

Dari grafik di atas, terlihat bahwa pemberian
EEP selama 24 jam meningkatkan ekspresi protein
bax. Peningkatan ekspresi protein bax yang paling
tinggi terdapat pada kelompok dengan pemberian
EEP konsentrasi 70 (1/2IC,)). Hasil uji statistik
menunjukkan adanya perbedaan ekspresi protein
bax yang bermakna diantara semua kelompok
perlakuan yang mendapatkan EEP konsentrasi
70, 140 dan 280 pg/mL dibandingkan dengan
kelompok kontrol positif (5-FU) maupun
kelompok kontrol tanpa perlakuan.

Penelitianinidiawalidenganujisitotoksisitas
senyawa ekstrak etanol propolis (EEP) pada sel

WiDr menggunakan metode MTT assay. Uji
sitotoksisitas ini dilakukan untuk menetapkan
nilai IC,  senyawa EEP yang selanjutnya akan
digunakan sebagai dasar penetapan konsentrasi
EEP untuk pengamatan ekspresi p2l1, protein
bax maupun uji induksi apoptosis pada sel WiDr.
Selain itu, uji sitotoksisitas ini juga digunakan
untuk menetapkan IC, 5-fluorouracil (5-FU) pada
sel WiDr sebagai kontrol positif pada uji induksi
apoptosis.

Pada uji sitotoksisitas ini secara umum
didapatkan persentase viabilitas sel WiDr
semakin menurun sebanding dengan peningkatan
konsentrasi EEP yang diberikan (Tabel 5). Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian EEP konsentrasi
70-280 ug/mL selama 24 jam mampu menghambat
proliferasi sel WiDr.

Hasil ini sejalan dengan beberapa penelitian
eksperimen in vitro yang menyatakan bahwa EEP
mampu menghambat pertumbuhan berbagai sel
tumor dikarenakan mempunyai efek sitotoksik,
antiproliferatif dan induksi apoptosis (Kubina
et al, 2015). Szliszka et al. (2012) melaporkan
bahwa pemberian EEP dengan konsentrasi 5, 25,
50 ug/mL selama 48 jam mampu menghambat
proliferasi cell line HeLa yang merupakan turunan
kanker servik.

Selanjutnya aktivitas sitotoksisitas EEP
pada sel WiDr setelah inkubasi 24 jam dinyatakan
dengan nilai IC | yang diperoleh melalui analisis
regresi linear. Pada analisis tersebut diperoleh IC, |
EEP pada sel WiDr di penelitian ini sebesar 139,32
ug/mL. Szliszka et al. (2011) melaporkan bahwa
konsentrasi EEP 50 ug/mL dari Negara Polandia
bagian selatan mempunyai efek sitotoksisitas 25%
pada cell line kanker prostat. Vatansever et al.
(2010) menunjukkan bahwa EEP konsentrasi 125
ug/mL mempunyai efek sitotoksik pada sel MCF-
7 (cell line kanker payudara). Vatansever et al.
(2010) juga melaporkan bahwa terdapat perbedaan
efek sitotoksik dari tujuh sampel EEP yang
berbeda yang dikumpulkan dari lokasi yang sama.
Penelitian ini mengindikasikan bahwa komposisi
kimia dan farmakokinetik EEP berbeda-beda.
Hal ini selain dipengaruhi oleh geografis juga
dipengaruhi jenis tanaman, asal propolis tersebut
diperoleh.

Pada uji sitotoksisitas ini secara umum
didapatkan persentase viabilitas sel WiDr
semakin menurun sebanding dengan peningkatan
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konsentrasi EEP yang diberikan (Tabel.1). Hal
ini menunjukkan bahwa pemberian EEP pada
penelitian ini selama 24 jam mampu menghambat
proliferasi dan menurunkan viabilitas sel WiDr.
Hal ini sesuai dengan penelitian Ishihara et
al.(2009), mengenai efek anti proliferasi dari
ekstrak etanol propolis yang berasal dari Cina dan
Brazil pada cell line kanker kolorektal.

Motomura et al. (2008) melaporkan bahwa
ekstrak methanol propolis konsentrasi 100-1000
pg/mL mampu menghambat pertumbuhan cell
line U-937 (sel kanker leukemia) yang sebanding
dengan peningkatan konsentrasi yang diberikan.
Lie et al. (2007) menunjukkan bahwa propolis
dari Mexico mampu menghambat proliferasi sel
epitelial paru cell line A-549 manusia dengan IC,
6,2 uM (lebih rendah dari IC, 5-FU).

Hambatan proliferasi sel WiDr oleh EEP
pada penelitian ini kemungkinan terkait dengan
kemampuan EEP dalam meningkatkan ekpresi
p21 pada sel WiDr. P21 adalah suatu tumor
suppresor protein dengan berat 21 KDa memiliki
fungsi utama dalam regulasi terhadap progresi
siklus sel. Hasil ini terutama dicapai dengan
menghalangi ikatan CDK dengan cyclin. Lie et al.
(2007) melaporkan hal yang sama, bahwa ekstrak
etanol propolis yang berasal dari brasil memiliki
efek antiproliferatif melalui peningkatan ekspresi
p21 pada sel kanker prostat.

Selain memiliki efek antiproliferasi, pada
penelitian ini juga ditunjukkan bahwa propolis
dengan konsentrasi 2 IC,; (70 pg/mL) mampu
menginduksi apoptosis sel WiDr sebesar 35,37%.
Beberapa penelitian sebelumnya mendukung hasil
tersebut. Syamsudin et al. (2010) melaporkan
ekstrak ethy! acetate propolis pada konsentrasi
47,45 pg/mL  mengakibatkan peningkatan
apoptosis pada cell line MCF-7 yang merupakan
turunan kanker payudara sebesar 13,21%.
Pengamatan yang menarik juga dilakukan
oleh Lee et al. (2003) yang melaporkan bahwa
phenylethyl ester of caffeic acid (CAPE) salah satu
komponen dari propolis berpengaruh terhadap
aktivitas protein p53 dan protein p38 pada sel
glioblastoma. Penelitian tersebut menunjukkan
propolis memiliki aktivitas sitotoksik dan induksi
pengeluaran cytochrome c dari mitokondria ke
sitosol dan mengaktitkan caspase 3. Ekspresi
dari protein p53 , Bax dan Bak meningkat setelah
inkubasi 3 jam dan juga menurunkan ekspresi

protein antiapoptosis Bcl2 setelah inkubasi 36
jam. Mootomura et al. (2008) melaporkan propolis
mampu meningkatkan apoptosis cell line U-937
(sel kanker leukemia) melalui aktivasi caspase-3
dan penekanan Bcl-2. Sejalan dengan penelitian
di atas, Eom et al. (2010) melaporkan bahwa
propolis menginduksi apoptosis melalui pelepasan
cytochrome C dari mitokondria ke dalam sitosol
dan melalui aktivasi caspase-3 pada cell line HL-
60 (sel kanker leukemia).

Namun, pada penelitian ini menunjukkan
bahwa dengan peningkatan konsentrasi EEP yang
diberikan akan menyebabkan kematian sel ke arah
nekrosis. Nekrosis merupakan proses kematian
sel patologis yang terjadi secara pasif, katabolik
dan umumnya merupakan respon terhadap
faktor-faktor toksik eksternal, seperti inflamasi,
iskemia maupun foxic injury. Nekrosis ditandai
dengan adanya pembengkakan mitokondria,
ruptur membran plasma, pemisahan kromatin dan
destruksi struktur sel yang semula utuh (Wu et al.,
2001). Menurut Kumar et al. (2005), pada proses
nekrosis terjadi pelepasan komponen sitoplasma
sehingga mencetuskan respon inflamasi.

Mekanisme molekuler terkait induksi
apoptosis pada penelitian ini juga diamati melalui
ekspresi protein bax. Peningkatan ekspresi protein
bax pada penelitian ini didapatkan hasil tertinggi
pada konsentrasi EEP }2 IC, (70 pg/mL) yaitu
sebesar 83,84%. Pada konsentrasi EEP yang
semakin meningkat, yaitu konsentrasi IC,; (140
pug/mL ) dan 2 IC, ) (280 ng/mL), ekspresi bax
mengalami penurunan, yaitu sebesar 80,97% dan
69,45%. Penurunan ekspresi protein bax pada
konsentrasi IC (140 pg/mL) dan 2 IC, (280 pg/
mL) menunjukkan bahwa, kematian sel WiDr
dengan pemberian dua konsentrasi EEP tersebut
terjadi secara nekrosis dan nekrosis tidak terkait
dengan jalur sinyal apoptosis. Berdasarkan hasil
ini, konsentrasi optimal EEP untuk menekan
viabilitas sel WiDr melalui mekanisme induksi
apoptosis yang terkait dengan peningkatan
ekspresi protein bax yaitu sebesar 70 pg/mL.

SIMPULAN

1. Ada pengaruh pemberian ekstrak propolis
terhadap peningkatan ekspresi protein p21
pada kultur sel WiDr.

2. Ada pengaruh pemberian ekstrak propolis
konsentrasi 2 IC, ) (70 ug/mL) terhadap
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peningkatan ekspresi protein bax pada 3. Ada pengaruh pemberian ekstrak propolis

kultur sel WiDr. terhadap induksi apoptosis pada kultur sel
WiDr.
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