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ABSTRAK

Kanker kolorektal merupakan kanker terbanyak ketiga pada pria, kedua pada wanita, dan menjadi
penyebab kematian keempat, sekitar 8% dari penyebab kematian karena kanker. Sebagian besar pasien kanker
kolorektal didiagnosis dalam stadium yang sudah tidak dapat dioperasi. Propolis diketahui memiliki aktivitas anti
kanker. Mekanisme anti kanker propolis melalui induksi apoptosis dan juga melalui penghambatan proliferasi
dalam siklus sel. Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji efek anti kanker ekstrak ethanol propolis (EEP) yang
berasal dari Kerjo, Karanganyar, Indonesia pada kultur sel adenokarsinoma kolorektal (cell line WiDr) melalui
pengaruhnya terhadap ekspresi protein Caspase 8, apoptosis dan proliferasi sel. Penelitian ini merupakan penelitian
experimental laboratories, post test with control group design. Penelitian dilakukan pada kultur sel WiDr dengan
perlakuan pemberian dosis ekstrak ethanol propolis, kontrol positif (5-FU), kombinasi ekstrak ethanol propolis
dengan 5-FU, dan kontrol negatif (tanpa obat). Pengamatan ekspresi protein Caspase 8 dilakukan dengan metode
imunositokimia, pengamatan apoptosis dilakukan dengan double staining menggunakan pewarnaan akridin
oranye—etidium bromide, sedangkan pengamatan proliferasi menggunakan MTT assay dengan doubling time.
Hasil Penelitian menunjukkan bahwa EEP cenderung menekan viabilitas sel WiDr dengan IC, sebesar 140 pg/mL.
EEP konsentrasi 70,140, 280 pg/mL mampu meningkatkan ekspresi protein Caspase 8 dan menginduksi apoptosis
yang sebanding dengan peningkatan konsentrasi yang diberikan. EEP konsentrasi 70 pg/mL dapat menghambat
proliferasi sel sebanding dengan EEP konsentrasi 140 dan 280 pg/MI. Penelitian ini menunjukkan EEP mampu
menekan viabilitas sel WiDr. Aktivitas ini kemungkinan terkait dengan kemampuannya dalam meningkatkan
ekspresi protein Caspase 8 dan apoptosis sebanding dengan peningkatan konsentrasi yang diberikan. EEP pada
konsentrasi terkecil yang diuji (70 pg/mL) mampu menghambat proliferasi pada sel WiDr sebanding dengan dosis
yang lebih tinggi.

Kata kunci: EEP, Caspase 8, apoptosis, proliferasi, cell line WiDr

ABSTRACT

Colorectal cancer is the third most common cancer in men, second in women, and the fourth leading cause
of death, about 8% of death due to cancer. Most colorectal cancer patients are diagnosed in an inoperable stage.
Propolis is known to have anti-cancer activity, through the induction of apoptosis and the inhibition of proliferation
in the cycle cell. This study is aimed to assess the anti-cancer effects of ethanol extract of propolis (EEP)
originating from Kerjo, Karanganyar, Indonesia in colon adenocarcinoma cell culture (WiDr) through its effects
on the expression of Caspase 8 protein, apoptosis, and cell proliferation. This study was an experimental research
laboratories, post-test with control group design. The study was conducted on cell culture of WiDr with treatment
of ethanol propolis extract dose, positive control (5-FU), combination of ethanol propolis extract with 5-FU,
and negative control (without drug). Caspase 8 protein expression was conducted using immunocytochemistry,
apoptosis performed by double staining using acridine orange staining - ethidium bromide, while observations of
proliferation using MTT assay with doubling time technique. The results showed that EEP tends to suppress the
viability of WiDr cells with IC, of 140 ug / mL. EEP concentrations of 70.140, 280 ug / mL were able to increase
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the expression of the Caspase 8 protein and induce apoptosis which was proportional to the increase in the given
concentration. EEP concentrations of 70 ug / mL may inhibit cell proliferation proportional to EEP concentrations
of 140 and 280 ug / Ml. This study showed EEP was able to suppress the viability of WiDr cells. This activity was
probably related to its ability to increase the expression of the Caspase 8 protein and apoptosis in proportion to
the increase in concentration provided. EEP at the smallest concentration tested (70 ug / mL) was able to inhibit
the proliferation of WiDr cells in proportion to higher doses.

Keywords: Ethanol extract of propolis, Caspase 8, apoptosis, proliferation, WiDr cells.

PENDAHULUAN

Kanker merupakan penyebab kematian
nomor 2 di seluruh dunia, nomor 3 di negara
berkembang. Diperkirakan ada 14,1 juta kasus
kanker baru dan 8,2 juta kematian karena kanker
di seluruh dunia, khusus di Asia Tenggara sekitar
785.400 kasus. (Ferlay et al., 2015).

Kanker kolorektal merupakan kanker
terbanyak ketiga pada pria, kedua pada wanita,
dan menjadi penyebab kematian keempat, sekitar
8% dari penyebab kematian karena kanker
(Scholefield dan Eng, 2014). Modalitas tata laksana
kanker kolorektal meliputi operasi, radioterapi dan
kemoterapi (Young et al., 2011). Sebanyak 20%
dari kasus kanker kolorektal yang telah metastasis
pada umumnya tidak dapat diperasi dan relatif
sulit disembuhkan dengan 5-year survival rate
sebesar 12% (Wang dan Zhang, 2014). Sehingga
terapi kanker kolorektal masih menjadi tantangan
hingga saat ini.

Propolis merupakan produk alami dari lebah
yang telah lama digunakan untuk pengobatan
tradisional (Frozza et al., 2013). Propolis, disebut
adalah suatu zat yang dihasilkan oleh lebah madu,
mengandung resin dan lilin lebah, bersifat lengket
yang dikumpulkan dari sumber tanaman, terutama
dari bunga dan pucuk daun, untuk kemudian
dicampur dengan air liur lebah (Marcucci et al.,
2001; Salatino et al., 2005; Nakajima et al., 2009).

Propolis diketahui memiliki aktivitas anti
kanker. Mekanisme anti kanker propolis salah
satunya adalah melalui induksi apoptosis, juga
melalui penghambatan proliferasi dalam siklus
sel. (Reed, 2000; Chen et al., 1996).

Homeostasis sel diatur oleh berbagai
mekanisme yang berbeda, meliputi proliferasi,
growth arrest, dan apoptosis (Story et al., 1998).
Gangguan keseimbangan antara pertumbuhan
dan kematian sel mengarah ke karsinogenesis.
Proliferasi diatur oleh siklus sel, yang melibatkan
rangkaian pertumbuhan dan replikasi sel (Foster,
2008).

Penggunaan propolis sebagai terapi penyakit
baik penunjang maupun standar dimungkinkan
karena propolis memiliki sejumlah aktivitas
biologis antara lain antimikrobial, antifungal,
antiprotozoa, antiparasit, antiinflamasi, anti-
oksidan, dan imunomodulator (Orsi et al., 2000;
Rasoetal.,2001;Kooetal., 2002; Ahn et al., 2004;
Lotfy,2006; Nakajimaetal.,2009; Mot et al.,2009;
El-Bassuony dan Abouzid, 2010; Zacemzadeh et
al., 2011). Mekanisme anti kanker propolis salah
satunya adalah melalui induksi apoptosis (Reed,
2000), Efek antikanker propolis salah satunya dari
kemampuan menginisiasi apoptosis dari sel kanker
(Shimizu et al., 1999). Mekanisme apoptosis
dapat melalui dua jalur utama, jalur ekstrinsik, dan
jalur intrinsik. Apoptosis jalur intrinsik diregulasi
oleh sekelompok protein. Apoptosis merupakan
mekanisme untuk mengontrol proliferasi sel
(Ghobrial et al., 2005).

Apoptosis adalah proses kematian sel
terprogram, merupakan salah satu mekanisme
penting kematian sel dari terapi kanker, proses ini
sangat penting ketika ada sel-sel yang berbahaya
bagi suatu organisme. Dengan cara ini organisme
dapat menghancurkan sel-sel yang membahayakan
homeostasis, keganasan, mutasi, sel-sel yang
mengabaikan sinyal dari regulasi siklus sel,
kehilangan kemampuan untuk apoptosis, dan
tidak dapat komunikasi dengan sel sekitar. Proses
kematian sel terprogram ini bila terhambat, sel-sel
tumor dapat mentoleransi sinyal apoptosis. Defek
apoptosis diketahui sebagai faktor fundamental
dalam pengembangan dan perkembangan kanker.
Perbaikan dari respons terhadap apoptosis dapat
menjadi terapi antitumor didasarkan kematian
selektif sel kanker. (Evan dan Vousden, 2001;
Johnstone et al., 2002).

Caspase 8 memiliki peran kunci sebagai
regulator apoptosis, inaktivasi caspase 8 dapat

mengakibatkan resistensi terhadap kematian
sel.  Genetik, epigenetik serta perubahan
posttranslational dapat berkontribusi dalam
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inaktivasi caspase 8 pada keganasan di manusia.
(Fulda dan Debatin, 2006).

Caspase-8 adalah caspase apikal yang
memulai kematian sel terprogram dari ikatan
dengan death receptor. Peran sentralnya dalam
apoptosis memacu ketertarikan klinis dalam
meregulasi ekspresi caspase-8 dan aktivitas
proteolitik. Caspase 8 juga telah ditemukan
untuk memiliki peran non-apoptosis pada sel,
seperti mempromosikan aktivasi NFkB signaling,
mengatur autophagy dan perubahan endosomal
trafficking, serta meningkatkan adhesi dan migrasi
selular. Sehingga, caspase-8 dapat mempotensiasi
atau menekan keganasan (Stupack, 2013).

Terapi  kanker  kolorektal  berbasis
S5-fluorouracil (5-FU), menjadi gold standar
selama lebih dari lima dekade, agen kemoterapi
dengan target thymidylate synthetase, suatu
gen penting yang dibutuhkan untuk proliferasi
sel. Selain 5-FU, pilihan terapi saat ini disetujui
untuk pengobatan kanker kolorektal terbatas, di
antaranya irinotecan, oxaliplatin, dan targetted
therapy seperti Cetuximab/Panitumumab,
Bevacizumab dan Regorafenib. Ketika digunakan
sebagai agen tunggal, respons terapi 5-FU di
bawah 30% (Bazzoco et al., 2015). Sampai saat
ini 5-FU masih menjadi salah satu terapi kanker
kolorektal dalam bentuk kombinasi dengan obat
lain (Benson et al., 2015). Sehingga ada kebutuhan
yang mendesak dalam perbaikan manajemen
klinis pasien karsinoma kolorektal.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan secara in vitro,
merupakan penelitian experimental laboratories,
post test with control group design. Penelitian
dilakukan pada kultur sel WiDr (kultur sel
adenokarsinoma kolon) dengan perlakuan
pemberian dosis ekstrak ethanol propolis, kontrol
positif (5-FU), kombinasi ekstrak ethanol propolis
dengan 5-FU, dan kontrol negatif (tanpa obat).

Pengamatan ekspresi protein Caspase
8 dilakukan dengan metode imunositokimia,
pengamatan proliferasi menggunakan MTT assay
dengan doubling time, sedangkan pengamatan
apoptosis dilakukan dengan double staining
menggunakan pewarnaan akridin oranye—etidium
bromida.

HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Uji sitotoksisitas dengan MTTassay
untuk menetapkan nilai IC, ekstrak
etanol propolis dan 5-Fluorouracil.

Sel WiDr ditumbuhkan pada media komplet,
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 WiDr, 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 IC50 bahan uji
dengan menggunakan analisis regresi linear antara
dosis bahan uji dan persentase viabilitas sel WiDr.
Nilai rata-rata persentase viabilitas sel WiDr dan
IC50 dari bahan uji ditunjukkan pada Tabel 1.
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Tabel 1 Nilai rata-rata persentase viabilitas sel WiDr
dan nilai IC_ bahan uji dengan metode MTT assay.

Rata-rata
Konsentrasi viabilitas IC_+SD
Bahan Uji 30
ahan L (ug/mL) sel WiDr (ng/mL)
(% + SD)
12,5 126,60 + 7,92
Kstrak | 25 103,93 +7,23
Ekstrak Etano
+1 1 1+49.,4
Propolis (EEP) 50 67,78 + 1,63 39,61+49,48
100 34,48 £2,10
200 15,31+ 1,75
12,5 118,57 £ 5,57
| | 25 114,17 £3,83
5-Fluorouraci
50 112,61 £ 6,86 502,33+60,52
(S—FU) b bl 9 b
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/ul) 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 protein Caspase 8

Protein Caspase 8 adalah caspase inisiator
langsung apoptosis jalur ekstrinsik dan tidak
langsung pada jalur intrinsik. Ekspresi protein
Caspase 8 ditunjukkan dengan warna coklat
pada inti sel dan atau sitoplasma dengan bantuan
mikroskop cahaya pembesaran 400x. Hal ini
berdasarkan penelitian De Falco ef al, pada tahun
2004 yang menyatakan bahwa ekspresi Caspase
8 bisa dijumpai pada inti dan sitoplasma sel
yang sedang aktif membelah. Warna biru pada
inti sel maupun sitoplasma menunjukkan tidak
adanya ekspresi Caspase 8 pada sel atau level
ekspresi yang rendah sehingga tidak terdeteksi.
Ekspresi Caspase 8 dinilai sebagai persentase dari

keseluruhan sel pada 5 lapangan pandang dan
penilaiannya dilakukan pada replikasi 2x dari tiap-
tiap kelompok perlakuan. Satuan ukur % dengan
skala rasio.

Gambar 2 Hasil pengecatan imunositokimia
perbesaran 400 kali untuk ekspresi caspase 8 pada
sel WiDr setelah perlakuan dan inkubasi selama 24

jam pada kelompok dengan EEP konsentrasi Y2 IC50
(a), IC50 (b), 21C50 (c), kelompok dengan 5-FU (d)
kelompok IC50 EEP + 5-FU dan kelompok kontrol
(f). Sel yang mengekspresikan Caspase 8 ditunjukkan
dengan panah warna merah

Tabel 2 Hasil pengujian (ANOVA) variabel ekspresi
caspase 8 menurut kelompok sampel

ANOVA (Uji F)
Kelompok Mean £ SD
Stat-F Sig
Kontrol 770 +£2,.30
1/2IC50EEP 2932+ 2,70
IC50EEP 37,65 +4,07
Caspase 8 60,78 0,001 **
2ICS0EEO 64,21 = 18,03
IC505FU 3707+3,19
IC505FU+EEP | 66,13 +10,82

Hasil analisis variasi atau beda 6 mean
di atas menunjukkan bahwa perbedaan 6 mean
variabel Ekspresi Caspase 8 menghasilkan nilai F
hitung = 60,78 dengan tingkat signifikansi sebesar
0,001 yang berarti beda 6 mean itu signifikan atau
meyakinkan dengan derajat signifikansi sebesar 5
persen (p < 0,05).
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Tabel 3 Penelusuran beda dua mean variabel ekspresi
caspase 8 antar kelompok sampel

Penelusuran Beda 2 Mean Beda Iiean Signifilans
k-Kontrol — k- 1/2IC50EER -21,62 0,001%*
k-Kontrol — k-1IC50EEP -20,05 0,001**
k-Kontrol - &-2ICS0EER -56,51 0,001%*
k-Kontrol - - IC505F0 -10.37 0,001%*
k-Kontrol - k- IC505FU+EEP -58.43 0,001%*
k-1/21CS0EEP — k-1ICSO0EER -8,34 0,313
k-1/21C50EEP - k-2ICS0EER -34,89 0,001%*
k-1/21C50EEP — k-IC505FU Rl 0,392
k-1/2IC50EEP — k-ICS05FU+EER -36,81 0,001**
k-1ICS0EEF - - 2IC50EEP -26,56 0,001**
k-1IC50EER - k-IC505F1 0,58 1,000
k-11C50EER - k- IC505FU+EER 18,47 0,001%*
k-2ICS0EER - k-1C505FT 714 0,001%*
k-2ICS0EER - k-IC505FU+EER -1,91 0,997
k-IC505FU - k-1C505FU+EER -29,06 0,001%*

Hasil analisis beda 2 mean sampel
independen menggunakan penelusuran Post
Hoc Test Turkey di atas menunjukkan bahwa
uji terhadap variabel ekspresi Caspase 8 antara
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan EEP
baik k-1/2IC50EEP, k-1IC50EEP, dank-2IC50EEP
semua signifikan pada derajat signifikansi 5 persen
(p <0,05). Semua perlakuan pemberian EEP dapat
menjadikan rata-rata ekspresi Caspase 8 lebih
tinggi secara meyakinkan.

Pengaruh EEP dapat meningkatkan rata-rata
ekspresi Caspase 8 itu sama pada k-1/2I1C50 EEP,
k-1IC50 EEP dan k-IC505-FU, karena terbukti
rata-rata ekspresi Caspase 8 antar masing-masing
dari 3 kelompok itu menunjukkan tidak berbeda
secara signifikan pada derajat signifikansi 5 persen
(p>0,05).

3. Uji apoptosis EEP pada sel WiDr dengan

double staining

Setelah inkubasi selama 24 jam, dilakukan
uji apoptosis dengan metode double staining
menggunakan pewarnaan akridin oranye—etidium
bromida, dan tiap-tiap kelompok perlakuan dibuat
duplo. Data yang diperoleh berupa persentase sel
WiDr yang hidup, mengalami apoptosis, maupun
nekrosis pada keenam kelompok perlakuan.

Hasil analisis variasi atau beda 6 mean
di atas menunjukkan bahwa perbedaan 6 mean
variabel Apoptosis menghasilkan nilai F hitung

= 29,02 dengan tingkat signifikansi sebesar 0,001
yang berarti beda 6 mean itu signifikan atau
meyakinkan dengan derajat signifikansi sebesar
5 persen (p < 0,05). Hal itu berarti beda mean
variabel Apoptosis pada k-kontrol, k-1/2IC50EEP,
k-1IC50EEP, k-1IC50EEP, k-IC505FU, dan
k-IC505FU+EEP benar-benar berbeda secara
meyakinkan.

Gambar 4 Hasil double staining sel WiDr setelah
perlakuan dan inkubasi selama 24 jam pada kelompok
dengan EEP konsentrasi %2 IC50 (a), IC50 (b), 2IC50
(c), kelompok dengan 5-FU (d) kelompok IC50
EEP + 5-FU dan kelompok kontrol (f). panah putih
menunjukkan sel hidup, panah kuning apoptosis, dan
panah merah nekrosis

Tabel 4 Hasil pengujian (ANOVA) variabel apoptosis
menurut kelompok sampel

Uji Normalitas

Kelompok Mean + 3D

Stat-SW Sig

Kontrol 0.64+0.18

1/2ICS0EEP 37 16+8.76

ICSOEEP 5316 + 5.64

Apoptosis [9.02 0,001%*

2ICS0EED 70,10+ 16,25

IC505FU G847 £ 475

IC505FU+EEP

5898+ 13,02

Hasil analisis variasi atau beda 6 mean
di atas menunjukkan bahwa perbedaan 6 mean
variabel apoptosis menghasilkan nilai F hitung =
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29,02 dengan tingkat signifikansi sebesar 0,001
yang berarti beda 6 mean itu signifikan atau
meyakinkan dengan derajat signifikansi sebesar
5 persen (p < 0,05). Hal itu berarti beda mean
variabel Apoptosis pada k-kontrol, k-1/2ICS0EEP,
k-1IC50EEP, k-1IC50EEP, k-IC505FU, dan
k-IC505FU+EEP benar-benar berbeda secara
meyakinkan.

Tabel 5 Penelusuran beda dua mean variabel apoptosis
antar kelompok sampel

Penelusuran Beda 2 IWean Beda Wean Signi filansi
k-Kontrol — k-1/2ICS0EEF -36,52 0,001%*
k-Kontrol — k-1IC50EEF -52,51 0,001%*
k-Kontrol — k-2ICS0EEF -69.46 0,001%*
k-Kontrol — k-IC505FU -67,83 0,001**
k-Kontrol — k-IC505FU+EEP -58,34 0,001**
k-1/2IC50EEP - k-11CS0EEP -16,00 0,232
k-1/2IC50EEP - k-2ICS0EEP -32,94 0,002**
k-1/2IC50EEP - k-1C505FU -31,31 0,005+
k-1/2IC50EEP - k-1C505FU+EEP -21,82 0,050
k-1ICS0EEP — k-2ICS0EEF -16,95 0,185
k-1IC50EEP - k-IC305FU -15] Series "Kontrol” Point "2IC5(

Walue: 7010
k-1ICS0EEP - k-IC505FU+EEP -5,82 0,954
k-ZICS0EEP - k-IC505FU 1.63 1,000
k-ZICS0EEP - k-IC505FU+EEP 11,13 0,596
k-IC505FU - k- IC505FU+EEF 0,49 0,736

Hasil analisis beda 2 mean sampel
independen menggunakan penelusuran Post
Hoc Test Turkey di atas menunjukkan bahwa uji
terhadap variabel Apoptosis antara kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan EEP baik
k-1/2IC50EEP, k-1IC50EEP, dan k-2IC50EEP
semua signifikan pada derajat signifikansi 5 persen
(p <0,05). Semua perlakuan pemberian EEP dapat
menjadikan rata-rata Apoptosis meningkat lebih
tinggi secara meyakinkan.

Pengaruh EEP dapat meningkatkan rata-
rata Apoptosis itu sama pada k-1/2IC50EEP dan
k-1IC50EEP, karena terbukti rata-rata apoptosis
kedua kelompok itu menunjukkan tidak berbeda
secara signifikan pada derajat signifikansi 5 persen
(p > 0,05). Namun demikian rata-rata apoptosis
pada k-1/2IC50EEP dan 2IC50EEP menunjukkan
perbedaan yang sangat signifikan pada derajat
signifikansi 5 persen (p < 0,05). Sementara
antara rata-rata apoptosis pada k-11C50 EEP dan
k-2IC50 EEP tidak perbeda secara meyakinkan

pada derajat signifikansi 5 persen (p > 0,05).
Hal ini berarti EEP dapat menginduksi apoptosis
pada semua level dosis yaitu 1/21C50, 11C50, dan
2IC50 namun dampak EEP pada ketiga level ini
cenderung tidak berbeda secara meyakinkan.

4. Pengamatan anti  proliferasi
menggunakan doubling time.
Hasil pengujian ANOVA atau uji F
terhadap beda mean variabel proliferasi pada
masing-masing kelompok sampel (6 kelompok)
dijelaskan berdasarkan 3 (tiga) waktu pengamatan
dan pengukuran yaitu pada waktu 24 jam
(proliferasi-24), waktu 48 jam (proliferasi-48),
dan waktu 72 jam (proliferasi-72).
Hasil proliferasi setelah inkubasi 24 jam:

eep

Tabel 6 Hasil pengujian ANOVA variabel
proliferasi-24 menurut kelompok sampel

AMOVA (Ui F)
Kelompok Mean + 3D

Stat-F Sig
Kontrol-Iedia 0,08 + 0,003
Kontrol-Bel 0,56+ 0,014
1/2ICSIEER 0,35+ 0,025

Proliferasi-24 ICS0EER 0,25 + 0,008 560,14 0,001%*

2ICS0EER 0,12+ 0,002
[C505FU 0,53+ 0,023
IC505FU+EER 0,22 + 0,006

Hasil analisis variasi atau beda 7 mean
di atas menunjukkan bahwa perbedaan 7 mean
(ditambah dengan kelompok kontrol media)
variabel Proliferasi-24 menghasilkan nilai F hitung
= 569,14 dengan tingkat signifikansi sebesar
0,001 yang berarti beda 7 mean itu signifikan atau
meyakinkan dengan derajat signifikansi sebesar
5 persen (p < 0,05). Hal itu berarti beda mean
variabel Proliferasi-24 pada k-kontrol-media,
k-kontrol-sel,  k-1/2IC50EEP,  k-11C50EEP,
k-1IC50EEP, k-IC505FU, dan k-IC505FU-+EEP
benar-benar berbeda secara meyakinkan.

Tabel 7 Penelusuran beda dua mean variabel
proliferasi-24 antar kelompok sampel

Penelusuran Beda 2 Mean Beda Mean Signifikansi
k-kontrolmedia — k-kontrol-zel 0,268 0,001%#*
k-Kontrel sel - k-1/2ICF0EEP 0.216 0,001+
k-Kontrol sel - k-1IC30EEP 0,319 0,001%*
k-Kontrol sel - k-2ICF0EEP 0,443 0,001+
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k-Kontrol sel - k-IC503FU 0,037 0.044%
k-Kontrol sel - k-IC503FU+EEP 0346 0.001%*
k-1/2IC50EEP - k-1ICS0EEP 0.103 0.001%*
k-1/2IC50EEP - k-2IC50EEP 0,227 0.,001%*
k-1/2ICS0EEP - k-IC305FU 0,179 0,001%*
k-1/2IC50EEP - k-IC303FU+EEP 0.130 0,001%*
k-1IC30EEP - k-2ICS0EEP 0.124 0.001%*
k-1ICF0EEP - k-IC505FU 0,282 0,001%*
k-1IC30EEP - k-IC503FU+EEP 0,027 0.233

k-2IC30EEP - Ek-IC503FU 0.406 0.001%*
k-2IC30EEP - k-IC305FU+EEP 0,097 0.001*
k-IC505FU - k-IC305FU+EEP 0309 0.,001%*

Hasil analisis beda 2 mean sampel

independent dengan Post Hoc Test di atas
menunjukkan bahwa variabel proliferasi-48 antara
kelompok kontrol-sel dengan kelompok perlakuan
pemberian EEP yaitu k-1/2IC50EEP, k-11C50EEP
dan k-2IC50EEP masing-masing berbeda secara
signifikan pada derajat signifikansi 5 persen (p
< 0,05). Hal itu menunjukkan bahwa dengan
pemberian EEP dapat menekan proliferasi-48
pada ketiga kelompok perlakuan pemberian
EEP itu. Jadi dengan pemberian EEP ada
kecenderungan mampu menghambat proliferasi
baik pada dosis 1/2IC50 dan 1IC50 maupun
2IC50. Dampak penekanan pada proliferasi
akibat pemberian EEP pada 2IC50 (k-2IC50EEP)
ternyata cenderung sama besar jika dibandingkan
pada 1IC50 (k-1IC50EEP) maupun pada 1/21C50
(k-1/2IC50EEP). Hal itu diperkuat dengan bukti
bahwa perbedaan kedua mean (rata-rata) masing-
masing tidak signifikan pada derajat signifikan 5
persen (p > 0,05).

Hasil proliferasi setelah inkubasi 48 jam:

Tabel 8 Hasil pengujian ANOVA variabel
proliferasi-48 menurut kelompok sampel

AMNOVA (Uji Fy
Kelompok Iflean + 3D

Stat-F Sig
Kontrol-Iedia 0,08 +0,012
Kontrol-Sel 086 + 0,11
1/2ICS0EER 0,120,014

Proliferasi-48 ICS0EEF 0,25 + 0,008 194,51 0,001**

2ICS0EER 0,12+ 0,002
[C505FUT 0,15+ 0,009
[C505FU+EER 0,10« 0,003

Hasil analisis beda 2 mean sampel
independent dengan Post Hoc Test di atas
menunjukkan bahwa variabel Proliferasi-48
antara kelompok Kontrol-sel dengan kelompok
perlakuan pemberian EEP yaitu k-1/2IC50EEP,
k-1IC50EEP dan k-2IC50EEP masing-masing
berbeda secara signifikan pada derajat signifikansi
5 persen (p < 0,05). Hal itu menunjukkan
bahwa dengan pemberian EEP dapat menekan
Proliferasi-48 pada ketiga kelompok perlakuan
pemberian EEP itu. Jadi dengan pemberian
EEP ada kecenderungan mampu menghambat
proliferasi baik pada dosis 1/2IC50 dan 1IC50
maupun 2IC50. Dampak penekanan pada
proliferasi akibat pemberian EEP pada 2IC50
(k-2IC50EEP) ternyata cenderung sama besar jika
dibandingkan pada 11C50 (k-1IC50EEP) maupun
pada 1/2IC50 (k-1/2IC50EEP). Hal itu diperkuat
dengan bukti bahwa perbedaan kedua mean (rata-
rata) masing-masing tidak signifikan pada derajat
signifikan 5 persen (p > 0,05).

Tabel 9 Penelusuran beda dua mean variabel
proliferasi-48 antar kelompok sampel

Penelusuran Beda 2 Mean Beda Mean Signifikansi
k-kontrol-media — k-kontrol-zel 40,784 0,001%*
k-Kontrol sel - k-1/2IC30EEP 0,741 0.001*=*
k-Kontrol sel - k-1IC30EEP 0,762 0,001%*
k-Kontrol sel - k-2ICF0EEP 0,768 0.001%*
k-Kontrol sel - k-IC303FU 0,711 0,001%=*
k-Kontro] sel - k-IC505FU+EEP 0,761 0.001%*
k-1/2IC30EEP - k-1IC30EEP 0.021 0,990
k-1/2ICS0EEP - k-2IC30EEP 0,027 0,963
k-1/2ICS0EEP - k-IC305FU 0,031 0,934
k-1/2IC30EEP - k-IC305FU+EEP 0,020 0,991
k-1IC50EEP - k-2ICS0EEP 0.006 1,000
k-1IC50EEP - k-IC303FU 0,051 0,582
k-1IC50EEP - k-IC505FU+EEP 0,001 1,000
k-2ICS0EEP - k-IC305FU 0,057 0457
k-2ICS0EEF - k-IC505FU+EEP 0,006 1,000
k-IC305FU - k-ICF05FU+EEP 0.051 0,387

Hasil analisis beda 2 mean sampel

independen dengan Post Hoc Test di atas
menunjukkan bahwa variabel proliferasi-48 antara
kelompok kontrol-sel dengan kelompok perlakuan
pemberian EEP yaitu k-1/2IC50EEP, k-11C50EEP
dan k-2IC50EEP masing-masing berbeda secara
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signifikan pada derajat signifikansi 5 persen (p
< 0,05). Hal itu menunjukkan bahwa dengan
pemberian EEP dapat menekan proliferasi-48
pada ketiga kelompok perlakuan pemberian
EEP itu. Jadi dengan pemberian EEP ada
kecenderungan mampu menghambat proliferasi
baik pada dosis 1/2IC50 dan 1IC50 maupun
2IC50. Dampak penekanan pada proliferasi
akibat pemberian EEP pada 2IC50 (k-2IC50EEP)
ternyata cenderung sama besar jika dibandingkan
pada 11C50 (k-1IC50EEP) maupun pada 1/21C50
(k-1/2IC50EEP). Hal itu diperkuat dengan bukti
bahwa perbedaan kedua mean (rata-rata) masing-
masing tidak signifikan pada derajat signifikan 5
persen (p > 0,05).

Hasil proliferasi setelah inkubasi 48 jam:

Tabel 10 Hasil pengujian ANOVA variabel
proliferasi-72 menurut kelompok sampel

ANOVA (Uji Fy
Kelompolk Ilean £ 5D

Stat-F Sig
Kontrol-Iedia 0,08 + 0,003
Kontrol-Bel 1,10+ 0,046
1/2ICS0EER 0,13+ 0,007

Prolifera:i-72 IC50EER 0,09 + 0,008 1.565,08 | 0,001%*

2ICS0EEP 0,10+ 0,007
[C505F0 0,10+ 0,012
IC505FU+EEP 0,10+ 0,012

Hasil analisis variasi atau beda 7 mean di atas
menunjukkan bahwa perbedaan 7 mean (ditambah
dengan kelompok kontrol media) variabel
proliferasi-72 menghasilkan nilai F hitung=
1.565,08 dengan tingkat signifikansi sebesar
0,001 yang berarti beda 7 mean itu signifikan atau
meyakinkan dengan derajat signifikansi sebesar 5
persen (p < 0,05).

Tabel 11 Penelusuran beda dua mean variabel proliferasi-72
antar kelompok sampel

Penelusuran Beda 2 Mean Beda Mean Signifikansi
k-kontrol media — k-kontrol-sel -1,018 0,001%*
k-Kontrol sel - k-1/2IC30EEP 0,973 0.001%=*
k-Kontrol sel - k-1IC30EEP 1.008 0.001%**
k-Kontrol sel - k-2IC30EEF 0,997 0.001%**
k-Kontrol sel - k-IC303FU 0,999 0.001%*
k-Kontrol sel - k-IC303FU+EEF 0,997 0.001%**
k-1/2ICF0EEP - k-11IC30EEP 0,035 0,172
k-1/2IC30EEP — k-2ICS0EEF 0,024 0,376

k-1/2IC50EEP - k-IC305FU 0,026 0486
k-1/2IC50EEP - k-IC505FU+EEP 0.024 0.564
k-1IC30EEP - k-2ICS0EEP 0,011 0978
k-1IC30EEP - k-IC303FU -0.009 0992
k-1IC30EEP - k-IC303FU+EEP 0,011 0981
k-2IC30EEP - k-IC505FU 0,002 1,000
k-2IC30EEP - k-IC305FU+EEP 0.001 1,000
k-IC303FU - k-IC305FU+EEP 0,002 1,000
Hasil analisis beda 2 mean sampel

independent dengan Post Hoc Test di atas
menunjukkan bahwa variabel proliferasi-72
antara kelompok kontrol-sel dengan kelompok
perlakuan pemberian EEP yaitu k-1/2ICS0EEP,
k-1IC50EEP dan k-2ICS50EEP masing-masing
berbeda secara signifikan pada derajat signifikansi
5 persen (p < 0,05). Hal itu menunjukkan bahwa
dengan pemberian EEP dapat menekan proliferasi
72 pada ketiga kelompok perlakuan pemberian
EEP itu. Jadi dengan pemberian EEP ada
kecenderungan mampu menghambat proliferasi
baik pada dosis 1/2IC50 dan 1IC50 maupun
21C50. Dampak penekanan pada proliferasi
akibat pemberian EEP pada 2I1C50 (k-2ICS0EEP)
ternyata cenderung sama besar jika dibandingkan
pada 11C50 (k-1IC50EEP) maupun pada 1/2IC50
(k-1/2IC50EEP). Hal itu diperkuat dengan bukti
bahwa perbedaan kedua mean (rata-rata) masing-
masing tidak signifikan pada derajat signifikan 5
persen (p > 0,05).

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji
pengaruh pemberian ekstrak propolis terhadap
ekspresi Caspase 8, Proliferasi dan Apoptosis
pada kultur sel WiDr.

Uji  sitotoksisitas  dilakukan  untuk
menetapkan nilai IC50 senyawa EEP dan 5-FU
yang selanjutnya akan digunakan sebagai dasar
penetapan konsentrasi EEP dan 5-FU untuk
pengamatan pada masing-masing variabel.
Aktivitas sitotoksisitas EEP pada sel WiDr setelah
inkubasi 24 jam dinyatakan dengan nilai IC50
yang diperoleh melalui analisis regresi linear.
Pada analisis tersebut diperoleh IC50 EEP pada
sel WiDr di penelitian ini sebesar 139,32 ug/mL.
EEP diberikan dalam 3 dosis, %2 IC50, 1 IC50, dan
2 IC50.

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

Hasil ini sejalan dengan beberapa penelitian
eksperimen in vitro bahwa propolis mempunyai
efek sitotoksik, antiproliferatif, dan induksi
apoptosis pada berbagai sel kanker (Kubina et al,

propolis dosis 2,5-80 mg/l diketahui menghambat
proliferasi sel kolorektal cell line SW480 dengan
menekan ekspresi b-katenin dan cyclin D1 serta
ekpresi protein c-myc. (He et al., 2006).

SIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian, didapatkan
kesimpulan sebagai berikut:

2015). 1. Ada pengaruh pemberian ekstrak ethanol
Induksi apoptosis sel WiDr oleh EEP propolis konsentrasi 70, 140 dan 280 pg/
pada penelitian ini kemungkinan terkait dengan mL terhadap peningkatan ekspresi protein
kemampuan EEP dalam meningkatkan ekpresi Caspase 8 pada kultur sel WiDr.
protein Caspase 8 ada sel WiDr (Backus, ef al, 2.  Ada pengaruh pemberian ekstrak ethanol
2003). propolis konsentrasi 70, 140 dan 280 pg/mL
Efek anti proliferatif EEP diduga dari terhadap apoptosis pada kultur sel WiDr.
penghambatan ~ WNT  (The  wingless-type 3.  Ada pengaruh pemberian ekstrak ethanol
glycoprotein) signaling pathway. WNT signaling propolis konsentrasi 70, 140 dan 280 pg/mL
pathway berperan dalam 90% kasus kanker terhadap proliferasi pada kultur sel WiDr.
kolorektal. CAPE, suatu kandungan aktif dari
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