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Abstract 

The investigation of xanthorrizol antiproliferative effect and the mechanism of cell death in 
human hepatoma cell line HepG2 had been investigated. Antiproliferative assay using methylene blue 
staining revealed that xantorizol inhibited the proliferation of HepG2 cells with an IC50 value of 4.17 ± 
0.03 μg/ml. The antiproliferative activity of xanthorrhizol was due to apoptosis induced in HepG2 cells 
and not necrosis, which was confirmed by the Tdt-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) assay. The 
xanthorrhizol-treated HepG2 cells showed typical apoptotic morphology such as DNA fragmentation. The 
apoptosis mediated by xanthorrhizol in HepG2 cells was associated with the activation of tumor 
suppressor p53 and down-regulation of the antiapoptotic Bcl-2 protein expression, but not Bax. The levels 
of Bcl-2 protein expression decreased 24-hrs after treatment with xanthorrhizol, and remained lower than 
controls throughout the experiment resulting in a shift in the Bax to Bcl-2 ratio thus favouring apoptosis. 
In conclusion, xanthorrhizol exerts antiproliverative effects on HepG2 cells via apoptosis by modulating 
p53 and Bcl-2 protein levels.   
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Pendahuluan 

Karsinoma hepatoselular atau 
hepatoma merupakan kasus kanker hati 
yang banyak dijumpai pada kaum pria 
di seluruh dunia dan menyebabkan 
kematian ketiga setelah kanker paru-
paru dan gaster.1 Angka kematian akibat 
penyakit ini diramalkan akan terus 
meningkat karena metode pengobatan 
yang kurang efektif.2 

Berbagai usaha telah dilakukan 
dalam terapi kanker hati seperti operasi, 
transplantasi hati, ablasi tumor, 
embolisasi atau kemoembolisasi arteri, 
dan kemoterapi.  Di antara terapi 
tersebut, kemoterapi merupakan 
langkah yang paling efektif khususnya 
untuk terapi sel kanker yang telah 
mengalami metastasis.2 Meskipun 
demikian, kemoterapi masih dianggap 
kurang efektif untuk terapi hepatoma3, 

oleh sebab itu perlu dilakukan usaha 
pencarian zat sitotoksik yang berpotensi 
untuk mengobati kanker hati. Salah satu 
usaha adalah menggunakan senyawa 
alami yang berasal dari tanaman obat 
yang dapat mengontrol pertumbuhan 
sel sehingga dapat mengurangi angka 
kematian penderita akibat kanker. 4  

Salah satu tanaman obat yaitu 
temulawak (Curcuma xanthorriza Roxb.), 
merupakan tanaman yang banyak 
digunakan sebagai jamu dan dipercaya 
dapat menyembuhkan penyakit hati.5,6,7 

Beberapa penelitian telah membuktikan 
bahwa ekstrak temulawak berfungsi 
untuk melindungi organ hati dari 
hepatotoksin seperti karbon tetraklorida 
dan asetaminofen, sehingga amat 
bermanfaat apabila digunakan dalam 
pengobatan hati.5 Berdasarkan 
penelitian in vivo dan in vitro, tanaman 
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ini mengandung senyawa bioaktif yang 
berpotensi sebagai anti kanker. Senyawa 
aktif yang diekstrak pada temulawak 
tersebut adalah xantorizol, yang terbukti 
mempunyai potensi sitotoksik.8-14  
 
 
Bahan dan Cara  

Xantorizol diperoleh dari Prof. 
Dr. Azimahtol Hawariah Lope Pihie 
(Fakulti Sains dan Teknologi, Universiti 
Kebangsaan Malaysia). Xantorizol 
dilarutkan dalam Dimethyl sulfoxide 
(DMSO) (SIGMA Chemical Co., USA) 
dan dijadikan sebagai larutan stok 
dengan konsentrasi 5 mg/ml.  

Medium Dulbecco’s Modified 
Eagles’s Medium (DMEM) dan antibiotik 
penisilin/streptomisin dibeli dari 
GIBCO BRL Life Technologies (New York, 
USA).  

Fetal bovine serum (FBS), 
diperoleh dari Mycoplex (Austria), 
sedangkan Triton X-100, pewarna 
propidium iodida (PI) dan sisplatin 
dibeli dari SIGMA Chemical Co., USA. 

Kit DeadEndTM Fluorometric 
TUNEL System yang digunakan untuk 
assay TUNEL dibeli dari Promega (USA) 
dan antibodi p53, Bcl-2, Bax dan β-aktin 
diperoleh dari Pharmingen (USA). Lini 
sel HepG2 diperoleh dari ATCC 
(American Type Culture Collection). 

 
Kultur Sel dan Assay Antiproliferasi 

Lini sel HepG2 dikultur dalam 
medium DMEM yang mengandung 5% 
FBS dan penisilin/streptomisin dalam 
inkubator bersuhu 37ºC dan kelembaban 
5% CO2. Medium diganti setiap dua hari 
sekali. Assay antiproliferasi15 dilakukan 
untuk mendapatkan nilai konsentrasi 
IC50 dengan memperlakukan sel HepG2 
menggunakan xantorizol pada 
konsentrasi akhir 0.2-50 μg/ml. Sebagai 
kontrol negatif, sel HepG2 hanya diberi 

perlakuan dengan 1% (v/v) DMSO dan 
sebagai kontrol positif sel HepG2 diberi 
perlakuan dengan senyawa antikanker 
cisplatin. 

Pendeteksian sel apoptotik 
dilakukan dengan menggunakan kit 
DeadEndTM Fluorometric TUNEL System. 
Sel HepG2 diberi perlakuan dengan 4 
μg/ml xantorizol selama 0, 24, 48 dan 72 
jam. Sebagai kontrol negatif, sel HepG2 
hanya diberi 1% (v/v) DMSO dan 
sebagai kontrol positif sel HepG2 diberi 
perlakuan dengan 8  μg/ml cisplatin. 
Nilai Indeks Apoptotik dihitung melalui 
enam lapang pandang secara acak pada 
perbesaran 1000x. 
 
Ekstraksi Protein dan Western Blotting 

Sel HepG2 diberi perlakuan 
dengan 4 μg/ml xantorizol selama 0, 24, 
48 dan 72 jam. Sebagai kontrol negatif, 
digunakan 1% (v/v) pelarut DMSO 
selama 24 jam. Ekstraksi protein 
dilakukan menurut metode Zhou et al.16 
dan konsentrasi protein ditentukan 
dengan metode Bradford.17 Selanjutnya, 
20 μg larutan stok protein 
dielektroforesis pada 15% SDS-gel 
poliakrilamida kemudian dipindahkan 
ke membran Polyvinyldifluoride (PVDF) 
(Perkin Elmer). Membran dikeringkan 
dan direndam dalam campuran 5% susu 
tanpa lemak dalam larutan PBS dan 
0.1% Tween-20. Selanjutnya membran 
diinkubasi menggunakan antibodi 
untuk p53, Bcl-2, dan Bax kemudian 
dideteksi dengan antibodi horseradish-
labeled untuk IgG mencit. Setelah 
dipaparkan ke film x-ray Kodak OMAT, 
analisis densitometri dilakukan dengan 
menggunakan alat GS 670 Imaging 
Densitometer dan Software Molecular 
Analyst (BioRad, Hercules, USA). 
Sebagai kontrol internal digunakan 
antibodi β-aktin, untuk memastikan 
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Hasil dan Pembahasan 

Gambar 1 menunjukkan efek 
antiproliferasi xantorizol dan cisplatin 
terhadap sel HepG2. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa xantorizol 
mengurangi viabilitas sel HepG2 dan 
hasilnya bergantung pada konsentrasi 
ekstrak. Pada konsentrasi 4.17 ± 0.03 
μg/ml, xantorizol mengurangi 50% 
populasi sel HepG2. Sedangkan nilai 
IC50 cisplatin terhadap sel HepG2 adalah 
7.41 ± 0.048 µg/ml. Berdasarkan 
perbedaan nilai IC50 tersebut, xantorizol 
memberikan efek antiproliferasi yang 

lebih tinggi terhadap sel kanker 
dibandingkan dengan cisplatin.  

Hasil penelitian juga mendapati 
bahwa xantorizol mempunyai aktivitas 
antiproliferasi terhadap sel normal hati 
(Chang’s Liver) dan sel normal ginjal  
monyet (Vero). Hasil penelitian tersebut 
sesuai dengan hasil penelitian 
sebelumnya yang membuktikan bahwa 
xantorizol bersifat toksik terhadap sel 
normal ginjal sapi Madin Darby Bovine 
Kidney (MDBK).13 Namun, nilai IC50 
xantorizol terhadap sel kanker lebih 
rendah bila dibandingkan dengan sel 
normal. Hal ini membuktikan bahwa 
xantorizol bersifat lebih toksik terhadap 
sel kanker (data tidak ditunjukkan).  
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Gambar 1.  Efek Antiproliferasi Xantorizol dan Cisplatin terhadap Viabilitas 
Sel HepG2. 
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Gambar 2. Hasil assay TUNEL terhadap Sel HepG2 yang Diberi Perlakuan Xantorizol. 

Tanda panah menunjukkan fluoresensi berwarna kuning sebagai indikator 
adanya fragmentasi DNA. A: Kontrol negatif. B: Perlakuan xantorizol 
selama 24 jam. C: perlakuan xantorizol selama 48 jam. D: perlakuan 
xantorizol selama 72 jam. Pembesaran: 1000x. 
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Gambar 3.  Jumlah sel HepG2 yang Terapoptosis Setelah Perlakuan Xantorizol. 
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Gambar 4.  Hasil Analisis Western blot terhadap Protein p53, Bcl-2, dan Bax  

pada Sel HepG2 Setelah Perlakuan Xantorizol. 
 

 
Hasil assay TUNEL 

menunjukkan bahwa sel HepG2 yang 
diberi perlakuan xantorizol menam-
pakkan ciri-ciri sel apoptotik, yaitu 
fragmentasi DNA, yang dibuktikan 
melalui fluoresensi berwarna kuning 
pada bagian nukleusnya (Gambar 2). 
Pada sel yang diberi perlakuan selama 
48 jam dan 72 jam, intensitas fluoresensi 
semakin jelas daripada perlakuan 24 
jam. Hal ini menunjukkan bahwa proses 
fragmentasi DNA lebih aktif. Pada 
Gambar 3 tampak bahwa jumlah sel 
apoptotik meningkat lebih dari 70% 
setelah perlakuan selama 24 jam, 
dibandingkan dengan kontrol yang 
kurang dari 5%. 

Gambar 4 menunjukkan hasil 
Western blotting terhadap protein p53, 
Bcl-2 dan Bax pada sel HepG2 setelah 
perlakuan xantorizol. Hasil analisis me-
nunjukkan bahwa perlakuan xantorizol 
pada sel HepG2 menyebabkan 
peningkatan ekspresi protein p53, 
penurunan ekspresi protein Bcl-2, 
sedangkan ekspresi protein Bax tidak 
terpengaruh. Ekspresi protein β-aktin 
yang digunakan sebagai kontrol internal 
juga tidak berubah, yang menunjukkan 
kesamaan muatan atau kepekatan 

protein di dalam setiap sumur 
elektroforesis.  

Pertumbuhan tumor dapat 
dihambat dengan mengaktifkan faktor-
faktor apoptosis di dalam sel seperti 
protein penekan tumor p53.18-21 Protein 
ini diaktifkan apabila terdapat senyawa 
perusak DNA seperti radiasi atau obat 
kemoterapi.22,23,24 Protein p53 yang telah 
diaktifkan berfungsi sebagai faktor 
transkripsi untuk mengaktifkan gen-gen 
yang mengontrol siklus sel dan 
apoptosis.22-26 Salah satu protein target 
bagi p53 adalah protein anti-apoptosis 
Bcl-2.27 Protein p53 berfungsi 
menurunkan tingkat ekspresi protein 
Bcl-2 selama proses apoptosis.27,28 

Penurunan tingkat ekspresi 
protein Bcl-2 yang tidak disertai dengan 
perubahan ekspresi protein Bax di 
dalam sel HepG2 setelah perlakuan 
xantorizol menyebabkan rasio protein 
Bax/Bcl-2 meningkat. Hal ini 
menginduksi pembentukan homodimer 
Bax/Bax pada membran luar 
mitokondria.27 Selanjutnya, homodimer 
tersebut akan membentuk saluran ion 
pada membran mitokondria yang akan 
melepaskan sitokrom c ke sitoplasma.29 
Sitokrom c yang telah dilepaskan akan 
berinteraksi dengan Apaf-1 untuk 
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mengaktivasi kaskade kaspase dan 
menginduksi apoptosis.30,31 Penurunan 
tingkat ekspresi protein Bcl-2 juga akan 
menyebabkan ion kalsium dilepaskan 
dari lumen retikulum endoplasma (ER) 
ke dalam sitoplasma21,32, sehingga 
mengaktifkan berbagai faktor apoptotik 
seperti kalsineurin, fosfolipase dan 
protease.29 Hal ini didukung oleh 
penelitian Kim et al.11 bahwa xantorizol 
meningkatkan konsentrasi ion kalsium 
di dalam sitoplasma sel kanker 
skuamosa mulut SCC-15. Sebagai 
tambahan, penurunan tingkat ekspresi 
protein Bcl-2 akan menghambat ekspresi 
protein kinase Raf-1 dan ERK sehingga 
menyebabkan apoptosis.33 Hal ini 
didukung oleh hasil penelitian yang 
telah dilakukan oleh Choi et al.9 yang 
membuktikan bahwa xantorizol 
mencegah metastasis tumor paru-paru 
pada mencit galur C57BL6 dengan 
menurunkan tingkat ekspresi protein 
Raf-1 dan ERK setelah perlakuan selama 
2 minggu.  
 
 
Simpulan  

Simpulan yang dapat diambil 
dari penelitian ini, adalah bahwa 
xantorizol mempunyai efek anti-
proliferatif terhadap lini sel HepG2, 
mengurangi viabilitas sel HepG2 yang 
bergantung kepada konsentrasi ekstrak. 
Pada konsentrasi 4.17 ± 0.03 μg/ml, 
xantorizol mengurangi 50% populasi sel 
HepG2. Xantorizol juga menginduksi 
kematian sel secara apoptosis pada sel 
HepG2 dan peningkatan jumlah sel 
apoptotik sebanding dengan waktu 
pemaparan xantorizol. Xantorizol 
menyebabkan apoptosis pada sel HepG2 
dengan mengaktifkan protein p53 dan 
penurunan tingkat protein Bcl-2. 
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