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ABSTRACT

Multiple myeloma shows resistance to chemotherapy after being treated
for some time, and one of the causes is overexpression of Bcl-2. Several
coumarins had been shown to have cytotoxic activity, and one of them, i.e.
imperatorin, caused apoptosis on cancer cells by suppressing the expression
of Bcl-2. Coumarin 8-hydroxyisocapnolactone-2',3'-diol, isolated from
Micromelum minutum leaves, has showed cytotoxic activity on several cancer
cell lines. ' _

The aims of this study were to find out whether coumarin 8-
hydroxyisocapnolactone-2',3'-diol has cytotoxic activity on myeloma cell line
and whether the effect was caused through apoptotic process by suppress-
ing the expression of Bcl-2. Cytotoxicity assay was performed on myeloma
cell line NS-1, using trypan blue exclusion assay (doxorubicine was used as
positive control). Expression of Bcl-2 was examined with immunohistochem-
istry method. . ,

The result showed that coumarin 8-hydroxyisocapnolactone-2',3'-diol
has cytotoxic activity on myeloma cell line NS-1, and the IC, were 4.16 pg/
ml (24 hours), 4.22 ug/ml (48 hours), and 2.78 pg/ml (72 hours). The cou-

marin also suppressed the expression of Bcl-2 with IC_ of 17.88 mg/ml. In -

conclusion, coumarin 8-hydroxyisocapnolactone-2',3'-diol showed cytotoxic

activity on myeloma cell line, and it was achieved by suppressing the expres-

sion of Bcl-2.
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PENGANTAR

Mieloma multipel merupakan keganasan proliferasi sel plasma
monoklonal, dengan ciri khas trias infiltrasi sumsum tulang oleh sel
plasma, lesi litik tulang, dan M-protein dalam serum atau urin'. Insidensi
mieloma multipel tahun 2000 di seluruh dunia adalah 73,9 per 1000 or-
ang, dengan mortalitas sebesar 57,4 per 1000 orang, sementara di Indo-
nesia pada tahun 2000 terdapat 1600 orang yang menderita mieloma
multipel, dan 1315 orang kemudian meninggal®®. Mieloma, bersama
limfoma, merupakan penyebab kematian ketujuh dari semua kanker,
sesudah kanker saluran nafas, lambung, hati, kolon-rektum, payudara,
dan esofagus®.

Terapi untuk mieloma terdiri dari kemoterapi, obat analgetik dan
radioterapi lokal, terapi hiperkalsemia dengan rehidrasi, pemberian
diuretik, dan terapi bifosfonat, terapi gangguan ginjal, terapi anemia,
DAN terapi infeksi'. Kemoterapi yang telah digunakan pada mieloma
antara lain adalah senyawa pengalkil melfalan, siklofosfamid, kloram-
busil, prednison, vinkristin, dan doksorubisin’. Terapi dengan kemoterapi
konvensional (melfalan dan prednison) ternyata hanya memberikan
tingkat respon total 40-60% dan harapan hidup antara 3-4 tahun. Hampir
semua pasien akhirnya mengalami relaps dan menderita resistensi obat®.
Pemberian kombinasi kemoterapi, kemoterapi dosis tinggi dan
transplantasi sel induk autolog telah membantu mengatasi resistensi’®, -
namun pemberian dosis tinggi dan kombinasi kemoterapi bisa
meningkatkan efek samping, sedangkan transplantasi sel induk autolog
sangat mahal.

Salah satu penyebab resistensi obat kanker pada mieloma adalah
karena terjadinya overekspresi Bcl-2, sehingga terjadi penghambatan
apoptosis pada sel mieloma®. Dengan demikian, penemuan obat yang
bisa menurunkan ekspresi Bcl-2 pada sel mieloma sangat diperlukan
untuk mengatasi resistensi terhadap antikanker yang ada saat ini.
Berbagai studi menunjukkan bahwa kumarin mempunyai efek sitotoksik
terhadap berbagai sel kanker. Imperatorin, kumarin dari akar Angelica
dahurica (Umbelliferae) menimbulkan efek antikanker dengan mengin-
duksi apoptosis melalui jalur mitokondria, yaitu melalui depolarisasi
membran mitokondria, penurunan ekspresi Bcl-2, pelepasan sitokrom ¢
dari mitokondria, pengaktifan caspase-9 dan caspase-3 serta fragmentasi
Poly(ADP-Ribose) Polymerase (PARP)™.

Kumarin 8-hidroksiisokapnolakton-2',3'-diol yang diisolasi dari daun
Micromelum minutum, menunjukkan efek sitotoksik terhadap sel leuke-
mia T-limfoblastik (CEM-SS), leukemia promielositik (HL60), kanker leher
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rahim (HeLa) dan kanker hati (HepG2) (Susidarti, 2003). Namun
penelitian terhadap efek sitotoksik zat ini terhadap sel mieloma dan
bagaimana pengaruhnya terhadap mekanisme apoptosis belum pernah
dilakukan.

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas sitotoksik
kumarin 8-hidroksiisokapnolakton-2',3'-diol terhadap sel mieloma dan
apakah efek sitotoksik itu ditimbulkan melalui apoptosis dengan
melakukan penghambatan ekspresi Bcl-2.

CARA PENELITIAN
1. Kultur sel mieloma

Sel mieloma NS-1 dari tangki nitrogen cair dicairkan dengan
waterbath suhu 37°C, kemudian disemprot alkohol 80%. Sel dimasukkan
ke dalam tabung sentrifus yang berisi 10 ml medium RPMI 1640-serum,
dan disentrifus dengan kecepatan 1200 rpm selama 5 menit. Supernatan
dibuang, endapan yang terbentuk ditambah dengan RPMI 1640-serum.
Setelah didiamkan 20 menit, sel disentrifus dengan kecepatan 1200 rpm
selama 5 menit. Supernatan dibuang, disisakan 1 ml untuk resuspensi.
Suspensi sel dimasukkan ke dalam Tissue Culture Flask (TCF) dengan
media penumbuh yang mengandung Fetal Bovine Serum (FBS) 20%, dan
_ dilihat di bawah mikroskop. Sel hidup nampak bulat, jernih, dan bersinar.
TCF yang berisi sel diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C dan CO,

5%. Bila sel telah memenuhi flask, sel dapat didistribusikan menjadl
beberapa TCF.

2. Uji sitotoksik dengan metode trypan blue exclusion assay

Penelitian dilakukan dengan menggunakan microplate 96 well. Jumlah
sel mieloma yang digunakan adalah 50000/well. Sel mieloma diberi
perlakuan dengan kumarin 8-hidroksiisokapnolakton-2',3'-diol dengan
konsentrasi 20, 10, 5, 2,5, 1, dan 0,5 mg/ml. Doksorubisin digunakan
sebagai kontrol positif, dengan konsentrasi yang sama. Dimetilsulfoksid
(DMSO), pelarut kumarin 8-hidroksiisokapnolakton-2',3'-diol, diberikan
dengan konsentrasi 2% (v/v), yang merupakan konsentrasi tertinggi untuk
melarutkan kumarin tersebut, sebagai kontrol pelarut. Microplate
diinkubasi selama 24, 48, dan 72 jam dalam inkubator dengan suhu 37°C
dan CO, 5%. Sesudah masa inkubasi tersebut, aktivitas sitotoksik
diperiksa dengan menggunakan trypan blue. Trypan blue diberikan
sebanyak 50 ml ke dalam well. Setelah tercampur, diambil 10 ml,
diletakkan pada hemositometer, lalu diperiksa di bawah mikroskop
cahaya dan dihitung jumlah sel yang hidup. Persentase kematian
ditentukan dengan rumus berikut: [(sel hidup pada kontrol negatif - sel
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hidup pada perlakuan)/(sel hidup pada kontrol negatif)] x 100%.

3. Uji ekspresi Bcl-2

Sel dikultur pada microplate 96 well dan diinkubasi selama 24 jam.
Sel kemudian dibuat apusan pada gelas objek. Preparat direndam dalam
hidrogen peroksida 3% (H,O, dalam metanol) selama 20 menit untuk
menghambat aktivitas peroksidase endogen, kemudian dilakukan
pencucian dengan air, lalu dengan akuades selama 15 menit. Preparat
diletakkan dalam EDTA 1 mM (pH 8,0), lalu dimasukkan ke dalam mi-
crowave. Preparat diletakkan dalam normal mouse serum (1 :50) selama
15 menit. Perendam dibuang, dan preparat ditetesi dengan antibodi
monoklonal anti-bcl-2 (pengenceran 1:50) selama 60 menit. Preparat
dicuci 3 kali dalam PBS dengan pH 7,4. Preparat diinkubasi dalam antibodi
sekunder selama 15 menit, 1:2 dalam PBS ditambah 5% AB serum.
Preparat dicuci lagi 3 kali dengan PBS pH 7,4. Kemudian preparat
diinkubasi dalam avidin-biotin-complex selama 15 menit, 1:2 dalam PBS
ditambah 5% AB serum. Preparat dicuci lagi 3 kali dengan PBS pH 74.
Preparat diinkubasi dalam DAB selama 3-8 menit. Preparat dicuci dengan
air, lalu dengan akuades. Preparat direndam dalam hematoksilin selama
3-4 menit, lalu dicuci dengan air. Dengan mikroskop cahaya pembesaran
- 100-400x, ekspresi Bcl-2 sel mieloma diamati. Sitoplasma sel yang
mengekspresikan Bcl-2 berwarna coklat, dan yang tidak mengekspresikan
Bcl-2 berwarna ungu. Sel yang mengekspresikan Bcl-2 dihitung setiap
100 sel. Data uji sitotoksik dan ekspresi Bcl-2 8-hidroksiisokapnolakton-
2',3'-diol dikontrol dengan data DMSO.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil uji sitotoksik sel mieloma sesudah inkubasi selama 24, 48, dan
72 jam dengan 8-hidroksiisokapnolakton-2',3'-diol dan doksorubisin
disajikan pada Tabel 1.

Hasil uji sitotoksik DMSO (kontrol pelarut) terhadap sel mieloma
tidak berbeda bermakna dengan kontrol negatif (p > 0,05, CI 95%), yang
menunjukkan bahwa DMSO tidak menimbulkan kematian pada sel
mieloma, sehingga hasil uji sitotoksik 8-hidroksiisokapnolakton-2',3'-diol
tidak dikurangi dengan hasil uji sitotoksik pelarutnya, yaitu DMSO.

Hubungan antara konsentrasi 8-hidroksiisokapnolakton-2',3'-diol
dan doksorubisin dan persentasi kematian sel mieloma sesudah inkubasi
24, 48, dan 72 jam ditunjukkan dalam bentuk grafik log pada Gambar 1.
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Tabel 1. Persentase kematian sel mieloma sesudah inkubasi dengan 8-
hidroksiisokapnolakton-2',3'-diol dan doksorubisin

. Kematian
Senyawa Konsentrasi (% £ SD)
(u8/mi) T . .
jam 48 jam 72 jam
-| Kontrol Negatif 0,0 0,00+ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
20,0 98,68 + 2,28 99,26 +1,28 | 100,00 + 0,00
8-hidroksi- 10,0 98,03 + 0,00 99,26 + 1,28 99,09 £ 1,58
isokapnolakton 5,0 46,05+6,03 | 5882+1293 | 93,64+3,15
-2 3 diol 25 44,74+17,21 | 38231441 | 33,64+15,02
1,0 15,13 +12,00 | 16,91 +22,53 | 14,55+ 10,33
05 15,35+ 19,17 0,00 £ 0,00 21,21 +22,88
20,0 75,66 + 7,97 87,50 + 6,37 92,73+4,16
10,0 74,34+ 0,00 92,65 + 3,37 96,37 + 3,15
Doksorubisin 5,0 67,76 + 8,22 93,38+ 4,41 | 100,00+ 0,00
25 84,21 £ 6,84 98,53+1,28 | 90,91 + 13,45
1,0 58,55+1044 | 9044 5,09 97,27 +4,72
0,5 3421+13,87 | 67,65+16,26 | 73,63+3,15 .

Dari Tabel 1 dan Gambar 1(a), terlihat bahwa pada masa inkubasi
24 jam, dengan peningkatan konsentrasi senyawa 8-
hidroksiisokapnolakton-2',3'-diol, persentase kematian sel mieloma
semakin meningkat, bahkan pada konsentrasi tertinggi, yaitu 20 mg/m],
kematiannya mencapai 98,68% (hampir 100%). Peningkatan ini terjadi
secara perlahan pada dosis-dosis kecil, dan meningkat cepat di antara
dosis 5-10 mg/ml, dan sesudah itu mendatar. Sebaliknya, doksorubisin
menimbulkan peningkatan kematian yang cepat pada dosis sangat
rendah, kemudian mulai melambat pada dosis-dosis besar. Pada dosis
20 mg/ml, diperoleh kematian sel sebesar 75,66%.

Hal yang sama terlihat pada inkubasi 48 jam dan 72 jam. Dosis
tertinggi senyawa 8-hidroksiisokapnolakton-2',3'-diol menimbulkan
kematian sebesar 99,26% (48 jam) dan 100% (72 jam). Dosis tertinggi
doksorubisin menimbulkan kematian sebesar 87,5% (48 jam) dan 92,73%
(72 jam).

Aktivitas sitotoksik senyawa uji terhadap sel mieloma dinyatakan
sebagai ICSi(SNllal IC,, untuk senyawa 8-hidroksiisokapnolakton-2',3'-

diol dan doksorubisin untuk tiap masa inkubasi ditunjukkan pada Tabel
2.
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Gambar 1. Grafik hubungan antara log konsentrasi 8-hidroksiisokapno-
lakton-2',3'-diol dan doksorubisin dengan persentase kema-

tian sel mieloma setelah inkubasi 24 jam (a), 48 jam (b) dan
72 jam (c)

Tabel 2. Nilai IC,, 8-hidroksiisokapnolakton-2',3'-diol dan doksorubisin
terhadap sel mieloma, dengan metode trypan blue exclusion as-

say
: ICso (;,g/ml + SD)
Senyawa 24 jam " 48jam 72 jam
8-hidroksi-
isokapnolakton-2',3'- | 4,16 +0,48 422 +050 | 2,78+0,56
diol :
Doksorubisin 1,16 £ 0,34 049+054 | 043+0,18
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Dari tabel di atas, terlihat bahwa IC, senyawa 8-hidroksi-
isokapnolakton-2',3'-diol adalah sebesar 4,16 pg/ml (24 jam), 4,22 pg/
ml (48 jam) dan 2,78 pg/ml (72 jam). Jadi dengan penambahan masa
inkubasi, senyawa 8-hidroksi-isokapnolakton-2',3'-diol semakin toksik
terhadap sel mieloma NS-1. Namun, ketika dianalisis dengan uji Oneway
Anova, IC_ untuk masa inkubasi 24 dan 48 jam tidak berbeda bermakna.
Sedangkan doksorubisin mempunyai IC,, yang jauh lebih rendah, yaitu
1,16 pg/ml (24 jam), 0,49 pg/ml (48 jam) dan 0,43 pg/ml (72 jam). Di
sini juga terlihat bahwa dengan semakin meningkatnya masa inkubasi,
doksorubisin semakin toksik terhadap sel mieloma NS-1. Analisis dengan
Oneway Anova dengan CI 95% menunjukkan adanya perbedaan
bermakna (p = 0,03) antara IC,; antara masa inkubasi 24 jam dengan
masa inkubasi lainnya.

Dari analisis statistik uji t (CI 95%) yang dilakukan untuk melihat
perbedaan antara IC,, senyawa 8-hidroksiisokapnolakion-2',3'-diol dan
IC,, doksorubisin, diperoleh adanya perbedaan bermakna pada masa
inkubasi 24, 48 dan 72 jam (berturut-turut p = 0,015, p = 0,005 dan p =
0,019). Ini menunjukkan bahwa doksorubisin jauh lebih sitotoksik
daripada senyawa 8-hidroksiisokapnolakton-2',3'-diol.

Uji sitotoksik yang telah dilakukan sebelumnya menunjukkan bahwa
senyawa ini secara signifikan toksik terhadap sel leukemia T-limfoblastik
(CEM-SS), sel leukemia promyelositik (HL60), sel kanker leher rahim
(HeLa), dan sel kanker hati (HepG2) dengan nilai IC,; secara berturut-
turut sebesar 2,9, 2,5, 6,9 dan 5,9 pg/ml". Bila dibandingkan dengan
nilai IC,; masa inkubasi 24 jam yang diperoleh dengan cara trypan blue
exclusion assay, terlihat bahwa IC,_, untuk sel mieloma (NS-1) lebih tinggi
dibanding IC_, untuk sel kanker 3arah, tetapi lebih rendah daripada IC,,
untuk sel kanker yang solid.

Kumarin lain telah banyak dilaporkan mempunyai aktivitas
sitotoksik terhadap sel kanker. Auraptene dari grapefruit bersifat sitotoksik
terhadap kanker kolorektal'?, mikromelin bersifat sitotoksik terhadap
leukemia limfositik P-388, daphnetin mempunyai efek sitotoksik terhadap
sel kanker hati HepG2®, dan imperatorin menunjukkan aktivitas
sitotoksik terhadap sel leukemia promielositik HL60". Mikrominutin, yang
juga diperoleh dari M. minutum, menunjukkan aktivitas sitotoksik lemah
terhadap leukemia limfositik™.

Aktivitas sitotoksik tersebut di atas hanya menunjukkan kemampuan
kumarin untuk membunubh sel, tetapi tidak mampu menunjukkan secara
jelas mekanisme kematian yang terjadi. Dalam penatalaksanaan kanker, -
pemberian obat yang menimbulkan efek apoptosis, apalagi dengan
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mekanisme spesifik terhadap salah satu komponen apoptosis, akan
memberikan efek lebih menguntungkan bagi penderita kanker. Sel
mieloma telah dilaporkan menunjukkan resistensi terhadap kemoterapi
konvensional, dan salah satu penyebabnya adalah overekspresi Bcl-2°.
Pada penelitian ini, dikaji efek kumarin 8-hidroksiisokapnolakton-2',3'-

diol terhadap ekspresi Bcl-2 sel mieloma, dengan menggunakan metode
imunohistokimia. Gambar 2 Menunjukkan gambaran ekspre51 Bcl-2 pada
sel mieloma.

(a) (b)
Gambar 2. U]1 imunohistokimia ekspresi Bcl-2 pada sel mieloma NS-1.

gak sel yang tidak mengekspresikan Bcl-2 menunjukkan
51top asma berwarna ungu, gada kelompok kontrol Ja) dan

sel yang mengekspresikan Bcl-2 menunjukkan sitoplasma
berwarna coklat, pada kelompok senyawa uji (b). (Mikrosk-
op cahaya, pembesaran 400x).

Hasil uji imuhistokimia terhadap sel mieloma ditunjukkan pada Tabel
3 dan Gambar 3.

Data hasil uji sitotoksik DMSO (kontrol pelarut) terhadap sel mieloma
ternyata berbeda bermakna dengan kontrol negatif, sehingga data hasil
uji sitotoksik 8-h1droksusokapnolakton—2' 3'-diol dikurangi dengan data
hasil uji sitotoksik DMSO.

Pada Tabel 3 dan Gambar 3, terlihat bahwa setelah inkubasi 24 jam,
dengan peningkatan konsentrasi senyawa 8-hidroksiisokapnolakton-2',3'-
diol, terjadi penurunan ekspresi Bcl-2 sel mieloma. Pada konsentrasi 20
mg/ml, ekspresi Bcl-2-nya hanya 44,69%. Sebaliknya pada doksorubisin,
penambahan konsentrasi nampaknya tak mempengaruhi ekspresi Bcl-2.
Ini menunjukkan bahwa senyawa 8-hidroksiisokapnolakton-2',3'-diol
. mampu menurunkan ekspresi Bcl-2 sel mieloma, sedangkan doksorublsm
" tidak.
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Tabel 3. Rerata dan persentase ekspresi Bcl-2 sel mieloma sesudah

inkubasi selama 24 jam dengan

diol dan doksorubisin

8-hidroksiisokapnolakton-2',3'-

Konsentrasi Rerata Eks$esi Ekspresi Bcl-2
Senyawa (ug/ml) Bcl-2 (£ SD) (% £ SD)
Kontrol Negatif 0,0 81,67+351 100,00 £ 0,00
20,0 36,49 £ 351 44,69 + 4,30
8- 10,0 59,67 + 4,36 73,07+ 5,34
hidroksiisokap- 5,0 68,34 + 6,03 83,68 £ 7,38
nolakton 2.5 72,34 +1,15 - 88,57 +1,41
-2'3'-diol 1,0 79,00 £ 3,05 96,74+ 3,74
0,5 77,00 £ 2,31 94,29 + 2,82
20,0 60,00 + 0,00 73,47 £ 0,00
150'00 7652'0500 i1%5513;1 8796J7593 il%ﬁfs
.. i ,00 £ 14, /91 14,
Doksorubisin 25 5750 £ 10,61 70.40 £ 12.99
1,0 55,00 £ 7,07 67,34 + 8,66
0,5 75,00 + 14_,14 89,79+ 14,43
120
100 ——_—\\
£ 80 A
e N . \\
§ 40
20
0 ; .
0,1 1,0 10,0 100,0
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Gambar 3. Grafik hubungan antara log konsentrasi 8-hidroksiisokapno-
lakton-2',3'-diol dan doksorubisin dengan persentase ekspre-
si Bcl-2 sel mieloma setelah inkubasi selama 24 jam

Nilai IC_, penghambatan ekspresi Bcl-2 senyawa uji terlihat pada
Tabel 4.
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Tabel 4. Nilai IC50 penghambatan ekspresi Bcl-2 sel mieloma sesudah
inkubasi selama 24 jam dengan 8-hidroksiisokapnolakton-2',3'-
diol dan doksorubisin

Senyawa 1Cs0 (,8/ml £ SD)
8-hidroksiisokapnolakton-2’,3’-diol 17,88 £ 0,37
Doksorubisin 68,63 £ 9,22

Pada Tabel 4, bisa dilihat bahwa nilai IC,, penghambatan ekspresi
Bcl-2 senyawa 8-hidroksiisokapnolakton-2',3'-diol adalah 17,88%. Hasil
uji ekspresi Bcl-2 dengan doksorubisin menghasilkan IC_; yang sangat
tinggi, menunjukkan tak adanya efek penurunan ekspresi Bcl-2.

Dari uji ekspresi Bcl-2 ini, diperoleh hasil bahwa kumarin 8-
hidroksiisokapnolakton-2',3'-diol menimbulkan penurunan ekspresi Bcl-
2. Senyawa kumarin lain yang menunjukkan hal yang sama adalah
imperatorin, yang menimbulkan apoptosis terhadap sel HL60 dengan
menurunkan ekspresi Bcl-2, selain juga terdapat mekanisme lain yaitu
dengan mendepolarisasi membran mitokondria, melepaskan sitokrom c,
mengaktivasi caspase-9 dan caspase-3, serta menimbulkan fragmentasi

PARP?.

Bcl-2 adalah salah satu regulator kunci yang mengendalikan pele-
pasan sitokrom c dan faktor-faktor pemacu apoptosis lainnya dari
mitokondria®. Pada sel yang mengoverekspresikan Bcl-2, Bcl-2
menghambat apoptosis dengan berinteraksi dengan Bax/Bak, dengan
membentuk heterodimer yang menginaktivasi Bax/Bak, sehingga
mencegah terjadinya permeabilitas membran mitokondria dan pelepasan
sitokrom c. Jadi sebenarnya apoptosis sangat tergantung pada rasio
Bcl-2 dan Bax/Bak, yang pada penelitian ini tidak diperiksa. Tetapi,
apoptosis lebih mungkin terjadi bila kadar protein Bcl-2 rendah?.

Dengan pemberian senyawa 8-hidroksiisokapnolakton-2',3'-diol,
akan terjadi apoptosis melalui jalur mitokondria. Dengan terjadinya
penurunan onkoprotein Bcl-2, Bax/Bak akan menimbulkan permeabilitas
membran mitokondria dan mengakibatkan pelepasan sitokrom c. Begitu
berada dalam sitoplasma, sitokrom c berikatan dengan Apaf-1, yang akan
mengaktivasi caspase-9. Caspase-9 yang aktif akan menimbulkan
fragmentasi terhadap caspase-3, -6, dan -7. Caspase efektor ini akan
memfragmentasi substrat intrasel, dan mengakibatkan perubahan
morfologi seperti kondensasi kromatin, fragmentasi DNA, pecahnya
membran nukleus, eksternalisasi fosfatidilserin, dan pembentukan
apoptotic bodies®®'. Pada penelitian ini yang terbukti baru kemampuan
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kumarin ini menghambat ekspresi Bcl-2, sedangkan parameter-param-
eter apoptosis lain pada jalur apoptosis melalui mitokondria masih belum
terbukti. Untuk ini perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk
mengetahui apakah kumarin ini benar-benar menimbulkan apoptosis
melalui jalur mitokondria, dan bukan tidak mungkin kumarin ini juga
menimbulkan efek melalui jalur ekstrinsik.

Doksorubisin tak menunjukkan kemampuan menurunkan ekspresi
Bcl-2. Ini sesuai dengan penelitian oleh Huigsloot et al.* yang menun-
jukkan bahwa disfungsi mitokondria yang ditimbulkan oleh mitokondria
tidak tergantung pada checkpoint yang dikendalikan oleh caspase ataupun
Bcl-2. Pada penelitian Lorenzo et al.?, ditunjukkan bahwa doksorubisin
menimbulkan apoptosis melalui jalur mitokondria, dan p53 berperan
dalam hal ini. Pada penelitian ini juga terjadi downregulation Bcl-2, namun
karena penelitian ini dilakukan pada sel normal (HUVEC), diduga sel ini
memang menunjukkan ekspresi Bcl-2 yang rendah. Penelitian oleh
Kalivendi et al.2 menunjukkan adanya mekanisme lain yang ditimbulkan
oleh doksorubisin dalam menimbulkan apoptosis, yaitu dengan
meningkatkan transkripsi dan ekspresi protein nitric-oxide synthase,
sehingga terjadi aktivasi redoks doksorubisin, menghasilkan radikal bebas
superoksid, yang kemudian akan memicu pengeluaran sitokrom c dari
mitokondria. Mekanisme yang multipel inilah yang mungkin membuat
aktivitas sitotoksik doksorubisin dalam penelitian ini lebih besar daripada
senyawa 8-hidroksiisokapnolakton-2',3'-diol.

Karena tingginya angka kegagalan terapi klinis pada sel mieloma
yang mengoverekspresikan Bcl-2, penemuan obat yang mampu menekan
ekspresi Bcl-2 sangat bermanfaat. Inhibisi sementara terhadap Bcl-2
mungkin tidak toksik terhadap sel yang normal®. Penatalaksanaan sel
tumor yang mengekspresikan Bcl-2 memerlukan obat yang menginaktivasi
atau menghindari fungsi apoptosis protein Bcl-2. Taxol, salah satu obat
kanker yang telah diuji coba klinis untuk mieloma multipel terbukti
mampu menginduksi fosforilasi dan menginaktivasi Bcl-22%. Dengan
penelitian yang telah dilakukan pada senyawa 8-hidroksiisokapnolakton-
2',3'-diol ini, terbukti bahwa senyawa ini mampu menurunkan ekspresi
Bcl-2, sehingga sesudah penelitian-penelitian lebih lanjut terhadap proses
apoptosis yang ditimbulkan senyawa ini, diharapkan senyawa ini bisa
dikembangkan menjadi salah satu obat untuk mieloma yang
menunjukkan overeskpresi Bcl-2.
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KESIMPULAN

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa kumarin 8-
hidroksiisokapnolakton-2',3'-diol mempunyai efek sitotoksik terhadap sel
mieloma NS-1 dengan menimbulkan apoptosis melalui penghambatan
ekspresi Bcl-2. IC,, senyawa ini adalah sebesar 4,16 pg/ml (24 jam), 4,22
pg/ml (48 jam), dan 2,78 pg/ml (72 jam), sedangkan IC,, penghambatan
ekspresi Bcl-2 senyawa ini adalah sebesar 17,88 pg/ml.
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