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ABSTRAK

Komplikasi vaskuler pada diabetes mellitus (DM) menimbulkan keadaan hipoksia yang berlanjut pada proses angiogenesis 
yang dapat dicegah dengan antiioksidan diantaranya caffeic acid phenethyl Ester (CAPE). Penelitian ini bertujuan untuk 
mengetahui efek pemberian CAPE terhadap ekspresi endoglin pada HUVECs yang dipapar glukosa tinggi. Penelitian ini 
menggunakan desain analitik eksperimental pada HUVECs primer yang dipapar glukosa tinggi. HUVECs dibagi menjadi 5 
kelompok yaitu: 1. HUVECs+DMSO (kontrol negatif), 2. HUVECs+glukosa 22 mM+DMSO (kontrol positif), 3. 
HUVECs+glukosa 22 mM+CAPE 3 µM+DMSO 4. HUVECs+glukosa 22 mM+CAPE 10 µM+DMSO, 5. HUVECs+glukosa 22 
mM+CAPE 30 µM+DMSO. Inkubasi dilakukan selama 48 jam pada suhu 37°C, lalu dilakukan pengecatan imunositokimia 
menggunakan antibodi endoglin. Ekspresi endoglin diamati dengan mikroskop cahaya 400x, endoglin tervisualisasi 
berwarna coklat. Didapatkan perbedaan efek CAPE  di antara kelompok perlakuan terhadap ekspresi endoglin pada 
HUVECs yang dipapar glukosa tinggi (ANOVA p=0,000). Ekspresi endoglin pada tiap kelompok didapatkan perbedaan 
signifikan (Tukey test, p<0,05), kecuali antar kelompok 1 dan 5 tidak didapatkan perbedaan signifikan (Tukey test, p>0,05). 
Dengan Person test didapatkan korelasi positif signifikan antara pemberian CAPE dengan ekspresi endoglin pada HUVECs 
yang dipapar glukosa tinggi (r=-0,839; p=0,000). Pemberian CAPE dapat menurunkan ekspresi endoglin pada HUVECs yang 
dipapar glukosa tinggi.

Kata Kunci: Caffeic acid phenetyl ester, endoglin, HUVECs

ABSTRACT

Hypoxia is a vascular complication in diabetes mellitus (DM) that lead to angigenesis process which can be prevented using 
antioxidant such as caffeic acid phenethyl ester (CAPE). This research was aimed to determine the effect of caffeic acid 
phenethyl ester (CAPE) on endoglin expression in HUVECs culture exposed to high concentration of glucose. The design of 
this research was an experimental study using high glucose consentration-exposed primary HUVECs. Samples were divided 
into 5 groups: 1. HUVECs+DMSO (negative control), 2. HUVECs+22mM glucose+DMSO (positive control), 3. HUVECs+22 
mM glucose+CAPE 3 µM+DMSO, 4. HUVECs+22 mM glucose+CAPE 10 µM+DMSO, 5. HUVECs+22 mM glucose+CAPE 30 
µM+DMSO. Cultured cells were incubated 48 hours in 37°C temperature and endoglin expression were observed with 
immunocytochemistry method using monoclonal antibody to endoglin. Endoglin expression that visualized with brown 
colour were examined under microscopic with  400x magnification. There were a difference of endoglin expression among 
treatment groups  (ANOVA p=0,000). We found significant differences  of endoglin expression in each group, however no 
difference between group 1 and 5. Pearson test show a positive significant correlation between CAPE administration and 
endoglin expression in high glucose concentration-exposed HUVECs (r=-0,839; p=0,000). Increasing dose of CAPE will 
decrease  endoglin expression. Administration of CAPE will decrease endoglin expression in glucose exposed HUVECs.
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PENDAHULUAN Saat ini telah diteliti berbagai macam antioksidan untuk 
menghambat atau mencegah angiogenesis, diantaranya Diabetes mellitus (DM) merupakan salah satu penyakit 
adalah caffeic acid phenethyl ester (CAPE) yaitu salah satu metabolik terbanyak di dunia yang mengenai 220 juta jiwa 
komponen terbesar propolis. Propolis (bee glue) pada tahun 2010 dan diperkirakan menjadi 360 juta jiwa 
merupakan bahan resin berwarna gelap yang dikumpulkan pada tahun 2030. Di Indonesia diperkirakan 12 juta orang 
oleh lebah madu Apis mellifera dari kuncup tanaman akan menderita DM pada tahun 2025 (1,2). Diabetes 
hidup maupun kulit pohon konifer, yang dicampur dengan mellitus yang tidak terkontrol dengan baik akan 
lilin lebah (bee wax) dan cairan ludah lebah. CAPE menyebabkan terjadinya dua komplikasi utama yaitu 
merupakan salah satu komponen yang terkandung dalam mikroangiopati (retinopati, nefropati, neuropati) dan 
propolis memiliki efek sebagai anti oksidan, anti inflamasi, makroangiopati (aterosklerosis) (3-5). Retinopati 
anti viral, anti kanker dan imonomodulator, yang telah diabetika (RD) merupakan komplikasi yang sering terjadi 
diteliti tidak berbahaya bagi sel normal (19,20). CAPE pada penderita DM tipe 1 maupun tipe 2 dan merupakan 
dikenal sebagai antioksidan, dengan mekanisme penyebab kebutaan yang tersering pada penduduk usia 
menghambat produksi reactive oxygen species (ROS) produktif (20-74 tahun) (2). Prevalensi RD berbeda di tiap 
dalam sel. Dari penelitian terbaru tentang CAPE, disinyalir negara. Di Indonesia dilaporkan prevalensi RD sebesar 
adanya efek anti angiogenesis dari CAPE melalui 27,2%, dengan angka kejadian kebutaan akibat DM di 
mekanisme penghambatan ROS (21,22). Izuta et al dalam Indonesia belum diketahui pasti (1). Kebutaan pada DM 
penelitiannya secara in vitro dengan HUVECs yang dipapar disebabkan oleh berbagai faktor yang berhubungan 
vascular endothelial growth factor (VEGF) pada kejadian dengan RD yang berat (3). 
retinopati diabetika telah dibuktikan adanya efek CAPE 

Komplikasi vaskuler pada DM adalah akibat hiperglikemi sebagai anti angiogenesis  melalui penghambatan  ROS 
yang terus-menerus, menyebabkan perubahan dan penghambatan aktivasi nuclear transcription factor 
homeostasis baru pada sel endotel. Hiperglikemia telah kappa B (NF-kB) yang berperan pada proses transkripsi 
dibuktikan oleh banyak peneliti menyebabkan VEGF (23). 
peningkatan radikal bebas melalui berbagai jalur seperti 

Sampai saat ini belum ada penelitian in vitro maupun in peningkatan auto-oksidasi glukosa, glikosilasi non 
vivo yang menghubungkan CAPE sebagai anti angiogenesis enzimatik, perubahan jalur inositol dan mioinositol dan 
melalui mekanismenya sebagai antioksidan terhadap aktivasi  jalur diasilgliserol (DAG) serta protein kinase-C 

 faktor pertumbuhan angiogenik endoglin. Penelitian (PKC) (4-6). Mekanisme tersebut akan menimbulkan 
laboratoris yang secara langsung memaparkan CAPE pada keadaan hipoksia yang berlanjut pada proses 
HUVECs yang dipapar glukosa tinggi akan memberikan angiogenesis (7). 
gambaran peran CAPE sebagai anti angiogenesis yang 

Pada keadaan hipoksia akan muncul hypoxia-inducible ditandai dengan menurunnya kadar endoglin. 
factor-1α (HIF-1α) yang merupakan aktivator transkripsi, 
berfungsi sebagai regulator utama homeostasis oksigen, METODE
baik tingkat seluler maupun sistemik (7). Pada tingkat 

Sampel sel endotel yang digunakan pada penelitian ini seluler, penurunan tekanan O (hipoksia) menyebabkan 2 

berasal dari umbilikus bayi yang baru lahir dengan kriteria aktivasi jalur metabolisme alternatif yang tidak 
inklusi sebagai berikut: ibu tidak menderita diabetes membutuhkan molekul oksigen. Ekspresi berbagai 
mellitus maupun hipertensi, riwayat kehamilan normal, macam stres pada protein akan menentukan respon sel 
tidak anemia, persalinan secara sectio caesaria. Kultur sel hidup atau mati. Adaptasi tingkat jaringan dan sistemik 
endotel (HUVECs) dibuat kurang dari 12 jam setelah menyebabkan peningkatan transport oksigen ke jaringan. 
pengambilan, kemudian sampel dibagi menjadi 5 grup: 1. Hal ini termasuk induksi eritropoisis, angiogenesis, dan 
HUVECs, 2. HUVECs+Glukosa, 3. HUVECs+Glukosa+CAPE 3 hiperventilasi (8-11). 
µM, 4. HUVECs+Glukosa+CAPE 10 µM, 5. HUVECs+ 

Proses angiogenesis akibat peningkatan HIF-1α terdiri dari Glukosa+CAPE 30 µM semua dengan penambahan DMSO. 
beberapa mekanisme yaitu peningkatan faktor Glukosa yang digunakan adalah glukosa 22 mM (D-
pertumbuhan angiogenik, degradasi matriks ekstra sel, Glucose, Sigma Chemical Co. Ltd-USA), paparan dilakukan 
migrasi dan proliferasi sel endotel, pembentukan selama 48 jam. Caffeic acid phenethyl ester (Cayman 
komponen matriks ekstra sel baru dan diikuti Chemical Co. Ltd-Michigan,USA) diberikan bersamaan 
pembentukan pipa kapiler baru (12,13). Salah satu faktor dengan paparan glukosa. Ekspresi endoglin dihitung 
pertumbuhan angiogenik yang saat ini banyak diteliti oleh menggunakan teknik imunositokimia menggunakan 
karena keterlibatannya dalam proses neovaskularisasi antibodi monoklonal anti CD105 (Santa Cruz Co. Ltd-USA). 
akibat peningkatan HIF-1α adalah endoglin (Eng,CD105). Sel endotel yang mengekspresikan endoglin akan tampak 
Endoglin adalah protein transmembran yang dikenal berwarna kecoklatan pada membran selnya.  
sebagai penanda terpercaya untuk proliferasi sel endotel Perbandingan endoglin antar 5 kelompok dilakukan 
dan pembentukan pipa kapiler baru (14). Endoglin dengan uji ANOVA dilanjutkan dengan uji Tukey dan uji 
diekspresikan berlebih oleh jaringan endotel vaskular korelasi.
yang mengalami angiogenesis, seperti RD, jaringan 
inflamasi dan tumor (15). Penelitian tentang endoglin 

HASILmenunjukkan keterlibatan endoglin pada proses 
angiogenesis, perkembangan vaskular dan homeostasis Pengamatan terhadap jumlah ekspresi endoglin pada 
(16,17). Penelitian oleh Sanchez et al secara in vitro HUVECs yang dipapar glukosa tinggi dalam beberapa dosis 
menggunakan kultur sel endotel vena umbilikus manusia/ CAPE dan kontrol positif serta kontrol negatif 
human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) menunjukkan hasil yang sangat bervariasi. Adanya 
didapatkan endoglin meningkat pada keadaan hipoksia perbedaan dosis CAPE pada setiap kelompok memberikan 
terkait meningkatnya komplek HIF-1 (18). pengaruh atau efek yang berbeda dalam menurunkan 
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jumlah ekspresi endoglin pada kultur sel endotel vaskular Model regresi dari pengaruh CAPE dengan ekspresi 
yang dipapar glukosa tinggi. endoglin pada HUVECs yang dipapar glukosa tinggi yaitu 

Y=40,928–0,807 X, dengan Y adalah ekspresi endoglin 
pada HUVECs yang dipapar glukosa tinggi, sedangkan X 
adalah pemberian dosis CAPE. Model ini menunjukkan Tabel 1. Rata-rata ekspresi endoglin dalam beberapa variasi 
bahwa tanpa dipengaruhi oleh pemberian CAPE, maka dosis CAPE
ekspresi endoglin pada HUVECs  yang dipapar glukosa 
tinggi akan cenderung meningkat secara konstan 40,928 
sel. Akibat pengaruh dari pemberian dosis CAPE, maka 
setiap peningkatan dosis CAPE 1 µM akan menyebabkan 
ekspresi endoglin mengalami penurunan hingga 0,807 sel. 
Berdasarkan hasil uji regresi juga menunjukkan nilai 
koefisien determinasi 70,4%. 

DISKUSI

Endoglin merupakan protein transmembran yang saat ini Adanya pengaruh CAPE tersebut mulai terlihat karena 
banyak diteliti karena keterlibatannya pada proses jumlah ekspresi endoglin pada HUVECs yang dipapar 
neovaskularisasi. Endoglin dikenal sebagai penanda glukosa tinggi menjadi lebih menurun setelah diberikan 
terpercaya untuk proliferasi sel endotel dan pembentukan perlakuan berupa CAPE mulai pada dosis 3 µM 
pipa pembuluh darah baru (14). Endoglin diekspresikan dibandingkan dengan jumlah ekspresi endoglin pada 
oleh sel endotel vaskular imatur dan matur, dan kelompok kontrol positif. Jumlah ekspresi endoglin pada 
diekspresikan berlebih oleh jaringan endotel vaskular yang HUVECs yang dipapar glukosa tinggi cenderung semakin 
mengalami angiogenesis (neovaskularisasi), seperti pada menurun ketika diberi dosis CAPE yang lebih tinggi. 
retinopati diabetika, jaringan inflamasi dan tumor (15,24). Bahkan pada dosis yang lebih tinggi yaitu dosis 30 µM 
Endoglin dianggap sebagai marker paling cocok untuk menunjukkan jumlah ekspresi endoglin pada HUVECs 
menentukan adanya proses angiogenesis (11,15,16,25). yang dipapar glukosa tinggi hampir mendekati jumlah 
Pada penelitian secara in vitro didapatkan endoglin ekspresi endoglin pada kelompok kontrol negatif. Dengan 
dengan level tertinggi pada sel yang menunjukkan tingkat demikian, berdasarkan penilaian secara deskriptif 
DNA, RNA dan protein pada saat proliferasi dan aktivasi sel menurut rata-rata jumlah ekspresi endoglin pada HUVECs 
(14,24).  yang dipapar glukosa tinggi tersebut, maka dapat 

dikatakan bahwa perlakuan berupa pemberian CAPE Pada penelitian ini, didapatkan ekspresi endoglin yang 
menunjukkan efek atau pengaruh dalam menurunkan lebih tinggi pada kontrol positif (47±7,91) dibandingkan 
jumlah ekspresi endoglin yang berbeda jika dibandingkan pada kontrol negatif (16,4±2,30). Adanya perbedaan 
dengan ekspresi endoglin pada kontrol positif. ekspresi endoglin tersebut dikarenakan pada HUVECs yang 

dipapar glukosa tinggi menyebabkan keadaan 
hiperglikemia  pada sel  endotel sehingga menimbulkan 
terbentuknya radikal bebas seperti anion superoksida (O ), Tabel 2. Uji pembandingan berganda Tukey 2

-radikal hidroksil (OH ), hidrogen peroksida (H O ) maupun -2 2

ketoaldehida melalui otoksidasi glukosa, glikasi protein, 
peningkatan jalur poliol dan DAG-PKC. Akibat proses ini 
akan terjadi kerusakan struktural sel, aktivasi dari NF-B, 
peningkatkan sitokin, peningkatkan ROS, aktivasi jalur PKC,  
penurunan kadar GSH yang menimbulkan disfungsi sel 
endotel dan dapat menyebabkan keadaan hipoksia pada 
sel sehingga timbul kerusakan biomolekul yang penting 
seperti DNA, protein dan lipid (7,26,27). Pada keadaan 
hipoksia yang ditandai dengan adanya HIF-1α yaitu suatu 
aktivator transkripsi yang mempunyai fungsi sebagai 
regulator utama homeostasis oksigen, baik tingkat seluler 
maupun sistemik, dapat mensekresi faktor-faktor 
angiogenesis. Salah satu protein yang dipercaya sebagai 
faktor angiogenesis terkait hipoksia adalah endoglin. Hal 
ini didukung oleh penelitian oleh Li et al secara in vitro Uji Tukey menunjukkan bahwa antara ekspresi endoglin 
didapatkan hasil bahwa keadaan hipoksia meningkatkan pada kelompok kontrol positif berbeda signifikan 
ekspresi dari protein endoglin (11). Dari penelitian oleh (bermakna) dengan ekspresi endoglin pada kelompok 
Sanchez et al secara in vitro telah diketahui bahwa ekspresi perlakuan yang diberi glukosa 22 mM+CAPE 3 µM+DMSO, 
endoglin meningkat terkait dengan adanya TGF-β maupun glukosa 22 mM+CAPE 10 µM+DMSO, glukosa 22 
keadaan hipoksia yang ditandai dengan adanya HIF-1 α. mM+CAPE 30 µM+DMSO dan kontrol negatif (p<0,05). 
Kondisi hipoksia ini dapat meningkatkan ekspresi endoglin Ekspresi endoglin pada kelompok perlakuan yang diberi 
satu setengah kali sampai dua kali (7,11,18). glukosa 22 mM+CAPE 30 µM+DMSO tidak berbeda 

signifikan (tidak bermakna) dengan ekspresi endoglin Untuk menurunkan ekspresi dari protein angiogenesis 
pada kelompok kontrol negatif (p=0,903). Uji korelasi (endoglin) dapat dilakukan dengan pemberian 
menunjukkan korelasi negatif yang kuat dan signifikan (r=- antioksidan. Antioksidan adalah molekul-molekul yang 
0,839, p=0,000). menangkap radikal bebas dan memblok rantai reaksi dari 

Perlakuan Ekspresi Endoglin (Rerata ± SD)

NegatifKontrol
Kontrol Positif
Glukosa 22 mM+CAPE 3 µM+DMSO
Glukosa 22 mM+CAPE 10 µM+DMSO
Glukosa 22 mM+CAPE 30 µM+DMSO

16,4±2,30
47±7,91

35,8±3,96
27,4±2,30
18,8±2,39

(p‐value)
Beda

rata‐rataPembandingan antar Perlakuan Sig.

Kontrol Positif

Glukosa22mM+CAPE 3uM+DMSO 11,2 0,005

Glukosa22mM+CAPE 10uM+DMSO 19,6 0,000

Glukosa22mM+CAPE 30uM+DMSO 28,2 0,000

Kontrol Negatif 30,6 0,000

Glukosa22mM+CAPE3
uM+DMSO

Glukosa22mM+CAPE 10uM+DMSO 8,4 0,044

Glukosa22mM+CAPE 30uM+DMSO 17 0,000

Kontrol Negatif 19,4 0,000
Glukosa22mM+CAPE
10 uM+DMSO

Glukosa22mM+CAPE 30uM+DMSO 8,6 0,038

Kontrol Negatif 11 0,006

Glukosa22mM+CAPE
30uM+DMSO

Kontrol Negatif 2,4 0,903
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oksidasi yang tidak teregulasi sebelum kerusakan terjadi. antara lain sebagai antioksidan, anti-inflamasi, antiviral, 
Antioksidan ini merupakan senyawa pemberi elektron antikanker dan sebagai imonomodulator. CAPE saat ini 
(donor elektron) yang dapat meredam dampak negatif dikenal sebagai antioksidan, dan diketahui memiliki efek 
dari oksidan. Beberapa sistem enzim dalam tubuh dapat yang lebih kuat dibandingkan alpha tocopherol (vitamin E) 
melakukan scavenger radikal bebas, seperti SOD, katalase maupun ascorbic acid (vitamin C). Mekanisme CAPE 
maupun GSH. Antioksidan mikronutrien biasanya didapat sebagai antioksidan adalah dengan menghambat produksi 
dari asupan makanan, diantaranya yang saat ini sedang ROS (23). 
banyak diteliti adalah CAPE yang merupakan salah satu Hasil uji One Way ANOVA menunjukkan bahwa terdapat 
kandungan dari propolis yang memiliki efek antioksidan 

perbedaan efek CAPE pada setiap perlakuan terhadap 
yang lebih tinggi dibandingkan produk lebah lainnya 

ekspresi endoglin pada HUVECs yang dipapar glukosa seperti royal jelly dan bee pollen, maupun antioksidan 
tinggi. Pada penelitian ini juga diketahui adanya lainnya yaitu vitamin C dan E (19,22,23). 
perbedaan signifikan dari penurunan ekspresi endoglin 

Pada penelitian ini  didapatkan hasil bahwa antara pada HUVECs yang dipapar glukosa tinggi pada kelompok 
pemberian CAPE dengan penurunan ekspresi endoglin kontrol positif dibanding pada kelompok kontrol negatif 
pada HUVECs yang dipapar glukosa tinggi mempunyai dan kelompok yang mendapatkan CAPE dalam berbagai 
hubungan yang signifikan dengan arah korelasi yang dosis (3 µM, 10 µM dan 30 µM). Beda rata-rata penurunan 
negatif. Korelasi negatif mempunyai arti peningkatan 

terbesar adalah pada kelompok yang mendapatkan CAPE 
dosis CAPE cenderung akan menurunkan ekspresi 

dosis 30 µM (beda rata-rata=28,2, p=0,000). Antara 
endoglin pada HUVECs yang dipapar glukosa tinggi, 

kelompok yang mendapatkan CAPE 30 µM dengan kontrol dibandingkan dengan ekspresi endoglin pada dosis CAPE 
negatif tidak didapatkan perbedaan signifikan dari yang lebih rendah. Dari hasil uji regresi disimpulkan 
ekspresi endoglin. Hal ini dikarenakan CAPE dosis 30 µM bahwa pemberian dosis CAPE sangat berpengaruh 
sudah mendekati dosis CAPE yang diperlukan agar ekspresi terhadap penurunan ekspresi endoglin pada HUVECs yang 
endoglin mendekati normal (kontrol negatif). Hal ini sesuai dipapar glukosa tinggi sebesar 70,4%, dan 29,6% 
perhitungan berdasarkan uji regresi dosis CAPE yang keragaman ekspresi endoglin pada HUVECs yang dipapar 
diperlukan agar ekspresi endoglin mendekati normal glukosa tinggi dipengaruhi oleh faktor lain selain 

pemberian CAPE, diantaranya antioksidan intraselular. tersebut adalah 30,394 µM.
Semakin tinggi dosis CAPE yang dipergunakan, maka akan Pemilihan dosis pada penelitian ini didasarkan pada 
berpengaruh signifikan dalam menurunkan ekspresi 

beberapa penelitian in vitro terdahulu, diketahui bahwa 
endoglin pada HUVECs yang dipapar glukosa tinggi. 

penggunaan CAPE dengan konsentrasi mulai dari  1-10 µM 
Hal tersebut diatas diperkuat oleh penelitian Izuta et al cukup mendapatkan CAPE yang diabsorbsi oleh sel (23,29). 
yang menunjukkan CAPE memiliki efek antioksidan yang Penelitian oleh Sud'ina GF et al menunjukkan bahwa 
lebih  tinggi dibanding produk lebah lainnya serta dengan pemberian CAPE dosis 10 µM didapatkan 
memiliki aktifitas angiostatik yang lebih baik (23). Semakin penurunan dari ROS pada neutrofil manusia yang 
tinggi dosis CAPE akan dapat menurunkan faktor mengalami oksidasi (29). Penelitian oleh Izuta et al, telah 
angiogenesis semakin besar. Penelitian oleh Mustafa et al membuktikan adanya efek CAPE dengan dosis 1-12,8 µM 
dengan menggunakan model tikus diabetik yang diberi 

yang diberikan pada HUVECs yang dipapar VEGF. Diketahui 
streptozocin (STZ) juga mendukung efek positif dari 

adanya CAPE sebagai anti angiogenesis dan antioksidan 
pemberian CAPE, dimana dalam penelitian ini didapatkan 

yang kuat dibandingkan produk madu dan komponen hasil bahwa pemberian CAPE dapat menurunkan kadar 
propolis lainnya (23). Pada penelitian tersebut didapatkan malondialdehide (MDA), nitric oxide (NO) dan 
dosis paling efektif CAPE sebagai antioksidan adalah 12,8 meningkatkan aktivitas enzim superoxide dismutase 
µM (3,6 µg/ml), dan efek CAPE sebagai angiostatik sudah (SOD) (28). CAPE juga diketahui dapat menurunkan secara 
terlihat pada pemberian CAPE dosis 1 µM (0,3 µg/ml) (23). signifikan jalur lipooksigenase dari metabolisme asam 
Penelitian ini membuktikan efek CAPE sebagai anti arakhidonat pada saat terjadinya inflamasi (22). CAPE  
angiogenesis yang ditunjukkan dengan penurunan telah diteliti memiliki efek biologis maupun farmakologis 
ekspresi faktor pertumbuhan angiogenik endoglin.dan tidak berbahaya bagi sel normal. Efek dari CAPE 
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