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Abstrak

Kanker paru merupakan penyebab kematian utama di dunia. Nigella sativa merupakan salah satu tanaman yang
mempunyai aktivitas sebagai antikanker. Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa ekstrak kloroform N. sativa
memiliki efek sitotoksik pada sel T47D. Penelitian ini bertujuan mengetahui aktivitas antiproliferasi ekstrak kloroform
biji N. sativa pada hewan uji yang diinduksi DMBA. Tikus betina galur Sprague Dawley dibagi menjadi lima
kelompok. Masing-masing kelompok terdiri atas 12 ekor. Kelompok A adalah kontrol DMBA, kelompok B, C, dan D,
adalah kelompok perlakuan ekstrak dengan peringkat dosis 250 mg/kgBB, 500 mg/kgBB, dan 750 mg/kgBB, dan
kelompok E adalah kelompok kontrol minyak jagung. Aktivitas proliferasi sel diamati dengan pengecatan AgNOR dan
pengamatan histopatologi sel menggunakan pengecatan H & E. Niai mAgNOR dianalisis menggunakan uji
kolmogorov-dilanjutkan uji satu arah (one way) ANOVA dengan taraf kepercayaan 95% yang diteruskan dengan uji
Tukey HSD. Hasil pewarnaan H&E menunjukkan terdapat penurunan kerusakan pada kelompok perlakuan ekstrak
dibanding dengan kelompok DMBA. Hasil pewarnaan AgNOR menunjukan terjadi penurunan. Nilai mAgNOR
kelompok kontrol DMBA adalah 1,47+0,558, kelompok perlakuan ekstrak dengan tiga peringkat dosis masing-masing
adalah 1,44+0,172 untuk dosis 250 mg/kgBB, 1,38+0,140 untuk dosis 500 mg/kgBB dan 1,254+0,164 untuk dosis 750
mg/kgBB dan kelompok kontrol minyak jagung adalah sebesar 0,65+0,050. Hasil penelitian menunjukkan bahwa N.
sativa mempunyai potensi untuk dikembangkan sebagai agen kemopreventif pada kanker paru.

Abstract

Antiproliferative Activity of Black Seed (Nigella sativa) on 7,12-dimethylbenz-[a]antracene (DMBA) Induced
Mice Lung Cell. Lung cancer is the leading cause of death in the world. Nigella sativa is a plant that has an anticancer
activity. Previous research showed that the chloroform extract of N. sativa have cytotoxic effect on T47D cells. This
study aimed to observe the effect of cloroform extract of V. sativa seed (NSS) on mice lung cell after initiation of 7,12-
dimethylbenz [a] anthracene. Sprague Dawley strain female rats were divided into five groups. Each group consisted of
12 rats. The experiment consisted of five mice groups, corn oil as a solvent control group, the DMBA dose 20
mg/kgBW p.o. twice a week during five weeks, DMBA+NSS dose 250 mg/kgBW, DMBA+NSS dose 500 mg/kgBW,
and DMBA+NSS dose 750 mg/kgBW. Extract which was dissolved into corn oil was administered daily by the oral
route 1 week before and during the DMBA induction. At the end of the study, the experimental mice were sacrified and
colon organs were collected and then stained with Haematoxylin and Eosin (H&E) and AgNOR method. H&E staining
showed there was a decrease damage in the treatment group compare with DMBA group. In AgNOR staining result
showed mAgNOR value in DMBA group was 1.47+0.558, in extract group (250, 500 and 750mg/kgBB) was
0.44+0.172, 1.3840.140 and 1.25+0.164 respectively and in corn oil group was 0.65+0.050. The results showed that V.
sativa reduced the damage of colon cells and inhibit colon cell proliferation on mice induced DMBA. This study
indicated that N. sativa can be developed into a chemopreventive agent for lung cancer.
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Pendahuluan

Penyakit kanker masih menjadi masalah kesehatan di
dunia. Kanker paru merupakan salah jenis kanker yang
mempunyai tingkat insidensi yang tinggi di dunia. Di
Indonesia, kanker paru menjadi penyebab kematian
utama kaum pria dan merokok merupakan penyebab
utama terjadinya kanker paru.'

Usaha-usaha pencegahan atau pengobatan kanker
semakin penting mengingat frekuensi kejadiannya yang
cukup tinggi. Usaha pencarian dan pemanfaatan obat
tradisional terus ditingkatkan. Salah satu obat
tradisional yang secara empiris digunakan sebagai
antikanker adalah N. sativa. Kandungan N. sativa yang
berupa minyak adalah 95,5% asam-asam lemak.
Komponen utama lemak-lemak ini adalah asam linoleat
(55,6%), asam oleat (23,4%), dan asam palmitat
(12,5%) yang kemungkinan besar mempunyai efek anti
karsinogenesis.

Secara ilmiah telah dibuktikan bahwa N. sativa
mempunyai aktivitas antikanker, baik secara in vitro
maupun in vivo. Telah dilakukan uji sitotoksik ekstrak
petroleum eter dan kloroform terhadap sel MCF-7, sel
HeLa, dan sel wiDr dengan nilai IC50 masing-masing
164 pg/ml, 161 pg/ml; 402 pg/ml, 267 pg/ml, dan 331
pg/ml, dan 280 pg/ml.>

Penelitian menggunakan hewan uji tikus menunjukkan
bahwa N. sativa berpotensi sebagai antiproliferasi serta
dapat menghambat proses metastasis pada sel kanker.’
Asam linoleat yang terkandung pada N. sativa mampu
menghambat perkembangan sel kanker payudara MDA-
MB-231.*

Mekanisme penghambatan ataupun penyembuhan
kanker sangatlah kompleks. Akhir-akhir ini, telah
banyak penelitian yang mengungkap mekanisme
penghambatan terjadinya tumor ataupun
penyembuhannya, salah satunya melalui mekanisme
antiproliferasi. Dalam penelitian ini ingin diketahui
potensi ekstrak kloroform biji N. sativa sebagai
antiproliferasi pada kanker paru tikus yang diinduksi
7,12-dimetilbenz-(a)-antrasen (DMBA). Dengan
pemberian ekstrak yang dilakukan sejak awal yaitu
sebelum dan selama inisiasi, diharapkan dapat diketahui
potensi kemopreventif biji N. sativa yang merupakan
bahan alam yang berpotensi untuk dikembangkan.

Metode Penelitian

Bahan. Biji N. sativa, kloroform, akuabides, alkohol
70%, 7,12-dimetilbenz[a] antrasena (DMBA) (Sigma
Chem., Steinherm) sebagai agen penginduksi kanker,
hewan uji galur Sprague Dawley umur satu bulan
dengan bobot badan 50-150 g yang diperoleh dari
Fakultas Kedokteran Universitas Gajah Mada

Yogyakarta, minyak jagung (corn oil) sebagai pelarut
DMBA dan pelarut ekstrak, buffer formalin 10%
sebagai larutan fiksasi organ, parafin, pewarna sediaan
histologik (Hematoksilin dan Eosin), serta perak nitrat
(AgNO3) sebagai pengecat AgNOR.

Induksi  Kkarsinogenesis dengan DMBA dan
perlakuan dengan ekstrak kloroform biji N. sativa.
Tikus betina umur 1 bulan, dibagi menjadi 5 kelompok
secara random. Masing-masing kelompok terdiri atas 12
ekor tikus. Kelompok A merupakan kelompok kontrol
positif, yang dibuat model kanker paru dengan
pemberian DMBA dalam minyak jagung dengan dosis
20 mg/kgBB secara peroral sebanyak 10 kali, yaitu
seminggu 2 kali selama 5 minggu pada umur 1,5 bulan.
Kelompok B-D, yaitu kelompok perlakuan, diberi
ekstrak kloroform biji N. sativa dengan peringkat dosis
250 mg/kgBB, 500 mg/kgBB, dan 750 mg/kgBB setiap
hari selama 14 hari sebelum inisiasi dan selama inisiasi
(pemberian DMBA). Dosis, frekuensi, dan cara
pemberian DMBA sama dengan kelompok kontrol
positif. Kelompok E merupakan kelompok kontrol
negatif, yaitu tikus umur 1,5 bulan yang diberi minyak
jagung. Minyak jagung diberikan 10 kali, seminggu 2
kali selama 5 minggu. Tikus kelompok kontrol positif
dan negatif selama empat belas hari sebelum inisiasi
DMBA hanya mendapat pakan kontrol. Pengamatan
perkembangan tumor dilakukan setiap minggu selama
16 minggu setelah inisiasi (pemberian DMBA) yang
terakhir. Pada akhir pengamatan, dilakukan nekropsi.
Setelah itu dilakukan pewarnaan H&E untuk melihat
perubahan histopatologinya dan dilakukan pewarnaan
AgNOR untuk mengetahui aktivitas proliferasinya.
Organ ini difiksasi dengan larutan formalin 10%
sebelum dilakukan pengeblokan dengan parafin.

Pewarnaan H & E untuk melihat perubahan
histopatologi sel paru. Setelah 16 minggu, semua
hewan dikorbankan kemudian organ paru diambil dan
difiksasi dengan buffer formalin 10%. Setelah 12-24
jam fiksasi, 3-5 mm irisan jaringan ditanam dalam
parafin, dan diwarnai dengan H&E kemudian dilakukan
pengamatan di bawah mikroskop.

Pewarnaan AgNOR untuk melihat aktivitas
proliferasi sel paru. Irisan jaringan paru dari blok
parafin setebal kurang lebih 3 pm diproses dengan
xylen untuk menghilangkan lilinnya (deparafinisasi).
Kemudian didehidrasi secara bertingkat dengan etanol
selanjutnya dicuci dengan akuades. Langkah berikutnya,
irisan ini ditutup dengan larutan pewarna AgNOR yang
terdiri atas campuran satu bagian volume 2% gelatin
dalam 1% larutan asam formiat dengan dua bagian
volume 50% larutan perak nitrat, pada temperatur kamar
di ruangan gelap selama kurang lebih 45 menit untuk
mendapatkan hasil optimal. Sediaan kemudian dicuci
dengan akuades dan didehidrasi dalam etanol dengan
konsentrasi bertingkat dan ditutup dengan kaca penutup
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menggunakan medium sintetik. Jumlah AgNOR tiap sel
dihitung di bawah mikroskop dengan perbesaran 1000X
dalam minyak imersi. Pada tiap sampel dihitung
minimal 100 sel dengan 5 kali pengamatan (5 daerah
lapang pandang yang berbeda). Parameter aktivitas
proliferasi menggunakan nilai mAgNOR yaitu rata-rata
jumlah titik hitam (NOR) pada sectiap sel, yang
dilakukan dengan membagi semua jumlah titik hitam
dalam sel yang teramati dengan semua jumlah sel yang
teramati (minimal 100 sel). Pengecatan H&E dan
AgNOR dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi
Fakultas Kedokteran, UGM Yogyakarta, sedangkan
pemeriksaannya dilakukan di Laboratorium Mikro
Anatomi Kedokteran Hewan UGM Yogyakarta di
bawah mikroskop binokuler Olympus dengan
perbesaran 1000X. Hasil direkam dengan kamera digital
Canon S-40.

Analisis data. Data pengamatan mAgNOR dianalisis
secara statistik dengan menggunakan uji kolmogorov-
smirnov untuk melihat apakah data terdistribusi normal
atau tidak. Apabila data tidak terdistribusi normal maka
dilanjutkan dengan uji statistik kruskall walis. Jika data
terdistribusi normal, dilanjutkan dengan metode
parametrik uji satu arah (one way) ANOVA dengan taraf
kepercayaan 95% yang diteruskan dengan uji Tukey HSD.

Hasil dan Pembahasan

N. sativa mampu mengurangi kerusakan sel paru
tikus yang diinduksi DMBA. Pembuatan model kanker
paru pada penelitian ini menggunakan senyawa
karsinogen  7,12-dimetilbenz(a)antrasena (DMBA)
dengan pertimbangan bahwa senyawa tersebut
merupakan golongan polisiklik aromatik hidrokarbon
yang paling poten.’ Berdasarkan penelitian terdahulu
oleh Meiyanto,’® telah ditetapkan dosis serta frekuensi
DMBA yang digunakan dalam penelitian ini, yaitu 20
mg/kgBB, dua kali seminggu selama 5 minggu. Selain
itu disebutkan pula bahwa pemberian DMBA dengan
dosis 20 mg/kgBB sebanyak 10 kali dalam 4 minggu
telah  dapat mengakibatkan perubahan secara
mikroskopis. Pelarut yang digunakan adalah minyak
jagung karena merupakan senyawa yang inert, dapat
melarutkan DMBA dengan baik, dan tidak memiliki
sifat karsinogenik.” Pengamatan histopatologi sel paru
dilakukan dengan pewarnaan H & E. Hematoxylin
merupakan zat warna basa yang akan mewarnai jaringan
basofilik (nukleoprotein dan mukopolisakarida asam)
sehingga akan berwarna ungu atau biru, sedangkan
eosin yang merupakan zat warna asam akan mewarnai
komponen basa yang ada di dalam sitoplasma sehingga
akan berwarna merah muda.

Peradangan yang terjadi adalah periartritis yang
kemungkinan merupakan awal terbentuknya kanker
paru pada tikus akibat induksi DMBA. DMBA
merupakan suatu zat karsinogen yang dibioaktivasi oleh

Gambar 1. Gambaran Histopatologi Sel Paru Tikus. (A)
Kelompok kontrol DMBA, (B) Kelompok
Dosis Ekstrak 250 mg/kgBB, (C) Dosis
Ekstrak 500 mg/kgBB, (D) Dosis Ekstrak 750
mg/kgBB. Keterangan: (A1, B2,C) Periartritis
dengan Penebalan Alveoli karena Hiperemi

Statis, Odema dan Infiltrasi Sel-Sel
Limfositik. =~ (A2) Peningkatan  Nodus
Limfatikus karena adanya Peradangan yang
Mengakibatkan Ekspresi Nodus Limfatikus
sebagai Mekanisme Pertahanan. (B1, D)
Jaringan Ikat Meningkat

enzim sitokrom P450 untuk menjadi aktif menjadi
senyawa epoksid yang bersifat reaktif untuk berikatan
dengan DNA. Senyawa reaktif ini dapat menyebabkan
stres oksidatif sehingga terjadi peroksidasi membran
lipid dan kerusakan pada sel. Hal ini terlihat pada
kelompok kontrol DMBA 20 mg/kgBB yang mengalami
kerusakan sel berupa periartritis. Terjadinya peradangan
diperantarai oleh adanya enzim siklooksigenase (COX).
Enzim COX terdiri atas 2 isoenzim yaitu COX-1 dan
COX-2. Enzim COX-1 bersifat konstitutif untuk
memelihara  fisiologi normal dan homeostasis,
sedangkan COX-2 merupakan enzim yang terinduksi
pada sel yang mengalami inflamasi.® COX-2 juga
berperan dalam proliferasi sel kanker. Overekspresi
COX-2 ditemukan pada kebanyakan kanker.’
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Pada penelitian sebelumnya dilakukan fraksinasi ekstrak
kloroform biji N. sativa kemudian senyawa yang
terkandung pada ekstrak tersebut diidentifikasi dengan
menggunakan GC-MS. Senyawa yang diperoleh dari
fraksinasi adalah asam linoleat, asam palmitat, dan
senyawa indol triptamin yang merupakan alkaloid.”

Peradangan yang terjadi pada sel paru tikus mampu
dihambat oleh adanya ekstrak kloroform biji N. sativa
pada dosis 750 mg/kgBB. Hal ini terlihat pada
gambaran histopatologi antara kelompok kontrol
DMBA dan kelompok dosis ekstrak 750 mg/kgBB. Sel
paru pada kelompok kontrol DMBA mengalami
periartritis sedangkan pada kelompok dosis ekstrak 750
mg/kgBB sel paru tidak mengalami periartritis. Hal ini
sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh
Simopoulos,”® yang menyatakan bahwa asam linoleat
(omega 3) dan asam linoleat o (omega 6) mampu
mempengaruhi ekspresi gen pada hewan uji, memiliki
aktivitas antiinflamasi, mampu menekan interleukin-1§
(IL-1B), tumor necrosis factor-a (TNF-a), dan
interleukin-6 (IL-6). Dengan demikian, asam linoleat
yang terkandung dalam ekstrak kloroform biji N. sativa
mampu mengurangi peradangan yang terjadi pada sel
paru tikus.

N. sativa mampu menurunkan aktivitas proliferasi
sel paru tikus yang diinduksi DMBA. Pemeriksaan
aktivitas proliferasi sel paru dilakukan dengan metode
AgNOR karena metode ini cepat, reprodusibel, dan
murah serta dapat dilakukan pada jaringan yang
difiksasi secara konvensional. Hasil ikatan antara
protein yang dihasilkan oleh kromosom 13 yang bersifat
argirofilik dengan AgNO; dan menghasilkan titik-titik
hitam (blackdots) yang menggambarkan aktivitas
proliferasi dari suatu sel.'' Penghitungan AgNOR
sebagai penanda proliferasi bermanfaat untuk diagnosis
sitopatologi pada beragam bentuk malignant, termasuk
kanker paru.'’ Aktivitas proliferasi dihitung dengan
menggunakan metode mMAgNOR, yaitu dengan
mengamati jumlah blackdots di tiap sel kemudian
dihitung rata-rata blackdots di tiap 100 sel. Semakin
tinggi tingkat proliferasi maka semakin banyak titik
hitam yang teramati."

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak kloroform
N. sativa mampu mengurangi aktivitas proliferasi sel
paru tikus yang diinduksi DMBA, dinyatakan dengan
nilai mAgNOR (Tabel 1, Gambar 3). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa ekstrak kloroform N. sativa
memiliki potensi sebagai antiproliferatif karena mampu
menurunkan aktivitas proliferasi sel-sel tumor paru tikus
karena induksi DMBA. Efek antiproliferatif ini dapat
mencegah progresi sel-sel kanker menjadi bentuk
malignan (ganas).

Penghambatan proliferasi sel oleh ekstrak kloroform biji
N. sativa dikarenakan adanya kandungan asam linoleat

yang tinggi. Asam linoleat yang terkandung dalam
ekstrak kloroform N. sativa merupakan senyawa yang
mampu mengurangi proliferasi pada sejumlah kultur
sel."* Asam linoleat mampu mengurangi proliferasi sel
kanker pada kanker paru, payudara, prostat, dan kanker
kolon."

Beberapa penelitian menyatakan bahwa asam linoleat
mampu menghambat pembentukan DNA adduct yang
diinduksi oleh paparan karsinogen seperti DMBA,
mampu mengaktifkan ekspresi gen yang terlibat dalam
transkripsi dan transduksi sinyal, menginduksi aktivasi
caspase dan apoptosis pada sel tumor, dan menghambat
angiogenesis secara in vivo sehingga dapat menghambat
proliferasi sel.'®!” Asam linoleat menginduksi apoptosis
melalui  jalur intrisik  (mitochondrial — pathway).
Mekanisme apoptosis dimulai dengan adanya kerusakan
DNA dan peran protein p53. Protein p53 merupakan
protein tumor supressor yang diaktivasi oleh adanya
kerusakan DNA atau adanya stress tertentu pada sel.

AR

Gambar 2. Gambaran Histopatologi Hasil Pewarnaan
AgNOR dari Sel Paru Tikus (A) Kelompok
Kontrol DMBA (B) Kelompok Dosis Ekstrak
250 mg/kgBB (C) Kelompok Dosis Ekstrak
500 mg/kgBB (D) Kelompok Dosis Ekstrak
750 mg/kgBB (E) Kelompok Kontrol Pelarut
Minyak Jagung. Keterangan : — (blackdots).
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Tabel 1. Nilai mAgNOR (Rata-rata=SD) Sel Paru Tikus

Kelompok Tikus Jumlah blackdots  Jumlah sel Nilai mAgNOR  Rata-rata+SD

Kontrol DMBA Al 120 102 1,18
A2 113 111 1,13 1,47+0,558
A3 248 117 2,12

Ekstrak 250 mg/kgBB B1 168 127 1,32
B2 155 133 1,37 1,44+0,172
B3 185 113 1,64

Ekstrak 500 mg/kgBB Cl 148 100 1,48
C2 144 100 1,44 1,38+0,140
C3 122 100 1,22

Ekstrak 750 mg/kgBB Dl 121 100 1,21
D2 111 100 1,11 1,2540,164
D3 144 100 1,43

Kontrol pelarut El 96 100 0,96
E2 127 100 1,27 0,65+0,050
E3 102 100 1,02

Keterangan: mAgNOR = mean AgNOR score (rata-rata+SD) pada sel paru tikus, secara statistik berbeda bermakna pada dosis
ekstrak 750 mg/kgBB dengan kelompok DMBA (p< 0.05) dengan one way Anova dilanjutkan dengan Tukey HSD. (1) kontrol
DMBA; (2) DMBA+250 mg/kgBB ekstrak; (3) DMBA+500 mg/kgBB ekstrak; (4) DMBA+750 mg/kgBB ekstrak; (5) minyak
jagung. Proliferasi tertinggi terjadi pada kelompok DMBA 20 mg/kg dan kemudian menurun dan yang paling signifikan turun adalah

pada kelompok ekstrak 750 mg/kg.

1,6 1

111

DMBA  ekstrak ekstrak ekstrak  kontrol
250 500 750 pelarut
mg/kgBB mg/kgBB mg/kgBB
Gambar 3. Nilai mAgNOR sebagai Gambaran Aktivitas
Proliferasi Sel Paru Tikus yang Diberi
Ekstrak Kloroform Biji N. sativa

Nilai mAgNOR
= N L = =
N N oo — N N
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Protein ini memacu proses apoptosis melalui
peningkatan protein Bax. Protein Bax akan diaktitkan
oleh protein Bcl-xL yang kemudian akan mengaktifkan
sitokrom ¢ yang dilepas dari mitokondria dan
selanjutnya akan terjadi aktivasi berantai terhadap
caspase 9 dan caspase 3, schingga terjadi apoptosis.
Asam linoleat mampu menginduksi apoptosis dengan

cara upregulasi dari protein proaptosis Bax dan
downregulasi dari protein antiapoptosis Bcl-xL sehingga
aktivitas proliferasi sel dapat dikurangi.'® Penekanan
terhadap protein Bcl-xL disebabkan karena asam linoleat
merupakan asam lemak yang mampu menyebabkan
downregulasi sinyal ErbB3, Phosphoinositide3, dan
jalur Akt yang dapat menekan ekspresi Bel-xL.

Selain melalui mekanisme induksi apoptosis, asam
linoleat mampu mengurangi proliferasi sel dengan
mengurangi ekspresi cyclin A dan cyclin D. Kedua
cyclin ini merupakan cyclin yang mengatur konversi
dari fase G1 ke fase S pada siklus sel.”” Dengan
penurunan ekspresi ini, dimungkinkan proliferasi sel
dapat dihambat dan menyebabkan cell cycle arrest. Data
tersebut menunjukkan bahwa asam linoleat mengurangi
proliferasi sel dengan cara menghambat sintesis DNA
dan menghambat protein-protein yang mengatur pada
proses siklus sel.*

Simpulan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa N. sativa
mempunyai potensi untuk dikembangkan sebagai agen
kemopreventif pada kanker paru.
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