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Abstrak

Kanker merupakan penyakit karena sel yang berproliferasi secara pesat dan
terus-menerus (proliferasi). Jinten hitam (Nigella sativa, L.) merupakan salah satu
tanaman yang berkhasiat sebagai antikanker. Penelitian ini bertujuan untuk

beberapa seri kadar yaitu 2000; 1000; 500; 250 dan 62,5 ug/ml. Pengujian dilakukan
dengan metode MTT kemudian dihitung persen kematiannya. Nilai LCsy dihitung
dengan menggunakan analisis probit. Penelitian dilanjutkan dengan uji antiproliferasi
dengan menentukan doubling time pada perlakuan sampel kadar 125 ug/ml dan 62,5
ug/ml dengan kontrol sel pada jam ke-24, 48, dan 72. Hasil penelitian menunjukkan
harga LCsy sebesar 177,01 ug/ml. Hasil uji antiproliferasi menunjukkan adanya
penghambatan pertumbuhan. Nilai doubling time sebesar 253 jam pada kadar 62,5
ug/ml, 298,4 jam pada kadar 125 ug/ml sedangkan pada kontrol sel adalah 54,52 jam,

Kata kunci : Kanker, biji Jinten Hitam (Nigella sativa L.), sitotoksik
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Abstract

Cancer is the formation of new tissue which is abnormal and malignant. A group
of cells suddenly become disorganized and reduplicate themselves rigorously
(hyperproliferation). Nigella sativa L. is one of the herbs which have an anticancer
effect. This research aims to assess the cytotoxic and antiproliferative effect of Nigella
sativa L. ethanol extract of Myeloma cells. Ethanolic extract was produced from
Nigella sativa L. powder with maseration method. The cytotoxicity test was done by
incubating Myeloma cells with the treatment concentration group of N. sativa L. ethyl
acetic fraction of ethanolic extract 2000, 1000; 500, 250; and 62,5 ug/ml, respectively.
The test was done with an MTT method and then with a calculation of its death
percentage. The LCsy is calculated using a probit analysis method. The test was then
continued with the antiproliferative test to assess the doubling time at treatment
concentration 125; 62,5 ug/ml and cellular control at hours 24, 48, and 72. The results
showed that Nigella sativa L. ethanolic extract had cytotoxic activity towards the
Mieloma cells with an LCsyvalue 177,01 ug/ml. The antiproliferative test showed that
there was a growth inhibition, even cell death at the extract treatments. The doubling
time was 253 hours at 62,5 ug/ml concentration, 298,4 hours at 125 ug/ml, while the
cell control had 54,52 hours.

Key word :  Cancer, Nigella sativa L, cytotoxic
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PENDAHULUAN

Mieloma disebut juga multiple
myeloma, adalah kanker sumsum tulang
yang mempengaruhai produksi sel darah
merah, sel darah putih, dan sel stem.
Myeloma merupakan kanker darah
terbesar kedua. Di negara maju kanker
ini berkembang pesat dan semakin
banyak menyerang orang yang berusia
lebih muda (Durie, 2001).

Usaha penyembuhan kanker yang
sangat sulit mendorong ditemukannya
senyawa kemopreventif yaitu senyawa
yang dapat digunakan untuk meng-
hambat, menunda atau membalikkan
proses terjadinya kanker (Surh, 2003).
Senyawa kemopreventif dibagi menjadi
2 kategori yaitu blocking agent dan
suppressing agent. Beberapa senyawa
kemopreventif memiliki mekanisme aksi
keduanya, blocking dan suppressing
(Surh, 2002; Surh, 1999). Sayur dan
buah-buahan merupakan sumber terbaik
bahan pencegah kanker (Jones, 2000).
Strategi penemuan antikanker meliputi
sintesis organik murni, studi
metabolisme spesifik sel kanker, serta
eksplorasi senyawa alam (Gibbs, 2000).

Nigella sativa, L (dikenal dengan
nama jinten hitam) dengan kandungan
kimia asam linoleat (Rouhou, et al.,
2007), minyak lemak esensial (Burits
and Bucar, 2000), nigellone (Dakhakhny
et al., 2002), terpenoid (sikloart-23-
metil-7,20,22-triena-3b,30-diol), dan
sukrosa (Mehta et al., 2008). Nigella
sativa dilaporkan mempunyai efek
antioksidan (Burits and Bucar, 2000),
penghambatan lipooksigenase
(Dakhakhny et al., 2002), antiinflamasi,
antikanker (Tariq, 2008), analgesik
(Randhawa, 2008), sitotoksik terhadap

hepatoma HepG2 cell line (Thabrew et
al., 2005), hepatocelluler carcinoma
cells (Hassan et al., 2008)

Berdasarkan  data-data  yang
tersedia tersebut, maka dapat dikatakan
bahwa tanaman Nigella Sativa, Lour
memiliki potensial untuk dikembangkan
sebagai agen antikanker. Penelitian ini
bertujuan untuk meneliti efek sitotoksik
dan antiproliferatif ekstrak etanol biji
jinten hitam terhadap sel mieloma.

METODE PENELITIAN

Bahan

Sel mieloma diperoleh dari
koleksi Laboratorium Penelitian dan
Pengujian Terpadu Universitas Gadjah
Mada (UGM). Bahan tanaman berupa
tanaman yang tumbuh di Kulon Progo
Yogyakarta. Bahan uji sitotoksik dan
antiproliferatif:  (3-(4,5 dimetiltiazol
-2-il)- 2,5 difenil tetrazolium bromida)
(Zigma), PBS (Phosphate Buffer Saline)
(Merck), Biru tripan (Gibco), Tripsin
EDTA 0.25% (Gibco), Media RPMI
(Rosewell Park Memorian Institute)
1640, Fetal Bovine Serum (FBS) 10%
(v/v) (Gibco), Penisilin —streptomisin
1% (v/v) (Gibco), Fungison 0,5% (v/v)
(Gibco), PBS (Phospate Buffer Saline),
Trypsin-EDTA  0.25%,  Dymethyl
sulfoxide (DMSO), Sodium Dodecyl
Sulphate (SDS) 10% dalam asam klorida
0,1 N (Merck).

Alat

Alat yang digunakan dalam
penelitian ini adalah maserator, LAF,
mikropipet, hemositometer, flask, plate,
conical, sentrifus, dan inkubator CO,.
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Jalannya Penelitian

a. Pembuatan Ekstrak

Biji tanaman Nigella sativa, L.
yang telah kering, dibersihkan dengan
cara dicuci dengan air mengalir beberapa
kali sampai semua kotoran yang melekat
hilang. Biji kering kemudian diserbuk
menggunakan blender dan diayak.
Serbuk diekstraksi dengan pelarut etanol
70%. Filtrat kemudian dikumpulkan
kemudian  divapkan = menggunakan
vaccum rota evaporator. Ekstrak yang
diperoleh dipindahkan ke dalam cawan
kemudian diuapkan kembali diatas
penangas air dan diangin-anginkan
sampai diperoleh ekstrak yang kental.
Selanjutnya dilakukan fraksinasi dengan
etil asetat, fraksi yang larut etil asetat
dipekatkan dan digunakan untuk sampel
uji.

b. Uji Sitotoksisitas dengan metode MTT

Seratus ul suspensi sel Mieloma
dengan kepadatan 3x10*, didistribusikan
ke dalam sumuran-sumuran pada 96-well
plate bersama ekstrak uji pada berbagai
kadar masing-masing 2000 ; 1000; 500;
250; dan 125 pg/ml dari stok 16.10° dan
diinkubasikan selama 24 jam. Untuk
kontrol digunakan 100 ul suspensi sel
ditambah ke dalam sumuran yang berisi
100 pl medium RPMI 1640, dan untuk
blanko digunakan 100 pl suspensi sel
ditambahkan ke dalam sumuran yang
berisi DMSO dan media. Selanjutnya sel
diinkubasi dalam inkubator dengan
aliran 5,0% CO, pada suhu 37 °C. Pada
akhir inkubasi pada masing-masing
sumuran ditambah 10 ul MTT sebesar 5
mg/ml dalam FBS steril, kemudian plate
diinkubasi lagi selama 4 jam pada suhu
37 °C dengan aliran CO, 5,0%. Sel yang

hidup akan bereaksi dengan MTT mem-
bentuk warna ungu. Reaksi dihentikan
dengan reagen stoper SDS, diinkubasi
semalam pada suhu kamar. Serapan
dibaca dengan ELISA reader pada
panjang gelombang 550 nm.

Persentase  kematian  dihitung
dengan cara jumlah sel hidup kontrol
dikurangi jumlah sel hidup perlakuan
dibagi jumlah sel hidup kontrol dikalikan
100%. Harga LCs, dihitung dengan
analisis Probit.

c. Uji Antiproliferasi

Sel distarvasi (dipuasakan) ter-
lebih dahulu selama 24 jam dengan
media kultur yang mengandung 0,5%
FBS (Fetal Bovine Serum). Selanjutnya
sel ditumbuhkan di dalam plate dengan
medium yang ditambahkan kontrol dan
larutan uji dengan seri kadar yang tidak
mematikan (di bawah LCsy). Sampling
dilakukan pada jam ke 24, 48 dan 72.
Data yang diperoleh berupa absorbansi
sel hidup yang diperoleh dari hasil
pengukuran dengan ELISA reader
dengan panjang gelombang 550 nm.
Data jumlah sel yang hidup pada jam
ke-0, 24, 48 dan 72 dibuat grafik antara
jumlah sel yang hidup dan lama waktu
inkubasi (jam), kemudian ditentukan
perbedaan waktu untuk mencapai jumlah
dua kali sel awal (mengetahui doubling
time), caranya buat persamaan regresi
linear antara log jumlah sel hidup dan
waktu tiap perlakuan, kemudian dari
persamaan dimasukkan nilai log jumlah
dua kali sel awal sebagai nilai y maka
akan diperoleh nilai x sebagai doubling
time nya. Doubling time merupakan
parameter antiproliferatif suatu bahan
uji, jika doubling time nya lebih panjang
dari kontrol negatif, maka dikatakan
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bahan uji mempunyai daya anti-
proliferatif.
HASIL DAN PEMBAHASAN

a. Uji Sitotoksisitas Fraksi Etil Asetat
Ekstrak Etanol Biji Jinten Hitam
terhadap sel Mieloma

Intensitas warna ungu ini mempunyai
korelasi langsung dengan jumlah sel
yang hidup (Mosman, 1993). Kristal
formazan dapat dilihat pada Gambar 1.

Hasil  perhitungan persentase
kematian sel dapat dilihat pada Tabel I.

.....

terhadap sel Mieloma

(I;;z::) Log kadar kenl::triii:lz:f(:“/o) Probit
2000 3,301 97,41 6,949
1000 3,000 93,23 6,496
500 2,698 81,85 5,914
250 2.397 58,40 5,188
125 2,096 39,57 4,737

Prinsip dasar uji sitotoksisitas
adalah kerja enzim mitokondria pada sel
aktif ~ yang memetabolisme garam
tetrazolium, sehingga terjadi pemutusan
cincin  tetrazolium  oleh  enzim
dehidrogenase  yang  menyebabkan
tetrazolium berubah menjadi formazan
yang tidak larut dan berwarna ungu.

Gambar 1. Kristal formazan

Dari hasil yang tertera pada Tabel
I terlihat bahwa semakin besar kadar
senyawa uji yang diberikan  pada
suspensi  sel, semakin besar pula
persentase kematian sel yang dihasilkan.
Hal ini menunjukkan bahwa potensi
ketoksikan ekstrak etanol biji jinten
hitam adalah tergantung pada kadar.

Dari data uji sitotoksisitas dapat
dihitung kadar yang menyebabkan
kematian 50% sel yang diuji (LCsp)
dengan metode analisis probit. Data
persentase kematian sel karena pengaruh
perlakuan (sampel) dikonversikan dalam
nilai probit, kemudian dibuat persamaan
regresi linear antara log kadar dengan
probit. Persamaan regresi yang diperoleh
yaitu y = 1,9025x + 0,7232 dengan harga
r = 0,997. Hal ini dapat dilihat pada
Gambear 2.
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Gambar 2. Hubungan antara Log kadar
fraksi larut etil asetat ekstrak etanol biji
jinten hitam dengan Probit.

Harga LCs, diperoleh dengan
memasukkan probit 5 ke dalam
persamaan  garis  lurus  tersebut,
kemudian diperoleh harga x. Antilog dari
harga x merupakan LCsy. Hasil per-
hitungan LCs, diperoleh 177,01 pg/ml.
Ini berarti pada kadar tersebut senyawa
uji dapat menyebabkan kematian sebesar
50% dari jumlah sel yang dicoba.
Semakin kecil konsentrasi yang di-
butuhkan untuk mematikan 50% jumlah
sel berarti senyawa tersebut semakin
toksik. Hasil uji sitotoksisitas digunakan
untuk menentukan konsentrasi yang
akan digunakan untuk uji antiproliferatif.
Dipilih dua dosis di bawah LCs, yaitu
125 dan 62,5 ig/mL. Selanjutnya
dilakukan uji antiproliferatif untuk me-
lihat pengaruh fraksi etil asetat ekstrak
etanol jinten hitam terhadap kinetika
proliferasi sel.

Besarnya hubungan antara log
kadar sampel dengan probit yang di-
hitung dengan koefisien korelasi adalah
0,997. Hal ini menunjukkan adanya
hubungan yang linear antara log kadar

dengan probit karena r hitung > r tabel (r
tabel = 0,8783). Hasil dari uji regresi
linear menunjukkan adanya perbedaan
yang bermakna dari masing- masing
konsentrasi terhadap persen kematian.

a. Uji Antiproliferatif

Pada uji antiproliferatif digunakan
dua seri kadar yaitu 125 dan 62,5 pg/ml
yang ditentukan dari harga LCs pada uji
sitotoksisitas, kadar-kadar tersebut me-
miliki persentase kematian dibawah
LCsy (177,01 pg/ml). Pemilihan kadar
dari larutan uji yang digunakan adalah
dibawah LCs, agar sel dapat diamati
pertumbuhannya serta morfologinya
karena sel tidak banyak yang mati.
Apabila digunakan kadar diatas LCj,
dikhawatirkan sel banyak yang mati
sebelum 72 jam inkubasi sehingga peng-
amatan kinetika proliferasi tidak dapat
dilakukan dan profil pertumbuhannya
tidak terlihat.

Pada pengamatan  morfologi
antara sel mieloma yang mengalami
perlakuan ekstrak etanol biji jinten
dibandingkan sel mieloma kontrol akan
memperlihatkan perubahan morfologi
yang berbeda. Sel yang hidup dari
kontrol akan terlihat bergerombol dan
menempel didasar sumuran, bentuknya
bulat cemerlang sedangkan pada per-
lakuan terlihat adanya sel yang mati. Hal
ini dapat dilihat dari bentuknya sudah
berubah yaitu sudah tidak bulat lagi dan
tampak gelap. Hasil pengamatan
morfologi sel mieloma dapat dilihat pada
Gambear 3.
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(A)

(B)

Gambar 3. Morfologi sel mieloma dalam sumuran setelah diinkubasi 24 jam (A) kontrol sel (B)
perlakuan kadar 125 pg/ ml.

Uji antiproliferatif ini dilakukan
dengan metode MTT. Data yang diper-
oleh berupa absorbansi sel hidup.
Sampel yang berwarna dapat mem-
berikan absorbansi sehingga absorbansi
yang terbaca tidak hanya warna ungu
yang sebanding dengan jumlah sel yang
hidup tapi juga warna dari sampel,
sehingga  diperlukan adanya kontrol
sampel diperlukan untuk mengeliminasi
pengaruh absorbansi dari sampel yang
berwarna. Hasil absorbansi perlakuan
dikurangi  absorbansi dari kontrol
sampel, kemudian dikonversikan ke
dalam jumlah sel hidup. Data jumlah sel
hidup dan absorbansinya dapat dilihat
pada Tabel II.

Tabel I1. Variasi jumlah sel dan absorbansi
yang ditetapkan dengan metode MTT pada
panjang gelombang 550 nm

Jumlah sel hidup Absorbansi
5000 1,050
10000 1,123
15000 1,196
20000 1,200
25000 1,247

30000 1,278
35000 1,273
40000 1,331
45000 1,337
50000 1,344

Dari kurva baku pada Tabel II
tersebut kemudian dibuat persamaan
regresi linear antara jumlah sel hidup dan
absorbansi yang digunakan untuk
mengkonversikan absorbansi sel hidup
dari setiap perlakuan persatuan waktu.
Dari persamaan regresi linear tersebut
diperoleh persamaan kurva baku y =
6,13.10° + 1,069 dengan harga r =
0,961. Grafik kurva baku dapat dilihat
pada Gambar 4.

N o
.

absorbansi

o000 ==
oN P ®

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000
kerapatan sel

Gambar 4. Grafik hubungan jumlah sel
hidup dengan absorbansinya
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Hasil absorbansi sel hidup pada
masing-masing perlakuan persatuan
waktu, yaitu pada kontrol sel, sampel
kadar 125 dan 62,5 pg/ml dimasukkan
pada persamaan kurva baku di atas
sehingga diperoleh data jumlah sel. Hasil
uji antiproliferatif dapat dilihat pada
Tabel II1.

Dari harga doubling time tersebut dapat
diketahui penghambatan ekstrak etanol
biji N. Sativa, Lour. terhadap kecepatan
sel untuk berproliferasi dengan mem-
bandingkan harga doubling time kontrol
dengan harga doubling time sampel.

Harga doubling time diperoleh

terhadap sel Mieloma

Log jumlah sel hidup jam ke-
Perlakuan
0 24 48 72
kadar 125 pg/ml 4,301 3,643 4,564 4,129
kadar 62,5 ng/ml 4,301 3,862 4,598 4,190
Kontrol sel 4,301 4,666 4,665 4.548

Dari Tabel III dapat diketahui
jumlah sel hidup pada jam ke-0, 24, 48,
dan 72, selanjutnya dibuat persamaan
regresi linear antara log jumlah sel hidup
dengan waktu inkubasi. Hasil regresi
tersebut digunakan untuk menghitung
harga doubling time.

dari nilai log dua kali jumlah sel awal
sebagai Y dikurangi harga intersep dari
persamaan regresi linear waktu inkubasi
versus log jumlah sel hidup, kemudian
dibagi dengan slopenya. Hasil regresi
linear dan harga doubling time sel
mieloma pada berbagai perlakuan dan
kontrol sel ditampilkan pada Tabel IV.

Tabel IV. Hasil pengamatan regresi linear dan harga doubling time sel Mieloma pada berbagai

Kadar Dou.bllng
(ng/ml) Persamaan slope Y Time R
125 y =1,688.10"x + 4,089 1,688.10° | 4,602 298.4 0,135
62,5 y=1,679.10"x + 4,177 1,679.10° | 4,602 253 0,171
Kontrol sel |y =3,083.10"x + 4,434 3,083.10° | 4,602 54,53 0,555

Doubling time merupakan waktu
yang diperlukan oleh sel untuk meng-
gandakan dirinya menjadi dua kali lipat.

Berdasarkan dari Tabel IV terlihat
perlakuan kontrol sel memiliki harga
doubling time terkecil. Hal ini me-
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nunjukkan bahwa kecepatan proliferasi
sel dapat diperlambat dengan memberi-
kan ekstrak etanol biji N. Sativa, Lour.
Terlihat juga bahwa harga doubling time
perlakuan sampel kadar 125 pg/ml lebih
besar daripada sampel kadar 62,25
pg/ml. Semakin tinggi konsentrasi fraksi
maka penghambatan proliferasinya pada
sel mieloma semakin besar pula.

Kemampuan fraksi etil asetat
ekstrak etanol biji NV. Sativa, Lour. dalam
menghambat proliferasi sel juga dapat
dilihat dari harga slope. Harga slope
yang semakin besar membuktikan bahwa
semakin banyak jumlah sel yang hidup.
Pada kontrol sel harga slope lebih besar
daripada harga slope sampel. Hal
tersebut dapat dilihat pada grafik waktu
inkubasi versus log jumlah sel hidup
pada berbagai perlakuan dan kontrol

o b
34 mﬁ —e— log jumlah sel
= — hidup kontrol sel
83 —=&— Log Jumlah Sel
§ 2 Hidup kadar 62,5
g 1 —2&— log jumlah sel
= hidup kadar 125
20 ! ! :

0 20 40 60 80

waktu inkubasi (jam)

Gambar 5. Grafik log jumlah sel Mieloma
yang hidup sebagai fungsi waktu pada
berbagai perlakuan kadar dan kontro

Pada grafik (Gambar 5) terlihat
bahwa slope sampel berada di bawah
slope kontrol. Hal ini menunjukkan ada-
nya penghambatan perkembangan sel
setelah pemberian fraksi etil asetat
ekstrak etanol biji jinten hitam (V.
Sativa, Lour.). Dari data slope hasil uji
antiproliferasi dapat diketahui bahwa
dengan pemberian fraksi etil asetat

ekstrak etanol biji jinten hitam (N
Sativa, L.) terhadap sel mieloma baik
pada kadar 125 pg/ml maupun pada
kadar 62,5 pg/ml mampu menghambat
perkembangan sel lebih lambat dari
kontrol. Hal tersebut ditunjukkan dari
harga slope. Semakin besar harga slope
maka semakin singkat doubling timenya.
Harga doubling time pada kontrol sel
lebih kecil daripada sampel yang artinya
bahwa dengan tidak adanya pemberian
senyawa uji, sel mampu berproliferasi
dalam waktu yang lebih singkat. Hal ini
menunjukkan bahwa ekstrak etanol biji
jinten hitam mampu memacu cell cycle
arrest.

Kandungan zat aktif dalam fraksi
yang diduga bersifat sitotoksik dan
antiproliferatif adalah minyak lemak
esensial (Mbarek et al., 2007), saponin
(terpenoid dan steroid) (Boskabady et
al., 2000), tymol (Hajar, 2008). Ke-
mungkinan titik tangkap senyawa alam
seperti terpenoid berdasarkan mekanis-
menya sebagai antikanker antara lain
menekan pertumbuhan sel CAV-1 dan
menginduksi apoptosis sel kanker
(Palozza et al, 2008). Saponin bekerja
sebagai antikanker dengan menginduksi
cell cycle arrest dan apoptosis sel
(Bachran et al., 2008).

KESIMPULAN

Fraksi etil asetat ekstrak etanol biji
jinten hitam (Nigella sativa, L.)
mempunyai aktivitas sitotoksik secara in
vitro terhadap sel Mieloma, dengan LCsg
177,01 pg/ml. Ekstrak ini juga mem-
punyai efek antiproliferatif terhadap sel
Mieloma dengan kemungkinan mekanis-
me memacu cell cycle arrest.
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