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Abstract

Airway remodelling refers to the structural changes that occur in the airvay wall in asthma, These is irreversible changes to’ the
airway, with damage of bronchiolus epithelinm becanse the airway epithelium undergoes apoptosis as one of its manifestations. Empirically
black seed has been known as bronchial asthma therapy for many years ago. The purpose of the research is to lest the effect of bluck
seed (Nigella sativa L.) extract to apoptosis of bronchiolus epithelium and apoptosis of T hymphogytes the aivay bronchial asthma on
asthma monse model, Female mice were used in the expeimental laboratory research and allergic mouse model was got by given ovalbumin
twice within 3 weeks intraperitoneally and 3 times per week within G weeks by inhalation. Black seed extract is given in 3 different dose
(0,024 cc/ day, 0,048 cc/ day and 0,096 o/ day) for 9 weeks. Sample was chosen randomly to share it within 5 group containing 6 mice
in every group ; negasive control group (without any treatment, n=G), positive control group (sensitizied with ovalbumin, n=6), JH1 group
(sensitizied with ovalbumin and treating with first dose of black seed extrach, n=6), JH2 group (sensitizied with ovalbumin and treating
with second dose of black seed extract, n=6), [H3 group (sensitizied with ovalbumin and treating with third dose of black seed extract,
#=6). The parametric that is used in this research is the change in the color of the nuclens of bronchiolus epitbelinm and T hymphocytes
the airway bronchial asthma shown the occurrence of browning apoptosis. The result shown a significant increase of apoptosis of bronohiolus
gpithelinm on  positive control group to compare with negative control group. The apoptosis of bronchiolus epithelium on JHI shown an
increase compare with positive control group. For JH2 and JH3 groups shown a decrease the apoptosis of bronchial epithelium compare with
positive control group. And the research indicate that the unsignificant aptosis decrease were happen on a group with positive control instead
of the group with negative control. Meanwhile, on [HT group, apoptosis decrease were bappening more significantly than the positive control
group does, the aptosis increases were happen on JH2 and JH3 group, but its not capable to exceeding the positive control group apoptosis
aniount The conclusions is the black seed (Nigella sativa L.) extract can decrease apoptasis of bronchiolus epthelium on asthma mouse model
in the third dose as the best result and the doses of black seed extract that were giving to the experiment mice can not increasing the apoplosis
T Lymphocyte, thus requiring further research to figure out the perfect doses to increasing against respiratory tract apoptosis T Lymphocyte.
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Abstrak

Airway Remodelling merupakan perubaban strakiur yang ferjadi pada dinding saluran nafas pendetita asma, yang bersifat irveversibel,
salab satn manifestasinya berupa kerusakan epitel bronkiolus karena mengalami apoptosis. Sebaliknya ketidakseimbangan antara Th1 dan
Th2, membwnat sitokin proinflamasi akan keluar lebib banyak, hal ini akan menyebabkan terbambatyya apoptosis Limfosit T. Jinten bitam
dikenal secara empiris dapat mengobati asma bronkial, Penclitian ini bertujuan untuk menguji efeke eksirak jinten hitam terbadap apoptosis
sel epitel dan apoptosis Limfostti T saluran nafas bronchiolus pada model mendit asma dengan memberilean sensitisasi pada hewan coba mencit
betina dengan alergen ovalbunin secara intraperitoneal 2 kali selama 3 miinggu dan secara inhalasi 3 kali per minggn selama 6 minggy.
Ekstrak finten bitam diberikan dalam 3 dosis (0,024 e/ hari, 0,048 e/ bari, dan 0,096 cc/ hari) selama 9 minggn. Sampel dipilib secara
random dibagi dalam 5 kelompok terdiri dari 6 ckor menat, kelompok kontrol negatif (tanpa perlakuan), komtrol positif (sensitisasi
ovalbumin), kelompok JH1 (sensitisasi ovalbumin dan ekstrak jinten bitam dosis 0,024 ccf bari), kelompok JH2 (dengan sensitisasi
ovalbumin dan pemberian ekstrak_finten bitam dosis 0,048 cc/ bati), dan kelomgpok JH3 (sensitisasi ovalbumin dan ekstrak jinten hitan
dosis 0,096 cc/ bari). Parameter yang digunakan adalah persbaban warna inti sel yang kecoklatan sel epitel pada bronkiolus dan limfosit
T bronkbiolus terminalis mencit menunjukikan teviadinya apoptosis. Hasil penclitian menunjukkan terjadi peninglatan apoprosis sel epithel
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bronchiolus yang signifikan pada mencit kelompok kontrol positif bila dibandingkan dengan mencit kelompok kontrol negatif. Kelompok
mencit JHI menunjukkan peningkatan apopiosis dibandingkan kontrol positif. JH2 dan JH3 menunjukkan apoptosis epitel bronkiolus
yang semakin berkurang dibandingkan dengan kontrol positif. Pada pengamatan apoptosis Limfasit T sel nafas bronkhiolus mennnjukan
penuranan apoptosis tidak signifikan pada kontrol positif dibandingkan kontrol negatif. Sementara itu pada kelompok JH1 torjadi
penurunan apoptosis limfosit T dibandingkan dengan kontrol positif, sedangkan pada JH2 dan JH3 terjadi peninglatan apopiosis tetapt
jumlahmya tidak mampy melebibi dari kelomspok. kontrol positif. Kesimpulan dari penclitian ini adalah pemberian ekstrak Jinten hitam
(Nigedla sativa) dapat menurunkan apoptosis sel epitel saluran nafas bronkiolus pada model mencit asma dengan basil yang optimunt ‘pada
pemberian ekstrak jinten bitam sebesar 0,096 ccf bari, dan ternyata jinten hitam belum mampyu meningkatkan apeptosis Limfosii T dengan
dosis fersebut sehingga membutubkan penelitian yang lbib lanjut wntuk mengetabui dosis yang opiinnm unink meningkatkan apoptosis

Limfosit T bronkbiolus asma.

Kata kunci: asma, jinten hitam, apopiosis sel gpitel bronkiolus, apoptosis limfosit T

PENDAHULUAN

Asma menjadi masalah besar di seluruh dunia, hal
ini terbukti dengan adanya peningkatan prevalensi dan
angka kematian dari waktu ke waktu, Diperkirakan asma
diderita oleh 100-150 juta jiwa di seluruh dunia.
Permasalzhan ini tidak hanya timbul di negara maju
namun juga di negara betkembang, Di Amerika setiap
tahun sekitar 1,5-2 juta kunjungan ke unit gawat darurat
karena serangan asma dan kasus asma akut mencapai 2,5-
10% angka kunjungan di pusat kesehatan perkotaan
(Barus dk&., 2003),

Asma merupakan penyakit inflamasi kronik pada
saluran nafas. Perubahan akibat inflamasi pada penderita
asma metupakan dasar kelainan faal paru, Kelainan
patologi yang terjadi adalah obstruksi saluran napas,
hiperesponsivitas saluran napas, kontraksi otot polos
bronkiolus, hipetesekresi mukus, keterbatasan alitan udara
yang ireversibel, cksaserbasi, asma malam dan analisis gas
darah. Perubahan akibat inflamasi ini juga berperan dalam
remodeliing jalan nafas, yaitu suatu proses reparasi saluran
respiratotik yang menghasilkan perubahan struktural dan
fungsional yang menyimpang pada saluran respiratori
(Rahmawati dké., 2003).

Dalam patogenesis asma, terjadinya apoptosis
mungkin juga mempunyai peran penting schingga
menyebabkan proses inflamasi kronis. Apoptosis adalah
kematian sel terprogtam yang merupakan proses penting
dalam pengaturan homeostasis normal. Proses ini
menghasilkan keseimbangan dalam jumlah sel jaringan
tertentu melalui eliminasi sel yang rusak dan proliferasi sel
yang fisiologis sechingga dengan demikian dapat
memelihara fungsi jaringan agar tetap normal (Kresno,
2002). Pada proses inflamasi, apoptosis berfungsi untuk
mengendalikan kelebihan sel inflamasi, membatasi
kerusakan jaringan, dan meredakan proses inflamasi.

Epitel saluran nafas merupakan target inflamasi
dan stimuli fisik pada pasien asma. Kerusakan pada epitel
ini sering dijumpai pada pendetita asma, bahkan pada
gejala asma yang paling ringan. Kerusakan epitel
berhubungan langsung dengan hiperreaktifitas saluran
nafas pada penderita asma, baik pada penderita asma

ringan maupun penderita asma petsisten, Hal ini
mendukung bahwa proses inflamasi ringan oleh karena
kerusakan epitel sudah mampu menyiapkan proses awal
kerusakan mucosa dan terjadinya remoedeling. Pada
penderita asma terjadi pelepasan sel epitel empat kali
lebih besar dibandingkan pada orang-orang yang tidak
asma setelah dilakukan pengambilan BAL (Bronchoaiveolar
Lavage) dengan tekhnik bronchial washing, yaitu suatn
tekhnik yang dilakukan dengan cara menyemprotkan
saluran pernafasan dengan larutan normal saline. Sebagian
besar dati sel epitel ini merupakan sel epitel bercilia
(White, 2002).

Telzh dibuktikan bahwa kerusakan pada epitelium
saluran nafas dapat menyebabkan terjadinya proses
inflamasi. Kerusakan epitel ini terjadi oleh karena sel
epitel saluran nafas mengalami apoptosis. Apoptosis
pada sel epitel yang tetjadi pada penderita asma dapat
disebabkan cleh berbagai keadaan seperti protein tungau, -
debu rumah maupun bahan-bahan oksidan (White, 2002).

Ditemukan juga adanya antibodi spesifik anti
sitokin yang menghambat apoptosis seperi anti-TNF-a
dan anti-IL10 pada penderita asma. Tetlihat peningkatan
infiltrasi limfosit T pada submukosa bronchial , setta
terjadi pula peningkatan expresi (mRNA dan protein)
dari genes suppressor apoptosis Bel2 (and apoptosis
ptotein) pada limfosit T dimana Bel2 anti apoptosis ini
akan memblok rilis dari sitokrom C yang akan
mengzktifkan caspase2 lainnya,, hal inilah yang
menyebabkan terjadinya penurunan apoptosis pada
limfosit. (Vignola, e 4/, 2005).Salah satu Obat herhal
yang saat ini menjadi fenomena adalah jinten hitam
(Nigella sativa). Minyak dari herbanya diyakini bisa
mengobati penyakit yang berhubungan dengan sistem
pernapasan, saluran pencernaan, gaﬁgguan lambung dan
liver serta untuk meningkatkan sistem kekebalan tubuh
(Senior, 2007).

Pada minyzk jintan hitam terdapat bs.han aktif
utama yaitu thymogquinone (TQ), dithymquinone (DTQ),
thymohydroquinone (THQ), dan thymol (THY) (Gilani
et af, 2004; Gazzat ¢ a/, 2006), Thymogquinon ini yang
dapat digunakan secbagai anti-inflamasi, TQ dapat



menghambat generasi dari mediator inflamasi,
trhomboxane B2 dan leukottiene B4 dengan menghambat
kedua jalur cyclooxygenase dan 5-lipoxygenase. TQ tidak
hanya menghambat respon Th2 dan sitokin tapi juga
merangsang respon Thi dengan menginduksi IFN-2
baik invitto maupun invivo. (Gazzar ¢f 4/, 20006).

Penelitian kali ini akan menguji pemberian ekstrak
jinten hitam (Nigella Sativa) tethadap apoptosis sel epitel
bronkiolus dan apoptosis limfosit T saluran nafas
bronchiolus pada model mencit asma.

METODE PENELITIAN

Penclitian ini menggunakan desain penelitian
cksperimental dimana terdapat intervensi terhadap subyek
penelitian. Rancangan cksperimen yang digunakan adalah
rancangan eksperimen sederhana dimana subyck mencit
dibagi secara random menjadi lima kelompok, yaitu:
kontrol negatif (tanpa perlakuan), kontrol positif (dengan
sensitisasi ovalbumin), kelompok JH1 (dengan sensitisasi
ovalbumin dan pemberian ckstrak jinten hitam dosis
0,024 cc/hari), kelompok JH2 (dengan sensitisasi
ovalbumin dan pemberian ekstrak jinten hitam dosis
0,048 cc/hati), dan kelompok JH3 (dengan sensitisasi
ovalbumin dan pemberian ckstrak jinten hitam dosis
0,096 cc/hari).

Aklimatisasi (penyesuaian lingkungan) bagi hewan
uji dilakukan selama 7 hari di Laboratorium Farmakologi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang, Pada
waktu tujuh hari ini, mencit hanya diberi makan dan
minum standar laboratorium secara adibitum.

Sensitisasi awal dilakukan secara intraperitoneal
menyuntikkan campuran 10 ig ovalbumin (OVA) + 1
mg Al(OH), yang dilarutkan dalam 0,5 cc normal saline
(NaCl 0,9%) pada hari ke-0 dan hati ke-14. Sensitisasi
ulangan dilakukan secara inhafasi dengan membetikan
ovalbumin (OVA) 1% dalam normal saline (NaCl 0,9%)
sebanyak 8 cc per petlakuan dengan menggunakan nebulizer
OMRON tipe NU-017 selama 20 menit dengan air flow
volume dan nebulization volume pada skala 1. Sensitisasi
secara inhalasi tersebut diulang selama 6 minggu sesuai
jadwal, yaitu pada hari ke-21, 23, 25, 28, 30, 32, 35, 37,
39, 42, 44, 46, 49, 51, 53, 56, 58, dan 60, pada waktu yang
kurang lebih sama pada tiap perlakuan, yaitu antara
pukul 09.00 — 11.00 WIB .

Pemberian ekstrak jinten hitam dilakukan setiap
hari secara forced feeding dengan menggunakan spuit yang
pada ujungnya ditumpulkan dengan planina dan
dimasukkan melalui mulut mencit. Ekstrak jinten hitam
yang diberikan sebanyak 0,024 cc/hari pada kelompok
JH1, 0.048 cc/hari pada kelompok JH2 dan 0,096 cc/hari
pada kelompok JH3.

Pada mencit yang telah diberi perlakuan selama 9
minggu dilakukan pengambilan organ setelah sebelumnya

Pelngaruh'Pemberian Ektrak Jinten Hitam

dilakukan anestesi hingga mencit-mencit tersebut mati
dengan agen anestesi &etamin dan midagolam. Otrgan paru
diletakkan di dalam tempat organ dan difiksasi dengan
formalin 10%, selanjutnya dibuat sediaan histopatologi.

Sediaan diamati pada sel epitel dan limfosit T
bronkiolus mencit dengan indikator perubahan warna
inti sel yang kecoklatan menunjukkan terjadinya apoptosis.
Penghitungan dilakukan dengan menggunakan mikroskop
cshaya dengan petbesaran 1000x sebanyak 3 lapang
pandang untuk setiap sediaan. Untuk dokumentasi
dilakukan pemotretan terhadap hasil pengamatan dengan
kamera mikroskop Olympus DP71.

Data yang diperoleh sesuai dengan pembagian
kelompok dianalisa menggunakan uji statistik dengan
metode one-way ANOVA (analisa varian satu arah) dan uji
Post Hoc dengan metode Twkey sebagai uji lanjutan.
Sedangkan untuk mengetahui korelasi data-data tetsebut
digunakan uji korelasi Pearson dan untuk mengetahui
pengaruh peningkatan dosis jinten hitam terhadap jumlah
apoptosis sel epitel bronkiolus mencit dan apoptosis
limfosit T digunakan uji regresi.

HASIL PENELITIAN

Dari gambaran histopatologi bronkiolus mencit
yang telah dilakukan pelabelan fragmen DNA didapatkan
data kualitatif berupa peningkatan jumlah apoptosis sel
epitel pada kelompok kontrol positif (sensitisasi dengan
ovalbumin) yang ditunjukkan pada gambar 1.2 bila
dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif (tanpa
sensitisasi ovalbumin) yang dimnjukkan pada gambar
1.1. Sedangkan pada kelompok JH 1 / jinten hitam 1
(sensitisasi dengan ovalbumin dan ekstrak jinten hitam
dosis 0,024 cc/hari) yang ditunjukkan pada gambar 1.3
didapatkan peningkatan jumlah apoptosis sel epitel
bronkiolus yang tidak jauh betbeda bila dibandingkan
dengan kelompok kontrol positif. Penurunan jumlah
apoptosis sel epitel bronkiolus baru terjadi pada
kelompok JH 2 (sensitisasi dengan ovalbumin dan ekstrak
jinten hitam dosis 0,048 cc/hari) yang ditunjukkan pada
gambar 1.4 dan kelompok JH 3 (sensitisasi dengan
ovalbumin dan ekstrak jinten hitam dosis 0,096 cc/hari)
yaitu pada gambar 1.5,



Gambar 1. Gambaran histopatologi epitel bronkiolus
mencit, pelabelan fragmen DNA; 1: Gambaran epitel
bronkiolus mencit pada kelompok kontrol negatif (tanpa
sensitisasi ovalbumin, tanpa ekstrak jinten hitam),
pelabelan fragmen DNA (TUNEL, 1000x) Tampak sel
epitel bronkiolus yang mengalami apoptosis (dalam
kotak) Terlihat bahwa jumlah sel epitel yang mangalami
apoptosis masih dalam batas normal; 2: Gambaran cpitel
bronkiolus mencit pada kelompok kontrol positf (dengan
sensitisasi ovalbumin, tanpa ekstrak jinten hitam),
pelabelan fragmen DNA (TUNEL, 1000x) Tampak bahwa
sel epitel bronkiclus yang mengalami apoptosis (dalam
kotak) lebih banyak (terata : 30,333) dibanding kontrol
negatif (rerata : 9,667); 3: Gambaran cpitel bronkiolus
mencit pada kelompok JH1 (dengan sensitisasi ovalbumin
dan ekstrak jinten hitam dosis 1), pelabelan fragmen
DNA (TUNEL, 1000x) Tampak jumlah apoptosis sel
cpitel bronkiolus yang tidak jauh berbeda (rerata : 32,00)
dari kelompok kontrol positif (rerata : 30,333); 4:
Gambaran epitel bronkiolus mencit pada kelompok JH 2
(dengan sensitisasi ovalbumin dan ekstrak jinten hitam
dosis 2), pelabelan fragmen DNA (TUNEL, 1000x)
Tampak jumlah apoptosis sel epitel bronkiolus lebih
sedikit (rerata :'16,000) bila dibandingkan dengan kelompok
JH 1 (rerata :32,000); 5: Gambaran epitel bronkiolus
mencit pada kelompok JH3 (dengan sensitisasi ovalbumin
dan ckstrak jinten hitam dosis 3), pelabelan fragmen
DNA (TUNEL, 1000x) Tampak jumlah sel epitel
bronkiolus yang mengalami apoptosis lebih sedikit (rerata
: 8,000} dibandingkan dengan kelompok JH 2 (rerata :
16,000} dan cenderung mirip dengan kelompok kontrol
negatif atau normal.

Untuk mendapatkan data kuantitatif dilakukan

penghitungan jumlah apoptosis sel epitel bronkiolus
mencit dengan menggunakan mikroskop cahaya dengan
perbesaran 1000x dalam 3  lapang pandang. Hasil
penghitungan yang didapat berupa rerata apoptosis sel
epitel bronkiolus yang ditampilkan pada tabel 1.
Tabel 1. Rerata hasil pengujian jumlah apoptosis sel
epitel bronkiolus mencit pada preparat histopatologi
dengan pengecatan pelabelan fragmen DNA dalam 3
lapang pandang dengan perbesaran 1000x

Kelompok 3
mencit
Kontrol (-)

Kontrol (+)

Rata-rata

9.667 = 0.667
30.333 = 1.783

JEH L 32.000 =+ 3.768

TH 2 16.000 = 1.862

[JH 3 _ 8.000 = 0.775
Sel Epitel

Kontrol + JH1 JH2 JH3 Kontrol -

Perlakuan

Gambar 2. Grafik rata-rata apoptosis sel epitel bronkiclus
mencit



Keterangan:

Kontrol (-} : tanpa perlakuan sensitisasi & tanpa
pemberian ekstrak jinten hitam

Kontrol (+) : diberikan petlakuan sensitisasi, namun
tanpa pemberian ekstrak jinten hitam

JH 1 : diberikan perlakuan sensitisasi & dibetikan ekstrak
jinten hitam 0,024 cc/hati (dosis 1)

JH 2 : diberikan perlakuan sensitisasi & diberikan ekstrak
jinten hitam 0,048 cc/hari (dosis 2)

JH 3 : diberikan perlakuan sensitisasi & dibetikan ekstrak
jinten hitam 0,096 cc/hati (dosis 3)

Dari grafik di atas tampak adanya perubahan
jumlah apoptosis sel epitel bronkiolus mencit pada tiap-
tiap kelompok. Pada kelompok kontrol negatif dimana
tidak diberikan petlakuan apapun hasil penghitungan
rerata apoptosis sel epitel bronkiolus adalah 9.667.
Sedangkan pada kelompok kontrol positif dimana hanya
diberikan sensitisasi dengan ovalbumin saja didapatkan
peningkatan jumlah apoptosis sel epitel bronkiolus
dengan hasil rerata sebesar 30.333. Pada kelompok JH 1
(sensitisasi + eckstrak jinten hitam dosis 1) tetjadi
peningkatan retata apoptosis sel epitel bronkiolus mencit
menjadi 32,000, sedangkan padi kelompok JH 2
(sensitisasi + ckstrak jinten hitam dosis 2) terjadi
penurunan hasil rerata sebesar 16.000. Dan terakhir pada
kelompok JH 3 (sensitisasi + ckstrak jinten hitam dosis
3) didapatkan hasil rerata sebesar 8.000. Dengan demikian
terjadi penurunan rerata jumlah apoptosis sel epitel
bronkiolus mencit pada kelompok dengan sensitisasi
menggunakan ovalbumin dan pemberian ekstrak jinten
hitam jika dibandingkan dengan kelompok dengan

_sensitisasi menggunakan ovalbumin namun tanpa
pemberian ekstrak jinten hitam. '

Selanjutnya dilakukan uji Statistik. Karena sebaran
data adalah normal dan varians data adalah sama, maka
uji One Way ANOV.A yang dilakukan adalah valid. Pada
uji ANOVA diperoleh nilai p = 0.000, artinya terdapat
minimal 2 kelompok yang memiliki perbedaan
apoptosissel epitel bronkiolus mencit secara bermakna.
Untuk mengetahui pada kelompok manakah terdapat
perbedaan yang bermakna, dilakukan uji lanjutan yaitu
analisis Post Hoe dengan metode Tukey.

Hasil analisis Po:f'Hac_ menunjukkan bahwa
terdapat perbedaan yang signifikan antata kelompok
kontrol negatif dengan kontrol positif (p = 0.000),
kelompok kontrol negatif dengan kelompok JH 1 (p =
0.000), kelompok kontrol positif dengan kelompok JH
2 (p = 0.000), kelompok kontrol positif dengan
kelompok JH 3 (p = 0.000), kelompok JH 1 dengan
kelompok JH 2 (p = 0:000) dan kelompok JH 1 dengan
kelompok JH 3 (p = 0.000). Dengan demikian dapat
diambil kesimpulan bahwa terdapat perbedaan jumlah
apoptosis sel epitel bronkiolus mencit yang bermakna
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pada 6 pembandingan antar kelompok tersebut.
Sedangkan pada 4 pembandingan yang lain didapatkan
nilai p > 0.05. Pada pembandingan antara kelompok
kontrol negatif dengan kelompok JH 2 didapatkan nilai
p = 0.235, pada kelompok kontrol negatif dengan JH 3
didapatkan nilai p = 0.979, pada kelompok kontrol
positif dengan JH 1 didapatkan nilai p = 0.979 dan pada
kelompok JH 2 dengan kelompok JH 3 didapatkan nilai
p = 0.82, maka dapat diambil kesimpulan bahwa pada
pembandingan antara kelompok-kelompok tersebut tidak
dijumpai perbedaan jumlah apoptosis sel epitel
bronkiolus mencit yang bermakna.

Selanjutnya untuk mencari korelasi antara apoptosis
sel epitel dengan pemberian ekstrak jinten hitam pada
mencit yang disensitisasi dengan alletgen secara kronik,
dilakukan uji korelasi Pearson (bivariate-two tailed). Hasil
pada correlations didapatkan nilai korelasi antara dosis
jinten hitam dengan jumlah apoptosis sel epitel sebesar
0,929 dengan nilai signifikansi (p) sebesar 0,242 yang
lebih besar 0,05. Hal ini berarti bahwa terdapat hubungan
yang bermakna negatif antara pemberian dosis jinten
hitam dengan jumlah apoptosis sel epitel. Artinya
peningkatan dosis jinten hitam akan menurunkan jumlah
apoptosis sel epitel secara tidak signifikan. Nilai korelasi
Pearson yang didapat yaitu r = -0.929 menunjukkan arah
korelasi yang negatif dengan kekuatan korelasi kuat.

Untuk mengetahui seberapa besar pengaruh
peningkatan dosis ekstrak jinten hitam tethadap apoptosis
sel epitel bronkiolus mencit dilakukan uji regresi. Hasilnya,
didapatkan  sg#are = 0,862, hal ini menunjukkan bahwa
86,2% wariabel jumlah apoptosis sel epitel akan
dipengaruhi oleh dosis jinten hitam. Sedangkan sisanya
13,8% jumlah apoptosis sel epitel akan dipengaruhi oleh
variabel-variabel yang lain yang tdak dihahas dalam
penelitian ini. Selanjutnya didapatkan persamaan regresi
Y = 36.00 - 6,190 X, dimana Y adalah jumlah apoptosis
sel epitel bronkiolus mencit dan X adalah dosis jinten
hitam. '

Untuk mendapatkan data kuantitatif penghirungan
jumlah apoptosis limfosit T bronkiolus mencit dengan
menggunakan mikroskop cahaya dengan perbesaran 1000x
dalam 3 lapang pandang, Hasil penghitungan yang didapat
berupa rerata apoptosis limfosit T bronkiolus yang
ditampilkan pada table 2. "

Table No. 2
Perlakuan Rata-rata
Kontrol + 13.167 + 1.740
JHI 8.667 = 1.229
JH2 10.500 + 1.335
JH3 ' 11.833 % 1.222
Kontrol - 18.667 = 2.108




Sel Limposit

Kantral + JH1 JHz JHE Kontrol -

Periakuan

Grafik rata-rata apoptosis sel Limposit bronkiolus mencit

Sedangkan Hasil pengamatan data secara kualitatif
menunjukkan adanya penurunan jumlah Apoptosis
Limfosit T bronkiolus yang nyata pada gambar 4. yaitu
kelompok kontrol positif (dengan sensitisasi ovalbumin}
bila dibandingkan dengan gambar 3, yairu kelompok
kontrol negatif (tanpa sensitisasi ovalbumin), Pada gambar
5. yaitu kelompok JH1 (dengan sensitisasi ovalbumin
dan ekstrale jinten hitam dosis 1} juga didapatkan
penurunan jumlah Apoptosis Limfosit T bronkiolus bila
dibandingkan dengan gambar 4. Peningkatan jumlah
Apoptosis Limfosit T bronkiolus tetlihat pada JH2
(sesitisasi dengan ovalbumin dan ekstrak jintan hitam
dosis 2,4 pr/kegBB /hatl) yang ditunjukkan pada gambar
6.4 dan kelompok JH3 (sensitisasi dengan ovalbumin
dan ekstrak jinten hitam dosis 4,8 gr/kgBB/hari) pada
gambar 7. bila dibandingkan dengan gambar 5. tetapi
jumlah nya belum bisa melebihi dati gambar 4.

Gambat 3.
Gambar apoptosis sel Limfosit T bronkiolus mencit pada
kelompok kontrol negative (tanpa sensitisasi ovalbumin,
tanpa ekstrak jinten hitam), pada pelabelan fragmen DINA,
petbesaran 1000x.

Gambar 4.

Gambar apoptosis sel Limfosit 'I' bronkiolus mencit
pada kelompok kontrol posidf (dengan sensitisasi
ovalbumin, tanpa ckstrak jinten hitam), pada pelabelan
fragmen DINA, perbesaran 1000x.

(Gambar 5.

Gambar apoptosis sel Timfosit T bronkiolus mencit
pada kelompok J[11 (dengan sensitisasi ovalbumin dan
ekstrak jinten hitam dosis 1), pada pelabelan fragmen
DNA, perbesaran 1000x.

Gambar 6

Gambar apoptosis sel limfosit T bronkiolus mencit pada
kelompok JH2 (dengan sensitisasi ovalbumin dan ekstrak
jinten hitam dosis 2), pada pelabelan fragmen DNA,
petbesaran 1000x.

Gambar 7.

Gambar apoptosis sel Limfosit T bronkiclus mencit
pada kclompok JH3 (dengan scnsitisasi ovalbumin dan
ekstrak jinten hitam dosis 3}, pada pelabelan fragmen
DNA, perbesaran 1000x.
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Karena sebaran data adalah normal dan varians
data adalah sama, maka uji Owe Way ANOVA yang
dilakukan adalah valid. Pada uji ANOIA diperoleh nilai
p = 0.000, artinya terdapat minimal 2 kelompok yang
memiliki perbedaan jumlah apoptosis limfosit T
bronkiolus mencit secara betmakna. Selanjutnya untuk
mencari korelasi antara peningkatan apoptosis limfosit T
dengan pemberian ekstrak jinten hitam pada mencit yang
disensitisasi dengan allergen secara kronik, dilakukan uji
korelasi Pearson (bivariate-tne tailed).

Tabel 3. Uji korelasi jinten hitam terhadap apoptosis sel
limpaosit

. Uji Korelasi
Yariabel Korelas Sig Keputusan
dosis jinten hitam dengan Ada Hubut
: gan
Jlumlah' apoptosis  sel | 0,961 0,179 yang idak signifikan
limpaosit

Berdasarkan Tabel 3. diperoleh nilai kotelasi antara dosis
jinten hitam dengan jumlah apoptosis sel limposit sebesar
0,961 dengan nilai signifikansi (p) sebesar 0,179 yang
lebih besar 0,05. Hal ini berarti bahwa terdapat hubungan
yang bermakna positif antara pemberian dosis jinten
hitam dengan jumlah apoptosis sel limposit. artinya
peningkatan dosis jinten hitam akan meningkatkan jumlah
apoptosis sel limposit secara tidak signifikan, begitu juga
sebaliknya peningkatan dosis jinten hitam akan
meningkatkan jumlah apoptosis sel limposit secara tidak
signifikan,

Untuk mengetahui pengaruh dosis jinten hitam
terhadap jumlah apoptosis sel limposit, dapat diketahui
dengan menggunakan analisis bentuk hubungan (regtesi),
karena dari uji korelasi belum bisa menjelaskan hal
tersebut.

Berdasarkan hasil pengujian dengan menggunakan
analisis regresi linier sederhana, maka hasil regresi dapat
disusun dalam bentuk Tabel f sebagai berikut :

Tabel 4. Analisis regresi Linier sederhana

Koefisien
Variabel Tegmesi Bete thitung | nilai Kclerangan
B.000 10475 | 0,061 Tidak
Ransfants Signifikan
s = 0.833 0.961 3464 0.179 Tidak
Dosis Jinten Hitam Signifikan
R square (R) =092
F hitung = 12,000
[ Sig. =0.179

Betdasarkan Tabel 4. didapatkan Koefisien determinasi
yang digunakan untuk menghitung besarnya pengaruh
atau konttibusi variabel bebas terhadap vatiabel tetikat,

Dati analisis pada Tabel 5.4 dlpcrolch hasil R 2 (koefisien

determinasi) sebesar 0,923, Artinya bahwa 92,3% variabel
jumlah apoptosis sel limposit akan dipengaruhi atau
dijelaskan oleh dosis jinten hitam. Sedangkan sisanya
7,7% jumlah apoptosis sel limposit akan dipengaruhi
oleh variabel-variabel yang lain yang tidak dibahas dalam
penelitian ini,

PEMBAHASAN

Dati hasil penelitian baik data kuantitatif maupun
data kualitatif didapatkan bahwa terdapat peningkatan
jumlah apoptosis sel epitel pada kelompek kontrol
positif (sensitisasi dengan ovalbumin) bila dibandingkan
dengan kelompok kontrol negatf (tanpa sensitisasi
ovalbumin). Sedangkan pada kelompok JH 1 didapatkan
peningkatan jumlah apoptosis sel epitel bronkiolus bila
dibandingkan kelompok kontrol positf. Pada kelompok
JH 2 dan JH 3 didapatkan penuranan jumlah apoptosis
sel epitel bronkiclus bila dibandingkan dengan kelempok
kontrol positif.

Hasil uji statistik menunjukkan terjadinya
peningkatan jumlah apoptosis sel epitel bronkiolus yang
signifikan pada mencit kelompok kontrol positif bila
dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif.
Sementara itu, pada kelompok JH 1 terdapat peningkatan
jumlah apoptosis sel epitel bronkiolus mencit namun
tidak berbeda secara signifikan bila dibandingkan dengan
kelompok kontrol positf. Sedangkan pada pembandingan
antara kelompok kontrol positif dengan kelompok JH
2 ditemukan perbedaan jumlah apoptosis sel epitel
bronkiolus mencit yang signifikan, begitu pula antara
kelompok kontrol positif dengan kelompok JH 3. Dan
pada pembandingan kelompok JH 3 dengan kelompok
kontrol negatif menunjukkan perbedaan yang tidak
signifikan, Hasil vji kolerasi menunjukkan bahwa korelasi
antara pemberian ekstrak jinten hitam dengan jumlah
apoptosis sel epitel bronkiclus mencit adalah sangat
kuat dan memiliki arah vang negatif yang berarti semakin
besar dosis jinten hitam yang diberikan maka peningkatan
jumlah apoptosis sel epitel bronkiolus mencit semakin
sedikit. Sementara itu hasil uji regresi menunjukkan bahwa
pengaruh peningkatan dosis ekstrak jinten hitam terhadap
jumlah apoptosis sel epitel bronkiolus mencit sebesar
86,2%. w0

Pada kelompeok kontrol positif, yaitu kelompok
mencit dengan pembetian ovalbumin, terdapat
peningkatan jumlah apoptosis sel epitel bronkiolus yang
signifikan, Hal ini membuktikan bahwa alergen yang
diberikan dapat menimbulkan senstitisasi jalan nafas
yang menyebabkan meningkatnya jumlah apoptosis sel
epitel pada bronkiolus mencit. Peningkatan jumlah
apoptosis sel epitel merupakan salah satu penychab
terjadinya deskuamasi sel epitel bronkiolus sehingga
akan terjadi pelepasan sel-sel mediator inflamasi olch sel
epitel bronkiolus. Pengeluaran sel- sel ‘mediator inflamasi
ini yang mcnycbabkan tetjadinya penyemp1tan jalan nafas
yang tetjadi pada keadaan saluran nafas yang tersensitisasi,
misalnya pada penyakit asma bronkial.,

Pembetian alergen bn:rupa injeksi ovalbumin yang
dicampur dengan aluminum hydroxide (AI{OH),) sebagai
adjupant secara berulang vang dilanjutkan dengan
pemberian ovalbumin per inhalasi dapat menimbulkan



sensitisasi jalan nafas yang menyebabkan peningkatan
jumlah apoptosis sel epitel bronkiolus mencit. Terjadinya
apoptosis sel epitel bronkiolus yang berlebihan akan
menyebabkan deskuamasi sel epitel sehingga epitel akan
mengeluatkan mediator-mediator inflamasi. Kemudian
mediator inflamasi tersebut akan merangsang sel dendritik
untuk memproduksi sel TH2 yang akan merangsang
produksi IgE. Selain itu sel TH2 juga akan merangsang
keluarnya sel-sel inflamasi diantaranya sel mast, basofil,
eosinofil, dan makrofag, Dengan teraktifasinya sel inflamasi
ini akan menyebabkan pelepasan mediator inflamasi,
sitokin dan growth factor yang berakibat hiperreaktifitas
bronkus, Pelepasan mediator inflamasi akan meningkatkan
jumlah sel goblet dan sekresi mukus, bronkockontriksi,
edema dan terjadinya vasodilatasi pembuluh darah
(Mangatas dkk, 2006).

Pada kelompok JH 2 dan JH 3 didapatkan
penurunan jumlah apoptosis sel epitel bronkiolus yang
signifikan hila dibandingkan dengan kelompok yang hanya
disensitisasi ovalbumin saja (kontrol negatif). Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian jinten hitam dapat
mengurangi jumlah apoptosis sel epitel bronkiolus pada
mencit yang telah disensitisasi menggunakan ovalbumin.

Telah dibuktikan bahwa jinten hitam memiliki
berbagai macam kandungan, diantaranya yang menonjol
adalah thymoguinone dan nigelone. Selain itu juga didapatkan
kandungan protein, asam amino, lemak, serat, mineral,
vitamin, asam folat (Gilani ¢ @} 2004), Salah satu manfaat
jinten hitam adalah antinflamasi (Gazzar et 4/, 2000).
T hymoguinene, sebagal antiinflamasi, akan mencegah proses
inflamasi yang terjadi pada mencit dalam keadaaan
tersensitisasi, sehingga pelepasan mediator inflamasi,
sitokin, dan gremth factor oleh sel-sel inflamasi dapat
dicegah (Gazzat et af, 2006). Hal ini akan menurunkan
tetjadinya hiperreaktivitas bronkus dan aimway remodelling,
yang salah satu manifestasinya adalah deskuamasi sel
epitel bronkiolus akibat terjadinya apoptosis sel spitel
yang betlebihan. Dengan demikian, peningkatan terjadinya
apoptosis sel epitel bronkiolus dapat dicegah. Hal ini
berarti bahwa pada kelompok mencit JH2 dan JH3,
ekstrak jinten hitam terbukti mampu mencegah terjadinya
peningkatan apoptosis s¢l epitel bronkiolus pada mencit
yang dipapar alletgen secara kronis. Berdasarkan fenomena
tersebut, maka hipotesis yang menyatakan bahwa ekstrak
jinten hitam (Nigella sativa 1) dapat menurunkan jumlah
apoptosis sel epitel bronkiolus yang berlebihan pada
model mencit asma dapat diterima.

Dari hasil penelitian didapatkan penurunan jumlah
apoptosis sel epitel bronkiclus yang siginifikan pada
kelompok mencit yang disensitisasi dengan ovalbumin
dan diberi jinten hitam dosis 0,096 cc/hari bila
dibandingkan dengan kelompok mencit yang disensitisasi
dengan ovalbumin dan diberi jinten hitam dosis 0,048
cc/hati. Sedangkan pada pembandingan kelompok mencit

yang hanya disensitisasi dengan ovalbumin dengan
kelompok mencit yang disensitisasi dengan ovalbumin
dan diberi jinten hitam dosis 0,024 cc/hari didapatkan
peningkatan jumlah apoptosis sel epitel bronkiolus yang
tidak signifikan. Sehingga dapat disimpulkan bahwa dosis
0,096 cc /hati lebih efektif daripada pembetian jinten
hitam (Nigella Satiza) pada dosis yang lebih tendah yaitu
dosis 0,024 cc/hari dan 0,048 cc/hari. Kesimpulan ini
sesuai dengan hasil uji korelasi yang menunjukkan bahwa
korelasi antara pemberian ekstrak jinten hitam dan jumlah
apoptosis sel epitel bronkiolus mencit adalah sangat kuat
dan semakin besar dosis jinten hitam yang dibexikan
maka jumlah apoptosis sel epitel akan semakin menurun,
Juga di dapatkan hasil baik dari data kualitatif manpun
kuantitatif yaitu terdapat adanya penurunan jumlah
apoptosis sel T bronkhiolus yang tidak signifikan pada
kelompok kontrol positif dibandingkan dengan kelompok
kontrol negatif, Meskipun tidak signifikan, tctapi tetap
terjadi penurunan akibat adanya papatan tersebut, itu
artinya telah terjadi penghambatan apoptosis walaupun
penghambatannya tidak signifikan. Pemberian alergen
berupa ovalbumin dan adjuvan berupa aluminum
hydroxide akan masuk padaaluran nafas individu rentan
asma, ditangkap dan dipresentasikan oleh  antigen
presenting cell (APC), khususnya sel dendritik yang berasal
dasd sumsum tulang dan sel-sel interdigit yang terletak di
bawah epitel saluran nafas, Presentasi terscbut
mengaktifkan sel T naif, dengan melibatkan HLA (human
leukacyte antigen) kelas II, dan selanjutnya terjadi polarisasi
ke arah sel Th2. Hasil uji statistik menunjukkan terdapat
penurunan jumlah apoptosis limfosit T yg tidak signifikan
pula antara JH1 dengan kontrol positif, hal yang sama
juga terjadi pada pembandingan antara kelompok JH2
dan JH3. Sedangkan terjadi perbedaan jumlah apoptosis
limfosit T yg signifikan antara kelompok kontrol negatif
dengan kelempok JH1, JH2 maupun JH3.

- Pada kelomok kontrol positif terjadi penurunan
jumlah apoptosis yg tidak signifikan dibandingkan
dengan kelompok JH1, padahal dari literatur yg di dapat
dikatakan bahwa jinten hitam diharapkan akan membuat
apoptosis yg tadinya tethambat dapat terjadi dengan
scharusnya dengan kata lain jinten hitam dapat
meningkatakan apoptosis yang terthambat (Gezzar ett
all,20006) dari hal tersebut kemungkinan yg terjadi antara
lain jinten hitam tidak mampu menghambat terjadinya
proses anti apoptosis ditunjukkan dengan jumlah
apoptosis yg justru turun pada JH1, atau dikarenakan
telah terjadi kerusakan sel yang banyak,dalam arti kata lain
mencit pada kelompok kontrol positif tersebut
mengalami asma yang akut dan berat, sehingga pemberian
jinten hitam pada kelompok JH1 belum bisa menaikkan
jumlah apoptosis. Hasil uji korelasi menunjukkan hasil
bahwa terdapat korelasi antara pemberian ekstrak jinten
hitam dengan jumlah apoptosis limfosit T brobkhiolus
mencit adalah sangat kuat dan memiliki arah yang positif
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yang berarti pembetian dosis jinten hitam yang semakin
besar akan meningkatkan jumlah apoptosis sel limposit
T bronkhiolus secara tidak signifikan, Sementara itu hasil
uji regresi menunjukkan bahwa pengaruh peningkatan
dosis ekstrak jinten hitam terhadap jumlah apoptosis
Limfosit T bronkhiolus mencit sebesar 92,3%,

Thymoquinone dapat menghambat generasi dati
mediator inflamasi, trhomboxane B2 dan leukotriene B4
dengan menghambat kedua jalur cyclooxygenase dan 5-
lipoxygenase. Thymoquinone tidak hanya menghambat
respon Th2 dan sitokin tapi juga merangsang respon
Thl dengan menginduksi IFN-3 baik invitro maupun
invivo. Dengan adanya peningkatan dari IFN-y maka
akan dapat menghambat inflamasi saluran nafas. Jadi,
dapat di simpulkan bahwa Thymoquinone dapat
menghambat induksi allerpen inflamasi dengan cara
mengurangi pengeluatan eusinofil, sekresi mucus, sitokin
Th2, dan antibody spesifik allergen.(Gazzar et all, 2006)

Pada penelitian ini didapatkan peningkatan jumlah
apoptosis antara JH1, JH2, maupun JH3, tetapi
jumlahnya tidak bisa melebihi dari jumlah kelompok
kontrol positif atau jumlahnya masih di bawah kelompok
kontrol positif. Hal ini dapat di simpulkan bahwa
pemberian JH1,2 maupun 3 tctap belum bisa
menghambat proses aat apoptosis, kerusakan sel masih
tinggi sehingga belum bisa terjadi apoptosis atau belum
bisa menaikkan angka apoptosis dalam arti lain hasil
peneliian ini adalah sinetgistik. Kemungkinan hal-hal
tersebut dikarenakan bebetapa hal seperti, tidak
dibedakannya sel TH1 dan TH2, tidak dibedakannya sel
CD4+ dan sel CDB+, sehingga bisa saja yang tercat dan
yang terhitung bukanlah sel yang memang di cari, selain
itn kemungkinan juga bisa dikatenakan pada saat
pengecatan pada sel T bronkiolus tersebut proses
apoptosisnya sudzh terjadi, sehingga yang tercat hanya
sisa-sisa dari apoptosisnya™Saja. Pada penelian Arden,
dikatakan bahwa material apoptosis dilepaskan ke sirkulasi
setelah 12 jam scjak terjadinya fasc akhir dari apoptosis.
(Aarden ef @ 2002). Karena hal-hal tersebut juga
merupakan kelemahan dari penelidan ini untuk it
dibutuhkan penelitian lebih lanjut guna menentukan
dosis jinten hitam yg efektif agar apoptosis benar-benar
terjadi dan juga metode pengecatan yang sesuai agar tidak
melewati batas waktu dari apoptosis itu sendiri. Selain
itu kelemahan lain antara lain, pada penelitian ini peneliti
langsung melihat angka apoptosis pada proses
apoptosisnya bukan pada jalur caspasenya x.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian mengenai efek ekstrak
jinten hitam (Nigella sativa L.)

4 Terhadap apoptosis sel epitel bronkiolus pada
model mencit asma dapat diambil kesimpulan
bahwa:

1, Jumlah apoptosis sel epitel bronkiolus pada model
mencit asma lebih tinggi dibandingkan normal.

2, Ekstrak jinten hitam memiliki efek menurunkan
jumlah apoptosis sel epitel bronkiolus pada model
mencit asma.

3. Dosis optimum ekstrak jinten hitam untuk
menurunkan jumlah apoptosis sel epitel pada
model mencit asma adalah sebesar 0,096 cc/hari,

. Terhadap apoptosis sel Limfosit T saluran napas
bronkiolus pada model mencit asma dapat diambil
kesimpulan bahwa Pada pemberian jinten hitam
dalam berbagai dosis pada kelompok perlakuan
belum bisa meningkatkan apoptosis limfosit T
saluran nafas bronkiolus pada model mencit asma.
Kemudian  Berdasarkan data kuantitatif
didapatkan hasil rata-rata jumlah apoptosis bahwa
pada Kontrol positif jutnlah apoptosis sebesar
13,167 ; pada kontrol negatif sebesar 18,667 ; pada
JH1 (sensitisasi+ dosis ekstrak jinten hitam
0,024cc /hari) sebesar 8,667 ; pada JH2 (sensitisasi+
dosis ekstrak jinten hitam 0,048cc/hari) sebesar
10,500 dan pada JH3 (sensitisasi+ dosis ekstrak
jinten hitam 0,096cc/hari) sebesar 11,833.

SARAN

Guna pengembangan lebih lanjut keilmuan
mengenai jinten hitam, disarankan hal-hal sebagai berikut

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan
pemberian ekstrak jinten hitam dalam kurun waktu
tertentu sehingga proses apoptosis yang terjadi
mendekati atau sama dengan proses apoptosis
pada mencit normal.

2. Karena bahan aktf dari jinten hitam tdak
menghambat jalur metabolisme COX secara
spesifik, maka diperlukan penelitian lebih lanjut
mengenai efek ekstrak jinten hitam dengan dosis
lebih tinggi dan dalam kurun waktu yang lebih
lama pada organ lain, seperti gaster.

3. Perlu dilakukannya penelitian lebih lanjut unwk
mengetahui pembetian dosis ekstrak jinten hitam
yang tepat dalam kurun waktu tertentu agar dapat
menaikkan jumlah apoptosis Limfosit T.
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