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Benzapyren Menginduksi Apoptosis Sel Paru pada Ratus norvegicus

Benzopyrene Induce Apoptosis of the Lung Cells in Ratus norvegicus
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Abstract

Apoptosis is importen in physiologic and pathologic processes such as tumor regression, embryogenesis, and 
normal cell turnover. ROS is molecule that importen to induce DNA damage and apoptosis of cell. Increasing of ROS 
expression can be induce by carcinogenic compounds as benzopyrene. This research have been tested of inducing 
apoptosis by benzopyren that mediated by ROS. The data  of research indicating that benzopyrene can increasing 
apoptosis of lung cells and increasing of ROS. Base on the data of this research, we   understood that benzopyrene can 
induce apoptosis of lung cells by ROS path ways.
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Pendahuluan
Apoptosis atau kematian sel terprogram 

adalah suatu mekanisme kontrol yang mendorong sel 
mengalami kematian sebagai akibat adanya kerusakan 
DNA yang tidak bisa diperbaiki. Apoptosis juga 
penting dalam mengontrol jumlah sel dan proliferasi 
sebagai bagian dari pertumbuhan yang normal 
(Ghobrial et al., 2005). Mekanisme sel dalam 
menjalani apoptosis melibatkan teraktivkannya gen 
p53, caspase, dan protein-protein proapoptosis (Los & 
Walczak, 2002; Ghobrial et al., 2005). Adanya 
disregulasi apoptosis pada beberapa sel yang 
mengalami kerusakan DNA akan berakibat pada 
tingginya resiko terjadinya kanker (Janne et al., 2005; 
Karakas et al., 2006; Riely et al., 2009).

Reactive oxygen species (ROS) merupakan 
molekul yang dihasilkan akibat adanya respon dari 
kerusakan jaringan akibat berbagai macam penyakit 
dan senyawa karsinogen (Sugiyama et al., 1996). 
Beberapa peneliti menyebutkan bahwa molekul ini 
berperan dalam menginduksi terjadinya apotosis pada 
berbagai macam jenis sel (Sugiyama et al., 1996). 
Kemampuan ROS dalam menginduksi terjadinya 
apoptosis karena mengakibatkan terjadinya kerusakan 
DNA (Palackal, N.T., 2002; Belous,A.R., 2007; Ariese, 
F., 1996; Leavitt,S.A., 2008).Adanya kerusakan DNA 
akan mengakibatkan terakumulasinya gen p53. Gen 
p53 akan mengtifkan gen p21 yang berakibat 
terhentinya siklus sel. Gen p53 juga mengaktivkan 
PUMA (p53 up-regulated modulator of apoptosis) dan 
Bax sehingga diregulasi terjadinya apoptosis (Yu et al., 
2003).
   Benzapyren merupakan salah satu senyawa 
mayor dalam asap rokok yang dapat menginduksi 

terjadinya kanker paru (Lin et al., 2003; Aoki et al., 
2007). Kemampuan benzapyren dalam menginduksi 
terjadinya kanker paru karena benzapyren mampu 
menginduksi terjadinya peningkatan ROS (Ji & Shen, 
2008). ROS akan mengoksidasi DNA sehingga 
mengakibatkan terjadinya kerusakan DNA yang diikuti 
mutasi genetik pada gen-gen vital pengontrol siklus sel 
sehingga sel-sel paru didorong untuk berproliferasi dan 
menekan terjadinya apoptosis (Ambs et al., 1997; 
Palackal, N.T., 2002; Belous,A.R., 2007; Ariese, F., 
1996; Leavitt,S.A., 2008).  

Induksi benzapyrene juga berpotensi 
medorong diregulasinya apoptosis pada sel-sel paru 
yang terpapar benzapyrene secara in-vivo. Hal ini 
didasari kenyataan bahwa adanya paparan benzapyren 
akan meningkatkan produksi ROS dan meningkatkan 
terjadinya kerusakan DNA (Ji & Shen, 2008). Beberapa 
penelitian juga menunjukkan adanya kemampuan 
benzapyren dalam menginduksi apoptosis sel-sel coba 
secara in-vitro (Kim et al., 2007).

Materi dan Metoda Penelitian
   Uji secara in-vivo. Dipilh tikus putih (Ratus 
norvegicus) jantan galur Wistar yang berumur 2-3 
bulan dengan kisaran berat badan 200-250 gram dan 
diadaptasi selama 7 hari. Hewan percobaan 
dikelompokkan menjadi 2 kelompok perlakuan yaitu 
kelompok T0 (tikus kontrol sehat) dan T1 (tikus 
terpapar benzapyren). Kelompok T0 adalah klompok 
hewan coba sehat (tanpa perlakuan), tikus hanya diberi 
akuades. Kelompok hewan coba T1 dipapar 
benzapyren  (B1760) secara intraperitonial dengan 
doses 200mg/kg berat badan selama 4 kali berselang 1 
hari dan diinkubasi selama 30 hari. Pada akhir 
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Gambar 1. Grafik konsentrasi MDA masing-masing kelompok hewan coba

perlakuan, semua tikus percobaan dikorbankan secara 
secara dislocatio cervicalis, lalu dibedah bagian dada 
dan dilakukan koleksi organ paru. 

Pengukuran Malondialdehyde (MDA). 
Dibuat homogean terhadap 0,45 g jaringan paru dan di 
tambah terhadapnya 1mL NaCl dingin 0,9%, 
dihomogenkan, dan disentrifugasi pada kecepatan 
8000 rpm selama 20 menit hingga diperoleh 
supernatan. Terhadap supernatan yang diperoleh 
selanjutnya diambil sebanyak 100µL dan dimasukkan 
kedalam tabung reaksi kecil dan ditambahkan secara 
berturut-turut 550µL aquades, 100µL TCA 
(trichloroacetic acid) kemudian dihomogenkan. 
Kedalam campuran selanjutnya ditambah 250µL HCl 

dan 100µL Na-thiobarbiturat dan selanjutnya 
dihomogenkan. Setelah campuran homogen maka 
selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan 500 rpm 
selama 10 menit hingga diperoleh supernatan. 
Supernatan yang diperoleh kemudiandinkubasi dalam 

openangas air pada suhu 100 C selama 30 menit. Hasil 
yang diperoleh kemudian disentrifugasi dengan 
kecepatan 500 rpm selama 10 menit hingga diperoleh 
supernatan. Supernatan yang diperoleh selanjutnya 
diukur absorbansinya dengan spektrofotometer pada 
panjang gelombang (λ= 533 nm). maks

Uji Apoptosis. Terhadap organ paru yang 
diperoleh dibuat preparat histologis dengan ketebalan 
pemotongan 6 µ yang diikuti dengan pemeriksaan 
adanya apoptosis  secara immunhistokimia 
menggunakan pewarnaan TUNEL, dengan 
menggunakan kit Apo-BrdU-IHC (K403-50). 
Kemudian diamati dibawah mikroskop cahaya dengan 
perbesaran 400x. Adanya peristiwa apoptosis dari sel-
sel paru ditandai dengan terbentuknya warna coklat, 
yang menandakan terjadinya fragmentasi DNA.

Analisis data. Hasil pengamatan mikroskopis 
jaringa paru dianalisis secara deskriptif dengan 
membandingkan antara kedua kelompok perlakuan 
tikus: T0 (tikus kontrol sehat) dan T1 (tikus perlakuan 
benzapyren).

Hasil dan Pembahasan
P a d a  p e n g u k u r a n  k o n s e n t r a s i  

malondialdehyde (MDA) diperoleh data seperti terlihat 
pada gambar 1. Hasil uji MDA pada organ paru 
menunjukkan bahwa hewan coba yang diinduksi 
dengan bensapiren secara intraperitonial (T1) memiliki 
kadar MDA lebih besar dibandingkan dengan hewan 
coba kontrol (T0). Hal ini terjadi karena benzapyren 
yang masuk kejaringan paru akan mengalami reaksi 
oksidasi yang terkatalisis oleh enzim-enzim CYPs 
(cytochrome P450s)  menjadi BP-7,8-epoxide; BP-7,8-
d i o l  ( ( - ) - b e n z a p y r e n e - 7 , 8 - d i o l ) ;   B P D E  
(()benzapyrene-r-7,t-8-dihidrodiol t-9,10-epoxide); 
dan radikal kation (Shimada, T., 2006). Dimana 
molekul-molekul tersebut mendorong meningkatnya 
ROS yang ditandai dengan meningkatnya kadar MDA 
dalam organ paru.

Analisis apoptosis sel-sel paru akibat paparan 
benzapyren dengan menggunakan pewarnaan TUNEL 
memberikan hasil seperti terlihat pada gambar 2 dan 
gambar 3. Hasil pada gambar 2. memperlihatkan 
bahwa akibat pemberian benzapyren meningkatkan 
terjadinya apoptosis dari sel-sel organ paru, yang 
ditandai dengan terbentuknya noda warna coklat. 
Dengan mengkuantisasikan hasil analisis didapat data 
indek apoptosis seperti terlihat pada gambar 3. data 
indek apoptosis menunjukkan bahwa akibat paparan 
benzapyren meningkatkan terjadinya apoptosis pada 
sel-sel paru, hal ini bisa dilihat bahwa pada hewan coba 
kelompok T1 (tikus terpapar benzapyren) memiliki 
indek apoptosis sebesar 7 sedangkan pada kelompok 
T0 (tikus control) memiliki indek apoptosis sebesar 3.

Hasil yang terdapat pada Gambar 3 
menunjukkan bahwa paparan benzapyren terhadap 
hewan coba secara intraperitonial mengakibatkan 
terjadinya peningkatan apoptosis pada sel-sel paru. 
Peningkatan apoptosis sel-sel paru yang terjadi akibat 
paparan benzapyren berkorelasi positip dengan 
meningkatnya ROS jaringan paru. Hal ini terjadi 
karena adanya paparan benzapiren yang masuk 
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Gambar 2. Apoptosis sel-sel paru pada hewan coba menggunakan pewarnaan TUNEL (400x).
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Gambar 3.  Grafik indek apoptosis kelompok hewan coba

kedalam tubuh akan mengaktifkan AhR. AhR yang 
teraktifasi akan membentuk komplek dengan ARNT 
(AhR nuclear translocator) dan  DRE (dioxine response 
elements) untuk selanjutnya mengaktifkan RNApol II 
(RNA poliymerase II) untuk mensintesis mRNA yang 
selanjutnya akan diproduksi CYP1A1 (cytochrome 
P450 1A1) dan CYP1B1(cytochrome P450 1B1)  yang 
berfungsi mengoksidasi dari senyawa bensapiren 
(Sissung., 2006; Xu, 2005; Nakata, 2006; Magesh, 
2007; Aklillu, 2005; Kushman, 2007 Wenzlaff, 2005).

Dengan dirilisnya CYP1A1 dan CYP1B1, 
benzapiren akan reaksi oksidasi menjadi BP-7,8-
epoxide; BP-7,8-diol ((-)-benzapyrene-7,8-diol);  
BPDE (()benzapyrene-r-7,t-8-dihidrodiol t-9,10-
epoxide); dan radikal kation (Shimada, 2006). Spesies 
BP-7,8-epoxide; BP-7,8-diol; BPDE dan radikal 
kation, sehingga meningkatkan produksi ROS dalam 
organ paru. Meningkatnya produksi ROS akan 
mengakibatkan terjadinya kerusakan DNA (DNA 
damage) (Palackal et al., 2002; Belous et al., 2007; 
Ariese et al., 1996; Leavitt et al., 2008). Adanya 
kerusakan DNA akan mengakibatkan diregulasinya 
apoptosis dari sel-sel paru baik secara internal melalui 
aktivasi gen p53 maupun secara eksternal melalui jalur 
induksi Fas/FasL.

Kesimpulan
   Dari hasil pembahasan pada penelitian diatas dapat 
disimpulkan bahwa paparan benzapyren terhadap 
jaringan paru dapat meningkatkan terjadinya apoposis 
sel-paru tikus putih Ratus norvegicus melalui jalur 
ROS menginduksi apoptosis.
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