CYCLOOXYGENASE-2 (COX-2) EXPRESSION ON TESTIS CONNECTIVE TISSUE OF
Rattus norvegicus AFTER TREATMENT WITH BETEL NUT EXTRACT (Areca catechu)

EKSPRESI CYCLOOXYGENASE-2 (COX-2) PADA JARINGAN TESTIS TIKUS
(Rattus norvegicus) AKIBAT PAPARAN EKSTRAK BIJI PINANG (Areca catechu)

Muslim Akmal*, Aulanni’'am™*, dan Wibi Riawan***
* Laboratorium Embriologi, Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Syah Kuala, NAD.
**Fakultas MIPA Universitas Brawijaya Malang
*** | aboratorium Biomolekuler Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang

ABSTRACT

Betel nut contains alcaloids such as arecoline, arecaine, arecaidine, arecolidine, guvacine, guvacoline and isoguvasine.
Arecoline has ability to change gonad morph-function, including shape abnormality of sperm. This research was conducted
to prove the ability of betel nut extract (Areca catechu) in causing apoptosis on testis connective tissue of Rattus
novergicus. This research used male; 2-3 months age, 150-200 grams body weight of white rats Rattus norvegicus strain
Wistar. The rats were divided into 5 groups in equal number, 3 rats respectively. They were a control group without
treatment and 4 groups as treatment groups which were given doses of betel nut extract, i.e., 1, 2, 3 and 4 gram during
seven days. The result showed that dose variation of betel nut extract could induction of COX-2 expression on rats (Rattus
norvegicus) strain Wistar testicular seminiferous tubule.
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PENDAHULUAN Pemaparan dengan bahan-bahan aktif yang terkan-

Buah pinang merupakan bahan psikoaktif yang dung. dalam bu_ah pingng, utamanya arecoline akan mengin-
dikonsumsi ratusan juta orang di dunia khususnya di Asia  duksi ekspresi enzim cyclooxygenase-2 (COX-2) yang
Selatan (). Di Taiwan, tercatat dua juta orang yang S€fing dihubungkan dengan patogenesis fibrosis  sub-
mengkonsumsi buah pinang sebagai suatu kebiasaan (2). Mucous oral dan kanker (10). Ekspresi COX-2 secara
Kebiasaan menyirih berhubungan erat dengan terjadinya ~ dominan ditemukan pada vas deferens dan sel epitel bagian
fiorosis submucous oral, leukoplakia, dan kanker (3). distal cauda epididimis (11). Ekspresi COX-2 secara nyata
Arecoline merupakan alkaloid utama dalam buah pinang ~dittmukan pada bagian distal vas deferens fikus (12)
yang banyak menyebabkan efek yang kurang mengun- Namun sebaliknya hanya sedikit kadar COX-2 ditemukan
tungkan seperti terjadinya mutagenitas, genotoksisitas dan ~ Pada testis manusia (13). Pada penelitian ini akan diuji
sitotoksisitas pada berbagai sel mammalia (4,5). pengaruh pemaparan ekstrak biji pinang (Areca catechu)

Pada mencit jantan, arecoline mampu merubah terhadap ekspresi enzim COX-2 pada jaringan testis tikus.
morfofungsi gonad, serta menginduksi bentuk abnormalitas
sperma (6). Selain itu, arecoline juga mampu menghambat METODE o .
sintesis DNA pada sel germinal dan sel lainnya pada Penehhap ini mengguqakan hewan coba berupa tikus
manusia (6,7). Sebagai contoh arecoline (0.4-1.2 mM) (Re_rttus non_/eglcus) galur Wistar sebayak 18 ekor dengan
dapat meningkatkan hiperpolarisasi potensial membrane  J€NiS kelamin jantan, berbadan sehat dengan berat badan
mitokondria dan menginduksi fragmentasi DNA kecil pada 190 hingga 250 gram, usia 2 hingga 3 bulan yang
sel kanker. Pemaparan arecoline pada sel-sel ovarium  dikelompokkan ke dalam 5 kelompok, yaitu PO (kontrol),
chinese hamster menyebabkan meningkatnya perubahan fikus hanya diberi aquades, PI, PII, PIIl, dan PIV, tikus
dan kelainan khromosomal (8). Pemaparan ekstrak bij ~ dipapar dengan ekstrak biji pinang masing-masing dengan
pinang menginduksi terjadinya apoptosis pada sel dosis 1, 2 3.’ dan4gram/§kor selamq7har| berturut-turut. '
spermatogenik, sel Sertoli dan sel Leydig tikus (9). Biji pinang yang digunakan diperoleh langsung dari
pohon pinang dari kebun pinang penduduk di Kelurahan
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Parameter yang diamati pada penelitian ini adalah
ekspresi COX-2 pada jaringan tubulus seminiferus testis
dengan metode Uji Imunohistokimia COX-2 (Santa Cruz
Biotechnology Inc., CA.).

Pembuatan parafin block jaringan. Jaringan testis
dicuci dengan PBS 3-5 x untuk membersihkan dari
kontaminan. Kemudian difiksasi dengan formalin 10%.
Setelah itu dilakukan dehidrasi menggunakan alkohol
bertingkat (30%, 50%, 70%, 80%, 96% dan absolut)
masing-masing 60 menit. Dilakukan clearing menggunakan
xilol 2 kali masing-masing 60 menit. Kemudian dilakukan
infiltrasi dengan parafin lunak selama 60 menit pada suhu
48°C. Kemudian dilakukan block dalam parafin keras pada
cetakan dan didiamkan selama sehari. Keesokan harinya
ditempelkan pada holder dan dilakukan pemotongan
setebal 4-6 pm dengan rotary microtome. Dilakukan
mounting pada gelas objek dengan gelatin 5%.

Proses deparafinisasi. Gelas obyek hasil parafin
block direndam dalam xilol 2 kali masing-masing selama 5
menit. Setelah itu dilakukan rehidrasi menggunakan alkohol
berseri (absolut, 96%, 80%, 70%, 50% dan 30%) masing-
masing selama 5 menit. Kemudian dibilas dH20 selama 5
menit.

Metode pewarnaan imunohistokimia COX-2
SantaCruz. Slide dicuci dengan menggunakan PBS pH 7,4

satu kali selama 5 menit. Bloking endogenous peroksida
menggunakan 3% H202 selama 20 menit. Cuci
menggunakan PBS pH 7,4 tiga kali, masing-masing selama
5 menit. Bloking unspesifik protein menggunakan 5% FBS
yang mengandung 0,25% Triton X-100. Cuci menggunakan
PBS pH 7,4 tiga kali masing-masing selama 5 menit.
Inkubasi menggunakan antibodi primer, semalam pada
suhu 40C. Cuci menggunakan PBS pH 74 tiga Kkali,
masing-masing selama 5 menit. Inkubasi menggunakan
anti rabbit biotin conjugated selama satu jam pada suhu
ruang. Cuci menggunakan PBS pH 7,4 tiga kali, masing-
masing selama 5 menit. Inkubasi menggunakan SA-HRP
(Strep-Avidin Horse Radis Peroxidase) selama 40 menit.
Cuci menggunakan PBS pH 7,4 tiga kali, masing-masing
selama 5 menit. Tetesi dengan DAB (Diamino Benzidine)
dan inkubasi selama 10 menit. Cuci menggunakan PBS pH
74 tiga kali, masing-masing selama 5 menit.
Counterstaining menggunakan Mayer Hematoxilen yang
diinkubasi selama 10 menit dan cuci menggunakan tap
water. Bilas menggunakan dH20 dan dikeringanginkan.
Mounting menggunakan entellan dan tutup dengan cover
glass. Kemudian diamati di bawah mikroskop cahaya
dengan pembesaran 1000x, ekspresi enzim COX-2

ditunjukkan dengan warna coklat pada jaringan tubulus
seminiferus testis.

Gambar 1.

Jaringan tubulus seminiferus testis kelompok PO yang dipulas dengan metode imunohistokimia COX-

2 (Santa Cruz Biotechnology Inc., CA). Tampak bahwa pada kelompok PO (panel A) tidak
memperlihatkan adanya ekspresi COX-2. Hal ini sangat kontras dengan kelompok P1, P2, P2 dan P4
(Panel B, C, D dan E) yang diinduksi dengan ekstrak biji pinang dengan dosis 1, 2, 3, dan 4 gram/ekor
selama 7 hari yang memperlihatkan adanya ekspresi COX-2 (warna coklat) pada jaringan tubulus
seminiferus testis (tanda panah berwarna hitam).



HASIL PENELITIAN

Pada penelitian ini, dengan induksi 1, 2, 3 dan 4
gram/ekor ekstrak biji pinang selama 7 hari berturut-turut,
tampak terjadi ekspresi COX-2 pada jaringan tubulus
seminiferus testis ditandai adanya warna coklat pada
jaringan tubulus seminiferus testis yang merupakan
visualisasi dari cromogen DAB (Diamino Benzidine). Akan
tetapi, hal ini tidak terjadi pada kelompok kontrol yang
hanya diberi aquades.

DISKUSI

Laporan tentang efek paparan biji pinang baik
terhadap organ reproduksi manusia dan organ reproduksi
hewan coba masih sangat jarang. Paparan terus menerus
terhadap arecoline (bahan aktif utama biji pinang) dapat
menginduksi produksi COX-2 yang mengindikasikan
adanya keterlibatan pathway COX-2/PG (prostaglandin) ter-
hadap sitotoksisitas oral dan tumorigenesis (14,15). Meka-
nisme lain yang berperan dalam patogenesis oral adalah
metalloproteinase-1 (16); sitokine (17) dan c-junprotoon-
cogene (Ho et al., 2000). Ekspresi mPGES-1 berhubungan
dengan COX-1 dan COX-2 dan melibatkan peran produksi
PGE2 pada organ-organ genital jantan (11).

Belum ada bukti yang dapat menjelaskan korelasi
antara paparan ekstrak biji pinang terhadap ekspresi COX-2
pada jaringan tubulus seminiferus testis. Namun telah
diketahui bahwa paparan arecoline dapat menginduksi
ekspresi COX-2 pada bagian distal vas deferens (12),
epididimis, caput epididimis dan vas deferens pada semua
stadium pematangan (18). Akan tetapi ekspresi COX-2 ja-
rang ditemukan pada testis, epididimis, proksimal vas defe-

DAFTAR KEPUSTAKAAN

1. International Agency for Research on

Cancer

Akmal, dkk., Ekspresi Cyclooxygenase-2 (COX-2) pada jaringan ... 123

rens atau prostate (12). Hasil penelitian oleh Kiong (19)
menunjukkan adanya ekspresi COX-2 pada sel-sel sperma
manusia yang diinduksi dengan arecoline.

Enzim siklooksigenase (cyclooxygenase = COX) me-
rupakan enzim kunci yang diperlukan untuk menghidrolisis
asam arakidonat menjadi prostaglandin (20,21). Ada 2 jenis
enzim COX, yaitu: COX-1 dan COX-2. COX-1 terdapat
hampir pada semua jaringan, terutama pada saluran
pencernaan dan ginjal, yang mempertahankan fungsi fisio-
logi normal jaringan serta menginduksi fungsi platelet (19).
Sedangkan COX-2 dianggap sebagai enzim pro-inflamasi
(22). COX-2 dapat diinduksi oleh sejumlah faktor
pertumbuhan dan sitokine (23). Ekspresi COX-2 merupakan
suatu variasi respon fisiologis tubuh pada organisme, misal-
nya pada kondisi perlukaan jaringan dan inflamasi (24).

Hasil penelitian ini telah membuktikan bahwa pa-
paran ekstrak biji pinang dalam berbagai variasi dosis dapat
menginduksi ekspresi enzim COX-2 pada jaringan tubulus
seminiferus. Hal ini disebabkan ekstrak biji pinang dengan
bahan utamanya arecoline mampu melewati membrane
basal tubulus seminiferus dan berinteraksi dengan kom-
ponen-komponen tubulus seminiferus. Ekspresi COX-2
terdistribusi disekitar sel-sel spermatogonia, spermatosit,
spermatid, spermatozoa lumen tubulus seminiferus, dan
jaringan interstitial.

KESIMPULAN

Parparan biji pinang dengan berbagai dosis akan
menginduksi peningkatan ekspresi COX2 pada jaringan
tubulus seminiferus testis tikus putih (Rattus norvegicus).
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