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Abstract 

 

Diethylnitrosamine (DEN) is a metabolic product of various foods and beverages in 

which there are preservatives in the form of nitrate and nitrite. Nitrosamines are found 

in various products such as alcoholic beverages, processed meats, cigarettes, and 

cosmetic products. DEN is toxic and carcinogenic to organs such as the liver, lungs, 

kidneys, skin, stomach, and blood. In addition to giving DEN compounds, there are also 

CCl4 compounds as tumor promoter agents known as genotoxic substances that can 

increase the risk of genetic errors and stimulate cells to become malignant neoplasms. 

Administration of DEN and CCl4 induction can damage various organs of the body, one 

of which is the kidney. In a healthy body, angiogenesis plays a role in wound healing 

and the formation of new tissue. However, angiogenesis also contributes to 

carcinogenesis or the uncontrolled growth of cancer cells, and is malignant when the 

body is contaminated with toxic substances. Therefore, to determine the effect of the 

administration of DEN and CCl4 observations were made using the 

immunohistochemical method, to see differences in the histology of the kidneys of 

experimental animals, the positive control group, and the negative control group based 

on the VEGF angiogenesis factor. From these results, there are significant differences. 

In the negative group, there was no necrosis and high-value VEGF expression, but in 

the positive group, there was necrosis and a decrease in the value of VEGF expression 

compared to the negative control group. 
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Abstrak 

Dietilnitrosamin (DEN) merupakan produk metabolisme berbagai makanan dan 

minuman yang di dalamnya terdapat bahan pengawet berupa nitrat maupun nitrit. 

Nitrosamine banyak ditemukan di berbagai produk seperti minuman beralkohol, daging 

olahan, rokok, produk kosmetik. DEN bersifat toksik dan karsinogenik pada organ-

organ seperti hati, paru-paru, ginjal, kulit, perut, dan darah. Selain pemberian senyawa 

DEN, terdapat juga senyawa CCl4 sebagai agen promotor tumor yang dikenal sebagai 

zat genotoksik yang dapat meningkatkan resiko eror genetik dan menstimulasi sel 

menjadi neoplasma ganas. Pemberian induksi DEN dan CCl4 dapat merusak berbagai 

organ tubuh salah satunya ginjal. Pada tubuh sehat angiogenesis berperan dalam 

penyembuhan luka dan pembentukan jaringan baru. Namun angiogenesis juga 

berkontribusi terjadinya karsinogenesis atau pertumbuhan sel kanker yang tidak 

terkendali dan bersifat ganas saat tubuh terkontaminasi zat toksik. Maka dari itu untuk 

mengetahui pengaruh dari adanya pemberian DEN dan CCl4 dilakukan pengamatan 

dengan menggunakan metode imunohistokimia, untuk melihat perbedaan gambaran 

histologi pada ginjal hewan coba, kelompok kontrol positif dan kelompok kontrol 

negatif berdasarkan faktor angiogenesis VEGF. Dari hasil tersebut, terdapat perbedaan 

nyata. pada kelompok negatif tidak tampak adanya nekrosis dan ekspresi VEGF bernilai 

tinggi, namun pada kelompok positif tampak adanya nekrosis serta menurunnya nilai 

ekspresi VEGF dibandingkan kelompok kontrol negatif. 
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PENDAHULUAN 

 

Dietilnitrosamin (DEN) merupakan produk metabolisme berbagai makanan dan 

minuman yang teeerkandung bahan pengawet berupa nitrat maupun nitrit(Purnamasari, 

Patwi and Susilaningsih, 2018). Berdasarkan The International Agency for Research on 

Cancer (IARC) DEN merupakan senyawa nitrosamin yang paling bersifat karsinogenik 

bagi manusia (Al-Kaseem et al., 2014). Rata-rata manusia mengkonsumsi 0.1µg 

nitrosamine melalui makanan setiap harinya. Pada dosis akut nitrosamine dapat 

menyebabkan nekrosis, dan pendarahan hepar, sedangkan pada paparan kronis dapat 

menyebakan kanker hepar dan ginjal (Robles, 2014). DEN bersifat toksik dan 

karsinogenik pada organ-organ seperti hati, paru-paru, ginjal, kulit, perut, dan darah 

(Yulai et al., 2021).  

DEN dapat terbentuk melalui mekanisme reaksi di dalam tubuh, kondisi lambung 

yang bersifat asam membuat nitrit maupun nitrat yang berada di dalam nitrosamine 

bereaksi dengan amina sehingga terbentuk nitrosamine yang salah satunya berupa DEN. 

DEN memerlukan suatu bioaktivasi, yang berguna dalam mekanismenya yaitu 

biotransformasi enzimatik dengan senyawa ion karbonium. Tahapan awal dimulai 

dengan proses hidroksilasi oleh karbon alfa, kemudian kelompok hidroksialkil akan 

dieliminasi sebagai aldehid, sehingga akan terbentuk nitrosamine primer yang bersifat 

tidak stabil. Nitrosamin reaktif primer akan mengalami tautomerisasi dengan molekul 

selular, dan jika terjadi alkilasi pada tingkat DNA maka akan menyebabkan mutasi gen 

dan kanker (Frizani and Miranti, 2018). Berdasarkan hasil studi ditunjukkan bahwa 
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DEN berperan dalam patogenesis kerusakan ginjal. DEN yang masuk ke dalam tubuh 

akan membentuk spesies oksigen reaktif yang berakhir pada stress oksidatif dan jejas sel 

(Purnamasari et al., 2018).  

Penyusun utama membran sel adalah lipid, protein, dan karbohidrat. Lipid yang 

menyusun membran adalah fosfolipid. Fosfolipid merupakan molekul yang bersifat 

amfipatik, artinya memiliki daerah hidrofilik dan hidrofobik. Keberadaan dua lapis 

fosfolipid mengakibatkan membran memiliki permeabilitas selektif, tetapi protein juga 

ikut menentukan sebagian besar fungsi spesifik membran (Panjaitan et al., 2010). 

DEN menghasilkan produk mutagenik berupa O6- etil dioksiguanosin, O4 etil 

deoksi timidin, dan O6 – etil deoksi timidin pada hati yang mengakibatkan timbulnya 

stress oksidatif dan mengarah pada penyakit kanker. Metabolisme DEN yang diberikan 

pada tubuh menimbulkan reactive oxygen species (ROS), DEN di metabolisme oleh 

CYP450 dan menghasilkan ROS yang termasuk kedalam golongan radikal bebas. 

Jumlah ROS seperti O2, H2O2, dan NO yang berlebihan pada tubuh menyebabkan 

peroksidasi lipid, oksidasi protein, kerusakan DNA dan mutagenesis.  Meningkatnya 

gen radikal bebas dapat memicu terjadinya berbagai macam penyakit seperti 

mutagenesis, aterosklerosis, artitris, dan karsinogenesis ( Singh et al., 2021).  

Senyawa CCl4 apabila diinduksi pada hewan coba dapat mengakibatkan terjadinya 

fibroblast (Soichiro et al., 2016). Pemberian CCl4 sebagai agen promotor tumor dikenal 

sebagai zat genotoksik yang dapat meningkatkan resiko eror genetik dan menstimulasi 

sel menjadi neoplasma ganas (Santos et al., 2017). CCl4 banyak ditemukan pada cat, 

tinta, toner, bahan kosmetik. CCl4 bereaksi dengan tubuh melalui jalur peroral, inhalasi, 

dan dermis (Tang et al., 2016). Pemberian induksi CCl4 dengan dosis 0,3 mL 

menyebabkan kerusakan pada organ ginjal. Terjadinya proses katalis pada rertikulum 

endoplasma mengakibatkan pembentukan molekul reaktif seperti triklorometil radikal 

(CCl3*) oleh sitokrom P450 (Rohamniah, 2021). Asam lemak penyusun membran sel, 

terutama poly unsaturated fatty acid (PUFA) sangat rentan terhadap radikal bebas. 

Jumlah PUFA pada fosfolipid membran retikulum endoplasma akan berkurang 

sebanding dengan meningkatnya jumlah CCl4 yang diinduksikan (Wicaksono, 2019). 

Ginjal rentan mengalami kerusakan akibat paparan zat berbahaya, akumulasi 

pemberian DEN dan CCl4 memicu terjadinya degenerasi sel tubulus pada ginjal dan 

menyebabkan nefrotoksik. Nefrotoksik dipicu akibat pemberian kedua senyawa tersebut 

sehingga terjadi proses stress oksidatif yang menyebabkan kerusakan pada lipid seluler, 

protein, DNA (Suzek et al., 2016). Secara fisiologis tubuh memiliki beberapa 

mekanisme dalam melidungi diri dari kerusakan akibat pembentukan spesies oksigen 

reaktif. 

Angiogenesis atau neovaskularisasi adalah proses biologis yang menunjukkan 

proses perkembangan pembuluh darah baru dari yang sudah ada sebelumnya. Sel yang 

berperan pada proses angiogenesis adalah sel endotel, yang merupakan sel yang 

berfungsi melapisi pembuluh darah dan berhubungan langsung dengan darah. Melalui 

angiogenesis terjadi pembentukan kapiler baru yang membuat perluasan pembuluh 

darah baru pada jaringan baru dan jaringan avaskular. Angiogenesis berperan sebagai 

respon terhadap pembentukan gradien oksigen dalam jaringan. Sel yang berada luar 

batas difusi oksigen pada kadar (100-200µm) menjadi hipoksia dan memungkinkan 

dimulainya proses sekresi faktor perkembangan pro angiogenik dan sitokin untuk 

menghasilkan pembuluh darah baru pada proses angiogenesis (Falcon et al., 2016).  

Tujuan dalam penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh dari adanya pemberian 

DEN dan CCl4 dilakukan pengamatan dengan menggunakan metode imunohistokimia, 
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untuk melihat perbedaan gambaran histologi pada ginjal hewan coba, kelompok kontrol 

positif dan kelompok kontrol negatif berdasarkan faktor angiogenesis VEGF.  

 

METODE 

 

Hewan percobaan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus putih (Rattus 

norvegicus) jantan strain wistar yang berumur 2 minggu dengan berat badan 9 – 20 g. 

Tikus dibagi menjadi 2 kelompok yang  diperoleh dari rumus Federer (Wahyuningrum 

and Probosari, 2012). Prosedur penelitian ini terbagi menjadi beberapa kelompok 

diantaranya; kelompok P1 (kelompok kontrol negatif), diberikan minyak zaitun pada 

minggu ke 8–14 minggu; 0,15 ml/ekor sebanyak 4x/minggu. Pada minggu ke 15 tikus 

diberikan latutan CMC 2 ml p.o. 1 kali sehari selama 30 hari dan kelompok P2 

(kelompok kontrol positif), kelompok tikus ini diinduksi dengan DEN 50 mg/kgBB 

single injection i.p pada tikus umur 2 minggu dilanjutkan dengan pemberian CCl4 0,15 

ml/ekor sebanyak 4x/minggu pada tikus umur 8 minggu sampai berumur 14 minggu. 

Proses deparafinisasi diawali dengan memasukkan slide kedalam xylol I, xylol II, 

xylol III masing-masing 10 menit. Dilakukan proses rehidrasi dengan memasukkan 

gelas objek kedalam alkohol absolut I, alkohol absolut II, alkohol absolut III, EtOH 

80%, dan EtOH 70% masing-masing 10 menit. Pencucian slide digunakan larutan PBS 

dengan 3x pencucian selama 3 menit. Pemberian antibodi primer berupa VEGF 

sebanyak 50 µL selama 40 menit. Pencucian slide digunakan larutan PBS dengan 3x 

pencucian selama 3 menit. Pemberian antiobodi sekunder sebanyak 50 µL selama 1 

jam. Pencucian slide digunakan larutan PBS dengan 3x pencucian selama 3 menit. 

Selanjutnya slide digenangi dengan akuades selama 2 menit dan diberi DAB sebanyak 

50 µL selama 10 menit. Pencucian slide digunakan larutan PBS dengan 3x pencucian 

selama 3 menit, kemudian digenangi dengan akuades selama 5 menit. Pemberian mayer 

1 tetes dan ditambahkan air pristine selama 5 menit. Selanjutnya diangin-anginkan 

selama 1 hari, kemudian proses mounting dengan pemberian entelan dan jaringan 

ditutup dengan cover glass. Kemudian dilakukan pengamatan di bawah mikroskop 

cahaya dengan pembesaran 1000X, ekspresi VEGF ditunjukkan dengan warna coklat 

pada jaringan ginjal. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

 Pada awalnya paparan DEN tidak bersifat karsinogen. Namun saat DEN 

diinduksikan terjadi proses bioaktivasi mekanisme antara biotransformasi enzimatik 

dengan ion karbonium (Robles, 2014).Proses awal terjadi dengan hidroksilasi dari 

sebuah karbon alfa, kemudian akan terjadi proses eliminasi sebagai aldehid pada 

kelompok hidroksialkil dan pada akhirnya akan terbentuk nitrosamine primer yang 

bersifat tidak stabil. Molekul primer tersebut akan mengalami tautomerisasi dengan 

sebagian besar molekul-molekul selular yang apabila terjadi proses alkilasi pada tingkat 

DNA akan mengakibatkan mutasi gen-gen kanker. 

CCl4 (Carbon Tetrachloride) merupakan xenobiotik, senyawa kimia yang masuk 

kedalam tubuh menuju saluran pencernaan melalui oral sampai ke hati. Dihati CCl4 

akan mengalami biotranformasi dan dikatalisis oleh enzim sitokrom P450 menjadi 

metabolit reaktif berupa CCl3 (Triklorometil) (Istikhomah and Lisdiana, 2015). 

Angiogenesis merupakan suatu proses biologi yang berperan dalam pembentukan 

pembuluh darah baru, perbaikan kerusakan jaringan, dan sebagai suplai oksigen ke 

pembuluh darah pada kondisi tubuh sehat. Namun pada tubuh yang terkontaminasi zat 
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berbahaya atau zat toksik maka akan timbul jumlah senyawa radikal bebas yang tidak 

terkendali, dengan diikuti meningkatnya jumlah stress oksidatif. Jika hal tersebut terjadi 

maka jaringan dapat mengalami inflamasi, nekrosis, dan tidak terkendalinya aktifitas 

angiogenesis (Hatcher et al., 2018).  

VEGF adalah aktivator angiogenesis yang paling kuat dan diperkirakan 

memromosi ekspresi ephrin- B2 oleh sel-sel endotel. DII4/Notch yang diinduksi oleh 

VEGF ialah jalur lain yang sangat diperlukan pada neovaskularisasi dan secara selektif 

memromosikan ekspresi Ephrin-B2. Hal ini memberi kesan bahwa terdapatkaskade 

antara VEGF-DII4/Notch- EphrinB2 pada angiogenesis (Angmalisang, 2020). 

Berdasarkan hasil pengamatan menggunakan mikroskop cahaya pembesaran 

1000X, tampak terdapat perbedaan yang nyata antara kelompok kontrol negatif dengan 

kelompok kontrol positif pada bagian glomerulus ginjal.  

 

 
          Keterangan: Histologis kelompok kontrol negatif  

pembesaran1000x 
                                                              (K) = Korteks, (P) = Tubulus Proksimal,  

                                                              (G) = Glomerulus, (D) = Tubulus Distal 

 

Pada kelompok kontrol negatif tidak begitu nampak perubahan morfologi pada 

gambar tersebut, tidak ditemukan adanya nekrosis (kematian sel) pada bagain tubulus 

dan glomerulus. Tidak nampak juga terjadinya piknosis, yang merupakan terjadinya 

pengkerutan pada inti sel dan perubahan warna inti sel yang cenderung lebih gelap. 

Selain itu tidak nampak terjadinya vaskuolisasi atau degenerasi lemak yang merupakan 

keadaan terjadinya gangguan dalam proses metabolisme lemak, sehingga hal tersebut 

dapat menyebabkan penumpukkan trigliserida pada sitoplasma.  

Berdasarkan faktor angiogenesis (VEGF) yang tampak dengan adanya ekspresi 

warna coklat pada gambar, menunjukkan pesebaran ekspresi yang merata di seluruh 

bagian glomerulus. Ekspresi tersebut membuktikan bahwa proses angiogenesis atau 

neovaskularisasi berjalan dengan seimbang. Hal tersebut terjadi karena tidak adanya 

induksi zat yang bersifat toksik sehingga tidak terjadi adanya peningkatan radikal bebas 

yang bisa berdampak pada peningkatan stress oksidatif. Berbeda dengan kelompok 

kontrol negatif pada kelompok kontrol positif terdapat perbedaan yang nyata pada 

histologi sebagai berikut:  

G 
P 

D 

K 
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                                       Keterangan: Histologis kelompok kontrol positif  

                                                 pembesaran 1000X 

                       (P) = Tubulus Proksimal, (G) = Glomerulus,  

                                  (V) = Vakuolisasi, (H) = Hemoragi, (N) = Nekrosis 

 

Pemberian dietilnitrosamin dan karbontetraklorida memiliki dampak yang begitu 

besar bagi perubahan morfologi ginjal tikus (Rattus norvegicus). Dengan adanya 

pemberian zat yang bersifat toksik tersebut maka akan mengakibatkan peningkatan 

jumlah radikal bebas di dalam tubuh yang kususnya akan mengakibatkan kerusakan 

pada jaringan ginjal. Hal tersebut juga akan mempengaruhi suplai oksigen pada jaringan 

yang disebut dengan hipoksia. Sel yang telah terkontaminasi zat toksik akan mengalami 

peningkatan stress oksidatif dan tidak responsive. Salah satu gangguan pada ginjal yang 

terjadi adalah acute tubular necrosis  (ATN) dan glomerulonephritis (Arief and 

Widodo, 2018). 

 ATN terjadi karena pada sel tubular kurang mendapatkan oksigen, namun bisa 

juga dikatakan sel mendapat pengaruh racun sehingga mengalami gagal ginjal intrinsic 

akut dan cedera nefrotoksik (Fitriani et al., 2019). ATN dapat diamati secara 

mikroskopik dan makroskopik, secara makroskopik ditandai dengan adanya ginjal 

tampak membesar. Namun secaran mikroskopik ditandai dengan adanya torak-torak 

pada pigmen hemoglobin bertebaran pada tubulus. Glomerulonephritis dapat diamati 

morfologinya secara mikroskopik, ditandai dengan adanya pembengkakan pada sel- sel 

epitel dan endotel, bervakuola dan terdapat tonjolan-tonjolan yang mengendap (Rosen 

and Stillman, 2008). 

Secara makroskopik ditandai dengan adanya glomerulus tampak besar dan pucat, 

terdapat perlemakan pada tubulus dan adanya cairan berlebih pada interstitiial karena 

edema umum. Pada gambar histologis kelompok kontrol positif ditandai dengan adanya 

vakuolisasi atau penumpukkan lemak didalam korteks, terdapat hemoragi yaitu dimana 

darah keluar berlebih dari kapiler darah yang terlihat dengan adanya bentuk panah H 

pada gambar, terdapat juga kerusakan nyata berupa nekrosis atau kerusakan jaringan 

yang diawali dengan piknosis terlebih dahulu.  

Mekanisme rhadomiolisis yang mengakibatkan perlukaan ginjal masih belum 

jelas. Meski demikian, berbagai penelitian menunjukkan peranan dari (a) 

Vasokonstriksi dan iskemi ginjal, (b) pembentukan cast mioglobin pada tubulus distal, 

dan (c) Efek sitotoksik langsung mioglobin terhadap sel epitel tubulus proksimal 

melalui jejas oksidatif Hipovolemia (Hasanatuludhhiyah et al., 2016). 

Berdasarkan faktor angiogenesis VEGF terlihat jelas jumlah warna coklat yang 

dihasilkan di kelompok kontrol positif (Rosen, 2002). Hal tersebut terjadi karena ginjal 

telah terkontaminasi oleh zat berbahaya berupa dietilnitrosamin dan karbontetraklorida 

sehingga tubuh memerlukan nutria dan suplai oksigen yang lebih banyak hal itu 

G 

P 

V 

H 

N 
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ditunjukkan dengan adanya aktifitas angiogenesis yang menurun pada kelompok kontrol 

positif. 

KESIMPULAN 

 

Berdasarkan hasil penelitian pada hewan coba tikus (Rattus Norvegicus) yang 

diinduksi dietilnitrosamin dan karbontetraklorida menunjukkan adanya kerusakan pada 

histopatologi ginjal yang diberikan dietilnitrosamin dan karbontetraklorida. Tampak 

jelas dengan ditandai adanya vaskuolisasi, nekrosis, hemoragi, dan penurunan aktifitas 

angiogenesis VEGF pada kelompok kontrol positif. Banyak faktor yang mempengaruhi 

penurunan proses angiogenesis tersebut seperti peningkatan radikal bebas yang 

menyebabkan stress oksidatif, adanya hipoksia, reaksi toksisitas penggabungan senyawa 

DEN dan CCl4 yang sangat toksik sebagai agen promotor tumor. Semakin lama 

perlakuan yang diberikan pada tikus maka akan semakin parah kerusakan yang 

ditimbulkan. Perlu adanya peningkatan dosis atau pembuatan perbedaan kelompok 

kontrol dengan dosis bertingkat, agar dapat diketahui pada dosis manakah akan terjadi 

perubahan yang parah. Perlu juga adanya senyawa antioksidan yang dapat menurunkan 

kadar radikal bebas atau senyawa antioksidan yang dapat melakukan proses regenerasi 

sel. 
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