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ARTICLE INFO ABSTRACT /| ABSTRAK

Keywords: Basal-type breast cancer (Triple-Negative Breast Cancer, TNBC) is an
EGFR: aggressive subtype characterized by poor prognosis and limited
Ne rwo;fk Pharmacology; conventional therapeutic options due to the absence of hormone receptor

and HER?2 expressions. To address this challenge, this study aims to

qual-Ty pe Breast Cancer, elucidate the molecular mechanisms of compounds derived from the
Nigella Genus, Nicell st basal- b . N, "
igella genus against basal-type breast cancer using a Networ
TNBC, - Pharmacology approach integrated with transcriptomic data. This in
Kata Kunci silico experimental study began with the identification of 433 bioactive
EGFR; compounds from the Nigella genus retrieved from databases, which were
Farmakologi Jaringan; predicted to target a total of 2,227 potential proteins. Transcriptomic
Kanker Payudara Tipe Basal; analysis was performed using the GSE7904 dataset, comparing 18 basal-
Nigella genus; type breast cancer samples with 7 normal control samples. Statistical
TNBC; analysis identified 4,901 significantly Differentially Expressed Genes

(DEGs). Venn diagram intersection analysis between the compound
targets and DEGs revealed 996 overlapping genes, which were
designated as potential candidate targets. Protein-Protein Interaction
(PPI) network topology analysis identified EGFR (Epidermal Growth
Factor Receptor) as the top hub protein with a degree value of 110,
followed by SRC (108) and PIK3CA (70). Functional enrichment analysis
(KEGG) validated EGFR as a critical receptor in TNBC, initiating
oncogenic signaling pathways such as MAPK and PI3K-Akt that drive
basal-type cancer cell proliferation. Bioactive compounds from Nigella
were predicted to exert their effects by interacting with membrane
receptors and inhibiting tyrosine kinase activity. Therapeutic
intervention targeting EGFR using bioactive compounds from the Nigella
genus therefore represents a promising strategy to overcome resistance
and aggressiveness in basal-type breast cancer.
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Kanker payudara tipe basal (7riple-Negative Breast Cancer/TNBC)
merupakan subtipe agresif yang ditandai dengan prognosis buruk dan
terbatasnya pilihan terapi konvensional akibat ketiadaan ekspresi reseptor
hormon dan HER2. Untuk mengatasi tantangan ini, penelitian ini
bertujuan menjelaskan mekanisme molekuler senyawa genus Nigella
terhadap kanker payudara tipe basal menggunakan pendekatan
Farmakologi Jaringan (Network Pharmacology) terintegrasi dengan data
transkriptomik. Studi eksperimental in silico ini diawali dengan
mengidentifikasi 433 senyawa bioaktif genus Nigella dari basis data,
yang memprediksi total 2.227 target protein potensial. Analisis
transkriptomik dilakukan pada dataset GSE7904, yang membandingkan
18 sampel kanker basal dengan 7 kontrol normal. Berdasarkan uji
statistik, analisis ini berhasil mengidentifikasi total 4.901 Differentially
Expressed Genes (DEGs) signifikan. Melalui analisis irisan diagram
Venn antara kedua dataset, ditemukan 996 gen tumpang tindih yang
ditetapkan sebagai target kandidat potensial. Analisis topologi jaringan
Interaksi Protein-Protein (PPI) mengidentifikasi EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor) sebagai protein kunci (hub gene) teratas dengan
nilai derajat (degree) 110, diikuti oleh SRC (108) dan PIK3CA (70).
Analisis fungsional (KEGG) memvalidasi bahwa EGFR merupakan
reseptor esensial dalam TNBC, yang menginisiasi jalur sinyal onkogenik
MAPK dan PI3K-Akt yang mendorong proliferasi sel kanker tipe basal.
Senyawa bioaktif Nigella diprediksi bekerja dengan berinteraksi pada
reseptor membran dan menghambat aktivitas tirosin kinase. Intervensi
terapeutik yang menargetkan EGFR menggunakan senyawa bioaktif
genus Nigella menjadi strategi pengobatan yang menjanjikan untuk
mengatasi resistensi dan agresivitas kanker payudara tipe basal.

PENDAHULUAN

Kanker menjadi salah satu permasalahan
kesehatan global dengan insidensi, mortalitas,
serta kompleksitas biologis yang melibatkan
proliferasi sel yang tak terkendali, resistensi
apoptosis, angiogenesis, dan metastasis (1).
Terapi konvensional sering terhambat oleh
toksisitas sistemik, multidrug resistance (MDR),
dan tingginya angka kekambuhan, sehingga
memunculkan kebutuhan strategi terapeutik yang
mampu menargetkan berbagai nodus biologis
secara simultan (2—4). Dalam mengatasi masalah
ini pendekatan Network Pharmacology (NP) atau
farmakologi jaringan berbasis sistem mampu
memetakan interaksi senyawa target dan jalur
mekanisme molekuler secara komprehensif.
Integrasi NP dengan data transkriptomik pasien,
seperti GEO, meningkatkan kemampuan dalam
mengidentifikasi hub genes, jalur pensinyalan
kritis, serta mekanisme sinergis kandidat
fitofarmaka, menjadikannya pendekatan relevan
untuk mengatasi kompleksnya jaringan biologis
kanker (5).

Pada penelitian ini, genus Nigella
(Ranunculaceae) dipilih sebagai salah satu
sumber fitokimia multi-komponen yang telah
lama digunakan secara tradisional di wilayah
Mediterania, Asia Barat, dan Afrika Utara (6).
Spesies utama seperti N. sativa, N. damascena,

N. arvensis, dan beberapa taksa endemik di Turki
menunjukkan diversitas fitometabolit yang luas
(6-8). Nigella sativa secara khusus menjadi
fokus penelitian karena kandungan
thymoquinone (TQ), yang mencapai 27,8-57,0%
dalam minyak atsirinya, bersama
dithymoquinone (nigellone), thymol, dan a-
hederin yang berkontribusi pada aktivitas
farmakologisnya (7). Kajian farmakologi modern
menunjukkan bahwa TQ memiliki efek pro-
apoptotik, anti-inflamasi, anti-proliferasi, serta
anti-metastasis yang kuat, menjadikannya
kandidat antikanker dengan profil multi-target
yang unik (1,9,10). Sifat multi-komponen dan
multi-jalur ini selaras dengan prinsip NP,
memperkuat relevansi Nigella sebagai matriks
fitokimia yang cocok untuk pendekatan
polifarmakologi.

Secara molekuler, TQ dan derivatif Nigella
memodulasi berbagai mekanisme inti keganasan.
TQ menginduksi apoptosis melalui peningkatan
ROS, aktivasi jalur mitokondria, peningkatan
BAX, serta penurunan Bcl-2 dan Bcl-xL,
termasuk aktivasi kaspase pada sel leukemia HL-
60. TQ juga menahan siklus sel pada fase G1 atau
G2/M melalui regulasi p21/p27, cyclin D/E, dan
cyclin Bl (4). Selain itu, TQ menekan jalur
PI3K/AKT/mTOR melalui peningkatan PTEN
(4), menghambat NF-xB (11,12), memblokir

MEDIA FARMASI/ Saipul Maulanan, dkk (2026) / DOI: https://doi.org/10.32382/mfv22il1.2038

-~
O



STAT3 melalui inaktivasi fosforilasi EGFR (12),
serta mengganggu Wnt/B-catenin  melalui
aktivasi GSK-3f (8). Aktivitas antiangiogenesis
turut terkonfirmasi melalui penurunan VEGF dan
HGFB pada model HCC (13). Pada kanker
payudara  triple-negative  (TNBC), TQ
menghambat EMT melalui supresi TWIST1 dan
ZEBI1, dan menunjukkan sinergi kuat dengan
miR-34a (14) yang relevan dengan heterogenitas
biologis TNBC yang terdiri atas subtipe
BL1/BL2 yang sensitif terhadap platinum (2,15).

Selain efek langsung terhadap pensinyalan
seluler, Nigella memperlihatkan peran epigenetik
yang penting. TQ menghambat DNMT1 melalui
gangguan  kompleks  Spl/NF-xB  yang
menyebabkan hipometilasi DNA global serta
reaktivasi gen supresor tumor seperti miR-29b
(16). Disisi lain, inhibisi HDAC3 memperkuat
fungsi TQ sebagai agen epigenetik alami yang
memengaruhi remodelasi kromatin. Lebih lanjut,
kombinasi TQ dengan 5-fluorourasil dan
koenzim Q10 menghasilkan peningkatan potensi
antikanker melalui modulasi PI3K/AKT/mTOR
dan peningkatan stres oksidatif (17). Validasi in
silico berbasis NP dan molecular docking
mengidentifikasi senyawa Nigella lain seperti
gramisterol dan cycloeucalenol yang memiliki
afinitas tinggi terhadap berbagai gen pada kanker
kulit, termasuk EGFR, MAPKI1, MAPK3,
CDK4, dan AR (18), mengonfirmasi spektrum
multi-target Nigella lintas tipe kanker.

Berbagai penelitian sebelumnya
menunjukkan bahwa genus Nigella memiliki
potensi ilmiah dan terapeutik yang signifikan
sebagai sumber senyawa antikanker multi-target,
khususnya dalam konteks penyakit kompleks
seperti kanker payudara. Namun demikian,
meskipun sifat multi-komponen dan multi-jalur
Nigella telah banyak dilaporkan, integrasi
sistematis antara profil fitokimia Nigella, data
transkriptomik pasien kanker payudara tipe basal
(Triple-Negative Breast Cancer/TNBC), serta
pendekatan network pharmacology masih
terbatas dalam literatur. Keterbatasan ini
terutama terlihat dalam upaya mengidentifikasi
target molekuler kunci (hub genes) dan jalur
pensinyalan utama yang berperan dalam
agresivitas dan progresivitas TNBC.

Kondisi tersebut menegaskan urgensi
dilakukannya  penelitian  lanjutan  yang
memadukan pendekatan komputasional berbasis
network pharmacology dengan analisis data
transkriptomik untuk memetakan hubungan
senyawa target-jalur mekanisme molekuler
secara lebih komprehensif dan presisi. Oleh
karena itu, penelitian ini bertujuan untuk
mengkaji mekanisme molekuler multitarget
senyawa bioaktif dari genus Nigella terhadap

kanker payudara tipe basal melalui integrasi
network pharmacology dan data transkriptomik,
guna mengidentifikasi gen target potensial, iub
genes, serta jalur pensinyalan utama yang terlibat
dalam patogenesis TNBC. Pendekatan ini
diharapkan dapat membuka peluang inovasi
pengembangan  strategi terapi  antikanker
berbasis fitofarmaka multi-target yang lebih
efektif, aman, dan selaras dengan prinsip
pengobatan presisi.

METODE
Penelitian  ini  merupakan  studi

eksperimental in silico yang menggunakan
pendekatan terpadu antara farmakologi jaringan
(network  pharmacology)  dan  analisis
transkriptomik.
Identifikasi Senyawa Nigella sativa dan
Prediksi Target Protein

Senyawa bioaktif dari genus Nigella
dikumpulkan melalui penelusuran pada database
KNApSAcK
(http://www .knapsackfamily.com/KNApSAcK/)
dan IMPPAT (Indian Medicinal Plants,
Phytochemistry And Therapeutics)
(https://cb.imsc.res.in/imppat/). Spesies yang
teridentifikasi dalam database tersebut meliputi
Nigella arvensis, Nigella damascena L., Nigella
glandulifera, Nigella glandulifera Freyn et Sint.,
dan Nigella sativa. Struktur kimia dari senyawa
yang diperoleh kemudian dikonversi ke dalam
format Simplified Molecular-Input Line-Entry
System  (SMILES).  Selanjutnya,  untuk
memprediksi target protein potensial dari
senyawa-senyawa tersebut, format SMILES
diunggah ke dua platform yaitu TargetNet
(http://targetnet.scbdd.com/)  dan  Similarity
Ensemble Approach (SEA)
(http://sea.bkslab.org/). Seluruh target yang
terprediksi dari kedua server tersebut dikompilasi
dan dianalisis untuk mengurangi resiko duplikasi
pada tahap selanjutnya.

Analisis Transkriptomik dan Identifikasi
Gen Diferensial

Data profil ekspresi gen kanker payudara
diperoleh dari NCBI Gene Expression Omnibus
(GEO) dengan kode akses GSE7904. Dataset ini
terdiri dari total 25 sampel, yang mencakup 7
sampel jaringan payudara normal dan 18 sampel
sel kanker payudara tipe basal-like. Analisis
diferensial ekspresi gen dilakukan menggunakan
platform GEO2R menggunakan paket Limma.
Data dievaluasi dengan transformasi log. secara
otomatis dan dilakukan normalisasi untuk
mengurangi variasi teknis antar sampel. Koreksi
terhadap multiple testing dilakukan
menggunakan metode Benjamini-Hochberg
untuk mengontrol false discovery rate (FDR).
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Gen vyang dickspresikan secara diferensial
(Differentially Expressed Genes/DEGs)
ditentukan berdasarkan kriteria adjusted p-value
(FDR) < 0,05 dan nilai |log. fold change| > 1.
Visualisasi hasil analisis dilakukan
menggunakan Volcano Plot untuk
menggambarkan distribusi gen yang mengalami
upregulation dan downregulation.

Identifikasi Target Potensial Melalui Analisis
Irisan

Penentuan target gen terapeutik spesifik
dari genus Nigella terhadap kanker payudara tipe
basal, dilakukan dengan membuat irisan
(intersection) antara dataset target prediksi
senyawa (dari tahap 1) dan dataset DEGs (dari
tahap 2). Gen-gen yang ditemukan beririsan di
antara kedua dataset tersebut dipetakan
menggunakan diagram Venn melalui Venny 2.1
(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/).
Gen-gen hasil irisan ini dianggap sebagai Gene
of Interest (Gol) atau target potensial utama,
karena mewakili protein yang tidak hanya dapat
diikat oleh senyawa aktif Nigella sativa, tetapi
juga mengalami perubahan ekspresi yang
signifikan pada kondisi patologis kanker
tersebut.

Konstruksi Jaringan Interaksi Protein (PPI)
dan Analisis Pengayaan

Prediksi target protein dari senyawa bioaktif
genus Nigella dilakukan menggunakan dua
pendekatan berbasis struktur, yaitu TargetNet
dan Similarity Ensemble Approach (SEA). Pada
TargetNet, hanya target dengan nilai probabilitas
> 0,5 yang dipertimbangkan, sedangkan pada
SEA digunakan ambang batas nilai E-value < 1
10 untuk memastikan gen yang prediksi adalah
signifikan pada Kanker Payudara tipe Basal.
Seluruh target yang diperoleh dibatasi pada
protein manusia (Homo sapiens) untuk menjaga
relevansi biologis terhadap kanker payudara.
Hasil prediksi dari kedua platform kemudian
digabungkan dan dilakukan proses penghapusan
duplikasi  berdasarkan  kesamaan  nama
gen/protein untuk menghasilkan daftar target
unik. Interaksi antar protein dari gen hasil irisan
dipetakan ke dalam jaringan Protein-Protein
Interaction (PPI) menggunakan database
STRING. Hanya interaksi dengan skor
kepercayaan tinggi (confidence score > 0,700)
yang dimasukkan ke dalam jaringan. Visualisasi
dan analisis topologi jaringan dilakukan
menggunakan Cytoscape (versi 3.9.1), dengan
identifikasi hub protein berdasarkan parameter
degree  centrality.  Selanjutnya,  analisis
pengayaan fungsional dilakukan menggunakan
DAVID untuk mengevaluasi Gene Ontology
(GO) dan jalur KEGG pathways.

Validasi Analisis Survival

Analisis  survival  dilakukan  untuk
mengevaluasi hubungan antara ekspresi gen
dengan prognosis pasien kanker payudara
menggunakan platform Kaplan-Meier Plotter
(http://kmplot.com/analysis/), berdasarkan data
ekspresi gen dan informasi klinis dari dataset
publik tervalidasi meliputi The Cancer Genome
Atlas (TCGA) dan Gene Expression Omnibus
(GEO) sebagai bentuk validasi eksternal. Gen
yang dianalisis dalam analisis survival meliputi
gen dengan peringkat teratas yang dipilih
berdasarkan nilai centrality tertinggi dalam
jaringan protein-protein  interaction  (PPI).
Analisis dilakukan menggunakan data ekspresi
mRNA berbasis microarray dengan pemilihan
probe spesifik untuk masing-masing gen. Gen
terpilih dibagi menjadi dua kelompok pada
pasien dengan ekspresi gen tinggi dan rendah
menggunakan parameter auto-selected best
cutoff berbasis persentil. Parameter prognosis
yang dievaluasi adalah Relapse-Free Survival
(RFS) dengan waktu follow-up tanpa batas (a//)
serta penerapan censoring. Data selanjutnya
difiltrasi untuk menjamin kualitas data dengan
menghapus sampel gen terduplikasi. Analisis
difokuskan pada sel kanker payudara subtipe
basal (PAMS50) yang merepresentasikan fenotip
Triple-Negative Breast Cancer (TNBC). Nilai
hazard ratio (HR) pada interval kepercayaan
95% dan log-rank p-value (< 0,05) digunakan
untuk menilai signifikansi hubungan antara
ekspresi gen dan survival pasien.

HASIL
Identifikasi Senyawa Aktif dan Prediksi
Target

Eksplorasi senyawa bioaktif pada genus
Nigella dilakukan melalui penelusuran basis data
KNApSAcK dan IMPPAT (Indian Medicinal
Plants, Phytochemistry And Therapeutics).
Berdasarkan hasil penapisan awal, teridentifikasi
total 433 entri senyawa, dengan distribusi 85
senyawa diperoleh dari KNApSAcK dan 348
senyawa dari IMPPAT (Gambar 1 A). Struktur
kimia dari seluruh senyawa tersebut dikurasi dan
diproses untuk prediksi target molekuler
menggunakan platform TargetNet dan Similarity
Ensemble Approach (SEA), diperoleh total 2227
target protein potensial (Gambar 1 B). Daftar
lengkap senyawa hasil penelusuran serta gen
target yang teridentifikasi disajikan dalam Data
Tambahan (Supplementary File). Banyaknya
senyawa dan target yang teridentifikasi
mengindikasikan bahwa genus Nigella memiliki
konstituen multikomponen dengan spektrum
aktivitas biologis yang luas.
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Gambar 1. Distribusi jumlah senyawa bioaktif genus Nigella yang teridentifikasi dari basis data

KNApSAcK dan IMPPAT.

Analisis transkriptomik dilakukan pada
dataset GSE7904 untuk membandingkan profil
ekspresi gen antara 18 sampel kanker payudara
tipe basal dan 7 kontrol normal. Sebelum
penentuan gen diferensial, validasi kualitas data
dilakukan untuk memastikan reliabilitas analisis.
Sebagaimana ditunjukkan pada Gambar 2 C, plot
normalisasi memperlihatkan distribusi intensitas
sinyal yang setara dengan nilai median yang
sejajar antar seluruh sampel, mengindikasikan
bahwa variasi teknis telah berhasil diminimalisir.
Hal ini didukung oleh analisis reduksi dimensi
UMAP pada Gambar 2 B, yang menunjukkan
segregasi klaster yang tegas antara kelompok
normal (titik hijau) dan kanker (titik ungu).
Pemisahan yang jelas ini mengonfirmasi bahwa
perbedaan profil genetik antar kelompok bersifat
biologis dan bukan akibat kesalahan klasifikasi
sampel.

Berdasarkan analisis diferensial ekspresi gen
menggunakan metode Limma dengan kriteria
adjusted p-value (FDR) < 0,05 dan |log: fold
change| > 1, teridentifikasi sejumlah gen yang
mengalami  perubahan ekspresi signifikan.

Histogram distribusi p-value (Gambar 2D)
menunjukkan akumulasi frekuensi tinggi pada
nilai mendekati nol, yang mengindikasikan
adanya sinyal biologis yang kuat antara
kelompok sampel. Secara keseluruhan, analisis
ini mengidentifikasi sebanyak 4901
Differentially Expressed Genes (DEGs) yang
signifikan secara statistik (Gambar 2A).
Penerapan cutoff |log2FC| > 1 memastikan bahwa
gen yang terpilih tidak hanya signifikan secara
statistik, tetapi juga memiliki perubahan ekspresi
yang bermakna secara biologis. Visualisasi
menggunakan Volcano Plot (Gambar 2E)
menunjukkan bahwa dari total DEGs tersebut,
sebanyak 2891 gen mengalami upregulation
(ditandai dengan titik merah yang menyebar ke
sisi kanan) dan 2010 gen mengalami
downregulation (titik biru di sisi kiri) (File
supplemen).  Distribusi gen pada plot
menunjukkan pola pemisahan yang jelas antara
gen yang mengalami peningkatan dan penurunan
ekspresi pada kanker payudara tipe basal
dibandingkan jaringan normal.
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Gambar 2. Analisis profil ekspresi gen pada dataset GSE7904. (A) Jumlah total DEGs; (B) Plot UMAP
klaster sampel; (C) Normalisasi data; (D) Histogram p-value; dan (E) Volcano plot sebaran
gen ter-upregulation (merah) dan downregulation (biru).

Penentuan gen target terapeutik spesifik dari
genus Nigella yang berperan dalam patogenesis
kanker payudara tipe basal dilakukan
berdasarkan hasil analisis irisan diagram Venn.
Penandingan antara dataset target prediksi
senyawa Nigella dan dataset gen diferensial
(DEGs) menghasilkan himpunan data yang
terdiri dari 996 gen tumpang tindih (Gambar 3).
Gen-gen ini selanjutnya ditetapkan sebagai target
kandidat potensial (common targets) karena
memiliki validitas ganda: secara farmakologis
dapat diintervensi oleh senyawa Nigella, dan
secara klinis relevan dengan profil penyakit
kanker payudara.

Interaksi antar protein dari gen kandidat
tersebut dipetakan ke dalam jaringan Interaksi
Protein-Protein (PPI). Kompleksitas jaringan
yang terbentuk kemudian dilanjutkan pada
analisis modular untuk mengidentifikasi klaster
protein yang memiliki fungsi biologis yang rapat.
Berdasarkan algoritma klasterisasi, diperoleh 29
klaster fungsional yang signifikan (p-value <
0.05). Tahap seleksi selanjutnya difokuskan pada
relevansi patologis, di mana Klaster 3 terpilih
sebagai kelompok utama untuk analisis lebih

lanjut. Pemilihan ini didasarkan pada hasil
pengayaan fungsi yang menunjukkan bahwa
klaster ini hubungan yang kuat dengan jalur
sinyal kanker payudara. Klaster 3 terdiri dari 85
gen yang membentuk sub-jaringan padat dan
saling terhubung.

Analisis topologi mendalam dilakukan pada
85 gen dalam Klaster 3 untuk menentukan
protein kunci (hub genes) berdasarkan parameter
Degree, Closeness Centrality, dan Betweenness
Centrality. Sebagaimana disajikan pada Tabel 1
(Selengkapnya pada Supplementary  file),
teridentifikasi 10 gen peringkat teratas dengan
nilai konektivitas tertinggi. EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor) menempati peringkat
pertama dengan derajat (degree) 110, diikuti oleh
SRC (108) dan PIK3CA (70). Tingginya nilai
sentralitas pada gen-gen ini, seperti GRB2, JAK?2,
dan STATI, mengindikasikan bahwa mereka
berfungsi sebagai "titik komunikasi utama" yang
vital dalam jaringan. Penghambatan pada
protein-protein  Aub ini  diprediksi akan
memberikan dampak sistemik yang signifikan
dalam meruntuhkan stabilitas jaringan kanker
payudara tipe basal.

Tabel 1. Daftar Hub Genes Teratas Berdasarkan Analisis Topologi pada Klaster 3

No. Gen Degree Closeness centrality Betweenness centrality
EGFR 110 0.422 0.047
SRC 108 0.421 0.044
3 PIK3CA 70 0.378 0.007
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4 PIK3RI 67 0.373 0.007
5 GRB2 66 0.370 0.013
6  cp4 65 0.371 0.012
7 JAK2 62 0.371 0.018
8 ERBB2 2 0.384 0.012
9  STATI 59 0.379 0.007
10 pyn 54 0.374 0.010
sl Kunker Payubsrs fipe basul

e»

Gambar 3. Identifikasi target potensial dan analisis jaringan. Diagram Venn menunjukkan 996 gen irisan
antara target genus Nigella dan gen kanker payudara tipe basal. Visualisasi jaringan PPI
menunjukkan protein sub utama (EGFR, SRC, PIK3CA).

Validasi relevansi klinis dari klaster gen
terpilih dan penentuan mekanisme molekuler
genus Nigella dalam menghambat kanker
payudara, dilakukan melalui analisis pengayaan
fungsional  (enrichment). Langkah  awal
difokuskan pada pemetaan hubungan jalur
penyakit menggunakan basis data DisGeNET
(Gambar 4 A). Hasil analisis menunjukkan
bahwa 85 gen target dalam klaster tersebut
memiliki pengayaan yang sangat signifikan
terhadap berbagai terminologi kanker. Secara
spesifik, gen-gen ini sangat berkorelasi dengan
"Breast Adenocarcinoma", "Breast Carcinoma",
serta kondisi patologis lanjut seperti "Neoplasm
Metastasis” dan  "Neoplasm Invasiveness'.
Temuan ini mengonfirmasi bahwa target
molekuler yang dimodulasi oleh senyawa Nigella
memang memiliki peran penting dalam
perkembangan dan penyebaran kanker payudara,
khususnya pada subtipe yang agresif.

Selanjutnya, analisis Gene Ontology (GO)
pada  kategori  Proses  Biologis (BP)
mengungkapkan mekanisme aksi yang potensial
(Gambar 4 B). Target-target tersebut secara
predominan terlibat dalam regulasi sistem imun,
ditandai dengan tingginya pengayaan pada istilah
"Immunity"”, "Adaptive Immunity", dan "Innate
Immunity". Selain modulasi imun, Nigella juga
diprediksi menghambat progresi tumor melalui
mekanisme  anti-angiogenesis dan  anti-
metastasis, yang tercermin dari signifikansi pada
terminologi "Angiogenesis" dan "Cell adhesion".
Hal ini mengindikasikan bahwa genus Nigella
tidak hanya berpotensi membunuh sel kanker
secara langsung, tetapi juga memodifikasi

lingkungan mikro tumor (tumor
microenvironment) dengan menghambat
pembentukan pembuluh darah baru dan

perlekatan sel. Ditinjau dari lokasi subseluler
atau Komponen Seluler (CC), mayoritas protein
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target terdistribusi pada area "Membrane", "Cell
membrane", dan "Cytoplasm" (Gambar 4 C).
Lokasi ini konsisten dengan fungsi molekuler
(MF) yang teridentifikasi pada Gambar 4 D, di
mana aktivitas molekuler yang paling dominan
adalah sebagai "Kinase", "Receptor"”, dan
"Tyrosine-protein kinase".

Integrasi data GO ini memberikan gambaran
mekanisme yang lengkap yaitu senyawa bioaktif
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dari genus Nigella diprediksi berinteraksi dengan
reseptor membran (seperti EGFR yang
teridentifikasi  sebagai  hub  gene) dan
menghambat  aktivitas tirosin kinase di
sitoplasma. Hambatan pada sinyal kinase ini
kemudian berdampak pada supresi proses
biologis seperti angiogenesis dan adhesi sel,
sekaligus meningkatkan respons imun tubuh
terhadap sel kanker payudara tipe basal.
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Gambar 4. Analisis pengayaan fungsional gen target potensial dari genus Nigella pada kanker payudara.
(A) Pengayaan penyakit (DisGeNET) menunjukkan relevansi kuat dengan karsinoma payudara
dan metastasis; (B) Biological Process (BP) menunukkan peran sentral pada imunitas,
angiogenesis, dan adhesi sel; (C) Cellular Component (CC) memberikan lokasi target dominan
di membran dan sitoplasma; (D) Molecular Function (MF) mengonfirmasi fungsi target

sebagai reseptor, kinase, dan tirosin kinase.

Analisis jalur KEGG (Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes) dilakukan untuk
memverifikasi mekanisme molekuler di balik
potensi antikanker genus Nigella. Pemetaan
target pada jalur sinyal "Breast Cancer"
(hsa05224) mengonfirmasi temuan topologi
jaringan sebelumnya yang menempatkan EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor) sebagai
protein  dengan  konektivitas  tertinggi.
Sebagaimana divisualisasikan pada Gambar 5,
peta jalur ini memvalidasi posisi strategis EGFR
sebagai reseptor hulu (upstream receptor) yang
krusial. Keberadaannya di permukaan sel
menjadikannya "gerbang utama" yang menerima
sinyal  pertumbuhan  ekstraseluler = dan
meneruskannya pada bagian internal sel kanker.
Secara spesifik pada subtipe kanker payudara
Basal-like atau Triple-Negative, overekspresi
EGFR berfungsi sebagai inisiator bagi dua jalur
sinyal onkogenik, meliputi jalur MAPK dan jalur
PI3K-Akt. Aktivasi EGFR memicu rekrutmen
kompleks protein adaptor Grb2/SOS yang

mengaktifkan sistem Ras-Raf-MEK-ERK (jalur
MAPK), yang secara langsung memacu
transkripsi gen untuk proliferasi sel tak
terkendali. Secara bersamaan, EGFR juga
mengaktifkan jalur PI3K-Akt-mTOR yang
bertanggung jawab menjaga kelangsungan hidup
sel (cell survival) dengan cara menghambat
mekanisme kematian sel terprogram (apoptosis).
Dengan demikian, EGFR memiliki peran ganda
yang tidak hanya mengatur sel kanker untuk
membelah, tetapi juga melindunginya dari
kematian.

Lebih jauh lagi, merujuk pada Gambar 5
terkait peta KEGG, dapat diketahui peran EGFR
melampaui batasan subtipe sel kanker spesifik.
Meskipun studi ini difokuskan pada data
transkriptomik tipe basal, mekanisme awal yang
diregulasi oleh EGFR bersifat terhubung pada
subtipe kanker payudara lainnya, yaitu Luminal
A/B dan HER2-positive. Pada subtipe HER2-
positive, EGFR kerap membentuk heterodimer
dengan reseptor HER2 untuk memperkuat sinyal
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mitogenik. Sementara pada subtipe Luminal,
meskipun didominasi oleh reseptor hormon,
aktivasi jalur MAPK yang juga dapat dipicu oleh
aktivitas EGFR tetap berkontribusi signifikan
pada progresi siklus sel melalui regulasi Cyclin
D1 (CCNDI). Hal ini mengindikasikan bahwa
disregulasi pada level EGFR memiliki “efek
domino” yang mempengaruhi berbagai varian
molekuler kanker payudara. Oleh karena itu,
temuan ini memberikan informasi bahwa
intervensi terapeutik menggunakan senyawa
bioaktif genus Nigella yang menargetkan EGFR

menjadi strategi pengobatan yang menjanjikan.
Dengan memblokir EGFR di bagian awal,
senyawa genus Nigella secara efektif memutus
rantai sinyal ke jalur MAPK dan PI3K-Akt pada
bagian akhir. Hambatan ini diprediksi
memberikan dampak sistemik yang mampu
mengganggu pertahanan sel kanker,
menghentikan laju proliferasi, dan menginduksi
apoptosis, menjadikan EGFR sebagai target
molekuler paling prioritas dalam pengembangan
obat berbasis bahan alam ini.
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Gambar 5. Peta jalur sinyal Kanker Payudara (Breast Cancer Pathway - hsa05224) dari database KEGG.
Kotak hijau menunjukkan protein target yang terlibat dalam jalur sinyal.

Analisis hubungan biologis dari konstruksi
jaringan yang dibentuk divalidasi berdasarkan
data klinis melalui analisis survival Kaplan-
Meier terhadap gen dengan nilai centrality
tertinggi dalam jaringan PPI, yaitu EGFR, SRC,

dan PIK3CA. Analisis ini bertujuan untuk
mengevaluasi gen-gen utama yang teridentifikasi
secara topologis juga memiliki keterkaitan
dengan outcome klinis pasien kanker payudara
tibe basal.
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Gambar 6. Analisis survival Kaplan-Meier untuk gen dengan nilai centrality tertinggi dalam jaringan PPI,
yaitu (A) EGFR, (B) SRC, dan (C) PIK3CA pada kanker payudara subtipe basal.

Merujuk pada Gambar 6, analisis survival
yang melibatkan multi-dataset memberikan
validasi klinis eksternal terhadap gen-gen utama
yang teridentifikasi. Ekspresi EGFR
menunjukkan hubungan yang signifikan secara
statistik dengan relapse-free survival (RFS) pada
pasien kanker payudara subtipe basal (HR =
0,60; IK 95% = 0,44-0,82; p = 0,001; FDR =
2%). Hal ini berkorelasi dengan dominasi
ekspresi EGFR; dimana mayoritas pasien dalam
kohort subtipe basal memiliki tingkat ekspresi
EGFR yang tinggi (n=303) dibandingkan dengan
kelompok ekspresi rendah (n=139) (Gambar 6).
Secara biologis, tingginya ekspresi EGFR
mengonfirmasi posisinya sebagai motor utama
yang memfasilitasi sel kanker TNBC untuk dapat
bertahan hidup (survive), berproliferasi, dan
mempertahankan agresivitasnya. Menariknya,
karena sel kanker TNBC sangat bergantung pada
aktivitas EGFR untuk kelangsungan hidupnya,
kanker payudara tipe basal menjadi jauh lebih
sensitif dan rentan ketika pasien menerima
intervensi terapeutik bertarget EGFR. Temuan
ini secara tegas mengonfirmasi bahwa EGFR
merupakan titik lemah biologis pada TNBC.

Sebaliknya, gen SRC tidak menunjukkan
korelasi yang signifikan secara klinis dengan
survival pasien (HR = 1,16; p = 0,1958; FDR =
100%), dan PIK3CA hanya menunjukkan
kecenderungan yang belum memadai secara
statistik (HR = 1,25; p = 0,0545; FDR = 100%).
Hal ini didukung oleh profil dengan pola
populasi yang terbalik dibandingkan EGFR;
sebagian besar pasien subtipe basal pada awal
pengamatan justru berada pada kelompok
ekspresi rendah, baik untuk gen SRC (rendah:
n=625; tinggi: n=328) maupun PIK3CA (rendah:
n=669; tinggi: n=284). Fakta dari demografi
kohort ini membuktikan bahwa meskipun SRC
dan PIK3CA memiliki nilai centrality tinggi
dalam jaringan molekuler, keduanya tidak
mendominasi populasi dan tidak bertindak

sebagai penentu mutlak kelangsungan hidup sel
kanker layaknya EGFR

Pendekatan transkriptomik yang
mengombinasikan analisis jaringan dengan
validasi multi-kohort ini secara efektif menutupi
kelemahan generalisasi dari penggunaan dataset
tunggal. Evaluasi dari populasi yang lebih luas
membuktikan bahwa EGFR merupakan kandidat
target yang ideal; tidak hanya karena posisi
sentralnya dalam jaringan, tetapi juga karena
tingginya tingkat ketergantungan sel tumor
terhadap jalur ini. Oleh sebab itu, penghambatan
pada reseptor EGFR dapat memutus sinyal
proliferasi dan menginduksi apoptosis sel kanker
payudara tipe basal dari senyawa bioaktif dari
genus Nigella.

PEMBAHASAN

Kanker payudara tipe basal (Basal-like)
secara Kklinis sering dimanifestasikan sebagai
Triple-Negative  Breast  Cancer (TNBC),
merupakan salah satu jenis kanker dengan
tantangan terbesar dalam bidang onkologi akibat
agresivitasnya yang tinggi. Subtipe ini memiliki
karakteristik oleh ketiadaan ekspresi reseptor
Estrogen (ER), reseptor Progesteron (PR), dan
HER2 (Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2), sehingga membuat terbatasnya opsi
terapi konvensional seperti terapi hormonal (19).
Gambaran klinis dari profil molekuler ini
berpengaruh signifikan terhadap prognosis yang
buruk, risiko metastasis yang tinggi, serta tingkat
kekambuhan yang lebih cepat dibandingkan
subtipe  lainnya  (20,21). Kondisi  ini
menempatkan TNBC sebagai penyumbang
utama mortalitas akibat kanker payudara global
(19,22).

Hingga saat ini, strategi pengobatan TNBC
masih sangat bergantung pada penggunaan agen
kemoterapi sitotoksik karena belum adanya
target molekuler selektif. Namun,
ketergantungan pada kemoterapi memberikan



tantangan klinis berupa toksisitas sistemik non-
selektif dan tingginya insiden resistensi obat
(19). Kompleksitas patofisiologi kanker, yang
melibatkan berbagai jalur sinyal yang saling
tumpang tindih, sering kali membuat pendekatan
farmakologi konvensional yang berprinsip "satu
obat, satu target" menjadi kurang efektif. Oleh
karena itu, diperlukan langkah baru dalam
menggeser paradigma menuju pendekatan yang
lebih spesifik dalam penemuan terapeutik baru
yang mampu memodulasi berbagai target
sekaligus dengan efek samping minimal.

Dalam rangka menjawab kompleksitas
tersebut, penelitian ini menerapkan strategi
Farmakologi Jaringan (Network
Pharmacology/NP) yang diintegrasikan dengan
data transkriptomik dari Gene Expression
Omnibus (GEO). NP merupakan metodologi
revolusioner yang mentransformasi cara pandang
penemuan obat dari reduksionis menjadi
sistemik, yang selaras dengan prinsip obat
herbal: "multi-komponen, multi-target" (23,24).
Integrasi data GEO memberikan validasi klinis
dengan menyoroti gen-gen yang mengalami
disregulasi spesifik pada jaringan kanker,
sehingga memperkuat relevansi  prediksi
komputasi. Keunggulan utama pendekatan ini
adalah efisiensi waktu dan biaya yang signifikan
karena mengurangi ketergantungan awal pada
laboratorium  basah  (wet-lab),  sekaligus
memberikan jalur mekanisme molekuler yang
presisi sebelum validasi eksperimental dilakukan
(25,26).

Salah satu strategi dalam penelusuran
kandidat obat adalah menggunakan tanaman
berkhasiat obat. Tanaman Genus Nigella
menunjukkan  potensi  kemopreventif dan
terapeutik dalam bidang penemuan dan
pengembangan obat kanker (27). Meskipun
Nigella sativa merupakan spesies yang paling
banyak diteliti, spesies lain seperti Nigella
damascena, Nigella arvensis, dan Nigella ciliaris
juga menunjukkan profil fitokimia dan hubungan
etnofarmakologi yang menjanjikan. Beberapa
senyawa bioaktif utama, dari N. sativa
mencakup a-Hederin, Thymol, Dithymoquinone
(Nigellone) terutama thymoquinone (TQ),
bersama dengan senyawa lain  seperti
seskuiterpen (B-elemene) dan saponin triterpen
dari N. damascena, membentuk sistem yang
bekerja secara sinergis sebagai agen anti kanker
(28-30). Berbagai studi melaporkan bahwa TQ
dan senyawa turunan Nigella memiliki aktivitas
antikanker yang kuat, termasuk menghambat
proliferasi, menginduksi apoptosis, serta
memodulasi jalur sinyal esensial kanker (20,31).
Keberagaman senyawa ini memungkinkan
terjadinya efek polifarmakologi, sehingga

berbagai jalur karsinogenesis dapat dihambat
secara simultan.

Pada model kanker payudara, khususnya
TNBC, ekstrak Nigella dan TQ menunjukkan
aktivitas sitotoksik terhadap berbagai tipe sel
mencakup MCF-7, MDA-MB-231, dan BT-474.
Efek paling menonjol diamati pada sel MDA-
MB-231 dengan nilai ICso rendah (~11 pM) serta
inhibisi siklus sel pada fase Gl (32,33).
Mekanisme aksi utamanya melibatkan aktivasi
jalur apoptosis intrinsik dan ekstrinsik, ditandai
dengan peningkatan ekspresi p53, Bax, dan
caspase-3/9, serta penurunan Bcl-2 (10,24).
Selain induksi apoptosis, TQ dari N. sativa juga
berperan dalam meningkatkan respon imun
sitotoksik dengan menstimulasi sel Natural
Killer (NK) untuk melepaskan granula sitolitik
seperti perforin, granzyme B, dan interferon-a
yang secara langsung menghancurkan sel tumor.
Lebih lanjut, penggunaan N. sativa bersama
doxorubicin pada pasien kanker payudara
stadium III dan IV terbukti menurunkan kadar
Tumor Necrosis Factor-o. (TNF-a), sehingga
efektif menekan inflamasi kronis yang sering
memicu proliferasi, resistensi, dan metastasis sel
kanker (34,35).

Potensi terapeutik genus Nigella tidak
terbatas pada N. sativa. Kandungan senyawa (-
elemene pada Ekstrak Nigella damascena
menunjukkan aktivitas sitotoksik terhadap sel
kanker payudara tipe MCF-7 (36). Sementara itu,
Nigella arvensis dan Nigella ciliaris secara
empiris digunakan dalam berbagai penyakit
termasuk obat kanker namun dengan mekanisme
dan senyawa yang belum sepenuhnya
tereksplorasi (37). Secara keseluruhan, metabolit
sekunder dari berbagai spesies Nigella
menunjukkan aktivitas sitotoksik dan sitostatik,
termasuk terhadap sel kanker dengan mutasi p53
seperti pada TNBC (38).

Salah satu temuan dalam pemetaan
mekanisme molekuler target pada studi ini
adalah peran EGFR yang dominan dalam
patofisiologi TNBC dalam jaringan interaksi
protein-protein teridentifikasi sebagai kandidat
target utama dari senyawa bioaktif genus Nigella.
EGFR (atau HERI1) diketahui diekspresikan
secara berlebihan pada 45-70% kasus kanker
payudara subtipe Basal-like, sehingga umum
dipakai sebagai marker molekuler TNBC
(22,39). Overekspresi EGFR berkorelasi dengan
prognosis buruk dan disease-free survival yang
rendah, karena reseptor ini memicu kaskade
sinyal Ras/MAPK yang mendorong proliferasi
sel tak terkendali serta invasi tumor (31,32).

Namun demikian, ekspresi EGFR yang lebih
tinggi berkorelasi dengan relapse-free survival
(RFS) yang lebih baik berdasarkan analisis
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survival. Temuan ini menunjukkan bahwa
hubungan antara ekspresi EGFR dan outcome
klinis tidak selalu mencerminkan peningkatan
agresivitas tumor secara langsung. Oleh sebab
itu, EGFR dapat dipandang sebagai marker
biologis yang mencerminkan karakteristik
molekuler tumor, termasuk kemungkinan
sensitivitas terhadap terapi tertentu. Meskipun
secara teori EGFR menjadi target TNBC yang
sensitif, penggunaan inhibitor EGFR tunggal
(seperti cetuximab) sering gagal dalam uji klinis
TNBC akibat aktivasi jalur resistensi, seperti
jalur reseptor MET (2,23). Hal ini kemudian
mengonfirmasi kondisi ketergantungan onkogen,
dimana sel tumor TNBC  memiliki
ketergantungan terhadap jalur EGFR untuk
mempertahankan ~ kelangsungan  hidupnya.
Ketergantungan inilah yang justru menciptakan
"titik lemah" biologis, menjadikan sel tumor
sangat rentan dan sensitif terhadap intervensi
terapeutik yang tepat (40,41).

Berdasarkan hasil transkriptomik,
farmakologi jaringan dan analisis survival,
senyawa  bioaktif dari genus  Nigella,
diperkirakan mampu memberikan efek melalui
mekanisme multi-target. Senyawa-senyawa ini
tidak hanya berinteraksi dengan reseptor
permukaan  seperti EGFR, tetapi juga
memodulasi jalur PI3K/Akt/mTOR dan NF-«B
(32,42). Selain itu, TQ dan B-Elemene dilaporkan
mampu menghambat EGFR, fosforilasi Akt dan
meningkatkan ekspresi PTEN (28,30,43), yang
berpotensi menekan sinyal proliferasi dan
survival sel kanker secara lebih luas. Pendekatan
multi-target pada penelitian ini memberikan
keuntungan dibandingkan terapi target tunggal,
khususnya dalam mengatasi mekanisme
resistensi yang umum terjadi pada TNBC.
Dengan demikian, kombinasi analisis
bioinformatik dalam penelitian ini menunjukkan
bahwa genus Nigella memiliki potensi sebagai
kandidat terapi komplementer pada kanker
payudara tipe basal. Temuan ini dapat menjadi
dasar ilmiah untuk pengembangan lebih lanjut,
terutama dalam mengeksplorasi pemanfaatan
senyawa alami sebagai agen ko-terapi yang
berpotensi meningkatkan efektivitas pengobatan
sekaligus mengurangi efek samping terapi
konvensional dimasa mendatang.

Namun demikian, penelitian ini memiliki
beberapa  keterbatasan, terutama  karena
pendekatan yang digunakan masih berbasis
analisis in silico dan integrasi data sekunder,
sehingga belum mencerminkan interaksi biologis
secara langsung. Selain itu, penelitian ini masih
terbatas pada tahap identifikasi target molekuler
potensial dan belum mencakup analisis interaksi
molekuler secara spesifik. Oleh karena itu,

diperlukan validasi lebih lanjut melalui studi
eksperimental, baik secara in vitro maupun in
vivo, serta pendekatan komputasional lanjutan
dengan teknik molecular docking untuk
mengonfirmasi mekanisme aksi, memprediksi
dan mengidentifikasi kandidat senyawa bioaktif
genus Nigella secara lebih komprehensif.

KESIMPULAN

Kombinasi analisis transkriptomik dan
farmakologi jaringan dalam penelitian ini
mengidentifikasi sejumlah gen yang berpotensi
terlibat dalam mekanisme kanker payudara tipe
basal (TNBC). EGFR memiliki nilai centrality
tertinggi dalam jaringan interaksi protein-protein
dan menunjukkan hubungan signifikan dengan
relapse-free  survival (RFS). Temuan ini
menunjukkan bahwa EGFR memiliki relevansi
dalam jaringan molekuler TNBC dan berpotensi
menjadi salah satu target yang perlu diteliti lebih
lanjut.

SARAN

Penelitian selanjutnya disarankan untuk
melakukan validasi eksperimental, baik secara in
vitro maupun in vivo, guna mengonfirmasi
mekanisme aksi senyawa bioaktif genus Nigella,
khususnya terhadap target EGFR dan jalur sinyal
terkait  untuk  meningkatkan  efektivitas
pengobatan dan mengurangi resistensi pada
kanker payudara tipe basal.
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