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INTISARI

Latar belakang: Dislipidemia adalah suatu penyakit yang banyak terjadi
di Indonesia. Dislipidemia dapat memicu pembentukan dan peningkatan Reactive
Oxygen Species (ROS) di dalam tubuh yang menyebabkan terjadinya inflamasi
dan memicu berbagai sitokin. Habbatussauda memiliki kandungan flavonoid dan
thymoquinon yang bersifat antioksidan kuat, menghambat pelepasan sitokin
proinflamasi yang diinduksi diet tinggi lemak melalui penghambatan aktivasi NF-
kB. Penghambatan aktivasi NF-kB oleh habbatussauda sebagai antioksidan akan
menghasilkan efek antiinflamasi juga. Penelitian ini bertujuan untuk menilai kadar
Interleukin 10 dan CRP pada tikus yang diinduksi diet tinggi lemak.

Metode: Penelitian ini merupakan jenis penelitian posttest only control
group. 25 tikus putih jantan galur wistar diambil sebagai sampel, dan dibagi
menjadi 5 kelompok; KO (pellet dan air), K — (diet tinggi lemak), K + (diet tinggi
lemak + simvastatin 0,18 mg/200grBB/hari), P1 (diet tinggi lemak +
habbatussauda 3 ml/KgBB), P2 (diet tinggi lemak + habbatussauda 4 ml/KgBB).
Data yang diperlukan dalam studi ini diperoleh melalui uji ELISA. Data yang
terkumpul kemudian dianalisis menggunakan one-way anova dan uji post Hoc
LSD.

Hasil: Dari hasil analisa yang dilakukan diperoleh (1) perbedaan rerata
kadar IL-10 antar kelompok yang signifikan dengan nilai p<0,05; (2) Perbedaan
rerata kadar CRP antar kelompok dimana KO, K-, dan P1 signifikan, sedangkan
antara K (+) dengan P2 tidak signifikan dengan nilai p>0.05.

Kesimpulan: Pemberian habbatussauda berpengaruh terhadap kadar IL-10
dan Kadar CRP pada tikus putih yang diinduksi diet tinggi lemak.

Kata kunci: diet tinggi lemak, IL 10, CRP, Habbatussauda
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ABSTRACT

Background: Dyslipidemia is a prevalent condition in Indonesia. Among
the consequences associated with this disease are inflammation and the various
kinds of cytokines. This research aims to investigate the impact of black cumin
seed (Nigella sativa) on the levels of Interleukin 10 and C-reactive protein (CRP)
in rats induced with a high-fat diet.

Methods: This study adopts a post-test only control group design. A total
of 25 male Wistar albino rats were selected as the study samples and subsequently
divided into five distinct groups: KO (pellet and water only), K- (high-fat diet), K+
(high-fat diet + simvastatin 0.18 mg/BW/day), P1 (high-fat diet + black cumin
seed 3 ml/kg BW), and P2 (high-fat diet + black cumin seed 4 ml/kg BW). Data
for this study were collected through ELISA testing and statistically analysed
using one-way ANOVA and post hoc LSD tests.

Results: From the analysis, the following findings are revealed: (1) a
significant difference in the mean levels of IL-10 among the groups with a p-value
< 0.05; (2) a difference in the mean levels of CRP among the groups; KO, K-, and
P1 exhibited statistical significance, whereas the comparison between K (+) and
P2 did not yield significant differences, as indicated by a p-value > 0.05.

Conclusion: The administration of black cumin seed (Nigella sativa) has
an impact on the levels of 1L.-10 and CRP in high-fat diet-induced Wistar albino
rats.

Keywords: High-fat diet, IL-10, CRP, Black cumin seed
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Dislipidemia merupakan suatu kondisi akibat gangguan pencernaan
lemak (lipid) yang ditandai peningkatan kadar kolesterol total, trigliserida,
Low Density Lipoprotein (LDL), dan penurunan kadar High Density
Lipoprotein (HDL).! Dislipidemia yang terjadi dalam jangka lama
menyebabkan kondisi inflamasi kronis dan memicu terbentuknya plak
atherosclerosis. Kondisi ini merupakan penyebab utama berkembangnya
penyakit kardiovaskular seperti penyakit jantung koroner. Pengobatan
dislipidemia menggunakan statin berguna untuk menurunkan kadar
kolesterol dan mencegah terbentuknya plak aterosklerosis.? Penggunaan
obat golongan statin sebagai terapi dislipidemia dianggap kurang
memuaskan karena penggunaan jangka lama menyebabkan efek samping
berupa mialgia, rhabdomiolisis, myositis.> Perkembangan terapi alternatif
menggunakan bahan alami seperti habbatussauda (Nigella sativa L) untuk
menurunkan kadar lipid darah telah banyak dikembangkan, namun belum
ada penelitian lebih lanjut terkait peran habbatussauda dalam mempengaruhi
proses inflamasi kronis pada kondisi dislipidemia berdasarkan kadar
Interleukin-10 (IL 10), dan kadar C - Reactive protein (CRP) sebagai salah

satu marker inflamasi.*



Hasil RISKESDAS 2013 menyebutkan bahwa 35,9% penduduk
Indonesia berusia 15 tahun keatas memiliki kadar kolesterol yang abnormal
(>200mg/dL); 15,9% memiliki kadar LDL yang tinggi (=190 mg/dL), dan
kadar HDL di bawah normal (< 40 mg/dL). Dislipidemia adalah faktor
risiko utama penyakit kardiovaskular seperti Penyakit Jantung Koroner
(PJK).® Di Indonesia prevalensi PJK mencapai 1,5% dan jumlah nya terus
meningkat seiring dengan bertambahnya usia.

Kondisi dislipidemia dalam waktu yang lama dapat memicu proses
peradangan yang selanjutnya akan menyebabkan vascular remodeling dan
pembentukan plak pada pembuluh darah. Proses vascular remodeling dan
pembentukan plak yang berlangsung secara kronis dapat berujung pada
munculnya penyakit kardiovaskular.® Proses peradangan yang terjadi pada
kondisi dislipidemia kronis ditandai dengan munculnya berbagai biomarker
salah satunya adalah CRP.’ Berbagai penelitian sebelumnya membahas
terkait potensi penggunaan habbatussauda sebagai antioksidan dan
antiinflamasi. Pemanfaatan Habbatussauda sebagai tanaman obat memiliki
potensi yang besar untuk dikembangkan.® Habbatussauda memiliki berbagai
macam zat aktif seperti flavonoid, thymoquinone (TQ), dan polyunsaturated
fatty acids (PUFAs) yang berguna untuk memodulasi profil lipid.°
Kandungan TQ pada habbatussauda dapat menurunkan kadar lipid plasma
dengan menghambat pergerakan reduktase 3-hidroksi-3-metilglutaril-
koenzim A (HMGCoA) dan meningkatkan jumlah reseptor LDL serta dapat

menekan peroksidasi lipid melalui cara nonenzimatik pada lisosom.



Kandungan flavonoid dan PUFA yang tinggi pada habbatussauda diduga
berperan dalam menurunkan kadar kolesterol total.!® Kandungan flavonoid
pada habbatussauda berfungsi sebagai pencegahan kanker dengan cara
menghambat ROS, susunan spesies nitrogen, dan menjaga sistem penguatan
sel endogen. Sebagai tambahan TQ yang terkandung dalam habbatussauda
juga memiliki sifat anti-inflamasi.!

Penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa habbatussauda mampu
memperbaiki kondisi inflamasi dengan cara meningkatkan kadar IL-10 yang
berfungsi sebagai regulator inflamasi, dan menurunkan kadar MDA dan
NO.? Penelitian lain menyebutkan bahwa ekstrak dan minyak
habbatussauda dapat memodulasi sitokin proinflamasi seperti IL-1a, IL-2(
maupun IL-6 sehingga mampu meredakan proses inflamasi.’* Pada
penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa penggunaan habbatussauda
pada kelompok tikus yang mengalami rheumatoid artitis mampu
memperbaiki kondisi peradangan yang ditandai dengan peningkatan kadar
IL-10.1 Efek antiinflamasi habbatussauda juga ditunjukan dalam penelitian
yang dilakukan pada tikus albino yang diinduksi formalin 5% dimana terjadi
penurunan signifikan kadar CRP.%°

Studi terkait penggunaan Habbatussauda dalam memodulasi profil
lipid serta kemampuan dalam mengendalikan proses inflamasi telah banyak
dilakukan, namun belum ada penelitian terkait pengaruh habbatussauda
dalam menghambat proses inflamasi yang berlangsung secara kronis pada
dislipidemia yang dapat dilihat melalui kadar IL-10 dan kadar CRP pada

tikus jantan galur wistar yang diinduksi diet tinggi lemak.



1.2.

1.3.

Rumusan Masalah
Adakah pengaruh pemberian Habbatussauda terhadap kadar 1L-10
dan kadar CRP pada tikus jantan galur Wistar yang diinduksi diet tinggi

lemak?

Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Mengetahui pengaruh Habbatussauda terhadap kadar IL-10
dan kadar CRP pada tikus jantan galur Wistar yang diinduksi diet
tinggi lemak.
1.3.2. Tujuan Khusus
1.3.2.1. Mengetahui rerata kadar IL 10 dan CRP pada kelompok
sehat, kelompok yang diberikan induksi diet tinggi lemak,
kelompok yang diberikan induksi diet tinggi lemak dan
simvastatin, kelompok yang diberikan induksi diet tinggi
lemak dan minyak habbatussauda 3 ml/KgBB, dan pada
kelompok yang diberikan induksi diet tinggi lemak dan
minyak habbatussauda 4 ml/KgBB
1.3.2.2. Menganalisis perbedaan rerata kadar IL 10 dan kadar CRP

antar kelompok



1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1. Manfaat Teoritis

Memberikan sumbangan keilmuan medis mengenai pengaruh

Habbatussauda terhadap kadar IL-10 dan kadar CRP pada tikus

jantan galur Wistar yang diinduksi diet tinggi lemak.

1.4.2. Manfaat Praktis

a. Memberikan informasi dan pemahaman bagi pembaca mengenai

pengaruh Habbatussauda terhadap proses inflamasi pada tikus

jantan galur Wistar yang diinduksi diet tinggi lemak.

b. Penelitian diharapkan dapat diaplikasikan bagi masyarakat.

1.5. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian (2014-2021)

Peneliti, Tahun Judul Metode Hasil
Muhammad Usman “Effect of Nigella  In Vivo, Nigella Sativa secara
Bashir, Hamid Javaid  Sativa Seeds Eksperimenatal signifikan menurunkan

Qureshi, dan Uzair
Mumtaz, 2014
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Extract on Serum
C-Reactive Protein
in Albino Rats”

kadar CRP pada tikus
albino yang diinduksi
formalin 5% dengan
dosis 50 pl

Javad Heshmatia,
Nazli Namazib,
Mohammad-Reza
Memarzadehc,
Mohsen Taghizadehd,
dan Fariba
Kolahdooze, 2015.°

“Comparative
evaluation of
Nigella sativa
(Kalonji) and
simvastatin for the
treatment of
hyperlipidemia and
in the induction of
hepatotoxicity ”

Pasien,
Eksperimental

Terdapat penurunan
kadar glukosa puasa,
glycated

hemoglobin, trigliserid
dan LDL-Kolesterol
pada pasien DM tipe 2

Vahid Hadi, Sorayya
Kheirouri,
Mohammad Alizadeh,
Alireza Khabbazi, dan
Hossein Hosseini,

“Effects of Nigella
sativa oil extract
on inflammatory
cytokine response
and oxidative stress

Pasien,
Eksperimental

Nigella sativa mampu
memperbaiki kondisi
inflamasi secara
signifikan dengan
meningkatkan kadar IL-




2016. 1

status in patients
with rheumatoid
arthritis: a
randomized,
double-blind,
placebo-controlled
clinical trial”

10, dan menurunkan
kadar MDA dan NO
serum

Muhammad Jawad
Igbal, Masood Sadiq

Butt, Mir Muhammad

Nasir Qayyum, dan
Hafiz Ansar Rasul
Suleria, 2017. %

“Anti-
hypercholesterolem
ic and anti-
hyperglycaemic
effects of
conventional and
supercritical
extracts of black
cumin (Nigella
sativa)”’

In Vivo,
Eksperimenatal

Nigella sativa secara
signifikan menurunkan
kadar glukosa dan
kolesterol dalam plasma
pada tikus

Fatemeh Norouzi, “The effect of In vivo Terdapat penurunan
Azam Abareshi, Nigella sativa on kadar I1L-6 dan TNF
Fereshteh inflammation- alfa pada tikus model
Asgharzadeh, Farimah . induced fibrosis miocardial yang
Beheshti, Mahmoud myocardial diinduksi ekstrak
Hosseini, Mehdi fibrosis in male Nigella sativa
Farzadnia, Majid rats’”’ 200mg/kg dan

Khazaei, 2017. 4 400mg/kg

Mukhtar Ikhsa, Nurul — “Nigella sativa In Vitro, Nigella Sativa memiki

Hiedayati, Kazutaka
Maeyama dan Fariz
Nurwidya, 2018. !

as an anti-
infammatory agent
In asthma”

Eksperimental

efek antinflamasi yang
menekan kerja sel mast
dan menurunkan
produksi histamin pada
tikus

Laura Bordoni,
Donatella Fedeli,

Cinzia Nasuti, Filippo
Maggi, Fabrizio Papa,

Martin Wabitsch,

Raffaele De Caterina

dan Rosita
Gabbianelli, 2019.13

“Antioxidant and
Anti-Inflammatory
Properties

of Nigella

sativa Oil in
Human Pre-
Adipocytes”

In Vitro,
Eksperimental

Ekstrak Nigella Sativa
yang Fresh (FEO) yang
mengandung lebih
banyak thymoquinone
lebih berperan sebagai
anti inflamasi dengan
cara menurunkan kadar
IL-6 secara signifikan,
sedangkan Ektrak
Nigella Sativa yang
disimpan (SEO)
memiliki aktifitas
antioksidain yang lebih
tingi ditandai dengan
penghambatan IL-1




beta.

Retno Susilowati,
Vikki Ainuzzakki, M.
Rizqon Nadif dan
Amalia

Rizka Diana, 2019. °

“The Efficacy of
Nigella Sativa L
Extracts to Reduce
Cardiovascular
Disease Risk in
Diabetic
Dislipidemia”

In Vivo,
Eksperimental

Nigella Sativa memiliki
efek antioksidan dan
antilipogenik yang
ditandai dengan
penurunan LDL,
Peningkatan kadar HDL
serta penurunan kadar
Malondialdehyde
(MDA) pada hewan
coba

Moutawakilou
Gomina, Bassitou
Dabrigui, Tarik
Salifou, Adebayo
Alassani, Ibrahim
Mama Cisse, Gilbert
Djidonou, Stanislas
Zinsou, Lamine Baba-
Moussa dan Simon
Akpona, 2021. °

“Effect of daily
consumption of
Nigella sativa seed
on

serum lipids in
adult subjects”

Pasien,
Eksperimental

Nigella Sativa dapat
meningkatkan profil
lipid ditandai dengan
penurunan LDL,
trigliserid dan
peningkatan HDL pada
subjek orang dewasa

Raluca Maria pop,
Oktavia Sabin,
Soimita Suciu, Stefan
Christian vesa, Sonia
Ancuta Socaci,
Veronica Sanda
Chedea, loana Corina
Boscan, dan Anca
Dana Buzoianu,
2020.4°

“Nigella Sativa’s
Anti-Inflamatory
and antioxidative
effect in
experimental
inflammation”

In Vivo,
Eksperimental

Nigella Sativa terbukti
memiliki efek sebagai
antioksidan melalui
penurunan kadar
Malondialdehyde
(MDA) pada hewan
coba

Perbedaan penelitian ini dengan penelitian terdahulu (tabel 1.1) yaitu

belum ada penelitian yang menggunakan Habbatussauda dalam memodulasi

proses inflamasi kronis melalui kadar 1L-10 dan CRP pada tikus model yang

diinduksi diet tinggi lemak. Penelitian-penelitian terdahulu masih sebatas

efek pemberian Habbatussauda terhadap profil lipid dalam darah, memiliki

sifat antiinflamasi pada penelitian secara in vitro, peningkatan IL-10 pada

kasus Diabetes Mellitus. Pemerikasaan kadar IL-10 dan CRP pada tikus



yang diinduksi diet tinggi lemak dimaksudkan untuk mengetahui

peradangan yang terjadi pada kondisi dislipidemia.
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BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. C- Reactive Protein

2.1.1. Definisi

2.1.2

C-reactive protein (CRP) merupakan protein fase akut yang
diproduksi liver, dan kadarnya akan meningkat saat tubuh mengalami
proses peradangan.’® Protein fase akut dapat meningkat (positive
acute- phase proteins) atau menurun (negative acute-phase proteins)
sebanyak minimal 25% selama proses radang.*” Perubahan fase akut
dapat terjadi pada proses inflamasi termasuk pada penyakit jantung
vaskular.*®* CRP merupakan protein pextraxin yang berperanan
sebagai molekul perlindungan lini pertama. Protein ini berfungsi
untuk menstimulasi sel fagosit dalam membersihkan sel-sel yang
mengalami apoptosis dan  nekrosis sehingga membantu dalam
penyembuhan cedera sel. Produksi CRP oleh sel hepatosit distimulasi
oleh sitokin proinflamasi non-spesifik berupa IL-6, IL- B, dan Tumor
Necrotic Factor (TNF).%®
Jalur pensinyalan CRP

CRP merupakan prediktor kuat penyakit karidovaskular yang
didasari oleh suatu proses inflamasi. Plak aterosklerosis memicu
terjadinya inflamasi pada pembuluh darah dengan cara melepaskan

IL-6 dan TNF-a. Selanjutnya, 11-6 akan menstimulasi pelepasan CRP



dari hepatosit.? CRP dapat mempengaruhi endotel dengan mengubah
bioavailabilitas nitric oxide yang menyebabkan peningkatan ICAM-
1.21 Di sisi lain jaringan adiposa secara langsung memicu terjadinya
aterosklerosis yang menyebabkan pengeluaran dari 1L-6 dan pada
akhirnya akan meningkatkan kadar CRP. Mekanisme hubungan

antara CRP dan kejadian kardiovaskular tertera pada gambar 1.2

Risk o , Vascular
Factors F;'?I Inflammation

u :
CRP

;"i »

) m gh |

Adipose tissue

Gambar 2.1. Mekanisme hubungan antara CRP dan kejadian
kardiovaskular ??

2.1.3. Cara Pengukuran
Kadar CRP ditentukan melalui pengambilan sample darah,
sampel darah kemudian dilakukan sentrifuge. Serum kemudian
dipisahkan dan dianalisis dengan metode Enzyme linked

Immunosorbent Assay (ELISA).?®

2.2. Interleukin-10 (IL-10)
2.2.1. Definisi
Interleukin 10 (IL-10) adalah jenis sitokin yang bersifat

sebagai antiinflamasi yang memiliki peran penting dalam
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mengendalikan respon imun tubuh, sehingga mampu mencegah
kerusakan jaringan.?® Sel imun yang dapat memproduksi I1L-10 adalah
monosit, makrofag dan sel dendritik.2* Sebagai tambahan, pada
kondisi peradangan yang disebabkan oleh infeksi atau respon
terhadap sel kanker terdapat sel lain (non-imun) yang mampu
memproduksi IL-10 dalam kondisi tertentu seperti sel epitel dan sel
keratinosit.”® Pada kondisi inflamasi kronis seperti rheumatoid
arthritis, psoriasis, systemic lupus erythematosus, terjadi penurunan
fungsi dan kadar I1L-10.

IL-10 bekerja dengan cara menghambat sekresi Interferon-y
(IFN-y). oleh Th 1, serta menghambat sitokin proinflamasi yang
diproduksi oleh sel makrofag dan dendritik yang teraktifasi.

2.2.2. Regulasi Produksi Interleukin-10 (IL-10)

Regulasi IL-10 bergantung pada pemicu jalur pensinyalan
spesifik, ekspresi dan aktivasi faktor transkripsi tertentu serta regulasi
epigenetik paska transkripsi. Mitogen-Activated Protein Kinase
(MAPK) adalah salah satu jalur utama yang mengatur IL-10. Aktivasi
Ekstraseluler Regulated Kinase (ERK) 1/ 2 hilir lokus perkembangan
tumor Mitogen-Activated Protein (MAP) 3 kinase 2 mengatur
ekspresi IL10 oleh makrofag dan Dendritic Cell (DC) yang diaktifkan
Toll Like Receptor (TLR), seperti yang ditunjukkan oleh pengurangan
produksi IL-10 yang diamati pada defisiensi Tumor Progression

Locus 2 (TPL2).® MAPK P38 juga diaktifkan di bagian hilir

11



pensinyalan TLR dan ditunjukkan untuk mengatur produksi IL-10
oleh sel-sel ini. Beberapa faktor transkripsi yang diketahui mengatur
transkripsi gen 1L10 dalam makrofag dan DC diaktifkan di bagian
hilir ERK1/2 atau p38, seperti halnya cCAMP response element binding
protein (CREB), cyclic AMP dependent transcription factor 1
(ATF1), cFos, dan Spl. Kerjasama antara ERK dan p38 mengaktifkan
Mitogen and Stress activated Protein Kinase 1 (MSK1) dan MSK2
diaktifkan mitogen dan stres, mendorong produksi IL-10 dalam
makrofag yang dirangsang TLR4, melalui faktor transkripsi CREB
dan ATF1.% Regulasi 1L.-10 oleh MSK/CREB telah ditunjukkan lebih
lanjut dalam konteks aktivasi TLR2 dalam makrofag usus oleh
polisakarida  turunan Helicobacter hepaticus. Kaskade
phosphoinositide-3-kinase (PI3K)/serine/treonin protein kinase B
(Akt) juga mengatur ekspresi IL-10 dalam makrofag dengan
memblokir glycogen synthase kinase 3 (GSK 3[), yang menghambat
produksi 1L-10. Aktivasi ERK1/2 berada di persimpangan beberapa
kaskade pensinyalan lainnya, menunjukkan pentingnya jalur sentral
dalam regulasi gen IL-10 dalam sel myeloid.

Selain pensinyalan Pattern-Recognation Reseptor (PRR)
langsung, koreseptor dan sitokin lain mengatur produksi IL-10 oleh
makrofag dan DC. Demikian pula, Interferon (IFN) tipe | telah
terbukti mempotensiasi produksi IL-10 yang distimulasi oleh adanya

LipoPolySaccharide (LPS) bakteri Mycobacterium tuberculosiss.
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Secara mekanis, IFN tipe | menginduksi transkripsi gen IL-10 dan
menstabilkan mRNA vyang dihasilkan, melalui aktivasi Signal
Transducer dan Activator of Transcription 1 (STAT1) dan ERK. IL-
10 diproduksi oleh semua subset sel T. Dalam sel T helper Cluster of

Differentiation 4 (Th CD4), produksi IL-10 menyertai sitokin khas

IFN-y,
A PAMPs B Myxcobiota-derived SCFA
ps Apomou(‘lggﬂle) e Adiponectin O Butyrate - acetate, butyrate,
g Zymaosan & ATP
N (<>} i
TIRS TIR2/Dactinl ey . v 7‘1 s
" Glucose A Fattyacids i
d g |
- / f— PKMZ
M, tuberculosls |
\ Lactate @,
e
A Succinate / NAD
#
' HIF-1a /simTa
/ /
T~
HFEla / —~ A
b o
1L-10-producing macrophages »

Gambar 2.2 Regulasi Produksi IL-10 %

2.3. Faktor faktor yang mempengaruhi kadar 110 dan Kadar CRP
a. Obesitas

Jaringan adiposa merupakan organ yang menyebabkan
produksi reactive oxygen species (ROS) dan mengeluarkan
adipokin. Jaringan lemak dipandang sebagai sosok bebas yang
menjadi dasar penciptaan ROS. Sistem susunan ekstremis bebas
dalam berat badan vyaitu perluasan untuk mendukung sitokin
provokatif yang diciptakan oleh adiposit dan preadiposit seperti

TNF-0, IL-1, dan IL-6. Sitokin ini adalah pemicu intens
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pembentukan oksigen dan nitrogen reseptif oleh makrofag dan
monosit. TNF-o. membangun hubungan elektron dengan oksigen
menghasilkan anion superoksida. Jaringan lemak memiliki
kemampuan untuk melepaskan angiotensin Il, yang memperkuat
aksi oksidatif Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH). Oksidasi NADPH berperan penting sebagai
pembentukan ROS di adiposit. Oksidasi lemak tak jenuh dan
peningkatan  penggunaan oksigen pada obesitas memicu
peningkatan pernapasan mitokondria menghasilkan superoksida,
radikal peroksida, dan hidrogen hidroksil.?’

Pada umumnya, jaringan lemak mengeluarkan lebih sedikit
IL-6, leptin, dan lebih banyak - adiponektin. IL-6 dan leptin
menghambat - [imfosit administratif dan adiponektin  memicu
pelepasan IL-10. Sebaliknya, pada keadaan gemuk, jaringan lemak
mengeluarkan lebih banyak IL-6, leptin, dan adiponektin dalam
jumlah terbatas. Kritik fokus adiponektin mengarahkan penciptaan
IL-10 dari jaringan lemak. 1L-10 merupakan sitokin mitigasi yang
berperan penting dalam menjaga ketahanan imunologi. Kadar TNF-
o juga dilaporkan menurun seiring berkurangnya berat badan.?®
Luka dan Penyembuhan Luka

Setelah cedera, unsur pertumbuhan lainnya, sitokin, dan
partikel lain dikeluarkan dari serum pembuluh darah rusak dan

degranulasi trombosit. Sitokin tahap provokatif terdiri atas
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interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6) dan TNF a. Leukosit
polimorf nukleus dan makrofag merupakan sumber utama sitokin
ini. Semisal terjadi kerusakan, makrofag langsung menuju ke
tempat iritasi, sel makrofag diaktifkan di jaringan yang tereksitasi
dan sel-sel yang menyala menghasilkan interleukinl (IL1) yang
menghasilkan granulosit-monosit. Memilih dan menggunakan
dressing yang tepat akan berhasil dengan sistem penyembuhan. 2
Ada faktor mendasar dan terdekat yang mempengaruhi
penyembuhan luka. Salah satu variabel yang berperan yaitu bahan
kimia glukokortikoid. Penekanan neutrofil, penghambatan
pembentukan fibroblas, dan gangguan sintesis kolagen yang
mengurangi. peradangan. Hormon histamin, katekolamin, dan
glukokortikoid akan menekan imunitas seluler dan respon imun
humoral. Fungsi sitokin dan faktor pertumbuhan dalam proses
penyembuhan luka tidak dapat dipisahkan: Transforming Growth
Factor Beta (TGF-B), Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF), Angiopoetin, I1L-1, 1L-6, IL 10, TNF-a , IFN - vy,
makrofag yang dibuat oleh limfosit dan leukosit pada fase
kombinasi kolagen. IL-10 merupakan sitokin proinflamasi, mampu
menghambat produksi beberapa jenis sitokin (TNF, IL-1, kemokin,
dan IL-12), dan menghambat kemampuan makrofag dalam
membantu produksi sel darah putih. Dampak dari inisiasi 1L-10
berupa hambatan terhadap respons pembakar yang tidak jelas dan

eksplisit yang diintervensi oleh sel darah putih.*°
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C.

Demam

Demam adalah peningkatan tingkat panas internal yang
terkontrol secara ketat pada jangkauan normal karena perubahan
titik setel yang diintervensi IL-1 di pusat saraf. Zat penyebab
demam disebut pirogen, dan dibedakan menjadi dua, yaitu pirogen
eksogen dan endogen. Pirogen eksogen berasal dari luar tubuh,
terutama mikroorganisme atau komponennya, seperti racun.
Pirogen endogen mulai dari dalam tubuh dan mengikuti fokus
pedoman suhu di pusat saraf. Istilah sitokin pirogenik mengacu
pada pirogen endogen yang termasuk dalam keluarga sitokin.
Contoh pirogen adalah I1L-1, IL-6, TNF, dan INF.3!

Mikroorganisme  atau ~mungkin  produknya, yang
digabungkan dengan sitokin -dan produk inflamasi lainnya
(diproduksi  karena kerusakan jaringan, iskemia/pembusukan
jaringan, serta hipoksia) akan merangsang makrofag, sel endotel,
dan sistem retikuloendotelial untuk memproduksi dan melepaskan
sitokin pirogenik (IL-1, 1L-6, TNF, IFN) ke dalam aliran
fundamental. Komunikasi pirogen dengan endotel vaskular
sirkumventrikular hipotalamus merupakan fase terpenting dalam
perluasan set highlight tingkat suhu panas. Sitokin pirogenik ini
akan memicu penggabungan PGE2 di pusat saraf. Selama demam,

sitokin antipiretik seperti IL-1 dan IL-10 dilepaskan.
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d. Makanan

Makanan yang meningkatkan inflamasi contohnya adalah
olahan pati , gula, lemak jenuh dan lemak trans, dan rendah asam
lemak omega-3. Makanan tersebut mengandung Asam arakidonat
(AA) yang meningkatkan produksi sitokin proinflamasi IL-1, TNF-
a, dan IL-6. Makanan tinggi lemak juga akan meningkatkan
glukosa dan trigliserida, memicu produksi IL-6 dan CRP sekaligus
meningkatkan stres oksidatif dan hiperaktivitas simpatik; disebut
dismetabolisme postprandial, dan meningkatkan disfungsi endotel
dan aterogenesis.*?

e. Strees

Stres- mengaktifkan HPA -aksis melalui hipotalamus dan
mensekresi hormon kortikotropin (CRH), menekan respon imun
melalui  pelepasan  glukokortikoid (GC) dari  adrenal.
Glukokortikoid = meningkatkan ekspresi dan fungsi NOD-like
receptor protein 3 (NLRP3) inflamasi dan meningkatkan aktivasi
sistem kekebalan bawaan dalam menanggapi sinyal bahaya.
Faktor-faktor pro-inflamasi yang bersirkulasi seperti IL-1, IL-6 dan
TNFa secara langsung merangsang sumbu hipofisis-adrenal,
menghasilkan peningkatan kadar hormon adrenokortikotropik
(ACTH) dan GC serum, yang pada gilirannya menghambat

produksi faktor-faktor pro-inflamasi ini.3*
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2.4. Habbatussauda
Habbatussauda termasuk ke family Ranunculaceae dan merupakan
salah satu tanaman obat yang memiliki memiliki banyak kandungan
bioaktif. Tanaman ini berasal dari eropa selatan, afrika utara, dan Asia. Saat
ini tanaman ini banyak dibudidayakan diberbagai Negara di seluruh dunia
termasuk daerah Mediterania, Timur Tengah, Eropa selatan terutama Syiria,
Pakistan, Turki, dan Saudi Arabia.*® Berikut merupakan Klasifikasi

habbatussauda berdasarkan ilmu taksonomi tumbuhan:

Kingdom . Plantae

sub Kingdom : Traceabionta

Sub Divist : Spermatophyta

Divizi - Magrnoliophita

Kelas : Maoweliopsida-dicotyledon
Sub Kelas : Magnoliidae

Ordo : Remumculales

Famili : Ranunculalceae (buttercup)
Genus - Nigella L

Species - Nigella Sativa

Habbatussauda mengandung berbagaimacam bioaktif meliputi,
thymohydroquinone, thymoquinone, dithymoquinone, p-cymene, carvacrol,
sesquiterpene, 4-terpineol, t-anethole, a-pinene, dan thymol. Setiap
kandungan biokatif didalam Habbatussauda memiliki manfaat untuk

mengobati kondisi penyakit tertentu.® Penelitian sebelumnya menyebutkan
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bahwa kandungan thymoquinone dalam Habbatussauda memiliki

kemampuan antioksidan, antiinflamasi.

2.5. Golongan Obat Dislipidemia
2.4.1 Golongan Statin

Statin merupakan obat penurun kolesterol darah yang menjadi
lini pertama dalam terapi kolesterol. Statin dapat bekerja dengan
menghambat  3-hidroksi-3-metilglutaril ~ koenzim  (HMG-COA)
reduktase, menekan HMG-COA menjadi mevalnoat, sehingga
menurunkan katabolisme LDL. Pengekangan biosintesis kolesterol hati
oleh inhibitor HMG-CoA reduktase memperluas deklarasi reseptor
LDL dalam membatasi partikel LDL di hati dan menghilangkannya dari
penyebaran.®® Dengan demikian, efek obat-ini dapat menurunkan
kombinasi kolesterol dalam sel hati dengan meningkatkan jumlah
reseptor LDL sehingga terjadi lebih banyak katabolisme kolesterol,
serta meningkatkan kebebasan LDL plasma yang menyebabkan
penurunan kolesterol LDL dan kadar kolesterol total dalam tubuh.
darah. Golongan obat ini hanya sedikit mempengaruhi kadar TG darah

sehingga sebagian besar digunakan pada pasien hiperkolesterolemia.®’

2.4.2.  Simvastatin

Simvastatin merupakan senyawa yang dipisahkan dari
pertumbuhan Penicillium citrinum. Senyawa ini bekerja dengan
menekan secara serius HMG-CoA reduktase dalam proses

penggabungan kolesterol di hati.
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Gambar 2.3 Struktur Kimia Simvastatin 3’

Fungsi Simvastatin yaitu dengan menghambat HMG-CoA reduktase
selama waktu penyatuan kolesterol di hati. Simvastatin akan menekan HMG-
CoA reduktase yang mengubah asetil-CoA sepenuhnya menjadi korosif
mevalonik. Simvastatin mengaktifkan perluasan reseptor LDL dengan
kecenderungan. tinggi. Dampak ini meningkatkan laju ekstraksi LDL oleh
hati, sehingga menurunkan simpanan LDL plasma.®

Dosis awal pemberian obat adalah 10 mg pada malam hari, bila
perlu dinaikkan dengan interval 4 minggu sampai maksimal 40 mg. Pasien
harus melakukan diet pengurangan kolesterol. selama memulai pengobatan
dengan simvastatin. Jika hanya memerlukan pengurangan kolesterol LDL
dapat diberikan dosis dengan kekuatan 10 mg sekali sehari pada malam

hari.°

2.6. Efek Habbatussauda (Nigella Sativa) terhadap Kadar IL-10 dan CRP
pada tikus yang tinggi lemak

Habbatussauda mengandung banyak senyawa aktif yang memiliki

aktivitas  hipolipidemik  dan  antiinflamasi.  Efek  hipolipidemik

Habbatussauda didapatkan dari kandungan niggelamine yang berperan

20



dalam menurunkan kadar trigliserid dengan cara meningkatkan katabolisme
trigliserid, menurunkan sekresi VLDL. Thymoquinone memiliki efek untuk
menurunkan kadar kolesterol melalui regulasi gen reseptor LDL di hati, dan
menurunkan aktifitas HMG-CoA reduktase yang mengatur biosintesis
kolesterol.*°

Penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa Habbatussauda
memiliki aktivitas antiinflamasi dengan cara menghambat berbagai macam
mediator inflamasi seperti TNF-o, IL-13 dan IL-6 pada tikus model
rheumatoid arthritis. Efek anti inflamasi Habbatussauda juga dibuktikan
melalui penurunan kadar CRP pada tikus yang diinduksi formalin secara
intraperitoneal.** Dislipidemia dan inflamasi memiliki kaitan yang kuat
dengan kejadian aterosklerosis. Gangguan metabolisme lemak menginisiasi
proses inflamasi dan memediasi respon imun pada aterosklerosis yang dapat
dilihat melalui paramater seperti CRP.%> Penurunan low-density lipoprotein
cholesterol (LDL-C) * berpotensi  memiliki ~efek anti-inflamasi yang

berdampak pada penurunan risiko kejadian aterosklerosis.*?
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BAB |11

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN HIPOTESIS

Konsumsi diet tinggi lemak pada hewan coba akan menimbulkan
perubahan profil lipid yang menyerupai kondisi dislipidemia. Kondisi ini dapat
mengakibatkan kerusakan atau disfungsi endotel pada dinding arteri yang
disebabkan kadar kolesterol tinggi. Kerusakan jaringan akibat Reactive Oxygen
Species (ROS) disebut stress oksidatif, sedangkan faktor yang dapat melindungi
jaringan dari ROS disebut penguatan sel. Jaringan lain yang dapat dirugikan oleh
ROS termasuk Deoxyribo Nucleid Acid (DNA), lipid dan protein. Radikal bebas
menyebabkan peroksidasi lipid pada lapisan sel, kerusakan DNA, dan apoptosis.
Radikal bebas dan senyawa asam lemak tak jenuh ganda (PUFAS) bereaksi
menyebabkan kerusakan oksidatif pada senyawa lipid. Peroksidasi lipid dapat
dikenali dari bahan-bahan yang dihasilkannya, antara lain malondialdehid (MDA),
hidroperoksida lipid, isoprostan.*?

Pada kondisi dislipidemia akan terjadi pelepasan berbagai mediator
inflamasi seperti interleukin-6 (IL-6) dan tumor necrosis factor-alpha (TNF-a).
Selanjutnya, IL-6 akan menstimulasi pelepasan CRP dari sel hepatosit. CRP dapat
mempengaruhi sel endotel dengan mengubah bioavailabilitas nitric oxide yang
menyebabkan peningkatan ICAM-1.%3 Kandungan flavonoid dalam habbatussauda
berperan sebagai antioksidan dengan cara menekan ROS, pembentukan nitrogen
species, serta melindungi sistem antioksidan endogen. Thymoquinone memiliki

efek untuk menurunkan kadar kolesterol melalui regulasi gen reseptor LDL
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dihati, dan menurunkan aktifitas HMG-CoA reduktase yang mengatur biosintesis

kolesterol. Penggunaan habbatussauda diharapkan mampu memodulasi mediator

inflamasi dalam darah yang bertindak sebagai pro inflamasi maupun anti

inflamasi.

3.1. Kerangka Teori

Dosis

Habbatussauda

A 4

Kadar Flavonoid F——

Diet tinggi lemak

v

Kadar asam lemak bebas

A 4

Kadar ROS

A 4

Kadar Thymoquinone

A 4

Kadar MDA

y

A

Kadar sitokin

Banyaknya paparan asap rokok

Suhu tubuh

Banyaknya asupan makanan

Kondisi Psikis

:

Kadar IL 6

Kadar TNF a

'

Kadar CRP

Gambar 3.1 Kerangka Teori
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3.2. Kerangka Konsep

Kadar IL 10

Habbatussauda

Kadar CRP

v

Gambar 3.2 Kerangka Konsep
3.3. Hipotesis

Hipotesis meliputi:

&g
UNISSULA
\\ Aeellal)|Zoalslolusinla
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini eksperimental laboratorium dengan pendekatan
post test only control group design dengan menggunakan hewan coba tikus
putih jantan galur wistar yang diberikan induksi diet tinggi lemak dan
habbatussauda secara bersamaan. Subjek adalah tikus jantan galur wistar
bobot badan 180-220 gr. Hewan uji diukur kadar IL 10 dan kadar CRP.

Rancangan terbagi atas kelompok normal, kelompok kontrol dan kelompok

uji yang ditunjukkan pada gambar berikut.

o1

K()

Y

02

o3

04

S R || K(®
]
S: Sampel » P2

R: Randomisasi
O: Observasi
P: Perlakuan

Gambar 4.1 Gambar rancangan penelitian
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Keterangan Gambar :

KO

K(-)

K(+)

P1

P2

0o1

02

(OX]

Kelompok sehat tanpa perlakuan dan diberikan pakan standar
Kelompok Kontrol negatif yang diberikan induksi diet tinggi lemak
selama 4 minggu tanpa pemberian Habbatussauda

Kelompok kontrol positif yang diberikan induksi diet tinggi lemak
selama 4 minggu dengan pemberian simvastatin 0.18 mg/200
grBB/hari selama 2 minggu

Kelompok perlakuan diberikan induksi diet tinggi lemak selama 4
minggu dengan pemberian minyak -habbatussauda 3 mil/kgBB
selama 2 minggu

Kelompok perlakuan diberikan induksi diet tinggi lemak selama 4
minggu dengan pemberian minyak habbatussauda 4 mil/kgBB
selama 2 minggu

Observasi kadar IL 10 dan kadar CRP kelompok sehat tanpa
perlakuan.

Observasi kadar IL 10 dan kadar CRP kelompok kontrol negatif
yang diberikan induksi diet tinggi lemak selama 4 minggu tanpa
pemberian minyak habbatussauda

Observasi kadar IL 10 dan kadar CRP kelompok kontrol yang
diberikan induksi diet tinggi lemak selama 4 minggu dengan

pemberian simvastatin 0.18 mg/200 grBB/hari selama 2 minggu
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4.2.

o4

05

Observasi IL 10 dan CRP kelompok perlakuan yang diberikan

induksi diet tinggi lemak selama 4 minggu dengan pemberian

minyak habbatussauda 3 ml/kgBB selama 2 minggu

Observasi IL 10 dan CRP kelompok perlakuan yang diberikan

induksi diet tinggi lemak selama 4 minggu dengan pemberian

minyak habbatussauda 4 ml/kgBB selama 2 minggu

Varibel dan Definisi Operasional

4.2.1.

4.2.2.

Varibel Penelitian
4.2.1.1. Variabel Bebas

Variabel bebas adalah pemberian Habbatussauda
4.2.1.2. Variabel Tergantung

Variabel tergantung adalah kadar IL 10, kadar CRP
4.2.1.3. Variabel Prakondisi

Diet tinggi lemak
Definisi Operasional

4.2.2.1. Habbatussauda

Habbatussauda yang digunakan adalah minyak
Habbatussauda dalam bentuk kapsul yang didapat dari PT.
Habbasyi Niaga Utama Depok, Indonesia, minyak
habbatussauda diberikan selama 14 hari setelah pemberian
pakan diet tinggi lemak. Habbatussauda diberikan secara
oral menggunakan sonde dengan dosis 3 mI/KgBB dan 4

ml/KgBB.
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4.2.2.2.

4.2.2.3.

4.2.2.4.

Unit : ml
Skala : Ordinal
Kadar IL-10

Banyaknya Interleukin 10 yang terdapat dalam darah
yang dinyatakan dalam satuan ng/L, diperiksa pada minggu
kelima menggunakan metode ELISA di PAU UGM oleh
analis laboratorium.
Unit : ng/L
Skala : Rasio
Kadar CRP

Banyaknya CRP dalam darah hewan coba yang
dinyatakan dalam satuan ng/L, diperiksa pada minggu
kelima menggunakan metode ELISA di PAU UGM oleh
analis laboratorium.
Unit : ng/L
Skala : Rasio
Diit Tinggi Lemak

Diit tinggi lemak pada penelitian ini diperoleh
dengan memberikan pakan tinggi lemak yang terdiri atas
2% kolesterol, 9 gr lemak jenuh berupa otak sapi yang
dicampurkan dalam pakan tikus serta dibuat pellet dan
diberikan selama empat minggu.
Unit: gr

Skala : Rasio
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4.3. Subyek Penelitian dan Sampel Penelitian

4.3.1.

4.3.2.

4.3.3.

Subyek Penelitian
Subjek pada penelitian ini adalah tikus jantan galur Wistar

yang layak digunakan untuk penelitian yang dikembangkan dan
dipelihara secara intensif di Pusat Studi Pangan dan Gizi UGM
Yogyakarta .
Sampel Penelitian
4.3.2.1. Kriteria Inklusi

1. Usia tikus 8 minggu dengan Bobot 180- 220 gram

2. Gerak aktif

3. Kondisi fisik sehat dan tidak terdapat cacat morfologi

yang tampak

4. Belum pernah digunakan untuk penelitian sebelumnya
4.3.2.2. Kriteria Eksklusi

1. Tikus yang tidak mengalami dislipidemia yang dilihat

dari pemeriksaan profil lipid

4.3.2.3. Kriteria Drop Out

Tikus sakit atau mati selama berlangsungnya penelitian.
Cara Pengambilan Sampel Penelitian

Sampel didapatkan melalui Randomized Sampling, yang
kemudian akan dilakukan adaptasi selama 7 hari. Sebanyak 25 ekor
tikus jantan galur wistar yang sesuai dengan kriteria inklusi
penelitian dibagi menjadi 5 kelompok secara acak meliputi,

kelompok tikus sehat, kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol
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4.34.

positif, kelompok P1 dan kelompok P2. Kelompok tikus sehat tidak
diberikan perlakukan sama sekali, hal ini berguna sebagai
pembanding antara tikus yang sakit dan sehat. Pada kelompok
kontrol negatif, tikus diinduksi dengan diet tinggi lemak. Pada
kelompok kontrol positif, tikus diinduksi dengan diet tinggi lemak
dan diberikan simvastatin 0.18 mg/200 grBB/hari, sedangkan pada
kedua kelompok perlakuan diberi minyak habbatussauda secara oral
dengan dosis 3 ml /kgbb, 4 mi/kgbb
Besar Sampel

Jumlah sampel didapat berdasar besar sampel eksperimental

dari Federer berupa:

it-13(n-1)= 15
(3-1)5-D) = 15
dn—4=15
dn=19
N=35
Keterangan :
t : Banyaknva perlakuan
n : Banyaknya sampel setiap perlakuan
Sehingga jumlah sampel minimal yang digunakan sebanyak 5
ekor per kelompok, diambil secara acak, dipisahkan menjadi 5
kelompok, yaitu kelompok tikus sehat (tanpa perlakuan), kelompok

kontrol negatif, kontrol positif, dan 2 kelompok perlakuan.
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4.4. Alat dan Bahan

4.4.1. Alat penelitian

1.

8.

9.

Kandang tikus beserta tempat makan dan minum ukuran
panjang 40 cm, lebar 30 cm, tinggi 30 cm

Botol air minum tikus

Tabung hematokrit

Spuit injeksi

Sonde

Timbangan digital

Masker

Sarung tangan steril

Microplate reader

10. Rat hs-CRP (High Sensitive CRP) ELISA kit

11. Rat IL 10 ELISA kit

4.4.2. Bahan penelitian

1.

Tikus jantan galur wistar berjumlah 25 ekor tikus, berat badan
180- 220 g dan berumur 8 minggu

Pakan standar COMFEED AD |1 produksi PT. Japfa Comfeed
Indonesia, Thk

Pakan tinggi lemak yang terdiri atas 2% kolesterol, 9 gr lemak
jenuh yang dicampurkan dalam pakan tikus serta dibuat pellet
Aquades

Sampel darah tikus untuk diukur kadar IL 10 dan kadar CRP
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6. Minyak habbatussauda produksi PT. Habbasyi Niaga Utama

Depok, Indonesia

45. Cara Penelitian

45.1. Perolehan Ethical Clearance

Ethical clearance diperoleh dari Komisi Etik Fakultas
Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang dengan

nomer 226/V11/2023/Komisi Bioetik.

4.5.2. Prosedur induksi diet tinggi lemak

4.5.2.1.Pembuatan model tinggi lemak

Model tinggi lemak dibuat dengan cara memberikan pakan
diet tinggi lemak yang terdiri atas 2% kolesterol, 9 gr lemak jenuh
berupa otak sapi yang dicampurkan dalam-pakan tikus serta dibuat
pellet selama 4 minggu. Dilakukan pengukuran profil lipid berupa
kadar kolesterol total, kadar LDL, kadar HDL pada minggu ketiga
dan kelima penelitian. *
4.5.2.2.Pemberian habbatussauda

Minyak habbatussauda diberikan secara oral selama 14 hari
dengan dosis 3 ml /kgbb, 4 ml/kgbb. 4
4.5.2.3.Teknik pengambilan darah

Pengambilan darah dilakukan dengan cara:
1. memegang tikus dan menjepit di bagian tengkuk dengan jari

tangan setelah dikondisikan senyaman mungkin.
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2. mikrohematokrit ditusukkan pada medial canthus mata di bawah
bola mata ke arah foramen opticus.
3. Mikrohematokrit diputar sampai melukai plexus, dan darah
ditampung.
4.5.2.4.Pengukuran Kadar IL-10
Pengukuran kadar atau konsentrasi Interleukin dapat dilakukan
dengan uji ELISA.
1. Sampel darah vena diambil melalui spuit steril 3 mL dan
dimasukkan dalam venoject plain ukuran 5 mL.
2. Dilakukan pemusing/sentrifuse pada 3000 rpm selama 15 menit
untuk-memisahkan serum dari endapan/ pellet dalam 30 menit
sesudah pengambilan.
3. Dilakukan pemeriksaan dengan teknik ELISA dan dibaca dengan
ELISA reader.
4. Preparasi sampel untuk pemeriksaan CRP dengan menggunakan
teknik ELISA hampir sama untuk semua jenis alat ELISA, hanya
saja prosedur pengerjaannya berbeda sesuai dengan kit reagen yang
digunakan.
4.5.2.5.Alur Kerja
a. Menyiapkan 25 ekor tikus jantan galur wistar yang berusia 8
minggu dengan berat badan 180-220 gram. Dilakukan
penimbangan untuk mengetahui berat badan tikus.
b. Adaptasi dilakukan selama 7 hari. Tikus diberi makan pelet

merk AD Il produksi PT. Japfa Comfeed Indonesia, Tbk, dan
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d.

e.

diberi minum aquadest. Makanan dan minuman diberikan
secara ad libitum.
Pada hari 6, ke 25 ekor tikus tersebut kemudian dirandomisasi
dengan cara diberi nomor dan diundi, dibagi dalam 5 kelompok
K(0), K(-), K (+), PI, P2
KO = Kelompok normal berupa pemberian pakan dan
minum standard dari awal hingga akhir penelitian

(selama 5 minggu).

K()

Kelompok kontrol negatif berupa pemberian diet

tinggi lemak selama 4 minggu.

K(+) = Kelompok kontrol positif diberikan induksi diet
tinggi lemak selama 4 minggu dengan pemberian
simvastatin 0.18 mg/200 grBB/hari selama 2
minggu.
Pl = Kelompok perlakuan diberikan induksi diet tinggi
lemak selama 4 minggu dengan pemberian
minyak habbatussauda 3 ml/kgBB selama 2
minggu.
P2 = Kelompok perlakuan diberikan induksi diet tinggi
lemak selama 4 minggu dengan pemberian
minyak habbatussauda 3 ml/kgBB selama 2
minggu.
Disiapkan timbangan digital untuk menimbang makanan tikus

Perlakuan sesuai kelompok dilakukan selama 4 minggu
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4.6.

4.7.

f. Pada minggu ketiga dan kelima penelitian, dilakukan penilaian
profil lipid berupa kadar kolestrol total, kadar trigliserid, kadar
HDL, dan kadar LDL.

Setelah 7 hari adaptasi dan 4 minggu perlakuan maka, pada
minggu ke 5 setelah perlakuan dilakukan pengambilan darah
dengan cara sebanyak 3 mL sampel darah subjek penelitian
diambil pada minggu kelima dari vena orbital menggunakan
tabung hematokrit tanpa pembiusan. Sampel darah dimasukkan
ke dalam vacutainer EDTA dan didiamkan selama 10 menit
kemudian disentrifus. Plasma darah diambil secara hati-hati
menggunakan mikropipet, kemudian dimasukkan ke dalam

tabung vial 1,5 mL hingga proses analisis dilakukan.

Tempat dan Waktu Penelitian

4.6.1. Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan di PAU Universitas Gajah Mada Yogyakarta,
dan Fakultas Kedokteran UNISSULA

4.6.2. Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan pada bulan Juli- Agustus 2023.

Analisis Data

Analisis melalui uji deskriptif, uji normalitas, dan uji homogenitas.

Data normal dan homogen (P>0,05), maka dilakukan uji beda menggunakan
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uji One Way Anova, hasil uji didapatkan hasil P<0.05 dilanjutkan dengan

uji Post Hoc LSD.

UNISSULA
atllull Zoalylolinela
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4.8. Alur Penelitian

25 ekor tikus wistar
jantan

Adaptasi 7 hari

Randomisasi

KO
Pemberian pakan &
minum standard
selama 2 minggu

K(-)
Induksi diet tinggi
lemak selama 2
minggu

K(+)
Induksi diet tinggi
lemak selama 2
minggu

Bl
Induksi diet tinggi
lemak selama 2
minggu

P2
Induksi diet tinggi
lemak selama 2
minggu

A 4

Pemeriksaan profil lipid, kadar IL 10, Kadar
CRP, pada akhir minggu ke 5 pasca perlakuan

A

Analisis data

Gambar 4.2 Alur Penelitian
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BAB V

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

5.1. Hasil Penelitian
Penelitian mengenai pengaruh habbatussauda terhadap kadar 1L-10

dan kadar CRP ini telah dilakukan di PAU UGM Yogyakarta dan Fakultas
Kedokteran Unissula Semarang pada 10 Juli hingga 15 Agustus 2023.
Subjek penelitian adalah 25 tikus putih jantan galur Wistar yang dibagi 5
(lima) kelompok secara random meliputi: satu kelompok untuk tikus sehat
dengan perlakuan standar K(0), dan empat kelompok lainnya terdiri atas K(),
(K+), P1 serta P2 yang diinduksi diet tinggi lemak melalui pemberian pakan
tikus dicampur dengan 2% kolesterol dan 9 gr lemak jenuh yang dibuat
bentuk pellet selama 4 (empat) minggu.

Selama 14 hari terakhir induksi diet tinggi lemak, tikus di K(+)
diberikan simvastatin 1,8 mg/hari, sedangkan P1 dan P2 masing-masing
diberikan minyak habbatussauda dosis 3 ml/kgbb dan 4 ml/kgbb. Minggu
kelima pasca perlakuan dilakukan pemeriksaan kadar 1L-10 dan kadar CRP
menggunakan metode ELISA dari sampel darah yang diambil dari vena
orbital. Induksi diet tinggi lemak dimaksudkan untuk membuat model
dislipidemia, yang dikonfirmasi dengan pemeriksaan profil lipid di minggu
kedua pasca induksi serta di akhir penelitian. Pemantauan berat badan (BB)
dilakukan tiap minggu selama penelitian berlangsung.

Rangkaian hasil penelitian-penelitian ini berikutnya disajikan sebagai

berikut:
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5.1.1. Profil Lipid
Profil lipid tikus antar kelompok di minggu kedua pasca induksi diet
tinggi lemak dan di akhir penelitian ditunjukkan sebagai berikut:

1. Kadar Kolesterol Total
250
200
150
100

50

Kadar kolesterol total (mg/dl)

K(0) K(-) K(+) P1 P2

B Minggu 2 M Minggu 4

Gambar 5.1. Diagram Batang rerata kadar kolesterol total antar
kelompok 2 minggu pasca induksi diet tinggi lemak dan 4 minggu pasca
induksi diet tinggi lemak + perlakuan

Gambar 5.1 memperlihatkan bahwa induksi diet tinggi lemak
selama 2 minggu dapat meningkatkan kadar kolesterol total, tampak dari
kadar kolesterol total di kelompok K(-), K(+), P1 dan P2 yang lebih
tinggi daripada K(0). Dua minggu berikutnya setelah induksi diet tinggi
lemak disertai dengan berbagai perlakuan tampak terjadi penurunan

kadar kolesterol total pada kelompok K(+), P1 dan P2.

39



. Kadar Trigliserida

160
140
120
100
80
60

40

Kadar trigliserida (mg/dl)

20

0
K(0) K(-) K(+) P1 P2

® Minggu 2 M Minggu 4

Gambar 5.2. Diagram Batang kadar trigliserida antar kelompok 2
minggu pasca induksi diet tinggi lemak dan 4 minggu pasca induksi
diet tinggi lemak + perlakuan

Induksi diet tinggi lemak selama 2 minggu juga dapat
meningkatkan kadar trigliserida, tampak pada Gambar 5.2 bahwa kadar
trigliserida kelompok K(-), K(+), P1 dan P2 lebih tinggi daripada K(0).
Dua minggu berikutnya setelah induksi diet tinggi lemak disertai dengan
berbagai perlakuan tampak kadar trigliserida pada kelompok K(+), P1

dan P2 tampak lebih rendah daripada di K(-).

. Kadar LDL

Induksi diet tinggi lemak selama 2 minggu juga dapat
meningkatkan kadar LDL, tampak pada Gambar 5.3 bahwa kadar LDL
kelompok K(-), K(+), P1 dan P2 lebih tinggi daripada K(0). Dua minggu
berikutnya setelah induksi diet tinggi lemak disertai dengan berbagai
perlakuan kadar LDL pada kelompok K(+), P1 dan P2 tampak lebih

rendah daripada di K(-).
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100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Kadar LDL (mg/dl)

K(0) K(-) K(+) P1 P2

S Minggu 2 - ® Minggu 4

Gambar 5.3. Diagram Batang kadar LDL antar kelompok 2 minggu
pasca induksi diet tinggi lemak dan 4 minggu pasca induksi diet tinggi
lemak + perlakuan

4. Kadar HDL
90
80
70
% 60
Eq
)
[a)]
T 40
3 30
S
20
10
0
K(0) K(-) K(+) P1 P2

B Minggu 2 M Minggu 4

Gambar 5.4. Diagram Batang kadar HDL antar kelompok 2 minggu
pasca induksi diet tinggi lemak dan 4 minggu pasca induksi diet tinggi
lemak + perlakuan

Induksi diet tinggi lemak selama 2 minggu berakibat pada
penurunan kadar HDL, tampak pada Gambar 5.4 bahwa kadar HDL

kelompok K(-), K(+), P1 dan P2 lebih rendah daripada K(0). Dua
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minggu berikutnya setelah induksi diet tinggi lemak disertai dengan
berbagai perlakuan kadar HDL pada kelompok K(+), P1 dan P2 tampak
meningkat yaitu lebih tinggi daripada di K(-).
5.1.2. Berat Badan
Hasil pemantauan BB tikus selama pelaksanaan penelitian ditunjukkan

Gambar 5.5 berikut:

290
270
250
230
210

190

Berat bhadan (gr)

170

150
W1 W2 W3 w4 W5

—=@=K(0) =OmmK(-) ==@==K(+) PL ] =@ P2

Keterangan: W1 = BB pasca 7 hari adaptasi, W2 = BB 1 minggu pasca
induksi diet tinggl lemak, W3 = BB 2 minggu pasca induksi diet
tinggi lemak, W4 = BB 3 minggu pasca induksi diet tinggi lemak
+ perlakuan, W5 = BB 4 minggu pasca induksi diet tinggi lemak
+ perlakuan

Gambar 5.5. Diagram Batang berat badan tikus antar kelompok
selama 5 (lima) minggu

Gambar 5.5 memperlihatkan bahwa peningkatan rerata BB tikus mulai
di minggu kedua (W2) hingga minggu kelima (W5) untuk tiap
kelompoknya. Peningkatan BB pada K(0) merupakan yang terendah pada
tiap minggunya, pada kelompok (K-) mengalami peningkatan BB yang

relatif serupa dengan K(+), P1 dan P2 hingga minggu keempat (W4). Pada
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minggu kelima rerata BB di K(-) meningkat paling tinggi, sedangkan pada
K(+), P1 dan P2 peningkatannya relatif serupa dan lebih rendah daripada di
K(-). Pada tikus yang diinduksi diet tinggi lemak tampak mengalami
obesitas karena rerata BB mencapai > 220 gram.

Adapun untuk hasil pengukuran kadar 1L-10 dan kadar CRP pada
tikus putih jantan galur Wistar yang diinduksi diet tinggi lemak disajikan
sebagai berikut:

5.1.1. Kadar IL-10

Gambaran rerata kadar I1L-10 pada tiap kelompok beserta hasil analisis
normalitas sebaran data, homogenitas varian, dan uji beda rerata kadar antar
kelompok ditunjukkan:

Tabel 5.1. Hasil analisis rerata, uji normalitas, uji homogenitas dan
uji beda kadar IL-10 antar kelompok

Kadar IL- Kelompok
10 K(0) K(-) K(+) P1 P2
(pg/mL)

value

RerataxS 111,41+4,4 31,52+2,4 82,45+35 60,31+2,4 89,61+4,0

D 0 5 3 4 7

Shapiro 0,118 0,740 0,995 0,823 0,900

Wilk*

Levene 0,79
test 1
One way <0,001
anova

Keterangan:  * = p-value

Hasil penelitian mendapatkan bahwa kadar IL-10 tertinggi pada
kelompok K(0) sebesar 111,41 + 4,40 pg/mL dan terendah pada K(-) sebesar
31,52 £ 2,45 pg/mL. Uji Shapiro Wilk terhadap kadar IL-10 pada kelima

kelompok mendapatkan nilai p > 0,05 yang berarti data kadar 1L-10 normal.
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Kadar IL-10 pada kelima pengukuran juga homogen, ditunjukkan dengan
nilai p dari Levene test sebesar 0,791 atau p>0,05. Syarat sebaran data
normal dan homogenitas varian terpenuhi sehingga perbandingan rerata
kadar IL-10 antar kelima kelompok dianalisis dengan uji one way anova dan
didapatkan nilai p<0,001 sehingga dinyatakan terdapat perbedaan rerata
kadar 1L-10 yang signifikan antara kelompok K(0), K(-), K(+), P1 dan P2.
Perbedaan rerata kadar IL-10 yang signifikan antar lima kelompok dianalisis
lebih lanjut dengan uji post hoc LSD dan diperoleh hasil sebagaimana
ditunjukkan pada Tabel 5.2.

Tabel 5.2.  Hasil Analisis Uji Post Hoc LSD pada Kadar IL 10

Perbandingan kelompok p

K(0) vs K(-) <0,001
K(0) vs K(+) <0,001
K(0) vs P1 <0,001
K(0) vs P2 <0,001
K(-) vs K(+) <0,001
K(-) vs P1 <0,001
K(-) vs P2 <0,001
K(+) vs P1 <0,001
K(+) vs P2 <0,001
P1vs P2 0,004

* = berbeda signifikan (p<0,05)

Perbandingan rerata kadar IL-10 antar dua kelompok semuanya
signifikan, ditunjukkan dengan nilai p dari uji post hoc LSD masing-masing
dibawah 0,05 (p<0,05). Hasil uji post hoc LSD ini menunjukan perlakuan
yang diberikan berpengaruh signifikan terhadap kadar IL-10. Kadar IL-10
pada K(-) yang signifikan lebih rendah daripada K(0) menunjukan induksi

diet tinggi lemak berpengaruh menurunkan kadar IL-10. Kadar IL-10 pada
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K(+), P1 dan P2 yang secara signifikan lebih tinggi daripada di K(-)
menunjukan pemberian simvastatin, dan minyak habbatussauda dosis 3
ml/kgbb dan 4 ml/kgbb berpengaruh meningkatkan kadar IL-10 pada tikus
yang diinduksi diet tinggi lemak.

Kadar IL-10 pada kelompok P1 dan P2 yang signifikan lebih rendah
daripada K(+) menunjukan pemberian simvastatin lebih efektif dalam
meningkatkan kadar 1L-10 pada tikus yang diinduksi diet tinggi lemak
daripada minyak habbatussauda dosis 3 mi/kgbb dan 4 ml/kgbb. Kadar IL-
10 di P1 yang signifikan lebih rendah daripada P2 menunjukan pemberian
minyak habbatussauda dosis 4 ml/kghb lebih efektif dalam meningkatkan
kadar IL-10 pada tikus yang diinduksi diet tinggi lemak daripada dosis 3
ml/kgbb. Kadar IL-10 pada K(+), P1 dan P2 lebih rendah daripada K(0)
secara signifikan, hal ini menunjukan bahwa pemberian simvastatin ataupun
minyak habbatussauda 3 mil/kgbb dan 4 ml/kgbb belum berpengaruh secara
optimal.

Perbandingan kadar IL-10 antar dua kelompok juga dapat dilihat

pada Gambar 5.6.
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Gambar 5.6. Diagram Batang rerata kadar 1L-10 antar kelompok
5.1.2. Kadar CRP

Gambaran rerata kadar CRP pada tiap kelompok beserta hasil
analisis normalitas sebaran data, homogenitas varian, dan uji beda rerata
antar kelompok ditunjukkan pada Tabel 5.3.

Tabel 5.3. Hasil analisis rerata, uji normalitas, uji homogenitas dan

uji beda kadar CRP antar kelompok

Kadar Kelompok
CRP K(0) K() K(+) P1 P2
(pg/mL)

p-
value

RerataxS  0,74+0,0 2,28+0,0 0,83+0,0 1,08+0,0 0,85%0,0

D 2 i 1 1 3

Shapiro 0,611 0,493 0,634 0,313 0,958

Wilk*

Levene 0,05
test 2
One way <0,001
anova

Keterangan:  * = p-value
Hasil penelitian mendapatkan bahwa kadar CRP tertinggi pada
kelompok K(-) yaitu sebesar 2,28 + 0,01 ng/mL dan terendah pada K(0)

yaitu sebesar 0,74 £ 0,02 ng/mL. Pada uji Shapiro Wilk terhadap kadar CRP
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pada kelima kelompok mendapatkan nilai p > 005 yang berarti data kadar
CRP normal. Kadar CRP pada kelima pengukuran juga homogen,
ditunjukkan dengan nilai p dari Levene test sebesar 0,052 atau p>0,05.
Syarat sebaran data normal dan homogenitas varian terpenuhi sehingga
perbandingan rerata kadar CRP antar kelima kelompok dianalisis dengan uji
one way anova dan didapatkan nilai p<0,001 sehingga dinyatakan terdapat
perbedaan rerata kadar CRP yang signifikan antara kelompok K(0), K(-),
K(+), P1 dan P2.

Perbedaan rerata kadar CRP yang signifikan antar lima kelompok
dianalisis lebih lanjut dengan wuji post hoc LSD dan diperoleh hasil
sebagaimana ditunjukkan pada Tabel 5.4 ataupun Gambar 5.7.

Tabel 5.4. Hasil analisis perbandingan rerata kadar CRP antar dua
kelompok

Perbandingan kelompok p

K(0) vs K(-) <0,001
K(0) vs K(+) <0,001
K(0) vs P1 <0,001
K(0) vs P2 <0,001
K(-) vs K(+) <0,001
K(-) vs P1 <0,001
K(-) vs P2 <0,001
K(+) vs P1 <0,001
K(+) vs P2 0,071
P1vs P2 <0,001

* = berbeda signifikan (p<0,05)

Perbandingan rerata kadar CRP antar dua kelompok hampir
semuanya signifikan, ditunjukkan dengan nilai p dari uji post hoc LSD
masing-masing dibawah 0,05 (p<0,05) kecuali perbandingan antara K(+)

dan P2 dengan nilai p sebesar 0,071 (p>0,05). Hasil uji post hoc LSD ini
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menunjukan perlakuan yang diberikan berpengaruh terhadap kadar CRP
secara signifikan. Kadar CRP pada K(-) lebih tinggi daripada K(0) secara
signifikan menunjukan bahwa induksi diet tinggi lemak berpengaruh
meningkatkan kadar CRP. Kadar CRP pada K(+), P1 dan P2 yang lebih
rendah daripada di K(-) secara signifikan menunjukan bahwa pemberian
simvastatin, dan minyak habbatussauda dosis 3 ml/kgbb dan 4 mil/kgbb
berpengaruh menurunkan kadar CRP pada tikus yang diinduksi diet tinggi
lemak.

Kadar CRP di P1 yang signifikan lebih tinggi daripada K(+)
menunjukan pemberian simvastatin lebih efektif dalam menurunkan kadar
CRP pada tikus yang diinduksi diet tinggi lemak daripada minyak
habbatussauda dosis 3 ml/kgbb. Kadar CRP di P1 yang signifikan lebih
tinggi daripada P2 juga menunjukan pemberian- minyak habbatussauda
dosis 4 mi/kgbb lebih efektif dalam menurunkan kadar CRP pada tikus yang
diinduksi diet tinggi lemak daripada dosis 3 ml/kgbb. Sedangkan kadar
CRP di P2 yang tidak berbeda signifikan dengan K(+) menunjukan
pemberian minyak habbatussauda dosis 4 mi/kgbb memiliki efektifitas yang
serupa dengan simvastatin dalam menurunkan kadar CRP pada tikus yang
diinduksi diet tinggi lemak.

Kadar CRP di K(+), P1 dan P2 signifikan lebih tinggi daripada di
K(0) menunjukan pengaruh pemberian simvastatin ataupun minyak
habbatussauda 3 ml/kgbb dan 4 ml/kgbb terhadap penurunan kadar CRP

pada tikus yang diinduksi diet tinggi lemak belum optimal.
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Gambar 5.7. Diagram Batang rerata kadar CRP antar kelompok

Berikutnya untuk memberikan dukungan apakah berat badan dan
profil lipid berpengaruh terhadap kadar 1.-10 dan kadar CRP dilakukan
analisis korelasi, dan diperoleh hasil sebagai berikut:

Tabel 5.5. Kaorelasi berat badan dan profil lipid dengan kadar IL-10
dan kadar CRP

p-value (r correlation)

Kadar IL-10 Kadar CRP
Berat badan” <0,001 (-0,831) <0,001 (0,813)
Kadar kolesterol total”® <0,001 (-0,908) <0,001 (0,916)
Kadar trigliserida® <0,001 (-0,926) <0,001 (0,870)
Kadar LDL* <0,001 (0,957) <0,001 (-0,935)
Kadar HDL" <0,001 (-0,972) <0,001 (-0,875)

* = Pearson correlation test, * = Spearman rank correlation test

Berdasarkan Tabel 5.5 diketahui bahwa berat badan, kadar kolesterol
total, kadar trigliserida dan kadar LDL berkorelasi negatif sangat kuat
terhadap kadar 1L-10, sedangkan kadar HDL berkorelasi positif (p<0,001).
Sebaliknya berat badan, kadar kolesterol total, kadar trigliserida dan kadar

LDL berkorelasi positif sangat kuat terhadap kadar CRP, sedangkan kadar
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HDL berkorelasi negatif (p<0,001). Nilai r korelasi yang didapat masing-
masing berkisar antara 0,800-1,000 menunjukan hubungan antara berat
badan dan profil lipid dengan kadar IL-10 dan kadar CRP tergolong sangat
kuat. Hasil ini dapat menunjukan pengaruh habbatussauda terhadap kadar

IL-10 dan kadar CRP juga berkaitan dengan berat badan dan profil lipid.

5.2. Pembahasan

Kadar IL-10 pada tikus yang diinduksi diet tinggi lemak selama 4
(empat) minggu menurun stgnifikan dibandingkan dengan kadar 1L-10 tikus
sehat. Penurunan kadar IL-10 terjadi karena induksi diet tinggi lemak
meningkatkan berat badan tikus atau berdampak obesitas yang ditandai
dengan peningkatan BB hingga > 220 gr. Hasil serupa juga ditunjukkan
dalam penelitian Kondo et al. yang menyatakan bahwa obesitas terkait
induksi diet tinggi lemak secara signifikan berakibat pada penurunan kadar
IL-10 serum pada mencit wild-type.** Obesitas dicirikan dengan inflamasi
derajat rendah pada jaringan adiposa yang terjadi karena adanya perubahan
adipokin dan pelepasan berbagai sitokin. Obesitas terkait diet tinggi lemak
menyebabkan penurunan diferensiasi sel T naif menjadi sel antiinflamasi
Th2 yang mensekresi sitokin antiinflamasi seperti 1L-10, IL-13 dan 1L-4.%°
Penurunan kadar IL-10 juga berkaitan dengan berkurangnya adiponektin
pada obesitas*® karena dihambat oleh hipoksia, stres oksidatif, tingginya
sekresi TNF-o dari akumulasi lemak viseral,*’ dan peningkatan massa atau

ukuran jaringan adiposa.*®
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Selain karena obesitas, penurunan kadar IL-10 juga terjadi karena
induksi diet tinggi lemak berkontribusi pada dislipidemia yang dalam
penelitian ini ditunjukkan dengan kadar kolesterol total sebesar 201,5 mg/dl;
kadar trigliserida sebesar 130,56 mg/dl; kadar LDL sebesar 80,28 mg/dl, dan
sebesar HDL 23,12 mg/dl. Profil lipid tersebut berbeda dengan yang
ditunjukkan oleh tikus normal/sehat sebesar 84,6 mg/dl; 75,32 mg/dl; 23,81
mg/dl masing-masing untuk kadar kolesterol total, kadar trigliserida, dan
kadar LDL dan kadar HDL sebesar 81,21 mg/dl. Bukti tikus mengalami
dislipidemia juga ditunjukkan dalam penelitian sebelumnya yang
ditunjukkan dengan kadar kolesterol tikus Wistar yang secara signifikan
mencapal 95,7 mg/dl (dari normal 36,2 mg/dl); kadar HDL sebesar 6,6
mg/dl (dari normal 5,2 mg/dl), kadar LDL. sebesar 83,2 mg/dl (dari normal
24,2 mg/dl), dan kadar trigliserida sebesar 10,5 mg/dl (dari normal 6,7
mg/dl).*® Menurut penelitian Kim et al., perubahan kadar 1L-10 berkorelasi
negatif dengan perubahan kolesterol total dan kadar LDL. Kadar IL-10
menurun saat kadar kolesterol total dan kadar LDL meningkat.*°

Diet tinggi lemak meningkatkan kadar asam lemak bebas yang bisa
secara langsung mempengaruhi sel-sel intestinal dan menyebabkan
peningkatan sitokin proinflamasi dan penurunan sitokin antiinflamasi.
Tingginya asam lemak bebas dapat meningkatkan regulasi ekspresi toll like
receptor (TLR) pada sirkulasi makrofag sehingga makrofag (M1)
teraktivasi, dan berikutnya M1 mensekresi TNF-a, IL-1 dan mass cell

protease-1 (MCP-1) untuk merekrut monosit ke jaringan adiposa dan
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meningkatkan ratio M1 terhadap M2 sehingga menyebabkan penurunan IL-
10. Disisi lain, peningkatan kadar trigliserida dan kolesterol total dapat
meningkatkan peran asam lemak bebas dalam meregulasi TLR2 dan TLR4
untuk memicu aktivasi NFkB yang berakibat pada pelepasan sitokin
proinflamasi dan penurunan kadar 1L-10.>°

Pemberian habbatussauda dapat meningkatkan kadar 1L-10 pada tikus
yang diinduksi diet tinggi lemak baik pada dosis 3 ml/kgbb maupun 4
ml/kgbb. Hasil ini disebabkan karena habbatussauda kaya akan senyawa
bioaktif yang dapat memperbaiki profil lipid dan menurunkan berat badan
tikus. Beberapa penelitian terdahulu baik pada mencit; tikus ataupun uji
klinis menunjukan habbatusauda dapat memperbaiki profil lipid berupa
penurunan kadar kolesterol, kadar LDL, Kkadar trigliserida, VLDL, serta
meningkatkan kadar HDL; dan juga dapat menurunkan berat badan, serta
indeks massa tubuh (IMT).>

Interleukin-10 (IL-10) merupakan sitokin antiinflamasi yang berperan
penting dalam membentuk respon imun melalui penghambatan ekspresi
major histocompatibility complex (MHC) kelas 11 dan menurunkan ekspresi
sitokin proinflamasi (IL-1 dan IL-6) dari makrofag.>? Peningkatan kadar IL-
10 pada tikus dengan induksi diet tinggi lemak terjadi karena minyak
habbatussauda mengandung senyawa aktif timokuinon.>® Pemberian minyak
habbatussauda dalam penelitian sebelumnya menunjukkan penurunan kadar
kolesterol dan trigliserida serum serta kadar sitokin proinflamasi yang terdiri

atas TNF-a, IL-1B, 1L-6 dan laktat dehidrogenase,®* serta meningkatkan
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kadar 1L-10.% Penelitian pada adiposit sapi yang diinduksi lipopolisakarida
(LPS) juga menunjukan ekstrak air habbatussauda memiliki efek
imunomodulator dengan cara menurunkan kadar IL-6 dan TNF-o serta
meningkatkan ekspresi regulasi 1L-10.%

Timokuinon bertindak sebagai regulator proses inflamasi melalui
berbagai cara antara lain melalui penghambatan siklooksigenase-2 (COX-2),
NF«xB dan nitrit oksida (NO) untuk menurunkan sitokin inflamasi.
Timokuinon menghambat produksi NO dengan cara menurunkan ekspresi
inducible nitric oxide synthase (iNOS),>" dan dari jalur NFxB timokuinon
menghambat ekspresi nuklear subunit P65 NFkB dan pengikatan subunit P50
ke promotor TNF-a.°® Hasil penelitian serupa penelitian lain terdahulu bahwa
timokuinon memperbaiki stres oksidatif dan menurunkan respon inflamasi
dengan  cara  mereduksi  TNF-o. - dan meningkatkan  kadar
IL-10 pada tikus model non alcoholic fatty liver disease (NAFLD). Uji Kklinis
pada pasien NAFLD juga dapat membuktikan bahwa pemberian biji
habbatussauda 2 gr/hari dapat menurunkan TNF-o dan NFxB.>®

Pada penelitian ini pemberian minyak habbatusauda dosis yang lebih
tinggi 4 ml/kgbb memberikan efek yang lebih baik pada kadar IL-10
dibandingkan dengan dosis 3 ml/kgbb. Efektifitas minyak habbatussauda
dalam meningkatkan kadar IL-10 pada tikus yang diinduksi diet tinggi
lemak juga masih inferior daripada simvastatin. Efek peningkatan kadar IL-

10 yang dihasilkan dari pemberian minyak habbatussauda juga belum bisa
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setara dengan kondisi normal. Hasil ini dapat disebabkan karena pemberian
diet tinggi lemak juga masih berlangsung.

Peningkatan kadar CRP pada tikus di kelompok K(-) dalam penelitian
ini juga berkaitan dengan obesitas dan profil lipidnya. Obesitas berkaitan
dengan beban metabolisme berlebihan sehingga menyebabkan infiltrasi
makrofag dan peningkatan ukuran adiposa. Infiltrasi makrofag berdampak
pada peningkatan sitokin inflamasi TNF-o dan IL-6 serta penurunan
adiponektin sedangkan peningkatan ukuran adiposa berkontribusi pada
peningkatan asam lemak bebas sehingga terjadi peningkatan kadar CRP.

C-reactive protein (CRP) merupakan protein fase akut yang disintesis
oleh hepatosit dalam merespon pelepasan sitokin ke dalam sirkulasi oleh
leukosit teraktivasi. Penelitian pada pasien acute myocardial infarction
(AMI) yang umum dikaitkan dengan dislipidemia menunjukan kadar CRP
berkorelasi positif dengan kadar kolesterol total, kadar trigliserida, kadar
LDL dan kadar VLDL, serta berkorelasi negatif dengan kadar HDL.
Demikian pula yang ditunjukkan pada penelitian ini. Hasil ini menunjukan
gangguan metabolisme lipid terjadi secara bersamaan dengan proses
inflamasi.®® Peningkatan kadar CRP menjadi salah satu penyebab utama
aterosklerosis dan penyakit jantung bersama dengan kadar VLDL, kolesterol
total, LDL, trigliserida dan penurunan kadar HDL .5

Melalui pemberian habbatussauda peningkatan kadar CRP akibat
induksi diet tinggi lemak dapat ditekan melalui penurunan berat badan dan

perbaikan gangguan metabolisme lipid yang ditunjukkan dengan penurunan
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kadar total kolesterol, kadar trigliserida, kadar LDL dan peningkatan kadar
HDL. Literatur review yang dilakukan oleh Al Asoom menyatakan bahwa
pemberian habbatussauda dalam jangka panjang (6-12 minggu) dapat
menurunkan berat badan dan indeks antropometrik secara signifikan serta
dapat meningkatkan profil lipid, menurunkan kadar glukosa dan
memperbaki resistensi insulin. Efek tersebut ditunjukkan karena kandungan
asam lemak dan timokuinon dalam habbatussauda dapat memberikan efek
menekan nafsu makan, menurunkan asupan kalori dan menghambat absorbsi
glukosa intestinal.®> Penurunan berat badan akan menurunkan inflamasi
sistemik derajat rendah yang ditandai dengan penurunan kadar IL-6 yang
dilepaskan oleh jaringan adiposa subkutan atau viseral abdominal, sehingga
stimulasi produksi protein fase akut (CRP) oleh hati ikut menurun.
Perbaikan profil. lipid oleh habbatussauda berasal dari minyak
atsirinya berupa nigellone, timokuinon, fitosterol, flavonoid dan senyawa
lainnya yang bertindak secara sinergis menghambat sintesis kolesterol de
novo, menurunkan absorbsi kolesterol intestinal, meningkatkan ekskresi
kolesterol bilier ataupun fekal dan meningkatkan regulasi reseptor LDL
hepatik. Uji klinis pada pasien NAFLD juga dapat membuktikan bahwa
pemberian biji habbatussauda 2 gr/hari dapat menurunkan kadar CRP.%
Sistematik review dan meta analisis dari berbagai uji acak terkontrol juga
menyatakan bahwa habbatussauda dapat menurunkan kadar CRP serum
secara signifikan.®® Timokuinon menekan faktor proinflamasi IL-6 melalui

penghambatan jalur AP-1/NFkB yang terkait dengan IRAK.®® Penekanan
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IL-6 menyebabkan produksi CRP menurun karena IL-6 terlibat dalam
regulasi CRP.

Pemberian simvastatin juga berpengaruh signifikan terhadap
penurunan kadar CRP yang terjadi dengan cara menurunkan produksi CRP
langsung di hepatosit melalui penghambatan protein geranilgeranilasi dan
penghambatan fosforilasi STAT3.%’

Pada penelitian ini pemberian minyak habbatusauda dosis yang lebih
tinggi 4 ml/kgbb memberikan efek yang lebih baik pada kadar CRP
dibandingkan dengan dosis 3 ml/kgbb, bahkan efeknya serupa dengan
simvastatin hanya saja efek yang diperoleh belum bisa setara dengan kondisi
normal. Hasil ini juga disebabkan karena pengobatan dislipidemia tidak
disertai dengan penghentian pemberian diet tinggi lemak, serta durasi

pemberian yang kurang lama.

5.3. Keterbatasan Penelitian
Peneliti melakukan pengukuran kadar Interleukin 10 dan kadar CRP
bersamaan dengan induksi tinggi lemak, sehingga durasi waktu perlakuan

kurang maksimal.
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BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN
6.1. Kesimpulan

Kesimpulan menunjukan:

1. Terdapat pengaruh habbatussauda terhadap kadar IL-10 dan kadar CRP
pada tikus jantan galur Wistar yang diinduksi diet tinggi lemak.

2. Rerata kadar 1L-10 pada K(0) sebesar 111,41+4,40 pg/ml; pada K(-)
sebesar 31,52+2,45 pg/ml; pada K(+) sebesar 82,45+3,53 pg/ml; pada P1
sebesar 60,31+2,44 pg/ml; dan pada P2 sebesar 89,61+4,07 pg/ml.
Sedangkan rerata kadar CRP pada K(0) sebesar 0,74+0,02 ng/ml; pada
K(-) sebesar 2,28+0,01 ng/ml; pada K(+) sebesar 0,83+0,01 ng/ml; pada
P1 sebesar 1,08+0,01 ng/ml; dan pada P2 sebesar 0,85+0,03 ng/ml.

3. Perbedaan rerata kadar IL-10 signifikan antar kelompok, sedangkan
perbedaan rerata kadar CRP signifikan antar kelompok, kecuali pada
K(+) dengan P2.

6.2. Saran
Saran yang peneliti ajukan untuk mendatang yaitu:
1. Meneliti pengaruh habbatussauda terhadap kadar I1L-10 dan kadar CRP

dalam durasi waktu yang lebih lama.
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