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ABSTRAK

Latar Belakang : Habbatussauda (Nigella sativa) mengandung zat aktif
thymoquinone yang memiliki efek sebagai antihiperkolesterolemia,
antioksidan dan antiinflamasi. Pemberian Nigella sativa oil dapat memperbaiki
kadar TNF- a dan IL-6 pada kondisi hiperkolesterolemia. Tujuan dari
penelitian adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian habbatussauda
(Nigella sativa) terhadap kadar TNF- o dan IL-6 pada tikus yang diberi diet
tinggi lemak

Metode : Penelitian eksperimental post test only control group design selama
45 hari. Sampel 30 ekor tikus galur wistar berusia 8 minggu dengan berat badan
150-200 gram dan diadaptasi selama 7 hari, dibagi menjadi 5 kelompok secara
acak yaitu : kelompok kontrol normal tanpa pelakuan (K1), kelompok kontrol
negatif diberi diet tinggi lemak (K2), kelompok perlakuan diberi diet tinggi
lemak dan habbatussauda 0,001 mL/gBB (K3), kelompok perlakuan diberi diet
tinggi lemak dan habbatussauda 0,002 mL/gBB (K4), kelompok perlakuan
diberi diet tinggi lemak dan habbatussauda 0,004 mL/gBB (K5).
Habbatussauda diberikan pada 2 minggu terakhir. Kadar TNF- o dan IL-6
diukur dengan metode ELISA. Data dianalisis dengan One Way Anova
kemudian dilanjutkan dengan uji Post Hoc Least Significance Different dengan
menggunakan SPSS 22.

Hasil : Rerata + SD kadar TNF- a pada kelompok K1, K2, K3, K4 dan K5
adalah 83,36%23,73 , 246,47+43,21 , 155,83+ 36,38 , 171,80+ 22,50 , dan
195,77+ 47,67 pg/mL. Pada IL-6 kelompok K1, K2, K3, K4 dan K5 adalah
33,83+£8,55 115,11+16,51 , 58,85+£19,71 , 76,70+6,03 , dan 78,05+17,33
pg/mL. Uji One Way Anova untuk kadar TNF- a, dan IL-6 menunjukkan
adanya perbedaan bermakna di antara kelompok (p= 0,000, dan p= 0,000).
Pada uji post hoc kadar TNF- a dan IL-6 di K3, K4 dan K5 yang secara
bermakna lebih rendah daripada di K2 (p= 0,000).

Kesimpulan : Pemberian habbatussauda (Nigella sativa) dapat menurunkan
kadar TNF- o dan IL-6 pada tikus yang diinduksi diet tinggi lemak.

Kata Kunci : habbatussauda, Nigella sativa, hiperkolesterolemia, obesitas,
TNF- o, IL-6
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ABSTRACT

Background: Habbatussauda (Nigella sativa) contains thymoguinone as an active
substance that has antihypercholesterolemic, antioxidant and anti-inflammatory
effects. Nigella sativa oil can improve TNF-a and IL-6 levels in
hypercholesterolemia conditions. The aim of this study was to investigate the effect
of black seed (Nigella sativa) in TNF-a and IL-6 levels in rat fed a high-fat diet.

Method: Experimental post test only control group design study was conducted 30
wistar rats aged 8 weeks with body weight of 150-200 grams was adapted for 7
days, were randomly divided into 5 groups: normal control group without treatment
(K1), negative control group induced a high fat diet (K2), group The treatment
group was induced a high-fat diet and 0.001 mL/gBW of habbatussauda (K3), the
treatment group was induced a high-fat diet and 0.002 mL/gBW of habbatussauda
(K4), the treatment group was induced a high-fat diet and 0.004 mL/gBW of
habbatussauda (K5). The study lasted for 45 days and was given habbatussauda in
the last 2 weeks. The TNF-a and IL-6 levels were measured using the ELISA
method. The data were analyzed with the One \Way Anova and then proceeded with
the Post Hoc Least Significance Different test using SPSS 22.

Results: Mean + SD levels of TNF-a in groups K1, K2, K3, K4 and K5 were 83.36
+ 23.73, 246.47 + 43.21, 155.83 + 36.38, 171.80 + 22 .50 , and 195.77 + 47.67
pg/mL. In the 1L-6 groups K1, K2, K3, K4 and K5 were 33.83 + 8.55 115.11 +
16.51, 58.85 + 19.71 , 76.70 = 6.03 , and 78.05 +£17.33 pg/mL. One Way Anova
test for levels of TNF-a and IL-6 showed significant differences between groups
(p=0.000, and p= 0.000). In the post hoc test, the levels of TNF-a and I1L-6 in K3,
K4 and K5 were significantly lower than in K2 (p= 0.000).

Conclusion: The administration of habbatussauda (Nigella sativa) can reduce
levels of TNF-a and IL-6 in rats induced by a high-fat diet.

Keywords: habbatussauda, Nigella sativa, hypercholesterolemia, obesity, TNF-a,
IL-6
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1.1.

BAB |

PENDAHULUAN

Latar Belakang

Hiperkolesterolemia adalah suatu kondisi konsentrasi kolesterol dalam
darah lebih dari batas normal. Hiperkolesterolemia dapat meningkatkan
sitokin proinflamasi sistemik seperti TNF-a, IL-6 dan IL-1f yang berperan
dalam pembentukan plak aterosklerosis. Kondisi ini akan menyebabkan
berkembangnya komplikasi penyakit kardiovaskuler.! Obat golongan statin
sering digunakan dalam pengobatan hiperkolesterolemia, namun dianggap
kurang memuaskan karena efek samping yang ditimbulkan.>® Terapi
alternatif dengan bahan alami saat ini banyak dikembangkan seperti
habbatussauda  (Nigella sativa) yang — memiliki efek  anti-
hiperkolesterolemia, efek anti-inflamasi dan antioksidan.>*° Studi pada
tikus yang diberi diet tinggi lemak 28 hari, kemudian diberikan Nigella
sativa 14 hari dengan berbagai dosis 150 mg/kgBB, 300 mg/kgBB dan 450
mg/kgBB menunjukkan bahwa 450 mg/kgB Nigella sativa dapat
menurunkan kadar MDA 30,20% dan menunjukkan perbaikan gambaran
histopatologi tunika mukosa jejunum tikus hiperkolesterolemia.® Namun
saat ini hanya ada sedikit data penelitian mengenai efek habbatussauda
(Nigella sativa) terhadap kadar TNF-a dan IL-6 pada tikus

hiperkolesterolemia.



Proporsi penduduk indonesia tahun 2018 usia > 15 tahun dengan
kadar lipid yang abnormal berupa kolesterol total 21,2%, LDL 37,3%,
trigliserida 27,9% dan HDL 24,3%.” Hiperkolesterolemia berkaitan erat
dengan peningkatan risiko beberapa penyakit kronis, yaitu diabetes tipe 2,
aterosklerosis, penyakit kardiovaskular (CVD), penyakit perlemakan hati
non-alkohol dan beberapa jenis kanker.® Pada tahun 2017 secara global,
obesitas dilaporkan menyebabkan 2,4 juta kematian dan 70,7 juta
disability-adjusted life years (DALYs) pada perempuan dan 2,3 juta
kematian serta 77 juta DALY pada laki-laki. Penyakit kardiovaskular
merupakan penyebab utama DALY terkait dengan obesitas, diikuti oleh
diabetes mellitus dan penyakit ginjal, serta neoplasma.® Prevalensi penyakit
jantung pada usia > 15 adalah 18,4%. Komplikasi yang muncul akibat
hiperkolesterolemia menyebabkan ketergantungan untuk melakukan
aktivitas sehari-hari terutama pada wusia tua. Proporsi tingkat
ketergantungan pada usia > 60 tahun menurut penyakit yaitu penyakit
jantung 36 %, DM 36,41 % dan stroke 63,66%."

Hasil penelitian mengenai model tikus hiperlipidemik dengan diberi diet
tinggi lemak (kolesterol 0,5%, minyak kelapa 3% dan asam kolat 0,25%)
selama 30 hari dapat menyebabkan peningkatan kadar sitokin proinflamasi
kadar TNF-a dan IL-6 secara signifikan.® Habbatussauda memiliki senyawa
aktif utama thymoquinone, memiliki sifat anti-hiperklesterolemia, anti-
inflamasi dan antioksidan.® Habbatussauda sebelumnya sudah diteliti pada

tikus yang diberi diet tinggi lemak selama 28 hari dilanjutkan dengan



pemberian Nigella sativa selama 14 hari dengan dosis terapi 450 mg/kgBB
menghasilka penurunan kadar MDA 30,20% dan menunjukkan perbaikan
gambaran histopatologi tunika mukosa jejunum tikus hiperkolesterolemia.®
Studi lain juga menemukan bahwa pemberian bubuk Nigella sativa dengan
dosis 300 mg/kg/hari selama 6 minggu setelah induksi obesitas secara
signifikan menormalkan profil lipid, menurunkan berat badan, serum
atherogenic index (Al) dan serum ALT. ' Habbatussauda memilki efek
agonis terhadap PPAR-y dan meningkatkan regulasi reseptor LDL di
hepatosit sehingga terjadi pembuangan kolesterol, dan penekanan gen
HMG-CoA R yang mempengaruhi metabolisme kolesterol, menyebabkan
penurunan stress oksidatif, TNF-a dan IL-6,. Habbatussauda juga bertindak
dengan melakukan penghambatan pada factor transkripsi NF-xB yang dapat
menyebabkan peningkatan ekspresi berbagai jenis sitokin inflamasi (IL-1p,
IL-6, TNF-0, IFN-y, dan MMP3), COX-2 , dan iNOS. 1

Penelitian = mengenai- habbatussauda (Nigella sativa) dalam
mempengaruhi kadar kolesterol dan kemampuannya dalam mengendalikan
proses inflamasi telah banyak dilakukan, namun kurangnya studi mengenai
pengaruh habbatussauda (Nigella sativa) terhadap sitokin proinflamasi
yang diinduksi oleh kondisi hiperkolesterolemia menyebabkan perlunya
penelitian lebih lanjut. Berdasarkan hal tersebut maka diperlukan penelitian
untuk melihat pengaruh habbatussauda (Nigella sativa) dalam mencegah
proses inflamasi yang berlangsung pada kondisi hiperkolesterolemia yang

dapat diamati melalui kadar TNF-a dan IL-6 pada tikus putih jantan galur



wistar yang diberi diet tinggi lemak.

1.2. Rumusan Masalah
Apakah habbatussauda mempunyai pengaruh terhadap penurunan kadar

TNF-o dan IL-6 pada tikus yang diberi diet tinggi lemak?

1.3.  Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Mengetahui pengaruh habbatussauda terhadap penurunan kadar

TNF-a dan IL-6 pada tikus galur Wistar yang diberi diet tinggi lemak

1.3.2. Tujuan Khusus

1.3.2.1.Mengetahui rerata kadar TNF-a dan 1L-6 pada kelompok tikus
yang tidak diberi perlakuan, kelompok yang diberi diet tinggi
lemak dan kelompok yang diberi diet tinggi lemak serta diberi
habbatussauda dalam berbagai dosis (0,001 mL/gBB; 0,002
mL/gBB; 0,004 mL/gBB)

1.3.2.2.Menganalisis perbedaan rerata kadar TNF-a dan IL-6 pada
kelompok tikus yang tidak diberi perlakuan, kelompok yang
diberi diet tinggi lemak dan kelompok yang diberi diet tinggi
lemak serta diberi habatusauda dalam berbagai dosis (0,001

mL/gBB; 0,002 mL/gBB; 0,004 mL/gBB)



1.4. Originalitas Penelitian

Tabel 1. 1 Penelitian habbatussauda (Nigela sativa) yang pernah dilakukan

atorvastatin, or L-
Carnitine on high
fat  diet-induced
obesity in adult

male Albino rats

Nama Penyusun Judul Metode Hasil Penelitian
dan Tahun
Kumar R,et Hesperidin In Vivo, Model tikus
al.2020° attenuates altered | Eksperimental | hiperlipidemik dengan
redox homeostasis diberi  diet  tinggi
in an experimental lemak (kolesterol
hyperlipidaemic 0,5%, minyak kelapa
model of rat ° 3% dan asam kolat
0,25%) selama 30 hari
dapat menyebabkan
peningkatan kadar
sitokin  proinflamasi
kadar TNF-o dan IL-6
secara signifikan
Esmail et al. Effect of Nigella | In Vivo, Pemberian
20211 sativa, Eksperimental | habbatussauda selama

6 minggu pada tikus

albino model obesitas

dapat menormalkan
profil lemak,
menurunkan berat




badan di akhir
penelitian, serta serum
aterogenik indeks dan
kadar SGPT.

Pembuatan model
obesitas dilakukan
melalui pemberian diet
tinggi lemak yang
digunakan terdiri atas
1 g kolesterol, 9 g
lemak jenuh (minyak
sawi) yang dicampur
dalam 90 g bubuk
pakan standar selama 6
minggu sebelum dan 6
minggu selama
pemberian  berbagai

intervensi.

Lestari, Vici

Yulita et al.2018°

Pengaruh
Pemberian
Ekstrak Jinten
Hitam  (Nigella

sativa) Terhadap

In Vivo,

Eksperimental

Tikus diberi diet tinggi
lemak 28 hari
dilanjutkan ~ dengan
pemberian Nigella

sativa selama 14 hari




Kadar
Malondialdehid
(MDA) dan
Gambaran
Histopatologi
Jejunum pada
Tikus Putih
(Rattus
Norvegicus)
Model
Hiperkolesterole

mia yang Diberi

dengan  dosis 150
mg/kgBB, 300
mg/kgB  dan 450
kgBB. Hasil penelitian
menunjukkan dengan
dosis 450 mg/kgBB
dapat menurunkan
kadar MDA 30,20%
dan menghasilkan
perbaikan  gambaran

tunika

histopatologi

mukosa jejunum tikus

Diet Tingai hiperkolesterolemia
Lemak.®
Saheb et Antioxidant In Vivo, Pemberian bubuk
al.2016'? Effect of Nigella | Eksperimental | Nigella sativa 300
sativa Seed mg/kgBB dan
Powder and timokuinon 4

Thymoquinone in
Normal and
Sterptozotocine

Induced Diabetic

Albino Rats.!?

mg/kgBB mempunyai
efek antioksidan pada
tikus diabetes dengan
menurunkan kadar

MDA dan




meningkatkan  kadar
SOD tikus diabetes
yang diberi

streptozotosin

Penelitian ini berbeda dengan penelitian sebelumnya, di mana
sebelumnya diteliti mengenai manfaat habbatussauda pada hewan model
obesitas, hiperlipidemia atau hiperkolesterolemia, juga manfaat
habbatussauda terhadap indeks aterogenik juga marker kerusakan hati (SGPT)
dan kadar MDA, sedangkan penelitian ini ingin membuktikan manfaat
habbatussauda pada marker inflamasi IL-6 dan TNF-a yang diinduksi diet
tinggi lemak. Hiperkolesterolemia akan menyebabkan jaringan adiposa
melepaskan mediator inflamasi seperti IL-6 dan TNF-o yang akan
meningkatkan ROS. Kondisi tersebut akan menyebabkan jejas pada
endotelium yang akan meningkatkan resiko aterosklerosis. Habbatussauda
dapat menurunkan aktivitas HMG-CoA reduktase hepatik, sehing7ga dapat
mempengaruhi metabolisme kolesterol dengan menurunkan kadar trigliserida,

sehingga terjadi penurunan kadar IL-6 dan TNF-a.




1.5.Manfaat Penelitian

15.1 Manfaat Teoritis
Memberikan dasar penelitian mengenai pengaruh habbatussauda
terhadap penurunan kadar TNF-o dan IL-6 pada tikus jantan galur
wistar yang diberi diet tinggi lemak

1.5.2 Manfaat Praktis
Memberikan informasi di bidang kedokteran dan masyarakat mengenai
alternatif terapi dengan habbatussauda sebagai tatalaksana

hiperkolesterolemia.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tumor Necrosis Factor-a (TNF- a)

2.1.1. Definisi

Tumor necrosis factor-o (TNF-o) adalah sitokin inflamasi
pleitropik yang terutama diproduksi oleh monosit, makrofag dan sel
T.2 Sitokin ini merupakan protein 17 kDA yang terdiri atas 157
asam amino, protein homotrimer (protein yang terdiri atas tiga unit
polipeptida identik) yang juga diproduksi oleh sel-sel natural killer
(NK).* TNF-a juga disebut sebagai hormon peptida makrofag yang
mempunyai dampak sistemik penting, antara lain berefek kaheksia,
leukositosis serta anemia. TNF-a juga dapat meningkatkan aktivitas
koagulan endotel Kkapiler yang mempromosikan trombosis
mikrovaskuler, nekrosis jaringan, kerusakan sel-sel endotel sehingga
menyebabkan kebocoran cairan mikrovaskular yang dapat
berpindah masuk ke intraseluler terutama pada otot-otot skeletal dan
menurunkan volume plasma (peran pada sepsis).®® TNF-a
merupakan salah satu faktor terlarut monokin yang diproduksi oleh
makrofag dan berperan dalam inflamasi.®* TNF-o memiliki banyak
peran metabolisme antara lain pada proliferasi, diferensiasi, dan
apoptosis sel serta metabolisme lipid juga koagulasi.'” TNF-o juga
menginduksi resistensi insulin, anoreksia, dan kehilangan berat
badan.’®* TNF-o juga merupakan sitokin yang berperan dalam

meningkatkan sistem imun.*®
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Tumor necrosis factor-a yang juga disebut sebagai cachectin
atau cachexin juga diproduksi dalam jumLah jumLah terbatas oleh
sel B, sel endotel dan otot, fibroblas serta osteoklas. TNF-a dalam
kondisi terikat membran dan terlarut. TNF-o bertranslokasi ke
membran sel dimana enzim pengubah TNF-a melepaskan molekul
26 kDa yang terikat membran ke dalam lingkungan ekstraseluler
sebagai protein 17 kDa. Aktivitas enzim ini tidak hanya melepaskan
TNF-o dari membran plasma, tetapi juga menghambat reseptor
TNF-o dari permukaan, yang bertindak sebagai penghambat
aksinya. TNF-a yang terikat membran maupun yang dilepaskan
sama-sama aktif, fungsi mereka berbeda tergantung pada
lokasinya.?°

Tumor Necrosis Factor (TNF-o) memiliki efek terapi ketika
diekspresikan secara lokal oleh sel imun, tetapi jika disekresikan ke
dalam sirkulasi akan  menyebabkan disregulasi sehingga
menyebabkan penyakit termasuk kanker. TNF-a dikenal sebagai
mediator utama inflamasi, di mana setelah terpapar stimulus patogen
TNF-a akan menginduksi mediator inflamasi lain dan protease
sebagai pemeran respon inflamasi. TNF-a juga diproduksi oleh sel

tumor dan dapat bertindak sebagai tumor promoter endogen.?*
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2.1.2. Jalur pensinyalan TNF-a

Mediasi efek TNF-a terjadi melalui 2 (dua) reseptornya yaitu
TNFR1 dan TNFR2. Reseptor yang pertama umum terekspresi di
semua jenis sel dan berperan utama dalam mengaktivasi NF-kB,
sedangkan reseptor yang kedua hanya terekspresi pada sel endotel dan
sel imun. Bonding antara TNF-a dengan reseptor pertama menginduksi
trimerisasi reseptor dan rekruitmen protein adaptor TNF-R1 associated
death domain protein (TRADD) yang terikat pada death domain (DD)
spesifik di domain sitoplasma reseptor tersebut. TRADD merekrut
TNF receptor associated factor 2 (TRAF2) dan mengaktivasi kB
kinase (IKK) dengan mediasi receptor interacting protein (RIP).?
Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1 (RIPK1) adalah
mediator utama kematian sel dan inflamasi.?

Modalitas pensinyalan dan bioaktivitas downstream reseptor

TNF-a pada Gambar 2.1:

a b

o

i ¥
A, Transmembrane INF eansmer F %
Cell-to-cell interaction
0
l Cell membrane TNFR2

Cytoplasm

(RAF2)

‘e o
mbrane TN

Death domain

Complex | Complex lla Complex Ilb Complex Ilc Complex |
(necrosome) 1 i l
NFxB and MAPKs Caspase-8 MLKL MAPKs NFKB AKT
| | : I :

* Inflammation Apoptosis + Necroptosis
» Tissue degeneration | :
* Host defence

» Cell nralifaration

Gambar 2. 1. Modalitas persinyalan dan bioaktivitas
downstream reseptor TNF-o, 2

= Tissue regeneration
« Cell proliferation
* Cell survival

* Inflammation
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Pensinyalan TNF receptor 1 (TNFR1) diaktivasi oleh TNF-a
transmembran dan terlarut. TNFR1 dengan DD yang dimiliki merekrut
TRADD. Pengikatan TNFR1 oleh TNF-a transmembran atau terlarut
menyebabkan penyusunan kompleks | yang mengaktivasi NFkB dan
mitogen-activated protein kinase (MAPK). Pensinyalan kompleks I
TNFR1 menginduksi inflamasi, degenerasi jaringan, kelangsungan
hidup sel dan proliferasi, serta pengaturan sistem pertahanan imun
terhadap patogen. Modalitas pensinyalan lain terkait dengan apoptosis
juga dapat diaktivasi oleh TNFR1 yang dimediasi oleh pembentukan
kompleks lia dan Ilb (ripoptosom), sedangkan kompleks lic
(nekrosom) menginduksi nekroptosis dan inflamasi dengan dimediasi
oleh mixed lineage kinase domain-like protein (MLKL) (Gambar 2.1a).
Reseptor kedua dari TNF-a terutama diaktivasi oleh TNF-a
transmembran secara interaksi sel to sel. TNFR2 merekrut TRAF2
melalui domain TRAF, memicu pembentukan kompleks | dan
mengaktivasi NFxB, MAPK dan AKT downstream. TNFR2 terutama
memediasi bioaktivitas homeostatik seperti regenerasi jaringan,
proliferasi dan kelangsungan hidup sel. Jalur tersebut juga dapat
menginisiasi efek inflamasi dan pertahanan host terhadap patogen

(Gambar 2.1b).??

Cara Pengukuran
Pengukuran TNF-o dalam darah tepi merupakan alat yang

berguna untuk menilai respon inflamasi pada berbagai macam
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penyakit. TNF-a stabil dalam serum yang di simpan pada suhu 4°C
hingga satu minggu setelah sentrifugasi sampel darah dan perlakuan
dengan anti-TNF-a biologis dapat menyebabkan pengukuran negatif
palsu.?*

Pengukuran TNF-a menggunakan metode ELISA dan
flowsitometri telah digunakan dalam berbagai uji klinis.?® Akurasi dan
presisi pengukuran sitokin (TNF-o) antar uji dapat bervariasi,
meskipun pengujian dilakukan dengan presisi yang baik di
laboratorium individu, potensi variabilitas antar laboratorium tetap
tinggi karena perbedaan antibodi, standar kalibrasi, reagen deteksi,
metode deteksi, dan metode analisis data yang diaplikasikan.?®

Prinsip uji ELISA untuk TNF-a dilakukan dengan metode
sandwich biotin antibodi ganda yang ditambahkan dalam sumuran
(well) yang telah dilapisi dengan antibodi monoklonal TNF-o dan
selanjutnya diinkubasi.- Antibodi berikutnya yang ditambahkan yaitu
antibodi TNF-a berlabel biotin agar dapat bereaksi dengan larutan
avidin-HRP B untuk membentuk kompleks imun. Enzim yang tidak
terikat pasca inkubasi dibersinkan dengan cara dibilas kemudian
ditambahkan substrat solution D. Larutan yang didapat akan berubah

menjadi biru, berubah lagi menjadi kuning akibat efek asam.?’
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2.2.

Interleukin 6 (I1L-6)

2.2.1. Definisi

IL-6 adalah sitokin proinflamasi penting dari imunitas bawaan
yang secara fisiologis memiliki fungsi berkaitan dengan pertahanan,
regulasi sel imun, proliferasi dan diferensiasi.?® IL-6 diproduksi oleh
sel T, sel B, hepatosit, sel endotel, fibroblas, keratinosit, sel mesangial,
adiposit dan terutama oleh makrofag dan monosit.?® IL-6 diproduksi
sebagai respon terhadap peradangan, angiotensin I, stres oksidatif dan
cedera vaskular. IL-6 akan meningkatkan jumLah trombosit darah
perifer, menginduksi trombositosis, memodulasi relaksasi sel endotel,
berperan dalam diferensiasi monosit vaskular dan memiliki banyak
efek pada obesitas dan metabolisme. 1L.-6 menginduksi ekspresi faktor
jaringan pada permukaan monosit disertai dengan peningkatan aktifitas
prokoagulan monosit. Efek prokoagulan termasuk induksi PAI-1
(plasminogen activator inhibitor type) sebagai respon fase akut serta
regulasi yang mengarah pada keadaan protrombotik pada dinding
vaskular, sehingga menyebabkan hilangnya fungsi penghalang endotel

yang berkelanjutan.?®

2.2.2. Jalur Persinyalan IL-6

Jalur persinyalan IL-6 memiliki tiga mekanisme yaitu pertama

jalur persinyalan “klasik™, terjadi ketika IL-6 yang disekresi berikatan
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dengan IL-6R (IL-6 receptor) yang terikat membran dan membentuk
kompleks IL-6R dengan dua subunit (IL-6R dan gp130).233% Kemudian
kompleks IL-6R dan gpl130 akan mengaktifkan persinyalan
intraseluler.?® Jalur persinyalan klasik dianggap sebagai mekanisme
utama di mana IL-6 ikut mengatur berbagai proses homeostasis,
termasuk metabolisme glukosa.®® Jalur persinyalan I1L-6 yang kedua
dikenal sebagai persinyalan ‘‘trans” yang memediasi efek pro-inflamasi
IL-6. IL-6 yang bersirkulasi akan berikatan dengan soluble IL-6R (SIL-
6 R) dan memediasi aksi di semua sel yang mengekspresikan gp130
dan mengaktifasi persinyalan intraseluler dalam sel yang tidak
mengekspresikan IL-6R itu sendiri.?®% sIL-6 R dihasilkan dari
pembelahan proteolitik 1L-6R dengan metalloprotease ADAM10/17
pada membran sel yang bertanggung jawab atas pembelahan tersebut.
ADAM 10/17 memainkan peran fisiologis utama dalam persinyalan
“trans” IL-6, kemudian berkontribusi dalam regulasi imunitas bawaan,
termasuk hematopiesis dan rekrutmen neutrofil melalui ganulopoiesis.
Selain itu, melalui jalur persinyalan “trans”, IL-6 memodifikasi
aktivitas beberapa kumpulan sel T, sehingga mengatur bagian dari
imunitas adaptif. Jalur persinyalan yang ketiga yaitu “trans-presentasi”
di mana terjadi interaksi antigen spesifik antara sel dendritik yang

menghadirkan IL-6 ke sel T .
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Gambar 2. 1 Modalitas persinyalan 1L-6 28

Jalur persinyalan tersebut akan mengaktivasi tirosin kinase
Janus kinase 1,2 (JAK1,2) dan Tyk2 . JAK yang terikat pada sitoplasma
gp130 akan memfaosforilasi lima residu tirosin dan mengaktivasi jalur
persinyalan intraseluler, termasuk jalur MAP kinase dan P13 kinase dan
jalur persinyalan tranducer and activator of transcription 3 (STAT3).
Faktor transkripsi STAT3 direkrut dan diaktifkan oleh fosforilasi dan
STAT1 juga mengalami sedikit aktifasi, kemudian fosforilasi ini akan
memulai proses homodimerisasi dan transfer STAT3 ke dalam nukleus.
Stimulasi jalur 1L-6/JAK/STAT3 memediasi transkripsi beberapa gen
yang terlibat dalam proliferasi, diferensiasi, rekrutmen, kelangsungan

hidup dan transformasi.?®
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Gambar 2. 2 Aktivitas persinyalan IL-6 2°

IL-6 dan Aterosklerosis

IL-6 tidak hanya dikenal sebagai sitokin proinflamasi tetapi
juga sebagai hormon karena efek fisiologisnya yang beragam. Sintesis
IL-6 berlangsung hampir di semua jenis sel, termasuk sel-sel kekebalan
tubuh, menggambarkan sifat pleiotropik sitokin yang juga berperan
dalam mengatur metabolisme, termasuk sensitivitas insulin,
pengeluaran energi dan homeostasis lipid serta fungsi endotel, aktivitas
saraf dan lainnya.>°

Kelebihan jaringan adiposa akan menyebabkan makrofag
mengekspresikan IL-6 yang memicu oksidasi lemak, sehingga terjadi
lipolisis. Peningkatan kadar IL-6 yang berlebihan juga menyebabkan

gangguan pada metabolisme glukosa sehingga terjadi glukotoksisitas.
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Peningkatan kolesterol dan glukosa menyebabkan penumpukan di
pembuluh darah sehingga menyebabkan terjadinya aterosklerosis

penyakit kardiovaskular dan penyakit ginjal kronis.*

( Other triggers )

Excess adipose 27 Vs
tissue V Insulin sensitivity
j 3 Aberrant glucose
£ - 4‘ IL-6 metabolism
Type 2 diabetes/

— hyperglycaemia
A LDL-cholesterol

Glucosetoxicity

A

erosis \/—%g;

disea::mar = Hepatosteatosis

Chronic kidney
disease

A

Gambar 2. 3 IL-6 pada gangguan metabolik *°

Aterosklerosis - sebelumnya  merupakan penyakit yang
disebabkan pengendapan lipid yang diinduksi oleh diet tinggi lemak,
namun saat ini didefinisikan juga sebagai penyakit yang terkait dengan
peradangan kronis. Jalur persinyalan IL-6/IL-6R/STAT3 memainkan
peran penting dalam proses peradangan tersebut. Respon inflamasi
akibat IL-6 akan menyebabkan jejas pada endotelium, yang mendorong
fibrinolisis dan berperan aktif dalam reaksi imun dan inflamasi.

Intergitas endotel yang terganggu menyebabkan proliferasi dan migasi
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dari  VSMC (Vascular Smooth Muscle), yang menyebabkan

remodeling vaskular pada aterosklerosis. !

2.3. Hiperkolesterolemia

2.3.1.

Definisi Hiperkolesterlemia

Hiperkolesterolemia merupakan kondisi di mana terjadi
peningkatan kadar kolesterol darah dan yang menjadi salah satu faktor
resiko terjadinya penyakit kardiovaskular, serebrovaskular dan
penyakit vaskular perifer. Hiperkolesterolemia dapat disebabkan oleh
penyebab primer (genetik atau familial) atau sekunder (didapat). Mutasi
genetik gen reseptor LDL menebabkan 85% penyebab familial. Faktor-
faktor lain termasuk apolipoprotein B yang rusak proprotein convertase
subtilisin/kexin tipe 9 mutasi fungsi gen, mutasi protein adaptor
reseptor LDL dan HC poligenik. Penyebab yang didapat meliputi
kondisi medis seperti--hipotiroidisme, diabetes melitus, sindrom
nefrotik, dan kolestasis. Obat-obatan tertentu seperti siklosporin dan
diuretik thiazide, serta asupan kolesterol makanan yang berlebihan dan
merokok berkaitkan
dengan peningkatan risiko hiperkolesterolemia.

Kolesterol dalam tubuh berasal dari dua sumber vyaitu :
disintesis secara de novo dalam sel tubuh atau diperoleh melalui
konsumsi makanan. Kolesterol dikonsumsi oleh banyak orang

walaupun sebenarnya tidak perlu mengkonsumsinya hanya untuk
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mendapatkan kolesterol saja, karena sel-sel kita mampu memproduksi
molekul ini dalam jumlah yang cukup untuk memenuhi kebutuhan
tubuh. Kadar kolesterol dapat dipertahankan melalui pengaturan
sintesis dan penyerapan yang berarti ketika jumlah kolesterol rendah
makan sintesis dan penyerapan akan diregulasi dan jika asupan
makanan tinggi, ekskresi akan meningkat dan laju sintesisnya akan
menurun.®®

Hiperkolesterolemia adalah kondisi adanya kadar kolesterol
yang tinggi dalam darah baik dalam bentuk hiperlipidemia dan
hiperlipoproteinemia. Kadar kolesterol darah normal pada manusia jika
< 200mg/dl, dikatakan border line jika diantara 200 -239 mg/dl dan
peningkatan kadar kolesterol > 240 mg/dl dapat dikatakan sebagai
hiperkolesterolemia. Kolesterol bersifat tidak larut air sehingga
diangkut dalam plasma darah dalam pertikel protein (lipoprotein).
Lipoprotein diklasifikasikan berdasarkan densitasnya yaitu VLDL,
IDL, LDL, dan HDL. Semua lipoprotein membawa kolesterol tetapi
peningkatan lipoprotein selain HDL (kolesterol non HDL), khususnya
kolesterol LDL dikaitkan dengan resiko aterosklerosis dan penyakit
jantung koroner. Sebaliknya kadar kolesterol HDL yang lebih tinggi
memilki sifat protektif. Peningkatan kolesterol non HDL dan LDL
dalam darah dapat disebabkan oleh pola makan, penyakit bawaan

(genetik) obesitas, atau adanya penyakit lain seperti penyakit tiroid.?
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2.3.2.

Metabolisme Kolesterol

Lemak diabsorbsi dari diet dan lipid disintesis di hati dan jaringan
adiposa, kemudian diangkut pada berbagai jaringan dan organ untuk
pemanfaatan dan penyimpanan. Lipid bersifat tidak larut air sehingga
dalam plasma darah pengangkutan terjadi dengan menghubungkan
nonpolar lipid (triasilgliserol dan ester kolesteril) dengan amfipatik
lipid (fosfolipid dan kolesterol) dan protein untuk dibuat lipoprotein
yang larut dalam air. Lipid plasma terdiri dari triasilgliserol (16%),
fosfolipid (30%), kolesterol (14%), dan ester kolesterol (36%) dan
fraksi yang jauh lebih kecil dari asam lemak rantai panjang yang tidak
teresterifikasi (atau FFA) (4%). Fraksi terakhir ini, FFA, secara
metabolik merupakan lipid plasma yang paling aktif. Lipoprotein
memiliki empat kelompok utama yang telah diidentifikasi yang penting

secara fisiologis dan dalam diagnosis klinis yaitu :

a. kilomikron, bersumber dari penyerapan usus triasilgliserol dan
lipid lainnya;

b. VLDL, berasal dari hati untuk ekspor triasilgliserol;

c. LDL, bertanggung jawab untuk pengangkutan kolesterol pada
manusia dan mewakili tahap akhir dalam katabolisme VLDL; dan

d. HDL, terlibat dalam membalikkan transportasi kolesterol dan

metabolisme VLDL dan kilomikron.

Triasilgliserol adalah lipid dominan dalam kilomikron dan VLDL,

sedangkan kolesterol dan fosfolipid merupakan lipid utama pada LDL
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dan HDL. Lipoprotein mungkin juga diklasifikasikan menurut sifat
elektroforesisnya menjadi a- (HDL), B- (LDL), dan pre-p (VLDL)-

lipoprotein.3*

1. Jalur Eksogen

Kandungan lipid yang terbanyak dalam makanan adalah
trigliserida dan sejumlah kecil fosfolipid, kolesterol, dan ester
kolesterol. Lipid akan mengalami emulsifikasi oleh empedu
menjadi partikel kecil di lambung. Trigliserida di hidrolisis di
usus oleh lipase pancreas dan lipase usus menghasilkan asam
lemak bebas dan monogliserida. Asam lemak bebas dan
monogliserol bersama empedu dalam bentuk miselus masuk ke
brush border enterosit untuk diserap. Empedu dilepas kembali
dan didaur ulang dalam proses pengangkutan. Dalam enterosit,
asam lemak bebas akan diubah lagi menjadi trigliserida,
sedangkan kolesterol akan mengalami esterifikasi menjadi
kolesterol ester, keduanya bersama dengan fosfolipid akan
membentuk lipoprotein yang disebut kilomikron nascent.®
Kilomikron mengangkut trigliserid dan kolesterol dari dalam
enterosit melalui sirkulasi limfatik. Di dalam kapiler adiposa
dan jaringan otot, apoprotein C-Il (apo C-I1) pada kilomikron
mengaktifkan lipoprotein lipase (LPL) endotel untuk mengubah
90% trigliserida kilomikron menjadi asam lemak dan gliserol,

yang diambil oleh adiposit dan sel otot untuk penggunaan atau
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penyimpanan energi. Sisa-sisa kilomikron yang kaya kolesterol
kemudian bersirkulasi kembali ke hati, di mana mereka
dibersihkan dalam proses yang dimediasi oleh apoprotein E
(apo E).3* Bila asam lemak bebas terdapat dalam jumLah besar,
sebagian akan diambil oleh hati menjadi bahan pembentuk

trigliserida.®®

Dietary TG
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Gambar 2. 4 Metabolisme kilomikron A, apolipoprotein A; B-48
apolipoprotein, B-48; C, apolipoprotein C; C, cholesterol dan
cholesteryl ester; E, apolipoprotein E; HDL, high-density
lipoprotein; HL, hepatic lipase; LRP, LDL-receptor—related
protein; PL, phospholipid; TG, triacylglycerol. 3

2. Jalur Endogen
Karbohidrat akan menjadi asam lemak kemudian
membentuk trigliserida di hati. Trigliserida dialirkan melalui
aliran darah dalam bentuk VLDL kemudian disirkulasikan ke
otot dan jaringan adipose. Reseptor VLDL berperan dalam
pengiriman asam lemak dari VLDL triasilgliserol ke adiposit

dengan mengikat VLDL dan membawanya untuk memiliki
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kontak yang dekat dengan lipoprotein lipase. Pada jaringan
adiposa insulin meningkatkan sintesis lipoprotein lipase dalam
adiposit dan translokasi pada permukaan lumen dari kapiler
endoteluim. Fosfolipid dan apo C-II diperlukan sebagali
kofaktor untuk aktifitas lipoprotein lipase, sedangkan apo A-II
dan dan apo C-llIl bertindak sebagai inhibitor. Enzim
lipoprotein lipase akan memetabolisme VLDL menjadi IDL.
IDL berubah menjadi LDL yang mengandung banyak
kolesterol dan berfungsi mengalirkan kolesterol ke dalam
tubuh. - Reaksi dengan lipoprotein lipase menyebabkan
hilangnya 70-90% triasilgliserol kilomikron dan kehilangan
apo C (kembali menjadi HDL) tetapi bukan apo E yang
dipertahankan. HDL akan mengikat kolesterol yang tidak

diperlukan kemudian melepaskannya ke dalam darah.343®

TG
G T VLDL
pte——
c YV Extrahepatic
E TG tissues
EDL & LR Cleg
(apo B-100, E) Y
receptor PL,C{C) \C

HOC Lipoprotein lipase

TG
"/ II(D:L [E]

(VLDL remnant)

Fatty acids

LbL LDL
(apo B-100, E)

Priogronieort SR N T
Gambar 2. 5 Metabolisme VLDL, IDL dan LDL. A,
apolipoprotein A; B-100, apolipoprotein B-100; C,
apolipoprotein C; C, cholesterol and cholesteryl ester;
E, apolipoprotein E; HDL, high-density lipoprotein;
IDL, intermediate-density lipoprotein; PL,
phospholipid; TG, triacylglycerol. 3

Glycerol
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3.

Metabolisme Intraseluler Kolesterol

Makrofag yang menyerap sisa-sisa LDL atau lipoprotein asli
dan termodifikasi dan berdiferensiasi menjadi sel busa yang
memainkan peran penting dalam pembentukan plak dan dapat
menyebabkan gangguan plak aterosklerotik Pembentukan sel busa
melibatkan terjadinya ketidakseimbangan antara penyerapan
kolesterol, metabolisme intraseluler,dan penghabisan kolesterol.
Transporter utama yang bertanggung jawab terhadap penghabisan
kolesterol ada tiga yaitu : (1) scavenger receptor B1 (SR-B1) dan
ATP-binding cassette transporter G1 (ABCG1), yang berperan
dalam pengahabisan HDL matur dan ATP-binding cassette
transporter AL (ABCA1) yang mengatur penghabisan menjadi lipid-
free apoA-l. ABCA 1 ABCAL mengatur lebih dari 50% penghabisan
kolesterol makrofag, dan pada plak stadium lanjut, ekspresi ABCA1
menurun yang menyebabkan penurunan penghabisan kolesterol
sebesar 80%. Gen ABCG1 dan ABCA1 diatur secara langsung oleh
reseptor X hati (LXR) dan penelitian in vivo dan in vitro yang
ekstensif berfokus pada bagaimana LXRa dan LXRp menginduksi
ABCG1 dan ABCAL1 dan, melalui mekanisme ini dan mekanisme
lainnya, mendorong regesi lesi sel busa. Kemudian akan terjadi
aktivasi PPARy, reseptor nuklir dan faktor transkripsional
multifungsi yang mengatur tingkat ekspresi gen dalam metabolisme

glukosa dan lipid dalam jaringan adiposa. PPARy  juga
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diekspresikan pada sel lainnya seperti hepatosit, makrofag dan sel

busa. 3¢

Cholesterol transport \

&
D g
HH1] ancas [ff1111] Ancs [
A
= .

Gambar 2. 6 Metabolisme intraseluler kolesterol 2°

2.3.3. Hubungan Diet Tinggi Lemak dengan TNF- a dan IL-6
Asupan makanan dan BMI akan mempengaruhi pengangkutan
lipopolisakarida (LPS) yang dimediasi oleh kilomikron dan
endotoksemia yang berkontribusi terhadap timbulnya peradangan
kronis tingkat rendah dan patogenesis penyakit metabolik. Kelebihan
berat badan dan obesitas juga menyebabkan peningkatan lipemia post
prandial, endotoksemia dan aktivitas sel polimorfonuklear. Adiposit
pada jaringan adiposa akan mengkativasi makrofag sehingga
menyebabkan pelepasan sitokin proinflamasi TNF-a dan IL-6 yang
berperan penting dalam induksi diferensiasi IR dan pembentukan

keseimbangan sel Th17/regulator T(Treg) dan hipertensi.
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Gambar 2. 7 Diet tinggi lemak mempengaruhi TNF- o dan 1L-6%

Diet tinggi lemak menyebabkan obesitas dan gangguan metabolisme yang
dapat memicu peradangan kronis. Obesitas dapat menyebabkan disbiosis
mikrobiota usus , di mana dalam kondisi normal 90% terdiri dari Bakteroidetes dan
Firmicutes namun pada obesitas terjadi penurunan rasio Bakteroidetes dan
Firmicutes . Lipopolisakarida (LPS) sebagai endotoksin pada dinding sel eksternal
bakteri gram negatif dapat menimbulkan respon imun yang kuat. Disbiosis
mikrobiota usus akan meningkatkan LPS yang akan ditansfer ke sistem peredaran
darah mengakibatkan endotoksemia metabolik. Kadar LPS yang meningkat akan
berinteraksi dengan TLR4 sel inang dan menyebabkan peningkatan ekspresi faktor
proinflamasi meliputi TNF- o dan IL-6. Obesitas juga dapat merusak integritas
epitel penghalang usus akibat adanya peningkatan permeabilitas usus yang

meningkat karena aktivasi TLR4.%
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2.4.Habbatussauda ( Nigella sativa)

2.4.1. Klasifikasi Tumbuhan

Klasifikasi habbatussauda berdasarkan ilmu taksonomi
tumbuhan %7 :
Kingdom : Plantae

Sub Kingdom : Traceabionta

Sub Divisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida-dicotyledon
Sub Kelas : Magnoliidae

Ordo : Ranunculales

Famili : Ranunculalceae (buttercup)
Genus : Nigella L

Species : Nigella sativa

Habbatussauda (Nigella sativa) atau jintan hitam di Timur
Tengah maupun Asia Tengah dan Timur dikenal sebagai obat alami

untuk berbagai penyakit yang terdapat dalam hadist , sebagai berikut *:
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“Telah menceritakan kepada kami Abdullah bin Abu Syaibah
telah menceritakan kepada kami 'Ubaidullah telah menceritakan
kepada kami Isra’il dari Manshur dari Khalid bin Sa'd dia berkata;
Kami pernah bepergian yang di antaranya terdapat Ghalib bin Abjar,
di tengah jalan ia jatuh sakit, ketika sampai di Madinah ia masih
menderita sakit, lalu Ibnu Abu "Atig menjenguknya dan berkata kepada
kami; "Hendaknya kalian memberinya habbatus sauda’ (jintan hitam),
ambillah lima atau tujuh biji, lalu tumbuklah hingga halus, setelah itu
teteskanlah di hidungnya di sertai dengan tetesan minyak sebelah sini
dan sebelah sini, karena sesungguhnya Aisyah pernah menceritakan
kepadaku bahwa dia mendengar Nabi shallallahu ‘alaihi wasallam
bersabda: "Sesungguhnya habbatus sauda’ ini adalah obat dari segala
macam penyakit kecuali saam." Aku bertanya; "Apakah saam itu?"
beliau menjawab: "Kematian."(HR. Bukhari: 5255).

2.4.2. Kandungan

Bagian habbatussauda yang berkhasiat adalah kandungan kimia
dalam bijinya.3” Nigella sativa telah dilaporkan mengandung lebih dari
100 senyawa kimia dan banyak melaporkan efek terapeutik akibat
senyawa tersebut. Nigella sativa oil mengandung rata-rata 35,6%—
41,6% lemak (minyak konstan), 22,7% protein, 32% karbohidrat, dan
0,5%-1,6% asam lemak esensial. Asam lemak utama dalam tanaman
ini adalah asam linoleat (sekitar 57,3% minyak tetap). Tanaman ini juga

mengandung senyawa lain seperti serat kasar, gula pereduksi, getah,
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resin, alkaloid, sterol, tanin, flavonoid, saponin , mineral (seperti Fe,
seng, Na, fosfor, dan kalsium), dan vitamin (C, B1, B3, B6, dan B9
sebagai vitamin yang larut dalam air dan A dan E sebagai pasangan
vitamin yang larut dalam lemak). Aktivitas biologis Nigella sativa
disebabkan oleh proporsi komponen pembentuk berikut: minyak atsiri,
seperti timokuinon (TQ) (30%-48%), P-cymene (7%-15%), carvacrol
(6%-12%), 4-terpineol (2%—7%), trans-anethole (1%—4%), dan
sesquiterpene longifolene (1%-8%). Kombinasi empat monoterpen (d-
limonene (carvone), carvone, pinene-a, dan p-cymene), TQ, dan
turunannya  merupakan senyawa yang paling aktif secara
farmakologis.*°

Komponen utama dalam biji habbatussauda yaitu thymoquinone
(lebih dari 50%). Thymoquinone merupakan suatu zat aktif yang
berfungsi memproteksi melawan hepatotoksisitas dan nefrotoksisitas,
berperan sebagai antiinflamasi, analgesik, antipiretik, antimikroba, dan
melindungi sel tubuh dari stress oksidasi serta menekan produksi
radikal bebas.* Habbatussauda juga memiliki aktivitas biologis lainnya
seperti antidiabetes, antihipertensi, dan hipolipidemik.*°

2.4.3. Manfaat
2.4.3.1. Anti-hiperkolesterolemia
Nigella sativa oil dapat mempengaruhi profil lipid karena efek

agonisnya terhadap PPAR-y dan meningkatkan regulasi Reseptor
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LDL di hepatosit sehingga terjadi pembuangan kolesterol, dan
penekanan gen HMG-CoA R dan kolesterol sintase.°
2.4.3.2.Antioksidan

Nigella sativa memiliki banyak khasiat terutama disebabkan
oleh kadungan kuinon yang dikenal juga tymoquinone.
Tymoquinone memilki efek pemusnahan dan penghambatan
terhadap stres oksidatif.*! Tymoquinone dapat menghamat stres
oksidatif dengan meningkatkan kadar enzim antioksidan seperti
ADA, CAT, GSH, GSH-ST, GPx, dan SOD. Kemudian juga dapat
menurunkan ROS/NOS, malonilealdehyde (MDA), conjugated
diene (CGD), lipid peroxidase (LPO), dan myloperoxidase (MPO).
10

Nigella sativa menggunakan sifat antioksidannya melalui
mekanisme antioksidan langsung dan tidak langsung serta
menghambat ekspresi enzim penghasil oksidatif (inducible NO
synthase [INOS]). Aktivitas antioksidan langsung Nigella sativa
dapat memulihkan antioksidan lain termasuk GSH, Vitamin E dan
Vitamin A, pengkelat logam, dan scavenger radikal bebas (ROS dan
RNS). Nigella sativa juga menjalankan peran antioksidan tidak
langsungnya dengan mengaktifkan faktor transkripsi yang terlibat
dalam ekspresi enzim antioksidan termasuk SOD, glutathione S-

transferases (GSH-ST), GPX, dan CAT. 1°
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2.4.3.3.Anti-inflamasi

Nigella sativa memiliki efek anti-inflamasi dengan
menghambat jalur NF-kB. NF-kB merupakan faktor transkripsi yang
menyebabkan eksaserbasi status inflamasi. Faktor transkripsi ini
terdapat dalam sitosol dan memiliki dua subunit yang disebut P50
dan P65. NF-kB juga berikatan dengan inhibitor protein penghambat
kB (IkBa). Faktor-faktor seperti ROS, TNFa, interleukin-1 beta (IL-
1B), dan bakteri lipopolisakarida (LPS) menginduksi aktivitas NF-
kB. Faktor-faktor ini melalui aktivasi IkB kinase (IKK)
menghasilkan  fosforilasi =~ dan  penghancuran IkBa yang
menghasilkan aktivasi NF-kB dan transfernya ke nukleus. NF-xB
terletak di dalam inti pada sekuens gen tertentu yang pada akhirnya
akan menyebabkan peningkatan ekspresi berbagai jenis sitokin
inflamasi (IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-y, dan MMP3), COX-2 , dan
INOS. Sitokin inflamasi ini tidak hanya diregulasi oleh NF-«B tetapi
juga mengaktifkan NF-xB yang menyebabkan kontinuitas status
inflamasi. Oleh karena itu, Nigella sativa mungkin dapat memutus
interaksi ini dengan penekanan NF-kB dan memainkan peran
penting dalam aktivitas antiinflamasinya. Penghambatan jalur NF-
kB oleh Nigella sativa dapat dilakukan dengan beberapa cara: (1)
mencegah transfer NF-xB dari sitosol ke nukleus, (2) memblokir
subunit NF-KB P50 yang berikatan dengan promotor gen yang

mengekspresikan ~ faktor inflamasi terutama TNF-a, (3)
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penghambatan ekspresi inti subunit NF-xB p65, dan (4) pencegahan
fosforilasi dan degadasi I-KBa (pengikatan I-KBa ke NF-xB

menyebabkan inaktivasi faktor transkripsi ini ).1°

UNISSULA
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3.1.

BAB IlI
KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN HIPOTESIS

Kerangka Teori

Diet tinggi lemak dapat meningkatan kadar glukosa darah dan asam
lemak bebas sehingga terjadi peningkatan sintesis lipid dan penumpukan
diacylgliserol di hati dan aktivasi protein kinease Ce (PKCeg). Peningkatkan
pelepasan asam lemak bebas dari adiposit ke dalam darah yang mengaktifkan
protein kinase C selanjutnya mempengaruhi ekspresi inhibitor kappa [
kinase, c-Jun N-terminal kinases (JNK) dan p38 mitogen-activated-protein-
kinases, merangsang pelepasan faktor inflamasi seperti TNF-o dan IL-6 dan
menyebabkan respon inflamasi internal. 42

Diet tinggi lemak juga dapat mengubah komposisi mikrobiota usus
dengan mengurangi keanekaragaman mikroba dan mengurangi mikroba
pengurai serat sehingga meningkatkan resiko obesitas. Peningkatan jumLah
bakteri Enterobacteriaceae menyebabkan lipid A LPS bereaksi kuat terhadap
TLR-4 pada jaringan usus menyebabkan respon inflamasi melalui aktivasi
jalur  persinyalan TLR-4/MyD88/NF-kB. Aktivasi jalur tersebut
menyebabkan respon peradangan berupa peningkatan permeabilitas vaskular
pada usus dan peningkatan kadar TNF-a dan IL-6 serum. 42

Diet tinggi lemak mempengaruhi pembentukan sel busa dengan
melibatkan terjadinya ketidakseimbangan antara penyerapan kolesterol,
metabolisme intraseluler,dan penghabisan kolesterol. Transporter utama

yang bertanggung jawab terhadap penghabisan kolesterol ada tiga yaitu :
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scavenger receptor B1 (SR-B1) dan ATP-binding cassette transporter G1
(ABCG1), yang berperan dalam pengahabisan HDL matur dan ATP-
binding cassette transporter A1 (ABCA1) yang mengatur penghabisan
menjadi lipid-free apoA-1. Gen ABCG1 dan ABCAL diatur secara langsung
oleh liver X receptor (LXR). Selanjutna akan mengaktivasi Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (PPARY) dan mendorong
pembuangan kolesterol melalui LXR dan mengurangi peradangan dengan

menghambat aktivitas nuclear factor-kappa B.%

Thymoguinone

Gambar 3. 1 thym(r)au'inoné mengaktivasi PPAI&-& 35

Habbatussauda memiliki senyawa aktif utama thymoquinone yang
memiliki aktivitas antioksidan dan antiinflamasi. Aktivitas antioksidan
thymoquinone tersebut berkaitan dengan efek hipolipidemik melalui
penurunan peroksidasi dan peningkatan metabolisme lipid.*® Sifat
antioksidan thymoquinone ditunjukkan dengan penurunan kadar MDA,
oxLDL serta fibronektin.** Thymoquinone dapat menurunkan kadar
trigliserida dengan cara menurunkan aktivitas HMG-CoA reduktase hepatik,

meningkatkan aktivitas arilesterase, mengatur gen-gen yang mempengaruhi
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metabolisme kolesterol dan menurunkan stress oksidatif.*> Thymoquinone
juga dapat memilki efek agonis terhadap PPAR-y dan meningkatkan regulasi
Reseptor LDL di hepatosit sehingga terjadi pembuangan kolesterol, dan
penekanan gen HMG-CoA R dan kolesterol sintase.°

Thymoquinone dengan sifat antiobesitas juga bertindak memodifikasi
hormon tiroid sehingga menyebabkan peningkatan tingkat metabolik basal
dan penggunaan energi. Habbatussauda juga kaya dengan serat terlarut
sehingga berefek pada rasa kenyang.*® Serat kasar yang terkandung pada
habbatussauda juga membantu menurunkan absorbsi lipid, meningkatkan
sintesis asam empedu primer dan pelepasan tinja.“® Asupan serat dapat
meningkatkan keanekaragaman mikrobiota usus dan produksi SCFA di usus

besar, sehingga dapat meningkatkan laju metabolisme dan termogenesis. *?

Obesitas merepresentasi kelebihan makronutrisi pada jaringan adiposa
sehingga menyebabkan stimulasi pelepasan mediator-mediator inflamasi
seperti TNF-a, IL-6 dan menurunkan produksi adiponektin, dua faktor yang
menjadi penyebab kondisi proinflamasi serta stres oksidatif. Thymoquinone
berpengaruh pada hiperplasia adiposit sehingga meningkatkan jumLah
adiposit berukuran kecil yang merupakan sel-sel adiposit sensitif insulin yang
mampu memproduksi adiponektin.*” Adiponektin bertindak langsung dengan

cara menurunkan respon inflamasi yang melibatkan TNF-0.*8
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Gambar 3. 2 Kerangka Teori
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Gambar 3. 3 Kerangka Konsep
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3.3. Hipotesis
Hipotesis penelitian ini adalah habbatussauda berpengaruh terhadap penurunan

kadar TNF-a dan IL-6 pada tikus yang diberi diet tinggi lemak.

UNISSULA
'&’MI@EE,WQ.
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BAB IV
METODE PENELITIAN

4.1.Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Jenis penelitian yang akan dilakukan adalah eksperimental dengan

rancangan penelitian post test only control goup design.

> K1 » O1
P K2 02
s H =& 3 Hasil
03 —T | Penelitian
—» K4 > 04
> K5 05

Gambar 4. 1 Skema Rancangan Penelitian Postest Only Control

Group
Keterangan :
S = Sampel
R = Randomisasi Sederhana
K1 = Kontrol Normal (tanpa perlakuan)
K2 = Kontrol Negatif (perlakuan diet tinggi lemak)
K3 = Perlakuan diet tinggi lemak dan habbatussauda dosis 0,001 mL/ gBB
K4 = Perlakuan diet tinggi lemak dan habbatussauda dosis 0,002 mL/ gBB
K5 = Perlakuan diet tinggi lemak dan habbatussauda dosis 0,004 mL/ gBB

Ol1= Hasil pengamatan K1 pada hari ke-45

02 = Hasil pengamatan K2 pada hari ke-45
03 = Hasil pengamatan K3 pada hari ke-45
04 = Hasil pengamatan K4 pada hari ke-45
05 = Hasil pengamatan K5 pada hari ke-45
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4.2.

Populasi dan Sampel Penelitian
4.2.1. Populasi dan sampel

Populasi penelitian ini adalah tikus putih galur wistar berjenis
kelamin jantan. Tikus dipelihara di ruangan dengan ventilasi cukup, dan
suhu ruangan 28-32°C di laboratorium. Tikus putih galur wistar diberi
makanan pellet dan minuman air putih secukupnya. Sebelum dilakukan
perlakuan tikus galur wistar diadaptasi dalam kandang selama 1 minggu
dan diberi perlakuan di laboratorium Stem Cell and Cancer Research
(SCCR).
4.2.1.1 Kriteria inklusi

a._ Tikus galur wistar jantan

b. Umur 6-8 minggu

c.  Berat badan 150 — 200 gram

d. Tikus aktif
4.2.1.2 Kriteria eksklusi

Tikus dengan kecacatan anatomis
4.2.2.1 Kriteria Drop Out

Tikus yang mati saat penelitian sedang berlangsung
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4.2.2.

4.2.3

Besar sampel

Besar sampel yang diperlukan menggunakan rumus Federer,*
dengan rumus :
(t-1) (n-1) >15

(5-1) (n-1) >15

4n—-4 >15
4n - >19
n > 4,528

Keterangan : t = Banyaknya perlakuan
n = Banyaknya sampel setiap perlakuan

Dari rumus didapatkan besar sampel untuk tiap perlakuan minimal 5
ekor tikus dan sebagai antisipasi drop out ditambahkan 1 ekor sebagai
cadangan, sehingga total dibutuhkan sebanyak 30 ekor tikus jantan
wistar sebagai sampel penelitian.
Teknik Sampling

Tikus diadaptasi 1 minggu sebelum diberi perlakuan. Semua
tikus memenuhi kriteria dimasukkan dalam sampel penelitian.
Sebanyak 30 ekor tikus wistar jantan diberi diet tinggi lemak selama 30
hari, kemudian dibagi menjadi 5 kelompok secara random dengan cara
memberikan nomor urut pada tikus, kemudian membuat gulungan
kertas sebanyak 30 buah berisi nomor 1 sampai dengan 30, dilanjutkan

dengan melakukan undian dengan cara mengeluarkan 6 nomor selama
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4 kali untuk kelompok K1, K2, K3 dan K4 serta sisanya untuk
kelompok K5.
4.3. Variabel dan Definisi Operasional
4.3.1. Variabel
4.3.1.1 Variabel Bebas
Dosis habbatussauda
4.3.1.2 Variabel Terikat
Kadar 1L-6 dan kadar TNF-a
4.3.1.3  Variabel Prakondisi

Diet tinggi lemak

4.4. Definisi operasional
4.4.1. Dosis Habbbatussauda

Habbatussauda yang digunakan adalah merek Habbasyifa Oil dengan
kemurnian 100% yang sudah memiliki standar pembuatan dan terdaftar
BPOM dengan nomer POM TR 113 323 461 dan sertifikat halal MUI
N0.00140016360701. Satu botol mengandung 250 mL minyak
habbatussauda. Dosis minyak habbatussauda yang digunakan dalam
penelitian ini yaitu 1 mL/kg (0,001 mL/gBB/hari), 2 mL/kg (0,002
mL/gBB/hari), dan 4 mL/kg (0,004 mL/gBB/hari). Pemberian minyak
habbatussauda dilakukan pada hari ke 32-45 penelitian atau selama 14
hari dengan cara sondase oral.

Skala: Ordinal

4.4.2. Kadar IL-6
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44.3.

4.4.4.

Kadar 1L-6 adalah kadar yang diambil dari serum hewan coba dari bagian
plexus retroorbitalis pada mata sebanyak 0,5 mL, darah disentrifuse selama 15-
20 menit, kemudian serum diperiksa dengan teknik enzym linked
immunosorbent assay (ELISA) menggunakan spektofotometer dengan panjang
gelombang 450 nm. Kadar IL- 6 memiliki satuan yaitu picogam per mililiter
(pg/ mL).

Skala data : Rasio.

Kadar TNF-a

Kadar TNF-a adalah kadar yang diambil dari serum hewan coba dari bagian
plexus retroorbitalis pada mata sebanyak 0,5 mL, darah disentrifuse selama 15-
20 menit, kemudian serum diperiksa dengan teknik enzym linked
immunaosorbent assay
(ELISA) menggunakan spektofotometer dengan panjang gelombang 450 nm.
Kadar TNF-a memiliki satuan yaitu picogam per mililiter (pg/ mL).

Skala : Rasio

Diet Tinggi Lemak

Diet tinggi lemak terdiri dari campuran serbuk pakan tikus 68 g/100 g, minyak
jagung 6 g/100 g, mentega 6 g/100 g, susu 20 g/100 g serta diberikan air minum
selama 44 hari. Komposisi nutrisi terdiri dari karbohidrat 43 %/100 g, protein
17 %/100 g, lemak 40%/100 g, dengan total energi 414 kcal/100 g. Pakan diet
tinggi lemak dicampur dengan mesin pembuat pellet dan diberikan dua kali
sehari, sekali pemberian sebanyak 10% dari berat badan tikus secara ad libitum.

Skala : Ordinal
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45.  Alat dan Bahan Penelitian
4.5.1. Alat penelitian
4.5.1.1.Alat pemeliharaan tikus galur wistar jantan

1. Kandang tikus dengan ukuran 40 x 30 x 20 cm terbuat
dari besi yang di dalamnya terdapat sekam untuk alas
dilengkapi dengan tempat makanan dan minum standar.

2. Timbangan digital

3. Sarung tangan

4.5.1.2.Alat pengambilan sampel darah

1. Sarung tangan

2. Masker

3. Tabung ependrof

4. Jarum suntik

5. Pipa hematokrit

4.5.1.3.Alat pemeriksaan

1. Bak bedah
2. Tabung rekasi
3. Eppendorf
4. Pipet tetes
5. Mikro plate/well
6. Mikro pipet
7. Tip

8. Inkubator
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9. Spektofotometer ELISA Reader

4.5.2. Bahan penelitian

4.5.2.1 Tikus putih jantan galur wistar yang sesuai kriteria inklusi

4.5.2.2 Pakan tikus standar yang memiliki komposisi nutrisi karbohidrat
48,8 %/100 g, protein 21 %/100 g, lemak 3%/100 g, kalsium
0,8%/100 g , fosfor 0,4%/100 g , serat 5%/100 g, serta diberikan
minum dengan total energi 306,2 kcal/100 g

4.5.2.3 Pakan diet tinggi lemak dibuat dari campuran serbuk pakan tikus

68 g/100 g, minyak jangung 6 g/100 g, mentega 6 g/100 g, susu 20
0/100 g serta diberikan air minum. Komposisi nutrisi karbohidrat
43 %/100 g, protein 17 %/100 g, lemak 40%/100 g, dengan total
energi 414 kcal/100 g

4.5.2.4 Minyak Habbatussauda (Nigella sativa L.)
45.2.5 Serum darah tikus
45.2.6 Reagen Kolesterol FS 5x25mL/1x3m

45.2.7 Kit pemeriksaan kadar 1L-6 khusus tikus

45.2.8 TNF-a Elisa Kit (BZ-08184670-EB)

46



4.6.

Cara Penelitian dan Alur Kerja

4.6.1.

4.6.2.

4.6.3.

4.6.4.

4.6.5.

Menyiapkan tikus jantan galur wistar 30 ekor yang
memenuhi kriteria inklusi

Tikus dipelihara sebaik mungkin selama 1 minggu di
laboratorium Stem Cell and Cancer Research (SCCR),
sehingga dapat beradaptasi pada kondisi laboratorium
sebelum diberi perlakuan.

Tikus diletakkan di kandang dengan ventilasi yang cukup
dengan siklus terang-gelap normal (12:12), kelembaban 55 +
5% dan suhu 25 * 2 °C, serta tikus dapat mengakses air dan
makanan dengan mudah.

Tikus dipilih secara randomisasi dari populasi ke dalam 5
kelompok yang masing-masing terdiri dari 6 ekor tikus

Pemberian diet tinggi lemak

Tikus diberikan pakan diet tinggi lemak tiap harinya hingga

selama 44 hari. 1t

4.6.6.

Penentuan dosis minyak habbatussauda

Dosis minyak habbatussauda yang digunakan dalam penelitian

ini adalah 2 mL/kg BB atau sebanding dengan 0,002 mL/ gBB/hari.

Berdasarkan metode half dose dan double dose, maka didapatkan 3

dosis minyak habbatussauda, yaitu 1 mL/kg (0,001 mL/ gBB/hari),

2 mL/kg (0,002 mL/ gBB/hari), dan 4 mL/kg (0,004 mL/

gBB/hari).>° 5152 Pemberian minyak habbatussauda dilakukan pada
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hari ke 32-44 penelitian atau selama 14 hari dengan cara sondase
oral.>

Penelitian sebelumnya mengenai efek toksik Nigella sativa
terhadap fungsi hepar tikus menunjukkan bahwa pemberian minyak
habbatussauda secara oral hingga dosis 10 mL/kg pada tikus dan
mencit tidak menyebabkan kematian atau perubahan signifikan
enzim hati selama 12 minggu.>* Sehingga dapat disimpulkan bahwa
penentuan dosis tersebut dapat digunakan karena tidak menimbulkan
efek toksik.
4.6.7. Teknik pengambilan darah

Pengambilan darah dengan cara memegang tikus dan menjepit
pada tengkuk dengan jari tangan, kemudian mikrohematokrit
digoreskan pada medial canthus mata di bawah bola mata ke arah
foramen opticus. Kemudian mikrohematokrit diputar sampai
melukai plexus, jika diputar 5x maka harus dikembalikan 5x. Darah
ditampung pada ependorf.
4.6.8. Cara Pengukuran Kadar IL-6

Langkah dalam pemeriksaan kadar IL-6 menggunakan metode
ELISA sebagai berikut:

a. Tambahkan standar 15 pL atau sampel untuk masing masing
well
b. Tambahkan 100 pL assay buffer ke dalam vortex

c. Inkubasi 2 jam suhu ruang

48



d. Cuci 3 kali

e. Tambah 100 pL antiserum

f.  Inkubasikan 30 menit pada suhu ruang
g. Cuci 3 kali

h. Tambahkan 100 pL enzyme complex

i. Inkubasi 30 menit

Cuci3kali

&9
UNISSULA
\ lel u Li‘
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4.6.9. Prosedur pemeriksaan kadar TNF-a
Prosedur pemeriksaan kadar TNF-o serum dengan TNF rat
kit yang dilakukan dengan cara berikut:

a. Larutan sampel atau standard 50 pl dimasukkan ke dalam well
dan ditambahkan 50 pl larutan Biotinylated Detection Ab .

b. Inkubasi selama 45 menit pada suhu 37°C

c. Aspirasi masing-masing well dan ditambahkan 30 pl wash
buffer dan dicuci sebanyak 3 kali

d. Menambahkan 100 pl HRP conjugate working solution ke
dalam well, lalu inkubasi 30 menit

e. Menambahkan 90 pl substrat reagent setelah di aspirasi dan
kemudian diinkubasi selama 15 menit.

f.  Menambahkan stop solution sebanyak 50 ul pada well dan
dilakukan pembacaan dengan microplate menggunakan
ELISA Reader pada panjang gelombang 450 nm selama 30
menit. >

4.6.10. Cara Pengukuran Kadar Koleterol Total

Sampel darah tikus yang didapatkan ditampung dalam tabung

sentrifuge selamaa 15-20 menit dengan kecepatam 7000 rpm,

sehingga terbentuk 2 lapisan darah. Lapisan bawah atau debris
adalah sel darah dan lapisan pertama adalah supernatan atau serum.

Supernatan dimasukkan ke dalam tabung eppendrof dengan mikro
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4.7.

pipet. Pengukuran kadar kolestrol total dengan spektofotometer

yang dinyatakan dengan satuan mg/dL.

Alur Kerja
Tikus jantan galur wistar umur 6-8 minggu, berat badan 150 — 200

gram sebanyak 30 ekor diadaptasikan terlebih dahulu selama 7 hari.
Tikus dipelihara di kandang berukuran 40 x 30 x 20 cm pada ruangan
dengan ventilasi baik, cukup cahaya, tidak bising, temperatur antara 28-
32°C dengan kelembaban berkisar 50%. Setelah adaptasi, tikus dibagi
menjadi 5 kelompok secara acak dan dilakukan penimbangan berat
badan tikus terlebih dahulu sebelum diberi berbagai perlakuan.

Pemberian perlakuan

K1 = Perlakuan terhadap kelompok kontrol normal yaitu berupa
pemberian pakan dan minum standard dari awal hingga akhir
penelitian (selama 45 hari ).

K2

Perlakuan terhadap kelompok kontrol negatif yaitu berupa
pemberian diet tinggi lemak selama penelitian berlangsung
dilanjutkan dengan pemberian oral saline per hari menggunakan

stomach tube selama 45 hari.

K3 = Perlakuan terhadap kelompok perlakuan bubuk habbatussauda
dosis | yaitu berupa pemberian diet tinggi lemak selama 28 hari
dan telah dicampurkan dengan bubuk habbatussauda dosis

0,001 mL/ gBB pada hari ke 32-45 penelitian.
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K4 = Perlakuan terhadap kelompok perlakuan habbatussauda dosis Il

yaitu berupa pemberian diet tinggi lemak selama 44 hari yang
telah dicampurkan dengan bubuk habbatussauda dosis 0,002
mL/ gBB pada hari ke 32-45 penelitian.

K5 = Perlakuan terhadap kelompok perlakuan habbatussauda dosis
111 yaitu berupa pemberian diet tinggi lemak selama 42 hari yang
telah dicampurkan dengan habbatussauda dosis 0,004 mL/ gBB
pada hari ke 32-45 penelitian.

Dilakukan validasi pemeriksaan kadar kolesterol total

Pemeriksaan kadar TNF-a. dan kadar IL-6 pada hari ke-45 serta

validasi pemeriksaan kadar kolesterol total

Kemudian semua data dikumpulkan untuk analisis data.

52



30 ekor tikus wistar jantan

!

Adaptasi 7 hari

'

Randomisasi

K1

Perlakuan pakan

& minum

standard selama

K2
Perlakuan diet
tinggi lemak +

minum standard

K3
Perlakuan diet
tinggi lemak +
minum standar

K4
Perlakuan diet
tinggi lemak +
minum standar

K5
Perlakuan diet
tinggi lemak +
minum standar

31 hari selama 31 hari 394AR.21 hari selama 31 hari selama 31 hari
|
Validasi pemeriksaan kadar kolesterol total pada hari ke-32
|
K1 K2 K3 K4 K5
Perlakuan pakan L Ty Perlakuan diet Perlakuan diet Perlakuan diet
& minum tinggi lemak + tinggi lemak + tinggi lemak + tinggi lemak +
standard minum standard habbatussauda habbatussauda habbatussauda
dilanjutkan dilaniutka hinaaa 0,2 mL/ 200 gBB 0,4 mL/ 200 gBB 0,8 mL/ 200 gBB
hingga hari ke harJi ke 30- 4%9 pada-hari ke pada hari ke 32- pada hari ke 32-
32-45 32-45 45 45

Pengambilan sampel darah pada hari ke-45 pasca perlakuan

Pemeriksaan kadar TNF-a

Pemeriksaan kadar
kolesterol total

Pemeriksaan kadar IL-6

Analisis data

Gambar 4. 2 Alur Kerja Penelitian
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4.8. Analisis data
Data dikumpulkan dan disajikan secara deskriptif dalam bentuk median
dan standar deviasi, kemudian dilakukan uji normalitas data dengan Uji
Shapiro-Wilk dan uji homogenitas menggunakan Levene Test. Data yang
tersebar secara normal dan memiliki varian homogen dianalisis dengan uji one
way anova dan jika diperoleh bermakna dilanjutkan dengan uji post hoc LSD,
bila didapatkan p < 0.05 maka terdapat perbedaan antar kelompok. Analisis

data dilakukan dengan bantuan software SPSS versi 22,0.
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BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1. Hasil Penelitian
Penelitian telah dilakukan pada 30 ekor tikus Wistar yang dibagi 5 kelompok
terdiri atas K1 yaitu kelompok tikus normal dengan perlakuan pakan dan minum
standard, K2 kelompok tikus yang diinduksi diet tinggi lemak, serta K3, K4 dan K5
yaitu kelompok tikus yang selain diinduksi diet tinggi lemak juga diberi
habbatussauda masing-masing dalam dosis 0,001; 0,002; dan 0,004 mL/ gBB/ hari.
Tujuan penelitian adalah mengetahui pengaruh pemberian habbatussauda pada
kadar TNF-o dan IL-6. Hasil analisis rerata kadar TNF-o dan [1-6 setelah perlakuan
tertera pada tabel 5.1.

Tabel 5. 1. Hasil analisis rerata kadar TNF-o dan 1L-6

Kelompok

Variabel K1 K2 K3 K4 K5

N=6 N=6 N=6 N=6 N=6 P

Mean Mean Mean Mean Mean
Kadar TNF-a 83,36 246,47 155,83 171,80 195,77
(pg/ml)
Std deviasi 23,73 43,21 36,38 2250 47,67
Shaphiro wilk 0,209 0,664~ 0,629 0,615 0,239"
Levene test 0,409™
One way anova 0,000
Kadar IL-6 (pg/ml) 33,83 11511 5885 76,70 78,05
Std deviasi 8,55 16,51 19,71 6,03 17,33
Shaphiro wilk 0,378" 0,557 0,257 0,884° 0,353 >0,05"
Levene test 0,228™
One way anova 0,000

Keterangan: *normal p>0,05; ** homogen p>0,05; ***signifikan p<0,05
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5.1.1. Kadar TNF-a

Tabel 5. 2. Analisis deskriptif, normalitas, homogenitas dan perbandingan
kadar TNF-a antar kelompok

Kelompok
K1 K2 K3 K4 K5 P

MeanzSD 83,36+ 246,47+ 155,83+ 171,80+ 195,77+

23,73 43,21 36,38 22,50 47,67
Shaphiro 0,209 0,664 0,629 0,615 0,239
wilk*
Levene 0,409
One way 0,000

anova

*nilai p, SD: standar deviasi

Tabel 5.2. memperlihatkan bahwa dari analisis deskriptif kelompok K2
menunjukkan kadar TNF-a paling tinggi yaitu 246,47+43,21 pg/mL
sedangkan kelompok K1 menunjukkan kadar TNF-a paling rendah yaitu
83,36+£23,73 pg/mL. Diantara kelompok tikus dengan perlakuan
habbatussauda, kadar TNF-o cenderung meningkat seiring dengan tinggi
dosis habbatussauda yang diberikan. Berdasarkan hasil analisis normalitas
sebaran data yang diuji dengan Shapiro Wilk didapatkan tiap-tiap kelompok
memiliki sebaran data kadar TNF-a yang normal ditunjukkan dengan nilai p
> 0,05. Hasil analisis homogenitas varian yang diuji Levene test juga
memperlihatkan hasil yang homogen ditunjukkan dengan nilai p sebesar
0,409 atau p>0,05.

Syarat uji beda parametrik >2 kelompok tidak berpasangan dengan
demikian terpenuhi sehingga digunakan uji One Way Anova untuk melihat
bermakna tidaknya perbedaan kadar TNF-a diantara kelima kelompok tikus.

Berdasarkan hasil uji one way anova tersebut diperoleh nilai p<0,001
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sehingga dinyatakan setidaknya terdapat dua kelompok tikus dengan kadar
TNF-a yang berbeda bermakna. Uji beda antar dua kelompok menjadi perlu
dilakukan untuk mengetahui pasangan kelompok mana yang kadar TNF-a
nya berbeda bermakna. Uji beda antar dua kelompok ini dilakukan dengan uji
post hoc LSD, dan hasilnya disajikan pada Tabel 5.3. berikut:

Tabel 5. 3. Analisis perbedaan kadar TNF-ao (pg/mL) antar kelompok

Perbandingan Kelompok Selisih rerata (pg/mL) p

K1 vs K2 -178,10" 0,000
K1 vs K3 edyy 0,002
K1 vs K4 -88,44" 0,000
K1 vs K5 -112 40" 0,000
K2 vs K3 105,63" 0,000
K2 vs K4 89,67 0,000
K2 vs K5 65,70 0,004
K3 vs K4 -15,97 0,451
K3 vs K5 -39.93 0,067
K4 vs K5 -23,97 0,262

* = perbedaan bermakna

Tabel 5.3. memperlihatkan bahwa hampir semua pasangan kelompok
menunjukkan  perbedaan kadar TNF-o yang bermakna (p<0,05); kecuali
untuk pasangan kelompok K3 vs K4 dan K5, dengan kelompok K4 vs K5
(p>0,05). Kadar TNF-a di kelompok K2, K3, K4 dan K5 secara bermakna
lebih tinggi daripada K1. Kadar TNF-a di K2 yang lebih tinggi daripada di
K1 menunjukkan bahwa induksi diet tinggi lemak berdampak pada
peningkatan kadar TNF-a.

Kadar TNF-a di kelompok K3, K4 dan K5 yang secara bermakna lebih

rendah daripada di K2 dapat diartikan bahwa pemberian habbatussauda
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berpengaruh menurunkan kadar TNF-a pada tikus Wistar yang diinduksi diet
tinggi lemak. Sedangkan perbandingan kadar TNF-o antara K3, K4 dan K5
yang tidak bermakna menunjukkan bahwa peningkatan pemberian dosis
habbatussauda tidak memberikan efek yang berbeda pada kadar TNF-a.
Efektifitas habbatussauda antara dosis 0,2 mL; 0,4 mL; dan 0,8 mL/200 gBB
adalah relatif serupa dalam menurunkan kadar TNF-a pada tikus Wistar yang
diinduksi diet tinggi lemak.

Perbandingan kadar TNF-a antar dua kelompok juga dapat dilihat dari

gafik berikut:

k
400 =
| x
3
1

300 *
-
%) ns
A ns
3
L 200— o
= — [
S
3
(5}
X

100 —

(0 =
I
K1 K2 K3 K4 K5

Kelompok

Gambar 5. 1. Deskripsi dan perbandingan kadar TNF-o antar kelompok
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512. Kadar IL-6
Tabel 5. 4. Analisis deskriptif, normalitas, homogenitas dan perbandingan

kadar IL-6 antar kelompok

Kelompok
K1 K2 K3 K4 K5 P

MeantSD 33,83+ 115,11+ 58,85+ 76,70+ 78,05+

8,55 16,51 19,71 6,03 17,33
Shaphiro 0,378 0,557 0,257 0,884 0,353
wilk*
Levene 0,228
One way <0,00
anova 1

*nilai p, SD: standar deviasi

Tabel 5.4. memperlihatkan bahwa dari analisis deskriptif diperoleh kadar
IL-6 tertinggi juga ada di kelompok K2 yaitu 115,11+16,51 pg/mL dan
terendah di kelompok K1 yaitu 33,83+8,55 pg/mL. Diantara kelompok tikus
dengan perlakuan habbatussauda, kadar IL-6 juga cenderung meningkat
seiring dengan tinggi dosis habbatussauda yang diberikan. Berdasarkan hasil
analisis normalitas sebaran data yang diuji dengan Shapiro Wilk didapatkan
tiap-tiap kelompok memiliki sebaran data kadar IL-6 yang normal
ditunjukkan dengan nilai p > 0,05. Hasil analisis homogenitas varian yang
diuji Levene test juga memperlihatkan hasil yang homogen ditunjukkan
dengan nilai p sebesar 0,228 atau p>0,05.

Bermakna tidaknya perbedaan kadar IL-6 diantara kelima kelompok
tikus kemudian diuji dengan one way anova dan diperoleh nilai p<0,001
sehingga dinyatakan setidaknya terdapat dua kelompok tikus dengan kadar

IL-6 yang berbeda bermakna. Uji beda antar dua kelompok dengan uji post

59



hoc LSD kemudian dilakukan dan diperoleh hasil sebagaimana disajikan

disajikan pada tabel :

Tabel 5. 5. Analisis perbedaan kadar I1L-6 (pg/mL) antar kelompok

Perbandingan Kelompok Selisih rerata (pg/mL) p

K1 vs K2 -81,28" <0,001
K1 vs K3 -25,03" 0,007
K1 vs K4 -42,77" <0,001
K1 vs K5 -44,22" <0,001
K2 vs K3 56,26 <0,001
K2 vs K4 38,51" <0,001
K2 vs K5 37,06 <0,001
K3 vs K4 -17,75° 0,046
K3 vs K5 -19,20" 0,032
K4 vs K5 -1,45 0,865

* = perbedaan bermakna

Tabel 5.5.  memperlihatkan bahwa semua pasangan kelompok
menunjukkan perbedaan kadar IL-6 yang bermakna (p<0,05); kecuali untuk
pasangan kelompok K4 vs K5 (p>0,05). Kadar 1L-6 di kelompok K2, K3, K4
dan K5 secara bermakna lebih tinggi daripada K1. Kadar IL-6 di K2 yang
lebih tinggi daripada di K1 menunjukkan bahwa induksi diet tinggi lemak
berdampak pada peningkatan kadar IL-6.

Kadar IL-6 di kelompok K3, K4 dan K5 secara bermakna lebih rendah
daripada di K2 menunjukkan bahwa pemberian habbatussauda juga
berpengaruh menurunkan kadar IL-6 pada tikus Wistar yang diinduksi diet
tinggi lemak. Namun efek penurunan yang ditunjukkan belum optimal karena

kadar IL-6 di kelompok K3, K4 dan K5 masih lebih tinggi daripada di K1.
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Kadar IL-6 di K4 dan K5 yang secara bermakna lebih tinggi daripada K3
menunjukkan bahwa pemberian habbatussauda dosis 0,001 mL; dan 0,002
mL/gBB memberikan efek penurunan kadar IL-6 yang lebih rendah daripada
dosis 0,001 mg/gBB pada tikus Wistar yang diinduksi diet tinggi lemak.
Kadar IL-6 di kelompok K4 dan K5 yang tidak bermakna menunjukkan
bahwa pemberian habbatussauda dosis 0,002 mL; dan 0,004 mL/gBB
memberikan efek penurunan kadar I1L-6 yang relatif serupa pada tikus Wistar
yang diinduksi diet tinggi lemak. Dari perbandingan kadar IL-6 antar
kelompok K3, K4 dan K5 ini didapatkan bahwa K3 adalah yang paling baik
dibandingkan K3 dan Kb5.

Perbandingan kadar IL-6 antar dua kelompok juga dapat dilihat dari grafik

berikut:

. |

1004 ns

L

Kadar 1L-6 (pg/ml)
|

50

K1 K2 K3 K4 K5

Kelompok

Gambar 5.2. Deskripsi dan perbandingan kadar IL-6 antar kelompok
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5.2. Pembahasan

Penelitian ini menggunakan sampel tikus 30 ekor tikus galur wistar usia
6-8 minggu dengan berat badan 150-200 gram. Semua tikus yang telah
memenuhi kriteri inklusi diadaptasi selama 7 hari. Setelah diadaptasi tikus
diberi diet tinggi lemak selama 31 hari dan dilakukan pemeriksaan validasi
kadar kolesterol total pada hari ke-32. Pada hari ke32-45 tetap diberikan diet
tinggi lemak dan tikus dibagi menjadi 4 kelompok secara acak yaitu :
kelompok kontrol normal adalah tikus sehat yang diberi diet pakan standar
(K1), kelompok kontrol negatif adalah tikus yang diberi diet tinggi lemak
tanpa habatussauda (K2), kelompok yang diberi diet tinggi lemak dan dosis
habbatussauda 0,001 mL/ gBB (K3), kelompok yang diberi diet tinggi lemak
dan dosis habatussauda 0,002 mL/ gBB (K4), kelompok yang diberi diet

tinggi lemak dan dosis habatussauda 0,004 mL/gBB (K5).

5.2.1. Hubungan Diet Tinggi Lemak-dengan Kadar TNF-a dan IL-6

Diet tinggi lemak dapat menyebabkan kondisi hiperkolesterolemia di
mana akan terjadi regulasi homeostasis kolesterol seluler mulai dari
penyerapan, metabolisme intraseluler dan penghabisan kolesterol.*25¢
Ketidakseimbangan yang terjadi menyebabkan konversi makrofag, sel
mesangial dan sel otot polos vaskular menjadi sel busa.®® Transporter utama
yang bertanggung jawab terhadap penghabisan kolesterol adalah SR-B1,
ABCG1 dan ABCAL. Gen ABCG1 dan ABCAL diatur oleh liver X receptor

(LXR). Selanjutnya akan mengaktivasi PPARy dan mendorong

62



pembuangan kolesterol melalui LXR dan mengurangi peradangan dengan
menghambat NF-kB.*® Diet tinggi lemak juga menyebabkan peningkatan
kadar asam lemak bebas dari adiposit ke dalam darah yang akan
mengaktivasi PKC yang akan mempengaruhi ekspresi IKK, JNK dan p38
MAPK, sehingga merangsang pelepasan faktor inflamasi seperti TNF-o

dan IL-6 .#2

Diet tinggi lemak juga dapat mengubah komposisi mikrobiota usus
dengan mengurangi keanekaragaman mikroba dan mengurangi mikroba
pengurai serat sehingga meningkatkan resiko obesitas. Peningkatan jumLah
bakteri Enterobacteriaceae menyebabkan lipid A LPS bereaksi kuat
terhadap TLR-4 pada jaringan usus menyebabkan respon inflamasi melalui
aktivasi jalur persinyalan TLR-4/MyD88/NF-kB. Aktivasi jalur tersebut
menyebabkan  respon peradangan berupa peningkatan permeabilitas
vaskular pada usus dan peningkatan kadar TNF-a dan IL-6 serum. > Serat
kasar yang terkandung pada habbatussauda dapat meningkatkan
keanekaragaman mikrobiota usus dan produksi SCFA di usus besar,

sehingga dapat meningkatkan laju metabolisme dan termogenesis. *2
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5.2.2. Pengaruh Habbatussauda Terhadap Kadar TNF-a dan IL-6

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian habatussauda
(Nigella sativa) dengan dosis 0,001 mL/gBB, 0,002 mL/gBB dan 0,004
mL/gBB dapat menurunkan kadar TNF-a dan IL-6 pada tikus yang diberi
diet tinggi lemak. Penelitian oleh Alkinrinde et.al mengenai efek Nigella
sativa oil diberi peroral dosis 1 ml/kg selama 7 hari berturut-turut pada tikus
yang diberi CdCI2 dapat menurunkan kadar TNF-a dan IL-2.%" Penelitian
lainnya oleh Khazaei et. al dengan melakukan penelitian mengenai efek
Nigella sativa pada fibrosis miokard yang diinduksi peradangan pada tikus
jantan mampu menurunkan kadar TNF-a, 1L-6, MDA dan meningkatkan
kadar SOD dan katalase dengan dosis Nigella sativa 400 mg/kg/hari secara
intraperitonel.*®

Nigelia sativa memiliki efek antihiperlipidemik karena mengandung
thymoquinone dan komponen aktif lainnya.>® Nigella sativa oil peroral
dengan dosis 2 mL/kg mengandung 5% thymoguinone. Thymoquinone
dapat menurunkan kadar LDL,kolesterol total, TG dan penurunkan kadar
HDL. Thymoquinone dapat memberikan efek dalam mempromosikan
aktivitas arylesterase hepar, pengaturan pada gen yang mempengaruhi
metabolisme kolesterol (gen Apo-Al, Apo-B100, dan reseptor LDL), dan
memiliki sifat antioksidan melalui modulasi ROS.%° Thymoquinone dalam
Nigella sativa juga dapat menurunkan kadar lipid melalui regulasi gen
HMG-CoA reduktase dan menghambat peroksidasi lipid non-enzimatik

dalam liposom, dan bekerja sebagai pengangkut berbagai spesies oksigen
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reaktif termasuk anion superoksida dan radikal hidroksil. **Nigella sativa
juga mengandung serat yang akan mempengaruhi penurunan penyerapan
kolesterol dan peningkatan sintesis dan degradasi asam empedu.®® Senyawa
aktif lainnya yang terkandung dalam Nigella sativa yaitu saponin dapat
menurunkan kadar kolesterol dengan menghambat penyerapan kolesterol
tersebut dan atau berikatan dengan asam empedu sehingga meningkatkan
ekskresi kolesterol melalui feses. Kadar niasin (asam nikotinat) sebesar
5,7% mampu menurunkan kadar VLDL yang mengandung trigliserida dan
kolesterol di hepar sehingga menurunkan kadar IDL dan LDL.* Nigella
sativa mengandung polisakarida yang merupakan kelompok karbohidrat
yang terbentuk dari unit monosakarida yang bergabung bersama melalui
hubungan glikosidik (konfigurasi a dan ) dan memiliki aktivitas biologis
seperti anti-inflamasi- dan antioksidan.®* Polisakarida dapat mengatur
komposisi mikrobiota usus dengan meningkatkan proporsi Akkermansia,
Bifidobacterium, Bacteriodetes, = Lactobacillus,  Turicbacter  dan
menurunkan jumlah Firmicutes. Lactobacillus akan menurunkan kadar
kolesterol total dan LDL-C. Polisakarida Nigella sativa dapat
mempengaruhi kandungan SCFA SCFA beredar disirkulasi melintasi sawar
darah otak untuk mengurangi nafsu makan melalui mekanisme homeostasis
sentral dan berkontribusi pada penghambatan sintesis asam lemak dan
kolesterol di hati tikus. %2 Flavonoid pada Nigella sativa dapat menurunkan
sintesis kolesterol, menekan ROS dan menjaga sistem pertahanan

antioksidan. Flavonoid juga meningkatkan efisiensi sel hati untuk
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menghilangkan LDL dari sirkulasi darah dengan meningkatkan kepadatan

reseptor LDL di hati dan mengikat apoliporotein B.*

Nigella and its recipe
t
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Gambar 5. 3 Gambar mekanisme Nigella sativa sebagai antioksidan

Habbatussauda ( Nigella sativa ) mengandung Thymoquinone yang
memiliki efek perlindungan ternadap deposisi lipid progesif yang diinduksi
oleh hiperkolesterolemia, sebagai anti-inflamasi, antioksidan dan
piroptosis.“2*  Sifat antioksidan thymoguinone ditunjukkan dengan
penurunan kadar MDA, oxLDL serta fibronektin.** Thymoquinone dapat
menurunkan kadar trigliserida dengan cara menurunkan aktivitas HMG-
CoA reduktase hepatik, meningkatkan aktivitas arilesterase, mengatur gen-
gen yang mempengaruhi metabolisme kolesterol dan menurunkan stress
oksidatif.*> Thymoquinone juga dapat memilki efek agonis terhadap PPAR-
vy dan meningkatkan regulasi Reseptor LDL di hepatosit sehingga terjadi
pembuangan kolesterol, dan penekanan gen HMG-CoA R dan kolesterol

sintase.1°
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Hiperkolesterolemia dapat meningkatkan ROS yang berlebihan
dengan mengirimkan sinyal ke jalur sinyal sensitif ROS hilir, seperti NF-
kB, ERKI1/2, p38 MAPK, dan pensinyalan terkait autofagi untuk
menginduksi, sehingga terjadi peningkatan kadar sitokin proinflamasi
(TNF-a dan IL-6). TQ yang terdapat dalam habbatussauda dapat
menghambat ROS sehingga menghambat aktivasi persinyalan dan pada

akhirnya menurunkan kadar sitokin proinflamasi (TNF-a dan 1L-6). *°

L]pid\’
[ ROS

Cardiac cell
pyroptosis

Gambar 5. 4 Mekanisme TQ menurunkan 1 kadar TNF-a dan IL-6 8

5.3. Keterbatasan Penelitian

5.3.1. Penelitian ini tidak terdapat kelompok kontrol positif
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5.3.2. Penelitian ini tidak melakukan uji komposisi habbatussauda (Nigella

sativa) terlebih dahulu

UNISSULA
zllul| R lelwinela

68



BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan mengenai pengaruh pemberian

habbatussauda terhadap kadar TNF-a dan IL-6 pada tikus yang diinduksi diet

tinggi lemak dapat disimpulkan bahwa :

6.1.1.

6.1.2.

6.1.3.

Pemberian habbatussauda dengan dosis 0,001 mL/gBB , 0,002 mL/
gBB dan 0,004 mL/gBB selama 14 hari dapat menurunkan kadar
TNF-o dan IL-6 pada tikus yang diinduksi diet tinggi lemak

Rerata kadar TNF-o dan IL-6 pada kelompok perlakuan (K3, K4,
dan K5) lebih rendah daripada kelompok kontol negatif (K2) namun
lebih tinggi dibanding dengan kelompok kontrol sehat (K1).

Terdapat perbedaan kadar TNF-a yang bermakna antar kelompok
kontrol negatif (K2) dengan kelompok perlakuan (K3,K4, dan K5)
dengan pemberian diet tinggi lemak dan dosis habbatussauda 0,001
mL/ ¢gBB, 0,002 mL/ gBB dan 0,004 mL/gBB. Namun
perbandingan kadar TNF-o antara K3, K4 dan K5 yang tidak
bermakna menunjukkan bahwa peningkatan pemberian dosis
habbatussauda tidak memberikan efek yang berbeda pada kadar

TNF-o yang diinduksi diet tinggi lemak
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6.1.4. Terdapat perbedaan kadar IL-6 yang bermakna antar kelompok
kontrol negatif (K2) dengan kelompok perlakuan (K3,K4, dan K5)
dengan pemberian diet tinggi lemak dan dosis habbatussauda 0,001
mL/gBB, 0,002 mL/ gBB dan 0,004 mL/gBB. Perbandingan kadar
IL-6 antar kelompok K3, K4 dan K5 didapatkan bahwa K3 adalah

yang paling baik dibandingkan K4 dan K5.

6.2. Saran
6.2.1. Perluditambahkan kelompok kontrol positif dengan fungsi yang
hampir serupa dengan habbatussauda ( Nigella sativa), seperti
obat golongan fibrat, sehingga dapat dilihat perbedaan efek dari
keduanya
6.2.2. Perlu dilakukan uji komposisi dari habbatussauda terlebih

dahulu sebelum digunakan dalam penelitian selanjutnya
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