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RINGKASAN 

 

Hasil dari penelitian tahap pertama menunjukkan bahwa secara in vitro MBJH efektif 

sebagai agen antiaging pada kultur endotel dan makrofag yang dipapar oksidan DMBA. DMBA 

adalah radikal reaktif kandungan dari asap rokok, asap dapur dan kendaraan bermotor yang 

pada hari ini jumlahnya sangat meningkat. Radikal reaktif bersifat merusak jaringan terutama 

jaringan endotel sehingga membangkitkan reaksi inflamasi. Inflamasi kronik yang berlebihan 

bersifat destruktif dan berperan pada patogenesis penyakit autoimun dan degeneratif terutama 

penyakit kardiovaskuler. Secara umum tujuan penelitian ini adalah mendapatkan sediaan MBJH 

sebagai agen antioksidan antiaging sebagai pencegah penyakit kardiovaskuler untuk kelompok 

berisiko tinggi.Tujuan khusus pada tahap kedua adalah  (i) Mengetahui dosis efektif MBJH 

sebagai antiaging; (ii) Mengetahui mekanisme farmakodinamik antiaging MBJH secara in vivo 

pada hewan uji terpapar radikal bebas. 

Methode dan keluaran yang diharapkan: Penelitian ini adalah eksperimental laboratorium 

secara in vitro dan in vivo. Penelitian dilakukan dalam 2 tahap. Tahap pertama bertujuan 

mengetahui mekanisme biomolekuler antiaging MBJH secara secara in vitro pada sel endotel 

dan makrofag. Penelitian tahap kedua bertujuan untuk mendapatkan data dosis efektif dan 

mekanisme farmakodinamik MBJH sebagai antiaging secara in vivo pada hewan uji terpapar 

radikal reaktif. Parameter yang diamati meliputi gambaran respon imun pada darah tepi, kondisi 

klinis, berat badan hewan uji,kadar NO, Kadar SOD, gambaran histopatologi dan ekspresi gen 

Nrf2, eNOS, pada jaringan aortae dan limpa. Disamping keluaran berupa data dosis efektif dan 

mekanisme farmakodinamik antiaging sediaan MBJH juga diharapkan didapatkan keluaran 

penelitian berupa minimal 1 publikasi ilmiah pada jurnal ilmiah nasional terakreditasi atau 

publikasi nternasional. Secara keseluruhan hasil dari penelitian ini adalah diperoleh sediaan 

MBJH sebagai antiaging yang dapat dipergunakan sebagai upaya pencegahan penyakit 

kardiovaskuler yang insidensinya semakin meningkat. 

Keywords: antiaging, Minyak biji jinten hitam, penyakit degenerative, 

pencegahan penyakit kardiovaskuler. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1.Latar Belakang 

 Insidensi, prefalensi, morbiditas dan mortalitas penyakit tidak menular dan 

degenerative akibat proses penuaan (aging) meningkat dari tahun ke tahun di 

Indonesia. Laporan WHO pada tahun 2008 menyebutkan bahwa dari sekitar 57 

juta kematian di seluruh dunia, 36 juta di antaranya (63%) disebabkan oleh 

penyakit tidak menular. Penyakit kardiovaskular (KV) merupakan penyebab 

utama kematian pada kelompok penyakit tidak menular (48%) mengungguli 

kanker (21%). Diperkirakan kecenderungan ini akan semakin meningkat pada 

tahun 2030.  

Sel endotel dan makrofag memegang peranan kunci dalam proses 

terjadinya penyakit KV akibat proses degeneratif. Pencegahan dan pengendalian 

penyakit KV dan komplikasinya memerlukan pemahaman mekanisme 

pathogenesis terjadinya penyakit KV dan komplikasinya secara biomolekular, 

baik in vivo maupun in vitro. Endotelium dan makrofag adalah komponen system 

pertahanan alami yang berinteraksi langsung dengan radikal reaktif yang ada 

dalam tubuh. Sebagai lapisan pembungkus organ dalam tubuh, endothelium 

dilengkapi dengan system antioksidan sebagai system pertahanan alami terhadap 

radikal reaktif. System antioksidan endogen melibatkan Nrf2 sebagai factor 

transkripsi dan eNOS  (Akrom, 2013). Endotel tidak lagi sebagai barier yang 

bersifat pasif, akan tetapi memainkan peran aktif sebagai regulator sistem 

homeostasis kardiovaskular, mekanisme  hemostasis dan koagulasi, pengaturan 

vasomotor, angiogenesis dan permeabilitas (Cines et al., 1998). Aktivasi endotel 

dan disfungsi endotel serta makrofag akibat paparan radikal reaktif mengawali 

proses berlangsungnya pathogenesis berbagai penyakit degenerative termasuk 

penyakit kardiovaskular.  
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Konsumsi antioksidan herbal termasuk  MBJH diharapkan dapat 

menghambat proses degenerative dalam tubuh. Minyak lemak tak jenuh yaitu 

linoleat dan linolenat dan timokuinon, nigelon dan nigelin (Farrah et.al., 2004; 

Nickavar et.al., 2003) merupakan antioksidan kuat (El sayed & Fukuhima, 2003; 

Mousa et.al., 2004; Randhawa et al., 2002; Iddamaldeniya, 2006, 2003; Akrom, 

2007). Pengusul telah membuktikan bahwa pemberian MBJH sebelum dan selama 

diinduksi dimetil benzantrasena (DMBA) pada tikus SD dapat menghambat 

karsinogenesis ca mamae, meningkatkan jumlah lekosit serta kemampuan hidup 

hewan uji (Akrom, 2011).  Hasil uji laboratorik membuktikan bahwa MBJH 

bersifat menghambat jalur siklooksigenase dan 5-lipooksigenase dalam 

metabolisme arachidonat pada leukosit peritoneal tikus dan meningkatkan 

aktifitas fagositosis makrofag  (Randhawa et.al., 2002; Hidayati & Akrom, 2006; 

Akrom & Wijaya, 2007).  

Penelitian sebelumnya telah berhasil mendapatkan MBJH sebagai 

antihematotoksik (Hidayati, 2012). Pemberian MBJH dosis 0,1 s.d. 0,25 ml/kgBB  

bersifat antihematotoksik pada tikus SD yang diinduksi DMBA (Hidayati, 2013). 

Pemberian MBJH 14 hari sebelum induksi DMBA dapat mencegah penurunan 

jumlah sel CD4Th maupun CD4CD25Treg (Mousa et.al, 2004; el-Aziz et.al., 

2005). Namun demikian sampai saat ini uji aktivitas anti oksidan antiaging MBJH 

secara in vitro pada endotem maupun pada makrofag serta secara in vivo pada 

tikus SD yang diinduksi DMBA belum dilakukan.  

1.2.Rumusan Masalah Penelitian  

Secara umum permasalahan penelitian adalah “Bagaimana efektifitas dan 

karakteristik aktifitas farmakodinamik minyak biji jinten hitam (MBJH)  sebagai 

antioksidan antiaging?”  Rincian rumusan permasalahan dalam penelitian ini 

adalah sebagai berikut:  

1. Bagaimana efektifitas MBJH sebagai antiaging pada tikus SD yang 

diinduksi oksidan DMBA atau nikotin ? 
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2. Mengetahui bagamana aktifitas farmakodinamik MBJH sebagai 

antioksidan antiaging pengaruh praperlakuan pemberian 14 hari dosis 0.01 

ml/kgbb minyak biji jinten hitam pada tikus yang diinduksi nikotin/ekstrak 

rokok berulang tikus SD terhadap gambaran darah tepi, berat limpa, 

gambaran histopatologi limpa, ekspresi Nrf2, eNOS dan kadar NO?  
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BAB III 

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

 

3.1 Tujuan Penelitian 

Secara umum penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi MBJH 

sebagai agen antiaging pencegah penyakit kardiovaskuler. Secara kusus 

penelitian ini bertujuan: 

1. Mengetahui bagaimana efektifitas MBJH sebagai antiaging pada tikus SD 

yang diinduksi oksidan DMBA. 

2. Mengetahui bagamana aktifitas farmakodinamik MBJH sebagai 

antioksidan antiaging pengaruh praperlakuan pemberian 14 hari dosis 0.01 

ml/kgbb minyak biji jinten hitam pada tikus yang diinduksi DMBA 

berulang tikus SD terhadap gambaran darah tepi, berat limpa, gambaran 

histopatologi limpa, ekspresi Nrf2, eNOS dan kadar NO.  

3.2 Kontribusi Penelitian 

          Penelitian ini paling tidak akan memberikan manfaat sebagai berikut:  

- Manfaat Teoritik : Memberikan informasi tentang pentingnya pengamatan 

mekanisme kerja secara biomolekuler mekanisme antioksidan MBJH pada sel 

endotel atau makrofag yang dipapar radikal reaktif DMBA baik secara in vitro 

maupun in vivo.  

- Manfaat Metodologik : Metode invivo bisa memberikan gambaran 

farmakodinamik lebih realistis dan relevan dengan sistem enzim dan 

perkembangan genetik fenomena imunotoksikologi DMBA. 
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

A. Rancangan Penelitian 

Pada penelitian digunakan beberapa metode sesuai dengan tujuan dan 

tahapan penelitian. Rancangan penelitian pada tahun kedua eksperimental 

laboratorik dengan kelompok kontrol pada hewan uji diinduksi DMBA.   

 Penelitian tahap kedua bertujuan untuk mengetahui efektifitas dan 

karakteristik mekanisme antioksidatif agen antiaging MBJH secara in vivo pada 

tikus SD diinduksi DMBA. Penelitian tahun kedua diharapkan diperoleh data 

tentang dosis efektif dan mekanisme kerja antioksidatif agen anti aging MBJH 

secara in vivo yang dipublikasikan pada jurnal terakreditasi internasional.  Bagan 

rancangan penelitian acak tersamar tampak pada Gambar 1. 

 

Gambar 1. Bagan pembagian kelompok hewan uji dengan rancangan 

penelitian eksperimental acak terkontrol. 

Tikus SD betina 40 ekor 

Kel I 
Kontrol 
normal 

 

Kel II 
0,01 

MBJH+ 

DMBA 

Kel III  
0,05 

MBJH+
DMBA 

 

Kel IV 
0,1 

MBJH+

DMBA 

Kel V 
Kontrol 
negatif+ 

DMBA 

Kel VI 
Kontrol 
positif+ 

DMBA 

Pemberian perlakuan 5 minggu MBJH 2 minggu sebelum diinduksi, 1 minggu selama 

induksi dan 2 minggu setelah induksi  DMBA. Pada minggu ke-6 hewan uji diambil 

darah tepi dan diamati parameter respon imun  dan parameter antioksidan: hitung 

jenis lekosit, Al, AE, AT, Hb, kadar NO dan kadar SOD.     

Dikorbankan diamati gambaran imunohistopatologi untuk 

pemeriksaan ekspresi gen e/iNOS dan Nrf2 
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B.Penelitian Tahap II 

Penelitian tahap kedua dilakukan pada tahun kedua bertujuan untuk 

mengetahui efektifitas dan karakteristik mekanisme antioksidatif agen antiaging 

MBJH secara in vivo pada tikus SD diinduksi DMBA. Penelitian tahun kedua 

diharapkan diperoleh data tentang dosis efektif dan mekanisme kerja antioksidatif 

agen anti aging MBJH secara in vivo yang dipublikasikan pada jurnal terakreditasi 

internasional. Parameter antiaging yang diamati meliputi gambaran histopatologi 

vaskuler aortae & limpa, nekrosis/apoptosis sel endotel/makrofag,  gambaran 

darah tepi, kadar SOD dan NO serta ekspresi gen Nrf2, dan eNOS. 

Prosedur kerja: 

1. Karantina dan aklimatisasi hewan uji. Empat puluh ekor tikus galur SD umur 2 

minggu dikandangkan dalam kandang plastik yang ditutup dengan anyaman 

kawat. Sebelum digunakan untuk penelitian tikus diadaptasikan selama 1 minggu 

di kandang pemeliharaan. Selama karantina dan aklimatisasi hewan uji diberi 

makan dan minum sesuai standar. Hari keenam aklimatisasi hewan uji secara acak 

dibagi dalam enam kelompok  (Akrom, 2013; Akrom et al., 2013). 

2. Uji efektifitas dan mekanisme antiaging in vivo. 

a) Persiapan dan pengelompokan subyek uji 

Empat puluh ekor tikus galur SD umur 3 minggu setelah secara acak 

dibagi dalam enam kelompok masing-masing 6 ekor kemudian dikandangkan 

dalam kandang plastik yang ditutup dengan anyaman kawat. Selama penelitian 

tikus ditimbang setiap minggunya untuk mengetahui perkembangan berat badan.  

Kelompok I kelompok normal. Hewan uji pada kelompok ini tidak 

diberikan perlakuan apapun hanya mendapatkan makan minum standar selama 

dalam pengujian. Kelompok II, III dan IV merupakan kelompok perlakuan. 

Hewan uji mendapatkan MBJH dosis 0,01, 0,05 dan 0,1 ml/kgbb dan diinduksi 

DMBA dosis tungga 15 mg/ekor. Kelompok V sebagai kontrol negatif, hewan uji 
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mandapatkan induksi dosis tunggal DMBA dan kelompok VI sebagai kontrol 

positif, mendapatkan vitamin E/A dan diinduksi DMBA dosis tunggal.  

b. Pemeriksaan manifestasi klinis dan darah tepi hewan uji.  

Manifestasi klinis hewan uji yang diamati antara lain pengukuran terhadap 

berat badan, penampilan umum dan kemampuan hidup. Cara pengamatan dan 

pengukuran parameter manifestasi klinis sebagaimana dilakukan oleh peneliti 

sebelumnya yaitu penimbangan berat badan dan kondisi klinis dilakukan 

seminggu sekali dengan menggunakan form observasi dan pengambilan data 

(Akrom ,2004; Mousa, 2004).    

Pemeriksaan darah tepi, jumlah dan hitung jenis lekosit serta darah merah 

dilakukan sebagaimana prosedur sebelumnya (Akrom, 2004). Sampel sebanyak 1 

tetes diteteskan ke obyek glass, sampel dibuat preparat apus, difiksasi dengan 

metanol, kemudian dicat dengan Giemsa 10%, didiamkan selama 30 menit, lalu 

dibilas dengan aquades, setelah kering diamati di bawah mikroskop dengan 

perbesaran 100 kali. Preparat ditetesi minyak emersi untuk memperjelas 

pengamatan. Cara menghitung jumlah absolut masing-masing jenis leukosit 

adalah dengan mengalikan persentase jumlah masing-masing jenis leukosit 

dengan total leukosit. Penghitungan dilakukan oleh Laboran Patologi Klinik 

Kedokteran Hewan Universitas Gadjah Mada Yogyakarta. 

   c. Pemeriksaan gambaran histopatologi, apoptosis dan nekrosis 

endotelium 

 (i). Isolasi pembuluh darah aorta. Aortae terletak dibagian belakang 

rongga dada, diatas jantung. Aortae diambil dari rongga dada begitu peritonium 

dibuka, setelah mencit dinarkosa dengan kloroform.  

(ii). Pemeriksaan histopatologi aortae Pemeriksaan histopatologis aortae 

dilakukan sebagaimana peneliti sebelumnya dengan prosedur mulai dari proses 

jaringan, pengecatan dengan Hematoxillin & Eosin dan analisis hasil penilaian 

histopatologis. Preparat histologi limpa diamati dengan mikroskop Olympus ® di  
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Laboratorium Patologi anatomi FK UMY Yogyakarta dengan perbesaran antara 

40-200X. Preparat H&E dianalisis  perubahan-perubahan yang terjadi pada 

tingkat seluler secara deskriptif untuk mengetahui perubahan gambaran jaringan 

limpa. Proses preparasi sediaan histopatologis sampai pembacaan hasil dilakukan 

oleh ahlinya (Akrom, 2004). 

(iii). Isolasi dan uji aktivitas proliferasi, apoptosis dan nekrosis endotel, 

dan makrofag.   Pellet yang didapat diresuspensikan dalam  2 ml  tris Buffered 

Ammonium chloride (TBAH) untuk melisiskan eritrosit. Sel dicampur 

menggunakan pipet dan didiamkan pada suhu ruangan selama 2 menit. 

Ditambahkan 1 ml Fetal Bovine Serum (FBS) pada dasar tabung menggunakan 

pipet. Suspensi tersebut kemudian disentrifus dengan kecepatan 1200 rpm 4 C 

selama 5 menit, dan supernatannya dibuang. Pellet dicuci dengan RPMI 2 x 

dengan cara dipipet berulang-ulang dan disentrifus pada 1200 rpm 4 C selama 5 

menit. Supernatan dibuang dan sel  diresuspensikan dengan medium komplit. Sel 

dihitung menggunakan hemositometer dan ditentukan viabilitasnya dengan trypan 

blue (Ratnaningsih, 2001).  

d). Pemeriksaan ekspresi gen Nrf2, dan eNOS  

Darah yang telah ditampung dalam tabung vacutainer yang berisi 

antikoagulan, siap diperiksa dengan flowcytometer dengan prosedur sebagai 

berikut: (i). Spesimen dipipet ke dalam tabung falcon sebanyak 50 µL.(ii). 

Tambahkan 10 pL reagen tritest CD FITC/CD per CP. (iii). Campur homogen 

pada vortex mixer, kemudian diinkubasi 15 menit 20-25°C pada ruang gelap. (iv). 

Encerkan 50 p.L larutan pelisis I Ox FACS dengan akuades sebanyak 450 p.L 

kemudian campur homogen. (v). Setelah waktu inkubasi selesai, sampel ditambah 

450 рL reagen FACS (lx) yang sudah diencerkan. (vi). Campur homogen, 

kemudian inkubasi 15 menit 20-25°C pada ruang gelap. (vii). Setelah masa 

inkubasi selesai, dilakukan analisis menggunakan alat FACS flowcytomeler.  
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3.Analisis data 

Analisis hasil penelitian  secara statistik digunakan metode yang berbeda 

untuk jenis data yang berbeda. Data perkembangan berat badan dianalisis dengan 

Anava dilanjutkan uji Tukey untuk menganalisis kemaknaan perbedaan nilai rata-

rata antar kelompok dan antar waktu pengambilan data. Perbedaan gambaran 

histopatologis dianalisis secara deskriptif dilanjutkan inferensi (analitik). 

Perbedaan rata-rata jumlah ekspresi gen, dan kadar antar kelompok diuji dengan 

Anova (p<0,05) dilanjutkan dengan uji multiple comparrison. Data manifestasi 

klinik disajikan secara deskriptif. 

4. Variabel Penelitian 

(a). Variabel Bebas 

Variabel bebas penelitian adalah DMBA dan minyak biji jinten 

hitam dengan dosis setara dengan dosis 0,01, 0,05 dan 0,1  ml/kgBB 

selama 2 minggu sebelum diinduksi DMBA, 1 minggu selama diinduksi 

DMBA dilanjutkan 2 minggu setelah diinduksi DMBA.  

(b). Variabel Terpengaruh  

               Variabel terpengaruh dalam penelitian ini adalah: 

(1). Gambaran darah tepi, dengan parameter yang diamati: 

   (i). Jumlah lekosit dan hitung jenis lekosit ;    (ii). Jumlah eritrosit ;    

(iii). Kadar Hb dan hematokrit;     (iv). Jumlah platelet  

(2). Ekspresi gen Nrf2, eNOS, MDA dan SOD: 

       (c). Variabel Terkendali 

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah jenis hewan uji, 

jenis kelamin, umur dan berat badan hewan uji. 

2. Definisi operasional variabel  

a. Pemberian MBJH yaitu pemberian per oral MBJH pada tikus SD 

kelompok perlakuan dengan tiga dosis perlakuan yaitu dosis 0,01, 0,05, dan 

0,1 ml/kgbb tiap tikus perhari selama 5 minggu. 
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     b. Induksi DMBA dosis tunggal adalah pemberian 15mg/ekor DMBA dalam 

pelarut corn oil 100 mg/kgbb secara per oral dengan sonde dosis tunggal.   

     c. Aktivitas antiaging adalah (i). Perbaikan gambaran darah tepi (jumlah 

lekosit, eritrosit, trombosit, hitung jenis, Hb dan hematokrit) kelompok 

perlakuan dibandingkan dengan kelompok DMBA dengan kelompok 

normal sebagai parameter normal; (ii). Peningkatan berat limpa dan 

perbaikan gambaran histopatologi serta jumlah spleenosit limpa kelompok 

MBJH jika dibandingkan kelompok DMBA; (iii) Peningkatan ekspresi gen 

Nrf2, eNOS dan serta kenaikan kadar SOD serta penurunan NO kelompok 

MBJH jika dibandingkan kelompok DMBA. 

 

 



 

15 

 

  

BAB V   

HASIL YANG DICAPAI 

 

Hasil sementara selama penelitian ini berlangsung yang telah dicapai diantaranya 

yaitu: 

1. Publikasi Jurnal yang termuat dalam buku procedding One Day Seminar Stroke 

yang diselenggarakan oleh Continuing Medical Education (CME) FKIK UMY 

ke-39 bekerjasama dengan Taskforce for Innitiative Cardiovascular and Cancer 

Center (TICC) FKIK UMY. 

(The Proceeding of one day seminar stoke  ISBN 9786022294566) 
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17 

 

  

2. Publikasi Jurnal pada Allied Academies Journals 
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3. Poster presentation on Internstionsl Conference Cardiovascular Disease 

Yogyakarta , 2016. 
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BAB VI  

RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA 

 

 

Rencana lanjutan dari penelitian ini adalah: 

1. Pengolahan data hasil pengamatan. 

2. Publikasi ilmiah.
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BAB VII  

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

1. Dalam pelaksanaan pemberian perlakuan, sebaiknya dibantu dan 

disuperviseri oleh ahli. 

2. Dalam pelaksanaan pembuatan preparat sediaan pengamatan, sebaiknya 

dilakukan oleh ahli.
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