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Abstract: The objective of this research is to analyze the effects of ethanol extract of black
cumin seeds (Nigella Sativa) to the expression of ET-1 Aorta given to the preeclampsia
model mouse. The research design utilizes experimental and the kind of design used is post-
test only control group design. Mice preeclampsia model. This research is divided into 6
groups, namely: Negative control, Positive control, Model + extract of black cumin seeds 500
mg/KgBB/day, 1000 mg/KgBB/day, 1500 mg/KgBB/day, and 2000 mg/KgBB/day. After con-
ducting the surgery to the mouse, an examination is done to the expression of ET-1 Aorta by
using Immunohistochemistry method. one way anova Were used as statistical analysis. There
was an effect of treatment of giving the ethanol extract black cumin seeds of ET-1 Aorta to
the preeclampsia model mouse (p<0,05).these doses of 500 mg, 1000mg, 1500mg, and
2000mg, ethanol extract of black cumin seeds has ability to decrease the ET-1 Aorta in
preeclampsia model mouse. dose of 1500mg/KgBB/day is the most optimum dosage to re-
duce when compared to another dosages. Ethanol extract of black cumin seeds (Nigella Sati-
va) can decrease the expression of ET-1 Aorta in preeclampsia model mouse, particulary at
dose 2000mg/Kg/BB/day sequentially
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Abstrak: Penelitian ini bertujuan untuk menganalisa pengaruh pemberian ekstrak etanol biji
jinten hitam(Nigella Sativa) terhadap ekspresi ET-1 Aorta pada mencit model preeclampsia.
Desain Penelitian ini menggunakan eksprimental (experimental) dengan jenis rancangan
posttest only control group design. Menggunakan mencit model preeklampsia. Penelitian ini
ten hitam 500 mg/KgBB/hari, 1000 mg/KgBB/hari, 1500 mg/KgBB/hari, dan 2000 mg/KgBB/
hari, setelah dilakukan pembedahan pada mencit kemudian dilakukan pemeriksaan ekspresi
ET-1 Aorta dengan metode Immunohistokimia. Data hasil pengamatan dianalisis dengan uji
ET-1 Aorta pada mencit model preeklampsia (p<0,05). Dosis 500mg, 1000mg, 1500mg, dan
2000mg jinten hitam mempunyai kemampuan terhadap penurunan ekspresi ET-1 Aorta Dosis
yang paling optimum menurunkan adalah dosis 2000mg/KgBB/hari dibanding dosis yang lain.
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PENDAHULUAN

Preeklampsia merupakan komplikasi
medis dari kehamilan dan terjadi sekitar 5%
-8% dari kehamilan yang menyebabkan ting-
ginya morbiditas dan mortilitas pada ibu dan
janin (Shah, D. A., & Khalil, R. A. 2015, WHO.
2011 ). Pada tahun 2013 hipertensi dalam ke-
hamilan merupakan penyebab kedua dari AKI
di Indonesia sebanyak 27,1% (Kemenkes R,
2014).

Penyebab terjadinya preeklampsia masih
belum diketahui secara pasti karena preek-
lampsia merupakan “the disease of theo-
ries” (Cunningham, L. B. H. R. S. 2010). Hasil
penelitian beberapa faktor yang bisa me-
nyebabkan preeklampsia antara lain ketid-
akseimbangan adaptasi ibu yang menyebab-
kan reaksi inflamasi sistemik dan disfungsi
endotel (Saucedo, R., Valencia, J., Manuel,
L., & Hern, M. 2014, Yi KW, Jung SH,Cho
GJ,et al. 2014).

Disfungsi endotel adalah suatu kondisi
dimana tidak ada keseimbangan produksi
mediator oleh endotel untuk mengatur tonus
vaskuler, agregasi platelet, koagulasi, fibrino-
lisis. Terjadinya disfungsi endotel ditandai
dengan meningkatnya endothelin (ET-1),
(Teixeira, B.C. 2014). ET-1 merupakan pep-
tide 21 asam amino sebagai vasokontriktor
poten dan isoform utama yang dihasilkan dari
sel endotel manusia menyebabkan vaso-
kontriksi dan menyebabkan hipertensi dan
proteinuria yang merupakan salah satu tanda
gejala preeclampsia (Salaets, K., Scliessman,
J Speiser ,R., Anh-Minh, T.,Wang, E Angerio,
A. 2006).

Biji Jinten hitam (black seed/nigella sati-
va) merupakan salah satu jenis tanaman
herbal, ekstrak Biji Jinten hitam terdapat
komponen utama yaitu thymoquinone (TQ)
mempunyai efek terapeutik sebagai antioksi-
dan, antiinflamasi, antineoplastik, analgesik,
antimikroba dan anti hipertensi. Pada
penelitian didapatkan bahwa thymoquinone
(TQ) yang merupakan salah satu zat aktif dari
jinten hitam, dapat menghambat aktivasi (NF-
kB), melalui hambatan degradasi maupun
ikatan NF-kB dengan DNA di nucleus yang
dapat menurunkan kadar ET-1 sebagai suatu
vasokonstriktor akan turun, maka hipertensi
dapat dicega (Alam, M., Galav, V., 2013,
Sethi, G., Ahn, K. S., & Aggarwal, B. B.
2008).
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BAHAN DAN METODE

Desain Penelitian yang digunakan dalam
penelitian ini adalah eksprimental, dengan
jenis rancangan posttest only control group
design. Penelitian ini dilaksanakan di Labora-
torium Biokimia, laboratorium Patologi Anato-
mi, laboratorium Farmakologi dan laboratori-
um Faal Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya Malang. Sampel yang digunakan
adalah mencit bunting yang dibuat preek-
lampsia. Jumlah replikasi 5 dengan 1 ke-
lompok kontrol negatif, 1 kelompok kontrol
positif, 4 kelompok perlakuan dosis sebanyak
500mg/KgBB/hari, 1000mg/KgBB/hari,
1500mg/KgBB/hari dan 2000mg/KgBB/hari.

Prosedur pembuatan ekstrak jinten hitam
sukan dalam oven dengan suhu 40-60°C, ha-
luskan dengan blender, ditimbang sebanyak
100 gram lalu dimasukan kedalam gelas er-
lenmeyer ukuran x1L, Kemudian direndam
dengan etanol sampai volume 900 ml,
dikocok, diamkan 1 malam sampai mengen-
dap, diambil dengan penyaringan, lapisan
atas ethanol dengan zat aktif yang telah di-
ambil dimasukan dalam labu evaporasi 1 L
dalam evaporator ethanol dibiarkan memisah
dengan zat aktif yang sudah ada dalam labu
evaporasi, Aliran ethanol ditunggu sampai
berhenti menetes pada labu penampungan
+900 ml. Hasil ekstraksi dimasukan kedalam
botol alu disimpan dalam freezer.

Prosedur pembuatan mencit model preek-
lampsia

Serum ibu preeklampsia berat diinjeksi-
kan secara intraperitoneal pada mencit bunt-
ing sebanyak 0,1 cc dan dilakukan sebanyak
2 kali pada usia gestasi hari ke-10 & 11
dengan spuit 1cc jarum 27G pada quadrant
kiri bawah abdomen dan jarum dimasukan
sejajar dengan kakinya pada sudut 30°C
kemudian didorong.

Untuk memastikan membuat mencit
preeklampsia dengan dilakukan pengukuran
tekanan darah menggunakan CODA dan pro-
tein urine menggunakan quantichrom protein
assay kit pada usia gestasi hari ke-15
(Teixeira, B.C. 2014, Wicaksono, B. A,
Candra, S., Baktiyani, W., & Fitri, L. E. 2015).
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Untuk kelompok perlakuan mencit model
preeklampsia diberikan ekstrak etanol jinten
hitam setiap hari pada usia gestasi hari 15 - 20
dengan dosis berbeda-beda (500mg/kgBB/
hari,1000mg/kgBB/hari,1500mg/kgBB/hari dan
2000mg/kgBB/hari) melalui mulut
menggunakan sonde, mencit dieksekusi pada
usia gestasi ke 20 untuk diambil organ Aorta
kemudian diukur ekspresi ET-1 di aorta.

Prosedur Pengukuran ET-1 di aorta

Organ aorta mencit diambil, dimasukan
kedalam formalin 10% sekurang-kurangnya 72
jam, dilakukan proses pemotongan jaringan
pengeblokan dan sediaan dipotong dengan mi-
crotome setebal 4-5 mikron, dan ditempelkan
pada object glass kemudian proses pemerik-
saan dengan metode immunohistokimia
(IHC) Pada proses pengecatan, depar-
afinisasi dilakukan dengan cara dipanaskan
pada suhu 60°C selama 60 menit. Kemudian
direndam secara berurutan pada xilol, ethanol
absolut, 90%, 80%, 70% selama masing-
masing 5 menit kemudian dicuci dengan
aquades steril 3 kali 5 menit. Melakukan Anti-
gen retrieval dengan buffer sitrat dan pema-
nasan, pengecatan immunohistokimia dengan
antibodi primer ET-1 menggunakan merck da-
gang Life Technology Catalog MA3-005 dan
IHK kit merck Biocare Medical

Kemudian diinkubasi overnight pada su-
hu 4°C selama 18 jam. Inkubasi dengan anti-
bodi sekunder selama 60 menit, inkubasi Stre-
pavidin Horseradish Peroxidase (SA-HRP)
selama 40 menit, aplikasi Chromagen Diamino-
benzidine (DAB), counterstain dengan Mayer’s
hematoxilen, dan mounting dengan etellan,
dan diamati dibawah mikroskop dengan
perbesaran 400x sebanyak 10 lapangan pan-
dang difoto dengan menggunakan camera
(canon DSLR) dan ditransfer ke dalam komput-
er untuk pengukuran Ekspresi ET-1 di aorta.

Data hasil pengamatan dianalisis dengan

uji one way anova dengan SPPS

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitan menggunakan mencit model
preeklampsia, setelah diinjeksi serum ibu
preeklampsia berat pada hari ke 10-11 kemudi-
an hari 15 dilakukan pengukuran tekanan
darah dan protein urine mengalami hipertensi
dan kadar protein urine yang lebih tinggi.
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Gambaran ET-1 Aorta pada pemeriksaan Im-
munohistokimia

Hasil gambaran ekspresi ET-1 kelompok kon-
trol negatif didapatkan hanya sedikit sel positif
dan reaksi warna, sedangkan pada kontrol po-
sitif terlihat warna coklat pada jaringan Aorta

A: Kontrol negatif, B: Kontrol positif, C: perla-
kuan |, D: perlakuan Il, E: perlakuan Ill dan F:
perlakuan 1V, perbandingan ET-1 (panah) pada
jaringan aorta menunjukan hasil positif warna
kecoklatan lebih jelas menunjukkan ekspresi
ET-1 pada kelompok kontrol  positif
(Pembesaran 400x)

Hasil uji prasyarat parametrik
Pada analisis data pada uji normalitas
dengan menggunakan uji Shapiro-Wilk

Tabel 1. Hasil uji normalitas data Ekspresi
ET-1 Aorta

Kelompok pengamatan p-value Distribusi
Ekspresi ET-1 Aorta
0.490
0.967
0.440

0.985

normal
normal
normal
normal

Kontrol negatif

Kantrol positif (FEB)

FEB + ekstrak ethanolns 500mg
PEB + ekstrak ethanolns 1000mg

PEB + ekstrak ethanolns 1500mg 0.201 normal
FEB + ekstrak ethanalns 2000mg 07T normal
Keterangan.; Jika p-value=uc=0 05 berarti data terdistribusi nommal dan jika
p-value=oc=0.05 berarti data tidak terdistribusi nommal

Hasil uji Shapiro-Wilk diperoleh bahwa data ek-
spresi ET-1 untuk masing-masing kelompok
pengamatan telah menunjukkan nilai p-value
yang semuanya lebih besar dari taraf signif-
ikansi a= 0.05 terbukti terdistribusi normal

Hasil uji perbandingan ekspresi ET-1 Aorta

Berdasarkan hasil uji Anova one way pa-
da data ekspresi ET-1 di aorta diperoleh ada
perbedaan yang bermakna rerata ekspresi ET-
1 di aorta keenam kelompok sampel pengama-
tan, hal ini ditunjukkan dengan nilai (p-
value=0.000<a)
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Tabel 2 Perbandingan ekspresi ET-1 Aorta

Rerata + stan.dev  p-value
28041 640
17.0041.562
14.0042.00

12.8043.03¢

Kelompok pengamatan n
Kontrol Negatif ]
Kontrol Positif (PEB) 5
PEB + ekstrak ethanol ns 500mg 5

5
5
]

PEB + ekstrak ethanol ns 1000mg p-000<

PEB + ekstrak ethanol ns 1500mg 6.4041.34¢
PEB + ekstrak ethanol ns 2000mg 6.20+1 48
Keterangan, Pada rerata=sd jika memuat huruf yang berbeda berarti ada perbedaan
yang bermakna (p-value<0.05) dan jika memuat huruf yang sama
berari tidak ada perbedaan yang bermakna (p-value=0.05).

Terdapat perbedaan yang bermakna rerata ek-
spesi ET-1 Aorta antar kelompok kontrol
negatif (2.80+1.58%) dan kontrol positif
(17.00+1.64°) dan demikian pula terdapat
perbedaan yang bermakna antar kontrol positif
dengan kelompok perlakuan pemberian
ekstrak  ethanol Nigella sativa  dosis
500mg,1000mg,1500mg dan 2000mg. Hal ini
berarti bahwa ada pengaruh pemberian
ekstrak ethanol Nigella sativa pada mencit
model preeklampsia terhadap penurunan ek-
spresi ET-1 Aorta.
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Gambar 2 Histogram rerata ekspresi ET-1
Aorta mencit model Preeklampsia

Histogram rerata ekspresi ET-1 Aorta pa-
da kontrol negatif (mencit sehat), kontrol positif
(mencit model preeklampsia), dan 4 kelompok
mencit model preeklampsia dan pemberian
ekstrak ethanol Nigella sativa dengan dosis
500mg, 1000mg, 1500mg, dan 2000mg.

Ada penurunan rerata ekspresi ET-1 aor-
ta berbagai dosis dibandingkan dengan rerata
pada kelompok kontrol positif. Adapun nilai re-
rata ekspresi ET-1 aorta terendah pada ke-
lompok perlakuan pemberian ekstrak ethanol
Nigella sativa pada dosis 2000mg (6.20+1.48°)
dan paling dekat nilai dengan kelompok kontrol
negatif (2.80+1.64°) Dapat dikatakan pula bah-
wa semakin tinggi dosis yang diberikan maka
semakin turun ekspresi ET-1 Aorta.
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Pengaruh serum ibu preeklampsia terhadap
ekspresi ET-1 aorta
Berdasarkan nilai reratanya ekspresi ET-1

aorta tampak pada kelompok kontrol negatif
(6.20+1.48) lebih kecil nilainya bila dibanding-
kan dengan rerata ekspresi ET-1 aorta pada
kelompok kontrol positif (17.00+1.58) dengan p
-value (p=0.000< a)

Hasil penelitian ini sesuai dengan peneli-
tian zhou dimana mencit bunting yang diberi-
kan IgG serum ibu preeklampsia mampu me-
ningkatkan ekspresi mRNA dari prepro ET-1
(Zhou CC, Ahmad S, Abbasi S. 2008). ET-1
meningkat pada preeklampsia dengan bekerja
melalui receptor ETA yang menginduksi terja-
dinya vasokontriksi dan hipertensi pada
preeklampsia (George, E.M., Granger,
J.P.,2011)

terhadap ekspresi ET-1 Aorta

Terdapat pengaruh yang signifikan pembe-
penurunan ekspresi ET-1 aorta dengan p-
value sebesar 0,000 (p<0,05) pada kontrol po-
sitif terdapat ekspresi ET-1 yang paling tinggi
dibandingkan kelompok perlakuan yang diberi-
sis 500mg,1000mg,1500mg dan 2000mg, do-
sis yang paling optimal menurunkan ekspresi
ET-1 aorta adalah dosis 4 (2000mg/KgBB/
hari). Nigella sativa mempunyai bahan aktif
utama TQ yang mampu mencegah kerusakan
organ akibat radikal bebas dan mencegah ter-
jadinya reactive oxygen species (ROS),
(Mansour, M. A., Nagi, M. N., El-khatib, A. S,
& Al-bekairi, A. M. 2002).

Penelitian ini sejalan dimana ekstrak ni-
gella sativa digunakan untuk mengobati babi
yang dibuat asthma dengan berbagai dosis
dan pemberian nigella sativa dapat menurunk-
an kadar ET-1 secara signifikan pada jaringan
paru dibandingkan kontrol positif astma
(Mazouchian H, Mirzaei. B.F, Ebrahi-
mi.SKeyhanmanesh R. 2013)

Pada penelitian Ozlem pemberian Nigel-
la sativa pada tikus yang dibuat sepsis ter-
dapat penurunan kadar ET-1 pada serum tikus
dibanding kontrol positif (Ozlem. A, Havva .S,
Cemile .K & Neriman .D. 2011).
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Penurunan ET -1 dengan pemberian
mencegah terjadinya ROS dan disfungsi en-
dotel sehingga mencegah terjadinya vaso-
kontriksi pada pembuluh darah dan
menurunkan tekanan darah sehingga tidak
terjadi preeclampsia (Leong x, Mustafa MR,
Jaarin K. n.d., Mansour, M. A., Nagi, M. N., El-
khatib, A. S., & Al-bekairi, A. M. 2002)

KESIMPULAN

tiva) dapat menurunkan ekspresi  ET-1 Aor-
ta pada mencit model preeklampsia terutama
pada dosis 2000mg/KgBB/hari.
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