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ABSTRAK

Latar belakang: Akumulasi Timbal dalam tubuh berkontribusi terhadap stress
oksidatif yang menyebabkan kerusakan DNA sel sehingga memicu inflamasi yang
ditandai dengan peningkatan sitokin inflamasi, termasuk TNF-o dan berujung
pada apoptosis sel pada beberapa organ, termasuk sel pada organ ginjal. Kematian
sel ginjal yang ditandai dengan peningkatan ekspresi Caspase 3 dapat mengurangi
fungsi ginjal yang dapat diketahui dari adanya proteinurea pada urin. Penelitian
terdahulu melaporkan antioksidan seperti vitamin E dan beberapa jenis tumbuhan
seperti Seledri (Apium graveolens L) diketahui dapat mengurangi stres oksidatif.
Namun demikian, peran Seledri dalam menghambat kerusakan ginjal akibat
keracunan timbal yang dilihat dari ekspresi Caspase 3 ginjal dan ekspresi gen
TNF-o masih belum dikaji. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui pemberian
ekstrak seledri terhadap ekspresi tnf alpha dan ekspresi caspase 3 pada ginjal tikus
yang terpapar timbal

Metode : Jenis Penelitian ini adalah penelitian eksperimental menggunakan
hewan coba dengan metode rancang acak lengkap. Metode yang digunakan pada
penelitian ini adalah pemeriksaan PCR ekspresi tnf alpha dan ekspresi caspase 3.
Penelitian ini terdiri dari empat kelompok perlakuan yaitu kelompo sehat, kontrol
nrgatif , kontrol positif dengan vitamin e dan perlakuan ekstrak seledri, dengan
induksi timbal asetat. Data dianalisa dengan dua metode yaitu parametrik (one
way anova) dan non parametrik (Kruskal wallis)

Hasil : Pada penelitian ini diperoleh hasil ekspresi gen TNF alpha pada kelompok
perlakuan lebih rendah (3.13+0.34) dari pada kontrol negatif (3.87+0.09), namun
ekspresi gen pada kelompok kontrol positif (2.13+0.26) memiliki p value <0.05
lebih rendah dibandingkan kelompok perlakuan

Kesimpulan: Terdapat pengaruh pemberian ekstrak Seledri terhadap Ekspresi gen
Caspase 3 dan ekspresi gen TNF-a ginjal pada tikus yang terpapar timbal asetat.

Kata kunci: Seledri, TNF-a, caspase 3, timbal asetat
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ABSTRACT

Background: Lead accumulation in the body contributes to oxidative stress that
causes damage to cell DNA so that it triggers inflammation which is characterized
by an increase in inflammatory cytokines, including TNF-o and leads to cell
apoptosis in several organs, including cells in the kidney. Renal cell death which
is characterized by increased expression of Caspase 3 can reduce kidney function
which can be seen from the presence of proteinurea in the urine. Previous studies
have reported that antioxidants such as vitamin E and several types of plants such
as celery (Apium graveolens L) are known to reduce oxidative stress. However,
the role of celery in inhibiting kidney damage due to lead poisoning as seen from
renal Caspase 3 expression and TNF-a gene expression has not been studied.
Methods: This study was a post test only control group design with a completely
randomized design method. The method used in this study was PCR examination
of tnf alpha expression and caspase 3 expression. This study consisted of four
treatment groups, namely the healthy group, negative control, positive control
with vitamin E and celery extract treatment, with lead acetate induction. Data
were analyzed by two methods, namely parametric and non-parametric.

Results: In this study, the TNF alpha gene expression in the treatment group was
lower (3.13+£0.34) than the negative control (3.87+0.09), but gene expression in
the positive control group (2.13£0.26) had a lower trend than the treatment group.
Conclusion: There is an effect of giving celery extract on Caspase 3 gene
expression and renal TNF-a gene expression in rats exposed to lead acetate.

Keywords: Celery, TNF-a, caspase 3, lead acetate
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BAB |
PENDAHULUAN
1.1. Latar Belakang

Timbal (Pb) merupakan salah satu pencemar lingkungan yang
berbahaya yang dapat masuk ke dalam tubuh secara oral atau pun inhalasi
dari produk manufaktur yang sehari-hari banyak digunakan seperti bensin
bertimbal, cat, keramik, pewarna rambut, kosmetik, peralatan pertanian,
pesawat terbang, dan pipa air. Akumulasi Timbal dalam tubuh berkontribusi
terhadap stress oksidatif yang menyebabkan kerusakan DNA sel sehingga
memicu inflamasi yang ditandai dengan peningkatan sitokin inflamasi,
termasuk TNF-a dan berujung pada apoptosis sel pada beberapa organ,
termasuk sel pada organ ginjal.> Kematian sel ginjal yang ditandai dengan
peningkatan ekspresi Caspase 3 dapat mengurangi fungsi ginjal yang dapat
diketahui dari adanya proteinurea pada urin. Penelitian terdahulu
melaporkan antioksidan seperti vitamin E dan beberapa jenis tumbuhan
seperti Seledri (Apium graveolens L) diketahui dapat mengurangi stres
oksidatif.>* Namun demikian, peran Seledri dalam menghambat kerusakan
ginjal akibat keracunan timbal yang dilihat dari ekspresi Caspase 3 ginjal
dan ekspresi gen TNF-a masih belum dikaji.

National Poisoning Data System (NPDS) dari American Association of
Poison Control Centers (AAPCC) melaporkan terdapat 2286 paparan
tunggal terhadap timbal di taun 2019 dan dari paparan tersebut 1080
penderita merupakan anak-anak di bawah 6 tahun, sedangkan 679 penderita

merupakan pasien berusia lebih dari 19 tahun.> melaporkan bahwa sebagian



besar timbal terakumulasi di dalam ginjal dan dapat menyebabkan efek
samping pada ginjal, seperti sindrom Fanconi, penurunan progresif fungsi
ginjal, diabetes insipidus, disfungsi tubulus, atau nekrosis tubular.®’” Paparan
timbal yang berlebihan dilaporkan dapat menyebabkan efek nefrotoksik
akut atau kronis.® Paparan terus menerus terhadap Pb bahkan pada
konsentrasi rendah memiliki efek buruk pada ginjal terutama pada
glomerulus dan tubulus yang dapat menyebabkan sindrom nefrotik.

Penelitian terdahulu menyatakan akumulasi Pb dalam darah dapat
menganggu beberapa proses biokimia dalam tubuh dengan mengikat
sulfihidril dan kelompok fungsional nukelofilik yang berkontribusi terhadap
stress oksidatif. Stres oksidatif menyebabkan kerusakan struktur, membran,
dan DNA sel sehingga memediasi aktivasi kaskade sinyal inflamasi. Disisi
lain, Pb juga menganggu pembentukan enzim untuk sintesis vitamin D dan
produksi hemoglobin (Hb) sehingga memicu kerusakan membrane sel dan
kegagalan produksi Hb. Berdasarkan hal tersebut dapat disimpulkan bahwa
paparan Pb secara kronis dan akut menyebabkan efek berbahaya bagi
kesehatan hingga menimbulkan kematian. Efek toksik Pb mulai muncul
ketika telah terjadi kerusakan pada jaringan tubuh. Pencegahan kondisi
tersebut memerlukan suatu senyawa yang dapat menghilangkan atau
mengurangi efek toksik radikal bebas ion Pb?*.

Seledri merupakan herba semusim yang termasuk dalam famili
Apiaceae. Konstituen aktif utama yang terkandung dalam seledri adalah L-
3-n-butylphthalide, sedanolide, asam linoleat, flavonoid, senyawa fenolik

dan minyak atsiri, yang diekstraksi dari berbagai bagiannya termasuk akar,



1.2.

1.3.

daun dan biji. >° Beberapa penelitian terdahulu telah melaporkan seledri
memiliki aktivitas antioksidan, anti-inflamasi, antimikroba, anti-arthritis,
antiulcerogenic, antihiperlipidemia, dan antihipertensi. Ekstrak seledri
diketahui mampu melindungi fungsi ginjal yang terapapar timbal.l!
Beberapa penelitian terdahulu juga melaporkan bahwa ekstrak etanol seledri
dapat meningkatkan dan memperbaiki fungsi ginjal.%#2 Namun demikian,
peran Seledri dalam menghambat kerusakan ginjal akibat paparan timbal
belum dikaji, oleh karena itu penelitian ini bertujuan mengkaji peran seledri
dalam menghambat kerusakan ginjal yang dikaji dari ekspresi gen Caspase

3 ginjal dan ekspresi gen TNF-a tikus yang terpapar timbal.

Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian dalam latar belakang masalah tersebut di atas,
dapat dirumuskan sebagai berikut : Apakah tersdapat pengaruh pemberian
ekstrak seledri terhadap Ekspresi gen Caspase-3 dan ekspresi gen TNF-a

ginjal pada Tikus Terpapar Timbal asetat?

Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui
pengaruh pemberian ekstrak Seledri terhadap Ekspresi gen Caspase
3 dan ekspresi gen TNF-a ginjal pada tikus yang terpapar timbal

asetat.



1.3.2. Tujuan Khusus

1.

10.

Mengetahui perbedaan ekspresi gen Caspase 3 ginjal pada tikus
wistar kelompok sehat dan kelompok kontrol negatif.
Mengetahui perbedaan ekspresi gen TNF-o ginjal pada tikus
wistar kelompok sehat dan kelompok kontrol negatif.
Mengetahui perbedaan ekspresi gen Caspase 3 ginjal pada tikus
wistar kelompok sehat dan kelompok kontrol positif.

Mengetahui perbedaan ekspresi gen TNF-o ginjal pada tikus
wistar kelompok sehat dan kelompok kontrol positif.

Mengetahui perbedaan ekspresi gen Caspase 3 ginjal pada tikus
wistar kelompok sehat dan kelompok kontrol perlakuan.
Mengetahui perbedaan ekspresi gen TNF-o ginjal pada tikus
wistar kelompok sehat dan kelompok kontrol perlakuan.
Mengetahui perbedaan ekspresi gen Caspase 3 ginjal pada tikus
wistar kelompok kontrol nrgatif dan kelompok kontrol positif.
Mengetahui perbedaan ekspresi gen TNF-o ginjal pada tikus
wistar kelompok negatif dan kelompok kontrol positif.
Mengetahui perbedaan ekspresi gen Caspase 3 ginjal pada tikus
wistar kelompok kontrol negatif dan kelompok kontrol
perlakuan.

Mengetahui perbedaan ekspresi gen TNF-o ginjal pada tikus
wistar kelompok kontrol nrgatif dan kelompok kontrol

perlakuan.



11. Mengetahui perbedaan ekspresi gen Caspase 3 ginjal pada tikus
wistar kelompok kontrol positif dan kelompok kontrol perlakuan.
12. Mengetahui perbedaan ekspresi gen TNF-a ginjal pada tikus

wistar kelompok kontrol positif dan kelompok kontrol perlakuan.

1.4. Originalitas Penelitian
Tabel 1.1. Originalitas Penelitian
Peneliti, Variabel Variabel :
No tahun Judul Bebas  Tergantung Hasil
1 Afifahet  Protective effect of Ekstrak SOD, NO Ekstrak seledri
al., 20192 ethanol extract of seledri mampu
celery (Apium meningkatkan
graveolens L) on kadar SOD dan
kidney damage in menurunkan
ischemia/ NO
reperfusion injury
rats model
2 Afifahet  The protective effect Ekstrak  Hb, sel darah Ekstrak seledri
al., 2020*  of celery (Apium Seledri merah, sel  melindungi
graveolens L.) darah putih,  tikus dari
ethanol extract on anemia pada
anemia in 5/6 tikus
subtotal nephrectomy
nephrectomy rat
model
3 Kocasari  Apigenin alleviates ~ Apigenin CAT, GPx, Apigenin
etal., methotrexate- SOD, GSH mampu
2021 induced liver and memperbaiki
kidney injury in mice fungsi ginjal
dengan
meningkatkan
enzim
antioksidan
4 Heetal, Protective role of Apigenin  TNF-a, IL-1, Apigenin
2016% apigenin in TGF-B mampu
cisplatin-induced menekan
renal injury kerusakan
ginjal akibat
stress oksidatif
5 Elmaaty  The protective Vitamin E Creatinin, Terjadi
etal., efficacy of vitamin E BUN, IL-1 perbaikan
202016 and cod liver oil ginjal dilihat

against cisplatin- dari penurunan



induced acute kidney Creatinin,
injury in rats BUN, dan IL-1
6 Purwaning Pengaruh Ekstrak Ekstrak  Ekspresi Terjadi

sinetal.,  Seledri Terhadap Seledri Caspase 3 penurunan
2022 Expresi Caspase-3 dan ekspresi  Ekspresi

Dan Ekspresi Gen gen TNF Caspase 3 dan

Tnf-A Ginjal Pada Alpha ginjal  ekspresi gen

Keracunan Timbal TNF Alpha

Studi In Vivo Tikus ginjal

Diinduksi Timbal

Asetat

Berdasarkan Tabel 1 diketahui bahwa beberapa penelitian terkait
pengaruh pemberian ekstrak seledri atau pun senyawa aktif dalam seledri
terhadap kerusakan ginjal. Berdasarkan penelitian sebelumnya, ekstrak
seledri mampu menaikkan kadar enzim antioksidan seperti SOD serta
mencegah terjadinya anemia pasca neprotektomi.?** Senyawa apigenin yang
banyak ditemukan di seledri telah diteliti mampu memperbaiki fungsi ginjal
yang dilihat dari peningkatan kadar enzim antioksidan seperti CAT, GPX,
SOD, GSH serta penurunan sitokin inflamasi seperti TNF-o, dan IL-1.14%°
Diketahui antioksidan sangat berpengaruh terhadap perbaikan kerusakan
ginjal, seperti Vitamin E yang merupakan senyawa antioksidan diketahui
dapat memperbaiki kerusakan ginjal yang dapat diketahui dari penurunan
IL-1, creatinine dan BUN.6

Berdasarkan data tersebut investigasi untuk mengetahui pengaruh
ekstrak Seledri terhadap Ekspresi gen Caspase 3 dan ekspresi gen TNF-a
Ginjal pada tikus yang terpapar timbal belum dilakukan, sehingga penelitian
penelitian dengan ‘“Pengaruh Ekstrak Seledri Terhadap Ekspresi gen

Caspase-3 dan Ekspresi Gen TNF-o pada Keracunan Timbal (Studi in vivo



Tikus diinduksi Timbal Asetat)” yang akan dilakukan masih layak untuk

dilakukan karena memiliki novelitas.

1.5. Manfaat penelitian
1.5.1. Manfaat Teoritis
Secara teoritis manfaat yang diberikan dari penelitian ini adalah
menyajikan ilmu pengetahuan kepada masyarakat terkait peran
pemberian ekstrak Seledri terhadap Ekspresi gen Caspase 3 dan
ekspresi gen TNF-a ginjal pada tikus yang terpapar timbal
1.5.2. Manfaat Praktis
Secara praktis manfaat yang dapat diambil dari penelitian ini
adalah menjadi data dasar bagi penelitian terapan lanjutan yang

bermuara pada produk terapi paparan timbal.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Caspase-3
2.1.1. Definisi dan Peran Caspase dalam Apoptosis

Caspases adalah keluarga protease sistein yang berfungsi
sebagai efektor utama selama apoptosis untuk pembongkaran
sebagian besar struktur seluler secara proteolitik, termasuk
sitoskeleton, cell junctions, mitokondria, retikulum endoplasma,
Golgi, dan nukleus.!” Apoptosis adalah bentuk kematian sel
terprogram yang menghilangkan sel-sel individu dalam suatu
organisme dalam mempertahankan struktur keseluruhan jaringan di
sekitarnya.'®'® Di antara keseluruhan protein yang terlibat dalam
aktivasi dan apoptosis execution, protease atau caspases adalah
pendorong utama kematian sel apoptosis, membelah protein seluler
yang sangat penting untuk dismantling the dying cell.°

Caspases disintesis di dalam sel sebagai zimogen tidak aktif
yang tidak memiliki aktivitas protease yang signifikan, sehingga
caspases diregulasi ketika sintesis protein di mana caspases tidak
diaktifkan hingga menerima rangsangan kematian tertentu.?
Struktur utama caspases adalah prodomain amino-terminal dan
domain protease carboxy-terminal yang mengandung key catalytic
cysteine residue.?’ Caspases dikategorikan sebagai caspases inisiator
atau efektor, berdasarkan posisinya dalam kaskade pensinyalan
apoptosis. Caspases inisiator (caspase-2, caspase-8, caspase-9, dan

caspase-10) bekerja secara apikal dalam jalur kematian sel dan



2.1.2.

2.1.3.

semuanya memiliki prodomain yang panjang dan serupa secara
structural.?>?® Sebaliknya, caspases efektor (caspase-3, caspase-6,
dan caspase-7) memiliki prodomain yang lebih pendek dan ada di
dalam sel sebagai homodimer yang terbentuk sebelumnya tetapi

tidak aktif.?

Definisi Caspase-3

Caspase-3 adalah protein yang relatif kecil yang terdiri dari 2
subunit, subunit 12- dan 17-kDa yang masing-masing mengandung 3
dan 5 fungsi tiol. Aktivasi caspase-3 tergantung pada dimerisasinya
menjadi heterotetramer, di mana Cys-285 yang diaktifkan histidin di
situs aktif subunit pl7 conserved dalam superfamili caspase dan
diperlukan untuk aktivitas enzimatik.?®> Peran caspase-3 dalam
apoptosis adalah untuk membelah dan mengaktifkan caspases-6,
caspase-7, dan caspase-9 untuk memecah sel-sel apoptosis sebelum
dikeluarkan. Setelah proses ini, protein caspase-3 dibelah dan
dipecah sendiri oleh caspase-8 dan caspase-10.2%2’ Pembelahan
berurutan dan aktivasi protein ini sangat penting untuk tahap

apoptosis execution.?’

Aktivasi dan Mekanisme Seluler Caspase-3 dalam Apoptosis

Aktivasi Caspase-3 dapat melalui dua jalur apoptosis, yaitu
jalur apoptosis intrinsik dan ekstrinsik.?® Apoptosis intrinsik
diinduksi oleh stres seluler, yang menyebabkan aktivasi protein B-
cell lymphoma 2 (Bcl-2) family. Oligomer Bcl-2 homologous

antagonist killer (BAK) dan Bcl-2-associated X (BAX) kemudian



menginduksi pembentukan pore di membran luar mitokondria yang
menyebabkan pelepasan berbagai intermembrane space proteins
terjadi.?>% Sitokrom C (Cyt-C) berikatan dengan apoptotic protease
activating factor 1 (APAF1), menginduksi oligomerisasi APAF1
untuk membentuk apoptosom.*2 Apoptosom merekrut procaspase-
9, yang mengarah ke dimerisasi dan aktivasi Caspase-9. Aktivasi
Caspase-9 merangsang kaskade caspase yang berpuncak pada
aktivasi Caspase-3 dan Caspase-7. Caspases ini bertanggung jawab
untuk pembelahan banyak protein seluler, yang mengarah ke ciri
biokimia dan morfologi apoptosis.®*** Jalur apoptosis ekstrinsik
dirangsang melalui pengikatan ligan ke reseptor kematian yang
sesuai dan recruitment Fas-associated death domain (FADD) ke
death receptor terjadi. FADD berasosiasi dengan procaspase-
8/procaspase-10 melalui domain efektor kematiannya untuk
membentuk multiprotein death-inducing signaling complex (DISC).
Pembentukan DISC memfasilitasi pembelahan dan aktivasi Caspase-
8.33" Jalur ekstrinsik kemudian dapat dilanjutkan melalui jalur
pensinyalan tipe | atau jalur pensinyalan tipe I1.%® Dalam pensinyalan
tipe I, Caspase-8 secara langsung memotong dan mengaktifkan
Caspase-3 yang menyebabkan kematian sel.?® Dalam pensinyalan
tipe Il, Caspase-8 memotong Caspase-8-cleaved (BID) untuk
mengaktifkan BAK dan BAX.*® Protein ini kemudian menginduksi

pembentukan pore di mitokondria yang mengarah ke aktivasi
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Gambar 2.1. Peran Timbal dalam Apoptosis sel 28

Timbal dilaporkan menyebabkan stres oksidatif dengan
menghasilkan pelepasan reactive oxygen species (ROS) seperti
radikal superoksida, hidrogen peroksida dan radikal hidroksil dan
peroksida lipid.“° Mekanisme stres oksidatif yang diinduksi timbal
melibatkan  ketidakseimbangan  antara  pembentukan  dan
penghilangan ROS dalam jaringan dan komponen seluler yang
menyebabkan kerusakan pada membran, DNA, dan protein.*
Timbal asetat meningkatkan peroksidasi lipid dan produksi oksida
nitrat dengan pengurangan bersamaan dalam enzim antioksidan
sebagai katalase dan superoksida dismutase.*? Menurut Elgawish et
al. (2014), telah dilaporkan bahwa timbal menginduksi peningkatan
signifikan dalam ekspresi caspase-3 yang menunjukkan bahwa

timbal menginduksi terjadinya apoptosis.*:
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2.2. TNF-a
2.2.1. Definisi TNF-a

Tumor Necrosis Factor-a merupakan salah satu jenis sitokin
dengan berat molekul 51 kDa yang dieksrpesikan dan disekresikan
oleh sel imun termasuk monosit, makrofag dan sel T.* Ekspresi dan
produksi sitokin TNF-a juga dapat disekresikan oleh sel mesangial,

glomerulus, dan endotel.

2.2.2. Aktivitas TNF-a

Fungsi TNF-a berperan dalam system imun sebagai mediator
dalam aktivasi sel limfosit T dan merangsang ekspresi MHC | pada
sel endotel dan fibroblast.*® Ekspresi TNF-a juga diketahui memicu
apoptosis sel termasuk sel ginjal ketika terjadi inflamasi akibat
paparan zat kimia pada ginjal.*" Molekul TNF-o. mengaktifkan jalur
apoptosis sel melalui aktivasi NF-xkB yang melibatkan protein
reseptor Fas beserta TNF-o Receptor Apoptosis Inducing Ligand
(TRAIL).® Keduanya membentuk jalur yang disebut extrinsic
pathway atau death receptor pathway. Jalur apoptosis melalui TNF-o
ini selanjutnya akan mengaktivasi protein Caspase dengan dimediasi
oleh Caspase-8 hingga Caspase-3. Caspase-3 merupakan caspase
efektor yang meningkatkan sinyal apoptosis dengan mendisosiasi
protein dan menginisiasi jalur caspase menjadi program kematian

sel.
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2.3. Logam Berat Timbal

2.3.1.

2.3.2.

Definisi dan Karakteristik Timbal

Timbal atau Plumbum (Pb) adalah logam berat berwarna
kelabu kebiruan dan termasuk logam golongan IV A dalam tabel
periodik unsur kimia dengan nomor atom 82, berat atom 207,2, serta
dapat menguap dan bereaksi dengan oksigen (Oz) dalam udara
membentuk timbal oksida (PbO) pada suhu 550-600°C.*° Timbal
memiliki sifat fisiko-kimia seperti softness, malleability, ductility,
poor conductibility dan ketahanan terhadap korosi yang membuat
penggunaannya semakin meningkat dan merupakan logam kelima
yang paling sering digunakan di seluruh dunia.>® Karena sifatnya
yang tidak dapat terurai secara hayati dan penggunaan secara terus
menerus, hal ini menyebabkan konsentrasinya terakumulasi di

lingkungan.®*

Prevalensi Keracunan Timbal

Timbal merupakan salah satu polutan paling banyak di dunia
yang berbahaya dan paparannya bersifat multi-target toxicant yang
dapat memicu timbulnya masalah kesehatan global seperti penyakit
gastrointestinal, hematopoietik, kardiovaskular, sistem reproduksi,
ginjal. gangguan pernapasan, neurologis, dan peradangan.®*>3 Pada
tahun 2019, National Poisoning Data System (NPDS) dari American
Association of Poison Control Centers (AAPCC) melaporkan 2286
paparan tunggal terhadap timbal. Dari paparan tersebut, 1080 pada
anak-anak di bawah 6 tahun, dan 679 pada pasien yang lebih tua dari

19 tahun.®
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2.3.3.Sumber Paparan Timbal

2.34.

Sumber paparan timbal terutama meliputi proses kegiatan
penambangan, peleburan, industri baterai, pekerjaan yang
berhubungan dengan radiator, pembuatan kabel, paparan tanah yang
terkontaminasi, dan manufaktur seperti penggunaan cat bertimbal,
bensin, keramik, pipa ledeng, pewarna rambut, kosmetik, perlatan
pertanian, bahan bakar pesawat terbang, dan mesin x-ray.>**° Timbal
dapat masuk ke dalam tubuh dan menyebabkan keracunan jika

bersentuhan, tertelan, atau terhirup dari salah satu sumber ini.>’

Toksikokinetika Timbal pada Tubuh
Timbal dapat diserap ke dalam tubuh melalui mulut (oral),

saluran pernapasan, lambung dan bahkan beberapa senyawa Pb
dapat menembus kulit, seperti timbal tetraetil, yang digunakan dalam
bahan bakar sebagai zat anti-knock.>®>° Sekitar sepertiga dari asap
timbal yang dihirup diserap dan sepersepuluh dari timbal yang
tertelan diserap.®® Hal ini disebabkan karena Pb merupakan suatu
unsur yang ditemukan di udara sebagai partikel, sehingga Pb tidak
mengalami  penguraian atau terdegradasi dan tidak dapat
dihancurkan.®

Menurut United States (US) Centers for Disease Control and
Prevention dan National Institute of Occupational Safety and
Health (NIOSH), blood lead levels (BLL) sama dengan atau lebih
besar dari 5 g/dL dianggap meningkat pada orang dewasa.

Departemen Kesehatan dan Layanan Kemanusiaan US juga
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merekomendasikan bahwa kadar timbal dalam darah pada orang
dewasa harus diturunkan di bawah 10 g/dL.® Namun, penelitian
yang dilakukan oleh Keramati et al. (2010) menunjukkan bahwa
efek dan komplikasi terkait timbal bahkan dapat terjadi dengan kadar
yang lebih rendah dan kecil, dan tidak ada ambang batas aman yang
ditetapkan untuk timbal.®? Tanda dan gejala keracunan timbal tidak
spesifik pada orang dewasa dan mungkin termasuk kehilangan
ingatan jangka pendek, kurang konsentrasi, lekas marah, depresi,
parestesia, kehilangan koordinasi, nyeri perut umum, mual, sakit
kepala, penurunan berat badan, kelemahan dan hilangnya refleks
tendon dalam.>®%® Setelah timbal diserap ke dalam tubuh, lebih dari
95% terikat pada eritrosit akhirnya disimpan dan terakumulasi di
dalam darah dan tulang °®®® dan sebagian besar Pb akan
terakumulasi dalam organ ginjal dan hati, serta sisa Pb akan tersebar
ke seluruh tubuh (korteks serebral, sumsum tulang belakang,
ovarium, pankreas, limpa, prostat, adrenal, otak, jaringan lemak,

testis, jantung dan otot rangka).6:
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Gambar 2.2. Efek Terendah yang Dapat Diamati dari Blood Lead

Level (BLL)®

Paparan timbal tingkat tinggi dapat mengakibatkan gangguan
kesehatan yang merugikan, termasuk kerusakan pada sistem saraf,
hati dan ginjal; anemia, hipertensi, penyakit kardiovaskular,
defisiensi imun, infertilitas, masalah perkembangan termasuk defisit
kognitif, ketidakmampuan belajar dan kehilangan memori.®® Paparan
timbal dalam waktu lama telah dilaporkan menyebabkan anemia,
bersamaan dengan peningkatan tekanan darah, dan terutama pada
orang tua dan paruh baya. Kerusakan parah pada otak dan ginjal,
baik pada orang dewasa maupun anak-anak, ditemukan terkait
dengan paparan kadar timbal berat yang mengakibatkan
kematian.®’® Dumkova et al. (2017) melaporkan bahwa sebagian
besar timbal terakumulasi di dalam ginjal dan dapat menyebabkan
efek samping terkait ginjal, seperti sindrom Fanconi, penurunan
progresif fungsi ginjal, diabetes insipidus, dan disfungsi tubulus,

atau nekrosis tubular akut mungkin melalui kerusakan mitokondria
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langsung.®’” Rastogi (2008) mengungkapkan bahwa paparan timbal
yang berlebihan dapat menyebabkan efek nefrotoksik akut atau
kronis.® Paparan terus menerus terhadap Pb bahkan pada konsentrasi
rendah memiliki efek buruk pada ginjal terutama pada glomerulus
dan tubulus yang menyebabkan peningkatan prevalensi proteinuria

dengan berat molekul tinggi hingga sindrom nefrotik.”*-"
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Gambar 2.3. [llustrasi Proses Manusia Terpapar Timbal dari
Lingkungan dan Pengaruh Timbal terhadap Kesehatan
Manusia.>

2.4. Vitamin E

Vitamin adalah antioksidan yang melindungi sel dan jaringan dari
stress oksidatif. Dimana vitamin E merupakan salah satu antioksidan
terpenting untuk melindungi jaringan tubuh. Untuk menjaga homeostasis
tubuh, penting untuk menjaga keseimbangan antara kadar antioksidan dan
radikal bebas dalam tubuh.167

Vitamin E merupakan vitamin larut lemak. Vitamin E adalah istilah

luas yang mengacu pada tokoferol dan tokotrienol, yang dapat dibagi lagi
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menjadi alfa-, beta-, gamma-, dan delta-isomer berdasarkan posisi rantai
samping pada cincin kromanol. Secara struktural, terdiri dari cincin
kromanol dan rantai samping isoprenoid. Vit E memiliki fungsi sebagai
antioksidan serta melindungi tubuh dari polyunsaturated fatty acid (PUFAS)
seperti asam oleat, asam linoleat, asam linolenat, dan asam arakhidonat.
Selain itu vitamin E dalam tubuh juga berfungsi sebagai penangkal radikal
bebas dan molekul oksigen yang penting dalam mencegah peroksidasi
membran asam lemak tak jenuh.”*”™ Sebagai antioksidan, vitamin E
berfungsi sebagai donor ion hidrogen yang dapat mengubah radikal peroksil
(hasil peroksida lipid) manjadi radikal tocopherol yang kurang reaktif,
sehingga tidak mampu merusak rantai asam lemak. 4776

Aktivitas antioksidan vitamin E bergantung pada gugus hidroksil pada
cincin kromanol, yang dapat menyumbangkan hidrogen untuk mengurangi
radikal bebas. "® Studi in vitro dan in vivo telah menunjukkan bahwa
aktivitas antioksidan tokotrienol lebih unggul daripada tokoferol
berdasarkan tiga alasan yaitu tokotrienol terdistribusi lebih merata melintasi
membran lipid; tokotrienol dengan ikatan rangkap pada rantai samping
isoprenoidnya, menawarkan lebih banyak interaksi dengan free radikal;
tokotrienol mempunyai efisiensi siklus redoks yang lebih tinggi
dibandingkan dengan tokoferol. Selain berfungsi sebagai pemulung radikal
bebas, vitamin E dapat memodulasi nuklir faktor-eritroid 2 terkait faktor 2
(Nrf2) yang merupakan faktor transkripsi mengatur ekspresi enzim

antioksidan. 74777
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2.5. Toksikodinamika dan Toksikokinetika Timbal pada Ginjal
2.5.1. Organ Ginjal

Ginjal adalah organ yang kompleks secara anatomis yang
terdiri dari berbagai jenis sel yang sangat terspesialisasi, yang
tersusun dalam pola tiga dimensi yang sangat terorganisir. Nefron
adalah unit fungsional ginjal yang tersegmentasi menjadi bagian
yang berbeda, yaitu tubulus proksimal, lengkung henle, tubulus
distal, dan duktus kolektivus.”® Ginjal merupakan pusat homeostasis
yang mengatur tekanan darah, air,”® natrium,® kalium,® keasaman,®
mineral tulang,® dan hemoglobin.#* Namun, fungsi utama ginjal
adalah ekskresi waste products pada metabolisme dalam urin.®

Ginjal adalah organ ekskresi yang bertanggung jawab untuk
ekskresi berbagai senyawa utuh dan/atau produk metabolisme dari
sirkulasi.”® Dalam proses ini, dua langkah terjadi, yaitu filtrasi
glomerulus tempat asal ultrafiltrat dan sekresi tubulus.”®” Di dalam
glomerulus darah disaring, kemudian masuk melalui arteriol aferen
dan keluar melalui arteriol eferen. Fungsi ginjal dapat dinilai dengan
menentukan laju filtrasi glomerulus.®® Laju filtrasi glomerulus dapat
dipengaruhi oleh beberapa faktor, seperti latihan fisik; kehamilan;
keberadaan dan tingkat keparahan penyakit ginjal; waktu hari;
konsumsi protein; pemberian antihipertensi; dan status cairan
ekstraseluler, yang dapat menyebabkan perubahan aliran darah yang
mengakibatkan perubahan toksikokinetik dan kadar xenobiotik
plasma.88% Xenobiotik adalah zat kimia yang ditemukan di dalam

organisme yang tidak diproduksi secara alami yang dicirikan oleh
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toksikokinetiknya dan mengacu pada pergerakan senyawa di seluruh

organisme dari saat ia diserap hingga dikeluarkan.®

Afferent Efferent
arteriole  arteriole

capillaries

Glomerular

Gambar 2.4. Ekskresi Xenobiotik melalui Ginjal

2.5.2. Pengaruh Timbal terhadap Ginjal
Beberapa penelitian telah melaporkan adanya hubungan antara

keracunan timbal dengan penyakit ginjal pada manusia.®** Timbal
sangat mirip dengan kalsium secara kimiawi. Oleh karena itu, begitu
timbal berada di dalam tubuh, timbal diperlakukan seolah-olah itu
adalah kalsium.®% Timbal tidak memiliki tujuan yang berguna
dalam tubuh manusia dan kehadirannya di dalam tubuh dapat
menyebabkan efek toksik, terlepas dari jalur paparannya.®!

Ginjal adalah organ penting yang terkena paparan jangka
panjang terhadap timbal. Paparan timbal yang berlebihan dapat
menyebabkan efek nefrotoksik akut atau kronis (Rastogi, 2008).8
Nefropati Pb akut dicirikan secara fungsional oleh defisit umum
mekanisme transpor tubulus (sindrom Fanconi) dan secara

morfologis oleh munculnya perubahan degeneratif pada epitel
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tubulus dan nuclear inclusion bodies yang mengandung kompleks
protein Pb.%" nefropati Pb akut biasanya bersifat reversibel dengan
terapi khelasi, terutama pada anak-anak yang dimanifestasikan oleh
glikosuria dan aminoasiduria.®

Paparan kronis timbal telah dikaitkan dengan tingginya insiden
disfungsi ginjal, yang ditandai dengan perubahan glomerulus dan
tubulointerstitial yang mengakibatkan gagal ginjal kronis, hipertensi
dan hiperurisemia.® Paparan timbal kronis tingkat rendah dikaitkan
dengan peningkatan ekskresi protein dengan berat molekul rendah
dan enzim lisosom melalui urin.® Lin and Huang (1994)
melaporkan bahwa paparan timbal tingkat rendah juga dapat
mempercepat insufisiensi ginjal pada pasien tanpa diabetes yang
memiliki penyakit ginjal kronis.”® Nefropati Pb kronis adalah
penyakit ginjal ireversibel yang berkembang selama berbulan-bulan
atau bertahun-tahun dari paparan berlebihan.”% Nefropati timbal
kronis terjadi karena paparan timbal selama bertahun-tahun yang
dimanifestasikan dalam biopsi ginjal dengan atrofi fokal sedang,
hilangnya tubulus proksimal dan fibrosis interstisial.1®21% Pada
orang dewasa yang terpapar Pb secara kronis, terjadi nefropati Pb
sebagai nefritis tubulointerstitial progresif yang sulit didiagnosis
pada tahap awal.®

Suatu uji yang mengevaluasi glomerular filtration rate (GFR)
seperti klirens Kkreatinin, nitrogen urea darah, kreatinin serum

merupakan satu-satunya uji yang dapat digunakan untuk mendeteksi
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adanya kerusakan ginjal yang disebabkan oleh paparan Pb,71103-105
Ketika hasil tes menunjukkan hasil tidak normal, maka nefropati
telah mencapai fase ireversibel yang dapat menyebabkan gagal
ginjal.1%+1% Studi epidemiologis telah menunjukkan hubungan
antara kadar timbal dalam darah dengan tekanan darah, dan

hipertensi adalah ciri utama dari nefropati timbal.”*:72:9.107.108

Prevalensi Keracunan Timbal pada Ginjal

Paparan timbal (Pb) yang merupakan salah satu polutan logam
beracun, hingga saat ini masih menjadi perhatian global. Namun,
dalam beberapa penelitian telah dilaporkan bahwa prevalensi
keracunan timbal diremehkan di negara-negara berpenghasilan
rendah dan menengah.*1%® Berdasarkan Institute for Health Metrics
and Evaluation (IHME), sekitar 63,2% dari perkembangan idiopatik,
cacat intelektual, 10,3% hypertensive heart diseases, 5,6% ischemic
heart diseases, dan 6,2% stroke terkait dengan paparan timbal 1

Timbal adalah nefrotoksikan lingkungan yang paling paling
banyak diteliti hingga saat ini.!** Keracunan timbal akut (kadar
timbal dalam darah > 80-100 g/dL) mengganggu struktur dan fungsi
tubulus proksimal 21 Penelitian terdahulu menunjukkan bahwa
10,8% dari populasi penelitian dari sampel perwakilan nasional
47.204 orang Cina menderita disfungsi ginjal kronis pada tahun
2009, dengan prevalensi disfungsi ginjal dari populasi umum di
Inggris dan Kanada adalah 5,85%!° pada 2007 hingga 2009 dan

4,54%'® pada tahun 2010. Persentase tingginya disfungsi ginjal
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yang ditemukan dalam penelitian sebelumnya adalah tingkat paparan
timbal pada konsentrasi rendah telah meningkatkan risiko disfungsi
ginjal.1t’

Paparan timbal yang menyebabkan keracunan Pb akut atau
kronis tetap menjadi masalah kesehatan masyarakat yang signifikan
di negara-negara berpenghasilan rendah dan menengah.!** Secara
klinis, keracunan timbal akut ditandai dengan perkembangan
glukosuria, aminoasiduria, fosfaturia, atau sindrom Fanconi.0®%5
Manifestasi ginjal dari keracunan timbal akut biasanya reversibel
setelah penghentian paparan timbal dan jika diindikasikan terapi
khelasi.®?11® Sedangkan keracunan timbal kronis dapat menyebabkan
nefropati timbal, yang ditandai dengan fibrosis tubulointerstitial,
atrofi tubulus, sklerosis glomerulus, dan akhirnya penurunan
glomerular filtration rate (GFR).2*'7118  Nefropati toksik
diperkirakan menyebabkan kurang dari 1% dari semua kasus
penyakit ginjal stadium akhir (CDC, 2018).*° Insiden dan prevalensi
pasti dari nefropati timbal tidak diketahui, meskipun Occupational
Safety and Health Administration (OSHA) Amerika Serikat
memperkirakan bahwa sekitar 804.000 pekerja di industri umum dan
838.000 pekerja tambahan di konstruksi berpotensi terpapar
timbal 1%

Hubungan antara paparan timbal dan GFR dievaluasi pada
anak-anak Amerika Utara dengan Chronic Kidney Disease (CKD)

dalam Chronic Kidney Disease in Children Study (CKiD).121122
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Fadrowski et al. (2013) juga menunjukkan bahwa rata-rata
persentase perubahan GFR untuk setiap 1 g/dL peningkatan kadar
timbal dalam darah adalah 2,1%. Sedangkan dalam analisis yang
dikelompokkan berdasarkan diagnosis CKD, hubungan antara kadar
timbal dan GFR lebih kuat di antara anak-anak dengan penyakit
glomerulus yang mendasari CKD untuk setiap 1 g/dL peningkatan

kadar timbal dikaitkan dengan 12,1% pada perubahan GFR.!?

Mekanisme Nefrotoksisitas oleh Timbal

Timbal (Pb) adalah xenobiotik beracun yang menyebabkan
kondisi kesehatan kritis yang berbeda pada tahap yang fatal 23124
Timbal (Pb) mudah diserap oleh usus, paru-paru, kulit dan hampir
90% berikatan dengan protein eritrosit (albumin).!?® Timbal
disimpan ke dalam jaringan dan organ termasuk ginjal hingga 95%
dari total beban Pb melalui endositosis dan/atau eritrofagositosis.*?>
131

Ginjal merupakan salah satu target toksisitas Pb karena menjadi
rute utama ekskresi dari tubuh dan memfasilitasi kerusakan ginjal
melalui stres oksidatif pada sel dan jaringan ginjal serta peroksidasi
lipid. 40129132133 Timbal akan terikat dengan protein yang memiliki
berat molekul rendah (<1% dari total) kemudian disaring secara
bebas melalui glomerulus dan sebagian diserap kembali oleh tubulus
proksimal.*?’ Chaumont et al. (2012) melaporkan bahwa adanya
kemungkinan bahwa Pb diserap kembali oleh tubulus proksimal

sebagai protein kompleks dengan berat molekul rendah yang mirip
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dengan kompleks Cd-metallothionein.'?®'3! Sabath et al. (2012)
melaporkan bahwa toksisitas seluler Pb bersifat kompleks dan dapat
berkembang melalui beberapa pathway yang berbeda.'?’ Pertama,
paparan Pb dapat menyebabkan stres oksidatif, sehingga
menginisiasi kaskade yang dapat menyebabkan resistensi pembuluh
darah dan tekanan darah tinggi. Kedua, radikal bebas dapat
dihasilkan dan mengaktifkan nuclear factor 8 (NF-«) dan
inflamasi. Ketiga, Pb dapat mengganggu reaksi enzimatik yang
bergantung pada Ca dan induksi apoptosis. Berbagai pathways ini
pada akhirnya dapat menyebabkan perkembangan kerusakan pada
ginjal.t3!

Rana et al. (2018) melaporkan bahwa Aminoaciduria,
glikosuria, dan fosfaturia dilaporkan sebagai penanda disfungsi
tubulus proksimal pada toksisitas Pb akut.! Menurut Ahamed and
Siddiqui  (2007) dan Ponce-Canchihuaman et al. (2010),'%
mekanisme kerusakan ginjal olen Pb dimulai ketika Pb?" bersaing
dengan Ca?" dan mengatur homeostasis kalsium. Akibatnya,
pelepasan Ca?* dari mitokondria dirangsang dan memulai
pembukaan pori transisi mitokondria yang pada gilirannya
menyebabkan kerusakan mitokondria, generasi spesies reaktif dan
stres oksidatif termasuk perubahan metabolisme lipid. Di antara sel
yang ada pada organ ginjal, tubulus proksimal lebih rentan terhadap
kerusakan sel yang diinduksi Pb yang diikuti oleh apoptosis.**® Studi

pada kultur primer sel rat proximal tubular (rPT) menunjukkan
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bahwa Pb* meningkatkan sitosolik, konsentrasi  kalsium
mitokondria [Ca®"], dan depletes endoplasmic reticulum’s (ER)
[Ca?"] melalui kerja pada inositol 1,4,5-trisphosphate receptor
(IP3Rs).}1%® Menariknya, studi pada sel HEK293 juga menunjukkan
adanya keterlibatan Ca?*, di mana potensi reseptor transien
Canonical TRPC1 secara aktif berpartisipasi dalam sitotoksisitas dan
masuknya Pb?*.1%¢ Selain itu, Pb?* juga menggantikan ion logam
esensial seperti Zn?* dan Ca?* dalam protein dan menghambat
Cys2His2 zinc finger transcription factors.'?

Dari sudut pandang yang berbeda, Pb juga menghambat
integrity of cell-cell junctions (tight junction) dan memodifikasi
struktur seluler.®*” Polaritas yang berubah dan transportasi vektor sel
epitel juga bisa menjadi konsekuensi yang mungkin dari struktur
atypical cell-cell junction setelah berkurangnya lumen tubulus

proksimal ginjal dan hilangnya mikrovil (Gambar 1).
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2.6. Seledri

2.6.1. Morfologi dan Habitat Tanaman Seledri
Seledri atau Apium graveolens Linn. merupakan sayuran yang

termasuk ke dalam famili Apiaceae. Seledri berasal dari daerah
Mediterania di Eropa Selatan atau Mesir dan Swedia di mana habitat
alaminya asin dan basah, atau tanah berawa di dekat pantai. Seledri
dikenal sebagai Celeri dalam bahasa Prancis, Sellerie dalam bahasa
Jerman, Apio dalam bahasa Spanyol, Salleri dalam bahasa Swedia,
Karafs dalam bahasa Arab, Selderiji dalam bahasa Belanda, Sedano
dalam bahasa Italia, Aipo dalam bahasa Portugis, Syelderey dalam
bahasa Rusia, Serorjini dalam bahasa Jepang; Chin dalam bahasa
Cina; Karnaulior Ajmod di India. Seledri mencakup tiga varietas
taksonomi yang dibudidayakan, yaitu Celery (var. dulee), celeriac
(var. rapaeeum), dan smallage (var. secalinum).!3813°

Seledri memiliki tangkai berserat panjang yang meruncing
menjadi daun. Tergantung pada lokasi dan kultivarnya, baik batang,
daun atau hipokotilnya dapat dimakan dan digunakan sebagai
sayuran, sedangkan bijinya digunakan untuk bumbu dan sebagai
obat.}4%1%2 Minyak atsiri yang diekstraksi dari biji seledri merupakan
bahan penyedap utama dalam industri makanan yang digunakan
untuk meningkatkan rasa dan aroma makanan jadi, sup, daging, saus,
acar, dan jus sayuran.’® Minyak biji seledri mengandung dua
kelompok utama senyawa: limonene-type mono-terpenes dan

butylphathalides.*
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2.6.2. Klasifikasi Tanaman Seledri
Menurut Handbook of Herbs and Spices Peter (2012) seledri

diklasifikasikan sebagai sayuran aromatik karena terutama ditanam
untuk herba segar, daun dan tangkai daun. Dalam klasifikasi lain
dari organ tumbuhan yang digunakan sebagai bumbu, seledri telah
dikategorikan sebagai bumbu biji karena biji digunakan sebagai biji

utuh, bubuk atau dalam bentuk minyak biji atau oleoresin. 4

Gambar 2.6. Tanaman Seledri (Apium graveolens Linn.)*

Menurut Malhotra (2006) Kklasifikasi taksonomi tanaman

seledri adalah sebagai berikut :14°

Kerajaan : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Sub divisi : Angiospermae

Kelas : Magnoliospida (Dicotyledoneae)
Sub kelas : Rosidae

Ordo : Apiales

Famili : Apiaceae
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Genus - Apium

Spesies : Apium graveolens Linn.
2.6.3. Kandungan Senyawa Fitokimia Tanaman Seledri

Apium graveolens Linn. merupakan herba semusim yang
termasuk dalam famili Apiaceae. Konstituen aktif utamanya adalah
L-3-n-butylphthalide, sedanolide, asam linoleat, flavonoid, senyawa
fenolik dan minyak atsiri, yang diekstraksi dari berbagai bagiannya
termasuk akar, daun dan biji.>'° Beberapa penelitian terdahulu telah
melaporkan aktivitas farmakologinya pada antimikroba, anti-
inflamasi,  anti-arthritis,  antiulcerogenic,  antihiperlipidemia,
antioksidan dan antihipertensi.®>®° Seledri dapat mencegah penyakit
kardiovaskular,'*® penyakit kuning, penyakit hati dan lien,*’
obstruksi saluran kemih,**® asam urat,**’ dan gangguan rematik.'*°
Penelitian terbaru melaporkan bahwa ekstrak seledri dapat mencegah
dan memperbaiki penyakit akibat gangguan fungsi ginjal terutama
dalam kaitannya dengan nefropati akut dan kronis serta memiliki
efek perlindungan yang disebabkan oleh flavonoid pada seledri

terhadap fibrosis ginjal.**°
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Gambar 2.7. Struktur Kimia Kandungan Utama dalam Tanaman
Seledri.*

Adanya senyawa-senyawa seperti limonene, selinen, glikosida
frocoumarin, flavonoid, serta vitamin A dan C menjadi alasan bahwa
seledri merupakan tumbuhan yang paling banyak digunakan dalam
pengobatan tradisional.*>* Beberapa kandungan utama seledri, yaitu
selenine, limonene, apigenin, kaempferol, coumarin, dan luteolin,
asam caffeic, asam p-coumaric, asam ferulic, tanin, saponin, dan
kaempferol yang memiliki karakteristik antioksidan kuat untuk
menghilangkan radikal bebas.* Berbagai senyawa fitokimia,
terutama polifenol (seperti flavonoid, asam fenolik, dan

tansipropanoid) bertanggung jawab untuk mengumpulkan radikal
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bebas dan aktivitas antioksidan tanaman.t%? Polifenol memiliki efek
biologis, terutama aktivitas antioksidan yang merupakan induktor
untuk menahan radikal bebas dan peroksidasi. Polifenol umumnya
menunjukkan sifat kimia yang serupa, yang berarti bahwa satu atau
lebih jumlah gugus fenolik dapat bereaksi dengan donor hidrogen
dan menetralisir radikal bebas.’®® Menurut penelitian terdahulu, akar
seledri dan daunnya memiliki khasiat untuk menghilangkan radikal
OH dan 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) dan juga mengurangi
intensitas  peroksidasi liposom yang mewakili perlindungan

tanaman, %415

Pengaruh Tanaman Seledri terhadap Radikal Bebas

Menurut Liu et al. (2020), flavonoid (apiin, apigenin, dan rutin)
dan terpen (a-ionone) memberikan kontribusi terbesar terhadap
aktivitas pemulungan DPPH, diikuti oleh vitamin (riboflavin,
phylloquinone, dan kolin), pigmen (safflomin A), dan karotenoid (3-
hidroksi-3'-okso-B,e-karoten).*®®  Seperti  yang  dilaporkan
sebelumnya, DPPH adalah N-atom-centered free radical (NOS)
yang stabil pada suhu kamar dan telah banyak diterapkan untuk
penentuan aktivitas antioksidan primer. Pemulungan DPPH
didasarkan pada dua jalur utama, jalur pertama vyaitu yang
melibatkan penerimaan elektron atau atom hidrogen dari
antioksidan.’® Jalur kedua telah terbukti lebih menguntungkan

untuk pemulungan DPPH. %
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Aktivitas antioksidan alami pada ekstrak seledri menunjukkan
kapasitas pemulungan DPPH yang berbeda. Apiin, apigenin, dan
rutin memiliki kapasitas tertinggi, terutama karena bond dissociation
energy (BDE) ikatan O-H yang lebih rendah pada cincin-B, yang
meningkatkan kemampuan mendonorkan atom-H.*® Bendary et al.
(2013) membandingkan kapasitas scavenging DPPH dan H>O. dari
anilin dan fenol (termasuk flavonoid), menemukan bahwa fenol
lebih efektif dalam mengais DPPH daripada anilin, karena
kemampuannya untuk kehilangan atom hidrogen lebih mudah.*®
Selain itu, lokasi dan jumlah ikatan O-H merupakan faktor penting
dalam meningkatkan kapasitas scavenging DPPH.*® Senyawa rutin
memiliki dua gugus O-H aktif dalam posisi orto, yang merupakan
ikatan O-H yang lebih lemah dibandingkan dengan fungsi para dan
meta-dihidroksi sehingga menghasilkan kapasitas pemulung DPPH
yang paling kuat.'®® Menurut struktur kimia flavonoid, kombinasi
ikatan rangkap C2 = C3 dan gugus 4-karbonil pada cincin-C dapat
secara efisien menggeser elektron cincin-B melalui efek resonansi,
yang membantu meningkatkan kapasitas penangkapan radikal .16

Liu et al. (2020) juga melaporkan bahwa asam lemak tak jenuh
(asam oleat dan asam linolenat) dan vitamin (asam pantotenat dan
vitamin E suksinat) memberikan kontribusi terbesar terhadap
aktivitas penangkapan radikal, diikuti oleh flavonoid (3,7 -
dihidroksiflavon dan apigenin), kumarin (peucedanin), vitamin

(kolin dan riboflavin), dan pigmen (safflomin A), sedangkan
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flavonoid (sianidin dan apiin) memberikan kontribusi terkecil. Oz ~
adalah reactive oxygen species (ROS) yang secara langsung dapat
menyerang makromolekul biologis (seperti DNA, protein, dan lipid
membran) sehingga dapat menginduksi kerusakan jaringan®®. O, -
dapat secara langsung menghasilkan radikal hidroksi (-OH), yang
merupakan ROS paling berbahaya, karena mampu memodifikasi
hampir setiap molekul dalam sel hidup.®? O, ~ juga dapat bereaksi
dengan nitric oxide (NO) untuk membentuk anion peroksinitrit, yang
menyebabkan lebih banyak kerusakan pada sel daripada hanya Oz ~
dan NO.%%® Oleh karena itu, kapasitas pemulung O ~ dapat berfungsi
sebagai indikator signifikan dari aktivitas antioksidan potensial
seledri.

Radikal ROS (seperti Oz ) terutama menyerang unsaturated
fatty acids (UFAs) di dalam membran sel. Peroksidasi lipid dari
UFA dapat mengalami reaksi berantai yang berlangsung sendiri.®’
Oksidasi UFA menghasilkan radikal asam lemak (R-), yang dengan
cepat menangkap oksigen untuk membentuk radikal asam lemak
peroksil (ROO-). ROO- selanjutnya menerima atom hidrogen dari
UFA lain, menghasilkan lipid hidroperoksida (ROOH). Selanjutnya,
ROOH terurai menjadi spesies yang lebih radikal. UFA eksogen
juga dapat mengerahkan O, ~ kapasitas pemulungan yang kuat.*%
Selanjutnya, vitamin E suksinat dapat dihidrolisis untuk membentuk
vitamin E bebas. Vitamin E, yang berfungsi sebagai “chain breaker”

lipolarut yang kuat, dapat mencegat ROO- dan menghentikan reaksi
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berantai peroksidasi lipid.*®® Asam pantotenat juga merupakan faktor
penting dalam pencegahan stres oksidatif pada jaringan. Asam
pantotenat, sebagai prekursor dan penyusun koenzim A (CoA), dapat
merangsang biosintesis CoA. CoA dapat mengurangi kandungan
tert-butil hidroperoksida (sebuah generator ROS) menjadi hampir
nol dan meningkatkan kandungan glutathione (mengubah ROOH
menjadi ROH yang stabil) dan rasio GSH/GSSG lebih dari 50%
pada sel asites Ehrlich.}®® Mekanisme ini bertanggung jawab atas
hubungan yang kuat dari UFA (asam linolenat dan asam oleat) dan
vitamin (asam pantotenat dan vitamin E suksinat) dalam seledri

dengan kapasitas pemulung O .

Pengaruh Tanaman Seledri terhadap Caspase 3

Tanaman seledri merupakan tanaman yang memiliki aktivitas
antioksidan tinggi karena adanya senyawa flavonoid dan fenolik
didalamnya. Beberapa flavonoid telah menunjukkan efek
perlindungan ginjal terhadap banyak agen nefrotoksik yang dapat
menyebabkan kerusakan ginjal akut atau kronis. Flavonoid yang
telah dilaporkan dapat melindungi ginjal tikus atau mencit terhadap
agen nefrotoksik meliputi flavocoxid,®® pinocembrin,*®” gossypin,®®
dan baicalin yang dapat melindungi ginjal terhadap kerusakan
oksidatif ginjal yang diinduksi timbal pada tikus.'®°

Nefrotoksisitas dapat dikurangi dengan pre-treatment dengan
luteolin melalui peningkatan level oksidan ginjal dan pengurangan

aktivasi NF-kB dan faktor inflamasi serta apoptosis.l”® Beberapa
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flavonoid dapat memperbaiki kerusakan ginjal pada tikus dan
mencit, mengurangi perubahan histopatologi, dan mengurangi
peningkatan kreatinin serum dan nitrogen urea darah. Mekanisme
aksinya melibatkan beberapa jalur kaskade inflamasi dan gangguan
oksidatif, termasuk downregulasi NF-xB yang diaktifkan ekspresi
protein p65 dan downstream effectors (misalnya, iNOS dan
Proteinurea), dengan pemulihan IL-10 anti-inflamasi dan
pengurangan aktivasi phospho-NF-kB p65 dan phospho-P38 MAPK
dan ekspresi Nrf2 pada kerusakan ginjal. Flavonoid juga
menurunkan regulasi ekspresi penanda apoptosis caspase-3,
menghambat apoptosis yang diinduksi dan dengan demikian
mendukung kelangsungan hidup sel ginjal.1>1%0171-178

Penelitian Liu et al. (2017) menunjukkan bahwa senyawa
Luteolin yang merupakan salah satu senyawa flavonoid yang
terkandung dalam ekstrak biji seledri secara signifikan dapat
meningkatkan tingkat Bcl-2 dan mengurangi tingkat Bax yang juga
menyebabkan penurunan tingkat caspase-3, yang pada akhirnya
dapat mengurangi apoptosis pada jaringan ginjal.1’”® Apoptosis atau
kematian sel terprogram terlibat dalam homeostasis jaringan melalui
eliminasi sel yang ditargetkan tanpa mengganggu fungsi fisiologis
normal jaringan.'8

Menurut Gao et al. (2011), ekstrak daun seledri dapat
menginduksi apoptosis seluler dengan cara yang bergantung pada

konsentrasi dan waktu melalui jalur yang dimediasi oleh caspase dan
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mitokondria. Jalur kematian yang diprakarsai oleh mitokondria
memainkan peran penting dalam memicu apoptosis sebagai respons
terhadap rangsangan tersebut. Pada jalur kematian yang diprakarsai
mitokondria, mitokondria yang mengalami transisi permeabilitas
melepaskan protein apoptogenik atau faktor pemicu apoptosis dari
ruang antar membran mitokondria ke dalam sitosol untuk
mengaktifkan caspase-9, dan mengaktifkan caspase-9 pada
gilirannya membelah dan mengaktifkan algojo caspase-3. Aktivitas
caspase-3, -8, dan -9 diregulasi, menunjukkan bahwa caspase
berpartisipasi dalam proses apoptosis ini.'®* Bax adalah komponen
kunci untuk apoptosis yang diinduksi seluler melalui stres
mitokondria.’® Setelah stimulasi apoptosis, Bax membentuk
oligomer dan mentranslokasi dari sitosol ke membran
mitokondrial®28 dan telah terbukti menginduksi pelepasan
sitokrom ¢ dan langkah-langkah selanjutnya (termasuk caspase-9
dan caspase-3) pada fase eksekusi apoptosis.’®*1® Ekstrak daun
seledri dilaporkan dapat meningkatkan ekspresi Bax proapoptosis,
sementara Bcl-xL antiapoptosis diatur ke bawah setelah peningkatan

signifikan aktivitas caspase-3.8



BAB 111
KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori

Sehubungan dengan mekanisme keracunan Timbal, paparan Timbal
pada jaringan ginjal menghasilkan pembentukan ROS yang secara langsung
menginduksi kerusakan aktivasi NF-kB yang berperan dalam stimulasi
sintesis protein pro-inflamasi, termasuk TNF alpha. Produksi TNF alpha
secara terus menerus akibat paparan timbal akan memicu aktivasi cascade
caspase 8 hingga caspase 3 yang dapat berujung pada apoptosis sel pada
ginjal yang berakibat pada kerusakan fungsi ginjal dan ditandai oleh adanya
peningkatan ekspresi caspase 3 dan ekspresi gen tnf alpha.

Seledri diketahui mengandung beberapa zat aktif seperti apigenin dan
antosianin yang berperan sebagai antioksidan dan anti-inflamasi. Penelitian
terdahulu menyebutkan bahwa Antosianin dapat menghambat produksi ROS
sehingga dapat mencegah aktivasi NF-kB dan penurunan produksi sitokin
proinflamasi seperti TNF alpha yang berujung pada penekanan ekspresi
Caspase 3.

Selain itu Antosianin juga diketahui dapat mengaktifkan nuclear
factor erythroid 2—related factor 2 (Nrf2) yang dapat memblok jalur TNF
alpha. Pemblokakkan TNF alpha oleh Nrf2 dapat mencegah terjadinya
induksi caspase 3 sel pada jaringan ginjal sehingga fungsi ginjal terjaga
yang ditandai dengan penurunan TNF-A. Ringkasan kerangka teori

dijelaskan pada Gambar 3.1.
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Paparan Ekstrak
Timbal Seledri
Kadar Flavonoid
Kerusakan Kadar Kadar
DNA ROS SOD
‘ ' l
Jumlah . |- Ekspresi
Kematian Eﬁ;‘jﬁ;' Nrf2
sel ginjal
Populasi Y -
Jumlah »| Makrofag |— Ekspresi gen
DAMP teraktivasi TNF-a Ginjal
— : Penghambatan Ekspresi gen
Caspase 3
—» : Penginduksi Ginjal

Gambar 3.1. Kerangka Teori

3.2. Kerangka Konsep

Ekstrak Seledri <

Ekspresi gen TNF-a

Ekspresi gen Caspase 3

Gambar 3.2. Kerangka Konsep
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3.3. Hipotesis
Hipotesis penelitian ini adalah terdapat pengaruh pemberian ekstrak
Seledri terhadap Ekspresi gen Caspase 3 dan ekspresi gen TNF-a ginjal

pada tikus yang terpapar timbal dibandingkan kontrol.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian eksperimentalnewan coba dengan

rancangan acak lengkap dengan lima kali ulangan tiap perlakuan. Subyek

penelitian adalah tikus jantan galur wistar (Rattus norvegicus) dengan bobot

badan 200-250 gr. Perlakuan pada penelitian ini terdiri dari:

1. Kontrol Sehat (Tikus sehat tanpa paparan Timbal dan diberi pakan
standar),

2. Kontrol Negatif (Tikus diberi paparan Timbal 200mg/kgBB/hari dan
diberi pakan standar),

3. Kontrol Positif (Tikus diberi paparan Timbal 200mg/kgBB/hari dan
diberikan vitamin E 50 IU serta pakan standar).

4. Perlakuan (Tikus diberi paparan Timbal 200mg/kgBB/hari dan ekstrak

seledri 300mg/kgBB/hari serta pakan standar)

———» | KS |—» | O1

KP [—» | O3

v

Gambar 4.1. Alur Rancangan Penelitian
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4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.2.1.

4.2.2.

Variabel Peneltian
4.2.1.1. Variabel bebas
Variabel bebas penelitian ini adalah ekstrak Seledri &’
4.2.1.2. Variabel Terikat
Variabel terikat penelitian ini adalah Ekspresi gen Caspase
3 dan ekspresi gen TNF-A
Defenisi Operasional
a. Ekstrak Seledri
Ekstrak seledri dalam penelitian ini adalah ekstrak daun
seledri yang berasal dari area Jawa Tengah dan berusia antara 1-
3 bulan yang diekstrak menggunakan pelarut etanol yang dibuat
sedian oral dengan diencerkan menggunakan aquabides dengan
dosis 200 mg/kgBB. Satuan ekstrak seledri menggunakan satuan
milligram (mg) dan skala nominal.
b. Ekspresi gen TNF Alpha
adalah TNF alpha yang dianalisis dari sampel jaringan ginjal
pada hari ke-15 setelah 14 hari pemberian perlakuan. Ekspresi
gen TNF-a dianalisis dengan PCR dengan satuan fold change
dan skala rasio.
c. Ekspresi gen Caspase 3
Caspase 3 adalah protein yang relatif kecil yang terdiri dari 2

subunit, subunit 12- dan 17-kDa yang berperan dalam inisiasi
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proses apoptosis. Ekspresi gen Caspase 3 ginjal dianalisis

dengan PCR dengan satuan fold change dan skala rasio.

4.3. Subyek Penelitian dan Sampel Penelitian
4.3.1. Subyek Penelitian
Subyek yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus jantan
galur Wistar (Rattus norvegicus) berusia 2-3 bulan dengan bobot
badan 180-200 gram yang dinyatakan sehat dan layak digunakan
untuk penelitian oleh dokter hewan dan dipapar timbal secara oral
dengan kadar 200 mg/kgBB selama 14 hari .
4.3.2. Sampel Penelitian
4.3.2.1. Kriteria Inklusi
Kriteria inklusi yang diterapkan dalam penelitian ini antara
lain sebagai berikut
1. Tikus putih jantan galur wistar
2. Umur 2-3 bulan.
3. Mengalami paparan Timbal akibat paparan Timbal
4. Tikus sehat
5. Berat badan 180-200 gram.
4.3.2.2. Kriteria Eksklusi
Tikus putih jantan galur Wistar dengan kriteria:
1. Memiliki kelainan anatomis.
2. Sudah pernah digunakan untuk penelitian sebelumnya.

3. Tidak mengalami paparan Timbal
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4.3.2.3. Kriteria Drop Out
Tikus yang masuk kriteria drop out pada peneitian ini adalah
Tikus mati atau infeksi selama penelitian
4.3.3. Cara Pengambilan Sampel Penelitian
Pengambilan sampel dilakukan secara acak. Tikus putih jantan
galur Wistar dibagi menjadi 4 kelompok yaitu kelompok Kontrol
Sehat (tikus sehat tanpa paparan Timbal), Kontrol Negatif (tikus
model paparan Timbal yang tidak diberi perlakuan), Kontrol Positif
(tikus model paparan Timbal yang diberi Vitamin E dosis 50 1U),
Perlakuan (tikus model paparan Timbal yang diberi ekstrak Seledri
secara oral dosis 300 mg/kgBB).
4.3.4. Besar Sampel
Sampel minimal mengikuti ketentuan WHO yaitu sebanyak 5
ekor per jenis perlakuan dikali dengan jumlah waktu pengambilan
sampel. Pengambilan sampel dilakukan satu kali pada hari ke 15
setelah pemberain pertama perlakuan, sehingga jumlah sampel
minimal pada penelitian ini adalah 20 ekor tikus wistar
4.4. Alat dan Bahan
44.1. Alat
Penelitian ini menggunakan peralatan untuk membuat hewan
model yang terdiri alat sonde, botol kaca gelap, kandang
pemeliharan, dan tempat air minum tikus. Peralatan yang digunakan
untuk pengambilan data antara lain tabung conical 15 mL, dan

kandang metabolisme. Alat yang digunakan untuk analisis data
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terdiri dari microplate reader, mikroskop binokular, staining jar,
coated desk glass, cover glass, dan laptop dengan RAM 2GB.
Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri asam asetat,

aquades, etanol, akuades, pakan tikus, dan chloroform.

4.5. Cara Penelitian

45.1.

45.2.

45.3.

Perolehan Ethical Clearance

Permohonan ethical clearence penelitian diajukan kepada
komisi etik Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung
Semarang.
Cara Pembuatan Ekstrak Seledri

Pembuatan ekstrak seledri dilakukan di unit pelaksana teknis
terpadu laboratorium Universitas Diponogoro dengan cara Seledri
sebanyak +600 gram dicacah, didehidrasi pada suhu 50 — 60° C dan
dihaluskan menjadi bubuk kering. Bubuk kering diekstraksi melalui
proses maserasi menggunakan etanol 95% kemudian disaring dan
filtrat yang dihasilkan ditampung, residu kemudian dimaserasi
kembali dengan metode yang sama. Kandungan etanol dihilangkan
dengan cara diuapkan menggunakan rotary evaporator hingga
membentuk ekstrak kental. Ekstrak kental yang terbentuk kemudian
disimpan dalam lemari pendingin dengan suhu 2-8°C.
Penetapan Dosis

Dosis pemberian ekstrak Seledri ditentukan sebelum penelitian

dengan studi literatur. Penelitian terdahulu menyatakan bahwa
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pemberian 150 mg/kgBB/hari ekstrak Seledri secara oral melindungi
fungsi ginjal 2. Oleh karena itu penelitian ini menggunakan dosis
yang ditingkatkan menjadi 300 mg/kg/BB/hari.
45.4. Pembuatan Paparan Timbal dan Pemberian Perlakuan pada
Subjek Percobaan
1. Tikus diadaptasi selama 1 minggu setelah sampai di tempat
penelitian
2. Tikus diinduksi timbal asetat secara oral dengan dosis 200 mg/kg
BB yang dilarutkan dalam aquadestilata selama 14 hari .
3. Tikus pada Perlakuan diberi perlakuan ekstrak Seledri secara oral
bersamaan dengan induksi timbal asetat dengan dosis 200 mg/kg
BB (P) dan Vitamin E dosis 50 IU (KP). 2
4. Tikus Kontrol Negatif tidak diinduksi timbal dan hanya mendapat
pakan standar.
4.5.5. Pengambilan Sampel Jaringan
Tikus setelah 24 jam pasca pemberian perlakuan terakhir
dimatikan dengan cara servikal dislokasi untuk proses pengambilan
organ ginjal. Bagian abdomen tikus dibedah kemudian sampel ginjal
diambil untuk analisis PCR. Jaringan yang akan dianalisis PCR
dimasukkan dalam RNA later dan disimpan dalam suhu -20° C

hingga proses analisis.
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4.5.6. Analisis Kuantitatif Eksprei TNF-a dan caspase-3 menggunakan
RT-PCR
1. Ekstraksi RNA dan sintesis CDNA™

Isolasi RNA dari ginjal dilakukan dengan menggunakan
reagen TRIzol®, (Invitrogen Life Technologies) dan pembuatan
cDNA menggunakan iScript cDNA Syntesis Kit (Bio-Rad iScript
gDNA Clear cDNA syntesis Kit Catalog) menggunakan Reverse
Transcriptase PCR (RT-PCR) thermal cycler C1000 (Bio-Rad).

2. Penentuan Ekspresi gen Caspase 3 "

Gen TNF-a dan caspase 3 diamplifikasi dengan
menggunakan Teknik PCR-RFLP, menggunakan PCR 2x PCR
Master mix solution (INtRON®, nomer katalog 25027) di dalam
tabung vial 0,2 mL dengan volume total 50 uL untuk 1 sampel.
PCR dilakukan menggunakan siklus termal DNA: Terapan
Biosistem Veriti 96.

3. Penentuan Ekspresi Gen TNF-a dan caspase-3 '

Gen TNF-a dan caspase-3 diamplifikasi dengan
menggunakan Teknik PCR-RFLP, menggunakan PCR 2x PCR
Master mix solution (INtRON®, nomer katalog 25027) di dalam
tabung vial 0,2 mL dengan volume total 50 uL untuk 1 sampel.
PCR dilakukan menggunakan siklus termal DNA: Terapan

Biosistem Veriti 96.
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Tabel 4.1. komponen PCR Mix GPx

Komponen Jenis

Forward TNF-a
Primer 5’- CTCTTCTGCCTGCTGCACTTTG -3’
TNF-a Reverse TNF-a

5’- ATGGGCTACAGGCTTGTCACTC -3’
Reagen Trizol Reagen
RNA High Capacity cDNA Reverse Transcription
transcribed
cDNA SYBR Green

4.6. Tempat dan Waktu Peneltian
Penelitian dilakukan di SCCR, Universitas Islam Sultan Agung,

Semarang. Penelitian rencana akan dilakukan pada juli-agustus 2022.

4.7. Analisa Data

Data RT-PCR TNF alpha dan Caspase 3 dianalisis menggunakan uji
deskriptif, normalitas, dan homogenitas. Data yang dihasilkan normal dan
homogen, maka akan dilakukan uji beda uji One Way Anova dan dilanjutkan
dengan uji Post Hoc LSD dan Duncan untuk mengetahui perbedaan masing-
masing kelompok. Bila data yang diperoleh tidak normal dan tidak
homogen(p<0,05), maka dilakukan uji Kruskal Wallis dan dilanjutkan
dengan uji Mann Whitney untuk mengetahui perbedaan masing-masing
kelompok. Pengolahan analisis data dilakukan dengan menggunakan SPSS

26.0. data tersebut bermakna bila Pvalue <0.05



4.8. Alur Penelitian

Tikus putih jantan galur Wistar 20 ekor

v
| Randomisasi dan adabtasi selama 5 hari
v
Dibagi menjadi 4 kelompok
+ v
Tikus Sehat Injeksi oral 200 mg/kgBB Timbal asetat
Kontrol Kontrol Kontrol Positif Perlakuan 1
sehat Negatif Vit. E 50 1U) (300 mg/kg BB)
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

y

Pemberian pakan standar sampai hari ke-14

v

Pengambilan jaringan ginjal pada hari ke-15

v

Pemeriksaan Ekspresi gen Caspase 3 ginjal dan ekspresi gen

v

Pengolahan dan analisis data

Gambar 4.2. Alur penelitian
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BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental yang dilakukan selama bulan

Juli hingga Agustus 2022 di Laboratorium Stem Cell and Cancer Research

(SCCR), Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung, Semarang. Subjek

penelitian ini adalah tikus jantan galur wistar dengan berat 200-250-gram dan

berumur 2-3 bulan yang diinduksi timbal asetat. Penelitian ini menggunakan 20

ekor hewan model dan tidak ada yang eksklusi atau drop out selama penelitian

berlangsung. Penelitian ini terdiri dari 4 kelompok yang terdiri dari, kelompok

sehat terdiri dari 5 ekor tikus, kelompok kontrol negatif yang terdiri dari 5 ekor

tikus yang mendapatkan induksi timbal asetat 200 mg/kgBB/hari secara peroral

selama 14 hari, kelompok kontrol positif yang mendapatkan induksi timbal asetat

dan vitamin E dosis 50 1U/kgBB/hari secara peroral selama 14 hari, dan kelompok

perlakuan terdiri atas 5 ekor hewan uji yang mendapatkan pemberian timbal dosis
200mg/kgBB/hari dan ekstrak seledri 300 mg/kgBB/hari selama 14 hari.

5.1. Hasil Penelitian
5.1.1. Profil fitokimia seledri

Sampel seledri yang digunakan pada penelitian ini telah

dikonfirmasi secara taksonomi oleh laboratorium UPT lab terpadu

Universitas Diponogoro dengan nomor seri DT.01.03/8/1002/2022

bahwa sampel seledri yang digunakan adalah spesies Apium

graviolens L. Ekstrak selederi terbukti mengandung senyawa

golongan alkaloid, saponin, tannin, flavonoid, dan steroid. Ekstrak

selederi pada penelitian ini mengandung senyawa flavonoid total
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dengan kadar 14,3036 mg/gram extract. Pada penelitian ini akan
dilakukan evaluasi aktivitas ekstrak selederi terhadap ekspresi gen
TNF alpha dan caspase-3.

Tabel 5.1. Data hasil penelitian ekspresi gen TNF alpha dan caspase-3

Variabel Kelompok pvalue
Sehat Kontrol Kontrol Perlakuan  P<0.05
n=5 negatif positif n=5
meanzSD n=5 n=5 meanzSD

meantSD  meanxSD

Ekspresi gen TNF 1.02£0.01 3.87+0.09 2.13+0.26 3.13%0.34

alpha

Saphiro wilk 1.000 0.377 0.167 0.821

Levene test 0.063
One way Anova 0.000

Ekspresi gen 1.02+0.01 7.95+0.23 7.05+0.28 2.48+1.23
Caspase-3

Saphiro wilk 1.000 0.503 0.196 0.112

Levene test 0.003
Kruskal-Wallis 0.024

5.1.2. Efek Pemberian seledri terhadap ekspresi gen TNF alpha
Ekspresi gen TNF alpha adalah satu jenis sitokin pro inflamasi
yang dieksrpesikan dan disekresikan oleh sel imun termasuk
monosit, makrofag dan sel T.* Pada penelitian ini diperoleh hasil
ekspresi gen TNF alpha pada kelompok perlakuan lebih rendah
(3.13+0.34) dari pada kontrol negatif (3.87+0.09), namun ekspresi
gen pada kelompok kontrol positif (2.13+0.26) memiliki tren lebih

rendah dibandingkan kelompok perlakuan (Gambar 5.1.).
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Gambar 5.1. Hasil RT-PCR menunjukkan rasio tingkat ekspresi mRNA TNF
alpha pada jaringan ginjal masing-masing kelompok perlakuan. *Menunjukkan
perbedaan yang signifikan antara kelompok kontrol dan perlakuan p<0.05.

Tabel 5.2. Uji Post-hoc LSD ekspresi mRNA TNF alpha antar kelompok

perlakuan
Kelompok Kelompok Signifikansi
perbandingan
Sehat Kontrol negatif 0.000
Kontrol positif 0.008
Perlakuan 0.000
Kontrol negatif Kontrol positif 0.001
Perlakuan 0.048
Kontrol positif Perlakuan 0.013

Pada data deskriptif ekspresi gen TNF alpha masing-masing
kelompok dilakukan uji normalitas dengan menggunakan Saphiro
Wilk dan uji homogenitas dengan menggunakan uji Levene. Hasil uji
normalitas dan homogenitas didapatkan nilai p>0.05 pada semua
kelompok. Hasil tersebut menunjukkan bahwa data berdistribusi

normal dan homogen sehingga dapat dilakukan uji parametrik One-
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way ANOVA, dan dilanjutkan uji Post-hoc LSD. Uji beda One-way
ANOVA didapatkan p< 0.05. Hasil uji post-hoc LSD disajikan dalam

bentuk grafik pada gambar 5.1 dan tabel 5.2.

Efek pemberian ekstrak seledri terhadap ekspresi gen caspase 3

Caspase 3 adalah keluarga protease sistein yang berfungsi
sebagai efektor utama selama apoptosis untuk pembongkaran
sebagian besar struktur seluler secara proteolitik, termasuk
sitoskeleton, cell junctions, mitokondria, retikulum endoplasma,
Golgi, dan nukleus.t” Apoptosis adalah bentuk kematian sel
terprogram yang menghilangkan sel-sel individu dalam suatu
organisme dalam mempertahankan struktur keseluruhan jaringan di
sekitarnya.'8:1®

Pada penelitian ini diperoleh hasil ekspresi gen caspase-3 pada
kelompok perlakuan lebih rendah (2.48+1.23) dari pada kontrol
negatif (7.95+0.23), namun ekspresi gen pada kelompok kontrol
positif (7.05£0.28) tidak memiliki perbedaan yang signifikan

dibandingkan kelompok perlakuan (Gambar 5.2.).
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Gambar 5.2. Hasil RT-PCR menunjukkan rasio tingkat ekspresi mRNA caspase-
3 pada jaringan ginjal masing-masing kelompok perlakuan. *Menunjukkan
perbedaan yang signifikan antara kelompok kontrol dan perlakuan p<0.05. ns
menunjukan perbedaan tidak signifikan antar kelompok kontrol dan perlakuan

p>0.05.
Tabel 5.3. Uji Post-hoc LSD ekspresi mRNA caspase-3 antar kelompok
perlakuan
Kelompok Kelompok Signifikansi
perbandingan
Sehat Kontrol negatif 0.007
Kontrol positif 0.089
Perlakuan 0.734
Kontrol negatif Kontrol positif 0.308
Perlakuan 0.017
Kontrol positif Perlakuan 0.174

Berdasarkan data diatas terlihat bahwa pemberian seledri
300mg per kgbb perlakuan dosis memberikan perbedaan yang
signifikan dalam menurunkan ekspresi gen caspase 3 dibandingkan

kontrol negatif, namun pemberian perlakuan pada kelompok vitamin
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E kontrol positif tidak berbeda signifikan dengan kelompok kontrol
negatif. Hal ini menunjukan bahwa pemberian ekstrak seledri
mampu menurunkan ekspresi gen caspase 3 setara dengan kondisi
sehat tanpa paparan timbal. Pada data deskriptif ekspresi gen caspase
3 masing-masing kelompok dilakukan uji normalitas dengan
menggunakan Saphiro Wilk dan uji homogenitas dengan
menggunakan uji Levene. Hasil uji normalitas didapatkan nilai
signifikasi semua kelompok p>0,05 namun uji homogenitas
memiliki nilai p<0.05 yang menunjukan data tidak homogen. Hasil
tersebut menunjukkan bahwa data berdistribusi normal dan tidak
homogen sehingga dilakukan uji non parametrik kurskal-wallis, dan
dilanjutkan uji mann-whitney. Uji beda kurskal wallis didapatkan
didapatkan p < 0,05. Hasil uji mann-whitney disajikan dalam bentuk

grafik pada gambar 5.2 dan tabel 5.3.

5.2. Pembahasan

Penelitian mengenai Ekstrak Seledri terhadap ekspresi gen TNF-o dan
ekspresi gen caspase-3 ginjal ini menggunakan 20 ekor tikus jantan galur
wistar yang dibagi 4 (empat) kelompok: K1 (kelompok tikus normal) dan
K2-K4 tikus yang dibuat model keracunan timbal. Pembuatan keracunan
timbal dilakukan melalui pemberian paparan timbal 200mg/kgBB/hari
selama 14 hari kemudian. Selanjutnya, pada K3 diberikan vitamin E
501U/kgBB® dan K4 diberikan ekstrak seledri 300mg/kgBB dengan lama
perlakuan selama 14 hari. Penelitian ini menggunakan tikus jantan wistar

karena secara karakteristik gen, biologi dan perilaku mempunyai kemiripan
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dengan manusia serta tidak dipengaruhi hormone dan tidak mempengaruhi
hasil penelitian. Penelitian ini bertujuan mengkaji pengaruh seledri dalam
menurunkan kadar TNF-a serta menghambat apoptosis Sel-sel otak yang
ditandai dari penurunan ekspresi Caspase-3 ginjal pada tikus yang dipapar
timbal.

Penelitian ini melakukan pemaparan Timbal yang menyebabkan
pembentukan ROS pada jaringan otak sehingga mengaktifkan jalur PI3K
dan AKT yang menyebabkan aktivasi faktor transkripsi NF-kB yang
berperan dalam stimulasi pelepasan protein proinflammasi termasuk TNF-
o.!'? Induksi timbal juga terbukti mengaktifkan epidermal growth factor
receptor (EGFR) dan mitogen activated protein kinase (MAPK) fosforilasi.
Hal tersebut akan menyebabkan aktivasi faktor transkripsi protein
heterodimeric (AP-1) yang mengandung c-jun protein, sehingga
menyebabkan aktivasi gen TNF- o.?® pada pelitian ini TNF- o yang
teraktivasi menyebabkan aktivasi balik faktor trasnkripsi NF-kB dan AP-
1.11 Pada kondisi kadar TNF- o yang meningkat, menginduksi kematian sel
melalui Paparan timbal adalah salah satu faktor resiko peradangan dan
apoptosis pada sel ginjal , ditandai dengan peningkatan ekspresi gen TNF
alpha dan Caspase 3, melalui pembentukan ROS oksidatif, yang
mengakibatkan aktivasi beberapa jalur inflamasi dan apoptosis. Pencegahan
saat ini tidak semuanya memberikan hasil maksimal terutama dalam
mencegah proses peradangan dan apoptosis. Penelitian terkini membuktikan
bahwa ekstrak seledri bisa menurunkan kadar ekspresi gen TNF alpha dan

ekspresi gen caspase 3 pada ginjal yang dipapar timbal asetat. Penelitian ini
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bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak seledri bisa
menurunkan kadar ekspresi gen TNF alpha dan ekspresi gen caspase 3 pada
ginjal.

Penelitian ini didapatkan hasil bahwa ekstrak selederi secara
signifikan menurunkan ekspresi gen TNF alpha dan ekspresi gen Caspase-3.
Pada penelitian terdahulu menunjukan bahwa ekstrak seledri melindungi
tikus dari anemia pada tikus nephrectomy melalui pengahambat radikal
bebas. Paparan timbal akan mengakibatkan stress oksidatif dan akan
mengaktifkan nfkb pathway, jalur tersebun secara langsung akan
meningkatkan ekspresi sitokin pro inflamasi ,seperti TNF alpha. 112

Peningkatan TNF alpha dapat mengaktifkan jalur pospatidil tri inositol
(PI3K) melalui peningkatan ekspresi p38 yang meningkatkan ekspresi
caspase 3 sehingga menginduksi apoptosis sel pada ginjal. Pada penelitian
ini senyawa yang terkandung dalam ekstrak seledri seperti flavonoid
terbukti sebagai anti oksidan sehingga dapat menurunkan proses peradangan
dengan cara meningkatkan nrf2 sehingga menekan stress oksidatif 13

Secara keseluruhan, hasil penelitian ini menunjukan bahwa ektrak
seledri memiliki kemampuan untuk menurunkan ekspresi gen TNF alpha
dan Ekspresi gen caspase 3 ginjal tikus yang terpapar timbal asetat. Namun

tidak lebih baik bila dibandingkan dengan kelompok kontrol positif 2°
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5.3. Kelemahan Penelitian
Kelamahan penelitian ini adalah ekstrak seledri tidak lebih baik dari
pada vitamin E untuk menekan ekspresi gen TNF alpha dan Ekspresi gen
Caspase 3 ginjal tikus yang terpapar timbal asetat. Pada penelitian ini juga
tidak melakukan pengukuran kadar ROS yang merupakan factor utama

pengaruh timbal asetat.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian maka dapat disimpulkan:

1.

Terdapat pengaruh pemberian ekstrak Seledri terhadap Ekspresi gen
Caspase 3 dan ekspresi gen TNF-o ginjal pada tikus yang terpapar
timbal asetat

Tidak Terdapat perbedaan bermakna ekspresi gen Caspase 3 ginjal pada
tikus wistar kelompok sehat dan kelompok kontrol negatif.

Terdapat perbedaan bermakna ekspresi gen TNF-o ginjal pada tikus
wistar kelompok sehat dan kelompok kontrol negatif.

Tidak terdapat perbedaan bermakna ekspresi gen Caspase 3 ginjal pada
tikus wistar kelompok sehat dan kelompok kontrol positif.

Terdapat perbedaan bermakna ekspresi gen TNF-o ginjal pada tikus
wistar kelompok sehat dan kelompok kontrol positif.

Terdapat perbedaan bermakna ekspresi gen Caspase 3 ginjal pada tikus
wistar kelompok sehat dan kelompok kontrol perlakuan.

Terdapat perbedaan bermakna ekspresi gen TNF-a ginjal pada tikus
wistar kelompok sehat dan kelompok kontrol perlakuan.

Tidak terdapat perbedaan bermakna ekspresi gen Caspase 3 ginjal pada
tikus wistar kelompok kontrol nrgatif dan kelompok kontrol positif.
terdapat perbedaan bermakna ekspresi gen TNF-a ginjal pada tikus

wistar kelompok negatif dan kelompok kontrol positif.
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10. Tidak terdapat perbedaan bermakna ekspresi gen Caspase 3 ginjal pada
tikus wistar kelompok kontrol negatif dan kelompok kontrol perlakuan.

11. terdapat perbedaan bermakna ekspresi gen TNF-o ginjal pada tikus
wistar kelompok kontrol nrgatif dan kelompok kontrol perlakuan.

12. Tidak terdapat perbedaan bermakna ekspresi gen Caspase 3 ginjal pada
tikus wistar kelompok kontrol positif dan kelompok kontrol perlakuan.

13. Terdapat perbedaan bermakna ekspresi gen TNF-a ginjal pada tikus

wistar kelompok kontrol positif dan kelompok kontrol perlakuan.

Saran
Sebagai saran untuk penelitian ini adalah:
1. Perlu pengukuran kadar ROS setelah dilakukan pemberian ektrak seledri

pada tikus yang terpapar timbal, tikus sehat dan control positif.
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