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ABSTRAK 

PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK SELEDRI TERHADAP KADAR 

TNF-α DAN EKSPRESI CASPASE-3 OTAK PADA KERACUNAN 

TIMBAL 

Latar belakang: Paparan timbal secara kronis menyebabkan keracunan timbal 

yang menginduksi inflamasi dan kematian sel, seperti jaringan otak. Seledri (Apium 

graveolens L) mengandung senyawa antioksidan ysng terbukti dapat menurunkan 

kadar ROS yang dapat menekanan produksi sitokin proinflamasi serta 

penghambatan apoptosis sel otak. Namun demikian, belum ada penelitian yang 

mengkaji pengaruh pemberian ekstrak seledri dalam mencegah kerusakan otak 

yang disebabkan paparan timbal. Oleh karena itu penelitian ini bertujuan mengkaji 

pengaruh seledri dalam menurunkan kadar TNF-α serta menghambat apoptosis sel-

sel otak yang ditandai dari penurunan ekspresi Caspase-3 otak pada tikus yang 

dipapar timbal. 

Metode: Desain penelitian ini adalah penelitian eksperimental dengan rancangan 

post test only control group design. Penelitian ini terdiri dari empat kelompok yaitu 

kelompok sehat, kelompok kontrol negatif (Pb asetata 200mg/kgBB), kelompok 

kontrol positif (Vitamin E 50IU/kgBB) dan kelompok perlakuan (ekstrak selederi 

300mg/kgBB) yang diberikan bersama-sama secara peroral selama 14 hari. Pada 

hari ke 15 dilakukan terminasi dan dianalisis kadar TNF-α dengan ELISA dan 

ekspresi caspase-3 dengan IHC. Data yang diperoleh dianalisis dengan statistic non 

parametrik Kruskal Wallis dan uji beda mann whitney. 

Hasil: Pada Penelitian ini diperoleh hasil ekspresi Caspase-3 pada kelompok 

perlakuan lebih rendah (18,69±2,26) dari pada kontrol negatif (29,97±1,95), namun 

kadar TNF- α pada kelompok kontrol positif (14,69±0,16) memilih tren lebih 

rendah dibandingkan kelompok perlakuan. 

Kesimpulan: Pemberian ekstrak selederi berpengaruh secara signifikan terhadap 

penurunan kadar TNF-α  dan ekspresi caspase-3 pada tikus model yang diinduksi 

Timbal asetat.  

 

Kata Kunci: Caspase-3, Ekstrak Seledri, Vitamin E, TNF-α, Timbal Asetat 
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ABSTRACT 

 

THE EFFECT OF CELERY EXTRACT ON TNF-α LEVELS AND 

CASPASE-3 EXPRESSION IN LEAD POISIONING RAT MODELS 

 

Background: Chronic exposure to lead causes lead poisoning that induces 

inflammation and cell death, such as brain tissue. Celery (Apium graveolens L) 

contains antioxidant compounds that have been shown to reduce ROS levels which 

can suppress the production of pro-inflammatory cytokines and inhibit brain cell 

apoptosis. However, there have been no studies that have examined the effect of 

celery extract in preventing brain damage caused by lead exposure. Therefore, this 

study aims to examine the influence of celery in reducing TNF-α levels and 

inhibiting apoptosis of brain cells characterized by a decrease in brain Caspase-3 

expression in lead-exposed mice. 

Method: The design of this study is an experimental study with a post test only 

control group design. This study consisted of four groups, namely the healthy 

group, the negative control group (Pb asetata 200mg /kgBB), the positive control 

group (Vitamin E 50IU / kgBB) and the treatment group (300mg / kgBB celery 

extract) which was given together perorally for 14 days. On the 15th day, 

termination was carried out and TNF-α levels were analyzed with ELISA and 

caspase-3 expression with IHC. The data obtained were analyzed with kruskal 

Wallis non-parametric statistics and mann whitney difference test. 

Results: In this study, the results of Caspase-3 expression in the treatment group 

were lower (18.69±2.26) than negative controls (29.97±1.95), but TNF- α levels in 

the positive control group (14.69±0.16) chose a lower trend compared to the 

treatment group. 

Conclusion: The administration of celery extracts significantly affected the 

decrease in TNF-α levels and caspase-3 expression in lead acetate-induced rat 

models. 

 

Keywords: Caspase-3, Celery Extract, Vitamin E, TNF-α, Lead Acetate 

 

 

 

  



 

 

 

ix 

 

DAFTAR ISI 

 

HALAMAN PENGESAHAN ............................................................................ ii 

PERNYATAAN ................................................................................................ iii 

RIWAYAT HIDUP ........................................................................................... iv 

KATA PENGANTAR ........................................................................................ v 

ABSTRAK ....................................................................................................... vii 

DAFTAR ISI ................................................................................................... viii 

DAFTAR GAMBAR ........................................................................................ xi 

DAFTAR TABEL ............................................................................................ xii 

DAFTAR SINGKATAN ................................................................................. xiii 

BAB I PENDAHULUAN .................................................................................. 1 

1.1. Latar Belakang ......................................................................................... 1 

1.2. Rumusan Masalah .................................................................................... 3 

1.3. Tujuan Penelitian ...................................................................................... 3 

1.3.1. Tujuan Umum .............................................................................. 3 

1.3.2. Tujuan Khusus ............................................................................. 3 

1.4. Originalitas Penelitian .............................................................................. 3 

1.5. Manfaat penelitian .................................................................................... 6 

1.5.1. Manfaat Teoritis ........................................................................... 6 

1.5.2. Manfaat Praktis ............................................................................ 6 

BAB II TINJAUAN PUSTAKA ...................................................................... 7 

2.1. Inflamasi ................................................................................................... 7 

2.1.1. Definisi ......................................................................................... 7 

2.1.2. Hubungan Faktor Inflamasi dan Apoptosis.................................. 8 

2.2. Caspase-3 .................................................................................................. 9 

2.2.1. Definisi Caspase-3 ....................................................................... 9 

2.2.2. Peran Caspase dalam Apoptosis................................................. 10 

2.2.3. Aktivasi dan Mekanisme Seluler Caspase-3 dalam Apoptosis .. 11 

2.3. TNF-α ..................................................................................................... 12 

2.3.1. Definisi TNF-α ........................................................................... 12 

2.3.2. Aktivitas TNF-α ......................................................................... 12 

2.4. Logam Berat Timbal .............................................................................. 13 

2.4.1. Definisi dan Karakteristik Timbal .............................................. 13 

2.4.2. Sumber Paparan Timbal ............................................................. 14 

2.4.3 Toksikokinetika Timbal Pada Tubuh ......................................... 14 



 

 

 

x 

 

2.5. Otak ........................................................................................................ 13 

2.5.1 Definisi Otak .............................................................................. 16 

2.5.2 Pengaruh  Timbal pada Otak ...................................................... 17 

2.5.3 Prevalensi Keracunan Timbal pada Otak ................................... 18 

2.6. Seledri ..................................................................................................... 20 

2.6.1. Morfologi dan Habitat Tanaman Seledri.................................... 20 

2.6.2. Klasifikasi Tanaman Seledri ...................................................... 21 

2.6.3. Kandungan Senyawa Fitokimia Tanaman Seledri ..................... 21 

2.6.4. Pengaruh Tanaman Seledri terhadap Tnf- α  dan Caspase-3 ..... 23 

2.7. Vitamin E ............................................................................................... 25 

2.7.1. Definisi dan Struktur .................................................................. 25 

2.7.2. Sumber ....................................................................................... 25 

2.7.3. Fungsi Vitamin E ....................................................................... 26 

2.7.4. Pengaruh Vitamin E Terhadap Otak .......................................... 27 

BAB III KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS ... 29 

3.1. Kerangka Teori ....................................................................................... 29 

3.2. Kerangka Konsep ................................................................................... 31 

3.3. Hipotesis ................................................................................................. 31 

 

BAB IV METODE PENELITIAN ................................................................ 32 

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian............................................. 32 

4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional ........................................ 33 

4.2.1. Variabel Peneltian ...................................................................... 33 

4.2.2. Defenisi Operasional .................................................................. 33 

4.3. Subyek Penelitian dan Sampel Penelitian .............................................. 34 

4.3.1. Subyek Penelitian ....................................................................... 34 

4.3.2. Sampel Penelitian ....................................................................... 34 

4.3.3. Cara Pengambilan Sampel Penelitian ........................................ 35 

4.3.4. Besar Sampel .............................................................................. 35 

4.4. Alat dan Bahan ....................................................................................... 36 

4.4.1. Alat ............................................................................................. 36 

4.4.2. Bahan.......................................................................................... 36 

4.5. Cara Penelitian ....................................................................................... 36 

4.5.1. Perolehan Ethical Clearance ...................................................... 36 

4.5.2. Cara Pembuatan Ekstrak Seledri ................................................ 36 

4.5.3. Penetapan Dosis ......................................................................... 37 

4.5.4. Pembuatan Paparan Timbal dan Pemberian Perlakuan pada 

Subjek Percobaan ....................................................................... 37 

4.5.5. Pengambilan Sampel Plasma Darah........................................... 38 

4.5.6. Perhitungan Kadar TNF-α .......................................................... 38 

4.5.7. Pengambilan Sampel Jaringan ................................................... 39 



 

 

 

xi 

 

4.5.8. Pembuatan Blok Parafin. ............................................................ 39 

4.5.9. Pengecatan Caspase-3 ................................................................ 40 

4.6. Tempat dan Waktu Peneltian ................................................................. 42 

4.7. Analisa Data ........................................................................................... 42 

4.8. Alur Penelitian ........................................................................................ 43 

BAB V Hasil Pembahasan ............................................................................. 43 

5.1. Hasil Penelitian ....................................................................................... 44 

5.1.1. Efek Pemberian Ekstrak Selederi Terhadap Kadar TNF-α  pada 

Otak Tikus yang Diinduksi Timbal ............................................ 40 

5.1.2. Efek Pemberian Ekstraksi Seledri Terhadap Ekspresi Caspase-

3 pada Otak Tikus yang Diinduksi Timbal ................................ 49 

5.2. Pembahasan ............................................................................................ 52 

5.3. Kelemahan Penelitian ............................................................................. 54 

BAB VI SIMPULAN DAN SARAN .............................................................. 55 

6.1. Simpulan .................................................................................................... 55 

6.2. Saran .......................................................................................................... 55 

DAFTAR PUSTAKA ..................................................................................... 56 

LAMPIRAN .................................................................................................... 69 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

xii 

 

DAFTAR GAMBAR 

 

Gambar 1. Kerangka Teori .................................................................................... 30 

Gambar 2. Kerangka Konsep ................................................................................ 31 

Gambar 3. Alur Rancangan Renelitian ................................................................. 32 

Gambar 4. Alur penelitian ..................................................................................... 43 

 

  



 

 

 

xiii 

 

DAFTAR TABEL 

Tabel 1. Originalitas Penelitian ............................................................................... 3 

Tabel 2. Definisi Operasional ................................ Error! Bookmark not defined. 

 

  



 

 

 

xiv 

 

DAFTAR SINGKATAN 

ACTH  : Adrenocorticotropic Hormone 

AP-1  : Activator Protein-1 

APC  : Antigen-presenting Cell 

APAF1  : apoptotic protease activating factor 1 

BAX   : Bcl-2-associated X  

BBB  : blood-brain barrier  

BBL  : blood lead level  

BCB  : blood-cerebrospinal fluid barrier 

Bcl-2  : B-cell lymphoma-2 

bFGF  : Basic Fibroblast Growth Factor 

bHLH-LZ  : Basic Helix-loop-helix-leucine Zipper 

BSC   : Biosafety Cabinet  

cAMP  : Cyclic Adenosine Monophosphate 

CD  : Cluster of Differentiation  

CREB  : cAMP Response Element-binding Protein 

(Cyt-C)   : cytochrome c 

DISC   : death-inducing signaling complex  

DMEM  : Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

EGFR  : epidermal growth factor receptor  

ERK  : Extracellular Signal-regulated Kinase 

FADD  : Fas-associated death domain  

FGF   : Fibroblast Growth Factor 

GPx  : Glutathione peroxidase 

MAPK  : mitogen-actives protein kinases. 

NF-kB  : Nuclear factor kappa beta 

NK  : Natural Killer 

PAF  : Platelet activating factor 

PKC   : protein kinase C  

ROS  : Reactive oxygen species 

SOD   : superoxide dismuthase  

TH  : tyrosine hydroxylase  

TNF- α : Tumor necrotic factor alpha 

TRAIL  : TNF-α Receptor Apoptosis Inducing Ligand  

 

 

 

 

 



 

 

 

 

BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1.  Latar Belakang  

Timbal (Pb) merupakan salah satu polutan berbahaya di dunia dan 

paparannya bersifat multi-target toxicant yang memicu timbulnya berbagai 

gangguan neurologis, seperti kurangnya koordinasi otot, kejang, dan koma.1- 

2 Timbal yang masuk kedalam tubuh melalui oral akan diserap oleh usus halus 

dan beredar ke seluruh organ termasuk otak.2 Penumpukan Timbal dalam 

otak meningkatkan produksi Reactive Oxygen Species (ROS) yang memicu 

produksi sitokin proinflamasi termasuk tumor necrotic factor alpha (TNF-α) 

melalui aktivasi jalur faktor transkripsi nuclear factor kappa beta (NF-kB).2 

Aktivasi jalur NF-kB juga menyebabkan pelepasan protein proapoptosis 

seperti Caspase-3.3 Akibat paparan timbal dapat dihambat dengan pengunaan 

senyawa antioksidan alami seperti yang banyak ditemukan pada tanaman 

seledri (Sitasi).4 Seledri (Apium graveolens L) mengandung beberapa jenis 

senyawa golongan flavonoid dan fenolik yang bersifat antioksidan.5 Senyawa 

antioksidan terbukti dapat menurunkan kadar ROS yang dapat menekanan 

produksi sitokin proinflamasi serta penghambatan apoptosis sel otak.6 Namun 

demikian, belum ada penelitian yang mengkaji pengaruh pemberian ekstrak 

seledri dalam mencegah kerusakan otak yang disebabkan paparan timbal.  

Keracunan akibat timbal dapat menyebabkan kerusakan saraf  sebesar 

4-8% dari total insiden keracunan timbal.7 Timbal secara luas terbukti sebagai 

neurotoksikan kuat hingga dapat menyebabkan ensefalopati timbal.8,9,10  

Keracunan timbal pada kadar 38 μg/dL darah dapat menyebabkan 



 

 

 

2 

 

ensefalopati kronis.11 Beberapa penelitian terdahulu telah melaporkan 

mengenai efek toksisitas timbal pada tindakan kognitif dan telah ditetapkan 

bahwa paparan timbal pada tingkat rendah dapat menyebabkan perubahan 

neuropatologis berkelanjutan,  masalah perilaku, dan gejala gangguan 

attention-deficit hyper active, seperti inattention dan impulsivity.12,13,14 

Paparan timbal juga meningkatkan ekspresi sitokin proinflamasi seperti TNF-

α di jaringan saraf yang dapat mengakibatkan kematian sel-sel saraf yang 

berhubungan dengan pembelajaran dan memori pada otak melalui aktivasi 

Caspase-3.15 

Sumber antikoskidan kuat seperti tanaman seledri, karena kandungan 

berbagai senyawa metabolit sekunder seperti  apigenin, tanin, L-3-n-

butylphthalide, sedanolide, asam linoleat, flavonoid, senyawa fenolik dan 

minyak atsiri yang terdapat hampir di semua bagian tanaman termasuk akar, 

daun dan biji.16 Penelitian Chonpathompikunlert di tahun 2018 melaporkan 

bahwa  ekstrak seledri dapat memperbaiki behavioral performance dengan 

mediasi neuroproteksi melalui efek antioksidan, jalur neurotransmitter terkait 

dan peningkatan jumlah neuron dopaminergic.17 Saat ini, pengaruh Seledri 

dalam menghambat kerusakan otak akibat paparan timbal belum diteliti. Oleh 

karena itu penelitian ini bertujuan mengkaji pengaruh seledri dalam 

menurunkan kadar TNF-α serta menghambat apoptosis sel-sel otak yang 

ditandai dari penurunan ekspresi Caspase-3 otak pada tikus yang dipapar 

timbal. 
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1.2.  Rumusan Masalah  

Berdasarkan uraian dalam latar belakang masalah tersebut, Rumusan 

Masalah pada penelitian ini adalah “Apakah terdapat pengaruh pemberian 

ekstrak seledri terhadap kadar TNF-α dan ekspresi Caspase-3 pada otak tikus 

model terpapar timbal?” 

1.3.  Tujuan Penelitian 

1.3.1. Tujuan Umum 

Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh 

pemberian ekstrak seledri terhadap kadar TNF-α dan ekspresi 

Caspase-3 otak pada tikus yang keracunan timbal. 

1.3.2. Tujuan Khusus 

1. Menganalisis pengaruh pemberian ekstrak seledri dosis 300 

mg/kgBB terhadap kadar TNF-α pada otak tikus yang terpapar 

timbal dibandingkan kontrol. 

2. Menganalisis pengaruh pemberian ekstrak seledri dosis 300 

mg/kgBB terhadap ekspresi caspase-3 pada otak tikus yang 

terpapar timbal dibandingkan kontrol. 

1.4.  Originalitas Penelitian 

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian 

No Peneliti, 

tahun 

Judul Variabel 

Bebas 

Variabel 

Tergantung 

Hasil 

1. Abu-

Taweel 

et al, 

2020 18 

Celery 

ameliorating 

against 

neurobehavioral 

and 

neurochemical 

disorders of 

perinatal 

Ekstrak 

Seledri 

Kemampuan 

kognitif 

Terjadi 

peningkatan 

kemampuan 

kognitif tikus 

perlakuan 



 

 

 

4 

 

lipopolysacchari

des exposure in 

mice offspring 

2. Qiao et 

al., 2020 

Antiliver 

Fibrosis 

Screening of 

Active 

Ingredients from 

Apium 

graveolens L. 

Seeds via GC-

TOF-MS and 

UHPLC-MS/MS 

Ekstrak biji 

seledri 

Tingkat 

proliferasi 

hepar 

Terdapat 

kemampuan 

antifibrotik 

pada biji 

seledri 

3 Fu et al., 

202120 

Neuroprotective 

effect of 

apigenin against 

hypoxic-

ischemic brain 

injury in 

neonatal rats via 

activation of the 

PI3K/Akt/Nrf2 

signaling 

pathway 

Apigenin PI3K, Akt, 

Nrf2 

Apigenin 

mampu 

melindungi 

system saraf 

otak dengan 

mengaktivasi 

PI3K, Akt 

dan Nrf2 

4 Masoud 

et al., 

202021 

The 

neuroprotective 

effects of 

natural 

antioxidant 

against brain 

injury induced 

by paracetamol 

in a rat model of 

protein 

malnutrition 

Apigenin serotonin, 

catecholamin

es, 

gamma-

aminobutyric 

acid, dan  

cholinesteras

e 

Terjadi 

perbaikian 

kadar 

serotonin, 

catecholamin

es, 

gamma-

aminobutyric 

acid, dan  

cholinesteras

e 

5 Wu et al., 

2010 22 

Vitamin e 

protects against 

oxidative 

damage and 

learning 

disability after 

mild traumatic 

brain injury in 

rats 

Vitamin E 

dan turunan 

Vitamin E 

BDNF, SOD Terjadi 

peningkatan 

kadar SOD 

dan BDNF 

yang 

mengindikasi

kan adanya 

perbaikan 

otak 

6 Al-attar, 

201123 

Vitamin E 

attenuates liver 

injury induced 

by exposure to 

Vitamin E ALT, AST, 

GGT 

Dosis 

vitamin E 50 

IU/kgBB 

mencegah 



 

 

 

5 

 

lead, mercury, 

cadmium and 

copper in albino 

mice 

efek timbal 

dalam 

menyebabka

n liver injury 

 

Berdasarkan Tabel 1 diketahui bahwa penelitian yang mengkaji 

pengaruh pemberian ekstrak seledri serta senyawa apigenin yang terkandung 

di dalam seledri terhadap perlindungan sistem syaraf telah beberapa kali 

dilakukan. Penelitian sebelumnya menemukan adanya pengaruh ekstrak 

seledri dalam memperbaiki kemampuan kognitif tikus yang memiliki 

kerusakan syaraf pada mencit.18 Selain itu penelitian yang mengkaji 

kandungan apigenin merupakan salah satu senyawa yang banyak ditemukan 

di seledri dengan adanya peran dalam perlindungan sistem syaraf pada tikus 

yang mengalami kerusakan otak.24,25 Penelitian lain juga menemukan adanya 

peran vitamin E dalam melindungi fungsi otak.26 Penelitian sebelumnya 

mengunakan vitamin E dengan dosis 50 IU/kgBB sebagai kontrol positif 

untuk mencegah kerusakan hepar akibat paparan timbal.23 Berdasarkan data 

tersebut, penelitian untuk mengkaji pengaruh ekstrak Seledri terhadap kadar 

TNF-α dan Ekspresi Caspase-3 otak pada tikus yang terpapar timbal belum 

dilakukan, sehingga penelitian dengan “Pengaruh Pemberian Ekstrak Seledri 

terhadap Kadar TNF-α dan Ekspresi Caspase-3 Otak pada Keracunan Timbal 

: Studi ekspreimental in vivo Tikus Terpapar Timbal Asetat 14 Hari” yang 

akan dilakukan masih layak untuk diteliti karena memiliki keterbaruan. 
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1.5.   Manfaat penelitian 

1.5.1. Manfaat Teoritis 

Manfaat teoris yang terdapat dari penelitian ini adalah adanya 

informasi pengaruh ekstrak Seledri terhadap kadar TNF-α dan 

Ekspresi Caspase-3 otak tikus yang terpapar timbal bagi masyarakat. 

1.5.2. Manfaat Praktis 

Manfaat praktis penelitian ini adalah digunakannya ekstrak 

seledri menjadi bahan adjuvant pada terapi kerusakan otak akibat 

paparan timbal.  
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Inflamasi 

2.1.1.  Definisi 

Peradangan adalah respons sistem kekebalan terhadap rangsangan 

berbahaya seperti patogen, sel rusak, senyawa beracun atau radiasi dan 

bertindak dengan menghilangkan rangsangan yang merugikan serta memulai 

proses penyembuhan.27,28 Selama respons inflamasi akut, peristiwa interaksi 

seluler dan molekuler secara efisien meminimalkan cedera atau infeksi yang 

akan datang. Proses mitigasi ini berkontribusi pada pemulihan homeostasis 

jaringan dan resolusi peradangan akut. Namun, peradangan akut yang tidak 

terkontrol dapat menjadi kronis dan berkontribusi pada berbagai penyakit 

inflamasi kronis.  

Pada tingkat jaringan, inflamasi ditandai dengan kemerahan, 

pembengkakan, panas, nyeri, dan hilangnya fungsi jaringan yang diakibatkan 

oleh respon imun lokal, vaskular dan sel inflamasi terhadap infeksi atau cedera. 

Peristiwa mikrosirkulasi penting yang terjadi selama proses inflamasi termasuk 

perubahan permeabilitas vaskular, rekrutmen dan akumulasi leukosit, dan 

pelepasan mediator inflamasi. Berbagai faktor patogen seperti infeksi, cedera 

jaringan, atau infark jantung dapat menyebabkan peradangan yang 

menyebabkan kerusakan jaringan. Etiologi peradangan dapat menular atau 

tidak menular. Menanggapi cedera jaringan, tubuh memulai kaskade sinyal 

kimia yang merangsang respons yang ditujukan untuk menyembuhkan jaringan 

yang terkena. Sinyal ini mengaktifkan kemotaksis leukosit dari sirkulasi umum 
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ke tempat kerusakan. Leukosit yang teraktivasi ini menghasilkan sitokin yang 

menurunkan respon inflamasi. 

2.1.2. Hubungan Faktor Inflamasi dan Apoptosis 

Faktor inflamasi utama pada tubuh adalah monosit/makrofag, limfosit B 

dan T, sel natural killer (NK), dan granulosit.29 Reaksi inflamasi juga sangat 

bergantung pada faktor humoral, yang meliputi koagulasi plasma; kinin dan 

sistem komplemen; induksi bahan kimia intraseluler (histamin, serotonin, dan 

enzim lisosom); dan mediator inflamasi spesifik, seperti prostaglandin, 

leukotrien, platelet activating factor (PAF), dan berbagai sitokin seperti TNF-

α, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-15, dan IFNγ. Mediator yang bertanggung jawab 

untuk proses inflamasi dapat dibagi lagi menjadi mediator awal yaitu TNF-α, 

IL-1, IL-6, dan IL-8 yang dikenal sebagai aktivator, dan mediator sekunder 

seperti metabolit asam arakidonat, protease, spesies oksigen reaktif—ROS , 

nitric oxide—NO), yang dikenal sebagai mediator efektor. Mediator sekunder 

secara langsung bertanggung jawab atas kerusakan fungsional dan struktural 

sel.30  

Kondisi stress oksidatif menginduksi aktifasi TNF-α melalui aktivasi 

faktor transkripsi NF-kB. TNF-α yang aktif dimediasi melalui dua reseptor sel 

yang berbeda yaitu TNFR1 dan TNFR2. TNFR1 dapat menginisiasi sinyal 

ekstraseluler melalui ligasi dengan “reseptor kematian”, yang merupakan 

subset dari superfamili reseptor TNF. TNFR1 kemudian mengaktifkan 

caspase-8 untuk memulai kaskade caspase termasuk pembelahan procaspase-3 

atau procaspase-7 yang akhirnya menghasilkan apoptosis (Gambar 2.1.). 

Tingkat transkripsi caspase-8, caspase-3 dan caspase-7 mRNA meningkat dan 
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mengaktifkan caspase-3 untuk menginduksi apoptosis. TNF-α juga regulasi 

jalur mitokondria, dengan menyebabkan penurunan ekspresi Bcl-2 dan 

peningkatan Bax mengakibatkan pelepasan Sitokrom C ke dalam sitoplasma, 

dimana Sitokrom C mengikat Apaf-1 untuk membentuk badan apoptosis kecil 

dan aksi silangnya dengan procaspase-9 menyebabkan aktivasi procaspase-9 

oleh pembelahan proteolitik.31 Caspase-9 sebaliknya membelah dan 

mengaktifkan procaspase-3.32 Akhirnya, caspase-3 mengeksekusi apoptosis.33 

 

Gambar 2.1. Mekanisme TNF-α dalam menginduksi pensinyalan apoptosis 

 

2.2. Caspase-3 

2.2.1. 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 p17 conserved 
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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. Pembelahan berurutan dan aktivasi protein ini 

sangat penting untuk tahap eksekusi apoptosis.34  

2.2.2. 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.35 Apoptosis adalah bentuk kematian 

sel terprogram yang menghilangkan sel-sel individu dalam suatu organisme 

dalam mempertahankan struktur keseluruhan jaringan di sekitarnya.36 Di antara 

keseluruhan protein yang terlibat dalam aktivasi dan eksekusi apoptosis, 

protease atau caspases adalah pendorong utama kematian sel apoptosis, 

membelah protein seluler yang sangat penting untuk membongkar sel yang 

mati. 37 

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.38 Struktur utama caspases adalah prodomain 

amino-terminal dan domain protease carboxy-terminal yang mengandung key 

catalytic cysteine residue.37 Caspases dikategorikan sebagai caspases inisiator 

atau efektor, berdasarkan posisinya dalam kaskade pensinyalan apoptosis. 
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Caspases inisiator (caspase-2, caspase-8, caspase-9, dan caspase-10) bekerja 

secara apikal dalam jalur kematian sel dan semuanya memiliki prodomain yang 

panjang dan serupa secara structural 37,39 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.40  

2.2.3. Aktivasi dan Mekanisme Seluler Caspase-3 dalam Apoptosis  

Aktivasi Caspase-3 dapat melalui dua jalur apoptosis, yaitu jalur 

apoptosis intrinsik dan ekstrinsik.41 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 Menurunkan pembentukan pore di membran luar mitokondria 

yang menyebabkan pelepasan berbagai intermembrane space proteins 

terjadi.42,43 Sitokrom C (Cyt-C) berikatan dengan  apoptotic protease activating 

factor 1 (APAF1), Menurunkan oligomerisasi APAF1 untuk membentuk 

apoptosom.44,45 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. Jalur apoptosis 

ekstrinsik dirangsang melalui pengikatan ligan ke reseptor kematian yang sesuai 

dan recruitment Fas-associated death domain (FADD) ke death receptor 

terjadi.46 FADD berasosiasi dengan procaspase-8/ procaspase-10 melalui 

domain efektor kematiannya untuk membentuk multiprotein death-inducing 

signaling complex (DISC) yang memfasilitasi pembelahan dan aktivasi 

Caspase-8.47,48 Jalur ekstrinsik kemudian dapat dilanjutkan melalui jalur 
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pensinyalan tipe I atau jalur pensinyalan tipe II. Dalam pensinyalan tipe I, 

Caspase-8 secara langsung memotong dan mengaktifkan Caspase-3 yang 

menyebabkan kematian sel. Dalam pensinyalan tipe II, Caspase-8 memotong 

Caspase-8-cleaved (BID) untuk mengaktifkan BAK dan BAX. Protein ini 

kemudian Menurunkan pembentukan pore di mitokondria yang mengarah ke 

aktivasi kaskade caspase dan berpuncak pada aktivasi Caspase-3/ Caspase-7.49 

 

2.3. TNF-α 

2.3.1. Definisi TNF-α 

TNF-α merupakan salah satu faktor penanda inflamasi yang sebagian 

besar diproduksi oleh monosit, makrofag dan sel T. Molekul TNF-α memiliki 

berat molekul 51 kDa dan dibentuk oleh 212 asam amino homotrimers yang 

stabil.50 Ekspresi dan pembentukan TNF-α tidak hanya dihasilkan oleh sel-sel 

hematopoetik saja, namun juga dapat diproduksi oleh sel mesangial, 

glomerulus, endotel, dendrit, sel tubulus otak yang merupakan sel intrinsic otak. 

Penelitian terdahulu menyatakan bahwa TNF-α dapat disimpan di dalam sel 

dengan bentuk proaktif. 

2.3.2. Aktivitas TNF- α 

Peran TNF-α pada system imunologik adalah mengaktivasi sel limfosit 

T, serta meningkatkan ekspresi antigen MHC kelas I pada sel endotel dan 

fibroblast. Selain itu, TNF-α merupakan mediator utama yang berperan dalam 

proses peradangan dan juga sitotoksik bagi sel yang mengalami hambatan 

sintesis protein.51 Secara fisiologis TNF-α memiliki berbagai efek selain 

sebagai pro-inflamatory pada luka, TNF-α juga dapat memicu apoptosis sel dan 
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sebagai inhibited apoptosis.52 Hal tersebut dikarenakan kadar TNF-α yang dapat 

berpengaruh langsung pada sistem sel. Kadar TNF-α rendah (0,1 – 10 ng/ml) 

dapat menginhibisi apoptosis sel dengan menurunkan fragmentasi DNA sel. 

Sedangkan kadar TNF-α yang tinggi (100 ng/ml) dapat memicu apoptosis sel 

melalui jalur NF-κB.53 Apoptosis melalui jalur ini melibatkan protein reseptor 

CD95 atau reseptor Fas yang tergabung dalam TNF-α receptor family beserta 

TNF-α Receptor Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL). Keduanya membentuk 

jalur yang disebut extrinsic pathway atau death receptor pathway.54 Jalur 

apoptosis melalui TNF-α ini selanjutnya akan mengaktivasi cascape dengan 

dimediasi oleh caspase-8 sampai mengaktivasi caspase-3. Caspase-3 

merupakan caspase efektor yang meningkatkan sinyal apoptosis dengan 

mendisosiasi protein dan menginisiasi jalur caspase menjadi program kematian 

sel. 55 

 

2.4. Logam Berat Timbal  

2.4.1.  Definisi dan Karakteristik Timbal 

Timbal atau Plumbum (Pb) termasuk logam golongan IV A dalam tabel 

periodik unsur kimia dengan nomor atom 82, berat atom 207,2, berwarna 

kelabu kebiruan serta dapat menguap dan bereaksi dengan oksigen dalam udara 

membentuk timbal oksida pada suhu 550-600oC.56 Timbal memiliki sifat 

fisiko-kimia seperti softness, malleability, ductility, konduktivitas rendah dan 

tahan terhadap korosi  sehingga membuat penggunaan timbal pada berbagai 

produk industri yang semakin meningkat.57 Karena sifatnya yang tidak dapat 
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terurai secara hayati dan penggunaan secara terus menerus, hal ini 

menyebabkan konsentrasinya terakumulasi di lingkungan. 58 

Timbal dilaporkan menyebabkan stres oksidatif dengan menghasilkan 

pelepasan reactive oxygen species (ROS) seperti radikal superoksida, hidrogen 

peroksida, radikal hidroksil dan peroksida lipid.59 Mekanisme stres oksidatif 

yang diinduksi timbal melibatkan ketidakseimbangan antara pembentukan dan 

penghilangan ROS dalam jaringan serta komponen seluler yang menyebabkan 

kerusakan pada membran, DNA, dan protein.60 Timbal asetat meningkatkan 

peroksidasi lipid dan produksi oksida nitrat dengan pengurangan bersamaan 

dalam enzim antioksidan sebagai katalase dan superoksida dismutase.61 

Penelitian terdahulu melaporkan bahwa timbal Menurunkan peningkatan 

signifikan dalam ekspresi caspase-3 yang menunjukkan bahwa timbal 

Menurunkan terjadinya apoptosis.62–64 

2.4.2.  Sumber Paparan Timbal 

Sumber paparan timbal berasal dari proses kegiatan industri tambang, 

peleburan logam, produksi baterai, radiator dan kabel. Kontaminasi timbal 

pada air minum dapat terjadi pada penggunaan pipa air yang terbuat dari 

logam.65,66 Paparan timbal melalui sentuhan, konsumsi atau pun inhalasi dapat 

menyebabkan keracunan apabila terjadi secara terus menerus.67 

2.4.3. Toksikokinetika Timbal pada Tubuh 

Timbal dapat diserap ke dalam tubuh melalui mulut (oral), saluran 

pernapasan, lambung dan bahkan beberapa senyawa. Timbal dapat menembus 

kulit, seperti timbal tetraetil, yang digunakan dalam bahan bakar sebagai zat 

anti-knock.68,69 Sekitar sepertiga dari asap timbal yang terhirup diserap dan 
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sepersepuluh dari timbal yang tertelan diserap.68 Hal ini disebabkan karena 

Timbal merupakan suatu unsur yang ditemukan di udara sebagai partikel, 

sehingga Timbal tidak mengalami penguraian atau terdegradasi dan tidak dapat 

dihancurkan.70  

Paparan timbal tingkat tinggi dapat mengakibatkan gangguan kesehatan 

yang merugikan. Termasuk kerusakan pada sistem saraf, hati dan otak 

diantaranya anemia, hipertensi, penyakit kardiovaskular, defisiensi imun, 

infertilitas, masalah perkembangan termasuk defisit kognitif, ketidakmampuan 

belajar dan kehilangan memori.71 Paparan timbal dalam waktu lama telah 

dilaporkan menyebabkan anemia yang bersamaan dengan peningkatan tekanan 

darah terutama pada orang tua dan paruh baya. Kerusakan parah pada otak, 

baik pada orang dewasa maupun anak-anak ditemukan dengan paparan kadar 

timbal berat yang mengakibatkan kematian.58  

Paparan timbal yang berlebihan dapat menyebabkan berbagai gangguan 

neurologis seperti kurangnya koordinasi otot, kejang, dan koma.2 Beberapa 

penelitian terdahulu telah melaporkan mengenai efek toksisitas timbal pada 

tindakan kognitif dan telah menetapkan bahwa paparan timbal bahkan pada 

tingkat rendah dapat menyebabkan perubahan neuropatologis yang 

berkelanjutan.11,13,72,73 yang dikaitkan dengan kecerdasan yang lebih rendah, 

masalah perilaku, dan gejala gangguan attention-deficit hyper active, seperti 

inattention dan impulsivity. 12,13,14 Penelitian terdahulu melaporkan bahwa 

paparan timbal dapat meningkatkan sitokin proinflamasi seperti produksi 

Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α) di jaringan saraf yang dapat 
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mengakibatkan kerusakan saraf dalam keadaan neuropatologis yang 

berhubungan dengan pembelajaran dan memori pada otak.3 

2.5  Otak 

2.5.1 Definisi Otak 

Otak adalah organ jaringan saraf yang memerintahkan respons yang 

ditimbulkan oleh tugas, indera, gerakan, emosi, bahasa, komunikasi, 

pemikiran, dan memori.74,75 Otak mewakili 2% dari berat badan dan 

mengonsumsi 15% dari cardiac output serta 20% dari total oksigen tubuh. The 

resting brain mengonsumsi 20% dari body's energy supply. Jika otak 

melakukan tugas, konsumsi energi meningkat 5% yang menunjukkan bahwa 

sebagian besar konsumsi energi otak digunakan untuk fungsi intrinsik dengan 

menggunakan glukosa sebagai sumber energi utama.75  

Otak merupakan organ dengan kompleksitas tinggi dan fungsi yang 

vital bagi kehidupan individu yang dilindungi oleh barriers yaitu blood-brain 

barrier (BBB), metabolisme dan transportasi khusus yang dibentuk oleh sel-

sel endotel yang bergabung dengan tight junctions yang membentuk dinding 

kapiler disertai dengan astroglia, perisit, makrofag perivaskular, dan lamina 

basal.76 Selain blood-brain barrier (BBB), otak juga dilindungi oleh blood-

cerebrospinal fluid barrier (BCB) yang dibentuk oleh sel-sel choroid plexus 

facing the cerebrospinal, dan barrier arachnoid yang dibentuk oleh epitel 

arachnoid avascular.77 Di antara fungsinya, BBB menyediakan lingkungan 

mikro yang stabil untuk fungsi saraf fisiologis untuk memastikan homeostasis 

otak. Dengan demikian, BBB melindungi jaringan otak untuk beregenerasi dari 

gangguan kimia serta kerusakan racun endogen dan eksogen.78 Blood-brain 
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barrier (BBB) juga memungkinkan beberapa jalur permeasi untuk pemasukan 

atau pengeluaran zat ke dalam dan keluar dari sistem saraf pusat (SSP), yaitu 

difusi pasif untuk molekul lipofilik dan non-polar, pengangkut penghabisan 

yang termasuk pengangkut kaset pengikat adenosin trifosfat (ATP), pembawa 

zat terlarut untuk penggabungan nutrisi penting seperti transcytosis 

makromolekul dan pergerakan monocyte-lineage-cell dalam kondisi 

patologis.79 Sejumlah racun termasuk logam, pestisida, mikotoksin, 

penyalahgunaan obat, dan obat terapeutik diketahui mengganggu morfologi 

atau fungsi BBB / BCB.80 

2.5.2 Pengaruh Timbal terhadap Otak 

Beberapa penelitian sebelumnya telah melaporkan bahwa keracunan 

timbal dapat menyebabkan kerusakan pada sistem saraf melalui beberapa 

mekanisme.81,82 Efek neurotoksik timbal meliputi apoptosis dan 

eksitotoksisitas yang mempengaruhi penyimpanan neurotransmitter, pelepasan 

dan modifikasi reseptor neurotransmitter, mitokondria, second messenger, sel 

endotel serebrovaskular, astroglia dan oligodendroglia.  

Efek morfologis timbal pada sistem saraf adalah mengubah 

perkembangan sistem saraf, terutama pada periode prenatal hingga masa 

kanak-kanak yang termasuk ke dalam gangguan key molecules selama migrasi 

dan diferensiasi neuronal, gangguan dengan pembentukan sinaps yang 

dimediasi oleh pengurangan produksi asam sialat neuronal, dan diferensiasi 

prematur sel glial.83–85 Sedangkan efek farmakologis timbal pada sistem saraf 

dihasilkan dari aksi timbal sebagai agen farmakologis di sistem sarap pusat 

(SSP). Timbal membatasi pelepasan neurotransmitter, mengganggu fungsi 
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sistem GABAergik, dopaminergik dan kolinergik serta menghambat saluran 

ion NMDA selama periode neonatal. Studi in vitro telah menunjukkan bahwa 

timbal mengaktifkan protein kinase C dalam sel kapiler dan menghambat 

Na+/K+-ATPase sehingga mengganggu metabolisme energi. Timbal 

mengganggu pelepasan kalsium dari mitokondria yang mengakibatkan 

pembentukan pori transisi permeabilitas dan bilangan prima untuk proses 

kematian sel terprogram yang mengarah pada penghancuran diri mitokondria 

di dalam sel.  

2.5.3  Prevalensi Keracunan Timbal pada Otak 

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.58 Berdasarkan Institute 

for Health Metrics and Evaluation (IHME), sekitar 63,2% dari perkembangan 

idiopatik, cacat intelektual, 10,3% penyakit jantung hipertensi, 5,6% penyakit 

jantung iskemik, dan 6,2% stroke terkait dengan paparan timbal.86  

Paparan timbal merupakan masalah kesehatan masyarakat terutama 

pada anak usia dini. Anak-anak lebih berisiko karena peningkatan aktivitas 

tangan ke mulut dan menyerap sekitar setengah dari dosis oral timbal yang larut 

dalam air.87 Paparan timbal pada masa kanak-kanak diperkirakan berkontribusi 

pada 600.000 kasus baru anak dengan disabilitas intelektual setiap tahun 

dengan 99% yang di antaranya tinggal di negara berkembang.86,87 National 

Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) juga memperkirakan 

prevalensi kadar timbal darah tinggi (>10 μg/dL) di antara anak-anak Amerika 
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Serikat menjadi 8,6% pada periode 1988-1991 dan 1,4% pada periode 1999-

2004.7 Studi sebelumnya melaporkan bahwa kerusakan saraf akibat paparan 

timbal menyumbang sebanyak 4-8% dari total insiden keracunan timbal.88 

Insiden keracunan timbal dikaitkan dengan banyak faktor, termasuk 

status sosial ekonomi, ras, usia, dan tempat tinggal seseorang. Studi 

sebelumnya memperkirakan bahwa 16,4% anak-anak di kota-kota besar 

memiliki kadar timbal dalam darah yang tinggi.88–90 Meskipun timbal 

mempengaruhi orang-orang dari semua ras dan latar belakang sosial ekonomi, 

namun terdapat lead burden yang tidak proporsional pada kelompok minoritas 

dan rumah tangga berpenghasilan rendah.91 Dianalisis menurut latar belakang 

ras, persentase tertinggi anak-anak dengan kadar timbal darah lebih besar dari 

5 g/dL adalah anak-anak Afrika-Amerika non-Hispanik (46,8%), diikuti oleh 

anak-anak Meksiko-Amerika (27,9%), dan anak-anak Kaukasia non-Hispanik 

(18,7%).7,92,93 Anak-anak berusia 1-5 tahun juga tampaknya berada pada risiko 

tambahan sekitar 9%.90,94 

Timbal secara luas diakui sebagai neurotoksikan yang kuat, yang dapat 

berlanjut pada ensefalopati timbal.9 Ensefalopati timbal umumnya 

digambarkan dengan munculnya manifestasi yang tiba-tiba termasuk sakit 

kepala parah, muntah, kejang, mental aberration dan kegembiraan. Meskipun 

kadar blood lead level (BLL) yang lebih tinggi dari 100 μg/dL umumnya 

menyertai ensefalopati timbal, bahkan pada kadar yang jauh lebih rendah yaitu 

38 μg/dL juga dapat menyebabkan ensefalopati pada toksisitas kronis.9 
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2.5 Seledri 

2.5.1. 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).95  

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.95,96 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.97,98  

Daun dan batang (petioles) seledri dikonsumsi terutama dalam keadaan 

mentah untuk salad atau dimasak dalam sup. Seledri terdiri dari berbagai 

konstituen yang baik untuk kesehatan. Ekstrak seledri dan konstituennya telah 

dilaporkan memiliki aktivitas antioksidan, anti-inflamasi, antihipertensi, dan 
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antikanker serta kemampuan sebagai neuroprotektif.99  Penelitian terdahulu 

menunjukkan bahwa ekstrak seledri dapat memperbaiki behavioral 

performance dengan memediasi neuroproteksi melalui efek antioksidan, jalur 

neurotransmitter terkait dan peningkatan jumlah neuron dopaminergic.17,100  

2.5.2. Klasifikasi Tanaman Seledri 

Klasifikasi taksonomi tanaman seledri adalah sebagai berikut 101:  

Kerajaan   : Plantae  

Divisi   : Spermatophyta  

Sub divisi   : Angiospermae 

Kelas   : Magnoliospida (Dicotyledoneae) 

Sub kelas   : Rosidae 

Ordo    : Apiales  

Famili   : Apiaceae 

Genus   : Apium 

Spesies   : Apium graveolens Linn. 

2.5.3. 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.97,98 Dari hasil penelitian Desty, Kusnadi dan Purgiyanti di tahun 2020 

terbukti kandungan senyawa flavonoid total pada daun seledri sebanyak 

50,39% sebanding dengan 50,39 mgQE/1000ppm/100 gram ekstrak seledri. 

Hal ini berarti bahwa senyawa flavonoid total pada ekstrak daun seledri 
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memiliki korelasi yang kuat terhadap aktivitas antioksidan.102 Beberapa 

penelitian terdahulu telah melaporkan aktivitas farmakologinya pada 

antimikroba, anti-inflamasi, anti-arthritis, antiulcerogenic, antihiperlipidemia, 

antioksidan dan antihipertensi.97,98,103  Penelitian Jittiwat di tahun 2021 

melaporkan bahwa ekstrak seledri dapat mengurangi keparahan kerusakan 

kognitif dan memiliki efek neuroprotektif karena aktivitas antioksidan, anti-

inflamasi, dan anti-apoptosis akibat adanya senyawa polifenol, flavonoid 

(luteolin dan apigenin), tannin, terpenoid, steroid dan saponin yang 

dikandungnya.16,104,105 

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.106 Beberapa kandungan utama seledri yaitu selenine, limonene, 

apigenin, kaempferol, coumarin, luteolin, asam caffeic, asam p-coumaric, asam 

ferulic, tanin, saponin, dan kaempferol yang memiliki karakteristik antioksidan 

kuat untuk menghilangkan radikal bebas.106 Berbagai senyawa fitokimia, 

terutama polifenol (seperti flavonoid, asam fenolik, dan tansipropanoid) 

bertanggungjawab untuk mengumpulkan radikal bebas dan aktivitas 

antioksidan tanaman.107 Polifenol memiliki efek biologis, terutama aktivitas 

antioksidan yang merupakan induktor untuk menahan radikal bebas dan 

peroksidasi. 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. 91,92 
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2.5.4. Pengaruh Tanaman Seledri terhadap Tnf- α  dan Caspase-3 

Ekstrak daun seledri dapat menurunkan apoptosis seluler dengan cara 

yang bergantung pada konsentrasi dan waktu melalui jalur yang dimediasi oleh 

caspase dan mitokondria.108 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 serta mengaktifkan algojo caspase-3. 

Aktivitas caspase-3, -8, dan -9 diregulasi, menunjukkan bahwa caspase 

berpartisipasi dalam proses apoptosis ini. 108,96 

Tanaman seledri merupakan tanaman yang memiliki aktivitas 

antioksidan tinggi karena adanya senyawa flavonoid dan fenolik didalamnya. 

Ekstrak batang, akar, dan daunnya dapat mendorong diferensiasi stem cell 

neuronal menjadi neuron dan sel pendukung seperti astrosit dan oligodendrosit. 

17,17 Salah satu senyawa yang terkandung dalam ekstrak seledri yang dapat 

mempromosikan mature neurons secara in vitro maupun  in vivo adalah 

senyawa Apigenin. Selain itu, senyawa luteolin pada ekstrak seledri juga dapat 

menghambat lipopolysaccharide (LPS), yang mengurangi daur ulang 

dopamine (DA) dan mengganggu fungsi enzim tyrosine hydroxylase (TH) 

dalam jalur sintesis DA sel saraf dan glial secara in vitro serta dapat 

mengaktifkan sel-sel pendukung dan ekspresi faktor nekrosis tumor-α, oksida 

nitrat dan superoksida.17,25 
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Penelitian terdahulu di tahun 2016 melaporkan bahwa 3-n-

Butylphthalide (NBP) adalah salah satu senyawa fitokimia pada minyak seledri 

yang digunakan untuk pengobatan berbagai penyakit seperti sistem saraf pusat, 

termasuk penyakit Parkinson, penyakit Alzheimer dan iskemia serebral. NBP 

menunjukkan efek neuroprotektif yang kuat dengan mengurangi kerusakan 

oksidatif, menghambat respons inflamasi, meningkatkan fungsi mitokondria, 

dan mengurangi apoptosis neuron. 109 Berbeda dengan yang dilaporkan oleh di 

tahun 2011, mekanisme NBP sebagai neuroprotektif adalah dengan 

memainkan peran anti-apoptosis melalui jalur apoptosis yang bergantung pada 

caspase atau tidak bergantung pada mitokondria. Pretreatment dengan NBP 

dapat secara signifikan meningkatkan viabilitas sel dari sel yang rusak dan 

mengurangi apoptosis neuron dengan men-downregulation Bcl-2, Bcl-w, dan 

PKCα serta melemahkan ekspresi berlebih dari Bax. Penelitian lain 

melaporkan bahwa NBP memiliki efek perlindungan pada kerusakan otak 

diabetes melalui peningkatan ekspresi faktor pertumbuhan endotel vaskular 

untuk menghambat apoptosis yang dimediasi caspase-3.110 Penelitian lain juga 

menunjukkan adanya peningkatan kadar Bcl-2 dan hypoxia-inducible factor 1 

alpha (HIF-1α) ditambah dengan penurunan ekspresi caspase-3 setelah 

pemberian NBP. Penelitian Li dan Sun di tahun 2012 juga menyarankan 

pendekatan antiapoptosis baru dari NBP melalui aktivasi jalur pensinyalan 

phosphatidylinositide-3-kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt) dan 

kemungkinan regulasi c-Jun N-terminal kinase (JNK) dan p38 mitogen-actives 

protein kinases (MAPK). Selain itu, NBP juga dapat meningkatkan regulasi 

kadar HGF akibatnya menghambat jalur pensinyalan TLR4/NF-kB. 111 
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2.6. Vitamin E 

2.6.1. Definisi dan Struktur 

Vitamin E adalah istilah kolektif untuk empat tokoferol dan empat 

tokotrienol yang ditemukan dalam makanan. Bentuk-bentuk ini memiliki 

aktivitas antioksidan, tetapi tidak dapat diubah, dan hanya -tokoferol yang 

memenuhi kebutuhan vitamin E manusia. Tokoferol memiliki cincin kromanol 

dan ekor fitil, sedangkan tokotrienol memiliki cincin kromanol dan ekor tak 

jenuh. Tokoferol alami hanya memiliki stereokimia RRR, tetapi tokoferol 

sintetis adalah campuran dari delapan stereoisomer (RRR-, RSR-, RRS-, RSS-

, SRR-, SSR-, SRS-, SSS-), karena ada tiga atom karbon asimetris (2R , 4'R, 

8'R) hadir di ekor phytyl.99 

2.6.2. Sumber 

Sumber makanan utama vitamin E adalah minyak nabati. Kacang-

kacangan juga merupakan sumber vitamin E yang baik.100 Minyak kedelai, 

bunga matahari, jagung, kenari, biji kapas, kelapa sawit, dan gandum 

mengandung jumlah vitamin E yang relatif lebih tinggi (lebih dari sekitar 50 

mg vitamin E/100 g minyak) daripada minyak lainnya. Minyak safflower dan 

bunga matahari mengandung -tokoferol yang tinggi, minyak kedelai dan 

minyak jagung terutama mengandung -tokoferol, dan minyak biji kapas 

mengandung proporsi - dan -tokoferol yang serupa. Oleh karena itu, jenis 

minyak yang dikonsumsi melalui diet mempengaruhi tingkat asupan diet -

tokoferol. Suplemen vitamin E cukup populer dan berkontribusi besar 
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terhadap asupan vitamin E di antara beberapa populasi. Baik bentuk -

tokoferol alami atau sintetis digunakan sebagai suplemen. 

Meskipun asupan -tokoferol dari makanan relatif lebih tinggi daripada 

-tokoferol, -tokoferol adalah bentuk utama vitamin E dalam sirkulasi karena 

-tokoferol transfer protein (α-TTP) memiliki afinitas pengikatan preferensial 

untuk -tokoferol. . -TTP terlibat dalam transfer -tokoferol ke membran 

plasma99. 

2.6.3. Fungsi Vitamin E  

Vitamin E adalah antioksidan larut lemak utama yang mengais radikal 

peroksil dan menghentikan oksidasi asam lemak tak jenuh ganda (PUFA). 

Dengan adanya vitamin E, radikal peroksil bereaksi dengan -tokoferol 

sebagai pengganti lipid hidroperoksida, reaksi berantai produksi radikal 

peroksil dihentikan, dan oksidasi lebih lanjut PUFA dalam membran 

dicegah99. Radikal tokoferoksil—dihasilkan dari -tokoferol dan radikal 

peroksil—direduksi oleh vitamin C atau glutathione, membentuk dimer 

tokoferol, mengalami oksidasi lebih lanjut, atau bertindak sebagai 

prooksidan. Aktivitas antioksidan vitamin E mungkin bertanggung jawab 

untuk regulasi beberapa enzim yang terlibat dalam transduksi sinyal karena 

aktivitas enzim pensinyalan diatur oleh keadaan redoks. 

Vitamin E menghambat aktivitas protein kinase C (PKC) dengan 

meningkatkan defosforilasi PKC-α melalui aktivasi protein fosfatase 2A. 

Penghambatan PKC oleh vitamin E telah dilaporkan di berbagai sel, dan 

akibatnya, penghambatan agregasi trombosit; berkurangnya proliferasi 
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monosit, makrofag, neutrofil, dan sel otot polos pembuluh darah; dan 

penurunan produksi superoksida dalam neutrofil dan makrofag telah diamati 

100-101. 

Vitamin E dapat secara langsung berikatan dengan enzim yang terlibat 

dalam pembentukan mediator lipid atau protein transpor yang terlibat dalam 

transduksi sinyal. Vitamin E dapat mempengaruhi interaksi protein membran 

dan translokasi enzim ke membran plasma sehingga mengubah aktivitas 

enzim transduksi sinyal.101 

2.6.4. Pengaruh Vitamin E Terhadap Otak 

Vitamin E berperan dalam mengikat radikal bebas dan memiliki 

kemampuan untuk menghentikan lipid peroksida dengan cara 

menyumbangkan satu atom hidrogennya dari gugus OH kepada lipid 

peroksida yang bersifat radikal sehingga menjadi radikal tocopheryl yang 

kurang reaktif dan tidak merusak, ikatan O-H dalam tokoferol 10% lebih 

lemah dibandingkan dengan kebanyakan fenol lainnya. Ikatan yang lemah 

memungkinkan vitamin E untuk menyumbangkan atom hidrogen ke radikal 

peroksil dan radikal bebas lainnya, Radikal tocopheryl yang dihasilkan akan 

kembali kedalam bentuk tokoferol oleh reaksi redoks dengan donor hidrogen 

seperti vitamin C102 . Radikal bebas bermula dari bentuk carbon-centered free 

radical, kemudian berikatan dengan oksigen bebas sehingga membentuk 

ROS. ROS dapat dinetralisir oleh lipid (polyunsaturated fat) menjadi 

hydroperoxide.  
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Reduksi molekul oksigen dan aktivitas oksidatif enzim menghasilkan 

radikal bebas, radikal bebas tersebut selanjutnya dapat diikat oleh vitamin E 

yang merupakan antioksidan larut lemak dalam membran sel. Vitamin E 

berperan dalam menghambat peroksidasi lipid, menurunkan kadar 

malondialdehyde pada spermatozoa, meningkatkan motilitas spermatozoa, 

mengurangi fragmentasi DNA spermatozoa dan meningkatkan aktivitas 

berbagai antioksidan lain yang juga berfungsi untuk mengikat radikal bebas. 

Sebagian kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas terjadi pada 

membran sel dan lipoprotein dengan kepadatan rendah yang tersusun oleh 

molekul lemak, hal ini menjadikan vitamin E antioksidan yang paling efektif 

dikarenakan vitamin E larut dalam lemak. Vitamin C juga merupakan 

antioksidan kuat, namun vitamin C tidak larut dalam lemak, namun larut 

dalam air.103 

Kelebihan vitamin E dalam tubuh akan disimpan dalam beberapa organ, 

antara lain hati, jaringan adiposa, otak dan lipoprotein. Vitamin E 

diekskresikan dari tubuh bersama dengan empedu melalui feses, sebagian lagi 

melalui urin setelah diubah lebih dahulu menjadi asam tokoferonat dan 

tokoferonalakton yang dapat berkonjugasi dengan glukoronat. Vitamin E 

memiliki kemampuan untuk menghentikan lipid peroksida dengan cara 

menyumbangkan satu atom hidrogennya dari gugus OH kepada lipid 

peroksida yang bersifat radikal sehingga kurang reaktif dan tidak merusak.104 
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BAB III 

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS 

 

3.1. Kerangka Teori  

Paparan Timbal menyebabkan pembentuk 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-α.112 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- α.29 TNF- α yang teraktivasi 

menyebabkan aktivasi balik faktor trasnkripsi NF-kB dan AP-1.113 Pada 

kondisi kadar TNF- α yang meningkat, menginduksi kematian sel melalui 

peningkatan ekspresi caspase-8 yang selanjutnya mengaktifkan pelepasan 

cytokrom C yang diperkuat dengan peningkatan ekspresi Bcl2 dan penurunan 

ekspresi Bax.114 Cytokrom C yg terlepas dari mitokondria, menyebabkan 

peningkatan ekspresi caspase-9 dan berujung dengan peningkatan ekspresi 

caspase-3 sehingga menginduksi kematian sel.38 

Seledri diketahui mengandung beberapa zat aktif seperti apigenin dan 

antosianin yang termasuk senyawa golongan flavonoid dan  memiliki efek  

antioksidan dan anti-peradangan. Penelitian terdahulu menyebutkan bahwa 

Antosianin dapat menghambat produksi ROS melalui aktivasi nuclear factor 

erythroid 2–related factor 2 (Nrf2) yang akan menginduksi produksi enzim 
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antioksidan seperti SOD sehingga dapat menekan kadar ROS. Senyawa 

flavonoid juga terbukti menghambat aktivasi NF-kB secara langsung.115 

Kemampuan tersebut akhirnya dapat memblok ekspresi sitokin proinflamasi 

seperti TNF-α. Pemblokakkan TNF-α dapat menghambat ekspresi caspase-3 

sel pada jaringan otak sehingga fungsi otak terjaga. Ringkasan kerangka teori 

dijelaskan pada Gambar 3.1 

 

                Gambar 3.1. Kerangka Teori 
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3.2. Kerangka Konsep 

 

 

Gambar 3.2. Kerangka Konsep 

3.3 Hipotesis 

Hipotesis penelitian ini adalah Terdapat pengaruh pemberian ekstrak 

seledri terhadap kadar TNF-α dan ekspresi Caspase-3 pada otak tikus wistar 

yang diinduksi timbal asetat.  

Dosis Ekstrak Seledri Kadar TNF-α Ekspresi Caspase-3 
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

 

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian  

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental dengan rancangan 

post test only control group design terhadap hewan coba tikus jantan galur 

wistar. 

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 50IU/kgBB serta pakan standar). 

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

seledri 300mg/kgBB/hari serta pakan standar) 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1. Alur Rancangan Renelitian 
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Keterangan : 

S : Sampel 

R : Randomisasi 

KS : Kontrol Sehat 

KN : Kontrol Negatif  

KP : Kontrol Positif  

P : Perlakuan  

O : Observasi Parameter 

 

4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional  

4.2.1. Variabel Peneltian  

4.2.1.1. Variabel bebas  

Variabel bebas penelitian ini adalah pemberian ekstrak 

Seledri dengan dosis 300 mg/kg BB  

4.2.1.2. Variabel Terikat  

Variabel terikat penelitian ini adalah Kadar TNF-α dan 

Ekspresi Caspase-3 otak 

4.2.2. Defenisi Operasional  

a. Ekstrak Seledri 

Ekstrak seledri dalam penelitian ini adalah cairan kental 

yang disari dari daun seledri yang berasal dari area Jawa Tengah dan 

berusia antara 1-3 bulan dengan menggunakan pelarut etanol dan 

dikentakan dengan votary vacuum evaporator. Ekstrak kental seledri 

dibuat sedian oral dengan diencerkan menggunakan CMC Na 0,5% 

dalam aquabidest dengan dosis 300 mg/kgBB. Satuan ekstrak 

seledri menggunakan satuan milligram (mg) dan skala ordinal. 
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b. Vitamin E 

Adalah vitamin larut lemak yang tersusun atas α-tocopherol dengan 

dosis 50IU/kgBB. Vitamin E dalam penelitian ini menggunakan 

satuan International Units (IU) dan skala ordinal. 

c. Kadar TNF-α 

Adalah kadar sitokin TNF-α yang berasal dari sampel serum darah 

yang membentuk reaksi berwarna biru dengan intensitas ekspresinya 

di baca menggunakan ELISA reader. TNF-α dalam penelitian ini 

menggunakan satuan pg/mL dan skala rasio.  

d. Ekspresi Caspase-3 

Adalah ekspresi protein caspase-3 yang ditandai warna coklat pada 

inti sel jaringan otak yang di ukur diukur menggunakan metode 

imunohistokimia. Ekspresi caspase-3 dalam penelitian ini dihitung 

dengan menyampling 100 lapang pandangan yang dibaca dengan 2 

orang analis, dan disajikan dalam satuan persen (%) dan skala rasio. 

 

4.3. Subyek Penelitian dan Sampel Penelitian  

4.3.1. Subyek Penelitian  

Subyek penelitian ini adalah tikus jantan galur Wistar (Rattus 

norvegicus).  

4.3.2. Sampel Penelitian  

4.3.2.1. Kriteria Inklusi 

• Jantan 

• Aktif 
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• Berat Badan Tikus 200-250 gram 

• Usia Tikus 2-3 bulan 

• Dinyatakan sehat dan layak dijadikan subyek penelitian 

oleh dokter hewan, tidak ada penyakit dan kecacatan. 

4.3.2.2. Kriteria Eksklusi 

Tikus menjadi sakit selama perlakuan. 

4.3.2.3. Kriteria Drop Out 

Tikus mati atau infeksi selama penelitian. 

 

4.3.3. Cara Pengambilan Sampel Penelitian 

Pengambilan sampel dilakukan secara acak dengan metode 

random sampling alocation. Tikus putih jantan galur Wistar dibagi 

menjadi 4 kelompok perlakuan yaitu kelompok Kontrol Sehat (tikus 

kondisi sehat tanpa dipapar timbal), Kontrol Negatif (tikus diinduksi 

timbal asetat), Kontrol Positif (tikus diinduksi timbal dan diberi 

vitamin E secara oral), Perlakuan (tikus diinduksi timbal yang diberi 

ekstrak seledri dosis 300 mg/kgBB secara oral). 

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. 
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4.4. Alat dan Bahan 

4.4.1. Alat 

Alat yang digunakan dalam pembuatan hewan model keracunan 

timbal antara lain kandang pemeliharan, spuit sonde, spuit 1 mL, botol 

air minum tikus,  dan botol kaca gelap. Alat yang digunakan untuk 

pengambilan data antara lain vacutainer edta, tabung hematokrit, 

mikropippet 1000 uL, dan mikropipet tip 1000 uL. Alat yang 

digunakan untuk analisis data terdiri dari microplate reader, 

mikroskop binokular, staining jar, coated desk glass, cover glass, dan 

laptop dengan RAM 2GB. 

4.4.2. Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri asam asetat, 

antibodi Caspase-3, IHC staining kit, alkohol 30%, 40%, 50%, 60%, 

70%, 80%, 90%, 96%, xylen, buffer sitrat, aquades, etanol, pakan 

tikus, dan chloroform, ROS Flocytometer analisis kit. 

4.5. Cara Penelitian 

4.5.1. Perolehan Ethical Clearance 

Penelitian diawali dengan pengajuan ethical clearence 

penelitian yang diajukan kepada komisi etik Fakultas Kedokteran 

Universitas Islam Sultan Agung Semarang. 

4.5.2. Cara Pembuatan Ekstrak Seledri 

Seledri sebanyak ±600 gram dipotong hingga halus, dikeringkan 

pada suhu 50 – 60o C dan diblender menjadi bubuk kering. Bubuk 
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kering dimaserasi menggunakan etanol 95%, kemudian disaring 

menggunakan kertas saring dan filtrat yang dihasilkan ditampung, 

sedangkan residu yang tertinggal di kertas saring kemudian dimaserasi 

kembali dengan metode yang sama. Kandungan etanol dievaporasi 

menggunakan rotary evaporator hingga tersisa ekstrak kental. Ekstrak 

kental yang terbentuk kemudian disimpan dalam lemari pendingin 

dengan suhu 2-8oC hingga pemberian perlakuan diberikan. 

4.5.3. Penetapan Dosis 

Dosis ekstrak Seledri ditentukan dengan studi literature sebelum 

proses penelitian. Penelitian terdahulu menyatakan bahwa pemberian 

300 mg/kgBB/hari ekstrak Seledri secara oral melindungi fungsi 

Otak116. Oleh karena itu penelitian ini menggunakan dosis 300 

mg/kgBB/hari. Tikus dalam penelitian ini memiliki bobot badan 

berkisar antara 200-250 gram, sehingga dosis ekstrak Seledri yang 

diberikan secara oral adalah 60 mg/tikus/hari. 

4.5.4. Pembuatan Paparan Timbal dan Pemberian Perlakuan pada 

Subjek Percobaan 

1. Tikus diadaptasi selama 1 minggu. 

2. Tikus sehat tidak diberi paparan timbal asetat dan tetap diberi pakan 

standar hingga 14 hari. 

3. Tikus Kontrol Negatif, tikus dipapar timbal asetat secara oral dengan 

dosis 200 mg/kg BB yang dilarutkan dalam aquadestilata sebanyak 

2ml selama 14 hari dan tetap diberi pakan standar. 
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4. Tikus Kontrol Positif, tikus dipapar timbal asetat secara oral dengan 

dosis 200 mg/kg BB yang dilarutkan dalam aquadestilata sebanyak 

2ml dan bersamaan diberi Vitamin E secara oral dengan dosis 50 IU 

dan tetap diberi pakan standar selama 14 hari. 

5. Tikus Perlakuan, tikus dipapar timbal asetat secara oral dengan dosis 

200 mg/kg BB yang dilarutkan dalam aquadestilata sebanyak 2ml 

dan bersamaan diberi ekstrak seledri dengan dosis 300 mg/kg dan 

tetap diberi pakan standar hingga 14 hari. 

4.5.5. Pengambilan Sampel Plasma Darah 

Pengambilan sampel darah diambil dari tikus melalui vena 

orbital menggunakan tabung hematokrit sebanyak 3 mL tanpa 

pembiusan darah dilakukan pada hari ke 15 setelah hari pertama 

pemberian perlakuan. Sampel darah dimasukkan ke dalam vacutainer 

EDTA dan kemudian disentrifus dengan kecepatan 2000 rpm selama 

10 menit. Plasma yang terbentuk secara hati-hati diambil 

menggunakan micropipet, kemudian dimasukkan ke dalam tabung 

vial 1,5 mL dan disimpan pada suhu -80 hingga proses analisis 

dilakukan. 

4.5.6. Perhitungan Kadar TNF-α 

Sampel plasma darah yang telah diperoleh kemudian dianalisis 

kadar TNF-α menggunakan metode Enzyme Linked 

Immunoabsorbance Assay (ELISA). Sebelum proses analisis, plasma 

darah dicairkan dalam suhu ruang dan diresuspensi untuk agar serum 

tercampur secara merata. Analisis ELISA TNF-α dilakukan dengan 
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metode kit dari Finetest ® (Wuhan, China). Langkah-langkah analisis 

kadar TNF-α mengikuti protocol yang sesuai dengan petunjuk ada. 

Pembacaan dilakukan dengan menggunakan microplate reader pada 

panjang gelombang 450 nm. 

4.5.7. Pengambilan Sampel Jaringan 

Tikus setelah 24 jam pasca pemberian perlakuan terakhir 

dimatikan dengan cara servikal dislokasi untuk proses pengambilan 

organ otak. Bagian cranial tikus dibedah kemudian sampel otak 

diambil dan difiksasi menggunakan formalin 10% selama 24 jam dan 

setelah itu formalin diganti dengan alkohol 70% dan disimpan di suhu 

ruang sampai proses pembuatan preparat parafin.  

4.5.8. Pembuatan Blok Parafin. 

Pembuatan blok paraffin dilakukan dengan beberapa tahap 

antara lain sebagai berikut : 

1. Dehidrasi  

Potongan jaringan dimasukkan dalam alkohol bertingkat 

dari 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 96% agar cairan 

keluar dari dalam jaringan. Jaringan kemudian dimasukkan ke 

dalam larutan alcohol-xylol selama 1 jam dan jaringan kemudian 

dimasukan dalam larutan xylol murni selama 2 x 2 jam.  

2. Parafinisasi dan Embedding 

Jaringan yang telah melalui proses dehidrasi dimasukan ke 

dalam parafin cair selama 2 x 2 jam dan tunggu hingga parafin 

memadat. Jaringan yang telah terparafin dipotong dengan 
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ketebalan 4 mikron menggunakan mikrotom. Hasil potongan 

jaringan ditempelkan pada object glass yang sudah dilapisi 

polilisin sebagai perekat. Masukan jaringan pada kaca obyek 

deparafinasi dalam inkubator dan dipanaskan dengan suhu 56-

58oC hingga parafin mencair.  

4.5.9. Pengecatan Caspase-3 

Jaringan otak yang telah di tempelkan ke slide Poly-L-Lysine 

Coated (Biogear) kemudian dipanaskan pada slide warmer dengan 

suhu 60oC selama 5 menit, kemudian dilakukan proses deparafinisasi 

dengan merendam sampel dalam xylene (Merck-Millipore, Australia) 

1 dan 2 masing masing selama 5 menit. Kemudian dilakukan proses 

rehidrasi dengan merendam slide kedalam etanol absolut 1, absolut 2, 

etanol 90%, etanol 80%, etanol 70%, etanol 70% (Merck-Millipore, 

Australia) masing masing selama 3 menit, kemudian dicuci pada air 

mengalir selama 5 menit, selanjutnya direndam akuades selama 5 

menit.  

Proses selanjutnya yaitu Antigen retrieval dengan merandam 

slide dalam citrate buffer 1x pH 6,5 dan masukkan dalam Decloaking 

Chamber (Biogear) selama 30 menit pada suhu 900C slide 

dikeluarkan dan didiamkan hingga mencapai suhu ruang (±30 menit). 

Selanjutnya slide dicuci dengan PBS 1x selama 5 menit sebanyak 3 

kali. Kemudian dilakukan blocking peroksidase endogen dengan 3% 

H2O2  selama 5 menit, kemudian slide dicuci dengan PBS 1x selama 

5 menit sebanyak 3 kali. Kedudian dilakukan blocking background 
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dengan meneteskan larutan Background Sniper (Starr Trek Universal-

HRP Detection Kit) pada jaringan per slide dan diinkubasi selama 20 

menit, selanjutnya slide dikeringkan dengan menggunakan tisu pada 

permukaan bawahnya dan sekitar jaringan tanpa merusak jaringan dan 

ditambahkan antibodi primer sebanyak 70-100 μL antibodi Caspase-

3 (LSBio, Seattle, WA, USA), kemudian tutup humidity chamber dan 

disimpan dalam kulkas 4⁰C overnight. 

Ambil slide sampel dari kulkas 4⁰C dan diamkan pada suhu 

ruang selama ±30 menit hingga mencapai suhu ruang, kemudian cuci 

slide menggunakan PBS 1x sebanyak 3 kali selama 5 menit, bersihkan 

jaringan dan tetesi secondary antibody Trekkie Universal Link (Starr 

Trek Universal-HRP Detection Kit)  kemudian inkubasi selama 60 

menit pada suhu ruang, cuci slide menggunakan PBS 1x sebanyak 3 

kali selama 5 menit, kemudian tetesi TrekAvidin-HRP Label (Starr 

Trek Universal-HRP Detection Kit) inkubasi selama 45 menit pada 

suhu ruang, cuci slide menggunakan PBS 1x sebanyak 3 kali selama 

5 menit, kemudian tetesi DAB 1:400 (1 μL Betazoid DAB Chromogen 

ditambahkan 400 μL Betazoid DAB Substrat)  inkubasi 3 menit dalam 

ruangan gelap, cuci slide menggunakan PBS 1x sebanyak 3 kali 

selama 5 menit, kemudian lakukan counterstaining dengan 

mencelupkan dalam Mayer Hematoksilin (Bio-Optica Milano S.p.A) 

selama 3 menit, cuci slide menggunakan air mengalir selama selama 

5 menit. Selanjutnya lakukan dehidrasi dengan mencelupkan slide 

sampel pada rak staining logam kedalam etanol 70%, etanol 80%, 
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etanol 96%,  etanol absolut 1, absolut 2, masing masing selama 3 

menit, selanjurnya proses clearing dengan mencelupkan slide pada 

xylene 1, 2 dan 3 masing masing selama 5 menit, kemudian mounting 

jaringan dengan entellan 

4.6. Tempat dan Waktu Peneltian  

Penelitian dilakukan di Laboratorium Stem Cell and Cancer Research 

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

Penelitian dilakukan pada Agustus 2022. 

4.7. Analisa Data 

Data dianalisis menggunakan uji deskriptif, normalitas, dan 

homogenitas. Data yang diperoleh tidak terdistribusi normal dan tidak 

homogen, uji Kruskal Wallis dan dilanjutkan dengan uji Mann Whitney untuk 

mengetahui perbedaan masing-masing kelompok. 
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4.8. Alur Penelitian 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.2. Alur penelitian 

Random sampling alocation menjadi 4 kelompok 

Kontrol Negatif 

Tikus diberi 

pakan standar 

dan timbal 

200mg/kgBB 

selama 14 hr 

(n=5) 

Kontrol Positif 

Tikus diberi pakan 

standar , timbal  

200mg/kgBB dan 

Vit. E 50 IU selama 

14hr 

(n=5) 

Tikus putih jantan galur Wistar 20 ekor 

Randomisasi dan adaptasi selama 5 hari 

Perlakuan  

 

Tikus diberi pakan standar, 

timbal 200 mg/kgBB, dan 

Ekstrak Seledri 300 

mg/kgBB selama 14hr 

(n=5) 

 

Kontrol 

Sehat 

Tikus diberi 

pakan 

standar 14 

hari 

(n=5) 

 

Pengambilan plasma darah dan jaringan otak pada hari ke-15 

Pemeriksaan kadar TNF-α dan Ekspresi Caspase-3 Otak 

Pengolahan dan analisa data 
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BAB V 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental yang dilakukan selama bulan 

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 di induksi Timbal dengan dosis 200 mg/kgBB selama 14 hari. Dalam 

penelitian ini dikumpulkan sampel sebanyak 20 ekor dan tidak ada yang eksklusi 

selama penelitian berlangsung. Penelitian ini terdiri dari 4 kelompok yaitu 

kelompok tikus sehat yang tidak di beri paparan Timbal maupun intervensi, 

kelompok kontrol negatif yaitu kelompok tikus yang diberi paparan Timbal 

200mg/kgBB/hari selama 14 hari tanpa pengobatan, kelompok kontrol positif  

adalah kelompok yang diberi diberi paparan Timbal 200mg/kgBB/hari dan 

bersamaan diterapi dengan Vitamin E 50IU/kgBB selama 14 hari, dan kelompok 

perlakuan adalah kelompok yang diberi diberi paparan Timbal 200mg/kgBB/hari 

dan bersamaan diterapi dengan ekstrak selederi dosis 300mg/kgBB selama 14 hari.  

5.1.  Hasil Penelitian 

Ekstrak seledri yang digunakan pada penelitian ini adalah species Apium 

graveolens L.  yang diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut 

etanol dan menghasilkan rendemen ekstrak sebesar 1,32%.  Hasil skrining fitokimia 

(Lampiran 3).  Senyawa golongan flavonoid yang terkandung dalam tanaman 

selederi seperti antosianin, quecetin, dan apigenin91 terbukti berperan terhadap 

aktivitas antioksidan. Pada penelitian ini juga di lakukan penentuan total flavonoid 

dalam ekstrak seledri dengan menggunakan metode spektrofotometri. Dalam 1 
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gram ekstrak selederi mengadung flavonoid sebesar 14,3036 mg ± 0,55. Hasil ini 

membuktikan bahwa dalam setiap 1 gram ekstrak mnegandung senyawa flavonoid 

setara quersetin sebanyak 14,3036 mg. Senyawa flavonoid memiliki aktivitas 

antioksidan dengan mekanisme auto-oksidasi secara enzimatik dan kimiawi 

menghasilkan radikal semikuinon flavonoid, yang dapat ditangkap oleh glutathione 

tereduksi (GSH), sehinga menghasilkan radikal thiyl glutathione. Radikal thiyl 

glutathione ini dapat bereaksi dengan GSH untuk menghasilkan anion radikal 

disulfida yang secara cepat mereduksi molekul oxygen superoxide anion radical 

yang dapat didetoksifikasi lebih lanjut oleh enzim antioksidan seperti superoxide 

dismuthase (SOD), katalase, dan glutathione peroxidase (GPx).92  

Tabel 5.1. Data hasil Penelitian Kadar TNF-α  dan Ekpresi Caspase-3 

Variabel   Kelompok  Pvalue 

 Sehat 

n=5 
Mean±SD 

Kontrol 

negatif 
n=5 

Mean±SD 

Kontrol 
positif 

n=5 
Mean±SD 

Perlakuan 

n=5 
Mean±SD 

Kadar TNF- α 8,52±0,87 19,39±2,25 14,69±0,16 16,86±0,32 

Saphiro wilk 0,047 0,122 0,319 0,419 

Levene test    0,000 
Kruskal-Wallis    0,002 

Ekspresi Caspase-3 10,92±0,58 27,97±1,95 14,57±0,55 18,69±2,26 

Saphiro wilk 0,278 0,474 0,325 0,011 
Levene test    0,129 
Kruskal-Wallis    0,002 

 

Pada penelitian ini diperoleh hasil kadar TNF- α dan ekspresi caspase-3 

pada model tikus yang di induksi Timbal asetat dan terapi dengan ekstrak seledri. 

Pada kelompok sehat kadar TNF- α sebesar 8,52±0,87 pg/ml, kelompok kontrol 

negatif sebesar 19,39±2,25 pg/ml, kelompok kontrol positif sebesar 14,69±0,16 

pg/ml dan kelompok perlakuan sebesar 16,86±0,32 pg/ml. Berdasarkan uji statistik 
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data ekspresi setiap kelompok terdistribusi normal (nilai signifikasi uji Shapiro wilk 

>0.05), kecuali kelompok sehat (nilai signifikasi uji Shapiro wilk >0.05) dan tidak 

homogen setiap kelompok dengan Levene test sebesar 0.000. Hasil analisis non 

parametik dengan Kruskal-Wallis nilai p value 0.002 (p<0.05) yang menyatakan 

terdapat perbedaan signifikan antar kelompok perlakuan.  

Pada penelitian ini juga dianalisis ekpresi caspase-3 , pada kelompok sehat  

ekspresi caspase-3 sebesar 10,92±0,58%, terdapat peningkatan ekspresi pada 

kelompok kontrol negatif sebesar 27,97±1,95%, kelompok kontrol positif 

mengalami penurunan ekspresi caspase-3 sebesar 14,57±0,55%  dan kelompok 

perlakuan mengalami penurunan ekspresi caspase-3 sebesar 18,69±2,26% 

dibandingkan kelompok kontrol. Berdasarkan uji statistik data ekspresi setiap 

kelompok terdistribusi normal (p>0.05), kecuali kelompok perlakuan (p<0.05) dan 

homogen dengan nilai signifikasi Levene test sebesar p>0.05. Hasil analisis non 

parametik dengan Kruskal-Wallis nilai p value p<0.05 yang menyatakan terdapat 

perbedaan signifikan antar kelompok perlakuan. Perbedaan kelompok ini 

dilanjutkan dengan uji Mann Whitney untuk mengetahui perbedaan masing-masing 

kelompok. 

5.1.1. Efek Pemberian Ekstrak Selederi Terhadap Kadar TNF-α  pada Otak 

Tikus yang Diinduksi Timbal 

Ekstrak daun seledri (Apium graveolens Linn.) dapat Menurunkan apoptosis 

seluler dengan cara yang bergantung pada konsentrasi dan waktu melalui jalur yang 

dimediasi oleh caspase dan mitokondria.108 Pada jalur kematian yang diprakarsai 

mitokondria, mitokondria yang mengalami transisi permeabilitas melepaskan 
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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 serta mengaktifkan caspase-3. Aktivitas 

caspase-3, -8, dan -9 diregulasi, menunjukkan bahwa caspase berpartisipasi dalam 

proses apoptosis ini. 108,96 Selain itu, senyawa luteolin pada ekstrak seledri juga 

dapat menghambat lipopolysaccharide (LPS), yang mengurangi daur ulang 

dopamine (DA) dan mengganggu fungsi enzim tyrosine hydroxylase (TH) dalam 

jalur sintesis DA sel saraf dan glial secara in vitro serta dapat mengaktifkan sel-sel 

pendukung dan ekspresi faktor nekrosis tumor-α, oksida nitrat dan superoksida.17,25 

 

Gambar 5.1. Kadar TNF- α setiap kelompok perlakuan dari darah vena orbita 

tikus model yang diinduksi Timbal asetat. * Menunjukkan perbedaan yang 

signifikan antara kelompok control dan perlakuan (p<0.05) dan ns 

menunjukan perbedaan yang tidak signifikan (p>0.05). 
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Berdasarkan data diatas terlihat bahwa pemberian ekstrak seledri secara 

berturut-turut meningkatkan kadar TNF- α lebih tinggi dibandingkan kelompok 

sehat (8,52±0,87). Pemberian ekstrak seledri pada kelompok perlakuan 

(16,86±0,32) menunjukan perbedaan yang tidak signifikan dalam meningkatkan 

kadar TNF- α dibandingkan kelompok kontrol negatif (19,39±2,25). Kadar TNF- α 

pada kelompok kontrol positif (14,69±0,16) tidak berbeda signifikan dengan 

kelompok kontrol negatif. Hal ini menunjukan bahwa tanpa adanya perlakuan kadar 

TNF- α secara normal terjadi peningkatan untuk menstabilkan stress oksidatif yang 

terbentuk. Namun pemberian ekstrak seledri terbukti lebih optimal dalam menekan 

ekspresi Kadar TNF- α berlebih. Hal ini bisa di lihat dari kadar TNF- α perlakuan 

jika di bandingkan dengan kelompok kontrol negative menunjukan terdapat tren 

penurunan.  

Tabel 5.2. Uji Mann-Whitney Kadar TNF-α antar kelompok perlakuan 

Kelompok 
Kelompok 
Pebandingan 

 

Signifikansi 

Sehat Kontrol negatif 0,010* 

 Kontrol positif 0,687 

 Perlakuan 0,006* 

Kontrol negatif Kontrol positif 0,687 

 Perlakuan 1,000 

Kontrol positif Perlakuan 0,521 
Uji Post Hoc: * mean difference significant P <0.05 

ns mean not difference significant P > 0.05 

 

Pada data deskriptif kadar TNF-α  masing-masing kelompok dilakukan uji 

normalitas dengan menggunakan Saphiro Wilk dan uji homogenitas dengan 

menggunakan uji Levene. Hasil uji normalitas didapatkan nilai signifikasi 

kelompok kontrol negative, kelompok kontrol positif, dan perlakuan memiliki nilai 

p>0.05, namun kelompok sehat memiliki nilai p<0.05. Pada uji homogenitas 

didapatkan nilai p<0.05. Hasil tersebut menunjukkan bahwa data tidak berdistribusi 
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normal dan tidak homogen sehingga dilakukan uji non-parametrik Kruskal-Wallis 

dan dilanjutkan uji beda dengan Mann-Whitney. Uji beda Kruskal-Wallis 

didapatkan p< 0.05. Hasil uji Mann-Whitney disajikan dalam bentuk grafik pada ga 

mbar 5.1 dan tabel 5.2. Pada penelitian ini didapatkan perbedaan yang signifikan 

(p<0,05) antara kelompok sehat terhadap kelompok kontrol negatif dan perlakuan.  

 

5.1.2. Efek Pemberian Ekstrak Selederi Terhadap Ekspresi Caspase-3 pada 

Otak Tikus yang Diinduksi Timbal 

Caspase-3 adalah protein pro apoptosis yang dapat diinduksi melalui jalur 

apaoptosis instrinsik dan ekstrinsik.117,118 Peningkatan casapase-3 menunjukan 

adanya keatian sel melalui mekanisme apoptosis.119 Penelitian terdahulu 

melaporkan bahwa paparan timbal asetat meningkatkan kematian sel otak.120 

Penenkanan ekspresi caspase-3 dapat dicegah dengan senyawa yang memiliki 

potensi antiapoptosis dan mencengah radikal bebas seperti senyawa 

flavonoid.121,122 Pada penelitian ini dilakukan analisis pengaruh pemberian ekstrak 

selederi terhadap ekspresi caspase-3. 
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Gambar 5.2. Ekspresi caspase-3 setiap kelompok perlakuan dari jaringan otak 

tikus model yang diinduksi Timbal asetat. (A) Gambaran IHC protein caspase-3 

dengan perbesaran 100x, tanda panah menunjukan positif ekspresi caspase-3. (B) 

Kuantifikasi ekspresi caspase-3 setiap kelompok perlakuan. * Menunjukkan 

perbedaan yang signifikan antara kelompok control dan perlakuan (p<0.05) dan ns 

menunjukan perbedaan yang tidak signifikan (p>0.05). 

 

Berdasarkan data tabel terlihat bahwa pemberian ekstrak seledri secara 

berturut-turut menurunkan ekspresi caspase-3 lebih tinggi dibandingkan kelompok 

sehat (10,92±0,58). Pemberian ekstrak seledri menunjukan perbedaan yang 

signifikan dalam meningkatkan ekspresi caspase-3 pada kelompok kontrol negatif 

(27,97±1,95). Ekspresi caspase-3 pada kelompok kontrol positif (14,57±0,55) 

berbeda tidak signifikan dengan kelompok kontrol negatif. Pada kelompok 

perlakuan dengan ekstrak selederi juga menurunkan ekspresi caspase-3 secara 

signifikan (18,69±2,26). Hal ini menunjukan bahwa adanya perlakuan ekstrak 

selederi dapat mencegah apoptosis sel otak akibat paparan timbal asetat dengan 

menghambat ekspresi caspase-3.  
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Tabel 5.3. Uji Post-hoc Mann-Whitney Ekspresi Caspase-3 antar kelompok 

perlakuan 

Kelompok 
Kelompok 
Pebandingan 

 

Signifikansi 

Sehat Kontrol negatif 0,000* 

 Kontrol positif 1,000 

 Perlakuan 0,054 

Kontrol negatif Kontrol positif 0,016* 

 Perlakuan 0,045* 

Kontrol positif Perlakuan 0,574 
Uji Post Hoc: * mean difference significant P <0.05 

ns mean not difference significant P > 0.05 

 

Pada data deskriptif ekspresi Caspase-3 masing-masing kelompok dilakukan 

uji normalitas dengan menggunakan Saphiro Wilk dan uji homogenitas dengan 

menggunakan uji Levene. Hasil uji normalitas kecuali kelompok perlakuan 

(p<0.05) memiliki data yang terdistribusi normal dan uji homogenitas dengan 

Levene test menunjukan data terdistribusi homogen dengan nilai p>0.05. Hasil 

tersebut menunjukkan bahwa data tidak seluruhnya berdistribusi normal sehingga 

dapat dilakukan uji non parametrik Kruskal-Wallis dan dilanjutkan uji beda dengan 

Mann-Whitney. Uji beda Mann-Whitney didapatkan p<0.05 yang menunjukan 

terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan. Hasil uji Mann-

Whitney disajikan dalam bentuk grafik pada gambar 5.2 dan tabel 5.3 Pada 

penelitian ini didapatkan perbedaan yang signifikan (p<0,05) antara kelompok 

perlakuan ekstrak seledri dengan kelompok kontrol.  
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5.2.  Pembahasan 

Penelitian mengenai Ekstrak Seledri terhadap kadar TNF-α dan ekspresi 

caspase-3 otak 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 50IU/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 dengan manusia serta tidak dipengaruhi hormone 

dan tidak mempengaruhi hasil penelitian. Penelitian ini bertujuan mengkaji 

pengaruh seledri dalam menurunkan kadar TNF-α serta menghambat apoptosis sel-

sel otak yang ditandai dari penurunan ekspresi Caspase-3 otak 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-α.112 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- α.29 pada pelitian ini TNF- α 

yang teraktivasi menyebabkan aktivasi balik faktor trasnkripsi NF-kB dan AP-1.113 

Pada kondisi kadar TNF- α yang meningkat, menginduksi kematian sel melalui 
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peningkatan ekspresi caspase-8 yang selanjutnya mengaktifkan pelepasan 

cytokrom C yang diperkuat dengan peningkatan ekspresi Bcl2 dan penurunan 

ekspresi Bax.114 Cytokrom C yg terlepas dari mitokondria, menyebabkan 

peningkatan ekspresi caspase-9 dan berujung dengan penurunan ekspresi caspase-

3 sehingga menginduksi kematian sel.38 

Pada penelitian ini menggunakan ekstrak Seledri yang mengandung beberapa 

zat aktif seperti apigenin dan antosianin yang termasuk senyawa golongan 

flavonoid dan  memiliki efek  antioksidan dan anti-peradangan. Antosianin dapat 

menghambat produksi ROS melalui aktivasi nuclear factor erythroid 2–related 

factor 2 (Nrf2) yang akan menginduksi produksi enzim antioksidan seperti SOD 

sehingga dapat menekan kadar ROS. Senyawa flavonoid juga dapat menghambat 

aktivasi NF-kB secara langsung.115 Kemampuan tersebut akhirnya dapat memblok 

ekspresi sitokin proinflamasi seperti TNF-α. Pemblokakkan TNF-α dapat 

menghambat ekspresi caspase-3 sel pada jaringan otak sehingga fungsi otak terjaga. 

Berdasarkan data deskriptif kadar TNF- α pada model tikus yang di induksi 

Timbal asetat dan terapi dengan ekstrak seledri. Pada kelompok sehat kadar TNF- 

α sebesar 8,52±0,87 pg/ml, kelompok kontrol negatif sebesar 19,39±2,25 pg/ml, 

kelompok kontrol positif sebesar 14,69±0,16 pg/ml dan kelompok perlakuan 

sebesar 16,86±0,32 pg/ml. Berdasarkan uji statistik data ekspresi setiap kelompok 

terdistribusi normal (nilai signifikasi uji Shapiro wilk >0.05), kecuali kelompok 

sehat (nilai signifikasi uji Shapiro wilk >0.05) dan tidak homogen setiap kelompok 

dengan Levene test sebesar 0.000. Hasil analisis non parametik dengan Kruskal-

Wallis nilai p value 0.002 (p<0.05) yang menyatakan terdapat perbedaan signifikan 

antar kelompok perlakuan.  
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Berdasarkan kuantifikasi ekspresi caspase-3 setiap kelompok perlakuan 

Pemberian ekstrak seledri secara berturut-turut menurunkan ekspresi caspase-3 

lebih tinggi dibandingkan kelompok sehat (10,92±0,58). Pemberian ekstrak seledri 

menunjukan perbedaan yang signifikan dalam meningkatkan ekspresi caspase-3 

pada kelompok kontrol negatif (27,97±1,95). Ekspresi caspase-3 pada kelompok 

kontrol positif (14,57±0,55) berbeda tidak signifikan dengan kelompok kontrol 

negatif. Pada kelompok perlakuan dengan ekstrak selederi juga menurunkan 

ekspresi caspase-3 secara signifikan (18,69±2,26). Hal ini menunjukan bahwa 

adanya perlakuan ekstrak selederi dapat mencegah apoptosis sel otak akibat 

paparan timbal asetat dengan menghambat ekspresi caspase-3.  

Secara keseluruhan penelitian ini membuktikan bahwa ekstrak selederi 

memiliki aktivas antiinflamasi dengan menghambat ekspresi TNF-α dan mencegah 

kematian sel otak melalui penekanan ekspresi caspase-3 pada tikus model yang 

terpapar timbal asetat.  

 

5.3. Kelemahan Penelitian 

Pada penelitian ini tidak dilakukan pengamatan dengan berbagai rentang dosis 

ekstrak selederi dan tidak di amati dengan berbagai variasi waktu terminasi untuk 

menentukan waktu dan dosis optimal. Pada penelitian ini tidak mengamati kadar 

ROS yang merupakan penanda utama keracunan timbal asetat. Pada penelitian ini 

juga tidak diamati pengamatan mekanisme molekuler pemberian ekstrak selederi 

secara in vivo terhadap ekspresi caspase-8, Cyt-c, caspase-9 dan aktivasi jalur NF-

kB. 
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BAB VI 

SIMPULAN DAN SARAN 

 

6.1. Simpulan 

Berdasarkan hasil penelitian maka dapat disimpulkan: 

1. Pemberian ekstrak selederi 300 mg/kgBB berpengaruh secara signifikan 

terhadap kadar TNF-α  pada otak tikus yang diinduksi timbal dengan dosis 

200 mg/kgBB selama 14 hari. 

2. Pemberian ekstrak selederi 300 mg/kgBB berpengaruh secara signifikan 

terhadap ekspresi Caspase-3 pada otak tikus yang diinduksi timbal dengan 

dosis 200 mg/kgBB selama 14 hari. 

 

6.2. Saran 

Sebagai saran untuk penelitian ini adalah: 

1. Perlu pengukuran kadar ROS setelah dilakukan ekstrak seleder pada tikus 

yang diinduksi Timbal. 

2. Perlu pengamatan mekanisme molekuler pemberian ekstrak selederi 

secara in vivo terhadap ekspresi caspase-8, Cyt-c, caspase-9 dan aktivasi 

jalur NF-kB. 
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