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ABSTRACT

Ischemia-reperfusion injury (IRI) is the condition that disrupted the blood supply to the organ
followed by the restoration of blood flow. IRI in the kidneys promotes the inflammatory cascade. Interleukin-
1P (IL-1p) belongs to the most powerful pro-inflammatory cytokine that released in the early phase of IRI.
Prevention of inflammation is one of the strategies for reducing kidney damage due to IRI. Celery (Apium
graveolens L) is a natural resource that reported has anti-inflammatory and antioxidant effects. This study
aimed to investigate the effect of duration of the administration ethanol extract of celery on IL-18 level in the
IRI rat model. Twenty-five rats male Sprague Dawley, 2-3 months old were divided into 5 groups: Sham
operations (SO, n=5), Ischemia-reperfusion (IR, n=5), celery 1000 mg/ kg BW for 7 days before IR (IR7) (IR7,
n=5), 14 days before IR (IR14, n=5), 28 days before IR (IR28, n=5). The IL-1 level was assessed using the
ELISA. Data were analyzed using One-way ANOVA (p<0.05). The results showed that the mean of IL-1p levels
in the IR7 group (5.99+4.28 ng/L) and R14 (4.68+2.64 ng/L) were lower than IR group (8.19+5.36 ng/L), while
the R28 group (9.05 + 4.38 ng/L) was higher than the IR group (8.19+5.36 ng/L). In conclusion, the
administration of celery ethanol extract 1000 mg/ kg BW for 7 days and 14 days can prevent the increase of
IL-1p level in the IRI rat model.

Key words: Apium graveolens L., celery, ischemia-reperfusion injury, I1L-1p.

ABSTRAK

Ischemia-reperfusion injury (IRI) adalah suatu keadaan yang terjadi ketika suplai darah sebagian atau
seluruh organ terganggu diikuti pemulihan aliran darah. IRI pada ginjal memicu terjadinya inflamasi.
Interleukin-1p (IL-1pB) termasuk sitokin pro-inflamasi paling kuat yang keluar selama fase awal IRI.
Pencegahan terhadap inflamasi merupakan strategi untuk menurunkan kerusakan ginjal akibat IRI. Seledri
merupakan salah satu bahan alam yang diketahui mempunyai efek antiiflamasi dan antioksidan. Penelitian ini
bertujuan mengetahui efek lama waktu pemberian ekstrak etanol seledri terhadap pencegahan peningkatan
kadar IL-1p pada tikus model IRI. Sebanyak 25 ekor tikus jantan Sprague Dawley, 2-3 bulan, dikelompokkan
menjadi 5, yaitu Sham Operation (SO, n=5), Ischemia-reperfusion (IR, n=5), seledri 1000 mg/kgBB selama 7
hari sebelum IR(IR7, n=5), 14 hari sebelum IR(IR14, n=5), dan 28 hari sebelum IR(IR28, n=5). Kadar IL-1f
diukur menggunakan metode ELISA. Data dianalisis dengan One Way ANOVA (p<0,05). Rerata kadar IL-13
pada kelompok IR7 (5,99+4,28 ng/L) dan IR14 (4,68+2,64 ng/L) lebih rendah dibandingkan dengan kelompok
IR (8,19+5,36 ng/L), sedangkan kelompok 1R28 (9,05+4,38 ng/L) lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok
IR (8,1945,36 ng/L). Pemberian ekstrak etanol seledri 1000 mg/kgBB selama 7 hari dan 14 hari dapat
mencegah peningkatan kadar IL-1p pada tikus model IRI.

Kata kunci: Apium graveolens L., ischemia reperfusion injury, IL-1p, seledri.
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PENDAHULUAN

Ischemia-reperfusion injury (IRI)
adalah suatu keadaan yang terjadi ketika
suplai darah sebagian atau seluruh organ
terganggu diikuti oleh pemulihan aliran
darah kembali. Kondisi IRI dapat terjadi
setelah infark, sepsis, dan transplantasi
organ. Pada ginjal, IRI dapat disebabkan
oleh henti jantung (hipoperfusi sistemik),
syok, intervensi bedah yang mengarah ke
hipoperfusi  ginjal ~ seperti  aortic
crossclamping, nefrektomi parsial, dan
transplantasi (Chatauret et al., 2014,
Malek dan Nematbakhsh, 2015). IRI
merupakan penyebab
kidney injury (AKI).

IRl pada ginjal memicu kaskade

tersering acute

inflamasi  dan  semakin  parahnya

kerusakan ginjal. Inflamasi memiliki

peran utama pada patofisiologi AKI akibat
iskemia (Bonventre dan Zuk, 2004). Sel
mast dan makrofag menghasilkan reactive
oxygen species (ROS) yang menyebabkan
aktivasi sel endotel dan selanjutnya sel
endotel

mengekspresikan  berbagai

kemokin sdan molekul adesi dan

menyebabkan akumulasi leukosit pada
tempat terjadinya cedera (Rusai et al.,
2008).
Kemokin merupakan mediator
utama pada inflamasi yang meregulasi
sitokin proinflamasi, ekspresi molekul
dan infiltrasi leukosit

adesi, aktivasi
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(Malek dan Nematbakhsh, 2015). Selain

kontribusi leukosit dan sel endotel

terhadap respon inflamasi akibat cedera
juga
yang
mempotensiasi inflamasi, antara lain yaitu
(TNF-o),
interleukin-6 (IL-6), interleukin-1B (IL-
1B) dan transforming growth factor-f3
(TGF- B) (Bonventre dan Zuk, 2004).

iskemik, epitel tubulus ginjal

menghasilkan mediator

tumor necrosis factor-a

IL-1B termasuk kelompok sitokin
pro-inflamasi paling kuat yang keluar
selama fase awal reperfusi setelah
iskemia. IL-1B dapat memicu apoptosis
dan proses inflamasi. Selanjutnya
inflamasi diregulasi oleh molekul adesi
yang memperantarai infiltrasi leukosit ke
jaringan yang mengalami cedera. Ekspresi
IL-1pB pada ginjal mencapai kadar tertinggi
yaitu 24 jam setelah induksi iskemia
(Rusai et al., 2008). Strategi pencegahan
terhadap inflamasi merupakan salah satu
strategi  untuk  menurunkan tingkat
kerusakan pada ginjal akibat IRI.

Upaya pencegahan menggunakan
bahan alam merupakan salah satu potensi
yang dilakukan

Indonesia merupakan negara yang kaya

dapat mengingat

bahan alam. Seledri merupakan salah satu
bahan alam yang banyak kita temukan di
sekitar kita dan selama ini banyak
dimanfaatkan masyarakat sebagai bahan
diketahui

makanan. Tanaman seledri
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mempunyai efek farmakologi vyaitu
sebagai antinflamasi (Taylor et al., 2012;
et al., 2016),
(Kooti dan Daraei, 2017; Sameh et al.,
2011), antihipertensi (Kooti et al., 2014).
Afifah et (2019)

menunjukkan bahwa ekstrak etanol seledri

Wulandari antioksidan

Penelitian al,,
dosis 1000 mg/kg BB dapat mencegah
kerusakan ginjal akibat IRI. Hingga saat
ini belum ada penelitian yang meneliti
efek lama waktu pemberian ekstrak etanol
seledri terhadap pencegahan peningkatan
IL-1B pada tikus IRI

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui

kadar model
efek lama waktu pemberian ekstrak etanol
seledri terhadap pencegahan peningkatan
kadar IL-1p pada tikus model IRI.

METODE

Penelitian ini merupakan
penelitian kuasi eksperimental dengan
rancangan posttest only controlled group
dilakukan di

Farmakologi

design. Penelitian ini

Laboratorium dan
Laboratorium Riset Fakultas Kedokteran,
Universitas Jenderal Soedirman.
Penelitian ini sudah mendapatkan ethical
Etik Fakultas

Universitas

clerance dari Komisi

Kedokteran, Jenderal
Soedirman tanggal 5 Juli 2019 dengan

nomor 3052/KEPK/V11/2019.

Alat dan Bahan
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Alat  yang

penelitian ini yaitu kandang hewan coba,

digunakan  pada

timbangan digital, skala 0-2000 gram

merk Sweet Scale Oxone OX-211
diproduksi oleh PT Oxone Indonesia,
timbangan  digital, skala 0,00000-

100,0000 gram merk Dragon 303
Precision Balance-AAR 3231 diproduksi
Mettler Toledo Group, spidol snowman
permanent marker warna hitam, bulldock
klem, minor set, sonde oral nomor 18 G
stainless steel dengan ball tripped needle,
sarung tangan, spuit 3 cc, gelas kimia, labu
erlenmeyer, batang pengaduk, gelar ukur

100 cc, mikropipet 100 pl Fit merk

Accumax pro diproduksi PT Endo
Indonesia, mikropipet 1000 ul Fit merk
Accumax pro diproduksi PT Endo

Indonesia, tabung EDTA,
eppendorf, rak tabung reaksi, Laboratory
Centrifuge Lab Medical Practice 2000-
4000 ELISA 450nm,

spektofotometer. Bahan yang digunakan

tabung

rpm, reader
pada penelitian ini yaitu seledri, yang
diperoleh dari Pratin, Purbalingga, etanol
96%, ketamine, aquades, ELISA Kit.

Subjek Penelitian

Sebanyak 25 ekor tikus putih
jantan Sprague Dawley, BB 190-250
gram, usia 2-3 bulan digunakan sebagai
subjek pada penelitian ini. Hewan coba

dimasukkan ke dalam kandang dan dijaga
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pada suhu 25°C, dengan siklus gelap
terang 12jam/12 jam. Hewan coba di
aklimatisasi selama 7 hari, dan akses
makan serta minum secara ad libitum.

Ekstraksi Tamanan

Seledri didapatkan dari Pratin,
Purbalingga, Jawa  Tengah  dan
diidentifikasi di Laboratorium
Lingkungan, Fakultas Biologi,
Universitas Jenderal Soedirman.

Pembuatan ekstrak etanol tanaman seledri
dilakukan dengan cara maserasi. Tanaman
seledri dipotong dan dikeringkan dalam
oven pengering suhu 45°C kemudian
digiling dengan mesin diskmill, dengan
60 mesh. Serbuk
dimasukkan ke dalam kontainer ekstraktor
dan ditambahkan etanol 70%. Ekstraksi

ayakan simplisia

dengan ultraturax kecepatan 1.000 rpm,
24

menggunakan

dimaserasi  selama

difiltrasi

dan jam.
Selanjutnya
corong Buchner, dan disedot dengan
mesin vakum. Filtrat dievaporasi dengan
vacuum rotary evaporator tekanan vakum
pada suhu 45°C kecepatan rotary 90 rpm.
Ekstrak dipindahkan ke dalam cawan
porselin kemudian dimasukkan ke dalam
oven digital pada suhu 45°C. Ekstrak

dikeringkan hingga bobot tetap.

Perlakuan hewan coba

Hewan coba dikelompokkan

secara acak menjadi 5 kelompok
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perlakuan dengan masing-masing
kelompok terdiri dari 5 ekor. Setiap
diberikan

perlakuan sebagai berikut: Kelompok SO:

kelompok  hewan coba
Hewan coba dengan Sham Operation;
Kelompok IR: Hewan coba dengan IRI;
IR7:

etanol

Hewan coba diberi
1000
mg/kgBB selama 7 hari kemudian dibuat

Kelompok

ekstrak seledri  dosis
model IRI dan dan tikus diterminasi pada
hari berikutnya; Kelompok IR14: Hewan
coba diberi ekstrak etanol seledri dosis
1000 mg/kgBB selama 14 hari kemudian
dibuat model IRI dan dan tikus diterminasi
pada hari berikutnya; Kelompok IR28:
Hewan coba diberi ekstrak etanol seledri
dosis 1000 mg/kgBB selama 28 hari
kemudian dibuat model IRl dan tikus

diterminasi pada hari berikutnya.

Pembuatan model IRI
Tikus dianestesi menggunakan
ketamin (dosis 100 mg/kgBB) dengan
suntikan intra muskuler. Perut tikus
dibedah pada pertengahan (linea mediana)
dan hilus renalis kanan dan kiri dijepit
dengan menggunakan non-traumatic
vascular clamp selama 45 menit. Perut
tikus kemudian ditutup dengan dijahit
menggunakan  benang jahit. Pada
kelompok SO dilakukan prosedur yang
sama kecuali clamp hilus renalis. Tikus

dikembalikan ke kandang.
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Pengambilan sampel darah

Hewan coba diambil darahnya
sebanyak 3 ml melalui sinus retro-
Darah blood)

disentrifugasi 4000 rpm selama 10 menit

orbitalis. (whole
untuk mendapatkan serum, serum yang

terbentuk  kemudian dipindahkan ke

tabung eppendorf.

Pengukuran kadar IL-1p
Pengukuran kadar IL-1p dilakukan
dengan menambahkan 50uL standar ke

standar well. Menambahkan 40uL serum

sempel ke sampel well, kemudian
menambahkan 10uL anti IL-18 antibodi
ke  sampel. Menambahkan  50uL

streptavidin HRP ke sampel well dan
standar well, campur merata, tutup plate
dengan sealer, inkubasi 60 menit pada
suhu 37°C. Buang sealer dan cuci plate
sebanyak 5 kali dengan wash buffer.
Menambahkan 50 pL substrat solution A
pada masing-masing well, kemudian
menambahkan 50uL substrat solution B
ke masing-masing well. Inkubasi plate
selama 10 menit pada suhu 37°C di dalam
gelap. Menambahkan 50 pL stop solution
pada masing-masing well. Warna biru
akan berubah menjadi kuning. Pembacaan
dilakukan dengan ELISA reader dengan
panjang gelombang 450 nm maksimal 10

menit setelah penambahan stop solution.
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Kadar IL-1B8 serum sampel darah tikus

dinyatakan dengan satuan ng/L.

Analisis statistik

Data disajikan dalam bentuk tabel
dan grafik. Analisis statistik yang
One-Way ANOVA
dengan melakukan uji normalitas dan
terlebih Uji

normalitas menggunakan Saphiro-wilk

digunakan yaitu

homogenitas dahulu.
dan homogenitas menggunakan Levene’s

test. Nilai p<0,05 digunakan sebagai

kriteria signifikansi.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Penelitian quasi eksperimental ini
bertujuan untuk mengetahui efek lama
waktu pemberian ekstrak etanol seledri
terhadap kadar IL-1B pada tikus model
IRI. dilaksanakan  di

Fakultas

Penelitian
Laboratorium  Farmakologi

Kedokteran, Universitas Jenderal

Soedirman dan Laboratorium Riset
Fakultas Kedokteran, Universitas Jenderal
Soedirman.
Hasil penelitian menunjukkan
bahwa rerata kadar 1L-1p pada kelompok
SO (4,79 + 3,48 ng/L), IR (8,19 * 5,36
ng/L), IR7 (5,99 £ 4,28 ng/L), IR14 (4,68
+ 2,64 ng/L), dan IR28 (9,05 + 4,38 ng/L).
Setelah  dilakukan

menggunakan uji Saphiro-wilk dan uji

uji  normalitas

homogenitas menggunakan Leven'’s test
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diperoleh bahwa sebaran data normal
p=0,73 (p>0,05)
homogen dengan nilai p=0,628 (p>0,05).

dengan nilai dan

Karena data normal dan homogen
selanjutnya dilakukan uji statistik one way
ANOVA. Hasil uji one way ANOVA
(p>0,05)

(Tabel 1). Hal itu menunjukkan bahwa

didapatkan  p-value=0,357

tidak terdapat perbedaan yang bermakna

rerata kadar IL-1p antar kelompok.

Tabel 1. Hasil analisis statistik uji one way
ANOVA kadar IL-1p

Kelompok n Mean £ SD  p-value
SO 5 4,79+3,48 0,357
IR 5 8,19 + 5,36

IR7 5 5,99 + 4,28

IR14 5 4,68 + 2,64

IR28 5 9,05 + 4,38

Keterangan:Kelompok SO: sham operation;
Kelompok IR: ischemia-reperfusion
injury; Kelompok IR7: diberi ekstrak
etanol seledri 1000 mg/kgBB selama
7 hari  kemudian dibuat IRI;
Kelompok IR14: diberi ekstrak etanol
seledri 1000 mg/kgBB selama 14 hari
kemudian dibuat IRI; Kelompok
IR28: diberi ekstrak etanol seledri
1000 mg/kgBB selama 28 hari
kemudian dibuat IRI.

Rerata kadar IL-1B pada setiap
kelompok dapat dilihat pada Gambar 1.
Rerata kadar IL-1p pada kelompok IR
(8,19 ng/L) lebih tinggi dibandingkan
kelompok SO (4,79 ng/L).

berdasarkan analisis

dengan

Meskipun hasil
statistik tidak berbeda bermakna tetapi
dapat dilihat bahwa pada kelompok IR,
yaitu kelompok yang dilakukan klem pada
hilus renalis untuk membuat aliran darah

ke ginjal berhenti selama 45 menit dan
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kemudian klem dilepas sehingga darah
kembali mengalir, kadarnya lebih tinggi
dibandingkan dengan kelompok SO, yaitu
kelompok yang tidak dilakukan klem pada
hilus renalis. Sesuai dengan penelitian Wu
et al. (2007) yang menunjukkan bahwa
terjadi peningkatan kadar IL-1B yang
IRI
dibandingkan dengan kelompok kontrol
sham (Wu et al., 2007). Menurut Joe et al.

signifikan pada ginjal dengan

(2006) ekspresi IL-1 pada ginjal mencapai
puncak tertinggi pada 24 jam setelah
induksi ischemia (Jo et al., 2006).

8,119
5,99
4i9
SO IR IR7

Kelompok

16,00
14,00
§, 12,00
= 10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

Kadar IL-1

4i8
IR14

Gambar 1. Rerata kadar IL-1§

Kadar IL-1p pada kelompok IR7
(kelompok yang diberi ekstrak etanol
seledri dosis 1000 mg/kgBB selama 7
hari) sebesar 5,99 ng/L dan kadar IL-1p
pada kelompok IR14 (kelompok yang
diberi ekstrak etanol seledri dosis 1000
mg/kgBB selama 14 hari) sebesar 4,68
ng/L sedangkan pada kelompok IR28
(kelompok yang diberi ekstrak etanol

9 iS

IR28
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seledri dosis 1000 mg/kgBB selama 28
hari) sebesar 9,05 ng/L. Kelompok IR7
dan IR14 memiliki kadar IL-1p yang lebih
rendah dibandingkan dengan kelompok
IR. Kelompok yang diberikan ekstrak
seledri selama 14 hari kemudian dibuat
model IRl memiliki kadar IL-1p lebih
rendah dibandingkan dengan kelompok
yang diberi ekstrak etanol seledri selama 7
hari. Ekstrak daun dan batang seledri
mengandung fenol. Flavonoid merupakan
komponen utama yang mengandung
epigenin. Efek antiinflamasi flavonoid
pada seledri kemungkinan melalui jalur
penghambatan NF-xB (Crespo et al.,
2008).
inflamasi (Bhakar et al., 2002). NF-«xB
bertahan dalam bentuk laten di sitoplasma

NF-xB merupakan regulator

sel terikat dengan protein inhibitori IxB.
Kompleks enzim IkB kinase (IKK)
bertanggungjawab dalam fosforilasi IkB.
Fosforilasi IkB tersebut akan melepaskan
NF-kB. Aktivasi IKK penting untuk
menginduksi aktivitas NF-xB (Ridder dan
Schwaninger, 2009). Di endotel, NF-xB
memicu ekspresi cellular adhesion
(CAM)
proinflamasi yang menginduksi migrasi
leukosit (Godinez-Rubi et al.,, 2013).

Flavonoid akan menurunkan aktivitas NF-

molecules dan sitokin

kB dengan mencegah degradasi dari
inhibitor IxB dan mencegah aktivasi

extracellular signal-regulated kinases
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(ERK) (Crespo et al., 2008). Aktivitas NF-

kB yang menurun akan mencegah
kerusakan  endotel.  Seledri  juga
mengandung tannin yang berperan

sebagai scavenger radikal bebas yang
terbentuk akibat cedera iskemia reperfusi
(Karamacl, 2009). Adanya pembentukan
radikal bebad pada tikus model IRI juga
memicu terjadinya inflamasi. Sesuai
penelitian Afifah et al. (2019) pemberian
ekstrak etanol seledri dapat mencegah
penurunan kadar SOD pada tikus model
IRl (Afifah et al., 2019),

penurunan radikal bebas juga menurunkan

sehingga

inflamasi.

Berdasar hasil penelitian pada
kelompok IR28, yaitu kelompok yang
diberikan ekstrak etanol seledri selama 28
hari diperoleh kadar IL-1p sebesar 9,05
ng/L. Nilai lebih  tinggi
dibandingkan kelompok IR. Hal

kemungkinan

tersebut
itu
menunjukkan  bahwa
lebih besar
IR.
Kondisi tersebut diduga bahwa adanya
yang
antioksidan jika dalam jumlah yang

inflammasi yang terjadi

dibandingkan dengan kelompok

kandungan  seledri bersifat

berlebih akan berbalik sifat menjadi pro-

oksidan yang justru  memperberat
kerusakan pada IRI (Erejuwa et al., 2010),
namun  demikian  perlu dilakukan

penelitian lebih lanjut mengenai kadar

oksidan pada model ini.
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KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat
disimpulkan bahwa pemberian ekstrak
etanol seledri dosis 1000 mg/kgBB selama
7 hari dan 14 hari dapat mencegah
peningkatan kadar IL-1p pada tikus model
IRI.

diharapakan

Implikasi  hasil ini

ekstrak

penelitian
seledri  dapat
dikonsumsi pada populasi yang berisiko
tinggi AKI

diharapkan dapat mencegah

mengalami sehingga

inflamasi

yang berlebihan jika terjadi AKI.
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