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Ekspresi  NFkB Pada Ginjal Tikus Wistar Jantan Model Disfungsi Endotel Yang Diinduksi 
L-NAME. Ketua: Nur Permatasari, Anggota : Setyawati Soeharto, Eviana Norahmawati, 
Retty Ratnawati 
 

Penyakit ginjal kronik merupakan masalah kesehatan global dengan biaya tinggi. 
Hemodialisis dan transplantasi ginjal masih menjadi manajemen utama ketika proses 
penyakit mencapai stadium akhir. Faktor komorbid terbanyak dari penyakit ini adalah 
hipertensi dan diabetes. Sedangkan penyakit kardiovaskuler adalah penyebab mortalitas 
tertinggi dari penyakit ini. Patomekanisme yang menghubungkan antara penyakit ginjal 
dengan faktor komorbidnya dan dengan penyebab mortalitasnya adalah disfungsi endotel. 
Pada disfungsi endotel terjadi penurunan bioavailabilitas vasodilator, terutama NO, 
sehingga memicu kondisi prokoagulasi, proinflamasi, disregulasi pertumbuhan dan 
remodelling vaskuler. Salah satu bentuk remodelling vaskuler akibat defisiensi NO adalah 
fragmentasi vaskuler. Fragmentasi vaskuler menyebabkan berkurangnya densitas kapiler 
ginjal. Penurunan densitas kapiler ginjal berkaitan dengan proses penuaan dan penyakit 
degeneratif akibat disfungsi endotel. Pada disfungsi endotel juga terjadi stres oksidatif dan 
inflamasi. Stres oksidatif di ginjal akan merusak sel ginjal dan menghasilkan senyawa akhir 
hasil peroksidasi lipid yang dinamakan malondialdehid (MDA). Stres oksidatif juga akan 
memperparah inflamasi melalui peningkatan ekspresi dan aktivasi faktor transkripsi, NFkB. 
NFkB akan meningkatkan sintesis sitokin proinflamasi. Pada jaringan yang normal, iskemia 
dan inflamasi akan diikuti mekanisme kompensasi yaitu pembentukan pembuluh darah 
baru. Namun, pada disfungsi endotel kompensasi ini terganggu akibat adanya remodelling 
vaskuler berupa fragmentasi mikrovaskuler. Belum jelas apakah terdapat hubungan antara 
inflamasi, stres oksidatif, dan fragmentasi vaskuler yang terjadi pada ginjal dengan 
disfungsi endotel. Begitu kompleksnya efek iskemia dan inflamasi dalam patogenesis 
penyakit ginjal kronik akibat disfungsi endotel, sehingga dibutuhkan manajemen 
medikamentosa yang bersifat pencegahan dan dapat mengatasi ketidakseimbangan 
biovailabilitas NO pada disfungsi endotel.  

Daun ceplukan, Physalis angulata L., berdasarkan penelitian terdahulu diketahui 
memiliki kandungan bahan aktif fisalin yang dapat meningkatkan kadar NO secara in vitro 
dan memiliki efek antiinflamasi melalui inhibisi TNFα. Pemberian ekstrak air daun ceplukan 
pada tikus model disfungsi endotel diharapkan dapat mencegah penurunan kadar NO 
sehingga mencegah terjadinya stres oksidatif dan inflamasi ginjal yang pada akhirnya akan 
memicu proses perbaikan jaringan melalui angiogenesis dan mencegah fragmentasi 
vaskuler ginjal.  

Metode penelitian ini adalah true experimental dengan sampel tikus Wistar jantan, 
yang diinduksi L-NAME 40 mg/kgBB secara intraperitonel selama 15 hari. Pemberian L-
NAME sebagai analog L-arginin akan menghambat sintesis NO sehingga terjadi 
ketidakseimbangan biovailabilitas NO seperti yang terdapat pada kondisi disfungsi endotel. 
Tikus Wistar jantan dibagai menjadi lima kelompok, yaitu kelompok kontrol negatif (NS 40 
mg/kgBB intraperitoneal), kelompok kontrol positif (L-NAME 40 mg/kgBB i.p), kelompok 
dosis 1 (L-NAME 40 mg/kgBB dan diberi ekstrak air daun ceplukan dengan dosis 500 
mg/kgBB peroral), kelompok dosis 2 (L-NAME dan ekstrak air daun ceplukan dengan dosis 
1500 mg/kgBB), kelompok dosis 3 (L-NAME dan diberi ekstrak air daun ceplukan dengan 
dosis 2500 mg/kgBB). Variabel yang diukur antara lain adalah jumlah vaskuler sebagai 
penanda perbaikan jaringan, kadar MDA sebagai penanda stres oksidatif, dan ekspresi 
NFkB sebagai penanda inflamasi. Kadar MDA diukur melalui reaksi Thiobarbituric acid 
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reaction (TBARs) dengan spektrofotometri. Sedangkan ekspresi NFkB dianalisis dengan 
immunohistokimia menggunakan antibodi p65. Jumlah vaskuler dihitung dengan 
mikroskop cahaya perbesaran 400x pada preparat yang dicat HE. Analisa data dilakukan 
dengan uji -tidak berpasangan dan ANOVA dengan signifikansi p < 0.05. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa induksi L-NAME 40 mg/kg BB i.p selama 15 
hari dapat meningkatkan kadar MDA dan ekspresi NFkB namun tidak signifikan, dan dapat 
menurunkan jumlah vaskuler ginjal namun tidak signifikan. Hal ini kemungkinan 
disebabkan oleh mekanisme autoregulasi ginjal yang tidak hanya dipengaruhi NO, namun 
juga angiotensin. Mekanisme autoregulasi ini kemungkinan masih intak sehingga 
diperlukan waktu induksi yang lebih lama atau dosis L-NAME yang lebih besar. 
Peningkatan kadar MDA dan ekspresi NFkB dapat dicegah pada pemberian dosis ekstrak 
500 mg/kgBB dan dosis 1500 mg/kgBB, namun pada dosis 2500 mg/kgBB justru terjadi 
peningkatan kadar MDA dan peningkatan ekspresi NFkB bila dibandingkan dosis kontrol 
positif. Hal ini kemungkinan terjadi akibat efek senyawa bioaktif lain yang terdapat dalam 
daun Physalis angulata L. yang bersifat prooksidan dan diduga efeknya menjadi lebih 
dominan ketika dosisnya ditingkatkan. Selain itu, peningkatan kadar NO yang berlebihan 
yang dapat terjadi akibat pemberian ekstrak, akan memberikan efek prooksidan dan 
proinflamasi. Sementara itu, pemberian ekstrak dosis 500 mg/kgBB dan dosis 1500 
mg/kgBB dapat meningkatkan jumlah vaskuler ginjal secara signifikan, namun pada dosis 
2500 mg/kgBB justru mengakibatkan penurunan jumlah vaskuler walaupun tidak 
signifikan. Hal ini kemungkinan disebabkan oleh terjadinya peningkatan kadar NO yang 
berlebihan pada kedua dosis tersebut sehingga justru memicu apoptosis vaskuler. 

Dapat disimpulkan bahwa suplementasi ekstrak air daun Physalis angulata pada 
dosis tertentu dapat mencegah fragmentasi vaskuler, stres oksidatif, dan inflamasi ginjal 
pada tikus Wistar jantan yang diinduksi L-NAME. 
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SUMMARY 

Zahrah Febianti, NIM. 156070100111004. Postgraduate Programs Faculty of Medicine 
Universitas Brawijaya Malang, 09 April 2018. The Effect of Physalis Angulata L. Leaves 
Water-Extract on Vascular Number, Malondialdehid (MDA) Level, NFkB expression in The 
Kidney of NOS-inhibited Rats by Nω-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME).. Supervisor 
chairman: Nur Permatasari, Members : Setyawati Soeharto, Eviana Norahmawati, Retty 
Ratnawati 

 

Chronic kidney disease is a global and high cost health problem. Hemodialysis and 
renal transplantation are still the main management when the disease process reaches the 
final stage. The most common comorbid factors of this disease are hypertension and 
diabetes, while cardiovascular disease is the cause of the highest mortality of this disease. 
The patomechanism linking renal disease to its comorbid factor and its cause of mortality 
is endothelial dysfunction. In this condition, there is a decrease of vasodilator bioavailability, 
especially NO, thereby triggering procoagulation, proinflammation, growth dysregulation 
and vascular remodeling. Endothelial dysfunction in renal microvascular causes tissue 
ischemia resulting in oxidative stress and inflammation. Oxidative stress in kidneys will 
damage the kidney cells and produce final compounds of lipid peroxidation called 
malondialdehid (MDA). Oxidative stress will also aggravate inflammation through the 
activation of transcription factors, NFkB. Activation of NFkB will increase the synthesis of 
proinflammatory cytokines. In normal tissue, ischemia will be followed by a compensatory 
mechanism that is the formation of new blood vessels. However, in endothelial dysfunction 
this compensation is disrupted and the opposite condition occurs resulting in vascular 
fragmentation. The complexity of ischemic effects in the pathogenesis of chronic renal 
disease resulting from endothelial dysfunction, causing the prevention of disease 
progression is needed. The disease management should overcome the imbalance of NO 
biovailability in endothelial dysfunction and enhance tissue repair by promoting 
angiogenesis. 

Physalis angulata L. leaves extract, based on previous studies are known to 
contain active ingredients that can increase NO level in vitro. The herbs also showed anti-
inflammatory effects through TNFα inhibition. Provision of ceplukan leaf water extract in 
endothelial dysfunction rat model was expected to prevent the decrease in NO levels. It 
was to prevent oxidative stress and kidney inflammation that will eventually lead to tissue 
repair through angiogenesis and prevent renal vascular fragmentation. 

The design of this study was true experimental using male Wistar rat, induced by 
L-NAME 40 mg / kgBB intraperitoneally for 15 days. Administration of L-NAME as an L-
arginine analogue will inhibit NO synthesis resulting in an imbalance of NO biovailability as 
found in endothelial dysfunction. Male Wistar rats were divided into five groups: negative 
control group (NS 40 mg / kgBB intraperitoneally), positive control group (L-NAME 40 mg / 
kgBB ip), group 1 (given L-NAME 40 mg/kgBW i.p and 500 mg / kgBW water extract of 
Physalis angulata leaves orally), group 2 (given L-NAME 40 mg / kgBW i.p and 1500 mg / 
kgBW water extract of Physalis angulata leaves orally), group 3 (given L-NAME 40 mg / 
kgBW i.p and 2500 mg / kgBW water extract of Physalis angulta leaves). Measured 
variables include vascular number as a marker of tissue repair, MDA levels as a marker of 
oxidative stress, and p65 protein NFkB expression as an inflammatory marker. MDA levels 
are measured by Thiobarbituric acid reaction (TBARs) reactions method. While NFkB 
expression was analyzed by immunohistochemistry using p65 antibody. The vascular 
number is calculated by a 400x magnification light microscope on HE preparation. The data 
analysis was done by t-independent test and ANOVA method using significance p <0.05. 

The results showed that induction of L-NAME 40 mg / kg BB i.p for 15 days 
unsignificantly increase MDA and NFkB expression, and unsignificantly decrease vascular 
density. This is probably due to a mechanism of renal autoregulation which is not only 
affected by NO, but also angiotensin. This autoregulation mechanism is probably still intact 
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so that the kidneys are not subjected to excessive oxidative stress and inflammation. 
Increased levels of MDA and NFkB expression can be prevented at the dose of 500 
mg/kgBW extract and 1500 mg/kgBW, whereas at dose of 2500 mg / kgBW there is an 
increase in MDA levels and increased NFkB expression when compared to positive control 
group. This is likely due to the effects of other bioactive compounds contained in the 
Physalis angulata L. leaf which are pro-oxidant and suspected to have prominent effect by 
increasing the dose. In addition, an excessive increase in NO levels which may be caused 
by extract administration will have a prooxidant effect. Meanwhile, the administration of 500 
mg/kgBW and 1500 mg/kgBW doses extract significantly increased the number of vascular 
kidneys, but the administration of 2500 mg / kgBW Physalis angulata leaf’s water extract 
reduced the vascular density. This is probably due to the excessive increase of NO levels 
in higher dose, thus precipitating vascular apoptosis. 

It can be concluded that supplementation of Physalis angulata leaves water 
extracts at certain doses can prevent vascular fragmentation, oxidative stress, and kidney 
inflammation in male Wistar rats induced by L-NAME. 
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BAB 1  

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Pada tahun 1990, berdasarkan Global Burden of Disease penyakit ginjal 

kronik merupakan penyumbang kematian nomor 19 sedangkan pada tahun 2015 

peringkatnya meningkat menjadi nomor 10 di dunia (IHME, 2016). Prevalensi 

global penyakit ini sebesar 13,4% (Hill et al., 2016) dan insidennya semakin 

meningkat dari tahun ke tahun (Kao et al., 2010). Penyakit ini merupakan 

masalah kesehatan global dengan biaya tinggi terutama bila sudah berada dalam 

stadium akhir (Hill et al., 2016).  

Menurut Pusat Data dan Informasi Kemenkes RI (2017) dan Jha et al. 

(2013), penyebab terbanyak dari penyakit ginjal kronik adalah hipertensi 

kemudian diikuti oleh diabetes. Seluruh stadium penyakit ginjal kronik berkaitan 

dengan peningkatan morbiditas kardiovaskuler, mortalitas, dan juga penurunan 

kualitas hidup (Hill et al., 2016). Proses yang menghubungkan antara 

patogenesis penyakit ginjal kronik dengan penyakit penyertanya (hipertensi dan 

diabetes) dan antara penyakit ginjal kronik dengan komplikasinya (penyakit 

kardiovaskuler) adalah disfungi endotel (Goligorsky, 2015). 

Disfungsi endotel dicirikan oleh penurunan bioavailabilitas vasodilator, 

utamanya nitric oxide (NO) (Endemann dan Schiffrin, 2004). Hal ini memicu 

terjadinya vasokonstriksi dan aktivasi endotel yang dicirikan oleh kondisi 

proinflamasi, proliferatif, dan prokoagulasi (Rajendran et al., 2013). Berkurangnya 

bioavailabilitas NO pada penyakit ginjal akibat disfungsi endotel, perlu mendapat 

penanganan. Selama ini, preparat NO yang terdapat di praktik klinik berupa 

nitrogliserin, prekursor NO. Penggunaan nitrogliserin terbatas pada penanganan 
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awal dan profilaksis serangan jantung akut, yang artinya sudah muncul 

komplikasi kardiovaskuler (Boden et al., 2015). Nitrogliserin belum digunakan 

sebagai tata laksana preventif pada penyakit ginjal kronik karena penggunaan 

nitrogliserin secara terus-menerus dan kronis dapat memicu takifilaksis dan 

merusak sel jantung saat terjadi serangan jantung. Nitrogliserin juga dapat 

merusak enzim ALDH2. Enzim ALDH2 berfungsi untuk membersihkan radikal 

bebas dan mengkonversi nitrogliserin menjadi NO (Ferreira dan Mochly-Rossen, 

2012). Oleh karena itu diperlukan alternatif intervensi medikamentosa baru yang 

lebih aman dan bersifat preventif.  

Disfungsi endotel pada mikrovaskuler ginjal menyebabkan terjadinya 

iskemia jaringan ginjal dengan berbagai konsekuensinya. Prolong ischemia dapat 

merusak sel pembuluh darah yang berujung pada fragmentasi struktur pembuluh 

darah ginjal (vascular rarefaction) (Goligorsky, 2015). Fragmentasi kapiler ginjal 

berkaitan dengan proses penuaan, fibrosis ginjal, dan merupakan indikator 

penurunan fungsi ginjal (Schmitt dan Melk, 2017).  

Iskemia dapat menyebabkan terbentuknya radikal bebas berlebih 

sehingga terjadi stres oksidatif (Goligorsky, 2015). Stres oksidatif dapat 

menyebabkan nonaktivasi NO menjadi peroxynitrit (ONOO). Peroksinitrit 

merupakan oksidan sitotoksik (Endemann dan Schiffrin, 2014) sehingga hal ini 

menyerupai lingkaran setan. Di level seluler, radikal bebas merusak membrane 

sel salah satunya dengan menyebabkan peroksidasi lipid. Lipid merupakan target 

yang rentan teroksidasi karena struktur molekulnya memiliki ikatan rangkap yang 

reaktif. Salah satu produk akhir oksidasi asam lemak tak jenuh dari sel adalah 

malondialdehid (MDA). Peningkatan radikal bebas berkaitan dengan peningkatan 
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kadar MDA. Oleh karena itu, kadar MDA sering digunakan sebagai penanda 

stres oksidatif dan status antioksidan in vivo (Gawel et al., 2004). 

Pada kondisi stres oksidatif, radikal bebas dapat mengaktivasi salah satu 

faktor transkripsi yang selanjutnya akan mensintesis mediator-mediator inflamasi, 

begitu juga sebaliknya. Faktor transkripsi tersebut adalah NFkB (nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). NFkB merupakan suatu 

komplek protein yang terdiri dari lima macam protein, salah satunya adalah p65. 

NFkB berfungsi meregulasi transkripsi gen (Oeckinghaus and Ghosh 2009) yang 

berperan dalam proses inflamasi, imunitas, proliferasi dan diferensiasi sel, dan 

apoptosis. Aktivasi NFkB yang berlebihan akan memicu terjadinya inflamasi 

berlebih dan kerusakan kerusakan sel, termasuk sel ginjal (Guzik and Harrison, 

2007). 

Penelitian di lapangan menunjukkan bahwa suplementasi vitamin E pada 

pasien gagal ginjal dapat menurunkan kejadian komplikasi kardiovaskuler 

dengan signifikan. Pada suatu uji randomized-control, disebutkan juga bahwa 

pemberian N-asetilsistein pada penderita penyakit ginjal dapat menurunkan 

insiden terjadinya komplikasi kardiovaskuler (Kao et al., 2010). Inflamasi juga 

menjadi salah satu penyebab dan akibat penting dari stres oksidatif yang terjadi 

pada penyakit ginjal. Namun, pemberian antiinflamasi non-steroid justru akan 

menambah kerusakan ginjal karena dapat menghambat sintesis prostaglandin. 

Prostaglandin merupakan vasodilator yang juga berperan dalam menjaga 

homeostasis aliran darah ginjal (Dixit et al., 2010). Oleh karena itu, perlu dikaji 

lebih lanjut mengenai suplemen alternatif dari bahan herbal yang memiliki efek 

antioksidan dan antiinflamasi pada ginjal dan lebih aman untuk diberikan pada 

penderita disfungsi endotel.  
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Salah satu bahan herbal, ceplukan (Physalis angulata), secara in vitro 

dapat meningkatkan NO, bersifat antioksidan, dan juga antiinflamasi. Tanaman 

ini mengandung senyawa bioaktif fisalin A, fisalin B, fisalin C, fisalin D, wita fisalin 

A, wita fisalin C dan 5,6-epoksifisalin B. Bahan-bahan tersebut diketahui bersifat 

sebagai fitoestrogen yang dapat meningkatkan produksi NO (Permatasari et al., 

2010). Tanaman ini juga kaya akan senyawa golongan polifenol dan flavonoid 

yang terutama terdapat pada daunnya dan berfungsi sebagai antioksidan dan 

antiinflamasi (Bastos et al., 2008; Kusumaningtyas et al., 2015; Lestari et al., 

2016). Dengan demikian dapat diduga bahwa Physalis angulata L. dapat 

mengatasi kelainan ginjal akibat disfungsi endotel yang sejauh ini belum banyak 

diketahui. 

Pada penelitian ini akan diteliti peran ekstrak air daun tanaman tersebut 

dalam mereservasi jaringan ginjal secara in vivo. Sebagai hewan coba dengan 

model disfungsi endotel akan digunakan tikus wistar jantan yang diinduksi L-

NAME. Pemberian L-NAME pada hewan coba diharapkan dapat menurunkan 

kadar NO sehingga terjadi kondisi disfungsi endotel. Untuk mengetahui 

mekanisme kerja ekstrak daun Physalis angulata L. terhadap disfungsi endotel 

yang diduga melalui mekanisme antioksidan, maka dilakukan dengan mengukur 

kadar peroksidasi lipid ginjal (MDA ginjal). Dan untuk mengetahui apakah daun 

Physalis angulata dapat menurunkan proses inflamasi yang terjadi pada 

disfungsi endotel adalah dengan menilai ekspresi NFkB. Untuk mengetahui 

apakah daun Physalis angulata berperan dalam proses perbaikan jaringan ginjal 

adalah dengan menghitung jumlah vaskuler ginjal. 
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1.2 Rumusan Masalah 

1.2.1 Rumusan Masalah Umum 

Apakah pemberian ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata L.) pada 

tikus wistar jantan model disfungsi endotel yang diinduksi L-NAME dapat 

mencegah penurunan jumlah vaskuler ginjal melalui pencegahan stres oksidatif 

dan inflamasi ginjal? 

 

1.2.2 Rumusan Masalah Khusus 

1. Apakah pemberian ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata L.) pada 

tikus wistar jantan model disfungsi endotel yang diinduksi L-NAME dapat 

mencegah penurunan jumlah vaskuler ginjal? 

2. Apakah pemberian ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata L.) pada 

tikus wistar jantan model disfungsi endotel yang diinduksi L-NAME dapat 

mencegah peningkatan kadar MDA ginjal? 

3. Apakah pemberian ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata L.) pada 

tikus wistar jantan model disfungsi endotel yang diinduksi L-NAME dapat 

mencegah peningkatan ekspresi NFkB ginjal? 

4. Apakah terdapat hubungan antara besarnya dosis ekstrak air daun ceplukan 

(Physalis angulata L.) dengan kadar MDA, ekspresi NFkB, dan jumlah 

vaskuler ginjal pada tikus wistar jantan model disfungsi endotel yang 

diinduksi L-NAME? 

5. Apakah terdapat hubungan antara kadar MDA dengan jumlah vaskuler ginjal 

pada tikus wistar jantan model disfungsi endotel yang diinduksi L-NAME dan 

diberi ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata L.)? 
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6. Apakah terdapat hubungan antara ekspresi NFkB dengan jumlah vaskuler 

ginjal pada tikus wistar jantan model disfungsi endotel yang diinduksi L-

NAME dan diberi ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata L.)? 

 

1.3 Tujuan 

1.3.1 Tujuan Umum 

Untuk membuktikan bahwa pemberian ekstrak air daun ceplukan 

(Physalis angulata L.) pada tikus wistar jantan model disfungsi endotel yang 

diinduksi L-NAME dapat mencegah penurunan jumlah vaskuler ginjal melalui 

pencegahan stres oksidatif dan inflamasi. 

 

1.3.2 Tujuan Khusus 

1. Untuk membuktikan efek ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata L.) 

dalam mencegah penurunan jumlah vaskuler ginjal pada tikus wistar jantan 

model disfungsi endotel yang diinduksi L-NAME. 

2. Untuk membuktikan efek ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata L.) 

dalam mencegah peningkatan kadar MDA ginjal pada tikus wistar jantan 

model disfungsi endotel yang diinduksi L-NAME. 

3. Untuk membuktikan efek ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata L.) 

dalam mencegah peningkatan ekspresi NFkB ginjal pada tikus wistar jantan 

model disfungsi endotel yang diinduksi L-NAME. 

4. Untuk membuktikan hubungan antara besarnya dosis pemberian ekstrak air 

daun ceplukan (Physalis angulata L.) dengan kadar MDA, ekspresi NFkB, 

dan jumlah vaskuler ginjal pada tikus wistar jantan model disfungsi endotel 

yang diinduksi L-NAME. 
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5. Untuk membuktikan hubungan antara kadar MDA dengan jumlah vaskuler 

ginjal pada tikus wistar jantan model disfungsi endotel yang diinduksi L-

NAME dan diberi ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata L.) 

6. Untuk membuktikan hubungan antara ekspresi NFkB dengan jumlah 

vaskuler ginjal pada tikus wistar jantan model disfungsi endotel yang 

diinduksi L-NAME dan diberi ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata 

L.) 

 

1.4 Manfaat 

1.4.1 Manfaat Akademik 

Dapat digunakan sebagai dasar ilmiah bagi penelitian selanjutnya dan 

mendukung perkembangan ilmu pengetahuan dan teknologi di bidang 

kedokteran, terutama yang berhubungan dengan aspek prevensi penyakit ginjal 

akibat disfungsi endotel. 

 

1.4.2 Manfaat Aplikatif 

• Memperkaya khazanah pengetahuan tentang khasiat tanaman sebagai terapi 

komplementer dan memasyarakatkannya. 

• Mengembangkan terapi alternatif dari bahan yang mudah didapatkan di 

sekitar sebagai upaya prevensi sekunder terhadap penyakit ginjal sebagai 

komplikasi dari disfungsi endotel. 
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BAB 2  

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Disfungsi Endotel 

2.1.1 Patofisiologi 

Disfungsi mikrovaskuler merupakan hal yang berperan penting bagi 

progresifitas penyakit kardiometabolik dan penyakit ginjal. Disfungsi 

mikrovaskuler sering hadir bersamaan dengan atau bahkan mendahului penyakit 

makrovaskuler. Proses awal yang terjadi pada disfungsi mikrovaskuler adalah 

disfungsi endotel (Houben et al, 2017). Penelitian sejak tahun 1980an 

menunjukkan bahwa endotel tidak hanya selapis dinding pembatas yang 

membatasi darah dan jaringan sekitarnya, namun juga sebagai organ yang dapat 

menghasilkan berbagai senyawa metabolik aktif (Davel et al., 2011) yang 

memiliki efek autokrin dan parakrin (Verma et al., 2003). 

Endotel berfungsi meregulasi tonus vaskuler, adesi seluler, 

tromboresisten, proliferasi sel otot polos, dan inflamasi dinding pembuluh darah 

(Deanfield et al., 2007). Sel endotel mempertahankan tonus vaskuler dengan 

cara menyeimbangkan senyawa vasodilator dan vasokonstriktor yang dihasilkan. 

Endotel juga berfungsi mengontrol kekentalan darah dan koagulasi melalui 

faktor-faktor yang mempengaruhi aktivitas platelet, kaskade pembekuan, dan 

sistem fibrinolisis (Libby et al., 2002).  

Pada kondisi normal (Gambar 2.1 (a)), sel endotel menghasilkan 

senyawa anti-inflamasi, antitrombotik, dan sitostatik yang membantu memelihara 

tonus vaskuler dan melindungi dinding pembuluh darah dari sel inflamasi, adesi 

platelet, formasi trombus, dan proliferasi sel vaskuler. Homeostasis sel endotel 



9 
 

dipelihara oleh nitric oxide / nitrogen monoksida (NO) yang terbentuk dari gugus 

guanidin terminal L-arginin dengan bantuan eNOS, dan prostasiklin (PGI2) yang 

berasal dari pemecahan asam arakidonat oleh siklooksigenase (cox) dan 

prostasiklin sintase (Melo et al., 2004). 

 

Gambar 2.1 Endotel 
(A). Sel endotel pada kondisi normal (B). Disfungsi endotel. Hilangnya mediator yang 
men`ghambat pertumbuhan dari endotel memicu aktivasi dan migrasi sel otot polos 
vaskuler ke tunika intima sehingga membentuk lapisan neointima. Infiltrasi sel-sel 

inflamasi ke tunika intima dan akumulasi LDL yang teroksidasi menyebabkan 
terbentuknya lesi aterosklerotik (Melo et al., 2004) 

 

Selama berada dalam keadaan homeostasis, fungsi-fungsi endotel 

tersebut dapat dipertahankan dengan baik. Namun, pada kondisi tertentu, seperti 

merokok, penuaan, hiperkolesterolemia, hipertensi, hiperglikemia, obesitas, 

meningkatnya kadar C-reactive protein (CRP), dan infeksi sistemik kronik, dapat 

menyebabkan berkurangnya kemampuan vasodilatasi yang bergantung pada 

endotel (Widlansky et al., 2003).  

Ketika produksi NO berkurang, keseimbangan vasodilator dan 

vasokontriktor seperti endotelin dan tromboksan menjadi terganggu sehingga 

cenderung ke arah vasokonstriksi. Sel endotel menjadi teraktivasi dan 
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mensekresikan molekul adesi seperti selektin dan integrin yang meningkatkan 

leukosit dan adesi platelet serta formasi trombus. Hilangnya mediator yang 

menghambat pertumbuhan dari endotel memicu aktivasi dan migrasi sel otot 

polos vaskuler ke tunika intima sehingga membentuk lapisan neointima. Infiltrasi 

sel-sel inflamasi ke tunika intima dan akumulasi LDL yang teroksidasi 

menyebabkan terbentuknya lesi aterosklerotik (Melo et al., 2004) 

Disfungsi endotel terjadi ketika homeostasis endotel terganggu oleh stres 

patologis seperti stres oksidatif, hiperlipidemia, hipertensi, dan diabetes (Melo et 

al., 2004). Disfungsi endotel dicirikan dengan bergesernya keseimbangan fungsi 

endotel sehingga menggangu proses vasodilatasi, rentan terjadi inflamasi dan 

koagulasi berlebihan. Disfungsi endotel berkaitan dengan berbagai penyakit 

kardiovaskuler, seperti hipertensi, penyakit jantung koroner, gagal jantung kronik, 

penyakit arteri perifer, diabetes, dan gagal ginjal kronik (Endemann dan Shifrin, 

2014). 

Mekanisme yang terjadi pada penurunan kemampuan vasodilatasi akibat 

disfungsi endotel antara lain adalah menurunnya produksi nitrogen monoksida 

(NO), meningkatnya produksi agen vasoaktif, seperti endotelin-1, angiotensin II, 

dan tromboksan (TBx) sehingga cenderung ke arah vasokonstriksi (Melo et al., 

2004), dan menurunnya produksi faktor yang menyebabkan hiperpolarisasi. Sel 

endotel teraktivasi sehingga meningkatkan ekspresi molekul adesi, kemokin, 

seperti macrophage chemoattractant peptide-1, selektin, integrin, dan 

plasminogen activator inhibitor-1, yang terlibat dalam proses inflamasi, koagulasi, 

dan formasi trombus (Gambar 2.1b). Selain itu, pada proses disfungsi endotel 

terdapat akumulasi dimetilarginin asimetris yang merupakan inhibitor nitrogen 

monoksida endogen, hiperkolesterolemia, hiperhomosisteinemia, terganggunya 
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sinyal insulin, dan hiperglikemia. Akhirnya terjadi apoptosis dan pengelupasan 

sel endotel (anoikis). Disfungsi endotel merupakan proses awal dalam 

aterosklerosis, sehingga memunculkan terjadinya plak. Menurunnya sel-sel 

progenitor endotel di sirkulasi yang berfungsi untuk regenerasi endotel juga 

berperan dalam patofisiologi endotel. Disfungsi endotel sangat berperan dalam 

menentukan terjadinya penyakit kardiovaskuler (Gambar 2.2). Penanganan 

terhadap disfungsi endotel berkaitan dengan menurunnya risiko kardiovaskuler. 

Sel-sel progenitor endotel yang terdapat di sirkulasi dapat menjadi pendekatan 

terapi yang potensial bagi disfungsi endotel (Endemann dan Shifrin, 2014). 

 

Gambar 2.2. Peran disfungsi endotel dalam patogenesis penyakit kardiovaskuler. 
Respon endotel terhadap berbagai faktor risiko penyakit kardiovaskuler berkaitan dengan 

faktor lingkungan dan faktor intrinsik seperti polimorfisme genetik, faktor diet, aktifitas 
fisisk, dan lain sebagainya. Oleh karena itu, endotel berperan sebagai barometer untuk 

terjaidnya risiko kardiovaskuler (Widlandsky et al., 2003). 

 

 

2.1.1.1 Nitric Oxide (NO) dalam Patogenesis DIsfungsi Endotel  

Nitrogen monoksida merupakan molekul radikal bebas berupa gas 

dengan berat molekul 30.006 g/mol yang dihasilkan secara endogen oleh 
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berbagai sel mamalia. Molekul ini bersifat tidak stabil dan mudah bereaksi 

dengan oksigen. NO bersifat larut air dan berperan sebagai mediator komunikasi 

antar sel (Pubchem, 2017).  

 

Gambar 2.3 Sintesis Nitrogen monoksida 
NO sintase (NOS) mengubah oksigen dan L-arginin menjadi nitrogen monoksida (NO) 
dan L-citrulin. Kofaktor yang dibutuhkan untuk reaksi ini antara lain kalmodulin (CaM), 

kalsium (Ca2+), tetrahidrobiopterin (BH4), flavinmononukleotida (FMN), dan flavin adenin 
dinukleotida (FAD) (Sasser, 2015).  

 

Penurunan biovailabilitas NO merupakan kunci utama pada patogenesis 

disfungsi endotel (Chade, 2013). Hal ini terkait dengan fungsi NO sebagai salah 

satu vasodilator penting yang dihasilkan endotel (Endemann dan Shifrin, 2014). 

Selain berperan untuk mengimbangi vasokonstriktor endotel seperti Ang II dan 

endotelin-1 (Verma et al., 2003), NO juga dapat menghambat pertumbuhan otot 

polos, sintesis matriks, dan inflamasi, serta memiliki efek antiagregasi terhadap 

platelet (Endemann dan Schiffrin, 2014). Penurunan NO dapat memicu apoptosis 

sel endotel  (Ungvari et al., 2010).  

NO disintesis dari substratnya L-arginin oleh enzim NO sintase (NOS) 

(Gambar 2.3). NO yang telah terbentuk akan mengaktivasi guanilil siklase solubel 

sehingga menghasilkan cGMP. cGMP mengaktivasi protein kinase G dan 
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mempengaruhi kanal ion kalsium dan kalium sehingga terjadi relaksasi (Sasser, 

2015).  

NO dapat mencegah translokasi NFkB ke dalam nukleus melalui dua 

cara, yaitu, pertama, NO meningkatkan eskpresi IkB. IkB merupakan protein 

pengikat heterodimer NFkB p50/p65. Kedua, NO juga akan berikatan dengan 

gugus sistein dari p50. Pada akhirnya kedua hal ini akan mencegah translokasi 

NFkB ke nukleus sehingga mencegah terjadinya ekspresi molekul inflamasi 

seperti VCAM-1, MCP-1, dan ICAM-1 (Guzik dan Harrison, 2007). Penurunan 

NO sering diterjadi saat fungsi endotel terganggu. Hal ini dapat disebabkan oleh 

menurunnya aktivitas NO sintase endotel (eNOS) sehingga menurunkan 

bioavailabilitas NO (Endemann dan Schiffrin, 2014). Fungsi NO diringkas dalam 

Gambar 2.4 berikut: 

 

Gambar 2.4. Peran Nitrogen monoksida 
Ujung panah runcing menunjukkan induksi, ujung panah segi empat (wajik) menunjukkan 

inhibisi (Sasser, 2015). 
 
 

Telah disebutkan bahwa pembentukan NO diperantarai oleh enzim NO 

sintase (NOS). Terdapat tiga isoform NOS pada mamalia: neuronal NOS (NOS1, 

nNOS), inducible NOS (NOS2, iNOS), dan endotelial NOS (NOS3, eNOS). Di 
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ginjal ditemukan ketiga macam NO sintase dan telah dikonfirmasi dengan 

Northern blotting, RT-PCR, hibridisasi in situ untuk mRNA, dan penentuan 

lokalisasi secara immunohistokimia dan Western blot pada level protein. NOS1 

dan NOS3 dependen terhadap kalsium/ kalmodulin; sedangkan NOS2 

independen terhadap kalsium dan dipicu sebagai respon terhadap rangsangan 

inflamasi (Sasser, 2015). 

eNOS terletak di kaveola membran plasma. Pada sel endotel, eNOS 

berada dalam kondisi inaktif selama masih berikatan dengan caveolin 1 (cav-1). 

Ketika mengalami aktivasi, eNOS berdisosiasi dari cav-1 kemudian berikatan 

dengan calmodulin (CAM) dan heat shock protein 90 (Hsp90) lalu mengalami 

fosforilasi di bagian serin. Pada Gambar 2.5 eNOS yang terdapat di dalam 

kompleks Golgi (terikat di membran oleh gugus miristoil dan palmitoyl), 

ditransport bersamaan dengan caveolin-1 ke dalam caveola di membran plasma 

(PM) melalui vesikel (1 dan 2). Di dalam kaveola, eNOS berikatan dengan 

caveolin-1 yang mencegah aktivitas eNOS. Sinyal shear stress melalui kanal 

potasium dan sitoskleton menyebabkan fosforilasi tirosin, aktivasi fosfatidilinositol 

3-kinase, dan aktivasi Akt kinase. Aktivasi Akt oleh shear stress dan VEGF akan 

mengaktivasi eNOS melalui fosforilasi serin (3) sehingga meningkatkan afinitas 

eNOS terhadap kalmodulin. Setelah berikatan dengan agonisnya di membran 

plasma, reseptor eNOS akan bertranslokasi ke kaveola. Reseptor ini akan 

mengaktivasi G proten, sedangkan reseptor VEGF akan menghantarkan sinyal 

mellaui domain tirosin kinase. Reseptor-reseptor ini selanjutnya akan 

mengaktivasi kanal kalsium di caveola. Dan lebih jauh lagi, akan mengaktivasi 

kanal kalsium dari retikulum endoplasma mellaui fosfolipase C dan inositol 1,4,5-

trifosfat. Kalsium fluks memicu ikatan kalmodulin ke eNOS, sementara itu 
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interaksi eNOS-caveolin-1 akan terlepas. Pada waktu yang bersamaan, eNOS 

akan mengalami depalmitoilasi dan bertranslokasi ke sitosol (4). Saat berikatan 

dengan kalmodulin, eNOS melepaskan NO (dan pada kondisi tertentu dapat 

melepaskan superoksid, O2
-), yang dapat dipicu oleh interaksinya dengan Hsp90 

(5). eNOS diinaktivasi oleh PS dan oleh disosiasi kalmodulin (6). Fosforilasi 

memicu lepasnya ikatan eNOS-kalmodulin. Setelah bertranslokasi ke komplek 

Golgi (7), eNOS kembali dipalmitoilasi (8), yang menyebabkan eNOS ditransport 

ke kaveola lagi. CAT-1, cationic amino acid transporter (Govers dan Rabelink, 

2001). Protein eNOS fungsional merupakan dimer (sehingga dinamakan coupled 

eNOS) dengan kofaktor esensial tetrahidrobiopterin (BH4) yang penting untuk 

optimalisasi aktivitas eNOS. BH4 memfasilitasi transfer elektron dari NADPH 

untuk mengkonversi L-arginin menjadi NO dan L-citrulin (Kietadisorn et al., 

2012). 

 

Gambar 2.5. Siklus aktivasi dan deaktivasi eNOS 
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Penurunan aktivitas eNOS terjadi akibat adanya inhibitor eNOS endogen 

atau pun eksogen dan atau menurunnya substrat eNOS yaitu L-arginin. Spesies 

oksigen reaktif dapat menon-aktifkan NO dengan mengubah NO menjadi 

peroxynitrit (ONOO) (Endemann dan Schiffrin, 2014), yang merupakan oksidan 

sitotoksik, dan melalui nitrasi protein akan memengaruhi fungsi protein dan fungsi 

endotel. Peroksinitrit merupakan mediator penting bagi oksidasi LDL, terutama 

saat pembentukan plak aterogenik (Griendling dan FitzGerald, 2003). 

Peroksinitrit menyebabkan degradasi kofaktor eNOS tetrahidrobipterin (BH4) 

(Endemann dan Shifrin, 2014) sehingga menyebabkan terbentuknya eNOS yang 

tidak berpasangan (uncoupling eNOS) (Endemann dan Schiffrin, 2014) dan 

menghasilkan senyawa superoksid dan hidrogen peroksida (Verma et al., 2003) 

Penelitian menunjukkan bahwa penggunaan katalis dekomposisi peroksinitrit, 

FP15, dapat mencegah disfungsi endotel pada mencit yang diabet (Szabo et al., 

2002). Oksidan yang berlebihan dapat menyebabkan penurunan BH4 dan 

meningkatkan BH2 (dihidrobiopterin) (Gambar 2.6). Ketika hal ini terjadi, 

pembentukan dimer eNOS aktif dengan aktifitas oksigenase dan produksi NO 

berkurang. Fungsi reduktase dari eNOS teraktivasi sehingga terbentuklah 

senyawa oksigen reaktif yang berlebihan. NO sintase berubah dari fungsi 

oksigenase yang menghasilkan NO menjadi fungsi reduktase yang menghasilkan 

ROS, akibatnya terjadi efek buruk pada endotel dan vaskuler (Landmesser et al., 

2003). 
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Gambar 2.6 Peran penting uncoupling NO sintase endotelial dalam patogenesis disfungsi 
endotel. NO berperan melalui kaskade signaling yang dependen cGMP. Interaksi antara 
L-arginin dengan ADMA merupakan kompetisi langsung. Ketika kadar L-arginin atau BH4 
inadekuat, eNOS menjadi tidak stabil dan uncoupled, sehingga produksi NO berkurang 

dan terbentuk superoksida. Interaksi antara superoksida dan NO membentuk 
peroksinitrit, oksidan poten yang dapat mengoksidasi BH4. Hal ini menimbulkan lingkaran 

setan dan semakin memperberat disfungsi endotel (Kieatadisorn et al., 2012). 
 

 

Produksi ROS berlebih dapat memicu kondisi proinflamasi pada dinding 

pembuluh darah. Spesies oksigen reaktif meningkatkan sintesis molekul adesi 

(VCAM-1 dan ICAM-1) dan molekul kemotaktik (macrophage chemoattractant 

peptide-1 [MCP-1]) (Griendling dan FitzGerald, 2003). Inflamasi menurunkan 

bioavailabilitas NO. C-reactive protein menurunkan aktifitas eNOS (Venugopal et 

al., 2002; Verma et al., 2002). Sumber utama oksidan berlebih di vaskuler adalah 

NAD(P)H oksidase. Sumber oksidan yang lain adalah xantin oksidase 

(Landmesser et al., 2002), mitokondria (Du X et al., 2003), dan NOS uncoupled. 

Berdasarkan uraian di atas, disimpulkan bahwa menurunnya 

bioavailabilitas NO dapat disebabkan oleh berbagai faktor, misalnya penurunan 

ekspresi eNOS, berkurangnya substrat atau kofaktor eNOS, gangguan proses 
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penghantar sinyal di dalam sel, inhibisi enzim oleh senyawa inhibitor, 

meningkatnya degradasi NO radikal bebas. 

 

2.1.1.2 Angiotensin II dalam Patogenesis Disfungsi Endotel 

Angiotensin II berkaitan dengan patofisiologi hipertensi dan gagal ginjal 

kronik (Diep et al., 2002). Keseimbangan antara angiotensin II dan nitric oxide 

diperlukan untuk menjaga fungsi ginjal (Polichnowski et al., 2011). Pemberian 

Angiotensin II melalui infus dapat memicu disfungsi endotel pada tikus (Diep et 

al., 2002). Penelitian oleh Polichnowski et al. (2011) menyatakan bahwa 

kerusakan ginjal pada tikus yang diinduksi L-NAME dan angiotensin II tidak 

bergantung pada kenaikan tekanan darah (Polichnowski et al., 2011). Stimulasi 

Angiotensin II pada reseptor AT2 akan menyebabkan efek proinflamasi melalui 

aktivasi faktor transkripsi NFkB (Wolf et al., 2002) 

Angiotensin II meningkatkan spesies oksigen reaktif dengan cara 

menstimulasi NAD(P)H oksidase (Touyz et al., 2002), dan menyebabkan 

inflamasi vaskuler (Schiffrin dan Touyz, 2003). Spesies oksigen reaktif tersebut 

dapat menginaktivasi NO dan juga dapat mengaktivasi NFkB secara langsung 

melalui mekanisme redox sensitive. Kombinasi efek ini dapat mempercepat 

kerusakan organ (salah satunya adalah ginjal) akibat hipertensi (Guzik and 

Harrison, 2007). Pada manusia yang menderita hipertensi, pemberian inhibitor 

ACE (Angiotensin Converting Enzyme) atau bloker angiotensin reseptor dapat 

mengembalikan fungsi endotel yang berlawanan dengan efek β-bloker (tidak 

memiliki efek terhadap vasodilatasi yang bergantung endotel) (Schiffrin et al., 

2002).  
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2.1.2 L-NAME 

L-NAME atau disebut juga N omega-nitro-L-arginin metil ester, yang 

memiliki rumus molekul C7H15N5O4 merupakan inhibitor non-selektif dari nitrit 

oxide syntase yang sering digunakan untuk menginduksi terjadinya hipertensi 

pada suatu penelitian. L-NAME memiliki berat molekul 233.228 g/mol. Saat 

diinkubasi dengan plasma dan darah, L-NAME dihidrolisis menjadi N(G)-nitro-L-

arginine (L-NOARG), yang merupakan bentuk aktifnya. Pada pemberian secara 

infus, L-NAME memiliki waktu paruh 19 menit, sementara itu L-NOARG 23 jam. 

Volume distribusi L-NAME adalah 0.451/kgBB, sedangkan L-NOARG 1.961/kg 

BB (Vıte´cek et al., 2012). Berikut adalah struktur dua dimensi dari L-NAME 

(Pubchem, 2017; Gambar 2.7): 

 

Gambar 2.7. L-NAME Struktur 2-dimensi 
 

 

L-NAME dapat menghambat sintesis NO karena bertindak sebagai 

analog L-arginin yang merupakan substrat dari NO sintase (Suda et al., 2002) 

(Gambar 2.8). L-NAME mudah larut air dibandingkan L-NNA. Perlu diketahui 

bahwa penelitian pada tikus membuktikan bahwa aktivitas saraf simpatis tidak 

dipengaruhi oleh administrasi L-NAME (Santos et al., 2010). 
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Gambar 2.8. Pengaruh L-NAME pada Sintesis Nitrogen monoksida (NO). 
NO dihasilkan dari arginin dan oksigen. Proses pembentukan NO dikatalisis oleh enzim 
nitric oxide synthase (NOS) dan membutuhkan kofaktor NADPH (nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate), BH4 (tetrahydrobiopterin), FMN (flavin mononucleotide), dan 
FAD (flavin adenine dinucleotide). Sintesis NO dapat dihambat oleh N-omega-nitro-L-

arginine methyl ester (L-NAME), senyawa inhibitor nNOS dan eNOS. Singkatan: 
Ca+2/CaM: Calcium/calmodulin; cGMP: cyclic guanosine monophosphate; GC: guanylate 

cyclase; PKG: protein kinase G (Freire et al., 2009) 

 

Pemberian analog L-arginin secara akut maupun kronik mempengaruhi 

fungsi dan struktur ginjal. Saat diberikan secara akut, senyawa ini memiliki efek 

antinatriuresis sehingga meningkatkan tekanan perfusi ginjal (Jover dan Mimran, 

2001). Pemberian L-NAME secara sistemik pada tikus menyebabkan penurunan 

aliran plasma ginjal. Hal ini menunjukkan adanya peningkatan resistensi vaskuler 

ginjal. Peningkatan resistensi vaskuler ginjal ini dapat terjadi meskipun tidak 

terjadi peningkatan tekanan darah (Sasser, 2015). 

Endotelin dan angiotensin II berperan penting dalam regulasi 

hemodinamik ginjal yang berkaitan dengan L-NAME. Pemberian L-NAME 

memicu hipersensitivitas sel terhadap angiotensin II yang diduga melalui 

peningkatan ekspresi atau peningkatan sensitifitas reseptor angiotensin II (AT1) 

(Figueroa-Guillén et al., 2009). Pemberian L-NAME jangka panjang 

menyebabkan hipertensi, lesi vaskuler intrarenal, lesi tubular, lesi glomerular, dan 

menurunnya fungsi ginjal. Beberapa penelitian melaporkan bahwa perubahan 
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struktur ginjal akibat induksi L-NAME tidak tergantung pada tekanan darah dan 

sebagian dimediasi oleh endotelin. Sistem saraf simpatis dan sistem renin-

angiotensin sama-sama berperan pada inhibisi L-NAME secara kronik (Jover dan 

Mimran, 2001). Pemberian L-NAME jangka panjang secara per-oral pada hewan 

coba dapat menimbulkan lesi arteriosklerotik pada pembuluh darah koroner pada 

level mikrovaskuler. Induksi hewan coba dengan L-NAME dianggap sebagai 

model hewan coba yang sesuai untuk mempelajari peran NO endotel dalam 

patogenesis arteriosklerosis (Suda et al., 2002). 

Pemberian L-NAME secara intravena (20 mg/kg) menyebabkan 

perubahan aliran darah yang kompleks pada anjing. Pemberian L-NNA dan L-

NAME dengan dosis mencapai 0.1 mmol/L pada pembuluh darah koroner hewan 

coba dapat menurunkan efek vasodilator (bradikinin, 5-hidroksitriptamin, dan lain 

sebagainya) (Vıte´cek et al., 2012). Pemberian L-NAME selama 15 hari secara 

intraperitoneal dengan dosis 40 mg/kgBB pada tikus wistar dapat menyebabkan 

kerusakan otak, ginjal, dan paru-paru akibat stres oksidatif (Talas et al., 2013) 

dan dapat merusak mikrosirkulasi liver (Talas et al., 2015).  

  

2.2 Penyakit Ginjal dan Disfungsi Endotel 

Penyakit ginjal merupakan istilah umum untuk berbagai gangguan pada 

struktur dan fungsi ginjal (Levey and Coresh, 2012). Berdasarkan durasinya, 

penyakit ginjal meliputi penyakit ginjal akut dan penyakit ginjal kronik. Penyakit 

ginjal akut merupakan terganggunya fungsi ginjal secara tiba-tiba dan sementara. 

Sedangkan penyakit ginjal kronik adalah penurunan fungsi ginjal selama lebih 

dari tiga bulan. Penyakit ginjal kronik ini dapat berkembang menjadi penyakit 
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ginjal stadium akhir (end-stage renal disease / ESRD) (The National Institute of 

Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, 2016). 

Penyakit ginjal kronik merupakan masalah kesehatan global dengan 

biaya tinggi dan merupakan faktor risiko independen terhadap penyakit 

kardiovaskuler. Seluruh stadium penyakit gagal ginjal kronik berkaitan dengan 

peningkatan morbiditas kardiovaskuler, mortalitas, dan juga penurunan kualitas 

hidup. Prevalensi global penyakit ginjal kronis sebesar 13,4% (Hill et al., 2016). 

Berdasarkan Global Burden of Disease, pada tahun 1990 penyakit ginjal kronis 

merupakan penyebab kematian peringkat ke-27 di dunia dan meningkat menjadi 

urutan ke-18 pada tahun 2010. Sedangkan pada tahun 2015, penyakit ginjal 

menjadi penyebab kematian peringkat ke-14 di dunia dan diprediksi akan 

meningkat menjadi urutan ke-13 pada tahun 2030 (WHO, 2015). 

 

Gambar 2.9 Prevalensi Gagal Ginjal Kronis menurut Karakteristik di Indonesia 

(Pusat Data dan Informasi Kemenkes RI, 2017) 
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Di Indonesia, hasil Riskesdas 2013 (Gambar 2.9) menunjukkan bahwa 

pada populasi umur ≥ 15 tahun yang terdiagnosis gagal ginjal kronis adalah 

sebesar 0,2%. Angka ini lebih rendah dibandingkan prevalensi penyakit ginjal 

kronik di negara-negara lain. Sedangkan hasil penelitian Perhimpunan Nefrologi 

Indonesia (Pernefri) tahun 2006, mendapatkan prevalensi penyakit ginjal kronik 

sebesar 12,5%. Hal ini karena Riskesdas 2013 hanya menangkap data orang 

yang terdiagnosis PGK sedangkan sebagian besar PGK di Indonesia baru 

terdiagnosis pada tahap lanjut dan akhir. Hasil tersebut juga menunjukkan 

prevalensi meningkat seiring dengan bertambahnya umur, dengan peningkatan 

tajam pada kelompok umur 35-44 tahun dibandingkan kelompok umur 25-34 

tahun. Prevalensi pada laki-laki (0,3%) lebih tinggi dari perempuan (0,2%), 

prevalensi lebih tinggi terjadi pada masyarakat perdesaan (0,3%), tidak 

bersekolah (0,4%), pekerjaan wiraswasta, petani/nelayan/buruh (0,3%), dan 

kuintil indeks kepemilikan terbawah dan menengah bawah masing-masing 0,3%. 

Sedangkan provinsi dengan prevalensi tertinggi adalah Sulawesi Tengah 

sebesar 0,5%, diikuti Aceh, Gorontalo, dan Sulawesi Utara masing-masing 0,4 % 

(Pusat Data dan Informasi Kemenkes RI, 2017). 

Penyakit ginjal kronik umumnya berkaitan dengan usia tua, diabetes, 

hipertensi, obesitas, dan penyakit kardiovaskuler (Levey and Coresh, 2012). Di 

Indonesia, hipertensi masih menjadi penyakit penyerta terbanyak pada pasien 

hemodialisa (Gambar 2.10), kemudian diikuti oleh diabetes dan penyakit 

kardiovaskular (Pusat Data dan Informasi Kemenkes RI, 2017). Disfungsi endotel 

terlibat dalam patofisiologi penyakit ginjal kronik dan penyakit penyertanya 

tersebut (Chade, 2013). 
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Gambar 2.10 Proporsi Diagnosis Etiologi Pasien Hemodialisis di Indonesia 
(Pusat Data dan Informasi Kemenkes RI, 2017) 

 

Penyakit ginjal kronik dicirikan oleh vaskulopati generalisata, yang diikuti 

dengan meningkatnya mortalitas akibat komplikasi kardiovaskuler, terutama 

aterosklerosis (Costa-hong et al., 2009). Disfungsi sel endotel merupakan 

penyebab terjadinya morbiditas kardiovaskuler ini (Goligorsky, 2015). Endotel 

terdapat di seluruh sistem organ dan memiliki bermacam-macam fungsi. Sel 

endotel terdapat di arteri, kapiler, vena di setiap jaringan dan organ, termasuk 

vaskuler tumor dan juga ginjal (Malyszko, 2010). Pembahasan mengenai endotel 

tidak bisa lepas dari pembahasan mengenai sistem sirkulasi. Telah dijelaskan 

pada subbab sebelumnya bahwa ginjal memiliki struktur sirkulasi yang unik 

secara anatomi maupun fungsional. Hal yang menarik pada sirkulasi ginjal antara 

lain adalah adanya anyaman kapiler dobel di glomerulus (sebagai lokasi filtrasi) 

dan di tubulus (sebagai tempat ekskresi, sekresi, reabsorbsi). Aliran darah yang 

menuju ginjal sekitar 22% dari curah jantung, atau sebanyak 1100 mL/menit 

sehingga ginjal merupakan salah satu organ dengan suplai darah terbesar 

karena ginjal hanya menggunakan 10% dari keseluruhan suplai oksigen yang 
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ditujukan ke ginjal. Mikrosirkulasi yang intak secara struktural maupun fungsional 

merupakan hal yang penting bagi setiap organ, termasuk ginjal, agar transport 

oksigen dan nutrien serta pengeluaran toksin berlangsung dengan baik (Chade, 

2013). Oleh karena itu, disfungsi endotel tidak hanya berkaitan dengan jantung 

atau terbatas pada penyakit yang berkaitan dengan aterosklerosis namun juga 

berkaitan dengan penyakit vaskuler di organ ginjal (Malyszko, 2010). 

 

2.2.1 Patogenesis 

Ginjal merupakan organ dengan populasi sel endotel terbanyak. Sel 

endotel ginjal memiliki kemampuan transport yang berbeda-beda tergantung 

pada segmen nefronnya. Sel endotel di ginjal harus tahan terhadap oksigenasi 

dan osmolalitas interstitial yang ekstrim (Gambar 2.11). Di korteks ginjal, sel 

endotel terpapar dengan osmolalitas dan kadar oksigen normal. Sedangkan sel 

endotel di bagian medula terpapar dengan osmolalitas yang lebih pekat, yaitu 

mencapai 1200 mOsm dan konsentrasi O2 yang lebih rendah hingga 20 mmHg. 

Walaupun aliran darah yang masuk ke ginjal secara keseluruhan adalah 4 mL/g 

jaringan/ menit, namun aliran darah yang diterima korteks adalah sebesar 5-6 

mL/g/menit, sedangkan area yang lebih dalam dari korteks mendapat aliran 

darah yang semakin berkurang per satuan beratnya. Bagian medula ginjal 

mendapat aliran darah sekitar 1-0.5 mL/g/menit, sehingga 90% aliran darah 

dialirkan menuju ke korteks (Kumar dan Molitoris, 2016). 

Ginjal dalam menjalankan fungsinya sangat dipengaruhi oleh integritas 

endotel vaskuler. Integritas endotel vaskuler berperan penting dalam pergerakan 

molekul di dalam darah dengan jaringan sekitarnya. Kerusakan atau jejas sel 

endotel selalu berkaitan dengan kondisi klinik seperti trombosis, hipertensi, gagal 
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ginjal, dan aterosklerosis. Pada penderita penyakit ginjal kronik, terjadi kerusakan 

endotel pada sistem kapiler ginjal yang dapat memicu fragmentasi struktur 

vaskuler (vascular rarefaction). Hal ini diduga sebagai proses utama yang 

menyebabkan kerusakan ginjal yang progresif. Disfungsi endotel juga 

bertanggung jawab terhadap progresifitas aterosklerosis pada pasien dengan 

gagal ginjal kronik (Malyszko, 2010). Aterosklerosis dan gangguan angiogenesis 

berperan penting pada munculnya risiko kardiovaskuler pada pasien tersebut 

(Choi et al., 2004). 

 

Gambar 2.11. Gambaran Skematik Perbedaan MIkrovaskuler di Ginjal. OSOM (outer 
stripe of the outer medulla; ISOM, inner stripe of the outer medulla; IM, Inner medulla; 

PCT, proximal convoluted tube; PST, proximal straight tubule; DLT, descending thin limb; 
DCT, distal convoluted tubule; CCD, cortical collecting duct; OMCD, outer medullary 

collecting duct; IMCD, inner medullary collecting duct; AA, arcuate artery; IA, interlobular 
artery) (Kumar dan Molitoris, 2016) 

 

Berbicara tentang vaskuler dan endotel, maka tidak bisa lepas dari 

molekul penting yang mempengaruhi kondisi homeostasisnya, yaitu NO. Di 

ginjal, sintesis arginin sebagai bahan baku sintesis NO terutama terjadi di tubulus 

proksimal. Sedangkan eNOS sebagai katalisator sintesis NO dapat ditemukan di 
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glomerulus, vaskuler, dan segmen tubulus termasuk makula densa dan duktus 

kolektivus. iNOS dapat ditemukan di sel otot polos pembuluh darah, arteriol 

eferen bagian distal dan loop of Henle bagian ascending. Sitokin yang 

merangsang iNOS terdapat di tubulus proksimal dan duktus kolektivus serta 

mesangium (Aldámiz-Echevarría and Andrade, 2012).  

Aliran darah ginjal bervariasi sebagai responnya terhadap vasodilatasi 

yang dependen endotel dan NO (nitrogen monoksida) (Sasser, 2015). NO 

memiliki berbagai fungsi di ginjal. Pada tikus, hambatan NOS akibat pemberian 

L-NAME secara kronis dapat menyebabkan hipertensi dan kerusakan ginjal yang 

progresif. Kadar NO menurun pada pasien dengan penyakit ginjal kronik. 

Defisiensi NO berperan dalam progresifitas penyakit ginjal (Tsuchiya et al., 

2010). Kadar fisiologi NO sangat penting untuk memelihara fungsi dan 

homeotasis ginjal (Sasser, 2015). Inhibisi sintesis NO di ginjal pada disfungsi 

endotel dapat mengakibatkan terjadinya konsekuensi sebagai berikut: 

• Peningkatan resistensi vaskuler dari arteriol aferen dan eferen sehingga 

menurunkan aliran darah glomerulus (Aldámiz-Echevarría and Andrade, 

2012). Penurunan aliran darah menyebabkan terjadinya iskemia. Iskemia 

merupakan penyebab tersering terjadinya jejas seluler yang 

melatarbelakangi patogenesis berbagai penyakit. Abnormalitas utama yang 

terjadi pada kerusakan sel akibat iskemia adalah menurunnya produksi ATP. 

Penurunan ATP menyebabkan terjadinya kegagalan sistem seluler yang 

bergantung ATP, seperti (1) pompa ion (sehingga menyebabkan 

pembengkakan sel dan influks kalsium dengan berbagai efek negatifnya); (2) 

penurunan cadangan glikogen dan akumulasi asam laktat yang menurunkan 

pH intraseluler, dan (3) penurunan sintesis protein. Iskemia juga 
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menyebabkan terjadinya akumulasi radikal bebas dengan berbagai 

akibatnya. Jika iskemia menetap, akan terjadi kerusakan sel yang ireversibel 

dan nekrosis (Kumar et al., 2013). 

• Penurunan ultrafiltrasi, aliran darah ginjal, dan laju filtrasi glomerulus (GFR). 

• Penurunan sekresi renin, sehingga berdampak pada menurunnya 

kemampuan ekskresi sodium pada kondisi normal dan terjadi peningkatan 

tekanan darah serta penurunan fungsi ginjal. 

• Berkurangnya stimulasi terhadap transport Na+ dan HCO3 di tubulus 

proksimal yang dimediasi oleh cGMP. 

• Produksi senyawa oksigen reaktif, salah satunya adalah senyawa peroksida 

nitrat (Aldámiz-Echevarría and Andrade, 2012). 

• Fragmentasi mikrovaskuler yang merupakan fenomena patologis penting 

pada penyakit ginjal. Arteriol kecil dan kapiler adalah pembuluh darah yang 

pertama kali diserang ketika mengalami jejas akut maupun kronik. Hilangnya 

struktur mikrovaskuler dapat mempengaruhi hemodinamik dan fungsi ginjal. 

Pada proses penuaan yang fisiologis, hilangnya mikrovaskuler berkontribusi 

terhadap penurunan aliran darah dan laju filtrasi ginjal. Mikrovaskuler 

merupakan pembuluh darah yang berdiameter kurang dari atau sama 

dengan 200 µm. Yang termasuk mikrovaskuler di ginjal antara lain, a. 

interlobar, a. arkuata, a. interlobular, serta arteriol, kapiler, dan venul (Chade, 

2013). Delesi vaskuler dapat terjadi akibat stres oksidatif yang memicu 

apoptosis sel endotel (Kobayashi et al., 2005). Fragmentasi vaskuler juga 

dapat disebabkan oleh inflamasi dan disfungsi endotel (Goligorsky, 2010; 

Mohammed et al., 2015) 
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Gambar 2.12 Gambaran Skematik Mekanisme Hilangnya Mikrovaskuler dan Efeknya 
terhadap Fungsi dan Struktur Ginjal. MV: mikrovaskuler, RBF: Renal Blood Flow, GFR: 
Glomerular Filtration Rate, NO, nitrogen monoksida; VEGF, vascular endothelial growth 

factor; HIF-1α, hypoxiainduced factor-1α (Goligorsky, 2015). 

 

Pada Gambar 2.12 ditunjukkan bahwa kerusakan endotel mikrovaskuler 

(apapun penyebabnya) dapat menyebabkan terjadinya ketidakseimbangan faktor 

yang terlibat dalam perbaikan, proliferasi, dan regresi mikrovaskuler sehingga 

menyebabkan fragmentasi mikrovaskuler secara progresif dan memperburuk 

hemodinamika, mengganggu fungsi, dan merusak jaringan ginjal. Kerusakan 

ginjal yang progresif dapat memicu rusaknya dan hilangnya mikrovaskuler lebih 

lanjut sehingga terjadi lingkaran setan (Goligorsky, 2015). Densitas kapiler 

peritubuler ginjal berbanding terbalik dengan kondisi fibrosis interstitial dan 

proteinuria  (Kang, et al., 2001). Penelitian terhadap penderita penyakit ginjal 

kronik menunjukkan bahwa mereka yang memiliki densitas kapiler interstitial 
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ginjal paling sedikit akan mengalami kerusakan ginjal yang terparah  (Eardly et 

al., 2008). Hal ini menunjukkan bahwa densitas kapiler interstitial ginjal sangat 

menentukan status kesehatan ginjal. 

 

2.2.2 Neovaskularisasi Sebagai Respon terhadap Hipoksia Jaringan 

Hipoksia jaringan merupakan stimulus kuat terhadap terjadinya 

neovaskularisasi. Dalam hal ini, neovaskularisasi adalah respon fisiologis 

(Chade, 2011). Restrorasi aliran darah ke jaringan yang iskemia merupakan 

respon fisiologis penting agar terjadi perbaikan perfusi pada jaringan tersebut. 

Pembentukan neovaskularisasi mencapai puncaknya pada hari ke 3-5 setelah 

terjadinya jejas dan perlahan jumlahnya akan menurun sekitar hari ke-7 (Kumar 

et al., 2013).  

 

Gambar 2.13 Mekanisme molekuler homeostasis oksigenasi jaringan (Semenza, 2007) 

 



31 
 

Neovaskularisasi pada jaringan yang iskemik terutama diregulasi oleh 

suatu protein yang bernama HIF-1α (Hypoxia Inducible Factor 1α). Saat kadar 

oksigen normal (normoksia), HIF-1α  yang telah disintesis akan segera 

mengalami hidroksilasi pada residu prolin oleh komplek enzim PHD2-OS9 dan 

hidroksilasi asparagin oleh FIH-1. HIF-1α yang telah terhidroksilasi akan diikat 

oleh protein tumor supressor von Hippel-Lindau (VHL) yang bersama SSAT2 

(Spermidine/Spermine N1-Acetyltransferase 2) akan merekrut Elongin C. 

Kompleks tersebut selnajutnya akan merekrut komplek ubiquitin ligase yang 

mengandung Elongin B (B), ring box protein 1 (RBX1), cullin 2 (CUL2), dan 

sebuah enzim yang mengkonjugasikannya dengan ubiquitin E2. HIF-1α yang 

sudah berikatan dengan ubiquitin ini selanjutnya akan didegradasi oleh 

proteosom (Haase, 2013). Pada kondisi hipoksia, HIF-1α terakumulasi dan 

mengalami dimerisasi dengan HIF-1b. Komplek tersebut akan merekrut 

koaktifator CBP/p300, dan mengaktivasi transkripsi gen yang mengkode sitokin 

pemicu angiogenesis, seperti (PLGF, VEGF, dan SDF-1). Sitokin tersebut 

selanjutnya akan berikatan dengan reseptonya yang terletak di membran plasma 

sel endotel dan sel angiogenik di sirkulasi (Gambar 2.13) (Haase, 2013). 

Terdapat tiga macam mekanisme neovaskularisasi, yaitu vaskulogenesis, 

angiogenesis, dan arteriogenesis (Gambar 2.14). Pembentukan pembuluh darah 

ginjal terjadi melalui mekanisme angiogenesis dan vasculogenesis (Carlstrom et 

al., 2015). Kerusakan jaringan akibat iskemia juga memicu angiogenesis maupun 

vaskulogenesis. Sedangkan arteriogenesis diinduksi oleh shear stress (Simons, 

2005). Proses angiogenesis akan meningkat pada jaringan granulasi post 

inflamasi (Kumar et al., 2013) (Gambar 2.15). 
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Gambar 2.14 Neovaskularisasi. 
3 proses yang menyebabkan terbentuknya pembuluh darah baru di jaringan manusia 
dewasa. SDF-1. Serum-derived factor-1; HIF-1α, hypoxia-inducible factor-1α (Simons, 

2005). 

 

 

 

Gambar 2.15 Jaringan granulasi mengandung banyak pembuluh darah, matriks 
ekstraseluler yang longgar dan mengandung beberapa sel radang. Kolagen tercat biru 

dengan pengecatan trikrom (Kumar et al., 2013). 

 

Anyaman mikrovaskuler memiliki kemampuan untuk beradaptasi terhadap 

kebutuhan metabolisme lingkungan sekitarnya dengan cara melakukan regulasi 

angiogenesis. Kemampuan ini dinamakan plastisitas mikrovaskuler dan 

dipengaruhi oleh VEGF (vascular endothelial growth factor). VEGF penting dalam 

memelihara mikrovaskuler, memicu pembelahan, migrasi sel endotel, termasuk 
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sel endotel ginjal. Pada kondisi hipoksia akut, VEGF meningkat secara signifikan, 

namun akan menurun ketika hipoksia berlangsung lebih lama. Hal ini 

menunjukkan regulasi bifasik dari VEGF dan menunjukkan bahwa sel yang 

mensekresikan VEGF juga mengalami jejas sehingga tidak mampu lagi 

mensekresikan sitokin ini (Chade, 2013; Kumar et al., 2013). Penurunan VEGF 

juga dapat disebabkan oleh penurunan sitokin di jalur atasnya, seperti HIF-1α 

dan NO, dan atau penurunan mediator di jalur bawahnya (seperti angiopoietin-1) 

(Chade, 2013). Penelitian yang dilakukan oleh Dulak et al (2000) menyebutkan 

bahwa NO dapat meningkatkan kadar VEGF secara in vitro. VEGF merupakan 

sitokin yang menentukan apakah sel endotel akan tetap dipertahankan hidup 

atau mengalami apoptosis. VEGF mencegah apoptosis pada sel endotel dengan 

menghambat jalur MAPK/ERK dan SAPK/JNK (Gupta et al., 1999). 

Angiogenesis juga merupakan proses perbaikan jaringan yang terjadi 

dalam inflamasi kronik. Keseimbangan NO dan radikal ROS berperan penting 

dalam respon ini. VEGF dapat mengaktivasi NADPH oksidase di endotel 

vaskuler, yang kemungkinan disebabkan oleh aktivasi dan translokasi GTPase 

Rac1 ke membran plasma. VEGF juga memicu aktivasi eNOS yang terdapat di 

kaveola melalui mekanisme dependen PI3K/Akt. NADPH oksidase yang 

dependen terhadap ROS dan sinyal transduksi yang dependen eNOS tampaknya 

mempengaruhi pembentukan berbagai komponen pembuluh darah baru, seperti 

destabilisasi sambungan endotel, aktivasi MMP, migrasi sel endotel, dan 

pembentukan tabung. Peran penting eNOs terhadap angiogenesis dibuktikan 

oleh penelitian bahwa ternyata sel endotel yang hanya mengandung kaveola 

sedikit tidak dapat mengalami migrasi (Granger dan Senchenkova, 2010). 
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Tahapan angiogenesis seperti yang terdapat pada Gambar 2.16 adalah 

sebagai berikut 

1. Fase tenang 

Pada kondisi normal, pembuluh darah berada dalam fase ini. Ketika berada 

dalam fase tenang, bagian dalam dinding vaskuler dilapisi oleh sel endotel 

yang dinamakn sel phalanx. Vaskuler yang matur diliputi oleh membrana 

basalis yang tersusun atas kolagen IV dan laminin serta dilapisi perisit. 

Perisit berfungsi memelihara survival dan stabilitas endotel (Carmeliet and 

Jain, 2011). 

2. Fase aktivasi 

Angiogenesis diregulasi oleh perubahan kadar molekul proangiogenik dan 

antiangiogenik. Aktivasi angiogenesis terjadi ketika terdapat pergeseran 

keseimbangan antara kedua molekul ini, dengan sinyal proangiogenik yang 

lebih dominan daripada sinyal antiangiogenik. Keadaan ini dinamakan 

angiogenic switch yang ditandai dengan aktivasi sel endotel serta 

longgarnya kontak antarsel. Perisit akan terlepas akibat degradasi enzimatik 

dari membrana basalis oleh matriks metaloproteinase. Kondisi ini membuka 

jalan bagi terbentuknya cabang pembuluh darah baru. Pertumbuhan 

pembuluh darah dituntun oleh sebuah sel endotel yang bernama tip cell. Tip 

cell mengarahkan pertumbuhan vaskuler menurut gradien sinyal dari 

mediator proangiogenik seperti VEGF. Sel-sel endotel yang berdekatan 

menjadi sel penyusun tangkai yang berproliferasi dan bermigrasi ke arah tip 

cell sehingga terjadi pemanjangan cabang pembuluh darah yang baru 

tersebut (Carmeliet and Jain, 2011; Kumar et al., 2013). 
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Gambar 2.16 Tahapan angiogenesis, fase tenang, fase aktivasi, fase resolusi 
(Carmeliet and Jain, 2011). 

 

3. Resolusi 

Selama fase resolusi, tunas pembuluh darah yang baru tersebut akan 

menyatu dengan tunas pembuluh darah lain di dekatnya agar terjadi aliran 

darah, sementara tunas yang tidak fungsional akan mengalami regresi. 

Akhirnya pembuluh darah kembali berada dalam fase tenang, fenotip sel 

phalanx akan kembali, terbentuk membrana basalis yang baru, dan perisit 

akan kembali melapisi bagian luar pembuluh darah (Carmeliet and Jain, 

2011). 

Terdapat pengaruh langsung dari inflamasi dan hipoksia terhadap 

angiogenesis. Inflamasi meningkatkan produksi protein PR-39 yang dihasilkan 

makrofag. Protein ini ini menghambat degradasii  HIF-1α sehingga meningkatkan 

ekspresi VEGF dan reseptornya. PR-39 meningkatkan produksi fibroblast growth 

factor (FGF) yang bersifat angiogenik (Eibel et al., 2011) 
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Pada vaskulogenesis (Gambar 2.17), vaskuler terbentuk secara de novo 

oleh penyatuan prekursor endotel yang bernama sel progenitor endotel (EPC) 

yang berasal dari stem cells di sumsum tulang dan dikeluarkan ke sirkulasi. 

Vaskuler yang baru terbentuk biasanya masih bocor karena sambungan 

interendotelnya masih belum sempurna dan VEGF meningkatkan permeabilitas 

vaskuler (Kumar et al., 2013). Orang dewasa memiliki 2.6 ± 1.6 sel endotel di 

sirkulasi per mm darah. Regulator vaskulogenesis terutama adalah VEGF. 

Produksi VEGF dengan konsentrasi tinggi pada suatu lokasi tertentu di dalam 

tubuh dapat merekrut EPC yang sedang berada di sirkulasi dan memicunya 

untuk berdiferensiasi. GM-CSF (Granulocyte macrophage colony stimulating 

factor) juga dapat meningkatkan populasi EPC di sirkulasi serta memicu 

diferensiasinya  (Ribatti et al., 2001). Pada penderita gagal ginjal kronik, terjadi 

disfungsi EPC di sirkulasi yang berperan terhadap munculnya komplikasi 

kardiovaskuler pada pasien tersebut (Choi et al., 2004).  

EPC berperan sebagai material penyusun pembuluh darah baru. 

Penelitian menyebutkan bahwa vaskulogenesis postnatal diinisiasi terutama 

sebagai respon terhadap iskemia jaringan. Iskemia melepaskan sitokin, seperti 

VEGF yang selanjutnya memobilisasi EPC dari sumsum tulang. Jaringan yang 

hipoksia menyebabkan sel endotelnya memerangkap EPC. EPC yang menempel 

selanjutnya akan ekstravasasi ke jaringan. Beberapa hari kemudian, terjadi 

proliferasi EPC dan organisasi EPC membentuk pola tertentu. Setelah 14 hari, 

kumpulan  EPC tersebut membentuk struktur vaskuler baru. Vaskuler tersebut 

selanjutnya akan mengalami kanalisasi (melalui mekanisme yang belum jelas) 

dan terhubung dengan vaskuler yang telah ada (Tepper et al., 2005) (Gambar 

2.17) 
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Gambar 2.17 Gambaran skematik mekanisme vaskulogenesis. EPC berkontribusi pada 
neovaskularisasi jaringan yang iskemik (Tepper et al., 2005) 

 

 

2.3 Radikal Bebas 

Radikal bebas merupakan molekul yang tidak dapat berdiri sendiri karena 

memiliki elektron yang tidak berpasangan pada orbital atomnya. Keberadaan 

elektron yang tidak berpasangan tersebut menyebabkan molekul tersebut tidak 

stabil dan sangat reaktif dengan cara mendonorkan elektronnya maupun menarik 

elektron dari molekul lainnya. Oleh karena itu, radikal bebas dapat bertindak 

sebagai oksidan maupun reduktan yang dapat merusak makromolekul penting 

seperti lipid, asam nukleat, dan protein, sehingga menyebabkan kerusakan sel 

dan mengganggu homeostasis (Lobo et al., 2010).  

Radikal bebas meliputi reactive oxygen species (ROS) dan reactive 

nitrogen species (RNS) ini merupakan produk dari reaksi redoks seluler (Tabel 

2.1). Senyawa ini memiliki peran ganda, baik sebagai senyawa yang toksik 
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maupun sebagai senyawa yang bermanfaat. Keseimbangan antara kedua efek 

yang saling antagonis ini merupakan hal terpenting dalam homeostasis (Vaziri 

dan Iturbe, 2006).  

  
Table 2.1 Berbagai Jenis Radikal Oksigen dan Radikal Nitrogen (Noor, 2012) 

 

Pada kondisi normal, metabolisme oksigen dalam sel selalu 

menghasilkan sejumlah kecil spesies oksigen seperti superoksida (O2•–), 

hidrogen peroksida (H2O2), dan radikal hidroksil (•OH) (Vaziri dan Iturbe, 2006). 

Pembentukan ROS dan RNS dapat terjadi di dalam sel melalui dua mekanisme, 

yaitu: reaksi enzimatik dan non-enzimatik. Reaksi enzimatik menghasilkan radikal 

bebas seperti yang terjadi pada rantai respirasi, fagositosis, sintesis 

prostaglandin, dan sistem sitokrom P450 (Pacher et al., 2007). Contoh: 

• Anion superoksid (O2•ˉ) dihasilkan melalui beberapa sistem enzim oksidase 

seperti NADPH oksidase, xantin oksidase, peroksidase, lipoksigenase (LOX), 

siklo-oksigenase (COX), NO sintase (Valco et al., 2004; Noor, 2012). NADPH 

oksidase merupakan enzim yang berperan dalam proses fagositosis guna 

menimbulkan respiratory burst yang terjadi saat superoksid yang terbentuk 

dilepaskan ke fagosom sehingga patogen mati. NADPH oksidase dihasilkan 

oleh monosit dan neutrofil. Sel-sel seperti endotel, fibroblas, mesangial, 

osteoklas, kondrosit, dan sel otot polos juga menghasilkan superoksida, yang 
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dinamakan NADPH-like oxidase yang diaktivasi oleh hormon dan sitokin.  

 

• Begitu terbentuk superoksid, maka dia akan berperan untuk menginduksi 

munculnya berbagai radikal bebas lainnya seperti hydrogen peroksida (H2O2), 

radikal hidroksil (OH•), peroksinitrit (ONOOˉ), asam hipklorat (HOCl) (Valco et 

al., 2004). 

• Rantai transport elektron di mitokondria dalam kondisi fisiologis menghasilkan 

ATP dan superoksid (O2•ˉ). Superoksid yang terbentuk akan diubah menjadi 

H2O2 oleh enzim dismutase seperti superoksid dismutase (SOD) (Noor, 2012). 

Hidrogen peroksida (H2O2) lebih stabil daripada superoksida (O2•ˉ) dan 

permeabel terhadap membran plasma. 

 

• Asam hipoklorat (HOCl) dihasilkan oleh reaksi enzim yang berasal dari 

neutrophil, yaitu myeloperoksidase, yang mengoksidasi ion klorida dengan 

adanya H2O2 (Valco et al., 2004). Hidrogen peroksida bereaksi dengan Cl, Br, 

I, dan diperantarai oleh enzim myeloperoksidase untuk membentuk asam 

hipo/hiperklorat yang lebih reaktif. Hal ini penting untuk agregasi protein dan 

fermentasi (Noor, 2012). 

 

• Radikal nitrat oksida (NO•) terbentuk di jaringan biologis dari L-arginin menjadi 

sitrulin oleh nitric oxide synthase (Valco et al., 2004). 
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Selain yang disebutkan di atas, radikal bebas juga dapat terbentuk 

melalui reaksi non-enzimatik antara oksigen dengan senyawa organic yang 

diinduksi oleh radiasi ionisasi. Reaksi non-enzimatik juga dapat terjadi melalui 

fosforilasi oksidatif (respirasi aerobic) di mitokondria (Droge, 2002). Contoh 

reaksi non-enzimatik dalam pembentukan radikal bebas adalah reaksi Fenton 

dan reaksi Haber-Weiss (Noori, 2012).  

Hidrogen peroksida dapat dinetralkan oleh katalase/GSH (glutasion 

peroksidase) dan dapat juga membentuk senyawa oksigen yang lebih reaktif, 

yaitu ion radikal hidroksil (OH-), dengan cara bereaksi dengan logam besi atau 

tembaga. Radikal hidroksil (OH•), yang merupakan radikal bebas paling reaktif 

secara in vivo, dihasilkan dari reaksi antara  O2•ˉ dengan H2O2  ketika terdapat 

Fe2+ atau Cu+ sebagai katalis. Reaksi ini dinamakan reaksi Fenton (Valco et al, 

2004): 

 

Atau dapat juga melalui reaksi Haber-Weiss: 

 

Pembentukan radikal bebas dapat dijabarkan menjadi 3 (tiga) tahap, yaitu: 

1. Tahap inisiasi  

Fe++        +   H2O2      →    Fe+++    +   OH-   +   •OH 

R1-H     +   •OH         →  R1•      +    H2O 

2. Tahap propagasi : 

R2-H     +   R1•    →   R2•    +    R1-H                

R3-H   +   R2•   →    R3•   +     R2-H 



41 
 

3. Tahap terminasi  : 

   R1•  +    R1•   →   R1-R1 

   R2•   +   R1•  →   R2- R1 

   R2•   +   R2•  →   R2- R2         dan seterusnya 

 

Berdasarkan sumbernya, radikal bebas dapat berasal dari sumber 

endogen dan eksogen. Radikal bebas endogen dihasilkan dari aktivasi sel-sel 

imun, inflamasi, stress, latihan berlebihan, iskemia, infeksi, kanker, proses 

penuaan. Sedangkan radikal bebas eksogen berasal dari polusi udara dan air, 

asap rokok, alcohol, logam berat (Cd, Hg, Pb, Fe, As), obat-obatan tertentu 

(siklosporin, takrolimus, gentamisin, bleomisin), pelarut industry, masakan 

(daging asap, minyak yang telah digunakan, lemak), radiasi (Valko et al., 2006). 

Setelah zat-zat eksogen ini masuk ke dalam tubuh melalui jalur yang berbeda, 

senyawa ini akan mengalami metabolism atau dekomposisi menjadi radikal 

bebas. Sumber utama radikal bebas di dinding vaskuler adalah NADPH oksidase 

non-fagositik yang diregulasi oleh mediator vasoaktif (Ang II, ET-1, trombin, 

serotonin), sitokin (IL-1, TNFα), growth factor (PDGF, IGF-1, EGF), dan faktor 

mekanik (peregangan, gesekan aliran darah) (Touys, 2004). 

Pada konsentrasi rendah atau sedang, radikal bebas dibutuhkan untuk 

proses maturasi dari struktur seluler dan dapat berperan sebagai senjata bagi 

sistem pertahanan tubuh. Fagosit (neutrophil, makrofag, monosit) membebaskan 

radikal bebas untuk menghancurkan mikroba pathogen dan sel tumor (Droge, 

2002). Peran penting radikal bebas pada sistem imun secara jelas dicontohkan 

oleh pasien dengan penyakit granulomatous. Pada pasien ini terjadi defek pada 

sistem oksidase NADPH yang terikat membrane sehingga tidak terjadi produksi 
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anion superoksid yang radikal (O2•ˉ) dan menyebabkan infeksi yang persisten 

dan multiple (Valko et al., 2006).  

Manfaat radikal bebas lainnya antara lain adalah peran fisiologisnya pada 

beberapa sistem signaling seluler (Young et al., 2001). Radikal bebas yang 

dihasilkan oleh isoform NADPH oksidase pada sel nonfagositik seperti fibroblast, 

sel endotel, sel otot polos, myosit jantung, dan jaringan tiroid, berperan penting 

terhadap kaskade signaling di dalam sel tersebut. Sebagai contoh, nitrat oksida 

(NO) merupakan messenger intraseluler untuk memodulasi aliran darah, 

thrombosis, dan aktifitas neural (Pacher et al., 2007). NO juga penting untuk 

pertahanan tubuh non-spesifik, yakni untuk membunuh pathogen intraseluler dan 

tumor. Manfaat lain dari radikal bebas adalah sebagai pemicu respon mitogenik 

(Genestra, 2007). 

 

2.3.1 Stres Oksidatif 

Istilah stres oksidatif pertama kali dikemukakan oleh Seis pada tahun 

1985. Stres oksidatif merupakan kondisi kerusakan jaringan akibat 

ketidakseimbangan antara pembentukan senyawa oksidan yang berlebihan dan 

mekanisme pertahanan antioksidan yang tidak adekuat. Telah dijelaskan 

sebelumnya bahwa senyawa oksidan secara fisiologis diperlukan tubuh sebagai 

mekanisme pertahanan melawan invasi mikroorganisme dan sel malignan. 

Namun aktivasi senyawa oksidan yang berlebihan dapat menimbulkan stres 

oksidatif (Kao et al., 2010).  

Stres oksidatif dapat menyebabkan disfungsi endotel (Cai dan Harrison, 

2000), kerusakan vaskuler, dan memicu munculnya aterosklerosis (Kao et al., 

2010). Pada kondisi stres oksidatif, radikal bebas akan merusak membrane sel 
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dan struktur lain seperti protein, lipid, lipoprotein, dan DNA (deoxyribonucleic 

acid). Radikal hidroksil dan peroksinitrit yang berlebihan dapat menyebabkan 

kerusakan membran sel dan lipoprotein melalui proses yang dinamakan 

peroksidasi lipid. Reaksi ini menyebabkan terbentuknya malondialdehid (MDA), 

dan berkonjugasi dengan senyawa diene yang sitotoksik dan mutagenic 

(Chateerje et al., 2007). Protein dapat dirusak oleh radikal bebas sehingga 

menyebabkan perubahan struktur dan hilangnya aktivitas enzim (Halliwell, 2007). 

Kerusakan oksidatif terhadap DNA menyebabkan pembentukan lesi oksidatif 

DNA sehingga menimbulkan mutasi. Tubuh memiliki beberapa mekanisme untuk 

mengatasi hal ini adalah dengan menggunakan enzim DNA-repair dan / atau 

antioksidan (Genestra, 2007).  

Stres oksidatif berperan penting dalam perkembangan penyakit kronik 

dan degeneratif seperti kanker, artritis, penuaan, autoimun, penyakit 

kardiovaskuler, dan penyakit neurodegeneratif (Pham-Huy et al., 2008) (Gambar 

2.18). Stres oksidatif berperan penting pada berbagai penyakit ginjal seperti 

glomerulonephritis dan nefritis tubulointerstitial, gagal ginjal kronik, proteinuria, 

dan uremia (Valko et al, 2006). Pada pasien penyakit ginjal kronik (PGK), stres 

oksidatif meningkatkan insiden komplikasi penyakit kardiovaskuler. Inflamasi 

yang terdapat pada pasien PGK juga semakin meningkatkan produksi oksidan  

(Kao et al., 2010). Nefrotoksisitas dari beberapa obat seperti siklosporin, 

takrolimus, gentamisin, bleomisin, vinblastine, adalah karena stres oksidatif yang 

mengakibatkan peroksidasi lipid. Pemicu stres oksidatif lainnya antara lain 

adalah logam berat (Cd, Hg, Pb, As) (Valko et al, 2006). 
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Gambar 2.18. Penyakit-Penyakit yang Dipicu Oleh Stres Oksidatif 

 

Evaluasi stres oksidatif pada kondisi klinik sulit dilakukan karena radikal 

bebas memiliki waktu paruh yang singkat (beberapa detik). Untuk itu, digunakan 

penanda lain yang lebih stabil dan mempunyai waktu paruh yang lebih lama 

(beberapa jam hingga beberapa minggu). Senyawa ini antara lain meliputi 

molekul hasil peroksidasi lipid, yang disebut malondialdehid. Senyawa lain yang 

biasa digunakan terdapat dalam Tabel 2.2 berikut: 

Table 2.2 Biomarker yang Umum Digunakan untuk Mengetahui Status Oksidan dan 
Antioksidan (Kao et al., 2010) 
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Stres oksidatif memicu disfungsi endotel, inflamasi vaskuler, remodeling 

struktur vaskuler (Touyz dan Briones, 2011). Stres oksidatif menyebabkan 

terjadinya disfungsi endotel sebagaimana bukti yang menunjukkan bahwa 

terdapat perbaikan relaksasi pembuluh darah yang dependen endotel setelah 

pemberian antioksidan (Chen et al., 2001). Stres oksidatif pada pasien hipertensi 

menyebabkan menurunnya kadar NO dan berkaitan dengan keparahan 

gangguan vasodilatasi yang bergantung endotel serta berkaitan dengan penyakit 

kardiovaskuler (Heitzer et al., 2001) (Gambar 2.19).  

 

Gambar 2.19. Stres Oksidatif dan Inflamasi Mempengaruhi Kemampuan Relaksasi 
Endotel. (a) Relaksasi endotel sehat dan (b) endotel yang terkena inflamasi dan stres 

oksidatif sehingga menyebabkan disfungsi endotel. Mediator inflamasi seperti CRP dan 
TNF mengganggu kestabilan mRNA eNOS. Meningkatnya superoksida (dari NADPH 

oksidase atau reaksi uncoupled eNOS) juga mengganggu bioavailabilitas NO sehingga 
mengganggu relaksasi vaskuler (Dinh et al., 2014) 

 

Pada pasien dengan gagal ginjal kronik, penanda stres oksidatif juga 

berkaitan dengan disfungsi endotel (Annuk et al., 2001). Penelitian pada model 

hewan coba dengan gagal ginjal kronik menunjukkan bahwa peningkatan kadar 

spesies oksigen reaktif menyebabkan berkurangnya bioavailabilitas NO dan 

disfungsi endotel sehingga dapat diberi antioksidan sebagai terapi pendahuluan 

(Hazdan et al., 2002, Vaziri et al., 2002). Pada manusia dengan gagal ginjal 

kronik, pemberian vitamin C dapat memperbaiki disfungsi endotel dari arteiol 
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namun tidak pada arteri yang lebih besar (Cross et al, 2003). Pada model hewan 

coba dengan diabetes, meningkatnya stres oksidatif juga menyebabkan disfungsi 

endotel (Kim et al., 2002). Spesies oksigen reaktif juga terlibat dalam kerusakan 

endotel yang menyebabkan apoptosis dan anoikis (lepasnya sel endotel dari 

dinding pembuluh darah) (Taniyama dan Griendling, 2003). Anoikis dipicu oleh 

hilangnya interaksi matrik seluler namun mekanisme dan patofisiologi pastinya 

pada penyakit kardiovaskuler belum sepenuhnya dimengerti. Asam lemak tak 

jenuh, eicosapentaenoik, yang terdapat dalam minyak ikan dapat melindungi sel 

endotel dari anoikis (Suzuki et al., 2003), yang dapat berkontribusi pada efek 

aterogenik dan kardioprotektif. 

Peran stres oksidatif pada patofisiologi disfungsi endotel sudah sangat 

jelas. Spesies oksigen reaktif tersebut dapat berasal dari mitokondria, xantin 

oksidase, uncouple eNOS, dan NADPH oksidase. Senyawa oksidan 

menyebabkan disfungsi sel, nekrosis, atau apoptosis. Senyawa tersebut juga 

memicu modifikasi post-translasi yang mempengaruhi fungsi protein dan proses 

hantaran sinyal penting dalam sel. Peran penting stres oksidatif dalam 

patofisiologi penyakit kardiovaskuler menyebabkan munculnya ide untuk 

mengkuantifikasi senyawa oksigen reaktif sebagai biomarker penting yang 

menggambarkan proses perjalanan penyakit (Ho et al., 2013). 

 

2.3.2 Malondialdehid (MDA) 

Radikal bebas pada organisme menyebabkan peroksidasi lipid. Lipid 

merupakan target yang rentan teroksidasi karena struktur molekulnya memiliki 

ikatan rangkap yang reaktif. Salah satu produk oksidasi asam lemak tak jenuh 

dari sel adalah malondialdehid (MDA). Peningkatan radikal bebas menyebabkan 
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produksi MDA berlebihan sehingga kadar MDA sering digunakan sebagai 

penanda stres oksidatif (Gawel et al., 2004).  

 

Gambar 2.20. Proses Peroksidasi Lipid dan Pembentukan MDA dari Asam Lemak Tidak 
Jenuh (Mimica-Dukic et. al., 2012) 

 

 

Sebagaimana yang terdapat pada Gambar 2.20, peroksidasi lipid terjadi 

dalam tiga tahap yaitu (Mimica-Dukic et. al., 2012): 

1) Inisiasi yaitu terbentuknya radikal hidoksil yang sangat reaktif pada reaksi 

fenton. Atom hidogen PUFA akan ditarik oleh OH* yang merubah PUFA 

menjadi asam lemak radikal. Asam lemak radikal akan berubah menjadi 

radikal peroksil (LOO*) ketika bereaksi dengan oksigen. 
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2) Propagasi yaitu pemanjangan rantai radikal bebas dengan molekul lain. 

Radikal peroksil yang telah terbentuk tadi akan bereaksi dengan asam lemak 

tak jenuh dan membentuk radikal peroksil dan lipid hidroperoksida. 

3) Terminasi yaitu reaksi radikal dengan radikal bebas lain. Antioksidan non 

enzimatis akan memutuskan rantai peroksidasi lipid. Sehingga reaksi ini 

akan menimbulkan radikal bebas tidak akan membentuk radikal bebas baru 

karena sifatnya yang stabil dan tidak reaktif 

MDA dapat dihasilkan melalui proses enzimatik dan non-enzimatik. MDA 

merupakan hasil samping dari proses biosintesis tromboxanA2 secara enzimatik. 

TromboxanA2 merupakan metabolit aktif dari asam arakidonat yang dihasilkan 

dengan bantuan tromboxanA2 sintase pada prostaglandin endoperoksida atau 

prostaglandin H2 (PGH2). PGH2 merupakan produk enzim siklooksigenase dari 

asam arakidonat (Ayala et al., 2014). 

Selama peroksidasi lipid terbentuk berbagai campuran lipid 

hidroperoksida. Radikal peroksil dari hidroperoksida dengan ikatan cis-ganda 

memudahkan adanya penyisipan senyawa radikal sehingga membentuk radikal 

yang baru. Senyawa radikal intermediet yang terbentuk setelah terjadi siklisasi 

dapat menyebabkan siklisasi lagi sehingga menyebabkan siklus berulang, dan 

mengalami pemecahan untuk membentuk MDA (Ayala et al., 2014).   

MDA dapat dimetabolisme secara enzimatik atau bereaksi dengan protein 

seluler dan jaringan atau bahkan DNA sehingga menyebabkan kerusakan 

biomolekuler. Metabolisme MDA melalui oksidasi oleh aldehid dehidrogenase 

dari mitokondria yang diikuti dekarboksilasi sehingga menghasilkan asetaldehid 

yang akan dioksidasi oleh aldehid dehidrogenase menjadi asetat dan CO2 serta 

H2O (Gambar 2.21). Sementara itu, fosfogluko-isomerase akan memetabolisme 
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MDA sitoplasma menjadi methylglyoxal (MG) kemudian menjadi D-lactate 

dengan bantuan sistem enzim glioksalase dan GSH sebagai kofaktor. Sebagian 

MDA akan diekskresikan melalui urin dalam bentuk N-2-serin atau N-epsilon-

lysine. MDA bersifat lebih stabil dan permeable dari pada spesies oksigen reaktif 

dan kurang toksik daripada metilglioksal (MG) (Ayala et al., 2014). 

 

Gambar 2.21. Pembentukan MDA dan metabolismenya 
 Secara in vivo, MDA merupakan hasil samping dari dekomposisi asam arakidonat (AA) 
dan PUFA secara enzimatik saat biosintesis tromboksanA2 (TXA2) dan 12-l-hydroxy-

5,8,10-heptadecatrienoic acid (HHT) (jalur warna biru). Pembentukan MDA secara 
nonenzimatis melalui endoperoksidase bisiklik yang dihasilkan selama peroksidasi lipid 

(jalur merah). MDA dapat dimetabolisme secara enzimatis (jalur hijau). Enzim yang 
berperan dalam pembentukan dan metabolisme MDA: siklooksigenase (1), prostasiklin 

hidroperoxidase (2), tromboksan sintase (3), aldehid dehidrogenase (4), 
dekarboksilase(5), asetil-KoA sintase (6), dan tricarboxylicacid cycle (7) (Ayala et al., 

2014). 
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Pada umumnya MDA dihitung dari sampel plasma dengan metode 

kolorimetrik melalui reaksi MDA dengan asam tiobarbiturat (TBA) (Ho et al., 

2013). Pada tahun 1968, Yagi et al. mereaksikan TBA dengan MDA, kemudian 

menambahkan kromogen pada lipoperoksida. Reaksi ini dilakukan pada suhu 

95ᵒC, kondisi asam, sehingga suatu senyawa yang disebut sebagai 

“thiobarbituric acid reactive substances” (TBARS). Senyawa inilah yang dapat 

dideteksi dengan kolorimetri dengan panjang gelombang antara 532-535 nm atau 

fluorimetri (dengan eksitasi pada 532 nm dan emisi pada 553 nm). Pembentukan 

ikatan MDA-TBA terjadi secara nukleofilik yang melibatkan karbon ke-5 dari TBA 

dan karbon ke-1 dari MDA kemudian mengalami proses dehidrasi dan reaksi 

yang serupa pada molekul TBA yang lainnya (Gambar 2.22) sehingga 

menghasilkan pigmen berwarna merah. Intensitas warna merah muda yang 

terbentuk dari kondensasi MDA-TBA2 mengindikasikan peroksidasi lipid (Grotto 

et al., 2009). 

 

Gambar 2.22. Reaksi antara MDA dan TBA membentuk molekul berpigmen MDA-TBA2 

(Grotto et al., 2009). 
 

Kecepatan reaksi tergantung pada temperature, pH, dan konsentrasi 

TBA. Intensitas maksimum dari pigmen yang terbentuk diperoleh jika dilakukan 

pemanasan selama 60 menit di dalam water bath. Suasana asam juga 

mempercepat reaksi, dan ketika konsentrasi larutan TBA ditingkatkan menjadi 20 
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hingga 80mM, kecepatan reaksinya meningkat dari 30 menit menjadi 5 menit 

(Grotto et al., 2009). 

Walaupun metode TBA ini relative murah dan mudah dikerjakan, namun 

metode ini kurang spesifik, karena TBA dapat bereaksi dengan aldehid lainnya 

(selain MDA) dan sama-sama menghasilkan senyawa yang menyerap cahaya 

dengan panjang gelombang yang sama dengan MDA. Tersedia ELISA kit untuk 

mendeteksi MDA. Pemeriksaan berbasis antibody ini selanjutnya divalidasi 

dengan HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Pemeriksaan MDA 

dengan HPLC ini menunjukkan spesifitas yang lebih baik dibandingkan 

spektrofotometri (Ho et al., 2013).  

 

2.3.3 Antioksidan 

Tubuh kita memiliki beberapa mekanisme untuk mencegah terjadinya 

stres oksidatif dengan cara mengahasilkan antioksidan, baik secara natural yang 

dihasilkan secara in situ (endogen), maupun yang diperoleh dari makanan 

(eksogen). Antioksidan merupakan senyawa kimia yang berinteraksi dan dapat 

menetralisir radikal bebas sehingga mencegah terjadinya kerusakan sel. 

Antioksidan disebut juga sebagai free radical scavenger (Bouayed dan Bohn, 

2010). Faktor-faktor yang mempengaruhi efisiensi antioksidan: 

- Aktivasi energi antioksidan 

- Oksidasi / potensial reduksi 

- Kelarutan 

- Stabilitas pH 

Berikut adalah macam-macam antioksidan: 

•  Antioksidan berdasarkan fungsinya 
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Berdasarkan fungsinya antioksidan dibedakan menjadi antioksidan 

preventif yang mengurangi laju inisiasi reaksi berantai dan antioksidan 

pemutus rantai yang akan mengganggu proses propagasi (Murray et al., 

2009). 

• Antioksidan berdasarkan asalnya 

Berdasarkan asalnya antioksidan dibagi menjadi antioksidan alami 

dan sintetik. Antioksidan alami berasal dari hasil ekstrasi bahan alami atau 

terbentuk dari reaksi kimia selama proses pengolahan. Sedangkan 

antioksidan sintetik didapatkan dari hasil sintesis reaksi kimia (Murray et al., 

2009). Senyawa aktif dari tanaman banyak mengandung antiaoksidan. 

Senyawa fenol dan polifenol memiliki aktifitas antioksidan. Kedua senyawa 

ini banyak terdapat di anggur, berri, teh, herbal, dan lain sebagainya. Banyak 

tanaman yang mengandung fenol (Noor, 2012). 

• Antioksidan berdasarkan Struktur Kimia 

Berdasarkan struktur kimianya antioksidan dibagi menjadi antioksidan 

enzimatis dan nonenzimatis. Antioksidan enzimatis adalah antioksidan yang 

diproduksi didalam sel dan tidak bisa didapat dari suplemen diet. Contoh 

antioksidan enzimatik antara lain superoksid dismutase (SOD), catalase 

(CAT), glutasion peroksidase (GPx), dan glutasion reduktase (GRx). 

Sedangkan antioksidan non-enzimatis merupakan antioksidan yang 

berperan sebagai pemutus rantai (Winarsih, 2007). Antioksidan non-

enzimatik dibagi menjadi antioksidan metabolic dan antioksidan nutrient. 

Antioksidan metabolic merupakan antioksidan endogen yang dihasilkan dari 

metabolisme dalam tubuh, seperti asam lipoat, L-arginin, coenzyme Q10, 

melatonin, asam urat, bilirubin, protein yang mengikat logam, dsb (Droge, 
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2002).  Sedangkan antioksidan nutrient meliputi antioksidan eksogen yang 

diperoleh dari makanan, seperti vitamin E, vitamin C, karotenoid, elemen 

mikro (selenium, mangan, zinc), flavonoid, omega-3, dan omega-6 (Bahorun 

et al, 2006). 

Table 2.3 Antioksidan berdasarkan mekanisme kerjanya (Noor, 2012) 

 

 

• Antioksidan berdasarkan mekanisme kerjanya 

Berdasarkan cara kerjanya, menurut Vertuani et al. (2004) menjelaskan 

bahwa antioksidan dapat berkerja dalam 2 tahap: 

1. Antioksidan primer (memecah rantai) 

 Bekerja dengan cara merusak rantai sehingga radikal bebas yang 

dihasilkan kurang reaktif 

 ROO + AH → ROOH + A ROOH + A → ROOA 

2. Antioksidan sekunder (mencegahan) 

Bereaksi dengan: 

• Chelators / nonaktivasi logam  

• Scavenge singlet oxygen (sangat toksik) 

• Menghilangkan ROS 

• Antioksidan berdasarkan kelarutannya 

Berdasarkan kelarutannya, antioksidan dibagi secara luas menjadi dua. 

1) Antioksidan hidrofilik 
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Antioksidan yang bereaksi dengan oksidan di sitoplasma sel dan plasma 

darah. Sebagai contoh: asam askorbat, glutathione dan asam urat. 

2) Antioksidan hidrofobik 

Antioksidan yang melindungi membran sel dari peroksidasi lipid. 

Misalnya: Karoten, α-tocopherol dan Ubiquinol. Senyawa ini dapat 

disintesis dalam tubuh atau diperoleh dari makanan (Halliwel, 2000). 

 

2.4 Inflamasi 

2.4.1 Konsep Dasar Inflamasi 

Inflamasi merupakan respon protektif terhadap infeksi dan kerusakan 

jaringan. Inflamasi adalah reaksi kompleks yang melibatkan sel-sel inflamasi 

untuk melokalisasi jaringan yang jejas, terjadi rekruitmen leukosit, eliminasi agen 

penyebab inflamasi, dan proses perbaikan jaringan yang mengalami jejas. 

Inflamasi melibatkan interaksi antar sel, matriks ekstraseluler, dan mediator 

proinflamasi (Dinh et al., 2014). Inflamasi diawali oleh perubahan di dalam 

vaskuler sehingga meningkatkan rekruitmen leukosit dan perpindahan plasma 

serta protein plasma di dalam jaringan. Ini merupakan langkah awal untuk 

menghancurkan mikroorganisme, benda asing, serta membersihkan jaringan 

yang rusak (Kumar et al., 2013). Inflamasi secara terus-menerus (kronis), atau 

terlalu hebat (jika infeksinya parah), atau yang kurang tepat sasaran (misal, 

ditujukan pada self-antigen) dapat menyebabkan kerusakan jaringan normal dan 

bertanggung jawab pada mekanisme beberapa penyakit (Abbas et al., 2010; 

Kumar et al., 2013).  

Inflamasi dapat berupa inflamasi akut dan inflamasi kronis. Inflamasi akut 

terjadi dengan onset cepat dan durasi yang singkat (berakhir dalam beberapa 
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menit hingga beberapa hari) yang ditandai oleh eksudasi plasma dan protein 

plasma serta migrasi leukosit dengan dominasi neutrofil. Sedangkan inflamasi 

kronik berjalan lebih lambat dan dalam waktu yang lebih lama (hari hingga 

tahun). Inflamasi kronik didominasi oleh influks limfosit dan makrofag serta 

berkaitan dengan proliferasi vaskuler dan fibrosis. Kedua inflamasi ini dapat 

sama-sama terjadi dalam patogenesis suatu penyakit dan menimbulkan 

penampakan histologis yang bervariasi (Kumar et al., 2013) 

Secara umum, terdapat tiga proses penting yang terjadi dalam inflamasi 

akut yaitu : 

a) Peningkatan pasokan darah ke tempat mikroorganisme, benda asing, atau 

jaringan yang rusak. Penelitian menunukkan bahwa terdapat peningkatan 

aliran darah sebesar sepuluh kali lipat pada jaringan akibat vasodilatasi yang 

dipicu inflamasi. Penyebab dilatasi vaskuler ini adalah mediator antara lain 

NO, histamin, prostaglandin (PGI2), dan LTB4.  

b) Peningkatan permeabilitas kapiler sehingga memungkinkan pergerakan 

molekul besar seperti leukosit, protein, dan antibodi. 

c) Leukosit dikerahkan dari sirkulasi menuju ke tempat jaringan yang rusak, 

benda asing, atau mikroorganisme. dikerahkan dari sirkulasi ke tempat 

benda asing, mikroorganisme atau jaringan yang rusak (Kumar et al., 2013) 

Ketiga proses di atas menimbulkan manifestasi respon inflamasi yang 

tampak dari luar berupa cardinal sign yaitu panas (calor), kemerahan (rubor), 

bengkak (tumor), nyeri (dolor), dan terganggunya fungsi (functio laesa) (Kumar 

et al., 2013).  

Peningkatan permeabilitas vaskuler lokal dipengaruhi oleh komplemen 

melalui jalur klasik (kompleks antigen-antibodi), jalur lectin (mannose binding 
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lectin) ataupun jalur alternatif. Peningkatan permeabilitas vaskuler lokal terjadi 

atas pengaruh anafilatoksin (C3a, C4a, C5a). Aktivasi komplemen C3 dan C5 

menghasilkan fragmen kecil C3a dan C5a yang merupakan anafilatoksin yang 

dapat memacu degranulasi sel mast dan basofil untuk melepaskan histamin. 

Histamin yang dilepas sel mast atas pengaruh komplemen, meningkatkan 

permeabilitas vaskuler dan kontraksi otot polos, memberikan jalan untuk migrasi 

sel-sel leukosit serta keluarnya plasma yang mengandung banyak antibodi, 

opsonin dan komplemen ke jaringan perifer tempat terjadinya inflamasi (Abbas 

et al., 2010). Sel-sel ini akan melapisi lumen pembuluh darah selanjutnya akan 

menyusup keluar pembuluh darah melalui sel-sel endotel (Ward, 1993). 

Aktivasi komplemen C3a, C5a dan C5-6-7 dapat menarik dan 

mengerahkan selsel fagosit baik mononuklear dan polimorfonuklear. C5a 

merupakan kemoaktraktan untuk neutrofil yang juga merupakan anafilatoksin. 

Makrofag yang diaktifkan melepaskan berbagai mediator yang ikut berperan 

dalam reaksi inflamasi. Beberapa jam setelah perubahan vaskuler, neutrofil 

menempel pada sel endotel dan bermigrasi keluar pembuluh darah ke rongga 

jaringan, memakan patogen dan melepaskan mediator yang berperan dalam 

respon inflamasi. Makrofag jaringan yang diaktifkan akan melepaskan sitokin 

diantaranya IL-1 (interleukin-1), IL-6 dan TNF-α (tumor necrosis factor-α) yang 

menginduksi perubahan lokal dan sistemik. Ketiga sitokin tersebut menginduksi 

koagulasi. IL-1 akan menginduksi ekspresi molekul adhesi pada sel endotel 

sedangkan TNF-α akan meningkatkan ekspresi selektin-E yang kemudian 

menginduksi peningkatan eksresi intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) dan 

vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1). Neutrofil, monosit, dan limfosit 

mengenali molekul adhesi tersebut dan bergerak ke dinding pembuluh darah 
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selanjutnya bergerak menuju ke jaringan. IL-1 dan TNF-α juga berperan dalam 

memacu makrofag dan sel endotel untuk memproduksi kemokin yang berperan 

pada influks neutrofil melalui peningkatan ekspresi molekul adhesi. IFN-γ 

(interferon-γ) dan TNF-α akan mengaktifkan makrofag dan neutrofil yang dapat 

meningkatkan fagositosis dan pelepasan enzim ke rongga jaringan (Abbas et al., 

2010). 

Mediator-mediator inflamasi dalam keadaan normal akan didegradasi 

setelah dilepaskan dan diproduksi secara serempak jika ada pemicu. Selama 

proses inflamasi berlangsung, diproduksi sinyal untuk menghentikan reaksi 

inflamasi. Mekanisme ini meliputi perubahan produksi mediator proinflamasi 

menjadi mediator antiinflamasi antara lain antiinflamasi lipoxin, antiinflamasi 

sitokin, transforming growth factor-β (TGF-β) dan perubahan kolinergik yang 

menghambat produksi TNF pada makrofag. 

Sistem tersebut dibutuhkan untuk mencegah terjadinya inflamasi yang 

berlebihan yang dapat memicu kerusakan jaringan. Hal yang sama juga dapat 

terjadi ketika infeksi jaringan yang terjadi terlalu besar dan respon inflamasi akut 

yang terjadi tidak mampu mengatasinya. Proses inflamasi tersebut akan tetap 

berlangsung terus-menerus dan dapat memicu terjadinya inflamasi kronis (Kumar 

et al., 2013). 

Inflamasi berkontribusi pada patofisiologi dari banyak penyakit kronis. 

Ketika proses inflamasi tersebut berlangsung secara terus menerus akan 

menyebabkan kerusakan jaringan setempat dan fungsi jaringan menjadi 

terganggu bahkan dapat meluas sehingga mengakibatkan kerusakan organ. 

Proses inilah yang kemudian akan mengakibatkan berbagai macam penyakit 

(Kumar et al., 2013). Interaksi antara sel dengan sistem imun bawaan, sistem 
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imun adaptif, dan mediator-mediator inflamasi menginisiasi terjadinya inflamasi 

yang mendasari banyak penyakit pada organ (Libby, 2007). Peningkatan 

ekspresi gen proinflamasi dapat dipicu oleh adanya senyawa radikal dan faktor 

transkripsi. 

Faktor-faktor transkripsi seperti redoxsensitive transcription factor, nuclear 

factor-kappaB (NF-κB), dan forkhead box O (FOXO) berperan penting dalam 

ekspresi mediator proinflamasi. Ekspresi mediator proinflamasi seperti IL-1β, IL-

6, TNF-α, COX-2, lipooksigenase dan iNOS dipicu oleh aktivasi redox-sensitive 

transcription factor, NF-κB. Ekspresi molekul adhesi (VCAM-1, ICAM-1, P-

selectin, dan E-selectin) semuanya juga ditingkatkan oleh aktivasi NF-κB dalam 

aorta selama proses tersebut (Chung et al., 2011). Aktivasi NF-κB djuga apat 

merangsang ekspresi COX-2, TNF-α, iNOS dan molekul adhesi pada aorta dan 

ginjal (Kim et al., 2002) serta menginisiasi terjadinya inflamasi kronis (Rahman et 

al., 2004; Yu & Chung, 2006). Penghambatan mediator-mediator proinflamasi 

dan faktor trankripsinya diperlukan dalam pengobatan penyakit yang terkait 

dengan inflamasi. 

 

2.4.2 NFkB  

2.4.2.1 Struktur dan Fungsi NFkB 

NFkB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) 

merupakan suatu komplek protein yang berfungsi meregulasi transkripsi gen 

(Oeckinghaus and Ghosh 2009). Protein ini berperan dalam proses inflamasi, 

imunitas, proliferasi dan diferensiasi sel, dan apoptosis. NFkB terdapat pada 

hampir seluruh sel eukariot (Perkins, 2007). NFkB dapat meningkatkan 

transkripsi eNOS sebagai respon terhadap shear stress yang pada akhirnya akan 
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meningkatkan produksi NO. Peningkatakan NO akan memberikan umpan balik 

negatif terhadap aktivasi NFkB (Grumbach et al., 2005).  

 

Gambar 2.23. Struktur Protein NFkB. 
Jumlah asam amino pada masing-masing protein tertera di sebelah kanan. Modifikasi 

posttranslasi yang mempengaruhi aktivitas IKK atau aktivasi transkripsional ditunjukkan 
dengan huruf P untuk fosforilasi, U untuk ubiquitinasi, atau Ac untuk asetilasi. Tempat 
fosforilasi dan ubiquitinasi pada p100, p105, dan IkB yang memperantarai degradasi 

proteasom ditandai dengan Ps, Us. RHD, Rel homology domain memperantarai ikatan 
dengan DNA dan dimerisasi; TAD, transactivation domain untuk mengaktivasi transkripsi 

gen target; LZ, leucine zipper domain; GRR, glycine-rich region; HLH, helix-loop-helix 
domain; Z, zinc finger domain; CC1/2, coiled-coil domain; NBD, NEMO –binding domain; 

MOD/UBD, minimal oligomerization domain dan ubiquitin-binding domain; DD, death 
domain (Hayden and Ghosh, 2012). 

 

NF-kB terdiri dari protein Rel dan non-Rel. Protein Rel memiliki domain 

homologi Rel (RHD) (Gambar 2.23) di bagian N-terminal yang berfungsi sebagai 

tempat berikatan dengan DNA, tempat untuk membentuk homo dan 

heterodimerisasi dengan protein Rel yang lain, serta mengandung nuclear 

localization signal (Hayden dan Ghosh, 2012; Sanz et al., 2010). Sedangkan 

protein non-Rel berfungsi membentuk NFkB trimer. Yang termasuk protein 

penyusun NFkB (Sanz et al., 2010), yaitu:  

1) p50, disebut juga NF-kB1 dengan prekursornya adalah p105, dikode oleh 

gen NFKB1. 

2) p52, disebut juga NF-kB2 dengan prekursornya adalah p100, dikode oleh 

gen NFKB2. 
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3) p65, disebut juga RelA, dikode oleh gen RELA. 

4) c-Rel, dikode oleh gen REL. 

5) RelB, dikode oleh gen RELB.   

Domain aktivasi transkripsi hanya dimiliki oleh subunit RelA, c-Rel, dan 

RelB di bagian C-terminal. Subunit p50 dan p52 tidak memilikinya. Kedua subunit 

tersebut berfungsi memodulasi aktivitas pengikatan DNA oleh NF-kB dengan 

membentuk heterodimer Rel/p50 dan Rel/p52 (Zhang dan Sun, 2015). Dimer Rel 

A/p50 merupakan dimer yang paling banyak ditemukan (Sanz et al, 2010). 

Homodimer p50 dan p52 berperan sebagai represor untuk mencegah gen target 

NFkB terekspresi secara berlebihan (Zhang dan Sun, 2015).  

Pemicu aktivasi NFkB sangat beragam, antara lain radikal bebas, sitokin 

(misal, TNFα, IL-1β), gaya mekanik yang bekerja pada dinding vaskuler, 

lipopolisakarida dari bakteri, antigen virus, isoproterenol, kokain, logam berat, 

dan radiasi terionisasi (Chandel et al., 2000; Donato et al., 2009). NFkB di sel 

endotel diperkirakan memiliki andil pada munculnya penyakit kardiovaskuler 

melalui efek transkripsi gen proinflamasi, proadesi, dan prooksidan (Donato et 

al., 2009). 

NFkB yang berada dalam bentuk inaktif terdapat di sitoplasma dan terikat 

oleh protein inhibitor yang bernama IkB (Gambar 2.24). Ciri khas IkB adalah 

adanya domain gugus ankryn berulang yang berfungsi untuk berinteraksi dengan 

NFkB sehingga mencegah translokasi ke nukleus. Terdapat beberapa macam 

IkB, antara lain IkBα, IkBβ, IkBε, termasuk juga p100 dan p105 yang merupakan 

protein prekursor NFkB1 dan NFkB2. Pembentukan NFkB1 (p50) dan NFkB2 

(p52) yang matur melibatkan degradasi proteasom pada sekuens mirip IkB 

(Zhang dan Sun, 2015). 
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Gambar 2.24. Enam macam IkB mamalia,  termasuk protein p105 yang merupakan 
prekursor p50, protein p100 yang merupakan prekursor p52, IkBα, IkBβ, IkBε, dan 

beberapa anggota IkB atipik lain yang tidak ditunjukkan di gambar. Ciri khas IkB adalah 
adanya gugus ankryin berulang yang berfungsi untuk menghambat NFkB. Death domain 

(DD) dari p105 dan p100 juga penting bagi fungsinya yang menyerupai IkB. PEST 
merupakan sekuens prolin, glutamin, serin, dan treonin dari IkBα dan IkBβ memediasi 

pergantian protein (Zhang dan Sun, 2015). 
 

 

Terdapat dua macam jalur aktivasi NFkB, yaitu kanonikal dan non-

kanonikal (Gambar 2.25). Jalur kanonikal bergantung pada IkB kinase (IKK), 

yang terdiri dari dua subunit katalitik, yaitu IKKα dan IKKβ, dan subunit regulator 

yang bernama NFkB esensial modulator (NEMO) atau IKKγ (Hayden and Ghosh, 

2012). IKK dapat diaktivasi oleh berbagai hal seperti, komponen mikroba, sitokin, 

faktor pertumbuhan dan mitogen, serta agen yang menyebabkan stres. Saat 

terjadi aktivasi, IKK memfosforilasi IkB sehingga komplek NFkB yang semula 

“terikat” IkB di sitoplasma menjadi aktif. Yang berperan utama dalam jalur 

aktivasi NFkB adalah IkBα. Ketika didegradasi oleh proteosom akibat fosforilasi 

IKK, IkBα disintesis ulang secara cepat melalui induksi NFkB sehingga terdapat 

mekanisme umpan balik untuk menghentikan respon NFkB berdasarkan waktu.  
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Gambar 2.25. Jalur Aktivasi NFkB: Jalur Kanonikal dan Jalur Alternatif (Non-Kanonikal). 
 Jalur kanonikal dipicu oleh TLRs dan sitokin proinflamasi seperti TNFα dan IL-1 yang 

selanjutnya mengaktivasi RelA. RelA meregulasi ekspresi gen proinflamasi dan survival 
sel. Aktivasi NFkB melalui jalur alternatif diaktivasi oleh LT b, CD40L, BAFF, dan RANKL, 
sehingga mengaktivasi komplek RelB/p52. Aktivasi jalur alternatif meregulasi gen yang 

dibutuhkan untuk organogenesis dan aktivasi sel B. Kedua jalur ini dicirikan oleh subunit 
IKK yang berbeda. IKKβ meregulasi aktivasi jalur kanonikal melalui fosforilasi IkB dan 

membutuhkan subunit IKKγ. Sementara itu, IKKα diperlukan untuk aktivasi jalur alternatif 
melalui fosforilasi dan pemrosesan p100 yang merupakan prekursor p52 (Oeckinghaus 

and Ghosh, 2009). 

 

 
Table 2.4 Perbandingan Jalur Aktivasi Kanonikal dan Nonkanonikal (Sanz et al., 2010) 

 

 

Aktivasi IKK dan jalur kanonikal oleh rangsangan seluler membutuhkan 

TGFβ-activated kinase 1 (TAK1), golongan MAP kinase kinase kinase (MAP3K) 

yang secara langsung memfosforilasi IKKβ. Karakteristik TAK1 dan aktivasi IKK 

adalah ubiquitinasi pada lisin 63 (K63) (Liu and Chen, 2011). Rangsangan seluler 
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memicu konjugasi rantai ubiquitin ke adaptor yang memfasilitasi rekruitmen TAK1 

dan IKK. TAk1 dan IKK memiliki subunit yang berikatan dengan ubiquitin, TAB2 

dan NEMO. Ikatannya dengan ubiquitin tidak hanya memfasilitasi penyusunan 

komplek TAK1/IKK, namun juga berperan dalam aktivasi katalitik dari kinase ini. 

Penelitian menunjukkan bahwa TAK1 dan NEMO juga berkonjugasi dengan 

rantai ubiquitin, yang berperan dalam aktivasinya (Reiley et al., 2007).  

Selain rantai ubiquitin yang terikat dengan K63, terdapat rantai ubiquitin 

linear yang terikat M1 juga terlibat dalam aktivasi IKK oleh rangasangan tertentu 

(Elton et al., 2015). Ranting ubiquitin M1 dikatalisis oleh komplek perakitan 

ubiquitin LUBAC (ubiquitin assembly complex), yang terdiri dari heme-oxidized 

IRP2 ubiquitin ligase-1 (HOIL-1 alias RBCK1), HOIL-1-interacting protein (HOIP 

alias RNF31), dan protein adaptor SHANK-associated RH domain interacting 

protein (SHARPIN). LUBAC mengikatkan rantai ubiquitin ke NEMO saat terjadi 

aktivasi melalui jalur TNF-receptor (TNFR). NEMO juga berikatan dengan rantai 

ubiquitin yang penting untuk aktivasi NFKB yang diindukasi TNF (Rahighi et al., 

2009). Faktor lain yang berikatan dengan ubiquitin pada jalur aktivasi melalui 

TNFR adalah RIP1 yang penting untuk aktivasi NFkB dan inhibisi kematian sel 

yang diinduksi TNF (Gerlach et al., 2011).  

Kontrol yang ketat terhadap ubiquitinasi merupakan hal yang penting 

untuk memelihara homeostasis NFkB. Jalur kanonikal NFkB diregulasi oleh 

protease khusus ubiquitin, atau deubiquitinase, seperti CYLD dan A20 (Sun, 

2008). CYLD melepaskan konjugasi rantai ubiquitin dari berbagai molekul  

seperti NEMO, TAK1, RIP1, TRAF2, dan TRAF6 (Sun, 2010). Penelitian 

membuktikan bahwa CYLD berperan penting untuk mengontrol homeostasis 

aktivasi NFkB di limfosit. Hal ini penting untuk memelihara fungsi normal dari sel 
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B dan sel T untuk mencegah terjadinya autoimun dan inflamasi (Jin et al., 2007). 

CYLD meregulasi ubiquitinasi non-degradatif dengan memotong ikatan pada K63 

dan rantai ubiquitin linear. A20 berfungsi sebagai regulator umpan balik dari jalur 

kanonikal (Harhaj and Dixit, 2011). Saat teraktivasi, NFkB akan memicu ekspresi 

A20, dan A20 yang terakumulasi akan menghambat aktivasi IKK dan NFkB. A20  

memiliki DUB yang spesifik terhadap K63 dan K48 dan berfungsi sebagai ligase 

E3. Hal ini menyebabkan A20 dapat mengedit ubiquitin dengan cara memutus 

rantai ubiquitin yang terikat pada K63 dan mengkonjugasikan rantai ubiquitin 

yang terikat K48 ke RIP1 dan Ubc13. Kedua hal ini akan menghambat proses 

penghantaran sinyal dan memicu degradasi oleh proteosom (Harhaj and Dixit, 

2012). Namun demikian, penelitian menunjukkan bahwa mencit dengan mutan 

A20 dan DUB inaktif tetap mengalami aktivasi NFkB yang tidak terganggu ketika 

diaktivasi oleh TNF atau LPS. Hal ini menunjukkan bahwa fungsi A20 tidak 

tergantung pada DUB (De et al., 2014). 

Jalur aktivasi nonkanonikal tidak membutuhkan komplek trimerik IKK atau 

degradasi IkBα, namun tergantung pada pemrosesan p100 (produk dari gen 

NFKB2) (Sun, 2012). P100 merupakan protein prekursor dari p52 dengan C-

terminal yang homolog dengan golongan IkB (Gambar 2.25). Sebagaimana 

golongan IkB, p100 berikatan dengan subunit NFkB lainnya dan berfungsi 

sebagai inhibitor NFkB (Sun et al., 1994). Pemrosesan p100 melalui degradasi 

selektif terhadap C-terminal dari sekuens yang mirip IkB sehingga memicu 

terjadinya translokasi komplek NFkB (terutama RelB) ke nukleus (Sun, 2012).  

Komponen penting lain dari jalur aktivasi nonkanonikal adalah adanya 

NFkB inducing kinase (NIK) yang bersama IKKα dapat memicu fosforilasi yang 

dependen terhadap pemrosesan p100 (Xiao et al., 2001). Saat ini dikenal 
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berbagai reseptor yang dapat membangkitkan jalur NFkB nonkanonikal, antara 

lain anggota superfamili TNFR, seperti lymphotoxin beta receptor (LTbR), B cell-

activating factor (BAFF or BLys) yang termasuk golongan  reseptor TNF 

(BAFFR), CD40, receptor activator of NFkB (RANK), dan tumor necrosis factor-

related weak inducer of apoptosis  (TWEAK). Berlawanan dengan jalur aktivasi 

NFkB kanonikal yang cepat dan sementara, aktivasi melalui jalur nonkanonikal 

bersifat lambat dan persisten (Sun, 2012). Hal ini disebabkan oleh mekanisme 

yang mendasari aktivasi NIK. Kadar NIK yang stabil normalnya rendah karena 

didegradasi oleh mekanisme TRAF3-dependet ubiquitination yang konstan, dan 

induksi NFkB nonkanonikal membutuhkan stabilisasi dan skumulasi NIK sebagai 

hasil dari degradasi TRAF3 (Liao et al., 2004). Mekanisme regulasi NIK juga 

melibatkan TRAF2 dan ligase ubiquitin E3 c-IAP. Komponen berfungsi untuk 

membentuk komplek E3, di mana TRAF3 berfungsi sebagi subunit yang 

mengikat substrat dan TRAF2 berfungsi sebagai adaptor yang merekrut c-IAP ke 

TRAF3 dan NIK (Sun, 2012).  

Komplek TRAF3-TRAF2-cIAP mengontrol kadar NIK dan jalur 

nonkanonikal. Jalur nonkanonikal juga dipengaruhi oleh regulator negatif. 

Sebuah enzim deubiquitinase yang bernama Otud7b (atau Cezanne) dapat 

menghambat ubiquitinasi dan degradasi TRAF3. Hal ini menyebabkan hambatan 

pemrosesan p100 oleh TNFR di dalam sel B dan fibroblas (Hu et al., 2013). 

Selain itu, NIK juga dihambat oleh dua kinase yang homolog, IKKα dan TBK1 

(Razani et al., 2010). Kinase ini memfosforilasi NIK dan memicu degradasi NIK 

(Zhang and Sun, 2015). Ekspresi NFkB mengalami peningkatan saat terjadi 

inflamasi dan keganasan (Branca et al., 2006; Fillerova et al., 2014). 
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Gambar 2.26 Regulasi Aktivasi NFkB oleh Umpan Balik Negatif setelah Induksi TNF 

secara akut (garis tebal) dan persisten (garis putus-putus) (Renner dan Schmitz, 2009) 

 

Table 2.5 Protein yang terlibat dalam umpan balik negatif NFkB (Renner dan Schmitz, 
2009) 

 

Berbagai mekanisme umpan balik negatif terhadap aktivasi NFkB 

ditunjukkan berdasarkan waktu. Bermula dari inaktivasi IKK, lefek inhibisi A20, 

dan fosforilasi PIAS1. Kemudian dilanjutkan oleh sintesis IkB dan A20. 

Sedangkan peran protein lain seperti ABIN-3, Cezanne, IEX-1, IRAK-M, SOC-3, 
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ST2, Twist, dan IkB masih perlu diteliti lebih lanjut (Renner dan Schmitz, 2008). 

Stimulus akut akan menyebabkan aktivasi NFkB yang diikuti deaktivasi NFkB 

secara total pada jam kedua setelah pemberian stimulus. Sedangkan stimulus 

kronik akan menyebabkan terjadinya osilasi NFkB. Aktivasi NFkB yang terjadi 

secara penuh pada awal stimulasi disebabkan oleh adanya kenyataan bahwa 

regulator NFkB, seperti protein A20 dan IkB, juga merupakan produk aktivasi 

NFkB. A20 dan IkB disintesis pada waktu yang berbeda. IkBα merupakan protein 

target transkripsi NFkB yang disintesis paling awal. Sintesis IkBα mencapai 

puncak pada 1 jam pertama setelah stimulasi TNF. Protein ini kemudian 

memasuki nukleus dan melepaskan NFkB dari DNA. Mekanisme ini merupakan 

tahap awal umpang balik negatif terhadap aktivasi NFkB. IkBε dan A20 muncul 

dalam waktu 90 menit setelah induksi NFkB oleh TNF yang kemudian 

memberikan efek umpan balik negatif tahap lanjut (Zhang dan Sun, 2015) 

(Gambar 2.26). 

 

2.4.2.2 NFkB dan Ginjal 

Jejas iskemia-reperfusi berkaitan dengan proses inflamasi dan respon 

stres oksidatif terhadap hipoksia dan reperfusi yang mengganggu fungsi organ. 

Pada ginjal iskemik dan kemudian mengalami reoksigenasi, munculnya reactive 

oxygen species (ROS) pada fase reperfusi membangkitkan kaskade respon sel 

yang berujung inflamasi, kematian sel, dan gagal ginjal akut (Malek dan 

Nematbakhsh, 2015).  
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Gambar 2.27. Peran penting NFkB dalam regulasi inflamasi dan homeostasis sel endotel 
pada kondisi hipertensi. AGEs, advanced Glycation End Product, post-pandrial 

triglyceride (TG), sitokin dan angiotensin II (Ang II) berkerja pada sel endotel untuk 
mengaktivasi proses sinyal intraseluler tertentu. Proses ini diperkuat dengan shear stress 

yang terdapat pada hipertensi. Akibatnya terjadi peningkatan produksi radikal bebas 
intraseluler. Hal tersebut di atas menyebabkan aktivasi komplek IKK yang memfosforilasi 

IkB sehingga lepas dari NFkB dan NFkB dapat bertranslokasi ke nukleus untuk 
mengaktivasi transkripsi gen proinflamasi. RAGE, AGE Receptor; COX, Cyclooxygenase; 

MNC: mononuclear cells (Guzik and Harrison, 2007). 

 

Sitokin dan faktor-faktor patologis lain yang dihasilkan saat terjadi 

kerusakan ginjal akibat iskemia-reperfusi merupakan pemicu aktivasi NFkB 

(Ruiz-Ortega et al., 2002). NFkB terlibat pada proses kerusakan vaskuler dan 

kerusakan organ akibat hipertensi (Henke et al., 2007). Jejas iskemia-reperfusi 

memicu produksi TNF-α yang dependen terhadap NFkB. TNF-α selanjutnya akan 

berikatan dengan reseptornya untuk mengaktivasi NFkB. Hal ini akan 

menimbulkan mekanisme umpan balik positif terhadap NFkB. Selama terjadi 

kerusakan ginjal, akan dihasilkan Angiotensin II dalam kadar yang berebihan. 

Angiotensin II akan mengaktivasi NFkB (Ruiz-Ortega et al., 2002; Zhang and 

Sun, 2015) (Gambar 2.27). Angiotensin merupakan regulator vasokonstriksi dan 

tekanan darah; namun demikian, angiotensin yang mengalami deregulasi akan 



69 
 

memicu inflamasi dan terlibat dalam patogenesis hipertensi, aterosklerosis, 

kerusakan jantung dan ginjal. Aktivasi NFkB berperan penting terhadap ekspresi 

kemokin dan repon inflamasi yang dipicu oleh Angiotensin II (Esteban et al., 

2004; Zhang and Sun, 2015). NFkB dapat teraktivasi saat terjadi stres oksidatif 

(Birben et al., 2012). 

Pengaruh radikal bebas terhadap NF-kB dapat bersifat aktivasi maupun 

inhibisi (Morgan dan Liu, 2011). Radikal bebas dapat mempengaruhi suatu 

kaskade sinyal transduksi di banyak tempat, baik di upstream maupun 

downstream. Pengaruh radikal bebas dapat saling berlawanan, yaitu inhibisi 

maupun stimulasi (Morgan dan Liu, 2011).  

ROS mempengaruhi kinerja NF-kB melalui reaksinya dengan sistein, 

terutama pada bagian katalitik, di mana sistein memiliki pKa yang rendah dan 

dalam bentuk thiolat. Oksidasi sistein menghasilkan asam sulfenik yang dapat 

direversibel oleh mekanisme antioksidan seluler, namun oksidasi lebih lanjut 

akan menghasilkan sulfinic dan asam sulfonat yang dapat menginaktivasi 

fosfatase secara irreversibel. Sulfenic acid bersifat tidak stabil dan dapat bereaksi 

dengan glutasion membentuk ikatan disulfida dan menghasilkan protein S-

glutathionated. Enzim yang mengalami S-glutathionated biasanya inaktif dan 

dapat direduksi menjadi bentuk normalnya oleh glutaredoksin di sitoplasma. Jika 

gugus sistein dari glutasion memiliki kemiripan dengan sistein yang teroksidasi 

(berupa sulfenic acid), maka akan terbentuk ikatan intramolekuler yang 

menyebabkan perubahan konformasi protein dan dapat mempengaruhi 

(menghambat atau meningkatkan) aktivitas protein tersebut (Morgan dan Liu, 

2011).   
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Penelitian pada hewan coba menunjukkan bahwa inhibitor NF-κB dapat 

mengurangi reaksi inflamasi dan kerusakan ginjal (Zhang and Sun, 2015). 

Penelitian juga menunjukkan bahwa NF-κB berperan dalam regulasi kerusakan 

ginjal yang diinduksi oleh aldosteron/garam. Pada tikus model jejas ginjal, 

pemberian siRNA IKKβ melalui injeksi arteri renalis mencegah ekspresi IKKβ dan 

aktivasi NF-κB, yang berkaitan dengan berkurangnya kerusakan dan inflamasi 

ginjal yang diinduksi oleh iskemia-reperfusi (Wan et al., 2011). Inhibisi NF-κB 

dengan pyrrolidin dithio-carbamate ammonium (PDTC) memperbaiki disfungsi 

ginjal. NF-κB juga menyebabkan kerusakan ginjal yang disebabkan oleh 

hipertensi, kondisi medis kronis dengan peningkatan tekanan darah. Hambatan 

terhadap NFkB tidak mempengaruhi hipertensi namun menghambat induksi 

sitokin proinflamasi dan molekul adesi yang dimediasi hipertensi dan terlibat 

dalam kerusakan ginjal. Penelitian dengan menggunakan tikus model hipertensi 

juga menunjukkan bahwa PDTC dapat menghambat kerusakan ginjal akibat 

reaksi inflamasi yang diinduksi oleh angiotensin II (Henke et al., 2007). 

Aktivasi NFkB di sel ginjal memiliki regulator umpan balik negatif, salah 

satunya adalah nefrin. Nefrin merupakan anggota imunoglobulin yang terletak di 

lubang diafragma podosit glomerulus. Sesuai dengan letaknya, nefrin berfungsi 

sebgai regulator umpan balik negatif dari aktivasi NFkB di sel podosit. 

Mekanisme nefrin dalam menghambat aktivasi NFkB belum sepenuhnya 

dimengerti. Hal ini kemungkinan disebabkan oleh inhibisi PKC. Aktivasi NFkB 

yang tidak terkontrol pada podosit ginjal berkontribusi pada kerusakan ginjal 

(Hussain et al., 2009). Regulator negatif lainnya adalah Cezanne (disebut juga 

Otud7b) yang mengontrol respon inflamasi di sel endotel glomerulus dengan cara 

mengontrol ubikuitinasi dan fungsi TRAF6 (Ie Luong et al., 2013). Cezanne 
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merupakan DUB yang domain katalitiknya homolog dengan A20 (Panzer et al., 

2009). Cezanne memberikan umpan balik negatif pada aktivasi NFkB jalur 

kanonikal dan nonkanonikal, tergantung tipe selnya. Ekspresi cezanne di 

berbagai tipe sel ginjal kera dipicu oleh iskemia-reperfusi. Ablasi gen Cezanne 

pada mencit memicu inflamasi dan kerusakan ginjal yang diakibatkan oleh 

iskemia-reperfusi. Tidak adanya Cezanne akan meningkatkan VCAM-1 dan E-

selectin serta fosforilasi RelA (Ie Luong et al.,2013). Fungsi proinflamasi NFkB 

pada sel ginjal juga diregulasi oleh homodeimer p50/p50, sebuah repressor yang 

spesifik terhadap kB yang dipicu selama terjadinya kerusakan ginjal dan 

berperan sebagai represor geninflamasi yang dimediasi NFkB (Panzer et al., 

2009; Cao et al., 2010). 

Beberapa inhibitor NFkB telah dikembangkan, antara lain 

panoxypanadone, pyrolidine dithiocarbamate (PDTC), dehydroxy-

methylepoxyquinomycin (DHMEQ), dan SP 100030. Obat-obatan ini belum 

digunakan untuk kepentingan klinis walaupun sudah digunakan pada hewan 

coba. BMS345541 (inhibitor IKK) dan kurkumin dapat menghambat IkB dan 

p300. Obat-obatan ini digunakan untuk mencegah aktivasi NFkB dan mungkin 

bermanfaat untuk mencegah kerusakan ginjal akibat hipertensi. Statin dan insulin 

sensitizer seperti metformin juga memiliki efek inhibisi terhadap NFkB (Guzik and 

Harrison, 2007). 

 

2.5 Ceplukan (Physalis angulata L.) 

2.5.1 Klasifikasi dan Morfologi 

Kingdom : Plantae  

Subkingdom : Tracheobionta 

Superdivisi : Spermatophyta -- tumbuhan berbiji 
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Divisi  : Magnoliophyta – tumbuhan berbunga 

Kelas  : Magnoliopsida -- dikotiledonae 

Subkelas  : Asteridae 

Ordo  : Solanales 

Famili : Solanaceae 

Genus  : Physalis L. 

Spesies  : Physalis angulata L.  (USDA, 2016) 

Sinonim : Physalis minima L., Physalis capsicifolia Dunal, Physalis 

esquirolii H. Lév. & Vaniot, Boberella angulata (L.) E.H.L. 

Krause, Physalis angulata fo. ramosissima (Mill.) Stehlé, 

Physalis angulata var. capsicifolia (Dunal) Griseb., Physalis 

angulata var. ramosissima (Mill.) O.E. Schulz, Physalis 

ciliata Sieb & Zucc., Physalis lanceifolia Nees, Physalis 

linkiana Nees, Physalis ramosissima Mill. 

Nama Inggris : Winter Cherry, Wild Tomato, Wild Physalis, Angular 

Winter Cherry, Annual Ground Cherry, Balloon Cherry, 

Bladder Cherry, Bladderberry, Bolsa Mulaca, Cow Pops, 

CherrylanceLeaf Ground Cherry, Cape Gooseberry, Fisalia, 

Tooth-Leaved Winter Cherry, Cut-Leaved Ground Cherry, 

Cutleaf Groundcherry, Fisalia Tooth-Leaved Bladder, 

Ground Cherry, Hog Weed, Husked Tomato, Mullaca, Dog 

tomato, Sunberry, Wild Cape Gooseberry, Wild Gooseberry 

(Lim, 2013). 

Nama umum   : Ceplukan (Indonesia) 
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Nama daerah : Ceplukan (Jawa), Cecenet atau cecendet (bahasa 

Sunda), nyurnyuran (bahasa Madura), kopok-kopokan 

(bahasa Bali) (Latifah et al., 2014) 

 

Gambar 2.28. Physalis angulata 
(Xu et al., 2016) 

 

Ceplukan merupakan tanaman herba tahunan (annual) yang termasuk ke dalam 

suku terung-terungan (Solanaceae). Tanaman ini biasanya berbuah dan 

berbunga pada bulan Maret-April dan berakhir pada bulan November 

(Compedium of Medicinal Plants used in Malaysia, 2002).  Tumbuhan ini memiliki 

tinggi 0.5-1.5 m dengan morfologi sebagai berikut (Gambar 2.28): 

Batang : Batang tegak atau sedikit rebah, berbulu. 

Daun :  Berbentuk jantung, berbulu, memiliki tulang daun menjari yang 

seperti anyaman  dan tepi daun yang bergelombang. Permukaan 

belakang daun berwarna hijau tua, sedangkan permukaan 

ventralnya berwarna hijau muda 

Bunga : Bunga bersifat hermafrodit, terletak di ketiak, dengan tangkai yang 

tegak, keunguan, dan dengan ujung yang mengangguk. Kelopak 

berbagi lima, dengan taju yang bersudut tiga dan meruncing, 
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berwarna hijau dengan rusuk keunguan. Mahkota menyerupai 

lonceng, berlekuk lima dangkal, berwarna kuning muda dengan 

noda kuning tua dan kecoklatan di leher bagian dalam. Tangkai 

sari memiliki panjang 6-7 mm, berwarna kuning pucat dengan 

kepala sari berwarna kuning dan sedikit berwarna biru. Bunga 

ceplukan mekar saat musim kemarau. 

Buah :  Buah dibungkus kelopak yang menggelembung berbentuk telur 

berujung meruncing. Kelopak pembungkus buah memiliki 

anyaman pembuluh dan berwarna hijau muda kekuningan, dengan 

rusuk keunguan, 2–4 cm panjangnya. Buah buni di dalamnya 

berbentuk bulat memanjang, berukuran 1,5–2 cm, berwarna 

kekuningan jika masak dan terasa manis (Widiyastuti dkk., 2008). 

 

2.5.2 Habitat dan Sebaran 

Ceplukan dapat hidup di daerah dengan ketinggian antara 0-1500 m di 

atas permukaan laut. Tanaman ini biasanya tumbuh liar di tepi jalan, di halaman 

rumah, dan di perkebunan. Tanah yang cocok untuk pertumbuhan tanaman ini 

adalah tanah jenis lempung berpasir yang berpengairan baik dan mengandung 

banyak bahan organik (subur) (Widiyastuti et al., 2008). Tanaman ini dapat 

ditemukan di India, Baluchistan, Afganistan, Afrika Tropis, Singapura, Malaysia, 

dan Australia. Ceplukan dilaporkan sebagai tanaman obat herbal yang penting 

dalam Indian Traditional System of Medicine (Chothani and Vaghasiya, 2012). 

 

2.5.3 Kandungan Kimia Ceplukan (Physalis angulata L.) 

Buah ceplukan dapat dimakan dan banyak mengandung vitamin C (Lim, 

2013). Analisis kualitatif pada kandungan ekstrak air dan ekstrak etanol daun 
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Physalis angulata menyebutkan adanya flavonoid, saponin, terpenoid, polifenol, 

tannin (Karpagasundari dan Kulothungan, 2014), alkaloid, dan steroid (Patel et 

al., 2011) (Tabel 2.6). Senyawa-senyawa ini sangat penting dalam pencegahan 

penyakit dan pemeliharaan kesehatan.  

Table 2.6 Kandungan Fitokimia Daun dan Buah Physailis minima alias Physalis angulata 
dalam Berbagai Jenis Ekstrak (Angamuthu, 2014). 

 

Penelitian terbaru menunjukkan bahwa ekstrak daun Physalis memiliki 

aktivitas antioksidan DPPH (transfer hidrogen) dan FRAP (reduksi ion) secara in 

vitro, pengikat logam, dan reduktor logam. Ekstrak air dari daun Physalis 

angulata dilaporkan memiliki efek antioksidan yang kuat (Gupta et al., 2010). Hal 

tersebut memungkinkan manfaat ceplukan sebagai anti kanker, diabet, penuaan, 

dan lain sebagainya (Karpagasundari dan Kulothungan, 2014). Dari hasil 

penelitian yang dilakukan oleh Kusumaningtyas et al. (2015) menyebutkan 

bahwa ekstrak etanol daun dan buah ceplukan mengandung komponen fenol 
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dan memiliki aktifitas antioksidan yang lebih tinggi dari pada ekstrak airnya. 

Namun demikian, efek residu etanol dalam ekstrak tersebut perlu dianalisis lebih 

lanjut ketika ekstrak tersebut dikonsumsi. Tingginya kadar fenol berkaitan dengan 

kemampuan antioksidan karena gugus hidroksil fenol dapat menetralkan molekul 

radikal bebas (Tabel 2.7). 

  
Table 2.7 Aktivitas Antioksidan pada Ekstrak Tanaman yang dinyatakan dengan BHA 

(Kusumaningtyas et al., 2015) 

 

Pelarut yang sering digunakan pada proses ekstraksi Physalis angulata 

adalah pelarut organik seperti metanol, etanol, dan heksan (Manggau et al., 

2010). Namun pelarut organik bersifat toksik, karsinogenik, dan berbahaya bagi 

lingkungan (Queenzland Government, 2014). Karena berbagai sebab, pelarut 

organik tidak dapat dihilangkan sepenuhnya dengan pengeringan maupun 

evaporasi. Maka dari itu, perusahaan farmasi bermaksud mengganti pelarut 

organik dengan pelarut yang lebih ramah lingkungan seperti air, CO2 

superkritikal, ion cair, dan lain sebagainya. Air pada suhu ruang bersifat sebagai 

pelarut polar, namun polaritasnya dapat disesuaikan menyerupai pelarut organik 

dengan cara mengatur suhu dan tekanan. Suatu keadaan di mana suhu air 

berada di atas titik didihnya dan di bawah suhu kritis pada tekanan tertentu untuk 

mempertahankan bentuk cairnya dinamakan air subkritis (Nakajima, 2013). 

Alasan penggunaan air subkritis sebagai pelarut adalah karena persediaan air 

sangat melimpah, tidak toksik, dan polaritasnya dapat disesuaikan (Susanti et al., 

2015). Dari Tabel 2.6 dan 2.7 diketahui bahwa daun Physalis angulata L. 

memiliki kandungan senyawa fitokimia lebih beragam jika dibandingkan bagian 
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batang dan buahnya. Dari berbagai senyawa fitokimia tersebut, prosentase 

terbesar adalah senyawa flavonoid, diikuti alkaloid dan saponin dengan 

prosentase yang sama (Tabel 2.8). 

 
Table 2.8 Kandungan Senyawa Fitokimia di daun dan dan bagian kulit pohon Physalis 

angulata (Nnamani et al., 2010) 

 

 

 

2.5.3.1 Flavonoid 

Flavonoid merupakan salah satu golongan fenol alam yang terbesar. 

Flavonoid mempunyai sifat yang khas yaitu bau yang sangat tajam, sebagian 

besar berupa pigmen warna kuning, dapat larut dalam air dan pelarut organik, 

mudah terurai pada temperatur tinggi (Melderen, 2002). Flavonoid merupakan 

senyawa bioaktif dengan kadar tertinggi yang terdapat pada daun Physalis 

angulata (Nnamani et al., 2010). Berdasarkan cincin aromatik yang terhubung 

dengan cincin heterosikliknya, flavonoid diklasifikasikan menjadi tiga kategori: 

flavonoid (2-fenilbenzopiren), isoflavonoid (3-fenilbenzopiren), dan 

neoflavonoid (4-fenilbenzopiren). Flavonoid dapat membentuk kompleks 

dengan protein ekstraseluler dan terlarut, dan dengan dinding sel 

(Viskupicova et al., 2008).  

Flavonoid dari tanaman dapat dimurnikan dengan menggunakan 

ekstrak alkohol (Robinson,1995). Flavonoid lebih mudah larut dalam pelarut 



78 
 

polar dari pada nonpolar (Banothu et al., 2017). Flavonoid merupakan 

antioksidan larut air yang kuat dan merupakan pemangsa radikal bebas 

sehingga mencegah kerusakan sel. Flavonoid juga merupakan antikanker 

(Okwu dan Josaiah, 2006). Dua macam flavonoid yang ditemukan dalam 

Physalis angulata antara lain 5-Methoxy-6,7-methylenedioxyflavone dan 

5,6,7-trimethoxyflavone (Ser, 1988). Ekstrak etanol P. angulata dapat 

menurunkan kadar malondialdehyde (MDA) secara in vitro pada liver kambing 

(Dinakaran et al., 2011). 

Absorbsi dan biovailabilitas flavonoid sangat bervariasi. Absorbsi 

flavonoid dipengaruhi oleh dosis, vehicle of administration, diet sebelumnya, 

jenis kelamin, faktor genetik individu, serta populasi mikroba kolon 

(Viskupicova et al., 2008). Flavonoid yang berasal dari diet terutama berada 

dalam bentuk glikosida. Glikosida harus mengalami deglikosilasi (hidrolisis 

gugus sakarida) sebelum dapat diabsorbsi. Proses ini dilakukan dengan 

bantuan enzim ß-glukosidase yang terdapat di sitoplasma. Setelah 

mengalami deglikosilasi, flavonoid aglikon mengalami difusi pasif melalui sel 

epitel yang didukung oleh peningkatan hidrofobisitasnya (Hollman, 2004). 

Flavoid tertentu (quercetin-4’-glucoside) dapat mengalami transport aktif 

dalam bentuk terglikasi melalui transporter glukosa yang dependen sodium 

(SGLT1) pada sel epitel. Walaupun demikian, sebagian besar flavonoid akan 

dihidrolisis menjadi aglikon sebelum dapat diabsorbsi oleh usus halus 

(Viskupicova et al., 2008).  

Satu-satunya golongan flavonoid dalam diet yang tidak terglikosilasi 

adalah flavan-3-ols. Flavan-3-ols merupakan flavonoid terbanyak dalam diet. 

Oligomer dan polimer flavonoid perlu diubah dahulu menjadi senyawa dengan 
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berat molekul yang lebih rendah, misal cathecin, untuk dapat diabsorbsi. 

Depolimerisasi dapat terjadi di lambung dengan bantuan asam lambung. 

Cathecins dapat berdifusi secara pasif dan bergantung pada dosis 

(Viskupicova et al., 2008). 

Absorbsi flavonoid dibatasi oleh ekskresi zat tersebut di intestinal. 

Absorbsi dan bioavailabilitas flavonoid dipengaruhi oleh transporter di 

membran sel. Beberapa transporter ATP-binding cassete (ABC), seperti 

multidrug-resistance protein (MRP), P-glikoprotein (P-gp) dan breast cancer 

resistance protein (BCRP) ikut terlibat dalam meregulasi efluks intenstinal 

sehingga mempengaruhi jumlah flavonoid dalam sirkulasi sistemik. 

Transporter ini berperan penting dalam farmakokinetik dan farmakodinamik 

flavonoid (Viskupicova et al., 2008). Oleh karena transporter ABC ditemukan 

di membran semua sel organisme, maka interaksi antara flavonoid dengan 

transporter ABC tidak hanya mempengaruhi efluks dan bioavailabilitas 

flavonoid, namun juga distribusi dan eliminasi flavonoid (Hollman, 2004). 

 

Gambar 2.29 Farmakokinetik Flavonoid (Viskupicova et al., 2008) 
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Flavonoid yang telah diabsorbsi akan berikatan dengan albumin dan 

ditransport ke liver melalui vena porta. Sebelum memasuki sirkulasi sitemik, 

flavonoid mengalami metabolisme secara ekstensif. Liver merupakan organ 

yang paling bertanggung jawab terhadap biotransformasi flavonoid menjadi 

berbagai bentuk konjugatnya. Namun demikian, mukosa intestinal, ginjal, dan 

jaringan lain juga terlibat dalam metabolisme flavonoid (Gambar 2.29). Reaksi 

transformasi flavonoid tersering adalah oksidasi, reduksi, hidrolisis, dan 

konjugasi dengan sulfat, glukoronat, dan O-metilasi. Glukoronidasi flavonoid 

diperantarai oleh enzim uridine-5‘-diphosphate glucuronosyltransferases 

(UGTs) (Hollman, 2004). Sementara itu, konjugasi dengan sulfat dan metilasi 

terjadi di sitosol dengan bantuan enzim sulfotransferase (SULTs) dan 

catechol-O-mthyltransferase. Setelah mengalami absorbsi dan metabolisme 

di intestin, produk yang terbentuk terutama adalah glukoronida yang bersifat 

polar. Konjugat ini akan memasuki hepatosit dan dimetabolisme di hepatosit. 

Mekanisme uptake konjugat senyawa ini ke dalam hepatosit belum diketahui. 

Di liver, senyawa ini akan dimetabolisme lebih lanjut. Sementara itu, flavonoid 

yang tidak terabsorbsi akan didegradasi oleh mikroflora kolon dan 

dieksresikan bersama feses (Gambar 2.31). Ekskresi flavonoid juga dapat 

terjadi melalui empedu berupa metabolit yang terkonjugasi (Viskupicova et al., 

2008). 

 

2.5.3.2 Saponin dan Terpenoid 

Saponin merupakan metabolit sekunder tanaman berupa glikosida 

alami yang memiliki berbagai efek farmakologis, antara lain antiinflamasi, 

ekpektoran, vasoprotektif, hiperkolesterolemia, imunomodulator, 
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hipoglikemia, antifungi, antiparasit (Sparg et al. 2004; Sahu et al. 2008; 

Podolak et al’ 2010). Saponin larut dalam air (Cowan, 1999). Banyak sekali 

penelitian yang menyebutkan tentang efek sitotoksik dari saponin  (Podolak 

et al., 2010).  

 

2.5.3.3 Polifenol 

Polifenol adalah asam fenolik dan flavonoid. Polifenol banyak 

ditemukan dalam buah-buahan, sayuran serta biji-bijian. Rata-rata manusia 

bisa mengkonsumsi polifenol dalam seharinya sampai 23 mg. Kandungan 

fenol pada ekstrak air daun ceplukan dinyatakan pada Tabel 2.9. Polifenol 

merupakan antioksidan jenis bioflavonoid yang 100 kali lebih efektif dari 

vitamin C dan 25 kali dari vitamin E. Manfaatnya:  

o Menurunkan kadar kolesterol 

o Menurunkan tekanan dan kadar gula darah 

o Membantu kerja ginjal dan mencegah terjadinya batu empedu 

o Memperlancar pencernaan 

o Melarutkan lemak dan mencegah kolesterol jahat (Venturella, 2000). 

 
Table 2.9 Kandungan Fenol Total pada Setiap Gram Ekstrak Physalis angulata setara 

dengan equivalen gallic acid (GA) dalam satuan miligram (mg GA/gram ekstrak) 
(Kusumaningtyas et al., 2015) 

 

Polifenol memiliki sifat antioksidan lebih baik dibandingkan vitamin-

vitamin dan menjadi obyek yang menarik perhatian para ahli nutrisi, 

epidemiologi, perusahaan agraria dan konsumen pada dekade terakhir. 
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Keuntungan utama polifenol adalah efek melindungi terhadap berbagai 

penyakit seperti kanker dan penyakit kardiovaskular. Polifenol membantu 

melawan pembentukan radikal bebas dalam tubuh dan karenanya 

memperlambat penuaan sel. Polifenol ditemukan dalam kebanyakan produk 

konsumsi, utamanya dalam buah dan sayuran serta produk yang diproses 

seperti coklat, teh dan anggur (Venturella, 2000). Ekstraksi polifenol dapat 

dilakukan dengan pelarut seperti air, air panas, metanol, metanol/asa formiat, 

metanol/ air/ asam asetat dan asam formiat (Escribano-Bail, Buelga, 2003). 

Diantara berbagai pelarut tersebut, fenol lebih mudah larut dalam pelarut non-

polar daripada pelarut polar (Banothu et al., 2017). 

Salah satu contoh polifenol adalah tannin. Tannin memiliki berat 

molekul mulai dari 500 Da hingga lebih dari 3000 Da, dan dapat ditemukan di 

bagian daun, kulit, buah, kayu, dan akar. Tanin dapat membentuk kompleks 

dengan polisakarida, asam nukleat, steroid, alkaloid, dan saponin. Tanin 

merupakan polifenol yang larut air dan memiliki kemampuan untuk berikatan 

dengan protein serta membentuk komplek protein-tannin yang solubel 

maupun insolubel (Hassanpour, 2001). Tanin merupakan antiseptik alami, 

bersifat astringent, dan dapat mempercepat penyembuhan luka. Tanin dapat 

digunakan untuk melawan parasit (Tiger, 1980). 

 

2.5.3.4 Alkaloid 

Alkaloid merupakan sekelompok senyawa yang terdiri dari struktur 

cincin dan atom nitrogen. Alkaloid memiliki aktivitas biologi seperti 

meredakan efek efedrin pada asma, memiliki efek analgesik, dan antikanker 

(Lu et al., 2012). Alkaloid lebih larut dengan pelarut etanol dibandingkan air 
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(Cowan, 1999). Daun ceplukan (Physalis angulata) mengandung alkaloid 

yang sama dengan standar Belladona, antara lain alkaloid skopolamin dan 

atropine, di samping mengandung alkaloid yang lain (Efendi, 1998). 

Kandungan alkaloid Physalis angulata L. dilaporkan dapat menghambat 

sintesis DNA pada sel tumor mencit s-180 dan sel sumsum tulang mencit. 

Oleh karena itu, kandungan alkaloid Physalis angulata juga berpotensi 

sebagai agen kemoterapi leukemia (Kallianpur et al., 2016). Phygrine 

merupakan jenis alkaloid yang terdapat di bagian batang Physalis alkekengi 

dan terdapat juga pada P. angulata (Rengivo-salgado and Vargas-arana, 

2013). 

 

2.5.3.5 Steroid 

Beberapa senyawa steroid yang diisolasi dari daun Physalis angulata 

antara lain physalin B, physalin D, physalin E, physalin G, physalin F, 5β,6β-

Epoxyphysalin B yang merupakan 16α,24-cyclo-13,14-seco-steroid, 

withaphysalin A dan B, physangulidin A-C, yang kesemuanya termasuk ke 

dalam kelompok withanolide. Withaphysalin A memiliki 18,20-lakton, 

sedangkan withaphysalin B memiliki cincin 18,20-laktol. Efek antiinflamasi 

dan imunomodulator dari physalin B, D, E, F, G telah diteliti (Soares et al., 

2003; Vieira et al., 2005; Jacobo-Herrera et al., 2006; Magalhaes et al., 

2006; Damu et al., 2007; Guimaraes et al., 2009). Selain memiliki efek 

antiinflamasi, physalin B, D, F juga memiliki efek sitotoksik (Damu et al., 

2007), sedangkan physalin E tidak memilikinya (Magalhaes et al., 2006).  

Secara kimia, withanolides merupakan sekelompok ergostane tipe 

steroid yang teroksidasi secara alami, mempunyai Lactone pada tepi rantai 
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(side chain) dan 2-en-1-one system pada cincin A. Withanolide terdapat 

pada semua bagian tanaman golongan Solanaceae, namun persentasi 

terbesar terdapat pada bagian daun. Physalin B, berdasarkan hasil evaluasi 

biologi terhadap sel kanker manusia dan murine cancer cell, menunjukkan 

adanya aktifitas sitotoksik yang luas (Fang et al., 2003). Physalin B juga 

memiliki efek antiinflamasi, antimikobakterial, antimikroba, antimalaria, 

antileishmania, antinociceptif, dan antikanker. Physalin B menawarkan 

alternatif terapi baru untuk pengobatan penyakit inflamasi melalui aktivasi 

reseptor glukokortikoid (Azlan dan Marziah, 2015). Physalin B (200 µg/ml) 

memiliki efek antimikroba terhadap S. aureus (Silva et al., 2005). Penelitian 

oleh Pinto et. al., (2010) membuktikan bahwa physalin E pada Physalis 

angulata memiliki efek antiinflamasi topikal yang poten terhadap dermatitis. 

Sementara itu, golongan withanolide lain, yaitu withangulatin A, yang 

diisolasi dari Physalis angulata, dapat menekan proliferasi limfosit T pada 

tikus yang distimulasi dengan LPS. Pemberian withangulatin A dapat 

menghambat sitokin proinflamasi (IL-2, IFN-gamma, dan IL-6)  secara 

signifikan. Penelitian tersebut menyimpulkan bahwa withangulatin A dapat 

memodulasi fungsi limfosit T mencit melalui hambatan terhadapat ekspresi 

COX-2 melalui jalur MAPKs dan NFkB (Sun et al., 2010) 

Sen dan Pathak (1995) telah membuktikan bentuk 13,14 seco 16, 24 

cyclosteroid baru dari Physalis angulata, yaitu physalin L, di mana 

strukturnya adalah 6 β-ethoxy-5α, 13, 20,22 tetrahydroxy-1, 15-dioxo-16, 24-

cyclo-13, 14-seco-ergost-2-ene 18, 24-dioic acid, 18-20, 27-22 dilactone. 

Formula molekuler dari physalin L adalah C30H36O11  (Mr 572) dan bukan 

merupakan jenis withaphysalin. Pada penelitian yang dilakukan He et al. 
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(2014), physalin A yang dari  Physalis alkekengi var. franchetii dapat 

menginduksi ekspresi inducible nitric oxide (iNOS) pada sel melanoma. 

Nitrogen monoksida ini selanjutnya dapat memicu apoptosis dan autofagi 

pada sel tersebut. 

Penelitian yang dilakukan oleh Ooi et al. (2013) menyebutkan bahwa 

physalin F dari Physalis angulata dapat memicu apoptosis sel melalui 

aktivasi jalur casspase-3 dan c-myc pada sel T-47D sehingga tanaman ini 

juga berpotensi sebagai agen kemoterapeutik. Physalin F, senyawa seco-

steroid dari Physalis angulata L., memiliki efek imunosupresif terhadap sel 

mononuklear dari darah perifer pasien myelopathi akibat infeksi HTLV-

1(Pinto et al., 2016).   

Efek relaksasi terhadap otot polos daun Physalis angulata L. 

ditunjukkan oleh penelitian dilakukan oleh Priyantoro d.k.k. (2004). Pada 

penelitian tersebut ekstrak etanol daun Physalis  angulata L. memberikan 

efek positif terhadap relaksasi otot polos pada sediaan terpisah trakhea 

marmut yang dikontraksikan dengan histamin. Penelitian lain yang dilakukan 

oleh Tarannita et al. (2006) menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun 

Physalis minima dapat menurunkan kontraksi otot polos ileum marmut.  

Paparan ekstrak P. angulata yang mengandung physalin yang 

bersifat fitoestrogen, pada kultur sel endotel manusia (HUVECs) dapat 

meningkatkan pelepasan NO dari endotel yang diduga melalui efek genomik 

maupun efek non-genomik. Pada penelitian tersebut juga dibuktikan bahwa 

ekstrak P. angulata dapat meningkatkan kadar kalsium sitosolik sebagai efek 

non-genomik dan ekspresi eNOs maupun iNOS sebagai efek genomik 

(Permatasari et al., 2010). Sulistyowati (2015) juga membuktikan bahwa efek 
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ekstrak air herba ceplukan (P. angulata L) terstandar fisalin pada jalur 

sintesis NO salh satunya adalah melalui peningkatan kadar VEGF 

(Sulistyowati, 2015). Sebagai antiinflamasi, secara in vivo, ekstrak daun 

ceplukan (Physalis angulata) dapat mengurangi fibrosis ventrikel melalui 

inhibisi terhadap TNF-α (Lestari et al, 2016).  

 Ditemukan sembilan macam withanolide dengan tipe withaphysalin 

yang diberi nama physaminimin (G-O). Physaminimin G, H, dan K 

menunjukkan hambatan terhadap lipopolisakarida yang menginduksi NO 

pada makrofag (Xu et al., 2016).  
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BAB 3  

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS 

  

3.1 Kerangka Konsep 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan : 
 = menginduksi 
 = menghambat 
 = Efek ekstrak daun Physalis angulata  
 = variabel yang diteliti 

Peroksidasi lipid 
↑↓ 

Efek Ang II ↑ 

 

L-NAME 

Physalis angulata 

L. 

NO↓↑ 

Induksi NADPH 
Oksidase intrasel 

ginjal 

Produksi ROS 
intrasel ↑↓ 

Stimulasi eNOS 

Inflamasi ↑↓ 

Antioksidan 

Aktivasi NFkB  

MDA ↑↓ 

 

VEGF ↓↑ 

Disfungsi endotel 

Jumlah vaskuler ↓↑ 

 

Fragmentasi 
vaskuler ↑↓ 

 

 

Endotel apoptosis 
↑↓ 

Antiinflamasi 

Ekspresi NFkB ↑↓ 



88 
 

Pemberian analog L-arginin, L-NAME, menyebabkan terjadinya disfungsi endotel 

akibat penurunan kadar NO. Penurunan kadar NO akan mengganggu 

keseimbangan kadar vasodilator dan vasokonstriktor, salah satunya adalah 

Angiotensin II. Pemberian L-NAME itu sendiri juga menyebabkan peningkatan 

sensitifitas AT1R (reseptor AngII) sehingga efek Ang II meningkat (Figueroa-

Guillén et al., 2009). Ketidak seimbangan antara NO dan Ang II menyebabkan 

berbagai efek berikut: 

1. Penurunan kadar NO dapat menurunkan VEGF (Chade, 2013) yang 

berfungsi mempertahankan integritas endotel. Penurunan VEGF akan 

meningkatkan apoptosis sel endotel (Gupta et al., 1999). Apoptosis sel 

endotel akan menimbulkan fragmentasi vaskuler dan menurunkan jumlah 

pembuluh darah di ginjal (Kobayashi et al., 2005).   

2. Dominasi stimulasi Ang II melalui reseptor AT1 menyebabkan terbentuknya 

radikal bebas melalui induksi NADPH okidase (Touyz et al., 2002). Radikal 

bebas yang terbentuk akan semakin menurunkan bioavailabilitas NO karena 

akan bereaksi dengan NO membentuk peroksinitrit. Peroksinitrit merupakan 

senyawa radikal (Endemann dan Schiffrin, 2014). Radikal bebas dapat 

secara langsung menyebabkan kerusakan sel ginjal (glomerulus dan 

tubulus) dengan menyerang protein dan lipid yang merupakan penyusun 

membran sel. Salah satu produk akhir yang dihasilkan dari kerusakan sel 

akibat peroksidasi lipid oleh senyawa radikal bebas adalah malondialdehid 

(Gawel et al., 2004). Oleh karena itu, pada kondisi stres oksidatif seperti di 

atas akan terjadi peningkatan kadar malondialdehid. Radikal bebas juga 

dapat mengaktivasi NFkB sehingga menimbulkan efek proinflamasi (Guzik 

and Harrison, 2007). Stres oksidatif juga dapat menyebabkan apoptosis sel 
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endotel yang berujung pada fragmentasi vaskuler dan penurunan jumlah 

vaskuler (Kobayashi et al., 2005).  

3. Stimulasi Angiotensin II pada reseptor AT1 akan menyebabkan efek 

proinflamasi akibat peningkatan ekspresi faktor transkripsi NFkB p65 (Mitra 

et al., 2010; Giani et al., 2011). NFkB yang teraktivasi akan bertranslokasi ke 

nukleus dan menyebabkan transkripsi berbagai sitokin proinflamasi (Harrison 

dan Bernstein, 2017; (Goligorsky, 2010; Mohammed et al., 2015). 

Peningkatan ekspresi mediator inflamasi menyebabkan terjadinya reaksi 

inflamasi. Sitokin proinfllamasi ini akan menyebabkan fragmentasi vaskuler 

(Harrison dan Bernstein, 2017; (Goligorsky, 2010; Mohammed et al., 2015) 

Ekstrak daun ceplukan mengandung bahan aktif physalin yang secara in 

vitro dapat meningkatkan eNOS dan kadar NO (Permatasari et al., 2010). 

Meningkatnya kadar NO dapat meningkatkan kadar VEGF yang diharapkan akan 

memicu neovaskularisasi (peningkatan jumlah vaskuler) sebagai respon jaringan 

terhadap ancaman iskemia. Selain itu, kandungan polifenol dan flavonoid dalam 

daun ceplukan juga memiliki efek antioksidan secara in vitro (Susanti et al., 

2015). Menurunnya stres oksidatif secara in vivo ditandai dengan menurunnya 

kadar malondialdehid yang merupakan produk peroksidasi lipid oleh radikal 

bebas. Efek antiinflamasi ekstrak daun ceplukan juga sudah diteliti oleh Lestari et 

al. (2016), yaitu melalui inhibisi TNF-α. TNF-α merupakan salah satu sitokin 

aktivator NFkB. Oleh karena itu diharapkan pemberian ekstrak air daun ceplukan 

(Physalis angulata L.) dapat  mencegah peningkatan ekspresi NFkB. Tripel 

mekanisme ini diharapkap mampu merestorasi eNOS, mempertahankan 

keseimbangan oksidan dan antioksidan, mencegah inflamasi, serta memicu 
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perbaikan jaringan melalui neovaskularisasi sehingga mencegah kerusakan 

ginjal akibat difungsi endotel.  

.  

3.2 Hipotesis Penelitian 

Berdasarkan latar belakang, tinjauan pustaka, dan kerangka konsep 

diatas, maka dapat dirumuskan hipotesis penelitian secara umum adalah: 

“Pemberian ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata L.) pada tikus wistar 

jantan model disfungsi endotel yang diinduksi L-NAME dapat mencegah 

penurunan jumlah vaskuler ginjal melalui pencegahan stres oksidatif dan 

inflamasi”, dengan rincian subhipotesis sebagai berikut: 

1. Pemberian ekstrak daun ceplukan (Physalis angulata L) pada tikus wistar 

jantan model disfungsi endotel yang diinduksi L-NAME dapat mencegah 

penurunan jumlah vaskuler ginjal. 

2. Pemberian ekstrak daun ceplukan (Physalis angulata L) pada tikus wistar 

jantan model disfungsi endotel yang diinduksi L-NAME dapat mencegah 

peningkatan kadar (malondialdehid) MDA ginjal 

3. Pemberian ekstrak daun ceplukan (Physalis angulata L) pada tikus tikus 

wistar jantan model disfungsi endotel yang diinduksi L-NAME dapat 

mencegah ekspresi NFkB pada ginjal. 

4. Terdapat hubungan antara dosis ekstrak air daun ceplukan (Physalis 

angulata L.) pada tikus wistar jantan model disfungsi endotel yang diinduksi 

L-NAME dengan kadar MDA, ekspresi NFkB, dan jumlah vaskuler ginjal. 

5. Terdapat hubungan antara kadar MDA dengan jumlah vaskuler ginjal pada 

tikus wistar jantan model disfungsi endotel yang diinduksi L-NAME dan diberi 

ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata L.) 
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6. Terdapat hubungan antara ekspresi NFkB dengan jumlah vaskuler ginjal 

pada tikus wistar jantan model disfungsi endotel yang diinduksi L-NAME dan 

diberi ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata L.) 
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BAB 4  

METODE PENELITIAN 

 

4.1 Desain Penelitian 

Pada penelitian ini penulis menggunakan desain penelitian eksperimental 

murni dengan uji laboratorium dan rancangan control group post test only. 

Penelitian ini dilakukan secara in vivo pada hewan coba tikus wistar Ratus 

norvegicus jantan model hipertensi yang diinduksi L-NAME untuk mengetahui 

pengaruh ekstrak daun ceplukan (Physalis angulata L.) terhadap ekspresi NFkB 

ginjal, kadar MDA ginjal, dan jaringan ginjal. Secara skematis rancangan 

penelitian dapat digambarkan sebagai berikut: 

Keterangan: 
S : Sampel 
R : Alokasi random 
K- : Kelompok kontrol negatif (Larutan garam fisiologis 40 mg/kgBB i.p) 
K+ : Kelompok kontrol positif (L-NAME 40 mg/kgBB i.p) 
P1 : L-NAME 40 mg/kgBB i.p + ekstrak air daun ceplukan 500 mg/kgBB p.o. 
P2 : L-NAME 40 mg/kgBB i.p + ekstrak air daun ceplukan 1500 mg/kgBB p.o. 
P3 : L-NAME 40 mg/kgBB i.p + ekstrak air daun ceplukan 2500 mg/kgBB p.o. 
O1 : Data hasil pengukuran K- 
O2 : Data hasil pengukuran K+ 
O3 : Data hasil pengukuran P1 
O4 : Data hasil pengukuran P2 
O5 : Data hasil pengukuran P3 
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Penelitian menggunakan beberapa kelompok perlakuan untuk mengetahui 

apakah perbedaan yang terjadi benar-benar merupakan akibat dari pemberian 

ekstrak Physalis angulata dan juga untuk meningkatkan validitas internal. 

Perlakuan berlangsung selama dua minggu (15 hari) (Talas, et al., 2013; Talas et 

al., 2015). 

 

4.2 Waktu dan Tempat Penelitian 

4.2.1 Waktu 

Penelitian ini dilaksanakan antara bulan Nopember 2016 - Januari 2017 

 

4.2.2 Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Farmakologi, Laboratorium 

Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang, Laboratorium 

Biomedik Fakultas Farmasi Universitas Jember, dan Laboratorium Histopatologi 

Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.  

 

4.3 Sampel dan Jumlah Pengulangan 

Sampel yang dipergunakan di dalam penelitian ini adalah tikus wistar putih 

dengan kriteria inklusi sebagai berikut: 

• Jenis kelamin jantan 

• Umur 2-3 bulan. Dipilih tikus berusia 2-3 bulan karena saat usia tersebut, 

tikus wistar sedang dalam fase dewasa muda (Sengupta, 2013). Dipilih fase 

dewasa muda karena pada kondisi tersebut diharapkan tikus berada dalam 

kondisi optimum. 
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• Berat tikus ± 250-300 gram (berat ideal untuk tikus dalam fase dewasa 

muda) 

 

Gambar 4.1 Korelasi berat badan tikus dengan fase kehidupannya (Sengupta, 2013). 

 

• Kondisi sehat fisik (ditandai dengan nafsu makan baik dan berperilaku 

normal) 

Kriteria eksklusi penelitian ini adalah tikus yang mati selama masa 

penelitian atau tikus dengan kelainan bawaan yang ditemukan saat otopsi yang 

dapat mempengaruhi hasil penelitian. Tikus yang memenuhi kriteria eksklusi 

diganti dengan tikus lain sesuai kriteria inklusi sehingga jumlah tikus sesuai 

dengan jumlah sampel. Hewan coba tersebut dibagi secara random menjadi 

lima kelompok perlakuan. Banyaknya pengulangan yang diperlukan untuk 

penelitian ini dapat dihitung dengan menggunakan rumus Federer (1967) 

berikut: 

 (p-1) (n-1) ≥ 15 

             (5-1) (n-1) ≥ 15 

           4n-4 ≥ 15 

                4n ≥ 19 

    n ≥ 4.75   

Keterangan :   

p =  jumlah perlakuan (terdiri dari lima macam perlakuan) 

n  =  jumlah ulangan yang diperlukan 
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Berdasarkan perhitungan di atas, maka jumlah pengulangan yang 

diperlukan dalam penelitian ini paling sedikit adalah 4.75 atau dibulatkan menjadi 

5. 

 
 

4.4 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional 

4.4.1 Klasifikasi Variabel 

a. Variabel Bebas 

1. Dosis ekstrak daun Physalis angulata L. 

b. Variabel Tergantung  

1. Kadar MDA ginjal 

2. Jumlah sel yang tercat positif dengan antibodi p65 NFkB  

3. Jumlah vaskuler di korteks ginjal 

c. Variabel Kendali 

1. Jenis kelamin hewan coba (jantan) 

2. Umur hewan coba 

3. Berat badan hewan coba 

4. Pemeliharaan dan perawatan hewan coba, seperti : cara pemberian 

makanan, air minum yang diberikan secara ad libitum 

5. Cara penyuntikan L-NAME (secara intraperitoneal) 

6. Cara pemberian ekstrak (lewat sonde)  

 

4.4.2 Definisi Operasional 

Di dalam penelitian ini ada beberapa hal yang perlu diketahui yaitu : 

1. Daun Physalis angulata L. yang dipakai dalam penelitian ini berumur ± 3 

bulan, diperoleh dari badan penelitian tanaman tradisional dan obat 
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(BALITRO) (Lampiran 2), yang sudah dikonfirmasi spesiesnya oleh 

Sekolah Ilmu dan Teknologi Hayati ITB (Lampiran 3). Daun tersebut 

selanjutnya dikeringkan dengan oven dan dihaluskan menjadi serbuk. 

2. Ekstrak daun Physalis angulata adalah ekstrak yang dibuat dalam 

konsentrasi 10 gram/ 100 ml (10%) dan diberikan dengan dosis tertentu 

(500 mg/kgBB, 1500 mg/kgBB, 2500 mg/kgBB). Penentuan dosis 

berdasarkan penelitian sebelumnya oleh Lestari et al. (2016). Ekstrak 

diberikan secara peroral melalui sonde. Pemberian ekstrak dilakukan 

selama 15 hari dan dalam periode yang bersamaan dengan induksi L-

NAME. 

3. Induksi L-NAME dilakukan secara intraperitoneal dengan dosis 40 

mg/kgBB selama 15 hari (Talas, et al., 2013; Talas et al., 2015). Injeksi 

intraperitoneal dilakukan di kuadran kanan bawah abdomen, sebelah 

distal dari garis tengah untuk menghindari tertusuknya kandung kemih 

atau caecum (Turner et al., 2011).  

4. Jumlah vaskuler ginjal dievaluasi dengan cara menghitung jumlah 

vaskuler yang terdapat di korteks ginjal dengan perbesaran 400x pada 10 

lapang pandang yang dipilih secara acak di daerah korteks ginjal. Yang 

dihitung sebagai vaskuler adalah lumen berisi eritrosit dan dilapisi endotel 

(Moreno et al., 2006). 

5. Pengukuran kadar MDA sebagai indikator stres oksidatif diukur pada 

organ ginjal yang telah dihaluskan dan dilakukan menurut metode TBARS 

(Thiobarbituric Acid Reactive Substance) kemudian dibaca dengan 

spektrofotometer pada panjang gelombang 535 nm (Ganie et al., 2011). 

Konsentrasi dihitung berdasarkan kurva MDA standar (Lampiran 9). 
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6. Ekspresi NFkB dievaluasi dengan imunohistokimia menggunakan antibodi 

p65 rabbit-poliklonal dari Santa Cruz Biotechnology sc-109 yang reaktif 

terhadap gugus N-terminal protein p65 tikus (Spandou et al., 2006).  

7. Pengamatan ekspresi NFkB p65 dilakukan secara double-blind oleh dua 

pengamat. Pengamatan dilakukan di bawah mikroskop cahaya pada 10 

lapang pandang di korteks ginjal yang dipilih secara acak. Penghitungan 

sel dilakukan dengan perbesaran 400x (Meteoglu et al., 2008). Dihitung 

jumlah sel glomerulus maupun tubulus yang tercat positif dengan antibodi 

p65, baik di inti dan atau di sitoplasma (Spandou et al., 2006). Sel yang 

positif adalah sel berinti dan intinya tercat cokelat, dan sel berinti yang 

sitoplasmanya tercat coklat (Giani et al., 2011). Nilai akhir dinyatakan 

sebagai rata-rata jumlah sel yang tercat positif dengan antibodi NFkB p65 

per lapang pandang besar (Spandou et al., 2006).  

 

4.5 Alat dan Bahan  

4.5.1 Alat 

1) Alat Pemeliharaan Hewan Coba 

• Kandang tikus berukuran 40 x 30 x 20 cm 

• Penutup kandang tikus (terbuat dari anyaman kawat) 

• Botol air untuk minum tikus 

• Rak tempat menaruh kandang 

• Tempat makanan (pellet) 

• Timbangan torbal (torsion balance) untuk menimbang berat badan 

tikus dengan satuan gram. 

2) Alat Pembuat Pakan Hewan Coba 



98 
 

• Timbangan 

• Gelas ukur 

• Baskom plastik 

• Pembuat pelet 

• Pengaduk. 

3) Alat Induksi L-NAME 

• Spuit 1 cc 

• Neraca ohaus 

• Tabung plastik 

• Sarung tangan 

• Duk steril 

• kapas alkohol 

4) Alat Pembuatan Ekstrak Daun Physalis angulata L. 

• Kompor listrik 

• Tabung erlenmeyer 

• Kain katun bersih 

• Botol kaca bermulut lebar untuk menyimpan ekstrak. 

5) Alat Pemberian Ekstrak pada Hewan Coba 

• Spuit 3 cc 

• Sonde 

6) Alat untuk Mengorbankan Hewan Coba 

• Spuit 1 cc 

• Spuit injeksi 3 cc 

• Gelas beker 

• Bak instrumen 
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• Gunting iris bengkok 11 cm 

• Gunting operasi lurus 14 cm 

• Handlescaple 

• Sarung tangan 

• Pisau bedah 

• Pinset anatomis 14 cm 

• Pinset chirurgis 14 cm 

• Papan tempat pembedahan tikus 

• Jarum untuk fiksasi tikus 23 gg x ¼” 

• Tabung penyimpanan organ 

• Vacutainer  

• Formalin 10% 

7) Alat untuk Memeriksa Kadar MDA 

• Mikropipet dan bluetip 

• Alu dan Mortar 

• Tabung reaksi 

• Neraca ohaus 

• Waterbath 

• Vortex 

• Kuvet 

• Spektrofotometer UV-VIS 

8) Alat untuk Membuat Sediaan Histopatologi 

• Mikrotom 

• Automatic processor 

• Parafin block 
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9) Alat untuk Pewarnaan Imunohistokimia 

• Tabung eppendorf 

• Mikropipet 

• Tabung erlenmeyer 

• Wadah kotak 

• Tissue  

• Water-bath 

10) Alat untuk pengamatan preparat histopatologi 

• Mikroskop cahaya Olympus CX22 

• Dotslide scanncer 

• Counter 

 
4.5.2 Bahan 

1) Bahan Pemeliharaan Hewan Coba 

• Sekam 

2) Bahan Pembuat Pakan Hewan Coba 

• Comfeed PAR-S 

• Terigu 

• Air 

3) Bahan Induksi L-NAME 

• Serbuk L-NAME yang diperoleh dari Sigma Aldrich 

• Normal salin 

4) Bahan Pembuatan Ekstrak Daun Physalis angulata L. 

• Daun Physalis angulata yang diperoleh dari BALITRO 

• Air  
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5) Bahan untuk Mengorbankan Hewan Coba 

• Ketamin 200 mg/20 mL (10 mg/ mL) 

• Formaldehid 10% 

6) Bahan untuk Memeriksa Kadar MDA 

• Larutan buffer Tris KCl pH 7.5 

• 0.37% asam tiobarbiturat (TBA) 

• 0.25 mol/L larutan HCl 

• 15% larutan trichloroacetic acid (TCA) 

• Larutan MDA standar 500 ng/ml 

• Akuades 

7) Bahan untuk Membuat Sediaan Histopatologi 

• Parafin 

• Cover glass dan object glass 

• Pewarna HE (Haris hematoxyline, alcohol, amunium air, counter 

staining) 

• Entellan 

• Xylol 

8) Bahan untuk Pewarnaan Imunohistokimia 

• Slide jaringan : ginjal tikus 

• Antibodi primer : 

o NFkB p65 rabbit policlonal antibody sc-109 dari Santa Cruz 

Biotechnology 

• Antibodi sekunder: Biotin 

• PBS (Phosphat Buffer Saline): 

o NaH2PO4.2H2O 2.4 gram 
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o Na2HPO4 1.2 gram 

o KH2PO4 0.7 gram 

o KCl 6.8 gram 

Dilarutkan dalam aquades 1000 ml, diukur pada pH 7.4 

• H2O2 3% = 100ml H2O2 30% + 900ml metanol → vortex 

• Blocking buffer = 3% FBS + 0,25%Triton  x-100 (dalam PBS)  

• BSA (Bovine Serum Albumin) 

• Sodium sitrat buffer 

o Na3C6H5O7 2.94 gram 

DIlarutkan dalam aquades 1000 ml, diukur pada pH 6.0 

kemudian ditambahkan 0.5 mL Tween 20 

• SAHRP (Strep-Avidin Horse Raddish Peroxidase) 

• Aquades 

• DAB (Dietil Amine Benzene) 

• Mayer’s  

• Air mengalir 

 

4.6 Prosedur Penelitian 

4.6.1 Pembuatan Ekstrak  

Di dalam penelitian ini digunakan bahan uji berupa ekstrak air daun 

Physalis angulata L. yang dibuat dengan cara sebagai berikut: 

1. Daun Physalis angulata L. dikeringkan dengan cara dikering-anginkan 

selama lebih kurang tiga hari hingga layu. 

2. Daun Physalis angulata L. yang telah layu tersebut selanjutnya 

dihaluskan hingga menjadi serbuk. 
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3. Sebanyak 10 gram serbuk Physalis angulata L. dicampur dengan 100 ml 

air mendidih dan didiamkan selama satu jam dalam wadah tertutup. 

4. Campuran tersebut kemudian disaring dengan menggunakan kain katun / 

kain mori sehingga kurang lebih akan mendapatkan 80 ml filtrat. 

5. Serbuk yang tersisa di kain dicampur kembali dengan 30 ml air mendidih 

dan didiamkan selama 1 jam dalam wadah tertutup,  

6. Campuran tersebut disaring dengan menggunakan kain katun / kain mori 

sehingga kiurang lebih akan mendapatkan 20 ml filtrat. 

7. Akhirnya akan didapatkan 100 ml ekstrak air daun Physalis angulata 

dengan konsentrasi 10%. 

 

4.6.2 Pemeliharaan dan Perlakuan Hewan Coba 

Sebelum perlakuan, hewan coba terlebih dahulu diaklimatisasikan 

dengan kondisi tempat penelitian, makanan dan minum selama 7 hari. Tikus 

dipelihara dalam ruangan yang bersuhu 25 ± 1˚C dan mengikuti siklus 12 jam 

siang dan 12 jam malam. Kandang yang digunakan berjumlah 5 buah. Tikus 

dibagi dalam 5 kelompok dengan cara randomisasi, yaitu kelompok K-, K+, P1, 

P2, dan P3.  Masing-masing kandang berisi 5 ekor tikus. Kandang diberi tutup 

yang terbuat dari anyaman kawat dan diberi sekam sebagai alasnya. Kandang 

dibersihkan setiap 3 hari sekali. Kandang juga dilengkapi dengan botol air untuk 

minum dan pellet sebagai tempat makanan. Kelima kelompok tikus diberi pakan 

standar, yaitu kombinasi konsentrat pakan ayam dan terigu dengan komposisi 2 : 

1, dan diberi minum air bersih ad libitum selama masa penelitian. 

Setelah aklimatisasi selesai tikus diberi perlakuan berdasarkan 

kelompoknya; K- merupakan kelompok tikus tanpa perlakuan, kelompok K+ 
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diinjeksi L-NAME 40 mg/kgBB tanpa diberi ekstrak daun Physalis angulata, 

sedangkan seluruh kelompok P (perlakuan) diberi injeksi L-NAME 40 mg/kgBB 

tikus secara intraperitoneal dan diberi ekstrak daun Physalis angulata dengan 

dosis sesuai kelompoknya. Kelima perlakuan tersebut dilakukan selama 15 hari 

(Talas et al., 2015).  

 

4.6.3 Pengorbanan Hewan Coba 

Pengorbanan hewan coba dilakukan dengan cara pembedahan. Sebelum 

dilakukan pembedahan, dilakukan anestesia dengan cara menyuntikkan 

ketamine 100 mg/kg secara intramuskular. Hal ini akan membuat tikus cepat 

lemas sehingga mudah untuk dilakukan pembedahan. Pembedahan 

menggunakan gunting dilakukan secara vertikal dimulai dari abdomen mengikuti 

linea mediana menuju thorax. Masing-masing organ, termasuk ginjal, diambil 

kemudian ditimbang. Organ yang akan dibuat sediaan histopatologi disimpan 

dalam wadah tertutup yang berisi cairan formaldehid 10%. 

 

4.6.4 Pemeriksaan Kadar MDA Ginjal 

Dalam Ganie et.al (2011) dinyatakan bahwa kadar MDA sebagai salah 

satu indikator peroksidasi lipid diukur berdasarkan pembentukan senyawa asam 

tiobarbiturat yang reaktif sesuai dengan metode Niehaus dan Samuelson sebagai 

berikut: 

• Menimbang jaringan ginjal sebanyak 100 mg kemudian digerus dengan 

mortar dan diberi buffer Tris-KCl sebanyak 1 ml 

• Homogenat jaringan dicampur dengan 2 ml reagen TBA-TCA-HCL dengan 

perbandingan 1:1:1. 

• Campuran homogenat jaringan dan reagen divorteks supaya tercampur 
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• Selanjutnya campuran direndam dalam waterbath selama 15 menit 

kemudian didinginkan. 

• Campuran disentrifus 3500 rpm selama 10 menit pada temperatur ruang dan 

diambil supernatannya. 

• Supernatan diperiksa dengan spektrofotometer dengan panjang gelombang 

535 nm 

 

4.6.5 Preparasi Preparat Histopatologi 

4.6.5.1 Proses Pemotongan Jaringan Berupa Makros 

1. Jaringan atau spesimen penelitian difiksasi dengan formalin 10 % atau 

dengan buffer formalin 10 % minimal selama 7 jam sebelum dilakukan 

proses pengerjaan berikutnya 

2. Jaringan dipilih yang terbaik sesuai dengan lokasi yang akan di teliti 

3. Jaringan  di potong kurang lebih ketebalan 2-3 mili meter 

4. Dimasukkan ke kaset dan diberi kode sesuai dengan kode gross peneliti 

5. Jaringan kemudian diproses dengan  alat Automatik Tissue Tex 

Prosesor atau dengan cara manual 

6. Standar di Laboratorium Patologi Anatomi FKUB menggunakan 

Automatik Tissue Tex Prosesor selama 90 Menit 

 

4.6.5.2 Proses Pengeblokan dan Pemotongan Jaringan 

1. Jaringan diangkat dari mesin Tissue Tex Prosesor 

2. Jaringan diblok dengan paraffin sesuai kode  jaringan 

3. Jaringan dipotong dengan alat  microtome  ketebalan 3-5 mikron 
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4.6.5.3 Proses Deparafinasi 

Setelah di sayat  atau di potong dengan ketebalan 3-5 mikron, di 

taruh dalam oven selama 30 Menit dengan suhu panas 70-80 derajat, 

kemudian di masukan ke dalam 2 tabung larutan xylol masing-masing  20  

menit, setelah itu di masukan ke 4 tabung alkohol masing-masing tempat 3 

menit (hidrasi), dan yang terakhir dimasukan air mengalir  selama 15 menit. 

 

4.6.6 Proses Pewarnaan Hematoxilin Eosin 

1. Cat utama Harris Hematoksilin selama   10-15 Menit 

2. Cuci dengan air mengalir selama   15  Menit 

3. Alkohol asam 1 %    2-5 Celup 

4. Amonia lithium karbonat   3-5 Celup (bila kurang biru) 

5. Eosin     10-15 Menit 

6. Selanjutnya dicelupkan dalam alokohol bertingkat sebagai berikut: 

• Alkohol 70%                                        3 menit 

• Alkohol 80%                                        3 menit 

• Alkohol 96%                                        3 menit 

• Alkohol Absolud                                  3 menit 

7.  Penjernihan (Clearring) :  

- Xylol                                                 15 menit 

- Xylol                                                   15 menit 

8.  Mounting dengan entelan dan deckglass. 

Slide / objectglass ditutup dengan cover glass dan biarkan slide kering 

pada suhu ruangan. Setelah slide kering siap untuk diberi label dan 

diamati. 
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4.6.7 Proses Immunohistokimia 

a) Deparafinisasi, dengan cara : 

o Memanaskan slide pada suhu 60ᵒC selama 60 menit, kemudian 

merendamnya dalam larutan di bawah ini secara berurutan: 

o xylol (2x10 menit) 

o Etanol absolut (2x10 menit) 

o Etanol 90% (1x5 menit) 

o Etanol 80% (1x5 menit) 

o Etanol 70% (1x5 menit) 

o Aquades 3x5 menit 

b) Melakukan antigen retrieval dengan buffer sitrat, caranya: 

o Merendam slide dalam chamber yang berisi buffer sitrat pH 6.0 

kemudian memanaskannya di dalam waterbath suhu 95ᵒC selama 20 

menit 

o Mengeluarkan slide dari waterbath dan mendinginkannya sampai 

suhu ruang ± 20 menit 

o Mencuci slide dengan PBS (3 x 5 menit) 

c) Blocking endoperoksidase 

o Menetesi slide dengan H2O2 3% dalam metanol 

o Inkubasi selama 15 menit (suhu ruangan) 

o Mencuci dengan PBS 3x5 menit 

c) Blocking unspecific protein  

o Menetesi blocking buffer (3% FBS + triton x-100 0,25% dalam PBS) 

o Inkubasi selama 1 jam 

o Mencuci dengan PBS 3x5 menit 
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o Mengeringkan dengan tisu 

d) Blocking antibodi primer 

o Menetesi slide dengan Ab primer (Ab primer : pelarut/BSA = 1 : 100 ) 

o Inkubasi semalam dalam 4°C 

o Esok harinya dikeluarkan dari 4°C, ditunggu sampai suhu ruang, 

kemudian dicuci dengan PBS 3 x5 menit 

e) Blocking antibodi sekunder 

o Menetesi slide dengan Ab. Sekunder (Biotin conjugate), inkubasi 60 

menit pada suhu ruang 

o Inkubasi selama 1 jam 

o Mencuci dengan PBS 3x5 menit 

o Mengeringkan dengan tisu  

f) Blocking enzim SAHRP 

o Menetesi SAHRP @ 100µl/slide 

o Inkubasi selama 40 menit 

o Mencuci dengan PBS 3x5 menit 

o Mencuci aquades 2x5 menit 

o Mengeringkan dengan tisu  

g) Substrat DAB 

o Menetesi DAB (DAB : buffer DAB = 1 : 50) 

o Inkubasi selama 20 menit 

o Mencuci dengan PBS 3x5 menit 

o Mencuci aquades 2x5 menit 

o Mengeringkan dengan tisu  

h) Mayer’s 
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o Menetesi mayer’s (mayer’s : tap water = 1 : 100) 

o Inkubasi selama 5 menit 

o Mencuci dengan tap water 

o Dikeringanginkan 

o Dicover dengan entelan 

i) Pembacaan hasil 

o Lihat dibawah mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x 

 

4.6.8 Pembacaan Preparat Histopatologi 

• Jumlah vaskuler ginjal dievaluasi dengan cara menghitung jumlah 

vaskuler yang terdapat di korteks ginjal dengan perbesaran 400x 

pada 10 lapang pandang yang dipilih secara acak di daerah korteks 

ginjal dengan menggunakan dot slide scanner. Yang dihitung sebagai 

vaskuler adalah lumen berisi eritrosit dan dilapisi endotel (Moreno et 

al., 2006). 

• Pengamatan ekspresi NFkB p65 dilakukan secara double-blind oleh 

dua pengamat. Pengamatan dilakukan dengan mikroskop cahaya 

Olympus CX22 pada 10 lapang pandang di korteks ginjal yang dipilih 

secara acak. Penghitungan sel dilakukan dengan perbesaran 400x 

(Meteoglu et al., 2008). Dihitung jumlah sel glomerulus maupun 

tubulus yang tercat positif dengan antibodi p65, baik di inti dan atau di 

sitoplasma (Spandou et al., 2006). Sel yang positif adalah sel berinti 

dan intinya tercat cokelat, dan sel berinti yang sitoplasmanya tercat 

coklat (Giani et al., 2011). Nilai akhir dinyatakan sebagai rata-rata 

jumlah sel yang tercat positif dengan antibodi NFkB p65 per lapang 

pandang besar (Spandou et al., 2006).   
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4.6.9 Alur Penelitian 

 

Tikus Wistar 

Kelompok K- Kelompok K+ 

L-NAME 40 

mg/kgBB i.p. 

Kelompok P1 
L-NAME 40 

mg/kgBB i.p. + 
ekstrak P. 

angulata 500 
mg/kgBB 

Kelompok P2 
L-NAME 40 

mg/kgBB i.p. + 
ekstrak P. 

angulata 1500 
mg/kgBB 

Selama 15 hari 

Terminasi hewan 
coba 

Pengambilan Organ 
(Ginjal) 

Penimbangan organ 
(ginjal) 

Diproses untuk 
pengukuran MDA  

Disimpan dalam buffer formalin 10% 
→ dibuat preparat histopatologi 

Dicat HE  Diproses IHK 

Pengumpulan Data 

Analisis Data 

Aklimatisasi 

Randomisasi 

Kelompok P3 
L-NAME 40 

mg/kgBB i.p. + 
ekstra k P. 

angulata  2500 
mg/kgBB 

Spektrofotometri 
Pengamatan 

jumlah vaskuler 
Pengamatan 

ekspresi NFkB 
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4.6.10 Analisis Data 

Untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan yang signifikan antara 

kelompok kontrol negatif dengan kontrol positif tersebut digunakan uji t-tidak 

berpasangan. Untuk itu perlu dilakukan uji normalitas dan uji varians sebagai 

syarat uji t-tidak berpasangan. Uji normalitas data dilakukan dengan metode 

analitik Shapiro wilk (karena jumlah sampel < 50). Jika data berdistribusi normal 

(p > 0.05) dan varians data homogen (p>0.05), maka digunakan uji t-tidak 

berpasangan dengan varians data homogen, sedangkan jika data berdistribusi 

normal namun varians data tidak homogen, maka dilakukan uji t-tidak 

berpasangan dengan varians data tidak homogen (Erceg-Hurn et al., 2008; 

Gastwirth et al., 2009). 

Untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan yang signifikan pada 

rerata kadar MDA antara masing-masing kelompok perlakuan dilakukan uji 

komparasi. Oleh karena jumlah kelompok perlakuan data lebih dari dua (empat 

kelompok) dan variabel yang akan diuji adalah variabel numerik, maka uji 

komparasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah uji parametrik one way 

ANOVA. Hasil uji one way ANOVA yang signifikan (p < 0.05) menunjukkan 

bahwa paling tidak terdapat dua kelompok data berbeda secara siginifikan. Untuk 

mengetahui antar kelompok mana saja yang berbeda signifikan maka dilakukan 

uji post Hoc. Oleh karena itu, uji post Hoc hanya dilakukan bila hasil uji ANOVA-

nya adalah signifikan (p < 0.05) (Dahlan, 2017).  

Syarat uji ANOVA adalah sebaran data normal. Sedangkan varians data 

boleh sama dan boleh tidak. Jika varians data sama, maka digunakan uji ANOVA 

yang dilanjutkan uji post Hoc Bonferroni, sedangkan jika varians data berbeda 

digunakan uji ANOVA welch yang dilanjutkan uji post hoc Games Howell (Erceg-
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Hurn et al., 2008; Gastwirth et al., 2009). Analisis normalitas data dilakukan 

dengan uji Shapiro-Wilk karena jumlah sampel < 50. Data dikatakan memiliki 

sebaran normal bila p > 0.05. Uji homogenitas varians dilakukan dengan Uji 

Levene. Data dikatakan homogen bila p > 0.05. Jika data berdistribusi normal (uji 

Shapiro- Wilk p > 0.05) dan varians data homogen (uji Levene p > 0.05), maka 

dilakukan uji one way Anova yang dilanjutkan dengan uji post hoc Bonferroni. 

Namun jika data berdistribusi normal (uji Shapiro- Wilk p > 0.05) dan varians data 

tidak homogen (uji Levene p < 0.05) dilakukan uji one way Anova Welch yang 

dilanjutkan uji post Hoc Games-Howell (Gastwirth et al., 2009). Jika sebaran data 

tidak normal (uji Shapiro wilk < 0.05), maka dilakukan transformasi data. Jika 

setelah dilakukan transformasi namun sebaran data masih tidak normal, maka 

dilakukan uji komparasi non-parametrik Kruskal-wallis yang dilanjutkan dengan 

uji pos Hoc Mann-Whitney. Hasil uji beda dikatakan signifikan bila p < 0.05 

(Dahlan, 2017).  

Untuk mencari tahu hubungan variabel dependent terhadap variabel 

independen, dalam hal ini adalah dose-response relationship digunakan uji 

korelasi. Syarat uji korelasi adalah terpenuhinya asumsi linearitas antara kedua 

variabel. Bila syarat linearitas tidak terpenuhi, maka tidak dilakukan uji korelasi. 

Linearitas dapat dicek dengan cara membuat grafik scatter ataupun dengan 

analisis statistik. Dikatakan linear apabila pada grafik scatter terbentuk pola titik-

titik yang membentuk garis linear. Uji linearitas juga dapat dilakukan secara 

analitik dengan bantuan software SPSS. Jika pada hasil uji linearitas didapatkan 

p > 0.05, artinya terdapat hubungan linear yang signifikan antara variabel ’x’ 

dengan variabel ’y’. Normalitas data juga mempengaruhi pemilihan jenis uji 

korelasi. Bila salah satu variabel berdistribusi normal dan syarat linearitas 
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terpenuhi, maka digunakan uji korelasi Pearson. Jika kedua variabel tidak 

berdistribusi normal maka dilakukan transformasi. Uji hipotesis yang digunakan 

tergantung pada hasil transformasi. Jika kedua variabel tidak normal namun 

syarat linearitas terpenuhi, maka digunakan uji korelasi Spearman.  Berikut 

adalah panduan interpretasi uji hipotesis korelatif (tabel 4.1) 

Tabel 4.1 Panduan interpretasi uji hipotesis korelatif (Dahlan, 2017) 

No. Parameter Nilai Interpretasi 

1 Kekuatan korelasi 

secara statistik 

0,0 - < 0,2 

0,2 - < 0.4 

0,4 - < 0,6 

0,6 - < 0,8 

0,8 - < 1,0 

Sangat lemah 

Lemah 

Sedang 

Kuat 

Sangat kuat 

2 Arah korelasi Positif 

 

 

Negatif 

Semakin tinggi variabel A semakin 

tinggi variabel B 

Semakin tinggi variabel A semakin 

rendah variabel B 

3 Nilai p Nilai p > 0,05 

Nilai p < 0,05 

Korelasi tidak bermakna 

Korelasi bermakna 

 

Untuk mengetahui besarnya pengaruh variabel bebas terhadap variabel 

tergantung, dilakukan uji regresi linear. Syarat uji regresi linear adalah: 

1. Jumlah sampel harus sama 

2. Jumlah variabel bebas adalah satu 

3. Nilai residu harus berdistribusi normal 

4. Terdapat hubungan yang linear antara variabel bebas dengan variabel 

tergantung 

5. Tidak terjadi gejala heteroskedastisitas 

6. Tidak terjadi gejala autokorelasi (untuk data time series).  
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BAB 5  

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA 

 

5.1 Hasil Penghitungan Vaskuler Ginjal 

Pada penelitian ini, jumlah vaskuler dianalisis pada preparat ginjal yang 

dicat dengan haematoxilin-eosin. Pengamatan vaskuler ginjal dilakukan dengan 

dot slide scanner perbesaran 400x. Penghitungan dilakukan pada 10 lapang 

pandang yang dipilih secara acak. Area yang dianalisis fokus pada daerah 

korteks. Yang dianggap sebagai vaskuler adalah lumen berlapis endotel 

(walaupun hanya ditemukan satu sel endotel) dan berisi eritrosit.  

Untuk mengetahui apakah rerata jumlah vaskuler di korteks ginjal antara 

kelompok kontrol negatif dengan kontrol positif tersebut berbeda secara 

signifikan maka dilakukan uji t-tidak berpasangan. Untuk itu perlu dilakukan uji 

normalitas dan uji varians sebagai syarat uji t-tidak berpasangan. Uji normalitas 

data jumlah vaskuler dilakukan dengan metode analitik Shapiro wilk (karena 

jumlah sampel < 50). Hasil uji Shapiro wilk menunjukkan bahwa semua 

kelompok data berdistribusi normal (p > 0.05) (Lampiran 5). Sedangkan hasil uji 

varians menunjukkan bahwa varians data pada kelompok kontrol positif dan 

negatif adalah homogen dengan p = 0.616 (p > 0.05) (Lampiran 6a). 

Berdasarkan uji normalitas dan uji varians, maka untuk uji beda dilakukan 

dengan tidak berpasangan. Hasil uji t menunjukkan nilai p = 0.611 (p > 0.05) 

(Lampiran 7), yang artinya terdapat perbedaan yang tidak bermakna antara 

kelompok kontrol negatif dan kontrol positif (Gambar 5.1). Dari Gambar 5.1 

tampak bahwa induksi L-NAME sebesar 40 mg/kgBB secara intraperitoneal 
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selama 15 hari dapat menurunkan jumlah vaskuler di korteks ginjal namun tidak 

signifikan. 

 

 

Gambar 5.1 Rerata Jumlah Vaskuler Kelompok Kontrol 
Keterangan: 
Perbedaan notasi menunjukkan perbedaan rerata yang signifikan berdasarkan uji t-tidak 
berpasangan. Data menunjukkan perbedaan rerata yang tidak signifikan.   
Kontrol negatif: Diinjeksi larutan garam fisiologis 40mg/kgBB i.p 
Kontrol positif: Diinjeksi L-NAME 40 mg/kgBB i.p 

 
 

Untuk mengetahui apakah rerata jumlah vaskuler di korteks ginjal antar 

kelompok perlakuan berbeda secara signifikan maka dilakukan uji one way 

ANOVA. Untuk itu perlu dilakukan uji normalitas dan uji varians sebagai syarat 

uji ANOVA. Uji normalitas data jumlah vaskuler dilakukan dengan metode 

analitik Shapiro wilk (karena jumlah sampel < 50). Hasil uji Shapiro wilk 

menunjukkan bahwa semua kelompok data perlakuan berdistribusi normal (p > 

0.05) (Lampiran 5). Sedangkan hasil uji varians menunjukkan bahwa varians 

data pada kelompok perlakuan adalah homogen dengan p = 0.656 (p > 0.05) 

(Lampiran 6b). Berdasarkan uji normalitas dan uji varians, maka untuk uji beda 

dilakukan ANOVA. Hasil uji ANOVA menunjukkan signifikansi dengan nilai p = 

0.001 (p < 0.05) (Lampiran 8), yang artinya terdapat perbedaan bermakna pada 

a 

a 
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minimal antara dua kelompok perlakuan. Untuk mengetahui kelompok data 

mana yang memiliki perbedaan signifikan, maka dilakukan analisis post Hoc 

Bonferroni. Dari analisis post Hoc didapatkan perbedaan bermakna pada jumlah 

vaskuler di korteks antara kelompok kontrol positif dengan kelompok perlakuan 

yang mendapatkan dosis 1 (p = 0.000), antara kelompok kontrol positif dengan 

dosis 2 (p = 0.002), antara kelompok perlakuan dosis 1 dengan dosis 3 (p = 

0.004) (Lampiran 9).  

   

Gambar 5.2. Rerata Jumlah Vaskuler Kelompok Perlakuan 
Keterangan: 
Perbedaan notasi menunjukkan perbedaan rerata yang signifikan berdasarkan uji post 
Hoc  
Kontrol positif: L-NAME 40 mg/kgBB i.p 
Dosis 1: L-NAME 40 mg/kgBB i.p + ekstrak air daun ceplukan 500 mg/kgBB p.o 
Dosis 2: LNAME 40 mg/kgBB i.p + ekstrak air daun ceplukan 1500 mg/kgBB p.o 
Dosis 3: L-NAME 40 mg/kgBB i.p + ekstrak air daun ceplukan 2500 mg/kgBB p.o 

 

Gambar 5.2 menunjukkan bahwa pemberian ekstrak Physalis angulata 

pada tikus Wistar yang diinduksi L-NAME dapat meningkatkan jumlah vaskuler 

ginjal. Jumlah vaskuler ginjal meningkat secara signifikan terhadap kontrol positif 

pada pemberian dosis ekstrak Physalis angulata L. 500 mg/kgBB dan 1500 

mg/kgBB dan meningkat secara tidak signifikan pada pemberian dosis ekstrak 

a 

b 

b,c 

a,c 
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Physalis angulata L. 2500 mg/kgBB. Peningkatan pemberian dosis ekstrak air 

daun Physalis angulata pada dosis 2 dan 3 cenderung menurunkan jumlah 

vaskuler di korteks ginjal dibandingkan dosis 1. Penurunan jumlah vaskuler pada 

dosis 3 signifikan terhadap dosis 1, namun tidak signifikan terhadap dosis 2. 

Gambar 5.3 berikut adalah gambaran histopatologi jaringan ginjal yang dicat HE 

untuk melihat vaskuler (perbesaran 400x): 

 

 

 
Gambar 5.3 Pengamatan Jumlah Vaskuler Ginjal, HE, 400x, insert 1000x. Anak panah 
merah menunjukkan vaskuler (a). Kontrol Negatif , (b). Kontrol positif, (c). Dosis 1, (d) 

Dosis 2, (e). Dosis 3. 
Keterangan: 
Anak panah merah menunjukkan vaskuler. 
Kontrol negatif: Diinjeksi larutan garam fisiologis 40mg/kgBB i.p 
Kontrol positif: Diinjeksi L-NAME 40 mg/kgBB i.p 
Dosis 1: L-NAME 40 mg/kgBB i.p + ekstrak air daun ceplukan sebanyak 500 mg/kgBB 
Dosis 2: LNAME 40 mg/kgBB i.p + ekstrak air daun ceplukan sebanyak 1500 mg/kgBB 
Dosis 3: L-NAME 40 mg/kgBB i.p + ekstrak air daun ceplukan sebanyak 2500 mg/kgBB 

 

(a) (b) 

(d) 

(e) 

(d) 

(c) 
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Untuk mencari hubungan antara besar dosis ekstrak air daun Physalis 

angulata dengan jumlah vaskuler di korteks ginjal, maka digunakan uji korelasi 

Pearson (karena variabel numerik-numerik). Syarat uji korelasi adalah sebaran 

data dari salah satu variabel adalah normal dan terdapat linearitas. Telah 

disebutkan sebelumnya bahwa sebaran data adalah normal (Lampiran 5). 

Sedangkan untuk mengetahui apakah kedua variabel memenuhi asumsi 

linearitas atau tidak dilakukan uji linearitas dengan hasil p = 0.709 (> 0.05) 

(lampiran 10) yang artinya kedua variabel memiliki hubungan linear secara 

signifikan. Oleh karena syarat uji korelasi terpenuhi, maka dilakukan uji korelasi 

Pearson. Hasil uji korelasi Pearson menunjukkan bahwa signifikansi p = 0.002 (p 

< 0.05) dan koefisien korelasi r = -0.721 (Lampiran 11) yang artinya terdapat 

hubungan negatif kuat yang signifikan antara besarnya dosis ekstrak daun 

Physalis angulata dengan jumlah vaskuler di korteks ginjal. Hubungan negatif 

berarti bahwa peningkatan dosis akan diikuti penurunan jumlah vaskuler di 

korteks ginjal. Hasil uji regresi menunjukkan signifikansi p = 0.002 (p < 0.05), 

artinya bahwa peningkatan dosis ekstrak daun Physalis angulata menyebabkan 

penurunan jumlah vaskuler korteks ginjal. Nilai R2 = 0.52 (Lampiran 12b) berarti 

bahwa pengaruh dosis terhadap sel ginjal adalah sebesar 52%, sedangkan 48% 

dipengaruhi oleh variabel lain yang tidak diteliti.  

 

5.2 Hasil Pengukuran MDA Ginjal 

Pada penelitian ini, pengukuran kadar MDA ginjal dilakukan secara 

spektrofotometri untuk mendapatkan nilai absorbansi. Untuk mendapatkan kadar 

MDA, nilai absorbansi selanjutnya dimasukkan dalam persamaan linear yang 

diperoleh dari kurva standar MDA yang telah dibuat sebelumnya (Lampiran 13). 

Untuk mengetahui apakah rerata antara kelompok kontrol negatif dan kontrol 
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positif tersebut berbeda signifikan atau tidak maka dilakukan uji t-tidak 

berpasangan. Untuk itu perlu dilakukan uji normalitas dan uji varians sebagai 

syarat uji t-tidak berpasangan. Uji nomalitas data kadar MDA dilakukan dengan 

metode analitik Shapiro wilk (jumlah sampel < 50). Hasil uji Shapiro wilk 

menunjukkan bahwa data berdistribusi normal (p > 0.05) (Lampiran 14). Hasil uji 

varians menunjukkan bahwa varians data tidak homogen p = 0.001 (p < 0.05) 

(Lampiran 15a). Oleh karena data tidak homogen, maka dilakukan transformasi 

dengan menggunakan fungsi akar kuadrat. Hasil uji normalitas terhadap data 

hasil transformasi tetap menunjukkan bahwa data tidak homogen (p = 0.002) 

(Lampiran 15b), maka untuk uji beda dilakukan dengan uji t-tidak berpasangan 

dengan varians data tidak homogen. Hasil uji t-tidak berpasangan menunjukkan 

nilai p = 0.701 (p > 0.05) (Lampiran 16), yang artinya terdapat perbedaan tidak 

bermakna antara kelompok kontrol positif dengan kelompok kontrol negatif. Pada 

kelompok kontrol positif, induksi L-NAME sebesar 40 mg/kgBB secara intra 

peritoneal selama 15 hari cenderung meningkatkan kadar MDA ginjal tikus bila 

dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif, namun tidak signifikan (Gambar 

5.4).  

Untuk mengetahui apakah rerata antar kelompok perlakuan berbeda 

signifikan atau tidak maka dilakukan uji komparasi one way ANOVA. Untuk itu 

perlu dilakukan uji normalitas dan uji varians sebagai syarat uji ANOVA. Uji 

nomalitas data kadar MDA dilakukan dengan metode analitik Shapiro wilk 

(jumlah sampel < 50). Hasil uji Shapiro wilk menunjukkan bahwa data 

berdistribusi normal (p > 0.05) (Lampiran 14). Hasil uji varians menunjukkan 

bahwa varians data tidak homogen p = 0.018 (p < 0.05) (Lampiran 15c) sehingga 

dilakukan transformasi data dengan fungsi akar kuadrat. Setelah dilakukan 
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transformasi, ternyata data hasil trasnformasi tetap tidak homogen (p = 0.024) 

(Lampiran Lampiran 15d) sehingga dilakukan uji ANOVA Welch untuk varians 

data yang tidak homogen. Hasil uji ANOVA Welch menunjukkan nilai p = 0.376 (p 

> 0.05) (Lampiran 17), yang artinya tidak terdapat perbedaan bermakna antara 

kelompok perlakuan yang satu dengan yang lain. Oleh karena hasil uji ANOVA 

Welch tidak signifikan, maka tidak perlu dilakukan uji post Hoc Mann whitney. 

 

  

Gambar 5.4 Rerata dan Standar Deviasi Kadar MDA Ginjal pada Kelompok Kontrol 
Keterangan:  
Notasi yang berbeda menunjukkan signifikansi p < 0.05 berdasarkan uji t-tidak 
berpasangan. Data menunjukkan perbedaan rerata yang tidak signifikan. 
Kontrol negatif: Diinjeksi larutan garam fisiologis 40mg/kgBB i.p 
Kontrol positif: Diinjeksi L-NAME 40 mg/kgBB i.p 

 
 

Gambar 5.5 menunjukkan bahwa pemberian ekstrak daun Physalis 

angulata  pada dosis 500 mg/kgBB dan 1500 mg/kgBB secara peroral dapat 

menurunkan kadar MDA ginjal tikus bila dibandingkan dengan kelompok kontrol 

positif, namun tidak signifikan (p > 0.05). Namun, pemberian ekstrak daun 

Physalis angulata pada dosis 2500 mg/kgBB meningkatkan kadar MDA ginjal 

a 

a 
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tikus bila dibandingkan dengan kontrol positif, namun peningkatan ini tidak 

signifikan (p > 0.05).  

 

 

Gambar 5.5 Rerata dan Standar Deviasi Kadar MDA Ginjal pada Kelompok Perlakuan 
 
Keterangan:  
Notasi yang berbeda menunjukkan signifikansi p < 0.05. Tidak ada perbedaan yang 
signifikan antara kadar MDA kelompok perlakuan yang satu dengan kelompok yang lain. 
Data diuji dengan Kruskal wallis 
Kontrol positif: Diinjeksi L-NAME 40 mg/kgBB i.p 
Dosis 1: L-NAME 40 mg/kgBB i.p + ekstrak air daun ceplukan sebanyak 500 mg/kgBB 
Dosis 2: LNAME 40 mg/kgBB i.p + ekstrak air daun ceplukan sebanyak 1500 mg/kgBB 
Dosis 3: L-NAME 40 mg/kgBB i.p + ekstrak air daun ceplukan sebanyak 2500 mg/kgBB 

 
Untuk mencari hubungan antara besar dosis dengan kadar MDA, maka 

digunakan uji korelasi Pearson (untuk variabel numerik-numerik). Syarat dari uji 

korelasi adalah sebaran data dari salah satu variabel adalah normal dan terdapat 

linearitas. Telah disebutkan sebelumnya bahwa sebaran data adalah normal. 

Sedangkan untuk mengetahui apakah kedua variabel memenuhi asumsi 

linearitas atau tidak, dilakukan uji linearitas dengan hasil p > 0.05 (lampiran 18) 

yang artinya kedua variabel memiliki hubungan linear secara signifikan. Oleh 

a a 

a 

a 
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karena syarat uji korelasi terpenuhi, maka dilakukan uji korelasi Pearson.  Hasil 

uji korelasi Pearson menunjukkan bahwa nilai p = 0.063 (p > 0.05) (Lampiran 19) 

yang artinya ada hubungan yang tidak signifikan antara besarnya dosis ekstrak 

daun Physalis angulata dengan kadar MDA ginjal. Koefisien korelasi r = 0.491 

(Lampiran 19) berarti bahwa peningkatan dosis akan diikuti peningkatan kadar 

MDA dengan kekuatan hubungan sedang. Hasil uji regresi menunjukkan nilai p = 

0.063 (p > 0.05), artinya bahwa peningkatan dosis ekstrak daun Physalis 

angulata tidak menyebabkan peningkatan kadar MDA secara signifikan. Nilai R2 

= 0.241 (Lampiran 20b) berarti bahwa pengaruh dosis terhadap kadar MDA ginjal 

adalah sebesar 24.1%, sedangkan 75.9% kadar MDA dipengaruhi oleh faktor lain 

yang tidak diteliti.  

Untuk mengetahui hubungan antara kadar MDA dengan jumlah vaskuler 

ginjal dilakukan uji korelasi Pearson antar kedua variabel tersebut. Syarat 

normalitas dan linearitas telah terpenuhi (Lampiran 5, 14, 21). Hasil uji korelasi 

Pearson menunjukkan nilai p = 0.025 (p <0.05) dan koefisien korelasi r=0.575 

(Lampiran 22) yang artinya terdapat hubungan positif sedang yang signifikan 

antara kadar MDA dengan jumlah vaskuler di korteks ginjal. Hasil uji regresi 

menunjukkan signifikansi p = 0.020 (p < 0.05), artinya bahwa ada pengaruh 

kadar MDA terhadap jumlah vaskuler korteks ginjal. Nilai R2 = 0.352 (Lampiran 

23b) berarti bahwa pengaruh dosis terhadap sel ginjal adalah sebesar 35,2%, 

sedangkan 64.8% dipengaruhi oleh variabel lain yang tidak diteliti.  

 

5.3 Hasil Pemeriksaan Ekspresi Protein p65 NFkB 

Pada penelitian ini, ekspresi protein p65 diperiksa dengan teknik 

imunohistokimia. Sedangkan analisis ekspresi protein p65 dilakukan dengan 
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mikroskop cahaya Olympus CX22 perbesaran 400x. Pengamatan ekspresi NFkB 

p65 dilakukan secara double-blind oleh dua pengamat. Pengamatan dilakukan di 

bawah mikroskop cahaya pada 10 lapang pandang di korteks ginjal yang dipilih 

secara acak. Penghitungan sel dilakukan dengan perbesaran 400x (Meteoglu et 

al., 2008). Dihitung jumlah sel glomerulus maupun tubulus yang tercat positif 

dengan antibodi p65, baik di inti dan atau di sitoplasma (Spandou et al., 2006). 

Sel yang positif adalah sel berinti dan intinya tercat cokelat, dan sel berinti yang 

sitoplasmanya tercat coklat (Giani et al., 2011). Nilai akhir dinyatakan sebagai 

rata-rata jumlah sel yang tercat positif dengan antibodi NFkB p65 per lapang 

pandang besar (Spandou et al., 2006). 

Untuk mengetahui apakah rerata antara kelompok kontrol negatif dan 

kontrol positif tersebut berbeda signifikan atau tidak maka dilakukan uji t-tidak 

berpasangan. Untuk itu perlu dilakukan uji normalitas dan uji varians sebagai 

syarat uji t-tidak berpasangan. Uji nomalitas data ekspresi NFkB dilakukan 

dengan metode analitik Shapiro wilk (jumlah sampel < 50). Hasil uji Shapiro wilk 

menunjukkan bahwa data berdistribusi normal (p > 0.05) (Lampiran 24). Hasil uji 

varians menunjukkan bahwa varians data tidak homogen p = 0.017 (p < 0.05) 

(Lampiran 25a) sehingga dilakukan transformasi dengan fungsi akar kuadrat. 

Setelah ditransformasi, data tetap tidak homogen (Lampiran 25b) dengan p = 

0.021 (p < 0.05) sehingga untuk uji beda dilakukan dengan uji t-tidak 

berpasangan tanpa memperhatikan homogenitas data. Hasil uji t-tidak 

berpasangan menunjukkan nilai p = 0.164 (p > 0.05) (Lampiran 26), yang artinya 

tidak terdapat perbedaan bermakna antara kelompok kontrol positif dengan 

kelompok kontrol negatif. Gambar 5.6 menunjukkan bahwa induksi L-NAME 
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sebesar 40 mg/kgBB secara intraperitoneal selama 15 hari pada kelompok 

kontrol positif belum dapat meningkatkan ekspresi p65 NFkB secara signifikan. 

  
Gambar 5.6 Rerata Ekspresi p65 NFkB Ginjal pada Kelompok Kontrol. 

 
Keterangan:  
Notasi yang berbeda menunjukkan signifikansi p < 0.05 berdasarkan uji t-tidak 
berpasangan. Data menunjukkan perbedaan rerata yang tidak signifikan. 
Kontrol negatif: Diinjeksi larutan garam fisiologis 40mg/kgBB i.p 
Kontrol positif: Diinjeksi L-NAME 40 mg/kgBB i.p 
 

Untuk mengetahui apakah rerata sel yang mengekspresikan p65 antar 

kelompok perlakuan tersebut berbeda signifikan atau tidak maka dilakukan uji 

komparasi one way ANOVA. Untuk itu perlu dilakukan uji normalitas dan uji 

varians sebagai syarat uji ANOVA. Uji normalitas data ekspresi p65 NFkB 

dilakukan dengan metode analitik Shapiro wilk (jumlah sampel < 50). Hasil uji 

Shapiro wilk menunjukkan bahwa semua kelompok data berdistribusi normal (p > 

0.05) (Lampiran 24). Sedangkan hasil uji varians menunjukkan bahwa varians 

data tidak homogen dengan p = 0.008 (p < 0.05) (Lampiran 25c) sehingga 

dilakukan transformasi data dengan fungsi akar kuadrat. Hasil uji varians 

terhadap data hasil transformasi menunjukkan bahwa varians data tetap tidak 

homogen (p < 0.05) (Lampiran 25d). Dengan demikian untuk uji komparasi 
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dilakukan uji ANOVA Welch. Uji ANOVA Welch menunjukkan nilai p = 0.011 (p < 

0.05) (Lampiran 27), yang artinya terdapat perbedaan yang bermakna pada 

minimal antara dua kelompok perlakuan. Untuk mengetahui kelompok mana saja 

yang berbeda signifikan maka dilakukan uji post Hoc Games-howell (Lampiran 

28).  

 
Gambar 5.7 Rerata Ekspresi p65 NFkB Ginjal pada Kelompok Perlakuan. 

Keterangan: 
Notasi yang berbeda menunjukkan signifikansi p < 0.05. Tidak ada perbedaan yang 
signifikan antara kadar MDA kelompok perlakuan yang satu dengan kelompok yang lain. 

Data diuji dengan Kruskal wallis. 
Kontrol positif: Diinjeksi L-NAME 40 mg/kgBB i.p 
Dosis 1: L-NAME 40 mg/kgBB i.p + ekstrak air daun ceplukan sebanyak 500 mg/kgBB  
Dosis 2: LNAME 40 mg/kgBB i.p + ekstrak air daun ceplukan sebanyak 1500 mg/kgBB  
Dosis 3: L-NAME 40 mg/kgBB i.p + ekstrak air daun ceplukan sebanyak 2500 mg/kgBB  

 

Gambar 5.6 menunjukkan bahwa pada kelompok kontrol positif, induksi L-

NAME sebesar 40 mg/kgBB secara intra-peritoneal selama 15 hari dapat 

meningkatkan ekspresi p65 NFkB sel ginjal, namun tidak signifikan (p > 0.05). 

Gambar 5.7 menunjukkan bahwa pemberian ekstrak daun Physalis angulata 

sebanyak 500 mg/kgBB dan 1500 mg/kgBB secara peroral dapat menurunkan 

ekspresi p65 pada ginjal tikus bila dibandingkan dengan kelompok kontrol positif, 

namun penurunan ini tidak signifikan (p > 0.05) terhadap kontrol positif. 

Pemberian ekstrak daun Physalis angulata dengan dosis yang lebih besar (dosis 
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2500 mg/kgBB) secara peroral cenderung meningkatkan ekspresi p65 NFkB sel 

ginjal tikus bila dibandingkan dengan dosis 1, namun peningkatan ini tidak 

signifikan terhadap kontrol positif dan signifikan terhadap dosis 1 dan dosis 2.  

Untuk mengetahui apakah terdapat hubungan antara besar dosis dengan 

ekspresi NFkB, maka digunakan uji korelasi Pearson (untuk variabel numerik-

numerik). Syarat dari uji korelasi adalah sebaran data dari salah satu variabel 

adalah normal dan terdapat linearitas. Telah disebutkan sebelumnya bahwa 

sebaran data adalah normal. Sedangkan untuk mengetahui apakah kedua 

variabel memenuhi asumsi linearitas atau tidak dilakukan uji linearitas dengan 

hasil p > 0.05 (lampiran 29) yang artinya kedua variabel memiliki hubungan linear 

secara signifikan. Oleh karena syarat uji korelasi terpenuhi, maka dilakukan uji 

korelasi Pearson.  Hasil uji korelasi Pearson menunjukkan bahwa signifikansi p < 

0.05 dan koefisien korelasi r = 0.808 (Lampiran 30) yang artinya terdapat 

hubungan positif kuat yang signifikan antara peningkatan besarnya dosis ekstrak 

daun Physalis angulata dengan ekspresi p65 NFkB. Hubungan positif berarti 

bahwa peningkatan dosis akan diikuti peningkatan jumlah sel ginjal yang 

mengekspresikan p65 NFkB. Uji regresi menunjukkan nilai p = 0.000 (Lampiran 

31b) yang artinya, peningkatan dosis ekstrak daun Physalis angulata 

menyebabkan peningkatan ekspresi NFkB di ginjal tikus. Nilai R2 = 0.653 

(Lampiran 31b) berarti bahwa pengaruh dosis terhadap ekspresi p65 sel ginjal 

adalah sebesar 65.3%, sedangkan 34.7% dipengaruhi oleh variabel lain yang 

tidak diteliti.  
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Gambar 5.8 Hasil immunohistokimia p65 NFkB (a). Kontrol Negatif , (b). Kontrol positif, 
(c). Dosis 1, (d) Dosis 2, (e). Dosis 3. 400x 

Keterangan: 
Kontrol negatif: Diinjeksi larutan garam fisiologis 40mg/kgBB i.p 
Kontrol positif: Diinjeksi L-NAME 40 mg/kgBB i.p 
Dosis 1: L-NAME 40 mg/kgBB i.p + ekstrak air daun ceplukan sebanyak 500 mg/kgBB 
Dosis 2: LNAME 40 mg/kgBB i.p + ekstrak air daun ceplukan sebanyak 1500 mg/kgBB 
Dosis 3: L-NAME 40 mg/kgBB i.p + ekstrak air daun ceplukan sebanyak 2500 mg/kgBB 
 

Untuk mengetahui hubungan antara ekspresi p65 NFkB dengan jumlah 

vaskuler ginjal dilakukan uji korelasi Pearson antar kedua variabel tersebut. 

Syarat normalitas dan linearitas telah terpenuhi (Lampiran 5, 24, 32). Hasil uji 

korelasi Pearson menunjukkan nilai p = 0.025 (p <0.05) dan koefisien korelasi 

r=0.575 (Lampiran 33) yang artinya terdapat hubungan positif sedang yang 

signifikan antara ekspresi NFkB dengan jumlah vaskuler di korteks ginjal. Hasil 

uji regresi menunjukkan signifikansi p = 0.002 (p < 0.05), artinya bahwa 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) 
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peningkatan ekspresi NFkB menyebabkan penurunan jumlah vaskuler korteks 

ginjal. Nilai R2 = 0.52 (Lampiran 34b) berarti bahwa pengaruh ekspresi NFkB 

terhadap jumlah vaskuler ginjal adalah sebesar 52%, sedangkan 48% 

dipengaruhi oleh variabel lain yang tidak diteliti.  

Untuk mengetahui hubungan antara kadar MDA dengan ekspresi NFkB 

ginjal dilakukan uji korelasi Pearson antar kedua variabel tersebut. Syarat 

normalitas dan linearitas telah terpenuhi (Lampiran 14, 24, 35). Hasil uji korelasi 

Pearson menunjukkan nilai p = 0.025 (p <0.05) dan koefisien korelasi r=0.575 

(Lampiran 36) yang artinya terdapat hubungan positif sedang yang signifikan 

antara kadar MDA dengan jumlah vaskuler di korteks ginjal. Hasil uji regresi 

menunjukkan signifikansi p = 0.002 (p < 0.05), artinya bahwa peningkatan kadar 

MDA menyebabkan peningkatan ekspresi NFkB ginjal. Nilai R2 = 0.52 (Lampiran 

37b) berarti bahwa pengaruh dosis terhadap sel ginjal adalah sebesar 52%, 

sedangkan 48% dipengaruhi oleh variabel lain yang tidak diteliti. 

 

5.4 Analisis Jalur 

Analisis jalur digunakan untuk menguji pengaruh langsung yang diberikan 

variabel bebas terhadap variabel terikat dan menguji pengaruh tak langsung 

yang diberikan variabel bebas melalui variabel intervening terhadap variabel 

terikat. Analisis jalur digunakan untuk menguji pengaruh antar variabel, yaitu 

ekstrak daun Physalis angulata, kadar MDA, ekspresi NFkB, terhadap jumlah 

vaskuler. Syarat analisis jalur dengan smartPLS adalah Cronbach’s Alpha > 0.7 

dan AVE > 0.5, multikolinearitas (Inner VIF values < 5). Pada penelitian ini, 

semua syarat tersebut tersebut (Lampiran 38a, 38b). Pengembangan diagram 

jalur dapat digambarkan sebagai berikut sesuai dengan koefisien diagram jalur 
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pada Lampiran 38c yang menunjukkan pengaruh langsung masing-masing 

variabel independen terhadap variabel dependen. 

 

 

5.4.1 Pengaruh Langsung 

Hasil analisis path dengan software smartPLS didapatkan pengaruh 

langsung untuk masing-masing variabel independen terhadap variabel dependen 

adalah sebagai berikut: 

• Pengaruh langsung pemberian ekstrak daun Physalis angulata terhadap 

jumlah vaskuler adalah tidak signifikan dengan nilai p = 0.510 (p > 0.05), 

besar pengaruhnya adalah 26.6%, dan bersifat negatif. Artinya, semakin 

tinggi dosis ekstrak, semakin menurun jumlah vaskuler.  

• Pengaruh langsung pemberian ekstrak daun Physalis angulata terhadap 

kadar MDA ginjal adalah signifikan dengan nilai p = 0.011 (p < 0.05). Besar 

koefisien jalur adalah 0.494 artinya besar pengaruh pemberian ekstrak air 

daun Physalis angulata terhadap peningkatan kadar MDA adalah sebesar 

Ekstrak 

Physalis 
Vaskuler MDA 

NFkB 

Gambar 5.9 Diagram Analisis Jalur 
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49.4%. Arah koefisien jalur positif artinya, semakin tinggi dosis ekstrak daun 

Physalis angulata, semakin meningkat pula kadar MDA ginjal.  

• Pengaruh langsung kadar MDA terhadap jumlah vaskuler ginjal adalah tidak 

signifikan dengan nilai p = 0.414 (p > 0.05). Besar koefisien jalur adalah -

0.213 artinya besar pengaruh kadar MDA ginjal terhadap jumlah vaskuler 

ginjal adalah sebesar 21.3%. Arah koefisien jalur negatif artinya, semakin 

tinggi kadar MDA ginjal, semakin menurunkan jumlah vaskuler ginjal.  

• Pengaruh langsung pemberian ekstrak daun Physalis angulata terhadap 

ekspresi NFkB ginjal adalah signifikan dengan p = 0.000 (p < 0.05). Besar 

koefisien jalur adalah 0.691 artinya besar pengaruh pemberian ekstrak air 

daun Physalis angulata terhadap peningkatan ekspresi NFkB adalah sebesar 

69.1%. Arah koefisien jalur positif artinya, semakin tinggi dosis ekstrak daun 

Physalis angulata, semakin meningkat pula ekspresi NFkB ginjal.  

• Pengaruh langsung kadar MDA ginjal terhadap ekspresi NFkB ginjal adalah 

tidak signifikan dengan nilai p = 0.202 (p > 0.05). Besar koefisien jalur adalah 

ß = 0.236 artinya besar pengaruh peningkatan kadar MDA terhadap 

peningkatan ekspresi NFkB adalah sebesar 23.6%. Arah koefisien jalur positif 

artinya, semakin tinggi kadar MDA ginjal, semakin meningkat pula ekspresi 

NFkB ginjal.  

• Pengaruh langsung ekspresi NFkB ginjal terhadap jumlah vaskuler ginjal 

adalah tidak signifikan dengan nilai p = 0.291 (p > 0.05). Besar koefisien jalur 

adalah -0.433 artinya besar pengaruh ekspresi NFkB terhadap jumlah 

vaskuler ginjal adalah sebesar 43.3%. Arah koefisien jalur negatif artinya, 

semakin tinggi ekspresi NFkB ginjal, semakin menurun jumlah vaskuler ginjal.  
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5.4.2 Pengaruh Tak Langsung 

Sementara itu, pengaruh spesifik dari masing-masing jalur dapat dilihat 

pada Lampiran 39e dengan penjelasan sebagai berikut: 

• Pengaruh pemberian dosis ekstrak Physalis angulata terhadap inflamasi 

(ekspresi NFkB) melalui stres oksidatif (kadar MDA) adalah tidak signifikan 

dengan nilai p = 0.289 (p > 0.05). Besar koefisien jalur 0.117 artinya, besar 

pengaruh dosis ekstrak Physalis angulata  terhadap inflamasi (ekspresi 

NFkB) melalui stres oksidatif (kadar MDA) adalah sebesar 11.7%. Arah 

koefisien jalur positif artinya, semakin tinggi dosis ekstrak Physalis angulata 

semakin meningkat pula inflamasi (ekspresi NFkB) ginjal.  

• Pengaruh pemberian dosis ekstrak Physalis angulata terhadap jumlah 

vaskuler melalui inflamasi (ekspresi NFkB) adalah tidak signifikan dengan 

nilai p = 0.290 (p > 0.05). Besar koefisien jalur -0.299 artinya, besar pengaruh 

dosis ekstrak Physalis angulata  terhadap jumlah vaskuler melalui inflamasi 

(ekspresi NFkB) adalah sebesar 29.9%. Arah koefisien jalur negatif artinya, 

semakin tinggi dosis ekstrak Physalis angulata semakin menurun jumlah 

vaskuler ginjal. 

• Pengaruh pemberian dosis ekstrak Physalis angulata terhadap jumlah 

vaskuler melalui stres oksidatif (kadar MDA) kemudian melalui inflamasi 

(ekspresi NFkB) adalah tidak signifikan dengan nilai p = 0.641 (p > 0.05). 

Besar koefisien jalur -0.051 artinya, besar pengaruh dosis ekstrak Physalis 

angulata  terhadap jumlah vaskuler melalui stres oksidatif (kadar MDA) 

kemudian melalui inflamasi (ekspresi NFkB) adalah sebesar 5.1%. Arah 

koefisien jalur negatif artinya, semakin tinggi dosis ekstrak Physalis angulata 

semakin menurun jumlah vaskuler ginjal.  
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• Pengaruh pemberian dosis ekstrak Physalis angulata terhadap jumlah 

vaskuler melalui melalui stres oksidatif (kadar MDA) adalah tidak signifikan 

dengan nilai p = 0.511 (p > 0.05). Koefisien jalur -0.105 artinya, besar 

pengaruh dosis ekstrak Physalis angulata  terhadap jumlah vaskuler melalui 

stres oksidatif (kadar MDA) adalah sebesar 10.5%. Arah koefisien jalur 

negatif artinya, semakin tinggi dosis ekstrak Physalis angulata semakin 

menurun jumlah vaskuler ginjal. 

 

5.4.3 Pengaruh Total 

Selain pengaruh direk dan indirek, diketahui bahwa pengaruh total 

masing-masing variabel independen terhadap variabel dependen adalah sebagai 

berikut (Lampiran 39f): 

• Terdapat pengaruh total yang signifikan (p = 0.000) dari pemberian dosis 

ekstrak Physalis angulata terhadap inflamasi (ekspresi NFkB) ginjal. 

Koefisien jalur 0.808 menunjukkan bahwa besar pengaruh total dari 

pemberian ekstrak Physalis angulata terhadap inflamasi (ekspresi NFkB) 

ginjal adalah sebesar 80.8%. Arah koefisien jalur positif artinya, semakin 

tinggi dosis ekstrak Physalis angulata semakin meningkat pula inflamasi 

(ekspresi NFkB) ginjal. 

• Terdapat pengaruh total yang signifikan (p = 0.000) dari pemberian dosis 

ekstrak Physalis angulata terhadap jumlah vaskuler ginjal. Koefisien jalur -

0.721 menunjukkan bahwa besar pengaruh total dari pemberian ekstrak 

Physalis angulata terhadap jumlah vaskuler ginjal adalah sebesar 72.1%. 

Arah koefisien jalur negatif artinya, semakin tinggi dosis ekstrak Physalis 

angulata semakin menurun jumlah vaskuler ginjal. 



133 
 

• Terdapat pengaruh total yang signifikan (p = 0.011) dari pemberian ekstrak 

Physalis angulata terhadap stres oksidatif (kadar MDA) ginjal. Koefisien jalur 

0.494 menunjukkan bahwa besar pengaruh total dari pemberian ekstrak 

Physalis angulata terhadap stres oksidatif (Kadar MDA) ginjal adalah sebesar 

49.4%. Arah koefisien jalur positif artinya, semakin tinggi dosis ekstrak 

Physalis angulata semakin meningkat pula stres oksidatif (kadar MDA) ginjal. 

• Terdapat pengaruh total yang tidak signifikan (p = 0.291) dari inflamasi 

(ekspresi NFkB) ginjal terhadap jumlah vaskuler ginjal. Koefisien jalur -0.433 

menunjukkan bahwa besar pengaruh total dari inflamasi (ekspresi NFkB) 

terhadap jumlah vaskuler ginjal adalah sebesar 43.3%. Arah koefisien jalur 

negatif, artinya semakin tinggi inflamasi (ekspresi NFkB) ginjal, semakin 

menurun jumlah vaskuler ginjal. 

• Terdapat pengaruh total yang tidak signifikan (p = 0.202) dari stres oksidatif 

(kadar MDA) terhadap inflamasi (ekspresi NFkB) ginjal. Koefisien jalur 0.236 

menunjukkan bahwa besar pengaruh stres oksidatif (kadar MDA) terhadap 

inflamasi (ekspresi NFkB) ginjal 23.6%. Arah koefisien jalur positif, artinya 

semakin tinggi stres oksidatif akan meningkatkan inflamasi (ekspresi NFkB) 

ginjal. 

• Terdapat pengaruh total yang tidak signifikan (p = 0.213) dari stres oksidatif 

(kadar MDA) terhadap jumlah vaskuler ginjal. Koefisien jalur -0.315 

menunjukkan bahwa besar pengaruh stres oksidatif (kadar MDA) terhadap 

jumlah vaskuler ginjal adalah 31.5%. Arah koefisien jalur negatif, artinya 

semakin tinggi stres oksidatif (kadar MDA) ginjal akan menurunkan jumlah 

vaskuler ginjal.   
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Berdasarkan uraian di atas dapat disimpulkan bahwa terdapat pengaruh 

yang signifikan dari ekstrak Physalis angulata terhadap jumlah vaskuler ginjal, 

namun pengaruh ini tidak melalui jalur stres oksidatif (kadar MDA) maupun 

inflamasi  (ekspresi NFkB). Peningkatan dosis ekstrak air daun Physalis angulata 

akan menurunkan  
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BAB 6  

PEMBAHASAN 

 

 

6.1 Jumlah Vaskuler Ginjal 

6.1.1 Pengaruh Induksi L-NAME terhadap Jumlah Vaskuler Ginjal 

Ginjal dalam menjalankan fungsinya sangat dipengaruhi oleh integritas 

endotel vaskuler (Malyzko, 2010). Berbicara tentang endotel, maka tidak bisa 

lepas dari molekul penting yang mempengaruhi kondisi homeostasisnya, yaitu 

NO. Kadar fisiologi NO sangat penting untuk memelihara fungsi ginjal yang 

normal dan homeotasis (Sasser, 2015). Salah satu akibat dari inhibisi sintesis 

NO di ginjal pada tikus model disfungsi endotel adalah remodelling vaskuler yang 

memicu fragmentasi mikrovaskuler. Fragmentasi mikrovaskuler ini merupakan 

fenomena patologis penting pada penyakit ginjal karena menentukan 

progresifitas penyakit (Chade, 2013). Fragmentasi vaskuler dicirikan oleh 

penurunan kepadatan / jumlah vaskuler (Olufsen et al., 2012). Pemberian L-

NAME pada penelitian ini bertujuan untuk memicu terjadinya fragmentasi 

vaskuler yang diduga melalui inflamasi dan stres oksidatif akibat menurunnya 

NO.  

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian L-NAME secara i.p 

dengan dosis 40 mg/kgBB/hari selama 15 hari dapat menurunkan jumlah 

vaskuler di korteks ginjal namun tidak signifikan. Hasil yang tidak signifikan ini 

dapat disebabkan oleh durasi perlakuan yang kurang lama dan / atau dosis L-

NAME yang digunakan kurang besar sehingga inflamasi dan stres oksidatif 

belum dapat menurunkan VEGF secara signifikan. Penelitian oleh Cipolla et al. 

(2010) menunjukkan bahwa pemberian L-NAME selama 5 minggu dengan dosis 



136 
 

(0.5g/L air minum) menyebabkan hilangnya struktur vaskuler (rarefaction) di 

kapiler otak tikus Sprague-Dawley (Cipolla et al., 2010). Selain itu, dalam literatur 

disebutkan bahwa VEGF sebagai mediator proangiogenik memiliki sifat bifasik. 

Pada tahap awal hipoksia, terjadi mekanisme kompensasi berupa aktivasi HIF-1α 

dan peningkatan VEGF sehingga neovaskularisasi meningkat. Namun ketika 

hipoksia berlangsung kronik, maka VEGF justru akan turun. Hal ini salah satunya 

dapat disebabkan oleh kerusakan sel akibat hipoksia yang berlangsung lama 

sehingga tidak mampu memproduksi VEGF lagi (Chade, 2013; Kumar et al., 

2013). Dalam penelitian ini, kemungkinan belum terjadi kerusakan sel yang luas 

sehingga sel-sel ginjal yang sehat masih dapat mensintesis VEGF. Oleh karena 

itu belum terjadi penurunan kadar VEGF yang signifikan, sehingga jumlah 

vaskuler belum menurun secara signifikan. Dengan demikian dibutuhkan durasi 

perlakuan yang lebih lama. 

 

6.1.2 Pengaruh Pemberian Berbagai Dosis Ekstrak Air Daun Ceplukan 

(Physalis angulata) terhadap Jumlah Vaskuler Ginjal 

Iskemia jaringan merupakan tahapan penting dalam patofisiologi penyakit 

ginjal kronik. Iskemia ini dapat dipicu salah satunya oleh disfungsi endotel. 

Iskemia menyebabkan munculnya mekanisme kompensasi, antara lain 

neovaskularisasi. Neovaskularisasi menjadi indikator penting terjadinya 

mekanisme perbaikan jaringan (Kumar et al., 2013). Hanya saja saat terjadi 

disfungsi endotel (penurunan NO), mekanisme kompensasi ini akan terganggu, 

sehingga dapat terjadi microvascular remodelling yang memicu fragmentasi 

vaskuler (Chade, 2013).  

Pemberian ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata L.) pada 

penelitian ini dimaksudkan untuk mencegah penurunan jumlah vaskuler akibat 
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pemberian L-NAME. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian ekstrak air 

daun ceplukan pada dosis 500 mg/kgBB dan 1500 mg/kgBB dapat meningkatkan 

jumlah vaskuler di korteks ginjal secara signifikan dibandingkan kontrol positif. 

Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya oleh Permatasari et al. (2010)  yang 

menyebutkan bahwa ekstrak daun ceplukan (Physalis angulata L.) dapat 

meningkatkan kadar NO. Selanjutnya, Dulak et al (2000) menyebutkan bahwa 

NO dapat meningkatkan kadar VEGF secara in vitro. Diketahui bahwa VEGF 

merupakan mediator yang berperan penting dalam neovaskularisasi. Sehingga 

dapat diduga bahwa peningkatan jumlah vaskuler pada pemberian ekstrak air 

daun ceplukan pada dosis 500 dan 1500 mg/kgBB tersebut disebabkan oleh 

peningkatan kadar NO yang dapat memicu ekspresi VEGF (Dulak et al., 2000).  

 

6.2 Kadar MDA GInjal 

6.2.1 Pengaruh Induksi L-NAME terhadap Kadar MDA Ginjal 

Pemberian L-NAME melalui intravena dan kronik dapat meningkatkan 

tekanan perfusi ginjal (Xavier et al., 2000). Peningkatan tekanan perfusi ginjal 

akan meningkatkan produksi ROS vaskuler melalui aktivasi NADPH-oksidase, 

sementara itu Ang II dapat meningkatkan ROS intrarenal karena memicu 

disfungsi mitokondria yang berujung pada aktivasi NADPH-oksidase dan 

pembentukan peroksinitrit (Hamza dan Dyck, 2014). Pemberian L-NAME secara 

sistemik pada tikus akan meningkatkan resistensi vaskuler ginjal. Peningkatan 

resistensi vaskuler ginjal ini tidak tergantung pada peningkatan tekanan darah 

(Sasser, 2015). Peningkatan resistensi vaskuler terjadi akibat hambatan L-NAME 

terhadap NO (Vıte´cek et al., 2012) sehingga memicu vasokonstriksi. 

Peningkatan resistensi vaskuler ginjal akan memicu iskemia jaringan. Iskemia 
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memicu pembentukan radikal bebas yang berlebihan sehingga terjadi kondisi 

stres oksidatif. Radikal bebas dapat mengoksidasi lipid membentuk produk akhir 

yang bernama malondialdehid (Talas et al., 2014).  

Pada penelitian yang dilakukan oleh Talas et al., dosis L-NAME 40 

mg/kgBB i.p yang diberikan selama 15 hari sudah dapat meningkatkan kadar 

MDA secara signifikan pada berbagai organ seperti otak, paru-paru (Talas et al., 

2013), hepar (Talas et al., 2015), testis (Talas, 2014), termasuk jantung dan 

ginjal (Talas et al., 2014). Namun, pada penelitian ini menunjukkan bahwa 

metode induksi L-NAME yang diadaptasi dari penelitian Talas et al., (2014) 

belum dapat meningkatkan kadar MDA ginjal secara signifikan. Namun, pada 

testis, kadar MDA kelompok kontrol positifnya meningkat secara signifikan 

dibanding kelompok kontrol negatif (Aziz et al., 2017). Hal ini diduga akibat 

perbedaan metode pemeriksaan MDA dan perbedaan ketahanan hewan coba 

(tikus wistar) yang digunakan pada penelitian ini dibandingkan dengan penelitian 

acuan. sehingga pada penelitian ini diperlukan dosis induksi L-NAME yang lebih 

besar dari 40 mg/kgBB dan / atau durasi induksi yang lebih lama dari 15 hari. 

Respon individu terhadap stres oksidatif sangat variatif tergantung kemampuan 

adaptasi individu terhadap stres.  

Ginjal merupakan organ yang memiliki mekanisme autoregulasi sebagai 

bentuk adaptasi apabila terdapat perubahan aliran darah sistemik. Mekanisme 

autoregulasi berfungsi untuk mempertahankan agar aliran darah ke ginjal (renal 

blood flow / RBF) dan laju filtrasi glomerulus (GFR) tetap konstan walaupun 

terjadi perubahan pada tekanan perfusi ginjal (renal perfusion pressure / RPP). 

Mekanisme autoregulasi ini akan tetap intak selama RPP berada dalam rentang 

tertentu (80-180 mmHg) (Carlström et al., 2015). Mekanisme ini diregulasi oleh 
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faktor miogenik dan macula densa-tubuloglomerular feedback (MD-TGF) yang 

mempengaruhi tonus vasomotor preglomerular, terutama arteriol aferen. Radikal 

bebas dan NO merupakan modulator mekanisme miogenik dan MD-TGF. 

Gangguan pada autoregulasi sering kali menyebabkan kerusakan ginjal pada 

penyakit ginjal, diabetes, dan hipertensi, namun tidak selalu (Carlström et al., 

2015). NO berperan penting dalam mempengaruhi umpan balik tubuloglomerular. 

nNOS diekspresikan oleh makula densa. NO dilepaskan saat terjadi aktivasi 

umpan balik tubuloglomerular yang berlebihan. Inhibisi sintesis NO oleh L-NAME 

akan meningkatkan respon tubuloglomerular (Burke et al., 2014). Namun, 

penelitian oleh Obst et al. (2003) menyebutkan bahwa pemberian L-NAME 

selama 1 minggu dengan dosis 130 mg/kgBB/hari secara peroral belum dapat 

menurunkan aliran darah ke ginjal dan GFR secara signifikan (Obst et al., 2003), 

yang mengisyaratkan bahwa mekanisme autoregulasi ginjal masih intak. 

Berdasarkan uraian di atas maka dapat diduga bahwa kenaikan perfusi 

ginjal pada penelitian ini masih berada dalam rentang yang bisa dikompensasi 

dengan baik oleh mekanisme autoregulasi ginjal sehingga walaupun kadar NO 

berkurang, aliran darah ginjal tetap konstan dan tidak sampai mengalami 

hipoksia berat dan stres oksidatif yang siginifikan. 

Selain itu, keseimbangan efek angiotensin II terhadap reseptor AT1R dan 

AT2R juga berperan dalam berperan penting dalam menimbulkan stres oksidatif 

di ginjal akibat induksi L-NAME. Stimulasi angiotensin II terhadap reseptor AT1R 

bersifat prooksidan, namun hal ini dikompensasi oleh stimulasi reseptor AT2R 

bersifat anti-oksidan (Chabrashvili et al., 2003). Telah disebutkan sebelumnya 

bahwa stimulasi AT2R dapat meningkatkan kadar NO (Matavelli et al., 2011). 

Sehingga pada penelitian ini dapat diduga bahwa penurunan kadar NO akibat 
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induksi L-NAME masih dapat dikompensasi oleh stimulasi AT2R sehingga tidak 

menimbulkan stres oksidatif yang berlebihan. Oleh karena itu, peningkatan kadar 

MDA sebagai indikator stres oksidatif pada kelompok L-NAME tidak signifikan 

jika dibanding kelompok kontrol.   

Penelitian lain menunjukkan bahwa pemberian L-NAME baru akan 

menyebabkan penurunan aliran darah ke medula ginjal sebesar 30% bila 

diberikan secara kronik. Dalam hal kinerja tubulus, pemberian inhibitor NOS 

intrarenal menyebabkan penurunan transport natrium di tubulus Henle (Hamza 

dan Dyck, 2014). Inhibisi NOS oleh L-NAME (50 mg/kg/hari p.o.) secara kronik 

(12 minggu) dapat menyebabkan kerusakan ginjal yang progresif dan hipertensi 

sistemik. Kerusakan ginjal yang dimaksud berupa proteinuria, peningkatan 

kreatinin serum, glomerulosklerosis, fibrosis interstitial, dan infiltrasi makrofag. 

Aktivasi lokal sistem renin-angiotensin-aldosteron di korteks ginjal merupakan 

proses utama yang menyebabkan infiltrasi makrofag (Ikeda et al., 2009).  

Terdapat berbagai metode untuk menginduksi tikus Wistar dengan L-

NAME agar terjadi stres oksidatif dan peningkatan kadar MDA ginjal. Sebuah 

penelitian menggunakan L-NAME dengan dosis 40 mg/kgBB yang diberikan 

selama 28 hari secara peroral untuk mendapatkan peningkatan kadar MDA ginjal 

secara signifikan (Valentine et al., 2016). Penelitian oleh Abd-Eldayem et al. 

(2016) menggunakan L-NAME dengan dosis 10 mg/kgBB i.p selama 12 minggu 

untuk mendapatkan peningkatan kadar MDA ginjal secara signifikan pada tikus 

Wistar jantan. Sedangkan penelitian lain menyebutkan bahwa peningkatan kadar 

MDA ginjal secara signifikan terjadi pada tikus Wistar yang diinduksi L-NAME 

dengan dosis 60 mg/kgBB secara peroral selama 6 minggu (Khattab et al., 

2004). Absorbsi L-NAME yang diberikan secara intraperitoneal dilakukan oleh 
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vena mesenterika yang selanjutnya menuju ke vena porta. Sehingga 

farmakokinetik L-NAME pada pemberian intraperitoneal sama dengan pemberian 

peroral. Keduanya sama-sama mengalami first-pass effect melalui liver. Selain 

itu, pada pemberian intraperitoneal terdapat kemungkinan obat akan merembes 

melalui diafragma masuk ke duktus limfatikus di thoraks (Turner et al., 2011).  

Jika diamati, penelitian-penelitian tersebut di atas melakukan perlakuan 

minimal 28 hari untuk meningkatkan kadar MDA ginjal secara signifikan. Selain 

itu, setiap sel, termasuk sel ginjal memiliki kemampuan untuk melindungi diri dari 

stres oksidatif dengan mensintesis enzim antioksidan. Suatu penelitian 

menyebutkan bahwa kondisi iskemia ginjal justru meningkatkan kadar enzim-

enzim antioksidan ginjal (Singh et al., 1993). Sehingga diduga, pada akhir 

perlakuan selama 15 hari tersebut, enzim-enzim antioksidan dan efek dari AT2R 

masih bisa mengkompensasi radikal bebas yang terbentuk akibat induksi L-

NAME. Oleh karena itu, kadar MDA pada kelompok L-NAME tidak meningkat 

secara signifikan. Maka dari itu, untuk penelitian selanjutnya perlu diukur juga 

variabel yang mewakili antioksidan kemudian dihitung rasio antara penanda 

antioksidan dengan oksidan.   

 

6.2.2 Pengaruh Pemberian Berbagai Dosis terhadap Kadar MDA GInjal 

Diketahui bahwa ekstrak air daun ceplukan memiliki efek antioksidan 

lebih tinggi dari pada ekstrak air buah ceplukan (Kusumaningtyas et al., 2015). 

Ekstrak daun ceplukan juga mengandung senyawa aktif yang lebih beragam 

dibandingkan buah serta batangnya (Angamuthu, 2014). Prosentase terbesar 

dari berbagai kandungan fitokimia tersebut adalah senyawa flavonoid (Susanti et 

al., 2015). Dua macam flavonoid yang ditemukan dalam Physalis angulata antara 
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lain 5-Methoxy-6,7-methylenedioxyflavone dan 5,6,7-trimethoxyflavone (Ser, 

1988).  

Flavonoid dapat mencegah kerusakan jaringan akibat radikal bebas 

melalui berbagai mekanisme. Pertama, bereaksi dengan molekul radikal bebas 

secara langsung karena flavonoid memiliki gugus hidroksil dengan reaktifitas 

tinggi. Berikut adalah persamaan reaksi kimianya:  

Flavonoid(OH) + R• → flavonoid(O•) + RH 

R adalah radikal bebas dan O• adalah radikal oksigen 

Kedua, menghambat xantin oksidase. Xantin oksidase akan bereaksi dengan 

oksigen membentuk superoksid saat terjadi reoksigenasi. Flavonoid berfungsi 

menghambat proses ini (Nijveldt et al., 2001).  

Penelitian yang dilakukan oleh Permatasari at al., (2010) membuktikan 

bahwa ekstrak daun Physalis angulata yang mengandung bahan aktif fisalin, 

secara in vitro dapat meningkatkan pelepasan NO dari sel endotel. Fisalin 

merupakan golongan secosteroid. Peningkatan pelepasan NO ini diduga terjadi 

melalui efek genomik (peningkatan ekspresi eNOS dan iNOS) dan efek non-

genomik (peningkatan kalsium sitosolik). Penelitian ini juga didukung oleh 

penelitian lain oleh Sulistyowati (2015) yang membuktikan bahwa sasaran aksi 

ekstrak air herba ceplukan (P. angulata L) terstandar fisalin pada jalur sintesis 

NO melalui peningkatan kadar VEGF dan eNOS.  

Pemberian  ekstrak air daun ceplukan pada kondisi stres oksidatif akibat 

disfungsi endotel diharapkan dapat menurunkan kadar MDA ginjal melalui 

peningkatan kadar NO dan scavenger langsung terhadap radikal bebas yang 

terbentuk. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian ekstrak air daun 

ceplukan dengan dosis 500 mg/kgBB pada tikus model disfungsi endotel tidak 
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dapat mencegah peningkatan kadar MDA ginjal secara signifikan (dibandingkan 

dengan kontrol positif). Peningkatan dosis ekstrak air daun Physalis angulata L. 

juga tidak menyebabkan perbedaan yang signifikan pada kadar MDA ginjal 

walaupun tampak pada grafik bahwa kadar MDA ginjal cenderung naik dengan 

peningkatan dosis. Hal ini kemungkinan akibat durasi perlakuan yang kurang 

lama sehingga perbedaan tersebut kurang signifikan, namun polanya sudah 

nampak, yakni menurun pada dosis 500 mg/kgBB dan justru akan meningkat 

pada dosis 1500 mg/kgBB dan 2500 mg/kgBB. Sehingga dapat diduga dosis 

optimal yang memberikan efek antioksidan adalah 500 mg/kgBB, sedangkan 

dosis 1500 mg/kgBB kemungkinan sudah termasuk dosis toksik. Namun untuk 

sampai pada kesimpulan ini perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan durasi 

perlakuan yang lebih lama. 

Pola peningkatan kadar MDA dengan peningkatan pemberian dosis 

ekstrak Physalis ini diduga disebabkan oleh hal-hal berikut: 

a. Efek peningkatan kadar NO yang berlebihan justru menimbulkan kerusakan 

sel akibat stres oksidatif. Walaupun NO berperan penting dalam memelihara 

vasodilatasi, kadar NO yang terlalu tinggi (terutama yang dihasilkan oleh 

iNOS makrofag) dapat menyebabkan kerusakan oksidatif. NO akan bereaksi 

dengan radikal bebas membentuk peroksinitrit yang sangat destruktif 

(Nijveldt et al., 2001; Kumar et al., 2013). Peningkatan MDA yang terjadi 

pada dosis ekstrak air daun Physalis angulata 1500 mg/kgBB dan 2500 

mg/kgBB diduga akibat peningkatan kadar NO yang berlebihan sehingga 

menyebabkan kerusakan oksidatif pada dosis tersebut. 

b. Literatur menyebutkan bahwa antioksidan eksogen dapat berperan sebagai 

pedang bermata dua, yaitu bersifat antioksidan pada dosis rendah, dan akan 
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berubah menjadi prooksidan pada dosis tinggi. Vitamin C pada dosis rendah 

(30 dan 100mg/kg BB) akan bersifat antioksidan, sedangkan pada dosis 

tinggi (1000 mg/kg BB) bersifat sebagai prooksidan (Rahal et al., 2014). 

Golongan flavonoid (quercetin dan fisetin) pada dosis rendah (10-25 µM) 

bersifat antioksidan dengan cara melindungi sel H4IIE tikus dari kerusakan 

DNA dan apoptosis akibat H2O2, sedangkan pada konsentrasi tinggi (50-

250 µM) bersifat sitotoksik (Bouayed dan Bohn, 2010). Peningkatan MDA 

yang terjadi pada dosis ekstrak air daun Physalis angulata 1500 mg/kgBB 

dan 2500 mg/kgBB diduga akibat komponen flavonoid berubah sifatnya 

menjadi prooksidan pada dosis tersebut. 

c. Berdasarkan literatur juga disebutkan bahwa terdapat kandungan sianida 

pada daun Physalis angulata (Nnamani et al., 2010). Telah diketahui bahwa 

sianida dapat menyebabkan stres oksidatif yang dapat mengaktivasi NFkB 

pada sel neuron (Shou et al., 2000) sehingga menyebabkan kematian sel 

(Prabhakaran et al., 2002). Peningkatan MDA yang terjadi pada dosis 

ekstrak air daun Physalis angulata 1500 mg/kgBB dan 2500 mg/kgBB diduga 

akibat efek komponen sianida yang lebih dominan pada dosis tersebut 

dibandingkan efek antioksidannya. 

 

6.3 Ekspresi p65 NFkB 

6.3.1 Induksi L-NAME dan Ekspresi p65 NFkB 

Mekanisme endotel untuk melindungi dirinya sendiri adalah dengan cara 

melepaskan NO (Perrault et al., 2003). Salah satu fungsi NO dalam memproteksi 

endotel adalah melalui efek antiinflamasi (Melo et al., 2004). Inflamasi 

merupakan proses yang mendasari semua mekanisme penyakit, termasuk 
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penyakit ginjal akibat disfungsi endotel (Libby, 2007). Pada inflamasi terjadi 

aktivasi leukosit yang akan mengeluarkan sitokin proinflamasi (Kumar et al., 

2013). Faktor-faktor transkripsi, salah satunya adalah nuclear factor-kappaB (NF-

κB) berperan penting dalam ekspresi mediator proinflamasi tersebut (Chyng et 

al., 2011). Pechanova et al. (2010) menyebutkan bahwa peningkatan aktivitas 

NFkB akan meningkatkan ekspresi eNOS sebagai respon terhadap penurunan 

NO dan peningkatan tekanan darah akibat pemberian L-NAME 40 mg/kg/hari 

selama 7 minggu. 

Pada penelitian ini, pemberian L-NAME sebagai inhibitor sintesis NO 

dimaksudkan agar terjadi kondisi proinflamasi yang diduga melalui peningkatan 

ekspresi p65 NFkB. Digunakan p65 karena p65 terlibat dalam aktivasi NFkB jalur 

klasik. Aktivasi NFkB melalui jalur klasik ini salah satunya dipicu oleh TNFα, IL1, 

dan IL6, yang sering terjadi saat stres oksidatif seperti pada kondisi penurunan 

NO (akibat inhibisi oleh L-NAME) (Ruiz-Ortega et al., 2002). NFkB juga dapat 

teraktivasi oleh shear stress pada kondisi hipertensi (Grumbach et al., 2005). 

Peningkatan aktivasi NFkB p65 paralel dengan peningkatan ekspresi p65 (Liu et 

al., 2015). 

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa induksi L-NAME sebesar 40 

mg/kgBB i.p selama 15 hari dapat meningkatkan ekspresi NFkB p65 namun 

peningkatan ini tidak signifikan. Hal tersebut dapat disebabkan oleh berbagai hal, 

antara lain sebagai berikut:  

Pertama, diduga bahwa durasi perlakuan pada penelitian ini kurang lama 

jika dibandingkan dengan penelitian lain oleh Pechanova et al. (2010) yang 

melakukan pemberian L-NAME 40 mg/kgBB/hari selama 7 minggu sehingga 

terjadi peningkatan ekspresi NFkB p65 di ginjal, jantung, dan aorta tikus wistar. 
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Proteinuri dan perubahan histologi ginjal akan terjadi setelah pemberian L-NAME 

selama 8 minggu dengan dosis 1 g/L (Tsuchiya et al., 2010). Pemberian L-NAME 

secara intraperitoneal dengan dosis 10 mg/kgBB akan menyebabkan kerusakan 

ginjal bila diberikan selama 8 minggu (Peeri et al., 2010). Kerusakan ginjal 

tersebut ditandai oleh peningkatan MDA (Peeri et al., 2010; Moosavi et al., 2015) 

dan peningkatan mediator inflamasi seperti IL-6 dan TNF-α (Moosavi et al., 

2015). Gonzalez et al. (2000) menunjukkan bahwa diperlukan dosis L-NAME 

sebesar 50 mg/kg/ml air minum yang diberikan selama 8 minggu untuk dapat 

meningkatkan ekspresi NFkB p65 secara signifikan pada aorta tikus wistar 

jantan. Untuk meningkatkan ekspresi NFkB di jantung tikus wistar, diperlukan 

dosis L-NAME sebesar 40 mg/kgBB/hari yang diberikan selama 7 minggu 

(Vrankova et al., 2010). Jika melihat penelitian-penelitian tersebut, sebagian 

besar durasi induksi L-NAME adalah selama 7-8 minggu baru menyebabkan 

kerusakan ginjal yang signifikan. Sehingga dapat diduga bahwa induksi L-NAME 

yang dilakukan kurang dari waktu tersebut belum dapat merusak ginjal secara 

signifikan karena ginjal masih dapat mengkompensasi melalui mekanisme yang 

akan dijelaskan kemudian. 

Kedua, bahwa fungsi ginjal tidak hanya dipengaruhi oleh NO. Ginjal 

merupakan organ yang fungsinya juga dipengaruhi oleh angiotensin II (Peluso et 

al., 2017). Angiotensin II merupakan efektor utama dari sistem renin-angiotensin 

(Chow dan Allen, 2016). Inflamasi dan aliran darah ginjal juga dipengaruhi oleh 

angiotensin II. Angiotensin II bekerja melalui dua reseptor utama, yaitu reseptor 

Angiotensin-II tipe 1 (AT1R) dan tipe 2 (AT2R) (Sohn et al., 2000). Diketahui 

bahwa L-NAME dapat meningkatkan sensitifitas reseptor Angiotensin II Tipe 1 

(AT1R) (Figueroa-Guillén et al., 2009). AT1R memperantarai efek pro-inflamasi, 
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prooksidan, dan aterosklerosis (Sohn et al., 2000). Sementara itu, AT2R memiliki 

efek fisiologis yang berperan sebagai penyeimbang efek dari AT1R. AT2R 

memicu internalisasi transporter Na-H dan Na/K di tubulus proksimal ginjal 

sehingga menurunkan reabsorbsi ion dan air serta meningkatkan 

natriuresis/diuresis (Chow dan Allen, 2016; Matavelli et al., 2011). AT2R di ginjal 

dapat ditemukan di pembuluh darah, glomerulus, dan tubulus (Matavelli et al., 

2011). Stimulasi AT2R akan menurunkan respon inflamasi, melalui inhibisi 

terhadap JAK/STAT, inhibisi NFkB, dan inhibisi sintesis COX2 (Kaschina et al., 

2017). AT2R dapat meningkatkan kadar NO kemungkinan melalui stimulasi 

langsung terhadap NOS dan melalui jalur bradikinin (Abadir et al., 2011). 

Stimulasi AT2R juga berperan dalam peningkatan cGMP pada hipertensi 

renovaskuler (Matavelli et al., 2011). Sehingga dapat diduga bahwa efek 

antiinflamasi angiotensin II melalui reseptor AT2R berperan sebagai regulator 

negatif terhadap ekspresi NFkB p65 agar tidak teraktivasi secara berlebihan. 

Ketiga, peran NFkB sebagai faktor transkripsi (bukan produk akhir dari 

suatu signal transduksi) menyebabkan NFkB diregulasi ketat oleh tubuh. 

Berbagai protein ditemukan berfungsi sebagai regulator negatif dari aktivasi 

NFkB (Tabel 2.5). Aktivasi NFkB di sel ginjal memiliki regulator umpan balik 

negatif, salah satunya adalah nefrin. Nefrin merupakan anggota imunoglobulin 

yang terletak di lubang diafragma podosit glomerulus. Sesuai dengan letaknya, 

nefrin berfungsi sebgai regulator umpan balik negatif dari aktivasi NFkB di sel 

podosit. Mekanisme nefrin dalam menghambat aktivasi NFkB belum sepenuhnya 

dimengerti. Hal ini kemungkinan disebabkan oleh inhibisi PKC. Aktivasi NFkB 

yang tidak terkontrol pada podosit ginjal berkontribusi pada kerusakan ginjal 

(Hussain et al., 2009). Protein regulator NFkB menyebabkan bentuk kurva 
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ekspresi NFkB terhadap waktu meningkat di waktu awal stimulasi, lalu menurun 

setelah terdapat inhibisi dari protein-protein regulator. Jika stimulasi bersifat 

kronik, maka grafik aktivasi NFkB terhadap waktu akan membentuk gelombang 

yang berosilasi dan memiliki puncak tidak setinggi stimulus akut (Gambar 2.28) 

(Renner dan Schmitz, 2009). Oleh karena itu, peningkatan ekspresi NFkB yang 

tidak signifikan pada kelompok kontrol positif diduga dipengaruhi oleh waktu 

pemeriksaan sampel yang tidak tepat pada puncak aktivitas NFkB. Sedangkan 

pemberian L-NAME yang dilakukan secara subakut menyebabkan peningkatan 

aktivitas NFkB tidak setinggi induksi L-NAME secara akut. 

 

 

6.3.2 Pengaruh Pemberian Berbagai Dosis Ekstrak Air Daun Ceplukan 

(Physalis angulata) terhadap Ekspresi p65 NFkB 

Penurunan NO pada disfungsi endotel dapat menggeser homeostasis 

vaskuler ke arah proinflamasi. Dari penelitian yang dilakukan oleh Lestari et al. 

(2016) disebutkan bahwa daun ceplukan memiliki efek antiinflamasi melalui 

inhibisi terhadap TNF-α. Diketahui bahwa TNF-α dapat memicu aktivasi NFkB 

jalur klasik sehingga terjadi respon inflamasi. Hal ini diperkuat oleh penelitian 

Grumbach et al. (2005) bahwa NO dapat menghambat aktivasi NFkB secara in 

vitro. Peningkatan aktivasi NFkB salah satunya akan termanifestasi sebagai 

peningkatan ekspresi p65 yang merupakan salah satu protein penyusun komplek 

NFkB (Giani et al., 2011). 

Pada penelitian ini, pemberian  ekstrak air daun ceplukan yang dilakukan 

bersamaan dengan induksi L-NAME diharapkan dapat mencegah penurunan 

kadar NO sehingga mencegah inflamasi yang diduga melalui penurunan ekspresi 
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NFkB. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian ekstrak air daun 

ceplukan dengan dosis 500 mg/ kgBB dan dosis 2500 mg/kgBB pada tikus 

Wistar jantan model disfungsi endotel dapat menurunkan ekspresi NFkB, namun 

tidak signifikan. Hasil yang tidak signifikan ini dapat dikarenakan butuh waktu 

induksi yang lebih lama. Penelitian oleh Gonzalez et al., (2000) menyebutkan 

bahwa dibutuhkan waktu 8 minggu untuk meningkatkan ekspresi NFkB p65 aorta 

pada tikus Wistar jantan dengan induksi L-NAME sebesar 50 mg/kgBB peroral.  

Fakta menarik yang ditemukan dalam penelitian ini adalah bahwa induksi 

L-NAME 40 mg/kgBB selama 15 hari tidak meningkatkan ekspresi NFkB di 

glomerulus ginjal. Hal ini mengisyaratkan peran autoregulasi arteriol aferen-

aferen ginjal masih tetap intak untuk melindungi glomerulus dari ischemia dan 

inflamasi. 

 

6.4 Pengaruh Ekstrak Air Daun Physalis angulata Dosis 2500 mg/kgBB 

terhadap Ketiga Variabel 

Dari hasil penelitian tampak bahwa pada dosis ekstrak 2500 mg/kgBB 

(dosis 3) justru terjadi penurunan jumlah vaskuler ginjal yang signifikan terhadap 

dosis 500 mg/kgBB (dosis 1), sehingga jumlah vaskuler ginjal pada dosis 3 tidak 

berbeda dengan kelompok kontrol positif (L-NAME). Penurunan jumlah vaskuler 

ini kemungkinan disebabkan oleh terjadinya peningkatan kadar NO yang 

berlebihan pada dosis 2500 mg/kgBB. Kadar NO yang berlebihan dapat memicu 

stres oksidatif sebagaimana yang dipaparkan dalam subbab 6.2. Stres oksidatif 

ini akan memicu kerusakan sel, sehingga sel tersebut tidak mampu mensintesis 

VEGF sebagai sitokin pemicu vaskularisasi (Chade, 2013). Kadar NO eksogen 

yang berlebihan juga bersifat proapoptosis (Stefanec, 2000), sehingga diduga 

bahwa peningkatan dosis ekstrak justru menyebabkan endotel mengalami 
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apoptosis. Hasil ini juga didukung oleh adanya kecenderungan peningkatan 

kadar MDA pada dosis 3 (walaupun tidak signifikan).  

Pada dosis ekstrak ceplukan 2500 mg/kgBB juga terjadi peningkatan 

ekspresi p65 NFkB yang signifikan bila dibandingkan kontrol positif. Hasil ini 

menunjukkan bahwa proses inflamasi akan semakin meningkat pada dosis 

ekstrak 2500 mg/kgBB. Pola ekspresi NFkB p65 yang meningkat seiring 

meningkatnya dosis ekstrak air daun ceplukan menunjukkan adanya proses 

inflamasi yang semakin hebat. Sementara itu, kadar MDA ginjal juga meningkat 

pada dosis ekstrak 2500 mg/kgBB. Peningkatan ekspresi NFkB ginjal ini secara 

teoritis dapat berhubungan dengan peningkatan kadar MDA ginjal. Berdasarkan 

kajian teoritis, stres oksidatif yang ditandai oleh peningkatan kadar MDA dapat 

memicu ekspresi NFkB (Sesti et al., 2012). Stres oksidatif ini sesuai dengan 

penjelasan pada subbab 6.2 diduga akibat peningkatan kadar NO yang 

berlebihan pada dosis ekstrak 2500 mg/kgBB sehingga justru menimbulkan stres 

oksidatif (Nijveldt et al., 2001; Kumar et al., 2013). Selain itu, efek sianida yang 

bersifat sitotoksik pada daun Physalis angulata (Nnamani et al., 2010) diduga 

menjadi lebih prominen pada dosis 2500 mg/kgBB. Efek ini kemungkinan dapat 

menyebabkan apoptosis sel pembuluh darah sehingga menurunkan jumlah 

vaskuler pada dosis tersebut.  

 

6.5 Pengaruh Langsung dan Tidak Langsung Kadar MDA dan NFkB 

terhadap Jumlah Vaskuler Ginjal 

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa peningkatan radikal bebas (yang 

ditandai dengan peningkatan kadar MDA) secara langsung maupun tak langsung 

(melalui peningkatan inflamasi yang diukur dari peningkatan ekspresi p65 NFkB) 

akan menurunkan jumlah vaskuler. Namun hal ini tidak signifikan. Sehingga 
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diduga ada keterlibatan pathway lain selain stres oksidatif dan inflamasi yang 

juga berperan pada kerusakan mikrovaskuler ginjal (Zhu dan Lerman, 2017). 

Sinyal transduksi di dalam sistem biologi tidak berjalan sendiri secara linier, 

namun seringkali tumpang tindih, berjalan secara simultan, kompleks, saling 

mengaktivasi ataupun saling menginhibisi terhadap sinyal transduksi yang lain 

(Gilbert, 2000). Pathway lain yang kemungkinan ikut terlibat dalam hilangnya 

struktur mikrovaskuler ginjal adalah fibrosis dan apoptosis sel endotel (Zhu dan 

Lerman, 2017). Namun demikian, hilangnya struktur vaskuler ginjal yang melalui 

proses fibrosis akan mengalami fase inflamasi yang melibatkan NFkB terlebih 

dahulu (Liu, 2011).  

Lain halnya dengan apoptosis. Apoptosis dapat terjadi tanpa melalui 

inflamasi (Elmore, 2011). Berbagai senyawa dan kondisi dapat menyebabkan 

kondisi proapoptosis dan antiapoptosis. Inhibisi NOS oleh L-NAME dan hipoksia 

dapat menjadi penyebab apoptosis sel endotel ginjal tikus pada penelitian ini. Hal 

yang menarik dari tabel tersebut adalah kenyataan bahwa NO dapat menjadi 

senyawa proapoptosis dan antiapoptosis tergantung sumber (eksogen atau 

endogen) dan kadarnya.  NO endogen dan NO eksogen dengan konsentrasi 

rendah dapat mencegah apoptosis sel endotel (Stefanec, 2000) dengan 

menghambat caspase melalui S-nitrosilasi residu sistein (Dimmerler dan Zeiher, 

2000). Apoptosis sel endotel akibat penurunan NO oleh L-NAME ini dapat terjadi 

akibat penurunan VEGF (Abe et al., 2013; Dulak et al., 2000). Mekanisme 

hilangnya struktur vaskuler ginjal yang terjadi melalui apoptosis tidak melibatkan 

inflamasi atau ekspresi NFkB p65. Sehingga pada penelitian selanjutnya perlu 

diamati tentang kadar VEGF dan jumlah apoptosis sel endotel.  
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BAB 7  

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

7.1 Kesimpulan 

Berdasarkan kajian teoritis dan statistik, maka: 

1. Hipotesis bahwa pemberian ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata L.) 

pada tikus wistar jantan model disfungsi endotel yang diinduksi L-NAME 

dapat mencegah penurunan jumlah vaskuler ginjal adalah terbukti. Akan 

tetapi bahwa pencegahan penurunan jumlah vaskuler ginjal tersebut melalui 

penurunan stres oksidatif dan inflamasi adalah tidak terbukti.  

2. Pemberian ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata L) dosis 2500 

mg/kgBB pada tikus wistar jantan model disfungsi endotel yang diinduksi L-

NAME tidak dapat mencegah peningkatan kadar MDA dan ekspresi NFkB 

pada ginjal. 

3. Pada tikus wistar jantan model disfungsi endotel yang diinduksi L-NAME, ada 

hubungan antara peningkatan pemberian dosis ekstrak air daun ceplukan 

(Physalis angulata L.) dengan penurunan jumlah vaskuler ginjal dan 

peningkatan ekspresi NFkB namun tidak ada hubungan antara peningkatan 

pemberian dosis ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata L.) dengan 

kadar MDA ginjal.  

4. Ada hubungan antara peningkatan kadar MDA dengan penurunan jumlah 

vaskuler ginjal pada tikus wistar jantan model disfungsi endotel yang 

diinduksi L-NAME dan diberi ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata 

L.). 
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5. Ada hubungan antara peningkatan ekspresi NFkB dengan penurunan jumlah 

vaskuler ginjal pada tikus wistar jantan model disfungsi endotel yang 

diinduksi L-NAME dan diberi ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata L.) 

6. Ada hubungan antara peningkatan kadar MDA dengan peningkatan ekspresi 

NFkB ginjal pada tikus wistar jantan model disfungsi endotel yang diinduksi L-

NAME dan diberi ekstrak air daun ceplukan (Physalis angulata L.). 

7. Penurunan jumlah vaskuler ginjal pada tikus Wistar jantan akibat induksi L-

NAME kemungkinan terjadi melalui mekanisme lain selain stres oksidatif dan 

inflamasi, yaitu melalui penurunan NO yang diikuti penurunan VEGF atau 

apoptosis sel endotel.  

 

7.2 Saran 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka saran peneliti untuk 

penelitian berikutnya adalah: 

1. Dilakukan pengembangan metode penelitian untuk mendapatkan model 

tikus Wistar dengan disfungsi endotel di ginjal.  

2. Digunakan lead compound dari berbagai kandungan yang ada pada ekstrak 

air daun ceplukan (Physalis angulata L.) kemudian diujikan dengan sampel 

dan metode yang sama dengan penelitian ini sehingga bisa diketahui 

senyawa apa yang paling berpengaruh pada penelitian. 

3. Dilakukan pengembangan pengembangan penelitian terhadap variabel lain 

yang belum diteliti. 
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Lampiran 5. Uji Normalitas Jumlah Vaskuler  

Tests of Normality 

 

Kontrol 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

 
Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Jumlah kontrol negatif .368 5 .026 .799 5 .079 

kontrol positif .218 5 .200* .902 5 .423 

Dosis 500 .222 5 .200* .908 5 .454 

Dosis 1500 .211 5 .200* .950 5 .734 

Dosis 2500 .295 5 .177 .905 5 .437 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

 
Lampiran 6. Uji Homogenitas Jumlah Vaskuler 

 

a. Homogenitas kontrol positif dan negatif 

Test of Homogeneity of Variances 

Jumlah   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

.272 1 8 .616 

 

b. Homogenitas kelompok perlakuan 

Test of Homogeneity of Variances 

Jumlah Vaskuler   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

.550 3 16 .656 

 

 

Lampiran 7. Uji t-tidak berpasangan kelompok kontrol positif dan negatif 

 

 

 



175 
 

Lampiran 8. Hasil uji ANOVA kelompok perlakuan 

ANOVA 

Jumlah Vaskuler   

 
Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 224.546 3 74.849 10.316 .001 

Within Groups 116.092 16 7.256 
  

Total 340.638 19 
   

 

 
Lampiran 9. Uji post Hoc Bonferroni Kelompok Perlakuan 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   Jumlah Vaskuler   

Bonferroni   

(I) Dosis (J) Dosis 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

Dosis 0 Dosis 500 -8.82000* 1.70361 .001 -13.9450 -3.6950 

Dosis 1500 -6.44000* 1.70361 .010 -11.5650 -1.3150 

Dosis 2500 -3.00000 1.70361 .584 -8.1250 2.1250 

Dosis 500 Dosis 0 8.82000* 1.70361 .001 3.6950 13.9450 

Dosis 1500 2.38000 1.70361 1.000 -2.7450 7.5050 

Dosis 2500 5.82000* 1.70361 .021 .6950 10.9450 

Dosis 1500 Dosis 0 6.44000* 1.70361 .010 1.3150 11.5650 

Dosis 500 -2.38000 1.70361 1.000 -7.5050 2.7450 

Dosis 2500 3.44000 1.70361 .363 -1.6850 8.5650 

Dosis 2500 Dosis 0 3.00000 1.70361 .584 -2.1250 8.1250 

Dosis 500 -5.82000* 1.70361 .021 -10.9450 -.6950 

Dosis 1500 -3.44000 1.70361 .363 -8.5650 1.6850 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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Lampiran 10. Uji linearitas Jumlah Vaskuler terhadap Dosis Ekstrak 

ANOVA Table 

 

Sum of 

Squares df 

Mean 

Square F Sig. 

Jumlah Vaskuler * Dosis Between 

Groups 

(Combined) 85.617 2 42.809 6.663 .011 

Linearity 84.681 1 84.681 13.180 .003 

Deviation from 

Linearity 
.936 1 .936 .146 

.709 

Within Groups 77.100 12 6.425   

Total 162.717 14    

 

 

 
Lampiran 11. Uji Korelasi Pearson Jumlah Vaskuler 

Correlations 

 Dosis 

Jumlah 

Vaskuler 

Dosis Pearson Correlation 1 -.721** 

Sig. (2-tailed)  .002 

N 15 15 

Jumlah Vaskuler Pearson Correlation -.721** 1 

Sig. (2-tailed) .002  

N 15 15 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 

 

 

 
Lampiran 12. Uji Regresi Jumlah Vaskuler 

a. Uji heteroskedastisitas 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 1.091 .850  1.283 .222 

Dosis .000 .000 .225 .834 .419 

a. Dependent Variable: RES2 
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b. Uji Regresi 

 

Model Summary 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of the 

Estimate 

1 .721a .520 .484 2.4501 

a. Predictors: (Constant), Ekstrak (X) 

 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 18.067 1.674  10.794 .000 

Ekstrak (X) -2.910 .775 -.721 -3.756 .002 

a. Dependent Variable: Jumlah vaskuler (Z) 
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Lampiran 13. Kurva Standard MDA 

 

Kadar Absorbansi 

0.001 0.024 

0.01 0.02 

0.1 0.048 

0.5 0.167 

1 0.377 

5 1.538 

 

 

 

Lampiran 14. Hasil Uji Normalitas MDA 

Tests of Normality 

 

Kelompok 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

 
Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Kadar MDA Kontrol negatif .248 5 .200* .908 5 .454 

Kontrol positif .132 5 .200* .993 5 .990 

Dosis 500 .184 5 .200* .983 5 .950 

Dosis 1500 .294 5 .183 .852 5 .202 

Dosis 2500 .301 5 .157 .840 5 .164 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 
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Lampiran 15. Uji Homogenitas MDA 

a. Uji homogenitas Kadar MDA Kelompok Kontrol (sebelum 

ditransformasi) 

Test of Homogeneity of Variances 

MDA kontrol   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

23.996 1 8 .001 

 

b. Uji homogenitas Kadar MDA Kelompok Kontrol (setelah ditransformasi) 

Test of Homogeneity of Variances 

TransKontrolMDA   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

21.675 1 8 .002 

 
c. Uji homogenitas Kadar MDA Kelompok Perlakuan (sebelum 

ditransformasi) 

Test of Homogeneity of Variances 

MDA perlakuan   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

4.523 3 16 .018 

 

d. Uji homogenitas Kadar MDA Kelompok Perlakuan (setelah 

ditransformasi) 

Test of Homogeneity of Variances 

TransMDAperlakuan   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

4.130 3 16 .024 

 

 
Lampiran 16. Uji uji t-tidak berpasangan Kadar MDA Kelompok Kontrol 
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Lampiran 17. Uji ANOVA Welch Kelompok Perlakuan 

Robust Tests of Equality of Means 

MDA perlakuan   

 Statistica df1 df2 Sig. 

Welch 1.203 3 7.089 .376 

a. Asymptotically F distributed. 

 
Lampiran 18. Uji Linearitas MDA terhadap Dosis Ekstrak 

ANOVA Table 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

MDA * 

Dosis 

Between 

Groups 

(Combined) .077 2 .038 1.911 .190 

Linearity .076 1 .076 3.813 .075 

Deviation from 

Linearity 
.000 1 .000 .008 

.929 

Within Groups .241 12 .020   

Total .317 14    

 

 
Lampiran 19. Uji Korelasi Pearson Dosis Ekstrak Physalis dan Kadar MDA 

Correlations 

 Dosis MDA 

Dosis Pearson Correlation 1 .491 

Sig. (2-tailed)  .063 

N 15 15 

MDA Pearson Correlation .491 1 

Sig. (2-tailed) .063  

N 15 15 

 
Lampiran 20. Uji Regresi Kadar MDA dan Dosis 

a. Uji Heteroskedastisitas 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 
Standardized 
Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) .077 .039  1.972 .070 

Dosis .018 .018 .268 1.003 .334 

a. Dependent Variable: RES_2 
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b. Uji Regresi MDA 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 
Standardized 
Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) .236 .093  2.540 .025 

Dosis .087 .043 .491 2.032 .063 

a. Dependent Variable: MDA 

Measures of Association 

 R R Squared Eta Eta Squared 

MDA * Dosis .491 .241 .491 .242 

 
Lampiran 21. Uji Linearitas Kadar MDA dan Jumlah Vaskuler 

 

Model Summary and Parameter Estimates 

Dependent Variable:   Vaskuler   

Equation 

Model Summary Parameter Estimates 

R Square F df1 df2 Sig. Constant b1 

Linear .352 7.054 1 13 .020 17.768 -13.428 

The independent variable is MDA. 
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Lampiran 22. Uji Korelasi Kadar MDA dan Jumlah Vaskuler 

Correlations 

 MDA NFkB 

MDA Pearson Correlation 1 .575* 

Sig. (2-tailed)  .025 

N 15 15 

NFkB Pearson Correlation .575* 1 

Sig. (2-tailed) .025  

N 15 15 

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed). 

 
Lampiran 23. Uji Regresi Kadar MDA dan Jumlah Vaskuler 

a. Uji Heteroskedastisitas 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 
Standardized 
Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 1.816 1.489  1.219 .244 

MDA .339 3.414 .028 .099 .922 

a. Dependent Variable: RES2 

 

b. Uji Regresi 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 
Standardized 
Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 17.768 2.205  8.058 .000 

MDA -13.428 5.056 -.593 -2.656 .020 

a. Dependent Variable: Vaskuler 

 

Model Summary 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of the 

Estimate 

1 .593a .352 .302 2.84850 

a. Predictors: (Constant), MDA 
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Lampiran 24. Uji Normalitas Ekspresi p65 NFkB 

Tests of Normality 

 Semua 

kelompok 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Jumlah Kontrol negatif .146 5 .200* .992 5 .985 

Kontrol positif .221 5 .200* .910 5 .466 

Dosis 500 .221 5 .200* .902 5 .421 

Dosis 1500 .191 5 .200* .958 5 .794 

Dosis 2500 .302 5 .152 .879 5 .305 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

Lampiran 25. Uji Varians / homogenitas Ekspresi p65 NFkB 
a. Uji Homogenitas Kelompok Kontrol Ekspresi p65 NFkB (sebelum ditransformasi) 

Test of Homogeneity of Variances 

Jumlah Sel   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

8.926 1 8 .017 

 

b. Uji Homogenitas Kelompok Kontrol Ekspresi p65 NFkB (setelah ditransformasi) 
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Test of Homogeneity of Variances 

Tkontrol   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

8.276 1 8 .021 

 
c. Uji Homogenitas Kelompok Perlakuan Ekspresi p65 NFkB (sebelum 

ditransformasi) 

 
d. Uji Homogenitas Kelompok Perlakuan Ekspresi p65 NFkB (setelah 

ditransformasi) 

 

 
Lampiran 26. Uji t-tidak berpasangan antara kelompok kontrol positif dan negatif 

 
 

Lampiran 27. Uji One-way ANOVA Kelompok Perlakuan Ekspresi p65 NFkB 
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Lampiran 28. Uji PostHoc Kelompok Perlakuan 

 

 
Lampiran 29. Uji Linearitas Ekspresi NFkB p65 dan Dosis 

ANOVA Table 

 

Sum of 

Squares df 

Mean 

Square F Sig. 

Jumlah 

Sel * 

Dosis 

Between 

Groups 

(Combined) 437.652 2 218.826 14.897 .001 

Linearity 400.689 1 400.689 27.278 .000 

Deviation from 

Linearity 
36.963 1 36.963 2.516 

.139 

Within Groups 176.272 12 14.689   

Total 613.924 14    

 

 
Lampiran 30. Uji Korelasi Pearson Ekspresi NFkB p65 

Correlations 

 Dosis Jumlah Sel 

Dosis Pearson Correlation 1 .808** 

Sig. (2-tailed)  .000 

N 15 15 

Jumlah Sel Pearson Correlation .808** 1 

Sig. (2-tailed) .000  

N 15 15 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 

 



186 
 

Lampiran 31. Uji Regresi Ekspresi NFkB p65 

a. Uji Heteroskedisitas 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 1.608 1.213  1.325 .208 

Dosis .001 .001 .349 1.343 .202 

a. Dependent Variable: RES_2 

 

b. Uji Regresi 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 16.125 2.187  7.372 .000 

Dosis .006 .001 .808 4.942 .000 

a. Dependent Variable: Jumlah Sel 

 

Model Summary 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of the 

Estimate 

1 .808a .653 .626 4.0500 

a. Predictors: (Constant), Dosis 
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Lampiran 32. Uji Linearitas Ekspresi NFkB dan Jumlah Vaskuler 

Model Summary and Parameter Estimates 

Dependent Variable:   Vaskuler   

Equation 

Model Summary Parameter Estimates 

R Square F df1 df2 Sig. Constant b1 

Linear .595 19.089 1 13 .001 22.420 -.397 

The independent variable is NFkB. 

 

Lampiran 33. Uji Korelasi Ekspresi NFkB dan Jumlah Vaskuler 

Correlations 

 Vaskuler NFkB 

Vaskuler Pearson Correlation 1 -.771** 

Sig. (2-tailed)  .001 

N 15 15 

NFkB Pearson Correlation -.771** 1 

Sig. (2-tailed) .001  

N 15 15 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 
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Lampiran 34. Uji Regresi Ekspresi NFkB dan Jumlah Vaskuler 
a. Uji heteroskedastisitas 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 1.593 1.105  1.441 .173 

NFkB .010 .042 .069 .249 .807 

a. Dependent Variable: RES2 

 

b. Uji Regresi 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 22.420 2.400  9.342 .000 

NFkB -.397 .091 -.771 -4.369 .001 

a. Dependent Variable: Vaskuler 

 

 

Model Summary 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of the 

Estimate 

1 .771a .595 .564 2.25185 

a. Predictors: (Constant), NFkB 
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Lampiran 35. Uji Linearitas MDA dan Ekspresi NFkB  

Model Summary and Parameter Estimates 

Dependent Variable:   NFkB   

Equation 

Model Summary Parameter Estimates 

R Square F df1 df2 Sig. Constant b1 

Linear .330 6.417 1 13 .025 15.225 25.282 

The independent variable is MDA. 

 
Lampiran 36. Uji Korelasi MDA dan Ekspresi NFkB  

Correlations 

 MDA NFkB 

MDA Pearson Correlation 1 .575* 

Sig. (2-tailed)  .025 

N 15 15 

NFkB Pearson Correlation .575* 1 

Sig. (2-tailed) .025  

N 15 15 

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed). 
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Lampiran 37. Uji Regresi MDA dan Ekspresi NFkB  
a. Uji heteroskedastisitas 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) -4.737E-16 4.353  .000 1.000 

MDA .000 9.980 .000 .000 1.000 

a. Dependent Variable: Unstandardized Residual 

 

b. Uji regresi 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 15.225 4.353  3.497 .004 

MDA 25.282 9.980 .575 2.533 .025 

Dependent Variable: NFkB 
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Lampiran 38. Analisis Jalur 

 

a. Reliabilitas dan Validitas 

 

 

b. Multikolinearitas 

 

 

c. Pengaruh direk 
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d. Pengaruh indirek total 

 

e. Pengaruh masing-masing jalur 

 

 

f. Pengaruh total 
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Lampiran 39. Dokumentasi Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

39a. Terminasi Hewan Coba 39b. Ginjal Tikus Wistar 

39c. Sentrifugasi Organ Ginjal 39d. Gradasi warna post TBARS assay 
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39e. Larutan Untuk Rehidrasi Bertingkat saat Proses Pewarnaan HE dan IHK 

39d. Water-bath 


