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ABSTRAK

Nama : Sophie Yolanda
Program Studi : Ilmu Biomedik
Judul : Pengaruh ekstrak air akar Acalypha indica Linn (akar kucing) terhadap

neurogenesis pada kultur jaringan hipokampus tikus pasea hipoksia

Latar Belakang: Indonesia merupakan negara dengan jumlah penderita stroke terbesar di
Asia. Terapi utama untuk stroke iskemik adalah pemberian trombolitik, namun jendela
terapeutiknya hanya 3 jam, dan terapi ini juga memiliki risiko transformasi hemoragik,
sehingga hanya 2% penderita stroke di Amerika yang mendapatkan terapi ini. Terapi
neurorestoratif akan meningkatkan perkembangan sel-sel saraf baru (neurogenesis) pada
jaringan otak iskemik pasca stroke. Salah satu pendekatan terapi neurorestoratif yang aman
adalah dengan memobilisasi populasi sel punca dewasa endogen yang sudah ada secara
fisiologis di sistem saraf pusat sehingga dapat berintegrasi dan berpartisipasi dalam sirkuit
neural yang fungsional. Mobilisasi sel punca ini dapat ditingkatkan dengan cara
menurunkan respon inflamasi. Tanaman akar kucing atau Acabpha indica Linn
merupakan tanaman perdu yang banyak tumbuh di pinggir jalan atan ladang yang tak
terawat dan dapat dijumpai di setiap daerah di Indonesia. Secara tidak sengaja ditemukan
rebusan akar kucing tersebut dapat memulihkan kelumpuhan saraf akibat stroke.
Acalyphin dan stigmastero! yang terkandung dalam akar kucing bersifat anti inflamasi
dengan membentuk kompleks inhibitor PLA; yang merupakan prekursor inflamasi penting
pada stroke.

Tujuan: Mengamati pengaruh pemberian ekstrak air akar kucing terhadap neurogenesis
pada kultur jaringan hipokampus tikus pasca hipoksia.

Metode: Studi eksperimental in vitro pada kultur primer jaringan sel saraf tikus Sprague
Dowley dewasa yang dipajankan terhadap hipoksia dengan gas 5% 02/5% CO2/N; balans
selama 24 jam. Selain kelompok kontrol, ekstrak air Acalypha indica Linn ditambahkan
pada sel saraf pasca hipoksia pada dosis 10 mg/mL, 15 mg/mL, dan 20 mg/mL. Setelaki
inkubasi selama 90 jam, tingkat neurogenesis diukur dengan MTT untuk viabilitas relatif
sel dan BrdU untuk proliferasi sel.

Hasil: Viabilitas relatif sel dan tingkat proliferasi sel pada kultur jaringan hipokampus
tikus pasca hipoksia dengan pemberian ekstrak air akar kucing pada dosis 10 mg/mL, 15
mg/ml,, dan 20 mg/mL lebih tinggi secara bermakna dibandingkan dengan kontrol (p. <
0,01).

Kesimpulan: Ekstrak air Acalypha indica Linn dapat meningkatkan neurogenesis pasca
hipoksia i vitro pada dosis 10 mg/mL, 15 mg/mL, dan 20 mg/mi.

Kata kunei: neurogenesis, hipoksia, Acalypha indica Linn (akar kucing)
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ABSTRACT

Name > Sophie Yolanda
Study Program : Biomedical Science
Title :  The influence of Acalypha indica Linn root water extract towards

neurogenesis in hippocampal tissue culture post hypoxia

Background: Indonesia has the biggest stroke patients in Asia. The principal therapy for
ischemic stroke is thrombolytic therapy, but the therapeutic window is only 3 hours and
this therapy also holds hemcrrhagic risk, so only 2% of stroke patients in America can
have this therapy. Neurorestorative therapy will increase neurogenesis in ischemic brain
tissue post stroke. One of the approaches for safe neurorestorative therapy is by
mobilization of endogen adult stem cells that physiologically already exist in the central
nervous system so that they may integrate and participate in a functional neural circuit.
The mobilization of the stem cells can be achieved by lowering the inflammatory response.
Acalypha indica Linn (akar kucing) is a commeon plant that can be found at the side of the
road or fields and can be found all over Indonesia. Accidentally, the decoction of the root
can cure the paralysis caused by stroke. Acalyphin and stigmastero] contained within the
root is anti-inflammatory by forming a PLA- inhibitory complex which is an important
inflammatory precursor in stroke.

Objective: To observe the influence of Acalypha indica Linn root water extract towards
neurogenesis in hippocampal tissue culture post hypoxia.

Metliod: Expérimieiital in- vitro-study using primary neuronal cell culture of adult Sprague:
Dowley rat exposed to hypoxia with 5% 0y/5% CO./N; balance gas for 24 hours. Except
the control group, Acalypha indica Linn root water extract is added with dosage of 10
mg/wLl, 15 mg/mL, and 20 mg/mL. After 90 hours of incubation, neurogenesis is
measured MTT assay for relative cell viability and BrdU for cell proliferation.

Result: Relative cell viability and cell proliferation of rat hippocampal tissue culture with
Acalypha indica Linn root water extract with dosage of 10 mg/mL, 15 mg/mL, and 20
mg/mL is significantly higher than control (p < 0,01).

Conclusion: Acalbpha indica Linn root water extract with dosage of 10 mg/mL, 15
mg/mL, and 20 mg/mL can increase neurogenesis post hypoxia in vitro.

Keywords: nenrogenesis, hypoxia, Acalypha indica Linn
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BAB 1
PENDAHULUAN

A. LATAR BELAKANG

Stroke merupakan salah satu penyebab utama kematian dan kecacatan di
Amerika Serikat.' Di Indonesia belum ada angka pasti insidens stroke, namun dari
salah satu artikel disebutkan bahwa saat ini Indonesia merupakan negara dengan
jumlah penderita stroke terbesar di Asia® Apabila tidak ada upaya penanggulangan
stroke yang lebih baik maka jumlah penderita stroke pada tahun 2020 diprediksikan
akan meningkat 2 kali lipat.? Secara umum stroke diklasifikasikan menjadi stroke
hemoragik dan stroke iskemik. Stroke hemoragik terjadi bila terdapat perdarahan
intrakranial yang paling sering disebabkan oleh kebocoran pembuluh darah pada
hipertensi,” sedangkan stroke iskemik akut disebabkan oleh thrombosis atau emboli.!

Saeat ini terapi utama untuk stroke iskemik adalah pemberian trombolitik,’

* sebab inilah satu-satunya pendekatan terapi yang menunjukkan peningkatan fungsi

nel.ll‘n:)logis.‘L Sayangnya, jendela terapeutik untuk terapi int sangat singkat, yaitu 3
jam,! sehingga sebagian besar pasien stroke iskemik tidak dapat diterapi dengan
pemberian trombolitik karena sempitnya jendela terapeutik.® Selain itu, terapi ini juga
memiliki risiko transformasi hemoragik, sehingga hanya 2% penderita stroke di
Amerika yang mendapatkan terapi ini.*>® Karena itulah diperlukan terapi yang
memiliki jendela terapi yang lebih lama dan secara aktif meningkatkan fungsi
neurologis untuk mengembalikan dan mengoptimalkan fungsi otak, yaitu terapi
neurorestoratif. >

Terapi neurorestoratif akan meningkatkan perkembangan sel-sel saraf baru
(neurogenesis) pada jaringan otak iskemik pasca stroke.” Pada sebagian besar otak
mamalia- dewasa, terdapat-sel-sel punca (stem cells) yang dapat' memperbaharui diri-
pada regio-regio otak tertentu, yaitu pada zona subgranular (SGZ) girus dentata (DG)
hipokampus dan zona subventrikular (SVZ) vetrikel lateral ¥"**!* Sel-sel punca ini
dapat memperbaharui diri sepanjang kehidupan, sehingga kemampuan neurogenesis
tetap ada pada otak dewasa, dan dapat distimulasi baik dengan berbagai faktor
fisiologis maupun patologis seperti hipoksia.>'*!! Neurogenesis dapat diukur dengan

berbagai cara, namun cara yang umum adalah déengan menghitung viabilitas sel,

! Universitas indonesia
Pengaruh ekstrak...,Sophie Yolanda, FK Ul, 2010



misainya dengan hitung se! menggunakan metode frypan blue atau MTT, dan dengan
menganalisis proliferasi sel, misalnya dengan menggunakan pemeriksaan BrdU.

Berbagai percobaan telah membuktikan kemampuan neurogenesis otak dewasa
pasca hipoksia serebri, antara lain oleh Jiang et al’, Jin et al®, Tanaka et al-°, dan
Yagita ef al'. Semua penelitian tersebut menunjukkan peningkatan neurogenesis pada
otak dewasa yang mengalami hipoksia dibandingkan kontrol. Pada manusia,
neurogenesis yang diinduksi oleh stroke telah dilaporkan oleh Jin ef ai''. Walaupun
terdapat peningkatan neurogenesis secara afamiab pasca hipoksia serebral, namun
peningkatan ini tidak sebanding dengan kerusakan yang telah terjadi. '

Salah satu penyebab kematian sel pada stroke adalah proses inflamasi.>'* Pada
proses ini, terjad aktivasi énzim fosfolipase Az (PLA,) yang akan meénghasilkan asam-
arakidonat (AA).!*"> AA akan dimetabolisme melalui jalur cyclooxygenase (COX)
yang akan mengubah AA menjadi prostaglandin H2 (PGH2), yang merupakan
prekursor prostaglandin dan kemudian akan dimetabolisme menjadi berbagai
eikosaniod: Seluruh eikosanoid ini-akan meningkatkan permeabilitas sawar darah otak
dan pada akhirnya menyebabkan edema otak." Inflamasi telah terbukti mengganggu
neurogenesis basal maupun pasca hipoksia. ‘%’

Salah satu pendekatan terapi neurorestoratif yang aman adalah dengan
memobilisasi populasi set punca dewasa endogen yang sudah ada secara fisiologis di
sistem saraf pusat sehingga dapat berintegrast dan berpartisipasi dalam sirkuit neural

yang fungsional '®

Mobilisasi sel punca ini dapat ditingkatkan dengan cara
meningkatkan faktor pertumbuhan, menurunkan respon inflamasi, dan memperbaiki
kondisi lingkungan pasien.'® Saat ini terapi neurorestoratif masih tergolong mahal dan
sulit didapatkan di Indonesia.

Tanaman akar kucing atau Acalypha indica Linn merupakan tanaman perdu

yang banyak tumbuh di pinggir jalan atau ladang yang tak terawat dan dapat dijumpai

di setiap daerah di Indonesia dengan nama yang berbeda-beda, antara lain kucing-
kucingan, bunga anting-anting, atau rumput bolong-bolong.® Tanaman ini dinamai
akar kucing karena akarnya disenangi kucing yang sedang sakit. Beberapa saat setelah
dimakan dimuntahkan kembali bersama isi perutnya, dan kucing tersebut akan tampak
membaik. Atas dasar itulah pada awalnya masyarakat dengan coba-coba
memanfaatkan rebusan akar kucing untuk mengobati dirinya saat menderita sakit
perut. Secara tidak sengaja, ternyata rebusan akar kucing tersebut dapat memulihkan
kelumpuhan saraf akibat stroke >
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Kandungan behan aktif yang bermanfaat dari tanaman ini masih belum dapat
diidentifikasi dengan baik. Beberapa bahan kimia yang telah berhasil diidentifikasi
antara lain adalah kaempferol (flavonoid), beta-sitosterol, HCN, gamma-sitosterol,
dan Acalyphin.* Nirmal et af telah membuktikan bahwa Acalyphin dan stigmasterol
bersifat anti inflamasi dengan membentuk kompleks inhibitor PLA; yang merupakan
prekursor inflamasi penting* Seperti telah disebutkan di atas, penurunan respon
inflamasi dapat méningkatkan mobilisasi sel punca déwasa vang sudah ada sécara
fisiologis di sistem saraf pusat.'®!”

Efek neuroprotektor dan neuroterapinya telah dibuktikan oleh Purwaningsih et
al secara eks vivo maupun in vivo pada dosis 15-20 mg/ml. Purwaningsih ef al
meneliti efek neéuroprotéktor dan neurcterapi akar kucing pada otot katak: yang:
diberikan pelumpuh otot, dengan aktivitas listrik otot tersebut sebagai parameter yang
diukur.®® Pada susunan saraf pusat (SSP), efek neuroterapinya telah dibuktikan oleh
Suswati secara in vivo pada dosis 400-500 mg/kgBB. Suswati meneliti efek
neuroterapi- akar kucing pada otak tikus pasca hipoksia serebri, dengan jumlah sel
rusak pada hipokampus sebagai parameter yang diukur?

‘Walaupun secara empiris tanaman ini telah dimanfaatkan untuk
menyembuhkan kelumpuhan pada penderita pasca stroke, belum ada bukti ilmiah
mengenai pengaruh ekstrak akar kucing terhadap neurogenesis sel-sel saraf- pasca
stroke. Oleh sebab diperlukan penelitian untuk mengetahui bagaimana pengaruh
pemberian ekstrak akar Kucing terhadap neurogenesis pasca hipoksia serebri secara in

vitro,

. RUMUSAN MASALAH

Bagaimana neurogenesis pada kultur jaringan hipokampus tikus pasca hipoksia
dengan pemberian ekstrak air akar kucing pada dosis 10 mg/mL, 15 mg/mL, dan 26
mg/mlL?

. TUJUAN PENELITIAN

C.1. Tujuan Umum
Mengamati pengaruh pemberian ekstrak air akar kucing terhadap
neurogenesis pada kultur jaringan hipokampus tikus pasca hipoksia.
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‘C.2. Tujuan Khusus
1. Membandingkan dan menganalisis viabilitas relatif sel antara:
»  kuiltur jaringan-hipokampus tikus pada 90 jam pasca hipoksia tanpa-
pemberian ekstrak air akar kucing
o kulturjaringan hipokampus tikus pada 90 jam pasca hipoksia dengan-
pemberian ekstrak air akar kucing pada dosis 10 mg/mL, 15 mg/mL,
dan 20 mg/mL
2. Membandingkan dan menganalisis tingkat proliferasi sel antara:
o  kultur jaringan hipokampus tikus pada 90 jam pasca hipoksia tanpa
pemberian ekstrak air akar kucing
o kultur jaringan hipokampus tikus pada 90 jam pasca hipoksia dengan
pemberian ekstrak air akar kucing pada dosis 10 mg/mL, 15 mg/mL,
dan 20 mg/mL
D. HIPOTESIS
1. Viabilitas relatif sel pada kuitur jaringan hipokampus tikus pasca hipoksia dengan

pemberian ekstrak air akar kucing pada dosis 10 mg/mL, 15 mg/mL, dan 20
mg/mL akan berbeda bermakna dengan viabilitas relatif sel pada kultur jaringan
hipckampus tikus pasca hipoksia tanpa pemberian ekstrak air akar kucing:

Tingkat proliferasi sel pada kultur jaringan hipokampus tikus pasca hipoksia
dengan pemberian ekstrak air akar kucing pada dosis 10 mg/mL, 15 mg/mL, dan
20 mg/mL akan berbeda bermakna dengan tingkat proliferasi sel pada kultur
jaringan hipckampus tikus pasca hipoksia  tanpa pemberian ekstrak- air- akar-
kucing.

E. MANFAAT PENELITIAN

I.

pA

Memberikan informasi mengenai pengaruh pemberian ekstrak akar kucing
terhadap-terhadap neurogenesis pasca hipoksia.

Memberikan data tambahan untuk penelitian biomedik selanjutnya pada tingkat
gen atau molekuler yang berhubungan dengan pengaruh pemberian ekstrak akar
kucing terhadap terhadap neurogenesis pasca hipoksia.

Melalui riset-ini diharapkan ekstrak akar kucing dapat-menjadi salah satu pilihan
terapi neurorestoratif terhadap stroke iskemik pada penerapan di klinik kelak.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

A. HIPOKSIA SEREBRI
Hipoksia serebri terjadi saat suplai darah terputus dari otak, yang paling sering
terjadi pada stroke. Pada manusia, terdapat dua jenis hipoksia serebri:'*
» Hipoksia global sementara (fransient global ischemia), terjadi bila terdapat
kegagalan sirkulasi umum, misalnya pada gagal jantung.
e Hipoksia fokal yang panjang (focal prolonged ischemia), terjadi bila suatu area
yang terbatas di otak kehilangan suplai darahnya, disebabkan oleh sumbatan atau

rupturnya suatu arteri, secara umum diasosiasikan sebagai stroke.

B. NEURODEGENERASI PADA HIPOKSIA SEREBRI

Hipoksia serebri merupakan salah satu bentuk kerusakan {(injury) pada otak
vang akan menyebabkan proses-proses yang sangat merusak beberapa sel sehingga
sel-sel ini akan mati dengan cepat. Pada hipoksia fokal, sel-sel yang paling
terpengaruh ini akan menjadi area nekrosis pada pusat lesi yang biasanya tidak dapat
diselamatkan. Area di sekitar nekrosis pusat lesi ini disebut penumbra, dan area ini
mengandung sel-sel yang kematiannya tidak secepat area pusat nekrosis, yaitu sekitar
2-3 hari. Mekanisme kematian sel pada area ini bukanlah nekrosis, melainkan
apoptosis dan kaskade perubahan sekunder yang mengikuti peristiwa hipoksia itu
sendiri. Perubahan sekunder yang mengikuti terjadinya hipoksia serebsi adalah:%'
o Eksitotoksisitas
o Pembentukan radikal bebas

e Inflamasi

B.1. Eksitotoksisitas
Kaskade eksitotoksisitas dimulai saat astrosit melepaskan simpanan
ghitamat intrasehilarnya, yang pada astrodit juimlahiiya jauh lebih banyak
daripada di neuron. Pada keadaan normal, astrosit akan membuang glutamat
dari lingkungan ekstraselular melalui transporter asam amino eksitatorik
(excitatory amino acid transporters/TEAATS), yang menukar dua ion natrium
dan satu glutamat dengan satu ion kalium dan hidroksil. Pada hipoksia, otak

5 Universitas indonesia-
Pengaruh ekstrak...,Sophie Yolanda, FK Ul, 2010



muliai kehabisan adenosine triphosphate (ATP), sehingga gradien konsentrasi
transmembran dari natrium dan kalium berkurang, potensial membran
menghilang, dan pH intraselular turun. Semua perubahan ini pada akhirnya
akan menyebabkan tidak bekerjanya EAATS, sehingga konsentrasi glutamat di
lingkungan ekstraselular menjadi sangat tinggi. Tingginya konsentrasi
glutamat ekstraselular akan mendepolarisasi neuron, mencetuskan potensial
aksi, dan melepaskan lebih banyak glutamat, sehingga terjadilah lingkaran
setan dari rangkaian peristiwa ini.'>?*

Peningkatan glutamat ekstraselular akan menyebabkan terbukanya
kanal N-methyl-D-aspartic acid (NMDA) dan a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazole proprionic acid (AMPA), sehingga menyebabkan peningkatan
konsentrasi ion kalsium (Ca®") intraselular."

Selain kanal NMDA, saat ini juga diketahui terdapat kanal ion sensitif
asam (ASIC) yang membentuk kelas baru pH-dependent ion channel coupled
receptors yang juga terlibat dalam gangguan homeostasis kalsium setelah

penurunan pH ekstraselular pada hipoksia serebri (lihat Gambar 1).°
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Gambar 1. Mekanisme Kematian Sel pada Hipoksia Serebri®

Kelebihan (overload) Ca®" intraselular, bersama dengan akumulasi
spesies oksigen reaktif (ROS) dan aktivasi reseptor kematian Fas, akan
mengaktivasi caspase 8 atau calpain dan memediasi pembelahan Bid menjadi
Bid yang terpotong (tBid), yang akan mengintegrasikan berbagai jalur
apoptosis di mitokondria. Pada membran mitokondria, tBid berinteraksi

dengan Bcl-2-antagonist x protein (Bax), yang pada keadaan normal dihambat
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B.2,

oleh B cell lymphoma leukemia 2 protein (Bck2). Dimer tBid dan Bax
membentuk pori-pori di membran luar mitokondria, sehingga melepaskan
sitokrom ¢ (cytc) yang akan mengeksekusi kematian sel yang tergantung
caspase, atau melepaskan apopfosis-inducing factor (AIF) yang akan
mengeksekusi kematian sel yang tidak tergantung caspase.®

Setelah dilepaskan ke sitosol, cytc akan membentuk kompleks dengan
apoptotic protease dclivating factor-1- (Apaf-1) dan procaspase-9 unfuk
membentuk apoptosome, yang akan mengaktifkan caspase eksekutor, sepertt
caspase 3. Sedangkan setelah dilepaskan ke sitosol, AIF akan bertranstokasi
secara cepat ke nukleus dan di sana akan memediasi fragmentasi
deoxyribonucleic acid (DNA) dalam skala besar dan kematian- sél yang tidak
tergantung caspase melalui kondensasi kromatin dan fragmentasi DNA dalam
skala besar.**

Pembentukan Radikal Bebas

Radikal bebas adalah suatu molekul yang mengandung satu atau lebih
elektron tidak berpasangan, sehingga menjadi tidak stabil dan dapat bereaksi
dengan molekul yang bersebelahan secara bebas. Radikal bebas di otak yang
dominan adalah- anion superoksida' (O,"), hidrogen peroksida (H20,), dan
radikal hidroksil (OH)."

Pada hipoksia serebri, overloading Ca®" akan meningkatkan aktivitas
nitric oxide (NO) sintase neuronal, sehingga terjadi penglepasan NO. NO
bekerja melalui dua mekanisme: Mekanisme pertama terjadi pada konsentras:
NO yang tinggi, yaitu melalui reaksi dengan ROS untuk membentuk radikal
peroksinitrit yang sangat toksik (NO + O, = ONOOY). Kombinasi
peningkatan radikal bebas dan NO menyebabkan oksidasi lipid, protein, dan
asam nukleat yang luas. Mekanisme kedua terjadi pada konsentrasi NO-yang
rendah, yaitu melalui inhibisi produksi ATP di mitokondria dengan inhibisi
enzim cytc. Rendahnya konsentrasi ATP akan menyebabkan hal-hal yang telah
disebutkan di sub bab B.1."
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B.3.

Pada neuron, kerusakan asam nukleat (atau DNA) akan menyebabkan

beberapa hal:®

» Fosfoprotein nukleolar nucleophosmin dapat berkontribusi- pada aktivasi
Bax, dengan demikian menghubungkan sinyal kematian sel dari jalur
apoptosis nukleus dan mitokondria. _

¢ Peningkatan produksi p53 yang akan memediasi kematian sel terprogram
baik melahii transkripsi Bax, pS3-upregulated modiilitor of apuplosis
(PUMA) atau Noxa, maupun kerusakan mitokondria dan aktivase caspase
'yang terjadi berikutnya.

Inflamasi

Inflamasi akan meningkatkan ekspresi faktor transkripsi NF-xB yang
akan meningkatkan ekspresi gen-gen sitokin (seperti TNFa dan [L.-1), molekul
adhesi (seperti ICAM-1), mediator inflamasi prostanoid, dan NO.5* Faktor-
faktor- ini- akan memediasi penarikan dan penempelan neutrofil pada sei
endote!l. Pasca hipoksia serebri, neutrofil terlihat menempel pada dinding
pembuluh darah jaringan sekitarnya dalam hitungan menit, dan mulai
memasuki jaringan dalam waktu 1-2 jam. Selain itu, faktor-faktor ini juga
menginisiasi degranulasi neutrofil, melepaskan enzim-enzim proteolitik seperti
cathepsins, gelatinases, elastases, yang memiliki kemampuan untuk merusak
sel-sel sekitarnya dan matriks ekstraselular. Akumulasi neutrofil akan
mengganggu aliran darah dan bila terekstravasasi ke parenkim otak akan
memproduksi sitokin dan' chemokine pro-inflamasi dan' mengalami ledakan
respiratorik (respiratory burst) yang akan menyebabkan produksi radikal bebas
yang sangat toksik.>"*?® NO diproduksi oleh enzim NO synthase (NOS)
dengan paling tidak 3 bentuk (isoform): neuronal NOS (nNOS), endothelial
NOS (eNOS), dan inducible NOS (iNOS).*

Seperti telah disebutkan pada sub bab B.1, kegagalan energi akan
menyebabkan kelebihan Ca®* intraselular yang pada akhirnya juga akan
mengaktivasi enzim PLA;. Enzim PLA; adalah sekelompok enzim yang
mengkatalis hidrolisis membran gliserofosfolipid pada posisi sn-2, yang akan
menghasilkan AA.'*"> Enzim PLA, diklasifikasi dalam 5 kelompok: PLA;
yang disekresi (SPLAss), PLA; sitosol yang dependen Ca** (cPLAss), PLA,
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yang independen terhadap Ca’’ (iPLAss), PAF asetilhidrolase, dan PLA,
fisosom.”” Dari lima kelompok ini, sPLAjs dianggap sebagai PLA;s
inflamatorik,” namun cPLA,s dan iPLAjs juga berperan dalam proses
inflamasi dan terdapat pada neuron maupun astrosit serta dapat diaktifkan oleh
berbagai faktor lain selain kelebihan Ca®' intraselular, seperti ROS, sitokin,
dan pengaktifan jalur mitogen-activated protein kinase (MAPK) dan

fosfokinase C (PKC) melalui reseptor P2Y di astrosit (lihat Gambar 2).%

Astrocyte Neuron

GPCR  H,0,
[l 1

Cytokines
P2y T

{Nucleus)
Transcription

Gambar 2. PLA,s pada Neuron dan Astrosit™®

AA akan dimetabolisme melaiui 2 jalur, jalur cyclooxygenase (COX)
dan lipooxygensae (LOX)."” Jalur COX akan mengubah AA menjadi PGH2,
yang merupakan prekursor prostaglandin dan kemudian akan dimetabolisme
menjadi berbagai eikosaniod, termasuk prostasiklin (PGI2), tromboksan A2
(TXAZ2), prostagtandin E2 dan prostaglandin D2. Seluruh eikosanoid ini akan
meningkatkan permeabilitas sawar darah otak dan pada akhirnya menyebabkan
edema otak. Jalur LOX akan mengubah AA menjadi 3
hydroperoxyeicosatetraenoic  acid  (3-HPETE) yang kemudian akan
dimetabolisme menjadi leukotrien A4 (LTA4) dan B4 (LTB4). LTA4 diubah
menjadi leukotrien C4 (LTC4), leukotrien D4 (L.TD4), dan leukotrien E4
(LTEA4). Seluruh leukotrien ini berperan dalam memediasi kemotraksi, edema

otak, dan peningkatan permeabilitas sawar darah otak (lihat Gambar 3).'*
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Saat ini terdapat bukti-bukti kuat bahwa inducible NOS (iNOS) dan
Cyclooxygenase 2 (COX-2) merupakan mediator inflamasi yang
predominan.®?” Peningkatan ekspresi COX-2  juga akan meningkatkan
terbentuknya ROS #

Setelah 24 jam pertama, tipe sel inflamasi utama bergeser dari neutrofil
menjadi makrofag. Terdapat dua sumber makrofag pada hipoksia serebri: dari
darah- (bila- terdapat keérusakan parah dari pembiilili- darah dan terdapat
peningkatan permeabilitas kapiler), dan dari otak sendiri dalam bentuk
mikroglia. Makrofag juga diinisiasi oleh faktor-faktor yang menginisiasi
neutrofil, dan efeknya terhadap sel-sel otak juga sama seperti neutrofil. *
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Gambar 3. Aktivasi Iskemik Kaskade AA™
Mikroglia juga memproduksi fissue plasminogen activator (tPA) yang
fungsinya mengubah palsminogen menjadi plasmin, enzim proteolitik yang
mendegradasi matriks ekstraselular dan molekul perrmukaan. Sebagian besar
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protease di otak akan diaktifkan oleh plasmin, sehingga tPA merupakan awal
dari kaskade protease.'> Salah satu protease yang penting adalah matrix
metalloproteinases (MMPs) (lihat Gambar 4).'> Induksi MMP2 dan MMP9-
diduga berhubungan dengan kerusakan sawar darah otak dan kerusakan neuron
pasca hipoksia serebri.®®
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Gambar 4. Respon Inflamasi pada Stroke'

‘C. NEUROGENESIS PASCA HIPOKSIA SEREBRI

C.1.

Neural Stem Cells

Pada sebagian besar otak mamalia dewasa, neuron-neuron tidak
diregenerasi setelah kematian sel. Namun, terdapat sel-set punca (stem cells)
yang dapat memperbaharui diri pada regio-regio otak tertentu, yaitu pada zona
subgranular (SGZ) girus dentata (DG) hipokampus dan zona subventrikular
(SVZ) vetrikel lateral, sepanjang kehidupan,®"'® sehingga kemampuan

neurogenesis tetap ada pada otak dewasa, dan dapat distimulasi baik dengan
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berbagai faktor fisiologis seperti faktor pertumbuhan, stress, olahraga,
pembelajaran, dan perbaikan lingkungan, maupun dengan faktor-faktor
patologis seperti hipoksia, epilepsi, dan neurodegenerasi.™*!" Sel-sel pada
SGZ bermigrasi ke lapisan sel granular hipokampus, di sana menjadi sel-sel
granular dentate dan berhubungan dengan proses belajar, sedangkan sel-sel
pada SVZ akan bermigrasi ke bulbus olfaktorius, di sana menjadi neuron
granular dan periglomerular dan berhubungan dengan proses penghidu (lihat
Gambar §).*%!
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Gambar 5. Neurogenesis pada SVZ (1, L1I) dan DG (1, 11)*®

SVZ mengandung populasi sel yang heterogen:”
o Sel tipe A: Neuroblast yang membelah relatif sering
e Sel tipe B: Astrosit yang membentuk perbatasan glial antara neuroblast
yang bermigrasi dengan striatum (B2), dan antara neuroblast yang
bermigrasi dengan sel ependim (B1). Sel tipe B2 merupakan stem cell
yang relatif tidak aktif.
e Sel tipe C: Sel yang paling aktif berproliferasi
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Pada SGZ, terdapat 2 tipe sel progenitor neural:®>?

¢ Sel tipe 1 (atan sel tipe B): memunjukkan sifat elektrofisiologis seperti
astrosit, memiliki prosesus radial' yang merentang- sepanjang lapisan- sel
granular dan bercabang-cabang pada lapisan molekular dalam.

« Sel tipe 2: sel progenitor yang tingkat proliferasinya tinggi, prosesusnya
pendek.

Hipoksia global menginduksi neiirogenesic pada DG; sédangkan:
hipoksia fokal juga meningkatkan jumlah neuron-neuron baru pada SVZ sisi
yang iskemik. Stroke secara selektif meningkatkan jumlah sel tipe A dan C.
Sel tipe B diduga berperan sebagai neural stem cells (NSC).* Suatu sel dapat
dikatakan sebagai NSC bila memiliki ciri-ciri:**

o Sel-sel pre-diferensiasi: memiliki potensi untuk membelah, belum dalam
tahap akhir diferensiasi, dan dapat terus membelah sépanjang hidup

¢ Dapat memperbaharui diri: dapat membelah untuk membentuk salinan
multipel dari dirinya sendini

e Multipotensial: memiliki kapasitas untuk berdiferensiasi sebagai respon
terhadap sinyal yang berbeda-beda menjadi berbagai garis keturunan
(lineage) yang berkomitmen {commited)

NSC dewasa adalah sel-sel pada sistem saraf dewasa dengan ciri-ciri NSC,

sehingga dapat memperbaharui diri dan berdiferensiasi menjadi semua tipe sel

neural, termasuk neuron, astrosit, dan oligodendrosit. >

Proliferasi Neiironal-

Pada neurogenesis embrionik, replikasi sel-sel DNA terjadi di segmen
fuar (basal) zona ventrikular (VZ), kemudian bergerak ke daerah apikal VZ
untuk bermitosis menuju permukaan ventrikular.* Sel mengalami fase-fase
proliferasi dengan gerakan yang khas, sehingga sel mempunyat lima posisi
(lihat Gambar 6).*

e Posisil . sel pada zona ventrikular menjulurkan sebuah prosesus
yang menjangkau ke arah pia.
o Posisi2 : Nukleus sel bermigrasi ke atas dari permukaan ventrikular

ke arah permukaan pia, DNA sel direplikasi.

, Universitas-Indonesia
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o Posisi3 : Nukleus yang telah mengandung dua instruksi genetik yang
sama persis kembali ke permukaan ventrikular,

s Posisi4 : Sel menarik kembali tangannya dari permukaan pia.

o DPosisi 5 : Sel membelzah diri menjadi dua.

Model migrasi nuklear interkinetik (INM) ini akan menghasilkan
pembelahan prekursor neuronal secara vertikal (simetris) dan horisantal
(asimetris), *>** Kedua sel anak dari sel prekursor yang membelah diri secara
simetris akan tetap berada di VZ untuk membelah diri lagi. Sel anak di basal
dari sel prekirsor yang inémbelah diri sécara asimetris akan bermigrasi- dari
VZ ke cortical plate, dan sel lainnya yang berada di apikal akan tetap berada di
VZ untuk membelah diri lagi.*** Pada otak tikus dewasa, 55% sel membelah
secara asimetris dan 40% secara simetris. Empat hari pasca stroke, proporsi sel
yang membelah secara simetris menjadi 60%, sedangkan 14 hari pasca stroke
proporsi sel yang membelah secara simetris turun menjadi 47%. Data ini
kemungianan menunjukkan terjadinya peningkatan sementara pembelahan sei
secara simetris untuk menambah simpanan sel-sel progenitor yang akan
meningkatkan neurogenesis.' Pada stroke, ekspresi gen sinyal notch
meningkat. Protein nofch-1 akan menjadi bagian dari sel anak yang bermigrasi
pada pembelahan asimetris masa embrional, sehingga pada sfroke, jalur sinyal

pada masa embrional juga terlibat.*>
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Gambar 6. Posisi Sel pada Proliferasi®
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Migrasi Neuronal

Pada SGZ, neuron-neuron baru akan bermigrasi ke lapisan sel granular
hipokampus, di mana neuron-neuron tersebut akan menjadi sel-sel granular
dentate. Sedangkan neuroblast pada SVZ hewan dewasa bermigrasi melalui
jalur rostral migratory stream (RMS), sebagai rantai yang melewati
terowongan yang dibentuk oleh astrosit menuju bulbus olfaktorius, di mana
neuroblast akan berdiferensiasi menjadi neuron granular dan periglomerular.®
Dalam keadaan normal, neuroblast yang bermigrasi diselubungi oleh prosesus
astrosit, dan lokalisast sel astrosit tipe B2 membentuk perbatasan glial antara
neuroblast yang bermigrasi dengan striatum. Pasca stroke, neurgblast di SVZ
bermigrasi ke regio pemumbra dari striatum. Di regio ini neuroblast yang
bermigrasi beragregasi, kemudian menyebar dan menjalani banyak proses dan
percabangan (lihat Gambar 7). Migrasi neuroblast ini tidak diselubungi oleh
prosesus astrosit dan perbatasan oleh sel astrosit tipe B2 terpecah oleh stroke
sehingga memungkinkan terjadinya migrasi neuroblast ke striatum. Sroke juga
meningkatkan kecepatan migrasi neuroblast.* Hal ini kemungkinan disebabkan
oleh peningkatan ekspresi MMP2 dan fissue inhibitor of metalioproteinase 1
(Timp1) (lihat Gambar 8)***
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Gambar 7. Neurogenesis Pasca Hipoksia Serebri’
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Gambar 8, Peran MMPs pada migrasi dan diferensasi NSC**

Peran Faktor Transkripsi, Gem dan Faktor Pertumbuhan pada
Neurogenesis

Sebagian besar neuroblast baru akan mati melalui mekanisme apoptosis
dan hanya sedikit yang bertahan setelah 6 minggu pasca sfroke. Agar
neuroblast dapat bertahan, lingkungannya bharuslah reseptif, menyediakan
dukungan tropik dan mengarahkan sel neuroblast untuk berintegrasi dengan
jaringan. Lokasi neuroblast hasil neurogenesis vang berpasangan (coupled)
dengan angiogenesis disebut juga newrovaseular niche, menyediakan
lingkungan yang kondusif untuk neuroblast (lihat Gambar 9).*°

Sel-sel endotel yang baru terbentuk dari proses angiogenesis akan
melepaskan faktor-faktor neurogenik seperti brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), vascular endothelial growth factor (VEGF), dan basic fibroblast
growth factor (bFGF). Faktor-faktor ini memiliki sifat angiogenik dan

chemotactic dan meningkatkan kemampuan neuroblast untuk bertahan,**
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Gambar 9. Neurovascular Niche>®

Faktor pertumbuhan berperan penting pasca hipoksia serebri dengan
meningkatkan keberlangsungan hidup dan menstimulasi proliferasi NSC
endogen. Seperti telah ditulis di atas, NSC dapat berdiferensiasi menjadi
neuron, astrosit, atau oligodendrosit.** Faktor pertumbuhan yang berbeda akan
mempengaruhi NSC untuk berdiferensiasi menjadi jenis sel yang berbeda pula:
(lihat Gambar 10).*

A Neural stem cells B Cerebral ischemia
Proliferation

e'.
C IGF-1. FGF—2 TGF--81 MCP-1

Differentiation .. g
I r 1 (e coonde o
BMP GF1 ToFp1 Ve ee® 0-0 ".0-‘- AN
l $ . . s * @ ...
Neurogenic region & MCP-1 Ischemic tissue

Astrocytes NMaurons .Neumblasts
T O T .Neuralstemcells

Gambar 10. Pengaruh Faktor Pertumbuhan pada Proliferasi, Migrasi, dan
Diferensiasi NS

C.5. Neurogenesis dan Pemulihan Fungsional
Berbagai percobaan telah membuktikan kemampuan neurogenesis otak
dewasa pasca hipoksia serebr, antara lain:
o Jiang ef al’ meneliti neurogenesis pada korteks otak tikus dewasa pasca
oklusi sementara arteri serebri media (MCA)
e Jin et af® meneliti neurogenesis pada SGZ, DG, dan SVZ rostral pasca
hipoksia serebri fokal pada tikus

Pengaruh ekstrak...,Sophie Yolanda, FK Ul, 2010 Universitas Indonesia



Tanaka et af meneliti neurogenesis pasca hipoksia global sementara pada
hipokampus tikus dewasa

110

Yagita ef al” meneliti neurogenesis oleh sel-sel progenitor pada

hipokampus tikus dewasa dengan hipoksia

Semua penelitian di atas menunjukkan peningkatanr neurogenesis pada otak
dewasa dibandingkan kontrol.

Lebih jauh lagi; néurogeénesis pasea hipoksia serebri pada ofak dewasa

telah dibuktikan bukan hanya bersifat anatomis, namun juga fungsional, antara

fain:

Nakatomi ef al*® meneliti regenerasi neuron piramidal hipokampus tikus
pasca hipoksia otak: Pada penelitian ini didapatkan sifat- elektrofisiologis
dari sinaps neuron hasil regenerasi berupa field excitatory post-synaptic
action potentials (fEPSPs).

Hou ef aP’ meneliti integrasi fungsional neuron hasil regenerasi pada
striaturi-pasca hipoksia serebri pada otak tikus dewasa: Pada penelitian ini
ditunjukkankan bahwa neuron-neuron baru memilki vesikel sinaptik yang
teraktivasi, dan sinaps-sinaps ini memiliki sifat elektrofisiologis.

Pada manusia, neurogenesis yang diinduksi oleh sfroke telah

dilaporkan oleh Jin ef al'! yang meneliti neurogenesis pada potongan biopsi
otak penderita stroke iskemik (lihat Tabel 1)."!

Tabel 1. Karakteristik Kiinis dan Imunihistologis Pasien Stroke'!

Ki-67{+), Kis7/DCX(+),

Patient  Age, <ells per mme cells par mm®
no. yr Sex Main symptoms Duration, d Stroke kocation {mean % SENM} {mean * SEM}
1 65 M R hemiancpia 40 L parletal Bx7 66

R hemlparesis

R hemisensory loss
z 45 ] Headache 4 L tempero-occipital 62 >23 =7

Anhasia
3 54 F Headache a8 & parletal 109 £ 21 fizx3

L hemiparesis
q 66 M L hemiparesis 4 R parletal 48 = 10 =3

L hemisensory loss
5 az M Headache 5 R occipital 1M%3 ix3
6 74 F R hemiparesk 32 L parietal 12x12 17=8

Celisyyere counted In three 400 flelds from the cortical lichernic perumbit a, per patient Duration s thetime fiom orgeto! symploms
to biopsy. M, male; F, fermale; R, righy L, tett.

Tujuan akhir dari neurogenesis adalah peningkatan fungsi neurologis, Fungsi

pada neurogenesis dewasa dapat dipandang pada 3 tingkat: selular, jaringan, dan

sistem (fihat Gambar 11).%? Pada akhirnya, sel-sel baru ini dapat berperan pada proses

homeostasis, plastisitas, adaptasi, dan regenerasi (lihat Gambar 12).%

Universitas Indonesia
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Gambar 11, Tingkatan Fungsi Neuron®

Adult Neurogenesis

Dentate Gyrus Subventricular zone
Cellutar Plasticity Adaptation Regeneration
Homeostasls [Recovery] [Learning & Memory [Attempt
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Gambar 12. Fungsi Neurogenesis*’

D. TERAPI NEURORESTORATIF PASCA HIPOKSIA SEREBRI
Walaupun terdapat peningkatan neurogenesis secara alamiah pasca hipoksia
serebri, namun peningkatan ini tidak sebanding dengan kerusakan yang telah terjadi."
Hanya 0,2% neuron baru yang dibentuk dari keseluruhan jumlah neuron yang mati

pada hipoksia serebri.*?
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Seperti telah ditulis di atas, sast ini terapi utama untuk stroke adalah pemberian
trombolitik dengan recombinant tissue<type plasminogen activator (rt-PA),' namun
hanya 2% penderita stroke yang dapat diterapi dengan rt-PA_* Terapi neuroprotektif
juga tidak memberikan hasil yang memuaskan. Kurang efektifnya terapi-terapi di atas
memberikan ruang untuk pengembangan terapi neurorestoratif sebagai terapi kronik
stroke. Pada bidang ini, terapi genetik dan selular memiliki potensial untuk

sampai saat ini, sebagian besar terapi ini masih dalam tahap uji pre-klinis."®

D.i. Terapi Genetik

Terdapat dalil bahwa patofisiologi molekuler s#roke dapat diubah
déngan ékspresi gén-gen kunci pada jangka wakfii;, populasi sél, dan jumtah
yang tepat sehingga respon alami terhadap kerusakan hipoksik di otak juga
berubah. Terapi genetik berfokus dalam mekanisme penghantaran gen,
ekspresi transgen pada daerah iskemik, dan apakah produk gen tersebut dapat
mengubah riasib sebuak néuron yang akan mengalami kematian sel (proteksi)
atau meningkatkan perkembangan neuron-neuron baru (restoratif). "’

. Beberapa penelitian terapi genetik yang telah dilakukan dengan tujuan
neuroproteksi memiliki beberapa landasan startegi, antara lain (lihat Tabel
2):1541
1. Perbaikan penyediaan energi

Meningkatnya akses set terhadap ketersediaan sumber energi ektraselular
dapat meningkatkan jumlah ATP untuk fungsi selular. Ekspresi berlebihan
(overexpression) dari- transpoter- glukosa- Glut-1 oleh- vektor- amplikon
virus herpes simpleks atau adenovirus telah menunjukkan neuroproteksi
terhadap hipoksia dan eksitotoksisitas in vitro. Secara in vive,
neuroproteksi neuron striatal terjadi bila vektor diinjeksikan intrastriatal
sebelum stroke.
2. Pengurangan ketersediaan kalsium intraseluler

Mennminaya Ketersediaan Kalsium intraseluler dapat melawan efek
kalsium yang menyebabkan kematian sel pasca stroke. Calbindin D28K
berperan sebagai dapar kalsium intraselular, dan transfer gen calbindin

dengan vektor virus herpes melalui injeksi intraserebral sebelum stroke
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telah menunjukkan hasil berupa meningkatnya ketahanan hidup neuron-
neuron striatal.

3. Penghapusan efek radikal bebas/reactive oxygen species (ROS)
Ekspresi berlebihan dari HSP 70 telah terbukti melindungi sel dari
berbagai kondisi yang dapat merusak sel, termasuk hipoksia serebri.
Penghantaran HSP 70 dilakukan melalui injeksi intrastriatal sebelum
stroke dengan vektor virus herpes.

4. Pengurangan sinyal sitokin pro-inflamasi
Usaha pengendalian respon inflamasi pada hipoksia serebri dilakukan
dengan ekspresi berlebihan dari antagonis reseptor interleukin-1 yang
diadministrasikan- ke ventrikel seébelur- 5 hari siroke déngan- vektor
adenovirus.

5. Inhibisi mediator apoptosis
Intervensi jalur apoptosis dilakukan dengan penghantaran neuronal
apoptosis-inhibifory protein dan Bcl-2 yang- akan menghambat
penglepasan cytc melalui injeksi langsung ke striatum 30 menit pasca
stroke dengan vektor virus herpes.

Terapi genetik untuk tujuan neurorestoratif belum berkembang sepesat
terapi genetik neuroproteksi. Namun, terapi genetik neurorestoratif: menyimpan
banyak potensial untuk untuk memperbaiki hasil terapi stroke pada tahap
periyenibuhan. Sejuiniah faktor pertumbuhan yang penting unfuk pertumbuhan
neuron telah diidentifikasi, di antaranya transforming growth factor-f (TGF-
B), gliai cell line-derived- neurotrophic factor (GDNF), hepalocyte growth
facior (HGF), bFGF, dan epidermal growth factor (EGF)."*-*%*

Tabel 2. Beberapa Penelitian Terapi Genetik Pasca Stroke Iskemik™

Brain mvhemie

§

Cuthindie D25K Hirpes simpliex virus Sirun: Yuenas e of, (2000,
Gluose Iramyav T PERsmid Siretum Luwneree of wl. (1990)
HS¥#72 Hepes smples virus Stridtum Huihn or af, (2001)

Jmierdcubin-T revepior anlaponist
Interleukin 1Y

Transforming growth factor-fil

Glial coll ine-denivad neuaoliopiy faglor
BHepalind 12 gnnvih Lxclor

)2

Neurnnal apoptoss inbihitosy protcin
Cychrovygenana-|

Redox-inducible anbosalast protcin
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Adenovirus
Aderovirus
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Sdvuovirus
1Y Niposome complex
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Adenovirus
Addaovirus
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Laterul venirick
Conm

Culerea magna
Hippocumpus
Hippocampis
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Caudalz puianaee
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Welaupun terapi genetik memiliki potensial yang besar, namun terdapat

beberapa keterbatasan pada metode ini, antara lain:'®

o Terdapatuya selisih waktu antara administrasi- gen' dengan ekspresinya
setidaknya selama 12-24 jam karena diperlukannya waktu untuk ekspresi
sebuah gen.

e Ristko prosedural berkaitan dengan metode administrasi gen dengan
injeksi laagsing seperti inféksi, perdarahan, dan réspon iriun berkaitan
dengan vektor.

Terapi Selular

Dasar dari terapi selular adalah mendukung neuron-neuron yang masih
berpartisipasi dalam proses pensinyalan neural namun berisiko terhadap
kematian sel pasca stroke (suportif) atau merekonstruksi sirkuit neural yang
hilang dengan administrasi sumber sel vyang dapat berintegrasi dan
berpartisipasi dalam sirkuit neural yang fungsional (regeneratif).'’ Karena
sumbeér sél -untik térapi im bérasal dari sel punca/stenm cell; pada bebérapa
literature terapi selular disebut juga dengan terapi sel punca/ stem cell therapy.

Berdasarkan snmber selnya, pendekatan terapi selular diklasifikasikan
menjadi ferapi selular eksogen yang sumber selnya berasal bukan dari pasien
dan terapt éndogén yang sutiber sélnya bérasal dari pasién sendiri (flikiat Tabel
3 dan Gambar 13).'%"** Dari segi tujuan dan metode, tujuan dari terapi selular
endogen adalah mengeksploitasi populasi sel punca dewasa yang sudah ada
secara fisiologis di SSP maupun di sistem hematopoietik. Sedangkan pada
terapi selular eksogen, sel punca atau sel prekursor dari SSP atau sistem
hematopoietik diadministrasikan secara lokal atau sistemik setelah purifikasi
dan propagasi pada kultur.'®

Tabel 3. Berbagai Sumber Sel untuk Terapi Selular Stroke™

Cell Type

NI2N
LCE

BAMSC
HUCBC

Ao

NSC

Deseription Potantial Advantages Pozentiz] Disadvrmagss
Imnvoc:alized cell line Cclimited supply long-ten: safety  Linsage pestricied
kel piz Atundant stpply Linzage restricsed
P.a infections
Buie zeniow Gt be tekey frotn patiem Painfal extinciion
. Iutmvenots zpproach may sffect other orzmuc
Umbilice! coud blood Alrernnbive sourec to bons orurow  lnconnlete stoddics
c2lls
Steuta] st cells Alvwkn souce Tucwdete swdies
Newml stent cells Extcaction fron the patien: Tncomdlete srudies
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Exogenous approach Endogenous approach

Stroke

~ Cell tanap!anlutifm ) u Stimulation of neurogencsis
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G-C5F stem cell
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adult stem celis In vitro
Transdifferentiation
Cell fusion
Secrelion of trophic factors
Coll harvast

Bone marrow
Gambar 13, Pendekatan Terapi Sellar pada Stroke'®

D.2.1. Terapi Selular Eksogen
Sumber sel eksogen dapat berasal dari:'>'5%#

o Immortalized cell line
Telah banyak penelitian menggunakan cell lines yang dianggap
memiliki kapasitas yang baik untuk berdiferensiasi menjadi garis
keturunan neural/mewral Iineage (neuron, astrosit, dan
oligodendrosit. Beberapa dari cell lines tersebut adalah MHP36,
C1 7.2, NT2N (neuroteratocarcinoma).
Keterbatasan penggunaan immortalized cell line antara lain
adalah sifatnya yang dapat menimbulkan kanker/cancerous (pada

NT2N) dan terbatasnya garis keturunan yang dapat dihasilkan.
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#  Xenotransplatasi sel saraf fetus babi
Sel-sel lateral ganglionic eminence (LGE) fetus babi dari
strigtum primordial yang diinjeksikan ke strjatum dan korteks
tikus setelah infark serebri menunjukkan ketahanan hidup graft
>80% 12 mitggu setelah prosedur, dan sel-sel donor
berdiferensiasi  menjadi  sel-sel neural, menunjukkan
pembentukan  sinaps/sinaptogenesis, dan mengekspresikan
penanda asam gamma-aminobutirat (GABA). Perbaikan
fungsional juga terjadi pada tikus-tikus ini.
Keterbatasan penggunaan xenotransplatasi sel saraf fetus babi
antara lain adalah reaksi imunologik host terhadap graft yang
disebabkan oleh glikoprotein [, 2-galactosyl-terminated yang
diekspresikan oleh sel saraf fetus babi yang akan mengaktifkan
sistem komplemen Fkost, kemungkinan transmisi porcine
endogenous retrovirus (PERV) dari babi ke manusia, dan
terbatasnya garis keturunan yang dapat dihasilkan.

e  Sel punca embrionik
Sel-sel ini diperoleh dari cell line sel punca embrionik. NSC dari
cell line ini telah berhasil diisolasi dan diekspansi in vitro sebagai
neurosphere, kemudian ditransplantasikan ke ventrikel tikus yang
sudah tva. Palam waktu 1 bulan, sel-sel ini telah bermigrasi ke
korteks dan hipokampus ipsilateral maupun kontralateral, dan
menunjukkan diferensiasi neuronal. Tes Morris water maze juga
menunjukkan peningkatan memori spasial pada binatang yang
diterapi.
Keterbatasan penggunaan sel punca embrionik antara lain adalah
permasalahan etik yang sampai saat ini menjadi perdebatan,

¢ Progenitor sel saraf fetus manusia
Sel-sel hipokampus dari fetus manusia telah berhasil di-graft dan
bertahan hidup pada model hipoksia tikus. Jaringan fetus manusia
yang diimplantasikan pada tikus 3 minggu pasca siroke dapat

mengembangkan hubungan aferen dan eferen dengan sel Aost.

Pengaruh ekstrak....Sophie Yolanda, FK UL, 2010~ IMIversitas indonesia



25

Keterbatasan penggunaan sel punca embrionik antara lain adalah
permasalahan etik yang sampai saat ini menjadi perdebatan.

Sel punca yang berasal dari darah tali pusat

Sel punca yang berasal dari darah tali pusat/human umbilical
cord blood cells HHUCBCS) in vitro telah berhasil berdiferensiasi
menjadi sel neuron dan glia setelah penambahan asam retinoat ke
medium kultur. Sebuah penelitian menunjukkan HUCBCs yang
diinjeksikan ke ekor tikus 1-7 hari pasca stroke dapat bermigrasi
ke lokasi lesi dan berdiferensiasi meénjadi sét néuronal dan glia.
Secara fungsi dan perilaku juga terjadi perbaikan pada tikus-tikus

1.

D.2.2. Terapi Seluiar Endogen

Sumber sel endogen dapat berasal dari:

Pengaruh ekstrak...,Sophie Yolanda, FK Ul, 2010
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NSC manusia dewasa/aduli-derived NSC

Sel-sel SVZ dan hipokampus dari otak manusia dewasa dapat
diekspansikan secara in vifro seperti neurosphere dan dapat
berdiferensiasi menjadi ketiga garis keturunan neuronal. Pada
penelitian * lain, bulbus olfaktorius manusia dari spesimen
pembedahan dipanen untuk mendapatkan prekursor neural, yang
kemudian diekspansikan secara in vifro seperti neurosphere, dan
dapat berdiferensiasi menjadi ketiga garis kefurunan neuronal.

Sel punca hematopoietik

Sel punca hematopoietik dapat besumber dari sum-sum tulang,
darah tali posat, maupun sel darah tepi (sel-sel CD34+).

Sum-sum tulang mengandung sel punca hematopoietik dan non-
hematopoiétik  (mesénkim). Beérbagai- penéliian  télah
membuktikan bahwa sel punca hematopoietik dapat bermigrasi
dan mengekspresikan penanda fenotipik berbagai sel dari jaringan
terdiferensiasi, termasuk  otak.  Sayangnya, frekuensi
transdiferénsisasi sel punca hematopoiétik meénjadi neéuron
sangatlah rendah. Meskipun begitu, penggunaan sel punca sum-
sum tulang dapat berkontribusi secara tidak langsung terhadap
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reégenerasi SSP karena sel punca ini berfungsi sébagai sumber sel
mikroglia dan endote] yang beregenerasi pasca stroke, yang dapat
menjadi vehikulum terapi genetik pasca infark serebri. Meskipun
begitu, sebuah penelitian yang menilai kemungkinan aplikast
implantasi sel punca dari sumsum tulang secara langsung pasca
stroke melaporkan perbaikan fungsi neurologis pada binatang
yang diterapi.

Keterbatasan penggunaan sel punca sum-sum tulang adalah
prosedur ekstraksinya yang menyakitkan bagi pasien dan
administrasi secara intravena dapat mempengaruhi organ lain.
Sel-sel CD34+ yang berasal dari darah tali pusat yang
diadministrasikan secara intravena pasca MCAQO pada tikus
imunodefisienst akan mempromosikan neovaskularisasi dan
neurogenesis dengan perbaikan fungsi.

Sel CD34+ akan meningkat 3 kali lipat di darah perifer setelah
hipoksia serebri akut, menunjukkan mekanisme perbaikan tubuh
yang, sayangnya, tidak adekuat. Isolasi sel punca hematopoietik
dari darah tepi dapat dilakukan tanpa risiko maupun efek
samping, dan mobilisasinya dapat ditingkatkan dengan
penambahan granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF),
sehingga darahh tepi dapat menjadi sumber sel punca
hematopoietik yang baik.

Sel adiposa manusia

Jaringan adiposa ternyata juga mengandung sel stroma yang
pluripoten. Kuftur primer dari jaringan ini menghasilkan sel-sel
hematopoietik, perisit, sel endotel, dan sel otot polos. Beberapa
pasase dalam kultur menghasilkan sél stroma yang ménghasitkan-
penanda molekul permukaan sel punca mensenkimal, sel-sel ini
juga mengekspresikan nestin menunjukkan potensi untuk
berkembang menjadi garis keturunan neural. Sel stroma adiposa
dapat diarahkan diferensiasinya menjadi sel neural dengan
penambahan S-azacytidinelnerve growih Jactor
(NGF)/BDNF/bFGF. Sebuah penelitian menunjukkan perbaikan
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fungsi motorik dan somatosensorik 7 hari pasca stroke pada
kelompok binatang yang diterapi.

Mobilisasi Sel Punca Endogen
Strategi ini menggunakan sel punca dan sel progenitor
endogen yang telah dimiliki pasien dan telah terbukti meningkat
aktivitasnya pasca hipoksia serebri.' Selain lebih aman, metode ini
juga tidak memerlukan suplai donor se! punca, tidak menimbulkan
risiko trauma operasi dan kemungkinan penclakan grafi. Konsep
dasar dari pendekatan terapi ini adalah dengan menstimulasi
lingkungan mikro (microenvironment) dari host untuk meningkatkan
neurogenesis.'”
Terdapat beberapa cara untuk meningkatkan mobilisasi sel
punca endogen:
e  Meningkatkan faktor pertumbuhan
Terdapat banyak faktor pertumbuhan yang dapat memobilisasi set
punca, salah satunya yang telah mendapat banyak perhatian
adalah G-CSF, yang saat ini sudah merupakan obat yang
diijinkan oleh FDA. G-CSF memobilisas sel-sel progenitor dari
sum-sum tulang menuju darah perifer (sel CD34+), di mana dari
sana sel-sel ini dapat menuju ke otak dan memiliki sifat protektif
dan restoratif. Pasien vang diterapi dengan G-CSF juga
menunjukkan perbaikan fungsi neurologis yang lebih baik.'>*
Faktor pertumbuhan lain yang juga dapat meningkatkan
neurogenesis antara lain adalah GDNF,*! *** BDNF,* EGF,*® dan
FGF-2.*
Selain itu, VEGF juga telah terbukti meningkatkan neurogenesis
melalui peningkatan angiogenesis sehingga menyediakan
neurovascular niché yang baik untuk perkembangan sel neuron.*
e  Menurunkan respon inflamasi
Aktivasi mikroglia yang diasosiasikan déngan inflamasi telah
terbukti mengganggu neurogenesis basal maupun pasca
hipoksia.'*'? Inhibisi dari proses inflamasi akan meningkatkan
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neurogenesis, yang dapat dilakukan antara [ain dengan
administrasi minosiklin®® dan indometasin®™ sebagai agen
antiinflamasi. Administrasi minosiklin juga akan meningkatkan
fungsi neurologis berupa peningkatan kemampuan koordinasi
motorik, pembelajaran dan memori spasial.*!

Selain agen antiinflamasi, respon inflamasi dapat dihambat
dengan penghambatan faktor transkripsi NF-xB yang dibutuhkan
untuk proses inflamasi melalui inhibisi koaktivatormya poly(ADP-
ribose) polymerase (PARP).”

e  Stimulasi/perbaikan kondisi lingkungan sekitar

Perbaikan kondisi tingkungan dari pasien, di antaranya interaksi
sosial, aktivitas fisik volunteer dan bervariasi, pengenalan objek

baru) dapat meningkatkan neurogenesis pasca hipoksia serebri.>*

E. AKAR KUCING (Acalypha indica Linn)

Tanaman akar Kicing atau Acalypha indica Linn merupakan tanaman perd\i
yang banyak tumbuh di pinggir jalan atau ladang yang tak terawat dan dapat dijumpai
di setiap daerah di Indonesia dengan nama yang berbeda-beda, antara lain kucing-
kucingan, bunga anting-anting, atau rumput bolong-bolong. Tanaman ini dapat
tumbuh liar dengan tinggi 30-80 cm, berdaun tipis oval menyerupai bayam dengan
panjang 3-6 cm, bergigi di pinggirnya, dan berbunga mirip anting-anting dengan
warna hijau (lihat Gambar 14).2°%

Secara taksonomi tumbuhan, akar kucing digolongkan sebagai berikut:*

Divisi  : Spermatophyta

Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Di¢otylédoneae

Famili  : Euphorbiceae

Genus  : Acalypha

Tanaman ini dinamai akar kucing karena akarnya disenangi kucing yang
sedang sakit. Beberapa saat setelah dimakan dimuntahkan kembali bersama isi
. perutniya, dan kucing tersebut akan tampak membaik. Atas dasar itulah pada awalnya
masyarakat dengan coba-coba memanfaatkan rebusan akar kucing untuk mengobati
dirinya saat menderita sakit perut. Secara tidak sengaja, ternyata rebusan akar kucing

tersebut dapat memulilikan kelumpuhan saraf akibat stroke. ™
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Gambar 14, Akar Kucing

Secara ilmiah, beberapa manfaat lain dari tanaman ini juga telah dibuktikan,
antara lain sebagai pencahar, antihelmintik, ekspektoran, emetik, antimikroba,
kontrasepsi (antifertilitas),”® antimalaria®’ dan diuretik.® Efek neuroprotektor dan
neuroterapinya telah dibuktikan oleh Purwaningsih ef al secara eks vive maupun in
vivo pada dosis 15-20 mg/mL. Purwaningsih ef af meneliti efek neuroprotektor dan
neuroterapi akar kucing pada otot katak yang diberikan pelumpuh otot, dengan
aktivitas listrik otot tersebut sebagai parameter yang diukur?® Pada SSP, efek
neuroterapinya telah dibuktikan oleh Suswati secara in vivo pada dosis 400-500
mg/kgBB. Suswati meneliti efek neuroterapi akar kucing pada otak tikus pasca
hipoksia serebri, dengan jumlah sel rusak pada hipokampus sebagai parameter yang
diukur. Sebagai ekstrak air (dibuat dengan air distilasi), dosis letalnya adalah 50
mg/mL pada pemajanan selama 24 jam, dan menurun hingga 45 mg/mlL pada
pemajanan selama 48 jam.”

Kandungan bahan aktif yang bermanfaat dari tanaman ini masih belum dapat
diidentifikasi dengan baik. Beberapa bahan kimia yang telah berhasil diidentifikasi
antara lain adalah kaempferol (flavonoid) yang terdiri dari mauritianin, clitorin,
nicotiflorin and biorobin, beta-sitosterol, HCN, gamma-sitosterol, dan Acalyphin
(lihat Gambar 15).2'***® Berdasarkan uji fitokimia ekstrak akar dari tanaman akar
kucing yang dilakukan di FKUI, ditemukan alkaloid. saponin. dan tanin, dengan

stigmasterol sebagai bahan aktifnya.”’
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Gambar 15. Struktur Kimia Acatyphin dan Stigmasterol™
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(c) Stigmasterol

Nirmal et al telah membuktikan bahwa Acalyphin dan stigmasterol bersifat

anti inflamasi dengan membentuk kompleks inhibitor sPLA>. Pada penelitidn ini

Nirmal ei a! menggunakan sPLA; dari ular berbisa Russell dan pankreas sapi.
Acalyphin menunjukkan interaksi dengan gugus Asp-49, Lys-69, dan Gly 30 dari situs
aktif sPLA ular berbisa Russei, dan dengan ion Ca®* dasi situs aktif SPLA, pankreas
sapi. Stigmasterol berinteraksi dengan His 48 dari situs aktif sPLA, ular berbisa
Russell (lihat Tabel 4, Gambar 16, dan Gambar 17). Seperti telah disebutkan di atas,

penurunan respon inflamasi dapat meningkatkan mobilisasi sel punca dewasa yang

sudah ada secara fisiologis di sistem saraf pusat.

18,19

Tabel 4. Interaksi Acalyphin dan Stigmasterol pada Situs Aktif SPLA; Ular Berbisa

Ligand with Ruseell's viper PLA.
and bovine pancreatic PLA

Acalyphis-viper PLA-

Acalyphit-bp PLA
Chlerogenic acid-viper PLA,
Shgraastecol-viper PLA,
Curcumin-viper PLA,
Tectondm-viper PLA:
Gracihn A-Viper PLA;
Gracilin A-bp PLAs

Aplysulphuria 1-Viper PLA.

Aplysulphurks 1-bp PLA

*.Ligad

Inrerachioz in the acrive 4ite

Ap 39 C=0. H.N*
Gl 30C= 0. BN
Ixs 69 C.H...O-C*
Ca..0=C*
Awp 13 C-0. H-C*
Lvs $9 N-H...0=C*
Trp A31 C=0._H-O*
Asp 49 €=, H-0*
His 45 I°. H.C*
Asp4C=0. HC*
Gly 30 C=0.. B "
Asp 49 C=0...0-H*
Lys 69N-EL, . H-OF
Asp4eC=0,, HLC*
Tp 31C=0. . EC*
€a™. .0=C*
Tw e HO., .O=*
Asp 49 0. K- C”
His 4 0. H-C*
Glv 30 C=0,. HC"
cz..0-C*
Asp 49 C=0.. HC*
Glv I0N-H...O=xC"

Russell dan Pankreas Sapi™

Distice {A)

D..A -E E..A
318 093 >18
3.36 1.08 163
317 1.09 i) |
238
289 0.97 .4
313 1.61 232
3.10 123 1.9
264 0.57 165
343 LG9 294
5 1.03 255
342 1.08 255
343 054 262
313 102 2.13
325 1.09 2654
355 169 247
241
330
.49 1.09 2.88
3.17 1.09 3
169 1.03 2.68
241
5 1.09 210
248 101 Rl
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Gambar 16. Interaksi Acalyphin dengan Asam-asam Amino pada Situs Aktif sPLA,

Ular Berbisa Russell (a) dan Pankreas Sapi (b)”

HIS 48

Gambar 17. Interaksi Stigmasterol dengan Asam-asam Amino pada Situs Aktif
SPLA; Ular Berbisa Russell*:

F. PEMERIKSAAN VIABILITAS SELL DENGAN METODE 3-/4,5-

DIMETHYLTHIAZOL-2-YL]-2,5-DIPHENYL. @ TETRAZOLIUM  BROMIDE
(MTT)

Dasar dari pemeriksaan MTT adalah mengukur aktivitas sel hidup melalui
aktivitas enzim dehidrogenase mitokondria. Cincin tetrazolium dari 3-f4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) akan dipecah oleh
enzim dehidrogenase mitokondria sel yang hidup dan menghasilkan kristal formazan
ungu MTT. Kristal formazan im bersifat tidak larut air, namun dapat menjadi larut
dengan penambahan acidified isopropanc!. Warna larutan yang terbentuk dapat diukur

secara spektofotometri/ELISA.
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Berdasarkan prinsip tersebut, semakin tinggi absorbansi dari warna larutan
yang terbentuk mencerminkan semakin tingginya jumlah kristal formazan yang
terbentuk dan menunjukkan semakin tingginya jumlah sel yang hidup. Viabilitas
relatif sel dapat dihitung dengan rumus;

absorbansi ( perlakuan)

x 100
absorbansi (kontrol)

viabilitas relatif (%)=

Maka absorbansi sebagai hasil pemeriksaan MTT yang dikonversi menjadi
persentase dapat mencerminkan viabilitas relatif sel, di mana hasil yang lebih tinggi
dari 100% mencerminkan pertumbuhan sel, sedangkan hasil yang lebih rendah dari
100% mencerminkan toksisitas sel.

. PENGAMATAN PROLIFERASI SEL MENGGGUNAKAN 3-BROMO-2-
DEOXY-URIDINE (BrdU) ASSAY

3-bromo-2 -deoxy-uridine (BrdU) merupakan nukleosida sintetik yang
merupakan analog timidin, sehingga dapat diinkorporasikan ke dalam DNA yang baru
disintesis oleh sel yang bereplikasi. Antibodi monokional yang spesifik terhadap BrdUJ
dapat digiinakan untuk mendeteksi sel-sel yang aktif bereplikasi. Dengan penambahan
percksidase, akan terbenfuk warna, dan warna ini dapat diperiksa dengan ELISA (lihat
Gambar 18).

Berdasarkan prinsip tersebut, semakin tinggi absorbansi dari warna larutan
yang terbentuk mencerminkan semakin tingginya jumlah antibodi monoklonal yang
mendeteksi BrdU dan menunjukkan semakin tingginya tingkat proliferasi sel. Maka
absorbansi sebagai hasil pemeriksaan BrdU dapat mencerminkan tingkat proliferasi
sel.

Teknik pemeriksaan dengan BrdU merupakan salah satu alternatif untuk
menentukan tingkat proliferasi sel selain menggunakan zat yang dilabel secara
radioaktif/radioisotop (’H}-timidin). Beberapa keunggulan BrdU dari teknik
radioisotop antara lain adalah dari segi keamanan, karena pemeriksaan BrdU tidak
menggunakan radioisotop sehingga tidak terdapat bahaya radiasi. Selain itu, hasil
pemeriksaan dengan BrdU juga akurat dan sensitif, di mana hasil yang diperoleh
melalui metode BrdU berkorelasi secara kuat dengan hasil yang diperoleh melalui
metode ([H]-timidin). Dari segi waktu, kelebihan pemeriksaan BrdU adalah
kecepatannya, karena penggunaan nmlfiwell plate pada ELISA reader dapat
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memproses sampe! dalam jumlah besar, dan pemeriksaan ini merupakan pemeriksaan

yang mudah karena mengikuti protokol pemeriksaan sel standard ELISA.

Cefl valtcred in o mizsotitern plite (98 wells)

1, Adn Bray fabelng solution,
Bral is incomporaled into cellufar DNA,

nl

»
>
<

2 Fix cell,

3, Add nucleases, Nudeases
parually digest cellutar DNAL

hﬁ_g

(N
(A

&, fuld anti=BrdU-PD,
T=2 anvbody binds 1o Bral,

3, Add oeroecase substrate ABLS {o),
Peromitase cilulyses the clearvage al
AlTS aroducing a enlored raatiion
product

.

Brd o Peroxidase substrate
A Ly ABTS, uncirnwrd
G Nuclease . Peoroxidose substrate

ABTS, cleaved

X Anli-BrdU-PUD

Gambar 18. Prinsip Pemeriksaan BrdU
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H. KERANGKA TEORI
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BAB 3
METODE PENELITIAN

A. RANCANGAN PENELITIAN

Penelitian ini merupakan studi eksperimental in vitro pada kultur jaringan sel
saraf. Kultur sel saraf diperoleh dari sel saraf yang diisolasi dari jaringan hipokampus
1 ekor tikus Sprague Dowley dewasa berusia 9-10 minggu dengan berat 200-250 °
gram. Tikus dikorbankan dengan cara dislokasi leher. Menurut Purwaningsih et al,
efek neuroprotektor dan neuroterapi ekstrak Acalypha indica Linn pada
neuromuscular junction optimal pada dosis 15-20 mg/mL,”® maka pada penelitian ini
akan diuji pengaruh ekstrak air Acalypha indica Linn pada sel saraf pasca hipoksia
dengan dosis 10 mg/mL, 15 mg/mL, dan 20 mg/mL. Sel saraf dipajankan terhadap
hipoksia dengan cara pemberian gas 5% 0,/5% CO4/N; balans selama 24 jam.®
Setelah pemajanan terhadap hipoksia, tiap kelompok kultur sel saraf diberikan ekstrak
air Acalypha indica Linn dengan dosis 10 mg/mL (kelompok perlakuan A), 15 mg/mL
(kelompok perlakuan B}, dan 20 mg/mL (kelompok periakuan C), dengan 1 kelompok
kontrol yang tidak diberi perlakuan. Selanjutnya tingkat neurogenesis tiap kelompok
perlakuan  diukur  dengan  menggunakan = 3-(4,35-dimethyithiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) untuk wviabilitas relatif sel dan dengan

menggunakan 5-bromo2 -deoxy-uridine (BrdU) untuk proliferasi sel.>®

. TEMPAT DAN WAKTU PENELITIAN

Penelitian dilakukan di Laboratorium Biologi- Oral Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Indonesia dan di Laboratorium Fisiologi Departemen Fisiologi Fakultas

Kedokteran Universitas Indonesia pada bulan Januari 2010 hingga Maret 2010,

. ALAT DAN BAHAN PENELITIAN

C.1. Alat penelitian
1. Laminar air flow, ESCO class II type A2 biohazard safety cabinet model
EC24A
2. Mikroskop fase kontras, Nikon eclipse 801
3. Mikroskop inverfed, Olympus CK series
4. Inkubator, Inco 2 Memmert

35 Universitas Indonesia
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10.
11.
12
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
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ELISAImicroplate reader, Bio-Rad benchmark
Vorteks, Bio-Rad BR-2000 vortexer

Waterbath, Thermostatic water bath model YCW-01
Timbangan gram, OHAUS adventurer
Timbangan miligram, OHAUS explorer

Sentrfus, Sorvall legend RT

Shaker, Certomat® U

Cawan petri steril diameter 10 ¢m, Corning
Mudtiwell plate 24 well, TWAKI

Muitiwell plate 96 well, Costar

Kamar hitung/hemocytometer improved Neubauer
Cover slip

Wadah kedap udara, Glasslock

Tabung eppendorf ukuran 50 mL, Biologix
Tabung eppendorf ukuran 15 mL, Biologix
Tabung eppendorf ukuran 1,5 mL

Mortar

Minor set + scalpel blade no. 23, Braun

Filter, Sartorius stedim minisart dengan pori 0,2 pm
Disposable syringe ukuran 50 mL, Terumo
Pipettor + pipette tips

Cell strainer, BD Falcon dengan pori 40 pm

Cell scraper, BD Falcon

Cell lifter, Biologix

Bahan Penelitian

1.

(7S]

Jaringan hipokampus diambil dari otak tikus Spraguwe Dowley dewasa
berusia 9-10 minggu dengan berat 200-250 gram
Ekstrak air Acalypha indica Linn (250 mg/mL), diperoleh dari

Departemen Farmasi Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia

Dulbecco’s Modified Fagle Medium (DMEM) stok, GIBCO (1x) high
glucose (+) 4,5 g/LL D-glucose (+) L-glutamine (-) sodium pyruvate

Fetal Bovine Serum (FBS), GIBCO

Penisilin-Streptomisin (Penn-Strep), GIBCO (100x)

Universitas Indonesia
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12.
13.
14,
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21
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Fungizone, GIBCO (100x)

Phosphate Buffer Saline (PBS)

Tripsin-EDTA, GIBCO 0,25% (1x)

Deiodinized water, Milli-Q

Poly-L-Lysine, Nacalai tesque code 28356-84

Gas 5% 0,/5% CO»/N, balans, Pelangi Gasindo
Trypan blue dengan dilution factor 1:10

MTT bubuk, SIGMA

NaCl 0,9% steril

Isopropanol

HCI 2N

BrdU Labeling and Detection Kit Ill, Roche cat. no 11 444 611 001
Bovine Albumin Serum (BSA), Bio-Rad (284 mg/mlL)
Gliserol 50%

HC! 25%

Ethanol 100%

D. POPULASI PENELITIAN

D.1.

D.2.

D.3.

Subjek Penelitian

Subjek penelitian adalah tikus Sprague Dowley dewasa berusia 9-10

minggu dengan berat 200-250 gram.

Sampel Penelitian

Sampel penelitian adalah jaringan hipokampus yang berasal dari tikus

Sprague Dowley dewasa berusia 9-10 minggu dengan berat 200-250 gram.

Besar Sampel

Penentuan besar sampel menggunakan rumus Federer:
(t-1)(n-1}> 15; =4 (jumlah perlakuan)

3(n-1)=15

3n-3>15

3In>18

n>6

Universitas Indonesia
Pengaruh ekstrak...,Sophie Yolanda, FK Ul, 2010



38

Berdasarkan perhitungan dengan rumus di atas, jumlah sampel yang
dibutuhkan adalah 6 sampel untuk tiap kelompok (1 kelompok kontrol dan 3
kelompok perlakuan), maka jumlah total sarﬁpel adalah 24 sampel. Seluruh
sampel dapat diperoleh dan 1 tikus, sehingga jumlah tikus yang dibutuhkan
hanyalah sebanyak 1 ekor.
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E. ALUR PENELITIAN

Seleksi hewan coba

Y

Isolasi dan kultur jaringan sel saraf
hipokampus

v

Perlakuan hipoksla pada seluruh sampal
penelitian (24 Jam)

T v ¥ ¥

Kontrol Perlakuan A Perlakuan B v Perfakuan C

Pemberian ekstrak akar Pemberian ekstrak akar
kucing 10 mg/mL kueing 15 mg/mL

[ ]
¥ ¥

Pemberian ekstrak akar
kucing 20 mg/mL

/B

Panambahan BrdU pada seluruh sampal m Penambahan MTT pada seluruh sampel
90 jam pasca L ]
hipoksia ﬁ

Pemeriksaan tingkat neurogenesis pada seluruh sampel
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F. DEFINISI OPERASIONAL

Acalypha indica Linn (akar kucing) yang digunakan merupakan ekstrak air yang
diperoleh dari Departemen Farmasi Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia.
Ekstrak air ini dibuat dari kadar simplisia (akar Acalypha indica Linn kering)
sebesar 10% yang didekok 2 kali masing-masing selama 30 menit, kemudian
dikeringkan dengan rotavapor dan ditimbang untuk penentuan rendemen. Dari
ekstrak kering dibuat larutan koloidal dengan konsentrasi ekstrak 250 mg/mL..
Neurogenesis adalah proses pembentukan neuron baru dari sel-sel prekursor yang
meliputi beberapa tahapan yaitu proliferasi, migrasi, diferensiasi, maturasi, dan
pembentukan sinaps. Parameter pengukurannya pada penelitian ini dilakukan
dengan:

o  Pengukuran viabilitas relatif sel dengan MTT. MTT adalah bahan kimia larut
air yang bila terpajan dengan enzim suksinil dehidrogenase mitokondria sel
hidup akan diubah menjadi kristal formazan ungu yang tidak larut air.
Perubahan ini tidak terjadi pada sel yang mati. Kristal formazan ungu
tersebut dapat dilarutkan dengan isopropanol, dan warna pada larutan
tersebut dapat diukur dengan spektofotometri.

o Pengukuran proliferasi sel dengan BrdU. BrdU adalah nukleosida sintetik
yang merupakan analog timidin, sehingga dapat diinkorporasikan ke dalam
DNA yang baru disintesis oleh sel yang bereplikasi. Antibodi yang spesifik
terhadap BrdU dapat digunakan untuk mendeteksi sel-sel yang aktif
bereplikasi dengan metode ELISA.

G. VARIABEL PENELITIAN

Variabel bebas/independen (variabel yang mempengaruhi nilai variabel terikat):

_ kadar/dosis ekstrak Acalypha indica Linn

Variabel terikat/dependen (variabel yang nilainya dipengaruhi variabel yang lain
dan merupakan variabel yang akan dianalisa): viabilitas relatif sel dan tingkat

proliferasi sel
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Tabel 5. Variabel Penelitian

Variabel Parameter Cara Pengukuran Skala Satuan
Variabel bebas  Kadar/dosis  ekstrak - - mg/mL
Acalypha indica Linn
Variabel Viabilitas relatif sel Pemeriksaan MTT  numerik % (persen)

terikat/dependen Tingkat proliferasi sel Pemeriksaan BrdU  numerik -

H. CARA KERJA

1.

Hewan coba

Hewan coba yang digunakan adalah tikus Sprague Dowley dewasa berusia 9-10
minggu dengan berat 200-250 gram.

Pembuatan medium DMEM komplit

Medium DMEM komplit diperoleh dengan cara mencampur 440 mL DMEM stok
+ 50 mL FBS 10% + S mL Penn-Strep + 5 mL Fungizone. Selanjutnya larutan
tersebut disaring dengan filter berpori 0,2 um.

Pembuatan larutan ekstrak air Acabypha indica Linn (dilakukan oleh staf
Departemen Farmasi FKUT)

Tumbuhan akar kucing diambil dari Depok, Jawa Barat, kemudian dideterminasi
sebagai Acalypha indica Linn oleh Lembaga Herbivora LIPI, Bogor. Akar
dipisahkan, dicuci, kemudian dikeringkan dalam lemari pemanas bersuhu 45°C
selama 3-4 hari. Sebanyak 200 gram akar kering ditimbang dan dibuat dekokta
dengan penambahan akuades hingga 2000 mL dalam panci dekok (10%). Panci
dekok kemudian dipanaskan di atas waterbarh hingga suhu dalam panci mencapai
90-95°C. Pemanasan dilakukan selama 30 menit dengan sesekali diaduk. Hasil
dekok didinginkan, kemudian disaring. Proses pemanasan hingga penyaringan
diulangi. Hasil dekok divapkan dalam rotary-evaporator di atas waterbath
bersuhu 60°C pada tekanan S0 mBar hingga kering (tahap ini dilakukan dalam
wadah yang telah ditimbang sebelumnya). Ekstrak kering ditimbang hingga
diperoleh berat bersih 9 gram. Rendemen ekstrak ditentukan dengan perhitungan
berikut: 9 gram/200 gram x 100% = 4,5%. Ekstrak kering kemudian diencerkan
dengan penambahan akuades hingga 36 mL sehingga diperoleh larutan koloidal
dengan konsentrasi ekstrak 250 mg/mL.
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4. Pembuatan larutan ekstrak air Acalypha indica Linn + DMEM komplit
Larutan ekstrak air Acalypha indica Linn + DMEM komplit dengan kadar:
¢ 10 mg/mL: diperoleh dengan cara mencampur 24 mL DMEM komplit + 1
mL larutan ekstrak air Acalypha indica Linn stok (250 mg/mL)
e 15 mg/mL; diperoleh dengan cara mencampur 23,5 mL DMEM komplit + 1,5
mL larutan ekstrak air Acalypha indica Linn stok (250 mg/mL.)
e 20 mg/mL: diperoleh dengan cara mencampur 23 mL DMEM komplit + 2
mL larutan ekstrak air Acalypha indica Linn stok (250 mg/mL)
Selanjutnya setiap larutan tersebut disaring dengan filter berpori 0,2 pm.
5. TIsolasi sel saraf hipokampus
Hipokampus diambil dari otak tikus Sprague Dowley dewasa berusia 9-10
minggu dengan berat 200-250 gram dan disimpan dalam DMEM komplit yang
tidak difilter. Selanjutnya, jaringan hipokampus diletakkan pada cawan petri
dengan diameter 10 cm dan dibilas dengan PBS. Jaringan hipokampus kemudian
dihancurkan dengan mortar hingga halus, lalu dimasukkan daiam tabung
sentrifus. Tripsin-EDTA sebanyak 2 ml ditambahkan, kemudian jaringan
hipokampus dihancurkan secara mekanik dengan pipet plastik steril. Selanjutnya,
jaringan hipokampus diinkubasi pada suhu 37°C selama 15 menit dan kemudian
ditambahkan 0,5 mL FBS untuk menghentikan kerja tripsin, Jaringan hipokampus
kemudian disentrifugasi pada 200 g selama I3 menit, setelah itu supernatan
dibuang dan endapan sel saraf (pellet) yang diperoleh disuspensikan dengan 2 mL
DMEM komplit.
6. Penghitungan sel
Suspensi sel hasil isolasi pada cara kerja nomor 4 diencerkan 10 kali dengan cara
mencampur 80 pL trypan blue + 10 pL Milli Q + 10 pL suspensi sel. Suspensi sel
yang telah diencerkan ditempelkan asal menyentuh pada ujung kamar hitung yang
telah dibersihkan yang ditempelkan cover slip, kemudian efek kapiler akan
menyebabkan suspensi sel tersebar merata pada kamar hitung. Kamar hitung
diletakkan di bawah mikroskop dengan pembesaran objektif 20 kali. Jumlah sel
dihitung pada 2 kali 16 kotak besar di luar area sentral. Jumlah sel dihitung
dengan rumus: jumiah sel (rata-rata jumlah 2 kali 16 kotak besar) x 10* x faktor

dilusi x total volume dalam mililiter.
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Kultur sel saraf

Sel saraf hasit isolasi pada cara kerja nomor 4 dikultur dalam cawan petri dengan
diameter 10 ¢m yang masing-masing telah dilapisi poly-L-lysine sebanyak 3 mL
selama 1 jam. Kultur sel saraf kemudian dimasukkan ke dalam cawan petri
dengan jumlah sel 10° sel pada tiap cawan. Kultur diinkubasi pada inkubator 5%
C02/95% udara dengan suhu 37°C. Medium kultur diganti setiap 72 jam. Kultur
sel saraf tumbuh dengan baik pada hari ke-10.

Panen sel dan plating

Kultur sel saraf dipanen pada hari ke-10. Medium dari tiap cawan kultur sel
dibuang, kemudian dicuci dengan PBS sebanyak 2-3 kali. Selanjutnya tiap cawan
ditambahkan tripsin-EDTA. sebanyak 3 ml, lalu diinkubasi pada suhu 37°C
selama 15 menit. Sisa sel dilepaskan dengan cell scraper atau cell lifter,
dimasukkan pada tabung sentrifus, kemudian ditambahkan PBS hingga volume
tabung sentrifus menjadi 40 mL. Tabung disentrifugasi pada 200 g selama 15
menit. Supernatan dibuang, dan pellet diresuspensi dengan 5 mL PBS. Suspensi
disentrifugasi kembali pada 200 g selama 15 menit. Supernatan dibuang, dan
pellet diresuspensi dengan DMEM komplit 1 mL. Jumlah sel dihitung dengan
trypan biue menggunakan hemocyfometer dan didistribusikan pada multiwell
plate 24 well dan multiwell plate 96 well yang sebelumnya telah dilapisi dengan
poly-L-lysine sebanyak 200 pL/well pada multiwell piate 24 well dan poly-L-
lysine sebanyak 20 pL/well pada multiwell plate 96 well selama 1 jam. Jumlah sel
pada multiwell plate 24 well adalah sebanyak 5x10° seliwell, sedangkan jumlah
sel pada multiwell plate 96 well adalah sebanyak 10° sel/well.

Pemajanan sel saraf pada hipoksia ‘

Multiwell plate 24 well dan multivell plate 96 well dimasukkan dalam wadah
kedap udara dan dialirkan gas 5% 02/5% CO./N; balans selama 10 menit,
kemudian wadah ditutup rapat dan dimasukkan dalam inkubator dengan suhu
37°C selama 24 jam.

Pembenian ekstrak Acalypha indica Linn

Setelah dipajankan pada hipoksia selama 24 jam, supernatan pada tiap wel!
dibuang, dicuci dengan PBS 2-3 kali, kemudian pada kelompok:

e Kontrol: ditambahkan DMEM komplit
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e Perlakuan A: ditambahkan DMEM komplit + ekstrak Acalypha indica Linn
10 mg/mL

e Perlakuan B: ditambahkan DMEM komplit + ekstrak Acalypha indica Linn
15 mg/mL

e Perlakuan C: ditambahkan DMEM komplit + ekstrak Acalypha indica Linn
20 mg/mL

Plate diinkubasi kembali pada inkubator 5% C02/95% udara dengan suhu 37°C

selama 90 jam.

Pemeriksaan viabilitas relatif sei dengan MTT (lihat Lampiran 2)

Setelah pembenian ekstrak Acalypha indica Linn selama 90 jam, 800 pL medium

dari tiap well multiwell plate 24 well dibuang sehingga pada tiap well akan tersisa

200 pL medium. Pada tiap well ditambahkan 75 pL MTT 5 mg/mL (didapatkan

dari pencampuran 25 mg MTT bubuk + 5 mL NaCl 0,9% steril yang dikerjakan

dalam keadaan gelap), diinkubasi pada suhu 37°C selama 3 jam. Selanjutnya pada

tiap well ditambahkan 750 pL acidified isopropanol (didapatkan dari

pencampuran 49 mi isopropanol + 1 mL HCI 2N), dan diinkubasi pada suhu

ruangan di atas shaker selama 1 jam. Dari tiap well diambil 200 pL larutan dan

dipindahkan ke multiwell plate 96 well, dibuat triplo, kemudian dibaca dengan

ELISA reader pada panjang gelombang 490 nm,

Viabilitas relatif sel dihitung dengan rumus:

absorbansi ( perlakuan)
absorbansi (kontrol)

viabilitas relatif (%)= x 100

Pemeriksaan proliferasi sel dengan BrdU (lihat Lampiran 3)

Pemeriksaan BrdU dilakukan dengan menggunakan BrdU Labeling and Detection
Kit Il dari Roche. Setelah pemberian ekstrak Acalypha indica Linn selama 90
jam, tiap well mulitiwell plate 96 well ditambahkan 10 pL BrdU labeling
solution/solution I, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 4 jam. Solution I
dibuang, kemudian sel pada tiap well dicuci dengan 250 yL DMEM komplit
sebanyak 2 kali. Sel difiksasi dengan 200 uL cairan fiksatif pada suhu -20°C
selama 30 menit. Cairan fiksatif dibuang, sel dicuct dengan 250 uL. DMEM
komplit sebanyak 3 kali. Sel disimpan pada suhu 2-8°C overwnight, kemudian
dicuci dengan 250 L DMEM komplit sebanyak 1 kali. Sel tiap well ditambahkan

dengan 100 pL nucleases working solution/solution IVa, kemudian diinkubasi
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pada waterbath dengan suhu 37°C selama 30 menit. Solufion IVa dibuang,
kemudian sel pada tiap well dicuci dengan 250 pL. DMEM komplit sebanyak 3
kali. Sel dalam tiap well ditambahkan 100 pL anti BrdU-POD, Fab fragments,
working solutionfsolution Va, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 30
menit. Solution Va dibuang, kemudian sel pada tiap well dicuci dengan 250 pL
washing buffer/solution II sebanyak 3 kali. Sel tiap well ditambahkan 100 pL
peroxidase subsirate/solution Vla, kemudian diinkubasi pada suhu muangan
selama 2-30 menit hingga sampel berubah warna menjadi hijau. Warna larutan
dibaca dengan ELISA reader pada panjang gelombang 405 nm dengan reference
wavelength 490 nm.

Larutan pada pemertksaan ini perlu disiapkan terlebih dahulu sebelum tahapan

pemeriksaan ini dimulai.

ANALISIS DATA

Analisis data secara statistik dilakukan dengan menggunakan uji statistik
parametrik. Sebelumnya, dilakukan uji normalitas, bila data mempunyai distribusi
normal dan varians homogen, uji statistik parametrik yang akan digunakan adalah orne
way ANOVA yang dilanjutkan dengan analisis posi-hoc, namun bila data tidak normal
dan setelah ditransformasi tetap tidak normal, uji statistik non-parametrik akan
digunakan. Pengolahan data akan dilakukan dengan menggunakan program komputer
SPSS 16 (Statistical Social Sciences 16).
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BAB 4
HASIL PENELITIAN

Setelah seleksi hewan coba, isolasi dan kultur sel saraf selama 10 hari, didapatkan
pertumbuhan sel saraf yang baik dan diidentifikasi secara morfologis dengan mikroskop
fase kontras (lthat Gambar 19).

Gambar 19. Hasil Kultur Sel Saraf Jaringan Hipokampus hari ke-10

A. VIABILITAS RELATIF SEL

Dari hasil pemeriksaan MTT untuk mengukur viabilitas relatif sel yang dilakukan secara
triplo, didapatkan rata-rata viabilitas relatif sel pada kelompok kontrol sebesar 100%;
kelompok perlakuan A sebesar 176,95%; kelompok perlakuan B sebesar 220,62%; dan
kelompok perlakuan C sebesar 386,02% (lihat Gambar 20 dan Tabel 6).

Berdasarkan tes normalitas Shapiro-Wilk, didapatkan nilai signifikansi tiap kelompok
perlakuan > 0,05, sehingga ditarik kesimpulan bahwa distribusi data pada seluruh
kelompok perlakuan normat (lihat Tabel 6).
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Gambar 20. Rata-rata Viabilitas Relatif Sel
¥ p<0,05
** p<0,01
Tabel 6. Rata-rata Viabilitas Relatif Sel
Kelompok Jumlah sampel viatﬁ?}tt?a;r?zz?ati ¢ D Sig. Tes
Perlakuan (N) sel (%) Shapiro-Wilk
Kontrol 6 100 14,33 0,981
A 6 176,95 7,95 0,650
B 6 220,62 49 47 0,071
C 6 386,02 44,16 0,418

Selanjutnya dilakvkan tes untuk menganalisis homogenitas varians antar kelompok,

dengan hasil nilai signifikansi 0,018 (p < 0,05), sehingga ditarik kesimpulan bahwa varians

antar kelompok perlakuan tidak homogen. Oleh karena itu, dilakukan transformasi data

dengan cara logo dari data asli rata-rata viabilitas relatif sel. Dari hasil transformasi ini,

didapatkan distribusi data tiap kelompok normal (lihat Tabel 7), dan dari hasil tes varians

homogenitas varians, didapatkan nilai signifikansi 0,069 (p > 0,05), sehingga varians antar

kelompok perlakuan homogen.

Pengaruh ekstrak...,Sophie Yolanda, FK Ul, 2010

Urniiversitas indonesia



48

Tabel 7. Transformasi Log;; Data Rata-rata Viabilitas Relatif Sel

Rata-rata .
Kelompok Jumlah sampel . 3 . Sig. Tes
Perlakuan o) v1ab1htsz;sl relatif SD Shapiro-Wilk
Konirol 6 2 0,06 0,909
A 6 2,25 0,02 0,685
B 6 2,34 0,09 0,168
C 6 2,58 0,05 0,418

Untuk mengetahui perbedaan antara keempat kelompok perlakuan dilakukan
uji one way ANOVA. Dari hasil perhitungan didapatkan nilai F 95,181 dengan
signifikansi 0,000 (p < 0,05), dengan demikian dapat ditarik kesimpulan bahwa rata-
rata jumlah sel pada keempat kelompok perlakuan berbeda secara bermakna.

Untuk mengetahui perbedaan antara kelompok yang mana yang berbeda secara bermakna,
dilakukan uji post-hoc dengan hasil bahwa viabilitas relatif sel setiap kelompok yang
diberikan perlakuan lebih tinggi secara bermakna dibandingkan dengan kelompok kontrol,
viabilitas relatif sel kelompok perlakuan B lebih tinggi secara bermakna daripada viabilitas
relatif sel kelompok perlakuan A, dan viabilitas relatif sel kelompok perlakuan C lebih
tinggi secara bermakna daripada viabilitas relatif sel kelompok perlakuan B (lihat Tabel 8).
Tabel 8. Hasil Uji Kemaknaan Rata-rata Viabilitas Relatif Sel Antar Kelompok

Perlakuan
Kontrol A B C
Kontrol - 0,000%* 0,000*#* 0,000**
A 0,000** - 0,021* 0,000%*
B 0,000** 0,021* - 0,000%*
C 0,000** 0,000%* 0,000** -
* p<0,05
¥* p<0,01

B. TINGKAT PROLIFERASI SEL

Pemeriksaan BrdU tidak akan menghasilkan nilai mutlak tingkat proliferasi
sel, namun hasil dari pemeriksaan ini adalah absorbansi dari larutan tiap kelompok
perlakuan,-dan nilai absorbansi yang lebih tinggi menunjukkan tingkat proliferasi sel
yang lebih tinggi pula.

Dari hasil pemeriksaan BrdU untuk mengukur tingkat proliferasi sel yang
dilakukan secara duplo, didapatkan absorbansi pada kelompok kontrol sebesar 0,096;
kelompok perlakuan A sebesar 0,132; kelompok perlakuan B sebesar 0,117; dan
‘kelompok perlakuan C sebesar 0,114 (lihat Tabel 9 dan Gambar 21).
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Berdasarkan tes normalitas Shapiro-Wilk, didapatkan nilai signifikansi tiap

kelompok perlakuan > 0,05, sehingga ditarik kesimpulan bahwa distribusi data pada

seluruh kelompok perlakuan normal (lihat Tabel 9).

Tabel 9, Rata-rata Absorbansi Pemeriksaan BrdU

i o ————— L

Kelompok Jumlah sampel Rata-rata SD Sig. Tes
Perlakuan ) Absorbansi Shapiro-Wilk
Kontrol 6 0,096 0,007 0,919
A 6 0,132 0,009 0,417
B 6 0,117 0,007 0,055
C 6 0,114 0,010 0,310
0150 omlE S [, R, N ..
£ 0100
e
=]
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2
5
& 5 0z0+
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Gambar 21. Rata-rata Absorbansi Pemeriksaan BrdU
* p<0,05
** p<0,01

Selanjutnya dilakukan tes untuk menganalisis homogenitas varians antar

kelompok, dengan hasil nilai signifikansi 0,419 (p > 0,05), sehingga ditarik

kesimpulan bahwa varians antar kelompok perlakuan homogen.

Untuk mengetahui perbedaan antara keempat kelompok perlakuan dilakukan

uji one way ANOVA. Dari hasil perhitungan didapatkan nilai F 18,164 dengan

signifikansi 0,000 (p < 0,05), dengan demikian dapat ditarik kesimpulan bahwa rata-

rata jumlah sel pada keempat kelompok perlakuan berbeda secara bermakna.
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Untuk mengetahui perbedaan antara kelompok yang mana yang berbeda secara
bermakna, dilakukan uji post-hoc dengan hasil bahwa tingkat proliferasi sel setiap
kelompok yang diberikan perlakuan lebih tinggi secara bermakna dibandingkan
dengan kelompok kontrol, dengan tingkat proliferasi sel paling tinggi terlihat pada
kelompok perlakuan A, kemudian menurun secara bermakna pada kelompok
perlakuan B dan C, namun tidak didapatkan perbedaan tingkat proliferasi sel yang
bermakna antara kelompok perlakuan B dan C (lihat Tabel 10).

Tabel 10, Hasil Uji Kemaknaan Rata-rata Absorbansi Pemeriksaan BrdU Antar

Kelompok Perlakuan
_ Kontrol A B C
Kontrol - 0,000** 0,000%* 0,002%*
A 0,000%* - 0,005%* 0,001 **
B 0,000%* 0,005%* - 0,568
C 0,002%* 0,001*+ 0,568 -
* p<0,05
*#* p<0,01
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BAB S
PEMBAHASAN

Acalypha Indica Linn (akar kucing) merupakan tanaman yang telah banyak diteliti
sebagai pencahar, antihelmintik, ekspektoran, emetik, antimikroba, kontrasepsi
(antifertilitas),”® antimalaria® dan diuretik.®* Efeknya sebagai neuroprotektor danm
neuroterapi juga telah diteliti oleh Purwaningsih et al pada otot katak yang diberikan
pelumpuh otot, dengan aktivitas listrik otot tersebut sebagai parameter yang diukur.®®
Efeknya neuroterapinya pada SSP telah dibuktikan oleh Suswati pada otak tikus pasca
hipoksia serebri, dengan jumlah sel rusak pada hipokampus sebagai parameter yang
diukur.”® Walaupun telah terdapat penelitian yang menganalisis efek neuroterapi ekstrak
akar kucing pada SSP pasca hipoksia, namun pada penelitian tersebut parameter yang
digunakan hanyalah jumlah sel rusak pada hipokampus, sehingga tingkat neurogenesisnya
tidak dapat diketahui. Maka masih diperlukan penelitian untuk menilai pengaruh akar
kucing terhadap neurogenesis pasca hipoksia.

Penelitian ini dilakukan untuk menganalisis pengaruh akar kucing terhadap
neurogenesis pada kultur jaringan hipokampus tikus pasca hipoksia, Kultur sel yang
digunakan merupakan kultur sel primer dengan harapan akan diperoleh sel saraf dengan
karakteristik dan fungsi yang sama dengan karakteristik dan fungsi sel saraf in vivo.
Penelitian ini dilakukan secara in vitro dengan tujuan menghilangkan bias dari berbagai
faktor yang sulit dikontro! bila penelitian ini dilakukan secara in vivo. Selain itu, dengan
desain penelitian in vifro, jumlah tikus yang dikorbankan juga jauh lebih sedikit, cukup
dengan mengorbankan 1 ekor tikus dapat diperoleh 24 sampel, dan homogenitas seluruh
sampel lebih terjamin.

Tikus yang dikorbankan dalam penelitian ini berusia 9-10 minggu dengan alasan
pada wusia ini tikus tersebut sudah dianggap dewasa, sehingga dapat merepresentasikan
kelompok usia sebagian besar penderita stroke yang sebenarnya. Jaringan hipokampus
dipilih karena pada area ini terdapat sel-sel punca neuronal/NSC terutama pada zona
subgranular (SGZ) girus dentata (DG),*"° sehingga diharapkan neurogenesis dapat terjadi
pasca hipoksia. Tikus dikorbankan dengan cara dislokasi leher dan bukan dengan cara
pemberian eter karena dengan dislokasi leher diharapkan jaringan hipokampus yang
diperoleh akan lebih segar dan tidak terjadi hipoksia yang tidak diinginkan karena

pengaruh eter.
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Dosis ekstrak akar kucing yang digunakan pada penelitian ini adalah 10 mg/mL, 15
mg/mL, dan 20 mg/ml. Dosis ini dipilih karena menurut Purwaningsih et al, efek
neuroprotektor dan neuroterapi ekstrak akar kucing secara eks vivo mulai terlihat pada
dosis 10 mg/mL, optimal pada dosis 15-20 mg/ml, dan menurun kembali pada dosis 25
mg/mL *°

Kultur sel saraf tumbuh dengan baik pada hari ke-10. Waktu yang diperlukan oleh

- kultur sel saraf ini lebih lama daripada penelitian oleh Kamelia yaitu selama 6 hari.®* Hal

ini mungkin disebabkan karena pada penelitian Kamelia, digunakan tikus muda dengan
usia 2 minggu, sehingga pertumbuhan sel sarafnya masih lebih cepat dibandingkan dengan
pertumbuhan sel saraf tikus dewasa. Pada penelitian ini identifikasi sel saraf dilakukan
secara morfologis. Cara ini cukup dapat dipercaya, namun akan lebih baik lagi bila
dilakukan identifikast sel saraf dengan penanda neuronal/neuronal marker seperti neuron-
specific enolase antibodies.®® Identifikasi sel saraf secara morfologis merupakan
keterbatasan pada penelitian ini, dikarenakan penentuan sel saraf dilakukan secara
subyektif dan mikroskop yang tersedia pada penelitian int kurang menunjang untuk
identifikasi sel saraf secara morfologis. Maka pada penelitian lanjutan diperlukan isolasi
sel saraf dengan menggunakan penanda neuronal yang spesifik untuk menambah tingkat
kepercayaan hasil penelitian. Sel glia yang tidak diinginkan tumbuh pada kultur jaringan
penelitian ini dihambat pertumbuhannya dengan menggunakan medium berupa DMEM
dan serum FBS yang mempakan medium dan serum yang spesifik untuk pertumbuhan
neuron, sedangkan medium yang digunakan untuk pertumbuhan sel glia adalah MEM.®

Parameter yang digunakan untuk menilai tingkat neurogenesis adalah viabilitas
relatif sel dan tingkat proliferasi sel. Viabilitas relatif sel diperiksa dengan menggunakan
MTT. Walaupun dengan metode pemeriksaan ini viabilitas sel yang diperoleh merupakan
viabilitas relatif, namun cara ini dianggap lebih praktis dan hasilnya lebih dapat dipercaya
bila dibandingkan dengan metode penghitungan sel dengan frypan blue karena cara ini
tidak tergantung pada ketrampilan pemeriksa, tidak diperlukan lebih dari 1 pemeriksa
untuk meningkatkan tingkat reliabilitas, dan pemeriksaan pun tidak perlu dilakukan secara
blind. Reliabilitas pemeriksaan juga tidak perlu dipertanyakan karena pemeriksaan
dilakukan secara triplo.

Hasil pemeriksaan MTT menunjukkan bahwa viabilitas relatif sel seluruh
kelompok yang diberi perlakuan lebih tinggi secara bermakna dibanding kontrol, dan
viabilitas relatif sel juga terus meningkat secara bermakna sesuai dengan peningkatan dosis
pemberian ekstrak akar kucing, bahkan hingga hampir 4 kal lipat pada dosis 20 mg/mL
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(viabilitas relatif sel kontrol < dosis 10 mg/mL < dosis 15 mg/mL < dosis 20 mg/mL).
Hasil pemeriksaan ini menunjukkan bahwa ekstrak akar kucing berpengaruh pada
peningkatan jumlah sel saraf yang hidup pasca hipoksia. Hasil pemeriksaan ini sesuai
dengan penelitian Purwaningsih ef a/*° di mana dosis neuroterapi optimal terlihat pada
dosis 20 mg/mL. Walaupun penelitian Purwaningsih ef a”® menunjukkan bahwa pada
dosis 25 mg/mL efek neuroterapi ekstrak akar kucing mulai menurun pada newromuscular
Jjunction, namun hal ini belum tentu sesuai pada susunan saraf pusat. Makin tingginya
viabilitas relatif sel sesuai peningkatan dosis menimbulkan kemungkinan bahwa pada
dosis yang lebih tinggi lagi akan lebih meningkatkan viabilitas sel, sehingga penelitian
uatuk menilai pengaruh ekstrak akar kucing terhadap tingkat neurogenesis pada jaringan
hipokampus pasca hipoksia dengan dosis ekstrak akar kucing yang lebih tinggi perlu
dilakukan untuk mendapatkan dosis yang benar-benar optimal untuk peningkatan
neurogenesis pasca hipoksia.

Hasil pemeriksaan MTT menunjukkan bahwa ekstrak akar kucing berpengaruh
pada peningkatan jumlah sel saraf yang hidup pasca hipoksia, namun selurzh sel yang
hidup ini dapat berasal dari sel-sel saraf baru hasil neurogenesis maupun dari sel-sel saraf
lama yang bertahan hidup pasca hipoksia dan tidak mengalami apoptosis. Untuk itu
diperlukan pemeriksaan lain yang dapat menilai tingkat proliferasi sel, sehingga digunakan
pemeriksaan BrdU.

Pemeriksaan BrdU dipilih karena pemeriksaan ini merupakan pemeriksaan baku
emas/gold standard untuk menilai proliferasi sel.** Hasil pemeriksaan BrdU menunjukkan
bahwa tingkat proliferasi sel seluruh kelompok yang diberi perlakuan lebih tinggi secara
bermakna dibanding kontrol. Hasil pemeriksaan ini menunjukkan bahwa ekstrak akar
kucing memiliki pengaruh pada tingkat proliferasi sel saraf pasca hipoksia. Dari hasil
pemeriksaan, didapatkan bahwa tingkat proliferasi sel paling optimal pada dosis ekstrak
akar kucing 10 mg/mL, dan kemudian menurun pada dosis 15 mg/mL dan 20 mg/mL,
walaupun penurunannya masih lebih tinggi dibandingkan kontrol. Fenomena ini
kemungkinan disebabkan oleh 2 hal, yang pertama adalah bahwa memang tingkat
proliferasi sel paling optimal pada dosis 10 mg/mL, sehingga tingkat viabilitas sel yang
lebih tinggi pada dosis 15 mg/ml. dan 20 mg/ml merupakan hasil dari sel-sel saraf lama
yang bertahan hidup pasca hipoksia dan tidak mengalami apoptosis. Hal ini dapat terjadi
karena dengan penurunan respon inflamasi yang disebabkan oleh penurunan aktivasi
enzim PLA; oleh acalyphin dan stigmasterol, kejadian respiratory burst juga menurun dan
produksi ROS juga menurun sehingga sel-sel lebih dapat bertahan hidup pasca
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hipoksia.**%** Selain itu, stigmasterol merupakan golongan fitosterol dengan aktivitas
antioksidan yang juga dapat melawan produksi ROS dan pada akhirnya meningkatkan
kebertahanan hidup sel-sel saraf pasca hipoksia.*® Aktivitas antioksidan dan kemampuan
sebagai scavenger radikal bebas juga dimiliki oleh flavonoid yang terkandung dalam akar
kucing.® Kemungkinan kedua adalah bahwa pada saat pemeriksaan, tidak semua sel-sel
saraf baru hasil neurogenesis dapat diperiksa dengan pemeriksaan BrdU. Hal ini
disebabkan karena meskipun BrdU menupakan nukleosida sintetik yang merupakan anaiog
timidin, sehingga dapat diinkorporasikan ke dalam DNA yang baru disintesis oleh sel yang
bereplikasi, namun inkorporasi ini hanya dapat terjadi bila sel berada dalam fase $.%* Hal
ini akan menyebabkan sel-sel baru yang telah mengalami proliferasi sebelumnya atau yang
sedang akan mengalami proliferasi namun tidak sedang berada dalam fase S tidak dapat
diperiksa dengan pemeriksaan BrdU ini. Untuk itu, penelitian dengan pemeriksaan BrdU
secara serial dalam hal waktu (misalnya tiap 24 jam pasca hipoksia) perlu dilakukan untuk
mendapatkan tingkat proliferast sel yang sesungguhnya dan juga untuk mendapatkan
gambaran tingkat proliferasi sel sesuai waktu. Selain itu, pemeriksaan dengan penanda
proliferasi sel lain juga dapat dilakukan sebagai perbandingan dengan hasil BrdU,
misalnya dengan pemeriksaan Ki-67 yang meruipakan antigen protein nukiear umum yang
diekspresikan pada sel yang berada pada fase G, S, dan G;, sehingga mungkin
pemeriksaan dengan Ki-67 dapat menunjukkan tingkat proliferasi sel yang lebih mendekati
nilai yang sesungguhnya, namun memang penggunaannya sampai saat ini masih terbatas
dan sebagian besar aplikasinya masih dilakukan pada sel manusia. %

Hipoksia akan menyebabkan terjadinya respon inflamasi melalui ekspresi faktor
transkripst NF-xB yang akan meningkatkan ekspresi gen-gen sitokin (seperti TNFo dan
IL-1), molekul adhesi (seperti ICAM-1), mediator inflamasi prostanoid, dan NO.**® Enzim
PLA; juga akan diaktifkan pada proses inflamasi ini dan menghasilkan AA, yang akan
dimetabolisme melalui jalur COX dan mengubah AA menjadi PGH2, yang merupakan
prekursor prostaglandin dan kemudian akan dimetabolisme menjadi berbagai eikosaniod.
Seluruh eikosanoid ini akan meningkatkan permeabilitas sawar darah otak dan pada
akhirnya menyebabkan edema otak." Inflamasi telah terbukti mengganggu neurogenesis
basal maupun pasca hipoksia,'*!’

Peningkatan neurogenesis yang terjadi pada kelompok yang diberi perlakuan
ekstrak akar kucing kemungkinan disebabkan oleh penghambatan aktivasi enzim PLA;

‘yang akan menurunkan respon inflamasi, sehingga mobilisasi sel punca dewasa yang

sudah ada secara fisiologis di sistem saraf pusat akan ditingkatkan dan pada akhirnya akan
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meningkatkan neurogenesis.'>'

Mekanisme ini tidak diperiksa pada penelitian ini,
sehingga diperlukan penelitian lanjutan untuk menilai apakah pengaruh ekstrak kucing
terhadap peningkatan neurogenesis pasca hipoksia memang disebabkan oleh
penghambatan aktivasi PLA; dengan membandingkan level PLA, antar kelompok
perlakuan menggunakan penanda PLA,.

Selain melalul penurunan respon inflamasi, ekstrak akar kucing juga mungkin
bekerja melalui peningkatan faktor neurotropik seperti BDNF, VEGF, dan bFGF. Seperti
telah ditulis di atas, faktor neurotropik dibutubkan untuk keberlangsungan hidup

neuroblast.**’

Mekanisme peningkatan newrogenesis yang disebabkan oleh ekstrak akar
kucing melalui jalur ini belum pernah diteliti, sehingga diperlukan penelitian lanjutan
untuk menilai apak;ah ekstrak kucing dapat meningkatkan neurogenesis pasca hipoksia
melalui peningkatan faktor neurotrdpik dengan memeriksa kadar faktor pertumbuhan
(misalnya BDNF) antar kelompok perlakuan.

_Saat ini zat-zat sintetik yang telah banyak diteliti unfuk terapi stroke dengan
mekanisme penurunan inflamasi seperti akar kucing antara lain adalah Enlimomab,
LeukArrest, FK-506, dan steroid.®’ Enlimomab adalah antibodi ICAM-1 tikus yang
menghambat adhesi leukosit,”® dan LeukArrest bekerja dengan cara yang sama seperti
Enlimomab, namun merupakan antibodi manusia.’’ FK-506 menckan jalur transduksi
sinyal yang tergantung kalsium yang meningkatkan proliferasi sel T helper dengan inhibisi
calcineurin, dan kortikosteroid mengaktivasi aktivasi eNOS sintase. Dari berbagai uji
klinis terhadap zat-zat tersebut, tidak ada satupun yang memberikan hasil positif terhadap
perbaikan klinis pasien, bahkan enlimomab diasosiasikan dengan peningkatan mortalitas
dan morbiditas dibandingkan dengan plasebo, dan steroid dapat meningkatkan kejadian
komplikasi infeksi dan hiperglikemia °” Oleh sebab itu, kemungkinan perkembangan obat-
obat herbal seperti akar kucing untuk digunakan pada terapi sfroke masih terbuka lebar.

Zat lain yang telah diteliti untuk terapi stroke adalah minyak kurkuma/turmeric dan
estradiol. Minyak kurkuma menurunkan velume infark dan edema otak 24 jam pasca
hipoksia dengan menurunkan ekspresi iNOS, cytc, dan Bax/Bcl-2. Selain itu, minyak
kurkuma juga mengkoreksi penurunan potensial membran mitokondria dan menghambat

aktivasi caspase-3 yang pada akhirnya menghambat apoptosis.¥’ Belum ada penelitian

~ yang membandingkan potensi berbagai zat herbal termasuk akar kucing untuk terapi

stroke, namun potensi akar kucing kemungkinan besar sama atau bahkan lebih baik
daripada munyak kurkuma karena meskipun minyak kurkuma dapat menghambat
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kematian sel, kandungan bahan aktif pada akar kucing tidak hanya dapat menghambat
kematian sel namun juga meningkatkan neurogenesis.

Estradiol telah diteliti sebagai agen poten sebagai neuroprotektor, neurorestorator,
dan faktor tropik pada trauma otak dengan menurunkan kematian sel, meningkatkan
neurogenesis, meningkatkan dukungan neurotropik, dan penekanan jalur neurcinflamasi.
Sayangnya, penggunaan estradiol saat ini terutama ditujukan untuk wanita yang telah
mengalami menopause dan belum ditargetkan untuk populasi laki-laki.” Keterbatasan

penggunaan estradiol ini merupakan keunggulan akar kucing dalam aspek target populasi
penggunanya.
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BAB 6
KESIMPULAN DAN SARAN

KESIMPULAN

1.

Viabilitas relatif sel pada kultur jaringan hipokampus tikus pada 90 jam pasca
hipoksia dengan pemberian ekstrak air akar kucing pada dosis 10 mg/mL, 15
mg/mL, dan 20 mg/mL lebih tinggi secara bermakna bila dibandingkan dengan
viabilitas relatif sel kultur jaringan hipokampus tikus pada 90 jam pasca hipoksia
tanpa pemberian ekstrak air akar kucing.
Tingkat proliferasi sel pada kultur jaringan hipokampus tikus pada 90 jam pasca
hipoksia dengan pemberian ekstrak air akar kucing pada dosis 10 mg/mlL, 15
mg/mL, dan 20 mg/mL lebih tinggi secara bermakna bila dibandingkan dengan
tingkat proliferasi sel kultur jaringan hipokampus tikus pada 90 jam pasca
hipoksia tanpa pemberian ekstrak air akar kucing.

Berdasarkan hasil tersebut, dapat disimpulkan bahwa ekstrak air akar Acalypha

indica Linn dapat meningkatkan neurogenesis kultur jaringan hipokampus tikus pada
dosis 10 mg/mL, 15 mg/mL, dan 20 mg/mL.

SARAN

1. Perlu dilakukan isolasi sel saraf dengan penanda neuronal (misalnya neuron-
specific enolase antibodies) untuk menambah tingkat kepercayaan hasil
penelitian.

2. Perlu dilakukan penelitian untuk mendapatkan dosis optimal pengaruh ekstrak
akar kucing terhadap tingkat neurogenesis pada jaringan hipokampus pasca
hipoksia (dosis ekstrak akar kucing lebih tinggi dari 20 mg/mL).

3. Perlu dilakukan penelitian dengan pemeriksaan BrdU secara serial dalam hal
waktu (misalnya tiap 24 jam pasca hipoksia).

4. Perlu dilakukan penelitian dengan pemeriksaan penanda proliferasi sel lain selain

BrdU, misalnya dengan pemeriksaan Ki-67.

Perlu dilakukan penelitian untuk menilai apakah mekanisme pengaruh ekstrak
kucing terhadap peningkatan neurogenesis pasca hipoksia memang disebabkan
oleh penghambatan aktivasi PLA; dengan membandingkan level PLA; antar
kelompok perlakuan menggunakan penanda PLA.
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6. Perln dilakukan penelitian untuk menilai apakah mekanisme pengaruh ekstrak
kucing terhadap peningkatan neurogenesis pasca hipoksia dapat disebabkan oleh
peningkatan faktor neurotropik dengan memeriksa kadar faktor pertumbuhan
(misalnya BDNF) antar kelompok perlakuan.

orer :
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A. HASIL ANALISIS STATISTIK DATA VIABILITAS RELATIF SEL

LAMPIRAN 1

Deszcriptives
Kelompok Statisic s Emor  {
mitparsan kontrol Mean 100.04387| 5.
95% Confidence Intocval for Maan Lower Bound 85.00869 Hﬂmﬂ
Upper Bound 115.07865
5% Trimmed Mean 100.21863
Modian 99.52500
Vatiance 205.255
St Doviation 14326732
Minirmum 78.040)
Lz 118.896
Ranga 40,058
Inbmrueartie Range 23,333
Skowness - 320 j
Kurtoss 005 1741
aksiek  skar Mean 178.04687 azM
Jcing TOmOI ok Confidence irtarval for Mean Lowee Bound 188.60115
Upper Bound 185.2921
5% Trimemod Moan 176.34457
Median 176.65600
Vorianco 83.240
S, Deviation 2.957385|
Minkrium 185617
Masdmum 180114
Ranga 24.497
imerauartila Rangs 930
Shirembss 474 ,
Kurtosis 1919 174
skstak  skar Mean 220.6183) 20.197045
koeing 15mpml e Confidenon Intsrval for Mean Lowes Bound 168.70018
Upper Bound 272.53849
5% Trimmed Mean 247.75228
Median 200.04350
Variance 2447.524
SW, Deviation 49.472453
Rinimum 170.878)
Mazimum 312043
Range 133.070
rterquartle Rengs 68.552
Sxmaness 1891 mi
Kuriosis 2710 1741
::k;?;km mg;:w Mean 28601633 18038835}
B5% Confidence Interval for Mean Lower Boond 330.64609
Uppes Bound 43235683
5% Trimmad kean 388 25124,
Median 38874550
Varkance 1952, 297|
St Deviaton 44,185841
Minemurm 331.05
Madmun 438.745
Range 105.mi
Intotquartie fange 94,683
Skowness. -.053 .54
Kurtosis am LJ
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Tests of Normality
Kolmogorov-Smimov*® Shapiro-Wilk
kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
mttpersen kontrol 147 6 .200 .987 6 .981
ekstrak . L
akar kucingf .248 6 .200 .939 6 650
10 mg/ml
ekstrak
akar kucing .300 6 .098 .809 6 071
15 mgiml
ekstrak .
akar kucing .188 8 200 807 8 418
20 mg/ml
a. Lilliefors Significance Correction
*. This is a lower bound of the true significance.
Test of Homogeneity of Variances
mttpersen
Levene Statistic df4 daf2 Sig.
4.204 3 20 .01
ANOVA
mitpersen
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 262808.789 3 87603.263 75.060 .000
4Wrthin Groups 23342.083 20 1167.104
Total 286151.873 23
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B. HASIL ANALISIS STATISTIK TRANSFORMASI DATA VIABILITAS
RELATIF SEL SECARA LOG;,

Dascriptives
kokompok Swisbe | Sl Emor
Imitpersen_tog Kortrol Mean 166833 026177
§5% Confidance Enterval for Mean Lewee Bound 1.92004
Upper Bound 206302
5% Trivnenwod Mean 199773
Modan 1.95604
Varance 004,
SH. Dwvation ; 084120
Minimean 1.692]
Maimun 2078
Range 183
inderquartie Range KT/
Skpsress - B2
Kunosis 435 1.741
skuimk  akar Mean 224748
Kucing 1DMGR o oxk Confidence Intecval for Mean Lower Bound 222710
Uppar Bound 2.26788
5% Trimmed Mean 224730
Medtan 2.247
Varance 000!
St Dwistion 018417
Mirdrram 228
Maginwm 2219
Range 060
Interquartio Rengo 024
Ekmwress L3324 .
Kurtosis 1.838; 1.741
eksirak akar Moan 2235687 N384
haacing 15 O oeos Confidence Interval for Mean Lowor Bound 2_24266{
Uppear Bound 242859
5% Trimmed Mear 2312
Meodian 230105
Vartance o008
Std. Deviation 083583
Minimum 2255
Madrmum 2.485
Range 240
Intertrartiba Range 432
Skewness 1.485 B4
Kurtnsia, 1.825 1.743
eksrak  akar Moan 25842 02047
kuciog 20mgml c Confidsncs Interval for Mean Lerwer Bound 253158
Upper Bound 283884
5% Trimmod Mean 2.58487
Meian 258741
Varance 003
Stad. Dewiation .D50152
'St 2520
Madrmum 2840
Range 120
Intarartie Range a7
Sxmwmess -178 .
Kuresis : -1.740 1.741
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Tests of Normality
Kolmogorov-Smimov* Shapiro-wilk
ketompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
mitpersen_log kontrol 168 .200° 973 6 .809
ekstrak akar] )
kucing 10§ .241 .200 943 8 .685
mg/ml
ekstrak akar
kuecing 15 .284 A4 .854 8 .168P
mg/mi
ekstrak akar .
kucing 20 .184 .200 807 6 418
mg/ml | J
a. Liliefors Significance
Correction
* This is a lower bound of the true
significance.
Test of Homogeneity of Varlances
mttpersen_log
Levene Statistic dft df2 Sig.
2.753 3 20 069
ANOVA
mttpersen_log
Sum of Equares df Mean Square F Sig.
Betwaen Groups 1.060 3 .353 95.181 .000
Within Groups .074 20 .004
Total 1.134 23
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Multiple Comparisons
mitpersen_log
LSD
Mean Difference 95% Confidence |nterval
1(1) kelompok  {J) kelompok () Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
kontrol ekstrak akar} . _
kucing 10 -.251150 035179} .000 -.32453 -7
mg/ml
ekstrak akar T
kucing 15 -.339204 035179 .00D -41268 -.26591
mg/mil
ekstrak aka 2
kucing 2 -.587878 .035179 .000 -.66126 -.51450H
mgiml
ekstrak  akar kontrol .251150T .035179 .000 A7777 .3245
‘kucing 10 okstrak akar '
mg/ml kucing 1# -.088144 035179 021 -.16153 -.0147#
mg/mi
ekstrak akar i
kucing 20 -.336727 035179 000 -41011 -.2633
mafmi
ekstrak  akar kontrol .339294] 035179 .000! ,26591 41268}
kucing 15 exstrak akar
mg/ml kucing 1 088144 035179 021 01476 16153
rgim!
ekstrak aka .
kucing 20 248583 .035179 .000 -.32197 -.17520
mghm)
ekstrak  akar kontrol .587878" 035479 000 .51450 66126%
ikuclng 20 okstrak akarj
mg/m kucing 10 336727 035179 000 26335 41011
mg/ml
ekstrak akar :
kucing 4 .248583 035179 .000! 17520 .32197
mg/ml

*. The mean difference is significant at the 0.05

level.
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C. HASHIL ANALISIS STATISTIK TRANSFORMASI DATA
RELATIF SEL

Descriptives

69

VIABILITAS

kedornpok

S, Emor |

{becunbe

Tordrot

Nean
5% Confidenca Interval for Maan Lower Bound
Uppac Bound

&% Triemmed Mean

.oozasal

1.741

kcing 10 mgéml

£5% Confidence interval for Mean Lower Bound
Uppar Bound

5% Trirmemdd Mean

s

-1.914

Oaare

1.7

akstrak akar Mean

kacing 15 mghml

E5% Confidence Intorval for Mean Lowas Bound
Uppes Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

S5td. Derviation

Minimum

Maxmum

Ranga

Intesquartila Range

Skowness

Kurtosis

41650
A0P46
12352
11811
1350

Bas)
1701

ekstrak  akar Mean

kucing 20 mghml

95% Confidencs Intarval for Mean Lower Bound
Upper Bound

5% Trimmed Maan

=

174
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Tests of Normality
Kofmogorov-Smimov® Shapiro-Wilk
kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
brduabs kontrol 187 6 2007 a74 ] 819
akstrak .
akar kucing] .202 6 .200 912 6 447
10 mg/ml
ekstrak
akar kucing] 312 6 068 797 g8 .0551
15 mgimi -
ekstrak .
akar kucing .229 6 .200 .eas 6 .310
20 mgiml
a. Lifliefors Significance Correction
*. This is a lower bound of the true significance.
Test of Homogeneity of Variances
brduabs
Levene Statistic df drz Sig.
.688 3 20 41
ANOVA
brduabs
Surn of Squares df Mean Sqguare F Sig.
Between Groups .004 3 0N 18.164 .000}
[Within Groups .001 20 .000
Total .005 23
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Multiple Comparisons
brduabs
LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval
H1) kelompok (J) kelompok {-)) Std. Emor Sig. Lower Bound Upper Bound
fiontrot ekstrak  akarl |
kucing 10§ -.035833 .004875 .000 -.04600 -02567
ma/ml
ekstrak akarj . 3J
kucing 15 -.020500 .004875 .000 -.03067 -.0103
mg/ml
ekstrak  akar |
kucing 20 -.017667 004875 002, -.02783 -.00750§
mg/ml
ekstrak akar kontrol .035833 .004875 .000) .02567] .04800%
fucing 10 exstrak - akar |
mg/mi kucing 15 .015333 .004875 .005 .00517 .02550r
ma/mi
ekstrak  akan )
kueing 20} .018167 .004875 .001 .00800 .ozsaﬁ
mg/mi
- i
ekstrak akar konfrol .020500 .004875 .000 .01033 .03067
kucing 15 gpctrak  akan )
mg/ml kucing 1 -.015333 .004875 .005 -.02550 -.00517
malrril
ekstrak  akar
kucing 2oﬂ .002833] .004875 .568 -.00733 .01300r
mgfml
ekstrak akar kontrot 017667 .004875, .002 .00750 0278
kucmg|| 20 okstrak  akar] 1
mg/m kucing 10 018167 .004875 .001 -.02833 -.00800]
mg/ml
ekstrak  akar
kucing 1 -.002833 .004875 568 -.01300 .0073
ma/ml

*. The mean difference is significant at the 0.05

level,
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LAMPIRAN 2

2050 Spruce St

Saint Louks, Missour: 63103 USA

Tolaphone BOD325-5332 « {314) TT157ES

Fax {314) 28E-JRIR
email tectsa v B sialcam
sigrra-aidrich,com

CELL GROWTH DETERMINATION KIT
MTT BASED

Stock No. CGD-1
Storeat-0*C

This kit is designed for the spectropholometric
measurement of cell growth as a function of
mitechondrial activity in living calls.

IT IS RECOMMENDED THAT THE ENTIRE
PROTOCOL BE REVIEWED BEFORE STARTING
THE A83AY.

Product Description

Traditionalty. the detemmination of cell growth Is done
by counting viable cells after staining with a vita! dye.
Alternative metheds include measurement of
radicisolope incorporallon a5 a measure of DNA
synthesis, automated cell counters and other
techniques which rely on dyes and cellular activity.

The MTT system is a simple, accurate, reproducible
means of measuring the activity of living cells via
mitochaondriat dehydrogenasa activity. The key
component is 3-{4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
dipheny tetrazoliumn bromide or MTT. Solutions of
MTT sclubilized b tissue culture media or balanced
saft solutions, without phenol red, are yellowish in
coler. Mitochondrial dehydrogenases of viabla cells
cleave the tetrazolium ring, yielding purple MTT
formazan crystals which are insoiuble in aqueous
solutions. The erystais can be dissolved in acldified
Iseprapancl. Tha resulling purple solution is
spectrophotometncally measured. An ingrease in cell
number results in an increase in e amount of MTT
formazan formed and an increass in absorbance.,

Productinformation

The use of the MTT method doas have limitations
infiusnced by: (1) the physlological state of celis and
(2) varianca in mitochendrial dehydrogenasa activity
In different cell types. Nevertheless, the MTT method
of call determination is useful in the measurement of
celt growth in responsa to mitogens, antigenic
stimuli, growth factors and other call growth
promoting reagents, cytotoxicity studies, and in the
derivation of cell grawth curves.

REAGENT
For Research Use Only.
Not for Use in Diagnestic Procedures.

Kit Components
Prod. item Quantity
No.
M-0283 MTT SOLUTION, 5
Smg/ml MTT in RPMI-1640
vithout phenol red, 1ml vials
M-0408 MTT SOLVENT, 50ml. 1
0.1 N HCl in anhydrous
isopropanal

WARNING: Components ol this kit should be
carefully handlad when using. MTT SOLUTION may
te harmful if swallewed, inhaled or absorbed through
skin. MTT may alter genetic materiat, MTT
SOLVENT is lammable and comosive.
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Procedure

The MT method of ol determination is most useful
vAen culiures ars prepatec In muitwell plates. For
best results, c2ll numbers should be cetermired
during leg grewth stage. Each tes: should ncude a
bla“nk containing complete culture mediam withoul
cells,

NOTE: Bactatta, mycoplasma and other microblal
contaminants may also cleave the MT™ telrazotium

r ngr; thus contamirazed cultures should not be tested
by this method.

1.  Remove cultures from Incubator into lamirar
flowr hood or other starlle working area.

2. Aseptically add MTT SCLLTION n an amount
equal to 105 of the cultu-e volure.

3.  Retum cultures to incubator and incubate for
3to 4 hours. incubaticn times shoukt te
consistet when makirg comparisons.

4. After the incubation oeriod, -emove cultures
fran: incubator and dissolee the resulting MTT
formazan crysialy as follows:

2. Hcels are atached i3 culture vessel
growth surface, remeve and dispose of
the cLitura fluid. Add MTT SOLVENT In an
amatrt equa to the orgina culture
volume. Solveat vofurmes may vary but the
firal volumres should be corsistent to
facilitate comoarison.

b. HWcells are noz attached or loss of M™T
formrazan occurs if eubusa flad Is removec, acd

MTT SOLVENT directly to tha culture in an

amount eqJal to the origival culu-e volume.

c. Piates should e read within 1 hour efter
adding MTT SOLVENT.

5.  Gentle stiring In a gyratory shaker wil
enhance dissoluticn.Cccassiona ly, p pefting
up and dow {irturasicn} may be required to
comgistely dissolve the MTT forrazan crystals
especally i dense cultures.

6.  Spectrophotometrically measure absorbance at
a wavelengih of £70 am. Suoatract background
absorbance measu-ed at 680 nm,

7. Tasls perfonmed in 56 well plates may b=
measuied .n an ELISA- [ype plate reader
equipped with appropriate Hlters.

& Tasts peronred in other nrultweal plates will
require transfer to appropriate size avets o
plate reader for spactrophotonretric
measuremant,

73

NOTE: MTT conversion to MTT forrazan is celtyyre
specific. Becatse of variabil ty that may oceu
bat~vaan diflarent siralns of the same call ine and
bacause of the inlLence of the phys clogical state of
the calls, it is -ecommended that ressarchers prapars
the r own absorbancelcel number curvea,

POSSIBLE SOURCES OF ERROR

1. VITT SCLUTION is statlz when stored frozen.
Storage at 2-8 *C may result in ceczmpesition
and yield erroneaus res.f:s. Development of
dark color or formation of crystals indicate
product dstario-ation,

2. Vierobial contaminat on will contribute to ihe
cleavage of ITT anc formaton of MTT
‘omazan yleldinrg emronsous "esulls.

3. Jnevenevapcratior of ¢.d:ure fiudd in wells of
mdltivwel] plates may cause amenecus results.

4.  rligh protein leve's { sarum, albumin, e3¢} n
ha culture mecium rmay form a precisitale
when MTT SCLVENT is added. Samples with
proteln concenirstions equivalent to 10% fetal
bovine sefum seem acceptadie. Sera with
higher prolein concentraticns than “etal bovine
serum may have to be used at lower
parcertages.
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LAMPIRAN 3

For fifa scignce rasearcy Not for usa In diagnostic procedires.
FOR N VRO USE ohy v

5-Bromo-2"-deoxy-uridine Labeling and Detection Kit |11

96-well Microptate cell ELISA for the detection of
5-bromo-2’-deoxy-usidine Brdll} Incorporated into cellular DNA,

Non-radioactive altemative for [*H)-thymiline basad DNA synthesis and celt proliferation assays

Cat.No. 11 444611 001
For 1000 tests Store at -2 to +8°C

I Introdisxction

The determination of colluar proliferathon. viably ond
auhulcnarekéy:raaslnawl:hvalhydu:ll
blological approackew The nesd for sevtithe.
anttztve, rRliable and autorated mathods lec w0 the
ment af staviar aeuns Foreaaamplde tha
Inoorpombnolandlmamybbahdsuhum
IFWINMIM&MM
as[P1Cr] after cell s s commonly used.
Al ha Incarporation of 5-keomo-2"-deoxy-
wrdinad In facs cf thyndbove Ls mcahored as 3
zxmrmmwaN :yruhslsmdﬁmmlﬂ«atbr
n immunchisio- andd Cytechemiatny and FLYS
C&Hsnhhhhawhrorpuwdmkuoﬁm:anbo
apiy detsctod usirg 2 monochnal mubody sgans
Bail (1 - S)aodmmndby:nemu aﬂl.oro-
chrome-conjugniet soco wl amibody ho)
artibodis 1o 3cdU are ussd to dateet both B;dl‘lwm—
perdted bito toouo (3 11} ond dngle celle 12 210

Calt pio ferat oo assaya based on a miciopiae frmat
ars of P UCUar Impanance for ML A pplc otions.
Tatrazolum sahs MTT £22) and XTT 23, zl)aro nE_c
clally usefud for the quant fic xtion of iving metabal
acthea calls that ars rapidly peolferatizg. Both

;ndeTmrkb) bdi;g n;*l.aboimd byrr:bc“on
dral #tnydrogenasys to orm fxmazan dyes, A Of
Pr:lllautbnol?n 1 (MTT) snd a Lol Praltforation Ki I
TXTT) ok avalatde From RMB.

Abamnatvely the Brdl labeking techrique b used 1o

beidd 2 cell ELISA [25-287 This apprcach Is panizutack
weedul. when ofther o bw rumbor of pepubtien 5
deubings or the stimblat on of DNA symbests & ‘m:::‘;ﬁ:cts&% B
artizipoted. Comparsd 1 radioacthe kotipe e g
tochniguas. the BrdU Lateling and Ctecton Kh it ks

Cdl culwred it a mucroer olate (96 wella)

D%_

1, Ack] Eradl lsoaling wohstion,
BrdU s incerporoiod miio celkiar DHA

>
» —
«

2. Fix exdl,

£, A+ lmaee, Nudaares
partally GrgInt o< luloyr OMA

-B ~B

{A)
N

B

+ safer = na radicaciive 1sotopss are used. _@_{
s DCcorms = tha resuhs. ohtaimd strengly comdni to thosa,
obtalned with tha " H]-thym dinz methed (o figs. %, At prros dase subisl:zle ABIS fa).
23) Peroudesecatabaes 1 cleavsge of
ABTS prmsluerg w colorcit na oo
« gelistive = 2% 9ensand a8 PHl-thymidire (308 ngs. 2, 3), ¢ proce
e < i o OF weaaltivel ELISA ceurthenz tafhovrs
processing & large nunbar of samples. 2
* 2a%y = the 125t folivrs nstandand cell ELISA protocol.
g A o Prgilou: sulsirgde
- ecosonicnl = no additional reagents like sxintiflation fiuid ks ABIS. undeed
I
Naz ¢ Ferowtase 1ubsic
Eﬁ&melm .':r:;‘iﬁI ?:mlm-: ¥a E‘ iz baset on hua- esl G slease ABSS, ch-_‘.:u
principds. ars culiured in e Mm¥oplys
(25 wells) (se fig. ‘). Brcll Is sddedio the cuhym I AUUIR-POR
$od|umnndh¢or mxm“ iix T FAy.1: Bret LobeEng ond Dacexion Kt W Amay priociph.
30 c3 1. step 21 : ng [
uilulxmh rar iy g by mr.EL e

tremment (g 1. step 31 Next 2 parecidase labeled
artibody 10 Bedt) (3nti-Bid U POD. Feb fragmenti) bs
acded md binds 10 BrdU iy <, stap 4. Inthe Tirod
S0, 108 pergudtase subatata b added, The perosidase
echmmecatalyses the clevage of the subsimate 9
Kiding a cokred r3actian product (we
¥Iv~ mnam of he m‘&e Bs'xrninﬂ:r
using 3 microplats ‘cad«s and sdirecdy correbied 1o
the [2va of Bidl) inxerpoatad reo celutar DNA

21 G701 6
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Il Product description

The hite comtalne: 1. Brdl Iabolnr raxgoat, {1000=3 &ﬁd&mp]

Spectilciy

Stabilty

1. Application

Assay principle

Ona glass vial contalning 1 ml 10 mM
solution (1000x). in phosphass buffered saling
{PBS). pH 74 storiie.
2. Wazhing butffor concentrote (10x}
fectorlass
One plastic botlle containing 125 rol PBS.
10x concentmled.
2. Incubstlon buffer (rod serew-£2p)
Oms plastic botile containing 25 ml 85 mM Tris
Buffer. 0.6 mib BgCh, t mMl Z-meicaptosthanet,
&, Nucisases plue strew-ap)
One ghase vlat eontalodng nuckuaces. ctabliizad.
lyophiized.
5. AnttBriU-POD, Fab fmgments
(yaBowe serave-cap) One glass vial
anth-BedU (monochn;lédamlmbody Fab fr:grn-bnbll
from mourss) conjugated with pemaidase (25
stabifized. Iyophﬁ.zed.
£, Snbsirnte buffer (green scraw-cap)
Gnu plastic botth contalning 126 ml ABTS-
substrate buffer (soditrn perborate and chric
ackd/phosphate butfer).

7. ABTS-aubstrale (green sciew cap)
One glass visl contalning ABTE-stbstrate povdar
or 125 i subsirane

8. Subsimis enhancer (green scraw-cap)
One glass vial comalning 125 mg substiate
B

Ant-Bedli-POD., Fab frapmanta. specilicatly bind to
5-bromo-2 -decny-iding and show cross-mactiziy
with S5-ndo-2"<teoxy-unidine (10%].

Tha conjsjate shanya no cross-reactivity sittres with
5-fluoro-2 ~dsony-miding nor sy endopanous calhudar
components, such as thynddine or urkding,

The antibody £onjugate also binds o BedU Incorporated
frsto cellular UNA,

» Stabla at +210 +3*C.

Tha kH o designed for thy g Rathe d Inathznaf
BrdU incorpertad Into caliular DNA using a $5-avell
miceaplate <ol ELYSA forma.

Cells grown In a micreplate ars Incubatad with

10 uM BrdLS, for abaux 2-18 h. The cebs ara flaed with
9.5 M ethanol/HCL, and are then Incubated with
nuckases to partlally cigast the DNA 28 - 320 This
improves the actessibility of the BrdU for the ditection
by antibodses. Incompasated Brdl 1s detacted with the
monocional smi-BrdU-PO0. Fab fsagments, and the
bound conjugats ks visualized swith Lhe soluble

chy enic subsiate ABTS and maasursd using

an ELISA readsr,

V. Working proceduie

Preparation of sohmions

Sohstlon L Diljuna Brdl) !aban%agm fvtal 1)1 $Dwelth staclfe

Bl kabeling PERS ar cuituce madium [fequlting concergration;

solmion 111 pMBrdl) [e.9. for one 96-well mEopksta con-
Lalning 100 ! madium per wall diute 12 pl BrdU

Iabaling raagsnt (vial 1) with 1.068 mi sterils PES).
Mole: |hs BrdU labeling sohstlon shoukd ba prapared
frashly before use. The undiuted Brdl) tabsling reagent
{1009 =) Is stable ot +2 to +8°C for & months: Tt ls sta-
bk stersd In aliquots a2 —15 10 ~25°C.

Solutlon I
Washing buffer

Salutlon [IL
Incubation buffer

Solution IV.
Nuclaasss,
stock solticn

Solutlon IVa.
Nuclaness,
working solution

Solution V.
Anti-Byc)-POD.
Fab fragmants,
atock aohtlon

Solution: Vo,
Anti-Brdll-POD,
Fab hngments,
working sclwilon

Solution VI,

Peroxkinse
attbeirata

Solution Via,
Perondass
substrata
contalnlng
stibstrata
anlancet.

Stability of
sONKIIS

Addhlfenal
recquired
rsgents

75

Diksa wathing buffer concentrate (10x) (vl 2)

1; 10 with redist. watar [ag. for one §6-well microplae

dilte & mi washing buffer concemrata (10x)

Gl 23wl 61 anl 10l wanen ).

Mot i precipitatas In Washing buflar 10x cone,

{Bortle 2 ara visbla, plagse Incubate tse bottle for

10 mie at 37°C in 2 water bath before you prepane

Sogon 11

Washing buffer 15 usad to

o prepane the anti-BrdU-POD. working sofution
{560 sodution VaL

b. wash cells afesr Incubation with am-BrdU-POD,

Note: For all other washing steps usa PBS or ¢ifiezre

medium containgdg 1094 sarum [ag. FCS (fetad calf

oorm)] to obtoan misbio roouhte.

Incubation buffe: (hode 31 kb candy-t0-uss.
Incubation buffay b9 used to dikae the nwckases.

Recorstine tha nuclaases (dal 431n 1.3 mi redist
water Sontalning 5% ghycarel (vv).

Dikate nuxclenses. stock solutkon, 12 100 with incubatkon
budter ok 3) [ag. for one $8-well micropiate dilute
100 gt nuckeatas, stack solution (at 4}
with 9.9 ml incubston buffer (botle 3}

Dissolve antl-BrdU-POD. Fab fragmants (vial 5x
In 125 mll redbst waied (Tinal concantratk 20 W/mih

Prepare ant-BrdU-POD. Fab fragments, working
solirion shoctly belors tse. Pilute ami-BrdU-POD.
Fab fragments. steck sobutlon (golution Y] |2 100 with
washing buffer (soluton I supplemantdwith
10 mgfinl BSA (bovina secum albuminy. [ag. ferone
98-welt microplate dilute 100 gl ant-BedU-POD. Fab
fra 3. stock solutlon. with 99 mt PAS and

Mnad concantrausn: AW mu/mi].

Dissob2 the ABTS powder {vial 7) in substrate buftar
fb?nbsland 0 2t 415 tn +25°C 1o obtalna char
solution.

H a kow signal is expoctad. take an appropidate aliquot
of substrata sclutlon and add substrate enhancer

fwtat B 1 mg/ml and dizzobw by stirstng for 15 min at
#1510 4250 fe.g. lot ona 26-well microplate dizsohs
19 mg substrata enhancar In 19 ml paroxldass
subsirata (saluibon VN).

Note: The substrate solution containing subsirate
enhancer  gabk foc only & hand shoutd. therefors,
be frashly prepared tfore use.

Solution | must be prreporsd shortly befors upa,
Solwion |1 ks sabke a1 +2 10 +3°C lTor 3 months,
Sofutlon 1 Is stabls at +2 te +8°C {522 explry dats ¢n
it kit bbbl

Sobalon IV by stabla Fsr & montha when stored

a1 —1510 —25°C.

Sohstion Iva must b propared shortly before wese.
Solution V s stable 31 42 10 +8°C or 8 montha, For
long 13m storage # 1 racommanczd to Sof@ tha solu-
tlon In ahquots ;1 —15 10 —25°C.

Solvtion Va must ba prapared feshly bafore use.
Solinion¥ iz stable 2t +2 10 +8'C for 2 manths when
storad protectad fram fight. Solutin Via must be pre-
parad freshly before use,

Flxative: Ethacol pa, (70%]) In HO (inal coneentration
0.5 M) (eg. {o7 ona 96-well microplate dihnte 14 ml
athanol pa. 1000, with 466 ml redist, wator and add
134 ml HCl pa, 25%), Balora usa pracool and story
foaths a1 =15 0 —25°C.

Wathing medlym. PBS or culturs medium containing
1t40 sorum [a.g. FCS (Jetal ealf seaum)].

Rovhe Applicd Scienve
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V. Assay procedure

A Adhurerwt colls  » Cultire cos In microplates (Ussuz cuhurs grade. 56

Hote

Note

Notes

walls, flat bottom) in a finak volume of

160 al cuktre madium pas well according to the

roedta mencs of the cells. Ina humidifled stmasphena

%3}’&&5‘60 Tha Incubation perfod af tha
culnuras dapends tn tha panicolar experinantal

appmach and an the cail Bne wsed for the assay,

For mogt axpatimantal satupa. an incubation of <ell

cuhura for 24 to 96 b b approprinte.

Add 19 pi Brdf) kabeling solution fsohnion D par well

{Tinad concentration: 10 pM BrdJ) and Incubata for
2-16h A IFC.

For ot apptication 2 - 6 b ate appraptlate.

Thi pprimal Incubation time has te be determinad

wpsimantatly.

= Carefully remova the culturs medium containieg the
labefing solutien by suctian and carefully vash calls
twice with 250 pl wash medlum comtalining 109
sarum per vrell,

+ Catefully remowir wash madlum after the kst wash
and fh cells whh 200 ul precooled fiuzthve pet wall
for 30 reln at —15 to —25°C

» Cacefully remove fixathe and wash colfs 3 timeswith
ﬁlplwnh radium contakiing $6% sarum per

* Removewash medium carelully aftar the last wash
and incubas calls with 100 pl nuclassss working
solugion per well for 30 min at 37°C.

Wa recommend 1o perform the nudleasa incirbation

stap in the absence of COL,. &g, using a watsrbath.

+ Ramove nuckaases wurln.l;g solution (eolution Pa)
and wath calls 3 times with 250 plvwash madieo
CodRalning V0P parum por well

+ Remove wash medium afier tha last wash,
2dd 100 gl of antl-Brdl)-POD. Fab fragments, veorh-
Ing sokaton (sotutkon Va} per wall and Incubats for
30 min 2t 7 C.

* Remove confuginta and vash 3 times wiih
25D ulwashing bufler fsolunizn ) par vesll

» Carefully remave sashing faffer after the last weash,
Add 100 pl peroxidase substratae without
{zotutlon Vi or veith substrate anhancer (sofution
\la) por wekk Incubate at room temparaluia cntil
poskhe samples slyny a gréen oolor. and is chzaly
distinguishatde fiom the ealor of purs parasstass
subrsirate (2-33 min).

+ Measure axtinction of the samplas in a mkroplate
raader ot 405 am whh a refersnca vwava-
lengih 1 approx. 490 om (eg, EAR 240 ATTC. SLT
Lablnstrumants).

To vbtain reliably results ks «ssential to psrisns aff
mm steps with PBS or tall cuhura medium

-5 ng 10% sarum [e.g. fetal calf sarum FCS)).
W of cells wiith serurefree madia cf vashing
tuffar pobuson 11} befere foaton should ba avoldad

i $o4 the InkEal Incobailon of the cells alasger

of cultura rnedium i required. increse the
amoum of Brdl fabaling soluion cormaspondingly
(a4, 29 pl BrdU [abaiing solution. when cells are
cuhurad in 200 W medhem]
In case tha assyy cannol b+ parformed within one
day, veash veells aftar foatlon o3 dascibed. Bamovi
wash medium and stors the miziophites
ovemight without bufler a1 2-8°C. To cominua tha
assay. wash once with 250 »f washing medium and
preceed by adding the ruc&se-s woﬂdng sohrtion
fachnion Fa) as dascribed.

B. Suspensloncells- Tulura calls in microplatas (lssue cubwe grade. 5

veelis. Fat bottem in 3 8nal vokuns of

100 pul cukure madium par well according to the
media needs of tha cells. In a hosmidiflad tmosphers
(84- 37°C, 654 CO5L The incubation parfad
depends on the particutar eaposimental approach
ond cn 2y coll line. used for tha asaay. Fol nost
anpermentl satups. o0 Incubation of the ol far
2510 96 hiz appiopi kit

Note

Mate

Hotes

76

Add 19 gl Brdt) {2baling selwion Golutton [) par wall
o suspanshon cells grown in 100 i cudtere madium
(final concentratien: 10 uM Brdl.l{nnd Inzubote for
2-1Bh m 37°C,

For mast apphcaion 2-6 h are appropriate. The optmal
mcubah:pt?me has to be determined
aapertzwtally.

Remova fabaling mediem camfully using a cannula
To avokd loss of cells B k vssential to spth down the
cells for 10 min at 200x g In a centrifuge, which has
a rotor device for microplates, befora removing

Iy madium! Suspension celis should nat ba
! pier to <rytng and fisation, Excess of Brdl
will b2 radily namoved by washing after faation
Lot cels ddry to the bottom of tha mikcroplate for
approx. 2 b ar 50°C.

Fix ¢ells with 200 pl pracooked flxative per well for
30 minat —20°C (aftar flastion celis should ba dghtly
antachsd to the bottom of the microplate) and
rermove faathve.

Wash calls 3 times with 258 ) wash madiem
containing 10% setum per woll and renovs wash
madhsmn

Incubate oalls wiith 100 al nucleases working
sclution {solutlon Tva) per well for 30 minat 37°C.

W recommend i perkoem the nuclsase incubation
siep In the absenes of CO,. &g. Uting 2 water bath.

Remove nucloases working sokutlon and wash cells
3 thmas with 250 al wash madium containing 104
SErum par vesdl,

Careluly mmow wash madium afisr the bt wash,
Add 100 pi of anti-Brdl-POD, Fab fragments.
working selution fsoletion Va) par veell and incubate
for 30 min 3t 37°C.

Ramone conhzg:uo and wash 3 Imes with
250 pi vashing buffer {schnion 11

Carefully ramove washing buffar after the lastwash
Add 10 pl pareakdase subsirate withow (sohaion
W) perwell or with substrata enfrancer {solution Via}
per wall Incubate 21 room temparaiure untli positive
samples shew a green color and Is clearly
distingulshabla fram the color of pure perosidase
substratz [2 - 30 mip),

Neasue sxtinition of tha samphaa ta s microplas
rapder 2t 405 nm with 2 referencs wave-

fngth 2t appeex 490 nm [ag. EAR 340 ATTC. SLT
Labinstrumentsy

To obtaln repradudibla rasuits i is essanttal 10
pethasm all washing steps with FBS or el cubura
madkmcontalning 1% serum [e¢, foral call serum
(FCS]. Véxshing of calls with satum-fred media or
vwashing bufier (sclwtion 11 before Runlon causes
cell chumping durlng tixation and should therefors
be aveidsd.

1 fior tha Lnital Inubation of the vk o brger
yoharme of cuhum madiom s raquirsd, incréasa tha
amount of Brdl) bbling sofutlon cotrespondingly
(g 20 pl BrdU [abaling solutlon, when cls are
cultured In 200 1t Suhure medivm).

In coss the wssay connot be performed whthin one
clay, wash walls ahar fvation 29 desteibed. Remove
wash m=fium amd stora ths microplatas

o= nigit velthout bufler at +2 10 46°C. To contnua
the asty, vash once with 250 plwashing mediure
and procead By adding the nuekasas working solu-
ton (solution Wa) as describad.

Roclw .f'lppffcd Sciene
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Vi. Examples

A Adherent cells AKR-2B cells {mouse fibroblast call Tine)
to determina epidecmal growsh factor (EGF) activity

(ser By 22
0.9 125
0e o
. 100
07 J
S
o
5 86 1 L 075 .
3 H
T o5 o x
- —
E =
3 s J L osp &
]
S 03 4
L 025
vz
D-' L) L) L) L] o‘m
000y @Bl O 1 0 100

EGF { ng/nil]

Fig. & Frodiymmion of AKR-28 calls [moum bkt ool m}hmm rescmblmsng
hunan spiiermal grov h toctor ueng (38 oadt 108 VL A) (@)
or thy [*H}-Tymiion methid { % doskad Tne]. macecthely.

Rengestsy = Cuhure medium. eg_McCoy 5 A comalning 725
FCS [fetal calf serum} (wv) and 2 mi L-ghutamim,
I an entibtic s to ba used, furthar sy
mérdie with penicillindstreptemmycn® of genumbiin®,

= Smchronksation madiam. eg. MCDB-202.
« EGF. humsan. recombinant®.

= Irsuline human recembinant”.

+ BSA (for ol cultuma).

= Brdl) Labeling and Detection Kit (1.

Procedurs « Saad 5.0 x 107 AKR-28 colfs in 100 pl cukwrs
medlum ger well of & microplate 196 vielis,
tlssus coltme guade. fim bottom). fneubsta cells
for opprow, 4 days 31 37°C and 6.5% COy.

= Whwn cells am grown b oonfluency catefilly
TATiova clture meunt.,

Add 200 i smchienisation medium g well,
Incubats clls for 2 days 2t 37°C and 654 CO,,

Carsfully remove synehicrtsation madum.

Add B0 ul fresh synchrenization madium centalrdng
0% g/ ml Bwulln p6d weell bncubate for 2 hat 37°C
and 5.5 GO,

=« Addvarkous amousies of tetombdnam human EGF
In a volume of 50 gl saxchronlsation madium
contining 0.5 podmlinsulin and 50 po/ul BSA
Jinal concanuation of EGF ag. 0.01-1D0 ry/mll.
Incubate for 18 h a1 57°C and 3.5% CO;.

Add 10 pl BrdU labsiing sohution and incubxte
for 2 h at S7°C and 654 CO,.

+ Proceed as destiibect In sectlon V
(assay procedurs),

77

B. Suspension 7TD1 calls (moute-mouss hybridoma)
colls to detarriae the activity of human imerleukin-6 (hiL-6)
{saa fig 3)
1.0 14
8]
- 1.2
o8
— I |
= 67 2
=
g 06
-
= - T
2 i %] 12
3 os X
- -
= L 05§
2 G4
H
i @ L 04
=
=
a2
= 0.2
0.1
r ; 0.
1R 1 10 100 1008
hik-6 | pgimi]

Fig. 7: Protieation of 7TD1 cells (mouse-maocma byt
tnamn terioukind mlwmumwmmwm [Ulwh[‘ﬁ}-
Srymidiog methdsd { 2. doabad Ine). repactivebs

Aengents Culture medium. e.g. DVEM contalning 109 hext
Inactivated FCS (Fatal calf sectm).

2mM L-glutaane, 0.55 miA I.-s‘lfg?nlne

0.24 MM L-arsp

0 gl )M z-mapwmr:'ml. HT-madly aupphmﬁn‘l
[1x) contalning 2.1 m! paanthinve, and

1G uM thymidina ¥ an a'r?mse is W ba used,

further supplement medta with pgniclling

STepLONYCnT of gertamkiIn®,

Intarizukin-8. hunian, recomblnant {200 660 L/oi:

2 npfml).

Brodl) Lalsling and Detectlon K (1.

Procadure + Soond 7TDN cells at a concanmuration of 4 x 107 ol
wall in 100 pl culture medium contalning vatisus
amoumts of IL-8 Iinal concetration eg.

2.0 =100 UimE (086G - 1 ngdinf] Imo inkeephites
filasua cuhuts grods. 95 wells, fat bottorn. Incubate
wellcuhures o 4 days a1 37°C and 855 CO.

A 16 ud Brdl fabeling solutkon and Brubate for
2 b a1 37°C and 6.5% C0,.

Proceed as described in section V

{osamy pio-cedure)

Staps 12 and 3a.9re only o be parformed with
suspangion cals,

1t fo+ the sl Incubstion of the o:dls a largar
volume of culure ankdom s raquited. lnersasa tha
mum of 8V hibeling sohilon conespendingly
g 20 pl Brdl) labeiing sohnion. when calb a1e
wed In 200 pl cubturs madium)

In case e canaot be ed within one
day. wash mtu t\auon‘;?ﬁmdmlbed. Remows
wash madium and siore the milcicplates ovamight
welthoan buffar ot +2 1o +3°C. To continus the =5ay,
weash ance with 250 pl waslvng madiun ared
procesd by odding the nucleases working sehting
[solutian 1¥) 55 cascribed.

= Suspension c2%a shyould not b washad prlor to
drying and Maton. Excess of Brdl! swill be reactly
remaovad by vashing after foonion

a

Notes
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Draft Artikel Majalah Kedokteran Indonesia

Pengaruh ekstrak air akar Acalypha indica Linn (akar kucing) terhadap neurogenesis
pada kultur jaringan hipokampus tikus pasca hipoksia

Nurhadi Ibrahim®, Endang Winiati Bachtiar”, Sophie Yolanda*

*  Depariemen Fisiologi Kedokteran Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia
*  Departemen Oral Biology Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Indonesia

Indonesia merupakan negara dengan jumlah penderita stroke terbesar di Asia. Terapi neurorestoratif akan
meningkatkan nenrogenesis pada jaringan otak iskemik pasca siroke. Neurogenesis dengan mobilisasi
populasi sel punca dewasa endogen yang sudah ada secara fisiologis di sistem saraf pusat dapat ditingkatkan
dengan cara menurunkan respon inflamasi. Tanaman akar kucing (dcalypha indica Linn) dapat dijumpai di
setiap daerah di Indonesia Rebusan akar kucing dapat memulihkan kelumpuhan saraf akibat stroke.
Acalyphin dan stigmasterol yang terkandung dalam akar kucing bersifat anti inflamasi dengan membentuk
kompleks inhibitor PLA;. Tujuan penelitian adalah mengamati pengarah pemberian ekstrak air akar kucing
terhadap neurogenesis pada kultur jaringan hipokampus tikus pasca hipoksia. Penelitian ini merupakan studi
eksperimental in vitro pada kultur primer jaringan sel saraf tikus Sprague Dowley dewasa yang dipajankan
terhadap hipoksia dengan gas 5% O/5% CO./N; balans selama 24 jam. Selain kelompok kontrol, ekstrak air
Acalypha indica Linn ditambahkan pada sel saraf pasca hipoksia pada dosis 10 mg/mL, 15 mg/mL, dan 20
mg/mi.. Setelah inkubasi selama 90 jam, tingkat nenrogenesis dinkur dengan MET untuk viabilitas relatif sel
dan BrdU untuk proliferasi sel. Didapatkan hasil viabilitas relatif sel dan tingkat proliferasi sel pada kultur
Jjaringan hipokampus tikus pasca hipoksia dengan pemberian ekstrak air akar kucing pada dosis 10 mg/mL,
15 mg/ml, dan 20 mg/mL lebih tinggi secara bermakna dibandingkan dengan kontrol. Disimpulkan bahwa
ekstrak air Aecalypha indica Linn dapat meningkatkan neurogenesis pasca hipoksia in vitro pada dosis 10
mg/mL, 15 mg/mL, dan 20 mg/mL.

Kata kunci: neurogenesis, hipoksia, Acalypha indica Lion (akar kucing)

The influence of Acalypha indica Linn root water extract towards neurogenesis in
hippocampal tissue culture post hypoxia

Nurhadi fbrahim*, Endang Winiati Bachtiar”, Sophie Yolanda*

* Department of Physiology, Faculty of Medicine, University of Indonesia
*  Department of Qral Biology, Faculty of Dentistry, University of Indonesia

Indonesia has the biggest stroke patients in Asia, Neunrorestorative therapy will increase nenrogenesis in
ischemic brain tissne post stroke. Newrogenesis by mobilization of endogen adult stem cells that
physiclogically already exist in the central nervous system can be achieved by lowering the inflammatory
response. Acalypha indica Linn (akar kucing) can be found all over Indonesia. The decoction of the root can
cure the paralysis caused by stroke, Acalyphin and stigmasterol contained within the root is anti-
inflammatory by forming a PLA, inhibitory complex. The objective of this study is to observe the influence
of Acalypha indica Linn root water extract towards neurogenesis in hippocampal tissue culture post hypoxia.
The method was an experimental in vitro study using primary neuronal cell culture of adult Sprague Dowley
rat exposed to hypoxia with 5% Oy5% CO/N, balance gas for 24 hours. Except the conirol group,
Acalypha indica Linn root water extract is added with dosage of 10 mg/mL, 15 mg/mL, and 20 mg/mL. After
90 hours of incubation, neurogenesis is measured MTT assay for relative cell viability and BrdU for cell
proliferation, The result obtained was that relative cell viability and cefl proliferation of rat hippocampal
tissue culture with Acalypha indica Linn root water extract with dosage of 10 mg/mlL, 15 mg/ml, and 20
mg/mL is significantly higher than coatrol, It can be concluded that Acalypha indica Linn root water exiract
with dosage of 10 mg/mL, 15 mg/mL, and 20 mg/mL can increase neurogenesis post hypoxia in vifro,
Keywords: neurogenesis, hypoxia, Acalypha indica Linn
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Pendahuluan

Stroke merupakan salah satu penyebab utama kematian dan kecacatan di Amerika
Serikat.! Di Indonesia belum ada angka pasti insidens sfroke, namun dari salah satu artikel
disebutkan bahwa saat ini Indonesia merupakan negara dengan jumlah penderita stroke
terbesar di Asia.? Apabila tidak ada upaya penanggulangan stroke yang lebih baik maka
jumlah penderita stroke pada tahun 2020 diprediksikan akan meningkat 2 kali lipat.?
Secara umum stroke diklasifikasikan menjadi stroke hemoragik dan stroke iskemik. Stroke
hemoragik terjadi bila terdapat perdarahan intrakranial yang paling sering disebabkan oleh
kebocoran pembuluh darah Yada hipertensi,” sedangkan stroke iskemik akut disebabkan
oleh thrombosis atau emboli. ’

Saat ini terapi utama untuk sfroke iskemik adalah pemberian trombolitik,! sebab
inilah satu-satunya pendekatan terapi yang menunjukkan peningkatan fungsi neurologis.*
Sayangnya, jendela terapeutik untuk terapi ini sangat singkat, yaitu 3 jam,' sehingga
sebagian besar pasien sfroke iskemik tidak dapat diterapi dengan pemberian trombolitik
karena sempitnya jendela terapeutik.’ Selain itu, terapi ini juga memiliki risiko
transformasi hemoragik, sehingga banya 2% penderita sroke di Amerika yang
mendapatkan terapi ini.*>® Karena itulah diperlukan terapi yang memiliki jendela terapi
yang lebih lama dan secara aktif meningkatkan fungsi neu'rol?gis untuk mengembalikan
dan mengoptimalkan fungsi otak, yaitu terapi neurorestoratif,

Terapi neurorestoratif akan meningkatkan perkembangan sel-sel saraf baru
(neurogenesis) pada jaringan otak iskemik pasca stroke.’ Pada sebagian besar otak
mamalia dewasa, terdapat sel-sel punca (stem cells) yang dapat memperbaharui diri pada
regio-regio otak tertentu, yaitu pada zona subgranular (SGZ) girus dentata (DG)
hipokampus dan zona subventrikular (SVZ) vetrikel lateral. *®*'® Sel-sel punca ini dapat
memperbaharui diri sepanjang kehidupan, sehingga kemampuan neurogenesis tetap ada
pada otak dewasa, dan dapat distimulasi baik dengan berbagai faktor fisiologis maupun
patologis seperti hipoksia.™'®!! Neurogenesis dapat diukur dengan berbagai cara, namun
cara yang umum adalah dengan menghitung viabilitas sel, misalnya dengan hitung sel
menggunakan metode trypan blue atau MTT, dan dengan menganalisis proliferasi sel,
misalnya dengan menggunakan pemeriksaan BrdU.

Berbagai percobaan telah membuktikan kemampuan neurogenesis otak dewasa
pasca hipoksia serebri, antara lain oleh Jiang et al’, Jin et al®, Tanaka et aP, dan Yagita et
al'®. Semua penelitian tersebut menunjukkan peningkatan neurogenesis pada otak dewasa
yang mengalami hipoksia dibandingkan kontrol. Pada manusia, neurogenesis yang
diinduksi oleh stroke telah dilaporkan oleh Jin ef al''. Walaupun terdapat peningkatan
neurogenesis secara alamiah pasca hipoksia serebral, namun peningkatan ini tidak
sebanding dengan kerusakan yang telah terjadi.'?

Salah satu penyebab kematian sel pada stroke adalzh proses inflamasi.*"* Pada
proses ini, terjadi aktivasi enzim fosfolipase A; (PLA;) yang akan menghasilkan asam
arakidonat (AA)."*'* AA akan dimetabolisme melalui jalur cyclooxygenase (COX) yang
akan mengubah AA menjadi prostaglandin H2 (PGH2), yang mempakan prekursor
prostaglandin dan kemudian akan dimetabolisme menjadi berbagai eikosaniod. Seluruh
eikosanoid ini akan meningkatkan permeabilitas sawar darah otak dan pada akhirnya
menyebabkan edema otak.” Inflamasi telah terbukti mengganggu neurogenesis basal
maupun pasca hipoksia. '*!’

Salah satu pendekatan terapi neurorestoratif yang aman adalah dengan
memobilisas: populasi sel punca dewasa endogen yang sudah ada secara fisiologis di
sistem saraf pusat sehingga dapat berintegrasi dan berpartisipasi dalam sirkuit neurai yang
fungsional.'® Mobilisasi sel punca ini dapat ditingkatkan dengan cara meningkatkan faktor
pertumbuhan, menurunkan respon inflamasi, dan memperbaiki kondisi lingkungan
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pasien.'” Saat ini terapi neurorestoratif masih tergolong mahal dan sulit didapatkan di
Indonesia.

Tanaman akar kucing atau Acalypha indica Linn merupakan tanaman perdu yang
banyak tumbuh di pinggir jalan atau ladang yang tak terawat dan dapat dijumpai di setiap
daerah di Indonesia dengan nama yang berbeda-beda, antara lain kucing-kucingan, bunga
anting-anting, atau rumput bolong-bolong.?® Tanaman ini dinamai akar kucing karena
akarnya disenangi kucing yang sedang sakit. Beberapa saat setelah dimakan dimuntahkan
kembali bersama isi perutnya, dan kucing tersebut akan tampak membaik. Atas dasar
itulah pada awalnya masyarakat dengan coba-coba memanfaatkan rebusan akar kucing
untuk mengobati dirinya saat menderita sakit perut. Secara tidak sengaja, ternyata rebusan
akar kucing tersebut dapat memulihkan kelumpuhan saraf akibat stroke *°

Kandungan bahan aktif yang bermanfaat dari tanaman ini masih belum dapat
diidentifikasi dengan baik. Beberapa bahan kimia yang telah berhasil diidentifikasi antara
lain adalah kaempferol (flavonoid), beta-sitosterof, HCN, gamma-sitosterol, dan
Acalyphin.?' Nirmal ef al telah membuktikan bahwa Acalyphin dan stigmasterol bersifat
anti inflamasi den&an membentuk kompleks inhibitor PLA; yang merupakan prekursor
inflamasi penting.”® Seperti telah disebutkan di atas, penurunan respon inflamasi dapat
meninl%lggtkan mobilisasi sel punca dewasa yang sudah ada secara fisiologis di sistem saraf
pusat.”™

Efek neuroprotektor dan neuroterapinya telah dibuktikan oleh Purwaningsih et al
secara eks vivo maupun in vivo pada dosis 15-20 mg/mL. Purwaningsih ef a/ meneliti efek
neuroprotektor dan neuroterapi akar kucing pada otot katak yang diberikan pelumpuh otot,
dengan aktivitas listrik otot tersebut sebagai parameter yang diukur.?® Pada susunan saraf
pusat (SSP), efek neuroterapinya telah dibuktikan oleh Suswati secara in vivo pada dosis
400-500 mg/kgBB. Suswati meneliti efek neuroterapi akar kucing pada otak tikus pasca
hipoksi% serebri, dengan jumlah sel rusak pada hipokampus sebagai parameter yang
diukur.

Walaupun secara empiris tanaman ini telah dimanfaatkan untuk menyembuhkan
kelumpuhan pada penderita pasca stroke, belum ada bukti ilmiah mengenai pengaruh
ekstrak akar kucing terhadap neurogenesis sel-sel saraf pasca sfroke. Oleh sebab
diperlukan penelitian untuk mengetahui bagaimana pengaruh pemberian ekstrak akar
kucing terhadap neurogenesis pasca hipoksia serebri secara in vitro.

Metode

Penelitian ini merupakan studi eksperimental in vitro pada kultur jaringan sel saraf
hipokampus tikus Sprague Dowley dewasa berusia 9-10 minggu dengan berat 200-250
gram. Tikus dikorbankan dengan cara dislokasi leher. Pengaruh ekstrak air Acalypha
indica Linn pada sel saraf pasca hipoksia diujikan pada dosis 10 mg/mL, 15 mg/mL, dan
20 mg/mL. Sel saraf dipajankan terhadap hipoksia dengan cara pemberian gas 5% 03/5%
COy/N, balans selama 24 jam.** Setelah pemajanan terhadap hipoksia, tiap kelompok
kultur sel saraf diberikan ekstrak air Acalypha indica Linn dengan dosis 10 mg/mL
(kelompok perlakuan A), 15 mg/mL (kelompok perlakuan B), dan 20 mg/mL (kelompok
perlakuan C), dengan 1 kelompok kontrol yang tidak diberi perlakuan. Selanjutnya tingkat
neurogenesis tiap kelompok perlakuan diukur dengan menggunakan 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) untuk viabilitas relatif sel
dan dengan menggunakan 5-bromo2 '-deoxy-uridine (BrdU) untuk proliferasi sel.**

Hasil

Pemeriksaan MTT untuk mengukur viabilitas relatif sel dilakukan secara triplo.
Didapatkan rata-rata viabilitas relatif sel pada kelompok kontrol sebesar 100+14,33%;
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kelompok perlakuan A sebesar 176,95+7,95%; kelompok perlakuan B sebesar
220,621+49,47%; dan kelompok perlakuan C sebesar 386,02+44,16% (lihat Gambar 1),

Berdasarkan analisis data, didapatkan hasil viabilitas relatif sel setiap kelompok
yang diberikan perlakuan lebih tinggi secara bermakna dibandingkan dengan kelompok
kontrol, viabilitas relatif sel kelompok perlakuan B lebih tinggi secara bermakna daripada
viabilitas relatif sel kelompok perlakuan A, dan viabilitas relatif sel kelompok perlakuan C
lebih tinggi secara bermakna daripada viabilitas relatif sel kelompok perlakuan B (fihat
Gambar 1).
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Gambar 1. Rata-rata Viahilitas Relatif Sel
* p<0,05 ** p<0,01

Pemeriksaan BrdU untuk mengukur tingkat proliferasi sel dilakukan secara duplo.
Didapatkan absorbansi pada kelompok kontrol sebesar 0,096+0,007; kelompok perlakuan
A sebesar 0,132+0,009; kelompok perlakuan B sebesar 0,11740,007; dan kelompok
perlakuan C sebesar 0,114+0,010 {lihat Gambar 2).

Berdasarkan analisis data, didapatkan hasil tingkat proliferasi sel setiap kelompok
yang diberikan perlakvan lebih tinggl secara bermakna dibandingkan dengan kelompok
kontrol, dengan tingkat proliferasi sel paling tinggi terlihat pada kelompok perlakuan A,
kemudian menurun secara bermakna pada kelompok perlakuan B dan C, namun tidak
didapatkan perbedaan tingkat proliferasi sel yang bermakna antara kelompok perlakuan B
dan C (lihat Gambar 2).
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Pembahasan

Hasil pemeriksaan MTT menunjukkan bahwa viabilitas relatif sel seluruh
kelompok yang diberi perlakuan lebih tinggi secara bermakna dibanding kontrol, dan
viabilitas relatif sel juga terus meningkat secara bermakna sesuai dengan peningkatan dosis
pemberian ekstrak akar kucing, bahkan hingga hampir 4 kali lipat pada dosis 20 mg/mL
(viabilitas relatif sel kontrol < dosis 10 mg/mL < dosis 15 mg/mL < dosis 20 mg/mL}).
Hasil pemeriksaan ini menunjukkan bahwa ekstrak akar kucing berpengaruh pada
peningkatan jumlah sel saraf yang hidup pasca hipoksia. Hasil pemeriksaan ini sesuai
dengan penelitian Purwaningsih et al® di mana dosis neuroterapi optimal terlihat pada
dosis 20 mg/mL. Walaupun penelitian Purwaningsih et al** menunjukkan bahwa pada
dosis 25 mg/mL efek neuroterapi ekstrak akar kucing mulai menurun pada reuromuscular
junction, namun hal ini belum tentu sesuai pada susunan saraf pusat. Makin tingginya
viabilitas relatif sel sesuai peningkatan dosis menimbulkan kemungkinan bahwa pada
dosis yang lebih tinggi lagi akan lebih meningkatkan viabilitas sel, sehingga penelitian
untuk menilai pengaruh ekstrak akar kucing terhadap tingkat neurogenesis pada jaringan
hipokampus pasca hipoksia dengan dosis ekstrak akar kucing yang lebih tinggi perlu
dilakukan untuk mendapatkan dosis yang benar-benar optimal untuk peningkatan
neurogenesis pasca hipoksia.

Hasil pemeriksaan MTT menunjukkan bahwa ekstrak akar kucing berpengaruh
pada peningkatan jumlah sel saraf yang hidup pasca hipoksia, namun seluruh sel yang
hidup ini dapat berasal dari sel-sel saraf baru hasil neurogenesis maupun dari sel-sel saraf
lama yang bertahan hidup pasca hipoksia dan tidak mengalami apoptosis. Untuk itu
diperlukan pemeriksaan lain yang dapat menilai tingkat proliferasi sel, sehingga digunakan
pemeriksaan BrdU.

Hasil pemeriksaan BrdU menunjukkan bahwa tingkat proliferasi sel seluruh
kelompok yang diberi perlakuan lebih tinggi secara bermakna dibanding kontrol. Hasil
pemeriksaan ini menunjukkan bahwa ekstrak akar kucing memiliki pengaruh pada tingkat
proliferasi sel saraf pasca hipoksia. Dari hasil pemeriksaan, didapatkan bahwa tingkat
proliferasi sel paling optimal pada dosis ekstrak akar kucing 10 mg/mL, dan kemudian
menurun pada dosis 15 mg/mL dan 20 mg/mL, walaupun penurunannya masth lebih tinggi
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dibandingkan kontrol. Fenomena ini kemungkinan disebabkan oleh 2 hal, yang pertama
adalah bahwa memang tingkat proliferasi sel paling optimal pada dosis 10 mg/mL,
sehingga tingkat viabilitas sel yang lebih tinggi pada dosis 15 mg/mL dan 20 mg/mL
merupakan hasil dari sel-sel saraf lama yang bertahan hidup pasca hipoksia dan tidak
mengalami apoptosis. Hal ini dapat terjadi karena dengan penurunan respon inflamasi
yang disebabkan oleh penurunan aktivasi enzim PLA; oleh acalyphin dan stigmasterol,
kejadian respiratory burst juga menurun dan produksi ROS juga menurun sehingga sel-sel
lebih dapat bertahan hidup pasca hipoksia.****"?® Selain itu, stigmasterol merupakan
golongan fitosterol dengan akiivitas antioksidan yang juga dapat melawan produksi ROS
dan pada akhirnya meningkatkan kebertahanan hidup sel-sel saraf pasca hipoksia.?”’
Aktivitas antioksidan dan kemampuan sebagai scavenger radikal bebas juga dimiliki oleh
flavonoid yang terkandung dalam akar kucing.”® Kemungkinan kedua adalah bahwa pada
saat pemeriksaan, tidak semua sel-sel saraf baru hasil neurogenesis dapat diperiksa dengan
pemeriksaan BrdU. Hal ini disebabkan karena meskipun BrdU merupakan nukleosida
sintetik yang merupakan analog timidin, sehingga dapat diinkorporasikan ke dalam DNA
yang baru disintesis oleh sel yang bereplikasi, namun inkorporast ini hanya dapat terjadi
bila sel berada dalam fase S*' Hal ini akan menyebabkan sel-sel baru yang telah
mengalami proliferasi sebelumnya atan yang sedang akan mengalami proliferasi namun
tidak sedang berada dalam fase S tidak dapat diperiksa dengan pemeriksaan BrdU ini.
Untuk itu, penelitian dengan pemeriksaan BrdU secara serial dalam hal waktu (misalnya
tiap 24 jam pasca hipoksia) perls dilakukan untuk mendapatkan tingkat proliferasi sel yang
sesungguhnya dan juga untuk mendapatkan gambaran tingkat prolifearsi sel sesuai waktu.
Selain itu, pemeriksaan dengan penanda proliferasi sel lain juga dapat dilakukan sebagai
perbandingan dengan hasil BrdU, misalnya dengan pemeriksaan Ki-67 yang merupakan
antigen protein nuklear umum yang diekspresikan pada sel yang berada pada fase Gy, S,
dan G sehingga mungkin pemeriksaan dengan Ki-67 dapat menunjukkan tingkat
proliferasi sel yang lebih mendekati nilai yang sesungguhnya, namun memang
penggunaannya sampai saat ini masih terbatas dan sebagian besar aplikasinya masih
dilaknkan pada set manusia.’

Hipoksia akan menyebabkan terjadinya respon inflamasi melalui ekspresi faktor
transkripsi NF-xB yang akan meningkatkan ekspresi gen-gen sitokin (seperti TNFa dan
1L-1), molekul adhesi (seperti ICAM-1), mediator inflamasi prostanoid, dan NO.%*" Enzim
PLA; juga akan diaktifkan pada proses inflamasi ini dan menghasilkan AA, yang akan
dimetabolisme melalui jalur COX dan mengubah AA menjadi PGH2, yang merupakan
prekursor prostaglandin dan kemudian akan dimetabolisme menjadi berbagai eikosaniod.
Seluruh eikosanoid ini akan meningkatkan permeabilitas sawar darah otak dan pada
akhirnya menyebabkan edema otak.” Inflamasi telah terbukti mengganggu neurogenesis
basal maupun pasca hipoksia.'%!?

Peningkatan neurogenesis yang terjadi pada kelompok yang diberi perlakuan
ekstrak akar kucing kemungkinan disebabkan oleh penghambatan aktivasi enzim PLA»
yang akan menurunkan respon inflamasi, sehingga mobilisasi sel punca dewasa yang
sudah ada secara fisiologis di sistem saraf pusat akan ditingkatkan dan pada akhirnya akan
meningkatkan neurogenesis.'*!” Mekanisme ini tidak diperiksa pada penelitian ini,
sehingga diperlukan penelitian lanjutan untuk menilai apakah pengarvh ekstrak kucing
terhadap peningkatan neurogenesis pasca hipoksia memang disebabkan oleh
penghambatan aktivasi PLA, dengan membandingkan level PLA, antar kelompok

- perlakuan menggunakan penanda PLA;.

Selain melalui penurunan respon inflamasi, ekstrak akar kucing juga mungkir
bekerja melalui peningkatan faktor neurotropik seperti BDNF, VEGF, dan bFGF. Seperti
telah ditulls di atas, faktor neurotropik dibutuhkan untuk keberlangsungan hidup
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neuroblast.**? Mekanisme peningkatan neurogenesis yang disebabkan oleh ekstrak akar

kucing melalui jalur ini belum pernah diteliti, sehingga diperlukan penelitian lanjutan
untuk menilai apakah ekstrak kucing dapat meningkatkan neurogenesis pasca hipoksia
melalui peningkatan faktor neurctropik dengan memeriksa kadar faktor pertumbuhan
(misalnya BDNF) antar kelompok periakuan.

Kesimpulan
Ekstrak air akar Acalypha indica Linn dapat meningkatkan neurogenesis kultur
jaringan hipokampus tikus pada dosis 10 mg/mL, 15 mg/mL, dan 20 mg/mL.
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