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ABSTRAK

Nama : Julia Rahadian

Program studi : Magister limu Biomedik

Judul : Penparuh ekstrak akar Acalypha indica Linn terhadap viabilitas
neuron dan kadar BDNF endogen pada keadaan hipoksia secara
in vitro

Latar Belakang: Otak sangat sensitif terhadap kondisi kekurangan oksigen.
Terhentinya suplai darah ke otak secara tiba-tiba, seperti yang terjadi pada
hipoksia serebri yang diasosiasikan sebagai stroke, dapat berakibat fatal dan
menyebabkan kematian sel-sel neuron otak dalam waktu beberapa menit.
Hipoksia memicu serangkaian kaskade patologis yang disecbabkan oleh
eksitotoksisitas glutamat dan produksi berlebih radikal bebas yang selanjutnya
memicu kaskade kematian sel. BDNF (Brain derived neurotrophic factor), salah
satu faktor yang berperan delam mempertahankan kelangsungan hidup neuron,
dilaporkan kadarnya menurun pada keadaan hipoksia. Seiring dengan
meningkatnya kasus sfroke serta prognosisnya yang buruk, merupakan suatu
kebutuhan untuk mencari bahan obat yang diharapkan dapat memblokir kaskade
hipoksia sehingga kematian neuron dapat dicegah. Tanaman akar kucing atau
Acalypha indica Linn adalah tanaman perdu liar yang banyak dijumpai di seluruh
daerah di Indonesia dan secara tidak sengaja rebusan akarnya dapat memulilkan
kelumpuhan akibat sfroke. Senyawa flavonoid yang terkandung dalam tanaman
akar kucing memiliki kemampuan antioksidan yang terbukti dapat mencegah
kaskade kematian neuron.

Tujuan: Mengetahui pengaruvh pemberian ekstrak akar Acalypha indica Linn
dalam memproteksi neuron tikus pada keadaan hipoksia.

Metode: Studi eksperimental ir vitro pada kultur sel neuron jaringan hipokampus
tikus Sprague Dowley dewasa yang dipajan dengan ekstrak air akar Acalypha
indica Linn pada dosis 10 mg/ml, 15 mg/ml, dan 20 mg/ml selama 72 jam.
Kemudian seluruh sel diberi perlakuan hipoksia dengan gas 5% O./5% CO2/N;
balans selama 24 jam. Viabilitas sel diukur dengan MTT assay, tingkat
proliferasinya diukur dengan BrdU dan kadar BDNF medium kultur diperiksa
dengan metoda ELISA.

Hasil: Viabilitas relatif , tingkat proliferasi neuron dan kadar BDNF endogen
pada kultur jaringan hipokampus tikus dengan pemberian ekstrak akar kucing
pada dosis 10 mg/ml, 15 mg/ml, dan 20 mg/ml meningkat dibandingkan dengan
kontrol.

Kesimpulan: Ekstrak akar Acalypha indica Linn mampu meningkat viabilitas
neuron serta kadar BDNF endogen pada keadaan hipoksia.

Kata kunci: Acalypha indica Linn, hipoksia, viabilitas neuron, BDNF
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ABSTRACT

Name : Julia Rahadian

Study Program : Master Program of Biomedics Science

Title : The influence of Acalypha indica Linn root extract on the
viability of neuron and endogenous BDNF level in
hypoxic condition in vitro

Background: The brain is very sensitive to oxygen deprivation condition.
Interruption of the blood supply to the brain suddenly, as happens on cerebral
hypoxia is associated as a stroke, can be fatal and cause death of brain cells
neurons within a few minutes. Hypoxia triggers a series of pathological cascade
caused by the glutamate excitotoxicity and free radicals which in tumn triggered a
cascade of cell death. BDNF(Brain derived neurotrophic factor), is one of the
factors maintaining the survival of neurons, is decreased during hypoxic
conditions. The increase and a poor prognosis of stroke, represents a need to look
~ for ingredients that are expected to block the cascade of hypoxia that neuron death
can be prevented. Adcalypha indica Linn (akar kucing) is a common wild plants
. that can be found in ail regions in Indonesia and accidentally the decoction of the
root can cure paralysis caused by stroke. Flavonoid compounds contained in the
roots have the proven ability of antioxidants can prevent neuron death cascade.
Objective: To determine the effect of root extracts of Acalypha md:ca Linnasa
protection of rat neuronal on the state of hypoxia.

Methods: Experimental in vitro study of cell culture of rat hlppocampal neuronal
of adult Sprague Dowley rat treated with Acalypha indica Linn root water extract
at a dose of 10 mg/ml, 15 mg/ml, and 20 mg/ml for 72 hrs. Then the cells were
exposed to hypoxia with 5% 0;/5% COy/N ; balance gas for 24 hours. Cell
viability was measured by MTT assay and BrdU for cell proliferation. Levels
BDNF medium culture was measured by ELISA methods.

Results: Relative viability, proliferation rate of neuron and endogenous BDNF
level of rat hippocampal tissue culture with Acalypha indica Linn roots extract
with dosage of 10 mg/ml, 15 mg/ml, and 20 mg/ ml is increased compared with
control.

Conclusion: Acalypha indica Linn root extract can increase neuron viability and
the level of endogenous BDNF in hypoxic conditions.

Key words: Acalypha indica Linn, hypoxia, neuron viability, BDNF
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DAFTAR SINGKATAN

AMPA :  a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole proprionic acid
Apaf-1 : Apoptotic protease activating factor-1
ATP : Adenosine triphosphate
Bax :  Bcl-2-antagonist x protein
Bad :  Bcl2/Bcl-xL associated death promoter
Bel-2 : B cell lymphoma leukemia 2 protein
BDNF : Brain-derived neurotrophic factor
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MPTP :  Mitochondrial Permeability Transition Pore
MTT : (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
NMDA :  N-methyl-D-aspartate acid
nNOS : neuronal nitric oxide synthase
NO : Nitric oxide
NOs : Nitric oxide synthase
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CPE : Carboxipeptidase E
PI-3K . Phosphatidylinositol 3-kinase
ROS : Reactive oxygen species
SGZ :  Subgranuiar zone
SOD :  superoxide dismutase
SSP :  Susunan saraf pusat
SVZ :  Subventricular zone
tBid :  Truncated Bid
Trk :  Tyrosine kinase
TNF :  Tumor Necrotic Factor
TRAIL :  TNF receptor Apoptosis Inducing Ligand
TRADD  : TNF-receptor Associated Death Domain
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BABI1
PENDAHULUAN

1.1. LATAR BELAKANG
Otak sangat sensitif terhadap kondisi kekurangan oksigen. Suatu
penelitian melaporkan bahwa area otak yang paling rentan terhadap kondisi
ini adalah hipokampus, korteks dan striatum,'? Terhentinya suplai darali ke
otak secara tiba-tiba, yang disebut dengan kondisi hipoksia, dapat berakibat
fatal dan menyebabkan kematian sel-sel neuron otak dalain waktu beberapa
menit. Hipoksia serebri adalah hipoksia yang paling sering ditemukan dan
diasosiasikan sebagai stroke>* |
Sampai saat ini, stroke merupakan penyebab ketiga kematian di dunia
selain akibat penyakit kardiovaskular dan kanker. Prognosis pasien sfroke
bahkan lebih buruk dari kebanyakan pasien kanker, setengah dari seluruh
pasien siroke meninggal dani 15-30% penderita stroke yang hidup menjadi
cacat akibat defisit neurologts hingga membutuhkan bantuan perawat setelah
3 bulan menderita stroke.’ Seiring dengan meningkatnva kejadian stroke di
Indonesia, merupakan suatu kebutuhan untuk mencari obat yang dapat
diberikan scbagai terapi suplemen pada pasien-pasien yang mempunyai
kecenderungan terserang siroke, seperti penderita hipertensi, sehingga
diharapkan komplikasi yang timbul jika terjadi siroke dapat minimal.
Hipoksia serebri memicu serangkaian reaksi beruntun atau kaskade
patologis yang menyebabkan kerusakan neuron yang ireversibel dalam
beberapa menit setelah timhuinya onset hipoksia. Kaskade tersebut
disebabkan olen peningkatan glutamat ekstraselular disertai aktivasi
berlebihan reseptor glutamat (eksitotoksisitas) sehingga menyebabkan
peningkatan ion kalsium intraselular dan produksi radikal bebas yang
herlebih mengakibatkan kerusakan pada mcmbran lipid, protein, dan asam
nukleat (DNA). Pada akhimya semua hal tersebut memicu jalur kaskade

caspase dengan hasil akhir kematian sel (apoptosis).®”’ Adanya kaskadc
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patologis yang dipicu hipoksia memungkinkan pengembangan strategi
pengobatan baru yang dapat digunakan sebagai neuroproteksi, dengan cara
memblokir kaskade tersebut sehingga kematian neuron dapat dicegah.:“’9
Selain itu, kemampuan neuron untuk bertahan hidup tidak terlepas dari
peran faktor-faktor pertumbuhan, diantaranya Brain-Derived Neurotrophic
Factor (BDNF). BDNF adalah salah satu protein neuroifrophic factor penting
yang berperan dalam kelangsungan hidup, pertumbuhan, dan perkembangan

101! BDNF berperan membatasi kematian neuron melalui

neuron.
kemampuannya memodulasi jalur-jalur “survival signaling” kaskade yang
muncul sebagai manifestasi mekanisme pertahanan tubuh endogen.

Dilaporkan pada saat terjadinya hipoksia serebri, tidak terdapat

peningkatan kadar BDNF endogen di area hipokampus dan korteks yang
disebabkan inhibisi sintesis protein.' Kadar BDNF endogen baru mulai
meningkat setelah 24 jam hingga beberapa hari pasca hipoksia serebri.” Oleh
sebab itu, BDNF eksogen sering kali diberikan 24-48 jam pasca hipoksia
serebri yang memungkinkan nrotein yang menginduksi BDNF terekspresi
dengan lengkap dan dipertahankan hingga fase pemulihan,’

Indonesia memiliki banyak tanaman herbal yang memiliki potensi
ferapi salah satunya adalah tanaman akar kucing atau 4calypha indicc Linn.
Tanaman ini dinamai akar kucing karena akarnya disenang: kucing yang
sedang sakit. Beberapa saat setelah dimakan dan dimuntahkan kembali
bersama isi perutnya, kucing tersebut terlihat membaik, Atas dasar tersebut,
meskipun belum ada bukii ilmiah tentang khasiatnya, masyarakat telah
mercoba menggunakan rebusan akar kucing untuk mengobati dirinya saat
sedang sukit perut. Dan secara tidak sengaja, ternyata rebusan akar kucing
tersebut dapat memulihkan kelumpuhan saraf akibat stroke.'*

Kandungan bahan akiif dari tanaman ini masih belum dapat
diidentifikasi dengan baik. Beberapa bahan-bahan kimia aktif yang bermanfaat
dari tanaman ini yang telah berhasil diidentifikasi diantaranya adalah
kaempferol (flavonoid), beta-sitosterol, HCN, ganuna-sitosterol, dan

Acalyphin.” Baru-baru ini penelitian di India membuktikan bahan aktif yang
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terkandung dalam akar tanaman akar kucing memiliki aktivitas antioksidan,
yang mampu melindungi otak dari efek senyawa radikal bebas yang memicu
terjadinya apoptosis pada keadaan hipoksia."* Flavonoid yang terkandung
dalam tanaman akar kucing, dilaporkan merupakan antioksidan kuat yang
mampu melindungi sel neuron dari kerusakan yang disebabkan toksisitas
glutamat.'s

Secara ilmiah, Pwwaningsih dan kawan-kawan telah membuktikan
efek tanaman akar kucing terhadap gangguan komunikasi hubungan saraf otot
(neuromuscular junction) secara eks vivo pada otot paha katak. Ekstrak akar
Acalypha indica Linn terbukti mempunyai efek neuroprotekior dan
neuroterapi secara eks vive pada dosis 15-20 mg/ml.'? Pada susunan saraf
pusat, Suswati L, membuktikan bahwa ekstrak akar Acalypha indica Linn
pada dosis 400 dan 500 mg/kg BB mampu memperbaiki kerusakan sel neuron
hipokampus tikus pascahipoksia serebri secara in vivo.'*

Adanya bukti bahwa tanaman akar kucing mengandung senyawa yang
dapat mencegah kerusakan yang ditimbulkan oieh keadaan hipoksia sehingga
kematian nearon tidak terjadi, besar kemungkinan tanaman akar kucing dapat
meningkatkan kelangsungan hidup neuron serta menginduksi peningkatan
kadar BDNF pada keadaan hipoksta. Sel yang hidup ditandai dengan adanya
aktivitas enzim dan keaktifannya berproliferasi, sehingga wviabilifas sel
dihitung berdasarkan aktivitas eazim (MTT assay) dan berdasarkan tingkat
proliferasinya (pemeriksaan BrdU).

Selain itu hingga saat ini belum ada penelitian yang meneliti
mekanisme kerja ekstrak akar dcalypha indica Linn terhadap viabilitas neuron
dan keterkaitannya dengan kadar BDNF endogen, sebagai salah satu faktor
yang mempertahankan kelangsungan hidup neuron. Oleh karena itu penelitian
ini dilakukan untuk mengetahni pengaruh ekstrak akar Acalypha indica Linn
terhadap viabilitas neuron dan kadar BDNF endogen pada keadaan hipoksia

secara in vitre.
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1.2

1.3.
1.3.1.

RUMUSAN MASALAH

Bagaimana pengaruh ekstrak akar Acalypha indica Linn terhadap
viabilitas neuron tikus pada keadaan hipoksia?

Bagaimana pengaruh ekstrak akar Acalypha indica Linn terhadap
tingkat proliferasi neuron tikus pada keadaan hipoksia?

Bagaimana pengaruh ekstrak akar Acalypha indica Linn terhadap
kadar BDNF endogen tikus pada keadaan hipoksia?

TUJUAN PENELITIAN
Tujuan Umum

Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak akar Acalypha indica Linn

dalam memproteksi neuron tikus pada keadaan hipoksia.

1.3.2.
I

1.4.

Tujuan Khusus

Menganalisis pengaruh ekstrak akar Acalypha indica Linn terhadap
viavilitas relatif neuron pada kultur jaringan hipokampus tikus pada
keadaan hipoksia.

Menganalisis pengaruh ekstrak akar Acalypha indica Linn terhadap
tingkat proliferasi neuron pada kultur faringan hipokampus tikus pada
keadaan hipoksia.

Menganalisis hubungan eksirak akar Acalypha indica Linn ierhadap
kadar BDNF endogzn pada keadaan hipoksia.

HIPOTESIS

. Ekstrak akar Acalypha indica Linn dapat meningkatkan viabilitas

relatif neuron pada keadaan hipoksia
Ekstrak akar Acalypha indica Linn dapai meningkatkan tingkat

proliferasi neuren pada keadaan hipoksia.

. Ekstrak akar Acalypha indica Linn dapat meningkatkan kadar BDNF

endogen neuron tikus pada keadaan hipoksia.
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1.5.

1.

MANFAAT PENELITIAN

Memberikan informasi tentang pengaruh ekstrak akar Acalypha indica
Linn techadap viabilitas neuron.

Memberikan data awal untuk penelitian biemedik selanjutnya pada
tingkat molekuler yang berhubungan dengan mekanisme kerja ekstrak
akar Acalypha indica Linn terhadap sel neuron.

Dapat dijadikan landasan ilmiah untuk dilakukan uji klinik khasiat
tanaman obat, dalam rangka pengembangan dan pemanfaatan tanaman

obat asli Indonesia menjadi fitofarmaka.
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BABII
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. HIPOKSIA SEREBRI
Hipoksia serebri adalah suatu kondisi terhentinya atau berkurangnya
aliran darah ke otak secara tiba-tiba.! Terdapat 2 jenis hipoksia serebri yaitu:**
s Hipoksia global, yang terjadi pada kegagalan sirkulasi wmum seperti
pada gagal jantung.
e Hipoksia fokal, yang terjadi akibat kehilangan aliran darah pada suatu
area terbatas di otak, ditemukan paling sering pada stroke.

Hipoksia serebri merupakan salah satu bentuk kerusakan (injury) pada
otak yang 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. Sedangkan area di sekitar nekrosis pusat
lesi disebui penumbra, area ini mengandung sel-sel yang kematiannya tidak
secepat area pusat nekrosis, yailn setelah beberapa jam hingga 4% jam.
Mekanisme kematian sel pada area ini bukanlah nekrosis, melainkan
apoptosis. Karena apoptosis membutuhkan sedikit energi, dan kondisi ini
didapati nada area penumbra dimana sel-selnya masih bisa bertahan hidup dan
menyisakan sedikit energi. !’

Apoptosis dan Nekrosis diperantarai mekanisme yang berbeda, tetapi
keduanya dapat dicetuskan oleh stimuli yang sama yaitu masuknya Ca 2* ke

dalam sel. Nekrosis didabului oleh pangguan homeostasis ion, antara lain

2+
Ca , air yang ikut masuk beserta ion Na membuat sel bengkak, defisit energi

dan mengalaini aufolysis dengan pecahnya membran sel, menumpahkan isi sel
berisi enzim serta ¢rganelnya keruang ekstraseluler dan menimbulkan reaksi
inflamasi. Ini ferjadi hanya dalam beberapa menit. Sedangkan apoptosis dapat
dilihat setetah heberapa jam atau hari walaupun prosesnya sama-sama dipicu

oleh Ca®*. Dimana selnya mengisut, kromatin berkondensasi, membran sel
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mengalami “blebbing” (membentuk tonjolan-tonjolan) dan proses matinya sel
mengikuti program terkendali yang menghasilkan “apoptotic bodies” yang
sebenarnya adalah fragmen sel, terbungkus oleh membran sel dan berisi
organela yang masih utuh; debris ini kemudian difagositosis oleh makrofag.
Jadi tidak menimbulkan inflamasi. Karena “teraturnya” tahapan-tahapan
proses ini berlangsung maka disebut juga “programmed cell death” ®

{Gambar 1)

18

Gambar 1. Sel yang mengalami apoptosis.

Pada saat terjadi hipoksia serebri, terjadi berbagai mekanisme yang
kompleks. Dari sekian banyak jalur yang telah diidentifikasi, nyata bahwa
peran kritis dipegang oleh peningkatan glutamat ekstraselular disertai
aktivasi berlebihan reseptor glutamat/eksitotoksisitas, akumulasi ion Ca'" di
sitoplasma, dan produksi senyawa radikal bebas dalam jumlah besar sebagai
proses di hulu dan terpicunya kematian sel yang terprogram/apoptosis secara

patologis sebagai proses hilir, terutama di daerah penumbra.>*

2.1.1. Aktivasi berlebihan reseptor glutamat/eksitotoksisitas

Hipoksia serebri memicu serangkaian reaksi beruntun atau kaskade
patologis yang menyebabkan kerusakan neuron yang ireversibel dalam
beberapa menit setelah timbuinya onset. Kaskade dimulai dari penurunan
Konsenirasi dari Adenosine Triphosphate (ATP) yang discbabkan olch

hilangnya pasokan oksigen dan glukosa.” Akibatnya gradient konsentrasi
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transmembran berkurang, potensial membran menghilang dan sel mengalami
depolarisasi, ditandai keluarnya K*dan masuknya Na*, CI', dan Ca®* ke dalam
sel. Selain itu terjadi penglepasan neurotransmiter glutamat yang berasal dan
neuron dan sel glia. Pada keadaan normal, astrosit akan membuang kelebiban
glutamat ekstraselular melalui transporter asam amino eksitatorik (EAATS,
excitatory amino acid transporter) yang menukar 2 ion natrium dan 1
glutamat dengan 1 ion kalium dan hidroksil. Akibat penurunan level ATP dan
perubahan-perubahzn yang terjadi diatas, menyebabkan tidak bekerjanya
EAATs imi sehingga konsenfrasi glutamat ekstraselular menjadi sangat
tinggi. S

Konsentrasi glutamat ekstraselular yang tinggi akan menyebabkan
depolarisasi neuron dan mencetuskan potensial aksi yang akan melepaskan
lebih banyak lagi glutamat ke lingkungan ekstraselular. Peningkatan glutamat
ekstraselular menyebabkan aktivasi berlebihan reseptor glutamat, N-methyi-D-
aspartic acid (NMDA) dan a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole
proprionic acid (AMPA), yang akan membuka kanal Ca®*, menyebabkan
masuknya Ca?* schingga -terjadi peningkatan konsentrasi ion Ca®*
intraselular.”” Selanjutnya peningkatan Ca®* intraselular memicu terjadinya
proses kematian sel/ apoptosis melalui mekanisme jalur caspase yang terdiri
dari jalur intrinsik, jalur ekstrinsik dan cross-falk yaitu kerjasama antara jalu
intrinsik dan ekstrinsik.®”!? (Gambar 2)

2.1.1.1. Caspase jalur intrinsik
Peningkatan konsentrasi ion Ca”" intraselular menyebabkan terbukanya
Mitochondrial Permecbility Transition Pore (MPTP) dan pelepasan Sitokrom

¢ {(Cytochrome ¢, cyt c), suatu enzim yang herlokalisasi di ruang antar

membran mitokondria, keluar ke sitoplasma melalui pori tersebut.4'6'? Cyt ¢
yang dilepaskan akan bergabung dengan Apoprotic Protease Activating Factor
(Apaf-1) di siloplusma, bersama procaspase 9 membentuk suatu molekul
kompleks yang disebut apoprosome. Gelanjutnya Apoptosome akan

mengaktifkan caspase 9 yang kemudian mengaktifkan caspase eksekutor,
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caspase 3, yang akan menyebabkan kematian sel/apoptosis, dengan cara

L 32021
menyerang sasarannya yaitu:

e Mengaktivasi Caspase Activated DNAse (CAD) sehingga
menyebabkan kerusakan DNA, dimana DNA pecah secara
internukleosomal dalam pecahan-pecahan yang besammya 180-
200 bp. Fragmentasi DNA berakibat apoptosis.

o Memecah poly(ADP ribose) polymerase (PARP), suatu “DNA-
repair enzyme” yang fungsinya untuk melaksanakan reparasi
kerusakan DNA. Pemecahan PARP menyebabkan kerusakan
DNA tidak dapat diperbaiki dan selanjutnya memicu apoptosis.

- Astroette

DNA DAMAGE eo [o]

Mucleus oy

Gambar 2. Mekanisme apoptosis jalur intrinsik, ekstrinsik, dan cross
talk.”’

2.1.1.2. Caspase jalur ekstrinsik
Jalur ekstrinsik dipicu oleh kelompok reseptor kematian yaitu reseptor

Fas dan tunior necrosis fucior (TNF) dengan ligan-nya, FasLigan (FasL) dan

Universitas indonesia
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TNF receptor Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL). Reseptor imi bekerja
dengan merzkrut molekul protein dari cytosol yang bekerja sebagai “adaptor”
(adaptor proteins/molecules) yaitu protein Fas Associated Death Domain
(FADD) dan TNF-recepior 4ssociated Death Domain (TRADD). Selanjutnya
FADD dan TRADD mengaktivasi procaspase 8 (prekursor caspase 8) dan
mengaktifkannya menjadi caspase 8, kenudian mengaktifkan caspase 3 untuk
mengeksekusi proses selanjutnya seperti pada jalur in‘trinsik.s'm'2l

Caspase 8 dan 9 disebut “initiafor caspases” atau “upstream caspases”

sedangkan caspase 3 disebut “executioner Caspases” =ztau “downstream

Caspases".

2.1.1.3. Kerjasama jalur intrinsik dan ekstrinsik (cross falk)

Kelebihan Ca®* bersama dengan akumulasi ROS dan reseptor kematian
Fas, akan mengaktivasi caspase 8 yang kemudian membelah anggota Bcl2
protein family yang pro-apoptotik, yaitu Bid. Bid yang terpenggal (tBid,
fruncoted Bid) bertransiokasi ke mitokondria dan berinteraksi dengan Bel-2-
aniogonist x protein (Bax), yang pada keadaan normal dihambat oleh B celi
lyinphoma !euvkemia 2 protein (Bcl-2). Dimer tBid dan Bax menvebabkan
terbukanya MPTP dan melepaskan sitokrom ¢ dari mitokondria ke sitosol
untuk membentuk kompleks.dengan"Apaf—l dan procaspase 9 sehingga

terbentuk apopfosome dan selanjutnya mengaktifkan caspase 3.*"

2.1.2. Produksi senyawa radikal bebas

Radikal bebas adaiah suatu molekul yang mengandung satu atau lebih
elektron tidak berpasangan, sehingga mernjadi tidak siabil dan sangat reakiif.
Reaktifitas senyawa ini disebabkan karena elektron bebas yang tidak
berpasangan yang akan berusaha menarik elektron dan molekul disekitamya.
Untuk mencapai kestabilan senyawa ini harus mencari elektron lain sebagai
pasangan. Radikal bebas di otak yang dominan adalah anion superoksida
(07"), hidrogen peroksida (H,05), dan radika! hidroksil (OH").??
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Radikal bebas merupakan produk normal dari metabolisme aerob
selular dan diproduksi dalam jumlah yang rendah selama kondisi fisiologis
yang normal dan dapat dilawan oleh sistein antioksidan endogen seperti
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase, catalase, dan
antioksidan endogen nonenzim seperti vitamin C and E. Anion superoksida
sebagai salah satu radikal bebas otak akan diubah oleh SOD menjadi H202,
vang kemudian akan diubah oleh catalase atau giutathion peroxidase menjadi
H20, sehingga tidak terjadi peningkatan radikal bebas.?

Adanya ketidakseimbangan mekanisme pertahanan tububh yang
diperankan oleh antioksidan dengen radikal bebas memicu kerusakan sel,
Sistem susunan saraf pusat (SSP) sangat rentan terhadap adanya kerusakan
oksidatif yang disebabkan oleh radikal bebas.

2.1.2.1. Produksi radikal bebas oleb mitokondria

Hipoksia memicu terjadinya stres oksidatif, suatu kondisi yarg terjadi
ketika keseimbangan fisiologis antara antioksidai dan radikal bebas
terganggu, mengakibatkan produksi berlebih radikal bebas yang melampaui
pertahanan antioksidan tubuh.*® Dilaporkar. pada saat terjadinva hipoksia,
enzim antioksidan endogen seperti SOD, glutathione peroxidase, cutaiase,
vitamin C and E mengalami penurunan, sedangkan produksi radikal bebas,
vang berasal dari mitokendria meningkat.?

Mitokondna adalah organel vital yang berperan dalam berbagai
metabolisme sel dan salah satu fungsi terpenting adalah mitokondna herfungsi
mempertahankan cadangan energi selular dengan memproduksi ATP melalui
transport elektron rantai respirasi. Mitckondria juga diketahui merupakan
tempat pembentukan radikal supercksida serta produk ROS lainnya. Selain itu
mitokondna juga berperan dalam meijaga keseimbangan kalsium
(homeostasis kalsium) akan tetapi pada saat akumuiasi kalsium mitokondria
berlebih akibat peningkatan Ca®” intraselular pada saat terjadinya hipoksia,
berakibat hilangnva potensial transmembran mitokondria, kegagalan rantai

transport elextron respirasi sehingga terjadi penurunan produksi ATP, dan

Pengaruh ekstrak...., Julia Rahadian, FK Ul, 201QJnjversitas Indonesia



12

peningkatan pembentukkan radikal bebas yang selanjutnya menyebabkan
kegagalan pengaturan konsentrasi kalsiuin mitokondria.”

Radikal bebas dan akumulasi kalsium mitokondria menyebabkan
terb'ukanya MPTP mengakibatkan masuknya zat-zat terlarut dan molekul besar
dalam ruang matriks mitokondria. Sebagai akibatnya mitokondria
membengkak dan ruptur membran luar mitokondria yang memicu disfungsi
mitokondria, pembentukan radikal-radikal bebas oksigen dan nitrogen yang
menyebabkan peroksidasi membran lipid, protein dan asam nukleat (DNA).
Proses-proses tersebut diatas juga mengakibatkan pelepasan cyt ¢, yang
selanjutnya akan memicu aktivasi caspase yang berperan dalam kematian
neuron seperti yang sudah dijelaskan pada sub bab 2.1.1.1.2**

Radikal superoksida {(O;") adalah radikal bebas yang paling sering
dijumpai yang akan memproduksi hidrogen peroksida (H203) melalui reaksi
dismutase yang dikatalisis oleh SOD. (OH") adalah radikal bebas oksigen
yang paling reaktif, menyebabkan peroksidasi lipid, oksidasi protein dan
merusak DNA. Radikal (OH") diproduksi dari hidrogen peroksida (H>O-}
melalui reaksi Haber-Weiss dan reaksi ini dipercepat oleh adanya Fe 2" (besi
feri), dikenal dengan reaksi Fenton. O;” + H;0; > .OH + OH™ + 0, 2%
Selain itu radika! bebas juga dapai dibentuk melalui reaksi superoksida (O;")
dengan rudikal bebas lain yaitu NO (nitric cxide). (Gambar 3)
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Gambar 3. Pembentukan radikal bebas pada hipoksia serebri. §

2.1.2.2, Produksi Nitric oxide (NO)

Pada hipoksia serebri, kelebihan Ca®" juga meningkatkan aktivitas
nitric oxide sintase (NNOS) neuronal, sehingga terjadi penglepasan NO (nifric
oxide). Konsentrasi NO yang tinggi melalui reaksi dengan superoksida akan
membentuk radikal peroksinitrit yang sangat toksik bagi sel (NO + O =2
ONOO). %% Peroksinitrit menyebabkan berbagai kerusakan diantaranya
peroksidasi membran lipid, pada protein mengakibatkan berkurang atau
hilangnya aktivitas enzim serta inhibisi sintesis protein, kerusakan DNA, dan
disfungsi mitokondria lebih lanjut yang akhimya menyebabkan kematian sel
akibat terlepasnya cyt ¢ yang akan mengaktifkan kaskade caspase seperti yang
sudah dijelaskan pada sub bab 2.1.1.1.*° (Gambar 4)
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Gambar 4. Reaksi peroksinitrit yang menyebabkan kematian neuron.”

2.2. BRAIN- DERIVED NEURQTROPHIC FACTOR (BDNF)
Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) adalah salah satu protein
neurotrophic factor penting dengan berat molekul 14 kDa, berperan dalam
mempertahankan kelangsungan hidup, pertumbuhan, dan perkembangan
neuron. Di otak, BDNF ditemukan aktif di area hipokampus, kortek, dan area
basal. Area-area tersebut penting dalam pembentukan memori dan
pembelajaran, dimana BDNF sendiri juga berperan penting dalam plastisitas
sinaps guna proses pembentukkan memori jangka panjang dan pembelajaran.
Meskipun sebagian besar neuron pada otak mamalia telah terbentuk selama
periode prenatal, beberapa bagian otak dewasa tetap memiliki kemampuan
membentuk neuron-neuron baru yang berasal dari sei-sel punca dalam proses
yang dikenal sebagai neurogenesis. BDNF berperan menstimulasi dan
mengontrol neurogenesis tersebut dan diproduksi dalam jumlah terbatas oleh

sel target.”
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Sel-sel neuron baru membutuhkan faktor tropik guna berdiferensiasi
dan pertumbuhan selanjutnya serta bertahan hidup dalarn proses seleksi
alamiah yang timbul pada setiap stadium perkembangan neuron. Neuron-
neuron dengan reseptor spesifik yang cukup diinervasi oleh BDNF akan
mampu bertahan hidup. Karena jumlahnya terbatas, neuron-neuron saling
berkompetisi terhadap BDNF yang tersedia, dan sel-sel neuron yang gagal
berkompetisi akan mengalami apoptosis.'®

Untuk berfungsi aktif, BDNF berikatan dengan reseptor spesifik pada

permukaan sel, yaitu reseptor tirosin kinase B (Trk B).'?” BDNF
diproduksi di retikulum endoplasmik dalam bentuk pro-BDNF yang
selanjutnya mengalami proses modifikasi post translasi menjadi BDNF
yang matur di aparatus golgi. Disini pro-BDNF akan berikatan dengan
sortilin, protein yang memfasilitasi pembentukan konformasi BDNF yang
tepat. Kemudian BDNF akan berikatan dengan carboxipeptidase E (CPE)
yang akan menyeleksi BDNF dan selanjutnya disekresi dalam bentuk
vesikel untuk ditransport ke dendrit post sinaps dan akan berikatan dengan

reseptornya.’’ (Gambar 5)
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Gambar 5. Proses pembentukan BDNF.”
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2.2.1, Hipoksia dan BDNF

Pada saat terjadinya hipoksia serebri, BDNF berperan membatasi
kematian neuron yang disebabkan cleh toksisitas glutamat, melalui
kemampuannya memodulasi jalur-jalur “survival signaling” kaskade yang
n‘luncul sebagai manifestasi mekanisme pertahanan tubuh endogen. Akan
tetapi, penelitian melaporkan tidak didapati adanya peningkatan kadar BDNF
endogen di area hipokampus dan korteks pada saat terjadinya hipoksia yang
disebabkan inhibisi sintesis protein oleh radikal bebas.**?® Kadar BDNF
endogen baru mulai meningkat seielah 24 jam hingga beberapa hari pasca
hipoksia serebri, akibat adanya peningkatan induksi aktivasi faktor-faktor
transkripsi yang dapat memodulasi ekspresi gen, diantaranya aktivasi faktor
transkripsi cAMP response element-binding protein (CREB) dan selanjutnya
memodulasi ekspresi gen yang berperan dalam mencegah kerusakan neuronal
lebih lanjut maupun untuk meningkatkan kemampuan neuron untuk bertahan
hidup,>!!

Eksitotoksisitas glutamat yang menyebabkan peningkatan kalsium
intraselular akan mengaktivasi Ca>*/CaM kinase (Calcium calmodulin Kinase)
dan kaskade Ras/MAPK, yang selanjutnya memfosforilasi fakior iranskripsi
CREB. Aktivasi CREB memicu ekspresi gen-gen termasuk gen BDNF dan

gen Bel-2."! (Gambar 6)
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Gambar 6. Aktivasi faktor transkripsi CREB memicu ekspresi gen
BDNF."!

Qleh sebab itu, untuk mencegah kerusakan neuronal lebih lanjut,
BDNF eksogen sering kali diberikan 24-48 jam pasca hipoksia serebri
sehingga memungkinkan protein yang menginduksi BDNF terekspresi dengan
lengkap dan dipertahankan hingga fase pemulihan.’ Pemberian BDNF secara
in vitro dan in vivo pada tikus, dapat mengurangi akibat negatif pasca
hipoksia, karena BDNF dapat menurunkan kematian neuron, mengurangi
ukuran infark dan meningkatkan pemulihan baik sensorik maupun motorik.?*"
30
2.2.2, Jalur “survival signaling” BDNF

Efek neuroproteksi BDNF melibatkan Tyrosine kinase (Ttk) reseptor
dan diperantarai oleh induksi jalur MAPK/ERK 1,2 (Mitogen Activated Protein
Kinase/ Extracellular Regulated Kinase) dan jalur phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3-kinase). Pengaktifan jalur-jalur tersebut menghambat ekspresi
protein proapoptosis Bad (Bc/2/Bcl-xL associated death promoter), di sisi lain
terjadi peningkatan ekspresi protein antiapoptosis Bcl-2 pada neuron yang

berlokasi di zona iskemik, sehingga apoptosis tidak terjadi .>'** (Gambar 7).
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Gambar 7. 3 jalur “survival signaling” BDNF.!

Bad adalah protein pro-apoptotik penting anggota kelvarga Bel-2 yang
mempunyai kemampuan menginaktivast protein anti apoptottk keluarga Bcl-2
yang lain, Bad diaktifkan oleh Calcineurin yang terpicu oleh peningkatan
konsentrasi Ca”' intraselular. Efek pro apoptosisnya dilakukan dengan cara
mengikat protein anti apoptosis Bel-xL (Bcl-x-fra long). Akibatnya ikatan Bcl-
xL. dengan protein pro apoptosis lain yaitu Bax terlepas mengakibatkan
terbukanya MPTP dan pelepasan sitokrom ¢ yang memicu kaskade apoptosis.l

Penelitian secara invitro dan in vivo memperlihatkan BDNF
mempertahankan kelangsungan hidup neuron hipokampus melalui 3 macam
jalur yang menghambat protein pro apoptosis Bad.'*%%*

e Jalur pertama dengan cara meningkatkan aktivitas PI3-kinase yang
selanjutnya mengaktivasi Akt (PKB, Protein kinase B). Akt adalah inisiator
jalur selanjutnya yang akan menghambat jalur apoptosis, dengan

memfosforilasi protein pro apoptosis, Bad. Kemudian Bad yang telah

Pengaruh ekstrak...., Julia Rahadian, FK Ul, ZNg_vers,tas Indonesia
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difosforilasi dinon-aktifkan oleh molekul protein chaperone 14-3-3, dengan
demikian ikatan dengan Bcl-xI. tidak terjadi dan pelepasan sitokrom c
dihambat. Akibatnya tidak terjadi ikatan antara sitokrom c dengan Apaf-1 dan
caspase 9 sehingga caspase 3 tidak aktif dan apoptosis tidak terjadi. Akt juga
menghambat aktivitas pro caspase 9 sehingga tidak dapat berikatan dengan
Apaf-1 dan menyebabkan apoptosis dihambat.»**?

e Jalur kedua melalui aktivasi Ras. ikatai; BDNF dengan reseptornya,
TrkB, akan mengaktivasi reseptor tersebut yang selanjuinya akan
mengaktivasi Ras. Ras selanjutnya merekrut efektornya yaitu Raf, kemudian
mengaktivasi ERK1/2, anggota dari MAPK. Aktivasi ERK1/2 selanjutnya
memfosforilast Bad sehingga pelepasan sitokrom dihambat dan apoptosis
tidak terjadi. Ras juga mengaktivasi PI3 kinase dan peristiwa selanjutnya
terjadi seperti pada jalur pertama. Selain itu ERK yang teraktivasi bersama
dengan Akt juga berpindah ke nukleus dan memfosforilasi faktor transkripsi
cAMP response element-binding protein (CREB) yang akan meregulasi
ekspresi dari gen-gen spesifik yang berkontribusi terhadap kelangsungan
hidup neuron, diantaranya protein anti apoptosis Be]-2, 1923

o Jalur ketiga melalui fosforilasi Bad oleh protein kinase A (PKA) dan

peristiwa selanjutnva terjadi seperii jalur pertama. 132,33

2.3. ACALYPHA INDICA LINN (AKAR KUCING)

Aculypha Indica Linn senng juga disebut kucing-kucingan atau akar
kucing karena akamnya disenangi kucing yang sedang sakit. Akar Kucing
merupakan gulma yang sangat umum ditemukan dan tumbuh liar di pinggir
jalan, di tcmpat pembuangan sampah, lapangan rumput maupun di lereng
gunung. Merupakan tanaman semusim, tegak dengan tinggi antara 3G-50 cm,
bercabang dengan garts memanjang kasar dan berambut hzalus.

Tanaman ini memiliki daun tunggal, bertangkai panjang, dan letak
tersebar. Helalan daun berbentuk bulat telur sampai lanset, lipis, ujung dan
pangkal runcing dan berwarna hijan. Berbunga majemuk, berkelamin sato

yang keluar dari ketiak daun, kecil-kecil dalam rangkaian berbentuk bulir.
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Buahnya buah kotak, bulat dan hitam. Biji bulat panjang berwama coklat
3639

pucat, Akarnya akar tunggang, berwarma putih kotor.

Gambar 8. Tanaman Acalypha Indica Linn.””

2.3.1. Taksonomi tanaman akar kucing.*

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Sub divisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae
Bangsa : Euphorbiales

Suku : Euphorbiaceae

Marga : Acalypha

Jenis : Acalypha indica Linn.

2.3.2. Kegunaan tanaman akar kucing bagi kesehatan
Di Indonesia, tanaman akar kucing telah lama digunakan sebagai

pengobatan tradisional untuk mengatasi berbagai masalah kesehatan, bahkan
di India penggunaan akar kucing ini merupakan salah satu tanaman obat

Universitas Indonesia
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terkenal yang dipakai dalam sistim pengobatan Siddha.*® Selain di Indonesia
dan India penggunaan akar kucing sebagai obat tradisional juga terdapat di
Banglades, Thailand, Filipina, Malaysia, dan negara-negara di Afrika.

Beberapa manfaat dari tanaman ini telah dibuktikan secara ilmiah,
antara lain sebagai pencahar, antihelmintik, ekspektoran, antiemetik,
antimikroba, kontrasepsi (antifertilitas), antimalaria dan diuretik.**?

Efek neuroproteksi dan neuroterapi tanaman akar kucing telah
dibuktikan oleh Purwaningsih dan kawan-kawan (2008) secara ex vivo pada
dosis 12-15 mg/ml, dimana ekstrak akar tanaman akar kucing mampu
memperbaiki kelumpuhan otot katak yang diberikan pelumpuh otot, dengan
aktivitas listrik otot tersebut sebagai parameter yang diukur.'? Selain itu
Suswati (2010} juga melaporkan ekstrak akar tanaman akar kucing mampu
memperbaiki kerusakan sel neuron hipokampus tikus pascahipoksia serebri
secara in vivo pada dosis 400 dan 500 mg/kg BB, dengan jumlah sel neuron

hipokampus yang rusak sebagai parameternya.'®

2.3.3. Kandungan zat-zat aktif akar kucing

Kandungan bahan aktif vang beimanfaat dari tanaman ini masih belum
dapat diidentifikasi dengan baik. Terdapat beberapa bahan-bahan kimia aktif
yang bermanfaat dari tanaman ini yang telah berhasil diidenti{ikasi
diantaranya adalah kaempferol (flavonoid), beta-sitosterol, HCN, gamma-
sitosterol, dan Acalyphin.'**® Hasil uii fitokimia ekstrak air akar dari tanaman
akar kucing yang dilakukan di FKUI, ditemukan alkaloid, saponin, tannin, dan
stigmasterol sebagai bahan aktifnya.'? Penelitian lainnya di FKUI yang
dilakukan secara kualitatif juga menemukan adanya flavonoid (kaempferol)
dan komponen fenolik (tannin) dalam ekstrak akar tanaman akar kucing.*?
Penclitian di India membuktikan baban aktif yang terkandung dalam akar
tanaman akar kucing (flavonoid dan tainin) memiliki aktivitas antioksidan,
yang mampu melindungi otak dari cfck senyawa radikal bebas yang memicu

terjadinya apoptosis pada saat hipoksia.'*
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Flavonoid adalah komponen utama yang ditemukan pada buah-buahan,
sayuran, dan tumbuh-tumbuhan. Selain merupakan antioksidan kuat, flavonoid
juga memiliki efek neuroproteksi terhadap kerusakan neuron yang disebabkan
oleh stroke iskemia dengan cara menginterupsi kaskade kematian sel,
diantaranya dengan mencegah pembentukan ROS dan menghambat
peningkatan kalsium intraselular.>***® Senyawa ini larut dalam air dan
banyak ditemukan pada ekstrak tanaman. Flavonoid terbagi dalam 7 subklas:
Flavonol, flavon, flavonone, flavanonol, flavanol, antocyanidin, dan

isoflavon.'?

Flavenols

H, R R,
Kaempferol OH H H

Gambar 9. Rumus bangun Kaempferol.'®

Salah satu jenis flavonoid yang terkandung dalam tanaman akar kucing
adalah kaempferol (golongan flavonol). Penelitian membuktikan, kaempferol
memiliki kemampuan mencegah eksitotoksisitas glutamat dan disfungsi
mitokondria dan secara signifikan mengurangi kematian neuron yang
disebabkan oleh aktivasi berlebihan reseptor glutamat (salah satu bagian dari
kaskade iskemia), yaitu reseptor N-methyl-D-aspastate acid (NMDA) dan
kainat.”* Efek neuroproteksi ini berhubungan dengan kemampuan kaempferol
sebagai antioksidan dalam mempertahankan potensial elektrik membran
mitokondria melalui pengaturan ion kalsium dan menangkal radikal bebas.*®
Dilaporkan adanya kemungkinan kaempferol berinteraksi langsung pada kanal
Ca”™*, mencegah kanal tersebut terbuka sehingga tidak terjadi peningkatan Ca**

intraselular yang berakibat kematian neuron serta secara langsung
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menghambat pembentukan senyawa radikal bebas yang dihasilkan oleh

mitokondria.*

2.4. MTT ASSAY

MTT assay adalah salah satu cara yang digunakan urtuk menghitung
viabilitas neuron, dengan cara mengukur aktivitas enzim dehidrogenase
mitokondria sel yang hidup. Enzim dehidrogenase yang terdapat dalam
mitokondria yang aktif pada sel yang hidup akan mengubah larutan MTT yang
berwama  kuning  (3-f4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2 5-diphenyltetrazolium
bromide), dengan cara memecsh cincin tetrazolium menjadi kristal formazan
ungu yang tidak larut dalam air. Perubahan wama ini tidak terjadi pada sel
yang mati. Dengan penambahan Acidified isopropanol, kristal formazan ungu
menjadi larut, sehingga densitas wama dapat diukur. Pengukuran absorbansi
warna menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 490 nm.

Berdasarkan prinsip tersebut, semakin tinggi absorbansi wama larutan
yang terbentuk mencerminkan semakin tingginya jumlah sel yang hidup.
Viabilitas relatif s¢! dapat dihitung dengan rumus:

viabilitas relatif (%) = absorbansi (perlakuan)} x 100

absorbansi (kontrol)

2.5. PEMERIKSAAN BrdU

Prinsip kerjanya BrdU (5-bromo2’-deoxy-uridine) adalah nukleosida
sintetik yang merupakan analog timidin, sehingga dapat diinkorporasiken ke
dalam DNA yang baru disintesis oleh sel yang berproliferasi dengan metode
ELISA. Antibodi monokional yang spcsifik terhadap BrdU digunakan untuk
mendeteksi sel-sel yang aktif berproliferasi. Lalu ditambahkan peroksida
hingga dihasilken perubahan wama. Pengukuran absorbansi menggunakan
ELISA reader pada 405 nm dengan panjang gelombang reference 490 nm dan
hasilnya berkorzlasi langsung dengan kadar BrdU yang masuk ke dalam DNA

sel.
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Berdasarkan prinsip tersebut, semakin tingi absorbansi dari warna
larutan yang terbentuk mencerminkan semakin tingginya jumlah antibodi
monoclonal yang mendeteksi BrdUdan menunjukkan semakin tingginya

tingkat proliferasi sel.

2.6. PEMERIKSAAN KADAR BDNF METODE ELISA

Prinsip kerja: pada tiap microplate well yang disediakan telah dilapisi
oleh Rabbit anti-Human BDNF Polyclonal Antibody untuk mengikat BDNF
dari sampel dan serial standar, Biotin conjugated dan antibodi monoklonal
tikus akan mendeteksi BDNF yang terikat. Setelah penambahan enzim
streptavidin serta sfop solution, dapat dilakukan pengukuran kadar BDNF
larutan standar dan sampel, menggunakan Elisa reader pada panjang
gelombang 450 nm. Kurva standar menggambarkan hubungan langsung antara
Optical Density (OD) dengan konsentrasi BDNF.

2.7. KERANGKA TEORI

[ Hipoksia ]

b

[ Eksitotoksisitas Glutamat ]

h 4

I 'd y
Pe TROS |, Disfungsi Pe T Ca® Pe T ROS
» mitokondria intraselular
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.
> Apoptosis <
L Pc | kadar BDNF |

Gambar 10. Kerangka teori
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2.8. KERANGKA KONSEP

Acalypha indica Linn Sel neuron jaringan hipokampus )
(konsentrasi 10 mg/ml, 15 tikus
mg/ml,20 mg/ml) )
h 4
~
Hipoksia

b

Peningkatan viabilitas neuron
Peningkatan proliferasi neuron
Peningkatan kadar BDNF

Gambar 11. Kerangka konsep penelitian

Definisi Operasional

Ekstrak akar Acalypha indica Linn, yang digunakan dalam penelitian ini
adalah ekstrak air akar Acalypha indica Linn, dari akar tanaman Acalypha
indica Linn, yang ada di Indonesia. Determinasi sampel tanaman Acalypha
indica Linn, dilakukan di Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia, Pusat
Penelitian Biologi-Bogor. Ekstraksi dilakukan di Departemen Ilmu
Farmasi Kedokteran FKUI. Konsentrasi yang dipajankan adalah 10 'ing/ml,
15 mg/ml, dan 20 mg/ml. '

Sel neuron adalah sel yang terdapat pada jaringan hipokampus tikus dan
dikultur dalam medium DMEM selama 7-10 hari, kemudian diidentifikasi
dengan pewarnaan trypan blue sebelum dipajan ekstrak akar Acalypha
indica Linn.

Hipoksia adalah suvatu kondisi kekurangan oksigen yang dibuat dengan

cara mengalirkan campuran 5% gas Oksigen, 5 % gas karbondioksida, dan

Pengaruh ekstrak...., Julia Rahadian, FK Ul, 2010
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nitrogen balans ke dalam modifikasi chamber yang berisi kultur sel
NEeuron.

Viabilitas sel neuron (%) diukur berdasarkan nilai OD dari metode MTT
assay pada panjang gelombang 490 nm. 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
tersebui dapat diukur dengan spektofotometri.

Proliferasi neuron diukur berdasarkan nilai absorbansi BrdU dengan
mctode ELISA, pada panjang gelombang 490 nm. BrdU adalah nukleosidal
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.

Kadar BDNF (pg/ml) dalam medium kuitur diukur dengau metode ELISA
pada spektrofotometri dengan panjang gelombang 450 nm.

Pengaruh ekstrak...., Julia Rahadian, FK Ul, 201QJnjversitas Indonesia
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BAB III
METODE PENELITIAN

3.1. RANCANGAN PENELITIAN

Penelitian ini merupakan studi eksperimental in vitro pada sel saraf
yang dipajan dengan ekstrak akar kucing selama 72 jam dilanjutkan dengan
periakuan hipoksia selama 24 jam. Sel saraf diisolasi dari jaringan
hipokampus tikus jantan dewasa sehat jenis Spraque Dowley berumur 9-10
minggu dengan berat 200-Z50 gram dan dibagi menjadi 4 kelompok
perlakuan. Kelompok pertama adalah kelompok kontrol, yang tidak dipajan
ekstrak akar kucing. Kelompok kedua, dipajan ekstrak akar kucing 10 mg/ml.
Kelompok ketiga, dipajan ekstrak akar kucing 15 mg/ml dan kelompok
keempat, dipajan ekstrak akar kucing 20 mg/ml. Kemudian semua kelompok
diberi perlakuan hipoksia. Viabilitas sel saraf diukur dengan metode MTT
assay. tingkat proliferasi sel saraf dianalisz dengan 5-bronio2 -deoxy-uridine
(BrdU) yang dipakai sebagai penanda proliferasi sel dan diukur dengan
metode ELISA. Kadar BDNF pada medium kultur dianalisa dengan
menggunakan BDNF kit dan diukur dengan metode ELISA.

3.2. TEMPAT DAN WAKTU PENELITIAN

Feunelitian dilakukan di Bagian Fisiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Indonesia dan Laboratoriurn Biclogi Oral, Fakultas Kedokteran
Gigi Universitas Indonesia (FKG-UI). Penelitian berlangsung dar bulan

Januari — Maret 2010.

3.3. SUBYEK PENELITIAN
Subyek adalah tikus jantan dewasa sehat jenis Sprague Dowley

berumur 9-10 minggu dengan berat 200-250 gram.

34. PARAMETER, VARIABEL, DAN SAMPEL PENELITIAN

» Parameter penelitian adalah viabilitas dan tingkat proliferasi sel saraf,
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serta kadar BDNF.
e  Variabel bebas/independen (variabel yang mempengaruhi niiai
variabel terikat): kadar/dosis ekstrak Acalypha indica Linn
o Variabel terikat/dependen (variabel yang nilainya dipengaruhi variabel
yang lain dan merupakan variabel yang akan dianalisa): viabilitas
relatif sel dan tingkat proliferasi sel serta kadar BDNF,
Tabel 1. Variabel Penelitian

Variabel Parameter Cara Pengukuran Satuan
Variabel Kadar/dosis ekstrak - mg/ml
bebas Acalypha indica Linn
Yariabel Viabilitas relatif sel Pemeriksaan MTT %
terikat

Tingkat proliferasi sel Pemeriksaan BrdU  Nilai absorbanst

Kadar BDNF Metoda ELISA pg/m!

¢ Sample diambil dai jaringan hipokampus tikus jantan dewasa sehat
jemis Spraque Dowley berumur 9-10 minggu yang diperoleh dan
Departemen Biokimia FKUL
e Perhitungan jumlah sampel pada tiap kelompok ditetapkan dengan
rmenggunakan rumus Federer:
(t-1)(n-1) > 15
t = juniah kelompok perlakuan; n = jumlah sampel
Fada penelitian ini terdapat 4 kelompok perlakuan, maka jumlah
sampel ialah:
(4-1)(n-1)> 15
3(n-1} > 15
n=>6
Berdasarkan perhitungan dengan rumus diatas, jumlah sampel yang
dibutihkan adalah 6 sampel untuk tiap kelompok (1 kclompok kontro! dan 3
kelompok perlakuan). Maka jumlah total sampel adalah 24 sampel. Semua

sampel diperoleh dari 1 ekor tikus.
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3.5. ALAT DAN BAHAN PENELITIAN
3.5.1. Bahan Penelitian
e Jaringan hipokainpus diambil dad otak tikus jantan dewasa sehat
Jjenis Sprague Dowley, usia 9-10 minggu dengan berat 200-250 gram.
o Ekstrak air akar tanaman akar kucing 250 mg/ml (diperoleh dari
Departemen Farmasi FKUI)
¢ Medium kultur DMEM, GIBCO
o Fetal Bovine Serum (FBS), SIGMA
e Penn-Strep, GIBCO (100x)
e Fungizone (Amphotericyn B), GIBCO (100x)
e Poly-L-Lysin 0,1%, Nacalai tesque.
+ Milli Q
e Phosphote Buffer Saline (PBS)
o Tripsin 0,025% -EDTA4 9,01%, GIBCO, (1 x)
» ChemiKine BDNF ELISA kit, Chemicon Cat No. CYT 306
« BrdU Labeling and detection kit 11I, Roche Cat No. 11 444 611 001
o Gas CO2 5%/02 5%/ N2 90%, PT Pelangi Gasindo, Jakarta.
e Ethanol 70% dalam HCI (kensentrasi akhir (4,5 M)

e Trypan blue
+ BSA, Bio-Rad
* Glicerol 50%
s 0,9% NaCl
e MTT stock, In Vitro.
. ¢ Larutan Isopropanol
e HCI0,04N
3.5.2. Aiat-alat
: » [ aminar air flow, ESCO type A2, Biohazard Safety Cabinet
o ELISA microplate reader, Bio-Rad
| o Inkubator CO2 5%, 37°C. Inco 2 memmert

e Mikroskop phase kentras, Nikon cclipse $0i
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s Mikroskop inverted, Olympus CK series

o Kamera Olympus Camedia C-4040 zoom

¢ Thermostatic water bath model YCW-01

o Timbangan gram Adventurer No. ARC 120
o Timbangan milligram, Explorer E 12140

o Sentrifuge Sorvall Legend RT

e Microcentrifuge Sorvall Legend Micro 17

e Shaker Certomat U, B Braun Biotech Int

¢ Vortex, Bio-Rad BR-2000

« Gunting, pinset, scalpel steril

¢ Cawan petr steril diameter 35 mm dan 100 mm, Corning
e Mortar

« Plate 24 well, IWAKI

o Plate 96 well, Costar

o Filter disposable millipore 0,2 pm, Sartorius
* Disposable syringe 50 ml, Terumo

o Tabung Eppendorf 15 ml, dan 50 1al, Biclogix
o Sentrifuge tbe 1,5 ml

¢ Cell Strainer, BD Falcon

e Cell scraper, BD Falcon

o Cell lifter, Biologix

» Pipettors

s Pipettips

3.6. CARA KERJA
3.6.1. Scleksi hewan coba

Hewan coba adalah tikus jantan dewasa sehat jenis Soraque Dowley
berumur 9-10 minggu dengan berat 200-250 gram berjwnlah 1 ckor yang
dipernleh dari Departemen Biokimia FKUI Sumber sampe] adalah jaringan
hipokampus tikus.
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3.6.2. Pembuatan medium DMEM komplit

Medium DMEM komplit dibuat dalam laminar air flow dengan cara
menambahkan 10% FBS, 1% Penn-Strep dan 1% Fungizone ke dalam larutan
DMEM. Selanjutnya campuran larutan tersebut disaring dengan filter milipore

0,2 pum steril dan disimpan dalam lemari es.

3.6.3. Pembuatan campuran ekstrak akar kucing dalam DMEM komplit
Semua proses pembuatan campuran ini dilakukan dalam laminar air
flow. Ekstrak akar kucing dibuat dalam berbagai konsentrasi (10 mg/ml, 15
mg/ml, 20 mg/ml) dengan cara mencampur ekstrak akar kucing stok (250
mg/ml) dengan larutan medium DMEM komplit.

e 10 mg/ml: didapatkan dengan cara mencampur 24 ml DMEM
komplit + 1 ml larutan ekstrak air Acalypha indica Linn stok

(250 mg/m)
¢ 15 mg/ml: didapatkan dengan cara mencampur 23,5 ml DMEM
komplit + 1,5 ml larutan ekstrak air Acadypha indica Linn stok

(250 mg/ml)
« 20 mg/ml: didapatkan dengan cara mencampur 23 ml DMEM
komplit + 2 ml larutan ekstrak air Acalypha indica Linn stok

(250 mg/mi)
Selanjutnya campiran larutan tersebut disaring dengan filter milipore

0,2 um steril kemudian disimpan di lemari es sampai waktu penggunaan.

3.6.4. Isolasi sel saraf

Jaringan hipokainpus diambil dari otak tikus dewasa sehat jenis
Spraque Dowley (hewan dikcrbankan dengan cara dislokasi leher). Lalu
jaringan dimasukkan dalam tabung eppendorf berisi larutan DMEM komplit.
Sclanjutnya, jaringan dipotong-poiong dengan pisau atau secara mekanik
dengan pisau hingga halus. Masukkan jaringan tersebut ke dalam tabung

sentrifus 15 ml, tambahkan PB3 3 ml, kemudian disentrifugasi (200g, 6
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menit). Supernatan dibuang, dan pada pellet ditambahkan 3 ml PBS dan 2 ml
tripsin 0,025%-EDTA 0,01%. Inkubasi pada suhu 37°C selama 15 menit,
setelah itu tambahkan 0,5 ml FBS untuk menghentikan kerja tripsin lalu
sentrifugasi (200g, 13 menit). Kemudian supernatan dibuang dan pada pellet
ditambahkan 2 ml larutan medium DMEM komplit, lalu dipipeting sampai

homogen.

3.6.5. Kaultur sel saraf

Jumiah sel saraf dalamn 2 mi larutan mediurn DMEM hasil 3.6.4. dibitung
dengan menggunakan kamar hitung sel (improved Neubauer hemocytometer)
dengan pewamaan trypan blue, dengan cara mencampur 10 pl cairan suspensi
sel saraf dengan 10 pl PBS dan 80 pl trypan blue. Teteskan campuran tadi
pada ujung kamar hitung hingga cairan mengalir memenuhi kamar hitung.
Letakkan kamar hjtung di bawah mikroskop dengan pembesaran lensa
obyektif 10 x. Hitung jumlah sel yang hidup, tampak jernik karena tidak
menyerap zat warna trypan blue, per 1 ml di 5 area lapang jumlahkan dan
dirata-rata.

Sel saraf kemiudian dikultur dalam plate steril diameter 100 mm yang
sebelumnya telah dilapisi dengan Poli-L-Lysin selama 1-2 jam. Jumlah sel
saraf yang dikultur adalah sebanyak 20 x 10° sel dalain medium DMEM
komplit. Selanjutnya sel diinkubasi pada inkubator CO2 pada kondisi 5%
C02/95% udara pada suhu 37°C selama 10 hari. Medium kuitur diganti setiap
3 hari sekali dan sel diobscrvasi dengan mikroskop phase kontras, Niken

eclipse 801, pembesaran 10 x.

3.6.6. Panen dan subkultur sei saraf

Setelah 10 hari dikultur atau setelah sel confluent, morfologi sel saraf
diidentifikasi dengan pewamaan trypan blue. Setelah tcridentifikasi sebagai
se! saraf, scl dipanen untuk kemudian di subkultur pada plate 24 well untuk
pemeriksaan MTT assay dan kadar BDNF serta plate 96 wel!l guna

nemeriksaan tingkat proliferasi dengan BrdU.
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3.6.6.1.Panen sel saraf

3 mi tripsin 0,025%-EDTA 0,01% ditambabkan pada plate sel yang
mau dipanen, lalu diinkubasi di inkubator 37°C selama 10 menit, observasi
dengan mikroskop apakah sel saraf sudah terlepas. Kemudian koleksi sel-sel
yang sudah terlepas ke dalam tabung sentrifus 15 ml. Panen sel ini dapat
dikombinasi dengan cara mekanik menggunakan cell scraper. Selanjutnya sel
disentrifugasi (200g, 15 menit), kemudian supernatan dibuang dan pellet
diresuspensi dengan DMEM komplit, lalu jumlah sel dihitung pada kamar
hitung dengan pewarnaan trypan blue.

3.6.6.2.Subkultur sel saraf
Sel di kultur pada microplate 24 well (jumiah sel 5 x 10 */well) dan
microplate 96 well (jumlah sel 1 x 10 */well) yang sebelumnya telah dilapisi

dengan Poli-L-Lysin selama 1-2 jam,

3.6.7. Temajanan ekstrak air akar kucing

Ekstrak akar kucing (10 mghal, 15 mg/ml. 20 mg/ml) dipajan pada
kelompok perlakvan, dengan cara mencampur dalam medium kultur.
Sedangkan keiompok kontrol dikultur dalam medium DMEM komplit.
Selanjutnya sel dikultur pada inkubator 5% C02/95% udara dengan suhu 37°C

selama 72 jam.

3.6.8. Perlakuan hipoksia

Setelah 72 jam sel dipajan dengan ekstrak akar kucing, kultur plate
dimasukkan dalam 7upperware kedap udara, kemudian fupperware tersebut
dialiri gas dari tangki khusus yang berisi CO2 $%/02 5%/ N2 90% melalui
selang kecil selama 10 menit dengan kondisi tupperware tertutup rapat.*’
Kemudian seielah 10 menit, selang dicabut dan fupperware dilapis dengan
tape kertas hingga benar-benar kedap udara. Selanjutnya sel dalam fupperware

dikultur pada inkubator CO, 5% /95% udara dengan suhu 37°C selama 24 jam.
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3.6.9. Sampel untuk kadar BDNF

Sampel untuk pengukuran kadar BDNF diperoleh dari medium kultur
plate 24 well langsung setelah perlakuan hipcksia selama 24 jam. 800 uL
medium dari tiap well diambil selanjutnya medium kultur tersebut
disentrifugasi 200g, 1 menit, supernatan diambil dan disimpan -20° C untuk
analisa kadar BDNF.

3.6.10. MTT assay (lihat lampiran 2)

Setelah perlakuan hipoksia selama 24 jam dan pengambilan medium
kultur untuk pemeriksaan kadar BDNF, langsung dilakukan pemeriksaan
MTT. Tambahkan 75 pl larutan MTT (5 mg/ml) per well pada kurang lebih
200 pl sisa medium dalam microplate 24 well, Inkubasi pada subu 37°C
selama 3 jam. Kemudian tambahkan 750 ul-larutan Acidified isopropanol pada
tiap well, lalu goyangkan microplate di shaker 50 rpm selama 1 jam pada suhu
ruangan. Selanjutnya ambil 250 ul cairan per wel! pindahkan ke microplate 96
well (triplo), lalu opfical density dari assay tersebut diukur pada Elisa reader

dengan panjang gelombang 490 npm. Perhitungan viabilitas relatif

menggunakan rumus:
Absorbance {kelompok periakuan) x 100
Viabilitas relatif (%) = Absorbance kontrol

3.6.11. Pemeriksaan tingkat proliferasi sel saraf (lampiran 3)

Tambahkan 10 pl BrdU labeling solution pada tiap well (microplate 96
well) (konsentrasi akhir 10 pm BrdU), inkubasi pada suhu 37°C selama 4 jam.
Kemudian buang medium kultwr yang mengandung BrdU lobeling solution
dengan hati-hati lalu cuci sel dengan 250 nl DMEM komplit sebanyak 2 kali..
Fiksasi sel dengan 200 pl fixative selama 3C menit pada suhu -15°C - -25°C,
Kemudian buang cairan fixative dan cuci sel sebanyak 3 kali dengan 250 ul
DMEM komplit, lalu inkubasi sel dengan 100 pl nucleases working solution
selama 30 menit di water bath pada suhu 37°C. Setelah itu buang nucleases
working solution dan sel dicuci sebanyak 3 kali dengan 250 pl DMEM
komplit. Tambahkan 100 pl anti BrdU POD, Fab fragments working solution
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dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit. Buang anti BrdU POD, Fab
Jfragments working solution dan cuci sel sebanyak 3 kali dengan 250 pl
washing buffer lalu tambahkan 100 pul peroxidase substrate dan inkubasi pada
subu ruang selama 2-30 menit hingga sample berwama hijau. Pengukuran
absorbance dengan ELISA reader pada 405 nm dengan panjang gelombang

reference 490 nm.

3.6.12. Pemeriksaan kadar BDNF metoda ELISA (Lampiran 4)
Langkah-langkah pemeriksaan: pertama-tama buat dahulu larutan
standar sesuai konsentrasi yang ditentukan pada petunjuk. Masukkan 100 pl
larutan standar dan sampel (dari 3.6.9) ke dalam well (duplo). Kemudian tutup
microplate dengan parafin film dan inkubasi “overnight” pada suhu 2-8°C.
Selanjutnya cuci dengan seksama microplate dengan 250 pl wash buffer
dengan carz membalik plate dan ketuk-ketuk hingga cairan keluar lalu
keringkan dengan cara ditepuk-tepuk pada tissue. Ulangi pencucian tersebut
sebanyak 4 kali. Tambahkan 100 pl mouse anti BDNF antibodi vang telah
diencerkan, tutup plate dengan parafin film dan diinkubasi sambil digoyang
pada shaker 50 rpm suhu ruang selama 3 jam. Cuci xembali dengan 250 pl
wash buffer seperti prosedur pencucian diatas sebanyak 4 kali. Lalu
tambahkan 100 ul Streptavidin-enzyme conjugate yang telah diencerkan, tutup
plate dan inkubasi pada suhu ruang selama 1 jam sambil digoyang di atas
shaker. Cuci kembali dengan 250 pl wash buffer sebanyak 4 kali dan
tambahkan 100 pl larutan TMB/E. Inkubasi pada suhu ruang selama 15 menit
hingga timbul wama biru gelap. Setelah itu tambahkan 100 pl stop solution
hingga terjadi perubahan wama dari biru menjadi kuning. Segera lakukan

pembacaan pada ELISA reader dengan panjang gelombang 450 nm.
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3.7. ANALISIS DATA

Pengolahan data dilakukan dengan menggunakan program statistik
komputer SPSS versi 16. Perbedaan antara kelompok kontrol dengan
kelompok perlakuan dan antar kelompok perlakuan, setiap variable diuji
dengan uji statistik Parametrik (Anova ome way) setelah dilakukan uji
normalitas dan homogenitas. Bila terdapat data dengan distribusi dan
variansnya tidak normal akan dilakukan transformasi data dan apabila setelah
transformasi data, distribusi tetap tidak normal, maka dilanjutkan dengan uji
non parametrik Kruskal Wallis dengan p<0,05 dianggap bermakna secara
statistik.
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[ Seleksi hewan coba
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v

Pengukuran kadar Pengukuran viabilitas Pengukuran tingkat
BDNF medium kultur neuron proliferasi neuron ( BrdU }
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BAB IV
HASIL PENELITIAN

4.1. PENGARUH EKSTRAK AKAR ACALYPHA INDICA LINN
TERHADAP VIABILITAS NEURON |
Ekstrak akar Acalypha indica Linn mampu meningkatkan viabilitas neuron
pada keadaan hipoksia, terlihat pada tabel 2 dan gambar 12.

Tabel 2. Rerata viabilitas relatif neuron, diukur dengan menggunakan metoda
MTT assay secara triplo pada kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing 10
mg/ml, 15 mg/ml, 20 mg/m! dan kelompok kontrol.

Kelompok Jumlah Rata-rata ]
Perlakuan W viabilitas SD Sig.
relatif sel (%)
Kontrol 6 99.7 6.98
akar kucing 10 6 326.30 43.73 0,004
mg/ml
akar kucing 15 6 411.65 114.25 0,004
mg/ml
akar kucing 20 6 445.91 67.37 0,004
mg/ml

Terlihat rerata prosentase viabilitas neuron pada kelompok kontrol
sebesar 99,7%, sedangkan pada kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing 10
mg/ml sebesar 326.30%, kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing 15
mg/ml sebesar 411.65%, dan pada kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing
20 mg/mi sebesar 445.91%.

Dibandingkan dengan kelompok kontrol, terdapat peningkatan rerata
prosentase viabilitas neuron kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing 10
mg/ml sebanyak 3 kali, dan perbedaan ini bermakna secara statistik ( uji
Kruskal Wallis p=0,004; p<0,01).
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Demikian juga rerata prosentase viabilitas neuron kelompok yang dipajan
ekstrak akar kucing 15 mg/ml dan 20 mg/ml meningkat sebanyak 4 kali bila
dibandingkan dengan kelompok kontrol, perbedaan ini bermakna secara
statistik ( uji Kruskal Wallis p=0,004, p=0,004; p<0,01).

600

500

300

200

Viabilltas relatlf (%kontral}

100

Kontrol Exstrak akar kuting  Ekstrak akar kucing Ekstrak akar kucing
10 mg/m! 15 mgfml 20 mgim)

Gawmbar 12. Rerata prosentase viabilitas relatif neuron
(** p<0,01; * p<u,05)

Prosentase rerata viabilitas neuron kelompok yang dipajan ekstrak akar
kucing 10 mg/ml tidak memnjukkan perbedaan bermakna dengan kelompok
yang dipajan ekstrak akar kucing 15 mg/ml (p=0,2€0; p>0,05). Demikian juga
Prosentase rerata viabilitas neuron kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing
15 mg/ml tidak menunjukkan perbedaan bermakna dengan kelompok yang
dipajan ekstrak akar kucing 20 mg/ml (p=0,522; p>0,05). Sedangkan
prosentase rerata viabilitas neuron kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing
10 mg/ml menunjukkan perbedaan bermakna dengan kelompok yang dipajan
ekstrak akar kucing 20 mg/m! (p=0,01; p<0,05).

Pengaruh ekstrak...., Julia Rahadian, FK Ul, 201‘Universitas Indonesia



40

4.2, PENGARUH EKSTRAK AKAR ACALYPHA INDICA LINN
TERHADAP TINGKAT PROLIFERASI NEURON

Viabilitas neuron berdasarkan tingkat proliferasinya diukur dengan
menambahkan BrdU, sebagai penanda proliferast neuron yang dilakukan
secara duplo. Hasil berupa nilai absorbansi (berkorelasi langsung dengan
tingkat proliferasi) antara kelompok kontrol dengan kelompok yang dipajan
dengan ekstrak akar kucing terlihat pada tabel 3 dan gambar 13 sebagai
berikut:

Tabel 3. Rerata nilai absorbansi BrdU pada kelompok kontrol dan kelompok
yang dipajan ekstrak akar kucing 10 mg/ml, 15 mg/ml, dan 20 mg/ml.

Kelompok Jumlah Rata-rata

Perlakuan sampel (N) Absorbansi 22 Sig.
Kontrol 6 0.072 0.0095

Akar kucing 6 0.104 0.0146 0,006
10 mg/ml

Akar kucing 6 G.117 0.0187 0,004
15 mg/mi

Akar kucing 6 0.134 0.0135 0,004
20 mg/ml

Terlihat kelompok kontrol dengan reratz absorbansi 0,072, sedang
kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing 10 mg/ml memiliki rerata
absorbansi 0,104, dengan peningkatan sebanyak 1,5 kali dibandingkan dengan
kelompck kontrol yang bermakna secara statistik (Uji Kruskal wallis,
p=0,006; p<0,01). Kelcmpok yang dipajan ekstrak akar kucing 15 mg/ml
memiliki rerata absorbansi 0,117, dengan peningkatan hampir 2 kali
dibandingkan dengan kelompok kontroi (Uji Kruskai wallis, p=0,004;
p<0,01). Kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing 20 mg/ml memiliki
rerata absorbansi 0,134, dengan peningkatan 2 kali dibandingkan dengan

kelompok kontro! (Uji Kruskal wallis, p=0,004; p<0,01).
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Gambar 13. Nilai absorbansi BraU
(** p<0,01; * p<0,05)

Nilai absorbansi BrdU neuron kelompok yang dipajan ekstrak akar
kucing 10 mg/ml tidak menunjukkan perbedaan bermakna dengan kelompok
yang dipaian ekstrak akar kucing 15 mg/ml (p=0,297; p>0,05). Demikian juga
dengan nilai absorbansi BrdU newon kelompok yang dipajan ekstrak akar
kucing 15 mg/m! tidak menunjukkan perbedaan bermakna dengan kelompok
yang dipajan ekstrak akar kucing 20 mg/m! (p=0,149; p>0,05). Sedangkan
nilai absorbansi BrdU neuron kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing 10
mg/ml menunjukkan perbedaan bermakna dengan kelompok yang dipajan
ekstrak akar kucing 20 mg/ml (p=0,01; p<0,05).

4.3. PENGARUH EKSTRAK AKAR ACALYPHA4 INDICA LINN
TERHADAP KADAR BDNF

Kadar BDNF diukur dengan BDNF #if metode ELISA. yang dilakukan secara
duplo. Hasi! dapat dilihat pada tabel 4 dan Gambar 14

Pengaruh ekstrak...., Julia Rahadian, FK Ul, 2019niuersitas Indonesia



Tabel 4. Kadar BDNF neuron pada kelompok kontrol dan kelompok yang

42

dipajan eksirak akar kucing.
Kadar BDNF (pg/ml})
ekstrak akar ekstrak akar ekstrak akar
kucing 10 kucing 15 kucing 20
No. Kontrol mg/mi mg/ml mg/ml
1 11.31 12.49 23.14 18.11

* sampel yang diukur berasal dari kumpulan 6 sampel/ kelompok perlakuan
(pooled)

25
— 20
£
-]
y 12.49
= 11.31 :
a
=19
[
1)
-
.-
"4 5 | —
;
0
Kentrol Ekstrak akar Ekstrak akar Ekstrakakar ‘
xucing 10 mg/ml kuciag 15 mg/ml kucing 20 mg/ml x

* sampel yang diukur berasal dari kumpulan 6 sampel/ kelompok
perlakuan (pooled)
Gambar 14. Kadar BDNF neuron kelompok kentrol dan
kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing.

Kadar BDNF pada kelompok kontrol, 11,3055pg/ml, sedang pada
kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing 10 mg/ml, 12,4865 pg/ml. Pada
xelompok yang dipajan ekstrak akar kucing 15 mg/m! memiliki kadar BDNF
sebesar 23,137 pg/ml dan kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing 20
mg/ml memiliki kadar BDNF sebesar 18,1145 pg/ml.
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Terdapat sedikit peningkatan kadar BDNF pada kelompok yang
dipajan ekstrak akar kucing 10 mg/ml dibandingkan dengan kadar BDNF
kelompox kontrol. Peningkatan sebesar 2 kali terdapat pada kadar BDNF
kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing 15 mg/ml dibandingkan dengan
kadar BDNF kelompok kontrol. Kadar BDNF mengalami sedikit penurunan
pada kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing 20 mg/ml bila dibandingkan
dengan kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing 15 mg/ml, tetap: kadar
BDNF-nya tetap lebih tinggi dibandingkan dengan kadar BDNF kelompok
kontrol.
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BABYV
PEMBAHASAN

Tanaman akar kucing atau Acalypha indica Linn telah lama digunakan
sebagai pengobatan tradisional di beberapa negara termasuk di Indonesia.
Khasiatnya dalam mengobati berbagai penyakit telah banyak diteliti,
diantaranya sebagai pencahar, antihelmintik, ekspektoran, antiemetik,
antimikroba, antimalaria, dan antidiuretik.**** $edangkan efeknya terhadap sel
saraf belum banyak diteliti.

Purwaningsih et al telah meneliti efeknya sebagai neuroprotektor dan
neuroterapi pada otot katak yang diberikan pelumpuh otot, dengan aktivitas
listdk otot tersebut sebagai parameter yang diukur'’ Pada SSP, efek
neuroterapinya telah dibuktikan oleh Suswati pada otak tikus pasca hipoksia
serebri, dengan jumlah sel rusak pada hipokampus sebagal parameter yang
diukur'® dan oleh Yolanda pada kultur jaringan hipokampus tikus pasca
hipoksia, dengan tingkat neurogenesis sebagai parzaunc‘u:mya.“s Sedangkan
pengaruhnya terhadap viabilitas neuron pada saat terjadinya hipoksia belum
diketahui, Maka masih diperiukan penelitian untuk mengetahui pengaruh akar
kucing terhadap viabilitas neuron dan kadar BDNF pada keadaan hipoksia.

Penelitian ini dilakukan untuk mmenganalisis pengaruh akar kucing
terhadap viabilitas neuron dan kadar BDNF endogen pada kultur jaringan
hipokampus tikus pada keadaan hipoksia. Penelitian ini dilakukan secara in
vitro dengan tujuan menghilangkan bias dari berbagai faktor yang sulit
dikontrol bila penelitian ini dilakukan secara in vivo. Kultur sel yang
digunakan adalak kultur sel primer dengan harapan akan diperoleh sel saraf
dengan karakteristik dan fungsi yang sama dengan karakteristik dan fungsi sel
saraf in vivo. Jaringan hipokampus digunakan pada penelitian ini karena
hipoxampus adalah area di otak yang rentan terhadap kondisi hipoksia serta di
dacrah ini pula terdapat sel-sel punca neuronal yang aktif berplorifcrasi.’

Dosis ekstrak akar kucing yang digunakan pada penelitian ini adalah

10 mg/ml, 15 mg/mi, dan 20 mg/ml. Dosis ini dipilih karena menurut

Pengaruh ekstrak...., Julia Rahadian, FK Ul, 201QJnijversitas Indonesia



45

Purwaningsih et al, efek neuroprotektor dan neuroterapi ekstrak akar kucing
secara eks vivo mulai terlihat pada dosis 10 mg/ml, dan optimal pada dosis 15-
20 mg/ml."?

Identifikasi sel saraf pada peneliiian ini dilakukan secara morfologis.
Cara ini cukup dapat dipercaya, namun akan lebih baik lagi bila dilakukan
identifikasi se! saraf dengan penanda neuronal/meuronal marker seperti
neuronal nuclei (NeuN) atan neuron-specific enolase antibodies.” Tdentifikasi
sel saraf secara morfologis merupakan keterbatasan penelitian ini, karena
penentuan sel saraf dilakukan secara subyektif dan mikroskop yang tersedia
pada penelitian ini kurang menunjang untuk identifikasi sel saraf secara
morfologis. Maka pada penelitian lanjutan diperlukan isolasi sel saraf dengan
menggunakan penanda neuronal 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 (Dubelco’s Modified Eagle’s Medium) dan serum
FBS yang merupakan medium dan seium yang spesifik untuk pertumbuhan
neuron, sedangkan medium yang digunakan untuk pertumbuhan sel glia
adalah MEM (Mirimal Essential Medium).*’

Viabilitas sel dihitung berdasarkan aktivitas énzim dengan
menggunakan MTT assgv dan berdasarkan tingkat proliferasinya dengan
pemeriksaan BrdU. Dengan menggunakan MTT, viabilitas sel yang diperoleh
merupakan viabilitas relatif, namun cara ini dianggap lebih praktis dan
hasilnya lebih dapat dipercaya dibandingkan dengan metode penghitungan sel
dengan trypan blue. Cara ini tidak tergantung pada ketiampilan pemeriksa,
tidak diperlukar lebih dari 1 pemeriksa untuk meningkatkan tingkat
reliabilitas, dan pemeriksaan pun tidak perlu dilakukan secara blind.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak air akar Acaiypha
indica Linn mampu meningkatkan viabilitas neuron pada keadaan hipoksia,
Hasil ini tampak dari viabilitas ncuron yang meningkat scbanyak tiga kali lipat
pada neuron yang dipajan dengan ekstrak akar Acalypha indica Linn 10

mg/ml, dan peningkatan viabilitas neuron sampai empat kali lipat pada neuron
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yang dipajan dengan ekstrak air akar Acalypha indica Linn 15 mg/m! dan 20
mg/ml, dibandingkan dengan kelompok kontrol. Peningkatan viabilitas neuron
ini sesuai dengan peningkatan dosis dan bermakna secara statistik {p<0,01)
dibandingkan dengan kelompok kontrol. Hasil penelitian ini sejalan dengan
hasil penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Purwaningsih ef a/ (2008),
dimana ekstrak air akar Acalypha indica Linn memberikan efek baik
neuroprotektif maupun neuroterapi yang optimal pada dosis 15 mg dan 20
mg/ml terhadap kelumpuhan saraf ctot katak secara ex vivo.'? Hasil ini juga
sesuai dengan penelitian Yolanda (2010) dimana ekstrak akar kucing pada
dosis 10 mg, 15 mg, dan 20 mg/m! berpengaruh terhadap peningkatan
neurogenesis sel saraf pasca hipoksia.*®

Kemampuan ckstrak akar Acalypha indica Linn dalam meningkatkan
viabilitas neuron berkaitan dengan zat aktif yang terkandung dalam ekstrak
akar diantaranya flavonoid (kaempferol) dan kompouen phenolic (tannin).
Flavonoid merupakan salah satu antioksidan kuat, dilaporkan memiliki efek
neuroproteksi potensial dalam mencegak kerusakan neuron yang disebabkan
oleh stroke iskemia dengan cara menginterupsi kaskade kematian sel,
diantaranya dengan mencegah pembentukan ROS dan menghambat masuknya
kalsium ke intraselular,'>*-*¢

Penelitian yang dilakukan oleh Balakrishnan N et al (2009)
membuktikan zat-zat aktif tersebut diatas yang terkandung dalam ekstiak akar
Acalypha indica Linn mampu menangkal efek radikal bebas NO dengan cara
mensupresi pembentukan radikal NO.'* Kemampuan ini berhubungan dengan
aktivitas antioksidan zat-zat aktif dalam akar Acalypha indica Linn dan
dilaporkan setara dengan aktivitas anticksidan asam askorbat (vitamin C)."

NO, radikal bebas, yang dilepaskan saat terjadinya hipoksia berikatan
dengar ROS (supercksida, O,") membentuk radikal peroksinitrit yang sangat
toksik bagi sel, yang akhirnya menyebabkan kematian sel.**? Adanya
kemampuai antioksidan dalam tanaman Acalypha indicae Linn ini diduga
berperan dalam melindungi neuron terhadap kerusakan vang disebabkan

peroksinitrit, sehingga dengan demikian neuron mampu bertahan hidup.
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Beberapa penelitian juga melaporkan kemampuan neuroprotektif
Kaempferol (golongan flavonoid yang terkandung dalam akar Acalypha indica
Linn), terhadap eksitotoksisitas neuronal dan disfungsi mitokondria yang
secara signifikan mengurangi keinatian dan meningkatkan kelangsungan hidup
neuron.***® Kaempferol terbukti mampu menghambat pembentukkan radikal
peroksida di mitokondria, menurunkan peroksidasi lipid membran
mitokondria, serta mencegah bhilangnya potensial elekirik transmembran
mitokondria.*>*

Kemampuan ini terkait dengan aktivitas antioksidan yang terkandung
dalam kaempferol dalam mempertahankan potensial elektrik membran
mitokondria melalui pengaturan ion kalsium dan menangkal radikal bebas.®
Dilaporkan adanya kemungkinan kaempferol berinteraksi langsung pada kanal
Ca®*, mencegah kanal tersebut terbuka sehingga tidak terjadi peningkatan Ca®*
intraselular yang berakibat kematian neuron serta secara langsung
menghambat pembentukan senyawa radikal bebas yang dihasilkan oleh
mitokondria.”®*** Untuk itu diperlukan penelitian lebih lanjut guna
membuktikan adanya kemungkinan ini. Dengan demikian, adanya zat-zat aktif
dalam akar tanaman Acalypha indica Linn berperan dalam mencegah
kematian neuron pada saat hipoksia yang teglihat dari ineningkatnya viabilitas
NEWro;i.

Peningkatan viabilitas neuron ini sesvai dengan peningkatan dosis, dan
kemungkinan pemberian dosis ekstrak akar Acalypha indica Linn yang lebih
tingg: lagi, dapat semakin meningkatkan viabilitas neuron sehingga penelitian
lanjutan dengan dosis ekstrak akar kucing yang iebih tinggi perlu dilakukan
untuk mendapatkan dosis yang benar-benar optimal untuk peningkatan
viabilitas neuron pada keadaan hipoksia.

Sel yang hidup, aktif berproliferasi sehingga viabilitas neuron juga
dapat dilihat berdasarkan keaktifarnya berproliferasi untuk itu dilakukan
pemeriksaan laiin guna melihat pengaruh akar kucing terhadap viabilitas
neuron berdasarkan tingkat proliferasi selnya. Proliferasi sel diperiksa dengan

penambahan label BrdlJ, suatu analog timidin, yang dapat diinkorporasikan ke
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dalam DNA yang baru disintesis oleh sel yang berproliferasi dan antibodi
yang spesifik terhadap BrdU digunakan untuk mendeteksi sel-sel yang aktif
berproliferasi. Hasil berupa nilai absorbansi yang berkorelasi langsung dengan
tingkat proliferasi.

Hasil pemeriksaan menunjukkan bahwa ekstrak akar Acalypha indica
Linn juga berpengaruh pada tingkat proliferasi, terlihat dari peningkatan
absorbansi/ tingkat proliferasi dengan pola yang mirip dengan tingkat
viabilitas neuron. Tingkat proliferasi kelompok yang dipajan ekstrak akar
kucing 10 mg/m! mengalami peningkatan sebesar 1,5 kali lipat dibandingkan
dengan kelompok kontrol, sedangkan kelompok yang dipajan ekstrak akar
kucing 15 mg/ml dan 20 mg/ml mengalami peningkatan proliferast sampai 2
kali lipat dibandingkan dengan kelompok kontrol. Tingkat proliferasi juga
paling optimal pada dosis ekstrak akar kucing 15 mg/ml dan 20 mg/ml. Semua
peningkatan ini sesuai dengan peningkatan dosis dan bermakna secara statistik
(p<0,01) dibandingkan dengan kelompok kontrol. Adanya peningkatan
proliferasi, dengan demikian viabilitas sel iuga meningkat.

Kematiar sel neuron disebabkan karena DNA rusak, terfragmentasi
menjadi bagian-bagian kecil, radikal bebas mecnyebabkan kerusakan DNA
inelalui reaksi radikal hidroksil (OH™) yang memodifikasi gugus ritosa tosfat
dan pirimidin serta reaksi dengan gula fosfat “backbone” sehingga untai ganda
DNA terpecah.’’ Selain itu NO juga menyebabkan inaktivasi beberapa enzim
antioksidan, catalase, glutathione peroxidase, dan SOD sehingga radikal
bebas terdapat dalam jumlah berlebih yang memicu kematian neuron.”'

Eksiral akar 4calypha indica Linn dengan kemampuan antioksidannya
seperti vang telah dibahas sebelumnya, mampu mengatasi kerusakan DNA
yang disebabkan radikal bebas terlihat dari meningkatnya absorbansi BrdU
(yang diinkorporasikan ke dalam DNA yang baru disintesis (fase S) oleh sel
yang berproliferasi) yang berkorelasi dengan peningkatan proliferasi.

Ncuron-ncuron yang aktif berploriferasi disini, diduga berasal dari
neuron-neuron yang telah ada atau baru saja terbentuk pada saat atau sebelum

hipoksia terjadi. Diketahui adacya sei-sel punca (sferi cells) pada otak
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mamalia dewasa, pada regio-regio otak tertentu, yaitu pada zona subgranular
(SGZ), girus dentata (DG), hipokampus, dan zona subventrikular (SVZ)
ventrikel lateral yang dapat memperbaharui diri sepanjang kehidupannya,
sehingga kemampuan neurogenesis tetap ada pada otak dewasa.’>*
Kemampuan neurogenesis ini dapat distimulasi oleh berbagai faktor
fisiologis seperti stres, olahraga, pembelajaran, dan perbaikan lingkungan,
ataupun distimulasi olef faktor-faktor patologis seperti hipoksia, epilepsi, dan
penyakit-penyakit neurodegeneratif.’>”> Stroke menginduksi neurcgenesis
pasca hipoksia, dan dilaporkan neurogenesis baru mula: terjadi kurang lebih 1
jam pasca hipoksia.”® Hingga diperkirakan neuron-neuron yang berproliferasi
pada penelitian ini berasal dari neuron-neuron baru yang telah ada sebelum
atau pada saat terjadinya hipoksia.
Beberapa tanaman herbal lain juga telah diteliti dan memiliki khasiat
‘melindungi neuron terhadap kerusakan yang ditimbulkan oleh hipoksia.
Diantaranya Brazilian green propolis”® dan Allium cepa® (bawang bombay)
yang dilaporkan efeknya dapat mengurangi ukuran iniark, memperbaiki
kemampuan memori jangka pendek dan inkoordinasi motorik pasca hipoksia.
Adanya senyawa flavoncid yang terkandung dalam tanaman-tanaman tersebut,
seperti tanaman akar kucing, dengan kemampuan antioksidan yang mampu
menangkal radikal bebas penyebab kerusakan neuron sehingga kematian dan
kerusakan neuron dapat dicegah. Dilaporkan Braziliun green propolis dan
Allium cepa mampu menurunkan produksi radikal bebas di mitokondria serta
melindungi neuron terhadap serangan radikal bebas yang menyebabkan
peroksidasi membran lipid, protein dan DNA.>* Belum ada penelitian yang
membandingkan potensi tanaman akar kucing dengan berbagai zat herbal,
namun potensi akar kucing kemungkinan besar sama atau bahkan lebih baik
karena kandungan bahan aktif pada akar kucing tidak hanya dapat
menghambat kematian sel namun juga meningkatkan neurogenesis.
Disamping itu, kecmampuan ncuron untuk bertahan hidup juga
disebabkan olsh pengaruh dari neurotropik faktor, diantaranya BDNF, yang

berperan dalam mempertahankan hidup dan membatasi kematian neuron. Oleh
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sebab itu dilakukan pemeriksaan terhadap kadar BDNF medium kultur. Hasil
pemeriksaan menunjukkan adanya peningkatan kadar BDNF pada kelompok
yang dipajan ekstrak akar kucing 10 mg/ml, 15 mg/ml, dan 20 mg/ml
dibandingkan dengan kadar BDNF kelompok kontrol. Dengan demikian,
BDNF berpengaruh dalam mempertahankan kelangsungan hidup neuron saat
hipoksia terjadi, sesuai dengan adanya peningkatan proliferasi neuron, Pada
ekstrak akar dosis 15 mg/m! didapat kadar optimal BDNF, hal ini sejalan
dengan peningkatan proliferasi yang didapati mulai optimal pada dosis 15
mg/ml.

BDNF disintesis dalam jumlah terbatas oleh sel target untuk
menstimulasi dan mengontrol neuron-neuron yang baru dibentuk. Seperti
diketahui sel-sel neuron baru membutuhkan faktor tropik guna berdiferensiasi
dan pertumbuhan selanjutnya. Selain itu adanya faktor tropik memungkinkan
neuron bertahan hidup dalam proses seleksi alamiah yang timbul pada setiap
stadium perkembangan neuron. Neuron-reuron dengan reseptor spesifik yang
cukup diinervasi oleh BDNF akan mampu bertahan hidup. Karena jumiahnya
terbatas, neuron-neuron saling berkompetisi terhadap BDNF yang tersedia.
Neuron yang gagal berkompetisi akan mengalami apoptosis.’®*’?

Fada penclitian ini terlihat kemampuan neuron bertahan hidup
berdasarkan peningkatan viabilitas dan tingkat proliferasinya, sehingga seiain
peran BDNF, ekstrak akar Acalypna indica Linn juga berpengaruh terhadap
kelangsungan hidup neuron dengan kemampuannya menangkal radikal bebas
sehingga kematian neuron dapat dicegah.

Diketahui pada saat terjadinya hipoksia, terjadi penurunan kadar
BDNF endogen yang disebabkan kerusakan DNA dan inhibisi sintesis
protein.*’ Guo et al (2008) juga melaporkan kerusakan oksidatif mensupresi
produksi BDNF yang dihasilkan oleh sel endotelium otak dan pemberian zat
antioksidan mampu mengatasi radikal bebas schingga tcrjadi  peningkatan
sintesis BDNF endogen..”®

Ekstrak akar Acalypha indica Linn dengan kemampuan

antioksidannya, berperan secara langsung terhadap produksi BDNF endogen

Pengaruh ekstrak...., Julia Rahadian, FK Ul, 2010Universitas Indonesia



51

dengan mencegah kerusakan protein dan inhibisi sintesis protein. Grant, ef all
(2005) melaporkan antioksidan yang terdapat dalam asam askorbat mampu
menginduksi ekspresi dari gen BDNF saat terjadi kerusakan oksidatif.” Akar
Acalypha indica Linn mengandung zat-zat antioksidan yang dilaporkan setara
dengan asam askorbat dalam mengatasi radikal bebas,' dengan demikian
mampu menginduksi ekspresi gen BDNF saat terjadinya hipoksia seperti asam
askorbat. Adanya peningkatan BDNF turut berkontribusi pada peran tanaman
Acalypha indica Lion dalam mempertahankan kelangsungan hidup newron
pada keadaan hipoksia.
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BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. KESIMPULAN
Ekstrak akar Acalypha indica Linn pada dosis 10 mg/ml, 15 mg/ml,
dan 20 mg/mi mampu meningkat viabilitas neuron, tingkat proliferasi neuron,

serta kadar BDNF endogen neuron pada keadaan hipoksia secara in vitro.

6.2. SARAN

1. Perlu dilakukan peneclitian lanjutan guna mengetahui dosis optimal
ekstrak akar Acalypha indica Linn dalam meningkatkan viabilitas dan
tingkat proliferasi neuron.

2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan pada tingkat molekuler untuk
menjelaskan mekanisme kerja ekstrak akar Acalypha indica Linn
terhadap viabilitas neuron dan kadar BDNF endogen.

3. Perlu dilakukan penelitian untuk uji toksisitas akut, subkronik, dan
kronik serta pengembangan fermiulasi obat guna pengembangan

tanaman Acalypha indica Linn sebagai fitofarmaka.
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LAMPIRAN 1

A. HASIL ANALISIS STATISTIK DATA VIABILITAS RELATIF SEL

Tabel. Data awal viabilitas neuron

Viabilitas neuron (%)
ekstrak akar ekstrak akar ekstrak akar
kucing 10 kucing 15 kucing 20

No. Kontrol mg/ml mg/ml mg/ml
1 100.32 329.17 364.90 434 45
2 104.33 364.26 281.25 550.32
3 101.12 281.89 316.83 447.60
4 99.68 350.80 425.64 354.00
5 106.57 367.47 88317 484.61
6 86.54 264.26 498.07 404 .49
Rerata 99.76 326.30 411.65 445.91
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Descriptives
IKelornpok Statistic Std. Error
MTTpersen IKontrol {Mean £9.75967 2.853330
95% Confidence Interval for ILower Bound 92.42495
Mean [pper Boung 107.09428
5% Trimmed Mean 100.11580
Median 10072150
Variance 45.849
Std. Deviation £.989202
Minfmum £6.538
Maximum 108,571
Range 20.033
Interquartile Rangs 8.484
Skewness -1.667 845
Kurlosis 3475 741
{Ekstrak akar kucing |Mean 328.30883 17.856148
10 mg/ml 95% Confidence Intervalfor  |Lower Bound 280.40814
250 Upper Bound 372.20852
-5% Trimmed Mean J27.46920
Median 33998400
Variance 1913.052
Sid. Leviation 43.738451
Minimum 284.263
Maxrirmum 367468
Range 103.205
Interquartile Range 87.5BC
Skewness -872 .a45
Kurtosis -1.656 1.741
Ekstrak akar kucing |Mean 411.64533 46.642707
15 mafml §5% Confidence [rterval for ILower Boung 291.74644
s [Upper Bound 531.54423
5% Trimmed Mean 405.3502C
Median 395.27250
Varance 13053.253
3id. Deviation 114.250833
Minimum 281.250
Maximum 583.173
Range 301.923
Inlergquartle Range 211418
Skewness 508 .B45
Kurtosis -925 1.744
Eksirak akar kucing [Mean 44591333 27.5051563
20 mg/ml 95% Confidencs Interval fcr  |Lower 8ound 375.20809
Maan Upper Cound 516.61758
5% Trimmed Mean 44521887
Madian 441.02550
Variance 4538.201
Std. Deviation 67.373591
wMinimum 354.006
Maximum 550.3214
Range 186,315
Inlerquariile Range 108.175
Skawness 341 845
Kurtesis .388 1.741

Pengaruh ekstrak...., Julia Rahadian, FK Ul, 2010



59

Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov* Shapira-Wilk
Kelompok Stalistic df Sig. Stalistic df Sig.
MTTpersen  Kontrol 329 G .042 832 6 112
Ekstrak akar kucing 10 mg/mi 212 6 .200° 873 6 .239
Ekstrak akar kucing 15 mg/mt 159 6 2007 566 6 .823
Ekstrak skar kucing 20 mg/ml A5T 6 2007 980 6 .949]

a. Lilliefors Significance Comection

*. This is a lower bound of Lhe true significance.

Berdasarkan tes normalitas Shapiro-Wilk, didapatkan nilai signifikansi tiap kelompok
petlakuan > 0,05, sehingga ditarik kesimpulan bahwa distribusi data pada seluruh
kelompok perlakuan normal. Dilanjutkan dengan tes untuk menganalisis homoggenitas

varians antar kelompok.

Oneway
Test of Homogeaneitly of Variances
MTTpersen
Levene Stafistic df1 df2 Sig.
5714 3 20 .C05

ANOVA

MTTpersen
Sum of Squares df Mean Square F Sig

Between Groups 435772.108 3 1455900.703 29.782 .000)
Within Groups 9Y711.773 20 4888.589
Total 534543.881 23

Analisis homogenitas varians antar kelompok, didapati hasil dengan nilai signifikansi
0,005 (p < 0,05), sehingga ditarik kesimpulan bahwa varians antar kelompok perlakuan
tidak homogen. Clel: karena itu, dilakukan transformasi data.

Hasil transformasi, varians antar kelompok perlakuan tetap tidak homogen,

sehingga dilanjutkan dengan vji statistik non parametrik Kruskal-Wallis
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NPar Tests
Kruskal-Wallis Test
Ranks
Kelompok Mean Rank
iMTToersen  Kontrol 6 3.508
Ekstrak akar kucing 10
6 11.50
myg/mi
Ekstrak akar kucing 15
51 16.17
mg/ml
Ekstrak akar kucing 20
y nd 6 18.83u
myg/mil
Total 24
Test Statistics™”
MTTpersen
Chi-Square 16.267
af 3
Asymp. Sig. .001

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable:

Kelompok

60

Uji Kruskal-Wallis didapatkan nilai dengan signifikansi 0,001(p < 0,05}, dengan
demikian dapat ditarik kesimpulan bahwa rata-rata viaoilitas sel pada keempat

kelompok perlakuan berbeda secara bermakna.

Untuk mengetahui perbedaan antara kelompok yang mana yang berbeda secara bermakna,
dilakukan uji Mann-Whitney.

Mann-Whitney Test
Ranks

Kelompok Mean Rank | Sum of Ranks
|MTTpersen  Konirel 6 3.50 21.00]|

Ekstrak akar kucing 10

6 9.40 5?.001
myg/ml
Total 12
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Test Statistics®

MTTpersen
Mann-Whitney U 000
Wilcoxon W 21.0004
z -2.882
Asymp. Sig. (2-{ailed) 004
|Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .002°

a. Not corected for fies.

b. Grouping Variable: Kelompok

Ranks
Kelompok Mean Rank | Sum of Ranks
MTTpersen  Kontrol 6 3.50 21.00
Eksfrak akar kucing 15
mafmi 6 9.50 57.00]
Total 12
Test Statistics”
MT 'persen
JMann-Whitney u .000
Wilcoxon W 21 .GDOi
z -2.882
Asymp. Sig. (2-lailed) 004
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .002°
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Kelompok
Ranks
Kelompok Mean Rank | Sum of Ranks
MTTpersen  Kantrol 1< 3.50 21 .Oor
Ekstrak akar kucing 20
g 6 9.50 57.00]
Total 12
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Test Statistics”
MTTpersen
HMann-Whimey u .000
Wilcoxon W 21.000
rd -2.882
Asymp. Sig. (2-tailed) 004
[Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.}] 0029
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variabie: Kefompok
Ranks
Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
|MTTpersen  Ekstrak akar kucing 10
by 6 547 31.00|
Ekstrak akar kucing 15
mg/ml 6 7.83 47.00]
Total 12
Tost Statlstics”
MTTparsen
rMann-Whitr ey U 10.000
Wilcoxon W 31.000
Z -1 281
Asymp. Sig. (2-tailed) 200}
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .240°
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Varizble: Kelompok
Ranks
Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
|MTTpersen  Ekstrak akar kucing 10
mgfmi 6 3.63 23.00}
Ekstrak akar kucing 20
mg/m! 6 9.17 55.00
Total 12
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Test Statistics®
MTTpersen
Maznn-Whiiney U 2.000
Wilcoxon W 23.000
z -2.562
Asymp. Sig. (2-tailed) 010}
{Exact Sig. {2*(1-tailed Sig.)] .009°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable; Kelompok

Ranks
Kelompok Mean Rank | Sum of Ranks
FM‘!‘Tpersen Eksirak akar kitcing 15
6 5.83 35.004
mg/ml
Ekstrak akar kucing 20
6 717 43.00j)
mg/ml
Total 12
Test Statistice”
MTTpersen
{Mann-Whitney U 14.000
Wilcoxon W 35.000
Z -.641
Asymp. Siy. (2-tailed) 522
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .589°

a. Not corrected for lies.

b. Grouping Vaiiable: Keiompok
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B. HASIL ANALISIS STATISTIK DATA TINGKAT PROLIFERASI SEL

Tabel, Data awal nilai absorbansi BrdU

Absorbansi (A405nm/A492nm)
ekstrak akar ekstrak akar ekstrak akar
No. Kontrol | kucing 10 mg/ml | kucing 15 mg/ml | kucing 20 mg/ml
1 0.089 0.12 0.112 0.1225
2 0.071 0.1065 0.1515 0.1415
3 0.068 0.1165 0.123 0.1425
4 0.074 0.1015 0.1085 0.143
5 0.06 0.079 (.0995 0.1115
6 0.07 0.0995 0.1055 0.1425
Rerata 0.072 0.104 0.117 0.134
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Descriptives

Kelompok Statistic | Std. Emor
BrdU Kontrol Mean .07200 003807
95% Confidence Interval for Mean Ltower Bound 06196
Upper Bound 08204
5% Trimmed Mean orrz|
Median 07050
Variance .00
Std. Deviation 008571
Minimum 0460
Maxirnum 089
Range 029
Interquariiie Range 012
Skewness 1,068 B45
Kurtosls 2472 1,741
Ekstrak akar kucing 10 |Mean .10383) 005972
mg/ml 95% Confidence Interval for Mean Lower Bound .08848
Upper Bound 11618
5% Trimmed Mean 10431
Median 10400
Varanca Joan
Std. Deviation 014828
Minimum .079
[Maximum 120
IRange 41
Intermuartite Range 023
Skewness -.B75 845
Kurtosis 1.010 1.741
Ekstrak akar kucing 15 Mean 1667 007652
mg/ml 95% Confidence Interval for bean Lower Bound 08897
Upper Bound 13838
5% Trimmed Mean 11569 T
Median 11025
Varance 000
Std. Deviation 018769
[ Minimum 100
Maximum 152
Range 052
Interguartile Range 026
Skewness 1.607 845
i Kurlosis 2869 1.741
Ekstrak akar kucing 20  [Mean 132021 po5s3e
mg/ml 95% Confidance Interval ior Mean [Lower Bourd -11968
[Upper Bound .14315
5% Trimmed Mean 13466
Median 14200
Variance .angd
5td. Deviation 013566
Minimum 112
Maximum 143
Range 031!
Interquartile Range 023
Skevnes:s -1.238 Bd5
L Kurlosis «247 1.741
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Tests of Normality

Kolmogorov-Smimov® Shapiro-Witk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
BrdU  Kontrel 251 6 200’ 910 6 438

Fkstrak akar kucing 10} .

247 6 200 .832 6 595
ma/mi
Ekstrak akar kucing 15 .

.265 6 .200 .848 8 .153r
mg/ml
Ekstrak akar kucing 20

379 6 D07 732 6 013
mgfml

a. Lilliefors Significance Corection

*, This is a lower bound of the true significance.,

66

Berdasarkan tles normalitas Shapiro-Wilk, didapatkan nilai signifikansi 3 kelompok

perlakuan > 0,05, dan 1 kelompok perlakuan dengan nilai signifikansi < 0,05 sehingga

ditarik kesimpuian bahwa distribusi data tidak normal. Dilakukan transformasi untuk

menormalkan data. Hasil transformasi, data tetap tidak berdistribusi ncormal, maka

alternatifnya dipilih wji statistik non parameirik yaitu uji Krusxal-Wallis.

NPar Tests
Kruskal-Wallis Test

Ranks
Kelompuok N Mean Rank
Brdl!  Kontrol 8 367
Ekstrak akar kucing 10
6 11.581
mg/ml
Ekstrak akar kucing i5
) 6 15.08
mg/mi
Ekstrak akar kucing 20
6 19.67
mg/mi
Total 24
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Test Statistics™®
BrdU
Chi-Sguare 16.443
df |
Asymp. Sig. .001

a. Kruska! Wallis Test

b. Grouping Vaniable:
Kelompok

Uji Kruskal-Wallis didapatkan nilai dengan signifikansi 0,001(p < 0,05), dengan

demikian dapat ditarik kesimpulan bahwa rata-rata proliferasi sel pada keempat

kelompok periakuan berbeda secara bermakna.

Untuk mengetahui perbedaan antara kelompok yang mana yang berbeda secara bermakna,
dilakukan uji Mann-Whitney.

Mann-Whitney Test
Ranks
Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
BrdU  Kontrol 6 3.67 22.00]
Ekstrak akar kucing 10
aith: 6 9.33 56.00]
Total 12
Test Statistics®
BrdU
IMann-Whitney U 1.000
Wilcoxon W 22.000
z -2.722
Asymp. Sig. (2-tailad) .006]
Exact Sig. [2*/1-tailed Sig.)] .004°

a. Not comrected for ties.

b. Grouping Variable; Kelompok
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Ranks
Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
BrdU  Kontrel 6 3.50 21.00
Ekstrak akar kucing 15
gl 6 9.50 57.00|
Total 12
Test Statistics”
BrdU
rMann-Whitney U 000
Wilcoxon W 21.000
z -2.882
Agymp. Sig. (2-taited) 004
JExact Sig. [2*(1-tailed Sig.})] 002
a. Not cormrected for ties.
b. Grouping Variable: Kelompak
Ranks
Kelompok N Mean Rark | Sum of Ranks
BrdU  Kantol 6 3.50 21.00]
Ekstrak akar kucing 20
e 6 9.50 57.00F
Total 12
Test Statistics”
BrdU
Mann-Whitney U 004
Wilcoxon W 21.000
Z -2.887
Asymp. Sig. (2-tailed) 004
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 002"

a. Not corrected for ties.
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Test Statistics®
BrdU
Mann-Whitney U 000
Wilcoxon W 21.000
z -2.887
Asymp. Sig. (2-tailed) 004
|Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)) .002°
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Kelompok
Ranks
Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
BrdU  Ekstrak akar kucing 10
mg/ml 8 5.42 32.50F
. E;T,::k akar kuci.ng 15 5 758 BEot
Tbtal 12
Test Statistics”
BrdU
|Mann-Whitney U 11.500
Wilcoxon W 32.500
Z -1 .043|
Asymp. Sig. (2-tailed) 297
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .310’[
2. Mot comrected for ties.
b. Grouping Variable: Kzlompok
Ranis
Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
BrdU  Ekstrak akar kucing 10
mg/mi & 3.83 23.00f
Ekstrak akar kucing 20
mgim! 6 9.47 55.00F
Total 12
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Test Statistics”
BrdJ
Mann-Whitney U 2.000
Wilcoxon W 23.000
Z -2.567
Asymp. Sig. (2-talled) .010]
[Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 009"
a. Not comrected for ties.
b. Grouping Variable: Kelompoak
Ranks
Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
BrdU  Ekstrak akar kucing 15
mgfml 6 5.00 30.004
Ekstrak akar kucing 20
mgirml 6 8.00 48.00§
Total 12
Test Statistlcs”
Brdu
Mann-Whitney U ©.000
Wilcoxon W 30.000
Z -1.444
Asymp. Sig. (2-taifed) .149]
{Exact Sig. [2*(1-taited Sig.)] .180°

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Kelompok
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LAMPIRAN 2

J0S0 Sprucn Srest
Salnt Lowty, Mixscuri 63103 USA
Tolaphone BO0-325-5832 - (314) T71-5765
Fax {314} 285788
#mat tochsery @ 3ial.oom
algmo-ajdrich com

CELL GROWTH DETERMINATION KIT
MIT BASED

Stock No, CGB-1
Store at-0°C

This kit ks designed for the spectrophotometric
measurerment of cell growth as a funclicn of
mitochondrial activity in Iving cells,

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

Product Description

Traditiorally, the determination of cell growth is dene
by countirng viable cells alier staining with a vital dye.
Allernative methods include measurement of
radigisctope incorporation as a measure of DNA
synthesis, austomated cell counters and other
techniques which rely on dyes and cellular activity.

The MTT system is a siinple, accurate, reproducible
means of measuring {he activity of living cells via
mitochendrial dehydrogenase activily, The key
component is 3-[4, 5-dimethyithiazol-2-4]-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide or MTT. Eolutions of
MTT solubilized in tissue culture media or balanced
- salt solutions, without phenol red, are yellowish in
color, Mitochondrial dehydrogenases of viable cells
cleave the tetrazolium ring, yielding purpie MTT
formazan crystals which are insoluble in agqueous
solulions. The crystale can be dissolved in acidified
isopropanol. The resulting purple solution Is
spectrophotometrically measured. An increase jn cell
number results in an increase In the amount of MTT
formazan fonmed and an increase in absorbance,

Productinformation

The use of the MTT method does have limitations
influenced by: (1) the physiclogical state of cells and
(2) variance in mitochondrial dehydrogenase activity
In different cell types, Nevertheless, the MTT method
of cell determination is useful in the measurement of
cell growth in response to mitogens, antigente
stimuli, growth factors and other cell growth
promoting reagents, cylotoxicity studies, and in the
derivation of cell growth curves.

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

Kit Components
Prod. fem Quantity
No.
M-0283 MTT SOLUTION, 5
Smg/ml MTT in RPMi-1640
withoui phenol red, 1ml vials
M-0408 MTT SOLVENT, 50mi. 1
0.1 N HCI in anhydrous
isopropanol

WARNING: Components of this kit should be
carefully handled when using. MTT SOLUTION may
be hamtul if swallowed, inhaled or abserbed through
skin. MTT may aiter genelic material. MTT
SCLVENT is flammable and corosive.
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Procedure

The MTT method of cell determination is most useful
when cuflures are prepared In mullivell plates. For
besl results, cel! numbers should be determined
during log growth stage. Each test should include a
blank containing complete cuiture medium without
cells,

NOTE: Bacteria, mycoplasma and other microbial
contarninants may also deave the MTT tetrazolium
fing; thus contaminated cultures should not be tested
by this method.

1. Remove cultures from incubator into laminar
ftow hood or oiher sterite werking area.

2. Aseptically add MTT SOLUTION in an amount
equal to 10% of the cuiture volume.

Retum cultures to incubator and incubate for

3to 4 hours. Incubation times should be

cansistent when making comparisons.

4.  After the incubation period, remove cultures
from incubator and dissolve the resulting MTT
formazan crystals as follows: -

a. If cells are attached to culture vessel
growth surface, remove and dispose of
the cutture fivid. Add MTT SOLVENT in an
amoumnt equal to the onginal culture
volume. Solvent volumes may vary but the
final volumes sihould be consistent to
facilitate comparison.

b. [licells are not attached or [oss of MTT
forrnazar oczurs if culture fluid is remaovec, add

MTT SOLVENT directly to the culture in an

amount equal to the original culture volume,

¢, Plates should be read within 1 hour after
adding MTT SOLVENT.

5. Gentle stirring in a gyratory shaker will
enhance dissolution.Qccassionally, pipetting
up and dewn {trituration} may be required o
complcisly dissolve the MTT formazan erysials
especially in dense cultures.

6. Spectrophotometrically measure absorbance at
a wavelergth of 570 nm. Subfraci background
absorbance measured at 690 nm.

7. Tests perfonmed in 96 well plates may be
measured in an ELISA- type plate reader
equipped with appropriate filters.

&, Tesits performed in other multiwell plates wil!
require fransfer to appropriate size cuvets or
plate reader for spectrophotometric
measuremer:,
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NOTE: MTT conversicn io MTT formazan is cell-type
specific. Because of varability that may cccur
hetween different strains of the same cell line and
because of the influence of the physiolegical state of
the cells, it is recommended that researchers prepare
their own absorbance/fcell number curves.

POSSIBLE SOURCES OF ERROR

1.  MTT SOLUTION is stable when stered frozen,
Storage at 2-€ °C may result in decomposition

and yield erroneous results. Development of
dark color or formation of crystals indicate
preduct delerioration.

2.  Microbial contamination will confribute to the
cleavage of MTT and formation of MTT
fommazan yielding erroneous resulls.

3.  Uneven evaparation of culture fluid in wells of
muttiwell plates may cause erroneous resulls.

4.  High proteln levels { serum, albumin, efe.} in
the culture medium may form a precipilate
when MTT SOLVENT is added. Samples with
protein concentrations equivalent to 10% feta)
bovine serum seem acceptable, Sera with
higher pretein concentrations than fetal bovine
serum may have to be used at lower
percentages,
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2. Mossman, T. (1983} J. Immunol. Methods
65:55.
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LAMPIRAN 3

For lifa sclancs research only. Not for usa In diagnostic procediures.,
FORA Jif VITRG USE ONLY,

5-Bromo-2"-deoxy-uridine Labeling and Detection Kit 1}

96-well Microplate cell ELISA for the delection of
5-bromo-2"-deoxy-uridine (BrdU) Incorporated into cellular DNA.

Non-radloactive alternative for {*H}-thymidine based DNA synthesis and cell proliferation assays
Cat.No. 11444611 001

-Vcrsi-onﬂl_.l-gust 2007

For 1000 tests Stom at +2 1o +8°C
I, Introduction
Coll cultured n @ microtiter plim (55 wells)
1. Add BrdL! Inbeding 2olution.
BrdU b Incorpormiod nto coflular DA
2, Fix el
3 Add nuclzases, Hucleases
partially dpest cetlular DNA
ARsrnauvely the Bt Laboling whniqus h uzsd to @
build a cell EFISA {25-28) Thb epp-oach i3 patculark
useful, when eitear @ ew number of popudation
Joublings or thw stimulation of DHA synthezis b tg:;mnﬁ Bl
anticipated. C:onzénued 12 radicacthve Botapa '
techniyues, tha Labeling and Datacion Kh Il Is
ssafer + no radioactivg holopes e sad. ‘él
* nocurnte + 1he msults, oitelned Brongly coTelata to those,
ob::ghed with the [*H]-Lhymidina method (s0e fige J 13 gﬁ pertxidazs mwmdms &a.r
23} 30 Cato o
. RETS procuc « cxlone ae
= sonitvo « a5 sanskhva ¢ [Hl-LhymHine (zo6 figs. =, 3) [
« foont « tha se of mullwell ELISA readers alkows for
processing a krge number of sample s,
« ansy ¢ ka taxt follows o st=ndard cell ELISA protocol.
¢  Poroldase schatmle
= sconomilcal * K2 a?:léioml reatents lika ecintillation flukd i A By ADTS, uncerod
nequired. Peros
ErdU Lut:2ling ard Cetection Kit [l i3 basad on tha cell G Huceasa i ASTS, dm::?w‘m
ELISA principle, Cells are culired In a microphite Anti-Brel-P00
{66 wralls) {toa fig. 1) Endly s pddad to the culurm
medium s lncorporated into freshly synthesized DNA
g, 1. step 1L mmg foation of lgelb {ig. 1. 5tep 23 g1z Bt Lobebng and Detection KR 10: Aasay pinciots.

cellclar BNA s partially digested by nuclcase
trzabnent (fig. 1. step 3} Next o peraxidasa labeted
antibedy to Brd (antl-Brol! PO, Fab fiagmonts) s
added and binds ta BedU (Tig. 1, stap 4). In the fimal
step. tha peroxidasa substeata is addod. The paroxidase
entyme catalyses the cleavage of the substmta
);_hielding 4 cokored reaction product [sea fig. 1, step 51
& absorbance of the sampla can be determ
12t 2 microphite reader and Is directly correlated to
1he tevel of BrdU incorporatad into cellufar DNA,

73
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1. Pioduct description

Tho ki contalns: 1. Brdl Inbafng reagent, (1000x] {red flipup-cap)
BrdU sinck

Specificity

Sty

111, Application

Agany principle

Ona glass viad containing 1 ml 10 mM
salutlon {1000x). In phosphals butersd saling
(PBSY pH 74: stedlo.

2. Washing butfer trat
(colorass scraw-cap)
Ona plastic botls contalning 125 mb PBS.
0% concentratod,

3. Incubathon buffer (red eccew-—cap)
One plasile bortta contakalng 125 m! 60 mi Teks
butfer, 0.66 mM AQCL. | mAd 2-marcapoathanol.

4 Kuctecsen (blug screw-cap)
One gless vhl comalning necheases. stabifirod
lyophitzed.

5. Anti-BrlU-POD, Fab fragmanta
{yeliow screw-vap) Una ylass wal contehilng
onUi-BrdU (monocions| sntbody, Fab frogments
from mousa) conjugated with peroddasa (25 UL
siabilzed, hophilized,

& Substrate buffer (green screw—cap)
Ora prstic bottle comalning 125 ml ABTS-
sulstints bufler (sodium and dhrie
acid/phosphate bufleck

% ABTS-subsirata (green ocnow cxp)
Ona g vial conndring ABTS-subsirats powdar
for 125 mi substrata h.rl‘?ar.

8. Substrte enhancer Wrew-cop)
Ona glass vial contalning 125 mp subsrata
enhancer,

{10x}

. Ant-Brdt}-PQD, Fsb fragments, epactlically bind Lo

S-bromo-2-geaxy-urkline ond aliow crosc-reactivity
with 5-lodg-2"-deoxy-uridina (10%].

The canfugate shows o cross-reactiviy alther with
S-{luoro-2 -decy-uridins nor any end. genuis celfular
companints. such as thymidine or uridine.

The amibody cenjugate atso binds o BrdU Incorperatod
inta weflular DHA.

= Srabie at +2 to +8°C.

The kit ks d2sigred for the quanthail.s detacminauon of
Brdi) Inoos parated o calivlar DNA using 8 B6-vell
micropiata call ELISA format.

Solution I,
Washing buffer

Soluthon ML
neshation buffer

Soluilon V.

Nucinoser,
ztock sahubon

Solitica Ma
Nuc!mases,
warkdng solutd

74

Dilute washing buaffar concentrate (10x) (vinl 2)

1 7 10 with redist. watar [ag. bor ong 86-well microplate

diluta & mi washing buffer concentrote (10x)

(Wl 2} with 81 m{ e isL waterl.

Note: Il precipitates In ‘Woshing barffer, 10x conc.

(Bartky 2] are visile, please incaibota the boltka for

10 min at 37°C in @ wirter bath bafom you prepana

Solution li.

Washing bufter bs wed to

a peepare the antl-BrdU-POD, working solution
(00 solutkon Yal

b. <wash cells after ncubaion with an-Erdl-POD.

Motn: For all mhor washing steps use PAS o culturn

meadiuzm contalning 10% serum [ag. FCS (btal eatf

sarum}] to obtatn rellbbie restis.

Ieubation buffer (botla 3) B rendy-to-usa
Incubaton buffoer b used W dilute the nucleases.

Raconsiitule the nucleases (vial 4) n i 5 ml redin
watar contalning 50% ghyerol {whv).

Diluta ncleases, stock solution, 1100 with incuballen
butfar (ot 3) [ag. for one S6-well microplate dilute
L Jurtion (vlad 41

Solutlon V.

stock sokatbon

Solutkon ¥ou
Ant-BedU-PGD,
Fab frogments,
working solutlon

Sofutlon W1,
Parradosa
substrate
Soluting ¥
ahclirns
substroto

contmdning
substrota

Ueis grmwn in a microplate ara incuboted with

10 ubﬂ BrdU, for about 2-18 b The cells are ficed with
0.5 M athanol/HCL and ara then Incubatad with
nucleases 10 partially dioest the DNA, {26 - 32) This
imprves tha avcassibility of the BrdU foe the detect'on
by antibodies. Incorporaled Brdli Is datected with the
monoctanal aml-BrdU-POD, Fab f lﬁ::ants, and the

bound conjuyste Is visualizad with the solfuble
chrol ic subrstrate ABTS and mexsured using
on ELISA reader.
1¥. Working crocedure
Preporatlon of sohslons
Sobutlon L Dihna Bedu Jabeling reagent (viod 1] 1 : 90 whh sterle
BedU labaoling PBS or cukure madium (resuling concentrotiors.

solutlon

171 kvl BrdU) [ag, for ona 86-we!l micropiate con-
tathing 100 pl medium per well, diluta 12 wt BrdU
laballng reagem (dal 1) with 1.068 ml sterile PRS),

Hote: The Brdil) labeling sofutlon shouwd ba prepared

[rashly before usa. The undifuted B Labeling neagant

(1000 x] Is pablke at +2 10 +3°C {or & nentha, 1 s sla-
bla stored in sliquots at —15 to ~25"C,

Stabfilty of
solions

Addidonal
required
reagents
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100 g 4
with 9.9 md Ineubation hulTer (bowla 3}

Dissolva ant!-3cdU-POD, Fab fragments (v 5
In 125 ml redist water (finat concemmtion: 20 [/mML

Prepare ant-BrdS-POL, Fab fragments. working
solution shortly before e, Diluts anti-BriU-PQD,
Fab fragmenta, stock sciutson (solinlon V) 1: 100 with
washing buffer (sclution II) suppk ad whh
10 mg/ml BSA (bovine serum albuminj', & fon ano
96-wall microplite difuta 100 pl sr-BreU-B0D. Fob

menTts, stock sohetion, with 5.9 ml PBS and

Minal concentration: 200 mU/mi).

Crasolve 1he ABTS rowder (vial 77 In substrato bulier
(bottle 6) ond stir at +15 ko +25°C to abtain o chear
solLiicn.

IF 8 Svs signal ks cxpected, take 3n oppropiiste aliquol
of subsirate solutlon ard add substrate enhanter

(a3l 2], 3 mg/nit and dissolve by stning for 15 min ot
+1510 4 25°C [e.g. for ona 96-wall microplate arssohe
10 mg stbatrata enhancar in 10 ml peroxkisse
substrale (soluthon VI)].

Hate: The substrote solution contalnlng subsirmte
snhancer b5 ®abla for cnky 4 h and shoukd. the, elfore,
be frashly prepared befora usa

Sohutkan 1 must be prepared shortly before use.
Sottlan 1] 15 stably ot +2 to +8'C for 3 months.
Solutkon 11l Is stabis a1 +2 to +8°C (see axplry data on
the kit label].

Soluton IV ks stable for & months whan stored

ot =35t —25°C.

Soiution Ve must be piapared shortly betore 1ma
Salulon V is stakle at +2 o +L'C for 6 month= For
fong tenr: storage it ks recommendsed 1o store tha solu-
ton In aliquota st =15 1o —25°C.

Solutian Va must be prepared freshly before use.
Sofuten Vi ks stable ot +2 to +8°C for 2 months whan
ctovad protectad from light Sohilen Yla must be pre-
pared frechly before usa.

Fxatbve: Etianaf pa. (70%) In HQ (Fna! concentration
05 M) {ag. for one 88-well microplats diute 14 mt
ethanol p.a., 100%, with 866 mi recist. watar and add
134 ml HO po. 2546} Before use prooood and store
frembee 2t =15 to —25°C

Véa<hing medium, PSS or culiure medlom containing
10 serum [ag, FCS (fotal call serum)]

Roche Applicd Scicnee



V. Assay procedure

A Adhsrent cells « Culture calls :n microptates (ssua cultura grade, 88

Note

Nola

Kotan

walls, flat bottom} In & final volume of

109 pl cukure medium per well gczonding to tha
medla naeds of the cells, in a humidified simospharne
(ag. 37°C, 6,5% CO,). The incubotkon peded of the
cui cultures dapens on the pankeular experimental
approach and on tha cell ine used for the assay.
For most experimental salups, an Incubation of cell
culture Tor 24 Lo 95 h & spproprists.

Adtd 10 pl BrdU abeling solution (solution ) per well

(finaf concentration: 10 kM Brdl)) and Incubata for
2-1ahet37C

For most application 2 - 6 h am appropriste.

The oplmal incubaiion time has to be determined

expedmantally.

+ Carefuly remcve tha culiure medum contalning tha

labaling soludon by suctien end carefully wesh cella

twica vt 250 wl vash medium coralning 10%

sarum perwell

Careflilly rmove wash medium sftar the lenwash

and fix celts with 260 pl pracoaled fixative per wel

for 30 min ot —1510 —25°C

+ Carefully remova fixatva and wosh celly 3 timea with
250 pd wosh mediurn comalnlng 105 earum par
wall,

* Ramove wesh medium carefully ofter the st wesh
ond Incutate cells with 100 ki nuclsases working
solution pert well for 30 min et STCL

Wo recommend to perform the rucents ncutiston

lap inthe absence of CO,. eg. using a watarbath.

» Remrve nuclsases working solutkin (sohrton o)
6 wish cells 3 tmes wil: 250 1l wash mednm
contalrlag 107G searm per well.

» Ramwve wash medium after the fest wash,

odd 100 p' of rnti-BrdU-POD, Fab fragments, work-

ing soluon (solulion Va) per well ond Incubms for

A0 min at I

Rernerve anubocy conjugata and wash 3 times with

250 !l washing oulfer (solutken IT) par well,

Carefully remove washing butfer after the last wash.
Add 100 ] paroxidase substrute without

(selution VT or with substraie enbancar {solution
Vla) per well Incubere ot room tampaatums untd
positive samplas show a graen color, and & cleary
distinguishabia fram the oolor of pute perovidase
substrate (2-30 min).

Megsure exinction of tho samples in o mizroplats
reader ot 405 nm with o refarenca winve-

lengrh al sppros. 450 nm (ag, EAR 340 ATTC, 51T
Labinstrumenis}.

-

To oixtatn rellable resubts it 15 assantkal 1o periam gl
washipg staps with PBS or cell culture aedinm

comntalning 10% sarum [ag. fetad ealf serum (FCS)).
Washing of calls with serum-fres media or weshing
berfar (satution IT) bafara Mtation *houkd be evoided.

tf {ar tha initial incubation of the cells a larger
walume of culture medn'm ke requl ed, incraass the
emaunt ¢f Brdl! labenng solutlon come spondingly
(ap. 20 pl Brdl) fabeling tolutken, wivwen celts orc
culiwred in 200 J medivm)

In easa the assay caqnet ba performed within one
day. wath wells afise (lation g described Remcva
wash medium and store the microplaies

ovemight without buller at 2-8°C. To continua Uva
assay. vash once with 250 pd washing medium and
procead by adding the nuc!zases working solutien
(soition [Va) a3 describad.

-

B.Suspansioncellas Cultur> colls in microplates (issue culture grada, 96

wells flzt bottom) in a lnal yolume of

100 k) culture medium per well according Lo the
media needs of the cellz. tn a humkkiied atmosphara
{ag. 37°C, 5.5% CO} Tha incubation period
depends oit the particular axparimental ppproach
and on the celf line, used lor the s1say. For mast
experimental satups, an incubation of the celf for

223 to 85 h is appropriate.
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Nola

Nata

Motes

75

+ Add 10 ul BrdU labellng solution (sohrtlan T) per wall
1o suspenshon celis grown In 100l cultura madiom
[Finai conmeantratfon: 10 M BrdlJ) and Incubate for
28 b ot 370

For most application 2-6 b are appeepsiate. The optimal
incubation iimi has to ba determined

mxpasimentally.

+ Remove labeling medium carefully using & cannula
To aveid loss of eells It is assentlal to spin down Lhe
cal+ for 10 min at 200x gIn 2 cemtrifuge, which hos
a roter devica for microplates. befors remaving

ta mecium| Suspension cells should not be
we prior to drylng and fzetion. Excess of BedU
will ba readily removed by washing zher frcation,
Lat colls dry to the botos of the microplate for
approx. 2 h at 60°C.

Fix celle with 206 p! precocked Tixathe per wall for
a0 min at —20'C (akar fixation calls should ba vghtly
atached o tha botom of the miroplets) and
Wash cells 3 Umes with 250 pu wexel, medium
cortaining 10% sarum per well and mmove wash
medhum,

Incubata colls with 100 wl nuclsases working
sofuifon {solution [vVa) per well for 3¢ min at 37°C.

We recomaand 1o perfam the nuclasss incubation

wep In the ahsenca of COL, a.g. uking & water bah

+ Romova nutleasas working solution and wash colls
3 timaz with 259 pl wosh medium contalning 10%
sanumn per wall

+ Comafully remgva wash mediun afies tha laat wash,
Add 100 pl of any-BrdU-POG, Fab fragmems,
working seluinn (sohurtion Va) par well and incubate
for 30 min at 37°C.

R enubodgn i and wash 3 tmes with
250 ul washing buffer (solutlan 1)

Carefully remove washing butfer after the last wash
Add 100 i perozidasa substrate without (sofution
V) per well or with substrate enhancer (solution Vla)
parwell incubate at room temperature Lntil posidve
=amples show a grean color, and Is clearly
distingulsnable froan the color of pure peroadase
substrata (2 - 30 min).

Mansyre extinclon of the samples tn 8 microplale
redcar 81 405 nm with o refarence wave-

length »1 cpprox 490 nm (a@. EAR 340 ATTC, SLT
Labinstrumants]l

+ To obialn reproducible results & i3 essentlal to
parfurm all washing sleps with PBS or cell cultere
mediurt contalning 104 serun [a g, fatal calf sanum
{FCS)]. Washing of calls with serum.free mad!a or
wazhiag buffer (solution I[) bafore fixatlen causse
cefll elxnplng during fixzticn and siould therslore
ba evolded,

If for live tnhial incubation of the celly 4 langer
volume of culturs medium s raquired, Increase tha
amaount of BxdU labeling soluthon comeapondingly
[eg. 20 xt BrdU labaling solution. when celb o
cubtured in 200 (ul cuhure medlum)

» In case the assay cannot be pecdfarmed within one
day, wash wells after fixatlon g5 described. Ramove
wash medium and stofe the microplates
overmight without buffer et +2 to +8°C. To continua
the assay, wash once with 250 ! washing medium
and proceed by ndding the nuclzases working sofu-
ten (sodution 1¥e) as describad,

Roche Applivd Science
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ChemiKine™
Brain Derived Neurotrophic Factor
(BDNE)
Sandwich ELISA Kit

Cat. No. CY1306

FOR RESEARCH USE ONLY
Not for use in dlngnostic procedures

USA & Cenadn

Phona, +1(830% 437.7500 » Fax: «1 (851) 070-9209 « Europe +4« (0) 23 BO20 2233
Auskatio +A1 2 98239 2000 » Gonmany +49-0102-207300 = 150 Regh:iored Workdwida
waww.chemicon.com « cuslservgirmmicnn.m - ledlsewgchemicon,com

Introduction

ChemiIEine™! Brain Derived Newrottophic Factor (BDNF) kit is a sandwich
enzyme inmumoassay (FIA). which measures BDNF. The kit will measure
BDNF irom hwunan and rat.

Test Principle

With the Chemikine BDNF assay systemn. mrbbit polyclonai antibedies
generated against lnman BDNF are coated onto a microplate aad are used to
capture BDNF from a sample. BDNF specific, biotin coujugated. mouse
monoclonal antibodies detect the capured BDNF. After addition of
streptavidin-enzyme, substrate and stop solution the amount of BDNF is
determined. 1he standard curve demonstrates a direct relationship benween
Opiical Density (OD) and BDNF concentration: i.z.. the Lighcr the OD ihe
higher tlie BDNF concentration in the sample.

Application

ChemiKine BDNF kit is designed to meastwe the nmount of BDNFE in cell
culture sepematants. tisstie homogenates and biological fluid (seruny plasma.
and serum-free) samples from liunan and ot There are enoungh reagents
included in this kit for nve 96-well innnino-assay plates. Ruinuing dnplicate
wells for samples and standards is reconunended.

For Research Use Only. Not for use in dlagnostic procedures.
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Analytical Sensitivity and Detection Limits

Sensitiviry: 7.8 p2/mL

Range of Detection: 7.8 pg/ml. to 500 pg/mil.

Crossreactiviry: No significent cross reactivity with NGF. NT4/5 or
NT3

Intra-assay Vadation:  *3,7% (125 pg/ml )
Inter-assay Varation: +8.5 % (i25 pg/ml)

Kit Materials

1. ChemiKine BDNF ELISA Plate: (Part No. 60238) Two Pre-coated with
Rabbit and-Human BDNF Polyclonal! Antibody 96-Well hinmmanoplates

senled iu foil pouches,

"

Copcentrate.,

3. Stndard/Sample Diluent: (Part No. $0243) One 60 mL bottle (Ready to

Use).

4. BDNF Stapdard (Recombinant Human): (Parr No. 60237} Two vials

(Lyophilized).

5. Biotinvlated Mouse anti-Hwnan BDNF Monoclonal Antibody: (Part No.
&0583) One 25 puL vial

6. Sueptavidin-Enzyme conjueate: (Part No. 60582) One 50 L vial of HRP
conjugated Streptavidin.

7. TME/E Solution: (Part No. 62096} Two 10 mL bottlzs of a Ready to Use
solution of 3.3°.5,5'-tettamcthylbenzidine in a proprictary buffer with

enhancer.

8. Stop Solution (Part No. 60260); One 22 ml botle of an HCI solution.

Mntertals Not Sapplied

HO AW

v e

Multi-cl'minel or repeating pipetres

Plate shinker (optionnl)

Pipettors & tips capable of accnrntely mersuring, 10-1000 pL
Ginduated serological pipettes

96-well microplate Reader with 450 uam Slter

Graph paper for munial plotting of dzata

FPolysityrene test ebes for stnadacd and sample dilotons
tfechanical vortex

Ome 1 or 2 liter container

Wash Buffer Concentmte: (Part Na. 60245) One 100 mL {10X) Lottle of

Precnutions

Wash Buffer and Saomple Buffer eontain imerosol, Thitnerosol is highly
toxic by inbalation. contnct with skin or if swallowed. Thinwrosol is a
possible mutag e azd should e handled accordingly,

The insuuctions provided have been desipned to optimize tac Kkits
perfontnuce  Deviation from the inspuctious may resudt in suboptimal
perfornmuancee of the kit and the £nilure to produce nccurnte data.

Technlcal Hints

Mnimwl Plate Washing: Vigorous swvashing and complete removnl of all
liquid Ly aspimation at the end of cach washing step is very anportani to
obtain low Lnckground values,

Recommeuded Method for Plate YWashing:

1. Remove existing {iuid from each well by Hicking th= plate over a sink.
Subscquently blot the plate on clean paper 1owels,

2.  Foreclully pipet 250 pL. of diluted Wash Buffer iuto eacl; swell with a
nmlti-channel pipet.

W

Remove (uid from each well by flicking the nlate over o sink.
Subsequesnrly Liot the plnte on elean paper towels,

4. Repeat woshing and flicking - *iines.

A
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Preparation of Rengents

i.

b2

Biotinylnted Mouse anli-Human BDNF Monoclonal Antibody

Immecdintely Lefore use dilute 1he biotinylated antibody 1:1.500 with
Saniple Diluent. Do uot store diluted solutions.

Streplavidin-Enzryme Caujugate

Incoediately Lelore use dilute (he HRP copjugate 1:1.000 with Samiple
Dileent. Do 1ot store diluted solutions.

BDNF Standard

Note:  When opening lvophilized Standard, remove rubber stopper gently
as the yophilizate may honee become dislodged during shipping.

Reconstitnte the standard vial with the volume of Sanmle Diluent indicated
on the label] {0 give a relative BDNF concentration of 19,000 pg/mlL. This
stock inaterial is theu used to penerate & staudard curve, Use the Samiple
Drilucent to make the dilurions. A suggested diluticn scheme is as tollows:

8} Label 7 test tubes #1-7 and “0 dose™. Add 9350 pL of the Sample
Dijuen: to Standard rube #1. .4dd 500 pl. of the Smnple Diluent to
Standard nibes #2-7 and the “0 dos=™".

b) Add 50 L of the stock Sinndard sohition to ube #1 and vortex. This is
Standand ute #1 with o concentranon of 300 pgAnl.

¢} Standards #2-7 are then prepored by perfonming o 1:2 dilution of the
preceding standand. Refer 1o Fig. 1. For example, 1o make Standard #2,
remove 500 pL of Standerd #1 and add it to fube #2 and voriex and so
on. Do not add any BDNF Standard to the 0 Dose” Standard tube.

= -0-0-0-0-0-0-0 0

Standard Number;
Injtial Volunie (uL);

(39 k] =3 L] Hs £ =7 0 daze

950 500 500 00 500 00 500 500

Concepntration (peinly:

500 250 115 62.5 3138 15.63 7.82 4.0
Figure 1: Serial Dilution of BDXF Staudnrd

Assay Instruclions

1.

b

Place the desired number of CfremiAine Bruin Derived Neuromrophic
Factor strips in the strip well plate holder.

Add 100 plL of Smudards 0 throunly 7 or samples to wells, It is
reconunended that standnrds end samples be run in duplicate.

Nore: A sianderd curve must be rim at edach setring.

Seal the piate with a plate ccaler. Incubate the plate at 2-8°C ovemight
(on a shaker if possible).

IMFORTANT WASH STEP:

Gently remove the pinte sealer and wash the plate at ieast 4 times.
A thorough washing of the plate is exiremely important te reduce
bachground. We recommend using A multichanuel pipette to fill
each well with 250 pL of dilnted “Wash BofTer. Fluid vemovzl from
the wells is best nccomplished by Inverilog che plate aver a sink
aud flicking the fluid out of the wells aAnd then blotilng the plate on
clean paper towels. Uslng the munltichanael plpet ndd 250 pL. of
Wash Buffer to cacl well; Aick and blot the plate. Repent thls
procedure for a total of 4 times.

For users of antomatic plare wasiers: It is imponant 1o ensure that the
wash apparatus is properly manutained and operating correctly. Tubing
aud tips e easily become clogged. leadiug 10 incomplete washing and
inndequate aspiation of wells. Tle result may be poor precision nnd an
unsuitable standard curve, For best results, we reconunend at fenst 4
wash cycles.

Add 100 jL of the diluted blotinylaied mouse muti-BDNF monoclonal
antibody (scc reagent preparation section) to each well, Cover the plate
and wcubate at room temperanme for 2-3 bowrs {on shaker if possible).
Wash as deserbed in S1ep 4,

Add $00 pL of the diluted strepiavidin-HRP conjugate solution {5ec
reagent preparation section) to each well. Cover the plate and incubate
at roomr temperanire for 1 hour (on shaker if possible). Wash as
described in Step 4.
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7. Warm TMB to room temperature. Add 100 pL of TMB/E Substrate to
each well Incubate at toom temperature for 15 minutes. (The 500
pe/mL standard should achieve a deep blue color). Stop the reaction by
adding 100 pL of Stop Solution to each well. The blue color will
cliange to yellow. Iinmediately read the plate at 450 sum {color will fade
over [ime).

CAUTION: Bubbies in the wells will canse fuaccurate readings.
Enswre that all bubbles are ramoved prior to taking the
absorbance reading.

Calculation of Results

Manual Plottlng: Plet the smndard cwve on graph paper. Known
conceatrations of BDNF are plotied on the X-axis and (he corresponding OD on
the Y-axis, The standard curve should result in a graph that shows a direct
relationship between BDNF concentrations 2od *he comesponding ODs
(absoibanices). In other words, the greater ke concentration of BDNF in the
sample, the higher the OD. The concenmation of BDNF in unknown samples
may be determinad by plorting the sample OD on the Y-axis, then drawing a
horizontal line to intersect with the standard curve, A vertical line dropped from
this point mtersects the X-axis at the coneentration of BDNF in the unknown
saniple.

Plate Reader/PC Interface: An altemative approach is to eater the data info a
computer program aurve fitting software. A good fit can be obtained with a
linear regression analysis. Some data poinls at the top or bottom of the range
tested may need to be drepped to get @ good fit. Curpently existing spreadsheet
software can perfonat such plotting.

Sample Graph

BDNF ELISA Standard Curve
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Draft Artikel Majalah Kedokteran Indonesia

Pengaruh ekstrak akar Acalypha indica Linn terhadap viabilitas neuron dan kadar BDNF
endogen pada keadaan hipoksia sccara in vitro

Nurhadi Ibrahim*, Dewi Fatma Suniarti %, Julia Rahadian®

* Departemen Fisiologi Kedokteran Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia
® Departemen Oral Biology Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Indonesia
# Departemen Fisiologi Kedokteran Fakultas Kedokteran Atma Jaya

Otak sangat sensitif terhadap kondisi kekurangan oksigen seperti yang lerjadi pada stroke, mengakibatkan
kematian neuron otak. Hipoksia mcmice serangkaian kaskade patologis yang disebabkan eksitotoksisitas
glutamat dan produksi radikal bebas yang akan mengaktifkan kaskade kematian sel. BDNF, fakior yang
berperan mempertahankan kelangsungan hidup neuron, kadamya menurun saat hipoksia. Seiring dengan
meningkatnya stroke dan akibat yang ditimbelkannya, suatu kebutuhan untuk mencari bahan obat yang dapat
memblokir kaskade hipoksia hingga kematian neuron dapat dicegah. Tanaman akar kucing (Acalypha indica
Linn} dapat dijumpai di setiap daerah di Indonesia, Rebusan akar kucing dapat memulihkan kelumpuhan
saraf akibat stroke. Flavonoid yang terkandung dalam akar kucing memiliki kemampuan anticksidan yang
dapat mencegah kematian neuron, Tujuan penelitian adalah mengetahui pengaruh pemberian ekstrak akar
kucing dalam memproteksi neuron tikus pada keadaan hipoksia. Penelitian ini merupakan studi
eksperimental in vitro pada kultur primer sel neuron jaringan hipokampus tikus Spragre Dowley dewasa
yang dipajan dengan ekstrak akar Acalypna indica Linn pada dosis 10 mg, 15 mg, dan 20 mg/ml selama 72
jam. Kemudian seluruh sel diberi perlakuun hipoksia dengan gas 5% 0./5% CQO./N, balans selama 24 jam,
Viabilitas sel diukur dengan MTT, BrdU uniuk proliferasi se! dan BDNF kit metode ELISA untuk kadar
BDNF. Didapatkan hasil viabilitas relatif sel, tingkat proliferasi serta kadar BDNF kultur jaringan
hipokampus tikus dengan pemberian eksirak akar kucing dosis 10 mg, 15 mg, dan 20 mg/ml meningkat
dibandingkar dengan kontrol. Disimpulkan bahwa ekstrak Acalypha indica Linn mampu meningkatkan
viabilitas neuron seria kadar BDNF endogen pada keadaan hipoksia.

Kata kunci: Acalypha indica Linn, hipoksia, viabilitas neuron, 3DNF

The influence of Acalypita indica Linn root extract on the viahility of netiron and cndogeneus
BDNF level in hypoxic eondition in vitro

Nurhadi [brahim*, Dewi Fatma Suniarti®, Julia Rahadian®

* Department of Physiology, Faculty of Medicine, University of Indonesia
Department of Oral Biclogy, Faculty of Dentistry, University of Indonesia
# Department of Physiology, Faculty of Medicine, Atma Jaya University

The brain is very sensitive to oxygen deprivation condition as happens on streke, cavse death of brain cells
neurons. Hypoxia triggers a series of pathological cascade caused hy the glutamate excitotoxicity and free
radicals which in turn riggered a cascade of cell death. BDNF, one of the factors maintaining the survival of
reurons, was reported decreased during hypoxic conditions. The increase in cases of stroke, represents a nzed
to look for ingredients that are expected to block the cascade of hypoxia that neuron death can be prevented.
Acalypha indica Linn (akar kucing) can be found all over Indonesia. The decoction of the root can cure the
paralysis caused by stroke. Flavonoid compounds contained within the roots have the proven ability of
antioxidants can prevent neuron death, The ubjective of this study is to determine the effect of root extracts
of Acalypha indica Linn as a protceticn of rat newronal cn the state of hypoxia. The method was an
experimental in vitro study using primary neuronal cell culiwre of adult Sprague Dowley rat treated with
Acalypha indica Linn root water extract at a dose of 10 g, 15 mg, and 20 mg/ml for 72 trs. Then the cells
were exposed to hypoxia with 5% 0,/5% CCy/N, balance gas for 24 hours. Cell viability was measured by
MTT assay and BrdU for cell proliferation. Levels BDNF medium culture was measured by ELISA methods.
The result obtained was that relative viability, cell proliferation and endogenous BDNF level of rat
hippocampal tissue culture with Acalypha indica Linn root extract with dosage of 10 mg, 15 mg, and 20
mg/mi is increased compared with control. It can be concluded that Avalypha indica Linn root extract can
increase neuron viability and the level of endogenous BDNF in hypoxic conditions.

Keywords: Acalypha indica Linn, hypoxia, neuron viability, BDNF
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Pendahuluan

Otak sangat sensitif terhadap kondisi kekurangan oksigen. Suatu penelitian
melaporkan bahwa area otak yang paling rentan terhadap kondisi ini adalah hipokampus,
korteks dan striatum.! Terhentinya suplai darah ke otak secara tiba-tiba, yang disebut
dengan kondisi hipoksia, dapat berakibat fatal dan menyebabkan kematian sel-sel neurcn
otak dalam waktu beberapa menit. Hipoksia serebri adalah hipoksia yang paling sering
ditemukan dan diasosiasikan sebagai stroke™”*

Sampai saat ini, stroke merupakan penyebab ketiga kematian di dunia selain akibat
penyakit kardiovaskular dan kanker. Prognosis pasien stroke bahkan lebih buruk dar
kebanyakan pasien kanker, setengah dari seluruh pasien stroke meninggal dan 15-30%
penderita stroke yang hidur menjadi cacat akibat dcﬁsu neurologis hingga membutuhkan
bantuan perawat setelah 3 bulan menderita stroke.’ Oleh karena itu merupakan suatu
kebutuhan untuk mencari obat yang dapat diberikan sebagai terapi suplemen pada pasien-
pasien yang mempunyai kecenderungan terserang sfroke, seperti penderita hipertensi,
sehingga diharapkan komplikasi yang timbul jika terjadi stroke dapat minimal.

Hipoksia serebri memicu serangkaian reaksi berunfun atau kaskade patologis yang
menyebabkan kerusakan neuron yang ireversibel dalam beberapa menit setelah timbulnya
onset hipoksia. Kaskade tersebut disebabkan oleh peningkatan glutamat ekstraselular
disertai aktivasi berlebihan reseptor glutamat (eksitotoksisitas) sehingga menyebabkan
peningkatan ion kalsium intraselular dan produksi radikal bebas yang berlebih
mengakibatkan kerusakan pada membran lipid, protein, dan asam nukleat (DNA). Pada
akhirnya sell hal tersebut memicu jalur kaskade caspase dengan hasil akhir kematian sel
(apopt051s) Adanya kaskade patologis yang dipicu hipoksia memungkinkan
pengembangan strategi pengobatan baru yang dapat digunakan sebagai neuro rotek*:l
dengan cara memblokir kaskade tersebut sehingga kematian neuron dapat dicegah.™

Selain itu, kemampuan neuron untuk beitaiian hidup tidak terlepas dari peran
faktor-faktor pertumbuhan, diantaranya Brain-Derived Neurofrophic Factor (BDNF).
BDNF adalah salah satu protcin newrotrophic jfactor penting yang berpcran dalam
kelangsungan hidup, pertumbuhan, dan perkembangan neuron.'®' BDNF berperan
membatasi kematian neuron melalui kemampuannya memodulasi jalur-jalur “survival
signaling” kaskade yang munecul sebagai manifestasi mekanisme pertahanan tubuh
endogen.

Dilaporkur: pada saat terjadinya hipoksia serebri, tidak terdapat peningkatan kadar
BDNF endogen di area hipokampus dan korteks yang disebabkan inhikisi sintesis protein,*
Kadar BDNF endogen baru mulai meningkat setelak: 24 jam hingga beberapa hari pasca
hipcksia serebri.’ Oleh sebab itu, BDNF eksogen sering kali diberikan 24-48 jam pasca
hipoksia serebri yang memungkinkan protein yang menginduksi BDNF terekspresi dengan
lenckap dan dipertahankan hingga fase peinulihan.*

Indonesia memiliki banyak tanaman herbal yang memiliki potensi terapi salah
satunya adalab tanaman akar kucing atau Acalypha indica Linn. Tanaman ini dinamnat akar
kucing karena akamya disenangi kucing yang sedang sakit. Beberapa saat setelah dirmakan
dan dimuntahkan kembali bersama isi perutnya, kucing tersebut ierlihat membaik. Atas
dasar tersebut, meskipun belum ada bukti ilmiah tentang khasiatnva, masvarakat telah
mencoba menggunakan rebusan akar kucing untuk inengobati diriniya saat sedang sakit
perut. Dan secara tidak sengaja, ternyata rebusan akar kucing tersebut dapat memulihkan
kelumpuhan saraf akibat stroke."?
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Kandungan bahan aktif dari tanaman ini masih belum dapat diidentifikasi dengan
baik. Beberapa bahan-bahan kimia aktif yang bermanfaat dari tanaman ini yang telah
berhasil diidentifikasi diantaranya adalah kaempferol (flavonoid), beta-sitosterol, HCN,
gamma-sitosterol, dan Acalyphin."® Baru-baru ini penelitian di India membuktikan bahan
aktif yang terkandung dalam akar tanaman akar kucing memiliki aktivitas antioksidan,
yang mampu melindungi otak dari efek senyawa radikal bebas yang wmemicu terjadinya
apoptosis pada keadaan hipoksia.'® Flavonoid yang terkandung dalam tanaman akar
kucing, dilaporkan merupakan antioksidan kuat yang mampu melindungi sel neuron dari
kerusakan yang disebabkan toksisitas glutarat."®

Secara ilmiah, Puwrwaningsih dan kawan-kawan telah membuktikan efek tanaman
akar kucing terhadap gangguan komunikasi hubungan saraf otot (reuromuscular junction)
secara eks vivo pada ctot paha katak. Ekstrak akar Acalypha indica Linn terbukti
mempunyai efek neuroprotektor dan neuroterapi secara eks vivo pada dosis 15-20 mg/ml."?
Pada susunan saraf pusat, Suswati L, membuktikan bahwa ekstrak akar Acalypha indica
Linn pada dosis 400 dan 500 mg/kg BB mampu memperbaiki kerusakan sel neuron
hipokampus tikus pascahipoksia serebri secara in vivo.'S

Adanya bukti bahwa tanaman akar kucing mengandung senyawa yang dapat
mencegah kerusakan yang ditimbulkan oleh keadaan hipoksia sehingga kematian neuron
tidak terjadi, besar kemungkinan tanaman akar kucing dapat meningkatkan kelangsungan
hidup neuron serta menginduksi peningkatan kadar BDNF pada keadaan hipoksia. Sel
yang hidup ditandai dengan adanya aktivitas enzim dan keaktifannya berproliferasi,
sehingga viabilitas sel dihitung berdasarkan aktivitas enzim (M'TT assay) dan berdasarkan
tingkat proliferasinya (pemeriksaan BrdU).

Selain itu hingga saat ini belum ada penelitian yang meneliti tentang kemungkinan
adanya pengaruh tanaman akar kucing terhadap viabilitas neuron dan keterkaitannya
dengan kadar BDNF endogen, sebagai salah satu faktor yang mempertahankan
kelangsungar. hicup neuron. Oleh karena itu penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
penganih ekstrak akar Acalypha indica Linn terhadap viabilitas neuron dan kadar BDNF
endogen pada keadaan nipoksia secara in vitro.

Metode

Penelitian ini menipakan studi eksperimental jn 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, Tiap kelompok kultur sel saraf
diberikan ekstrak air Acalypha indica Linn selama 72 jam dengan dosis 10 mg/mi, 15
mg/ml, dan 20 mg/ml, dan 1 kelompek kontrol yang tidak diberi perlakuan, Kemudian sel
saraf dipajankan terhadap hipoksia dengan cara pemberian gas 5% O/5% CO3/N, balans
selana 24 jam. Setelah pemajanan terhadap hipoksia, viabiiitas sel saraf diukur dengan
MTT assay, tingkat proliferasi sel saraf dianalisa dengan 3-bromo2 -deoxy-uridine (B1dU)
dan kadar BDNF pada medium kultur dianaliss dengan menggunakan BDNF kit metode
ELISA.

Hasil

Pemeriksaan MTT untuk mengukur viabilitas relatif sel, dilakukan secara triplo.
Didapatkan rata-rata viabilitas relatif sel pada kelompok kontrol sebesar 99,7+6,98%:
kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing 10 mg/ml sebesar 326,30+43,73%; kelompok
dipajan ekstrak akar kucing 15 mg/ml sebesar 411,65+114,25%; dan kelompok dipajan
ckstrak akar kucing 20 mg/ml sebesar 445,91+67,37% (lihat Gambar 1)

Berdasarkan analisis data, didapatkan hasil viabilitas relatif sel setiap kelompok

yang dipajan ekstrak akar kucing lebih tinggi secara bermakna dibandingkan dengan
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kelompok kontrol, viabilitas neuron kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing 10 mg/ml
meningkat 3 kali dibandingkan kontrol, sedangkan viabilitas neuron kelompok yang
dipajan ekstrak akar kucing 15 mg/ml dan 20 mg/ml meningkat sebanyak 4 kali
dibandingkan dengan kelompok kontrol.

800 .

500

400

300

200

Viabililas relatif (Skontrol}

8

Ekstrak akar kucing  Ekstmk mkar kucing  Ekstrak akar kiedng
10 mg/mi 15 mgémd 20 mg/ml

Gambar 1. Rerata prosentase viabilitas relatif neuron
(** p<0,01; * p<0,05)

Pada pemeriksaan BrdU untuk mengukur tingkat proliferasi sel, dilakukan secara
duplo. Didapatkan absorbansi pada kelompok kontrol sebesar 0,072+0,0095; kelompok
yang dipajan ekstrak akar kucing 10 mg/ml sebesar 0,104+0,0146; kelompok yang dipajan
ekstrak akar kucing 15 mg/ml sebesar 0,117+0,0187; dan kelompok yang dipajan ckstrak
akar kucing 20 mg/mi sebesar 0,134+0,0135 (lihat Gambar 2).

Berdasarkan analisis data, didapatkan hasil tingkat proliferasi sel setiap kelompok
dipajan ekstrak akar kucing lebih tinggi secara bermakna dibandingkan dengan kelompok
kontrol, dengan tmgkat proliferasi sel yang paling tinggi pada kelompok yang dipajan
ekstrak akar kucing 2 mg/ml.
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Gambar 2. Nilai absorbansi BrdU
{** p<0,01; * p<0,05)
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Pengukuran kadar BDNF medium kultur, didapatkan kadar BDNF pada kelompok
kontro! sebesar 11,31 pg/ml; kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing 10 mg/ml sebesar
12,49 pg/mi; kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing 15 mg/ml sebesar 23,14 pg/ml;
kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing 20 mg/ml sebesar 18,11 pg/ml. (Gambar 3)

Kadar BDNF didapati paling tinggi pada kelompok yang dipajan ekstrak akar
kucing 15 mg/ml dan menurun kadarnya pada kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing
20 mg/m} tetapi tetap masih lebih tinggi dibanding kontrol dan kelompok yang dipajan
ekstrak akar kucing 10 mg/ml.

25 23.14
- 20 18.11 _
E
-]
L 12.49
= 11.31 :
o
o
. 10
o
-
"
= 5 =

0

Eeatrol Ekstrak akar Ekstrak akar Ekstak akar
kucing 10 mg/ml kucing 15 mgfnl kucing 20 mg/ml

* sampel yang diukur berasal dar: kumpulan 6 sampel/ kelompok
perlakuan (pooled)
Gambar 3. Kadar BDNF neuron kelompok kontrol dap
kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing.

Pembahasan

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak air akar Acalypha indica Linn
mampu meningkatkan viabilitas neuron pada keadaan hipoksia. Hasil ini tampak dari
viabilitas neuron yang meningkat dibandingkan dengan kelompok kontrol. Peningkatan
viabilitas neuron ini sesuai dengan peningkatan dosis dan bermakna secara statistik
(p<0,01) dibandingkan dengan kelompok kontrol. Hasil penelitian ini sejaian dengan hasil
penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Purwaningsih et al (2008), dimana ekstrak air
akar Acalypha indica Linn memberikan efek baik neuroprotektif maupun neuroterapi yang
optirr_lxal pada dosis 15 mg dan 20 mg/ml terhadap keiumpuhan saraf otot katak secara ex
vivo.

Kemainpuan ekstrak akar Acalypha indica Linn dalam meningkatkan viabilitas
neuron diduga berkaitan dengan zat aktif yang terkandung dalam ekstrak akar diantaranya
flavonoid {kaempferoi) daii komponen phenolic (tannin). Flavonoid merupakan salah satu
aniioksidan kuat, dilaporkan memiliki efek neuroproteksi potensial dalam mencegah
kerusakan neuron yang disebabkan oleh stroke iskemia dengan cara menginterupsi kaskade
kematian sel, diantaranya dcngan menf'egah pembentukan ROS dan menghambat
masuknya kalsium ke iniraseiular,'®

Penelitian yang ditakukan oleh Balakrishnan N e al (2009) membuktikan zat-zat
aktif tersebut diatas yang terkandung dalam ekstrak akar Acalypha indica Linn mampu
menangkal efek radikal bebas NO dengan cara mensupresi pembentukan radikal NO.°

Kemampuan ini berhubun%an denfgaan aktivitas ant10k31dan zat-zat aktif dalam akar
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Acalypha indica Linn dan dilaporkan setara dengan aktivitas antioksidan asam askorbat
(vitamin C).°

Beberapa penelitian juga melaporkan kemampuan neuroprotektif Kaempferol
(golongan flavonoid vang terkandung dalam akar Acalypha indica Linn), terhadap
eksitotoksisitas neuronal dan disfungsi mitokondria yang secara signifikan mengurangi
kematian dan meningkatkan kelangsungan hidup neuron." Kaempferol terbukti mampu
menghambat pembentukkan radikal peroksida di mitokondria, menurunkan peroksidasi
lipid membran mitokondria, serta mencegah hilangnya potensial elektrik transmembran
mitokondria."*

Kemampuan ini terkait dengan aktivitas antioksidan yang terkanduing dalam
kaempferol dalam mempertahankan potensial elektrik membran mitokondria melalui
pergaturan ion kalsium dan menangkal radikal bebas."” Dilaporkan adanya kemungkinan
kaempferol berinteraksi langsung pada kanal Ca’", mencegah kanal tersebut terbuka
sehingga tidak terjadi peningkatan Ca®" intraselular yang berakibat kematian neuron serta
secara langsung menghambat pembentukan senyawa radikal bebas yang dihasilkan oleh
mitokondria.' Dengan demikian, adanya zat-zat aktif dalam akar tanaman Acalypha indica
Linn diduga berperan dalam mencegah kematian neuron pada saat hipoksia yang terlihat
dari meningkatnya viabilitas neuron.

Pemingkatan viabilitas neuron ini sesuai dengan peningkatan dosis, dan
kemungkinan pemberian dosis ekstrak akar Acalypha indica Linn yang lebih tinggi lagi,
dapat semakin meningkatkan viabilitas neuron sehingga penelitian lanjutan dengan dosis
ekstrak akar kucing yang lebih tinggi perlu dilakukan untuk mendapatkan dosis yang
benar-benar optimal untuk peningkatan viabilitas neuron pada keadaan hipoksia.

Sel yang hidup, aktif berproliferasi sehingga viabililas neuron juga dapat dilihat
berdasarkan keaktifannya berproliferasi untuk itu dilakukan pemeriksaan lain guna melihat
pengaruh akar kucing terhadap viabiliias ncuron berdasarkan tingkat proliferasi selnya.
Hasil pemeriksaan menunjukkan bahwa ekstrak akar .icalypha indica Linn juga
berpengaruh pada tingkat preliferasi, terlihat dari peningkaian absorbansi/ tingkat
proliferasi dengan pola yang mirip dengan tingkat viabilitas nearon. Tingkat proliferasi
juga paling optimal pada dosis ekstrak akar kucing 15 mg/ml dan 20 mg/ml. Semua
peningkatan ini sesuai dengan peningkatan dosis dan bermakna secara statistik (p<0,01)
dibandingkan dengan kelompok kontrol. Adanya peningkatan proliferasi, dengan demikian
viabilitas sel iuga meningkat.

Kematian sel neuron disebabkan karena DNA rusak, terfragmentasi menjadi
bagian-bagian Kecil. redikal bebas menyebabkan kerusakan DNA melalui reaksi radikal
hidroksil (OH") yang memodifikasi gugus ribosa fosfat dan pirimidin serta reaksi dengan
gula fosfat “backbone™ sehingga untai ganda DNA terpecah.' Selain itu NO juga
menyebabkan inaktivasi beberapa enzim antioksidan, catalase, glutathione peroxidase, dan
SOD sehingga radikal bebas terdapat dalam jumnlah berlebih yang memicu kematian
neuron.'” Ekstrak akar Acalypha indica Linn dengan kemampuan antioksidannya seperti
yang telah dibahas sebelumnya, mampu mengatasi kerusakan DNA yang dissbabkan
radikal bebas terlihat dari meningkatnya absorbansi BrdU (yang diinkorporasikan ke dalam
DNA vang baru disintesis (fase S) oleh sel vang berproliferasi) yang berkorelasi dengan
peningkatan proliferasi.

Neuron-neuron yang aktif berploriferasi disini, diduga berasal dari neuron-neuron
yang teiah ada atau baru saja terbentuk pada saat atau sebelum hipoksia terjadi. Diketahui
adanya sel-sel punca (stem cells) pada otak mamalia dewasa, pada regio-regio otak
tertentu, yaitu pada zona subgranular {SGZ), girus dentata (DG), hipokampus, dan zona
subventrikular  (SVZ) ventrikel lateral yang dapat memperbaharui dini sepanjang
kehidupannya, sehingga kemampuan neurogenesis tetap ada pada otak dewasa.'®
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Beberapa tanaman herbal lain juga telah diteliti dan memiliki khasiat melindungi
neuron terhadap kerusakan yang ditimbulkan oleh hipoksia. Diantaranya Brazilian green
propolis'? dan Allium cepa'® (bawang bombay) yang dilaporkan efeknya dapat mengurangi
ukuran infark, memperbaiki kemampuan memori jangka pendek dan inkoordinasi motorik
pasca hipoksia. Adanya senyawa flavonoid yang terkandung dalam fanaman-tanaman
tersebut, seperti tanaman akar kucing. Meskipun belum ada penelitian yang
membandingkan efeknya dengan tanaman akar kucing, potensi tanaman akar kucing
kemungkinan sama atau bahkan lebih baik.

Disamping it, kemampuan neuron untuk bertahan hidup juga disebabkan oleh
pengaruh dard peurotropik faktor, diantaranya BDNF, yang Dberperan dalam
mempertahankan hidup dan membatasi kematian neuron. Oleh sebab . itu dilakukan
pemeriksaan terhadap kadar BDNF medium kultur. Hasil pemeriksaan menunjukkan
adanya peniugkatan kadar BDNF pada kelompok yang dipajan ekstrak akar kucing 10
mg/ml, 15 mg/m), dan 20 mg/ml dibardingkan dengan kadar BDNF kelompok kontrol.
Dengan demikian, BDNF turut berpengaruh dalam mempertahankan kelangsungan hidup
neuron saat hipoksia terjadi, sesuai dengan adanya peningkatan proliferasi neuron. Pada
ekstrak akar dosis 15 mg/ml didapat kadar optimal BDNF, hal ini sejalan dengan
peningkatan proliferasi yang mulai optimal pada dosis 15 mg/ml. Pada penelitian ini
terlihat kemampuan neuron bertahan hidep berdasarkan peningkatan viabilitas dan tingkat
proliferasinya, sehingga selain peran BDNF, ekstrak akar Acalypha indica Linn juga
berpengaruh terhadap kelangsungan hidup neuron dengan kemampuannya menangkal
radikal bebas schingga kematian neuron dapat dicegah.

Ekstrak akar Acalypha indica Linn dengan kemampuan antioksidannya, berperan
secara langsung terhadap produksi BDNF endogen dengan mencegah kerusakan protein
dan inhibisi sintesis protein. Grant, ef al (2005) melaporkan antioksidan yang terdapat
dalam asam askorbat mampu menginduksi ekspresi dari gen BDNF saat terjadi kerusakan
oksidatif.'® Guo et al (2008) juga melaporkan pemberian zat antioksidan manipu mengatasi
radikal bebas sehingga terjadi peningkatan sintesis BDNF endogen.”® Akar Acalypha
indica Linn mengandung zat-zat antioksidan yang dilaporkan setara dengan asam askorbat
dalam mengatasi radikal bebas,” dengan demikian mampu menginduksi ekspresi gen
BDNF saat terjadinya hipoksia seperti asam askorbat. Adanya peningkatan BDNF turut
berkontribusi pada pcran tanaman Acalypha indica Linn dalam memperiahankan
kelangsungan hidup reuron pada keadaan hipcksia,

Kesimpulan
Ekstrak air akar Acalypha indica Linn mampu meningkatkan viabilitas neuron
serta kadar BDNF endogen neuron pada keadaan hipoksia secara in vifre.
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