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ABSTRAK

Muslim, Menara. 2019. Efek Neuroprotektif Fraksi Air Marsilea crenata C Presl.
Terhadap Sel Mikroglia HMC3 Yang Diinduksi Oleh IFN-y. Skripsi.
Jurusan Farmasi Fakultas Kedokteran dan Ilmu Kesehatan, Universitas
Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing : (I) Burhan
Ma’arif Z. A., M. Farm., Apt. (II) Wirda Anggraini M. Farm., Apt. Penguji :
drg. Arief Suryadinata, Sp. Ort.

Defisiensi  estrogen  menyebabkan penyakit degeneratif, seperti
neurodegeneratif dimana terdapat penurunan fungsi maupun jumlah neuron di
otak. Fitoestrogen memiliki struktur dan fungsi yang seperti estrogen serta mampu
berikatan dengan reseptor estrogen. Marsilea crenata C. Presl. mengandung
senyawa fitoestrogen dan dapat dijadikan sebagai pengganti hormone replacement
therapy. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui efek neuroprotektif
dan dosis efektif (EDsp) dari fraksi air M. crenata C. Presl pada sel mikoglia
HMC3 yang telah diinduksi oleh IFN-y. Dosis yang digunakan untuk mengamati
aktivitas M. crenata C. Presl adalah 62,5 ppm, 125 ppm, dan 250 ppm serta
genistein 50 UM sebagai kontrol positif. Analisis efek neuroprotektif sel mikroglia
HMC3 menggunakan metode pewarnanaan immunochemistry dengan bantuan
visualisasi CLSM. Analisis statistik untuk melihat perbedaan menggunakan
Kruskal Wallis Test dan Mann-Whitney Test, serta untuk dosis efektif (EDso)
menggunakan Probit Analyze. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian
fraksi air M. crenata C Presl memiliki efek neuroprotektif pada sel mikroglia
HMC3 dengan dosis efektif (EDsq) sebesar 3,341 ppm.

Kata kunci: Marsilea crenata C. Presl., sel mikroglia HMC3, neuroprotektif.
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ABSTRACT

Muslim, Menara. 2019. Neuroprotective Effect of Water Fraction Marsilea
crenata C. Presl on HMC3 Cell Induced by IFN-y. Thesis. Department of
Pharmacy. Faculty of Medicine and Health Sciences. Universitas Islam
Negeri Maulna Malik Ibrahim Malang. Advisor: (1) Burhan Maarif Z. A.,
M. Farm., Apt. (1) Wirda Anggraini M. Farm., Apt. Examiner: drg. Arief
Suryadinata, Sp. Ort.

Estrogen  deficiency causes degenerative  diseases, such as
neurodegenerative disease which can decrease function and amount of neurons in
the brain. Phytoestrogens have estrogen-like structure and function or also can
bind to estrogen receptors. Marsilea crenata C. Presl have phytoestrogens contain
and become substitute Hormone Replacement Therapy. The aim of this study
were to know neuroprotective effect and the effective dose (ED50) of water
fraction from M. crenata C. Presl on HMC3 microglia cell who induced by IFN-y.
The dose used to observe the activity of M. crenata C. Presl is 62.5 ppm, 125
ppm, and 250 ppm and genistein 50 UM as positive controls. The analysis of
neuroprotective effect on HMC3 microglia cell used immunochemistry method
with CLSM instrument. Statistical analysis to seen differences using the Kruskal
Wallis Test and Mann Whitney Test, then for EDsy using Probit Analyze. The
results showed that water fraction of M. crenata C. Presl have neuroprotective
effect on HMC3 microglia cell with effective dose (ED50) 3.341 ppm.

Key words: Marsilea crenata C. Presl., HMC3 Microglia cell, Neuroprotective.
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PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Menopause merupakan masa transisi dalam kehidupan wanita yang
ditandai dengan berhentinya produksi sel telur. Berhentinya menstruasi karena
hilangnya aktivitas folikel ovarium sehingga menyebabkan defisiensi hormon
estrogen. Periode menopause biasanya dirasakan wanita saat usia 45 — 55 tahun
(Ghani, L., 2012). Menopause dibagi 3 periode diantaranya perimenopause,
menopause dan pascamenopause. Defisiensi estrogen terjadi pada ketiga periode
dan produksi estrogen benar-benar berhenti saat masuk ke dalam periode
pascamenopause. Sehingga pada periode pascamenopause seringkali muncul
penyakit karena defisiensi estrogen, diantaranya penyakit kardiovaskuler,
neurodegeneratif, dan osteoporosis (Sherwood, L. 2016).

Neurodegeneratif merupakan hasil sinergis antara sistem imun, sistem
endokrin, dan sistem saraf pusat (ThyagaRajan et al., 2018). Neurodegeneratif
merupakan kondisi dimana terjadi kehilangan struktur dan fungsi yang merupakan
tanda bahwa terdapat kelainan maupun penyakit pada saraf di sistem saraf pusat.
Neurodegeneratif bermula dari kondisi inflamasi di sistem saraf pusat yang
disebut neuroinflamasi. Terjadinya inflamasi di daerah otak tersebut berkaitan
sangat erat dengan penuaan individu. Inflamasi tersebut memicu aktifnya sel
mikroglia yang berujung pada aktivitas pro-inflamasi. Hasilnya banyak sel neuron
mengalami apoptosis dan jumlahnya kian lama semakin berkurang (Chen, et al.,
2016). Jumlah penderita penyakit neurodegeneratif mencapai 36 juta jiwa di tahun

2010. Diprediksi di tahun 2020 meningkat 2 X lipat hingga mencapai 66 juta jiwa



karena angka harapan hidup yang semakin meningkat. Sebagian besar penderita
neurodegeneratif ialah wanita pasca menopause (Prince et al., 2015).

Perkembangan zaman memberikan terobosan solusi dalam mengarungi
masa menopause, Yyaitu penggunaan Hormone Replacement Therapy (Bolin et al.,
2015). Hormone Replacement Therapy (HRT) merupakan terapi alternatif untuk
mengurangi resiko neuroinflamasi dan mencegah kepikunan pada wanita pasca
menopause (Chamniansawat et al., 2014). Namun, penggunaan HRT ini memiliki
kekurangan karena terkait dengan efek samping dan biayanya (Gorenstein et al.,
2011). Penggunaan secara terus menerus HRT yang relatif mahal ini dapat
menyebabkan peningkatan resiko Venous Thromboemboli, Stroke, kanker
endometrium, kanker payudara, pendarahan vagina, dan gangguan kantung
empedu (Lee et al., 2013 dan Shirwaikar et al., 2003).

Solusi potensial yang relatif aman hadir dari tumbuh-tumbuhan.
Tumbuhan menyimpan unsur makro maupun mikro yang dibutuhkan oleh
manusia. Beberapa diantaranya memiliki kemiripan, aktivitas, maupun afinitas
terhadap reseptor dalam tubuh manusia. Unsur-unsur tersebut juga mampu
menghasilkan aktivitas sebagaimana hormon beraksi yang disebut sebagai
fitohormon (Trisunuwati, 2017). Fitoestrogen merupakan golongan senyawa yang
berasal dari tumbuhan yang memiliki kemiripan fungsi, struktur atau dapat
berikatan dengan Estrogen Receptor sehingga memiliki efek yang serupa (Yang et
al., 2012). Studi epidemiologi mengkaitkan rendahnya insiden penyakit
kardiovaskuler, kanker payudara, dan fraktur akibat konsumsi makanan kaya

fitoestrogen pada wanita Asia daripada wanita barat. Terdapat 3 stratifikasi



senyawa fitoestrogen, diantaranya isoflavon, lignan, dan coumestan (Lagari et al.,
2010).

Tumbuh-tumbuhan merupakan salah satu ciptaan Allah SWT yang
bermanfaat bagi manusia. Apabila manusia mau berpikir dan mengkaji rahasia
dibalik tumbuhan maka akan diketahui banyaknya manfaat dan khasiat tumbuhan
berdasarkan jenisnya serta dapat digunakan sebagai obat untuk keberlangsungan
hidup manusia. Sebagaimana yang telah disebutkan dalam Al Quran:

© ¢ £ 0800 s 25 0y i
Artinya: Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang
baik (Asy Syu’ara’: 7).

Tafsir kata awalan yarouu ilaa menunjukkan pada manusia untuk
memaksimalkan potensi yang dimiliki dengan cara memperhatikan apa-apa yang
tumbuh di bumi dan mengkaji manfaat tumbuhan yang telah diciptakan oleh Allah
SWT. Kata zaujiin kariim berasal dari kata zaujin yang berati pasangan dan karim
yang berarti baik. Kata pasangan (zauj) merupakan pasangan tumbuhan dengan
beragam jenisnya yang tumbuh subur dan memiliki manfaat, sedangkan kata baik
(karim) merupakan segala sesuatu yang baik bagi setiap objek yang disifatinya.
Ayat ini menunjukkan bahwa Allah SWT menciptakan beragam tumbuhan yang
bermanfaat di muka bumi ini untuk diambil manfaat darinya (Shihab, 2002).

Tanaman yang potensial dalam menyeimbangkan jumlah estrogen dalam
tubuh salah satunya adalah Marsilea crenata C. Presl (Trisunuwati, 2017).
Tanaman tersebut merupakan tanaman khas yang dapat tumbuh di Jawa Timur,

Indonesia. Daunnya dikenal masyarakat sebagai komposisi utama pada makanan



khas Jawa Timur. Marsilea crenata C. Presl (Semanggi) termasuk dalam tanaman
pakis yang biasanya tumbuh di lingkungan akuatik (Ma’arif, 2016). Berbagali
penelitian telah dilakukan terhadap semanggi diketahui mengandung senyawa
golongan saponin, terpenoid, steroid, polifenol, serta senyawa antioksidan
(Nurjanah et al., 2012; Yacoeb et al., 2010).

Semanggi memenuhi ketiga aspek kandungan senyawa sebagai fitoestrogen.
Secara struktur melalui pengujian menggunakan Radioimmunoassay (RIA)
menunjukan bahwa estradiol-like compound pada ekstrak etanol 96% terdeteksi
cukup tinggi (Laswati, 2011). Secara fungsi dapat ditemui pada pengujian in-vitro
menggunakan sel osteoblas MC3T3-E1 yang diberi ekstrak n-heksan daun
semanggi memberikan peningkatan proses proliferasi dan diferensiasi sel
osteoblas (Ma’arif, 2018). Begitu pula pada penelitian in vivo menggunakan
tulang femur mencit betina yang meningkat kepadatannya karena pemberian
ekstrak n-heksan, ekstrak etanol 96%, dan fraksi etil asetat daun semanggi (Aemi,
2012; Adityara, 2017; Widiasari, 2017). Secara afinitasnya terhadap ER melalui
uji aktivitas in silico, daun emanggi juga menunjukkan bahwa ekstrak etanol 96%,
fraksi n-heksana dan fraksi etil asetat memiliki afinitas yang tinggi terhadap
estrogen receptor B (ER-B) (Ma’arif et al., 2016). Sebelum dapat memberikan
aktivitas, estrogen maupun fitoestrogen harus berlekatan dengan Estrogene
Receptor (ER). Tulang dan sistem saraf pusat (otak) dinaungi oleh ER yang
sama, yaitu ER-B (Cos, 2003).

Sejalan dengan hal tersebut, di otak terdapat ER-B dan estrogen pada
perempuan merupakan regulator imunitas di sistem saraf pusat. Estrogen termasuk

dalam faktor transkipsi yang dapat menghambat faktor transkipsi lain yang



mengaktivasi inflamasi. Faktor transkipsi tersebut ialah Nuclear Chain Kappa
Light B Activated (Nf-xB) yang memiliki relasi terhadap aktivasi mikroglia.
Penghambatan Nf-kB tersebut mampu membuat sel mikroglia tetap dalam kondisi
resting dan tidak melakukan aktivasi. Hal tersebut menyebabkan apoptosis sel
yang percuma dapat dicegah. (Zhou, et al., 2017).

Mikroglia merupakan makrofag yang menetap di sistem saraf pusat.
Mikroglia termasuk dalam Antigen Presenting Cell (APC) Fungsinya ialah
mencerna protein antigen dan merubahnya menjadi peptida yang lebih sederhana
melalui Major Histocompatibility Complex (MHC) (Endang, 2016). Sinyal
ekstraseluler diperlukan untuk aktivasi mikroglia. Sehingga induktor IFN-y yang
dapat mengaktivasi makrofag diinduksikan ke sel (Klaassen and Watkins, 2015).
Sel mikroglia yang telah teraktivasi tersebut akan mengeluarkan banyak marker
salah satunya dan yang masih runtut dengan kejadian inflamasi di sistem imun
adalah MHC 11 (Villa et al., 2016).

Kondisi degeneratif pada neuron masuk ke dalam penyakit-penyakit
metabolik degeneratif. Penyakit-penyakit metabolik degeneratif lebih sesuai jika
ditangani dengan obat yang memiliki lebih dari satu efek farmakologi (Katno and
Pramono, 2008). Fenomena tersebut menyebabkan pergeseran paradigma
pengobatan dari obat-obat konvensional yang hanya melibatkan satu senyawa
kimia tunggal dengan satu target (one drug one target) menjadi pengobatan
berbasis tanaman obat yang melibatkan banyak senyawa kimia yang bekerja pada
satu target (Li and Zhang, 2013). Ekstrak dengan pelarut polar mampu menyari
golongan senyawa fenol (Kusumaningtyas et al., 2008). Terdapat lebih dari 8.000

jenis senyawa yang termasuk dalam golongan fenol (Harborne, 2006). Interaksi



kombinasi bahan aktif pada fraksi air Semanggi sangat mungkin terjadi. Interaksi
sinergisme yang menguntungkan diharapkan mampu menurunkan intensitas
flouresensi MHC Il yang dijadikan marker dibawah Confocal Laser Scanning
Microscope (CLSM).

Berdasarkan hal-hal tersebut, penelitian neuroprotektif daun semanggi ini
penting dilakukan. Mengingat masa menopause yang alamiah akan terjadi pada
setiap perempuan usia 45 — 55 tahun. Selain itu, belum ditemukannya obat yang
secara klinis mampu memperbaiki sel saraf yang rusak menjadi landasan
fundamental dalam pengembangan bahan alam sebagai pengobatan yang teruji
secara klinis. Diharapkan pengembangan Semanggi menjadi alternatif dari
penggunaan Hormon Replacemecnt Therapy yang tidak ramah pada biaya dan
efek samping.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Apakah fraksi air daun Semanggi memiliki efek neuroprotektif terhadap
sel mikroglia HMC3?

2. Berapa effective dose (EDs) dari fraksi air daun Semanggi yang memiliki
aktifitas sebagai neuroprotektif di sel mikroglia HMC3?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Membuktikan efek neuroprotektif fraksi air daun semanggi pada  sel
mikroglia HMC3.
2. Mengetahui effective dose (EDsp) fraksi air daun semanggi terhadap efek

neuroprotektif pada sel mikroglia HMC3.



14  Manfaat
Manfaat penelitian ini terbagi menjadi manfaat secara teoritis dan manfaat

secara terapan, diantaranya sebagai berikut:

141 Manfaat Teoritis
Penelitian ini diharapkan mampu memberikan informasi ilmiah tentang

efek neuroprotektif yang terkandung dalam fraksi air daun semanggi sebagai

pengembangan obat tradisional.

1.4.2 Manfaat Terapan

a. Manfaat bagi mahasiswa
Penelitian ini diharapkan dapat membawa wawasan dan referensi terkait

daun semanggi, neuroinflamasi, neuroprotektif, sel mikroglia HMC3, imunitas,

fraksinasi, ICC, CLSM dan analisis data.

b. Manfaat bagi masyarakat
Penelitian ini diharapkan membawa dampak kesadaran dan pemanfaatan

tanaman sebagai obat herbal yang dipercaya karena bukti pre-klinisnya.

15  Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Bagian tanaman semanggi yang digunakan dalam penelitian ini adalah
daun semanggi dengan tinggi batang atau tangkai 20 cm diperoleh dari
daerah Benowo, Surabaya.

2. Ekstrak yang digunakan adalah ekstrak dari daun semanggi menggunakan

pelarut etanol serta menggunakan metode ekstraksi ultrasonik.



Fraksi yang digunakan adalah fraksi air daun semanggi dengan metode
ekstraksi cair-cair dari ekstrak etanol daun semanggi.

Sel uji yang digunakan adalah Cell line mikroglia (ATCC® CRL-3304™)
yang diperoleh dari American Type Culture Collection, USA.

Penelitian ini mengambil parameter penurunan kadar major
histocompatibility class Il (MHC II) dan effective dose 50 (EDso) yang
memberikan aktivitas dari fraksi air daun semanggi.

Penurunan kadar major histocompatibility class Il (MHC 1l) pada
penelitian ini diamati menggunakan metode Immnunoscytochemistry (ICC)
melalui flouresensi dibawah Confocal Laser Scanning Microscope

(CLSM).



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA
2.1  Tinjuan Tanaman Semanggi (Marsilea crenata C. Presl)

Marsilea crenata C. Presl merupakan tumbuhan air yang banyak terdapat
dilingkungan air tawar seperti sawah, kolam, danau dan sungai. M. crenata
memiliki beberapa nama lain seperti jukut calingcingan (Sunda), tapak itek
(Malaysia), upat-upat (Filiina), chutul phnom (Kamboja), pak vaen (Laos), phak
waen (Thailand), dan water clover fern (Inggris) (Afriastini, 2003). M. crenata
tumbuh tersebar di Asia Tenggara pada daerah yang mempunyai ketinggian 900
meter di atas permukaan air laut dan umumnya tumbuh merambat di lingkungan
perairan dengan tangkai mencapai 20 cm dan bagian yang muncul ke permukaan
air setinggi 3-4 cm (Afriastini, 2003).

2.1.1 Kilasifikasi Semanggi
Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Divisi : Pteridophyta
Kelas : Pteridopsida
Ordo : Salviniales
Famili : Marsileaceae
Genus : Marsilea

Spesies : Marsilea crenata C.

Presl (Afriastini, 2003)
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Gambar 2.1 Marsilea crenata C. Presl (Dokumentasi pribadi).

2.1.2 Habitus dan Morfologi

Habitus : Paku air atau paku rawa, dengan tangkai panjang dan tegak,
panjang 2-30 cm

Daun : Daun berdiri sendiri atau dalam berkas, menjari berbilangan 4,
anak daun menyilang berhadapan, berbentuk baji bulat telur,
gundul atau hampir gundul, 3-22 kali 2-18 mm, urat daun rapat
berbentuk kipas, pada air yang tidak dalam muncul di atas air, pada
air yang mengapung (Ma’arif , 2012).

Akar : Akar pada tanaman M. crenata tertanam dalam substrat di dasar
perairan (Afriastini, 2003).

2.1.3 Manfaat dan Kandungan

Daun dan batang semanggi mengandung saponin, triterpenoid bebas,

steroid, flavonoid, dan polifenol (Tiyaningsih, 2007). Semanggi memiliki

kandungan air yang tinggi yaitu sebesar 82,59%, abu 1,72%, protein 1,91%,

lemak 0,36%, karbohidrat 11,46 % dan serat kasar 1,96%. Eksrak kasar semanggi

mengandung 6 komponen bioaktif yaitu alkaloid, steroid, flavonoid, karbohidrat,

gula pereduksi, dan asam amino (Nurjanah et al., 2012). Semanggi banyak

memiliki senyawa yang bersifat folatil diantaranya yaitu monoterpenoid,
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diterpenoid, dan beberapa kelompok asam amino yang memiliki aktivitas.
(Ma’arif et al., 2016).

Semanggi memiliki manfaat di bidang kesehatan seperti peluruh air seni,
ekspektoran, analgesik, kusta dan demam (Astuti, 2013; Nantasomsaran et al.,
2013). Secara turun temurun sudah digunakan untuk mengobati penyakit asma,
batu empedu, batu ginjal, infeksi saluran kemih, radang amandel, radang
kerongkongan, sakit kuning, salesma dan cantengan (bengkak pada jari tangan
atau kaki karena infeksi) dan infeksi telinga (Sarl, 2008). Hasil uji aktivitas in
silico, in vitro, dan in vivo daun semanggi juga menunjukkan bahwa ekstrak
etanol 96%, fraksi n-heksana dan fraksi etil asetat memiliki afinitas yang tinggi
terhadap estrogen receptor B (ER-f), serta dapat menginduksi proses proliferasi
dan diferensiasi sel osteoblas, sehingga dapat meningkatkan kepadatan tulang
(Laswati, 2011; Ma’arif et al., 2016; Adityara, 2017; Widiasari, 2017; Ma’arif et
al., 2018).

2.2  Tinjauan Metode Ekstraksi

Ekstraksi adalah suatu proses penyarian zat-zat berkhasiat atau zat-zat
aktif dari bagian tanaman obat, hewan dan beberapa jenis ikan termasuk biota
laut. Zat-zat aktif yang akan diekstraksi terdapat di dalam sel, namun sel tanaman
dan hewan berbeda, demikian pula metode ekstraksi yang digunakan. Pemilihan
metode ekstraksi tergantung pada sifat bahan dan senyawa yang akan diisolasi
(Mukhriani, 2014).

Ekstraksi adalah kegiatan penarikan kandungan kimia yang dapat larut
sehingga terpisah dari bahan yang tidak dapat larut dengan pelarut cair. Senyawa

aktif yang terdapat dalam berbagai simplisia dapat digolongkan ke dalam minyak
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atsiri, alkaloid, flavonoid dan lain-lain. Senyawa aktif yang telah diketahui yang
dikandung dalam simplisia akan mempermudah dalam pemilihan pelarut dan

metode ekstraksi (Depkes RI, 2000).

2.3 Tinjauan Ekstraksi Ultrasonik (Ultrasonic Assisted Extraction)

Ekstraksi ultrasonik merupakan metode ekstraksi yang menggunakan
gelombang ultrasonik dengan frekuensi 20-20.000 kHz (Banu dan Catherine,
2015). Prinsip kerja dari ekstraksi ini yaitu meningkatkan permeabilitas dinding
sel dengan daya kavitasi sebagai stress dinamik sehingga timbul fraksi interfase
(Ma’arif, 2012; Medina-Torres et al., 2017). Mekanisme yang terjadi yaitu
intensifikasi massif transfer massa dan laju kecepatan pelarut ke bahan sel dari
bagian tanaman. Mekanisme ekstraksi oleh ultrasonik melibatkan dua jenis
fenomena fisika yaitu difusi di dinding sel dan pembilasan isi sel setelah
memecahkan dinding. Kadar air sampel, tingkat penggilingan, ukuran partikel dan
pelarut merupakan faktor yang sangat penting untuk memperoleh ekstraksi yang
efisien dan efektif. Selain itu, suhu, tekanan, frekuensi dan waktu sonikasi adalah
faktor yang juga mempengaruhi kerja UAE. UAE juga telah digabungkan dengan
berbagai teknik klasik untuk meningkatkan efisiensi sistem konvensional. Dalam
unit ekstraksi pelarut, perangkat ultrasonik ditempatkan pada posisi yang tepat
untuk meningkatkan efisiensi ekstraksi (Azmir et al., 2013).

Metode ekstraksi UAE memiliki faktor penentu keberhasilan diantaranya
adalah ukuran partikel ekstrak, moisture content bahan dan pelarut yang
digunakan (Ngaha Njila et al., 2017). Ultrasonic Assisted Extraction (UAE)
memiliki kekuatan kavitasi akustik sebagai kekuatan pendorong utama yang

mampu menginduksi serangkaian kompresi dan rarefactions dalam molekul
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pelarut, sehingga menyebabkan pembentukan gelembung sebagai akibat dari
perubahan suhu dan tekanan (Chemat et al., 2017). Proses terjadinya mekanisme
ekstraksi metode ini diawali dengan terjadi perambatan gelombang ultrasonik
yang menghasilkan fenomena kavitasi. Selanjutnya timbul gaya gunting yang
cukup tinggi sehingga muncul gelembung yang dapat mengurangi ukuran dari
senyawa yang akan diambil dan memperlebar pori permukaan dari bahan.
Peristiwa ini akhirnya dapat menyebabkan terjadinya aliran yang deras dari
senyawa untuk keluar dari bahan yang diekstraksi (Vilkhu et al., 2008). Proses

mekanisme ini dapat diamati pada gambar berikut ini (Esclapez et al., 2011):

R e —

Gambar 2.2 Proses Mekanisme Ekstraksi UAE

Metode UAE memiliki keuntungan yaitu mudah untuk ditangani, aman
dan ekonomis (Vieira et al., 2013). Selain itu, Keuntungan dari UAE yaitu
mengurangi waktu ekstraksi, energi dan penggunaan pelarut. Energi ultrasonik
dapat memberikan beberapa manfaat lainnya yaitu pencampuran yang lebih
efektif, transfer energi yang lebih cepat, pengurangan gradien termal dan
temperatur ekstraksi, ekstraksi selektif, pengurangan ukuran peralatan, respon
lebih cepat terhadap pengendalian proses ekstraksi, peningkatan produksi dan
menghilangkan langkah-langkah proses seperti metode lainnya (Chemat et al.,
2008). Namun, penggunaan metode ini juga memiliki kerugian yaitu penggunaan
yang sulit dilakukan untuk skala besar, memiliki biaya pengerjaan tinggi serta

gelombang yang ditimbulkan meskipun jarang terjadi dapat merubah struktur
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senyawa aktif dalam simplisia (Banu dan Catherine, 2015). Proses metode ini

dapat diamati pada gambar berikut ini:

Mechanical stirrer
(500 rpm)

Ultrasound water bath | Ultrasound
generator

Ultrasound
transducer

Gambar 2.3 Proses Terjadinya Ekstraksi menggunakan Metode UAE

2.4  Tinjauan Ekstrak

Ekstrak adalah sediaan pekat yang diperoleh dengan mengekstraksi zat
aktif dari simplisia nabati atau simplisia hewani menggunakan pelarut yang
sesuai, kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan dan massa atau
serbuk yang tersisa diperlakukan sedemikian hingga memenuhi baku yang telah
ditetapkan (Depkes RI, 1995). Ada beberapa jenis ekstrak yakni ekstrak cair,
ekstrak kental dan ekstrak kering. Ekstrak cair jika hasil ekstraksi masih bisa
dituang, biasanya kadar air lebih dari 30%. Ekstrak kental jika memiliki kadar air
antara 5-30%. Ekstrak kering jika mengandung kadar air kurang dari 5% (Voight,
1994).

Faktor yang mempengaruhi ekstrak yaitu faktor biologi dan faktor kimia.
Faktor biologi meliputi spesies tumbuhan, lokasi tumbuh, waktu pemanenan,
penyimpanan bahan tumbuhan, umur tumbuhan dan bagian yang digunakan.
Sedangkan faktor kimia yaitu faktor internal (jenis senyawa aktif dalam bahan,

komposisi kualitatif senyawa aktif, komposisi kuantatif senyawa aktif, kadar total

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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rata-rata senyawa aktif) dan faktor eksternal (metode ekstraksi, perbandingan
ukuran alat ekstraksi, ukuran kekerasan dan kekeringan bahan, pelarut yang
digunakan dalam ekstraksi, kandungan logam berat, kandungan pestisida)
(Depkes RI, 2000).

Selain faktor yang mempengaruhi ekstrak, ada faktor penentu mutu
ekstrak yang terdiri dari beberapa aspek, yaitu kesahihan tanaman, genetik,
lingkungan tempat tumbuh, penambahan bahan pendukung pertumbuhan, waktu
panen, penanganan pasca panen, teknologi ekstraksi, teknologi pengentalan dan
pengeringan ekstrak dan penyimpanan ekstrak (Saifudin et al., 2011).

2.5  Tinjauan Ekstraksi Cair — Cair

Proses pemisahan selanjutnya masih menggunakan prinsip ekstraksi yang
dikenal dengan ekstraksi cair-cair atau yang biasa dikenal dengan nama fraksinasi.
Fraksinasi adalah suatu metode pemisahan senyawa organik berdasarkan
kelarutan senyawa-senyawa tersebut dalam dua pelarut yang tidak saling
bercampur, biasanya antara pelarut air dan pelarut organik (Dey, 2012).

Teknik pemisahan ekstraksi cair-cair ini biasanya dilakukan dengan
menggunakan corong pisah. Kedua pelarut yang saling tidak bercampur tersebut
dimasukkan ke dalam corong pisah, kemudian digojok dan didiamkan. Solut atau
senyawa organik akan terdistribusi ke dalam fasenya masing-masing bergantung
pada kelarutannya terhadap fase tersebut dan kemudian akan terbentuk dua
lapisan, yaitu lapisan atas dan lapisan bawah yang dapat dipisahkan dengan
membuka kunci pipa corong pisah (Odugbemi, 2008).

Ekstrak dipartisi dengan menggunakan peningkatan polaritas pelarut

seperti petroleum eter, n-heksan, kloroform, dietil eter, etilasetat dan etanol.
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Pemilihan pelarut pada ekstraksi umumnya bergantung pada sifat analitnya
dimana pelarut dan analit harus memiliki sifat yang sama, contohnya analit yang
sifat lipofilitasnya tinggi akan terekstraksi pada pelarut yang relatif nonpolar
seperti n-heksan sedangkan analit yang semipolar terlarut pada pelarut yang
semipolar seperti etilasetat atau diklorometana (Venn, 2008).

Aglikon pada umumnya terekstraksi pada fraksi non-polar seperti
terpenoid dan steroid sedangkan flavonoid, glikosida, saponin dan gula ester
ditemukan pada fraksi yang lebih polar dan fraksi air. Petroleum eter dan n-
heksana juga dapat digunakan untuk menghilangkan lipid, wax dan senyawa
lemak (Dey, 2012). Pelarut yang dapat digunakan untuk ekstraksi ini cukup
banyak, namun ternyata ada banyak pelarut yang tidak memenuhi syarat. Pertama,
pelarut harus tidak bercampur dengan air, mempunyai titik didih yang rendah (jika
digunakan untuk evaporasi) dan sebaiknya memiliki densitas yang lebih rendah
daripada air (untuk membentuk lapisan atas sehingga pemisahan lebih mudah
dilakukan). Kedua, pelarut harus aman dan tidak merusak lingkungan jika
digunakan. Praktisnya, hanya ada beberapa pelarut saja yang biasa digunakan
seperti n-heksana, metil tertier butil eter (MTBE) dan etilasetat (\Venn, 2008).

2.6 Tinjauan Menopause

Menopause didahului oleh haid (mensis). Haid atau mensis ialah
perdarahan bulanan melalui vagina akibat pelepasan lapisan dalam rahim. Siklus
haid adalah masa yang terentang antara hari pertama haid dengan hari pertama
haid berikutnya. Siklus haid mempunyai 2 (dua) fungsi yaitu menghasilkan 1 sel
telur yang matang dan mempersiapkan endometrium (lapisan dalam rahim) untuk

menerima kedatangan sel telur yang sudah dibuahi (zigot). Menopause adalah



17

perdarahan surut (withdrawal bleeding) fisiologik yang terakhir dalam seumur
hidup wanita, yang menunjukkan berakhirnya kemampuan berproduksi. Dengan
kata lain meno (menstruasi) pause (stop) adalah berhenti haid atau menstruasi
(Ghani, L., 2009).

Menopause terjadi pada perempuan yang memasuki usia menjelang 50
tahun. Melalui usia tersebut merupakan bagian universal dan irreversibel dari
keseluruhan proses penuaan yang melibatkan sistem reproduksi dimana siklus
haid setiap bulannya mulai terganggu dan akhirnya menghilang sama sekali.
Terganggunya atau sampai hilangnya proses haid disebabkan penurunan dan
hilangnya hormon estrogen, ini merupakan masalah yang normal yang sadar atau
tidak akan dilalui oleh perempuan dalam kehidupannya. Penurunan tersebut
berlangsung secara progressif dalam 3 periode yang memiliki durasi waktu 8 — 10
tahun. Periode pertama disebut perimenopause yang ditandai dengan haid yang
tidak teratur dan keluhan dari gejala klimakterium (masa peralihan) pada usia 45 —
48 tahun. Periode kedua disebut menopause yang ditandai dengan berkurangnya
fungsi ovarium dan terjadi klimakterium pada usia 49 — 51 tahun. Periode terakhir
merupakan periode berhentinya produksi estrogen yang dinamai pascamenopause
(Ghani, L., 2009).

Perubahan fisik yang terasa dan menimbulkan rasa tidak nyaman adalah
adanya semburan panas (hot flushes) dari dada keatas yang sering disusul dengan
keringat banyak. Semburan panas ini bisa berlangsung selama beberapa detik
sampai 1 jam. ini merupakan gejala yang paling sering dijumpai. Perubahan dan
keluhan lain yang dirasakan lagi seperti berdebar debar (palpitasi), vertigo,

migraine, nafsu seks (libido) menurun, gelisah, lekas marah, depresi, susah tidur
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(insomnia), rasa kekurangan, rasa kesunyian, ketakutan keganasan, rasa lelah
(fatigue), keropos tulang, nyeri tulang belakang, gangguan sirkulasi darah
(miokard infark), hipertensi, kenaikan kadar kolesterol darah sehingga terjadi
pengerasan pembuluh darah (arteriosclerosis terutama sclerosis koroner), juga
berat badan sedikit meningkat karena terjadi adipositas (penimbunan lemak) dan
penyebaran lemak terutama ditemukan di tungkai atas, pinggul, perut bagian
bawah dan lengan atas. Juga dikatakan pada masa pasca-menopause ada gangguan
pada daerah otak seperti Alzheimer disease (Ghani, L., 2009).
2.7  Tinjauan Neurodegeneratif dan Neuroinflamasi

Degenerasi pada sistem saraf pusat yang ditandai dengan berkurangnya
struktur dan fungsi secara progresif yang berdampak pada fungsi otak dan
kemunduran mental dinamakan neurodegeneratif. Peristiwa tersebut erat
kaitannya dengan usia, terutama usia manusia lanjut usia (manula). Beberapa
penyakit neurodegeneratif diantaranya ialah Alzheimer, multiple sclerosis,
Parkinson, amyotrophic lateral sclerosis. Virus berperan sebagai pemicu dari
beberapa penyakit neurodegeneratif. Karena virus mampu mengaktivasi sistem
imun yang akan berujung pada inflamasi melalui perantara mediator neurotoksik.
Inflamasi terus menerus yang diregulasi oleh mikroglia dan astrosit berdampak
pada gangguan fungsi sel dan akhirnya mati secara apoptosis (Chen et al., 2016).

Neuroinflamasi merupakan respon inflamasi (peradangan) di otak atau
sumsum tulang belakang. Inflamasi ini dimediasi oleh produksi sitokin (IL-1p, IL-
6, dan TNFa), kemokin (CCL2, CCL5, CXCLI1), reactive oxygen species (ROS),
dan secondary messenger (NO dan prostaglandin). Kebanyakan mediator

dibentuk oleh sel glial di susunan saraf pusat (mikroglia dan astrosit), sel endotel,
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sel imun di perifer. Selain muncul karena virus, sumber neuroinflamasi lainnya
adalah dementia vaskular dan depresi. Inflamasi memicu aktivasi sel imun,
edema, kerusakan jaringan, dan berpotensi pada kematian sel (Disabato et al.,
2016).
2.8  Tinjauan Estrogen

Estrogen merupakan hormon steroid dengan 10 atom C dan dibentuk
terutama dari 17-ketosteroid androstenedion. Estrogen alamiah yang terpenting
adalah estradiol, estron dan estriol. Secara biologis, estradiol adalah yang paling
aktif dan paling banyak dalam tubuh yaitu dengan perbandingan khasiat biologis
berturut-turut dari ketiga hormon tersebut (estradiol, estron dan estriol) yaitu 10 :
5 : 1. Potensi estradiol yakni 12 kali dari potensi estron dan 8 kali dari potensi

estriol sehingga estradiol dianggap sebagai estrogen utama (Speroff et al., 2005).

E, Estrone E, Estradiol

OH
OH
HO HO

E, Estriol E, Estetrol

Gambar 2.4 Struktur Estrone (E1), Estradiol (E2), Estriol (E3) dan Estetrol

(E4) (Coelingh Benning et al, 2008).

Selain di ovarium, estrogen juga di sintesis di adrenal, testis, plasenta,
jaringan lemak dan susunan saraf pusat namun dalam jumlah yang kecil. Hal ini

menyebabkan wanita mempunyai kadar estrogen yang rendah setelah menopause
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(Baziad, 2003). Estrogen memiliki fungsi secara umum yaitu sebagai perangsang
sintesis DNA melalui pembentuk utusan RNA (messenger RNA), sehingga terjadi
peningkatan sintesis protein (Iswahyuni, 2011).

Estrogen memiliki peran yang sangat penting dalam fungsi modulasi
sistem saraf pusat yaitu memberikan perlindungan dari kerusakan pada otak,
terutama dengan mengurangi respon inflamasi. Estrogen mengurangi respon
inflamasi, seperti pada penekanan produksi beberapa mediator proinflamasi
termasuk ekspresi protein dan kadar IL-1b, IL-6, dan TNFa (Lewis et al., 2008;
Khaksari et al., 2011; Asl et al., 2013). Selain itu, sebagai antiinflamasi, estrogen
juga dapat menghambat ekspresi MMP-9 dan siklooksigenase (Lewis et al.,
2008). Estrogen memiliki peran dalam gangguan neurodegeneratif seperti
Alzheimer disease (AD) dan Parkinson disease (PD) (Cersosimo, and Benarroch,
2015). Salah satu jenis estrogen yaitu estradiol dapat mengatur fungsi mikroglia
dan astrosit yang berhubungan dengan peradangan dengan menghambat
pelepasan sitokin dan aktivasi serta migrasi sel imun (Asl et al., 2013). ERpB
banyak terdistribusi di jaringan otak tikus dewasa (Mitra et al., 2003).

Mekanisme regulasi estrogen khususnya 17p-estradiol terdiri dari 4 jalur
yaitu jalur ER-dependent, nuclear-initiated estrogen signaling, ER-dependent,
membrane-initiated estrogen signaling, The ER-independent pathway dan
Ligand-independent activation of ER. Adapun penjelasannya sebagai berikut ini
(Cui et al., 2013):

1. ER-dependent, nuclear-initiated estrogen signaling
Jalur ER-dependent, nuclear-initiated estrogen signaling estrogen akan

berikatan dengan Esrogen Receptor (ER). Estrogen yang berikatan dengan ER
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akan menjadi estrogen yang teraktivasi. ER teraktivasi akan bertranslokasi dari
membran plasma ke nukleus di mana estrogen ER teraktivasi tersebut dapat
merekrut faktor transkripsi dan kofaktor lain untuk urutan target spesifik DNA,
estrogen response elements (EREs), dalam promotor gen yang responsif estrogen.
Dalam jalur ini, terdapat dua mekanisme ikatan antara Estrogen dengan ER, yaitu
melalui jalur classical dan nonclassical. Pada jalur classical, ER yang teraktivasi
dan masuk ke nukleus akan berikatan dengan ERES yang merupakan bagian dari
DNA dan mengekspresikan protein-protein tertentu. Sedangkan pada jalur
nonclassical ER teraktivasi tidak berikatan dengan EREs, namun berikatan
dengan factor-faktor transkripsi dan mempengaruhi aktivitasnya seperti faktor
transkripsi stimulating protein-1 (SP-1), activator protein 1 (AP-1), nuclear factor
kB (NF-kB), and c-jun. Selanjutnya berikatan dengan Promotor DNA dan terjadi
proses transkripsi menghasilkan protein.
2. ER-dependent, membrane-initiated estrogen signaling

Pada jalur ini, estrogen berikatan dengan ER di membran. Terdapat dua
jenis estrogen di membrane yaitu ER-X dan GPR30. Pengiriman sinyal oleh ER
melalui second messengers dengan tiga kemungkinan yaitu translokasi ke nukleus
dan berikatan dengan promotor DNA sehingga menghasilkan protein. Kedua yaitu
second messengers dapat mengaktifkan reseptor membran yang lain seperti
reseptor tyrosine kinase, metabotropic glutamate receptors (mGIuRs) dan
membuka ion channels, sehingga mengakibatkan rangkaian mekanisme dan
ekspresi protein lain. Ketiga, second messengers dapat mengaktifkan jalur lain

melalui aktivitas nontranskripsional.
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3. The ER-independent pathway

Meskipun sebagian besar tindakan biologis estrogen dimediasi melalui
ER, namun dalam jalur ini, estrogen tidak berikatan dengan ER. estrogen dapat
berperan sebagai agen antioksidan dan menekan stres oksidatif melalui jalur ER-
independen. Estrogen dapat mengatur aktivitas enzimatik untuk melindungi
kerusakan sel. Estrogen secara efektif mencegah stres pro-oksidan dengan
membatasi pelepasan Reactive Oxygen species (ROS) dari mitokondria yang
rusak melalui cincin fenolik A dari estrogen.
4. Ligand-independent activation of ER

Saat kondisi fisiologis normal, ER dapat diaktifkan dengan cara ligan-
independen melalui pensinyalan yang dipicu oleh berbagai faktor, termasuk
neurotransmitter seperti dopamin, faktor pertumbuhan seperti epidermal growth
factor (EGF) dan insulin-like growth factor-1 (IGF-1) dan aktivator jalur sinyal
intraseluler tertentu, seperti yang dimediasi oleh kinase PKC, PKA, MAPK dan
phosphatidylinositol 3-kinase. Aktivasi jalur ligan-independen terkait dengan
fosforilasi ER oleh ikatan protein seluler kinase dan ER teraktivasi akan berikatan
dengan EREs dan promotor di DNA sehingga dapat menghasilkan protein

tertentu.
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Gambar 2.5 Mekanisme Jalur Persinyalan Estrogen (Cui et al., 2013).

2.9  Tinjauan Neuroglia dan Mikroglia

Neuroglia merupakan sekumpulan sel yang memiliki peran diantaranya
pemberi nutrisi, pelindung, pengatur homeostasis serta penunjang kehidupan dari
sel neuron (Slone, 1994; Verkhratsky dan Parpura, 2014). Secara garis besar
neuroglia terbagi menjadi Makroglia dan Mikroglia dimana Makroglia masih
dibagi lagi menjadi Astrosit dan Oligodendrosit (Slone, 1994; Kettenmann dan
Verkhratsky, 2013; Verkhratsky dan Parpura, 2014). Penjelasan sebelumnya telah
disebutkan bahwa neuroglia yang terbagi menjadi Astrosit, Oligodendrosit dan
Mikroglia memiliki peran penting dalam memberikan penunjang dan

homesostasis kehidupan sel neuron.
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Gambar 2.6 Hubungan Neuroglia dengan Mikroglia

Hubungan antar sel di sistem saraf pusat bersifat sinergis. Neuron (ungu)
yang diselubungi aksonnya oleh Oligodendrosit (coklat). Selain itu neuron
melakukan sinaps dengan Mikroglia (kelabu) untuk meningkatkan terjadinya
neurogenesis dan mencegah terjadinya neurodegeneratif (Varnum dan lkezu,
2012). Astrosit (hijau) yangg menyerupai bentuk bintang memberikan nutrisi
untuk semua sistem saraf pusat (SSP) dan memiliki koneksi dengan sistem

vaskular (merah) (Gundersen et al., 2015).

Sel mikroglia pertama kali di karakterisasi oleh Pio del Rio-Hortega
dengan memberikan gambaran yang jelas mengenai phenotype morfologinya pada
sekitar tahun 1920 (Kettenmann, et al., 2011). Sel ini melepaskan substansi larut
seperti faktor neurotropik yang mempengaruhi tingkat proliferasi dari sel neural
progenitor (Choi, et al., 2008). Hal ini akan meningkatkan respon cedera pada
otak (Kettenmann et al., 2011) dan meningkatkan neurogenesis dan atau
proliferasi progenitor yang terjadi pada penyakit seperti epilepsi, stroke,
neuroinflamasi maupun penyakit neurodegeneratif lainnya.

Mikroglia merupakan makrofag dalam central nervous system (CNS). Sel
ini berasal dari mesodermal atau mesenkimal dan bermigrasi ke seluruh sistem

susunan saraf pusat, kemudian menyebar ke daerah parenkim otak. Melalui
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signaling pathways sel mikroglia berkomunikasi dengan neuron dan sistem
kekebalan tubuh. Sebagai makrofag di CNS, sel mikroglia bertindak sebagai
bentuk aktif pertama dan utama dari sistem imun (Filiano et al., 2015). Mikroglia
yang telah aktif dapat menjalankan banyak fungsi seperti fagositosis, melepaskan
sitokin, melakukan perbaikan pada sel dan berperan sebagai antigen presenting
cell (APC) (Morales et al., 2014).

Mikroglia memiliki dua fenotipe yang memiliki perbedaan dalam
aktivasinya, yaitu M1 dan M2. Mikroglia dapat mengalami polarisasi M1 dan M2
setelah aktivasi di otak, yang melibatkan pada proses neurodegenerasi (Nakagawa
dan Chiba, 2015; Xiong et al., 2016). Fenotipe M1 disebut juga aktivasi klasik,

terkait dengan besar respon inflamasi yang dilepaskan yaitu IL-1p3, TNF-& dan

mengekspresikan inducible nitric oxide synthase (iNOS). M2 disebut juga jalur
alternatif dan memiliki peran sebagai antiinflamasi. Aktivasi dari M2 akan
menghasilkan 1L-4 atau IL-13 dan mengatasi peradangan dan perbaikan jaringan.
M2 berperan pada penonaktifan sel apoptosis atau paparan sitokin antiinflamasi
seperti IL-10 dan mengubah faktor pertumbuhan-b (TGF-b) dan meredakan
peradangan akut (Orihuela et al., 2016; Tang and Le, 2016).

Mikroglia sebagai salah satu jenis sel imun seperti makrofag pada CNS
memiliki dua fungsi sebagai neurotoksik dan neuroprotektif (Eyo, U. B and Long-
JunWu, 2013; Suzumura, 2013). Mikroglia berasal dari sel myeloid di perifer
yang jumlahnya mencapai 12% sel di CNS (Block et al., 2007). Mikroglia
terakumulasi  di lesi (daerah cedera) yang diakibatkan adanya gangguan
neurodegeneratif seperti Alzheimer disease, Parkinson disease, Amyotrophic

Lateral Sclerosis (ALS) dan Multiple Sclerosis (MS) (D. Farfara et al., 2008).
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Mikroglia dianggap sebagai pertahanan garis pertama yang dapat merespon
rangsangan dengan cepat. Ketika diaktifkan, mikroglia mengalami perubahan
morfologi menjadi amoeboid, berproliferasi, bermigrasi ke daerah yang terluka
atau cedera dan melepaskan berbagai faktor terlarut serta memfagositosis zat-zat
asing. Perpindahan mikroglia ke daerah yang terdapat cedera atau luka
dikendalikan oleh kemokin dan ATP nukleotida (J. EI Khoury and A. D. Luster,
2008). Berdasarkan dua fungsi yang dimiliki mikroglia yaitu sebagai neurotoksik
dan neuroporotektif, mikroglia dapat menghasilkan berbagai faktor neurotoksik
dan neuroprotektif. seperti sitokin inflamasi yaitu IL-1b, TNFa, IL-6, IFN-y.
Selain itu, juga menghasilkan superoksida dan nitric oxide. Faktor-faktor ini dapat
mengganggu fungsi neuronal. Sebaliknya, mikroglia juga menghasilkan berbagai
macam faktor neuroprotektif seperti neurotropin, BDNF, GDNF, NG (Suzumura,
2013).

Mikroglia yang teraktivasi mengalami transformasi dari keadaan bercabang
yang beristirahat (resting) menjadi bentuk amoeboid dan melepaskan faktor-faktor
penanda permukaan seperti CD14, molekul Major Histocompatibility Complex
(MHC), reseptor kemokin dan beberapa penanda lainnya. Dalam keadaan aktif,
beberapa faktor penanda tersebut dapat memiliki fungsi yang penting pada
kelangsungan hidup neuron seperti pemeliharaan seluler (contohnya, pembersihan
sisa-sisa sel yang beregenerasi) dan sebagai sistem imun bawaan (Harry et al.,
2004; Simard et al., 2006 Wilkinson et al, 2006). Pada penyakit
neurodegeneratif, terdapat mikroglia yang aktif dalam jumlah yang besar. Hal ini
merupakan suatu kondisi yang disebut mikrogliosis yang melibatkan mikroglia

aktif dalam patologi penyakit (Block et al., 2007).
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2.10 Tinjauan HMC3
Sel mikroglia yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah sel

mikroglia (ATCC® CRL-3304™) dengan spesifikasi

Organisme Asal : Homo sapiens (manusia)
Jaringan : Otak

Tipe Sel : Mikroglia

Usia : Embrio

Morfologi : Makrofag

Sifat Pertumbuhan  : Melekat

Penggunaan : Sel mikroglia manusia yang telah ditransformasi namun
tetap memiliki sifat sel mikroglia primer. Seringkali digunakan untuk analisis
biokimia terkait fungsi sel mikroglia di dalam otak, seperti dalam mekanisme
neuroinflamasi.

Sumber : ATCC (ATCC, 2016)

2.11 Tinjauan Interferon gamma (IFN- 7y)

Interferon merupakan protein sinyal yang dihasilkan oleh sel normal yang
memiliki peran sebagai respon terhadap infeksi (Taylor, et al. 2014). Interferon
pertama kali ditemukan pada tahun 1954 oleh Nagano dan Kojima pada virus di
kelinci. Tiga tahun kemudian Issacs dan Linderman berhasil menemukan molekul
yang serupa dari pengamatan terhadap sel ayam yang diinkubasi dengan virus
influenza. Pengamatan tersebut memberikan gambaran terbentuknya suatu faktor
yang dapat melindungi sel dari infeksi virus (Kalliolias, et al. 2010). Interferon

(IFN) diklasifikasikan kedalam 3 tipe diantaranya Tipe 1 yang terdiri dari [FNa
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dan IFN, Tipe 2 yang terdiri dari IFNy, dan Tipe 3 yang terdiri dari IFNA (Green,
et al. 2017).

IFN-y merupakan protein yang memiliki peranan penting dalam regulasi
imunitas alami dan seluler. Protein ini diproduksi oleh sel imun. Mayoritas
diproduksi oleh sistem imun alami yang diwakili oleh Sel Natural Killer (NK) dan
Sel Natural Killer T (NKT). Sementara dari sistem imun seluler diwakili oleh Sel
CD4 Th1l dan Sel CD8 Sitotoksik. Selain menghambat replikasi virus, karenanya
IFN-y mampu menstimulasi sel imun. Meregulasi secara langsung maupun tidak
langsung Major Histocompatibility Complex class Il (MHCII). Ujungnya, IFN-y
mampu mengaktifkan makrofag dan memicu keluarnya sitokin pro-inflamasi
(Schoenborn, et al. 2007).

2.12 Tinjauan Nuclear Chain Kappa Light B Activated (Nf-kB)

Nuclear Chain Kappa Light B Activated (Nf-kB) merupakan salah satu
keluarga faktor transkipsi yang memiliki peran dalam regulasi berbagai transkipsi
protein di sel. Regulasi yang dilakukan meliputi proliferasi, inflamasi, dan
proteksi terhadap invasi antigen. Nf-xB bisa ditemui di sitoplasma secara tidak
aktif terikat bersama IKK Komples dan secara aktif dalam bentuk dimer tunggal
di nukleus. Nf-xB terdiri dari 5 anggota utama diantaranya ialah p65/ relA, relB,
c-rel, p50, dan p52. Aktivasi Nf-xB bisa dilakukan melalui berbagai signal
intraseluler yaitu faktor pertumbuhan, sitokin, kemokin, virus, dan komponen
dinding sel bakteri. Signal intraseluler tersebut menyebabkan fosforilasi pada
rantai pengikat Nf-xB dan Inhibitor Kinase B (IkB) sehingga IkB lepas dari ikatan

dengan Nf-xB dan mengalami degradasi oleh protein P20S. Nf-kB yang telah
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lepas tersebut akan melakukan translokasi atau berpindah dari sitoplasma ke
nukleus dan akan melakukan transkipsi gen (Tilstra et al., 2011).

Estrogen Receptor yang berikatan dengan E2 atau estradiol (Estrogen
Receptor teraktivasi) juga merupakan faktor transkipsi yang memediasi respons
biologi pada sistem reproduksi dan non-reproduksi yaitu sistem kardiovaskuler,
tulang persendian, dan sistem saraf. Estrogen receptor yang teraktivasi mampu
menghambat aktivasi Nf-kB dengan 5 mekanisme. 2 mekanisme terdapat di
sitoplasma dan 3 mekanisme penghambatan yang lain di nukleus. Mekanisme di
sitoplasma meliputi mekanisme penghambatan fosforilasi pada rantai ikatan
antara Nf-kxB dengan IkB dan mekanisme penghambatan degradasi IkB oleh
protein P20S. Sementara penghambatan di nukleus terdapat 3 macam diantaranya
menghambat Nf-kB, menghambat coactivator, dan menghambat kompleks Nf-xB

dengan coactivator (Kalaitzidis and Gilmore, 2005).
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Gambar 2.7 Mekanisme Penghambatan Aktivasi Nf-kB oleh Estrogen Receptor
Teraktivasi (Kalaitzidis and Gilmore, 2005).
2.13 Tinjauan Major Histocompatibility Complex Class Il (MHC I1)

Major Histocompatibility Complex (MHC) merupakan sekumpulan gen
yang ditemukan pada semua jenis vertebrata. Gen tersebut terdapat di kromosom
nomor 6 manusia dan lebih dikenal sebagai kompleks antigen leukosit manusia
(HLA). Protein MHC vyang disandikan berperan dalam mengikat dan
mempresentasikan antigen peptida ke sel T. Protein MHC terdiri dari 2 kelas
struktur, yaitu protein MHC kelas 1 (MHC 1) dan protein MHC kelas 2 (MHC 1)
(Defranco, 2007).

Protein MHC kelas Il terdapat pada permukaan sel B, makrofag, sel

dendritik, dan beberapa sel penampil antigen (Antigen Presenting Cell atau APC)

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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khusus. Melalui protein MHC kelas Il inilah, APC dapat mempresentasikan
antigen ke sel T helper (Th) yang akan menstimulasi reaksi inflamatori atau
respon antibodi. MHC kelas |1 ini terdiri dari dua ikatan non kovalen polipeptida
integrated-membrane yang disebut o dan . Biasanya, protein ini akan
berpasangan untuk memperkuat kemampuannnya untuk berikatan dengan reseptor
sel T. Pada sistem otak pusat, MHC Il diekspresikan saat mikroglia aktif atau

dalam bentuk ramified (Defranco, 2007 and Rock, 2004).

2.14  Tinjauan Immunocytochemistry (ICC)

Immunocytochemistry adalah metode yang menggunakan antibodi untuk
mengidentifikasi protein atau molekul dalam sel yang dapat dilihat dengan
mikroskop. ICC juga diartikan sebagai suatu metode yang digunakan untuk
mendeteksi adanya ekspresi protein spesifik atau antigen dalam sel dengan
menggunakan antibodi primer spesifik yang akan berikatan dengan protein atau
antigen. Antibodi primer spesifik ini mampu memvisualisasi protein di bawah
mikroskop fluorescence, ketika dia berikatan dengan antibodi sekunder yang telah
dikonjugasi dengan fluorophore atau senyawa yang dapat berflouresensi (Burry,
2010).

Confocal Laser Scanning Microscopy merupakan instrumen yang
digunakan untuk mengamati sampel dengan memanfaatkan laser sebagai sumber
pengamatan dan menggunakan kamera untuk merekam hasil pengamatan dimana
selanjutnya diolah menggunakan software pengolah data yang terdapat pada
komputer. Pada instrumen ini digunakan pendar sampel setelah dikenai laser
dengan panjang gelombang tertentu (Lattante et al., 2014). Instrumen ini pada

awalnya dikembangkan oleh seorang mahasiswa kesehatan di Amerika Serikat
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bernama Marvin Minsky untuk mengamati aktivitas sel ota (Claxton et al., 2010).
Instrumen ini memberikan struktur sel lebih baik dibandingakan dengan SEM

maupun TEM yang dapat diamati pada gambar berikut ini:

Gambar 2.8 (a) pengamatan SEM (b) pengamatan CLSM
(Claxton et al., 2010)

Instrumen ini memiliki mekanisme kerja yang sedikit rumit untuk menghasilkan

hasil yang luar biasa yang dapat diamati pada gambar berikut ini:
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Gambar 2.9 Diagram CLSM.
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2.15 Tinjauan Uji Kruskal Wallis

Uji Kruskal Wallis adalah salah satu peralatan statistika non-parametrik
dalam komponen prosedur untuk sampel independen. Prosedur ini digunakan
untuk membandingkan dua variabel yang diukur dari sampel yang tidak sama
(bebas), dimana kelompok yang diperbandingkan lebih dari dua. Dalam statistik
parametrik ketika kelompok yang ingin diperbandingkan lebih dari dua, dapat
digunakan analisis varians (ANOVA). Sebaliknya pada statistik non-parametrik,
alternatifnya menggunakan analisis varians satu arah berdasarkan peringkat yaitu

Kruskal Wallis (Daniel, 1991).
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Variabel yang diteliti

I Garis menghambat

» Garis alur proses

3.2 Uraian Kerangka Konseptual

Salah satu hal yang wajar pada setiap insan adalah menjadi tua. Wanita
akan memasuki masa menopause. Periode tersebut memberikan dampak pada
psikologis, fisik, maupun hormonal dalam tubuh. Beberapa hormon mulai
mengalami penurunan dan hilang dari tubuh. Salah satunya hormon estrogen yang
diproduksi oleh ovarium. Hal ini menyebabkan Estrogene Receptor (ER)
kinerjanya berkurang dan bahkan fungsinya terganggu. Terjadinya defisiensi
estrogen ini sering dikaitkan dengan penyakit neurodegeneratif karena di otak
terdapat ERpB. Estrogen yang berlekatan dengan ER dan beraktivasi secara agonis
akan meregulasi faktor transkipsi tertentu agar proses inflamasi ditekan (Cui et
al., 2013).

Sebagai upaya pemicu terhadap neuroinflamasi pada sel, digunakan IFN-y
sebagai activator sel mikroglia HMC3. IFN- y yang merupakan interferon tipe Il
mampu mengaktivasi makrofag. Mekanisme ini diawali dari terurainya
IKKkompleks karena stimulus dari IFN- y. IKKkompleks merupakan kelompok
protein yang terdiri dari faktor transkipsi Nf-kxB dan regulatornya, yaitu IkB.
Penguraian IKKkompleks tak hanya memisahkan Nf-kB dengan IkB, namun juga
membuat IkB dilekati oleh fosfat dan mengalami degradasi oleh protein P20S. Nf-

kB dalam bentuk dimer tunggal merupakan bentuk aktif dan akan melakukan
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translokasi ke nuklues. Nf-kB yang berlekatan dengan ko-aktivator akan
mempengaruhi transkipsi gen, salah satunya inflamasi dan aktifnya sel mikroglia.
(Tilstra et al., 2011, Endang, 2016 dan Kaltschmidt., 2009).

Sementara itu, M. crenata melalui berbagai penelitian disebut memiliki
senyawa Fitoestrogen. Fitoestrogen merupakan senyawa kimia dari tumbuhan
yang memiliki struktur dan fungsi yang sama seperti estrogen atau memiliki
afinitas terhadap Estrogene Receptor (Yang et al., 2012). Fitoestrogen berlekatan
dengan ER-B sehingga teraktivasi dan mampu memberikan respons. Respon yang
terkait dengan neuroprotektif ialah menghambat proses fosforilasi 1kB. Sehingga
IkB tetap bersama Nf-xB (Kalaitzidis and Gilmore, 2005).

Aktivasi sel mikroglia ditandai dengan keluarnya MHC [l. Menurut
Klaassen et al (2015) menyatakan bahwa MHC Il ini merupakan marker yang
keluar saat makrofag diinduksi oleh IFN- y. Hal ini mampu dideteksi dengan
perwarnaan imun salah satunya dengan Immunocytochemistry. Hasilnya dapat
tervisualisasi secara kualitatif berupa intensitas flouresensi di bawah Confocal
Laser Scanning Microscope (CLSM).

3.3 Hipotesis Penelitian
Fraksi air Marsilea crenata C. Presl memiliki efek neuroprotektif pada sel

mikroglia HMC3.



BAB IV
METODE PENELITIAN
4.1  Jenis dan Rancangan Penelitian
Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian eksperimental
laboratorik, dan untuk mencapai tujuan penelitian ini dilakukan beberapa tahapan
penelitian sebagai berikut :
1. Ekstraksi daun semanggi menggunakan pelarut etanol 96% kemudian
fraksinasi bertingkat menggunakan corong pisah dengan pelarut n-heksan,
etil asetat, n-butanol, dan air secara berurutan.
2. Tahapan penyiapan sel mikroglia dan sub-kultur selama beberapa minggu
serta induksi IFN-y 10 ng selama 24 jam.
3. Uji aktivitas neuroprotektif menggunakan Immunocytochemistry dengan
pengamatan flouresensi melalui Confocal Laser Scanning Microscope
(CLSM).
4.2  Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian akan dilakukan pada Januari 2019 — Juli 2019 bertempat di
Laboratorium Fitokimia Departemen Biologi Farmasi Jurusan Farmasi
Universitas Islam Negeri Maulana Malik lbrahim Malang dan Laboratorium
Kultur di Laboratorium Bioamaging Lembaga Sentral llmu Hayati Universitas

Brawijaya Malang.
4.3. Populasi dan Sampel

4.3.1 Populasi
Marsilea crenata C. Presl yang ditanam di sawah di daerah Kecamatan

Benowo, Surabaya, Jawa Timur.
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4.3.2 Sampel Tanaman
Sampel tanaman yang digunakan pada penelitian ini adalah daun Marsilea

crenata C. Presl yang diambil dari sawah.

4.3.3 Sel Kultur
Sel menggunakan sel mikroglia yang didapatkan dari American Type

Culture Collection dengan kode CRL-3304.

4.3.4 Teknik Pengambilan Sampel

Teknik pengambilan sampel yang digunakan pada penelitian ini yaitu
random sampling.
4.4  Variabel Penelitian
4.4.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah fraksi air daun semanggi yang
diberikan sebagai perlakuan dengan dosis 62,5 ppm, 125 ppm, dan 250 ppm.
4.4.2 Variabel Tergantung

Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah intensitas flouresensi di
CLSM.
4.4.3 Variabel Kontrol

Jenis sel mikroglia, lama inkubasi sel mikroglia, suhu inkubasi sel
mikroglia, dosis IFN- y yang diinduksikan, suhu pengeringan ekstrak, perawatan

media kultur, dosis fraksi yang diberikan untuk perlakuan.

4.4.4 Definisi Operasional
1 Sampel dalam penelitian ini adalah daun semanggi yang diperoleh dari
daerah Benowo, Surabaya, dan diidentifikasi di Materia Medika, Batu,

Malang.



10

39

Ekstrak etanol 96% merupakan ekstrak yang didapatkan dari proses
ekstraksi ultrasonik daun semanggi menggunakan pelarut etanol 96%.
Fraksi air merupakan fraksi dari ekstrak etanol 96% daun semanggi
dengan fraksinasi bertingkat menggunakan corong pisah dengan berbagai
pelarut secara berurutan n-heksan, etil asetat, n-butanol, dan aquadest.

Sel mikroglia merupakan sel mikroglia manusia yang telah
ditransformasi namun tetap memiliki sifat sel mikroglia primer.

MHC 1l merupakan faktor penanda aktivasi sel mikroglia dari resting
state ke bentuk activated setelah induksi IFN- y.

IFN- vy merupakan induktor yang diberikan pada sel mikroglia agar sel
tersebut aktif dengan dosis 10 ng selama 24 jam.

Kontrol negatif merupakan sel yang tidak mendapatkan perlakuan dosis
fraksi.

Kontrol positif merupakan sel yang mendapatkan perlakuan genistein
50 uM.

Dosis merupakan fraksi air daun Marsilea crenata C. Presl yang
digunakan sebagai perlakuan pada sel, dilarutkan dalam DMSO 0,5%
dengan surfaktan Tween 80 0,5%.

Subkultur sel mikroglia, Sel mikrogia didapatkan dari ATCC, USA. Sel
disubkultur dengan media komplit berisi Eagle’s Minimum Essential
Medium (EMEM) dengan 10% FBS dan 1% Pen-Strep dalam CO,
dengan kelembaban atmosfer 5% pada suhu 37 °C. Pada percobaan

aktivasi mikroglia, sel di letakan dalam 24-well microplates dengan
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kerapatan 1 x 10° sel / well. Sel yang telah siap dilakukan, diberikan IFN-
v sebanyak 10 ng selama 24 jam.
11 Pengukuran MHC I dilakukan menggunakan metode
immunocytochemistry (ICC), sel mikroglia HMC3 dikultur di 24-well
microplate yang telah diberikan coverslip. Sel kemudian direndam
selama 10 menit dalam 4% paraformaldehyde pada 4°C, lalu
dipermeabilisasi dalam 0.1% Triton X-100 selama 10 menit, lalu
dilakukan tahapan blocking ikatan nonspesifik dengan BSA selama 30
menit, kemudian sel diinkubasi semalam pada 4°C dengan campuran 1 :
200 anti rabbit MHC II, lalu sel diinkubasi dengan campuran 1 : 500 Anti
Rabbit FITC selama 1 jam, sel selanjutnya dianalisis menggunakan
confocal laser scanning microscopy.
45  Alat dan Bahan
451 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain erlenmenyer 500
mL, gelas ukur 500 mL, batang pengaduk, corong pisah, kertas saring, spatula,
pipet ukur, cawan porselen , conical tube 15 mL, conical tube 50 mL, yellow tip,
blue tip, white tip, spuit 10 mL, Flask culture 25 cm? mikropipet 1000 pL,
mikrofilter 0,22 um, neraca analitik, Ultrasonic Cleaner, Rotary Evaporator,
Oven, Biosafety Cabinet, Inkubator, Inverted Microscope, Confocal Laser
Scanning Microscope, waterbath, 24-well microplate, centrifuge, coverslip.
4.5.2 Bahan Tanaman

Bahan tanaman yang digunakan pada penelitian ini yaitu daun M. crenata

yang didapatkan di daerah Benowo, Kota Surabaya, Provinsi Jawa Timur.
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Bahan Sel

Sel yang digunakan dalam penelitian ini adalah sel mikroglia dari ATCC,

USA. Sel tersebut merupakan sel mikroglia dari manusia.

454

Bahan Kimia

Etanol 96%, Tween 80, alkohol 70%, PBS, FBS, Anti-Rabbit MHC II,

Anti-Rabbit FITC, Triton X-100, , EMEM, DMSO, PFA, n-heksan, etil asetat, n-

butanol, aquadest, BSA.

4.6

4.6.1

4.6.2

Prosedur Penelitian
Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman dilakukan di Materia Medika, Batu, Malang.

Preparasi Sampel

Preparasi sampel dimaksudkan untuk memperoleh simplisia dari tanaman

M. crenata C. Presl, diantaranya sebagai berikut:

1.

2.

4.6.3

Daun M. crenata C. Presl dipanen dan lalu dicuci
Dikeringkan dibawah sinar matahari pada jam 07.00 — 11.00.
M. creanata C. Presl yang sudah kering lalu diserbuk kemudian
ditimbang.
Disimpan di tempat yang kering serta terlindung dari paparan sinar
matahari untuk mencegah penurunan mutu dan kerusakan.

Penentuan Kadar Air Simplisia

Penentuan kadar air ini menggunakan alat moisture analyzer. Hasil yang

didapatkan berupa persentase jumlah air. Adapun prosedur penggunaannya

sebagai berikut:

1.

Dinyalakan alat moisture analyzer.
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Dilakukan kalibrasi dan layar menunjukan tampilan 0,000 g.

Penutup alat dibuka dan sample pan kosong dimasukan ke dalam sample
pan holder.

Penutup alat diturunkan dan secara otomatis alat akan menunjukan
tampilan 0,000 g pada layar monitor.

Simplisia sejumlah £ 0,500 g dimasukan ke dalam sample pan dan
penutup alat diturunkan.

Kemudian secara otomatis, alat akan mengukur kadar air serbuk

simplisia daun semanggi.

4.6.4 Prosedur Ekstraksi

Proses ekstraksi simplisia daun M. crenata dilakukan dengan

menggunakan metode ultrasonik dengan pelarut etanol 96%, hasil ektraksi

kemudian diuapkan menggunakan rotary evaporator hingga kering. Langkah-

langkah ekstraksi yang dilakukan adalah sebagai berikut.

1.

2.

Ditimbang simplisia daun semanggi seberat 30 gram.

Masing-masing simplisia dimasukkan kedalam gelas beaker dan
ditambahkan 200 ml etanol.

Diatur waktu untuk proses ektraksi yaitu 3 x 2 menit sambil diaduk pada
setiap jeda waktunya.

Hasil ekstraksi disaring.

Residu ditambahkan kembali dengan pelarut sebanyak 2 x 150 mi
disertai ulangan proses 3 dan 4.

Filtrat yang terkumpul dimasukkan labu rotary evaporator.

Suhu alat diatur 50°C dengan kecepatan pemutaran 70 rpm.
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8. Ekstrak hasil rotary evaporator dikeringkan dalam oven pada suhu 40°C
agar diperoleh ekstrak kental.
4.6.5 Proses Fraksinasi
Proses fraksinasi ekstrak etanol 96% daun semanggi menggunakan alat
corong pisah dengan menggunakan metode fraksinasi bertingkat. Hasil fraksinasi
kemudian diuapkan dengan dengan rotary evaporator hingga kering. Langkah-
langkah fraksinasi yang dilakukan adalah sebagai berikut:
1. 70 gram ekstrak disuspensikan dengan aquadest 700 ml.
2. Dimasukkan dalam corong pisah kemudian ditambah dengan pelarut n-
heksan 700 ml.
3. Dikocok dan didiamkan hingga terpisah 2 fase.
4. Diambil fase n-heksan.
5. Kemudian fase air dicampur dengan etil asetat 700 ml.
6. Dikocok dan didiamkan hingga terpisah 2 fase.
7. Diambil fase etil asetat.
8. Kemudian fase air dicampur dengan n-butanol 700 ml.
9. Dikocok dan didiamkan hingga terpisah 2 fase.
10. Dipisahkan antara fase air degan fase n-butanol.
11. Fraksi air di evaporasi dengan rotary evaporator pada suhu 50 °C dan 72
mbar.
4.6.6 Subkultur Sel Mikroglia
Prosedur kultur dimulai dari pembuatan medium komplit, Thawing cell,

dan subkultur. Langkah-langkahnya sebagai berikut :
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4.6.6.1 Pembuatan Medium Komplit

Medium Komplit (MK) merupakan sumber nutrisi yang mendukung

perkembangbiakan sel. Langkah pembuatannya sebagai berikut:

1.

Disterilkan alat kultur dengan etanol 70% sebelum masuk Bio Safety
Cabinet.

Disiapkan Fetal Bovine Serum (FBS) dan Medium EMEM dalam conical
tube 50 mL.

Dipindahkan Penicilin-Streptomycin (PenStrep) 150 uL dalam conical
tube 15 mL.

Ditambahkan FBS 1350 uL dan ditambah ad 15 mL medium EMEM
dalam conical tube 15 mL.

Dihomogenkan dan dilakukan pemanasan dengan waterbath 37°C selama

10 menit.

4.6.6.2 Thawing Cell

Thawing cell memiliki arti mencairkan sel. Langkah ini dilakukan saat sel

pertama kali di terima dilaboratorium kultur. Langkahnya sebagai berikut :

]

2.

Dilakukan pemanasan vial cell dengan waterbath 37°C selama 2 menit.
Dipindahkan 5 mL MK dengan spuit dalam conical tube 15 mL,
kemudian jarum diganti filter berukuran 0,22 pm.

Dipindahkan 2 mL MK ke conical tube 15 mL.

Dipindahkan sel dengan mikropipet ke conical tube 15 mL.

Ditambahkan 3 mL MK tersisa ke conical tube 15 mL lalu

dihomogenkan.
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Dilakukan sentrifugasi 800 rpm / 5 menit, dibuang supernatant dan
diambil pellet sel.
Dipindahkan 2 mL ke conical tube 15 mL, dimasukkan pellet
kedalamnya dan di homogenkan.

Preparasi Fraksi Air Marsilea crenata C. Pres|

Prosedur preparasi merupakan proses pembuatan larutan sampel dengan

berbagai varian dosis, langkahnya sebagai berikut:

1.

2.

4.6.6

Ditimbang 50 mg sampel fraksi air M. crenata C. Presl.

Ditambahkan 50 puL 0,5% Tween 80 dan 1 mL DMSO 0,5% kemudian
diaduk hingga homogen.

Dipindahkan fraksi dalam labu ukur 10 mL kemudian ditambah dengan
DMSO 0,5% hingga tanda batas.

Larutan sampel difiltrasi menggunakan 0,22 pL millipore.

Disimpan dalam tabung steril dan diencerkan larutan induk dengan variasi
dosis 62,5 ppm, 125 ppm, dan 250 ppm.
Analisis dengan Immunocytochemistry melalui Confocal Laser

Scanning Microscope (CLSM)

Langkah analisis dengan menggunakan ICC melalui CLSM, adalah

sebagai berikut:

1.

2.

Dimasukkan coverslip ke dalam 24-well microplate.

Ditambahkan sel pada 24-well microplate.

Dimasukkan inkubator selama 24 jam.

Difiksasi dengan penambahan 4% Paraformaldehyde (PFA) selama 10

menit.
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Dicuci dengan PBS 3 X 5 menit.

Ditambahkan 0,1 % Tritron X-100 selama 10 menit.

Dibilas dengan PBS 3 X 5 menit.

Ditambahkan blocking buffer 1% BSA selama 30 menit.

Ditambahkan Anti Rabbit MHC Class Il (1:200) selama 24 jam dalam
suhu 4°C

Dibilas dengan PBS 3 X 5 menit.

Ditambahkan antibodi sekunder Anti Rb FITC (1:500) selama 1 jam pada
ruang gelap

Dibilas dengan PBS 3 X 5 menit.

Diambil coverslip objek tempat melekat sel dan diletakkan dikaca
preparat secara terbalik

Dianalisis dengan CLSM

Analisis Data

Analisis data hasil penelitian ini dilakukan menggunakan program IBM

SPSS Statistic 24. Langkah-langkah uji hipotesis komparatif adalah sebagai

berikut (Dahlan, 2014):

1.

Uji normalitas data bertujuan untuk menginterprestasikan apakah suatu
data memiliki sebaran normal atau tidak, karena pemilihan penyajian
data dan uji hipotesis tergantung dari normal tidaknya distribusi data.
Untuk penyajian data yang terdistribusi normal, maka digunakan mean
dan standar deviasi sebagai pasangan ukuran pemusatan dan penyebaran.
Sedangkan untuk penyajian data yang tidak terdistribusi normal,

digunakan median dan minimum-maksimum sebagai pasangan ukuran
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pemusatan dan penyebaran. Untuk uji hipotesis, jika 50 sebaran data
normal, maka digunakan uji parametrik. Sedangkan jika sebaran data
tidak normal, digunakan uji non-parametrik.

Uji homogenitas varian bertujuan untuk menguji berlaku atau tidaknya
asumsi ANOVA, vyaitu data yang diperoleh dari setiap perlakuan
memiliki varian yang homogen, maka analisa dapat dilanjutkan dengan
uji ANOVA. Bila tidak homogen, maka menggunakan alternatif Uji
Kruskal Wallis.

Regresi: bertujuan untuk melihat korelasi antara dosis dengan aktivitas.
Uji Kruskal Wallis bertujuan untuk membandingkan nilai rata-rata dari
masing-masing kelompok perlakuan dan mengetahui bahwa minimal ada
dua kelompok yang berbeda signifikan.

Uji U Mann Whitney dilakukan untuk mengetahui kelompok perlakuan
mana saja yang berbeda signifikan dengan kelompok perlakuan yang
lainnya. Apabila P value < 0,05 berarti terdapat perbedaan yang
bermakna antar kelompok perlakuan.

Uji Probit dilakukan untuk mengetahui dosis efektif (EDso) dari data
yang memberikan aktivitas penurunan major histocompatibility complex
Il (MHC II) berdasarkan flouresensi dari sel mikroglia HMC3 dalam

satuan persentase.
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BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1  Determinasi Tanaman dan Preparasi Sampel

Daun semanggi yang digunakan sebagai sampel dalam penelitian ini
didapat dari persawahan di daerah Kecamatan Benowo, Kota Surabaya, Jawa
Timur. Kemudian determinasi dilakukan di UPT Materia Medica Batu, Jawa
Timur. Determinasi tanaman sampel merupakan langkah Kklarifikasi bahwa
tanaman yang digunakan dalam penelitian benar tanaman yang dimaksud yaitu M.
crenata C. Presl. Metode yang digunakan dengan menggunakan kunci determinasi
dimana setiap tumbuhan akan digolongkan secara bertahap dari bangsa, suku,
marga, jenis, hingga derivat terbawahnya. Hasil determinasi dapat dilihat pada
lampiran 1. Berdasarkan hasil determinasi yang dilakukan di UPT Materia
Medika Batu Malang menunjukkan bahwa sampel yang digunakan adalah benar
Marsilea Crenata C. Presl sehingga sampel dapat digunakan dalam penelitian.

Pemanenan dilakukan dengan cara mengambil daun yang memiliki batang
dengan tinggi sekitar 20 cm. Kemudian dilakukan tahap preparasi agar didapatkan
simplisia yang siap untuk diekstraksi. Proses preparasi terdiri dari pencucian,
pengeringan, dan penyerbukan. Proses pencucian dilakukan dengan air mengalir.
Pencucian dilakukan agar pengotor berupa tanah, kotoran, maupun debu hilang.
Setelah daun semanggi bersih, dilakukan proses pengeringan dibawah sinar
matahari dari jam 07.00 — 11.00. Hal ini dimaksudkan agar terik matahari tidak
terlalu menyengat sehingga tidak merusak senyawa-senyawa yang terkandung
dalam tanaman (Dean, et al., 2014). Pengeringan dilakukan hingga daun kering

dan mudah rapuh saat dipegang dengan tujuan agar mengurangi hingga
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menghilangkan kadar air. Selanjutnya daun semanggi yang sudah Kkering
digrinding dengan menggunakan blender. Penyerbukan dilakukan agar luas
permukaan menjadi besar sehingga mempermudah tahapan ekstraksi. Serbuk
simplisia daun semanggi berwarna hijau. Dari 4 kg daun semanggi sawah
didapatkan 1,7 kg serbuk daun semanggi.
5.2  Penentuan Kadar Air Simplisia M. crenata C. Presl

Penentuan kadar air bertujuan untuk mengetahui kadar air simplisia M.
crenata C. Presl. Penentuan ini dilakukan dengan alat Moisture Analyzer.
Moisture Analyzer bekerja dengan prinsip gravimetri. Gravimetri merupakan
suatu metode analisis kuantitatif penentuan massa dari analit berdasarkan pada
perhitungan massa sebelum dan sesudah perlakuan. Penerapan metode gravimetri
dapat digunakan dalam penentuan kadar senyawa anorganik baik kation maupun
anion, bahkan dapat digunakan dalam penentuan kadar senyawa netral seperti ait
(Skoog et al., 2004). Oleh karena itu prinsip ini dapat diterapkan dalam penentuan
kadar air secara digital pada instrumen Moisture Analyzer. Sampel yang
mengandung air akan dipanaskan hingga 105 °C pada sample pan, sehingga air
akan menguap dan disusul dengan munculnya angka kadar air (%) yang
ditentukan dari berkurangnya kadar sampel selama pemanasan, sehingga
instrumen secara otomatis akan menampilkan nilai kadar air dalam satuan persen
(%).

Berdasarkan keputusan Peraturan Kepala Badan Pengawas Obat dan
Makanan Republik Indonesia nomor 12 tahun 2014 tentang persyaratan mutu obat
tradisional menyatakan bahwa kadar air yang diperbolehkan pada simplisia tidak

boleh lebih dari atau sama dengan 10%. Hasil yang didapatkan dalam penelitian
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ini adalah 8,6%. Sehingga nilai kadar air simplisia M. crenata C. Presl memenubhi
persyaratan dari BPOM. Nilai kadar air diatas 10% akan meningkatkan
pertumbuhan mikroorganisme didalamnya (Jessica et al., 2016), akibatnya
simplisia akan mudah membusuk atau dapat menyababkan perubahan pada
beberapa parameter organoleptis serta masa simpan bahan (Chandra, 2015).

Tabel 5.1 Nilai Kadar Air Serbuk Simplisia Kering M. crenata C Presl

Ulangan Kadar Air (%) Rata-rata (%)
1 8,45
2 8,30 8,6
3 9,07

5.3  Pembuatan Ekstrak Etanol 96% M. crenata C. Presl

Ekstraksi sonikasi penelitian ini dilakukan dengan pelarut etanol 96%.
Pemilihan etanol 96% sebagai pelarut karena memiliki sisi polar (adanya gugus
OH) dan sisi non-polar (rantai C-C) sehingga dapat melarutkan sebagian besar
analit yang dikandung, selain itu etanol 96% juga membutuhkan titik didih yang
rendah dan cenderung aman (tidak beracun dan berbahaya) (Ramadhan dan Phaza,
2010). Etanol 96% memiliki kandungan air yang lebih sedikit menyebabkan titik
didihnya lebih rendah daripada etanol 80%, 70%, atau 50% sehingga senyawa
yang termolabil tidak terdegradasi.

Serbuk simplisia seberat 30 gram diekstraksi dengan 500 mL etanol 96%,
yang mana pada saat ekstraksi dibagi 3 cluster (200 mL, 150 mL, 150 mL). Tiap
cluster diekstraksi selama 2 menit dengan 3 Kkali replikasi. Tujuannya agar
optimum proses ekstraksi yang dilakukan (Rukiana, 2018). Ekstrak etanol

dikumpulkan dengan cara filtrasi dengan kertas saring menggunakan corong
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pisah. Tujuannya agar filtrat dan residu terpisah satu sama lain. Hasil ekstraksi
sonikasi berupa ekstrak cair etanol 96% yang berwarna hijau tua.

Ekstrak etanol cair dipekatkan sekaligus dihilangkan pelarutnya dengan
vacum rotary evaporator pada suhu 50 °C dengan kecepatan putaran 175 psi. Alat
tersebut bekerja dengan prinsip yang sama dengan distilasi (pemisahan) dengan
ditambahkan pompa vakum untuk menurunkan titik didih pelarut 5 — 10 °C
dibawahnya dan rotasi pada evaporation flask agar kerusakan sampel akibat
pemanasan dapat diminimalkan. Perpaduan antara pompa vakum dan rotasi pada
alat ini mempercepat penguapan pelarut sehingga efisien (Vogel, 1979; Abeysena
and Darrington, 2014).

Pelarut yang menguap dalam bentuk gas akan melewati pendingin atau
sistem kondensor dan kembali menjadi cairan yang turun ke bawah menuju waste
jar dan labu tempat menampung pelarut hasil penguapan (Abeysena dan
Darrington, 2014). Suhu yang diatur pada waterbath untuk pemanasan
evaporation flask adalah 50 °C, karena titik didih etanol sebesar 78,37 °C
(Mulyono, 2006). Dilakukan penguapan sampai ekstrak konsistensinya berubah
menjadi lebih kental dan pekat. Sebagai langkah optimalisasi penghilangan

pelarut, maka sampel dioven dengan suhu 40 °C hingga ekstrak menjadi kering.



Gambar 5.1 Hasil Ekstrak Etanol 96% M. crenata C. Presl
(Sumber: Dokumentasi Putra, 2018)
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Hasil yang diperoleh setelah dioven adalah ekstrak kering berwarna hijau

tua pekat. Kemudian ekstrak tersebut ditimbang dan dihitung rendemennya.

Rendemen digunakan sebagai salah satu parameter untuk mengetahui seberapa

banyak ekstrak yang dihasilkan dari proses ekstraksi yang dinyatakan dengan

perbandingan antara jumlah ekstrak yang dihasilkan (berat akhir ekstrak) dengan

jumlah bahan yang digunakan (berat awal simplisia) dikalikan dengan 100%

(Warsono, 2013).

Tabel 5.2 Hasil Ekstraksi M. crenata C. Presl

Jumlah Jumlah Jumlah Metode % Rendemen
Serbuk Ekstrak Pelarut Ekstraksi i
921,864 g 26,505 g 14,5 L UAE 2,87 %

54 Pembuatan Fraksi Air M. crenata C. Presl

Metode yang digunakan untuk membuat fraksi air dari ekstrak etanol M.

crenata C. Presl adalah ekstraksi cair-cair. Fraksinasi cair-cair merupakan suatu

pemisahan yang didasarkan pada perbedaan kelarutan komponen dua pelarut yang
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tidak saling bercampur. Alat yang digunakan adalah alat yang sederhana yaitu
corong pisah. Prinsip fraksinasi menggunakan pelarut didasarkan pada distribusi
zat terlarut dan perbandingan tertentu antara dua pelarut yang tidak saling
bercampur (Harborne, 2006). Fraksinasi dimulai dari pelarut non-polar,
dilanjutkan dengan pelarut semi-polar, dan ditutup dengan pelarut polar
(Purwanto, 2015).

Dua pelarut yang tidak saling bercampur dalam penelitian ini adalah air
dan pelarut lainnya secara berturut-turut n-heksan, etil asetat, dan n-butanol.
Pemilihan pelarut ini karena memiliki kelarutan secara berturut turut 0,001%,
8,7%, dan 0,43% dengan air. Sementara nilai kepolaran berturut-turut dari n-
heksan, etil asetat, n-butanol, dan air adalah 0; 4,4; 4; dan 9 (Sadek, 2002). N-
heksan menjadi pelarut pertama karena memiliki sifat non-polar dilihat dari nilai
kepolaran. Etil asetat menjadi pelarut kedua karena memiliki sifat semi-polar
ditinjau dari nilai kepolaran. N-butanol menjadi pelarut ketiga karena memiliki
ikatan hidrogen yang kuat sehingga memiliki sifat polar. Ekstrak etanol 96%
dibuat suspensi dengan penambahan air. Dilarutkan dengan pelarut lainnya
dengan jumlah yang sama dalam corong pisah. Proses fraksinasi berlangsung saat
dilakukan pengocokan. Senyawa akan terdistribusi berdasarkan kesamaan sifat
polaritas dengan pelarut yang tidak saling campur tersebut tersebut

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) digunakan untuk mengetahui keberadaan
senyawa dalam fraksi. Fraksi yang ditotolkan pada plat silika gel Fys4 1 X 6 cm,
plat tersebut dapat menampakan flouresensi, sehingga senyawa-senyawa organik
yang terikat dapat divisualisasikan dan diamati dengan sinar UV-Vis dengan

panjang gelombang 254 nm dan 366 nm. Pada panjang gelombang, 254 nm plat
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silika akan berflouresensi dan noda akan tampak gelap, sementara di panjang
gelombang 365 nm noda akan berflouresensi dan plat silika akan tampak gelap.
Langkah ini dilakukan setiap memisahkan 2 fase sebagai langkah klarifikasi. Jika
fraksi yang telah difraksinasi masih terlihat noda maka dilakukan pengulangan
fraksinasi hingga plat KLT bebas dari noda. Sehingga ditambahkan kembali
pelarut yang sesuai kedalam corong pisah.

Fraksi air sebagai fraksi penutup dipekatkan dengan rotary vacum
evaporator dan pengeringan dengan oven untuk menghilangkan pelarut. Setelah
semua fraksi kering, kemudian dihitung rendemen dengan cara perhitungan berat
akhir berbanding berat awal dalam persen. Perhitungan % rendemen dapat dilihat
pada tabel 5.3.

Tabel 5.3 Hasil Perhitungan Persen Rendemen

: Total Berat Berat Fraksi
Akl Fraksinasi | Ekstrak (g) (9) R g
n-heksana 17 11,9032 17,004
Etil asetat 4 20 2,1215 3,0357
n-butanol 6 5,9733 8,56332
Air - 27,7095 39,5850
Total 68,1534

Gambar 5.2 Hasil Pengeringan dengan Oven

Hasil yang diperoleh setelah dioven adalah ekstrak kering berwarna coklat

tua pekat. Kemudian ditimbang dan dihitung rendemennya. Berdasarkan tabel 5.3
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diatas, dapat diketahui adanya perbedaan persen rendemen pada tiap fraksi.
Dimana persen rendemen tertinggi yang diperoleh secara berturut-turut yaitu
fraksi air, fraksi n-heksan, fraksi n-butanol, dan fraksi etil asetat. Hal ini diduga
karena sifat pelarut yang like dissolve like. Alasan tersebut menyebabkan suatu
senyawa tertarik dengan solvent tertentu. Sehingga rendemen yang dihasilkan
merupakan jumlah senyawa yang terekstrak oleh berbagai macam pelarut dengan
tingkat kepolaran yang berbeda (Harborne, 2006).
55  Analisis Fitokimia

Analisis fitokimia dilakukan pada penelitian ini bertujuan untuk
mendeteksi kandungan senyawa yang terdapat pada fraksi air M. crenata C. Presl.
Analisis fitokimia yang dilakukan menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
yang divisualisasikan dengan UV cabinet. Analisis fitokinia dengan KLT ini
memiliki prinsip adsorpsi dan partisi dimana sampel akan berpisah berdasarkan
kepolaran antara fase diam dan fase geraknya (Depkes RI, 1979).

Fase diam menggunakan plat silica gel F,s4 dan fase gerak dilakukan optimasi
hingga didapatkan plat dengan spot noda yang jelas. Hasilnya didapatkan 3
terbaik fase gerak diantaranya metanol (7) : etanol (1) : air (2), metanol (7) :
etanol (2) : air (1), dan metanol (9) : air (1). Perbandingan fase gerak tersebut

untuk 10 mL. Ketiga pelarut tersebut memberikan hasil sebagai berikut.
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A B C

Gambar 5.3 Hasil KLT Berbagai Fase Gerak (A) Metanol {7} : Etanol {2} : Air
{1}, (B) Metanol {7} : Etanol {1} : Air {2}, dan (C) Metanol {9} : Air {1}.

Hasil yang didapatkan merupakan hasil yang kurang sempurna karena
bercak sampel membentuk tailing atau ekor. Namun masih dapat dikenali
golongan senyawanya yang dapat dilihat dalam Tabel 5.4. Tailing atau ekor
dikarenakan oleh afinitas mol senyawa pada fase diam (silika gel) lebih besar
dibandingkan dengan kemampuan fase gerak untuk membawa senyawa yang
dikandung sampel. Hal ini menyebabkan senyawa tertinggal di silika gel dan
membentuk ekor (Sudarmadji, 2007). Silika gel Fys4 yang bersifat polar diduga
memiliki afinitas yang kuat pada fraksi air yang juga bersifat polar. Sehingga

diperlukan fase diam dengan sifat yang non-polar.

Tabel 5.4 Hasil Analisis KLT

No Fase gerak Rf Warna di UV Golongan
Metanol (7) : Etanol (2) . .
1 - Air (1) 0,73 Biru muda Flavonoid
2 Metanol. (7? : Etanol (1) 0,68 Biru muda Flavonoid
. Air (2)
3 Metanol (9) : Air (1) 0,71 Biru muda Flavonoid
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Hasil KLT yang diperoleh pada 3 plat tersebut pada cahaya tampak adalah
tidak terlihat. Sementara pada UVsgenm terlinat bercak yang berflouresensi biru
muda pada ketiga plat dengan fase gerak yang berbeda tersebut. Pada sinar UV
366 nm dengan noda flouresensi biru muda hingga biru tua merupakan jenis
flavonoid isoflavon yang tidak mengandung 5-OH bebas (Mabry et al, 1970).

5.6  Subkultur Sel

Kultur sel merupakan proses atau perpindahan sel dari manusia, hewan,
atau tanaman ke dalam medium terkontrol yang sesuai untuk menumbuhkan sel
tersebut. Kultur sel primer merupakan kultur sel langsung dari jaringan tubuh.
Setelah subkultur pertama, kultur sel primer dikenal sebagai sel atau subclone
(Khumairoh and Puspitasari, 2016). Sel yang digunakan dalam penelitian ini
adalah sel HMC3 yang didapatkan dari American Type Culture Collection. Sel ini
merupakan cell line yang dikembangkan dari sel kultur primer mikroglia di
laboratorium Prof. Tardieu tahun 1995 di Paris (Russo, et al. 2018).

Sel dikultivasi (biakan) dalam 15 mL Media Komplit (MK) dalam flask.
Flask memiliki keuntungan pada volume sel yang yang ditampung lebih banyak
dan lebih mencegah kontaminasi mikroba. Menurut ATCC (2017) MK berisi
Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) dan penambahan Fetal Bovine
Serum (FBS) serta antibiotik penisillin-streptomisin  (penstrep). EMEM
merupakan media berwarna merah yang mengandung 12 jenis asam amino non
esensial, glutamin, 8 vitamin, dan beberapa garam anorganik (Liu, et al., 2018).
FBS merupakan serum yang diisolasi dari darah manusia didalamnya terdapat

growth factor yang mampu meningkatkan proliferasi sel (Mojica-Henshaw, et al.
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2013). Sementara penstrep digunakan untuk mencegah kontaminasi bakteri dan
fungi (Freshney, 2008).

Media diganti setiap 2 hari sekali atau saat media telah berubah warna.
Perubahan warna ini menandakan nutrisi pada media telah habis dan hasil dari
respirasi sel (glikolisis). Pengamatan sel dilakukan dengan mikroskop inverted
setiap hari. Mikroskop inverted merupakan mikroskop yang letak objektifnya
berada di bawah plat, sehingga dapat mengamati sel yang melekat di dasar flask
(Thorn, 2015). Pada saat pengamatan, apabila telah sampai tingkat pertumbuhan
(kofluensi) 80 - 90%, maka pasase dapat dilakukan.

Pasase atau subkultur merupakan pemindahan beberapa atau semua sel
dari medium lama ke medium baru. Tujuannya untuk memperpanjang hidup sel
dan memperbanyak sel. Sel HMC3 memiliki sifat melekat (ATCC, 2017).
Sehingga langkah pasase yang ditempuh adalah scrapping dengan penambahan
Tripsin-EDTA. Tripsin merupakan enzim proteolitik untuk merusak ikatan
peptida pada sel berfungsi untuk melepaskan sel yang telah melekat di flask.
Sementara EDTA merupakan komplemen tripsin yang berfungsi meningkatkan
aktivitas dari tripsin (Motyan dan Toszer, 2013).

Sel yang telah di pasase dapat ditanam dan dikultivasi kembali di flask
baru atau disimpan. Penyimpanan sel HMC3 dengan metode pembekuan, metode
tersebut dapat menghentikan proses metabolisme sel namun tidak mematikannya.
Diperlukan tambahan DMSO sebagai agen krioprotektan. DMSO 10% dapat
menjadikan komponen air dalam sel cenderung untuk membentuk struktur gelas
(vitrifikasi) daripada membentuk struktur kristal sehingga menghambat formasi

intracellular es (Hamidi, 2010).
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5.7  Preparasi Sampel dan Uji Efek Neuroprotektif

Sampel yang akan diujikan ke dalam kultur sel harus memenuhi
persyaratan utama yaitu larut dalam media kultur (CRCC, 2008). Sehingga untuk
meningkatkan kelarutannya dibantu dengan DMSO 0,5% dan Tween 80 0,5%.
DMSO merupakan pelarut yang bersifat bipolar atau sifat nonpolar dan polar.
DMSO sering digunakan karena tidak memberikan efek yang berarti terhadap
sampel atau sel uji, sehingga tidak mempengaruhi hasil pengujian (Tahar, et al.,
2015). Sementara Tween merupakan surfaktan yang mampu menurunkan
tegangan permukaan. Tween 80 memiliki nilai HLB yang tinggi, sehingga
memiliki sifat yang lipofilik. Hal tersebut membantu sampel melewati membran
semipermeabel sel yang bersifat lipofilik juga (Rowe, et al., 2009). Kemudian
dilakukan pengenceran dengan DMSO hingga diperoleh dosis 62,5 ppm, 125
ppm, dan 250 ppm.

Sel ditanam dalam 24-well microplate yang telah dimasukkan coverslip
selama 48 jam. Coverslip difungsikan sebagai media sel melekat saat pengujian
dengan CLSM. Masing-masing well diberikan [FN-y sebagai pemicu
neuroinflamasi. IFN-y merupakan sitokin pro inflamasi yang mampu
mengaktivasi makrofag dan menginduksi keluarnya marker MHC | maupun MHC
Il (Klaassen and Watkins, 2015). Lalu diberi perlakuan mulai dari kontrol negatif,
dosis 62,5 ppm, dosis 125 ppm, dosis 250 ppm, dan kontrol positif dengan
genistein.

Sel yang telah menerima perlakuan sampel kemudian aktivitasnya diamati
dengan metode immunocytochemistry (ICC). ICC merupakan metode identifikasi

aktivitas atau reaksi molekuler yang memanfaatkan reaksi antigen dengan
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antibodi yang dianalisis dengan mikroskop dengan pembacaan label atau
biomarker spesifik (Brooks, 2012). Reaksi imunologis ini mampu memvisualisasi
biomarker untuk pengamatan aktivitas dalam bentuk flouresensi. Protein yang
dijadikan biomarker dalam penelitian ini adalah MHC II. Hal ini karena di
mikroglia lebih dominan mengeluarkan MHC 1l saat terjadi inflamasi (Hayes, et
al., 1987). Terdapat 4 dasar perlakuan yang dilakukan.

Pertama, fiksasi dengan cara penambahan larutan PFA 4%. Fiksasi
berguna untuk mencegah enzim proteolitik yang mampu memicu autolisis pada
sel dan pemicu proses pembusukan atau kerusakan sel (Howat, et al., 2014). Lalu,
dilakukan tahapan permebilisasi demgan pemberian triton X-100. Dalam kondisi
normal, molekul antibodi terlalu besar dan bersifat ionik sehingga sulit menembus
membran sel. Permebilisasi membuat celah agar antibodi mampu melewati
membran semipermeabel tersebut. (Koley dan Bard, 2010). Lalu, dilakukan
tahapan blocking dengan pemberian BSA. Fungsinya untuk mencegah ikatan non-
spesifik antigen dengan antibodi yang dapat menyebabkan positif palsu (Xiao dan
Isaacs, 2012).

Tahapan selanjutnya adalah immunostaining dengan pemberian antibodi
primer MHC Il dan antibodi sekunder MHC 11 berlabel fluorescein isothiocyanate
(FITC). Tujuan pemberian antibodi primer untuk mengikat antigen spesifik MHC
Il. Kemudian, antibodi sekunder mengikat antibodi primer dan memendarkan
flouresensi warna tertentu (Brooks, 2012). Kemudian diambil coverslip dan
diletakkan pada kaca preparat dan diamati di bawah CLSM. Diatur perbesaran

mikroskop pada perbesaran 40 X pada panjang gelombang di 488 nm.
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Kontrol Negatif 62,5 ppm 125 ppm

250 ppm Kontrol Positif

Gambar 5.4 Visualisasi MHC Il pada HMC3 sel setelah pemeberian berbagai

perlakuan.

Tabel 5.5 Hasil Uji Aktivitas Fraksi Air M. crenata C. Presl

Dosis Perlakuan Intensitas dari MHC Il (AU) + SD
Kontrol (-) dengan IFN-y 1.149,399 + 355,810
Dosis 62,5 ppm 1.228,209 + 63,748
Dosis 125 ppm 465,748 + 19,887
Dosis 250 ppm 460,884 + 35,259
Kontrol (+) dengan Genistein 472,577 + 226,701

Hasil yang diperoleh dari CLSM berupa gambar sel yang sedang
berpendar berwarna hijau. Pendaran pada objek gambar tersebut lalu dianalisis
secara kualitatif dengan software Olympus Fluoview Ver.4.2a. Hasil tersebut
ditampilkan pada bentuk tabel di Tabel 5.5 dan grafik pada Gambar 5.5. Hasil
yang diperoleh tidak linear, karena terjadi peningkatan MHC 1l pada dosis 62,5

ppm. Hal ini karena pengaruh Non Monotonic Dose Response (NMDR) yang
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terjadi karena selektifitas reseptor. Namun dosis setelahnya linear dan untuk
menentukan efek neuroprotektif memerlukan analisis data lebih lanjut supaya

hasil lebih valid.

Intensitas Fluoresensi MHC Il pada Fraksi Air
1600,000 -
1400,000
1200,000
1000,000 |

800,000
600,000
400,000
200,000

0,000

1144,399 1.228,209

Intensitas MHC 11

K(-) 62,5 ppm 125 ppm 250 ppm K(+)
Dosis Perlakuan

Gambar 5.5 Grafik Intensitas MHC 1l Fraksi Air M. Crenata C. Presl

5.7  Analisis Data

Analisis data terhadap hasil yang diperoleh dari perhitungan intensitas
flouresensi MHC |1 dilakukan menggunakan software IBM SPSS Statistic 24.
Terdapat 3 hal yang ingin didapat dari pengolahan data ini diantaranya perbedaan
per kelompok, korelasi per kelompok, dan EDsq. Analisis data diawali dengan uji
beda (perbedaan per kelompok). Sebelum melakukan uji beda perlu diketahui
jenis data bersifat parametrik atau non-parametrik. Untuk menyeleksi data ke
dalam 2 kelompok tersebut maka dilakukan uji asumsi (syarat) meliputi uji
normalitas dan uji homogenitas.

Menurut Ghozali (2016) uji normalitas dilakukan untuk menguji apakah

dalam model regresi variabel independen dan variabel dependen atau keduanya
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mempunyai distribusi normal atau tidak. Apabila variabel tidak berdistribusi
secara normal maka hasil uji statistik akan mengalami penurunan. Intepretasi dari
Uji Shapiro Wilk menyatakan apabila nilai signifikansi diatas 0,05 maka data
terdistribusi normal. Sedangkan jika nilai signifikansi dibawah 0,05 maka data
tidak terdistribusi dengan normal.

Tabel 5.6 Uji Normalitas dengan Uji Shapiro-Wilk

Perlakuan Sig.
K (-) IFN-y 0,529
62,5 ppm 0,993
125 ppm 0,544
250 ppm 0,217
K (+) Genistein 0,471

Berdasarkan tabel 5.6 diperoleh nilai signifikansi dari kelima perlakuan
lebih besar dari 0,05, yang berarti bahwa data dari masing — masing perlakuan
yang didapat adalah berdistribusi normal. Kemudian, dilanjutkan analisis data
homogenitas dengan Uji Levene. Menurut Sugiyono (2013) Uji homogenitas
digunakan untuk memperlihatkan bahwa dua atau lebih kelompok data sampel
berasal dari populasi yang memiliki variasi yang sama. Interpretasi dari Uji
Levene menyatakan apabila nilai signifikansi dibawah 0,05, maka dikatakan
bahwa varian dari dua atau lebih kelompok populasi data adalah tidak sama.

Apabila nilai signifikansi diatas 0,05, maka dikatakan bahwa varian dari dua atau
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lebih kelompok populasi data adalah sama. Berikut data hasil uji homogenitas Uji
Levene ditunjukan pada tabel 5.7 sebagai berikut.

Tabel 5.7 Uji Homogenitas dengan Uji Levene

Leven’s test Sig.

6,286 0,006

Berdasarkan dari uji homogenitas yang ditunjukan pada tabel 5.7
menunjukan bahwa data memiliki nilai signifikansi 0,006. Nilai signifikansi yang
didapat lebih rendah dari 0,05, maka varian dari dua atau lebih dosis perlakuan
data tidak homogen. Sehingga diketahui bahwa data memiliki distribusi yang
normal dan tidak homogen. Menurut Sugiyono (2013) data dengan distribusi
normal dan tidak homogen masuk kedalam golongan data non parametrik. Maka
analisis data yang sesuai adalah uji Kruskal Walis. Intepretasi dari nilai Kruskal
Walis menyatakan bahwa apabila nilai signifikansi diatas 0,05, maka tidak
terdapat perbedaan antar perlakuan. Apabila nilai signifikansi dibawah 0,05, maka
terdapat terdapat perbedaan antar perlakuan.

Tabel 5.8 Uji Kruskal Walis

Sig.

Uji Kruskal Walis
0,023

Berdasarkan tabel 5.8 data diatas memiliki nilai signifikansi 0,000, yang
berarti berada dibawah 0,023, maka terdapat perbedaan antar dosis perlakuan.
Sehingga fraksi air M. crenata C. Presl memiliki efek neuroprotektif terhadap sel
mikroglia HMC3 yang diinduksi oleh IFN-y. Analisis data dilanjutkan dengan Uji

post hoc (uji lanjutan) dengan metode Uji U Mann Whitney. uji ini bertujuan
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untuk mengetahui secara nilai signifikansi perbedaan antar perlakuan dari data
dosis perlakuan dan intensitas tanpa asumsi homegenitas varian. Intepretasi dari
Uji U Mann Whitney menyatakan bahwa apabila nilai signifikansi dibawah 0,05,
maka terdapat perbedaan yang signifikan antar data.

Tabel 5.9 Uji U Mann Whitney

K (+)
62,5 ppm 125 ppm 250 ppm Genistein
0,034* 0,034* 0,050*

62,5 ppm

125 ppm 0,034*

250 ppm 0,034*
K (+) o

Genistein 0,050

*Beda signifikansi jika nilai signifikansi < 0,05
Berdasarkan tabel 5.9 secara umum menyatakan adanya perbedaan yang
signifikan antar dosis perlakuan karena memiliki nilai signifikansi dibawah 0,05.
kecuali dosis perlakuan antara kontrol negatif dengan dosis 62,5 ppm, dosis 125
ppm dengan 250 ppm, 125 ppm dengan kontrol positif dan 250 ppm dengan
kontrol positif karena memiliki nilai signifikansi diatas 0,05. Nilai signifikansi

0,050 dianggap beda signifikan berdasarkan pengamatan data.
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Kemudian analisis kedua yaitu analisis korelasi. Menurut Yamin (2018)
analisis ini merupakan metode statistik yang digunakan untuk mengukur besarnya
hubungan antara dua variabel atau antarset-variabel. Nilai korelasi berkisar antara
-1 hingga 1, dimana nilai korelasi -1 berarti hubungan korelasi negatif sempurna,
nilai korelasi O berarti tidak ada hubungan, dan nilai korelasi 1 berarti hubungan
korelasi positif sempurna. Interpretasi data besarnya nilai korelasi antara variabel
dapat diklasifikasikan sebagai berikut:

Tabel 5.10 Klasifikasi Uji Korelasi

Nilai Korelasi Makna
0,00 -0,24 Sangat lemah
0,25-0,49 Lemah

0,5-0,74 Kuat
0,75-1,00 Sangat Kuat
(Gani, 2015)

Pemilihan metode korelasi data berdasarkan asumsi. Menurut Yamin (2018)
Apabila data termasuk dalam data non parametrik maka menggunakan Uji
Spearman Rho.

Tabel 5.11 Uji Spearmarn’s Rho

Spearman’s Rho Sig.

- 0,645 0,005

Berdasarkan hasil analisis dari Uji Spearman’s Rho didapat korelasi antara
dosis dengan intensitas MHC 1l (r) adalah - 0,645. Hal ini menunjukkan bahwa
terjadi hubungan yang kuat antara penambahan dosis dengan intensitas MHC 11
yang kuat. Sedangkan arah hubungan adalah negatif karena r negatif, maka
semakin tinggi dosis akan semakin rendah intensitas MHC Il. Sementara angka
signifikansi 0,000 menyatakan bahwa terdapat korelalsi yang signifikan antara

dosis dengan intensitas MHC 1.
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Tabel 5.12 Nilai Effective Dose

Probability Estimasi (ppm)
0,400 4,010
0,450 3,673
0,500 3,341
0,550 3,010
0,600 2,678

Terakhir, dilakukan analisis EDsy dengan Regresi Probit. Menurut
Tinungki (2010) regresi probit adalah suatu analisis regresi yang digunakan untuk
menggambarkan hubungan antara variabel dependen dan variabel independen.
Hasil nilai uji probabilitas yang ditunjukan pada tabel 5.12 yaitu nilai EDsg
bernilai 3,341. Jadi nilai EDsy yang menujukan nilai dosis efektif yang dapat
diberikan vyaitu sebesar 3,341 ppm. Sehingga dengan dosis 3,341 ppm
menyebabkan 50% efek neuroprotektif dari fraksi air M. crenata C. Presl pada sel
mikroglia HMC3 yang diinduksi IFN-y. Nilai signifikansi yang bermakna dari
keseluruhan kelompok uji menunjukan bahwa kandungan senyawa fitoestrogen
yang diduga terdapat pada fraksi air daun Marsilea crenata C. Presl memiliki
aktivitas farmakologi dalam neuroprotektif.

5.8  Mekanisme Aksi Neuroprotektif

Estrogen merupakan hormon primer pada perempuan dan memiliki peran
yang penting terhadap inflamasi, khususnya neuroinflamasi. Karena estrogen
merupakan faktor transkipsi yang mampu berinteraksi dengan faktor transkipsi

lainnya. Faktor transkipsi yang berinteraksi dan dipengaruhi aktivitasnya oleh
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estrogen adalah Nf-kB (Kalaitzidis and Gilmore, 2005). Nf-kB merupakan faktor
transkipsi yang mengendalikan produksi sitokin yang mampu merangsang respon
inflamasi. Nf-kB berwujud sekelompok heterodimer yang tersusun dari berbagai
macam protein yang berlokasi di sitoplasma (Tilstra et al., 2011).

Nf-kxB yang berada di sitoplasma merupakan Nf-xB yang belum aktif dan
memerlukan stimulus berupa sitokin pro inflmasi, salah satunya IFN- y. Hadirnya
IFN-y menyebabkan fosforilasi pada ikatan heterodimer Nf-xB. Hal ini
menyebabkan Nf-kB melepas ikatan dengan regulatornya, yakni IkB. Nf-kB yang
telah dalam keadaan tunggal (sendiri) akan melakukan translokasi ke nukleus.
Bersama-sama dengan ko-aktivator menuju target gene di rantai DNA tertentu
untuk mengaktivasi mikroglia (Kalaitzidis and Gilmore, 2005). Aktifnya
makrofag dapat diketahui dari terekskresinya beberapa biomarker, yang spesifik
di neuron ialah MHC 1l (Green, et al. 2017).

Estrogen yang terdapat di otak dapat berlekatan dengan ER sehingga
mampu meregulasi proses neuroinflamasi dalam jumlah yang tepat. Namun, pada
wanita pasca menopause yang telah kehilangan kemampuan memproduksi
estrogen secara endogen kehilangan regulator yang menyebabkan
neurodegeneratif. Fitoestrogen dalam M. crenata C. Presl memiliki afinitas
dengan ER-B. Aktivitas yang ditimbulkan sama dengan aktivitas estrogen.
Fitoestrogen berikatan dengan ER-B di membran atau sitoplasma dengan jalur ER
dependent, membrane-initiated estrogen signaling (Cui, et al., 2013). Estrogen
yang teraktivasi mampu mencegah fosforilasi, sehingga Nf-kB tetap berpasangan

dengan IkB.
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Hasil yang diperoleh pada penelitian ini tidak linear pada control negative
dengan dosis 62,5 ppm. Hal ini karena terjadi fenomena non-monotonic dose
respone (NMDR). Secara matematik NMDR merupakan perubahan arah slope
(positif atau negatif) antara aktivitas dengan pemberian obat yang linear (Lagarde,
et al., 2015). NMDR dapat terjadi pada sel, jaringan, hewan, dan populasi
manusia karena pemberian nutrisi, vitamin, hormon, maupun bahan kimia yang
berinteraksi dengan reseptor termasuk hormon yang bersifat mengganggu.
Sehingga hasil yang diperoleh tidak sesuai dengan hipotesis awal. Hal tersebut
dapat dilihat pada pemberian fraksi air M. crenata C. Presl pada dosis 62,5 ppm
yang memberikan intensitas yang melampaui kontrol negatif. Salah satu
penyebabnya adalah selektivitas reseptor (Vandenberg, et al. 2012).

Hal tersebut diduga fitoestrogen dosis rendah berikatan dengan ER-X,
bukan dengan ER-B. ER-X banyak terdapat di membran sel dan memiliki afinitas
tinggi terhadap senyawa estrogen (Cui, et al, 2013). Namun, memiliki aktivitas
yang berbeda dengan ER-B. Senyawa estrogen yang berlekatan dengan ER-X
menyebabkan fosforilasi tirosin pada jalur Mitogen-Activated Protein Kinase
(MAPK/ERK). Fosforilasi tersebut mengaktivasi Extracelular Signal-Reguated
Kinase (ERK) yang dapat menentukan arah transkipsi sel. ERK mampu
memberikan signal kepada sel untuk melakukan apoptosis (Subramaniam and
Unsicker, 2009). Sehingga sitokin pro-inflamasi meningkat, dalam hal ini adalah

MHC II.
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5.9  Efek Neuroprotektif Fraksi Air M. Crenata C. Presl dalam Perspektif
Islam
Seorang muslim percaya adanya Allah SWT melalui berbagai macam
penciptaannya yang dapat dilihat, bukan berdasarkan zat atau wujud-Nya yang tak
ada manusia dapat melihatnya di alam dunia. Penciptaan alam semesta dan isinya
merupakan bukti dari keagungan Allah SWT. Hal ini tercantum dalam Al-Qur’an

Surah Shad 27, bahwa Allah SWT berfirman:

J;j_e 138 5 ,U\ULJJ Ll i ju@yﬂwwﬁ;u/
& 0 50 35

Artinya: “Dan Kami tidak menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada antara
keduanya tanpa hikmah. Yang demikian itu adalah anggapan orang
orang kafir, maka celakalah orang-orang kafir itu karena mereka akan
masuk neraka.”

Ayat tersebut menunjukkan bahwa Allah SWT menciptakan segala
sesuatu tidaklah sia-sia, setiap penciptaan yang ada di langit dan bumi memiliki
hikmah yang dapat diambil pelajaran. Sehingga sebagai manusia yang percaya
akan adanya Allah SWT maka wajib bagi setiap muslim memahami dan
merenungkan apa saja yang telah diciptakan oleh-Nya. Salah satu bentuk
keagungan Allah SWT adalah tumbuh-tumbuhan. Allah SWT berfirman dalam

surah Asy- Syu’ara’ ayat 7:

‘(";CEJ/w uﬁ@\:ﬁg‘rfup)‘w&\
Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya

Kami tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang
baik?”
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Lafadz ~._% g&) I menurut tafsir jalalain berarti pelbagai tumbuh-
tumbuhan yang baik berarti berbagai macam tumbuhan yang bermanfaat. Salah
satu manfaatnya adalah sebagai agen neuroprotektif yang ditemukan dalam M.
Crenata C. Presl. Berdasarkan penelitian yang dilakukan terdapat dosis yang
efektif dalam menurunkan aktivitas inflamasi pada sel mikroglia. Ini menunjukan
bahwa Allah SWT menciptakan segala sesuatu yang ada di muka bumi ini
memiliki kadar dan ukuran masing-masing. Hal ini sesuai dengan firman Allah

dalam Al-Qur’an surah Al-Qamar ayat 49:

‘7‘1' 4 s 15//. . o 2 (:c
Artinya: “Sesungguhnya Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran.”

Menurut Shihab (2002), bahwa ayat ini menjelaskan bahwa sesungguhnya
Allah SWT menciptakan segala sesuatu menurut ukuran yang sesuai dengan
hikmah. Ukuran yang sesuai dengan hikmah bisa diartikan bahwa ukuran dan
takaran yang telah ditetapkan yang dapat berkhasiat atau bermanfaat bagi
makhluk Allah SWT. Konteks ukuran yang sesuai dengan hikmah merupakan
dosis efektif (EDsp) fraksi air M. Crenata C. Presl yang memberikan pengaruh

neuroprotektif pada sel mikroglia HMC3 sebesar 3,341  ppm.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1  Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang didapatkan, dapat ditarik kesimpulan

sebagai berikut:

1. Fraksi air Marsilea crenata C. Presl mempunyai efek neuroprotektif pada
sel yang diinduksi oleh IFN- .

2. Effective dose 50 (EDsp) pada fraksi air Marsilea crenata C. Presl yang
mempunyai efek neuroprotektif pada sel yang diinduksi oleh IFN-y

didapat 3,341 ppm.

6.2  Saran

Saran dalam penelitian ini lebih pada kolaborasi dengan data metabolite
profiling dan docking molecule secara in silico untuk memastikan senyawa yang
bertanggungjawab terhadap efek neuroprotektif. Serta lebih komprehensif
dilakukan uji sitotoksik terhadap fraksi air M. crenata C. Presl agar dapat
mengetahui indeks terapi. Sebagai kontrol positif, optimasi kadar isolat genistein
pada sel mikroglia pada HMC3 perlu dilakukan karena studi pendahuluan tentang

penggunaan genistein masih terbatas.
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LAMPIRAN-LAMPIRAN

Lampiran 1. Data Determinasi Tanaman M.crenata C. Presl

PEMERINTAH PROVINSI JAWA TIMUR
DINAS KESEHATAN

UPT MATERIA MEDICA BATU

Jalan Lahor No.87 Telpon/Fax (0341) 593396

KOTA BATU 65313

Nomor 1074 /368 /102.7/2017
Sifat . Biasa
Perihal : Determinasi Tanaman Semanggi Air

Memenuhi permohonan saudara :
Nama - BURHAN MA’ARIF Z.A., M.Farm., Apt,
NIDT 019900221 201701011 124
Instansi - JURUSAN FARMASI, FAKULTAS KEDOKTERAN DAN ILMU-ILMU KESEHATAN

UNIVERSITAS ISLAM NEGER!I MAULANA MALIK IBRAHIM MALANG

1. Perihal determinasi tanaman semanggi air

Kingdom : Plantae (Tumbuhan)

Subkingdom : Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)
Divisi : Pteridophyta (paku-pakuan)

Kelas : Pteridopsida

Ordo : Salviniales

Famili : Marsileaceae

Genus : Marsilea

Spesies : Marsilea crenata Presl

Sinonim : Marsilea quadrifolia Bl. ; M. minuta L.

Indonesia : Semanggi, semanggen_ paku tapak itik. Jawa : Semanggi
Kunci Determinasi : 1a-17b-18a-1
2. Morfologi : Habitus ; Semak, menjalar, panjang + 25 ¢m. Batang Lunak, berupa stolon, hijau
kecoklatan. Daun Majemuk, tiap tangkai terdiri dari empat helai daun,lonjong, tepi rata, pangkal
runcing, panjang = 2 cm lebar = 1 em, hijau. Spora : Sporocarpia terletak dekat pangkal tangkai
daun,lepas/berdiri sendiri, kelopak dua, panjang 3-5 cm,lonjong, hijau, ungu. Akar : Serabut,
putih kotor.
Nama Simplisia : Marseleae crenatae folium / Daun semanggi air.
Kandungan Kimia : daun dan batang mengandung saponin dan polifenol
Penggunaan : Penelitian
Daftar Pustaka
» Anenim, http/www. warintek.ristek.go.id/ salam, Diakses 14 Februari 2007
® Anonim, http/www.plantamor.com/semanggi . diakses 11 Desember 2010
¢ Steenis,CGGJ Van Dr, FLORA, 2008, Pradnya Paramita , Jakarta
» Syamsuhidavat, Sri sugati, Hutapea, Johny Ria. 1991, Inventaris Tanaman Obat Indonesia I,
Departemen Keschatan Republik Indonesia : Badan Penelitian Dan Pengem bangan Kesehatan.

Oy b b

Demikian surat keterangan determinasi ini kami buat untuk dipergunakan sebagaimana mestinya.
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Lampiran 2. Hasil Uji Moisture Content Serbuk Simplisia Daun M.crenata C.

Presl

A. Replikasi 1

METTLER TOLEDO

Moisture determination
Method name FITOESTROGEN
Date & Time 23.07.2018 / 13:19

Measured values and drying curve

End result 8.45%MC
Duration 01:22 min
YMC
10
8 — — —
6
4
2
- /
0 =
0 00:30 01:00 min
Comment:
Start weight 0.509 g
Dry Weight 0.466 g
Moisture Content 0.043 g
Method parameters and instrument data
Main parameter Workflow handling
Drying program Standard Start mode Automatic
Drying temperature 105 °C
Switch-off criterion 3(1mg/50s)
Result and value handling
Instrument data
Type HC103/01
SNR (Drying unit) B624595599 SNR (Terminal) B624505599
SW (Drying unit) 1.20 SW (Terminal) 1.31
Last weight adjustment 14.06.2016 09:33 Last temperature adjustment 16.06.2016 11:44
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B. Replikasi 2
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METTLER TOLEDO Maisture determination
Method name FITOESTROGEN
Date & Time :‘_'-I.O?.zﬂlﬂf 13:24

Mezsured valuss and drying curve

End result 8.30%MC
Durztion 01:20 min
AoMC
10
s P, e —
//.
&
2
4
4 #
/ /
2 /
4
o £
o 00:30 01:00 min
Commentz
Start weight 0.506 g
Dry Weight 0.464 g
Muoisture Contant 0.042 g
Method parameters and i data
Main parameter Workflow handling
Drying program Standard Start mode Automatic
Drying temperature 105 °C
Switch-off criterion 3(1rmg/50s)
Result and value handling
Instrument data
Type HC103/01
SMR (Drying unit) B524535599 SMR. (Terminal) B624595559
SW (Drying unit) 1.20 SW (Terminal) 131

Last weight adjustment

14.06.2016 09:33 Last temperature adjustment 16.06.2016 11:44
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C. Replikasi 3

METTLER TOLEDO
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Moisture determination
Method name FITOESTROGEN
Date & Time 23.07.2018 / 13:28
Measured values and drying curve
End result 9.07%MC
Duration 01:20 min
MC
10
g8
&
r/'
4 y
4
2z /.r'l
&
a -
i] 00:30 01:00 min
Comment:
Start weight 0.507 g
Dry Weight 0.461 g
Moisture Content 0.046 g
Method parameters and i nt data
Main parameter Waorkflow handling
Drying program Standard Start mode Automatic
Drying temperature 105 °C
Switch-off criterion 3(1mgyS0s)
Result and value handling
Instrument data
Type HC103/01
SHR (Drying unit) B524595595 SR (Terminal) EG24595552
SW (Drying wnit) 1.20 SW (Terminal) 1.31

Last weight adjustment

14.06.2016 09:33

Last temperature adjustment

16.06.2016 11:44

D. Rerata nilai kadar air serbuk simplisia daun M.crenata

Nama - .| Kadar Air | Rata-rata
Sampel Replikasi | Berat Awal | Berat Akhir (%) (%)
1 0,509 g 0,466 ¢ 8,45 %
Serbuk
kering 0,506 g 04649 | 830% | 86%
simplisia 2
daun
M.crenata 3 0,507 g 0,461 g 9,07%
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Lampiran 3 Hasil perlakuan uji aktivitas metode ICC

A. Pengamatan sel HMC3 sebelum pemberian IFN- y
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B. Pengamatan sel HMC3 setelah pemberian IFN- y

Kontrol Positif
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Lampiran 4. Perhitungan dan Preparasi Sampel

A. Pembuatan Larutan Induk Sampel 5.000 ppm
e 5.000 ppm =50 mg/ x
e X =50mq/5.000 ppm
e x=001L
e x=10mL
B. Pembuatan Media Perlakuan
@ well-microplate = 300 uL x 10 well-microplate
=3000 pL
=3ml
C. Pembuatan PFA 4 %

e Ditimbang PFA 4 gram

Disiapkan 100 mL PBS

e Dicampur 4 gram dengan 100 mL PBS dalam erlenmenyer.

e Dikocok pelan-pelan sampai agak larut (warna putih) dan ditutup
alumunium foil.

e Dipanaskan dan distirrer hingga larutan berwarna bening.

e Setelah bening, matikan heating tunggu hngga dingin.

Difilter dan disimpan di suhu 4 °C.
D. Pembuatan PBS

e Ditimbang NaH,P0O,0,035 g

e Ditimbang Na;,HPO,0,128 ¢

e Ditimbang NaCl 0,8 g
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e Dicampur semua yang telah ditimbang dan dilarutkan dengan WFI

10 mL.

e Ditambahkan WFI hingga tanda batas di labu ukur 50 mL dan

dihomogenkan.

E. Pengenceran IFN-y

e Induksi IFN-y

9 well X 300 pL =2.700 pL =3 mL

e Stok IFN-y 1 pg/mL = 1000 ng/mL

e |FN-y 10 pg (dosis literature)

V1IXM1=V2XM2

V1 X 1000 ng/mL =3 mL X 10 ng

V1=0,03mL

V1 =30 pL

e Cara Pembuatan

1.

2

7.

8.

Diambil MK (penstrep + FBS) 3 ml, dikurangi 30 puL
Diambil Media kultur sebanyak 3 ml, dikurangi 30 pLL
Ditambahkan dengan IFN-y 30 pL dari stok 1 pg/mL

Di mix gentle

Diambil well-microplate dari inkubator

Diambil media dari well-microplate

Dimasukkan IFN- y pada masing-masing well-microplate

Diinkubasi kembali dalam inkubator 37° C

F. Pengenceran Fraksi Air
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Perhitungan Fraksi Air

1. Fraksi air konsentrasi 62,5 ppm

V1. M1=V2. M2

V1. 125 ppm =700 pL. 62,5 ppm
V1=2350 uL

Fraksi air konsentrasi 125 ppm

V1. M1=V2 M2

V1. 250 ppm = 1100 pL. 125 ppm
V1=550 uL

Fraksi air konsentrasi 250 ppm

V1. M1=V2 M2

V1. 5000 ppm = 1250 pL. 250 ppm

V1=62,5uL

Pembuatan fraksi air

1. Fraksi air konsentrasi 62,5 ppm

a. Diambil 350 pL dari fraksi 125 ppm

b. Ditambah media 350 pL dalam eppendorf, dihomogenkan

2. Fraksi air konsentrasi 125 ppm

a. Diambil 550 puL dari fraksi 125 ppm

b. Ditambah media 550 pL dalam eppendorf, dihomogenkan

3. Fraksi air konsentrasi 250 ppm

a. Diambil 62,5 pL dari fraksi 125 ppm
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b. Ditambah media 1187,5 puL dalam eppendorf,
dihomogenkan
G. Pengenceran DMSO
e VIXM1=V2XM2
e V1X100% =50 mL X 0,5%
e V1=0,25mL
H. Pengenceran Genistein
e Genistein
2 well X 300 pL =600 pL = 0,8 mL
e Stok Genistein 1 mM
e Genistein 50 uM
V1 X M1=V2XM2
V1 X 1000 pM = 0,8 mL X 50 uM
V1=0,04 mL
V1 =40 mL
I. Pembuatan BSA 1 %

e Perhitungan BSA 1 %
— X3.100 = 0,031 g dalam 3.100 mL PBS

e Cara pembuatan
1. Ditimbang BSA 0,031 g.
2. Dilarutkan dalam 3.100 mL PBS
3. Dihomogenkan

J. Pembuatan Reagen Antibodi Primer



Perhitungan Reagen Antibodi Primer

— X 3100 uL =155 L.

Cara Pembuatan

1. Diambil BSA 3.100 uL

2. Dikurangi 15,5 pL

3. Ditambah stok antibodi primer 15,5 puL

4. Dihomogenkan

K. Pembuatan Reagan Antibodi Sekunder

Perhitungan Reagen Antibodi Sekunder

1 —
— X 3.100 L = 6,2 uL

Cara Pembuatan

1. Diambil BSA 3.100 pL

2. Dikurangi 6,2 pL

3. Ditambah stok antibodi sekunder 6,2 puL

4. Dihomogenkan

L. Pembuatan 0,1% Triton

Perhitungan 0,1% Triton
21 X 3.100 pL = 3,1 L
100 7 StV HL =24 |

Cara Pembuatan
1. Diambil 3100 pL PBS
2. Dikurangi 3,1 pL PBS

3. Ditambahkan triton 3,1 pL kemudian dihomogenkan.
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Lampiran 5. Hasil Analisis Data =
LL
A. Uji Normalitas dengan Uji Shapiro-Wilk O
: >
Tests of Normality =
Kolmogorov-Smirnoy® Shapiro-Wilk &)
oosls Statistic df Sig. Statistic df Sig. |
INTEMSITAS ~ KONTROL NEGATIF 278 3 940 3 529>
62,5 PPM 175 3 1,000 3 9932
125 PPM 241 4 821 4 544~
250 PFM 296 4 847 4 217
GENISTEIN 2460 3 §25 3

a. Lilliefors Significance Correction

B. Uji Homogenitas dengan Uji Levene

Test of Homogeneity of Variances

IMTEMSITAS
Levene
Statistic df df2 Sig.
6,286 4 12 Jooe

C. Uji Komparasi Non-parametrik menggunakan Uji Kruskal-Wallis

Test Statisticsa’h

INTEMSITAS
Chi-Square 11,366
df 4
Asymp. Sig. 023

a. Kruskal Wallis Test

h. Grouping Variable:
DosIs
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D. Uji Post-hoc Komparasi dengan Uji U Mann Whitney

Test Statistics”

Test Statistics”

Test Statistics®

INTEMSITAS INTEMSITAS IMTENSITAS
Mann-Whitney L 3,000 Mann-Whitney L ,ooo Mann-Whitney LI 000
Wilcoxon W 9,000 Wilcoxon W 10,000 Wilcoxon W 10,000
z - 655 Z -2121 z -2121
Asymp. Sig. (2-tailed) 513 Asymp. Sig. (2-tailed) 034 Asymp. Sig. (2-tailed) ,034_
Exact Sig. [2*(1-tailed ,TU[Jb Exact Sig. [2*(1-tailed ,05?b Exact Sig. [2*(1-tailed ,USTb
Sin.)] Sin.)] Sig.)]
Kontrol Negatif Kontrol Negatif Kontrol Negatif
dengan 62,5 ppm dengan 125 ppm dengan 250 ppm
INTEMSITAS INTEMSITAS INTEMSITAS
Mann-Whitney U 000 Mann-Whitney U 000 Mann-Whitney 1t ,000_
Wilcoxon W 10,000  Wilcoxon VW 10,000 Wilcoxon W 6,000_
F -2121 = -212 Z i -1,964
Asymp. Sig. (2-tailed) 034 Asymp. Sig. (2-tailed) 034 Asymp. Sig. (2-tailed) ,050_
Exact Sig. [2*(1-tailed 057" Exact Sig. [2*(1-tailed 057° Exact Sig. [2*(1-tailed 1008
Sig.)] Sig.)] Sig.)]
62,5 ppm dengan 62,5 ppm dengan 62,5 ppm dengan
125 ppm 250 ppm Genistein
INTEMNSITAS INTEMSITAS INTENSITAS
Mann-Whitney U 7,000  Mann-Whitney L 4,000 Mann-Whitney U 4,000_
Wilcoxon W 17,000  Wilcoxon W 14,000 Wilcoxon W 14,000_
z -289 7 707 (S -707
Asymp. Sig. (2-tailed) J73  Asymp. Sig. (2-tailed) 480 Asymp. Sig. (2-tailed) ,480_
Exact Sig. [2*(1-tailed 886" Exact Sig. [2*(1-tailed 624° Exact Sig. [2*(1-tailed 6290
SigJ)] Sig ] 5ig.)]
125 ppm dengan 125 ppm dengan 250 ppm dengan
250 ppm Genistein Genistein
INTEMNSITAS
Mann-Whitney U 000
Wilcoxon W 6,000
z 1,964
Asymp. Sig. (2-tailed) 080
Exact Sig. [2*(1-tailed N oo®
Sig.)]
Kontrol Negatif

dengan Genistein
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E. Uji Korelasi dengan Uji Spearman’s Rho
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Correlations
Dosls INTEMSITAS
Spearman's rho  DOSIS Correlation Coefficient 1,000 -,545"
Sig. (2-tailed) 005
[l 17 F
INTENSITAS  Correlation Coeflicient - 645" 1000
Sig. [E-tail;ad] Yy L00a _
[ 17 F

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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F. Uji Analisis Probit (EDso)

Confidence Limits

95% Confidence Limits for DOSIS

Prabability Estimate  Lower Bound  Upper Bound
FROBIT® 010 0,477 7,084 18,654
020 8,758 6,624 16,8593
030 8,302 6,330 15777
040 7,959 6,109 14,939
050 7679 5,928 14,257
060 7,442 5,??3- 13,678
aro 7234 5637 13,170
080 7,047 5614 12,?1_?
090 6877 5403 12,304
100 6,721 5,299 11,925
150 6,075 4 866 10,361
200 5 561 4,511 9,128
250 5120 4194 8,083
300 4,724 3,894 7,160
350 4 358 3,593 6,328
400 4010 3,272 5573
450 3673 2,908 4,897
500 3,31 2,470 4311
550 3,010 1,936 3821
G600 2673 1,289 347
G50 2325 A7 3,070
oo 1,958 -,245 2753
750 1,563 -1158 2,443
800 1 26 -2187 2120
850 0B -3425 1,760
800 -.038 -4,986 1,324
a10 -195 -5 365 1,zzd
920 -, 364 -5, 776 1,107
830 - 551 -6,230 84
940 -, 759 -6, 737 848
850 -,897 -7,316 693
8960 -1,276 7,997 A
970 -1,619 -8,835 284
980 -2,075 -9,950 -.00a
990 -2,7494 -11,710 - 466

a. A heterogeneity factor is used.
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Lampiran 6. Dokumentasi Alat dan Penelitian

100

¥
20 ¥

(1)
Proses pengeringan daun
M.crenata C. Presl

)
Proses grinding
simplisia menjadi
serbuk daun

M.crenata C. Presl

(4)

Proses ekstraksi daun

M.crenata C. Presl

®)

Proses penyaringan
ekstrak cair daun

M.crenata C. Presl

3)
Proses penimbangan
simplisia daun M.crenata
C. Presl

6
Proses pemisahan pelarut
dari ekstrak menggunakan
Rotary Evaporator

()
Proses pengeringan ekstrak
etanol 96% daun M.crenata
C. Presl

(8)
Penimbangan ekstrak
etanol 96% daun
M.crenata C. Presl

9)
Pembuatan suspensi air
pada ekstrak etanol 96%
daun M.crenata C. Presl
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(10)
Proses fraksinasi air

(11)
Proses penguapan
pelarut pada fraksi air

(12)
Penimbangan
fraksi air

@s)
Penambahan tween 80% dan
DMSO pada fraksi air

(14)
Pembuatan larutan
induk 5000 ppm
fraksi air

(15)

; z%‘ I~

(16) NdD (18)
Pengenceran sampel fraksi Pemberian larutan Pencucian dengan PBS
air 62,5 ppm, 125 ppm dan Triton X-100 sebelum diberikan

250 ppm

J'r‘x
0 a

(19)
Plate fraksi air

Analisis dengan CLSM

(20)
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