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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan menganalisis kemampuan ekstrak pegagan dalam menginduksi proses
proliferasi dan neurogenesis dari sel-sel korteks serebrum tikus neonatal dalam medium kultur in vitro.
Penelitian in vitro ini menggunakan sel-sel otak besar anak tikus (Sprague Dawley) umur tiga hari dalam
medium dasar Dulbecco’s Moditied Eagle’s Medium (DMEM) yang mengandung Newborne Calf Serum
(NBCS) 10% dan gentamisin 50 pg/mL (mDMEM) dengan dan tanpa penambahan ekstrak daun pegagan/
Centella asiatica (CA). Terdapat lima kelompok perlakuan yang terdiri dari kontrol positif
(mDMEM-+asiaticoside (AC) 30ug/mL), kontrol negatif (mnDMEM), mDMEM dengan penambahan tiga
konsentrasi CA yakni 100 ppm, 200 ppm, dan 400 ppm. Kultur dilakukan dalam inkubator CO,5%, pada
suhu 37°C selama enam hari. Parameter yang diamati adalah Population Doubling Time (PDT), komposisi
neuron, dan sel glia, serta panjang akson dan dendrit masing-masing berdasarkan penghitungan
menggunakan hemositometer, pewarnaan HE, dan pengukuran akson-dendrit neuron menggunakan
mikrometer. Data dianalisis dengan sidik ragam. Hasil imduksi ekstrak pegagan pada konsentrasi 100
ppm terhadap sel-sel korteks serebrum menunjukkan terjadinya neurogenesis, meningkatkan
pertumbuhan panjang akson tanpa memengaruhi kecepatan proliferasi. Namun, pada konsentrasi 200
dan 400 ppm, ekstrak CA menghambat proliferasi dan pertumbuhan akson neuron (P<0,05). Sebagai
kesimpulan penambahan ekstrak C. asiatica pada konsentrasi 100 ppm dapat meningkatkan pertumbuhan
panjang akson neuron dan kecenderungan menginduksi neurogenesis, sedangkan pada dosis tinggi ekstrak
CA bersifat neurotoksik.

Kata kunci: Kultur, neuron, ekstrak Centella asiatica, neurogenesis

ABSTRACT

The aim of the study was to analyze the potency of Centella asiatica extract to induce proliferation and
neurogenesis process of newborn rats cortex cerebri. Research has been conducted on in vitro culture of
three days old rat (Sprague Dawley) cerebrum cells in DMEM (Dulbecco’s Moditied Eagle’s Medium)
containing 10% NEAA (Non Essential Amino Acid), 1 mM NaHCO,, 10% NBCS (Newborn Calf Serum)
and 50 pg/mL gentamycin (mDMEM), with and without Centella asiatica (CA) leaf extracts. The experiment
was set in five groups of treatment consisted of positive control (mDMEM+30 pg/mL asiaticoside (AC)),
negative control (mDMEM), and mDMEM with three concentration of CA extract i.e. 100 ppm, 200 ppm
and 400 ppm. Culture was done in 5% CO,incubator at 37°C for six days. The parameters observed were
cells proliferation based on Population Doubling Time (PDT), neuron and glia composition, and the length
of axon and dendrite. Cells concentration were counted using Newbauer hemocytometer. Neuron and glia
cells were determined based on morphology after Hematoxylin-Eosin staining, and the length of axon and
dendrite were measured using eyepiece micrometer. Data were analyzed using ANOVA and Duncan test.
The results showed that Centella asiatica extract at concentration 100 ppm could induce neurogenesis
and increased the axon length growth. However, at concentration 200 and 400 ppm, CA extract inhibited
the neuronal cells proliferation and the axonal growth (P<0,05). In conclusion, induction of Centella asiatica
extracts at concentration of 100 ppm on the cortex cell cerebrum cells culture increase the axon length
growth and tends to induce neurogenesis; however at higher concentration CA extract was neurotoxic.
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PENDAHULUAN

Otak besar (serebrum) merupakan pusat
saraf utama yang berfungsi untuk pengaturan
semua aktivitas tubuh, berkaitan dengan
kepandaian (inteligensi), ingatan (memori),
kesadaran, dan pertimbangan. Jaringan saraf
terdiri dari sel saraf (neuron) dan sel glia yang
masing-masing memiliki fungsi untuk
menyampaikan sinyal dari satu sel ke sel
lainnya dan untuk melindungi, mendukung,
merawat, serta mempertahankan homeostasis
cairan di sekeliling neuron (Djuwita et al., 2012).
Jaringan otak pada sistem saraf pusat (SSP)
sangat peka terhadap berbagai cedera di
antaranya akibat stres oksidatif dan trauma
mekanik (Lee et al., 2002). Cedera SSP dan
penyakit neurogeneratif dapat mengakibatkan
berbagai tingkat kematian neuron dan
kelemahan memori, serta degenerasi akson dan
dendrit yang dapat menghambat penyaluran
impuls (Jackson et al., 2010).

Dalam beberapa dekade terakhir, beberapa
peneliti telah membuktikan bahwa dalam
beberapa bagian jaringan otak dewasa dari
berbagai spesies termasuk manusia masih
terdapat populasi neural stem cells (NSCs)
ataupun neural progenitor cells NPCs) (Gage,
2000; Cao et al., 2002; Djuwita et al., 2012).
Secara in vivo dan in vitro telah dibuktikan
bahwa NSCs dan NPCs memiliki kapasitas
untuk menjalani proses neurogenesis bahkan
memperbaiki kondisi jaringan yang rusak
(Richard et al., 1992; Lois dan Buylla, 1993,
Renolds dan Weiss, 1993; Taupin dan Gage,
2002; Goldman 2004). Goldman (2004)
melaporkan bahwa proses neurogenesis dan
gliogenesis tetap berlangsung pada beberapa
daerah otak dewasa, namun kemampuan
regenerasi tersebut sangat terbatas.

Beberapa faktor endogenous antara lain
nerve growth factor (NGF) (Bocchini dan
Angeletti, 1969), brain derived neurotrophic
factor (BDNF) (Kirschenbaum dan Goldman,
1993; Pencea et al., 2001), dan vascular
endothelial growth factor (VEGF) (Jin et al.,
2002) terbukti dapat menginduksi proses
neurogenesis secara in vivo pada otak tikus
dewasa (Cameron et al 1998). Selain faktor
endogenous, telah dilaporkan pula beberapa
produk tanaman memiliki kemampuan sebagai
neuroprotective terhadap stres oksidatif yang
dapat mengakibatkan kematian neuron di
antaranya adalah ekstrak ginseng (Kim et al.,
2008), ekstraks Ginkgo biloba (Watanabe et al.,
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2001) dan ekstrak Centella asiantica (CA) atau
pegagan (Kumar dan Gupta, 2002; 2003; Rao et
al., 2005; Heleagrahara dan Ponnusamy, 2010;
Jana et al., 2010).

Centella asiatica L. (CA), termasuk dalam
family Umbelliferae, yang secara tradisional
telah diyakini dapat memperkuat memori dan
melindungi neuron dari stres oksidatif (Zheng
dan Qin., 2007; Jana et al., 2010). Kajian
terhadap fitokimia CA menunjukan adanya
kandungan terpenoid dan flavonoid, sedangkan
senyawa bioaktif yang paling menonjol
aktivitasnya adalah asiaticoside yang terbukti
dapat melindungi neuron dari stres oksidatif dan
mencegah terjadinya apoptosis sel (Lee et al.,
2000; Subban et al., 2008; James dan Dubery,
2009).

Namun demikian, apakah ekstrak CA dapat
menginduksi proliferasi dan diferensiasi sel-sel
progenitor saraf (neurogenesis) belum banyak
dilaporkan. Penelitian ini ditujukan untuk
menganalisis kemampuan ekstrak CA dalam
menginduksi proses proliferasi dan neurogenesis
dari sel-sel korteks serebrum tikus neonatal
dalam medium kultur in vitro.

METODE PENELITIAN

Isolasi dan Kultur Sel Saraf Otak Besar

Isolasi dan kultur sel saraf otak dilakukan
berdasarkan Djuwita et al., (2012). Tikus strain
Sprague Dawley umur tiga hari dikorbankan
nyawanya terlebih dahulu dengan
menggunakan eter, kemudian daerah kepala
didesinfeksi dengan alkohol 70%. Otak bagian
serebrum diisolasi dan dicuci dengan larutan
Phosphate Buffered Saline (PBS) yang
mengandung Fetal Bovine Serum (FBS) 0,5%
dan gentamycin 50 mg/mL. Suspensi otak dibuat
dengan cara menyedot dan mengeluarkan
kembali secara berulang menggunakan spuit 1
cc yang mengandung larutan PBS + FBS +
Sentamycine (mPBS). Suspensi dimasukkan ke
dalam tabung dan dilakukan sentrifugasi
dengan kecepatan 210 g selama 10 menit.
Pencucian dilakukan dengan mPBS sebanyak
empat kali ulangan dan medium Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) yang diberi
tambahan asam amino non esensial (AANE)
10%, FBS 10% dan gentamycin 50 mg/ml
(disingkat mDMEM) sebanyak satu kali
ulangan. Terakhir pelet diresuspensi dalam
larutan mDMEM sebanyak 1 mL.
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Sebelum dikultur, jumlah sel dihitung
menggunakan hemositometer Improved
Newbauer. Sel dengan konsentrasi 6 x10* sel/
mL dikultur dalam cawan petri yang telah
dilapisi dengan gelatin 0,1% dan berisi 2 mL
mDMEM dengan dan tanpa ekstrak CA (Kultur
sel otak untuk evaluasi menggunakan
pewarnaan, ditumbuhkan di atas cover glass
yang telah dilapisi dengan gelatin 0,1%). Kultur
dilakukan di dalam inkubator CO, 5% pada suhu
37°C. Medium mDMEM dan perlakuan diganti
setiap dua hari sekali sebanyak 2 mL setiap
penggantian. Kultur dilakukan sampai hari
keenam.

Evaluasi Hasil Kultur Sel-Sel Serebrum

Tingkat Proliferasi Berdasarkan
Population Doubling Time. Tingkat poliferasi
ditentukan berdasarkan penghitungan jumlah
sel sebelum dan setelah kultur. Peningkatan
(proliferasi) sel diketahui dari total sel yang
tumbuh menggunakan kamar hitung
hemositometer Improved Neubauer dengan
perhitungan sebagai berikut: Total sel (sel /mL)
= jumlah sel pada lima kotak x faktor
pengenceran x 10%,

Population Doubling Time adalah waktu
yang diperlukan oleh populasi sel untuk
menjadikan jumlahnya dua kali dari jumlah
semula. Population Doubling Time (hari)
dihitung menggunakan rumus: 1 per ((log
jumlah sel akhir dikurangi log jumlah sel awal)
x3,32) per waktu kultur (Davis, 2011).

Diferensiasi Sel-Sel Serebrum

Komposisi Jumlah Neuron dan Glia.
Identifikasi tipe-tipe sel (neuron dan glia) yang
tumbuh dilakukan berdasarkan pengamatan
morfologi baik secara natif maupun setelah sel
diwarnai dengan pewarnaan Hematoksilin Eosin
(HE). Kultur sel yang ditumbuhkan di atas cover
glass dicuci menggunakan PBS kemudian
difiksasi dalam larutan bufer paraformaldehid
4% selama 24 jam. Sebelum pewarnaan HE
preparat kultur sel direndam dalam alkohol 50%
selama tiga menit, kemudian direndam
berturut-turut dalam aquades selama lima
menit dan hematoksilin empat menit, dan
dibilas kembali dengan aquades. Selanjutnya
direndam dalam eosin selama dua menit dan
dibilas dengan aquades. Setelah pewarnaan,
preparat kultur sel didehidrasi dalam alkohol
bertingkat yakni 70%, 80%, 90%, 96%, dan
alkohol absolut tiga kali ulangan, masing-
masing 10 menit dan dilanjutkan dalam xilol
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dua kali ulangan, kemudian dimounting pada
gelas objek menggunakan entelan. Evaluasi
dilakukan dengan mengamati morfologi sel
dengan mikroskop cahaya pada perbesaran
40x10.

Pertumbuhan Panjang Akson dan
Dendrit Neuron. Pertumbuhan panjang akson
dan dendrit neuron diamati dengan mikroskop
cahaya pada perbesaran 40x10 dan diukur
menggunakan eyepiece mikrometer. Jumlah sel
yang diukur sebanyak 50 neuron untuk masing-
masing ulangan.

Rancangan Percobaan dan Analisis Data

Ekstrak CA yng diperoleh dari Pusat Studi
Biofarmaka Institut Pertanian Bogor,
diekstraksi dalam larutan etanol. Terdapat lima
kelompok perlakuan yang terdiri dari mDMEM
(control negatif), mDMEM+CA 100 ppm,
mDMEM+CA 200 ppm, mDMEM+CA 400 ppm
serta mDMEM + AC 30 ug/mL (kontrol positif).
Asiaticoside (AC) komersial digunakan sebagai
kontrol positif. Masing-masing perlakuan
dilakukan sebanyak tiga kali ulangan.
Parameter yang diamati yaitu Population
Doubling Time (PDT), komposisi jumlah neuron
dan sel glia, serta panjang akson dan dendrit.
Data-data yang diperoleh dianalisis secara sidik
ragam dan dilanjutkan dengan uji jarak
berganda Duncan dengan tingkat kepercayaan
95%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Tingkat Proliferasi Berdasarkan Popula-
tion Doubling Time

Selama enam hari kultur sel-sel korteks
serebrum pada perlakuan kontrol negatif dan
ekstrak CA 100 ppm menunjukkan tingkat
proliferasi yang konstan dengan nilai PDT yaitu
masing-masing 3,78+0,31 dan 3,82+0,28
(P>0,05) (Tabel 1). Hal ini menunjukkan bahwa
pemberian esktrak CA 100 ppm kedalam
medium kultur sel-sel korteks serebrum tidak
mempercepat proses proliferasi. Pada kontrol
positif terjadi kecenderungan percepatan
proliferasi namun tidak nyata. Sebaliknya pada
pemberian ekstrak CA 200 dan 400 ppm nilai
PDT masing-masing adalah 5,17+0,41 dan
6,79+2,53 lebih tinggi dibandingkan nilai PDT
kontrol negatif (P<0,05).

Tingkat proliferasi pada kontrol negatif dan
pemberian ekstrak CA100 ppm menunjukkan
tingkat proliferasi yang normal yakni waktu
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Tabel 1 Tingkat proliferasi sel korteks serebrum dalam medium yang diberi ekstrak C.asiatica

(CA)
PDT (Population Doubling Time) (Hari)
Kontrol Positif Kontrol Negatif CA 100ppm CA 200ppm CA 400ppm
3,28 + 0,262 3,78+0,31° 3,82+0,28° 5,17+0,41° 6,79+ 2,53

Huruf superscript yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (P<0,05).

Tabel 2 Persentase neuron dan sel glia pada masing-masing perlakuan (%) C.asiatica (CA)

Jenis Sel Kontrol Positif Kontrol Negatif =~ CA 100ppm CA 200ppm CA 400ppm
Neuron 69,03+ 3,472 47,19 £ 1,94° 52,55+2,90°  42,29+1,46¢ 31,95 +1,70¢°
Glia 30,97+ 3,472 52,81+ 1,94° 47,45 +2,90P 57,71 +1,46¢ 68,90 £1,20¢

Huruf superscript yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (P<0,05).

PDT sekitar 3-4 hari. Asiaticoside merupakan
senyawa bioaktif yang berasal dari tanaman
asiatica, yang telah terbukti dapat melindungi
neuron dari stres oksidatif dan mencegah
terjadinya apoptosis. Pada kontrol positif
(asiaticoside komersial) dengan konsentrasi 30
ppm menunjukkan kecenderungan peningkatan
kecepatan proliferasi (P>0,05). Namun, dosis
optimum pemberian asiaticoside untuk
meningkatkan proliferasi kultur sel-sel otak
adalah d” 100 ug/mL (Musalmah et al., 2006);
karenanya pada penelitian ini walaupun ada
kecenderungan peningkatan kecepatan
proliferasi namun tidak nyata.

Pemberian ekstrak CA pada konsentrasi
tinggi 200—-400 ppm menghambat proses
proliferasi bahkan mengakibatkan kesusakan
dan kematian neuron. Zat-zat yang bersifat
neurotoksik dapat menyebabkan kematian
neuron, degenerasi akson dan dendrit, serta
peningkatan jumlah neuroglia (Woehrling et al,.
2010).

Komposisi Jumlah Neuron dan Sel Glia
Komposisi neuron dan sel glia pada kontrol
negatif adalah 47,19% dan 52,81%.
Dibandingkan dengan kontrol negatif, pada
kontrol positif persentase jumlah neuron
meningkat secara nyata menjadi 69,03+3,47,
sedangkan pada pemberian ekstrak CA 100 ppm
menunjukkan kecenderungan terjadinya
peningkatan persentase jumlah neuron yakni
52,55+2,90 (P>0,05). Sebaliknya, pemberian
ekstrak CA 200 dan 400 ppm menunjukkan

penurunan persentase jumlah neuron dan
peningkatan persentase sel glia (Tabel 2).

Sel glia yang ditemukan pada kultur sel-
sel korteks serebrum adalah astrosit,
oligodendrosit, dan mikroglia. Komposisi neuron
dan sel glia pada kontrol negatif sejalan dengan
hasil penelitian sebelumnya (Djuwita et al.,
2012). Sel glia memiliki jumlah yang lebih
banyak karena digunakan untuk membantu
pertumbuhan neuron melalui absorpsi nutrisi
secara optimal. Sel glia merupakan sel-sel yang
menjaga, memelihara, dan mendukung neuron.

Pemberian ekstrak CA dengan konsentrasi
rendah yang menunjukkan kecenderungan
terjadinya peningkatan persentase neuron,
mengindikasikan bahwa ekstrak CA mampu
menginduksi proses diferensiasi sel-sel
progenitor saraf (NPCs) menjadi neuron atau
dikenal dengan proses neurogenesis. Hal yang
sama dilaporkan oleh Rao et al (2009) yang
membuktikan bahwa ekstrak CA mampu
menstimulasi neurogenesis. Hasil penelitian
Khotimah et al., 2009 membuktikan bahwa
pemberian ekstrak CA 100 ppm mampu
meningkatkan kadar BDNF yang diketahui
memiliki peranan dalam neurogenesis (Pencea
etal., 2001.

Pada pemberian ekstrak CA 200 dan
terutama pada konsentrasi 400 ppm terjadi
penurunan persentasi jumlah neuron akibat
terjadinya kerusakan dan atau kematian
neuron; sementara terjadi peningkatan jumlah
sel glia. Diperkirakan bahwa pada konsentrasi
tersebut ekstrak CA bersifat toksik pada neuron.
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Tabel 3 Panjang akson dan dendrit neuron pada masing-masing perlakuan (um) C.asiatica (CA)

Kontrol Positif ~ Kontrol Negatif CA 100ppm CA 200ppm CA 400ppm
Akson 21,50+ 3,37° 18,11 +2,25% 31,45+2,09¢ 29,53+ 5,08 13,69+4,92°
Dendrit 9,27 + 3,602 10,28 £ 2,192 9.,6 £0,412 1,.27+2,39> 8,01+2,98°

Huruf superscript yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (P<0,05).

Pada sistem in vivo, terjadinya toksisitas pada
sistem saraf dapat menyebabkan infiltrasi sel
glia (Shearer dan Fawcett 2001). Hal ini sejalan
dengan peneliti sebelumnya yang melaporkan
bahwa ekstrak etanol CA pada konsentrasi
>100ug/mL bersifat neurotoksik (Norfaizatul et
al., 2011).

Pertumbuhan Panjang Akson dan Dendrit

Panjang akson dalam medium yang
ditambahkan ekstrak CA 100 dan 200 ppm
adalah masing-masing 31,454+2,09 dan 29,53 +
5,08, secara nyata lebih panjang dibandingkan
dengan pada kontrol 18,11 + 2,25 (Tabel 3).
Namun sebaliknya pada konsentrasi 400 ppm,
ekstrak CA menghambat pertumbuhan akson,
bahkan mengakibatkan kerusakan bahkan
kematian neuron. Ukuran panjang akson dan
dendrit pada penelitian ini lebih pendek
dibandingkan pada penelitian sebelumnya
(Djuwita et al., 2012), hal ini disebabkan adanya
perbedaan lamanya waktu kultur.

Kemampuan ekstrak CA untuk
meregenerasi akson serta neurogenesis
merupakan hal yang penting untuk
meningkatkan pertumbuhan morfologi dan
meningkatkan fungsi neuron serta untuk proses
penyembuhan neuron yang mengalami
kerusakan. Baik ekstrak CA maupun daun CA
segar dapat memperbaiki morfologi neuron serta
meningkatan fungsi otak pada mencit muda (Rao
et al., 2005; Rao et al., 2009). Bahkan pemberian
ekstrak CA ke dalam air minum tikus
menunjukkan penyembuhan lebih cepat dalam
regenerasi akson setelah kerusakan neuron
dibandingkan dengan kontrol (Soumyanath et
al., 2005). Lebih lanjut Omar et al., (2009)
menyarankan pemberian ekstrak CA untuk
pengobatan pasien yang mengalami kerusakan
kognitif ringan ataupun untuk menghindari
penurunan kemampuan kognitif pada masa
aging.

Pada konsentrasi tinggi ekstrak CA bersifat
neurotoksik (Norfaizatul et al., 2011). Akson
dan dendrit merupakan penjuluran neuron yang
berfungsi untuk menghantarkan impuls.

Kerusakan pada neuron dapat mengakibatkan
terjadinya degenerasi akson (Shearer dan
Fawcett 2001) sehingga mengakibatkan
terjadinya infiltrasi astrosit.

SIMPULAN

Penambahan ekstrak Centella asiatica pada
konsentrasi 100 ppm dapat meningkatkan
pertumbuhan panjang akson neuron dan
cenderung menginduksi neurogenesis,
sedangkan pada dosis tinggi ekstrak CA bersifat
neurotoksik.

SARAN

Penggunaan ekstrak Centella asiatica untuk
menginduksi neurogenesis pada kultur sel otak
besar anak tikus sebaiknya menggunakan
konsentrasi < 100 ppm/mL.
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