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UJISITOTOKSIK SEL EA.HY926
YANG DIINDUKSI HYPOXIA
DAN DITREATMENT EKSTRAK DAUN KARET
DAN QUERCITRIN




Uji Sitotoksik Sel Ea.hy926 yang diinduksi hypoxia dan
ditreatment ekstrak daun karet dan quercitrin
Kultur Sel
1.1 Prinsip

Kultur sel mengacu pada tahap kultur setelah sel-sel
diisolasi dari jaringan dan berkembang biak di bawah
kondisi yang sesuai sampai mereka menempati semua
substrat yang tersedia (confluent). Pada tahap ini, sel-sel
harus disubkultur dengan memindahkannya ke flask baru
dengan media pertumbuhan baru untuk menyediakan lebih
banyak ruang untuk pertumbuhan yang berkelanjutan.

Subkultur, juga disebut sebagai passaging, adalah
penggantian medium dan transfer sel dari kultur sebelumnya
ke  medium  pertumbuhan  baru, prosedur yang
memungkinkan perbanyakan lebih lanjut dari cell line.
Pertumbuhan sel dalam kultur berlangsung dari fase lag
setelah penanaman sel ke fase log, di mana sel berproliferasi
secara eksponensial. Ketika sel-sel dalam kultur menempati
semua substrat yang tersedia dan tidak memiliki ruang
tersisa untuk ekspansi, atau ketika sel-sel dalam kultur
suspensi  melebihi kapasitas media untuk mendukung
pertumbuhan lebih lanjut, proliferasi sel sangat berkurang
atau berhenti sepenuhnya. Untuk menjaga kultur pada
kerapatan optimal untuk pertumbuhan sel lanjutan dan untuk
merangsang proliferasi lebih lanjut, kultur harus dipindahkan
ke flask yang baru dengan medium baru.

1.2 Bahan dan Consumable
e Dulbecco’s modified Eagle’s medium/ DMEM High-
glucose (Biowest, L0104-500)
» Fetal Bovine Serum (Biowest, S1810-5000)
e 1% Antibiotic-Antimycotic (ABAM) (Biowest,
L0010-100)
PBS 1x (Biowest X0515-500)
Nanomycopulitine (Biowest, LX16-100)
0.1% Gentamicin (Gibco, 15750060)
Amphotericine B (Biowest, L0009-050)
Sel Ea.hy926 (ATCC CRL-2922)
1.3 Alat dan Consumable
e Pippet Gun (Thermo Scientific 9521)
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» Biosafety Cabinet (Thermo Scientific 1300 Series A2
Class I1)

CO2 Incubator (Thermo 1H3543)

Refrigerated Centrifuge (MWP 260r)
Microscop Inverted (Olympus CKX41-F32FL)
Ultrasonic cleaner (Digital Pro, JP-020S)
Flask T25 (Corning 430168)

Centrifuge Tube 15 ml (SPL 50015)

Tube 50 ml (SPL 50015)

Serological Pippet 5 ml (SPL 91005)
Serological Pippet 10ml (SPL 91010)

1.4 Prosedur

Sel diambil dari tanki nitrogen cair (-196 0C),
selanjutnya dicairkan di dalam Ultrasonic cleaner dengan
suhu 370C selama 2 menit hingga mencair. Sel dimasukkan
ke dalam centrifuge tube 15 ml yang berisi medium kultur 4
ml. Sel disentrifugasi pada kecepatan 1600 rpm selama 5
menit. Supernatan dibuang, kemudian pellet diresuspensi
dengan 5 ml medium kultur. Suspensi sel dimasukkan pada
flask T25. Sel diinkubasi dalam inkubator 5% CQO2, bersuhu
37°C. Sel yang telah tumbuh pada flask 25 diamati di bawah
mikroskop inverted hingga mencapai confluent sekitar 70-
80%. Medium kultur dibuang kemudian ditambahkan
medium kultur baru sebanyak 2 ml.

Sel yang menempel dilepaskan dengan bantuan
scrapper. Dilakukan pengecekkan menggunakn mikroskop
inverted guna memastikan sel sudah benar-benar terlepas
dari dasar flask.Sel dimasukkan ke dalam centrifuge tube 15
ml. Disentrifugasi dengan kecepatan 1600 rpm selama 5
menit. Supernatan dibuang dan pellet diresuspensi dengan 1
ml medium kultur. Suspensi sel dibagi ke dalam 2 buah flask
T25. Inkubasi sel dalam inkubator CO2 5%, suhu 37°C.
Selama perawatan sel, medium pertumbuhan diganti atau
ditambah setiap 2 — 3 hari sekali.

1.5 Hasil Kultur Sel



Gambar 1. Morfologi Sel Ea.hy926 yang diinduksi hypoxia.

Uji Sitotoksik
2.1 Prinsip

Uji MTS merupakan salah satu pengujian teradap
proliferasi melalui pengukuran viabilitas sel dengan melihat
aktivitas metaboliknya. Prinsip pengujian MTS yaitu dengan
pengukuran secara tidak langsung terhadap produk senyawa
berwarna yang dihasilkan oleh sel viabel.

MTS merupakan komponen tetrazolium [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil) — 2 - (4 -
sulfofenil) -2H - tetrozolium, bentuk garam, MTS],
komponen tetrazolium MTS direduksi oleh sel membentuk
produk formazen berwarna yang larut dalam medium kultur.
Jumlah produk formazen diukur serapannya pada panjang
gelombang 490 nm, dimana serapan yang dihasilkan ini
setara dengan jumlah sel viabel

2.2. Bahan
¢ Dulbecco’s modified Eagle’s medium/ DMEM High-
glucose (Biowest, L0104-500)
e MTS 3 - (4,5 — dimethylthiazol — 2 - yl) - 5 - (3 -
carboxymethoxyphenyl) — 2 - (4 - sulfophenyl)-2 H -



tetrazolium) Cell Proliferation Assay Kit (Abcam,
ab197010)

DMSO 100% dan 10% (Merck, 1029521000)

Sampel Ekstrak Daun Karet (0140718-C1017)
Quercitrin (Chengdu, BP1192)

2.3 Alat dan Consumable

Biosafety Cabinet (Thermo Scientific 1300 Series A2
Class 1)

CO2 Incubator (Thermo 1H3543)

Refrigerated Centrifuge (MWP 260r)

Microscop Inverted (Olympus CKX41-F32FL)
Spektrofotometer (Multiskan GO Thermo Scientific
51119300)

Hemacytometer (Neubauer)

Syringe filter tissue culture 0,22 um (Sartorius,
17845)

Syringe with needle 1 ml (Terumo, PS01T26)
Microtube 1,5 ml (SPL, 62015)

96 well plate (Corning, 3596)

Micropipette (Finnpipette F2)

Tips Blue, yellow, white (Neptune)

2.4 Konsentrasi Uji

a.

Ekstrak Daun Karet

* Working solution : 1000; 500; 250; 125;
62.5; 31,3 (ng/mL)

e Final concentration : 100; 50; 25; 12.5; 6.25;
3.13 (ug/mL)

b. Quercitrin

* Working solution : 1000; 500; 250; 125;
62.5; 31,3 (ug/mL).

e Final concentration : 100; 50; 25; 12.5; 6.25;
3.13 (ug/mL)

2.5 Cara Kerja

Sel dihitung dengan menggunakan haemocytometer.

Sel ditanam dengan kepadatan 5 x 103 sel/well pada 96 well
plate, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C,



5% CO2. Setelah inkubasi 24 jam, medium kultur diganti
dengan medium kultur baru sebanyak 180 pul dan
ditambahkan sampel (EDK dan Quercitrin) 20 pl pada setiap
well, selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C,
5% CO2. Setelah perlakuan selama 24 jam, ditambahkan 20
pl MTS pada tiap well, diinkubasi selama 3jam pada suhu
37°C, 5% CO2. Absorbansi diukur menggunakan
spektrofotometri dibaca pada panjang gelombang 490 nm.

2.6 Hasil Uji

Tabel 2.1 Hasil uji sitotoksik ekstrak daun karet dan
quercitrin pada sel Ea.hy926

Sampel Rata-rata viabilitas sel (%)
Kontrol Negatif 100 £ 12.57
Ekstrak Daun Karet 3.13
pg/ml 106.03 + 1.07°
Ekstrak Daun Karet 6.25
pg/ml 103.62 + 0.66™
Ekstrak Daun Karet 12.5
pg/ml 97.25 £ 0.73b°
Ekstrak Daun Karet 25
ug/ml 93.70 + 4.37°
Ekstrak Daun Karet 50
ug/ml 91.95 +4.79°
Ekstrak Daun Karet 100
pg/ml 83.56 + 0.99°
Quercitrin 3.13 pg/ml 106.29 +1.59°
Quercitrin 6.25 pg/ml 96.40 + 0.39%
Quercitrin 12.5 pg/ml 96.28 + 2.46™
Quercitrin 25 pg/ml 92.03 +3.02°
Quercitrin 50 pg/ml 71.91+9.83°
Quercitrin 100 pg/ml 56.82 +2.42°

Data disajikan dalam rata-rata = SD. Tanda superskrip
yang berbeda (a,b,c,cd,d) menunjukkan perbedaan yang
signifikan (p <0,05) Tukey HSD post hoc test.



Viabilitas Sel EA.hy 926 yang diinduksi
Ekstrak Daun Karet dan Quercitrin

150.00
100.00

50.00
0.00

Viabilitas (%)

313 625 125 25 50 100
Konsentrasi Sampel (pg/ml)

m Ekstrak Daun Karet  m Quercitrin

Gambar 2.1 Viabilitas sel Ea.hy926 setelah diinduksi ekstrak
daun karet dan quercitrin.

2.7 Kesimpulan

Hasil uji sitotoksik menunjukkan bahwa ekstrak dan
senyawa aman pada rentang konsentrasi 3.13-100 pg/mL.
Rentang konsentrasi aman ditunjukkan dengan presentasi
viabilitas sel yang lebih dari 80%.



UJI KADAR ANTIOKSIDAN Sel

Ea.hy926 YANG DIINDUKSI HYPOXIA
DAN DITREATMENT EKSTRAK
DAUN KARET DAN QUERCITRIN.
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Uji Kadar Antioksidan Sel Ea.hy926 yang diinduksi
hypoxia dan ditreatment ekstrak daun karet dan
quercitrin.
Kultur Sel
1.1 Prinsip

Kultur sel mengacu pada tahap kultur setelah sel-sel
diisolasi dari jaringan dan berkembang biak di bawah
kondisi yang sesuai sampai mereka menempati semua
substrat yang tersedia (confluent). Pada tahap ini, sel-sel
harus disubkultur dengan memindahkannya ke flask baru
dengan media pertumbuhan baru untuk menyediakan lebih
banyak ruang untuk pertumbuhan yang berkelanjutan.

Subkultur, juga disebut sebagai passaging, adalah
penggantian medium dan transfer sel dari kultur sebelumnya
ke  medium pertumbuhan  baru, prosedur yang
memungkinkan perbanyakan lebih lanjut dari cell line.
Pertumbuhan sel dalam kultur berlangsung dari fase lag
setelah penanaman sel ke fase log, di mana sel berproliferasi
secara eksponensial. Ketika sel-sel dalam kultur menempati
semua substrat yang tersedia dan tidak memiliki ruang
tersisa untuk ekspansi, atau ketika sel-sel dalam kultur
suspensi melebihi kapasitas media untuk mendukung
pertumbuhan lebih lanjut, proliferasi sel sangat berkurang
atau berhenti sepenuhnya. Untuk menjaga kultur pada
kerapatan optimal untuk pertumbuhan sel lanjutan dan untuk
merangsang proliferasi lebih lanjut, kultur harus dipindahkan
ke flask yang baru dengan medium baru.

1.2 Bahan dan Consumable
e Sel lini EA.hy926 (ATCC CRL-2922)
e Dulbecco’s modified Eagle’s medium/ DMEM High-
glucose (Biowest, L0104-500)
» Fetal Bovine Serum (Biowest, S1810-5000)
e 1% Antibiotic-Antimycotic (ABAM) (Biowest,
L0010-100)
PBS 1x (Biowest X0515-500)
Nanomycopulitine (Biowest, LX16-100)
0.1% Gentamicin (Gibco, 15750060)
Amphotericine B (Biowest, L0009-050)
Sel Ea.hy926 (ATCC CRL-2922)
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1.3 Alat dan Consumable

e Pippet Gun (Thermo Scientific 9521)

» Biosafety Cabinet (Thermo Scientific 1300 Series A2
Class 1)
CO2 Incubator (Thermo 1H3543)
Refrigerated Centrifuge (MWP 260r)
Microscop Inverted (Olympus CKX41-F32FL)
Ultrasonic cleaner (Digital Pro, JP-020S)
Flask T25 (Corning 430168)
Centrifuge Tube 15ml (SPL 50015)
Tube 50 ml (SPL 50015)
Serological Pippet 5ml (SPL 91005)
Serological Pippet 10ml (SPL 91010)

1.4 Prosedur

Sel diambil dari tanki nitrogen cair (-196 0oC),
selanjutnya di-thowing di dalam ultrasonic cleaner dengan
suhu 37 oC selama 2 menit hingga mencair. Sel dimasukkan
ke dalam centrifuge tube 15 ml yang berisi medium kultur 4
ml. Sel disentrifugasi pada kecepatan 1600 rpm selama 5
menit. Supernatan dibuang, kemudian pellet diresuspensi
dengan 5 ml medium kultur. Suspensi sel dimasukkan pada
flask T25. Sel diinkubasi dalam inkubator 5% CO2, bersuhu
37 °C. Sel yang telah tumbuh pada flask 25 diamati di bawah
mikroskop inverted hingga mencapai confluent sekitar 70-
80%. Medium kultur dibuang kemudian ditambahkan
medium kultur baru sebanyak 2 ml. Sel yang menempel
dilepaskan secara enzymatic menggunakan Trypsin 0.25%.
Dilakukan pengecekkan menggunakn mikroskop inverted
guna memastikan sel sudah benar-benar terlepas dari dasar
flask. Sel dimasukkan ke dalam centrifuge tube 15 ml.
Disentrifugasi dengan kecepatan 1600 rpm selama 5 menit.
Supernatan dibuang dan pellet diresuspensi dengan 1 ml
medium kultur. Suspensi sel dibagi ke dalam 2 buah flask
T25. Inkubasi sel dalam inkubator CO2 5%, suhu 37°C.

Selama perawatan sel, medium pertumbuhan diganti
atau ditambah setiap 2 — 3 hari sekali.
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1.5 Hasil Kultur Sel

Gambar 1. Morfologi Sel Ea.hy926 (Uji Kadar Antioksidan
Sel Ea.hy926 yang diinduksi hypoxia dan ditreatment
ekstrak daun karet dan quercitrin).

Induksi apap, ekstrak, dan senyawa
2.1 Prinsip

Sel yang sebelumnya telah dikultur kemudian diganti
mediumnya dan dikultur dalam kondisi Hypoxia selama 24
jam sebagai model preeklamsia. Setelah dikultur dalam
kondisi hypoxia sel diinduksi langsung dengan Ekstrak Daun
Karet (EDK) dan Quercetrin. Induksi ini dilakukan untuk
melihat pengaruh EDK terhadap sel Ea.hy926 model
Preeklamsia.

2.2. Bahan dan Consumable
¢ Medium Kultur Sel Medium kultur sel Ea.hy926
o Sampel Ekstrak Daun Karet (0140718-C1017)
e Quercitrin (Chengdu, BP1192)

2.3 Alat dan Consumable

¢ Pippet Gun (Thermo Scientific 9521)

« Biosafety Cabinet (Thermo Scientific 1300 Series A2
Class II)
CO2 Incubator (Thermo 1H3543) Kondisi Hypoxia
Tube 50ml (SPL 50015)
Serological Pippet 5ml (SPL 91005)
Serological Pippet 10ml (SPL 91010)
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2.4 Prosedur

Sel yang sudah mencapai konfluensi dibilas dengan
PBS dan ditambahkan tripsin EDTA dan diinkubasi 37°C.
Kemudian sel dihitung dengan hemositometer dan deseeding
dalam 6 well plate. Sel dibagi kedalam 6 perlakuan sebagai
berikut: 1) Control non-hypoxia; 2) Control hypoxia,; 3)
Control DMSO, 4) Hypoxia DMSO, 5) Hypoxia + EDK100,
6) Hypoxia + EDK25, 7) Hypoxia + Quer25, 8) Hypoxia +
Quer6.25. Perlakuan control non hypoxia dan control DMSO
diinkubasi dalam incubator 370C, CO2 5% selama 2 hari.

Perlakuan hypoxia diinduksi diinkubasi dalam
incubator 370C, CO2 5% selama 2 hari dengan kadar O2
2%. Setelah diinduksi dengan hypoxia, sel diberi perlakuan
dengan senyawa dan ekstrak sesuai perlakuan  dan
diinkubasi kembali dalam kondisi Hypoxia selama 24 jam.
Setelah diinkubasi, CM dikoleksi dan sel dihaverst
menggunakan teknik tripsinasi.

UJI TNF-a
3.1 Prinsip

Uji Bradford adalah metode penentuan protein yang
menggunakan prinsip pengikatan Coomassie Brilliant Blue
(CMB) G-250 ke protein. Pewarna ada dalam tiga bentuk:
kationik (merah), netral (hijau), dan anionik (biru). Dalam
kondisi asam, pewarna didominasi dalam merah terprotonasi
ganda dalam bentuk kationik (470 nm). Namun, Kketika
pewarna mengikat protein, maka akan berubah arna menjadi
biru (595 nm). Larutan berwarna biru pada mikroplate inilah
yag diukur menggunakan spektrofotometer atau mikroplate
reader.

CMB G-250 mengikat residu asam amino (arginin) dan
aromatik. Koefisien dye-albumin kompleks konstan dalam
rentang konsentrasi 10 kali lipat. Dengan demikian, hukum
Beer dapat diterapkan untuk mengukur Kkuanttas protein
secara akurat menggunakan rasio volume pewarna untuk
setiap konsentrasi sampel. Adanya beberapa deterjen,
flavonoid, dan buffer protein dasar, menstabilkan spesies
pewarna netral hijau dengan pengikatan langsung atau
dengan merubah pH. Namun demikian, banyak reagen kimia
yang tidak secara langsung mempengaruhi perubahan warna

12



ketika digunakan dalam protokol standar dan pereaksi.
Karena setiap kombinasi reagen protein-kimia belum diuji,
ada kemungkinan bahwa beberapa reagen yang terdaftar
mengganggu dalam kombinasi dengan protein tertentu.
Namun, protein seperti bovine serum albumin (BSA) dan
bovine gamma-globulin, merupakan reagen yang sering
digunakan karena tidak terdapat interferensi.

3.2. Bahan dan Consumable
e Protein Lysat Sel Ea.hy926
e BSA (bovine serum albumin) (Sigma, A9576)
e Aquabidest
e Quick Start Dye Reagent 1x (Biorad, 500-0205)
» Protease Inhibitor Cocktail (Bimake, B14011)
» Ripa Buffer pH 7.4 (Bioworld, 4202002)
3.3 Alat dan Consumable
« Micropipette (Finnpipette F2)
o Spektrofotometer (Multiskan GO Thermo Scientific
51119300)
o 96-well plate (Corning, 3596)
e Incubator (Esco)
» Tips Blue, yellow, white (Neptune)
e Microtube 1,5 ml (SPL, 62015)
3.4 Konsentrasi Uji
« Pembuatan seri larutan kerja (WS) reference standard

BSA.
Konsentrasi: 100, 50, 25, 125, 6.25, 3.125, 0
(Mg/mL)

e BSA cair memiliki konsentrasi 300 mg/ml = 300.000
pHg/mL.

Ditambahkan 6,67 pl BSA cair dan 993,33 ul
aquabidest ke dalam tube 1,5 ml. Campuran ini
menghasilkan konsentrasi  2.000 pg/mL (larutan
stok).

100 pg/mL : 50 pL larutan stok + 950 pL aquabidest
(Larutan A)
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50 pg/mL  : 500 pL larutan A + 500 pL aquabidest
(Larutan B)

25 ug/mL  : 500 pL larutan B + 500 pL aquabidest
(Larutan C)

12.5 pg/mL : 500 pL larutan C + 500 pL
aquabidest (Larutan D)

6.25 pg/mL : 500 pL larutan D + 500 pL aquabidest
(Larutan E)

3.125 pg/mL: 500 pL larutan E + 500 pL aquabidest
0 pg/mL :500 pL aquabidest.

3.5 Cara Kerja

Larutan standard dan sampel masing-masing
dimasukkan ke dalam well sebanyak 20 L.
Ditambahkan Quick Start Dye Reagent 1x sebanyak
200 pL pada masing-masing well, di rekonstitusi
hingga tercampur sempurna.

Diinkubasi selama 5 menit pada suhu ruang.
Perubahan warna menjadi warna biru menunjukkan
adanya protein dalam standard atau sampel,
absorbansi diukur pada panjang gelombang 595 nm
menggunakan spektrofotometer.

3.6 Hasil Uji
Tabel 3.1 Kurva standar BSA
Final Con. Absorbance Average
(Hg/ml) 1 2 3
100 1.011 0.998 1.172 1.060
50 0.778 0.768 0.783 0.776
25 0.747 0.806 0.589 0.714
12.5 0.511 1.074 0.437 0.674
6.25 0.420 0.560 0.614 0.531
3.125 0.318 0.323 0.849 0.497
0 0.297 0.332 1.213 0.614
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Kurva Standar BSA
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Gambar 3.1 Kurva standar BSA

Tabel 3.2 Hasi uji Protein Total menggunakan metode
Bradford

Sampel Rata-rata + SD
Control non-hypoxia 156.572 £ 7.16
Control hypoxia 154,987 + 2.94
Control DMSO 154.981 £ 17.44
Hypoxia DMSO 150.830 + 8.89
Hypoxia + EDK100 156.031 + 16.89
Hyoxia + EDK25 146.327 +17.95
Hypoxia + Quer25 139.503 £ 10.38
Hypoxia + Quer6.25 147.440 £ 29.20
UJI IL-10
4.1 Prinsip

MDA merupakan senyawa dialdehida produk akhir dari
peroksidasi lipid. Salah satu biomarker terjadinya stres
oksidatif adalah tingginya kadar malondialdehyde (MDA)
dan menurunnya aktivitas SOD akibat proses peroksidasi
lipid yang berlebihan di dalam sel.

Kit MDA digunakan untuk mengukur kadar MDA
dalam sampel serum, plasma, jaringan, dan sel. Tubuh
manusia menghasilkan ROS melalui sistem enzim dan
sistem non-enzim, yang bisa menyerang asam lemak tak
jenuh pada biofilm dan menyebabkan peroksidasi lipid dan
membentuk lipid peroksida, seperti kelompok aldehida
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(MDA), keto-, hidroksil, karbonil, dll. Radikal bebas oksigen
menyebabkan kerusakan sel tidak hanya oleh peroksidasi
asam lemak tak jenuh ganda dalam biofilm, tetapi juga oleh
produk penguraian lipid hidroperoksida. Deteksi kadar MDA
dapat mencerminkan tingkat peroksidasi lipid dalam sel
berbanding lurus dengan tingkat kerusakan seluler secara
tidak langsung. MDA dalam katabolit lipid peroksida dapat
bereaksi dengan asam tiobarbiturat (TBA) dan menghasilkan
warna merah senyawa, yang memiliki puncak penyerapan
maksimum pada 532 nm.

4.2. Bahan dan Consumable
e CM dari sampel sel yang diinduksi hipoksia,
ditambah EDK, Quercitrin
+ Malondialdehyde (MDA) Assay Kit (Elabscience, E-
BC-K142)
e Agquabidest

4.3 Alat dan Consumable
» Micropipette (Finnpipette F2)
» 96 well-plate (Costar, 3596)
e Spektrofotometer (Multiskan GO Thermo Scientific
51119300)
\ortex mixer
Water-Bath
Centrifuge
Incubator (Esco)
Tips Blue, yellow, white (Neptune)
Homogenizer

4.4 Konsentrasi Uji

» Sampel sel dimasukkan ke dalam tabung centrifuge,
kemudian sentrifuge sampel dan buang supernatan.

» Tambahkan extract solution ke dalam pellet sel sesuai
dengan rasio jumlah sel (10%): Extract solution (mL)
= 500 ~ 1000: 1 (disarankan untuk menambahkan 1
mL Larutan Ekstrak ke dalam 5 x 10° sel), kemudian
tahan sampel dengan homogenizer pada es.
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» Sentrifugasi pada 8000 g selama 10 menit pada suhu
4 °C. Ambil supernatan dan simpan di es sebelum
dideteksi.

4.5 Cara Kerja

Sampel sel dimasukkan ke dalam tabung centrifuge,
kemudian sentrifuge sampel dan buang supernatan.
Tambahkan extract solution ke dalam pellet sel sesuai
dengan rasio jumlah sel (104): Extract solution (mL) = 500 ~
1000: 1 (disarankan untuk menambahkan 1 mL Larutan
Ekstrak ke dalam 5 x 106 sel), kemudian tahan sampel
dengan sonikasi pada es (daya: 20% atau 200W, 3
detik/waktu, interval selama 10 detik, ulangi selama 30 Kali).
Sentrifugasi pada 8000 g selama 10 menit pada suhu 4 °C.
Ambil supernatan dan simpan di es sebelum dideteksi.

Tambahkan 0,3 mL Reagen 2 ke dalam tabung
centrifuge 1,5 mL, lalu tambahkan 0,1 mL sampel,
homogenkan. Inkubasi pada suhu 95 °C selama 30 menit
(tutupi tutupnya) kemudian dinginkan tabungnya dalam
rendaman es. Sentrifugasi pada 10000 g selama 10 menit
pada pada suhu 25 °C, lalu ambil 200uL dari supernatan ke
dalam micro quartz cuvette atau 96 wellplate. Ukur nilai
absorbansi pada 532 nm dan 600 nm. AA = A532 - A600.

4.6 Hasil Uji
Tabel 2.1 Kadar MDA pada sel Ea.hy926 pada Ekstrak Daun
Karet dan Quercitrin

. Konsentrasi
Sampel Konsze:;;ansll_;\/l DA MDA (ng/mg
protein)
Kontrol sel 5.64 +0.55° 35.92 +3.517
Kontrol DMSO 5.55 + 0.48° 35.78 + 3.09%
Kontrol

Hypoxia 11.37 +1.52° 75.27 +10.04°
EDK 100 7.13 +0.60% 45.68 + 3.87%
EDK 25 0.71 +1.44" 66.35 + 9.87°
Quercitrin 25 8.73 +1.44" 62.58 + 10.36"
Quercitrin 6.25 10.53 +0.14° 71.42 +0.96°
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*Data disajikan dalam rata-rata £ SD. Tanda superskrip yang
berbeda (a,ab,bc,c) menunjukkan perbedaan yang signifikan
(p <0,05) Tukey HSD post hoc test.

o Aktivitas MDA Sel Ea.hy926 yang diberi
E Ekstrak Daun Karet dan Quercitrin
o
E 10000
é T 80.00 T
5 S 60.00
£ 40.00 -
2 20.00 -
N

0.00 -

1 2 3 4 5 6 7
Treatments

Gambar 4.1 Aktivitas MDA Sel Ea.hy926 yang diberi
Perlakuan dengan Ekstrak Daun Karet dan Quercitrin. Ket :
1. Kontrol sel; 2.Kontrol DMSO; 3. Kontrol Hypoxia; 4.
EDK 100ug/ml; 5. EDK 25 pg/ml; 6. Quercitrin 25 pg/ml; 7.
Quercitrin 6.25 pg/ml.

UJI SOD
1.1 Prinsip

SOD adalah antioksidan enzimatis yang melindungi
jaringan dari kerusakan oksidatif akibat radikal bebas.
Aktivitas enzim SOD memiliki peran penting dalam sistem
pertahanan tubuh, terutama terhadap aktivitas senyawa
oksigen reaktif yang dapat menyebabkan stres oksidatif.
Berdasarkan adanya logam yang berperan sebagai kofaktor
pada sisi aktif enzim, dapat dikelompokkan menjadi 3 yaitu
Cu/ZnSOD, MnSOD dan FeSOD.

Kit SOD digunakan untuk penentuan SOD dalam
serum, plasma, cairan serebrospinal, efusi pleura, asites,
cairan dialisis ginjal, urin, semen, sel darah merah, sel darah
putih, trombosit, sel miokard, sel tumor dan berbagai
jaringan dan sel tumbuhan dan hewan, tingkat subselular
(mitokondria dan microsome) dapat diuji dengan kit ini.

Signifikansi deteksi SOD adalah enzim yang secara
bergantian mengkatalisis pelepasan (atau partisi) dari
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superoksida (O2-) radikal menjadi oksigen molekuler biasa
(02) atau hidrogen peroksida (H202). Superoksida
diproduksi sebagai metabolit sekunder dari metabolisme
oksigen dan, jika tidak diatur, menyebabkan banyak jenis
kerusakan sel. Hidrogen peroksida juga merusak dan
terdegradasi oleh enzim lain seperti katalase. Dengan
demikian, SOD merupakan pertahanan antioksidan penting
di hampir semua sel hidup yang terpapar oksigen.

Aktivitas SOD diukur dengan metode WST-1 dalam kit
ini dan prinsip-prinsip metode WST-1 Xanthine Oxidase
(XO) dapat mengkatalisasi reaksi WST-1 dengan O2- untuk
menghasilkan yang larut dalam air pewarna formazan. SOD
dapat mengkatalisasi ~ disproporsi anion  superoksida,
sehingga reaksi dapat terjadi dihambat oleh SOD, dan
aktivitas SOD berkorelasi negatif dengan jumlah pewarna
formazan. Oleh karena itu, aktivitas SOD dapat ditentukan
dengan analisis kolorimetri produk WST-1.

1.2 Bahan

e Sel lini Ea.hy926 (ATCC CRL-2922)

e Superoxide Dismutase (SOD) Assay Kit
(Elabscience, E-BC-K020)

e Yang berisi: Sample, ddH20O, enzim working
solution, enzim diluen dan substrat application
Solution

e Aquabidest

o Fetal Bovine Serum (Biowest, S1810-5000)

e 1% Antibiotic-Antimycotic (ABAM) (Biowest,

L0010-100)

PBS 1x (Biowest X0515-500)
Nanomycopulitine (Biowest, LX16-100)
0.1% Gentamicin (Gibco, 15750060)
Trypsin-EDTA 0.25% (Biowest, L0931-500)
Protease Inhibitor Cocktail (Bimake, B14011)
Ripa Buffer pH 7.4 (Bioworld, 4202002)

1.3 Alat dan Consumable

e 96 well-plate (Costar, 3596)

e Multichanel pipettor

e Micropipette (Finnpipette F2)
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Spektrofotometer (Multiskan GO Thermo Scientific
51119300)

Vortex (Wisemix)

Tips Blue, yellow, white (Neptune)

1.4 Preparasi

Sel

Sel-sel yang melekat harus dilepaskan dengan tripsin
dan kemudian ambil supernatannya, sentrifugasi
selama 10 menit pada 1000 rpm sentrifugasi selama
10 menit lalu buang supernatan. Resuspen sel adheren
dalam 1 mL PBS dingin, sentrifugasi selama 10 menit
pada 1000 rpm, buang supernatant. Resuspen sel
dalam Ripa Buffer sebanyak 1 ml dan dihomogenkan.
Sel dan Ripa buffer diinkubasi dalam es selama 15
menit. Sel dalam ripa buffer disentrifugasi selama 15
menit dengan kecepatan 14.000 rpm. Supernatan
kemudian diambil dan siap digunakan untuk uji SOD.
Untuk penyimpanan supernatan protein, supernatan
disimpan dalam -20°C.

Komponen Kit

Persiapan  penggunaan  reagen  substrat:
Campurkan Reagen 1 dan Reagen 2 dengan
perbandingan 200: 1 secara menyeluruh. Siapkan
reagen segar sebelum digunakan dan reagen yang
tidak digunakan dapat disimpan pada 2 ~ 8 °C selama
7 hari.Persiapan working solution enzim: Campurkan
Reagen 3 dan Reagen 4 dengan perbandingan 1:10.
Siapkan larutan segar sebelum digunakan dan larutan
kerja enzim yang tidak digunakan dapat disimpan
pada 2-8 °C selama 3 hari.

Catatan: Reagen 2 harus meleleh perlahan di es.
Dianjurkan untuk aliquot Reagen 2 ke dalam volume
yang lebih kecil untuk penyimpanan optimal. Hindari
siklus pencairan berulang-ulang. Simpan reagen di
suhu ruang sebelum digunakan.

1.5 Cara Kerja

Setelah sel di thawing, reagen dan wellplate sudah

disiapkan, 20 pL aquabidest dan 20 pL larutan kerja enzim
pada well control. Kemudian 20 pL aquabidest dan 20 uL
diluent enzim ditambahkan ke blank control well. Pada well
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sample ditambahkan 20 pL sampel dan 20 pL larutan kerja
enzim, lalu tambahkan 20 pL Sampel dan 20 pL diluent
enzim pada blank sample well. Setelah itu sebanyak 200 pL
substrate application solution ditambahkan dengan pipet
multi-channel ke masing-masing well dan dihomogenkan.
Inkubasi pada suhu 37 °C selama 20 menit. Ukur nilai OD
dari masing-masing well dengan Microplate Reader pada
gelombang 450nm.

1.6 Hasil Uji
Tabel 3.1 Kadar SOD pada sel Ea.hy926 pada Ekstrak
Daun Karet dan Quercitrin

Rasio SOD SOD
Sampel inhibisi Activity Activity
(%) (U/mL) (U/mg prot)
Kontrol non- 71.72 + 17.21 + 109.94 +
hypoxia 1.38° 0.33° 2.11°
Kontrol 38.06 + 9.13 +
Hypoxia 3.02° 0.73° 58.93 + 4.68°
Kontrol 71.08 + 17.06 + 110.08 +
DMSO 0.37¢ 0.09° 0.57¢
Hypoxia 35.73 + 8.58 +
DMSO 0.69° 0.17° 56.86 + 1.10°
58.41 + 14.02 +
EDK 100 1.54° 0.37° 89.84 +2.37°
55.81 + 13.39 +
EDK 25 0.20° 0.05° 91.54 +0.33°
58.82 + 14.12 + 101.19 +
Quercitrin 25 3.69" 0.89" 6.34°
Quercitrin 60.28 14.47 + 98.12 £
6.25 0.09° 0.02" 0.14"

*Data disajikan dalam rata-rata + SD. Tanda superskrip yang
berbeda (a,b,c,bc,d) menunjukkan perbedaan yang signifikan
(p <0,05) Tukey HSD post hoc test.
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Aktivitas SOD Sel Ea.hy926 yang diberi
Ekstrak Daun Karet dan Quercitrin
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Gambar 4.1 Aktivitas SOD Sel Ea.hy926 yang diberi
Perlakuan dengan Ekstrak Daun Karet dan Quercitrin. Ket :
1. Kontrol non-hypoxia; 2. Kontrol hypoxia; 3. Kontrol
DMSO; 4. Hypoxia DMSO; 5. EDK 100 ug/ml; 6. EDK 25
pa/ml; 7. Quercitrin 25 pg/ml; 8. Quercitrin 6.25 pg/ml.
1.7 Kesimpulan

Induksi hypoxia meningkatkan kadar MDA dengan
konsentrasi 75.27 nmol/mg protein. Perlakuan EDK dan
quercitrin pada konsentrasi tertinggi (100 pg/ml dan 25
pg/ml) menurunkan kadar MDA sedangkan pada konsentrasi
rendah (25 pg/ml dan 6.25 pg/ml) meningkatkan kadar
MDA tetapi lebih rendah dari induksi dengan hypoxia.
Induksi hypoxia menurunkan kadar SOD. Konsentrasi EDK
tertinggi (100 pg/ml) menurunkan kadar SOD dibandingkan
dengan konsentrasi EDK yang rendah (25 pg/ml), sebaliknya
konsentrasi tertinggi Quercitrin menaikkan kadar SOD dan
konsentrasi rendahnya (6.25 pg/ml) menurunkan kadar SOD.
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UJI APOPTOSIS Sel Ea.hy926
YANG DIINDUKSI HYPOXIA DAN

DITREATMENT EKSTRAK DAUN
KARET DAN QUERCITRIN.
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Uji Apoptosis Sel Ea.hy926 yang diinduksi hypoxia dan
ditreatment ekstrak daun karet dan quercitrin.
Kultur Sel
1.1 Prinsip

Kultur sel hewan mengacu pada tahap kultur setelah
sel-sel diisolasi dari jaringan dan berkembang biak di bawah
kondisi yang sesuai sampai mereka menempati semua
substrat yang tersedia (confluent). Pada tahap ini, sel-sel
harus disubkultur dengan memindahkannya ke flask baru
dengan media pertumbuhan baru untuk menyediakan lebih
banyak ruang untuk pertumbuhan yang berkelanjutan.

Subkultur, juga disebut sebagai passaging, adalah
penggantian medium dan transfer sel dari kultur sebelumnya
ke  medium  pertumbuhan  baru, prosedur yang
memungkinkan perbanyakan lebih lanjut dari cell line.
Pertumbuhan sel dalam kultur berlangsung dari fase lag
setelah penanaman sel ke fase log, di mana sel berproliferasi
secara eksponensial. Ketika sel-sel dalam kultur menempati
semua substrat yang tersedia dan tidak memiliki ruang
tersisa untuk ekspansi, atau ketika sel-sel dalam kultur
suspensi  melebihi kapasitas media untuk mendukung
pertumbuhan lebih lanjut, proliferasi sel sangat berkurang
atau berhenti sepenuhnya. Untuk menjaga kultur pada
kerapatan optimal untuk pertumbuhan sel lanjutan dan untuk
merangsang proliferasi lebih lanjut, kultur harus dipindahkan
ke flask yang baru dengan medium baru.

1.2 Bahan dan Consumable
e Dulbecco’s modified Eagle’s medium/ DMEM High-
glucose (Biowest, L0104-500)
» Fetal Bovine Serum (Biowest, S1810-5000)
e 1% Antibiotic-Antimycotic (ABAM) (Biowest,
L0010-100)
PBS 1x (Biowest X0515-500)
Nanomycopulitine (Biowest, LX16-100)
0.1% Gentamicin (Gibco, 15750060)
Amphotericine B (Biowest, L0009-050)
Sel Ea.hy926 (ATCC CRL-2922)
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1.3 Alat dan Consumable

e Pippet Gun (Thermo Scientific 9521)

» Biosafety Cabinet (Thermo Scientific 1300 Series A2
Class 1)
CO2 Incubator (Thermo 1H3543)
Refrigerated Centrifuge (MWP 260r)
Microscop Inverted (Olympus CKX41-F32FL)
Ultrasonic cleaner (Digital Pro, JP-020S)
Flask T25 (Corning 430168)
Centrifuge Tube 15ml (SPL 50015)
Tube 50ml (SPL 50015)
Serological Pippet 5ml (SPL 91005)
Serological Pippet 10ml (SPL 91010)

1.4 Prosedur

Sel diambil dari tanki nitrogen cair (-1960C),
selanjutnya dicairkan di dalam Ultrasonic cleaner dengan
suhu 370C selama 2 menit hingga mencair. Sel dimasukkan
ke dalam centrifuge tube 15 ml yang berisi medium kultur 4
ml. Sel disentrifugasi pada kecepatan 1600rpm selama 5
menit. Supernatan dibuang, kemudian pellet diresuspensi
dengan 5 ml medium kultur. Suspensi sel dimasukkan pada
flask T25. Sel diinkubasi dalam inkubator 5% CO2, bersuhu
37°C. Sel yang telah tumbuh pada flask 25 diamati di bawah
mikroskop inverted hingga mencapai confluent sekitar 70-
80%.

Medium  kultur dibuang kemudian ditambahkan
medium kultur baru sebanyak 2 ml. Sel yang menempel
dilepaskan  dengan  bantuan  scrapper.  Dilakukan
pengecekkan menggunakn mikroskop inverted guna
memastikan sel sudah benar-benar terlepas dari dasar
flask.Sel dimasukkan ke dalam centrifuge tube 15 ml.
Disentrifugasi dengan kecepatan 1600 rpm selama 5 menit.
Supernatan dibuang dan pellet diresuspensi dengan 1 mi
medium kultur. Suspensi sel dibagi ke dalam 2 buah flask
T25. Inkubasi sel dalam inkubator CO2 5%, suhu 37°C.
Selama perawatan sel, medium pertumbuhan diganti atau
ditambah setiap 2 — 3 hari sekali.
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1.5 Hasil Kultur Se

Gambar 1. Morfologi Sel Ea.hy926 C. Uji  Apoptosis
Sel Ea.hy926 yang diinduksi hypoxia dan ditreatment
ekstrak daun karet dan quercitrin.

Induksi Apap, Ekstrak, Dan Senyawa
2.1 Prinsip Uji Apoptosis

Uji  Apoptosis terhadap sel MCF7 dilakukan
berdasarkan flowcytometry. Propidium iodida (Pl) dan
Annexin V banyak digunakan untuk menntukan apakah sel
dalam keadaan hidup, apoptosis, atau nekrosis melalui
perubahan yang terjadi pada membran plasma. Pl
mempunyai kemampuan untuk memberi warna inti sel.
Kemampuan Pl untuk menembus sel bergantung pada
permeabilitas membran, Pl tidak akan mewarnai inti sel yang
masih hidup atau sel yang berada pada tahap awal apoptosis
(early apoptotic) karena adanya membran plasma yang
masih utuh.

Jika sel berada pada tahap akhir apoptosis dan nekrosis,
permeabilitas membran plasma akan menurun dan
memungkinkan Pl untuk masuk melalui membran, menuju
inti sel dan menghasilkan fluoresensi merah. Annexin V
merupakan calcium dependant protein yang memiliki
kemampuan untuk berikatan dengan phosphatidylserine
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(PS). PS berada di bagian dalam membran plasma. Saat
proses apoptosis berlangsung, PS akan berbalik sehingga
berada di bagian luar membran yang menjadikannya sinyal
fagositosis.

2.2. Bahan dan Consumable

Sel EA.hy 926 (ATCC® CRL-2922™™)

Ekstrak Daun karet (0140718-C1017)

Quercitrin (Chengdu, BP1192)

Annexin  V-FITC  Apoptosis  Detection  Kit
(BioLegend, Part 79998)

Propidium lodide Solution (BioLegend, Part 79997)
Annexin V Binding Buffer (BioLegend, 640194)
DMEM High Glucose (Biowest, L0104-500)

Fetal Bovine Serum (Biowest, S1810-5000)

1% Antibiotic-Antimycotic (ABAM) (Biowest,
L0010-100)

PBS 1x (Biowest X0515-500)

0.1% Gentamicin (Gibco, 15750060)

Trypsin-EDTA 0.25% (Gibco, 25200072)
Nanomycopulitine (Biowest, LX16-100)
Trypsin-EDTA 0.25% (Biowest, L0931-500)

2.3 Alat dan Consumable

Pippet Gun (Thermo Scientific 9521)

Biosafety Cabinet (Esco Class I1)

CO2 Incubator (Thermo, IH3543)

Refrigerated Centrifuge (MWP 260r)

Microscop Inverted (Olympus CKX41-F32FL)
Ultrasonic cleaner (Digital Pro, JP-020S)
Centrifuge Tube 15ml (TPP, 91015)

Centrifube Tube 50ml (TPP, 91050)

Serological Pippet 5ml (SPL, 91005)

Serological Pippet 10ml (SPL, 91010)
Mikropippet (100-1000pL, 10-100 pL, 1-10uL)
Mikropippet Tips (100-1000puL, 10-100 pL, 1-10uL)
5ml Falcon Roud-Bottom Tube (Corning, 352024)
Flowcytometer (Miltenyi Biotech)
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2.4 Cara Kerja
Induksi Hypoxia, Ekstrak, dan Senyawa

a.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Masing-masing sel lini Eahy926 yang telah
mencapai confluent 80% ditripsin dengan 1-2 ml
Trypsin-EDTA 0.25% lalu diinkubasi selama 2-3
menit pada suhu 37°C, 5% CO2

Setelah sel terlepas dari flask (dettach), complete
growth medium ditambahkan

Suspensi sel dipindahkan ke dalam Centrifuge tube
15 ml kemudian disentrifugasi pada kecepatan 1600
rpm selama 5 menit

Supernatan dibuang dan pelet sel diresuspensi
dengan complete growth medium.

Sel dihitung jumlahnya dengan haemocytometer
dengan rumus penghitungan:

Rumus perhitungan sel:

Jumlah
w X 20000 (konstanta pengenceran) X volume suspensi sel
Sel ditanam di 6-well-plate dengan kepadatan
150.000 sel/well lalu diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37°C, 5% CO2.
Setelah attachement sel diinduksi Hypoxia dengan
dikultur pada incubator hypoxia (2% CO2) selama
24 jam pada suhu 37°C, 5% CO2.
Setelah diinduksi Hypoxia, sel diinduksi dengan
ekstrak daun karet dan quercetrin dengan perincian
sebagai berikut:

1. Control non-hypoxia;
Control hypoxia;
Control DMSO;
Hypoxia DMSO;
Hypoxia + EDK100;
Hypoxia + EDK25;
Hypoxia + Quer25;

8. Hypoxia + Quer6.25.
Sel diinkubasi kembali selama 24 jam pada suhu
37°C, 5% CO; untuk kontrol normoxia dan

No o kwn
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diinkubasi  pada kondisi hypoxia untuk
perlakuan hypoxia.

b. Pengukuran Kadar Apoptosis dengan Flowcytometri

1.

Setelah diinkubasi, sel yang telah diberi perlakuan
ditripsin dan dimasukkan ke dalam round bottom
tube disentrifugasi pada kecepatan 1600 rpm selama
5 menit.

Supernatan dibuang dan pelet sel dicuci sebanyak 2x
dengan cara diresuspensi menggunakan 500ul
Annexin Binding Buffer 1x lalu disentrifugasi pada
kecepatan 1600 rpm selama 5 menit.

Supernatan dibuang dan pelet sel diresuspensi
dengan 100 ul Annexin Binding Buffer 1x.

Sampel kemudian diwarnai menggunakan Annexin
V-FITC dan PI-Per Cp. Cy5 dan diinkubasi selama
30 menit pada suhu 4°C (dark room).

Setelah 30 menit, tambahkan 400l Annexin binding
buffer. Sampel dianalisis menggunakan
flowcytometry.
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2.5 Hasil Uji

Live Cell (PI/ANNEXIN V-)

Early Apoptosis Cells (PI-/ANNEXIN V+)

Late Apoptosis Cells (PI+/ANNEXIN V+)

Necrotic Cells (P1+/ANNEXIN V-)

SAMPLE

1 2 3 1 2 3 avg Std rsd avg std rsd 1 2 3 avg std rsd 1 2 3 avg | Std | rsd
CTRL 99.8 | 99.86 | o0.88 | 99.85 | 004 | o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 02| o1 ]o2|o2] o o2
e 9549 | 9616 | 96.46 | 96.04 | 05 | 001 | 202 | 177 | 173 | 184 | 06 | 009 | 237 | 120 | 108 | 121 | 015 | 022 | 11| 09 | 07 | 09 | 02| 02
R a | 8406 | 8300 [ 8445 | sas7 [ 07 | 001 | 101 [ 233 [ 176 | 2 | 03 [ 015 | 1276 | 1306 | 1243 | 1275 | 032 | 002 [ 13 [ 15 [ 14 [ 14 [ 01 | 01
EDK100 9436 | 9362 | 9380 | 9396 | 037 | o | o092 | 11 | 104 | 102 | 009 | 000 | 338 | 332 | 296 | 322 | 023 | 007 | 13| 19| 21| 18 | 04 | 02
EDK25 9533 | 9530 | 9563 | 9545 | 016 | o | 153 | 135 | 135 | 142 | 01 | 007 | 200 | 195 | 179 | 192 | o011 | 0o | 11| 23| 12| 12| 01|01
QUER?25 9520 | 9521 | 95 | 9517 | 015 | o | 19 | 161 | 195 | 182 | 018 | 01 | 239 | 23 | 126 | 132 | 007 | 005 | 14| 19| 18| 17 | 02| 02
QUER6.25 | 9597 | 961 | 9628 | 9612 | 016 | o | 161 | 149 | 147 | 152 | 0.08 | 0.05 | 106 | 102 | 087 | 098 | 01 | 01 | 14| 14| 14| 1a] 0o | o
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Tabel. Hasil Uji Apoptosis Sel EA.hy926 dengan Perlakuan
Ekstrak Daun Karet dan Quercitrin

Sampel LivEe(yE:)ells ApEoT)rtlgsis Aplc_)gigsis Necr%;)c)Cells
Cells (%) Cells (%)

Kontrol Normal ~ 99.85+0.04°  0.00£0.00°  0.00£0.00*  0.17+0.03
Kontrol DMSO  96.04+0.50°  1.84+0.16°  1.21+0.15° 0.90+0.22°
Kontrol Hypoxia ~ 83.87+0.70°  2.00+0.30% 12.75+0.32°  1.39+0.13"
EDK 100 93.96+0.37°  1.02+0.09°  3.22+0.23¢ 1.78+0.42°
EDK 25 95.45+0.16°  1.41+0.10°  1.92+0.11°  1.22+0.09"
Quercitrin 25 95.1740.15°  1.82+0.18%  1.32+0.07" 1.69+0.24°
Quercitrin 6.25  96.12+0.16°  1.52+0.08°  0.98+0.10°  1.38+0.02"

*Data disajikan dalam rata-rata + SD. Perbedaan huruf pada rataan
menunjukkan perbedaan signifikan (p<0,05) berdasarkan analisis statistika

ANOVA-Tukey.

2.6 Kesimpulan

Hasil Uji Apoptosis menunjukkan bahwa kondisi
Hypoxia pada sel EA.hy926 dapat meningkatkan jumlah sel
yang mengalami late apoptosis (12.7520.32). Treatment oleh
EDK dan Quercitrin pada sel EA.hy926 dapat menurunkan
jumlah sel apoptosis pada konsentrasi. Konsentrasi terbaik
dari EDK adalah 25 mg/ml, sedangkan konsentrasi terbaik

untuk Quercitrin adalah 6.25 mg/ml.
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Gambar Hasil Uji Apoptosis menunjukkan bahwa kondisi
Hypoxia pada sel EA.hy926 dapat meningkatkan jumlah sel yang
mengalami late apoptosis (12.7520.32).

1. Kontrol
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3. Kontrol Hypoxia
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5. EDK25
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UJI EKSPRESI GEN EDN-1, THBS-1, FGF-2,
VEGF-A, PIGF PADA SEL Ea.hy926

DIINDUKSI HYPOXIA DAN DITREATMENT
EKSTRAK DAUN KARET DAN QUERCITRI
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Uji Ekspresi gen EDN-1, THBS-1, FGF-2, VEGF-A,
PIGF pada sel Eahy926 diinduksi hypoxia dan
ditreatment ekstrak daun karet dan quercitri
Kultur Sel
1.1 Prinsip

Kultur sel mengacu pada tahap kultur setelah sel-sel
diisolasi dari jaringan dan berkembang biak di bawah
kondisi yang sesuai sampai mereka menempati semua
substrat yang tersedia (confluent). Pada tahap ini, sel-sel
harus disubkultur dengan memindahkannya ke flask baru
dengan media pertumbuhan baru untuk menyediakan lebih
banyak ruang untuk pertumbuhan yang berkelanjutan.

Subkultur, juga disebut sebagai passaging, adalah
penggantian medium dan transfer sel dari kultur sebelumnya
ke  medium pertumbuhan  baru, prosedur yang
memungkinkan perbanyakan lebih lanjut dari cell line.
Pertumbuhan sel dalam kultur berlangsung dari fase lag
setelah penanaman sel ke fase log, di mana sel berproliferasi
secara eksponensial. Ketika sel-sel dalam kultur menempati
semua substrat yang tersedia dan tidak memiliki ruang
tersisa untuk ekspansi, atau ketika sel-sel dalam kultur
suspensi melebihi kapasitas media untuk mendukung
pertumbuhan lebih lanjut, proliferasi sel sangat berkurang
atau berhenti sepenuhnya. Untuk menjaga kultur pada
kerapatan optimal untuk pertumbuhan sel lanjutan dan untuk
merangsang proliferasi lebih lanjut, kultur harus dipindahkan
ke flask yang baru dengan medium baru.

1.2 Bahan dan Consumable
e Dulbecco’s modified Eagle’s medium/ DMEM High-
glucose (Biowest, L0104-500)
» Fetal Bovine Serum (Biowest, S1810-5000)
e 1% Antibiotic-Antimycotic (ABAM) (Biowest,
L0010-100)
PBS 1x (Biowest X0515-500)
Nanomycopulitine (Biowest, LX16-100)
0.1% Gentamicin (Gibco, 15750060)
Amphotericine B (Biowest, L0009-050)
Sel Ea.hy926 (ATCC CRL-2922)
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1.3 Alat dan Consumable

e Pippet Gun (Thermo Scientific 9521)

» Biosafety Cabinet (Thermo Scientific 1300 Series A2
Class 1)
CO2 Incubator (Thermo 1H3543)
Refrigerated Centrifuge (MWP 260r)
Microscop Inverted (Olympus CKX41-F32FL)
Ultrasonic cleaner (Digital Pro, JP-020S)
Flask T25 (Corning 430168)
Centrifuge Tube 15ml (SPL 50015)
Tube 50ml (SPL 50015)
Serological Pippet 5ml (SPL 91005)
Serological Pippet 10ml (SPL 91010)

1.4 Prosedur

Sel diambil dari tanki nitrogen cair (-1960C),
selanjutnya di-thawing di dalam ultrasonic cleaner dengan
suhu 370C selama 2 menit hingga mencair. Sel dimasukkan
ke dalam centrifuge tube 15 ml yang berisi medium kultur 4
ml. Sel disentrifugasi pada kecepatan 1600rpm selama 5
menit. Supernatan dibuang, kemudian pellet diresuspensi
dengan 5 ml medium kultur. Suspensi sel dimasukkan pada
flask T25. Sel diinkubasi dalam inkubator 5% CO2, bersuhu
37°C. Sel yang telah tumbuh pada flask 25 diamati di bawah
mikroskop inverted hingga mencapai confluent sekitar 70-
80%.

Medium  kultur dibuang kemudian ditambahkan
medium kultur baru sebanyak 2 ml. Sel yang menempel
dilepaskan secara enzymatic menggunakan Trypsin 0.25%.
Dilakukan pengecekkan menggunakn mikroskop inverted
guna memastikan sel sudah benar-benar terlepas dari dasar
flask. Sel dimasukkan ke dalam centrifuge tube 15 ml.
Disentrifugasi dengan kecepatan 1600 rpm selama 5 menit.
Supernatan dibuang dan pellet diresuspensi dengan 1 ml
medium kultur. Suspensi sel dibagi ke dalam 2 buah flask
T25. Inkubasi sel dalam inkubator CO2 5%, suhu 37°C.
Selama perawatan sel, medium pertumbuhan diganti atau
ditambah setiap 2 — 3 hari sekali.
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1.5 Hasil Kultur Sel

Gambar 1. Morfologi Sel Ea.hy926 Uji Ekspresi gen
EDN-1, THBS-1, FGF-2, VEGF-A, PIGF pada sel
Ea.hy926 diinduksi hypoxia dan ditreatment ekstrak
daun karet dan quercitri

Induksi Apap, Ekstrak, Dan Senyawa
2.1 Prinsip

Sel yang sebelumnya telah dikultur kemudian diganti
mediumnya dan dikultur dalam kondisi Hypoxia selama 24
jam sebagai model preeklamsia. Setelah dikultur dalam
kondisi hypoxia sel diinduksi langsung dengan Ekstrak Daun
Karet (EDK) dan Quercetrin. Induksi ini dilakukan untuk
melihat pengarun EDK terhadap sel Ea.hy926 model
Preeklamsia.

2.2. Bahan dan Consumable
e Medium Kultur Sel Medium kultur sel Ea.hy926
o Sampel Ekstrak Daun Karet (0140718-C1017)
e Quercitrin (Chengdu, BP1192)
2.3 Alat dan Consumable
¢ Pippet Gun (Thermo Scientific 9521)
« Biosafety Cabinet (Thermo Scientific 1300 Series A2
Class II)
e CO2 Incubator (Thermo IH3543) Kondisi Hypoxia
e Tube 50ml (SPL 50015)
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» Serological Pippet 5ml (SPL 91005)

» Serological Pippet 10ml (SPL 91010)
2.4 Prosedur

Sel yang sudah mencapai konfluensi dibilas dengan

PBS dan ditambahkan tripsin EDTA dan diinkubasi 37°C.
Kemudian sel dihitung dengan hemositometer dan deseeding
dalam 6 well plate. Sel dibagi kedalam 6 perlakuan sebagai
berikut: 1) Control non-hypoxia; 2) Control hypoxia; 3)
Control DMSO, 4) Hypoxia DMSO, 5) Hypoxia + EDK100,
6) Hypoxia + EDK25, 7) Hypoxia + Quer25, 8) Hypoxia +
Quer6.25. Perlakuan control non hypoxia dan control DMSO
diinkubasi dalam incubator 370C, CO2 5% selama 2 hari.
Perlakuan hypoxia diinduksi diinkubasi dalam incubator
370C, CO2 5% selama 2 hari dengan kadar O2 2%. Setelah
diinduksi dengan hypoxia, sel diberi perlakuan dengan
senyawa dan ekstrak sesuai perlakuan dan diinkubasi
kembali dalam kondisi Hypoxia selama 24 jam. Setelah
diinkubasi, CM dikoleksi dan sel dihaverst menggunakan
teknik trpisinasi.

Ekspresi Gen EDN-1, THBS-1, FGF-2. VGEF-A, dan PIGF
3.1 Prinsip

Real-time quantitative reverse transcription polymerase
chain reaction (QRT-PCR) merupakan metode yang cepat
dan sensitive untuk pengukuran ekspresi gen. Selain itu
gRT-PCR adalah metode pengukuran tidak langsung yang
mengalami variabilitas yang signifikan selama berbagai
tahap protocol penelitian (contohnya pemasukan sampel,
ekstraksi RNA, efisiensi reverse transcription dari RNA
hingga komplementari DNA dan efisiensi PCR. Dengan
menggunakan PCR, urutan spesifik dalam kerangka DNA
atau cDNA dapat digandakan atau memperkuat, beberapa
ribu sampai satu juta kali lipat menggunakan urutan
oligonukleotida spesifik, heat stable DNA polymerase, dan
siklus termal.

Isolasi RNA
1. Bahan
» Ethanol 70% (Merck, 1,009,832,500)
e Aurum Total RNA mini kit (Biorad, 7326820)
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lysis solution
low stringency
high stringency
0 elution solution

» DNAse (Norgen)

» DNAse solution (Norgen)
2. Flask 25 (TPP, 90025)

e Spin column (Biorad)

O O O

e Tube 1,5ml (SPL)

» Refrigerated Centrifuge (MWP 260r)

» Pippet Gun (Thermo Scientific 9521)

» Biosafety Cabinet (Thermo Scientific 1300 Series
A2 Class I1)

o Spektrofotometer (Multiskan GO  Thermo
Scientific 51119300)

» Mikropipet finnipet 100-1000 pL dan 10-100 pL
(Finnpipette F2)
o Tips blue dan yellow (Neptune)
3.3 Cara Kerja

Sel dipanen hingga dihasilkan bentuk pelet.
Ditambahkan 350 ul lysis solution, diresuspensi.
Ditambahkan 350 ul etanol 70%, diresuspensi. Dipindahkan
ke dalam RNA binding column 2 ml. Disentrifugasi 13000
rpm selama 1 menit. Filtrat dibuang, ditambahkan 700 ul low
stringency wash solution. Disentrifugasi 13000 rpm selama 1
menit. Filtrat dibuang, ditambahkan 15 ul DNAse dan 100 ul
DNAse solution, diinkubasi 15 menit RT. Disentrifugasi
13000 rpm selama 1 menit. Filtrat dibuang, ditambahkan 700
ul high stringency wash solution.

Disentrifugasi 13000 rpm selama 1 menit. Filtrat
dibuang, ditambahkan 700 ul low stringency wash solution.
Disentrifugasi 13000 rpm selama 1 menit. Filtrat dibuang,
disentrifugasi 13000 rpm selama 2 menit. Tube 1,5
penampung diganti dengan tube baru. Ditambahkan 80 ul
elution solution, diinkubasi 1 menit. Disentrifugasi 13000
rpm selama 2 menit. Konsentrasi RNA diukur dengan nano
drop.
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V.

VI.

Sintesa cDNA

1.

Bahan

e Sampel RNA

 iScript reverse transcriptase (Biorad)

o 5x iScript mix (Biorad)

» Nuclease free water (Promega)

Alat dan Consumable

e Tube PCR (AXN)

e Spin down (Ohaus)

e Mikropipet finnipet 100-1000 pL. dan 10-100 pL
(Finnpipette F2)

o Tips blue dan yellow (Neptune)

e PCR cabinet (ESCO)

e RT-PCR (Clever GTC965)

Cara kerja

Sampel RNA sebanyak 1-15 ul dimasukkan ke

dalam tube PCR. Ditambahkan 1 ul iScript reverse

transcriptase. Ditambahkan 4 ul 5x iScript mix.

Ditambahkan nuclease free water hingga menjadi 20

ul. Spin down. Diinkubasi di dalam RT-PCR dengan

kondisi reaksi sebagai berikut; 1) Priming: 25 °C, 5

menit; 2) Reverse: 46 °C, 20 menit; 3) RT Inactive:

95 °C, 1 menit; 4) Hold: 4 °C infinite.

Analisis gPCR
6.1 Bahan

Sampel cDNA

SsoFast Evergreen Supermix (Biorad)

Forward dan reverse primer B-actin, PPAR-gamma,
dan Glut-4 (Macrogen)

Nuclease free water (Promega)

6.2. Alat dan Consumable

Tube PCR (AXN)

Spin down (Ohaus)

Mikropipet finnipet 100-1000 pL. dan 10-100 pL
(Finnpipette F2)

Tips blue dan yellow (Neptune)

PCR cabinet (ESCO)

gPCR (Thermo)

6.3 Cara Kerja
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Sampel cDNA sebanyak 1-2 ul dimasukkan ke dalam tube
PCR. Ditambahkan 10 ul SsoFast Evagreen Supermix.
Ditambahkan 4 ul mix forward primer dan reverse primer.
Ditambahkan nuclease free water hingga menjadi 20 ul, spin
down. Sampel mix dimasukkan ke dalam Piko PCR Plate
(Finnzymes) dan ditutup dengan seal ASF-0020 Diinkubasi
di dalam  gPCR dengan  kondisi  reaksi; 1)
Predenaturasi:95°C, 5 menit, 2) Denaturasi: 95°C, 1 menit,
3) Annealing: 59°C, 40 detik, 4) Preelongasi: 72°C 1 menit,
5) Elongasi: 72°C, 5 menit, 5) Melt curve: 55-90 °C Infinite
hold 4°C.

VII.  Mapping gPCR
a. Mapping gPCR EDN-1 dan THBS-1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
A Al Al Al A2 A2 A2 A3 A3 A3 Bl B1 Bl
B B2 B2 B2 B3 B3 B3 Cl C1 Cl Cc2 Cc2 Cc2
C C3 C3 C3 D1 D1 D1 D2 D2 D2 D3 D3 D3
D El El El E2 E2 E2 E3 E3 E3 F1 F1 F1
E F2 F2 F2 F3 F3 F3 Gl Gl Gl G2 G2 G2
F G3 G3 G3
Kode sampel:

Al :Kontrol sel normal Ea.hy926 + B-actin
A2 : Kontrol DMSO + B-actin
A3 : Kontrol Hypoxia + B-actin
Bl :Ea.hy926 + ekstrak daun karet 100ug/mL+B-actin
B2 :Ea.hy926 + ekstrak daun karet 25ug/mL+B-actin
B3 : Ea.hy926 + quercitrin 25 ug/mL+B-actin
Cl :Eahy926 + quercitrin 6.25 ug/mL+B-actin
C2 :Kontrol sel normal Ea.hy926 + EDN-1
C3 :Kontrol DMSO + EDN-1
D1 : Kontrol Hypoxia + EDN-1
D2 :Eahy926 + ekstrak daun karet 100ug/mL+EDN-1
D3 :Eahy926 + ekstrak daun karet 25ug/mL+EDN-1
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E1 :Eahy926 + quercitrin 25 ug/mL+EDN-1
E2 :Eahy926 + quercitrin 6.25 ug/mL+EDN-1
E3 : Kontrol sel normal Ea.hy926 + THBS-1
F1 : Kontrol DMSO + THBS-1
F2 : Kontrol Hypoxia + THBS-1
F3 :Ea.hy926 + ekstrak daun karet 100ug/mL+THBS-1
G1 :Ea.hy926 + ekstrak daun karet 25ug/mL+THBS-1
G2 :Eahy926 + quercitrin 25 ug/mL+THBS-1
G3 :Ea.hy926 + quercitrin 6.25 ug/mL+THBS-1
b. Mapping gPCR FGF-2
1 [2[3[4[5 [6 [7 [8]9 [t [2 [t ]z [t 1 [1
0 |1 |23 |4 |5 |6
A[A A A A A A ATATA B |[B |B
101 |1 2 |2 |2 3 /3 |3 11 |1
BB |B |B B [B |B c|c|c c|[c|c
2 |2 |2 3 |3 [3 11 |1 2 |2 |2
clc|c|c DD |D DD |D DD |D
3 |3 [3 11 |1 2 |2 |2 3 13 |3
DIE |[E |E E |[E |E
101 |1 2 |2 |2
E
F
Kode sampel:
Al : Kontrol sel normal Ea.hy926 + B-actin
A2 : Kontrol DMSO + B-actin
A3 : Kontrol Hypoxia + B-actin
Bl :Eahy926 + ekstrak daun karet 100ug/mL+B-actin
B2 :Eahy926 + ekstrak daun karet 25ug/mL+B-actin
B3 : Ea.hy926 + quercitrin 25 ug/mL+B-actin
Cl :Ea.hy926 + quercitrin 6.25 ug/mL+B-actin
C2 :Kontrol sel normal Ea.hy926 + FGF-2
C3 :Kontrol DMSO + FGF-2
D1 : Kontrol Hypoxia + FGF-2
D2 :Eahy926 + ekstrak daun karet 100ug/mL+ FGF-2
D3 : Ea.hy926 + ekstrak daun karet 25ug/mL+ FGF-2
E1 :Eahy926 + quercitrin 25 ug/mL+ FGF-2
E2 :Eahy926 + quercitrin 6.25 ug/mL+ FGF-2

51




c. Mapping gPCR VEGF-A dan PIGF
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
A Al Al Al A2 A2 A2 A3 A3 A3 Bl Bl Bl
B B2 B2 B2 B3 B3 B3 C1 C1 C1 Cc2 Cc2 Cc2
C C3 C3 C3 D1 D1 D1 D2 D2 D2 D3 D3 D3
D El El El E2 E2 E2 E3 E3 E3 F1 F1 F1
E F2 F2 F2 F3 F3 F3 Gl G1 Gl G2 G2 G2
F G3 G3 G3
Kode sampel:
Al :Kontrol sel normal Ea.hy926 + B-actin
A2 : Kontrol DMSO + B-actin
A3 : Kontrol Hypoxia + B-actin
Bl :Eahy926 + ekstrak daun karet 100ug/mL+B-actin
B2 :Eahy926 + ekstrak daun karet 25ug/mL+B-actin
B3 : Ea.hy926 + quercitrin 25 ug/mL+B-actin
C1l :Eahy926 + quercitrin 6.25 ug/mL+B-actin
C2 :Kontrol sel normal Ea.hy926 + VEGF-A
C3 :Kontrol DMSO + VEGF-A
D1 : Kontrol Hypoxia + VEGF-A
D2 :Eahy926 + ekstrak daun karet 100ug/mL+ VEGF-A
D3 :Eahy926 + ekstrak daun karet 25ug/mL+ VEGF-A
E1 :Eahy926 + quercitrin 25 ug/mL+ VEGF-A
E2 :Eahy926 + quercitrin 6.25 ug/mL+ VEGF-A
E3 : Kontrol sel normal Ea.hy926 + PIGF
F1 :Kontrol DMSO + PIGF
F2 :Kontrol Hypoxia + PIGF
F3 :Eahy926 + ekstrak daun karet 100ug/mL+ PIGF
Gl :Ea.hy926 + ekstrak daun karet 25ug/mL+ PIGF
G2 :Ea.hy926 + quercitrin 25 ug/mL+ PIGF
G3 :Ea.hy926 + quercitrin 6.25 ug/mL+ PIGF

VIII.

Hasil Uji
a. Konsentrasi dan Kemurnian RNA
Konsentrasi Kemurnian Rataan
Sampel (ng/ul) ;at;lualg (E260/E280) | (Eog0y
1 2 g 1 2 | E280)
Normal cell Ea.hy926 619.80 | 635.80 | 627.80 | 2.38 | 2.38 2.38
Kontrol DMSO 676.60 | 658.60 | 667.60 | 2.37 | 2.38 2.37
Kontrol Hypoxia 619.20 535.30 | 577.25 | 2.40 | 2.40 2.40
Ea.hy926+ ekstrak daun 50420 | 573.50 | 583.85 | 239 | 239 | 239
karet 100 ug/ml
Eahy926+ ekstrak daun 343.80 | 341.00 | 342.40 | 238 | 237 | 237
karet 25 ug/ml
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5;;%9264' quercitrin 25 47750 | 484.50 | 481.00 | 2.37 | 2.38 | 237
Ea.hy926+ quercitrin 6.25 572.00 | 57110 | 57155 | 2.38 | 2.38 | 2.38
ug/ml
b. Analisis gJPCR EDN-1
Ekspresi Gen EDN-1
Treatment Average SD RSD
1 2 3
Normal cell Ea.hy926 1 1 1 1.00 0 0
Kontrol DMSO 0.99 | 090 0.95 0.95 0.05 | 49
Kontrol Hypoxia 149 | 207 1.79 1.79 029 | 161
Ea.hy926+ ekstrak daun
karet 100 ug/ml 2.06 2.06 1.80 1.97 0.15 7.4
Ea.hy926+ ekstrak daun
karet 25 ug/ml 1.27 1.29 1.08 1.21 0.12 9.6
Ea.hy926+ quercitrin 25
ug/ml 1.83 1.35 1.43 1.54 0.26 16.7
Ea.hy926+ quercitrin 6.25
ug/ml 1.00 1.06 1.27 1.11 0.14 13.0
¢. Analisis qPCR THBS-1
Ekspresi Gen THBS-1
Treatment Average | SD | RSD
1 2 3
Normal cell Ea.hy926 1 1 1 1.00 0.00 0
Kontrol DMSO 111 0.83 1.24 1.06 021 | 195
Kontrol Hypoxia 0.66 0.49 0.56 0.57 0.09 | 14.9
Ea.hy926+ ekstrak daun karet 055 0.76 0.65 0.66 010 | 158
100 ug/ml
Ea.hy926+ ekstrak daun karet 0.88 0.74 0.66 0.76 011 | 146
25 ug/ml
Ea.hy926+ quercitrin 25 ug/ml 0.97 0.82 0.67 0.82 0.15 | 182
Ea.hy926+ quercitrin 6.25 0.98 0.80 1.08 0.96 014 | 151
ug/ml
d. Analisis gPCR FGF-2
Ekspresi Gen FGF-
Treatment 2 Average | SD RSD
1 2 3
Normal cell Ea.hy926 1 1 1 1.00 0 0
Kontrol DMSO 0.77 | 1.08 | 1.01 0.95 0.16 16.7
Kontrol Hypoxia 258 | 222 | 210 2.30 0.25 11.0
Ea.hy926+ ekstrak daun karet 161 | 1.26 | 1.36 1.41 0.18 13.0
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100 ug/ml
Ea.hy926+ ekstrak daun karet 139 | 113 | 146 133 017 131
25 ug/ml
Ea.hy926+ quercitrin 25 ug/ml 191 | 1.83 | 1.59 1.77 0.16 9.2
Ea.hy926+ quercitrin 6.25 175 | 169 | 217 187 0.26 14.0
ug/ml
e. Analisis qPCR VEGF-A
Ekspresi Gen PIGF
Treatment Average SD RSD
1 2 3
Normal cell Ea.hy926 1 1 1 1.00 0.00 0.00
Kontrol DMSO 110 | 0.81 | 0.93 0.95 0.15 15.3
Kontrol Hypoxia 0.53 | 056 | 0.75 0.61 0.12 19.4
. +
Eahyo26+ ekstrak daunkaret | eq | 081 | 067 | 072 | 008 | 109
100 ug/ml
Eahy926+ ekstrak daunkaret | ) oy | 106 | 147 | 108 | 0.09 8.2
25 ug/ml
Ea.hy926+ quercitrin 25 ug/ml 0.74 | 0.58 | 0.59 0.64 0.09 13.9
Ea.hy926+ quercitrin 6.25 086 | 0.90 | 0.90 0.89 0.02 29
ug/ml
IX.  Hasil Uji Statistik
Tabel 7. Ekspresi Gen EDN-1, THBS-1, FGF-2, VEGF-A dan
PIGF (Rata-rata, Hasil Uji Post Hoc Tes Tukey HSD)
Esk . Eskpresi Eskpresi
Treatment Eskpresi sKprest Eskpresi gen gen PIGF
- - VEGF-A
gen EDN-1 THBS-1 gen FGF-2
Normal cell a d a ¢ d
Eahy926 1.00+0.00 1.00+0.00 1.00+0.00 1.00+0.00 1.00+0.00
Kontrol DMSO | 0.95:005° | 1082021 | 405:016° | 096+0.06° | 0.95+0.15%
Kontrol Hypoxia | 1.79+029° | 097009 | 59010059 | 050+0.08° | 061+0.12°
Ea.hy926+ ekstrak
daun Karet 100 1.97+0.15¢ | 0662010 |4 41,0qgeee | 0.6420.09 | 0.7220.08
ug/ml
Ea.hy926+ ekstrak
datir 1212012 | 0762011 | 33,0 700 | 0872003 | oo o0
karet 25 ug/ml
Ea.hy926+
quercitrin 25 1.54+0.26>¢ | 0822015 14 77,0164 | 05240.08° | 0.64+0.09%
ug/ml
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Esk . Eskpresi Eskpresi
Treatment Eskpresi S srl]'em Eskpresi gen gen PIGF
gen EDN-1 TI—%BS-l gen FGF-2 VEGF-A
Ea.hy926+
quercitrin 6.25 1'11::_;0'14 0'9?f9'14 1.87£0.26%° | 0.92+0.17° 0'82%.9'02
ug/ml

*Data disajikan dalam rata-rata + SD. Tanda superskrip yang
berbeda (a,ab,bc,cd,abc,bed,b,c,d) menunjukkan perbedaan yang
signifikan (p <0,05) Tukey HSD post hoc test.

X.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil gPCR, Hypoxia menginduksi
peningkatakan ekspresi gen EDN-1, FGF-2, dan mensupresi
ekspresi gen THBS-1, VEHF-A dan PIGF. Pemberian
perlakuan menggunakan Ekstrak Daun Karet dan Quercetrin
mampu menurunkan ekspresi gen EDN1, dan FGF-2 dan
meningkatkan ekpresi gen THBS-1, VEHF-A dan PIGF.
Quercetrin 25 ug/ml memiliki aktivitas yang lebih baik
dalam menurunkan ekspresi gen EDN1 dan meningkatkan
ekspresi gen THBS-1 dan VEHF-A dibandingkan perlakuan
yang lain. EDK 25 ug/ml memiliki aktivitas yang lebih baik
dalam menurunkan ekspresi gen FGF-2 dan meningkatkan
ekspresi gen PIGF dibandingkan perlakuan yang lain.
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Uji Antiinflamasi pada sel Ea.hy926 diinduksi hypoxia
dan ditreatment ekstrak daun karet dan quercitri

Kultur Sel

1.1 Prinsip

Kultur sel primer mengacu pada tahap kultur setelah
sel-sel diisolasi dari jaringan dan berkembang biak di bawah
kondisi yang sesuai sampai mereka menempati semua
substrat yang tersedia (confluent). Pada tahap ini, sel-sel
harus disubkultur dengan memindahkannya ke flask baru
dengan media pertumbuhan baru untuk menyediakan lebih
banyak ruang untuk pertumbuhan yang berkelanjutan.

Setelah subkultur pertama, kultur sel primer menjadi
cell line. Cell line yang berasal dari kultur primer memiliki
rentang hidup yang terbatas, pertumbuhan tinggi dan
menghasilkan tingkat keseragaman genotipe dan fenotipik
dalam populasi.

Subkultur, juga disebut sebagai passaging, adalah
penggantian medium dan transfer sel dari kultur sebelumnya
ke  medium pertumbuhan  baru, prosedur yang
memungkinkan perbanyakan lebih lanjut dari cell line.
Pertumbuhan sel dalam kultur berlangsung dari fase lag
setelah penanaman sel ke fase log, di mana sel berproliferasi
secara eksponensial. Ketika sel-sel dalam kultur menempati
semua substrat yang tersedia dan tidak memiliki ruang
tersisa untuk ekspansi, atau ketika sel-sel dalam kultur
suspensi melebihi kapasitas media untuk mendukung
pertumbuhan lebih lanjut, proliferasi sel sangat berkurang
atau berhenti sepenuhnya. Untuk menjaga kultur pada
kerapatan optimal untuk pertumbuhan sel lanjutan dan untuk
merangsang proliferasi lebih lanjut, kultur harus ganti
dengan medium baru.

1.2 Bahan dan Consumable

e Dulbecco’s modified Eagle’s medium/DMEM High-
glucose (Biowest, L0104-500)

o 10% Fetal bovine serum/FBS (Gibco, 10270106)

e 1% Antibiotic and Antimycotic/ABAM (Gibco
1772653)

* PBS 1x (Gibco, 1740576)

o Sel Ea.hy926 (ATCC CRL-2922)
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1.3 Alat dan Consumable

o Pippet Gun (Thermo Scientific 9521)

» Biosafety Cabinet (Thermo Scientific 1300 Series A2
Class 1)
CO2 Incubator (Thermo 1H3543)
Refrigerated Centrifuge (MWP 260r)
Microscop Inverted (Olympus CKX41-F32FL)
Ultrasonic cleaner (Digital Pro, JP-020S)
Flask T25 (Corning 430168)
Centrifuge Tube 15ml (SPL 50015)
Tube 50ml (SPL 50015)
Serological Pippet 5ml (SPL 91005)
Serological Pippet 10ml (SPL 91010)

1.4 Prosedur

Sel diambil dari tanki nitrogen cair (-1960C),
selanjutnya dicairkan di dalam Ultrasonic cleaner dengan
suhu 370C selama 2 menit hingga mencair. Sel dimasukkan
ke dalam centrifuge tube 15 ml yang berisi medium kultur 4
ml. Sel disentrifugasi pada kecepatan 1600rpm selama 5
menit. Supernatan dibuang, kemudian pellet diresuspensi
dengan 5 ml medium kultur. Suspensi sel dimasukkan pada
flask T25. Sel diinkubasi dalam inkubator 5% CO2, bersuhu
37°C. Sel yang telah tumbuh pada flask 25 diamati di bawah
mikroskop inverted hingga mencapai confluent sekitar 70-
80%. Medium kultur dibuang kemudian ditambahkan
medium kultur baru sebanyak 2 ml. Sel yang menempel
dilepaskan ~ dengan  bantuan  scrapper.  Dilakukan
pengecekkan menggunakn mikroskop inverted guna
memastikan sel sudah benar-benar terlepas dari dasar
flask.Sel dimasukkan ke dalam centrifuge tube 15 ml.
Disentrifugasi dengan kecepatan 1600 rpm selama 5 menit.
Supernatan dibuang dan pellet diresuspensi dengan 1 ml
medium kultur. Suspensi sel dibagi ke dalam 2 buah flask
T25. Inkubasi sel dalam inkubator CO2 5%, suhu 37°C.
Selama perawatan sel, medium pertumbuhan diganti atau
ditambah setiap 2 — 3 hari sekali.
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1.5 Hasil Kultur Sel

Gambar 1. Morfologi Sel Ea.hy926 E. Uji antiinflamasi
pada sel Ea.hy926 diinduksi hypoxia dan ditreatment
ekstrak daun karet dan quercitri.

Induksi Hypoxia, Ekstrak, Dan Senyawa
2.1 Prinsip

Sel yang sebelumnya telah dikultur kemudian diganti
mediumnya dan dikultur dalam kondisi Hypoxia selama 24
jam sebagai model preeklamsia. Setelah dikultur dalam
kondisi hypoxia sel diinduksi langsung dengan Ekstrak Daun
Karet (EDK) dan Quercetrin. Induksi ini dilakukan untuk
melihat pengaruh EDK terhadap sel Ea.hy926 model
Preeklamsia.

2.2. Bahan dan Consumable
o Medium Kultur Sel Medium kultur sel Ea.hy926
» Sampel Ekstrak Daun Karet (0140718-C1017)
¢ Quercitrin (Chengdu, BP1192)

2.3 Alat dan Consumable
e Pippet Gun (Thermo Scientific 9521)
« Biosafety Cabinet (Thermo Scientific 1300 Series A2
Class II)
e CO2 Incubator (Thermo 1H3543) Kondisi Hypoxia
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e Tube 50ml (SPL 50015)
» Serological Pippet 5ml (SPL 91005)
» Serological Pippet 10ml (SPL 91010)

2.4 Prosedur

Sel yang sudah mencapai konfluensi dibilas dengan
PBS dan ditambahkan tripsin EDTA dan diinkubasi 37°C.
Kemudian sel dihitung dengan hemositometer dan deseeding
dalam 6 well plate. Sel dibagi kedalam 6 perlakuan sebagai
berikut: 1) Control non-hypoxia; 2) Control hypoxia,; 3)
Control DMSO, 4) Hypoxia DMSO, 5) Hypoxia + EDK100,
6) Hypoxia + EDK25, 7) Hypoxia + Quer25, 8) Hypoxia +
Quer6.25. Perlakuan control non hypoxia dan control DMSO
diinkubasi dalam incubator 370C, CO2 5% selama 2 hari.
Perlakuan hypoxia diinduksi diinkubasi dalam incubator
370C, CO2 5% selama 2 hari dengan kadar O2 2%. Setelah
diinduksi dengan hypoxia, sel diberi perlakuan dengan
senyawa dan ekstrak sesuai perlakuan dan diinkubasi
kembali dalam kondisi Hypoxia selama 24 jam. Setelah
diinkubasi, CM dikoleksi dan sel dihaverst menggunakan
teknik tripsinasi.

Il.  UJI ELISA FGF-2
3.1  Prinsip
Kit ELISA ini menggunakan prinsip Sandwich-ELISA.
Mikroplate ELISA yang disediakan dalam kit ini telah
dicoating dengan antibodi spesifik human bFGF/FGF2 ke
dalam 96 well-plate. Standar dan sampel ditambahkan ke
mikroplate ELISA dan dikombinasikan dengan antibodi
spesifik. Kemudian antibodi spesifik deteksi biotinylated
untuk konjugat bFGF/FGF2 dan Avidin-Horseradish
Peroxidase (HRP) ditambahkan berturut-turut untuk setiap
mikro plate lalu diinkubasi. Masing-masing tahapan
dilakukan pencucian dengan washing buffer. Larutan
substrat ditambahkan ke setiap well plate. Hanya well yang
mengandung bFGF/FGF2, antibodi pendeteksi biotinylated
dan konjugasi Avidin-HRP yang akan berwarna biru. Reaksi
enzim-substrat diakhiri olenh penambahan stop solution dan
berubah warnanya menjadi kuning. Optical Desity (OD)
diukur secara spektrofotometri pada panjang gelombang 450
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3.2

3.3

3.4

3.5

nm £ 2 nm. Nilai OD sebanding dengan konsentrasi
bFGF/FGF2. Anda dapat menghitung konsentrasi IL-10
dalam sampel dengan membandingkan OD sampel ke kurva
standar.

Bahan dan Consumable

e Human bFGF/FGF2 ELISA Kit (E-EL-H0483)
Yang berisi: Micro ELISA plate, Reference
standard, Biotinylated Detetion Ab, HRP
Conjugate solution, Biotinylated detection Ab
Diluent, Wash Buffer, Substrate dan Stop
solution

o Akuabides

o Sampel Ekstrak Daun Karet (0140718-C1017)

« Senyawa Quercitrin (Chengdu, BP1192)

Alat dan Consumable

o Spektrofotometer (Multiskan GO  Thermo
Scientific 51119300)

o Vortex (Wisemix)

« Incubator (Esco Class I1)

o Tips Blue, yellow, white (Neptune)

e Mikropippet (100-1000uL, 10-100 pL, 1-10uL)

e Mikropippet Tips (100-1000pL, 10-100 pL, 1-
10uL).

Konsentrasi Uji
Standart working solution : 500, 250, 125, 62.5, 31.25,
15.63, 0 (ug/ml).

Cara Kerja

Larutan standart dimasukkan ke dalam well masing-
masing dua kali sebanyak 100uL. Tutup dengan seal lalu
inkubasi selama 90 menit pada 37 oC. Selanjutnya buang
larutan lalu langsung tambahkan larutan Biotinylated
Detection Ab sebanyak 100 plL/well, tutup lalu inkubasi
selama 1 jam pada 37 oC. Buang larutan lalu cuci dengan
Wash Buffer, tunggu

61



1-2 menit lalu buang. Ulangi tiga kali. Setelah bersih,
tambahkan 100 pL/well HRP Conjugate lalu tutup plate dan
inkubasi pada 37 oC selama 30 menit. Cuci plate sebanyak
lima kali. Lalu tambahkan 90 pL/well Substrat lalu inkubasi
15 menit pada 37 oC. Tunggu sampai beruba Larutan
standart dimasukkan ke dalam well masing-masing dua
kali sebanyak 100uL. Tutup dengan seal lalu inkubasi
selama 90 menit pada 37 °C. Selanjutnya buang larutan
lalu langsung tambahkan larutan Biotinylated Detection
Ab sebanyak 100 pL/well, tutup lalu inkubasi selama 1
jam pada 37 °C. Buang larutan lalu cuci dengan Wash
Buffer, tunggu

1-2 menit lalu buang. Ulangi tiga kali. Setelah bersih,
tambahkan 100 puL/well HRP Conjugate lalu tutup plate
dan inkubasi pada 37 °C selama 30 menit. Cuci plate
sebanyak lima kali. Lalu tambahkan 90 pL/well
Substrat lalu inkubasi 15 menit pada 37 °C. Tunggu
sampai berubah warna, jika belum tambahkan waktu
inkubasi tetapi tidak sampai 30 menit.

Tambahkan 50 pL/well stop solution pada setiap
well. Ukur Optical Density (OD) pada 450 nm
menggunakan spektrofotometer.h warna, jika belum
tambahkan waktu inkubasi tetapi tidak sampai 30 menit.

Tambahkan 50 pL/well stop solution pada setiap well.
Ukur Optical Density (OD) pada 450 nm menggunakan
spektrofotometer.
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3.6

Hasil Uji

Tabel 3.1 Konsentrasi protein FGF-2 pada sel EA.hy 926
setelah diinduksi ekstrak daun karet dan quercitrin.

Konsentrasi FGF-2

Sampel Konsentrasi FGF-2 (pg/mL) (p/mg protein)
Kontrol sel normal 376.52 + 63.02a 2398.19 + 401.38a
Kontrol Hypoxia 666.82 + 36.10d 4302.05 + 232.88¢
Kontrol DMSO 387.91 £ 32.12ab 2502.64 + 207.25a

EDK 25 pg/mL
EDK 100 pg/mL
Quercitrin 6.25
pg/mL
Quercitrin 25 pg/mL

386.48 £ 4.59ab
431.48 +49.11ab

521.00 + 78.46bc
587.70 £ 61.86¢cd

2647.16 = 31.47ab
2765.93 + 314.82ab

3544.22 +533.71bc
4197.84 + 441.88c

*Data disajikan dalam rata-rata = SD. Tanda superskrip
yang berbeda (a,b,c,d) menunjukkan perbedaan yang
signifikan (p <0,05) Tukey HSD post hoc test.
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400.00
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Ctrl DMSO
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Gambar 3.1 Konsentrasi protein FGF-2 pada sel EA.hy
926 setelah diinduksi ekstrak daun karet dan quercitrin.
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V.

4.1

4.2

UJI ELISA IL-10

Prinsip

Kit ELISA ini menggunakan prinsip Sandwich-ELISA.
Mikroplate ELISA yang disediakan dalam kit ini telah
dicoating dengan antibodi spesifik human IL-10 ke dalam 96
well-plate. Standar dan sampel ditambahkan ke mikroplate
ELISA dan dikombinasikan dengan antibodi spesifik.
Kemudian antibodi spesifik deteksi biotinylated untuk
konjugat IL-10 dan Avidin-Horseradish Peroxidase (HRP)
ditambahkan berturut-turut untuk setiap mikro plate lalu
diinkubasi. Masing-masing tahapan dilakukan pencucian
dengan washing buffer. Larutan substrat ditambahkan ke
setiap well plate. Hanya well yang mengandung TNF-a,
antibodi pendeteksi biotinylated dan konjugasi Avidin-HRP
yang akan berwarna biru. Reaksi enzim-substrat diakhiri
oleh penambahan stop solution dan berubah warnanya
menjadi kuning. Optical Desity (OD) diukur secara
spektrofotometri pada panjang gelombang 450 nm £+ 2 nm.
Nilai OD sebanding dengan konsentrasi 1L-10. Anda dapat
menghitung konsentrasi I1L-10 dalam sampel dengan
membandingkan OD sampel ke kurva standar.

Bahan

e Human IL-10 ELISA Kit (430601)

e Yang berisi: Washing Buffer, Standart solution,
Biotinylated Detetion Ab, HRP Conjugate
solution, Substrate dan Stop solution

o Akuabides

o Sampel Ekstrak Daun Karet (0140718-C1017)

« Senyawa Quercitrin (Chengdu, BP1192)

4.3  Alat dan Consumable

o Coated Microplate (E-EL-M0049)
e Microplate seal (E-EL-M0049)
e Micropipette (Finnpipette F2)
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o Spektrofotometer (Multiskan GO  Thermo
Scientific 51119300)
» Tips Blue, yellow, white (Neptune)

4.4 Konsentrasi Uji
Standard working solution : 250, 125, 62.50, 31.25,
15.63, 7.81, 3.91, 0 (pg/mL).

500 uL S00 L SCO WML SCO UL 500 uL 500 kL

a. Preparasi Reagen

» Reference standard: vial reference standard
disentrifugasi selama 1 menit dengan
kecepatan 10.000 x ¢g. Ditambahkan 1 ml
reference standard & sample diluent.
Dibiarkan selama 10 menit lalu rekonstusi
hingga tercampur sempurna. Rekonstusi ini
menghasilkan  konsentrasi 250 pg/mL
(larutan stok). Lalu buat seri pengenceran
dari 250, 125, 62.50, 31.25, 15.63, 7.81, 3.91,
0 pg/mL.

o Wash Buffer: Dilarutkan sebanyak 1,92 ml
concentrated wash buffer dengan 46,08 mi
aquabides untuk menghasilkan 48 ml wash
buffer.

 Biotinylated detection ab working solution:
Dilarutkan sebanyak 0,03 ml concentrated
biotinylated detection ab dengan 2,97 ml
biotynilated detection ab diluent untuk

65



4.5

menghasilkan 3 ml biotinylated detection ab
working solution.

Concentrated HRP conjugate  working
solution: Dilarutkan sebanyak 0,03 ml
concentrated HRP conjugate dengan 2,97 ml
concentrated HRP conjugate diluent untuk
menghasilkan 3 ml concentrated HRP
conjugate working solution.

b. Cara Kerja
e Larutan standar dimasukkan ke dalam well

masing-masing dua kali sebanyak 100puL.
Tutup dengan seal lalu inkubasi selama 90
menit pada 37 oC. Selanjutnya buang larutan
lalu langsung tambahkan larutan Biotinylated
Detection Ab sebanyak 100 pL/well, tutup
lalu inkubasi selama 1 jam pada 37 oC.
Buang larutan lalu cuci dengan Wash

Buffer, tunggu 1-2 menit lalu buang. Ulangi
tiga kali. Setelah bersih, tambahkan 100
uL/well HRP Conjugate lalu tutup plate dan
inkubasi pada 37 oC selama 30 menit. Cuci
plate sebanyak lima kali. Lalu tambahkan 90
puL/well Substrat lalu inkubasi 15 menit pada
37 oC. Tunggu sampai berubah warna, jika
belum tambahkan waktu inkubasi tetapi
tidak sampai 30 menit. Tambahkan 50
puL/well stop solution pada setiap well. Ukur
Optical Density (OD) pada 450 nm
menggunakan spektrofotometer.

Hasil Uji
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Tabel 4.1 Konsentrasi protein IL-10 pada sel EA.hy 926
setelah diinduksi ekstrak daun karet dan querecitrin.

Sampel Konsentrasi I1L-10 Konsentrasi I1L-10
(pg/mL) (pg/mg protein)

Kontrol sel 48.11 +7.57° 306.41 + 48.19°
Kontrol Hypoxic 35.76 +5.35% 227.76 + 34.08°
Kontrol DMSO 49.64 +6.37° 316.16 + 40.55°
Hypo+EDK 25 pg/mL 39.15 + 4.46% 249.34 + 28.43°
Hypo+EDK 100 pg/mL 45.22 + 6.40° 288.02 £ 40.75°
Hypo+Quer 6.25 pug/mL 43.96 + 1.50° 279.97 + 9.56°
Hypo+Quer 25 pg/mL 47.18 £5.74° 300.51 + 36.54°

Data disajikan dalam rata-rata = SD. Tanda superskrip
yang berbeda (a,b, ¢, d) menunjukkan perbedaan yang
signifikan (p <0,05) Tukey HSD post hoc test.

Efek Pemberian Ekstrak Daun Karet dan Quercitrin

- Terhadap
£ 60.00 Kadar IL-10_Pada Sel EA.hy 926
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Gambar 4.1 Konsentrasi protein 1L-10 pada Sel EA.hy
926 setelah diinduksi ekstrak daun karet dan quercitrin.

UJI ELISA TNF-a

6.1 Prinsip

Kit ELISA ini menggunakan prinsip Sandwich-ELISA.

Mikroplate ELISA yang disediakan dalam kit ini telah
dicoating sebelumnya dengan antibodi khusus untuk human
TNF-a. Standar atau sampel ditambahkan ke mikroplate
ELISA dan dikombinasikan dengan antibodi spesifik.
Kemudian antibodi deteksi biotinylated spesifik untuk
konjugasi Mouse IL-1p dan Avidin-Horseradish Peroxidase
(HRP) ditambahkan berturut-turut untuk setiap well dalam
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mikroplatelalu diinkubasi. Komponen yang tidak terikat
dicuci menggunakan washing buffer. Solusi substrat
ditambahkan ke setiap well mikroplate. Hanya well-plate
yang mengandung Mouse IL-1B, antibodi pendeteksi
biotinylated dan konjugat Avidin-HRP yang akan berwarna
biru. Reaksi enzim-substrat diakhiri oleh penambahan stop
solution dan warnanya menjadi kuning. Optical Density
(OD) diukur secara spektrofotometri pada panjang
gelombang 450 nm + 2 nm. Nilai OD sebanding dengan
konsentrasi TNF-a. Konsentrasi Mouse IL-18 dalam sampel
dihitung dengan membandingkan OD sampel ke kurva
standar.

6.2 Bahan dan Consumable

e Human TNF-a ELISA Kit (430204)

e Yang berisi: Washing Buffer, Standart solution,
Biotinylated Detetion Ab, HRP Conjugate
solution, Substrat dan Stop solution

o Akuabides

o Sampel Ekstrak Daun Karet (0140718-C1017)

e Senyawa Quercitrin (Chengdu, BP1192)

6.3 Alat dan Consumable
o Coated Microplate (E-EL-MO0037)
e Microplate seal (E-EL-M0037)
o Micropipette (Finnpipette F2)
o Spektrofotometer (Multiskan GO  Thermo
Scientific 51119300)
e Tips Blue, yellow, white (Neptune)

6.4 Konsentrasi Uji

Working solution : 500, 250, 125, 62.5, 31.25,
15.63, 7.81 dan O (ug/mL).
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6.5

500 uL 500 uL 500 uL 500 uL 500 uL 500 piL

Stock 625 3 156 7.8 pg/mL
Solution

Cara Kerja

a.

Preparasi Reagen
Reference standard: vial reference standard
disentrifugasi selama 1 menit dengan kecepatan
10.000 x g. Ditambahkan 1 ml reference standard
& sample diluent. Dibiarkan selama 10 menit
lalu rekonstusi hingga tercampur sempurna.
Rekonstusi ini menghasilkan konsentrasi 500
pug/mL (larutan stok). Lalu buat seri pengenceran
dari 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63 , 7.81 dan
0 pg/mL.
Wash Buffer: Dilarutkan sebanyak 1,92 ml
concentrated wash buffer dengan 46,08 ml
aquabides untuk menghasilkan 48 ml wash
buffer.
Biotinylated detection ab working solution:
Dilarutkan sebanyak 0,03 ml concentrated
biotinylated detection abdengan 2,97 ml
biotynilated detection ab diluent untuk
menghasilkan 3 ml biotinylated detection ab
working solution.
Concentrated HRP conjugate working solution:
Dilarutkan sebanyak 0,03 ml concentrated HRP
conjugate dengan 2,97 ml concentrated HRP
conjugate diluent untuk menghasilkan 3 ml
concentrated HRP conjugate working solution.

a.
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6.6 CaraKerja

Larutan standar dimasukkan ke dalam well masing-
masing dua kali sebanyak 100 pL. Tutup dengan seal lalu
inkubasi selama 90 menit pada 37 oC. Selanjutnya buang
larutan lalu langsung tambahkan larutan Biotinylated
Detection Ab sebanyak 100 pL/well, tutup lalu inkubasi
selama 1 jam pada 37 oC. Buang larutan lalu cuci dengan
Wash Buffer, tunggu 1-2 menit lalu buang. Ulangi tiga kali.
Setelah bersih, tambahkan 100 pL/well HRP Conjugate lalu
tutup plate dan inkubasi pada 37 oC selama 30 menit. Cuci
plate sebanyak lima kali. Lalu tambahkan 90 uL/well Substrat
lalu inkubasi 15 menit pada 37 oC. Tunggu sampai berubah
warna, jika belum tambahkan waktu inkubasi tetapi tidak
sampai 30 menit. Tambahkan 50 pL/well stop solution pada
setiap well. Ukur Optical Density (OD) pada 450 nm
menggunakan spektrofotometer.

6.7 Hasil Uji
Tabel 5.1 Konsentrasi protein TNF-a pada sel EA.hy 926

setelah diinduksi ekstrak daun karet dan quercitrin.
Konsentrasi TNF-a Konsentrasi TNF-a (pg/mg

Sampel (pg/mL) protein)

Kontrol sel 15.47 + 0.59* 98.51 +3.73*
Kontrol Hypoxic 22.43+1.27° 144,73 £ 8.17°

Kontrol DMSO 15.17 % 0.65° 97.85 + 4.20°
Hypo+EDK 25 pg/mL 18.50 + 2.55% 126.71 + 17.49%°
Hypo+EDK 100 pg/mL 16.40 + 1.74° 105.13 + 11.18°
Hypo+Quer 6.25 pg/mL 16.27 + 1.39% 110.66 + 9.43%
Hypo+Quer 25 ug/mL 19.10 + 1.95% 136.43 + 13.94™

*Data disajikan dalam rata-rata + SD. Tanda superskrip
yang berbeda (a, ab, bc, abc, b, ¢) menunjukkan
perbedaan yang signifikan (p <0,05) Tukey HSD post
hoc test.
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6.8

Efek Pemberian Ekstrak Daun Karet Terhadap
Kadar TNF-A Pada Sel EA.hy 926
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Gambar 5.1 Konsentrasi TNF-a pada sel EA.hy 926
yang diinduksi ekstrak daun karet dan quercitrin.

Kadar TNF-a

o

Kesimpulan
Hasil uji inflamasi menunjukkan bahwa efek EDK dan

Quercitrin terhadap sel EA.hy926 pada protein FGF-2 yang
baik yaitu EDK pada konsentrasi 25 pug/mL dan Quercitrin
6,25 pg/mL. Pada TNF-a yang baik yaitu EDK pada
konsentrasi 100 pg/mL dan Quercitrin 6,25 pg/mL. Sedangkan
efek EDK dan Quercitrin terhadap protein IL-10 tidak
mengalami penurunan marker.
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UJI KADAR Reaktive Oxygen Spesies
(ROS) SEL Ea.hy926 DIINDUKSI
HYPOXIA DAN DITREATMENT

EKSTRAK DAUN KARET DAN
QUERCITRI
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F. Uji Kadar Reaktive Oxygen Spesies (ROS) sel
Ea.hy926 diinduksi hypoxia dan ditreatment ekstrak
daun karet dan quercitri

. Kultur Sel
1.1  Prinsip

Kultur sel primer mengacu pada tahap kultur setelah sel-
sel diisolasi dari jaringan dan berkembang biak di bawah
kondisi yang sesuai sampai mereka menempati semua substrat
yang tersedia (confluent). Pada tahap ini, sel-sel harus
disubkultur dengan memindahkannya ke flask baru dengan
media pertumbuhan baru untuk menyediakan lebih banyak
ruang untuk pertumbuhan yang berkelanjutan.

Setelah subkultur pertama, kultur sel primer menjadi cell
line. Cell line yang berasal dari kultur primer memiliki rentang
hidup yang terbatas, pertumbuhan tinggi dan menghasilkan
tingkat keseragaman genotipe dan fenotipik dalam populasi.

Subkultur, juga disebut sebagai passaging, adalah
penggantian medium dan transfer sel dari kultur sebelumnya ke
medium pertumbuhan baru, prosedur yang memungkinkan
perbanyakan lebih lanjut dari cell line. Pertumbuhan sel dalam
kultur berlangsung dari fase lag setelah penanaman sel ke fase
log, di mana sel berproliferasi secara eksponensial. Ketika sel-
sel dalam kultur menempati semua substrat yang tersedia dan
tidak memiliki ruang tersisa untuk ekspansi, atau ketika sel-sel
dalam kultur suspensi melebihi kapasitas media untuk
mendukung pertumbuhan lebih lanjut, proliferasi sel sangat
berkurang atau berhenti sepenuhnya. Untuk menjaga kultur
pada kerapatan optimal untuk pertumbuhan sel lanjutan dan
untuk merangsang proliferasi lebih lanjut, kultur harus ganti
dengan medium baru.

1.2 Bahan dan Consumable

e Dulbecco’s modified Eagle’s medium/DMEM
High-glucose (Biowest, L0104-500)

o Fetal Bovine Serum (Biowest, S1810-5000)

e 1% Antibiotic-Antimycotic (ABAM) (Biowest,
L0010-100)

e PBS 1x (Biowest X0515-500)

o Nanomycopulitine (Biowest, LX16-100)
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¢ 0.1% Gentamicin (Gibco, 15750060)
» Amphotericine B (Biowest, L0O009-050)
« Sel Ea.hy926 (ATCC CRL-2922)

1.3 Alat dan Consumable
e Pippet Gun (Thermo Scientific 9521)
o Biosafety Cabinet (Thermo Scientific 1300
Series A2 Class I1)
e CO2 Incubator (Thermo 1H3543)
» Refrigerated Centrifuge (MWP 260r)
e Microscop Inverted (Olympus CKX41-F32FL)
« Ultrasonic cleaner (Digital Pro, JP-020S)
e Flask T25 (Corning 430168)
e Centrifuge Tube 15ml (SPL 50015)
e Tube 50ml (SPL 50015)
 Serological Pippet 5ml (SPL 91005)
 Serological Pippet 10ml (SPL 91010)

1.4 Prosedur

Sel diambil dari tanki nitrogen cair (-1960C),
selanjutnya dicairkan di dalam Ultrasonic cleaner dengan suhu
370C selama 2 menit hingga mencair. Sel dimasukkan ke dalam
centrifuge tube 15 ml yang berisi medium kultur 4 ml. Sel
disentrifugasi pada kecepatan 1600rpm selama 5 menit.
Supernatan dibuang, kemudian pellet diresuspensi dengan 5 ml
medium kultur. Suspensi sel dimasukkan pada flask T25. Sel
diinkubasi dalam inkubator 5% CO2, bersuhu 37°C. Sel yang
telah tumbuh pada flask 25 diamati di bawah mikroskop
inverted hingga mencapai confluent sekitar 70-80%. Medium
kultur dibuang kemudian ditambahkan medium kultur baru
sebanyak 2 ml. Sel yang menempel dilepaskan dengan bantuan
scrapper. Dilakukan pengecekkan menggunakn mikroskop
inverted guna memastikan sel sudah benar-benar terlepas dari
dasar flask.Sel dimasukkan ke dalam centrifuge tube 15 ml.
Disentrifugasi dengan kecepatan 1600 rpm selama 5 menit.

Supernatan dibuang dan pellet diresuspensi dengan 1 ml
medium kultur. Suspensi sel dibagi ke dalam 2 buah flask T25.
Inkubasi sel dalam inkubator CO2 5%, suhu 37°C. Selama
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perawatan sel, medium pertumbuhan diganti atau ditambah
setiap 2 — 3 hari sekali.

1.5 Hasil Kultur SI

Gambar 1. Morfologi Sel Ea.hy926 F.  Uji Kadar
Reaktive Oxygen Spesies (ROS) sel Ea.hy926 diinduksi
hypoxia dan ditreatment ekstrak daun karet dan quercitri.

Il.  Uji Kadar ROS-DCFDA
2.1 Prinsip

DCFDA — Cellular Reaction Oxygen Species Detection
Assay Kit (ab113851) merupakan reagent permanen 2°,7’-
dichlorofluorescin diacetate (DCFDA, juga dikenal sebagai
H2DCFDA), dikenal juga sebagai pewarna fluorogenik yang
menghitung hidroksil, peroksil, dan reactive oxygen species
lainnya (ROS) di dalam aktivitas sel. Setelah didifusi ke dalam
sel, DCFDA/H2DCFDA di-deasetilasi oleh esterase selular
menjadi senyawa non-flourosensi, yang kemudian dioksidasi
oleh ROS menjadi 2’, 7’-dichlorofluorescein (DCF). DCF
merupakan senyawa pedaran yang dapat dideteksi dengan
spektroskopi fluoresensi dengan spectrum eksitasi dan emisi
maksimum masing-masing 495nm dan 529nm.

2.2 Bahan
e DCFDA Cellular ROS Detection Kit (Abcam,
ab113851) terdiri dari TBHP, H2DCFDA dan buffer
DCFDA
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 DMEM High Glucose (Biowest, L0104-500)

» Fetal Bovine Serum (Biowest, S1810-5000)

e 1% Antibiotic-Antimycotic (ABAM) (Biowest,
L0010-100)

PBS 1x (Biowest X0515-500)

Nanomycopulitine (Biowest, LX16-100)

0.1% Gentamicin (Gibco, 15750060)

Amphotericine B (Biowest, L0009-050)

Ekstrak Daun karet (0140718-C1017)

o Quercitrin (Chengdu, BP1192)

2.3 Alat dan Consumable

e Pippet Gun
Biosafety Cabinet (Esco Class I1)
CO2 Incubator (Thermo, IH3543)
Refrigerated Centrifuge (MWP 260r)
Microscop Inverted (Olympus CKX41-F32FL)
Waterbath (Hanyang)
Centrifuge Tube 15ml (TPP, 91015)
Centrifube Tube 50ml (TPP, 91050)
Serological Pippet 5ml (SPL, 91005)
Serological Pippet 10ml (SPL, 91010)
Mikropippet (100-1000pL, 10-100 pL, 1-10uL)
Mikropippet Tips (100-1000uL, 10-100 pL, 1-10uL)
5ml Falcon Roud-Bottom Tube (Corning, 352024)
Flowcytometer (Miltenyi Biotec).

2.4 Konsentrasi Uji
Sampel: Ekstrak Daun Karet, Quercitrin
Konsentrasi uji: Sampel ekstrak daun karet, Quercitrin
a. Working Solution  : 1000; 250; 62.5; (ug/mL)
b. Final Concentration : 100; 25; 6.25; (ug/mL)

2.5 CaraKerja
a. Induksi APAP dan EDSM
a. Masing-masing sel lini EA.hy926 yang telah
mencapai confluent 80% ditripsin dengan 1-2 ml
Trypsin-EDTA 0.25% lalu diinkubasi selama 2-
3 menit pada suhu 37°C, 5% CO?2.
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b. Setelah sel terlepas dari flask (dettach), complete
growth medium ditambahkan

c. Suspensi sel dipindahkan ke dalam Centrifuge
tube 15 ml kemudian disentrifugasi pada
kecepatan 1600 rpm selama 5 menit

d. Supernatan dibuang dan pelet sel diresuspensi
dengan complete growth medium.

e. Sel dihitung jumlahnya dengan haemocytometer
dengan rumus penghitungan:

Rumus perhitungan sel:
Jumlah
m X 20000 (konstanta pengenceran) X volume suspensi sel

f.  Sel ditanam di 6-well-plate dengan kepadatan
150.000 sel/well lalu diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 37°C, 5% CO2.

g. Setelah diinkubasi, medium dibuang dan
diinduksi Hypoxia. Sel diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 37°C, 5% CO2 dengan konsentrasi
02 2%.

h. Setelah diinduksi APAP, sel diinduksi dengan
ekstrak sirih  merah dan eugenol dengan
perincian sebagai berikut:

i. Setelah diinduksi Hypoxia, sel diinduksi dengan
ekstrak daun karet dan quercetrin dengan
perincian sebagai berikut:

1) Control non-hypoxia;

2) Control hypoxia;

3) Control DMSO;

4) Hypoxia DMSO;

5) Hypoxia + EDK100;

6) Hypoxia + EDK25;

7) Hypoxia + Quer25;

8) Hypoxia + Quer6.25.

Sel diinkubasi kembali selama 24 jam pada suhu
37°C, 5% CO2 untuk kontrol normoxia dan
diinkubasi pada kondisi hypoxia untuk
perlakuan hypoxia.
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b. Pengukuran kadar ROS.

a.

b.

C.

Sel dimasukkan kedalam FACS round tube
sebanyak 250000 sel/0.5ml.

Kemudian disentrifugasi pada kecepatan 1600
rpm selama 5 menit.

Supernatant dibuang, pelet sel diresuspensi
menggunakan buffer DCFDA 1x + 10% FBS.

20 pM DCFDA dimasukkan kedalam suspensi
sel kemudian diinkubasi selama 45 menit di
dalam ruang gelap, pada suhu 37°C, 5% CO2.
Untuk kontrol positif sel diinkubasi dengan
50uM TBHP, untuk perlakuan ekstrak dan
senyawa, sel diinduksi dengan EDK dan
Quercetrin sesuai dengan konsentrasi perlakuan
selama 4 Jam.

f. Kadar ROS diukur menggunakan flowcytometri.
2.6 Hasil Uji

Sampel Kadar ROS-DCFDA (%)
Kontrol 6.61 + 0.44°
Kontrol tBHP 63.56 + 1.08"
Kontrol DMSO 1.60 +0.01®
Kontrol Hypoxia 20.97 +1.69°
EDK 100 pg/mL 1.01 +0.04%
EDK 25 pug/mL 3.79 £0.19°
Quer 25 pg/mL 0.48 + 0.05°
Quer 6.25 pug/mL 2.91+0.10"

*Data disajikan dalam rata-rata + SD. Tanda superskrip
yang berbeda (a, b, ¢, d) menunjukkan perbedaan yang
signifikan (p <0,05) Tukey HSD post hoc test.

78



2.7

Kadar ROS sel EA.hy926 yang diinduksi
oleh Ekstrak Daun dan Quercitrin.
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Perlakuan

Gambar 7.1 Perlakuan pada sel EA.hy 926 yang diinduksi
ekstrak daun karet dan quercitrin.

Kesimpulan.

Hasil uji ROS menunjukkan bahwa Hypoxia
meningkatkan kadar ROS. EDK dan Quercitrin pada
konsentrasi EDK 25 pg/mL, 100 pg/mL dan Quercitrin
25 pg/mL, 25 pg/mL dapat menurunkan kadar ROS pada
sel EA.hy926 yang diberi perlakuan hypoxia.
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