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RINGKASAN

Tri Zulfi Anita. 176090200111002. Program Pasca Sarjana Universitas
Brawijaya. Terapi Ekstrak Etanol Daun Polyalthia longifolia Indonesia dan
Filipina Terhadap Ekspresi Cyclooxygenase2, Prostaglandin dan
Gambaran Histopatologi Lambung Tikus (Rattus norvegicus) Model
Inflammatory Bowel Disease yang Diinduksi Indometasin. Ketua Komisi
Pembimbing Prof. Dr. Aulanni’am, drh., DES, Anggota Komisi Pembimbing
Prof. Dr. Ir. Chanif Mahdi, MS.

Inflammatory Bowel Disease (IBD) merupakan inflamasi kronis yang
terjadi pada gastrointestinal (GI) yang dapat disebabkan oleh berbagai faktor.
Salah satu penyebab IBD yaitu penggunaan berkelanjutan Non steroid Anti-
Inflammatory Drugs (NSAIDs) seperti Indometasin. IBD menyebabkan
kerusakan mukosa GI serta peningkatan ekspresi mediator inflamasi seperti
COX-2 dan PGE2. Beberapa senyawa aktif seperti golongan alkaloid efektif
mencegah terjadinya over ekspresi COX-2. Penelitian ini bertujuan untuk
mengidentifikasi perbedaan senyawa alkaloid dan potensinya sebagai
antiinflamsi dari ekstrak etanol daun P.longifolia dari wilayah Indonesia dan
Filipina. Kemudian melihat efektivitas sebagai obat IBD dilihat dari
kemampuan menurunkan ekspresi proinflamasi yaitu COX-2 dan Prostaglandin
(PGE2) serta gambaran histopatologi lambung. Penelitian diawali dengan proses
ekstraksi daun P.longifolia dari Indonesia dan Filipina dengan etanol 70%.
Ekstrak etanol daun P.longifolia identifikasi senyawa alkaloid menggunakan
LC-MS. Senyawa yang telah teridentifikasi dilakukan molecular docking untuk
mengetahui kemampuan sebagai anti-inflamasi dengan menghambat COX-2.
Molecular docking dilakukan dengan program PyRx dan dianalisis interaksi
dengan asam amino dengan program LigPlot+. Efektivitas ekstrak etanol daun
P.longifolia dari Indonesia dan Filipina untuk IBD dilakukan secara in vivo.
Hewan coba dibagi atas 3 kelompok yaitu Kelompok ekstrak Indonesia,
Filipina dan obat gold standar (Sulfasalazin). Setiap kelompok dilakukan
pembedahan pada hari ke-7 dan ke-14 setelah terapi. Identifikasi senyawa
alkaloid menunjukkan adanya senyawa 5 senyawa yang sama dan satu senyawa
yang berbeda pada ekstrak Indonesia dan Filipina. Kelima senyawa terdiri dari
polylongine, liriodenine, noroliveroline dan oliveroline-β-N-oxide. Senyawa N-
methylnandingerine-β-N-oxide ditemukan hanya pada ekstrak etanol daun
P.longifolia sedangkan O-methylbulbocapnine-N-oxide di Indonesia. Kadar
senyawa (AA/mg) ekstrak etanol daun P.longifolia dari Indonesia lebih tinggi
dibandingkan dengan senyawa ekstrak etanol daun P.longifoia. Analisis
senyawa alkaloid sebagai antiinflamsi secara molecular docking menunjukkan
bahwa keseluruhan senyawa memiliki potensi sebagai antiinflamasi.
Liriodenine merupakan senyawa yang paling potensi dengan nilai energi ikat
sebesar -10.9 kkal/mol. Senyawa O-methylbulbocapnine-N-oxide memiliki
energi ikat yang lebih rendah (-8,2 kkal/mol) dibandingkan dengan N-
methylnandingerine-β-N-oxide (-7,4 kkal/mol). Sedangkan senyawa
sulfasalazin sebagai gold standart obat IBD memiliki energy ikat sebesar (-7,1
kkal/mol). Efektivitas ekstrak etanol daun P.longifolia dari Indonesia lebih baik
daripada Filipina dilihat dari gambaran histopatologi dan kemampuan
menurunkan ekspresi proinflamasi COX-2 dan PGE-2. Analisis statistika
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menunjukkan bahwa pemberian perlakuan memberikan pengaruh sangat nyata
terhadap ekspresi COX-2 dan PGE-2 (P<0,01). Berdasarkan gambaran
histopatologi lambung, pemberian ekstrak etanol daun P.longifoia mampu
memperbaiki jaringan mukosa yang rusak dan mengurangi infiltrasi sel radang.
Berdasarkan uraian di atas dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol daun
P.longifolia dari Indonesia dan Filipina memiliki efektivitas sebagai obat IBD.
Ekstrak etanol daun P.longifolia dari Indonesia memiliki efektivitas sebagai
obat IBD yang lebih baik dari Filipina.
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SUMMARY

Tri Zulfi Anita. 176090200111002. Universitas Brawijaya Post Graduate
Program. Therapy of Ethanol Extracts of Indonesian and Philippine
Polyalthia longifolia Leaves to the Expression of Cyclooxygenase2,
Prostaglandin and Hispatology Picture of Rat Gastric (Rattus norvegicus)
Indomethacin-Induced Bowel Disease Model. Chairperson of the Supervisory
Commission Prof. Dr Aulanni'am, drh., DES, Member of the Supervisory
Commission Prof. Dr Ir. Chanif Mahdi, MS.

Inflammatory Bowel Disease (IBD) is a chronic inflammation that occurs in the
gastrointestinal (GI) which can be caused by various factors. One of the causes
of IBD is the continuous use of Non-steroidal Anti-Inflammatory Drugs
(NSAIDs) such as Indometasi. IBD causes GI mucosal damage as well as
increased expression of inflammatory mediators such as COX-2 and PGE2.
Some active compounds such as alkaloids are effective in preventing over-
expression of COX-2. This study aims to identify differences in alkaloid
compounds and their potential as an anti-inflammatory from ethanol extracts of
P. longifolia leaves from Indonesia and the Philippines. Then see the
effectiveness as an IBD drug seen from the ability to reduce proinflammatory
expression, namely COX-2 and Prostaglandin (PGE2) and histopathological
features of the stomach. The study began with the extraction process of P.
longifolia leaves from Indonesia and the Philippines with 70% ethanol. Ethanol
extract of P. longifolia leaves identified alkaloid compounds using LC-MS. The
compounds that have been identified do molecular docking to determine their
ability as an anti-inflammatory by inhibiting COX-2. Molecular docking was
carried out with the PyRx program and analyzed interactions with amino acids
with the LigPlot + program. The effectiveness of P. longifolia leaf ethanol
extracts from Indonesia and the Philippines for IBD was carried out in vivo.
Experimental animals were divided into 3 groups namely the Indonesian,
Philippine extract group and the gold standard drug (Sulfasalazine). Each group
was surgically operated on the 7th and 14th day after therapy. Identification of
alkaloid compounds showed the existence of 5 compounds which are the same
compound and one compound which is different in Indonesian and Philippine
extracts. The five compounds consist of polylongine, liriodenine, noroliveroline
and oliveroline-β-N-oxide. N-methylnandingerine-β-N-oxide compounds are
found only in the ethanol extract of P. longifolia leaves while O-
methylbulbocapnine-N-oxide in Indonesia. The level of compound (AA/mg) of
ethanol extract of P. longifolia leaves from Indonesia is higher than the ethanol
extract of P. longifolia leaves. Analysis of alkaloid compounds as an anti-
inflammatory by molecular docking shows that the whole compound has
potential as an anti-inflammatory. Liriodenine is the most potent compound
with a binding energy value of -10.9 kcal/mol. O-methylbulbocapnine-N-oxide
compounds have lower binding energy (-8.2 kcal/mol) compared to N-
methylnandingerine-β-N-oxide (-7.4 kcal/mol). While sulfasalazine compounds
as gold standard IBD drugs have a binding energy of (-7.1 kcal/mol). The
effectiveness of ethanol extract of P. longifolia leaves from Indonesia is better
than that of the Philippines in terms of histopathological features and the ability
to reduce the expression of COX-2 and PGE-2 proinflammation. Statistical
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analysis showed that the treatment gave a very significant influence on the
expression of COX-2 and PGE-2 (P <0.01). Based on the histopathological
picture of the stomach, the ethanol extract of P. longifolia leaves can repair
damaged mucosal tissue and reduce inflammatory cell infiltration. The best
improvement was seen in the treatment group who were given ethanol extract
of P. longifolia leaves from Indonesia for 14 days. Based on the description
above, it can be concluded that the ethanol extract of P. longifolia leaves from
Indonesia and the Philippines has effectiveness as an IBD drug. The ethanol
extract of P. longifolia leaves from Indonesia has effectiveness as a better IBD
drug than the Philippines.
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Inflammatory Bowel Disease (IBD) merupakan inflamasi kronis pada

gastrointestinal (GI). IBD terdiri dari dua penyakit yaitu penyakit Crohn (PC)

dan kolitis ulseratif (KU). Prevalensi IBD di Amerika mencapai 286/100000

pada KU dan 319/100000 pada PC. Di Eropa, prevalensi KU mencapai

505/100000 dan PC mencapai 322/100000. Prevalensi PC di Asia khususnya di

Taiwan mencapai 4 % dan 4,8% pada KU (Siew et al., 2017). Prevalensi IBD

di Asia semakin meningkat selama beberapa decade terakhir ini (Wee, Wong

and Ng, 2016). Sedangkan di Indonesia, prevalensi PC yang tercatat di Rumah

Sakit Cipto Mangunkusumo mencapai 2,1% (Pratama, Abdullah and Kansera,

2011). Beberapa penelitian menunjukkan bahwa IBD dapat disebabkan karena

pemakaian obat anti-inflamasi non steroid (Non-steroidal Anti Inflammatory

Drugs, NSAIDs) (Klein dan Eliakim, 2010; Ari dan Makmun, 2014; Mardhiyah,

Fauzi dan Syam, 2015; Sinha et al., 2015).

Non-Steroid Anti-Inflammatory Drugs merupakan salah satu golongan

obat yang sering diserepkan untuk mengobati rasa sakit, inflamasi, dan demam

di seluruh dunia (Ari & Makmun, 2014; Mardhiyah, Fauzi, & Syam, 2015).

NSAIDs bekerja dengan menghambat enzim Cyclooxygenase (COX). Enzim

COX memiliki 2 isomer yaitu COX-1 dan COX-2 di mana COX-1 akan

mensintesis prostaglandin (PG) E2 yang bersifat protektif, sedangkan COX-2

menghasilkan PGE2 yang proinflamasi. NSAIDs memicu IBD dikarenakan

mampu merusak mukosa GI. PGE2 yang berlebihan atau tinggi dihasilkan oleh

isoform COX-2 yang terlibat dalam berbagai patologi. Faktanya, ekspresi

COX-2 dan produksi PGE2 berlebih di mukosa GI adalah ciri khas IBD seperti

PC dan KU(Lejeune et al., 2010). Organ yang terkena efek NSAIDs yang

pertama ialah lambung, karena lambung memiliki peran untuk mencampur

makanan sebelum diteruskan ke usus (Teng, Kairupan and Loho, 2013).
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Umumnya NSAIDs yang seringkali digunakan untuk induksi IBD adalah

Indometasin (Takeuchi, 2015).

Penggunaan Indometasin memiliki efek samping yaitu erosi mukosa

lambung yang akhirnya membentuk ulkus dan komplikasi seperti perforasi

lambung dan perdarahan (Neal, 2006). Indometasin menghambat COX-1 dan

COX-2 tetapi lebih selektif terhadap penghambatan COX-1 (Aulanni’am,

Rosdiana and Rahmah, 2011; Sholichah, Aulanni’am and Mahdi, 2012).

Penghambatan COX-1 oleh Indometasin akan mengakibatkan penurunan

sintesis prostaglandin (Sholichah, Aulanni’am and Mahdi, 2012). Penurunan

prostaglandin menyebabkan menurunnya proteksi pada mukosa lambung dan

membuat bakteri patogen mudah diserang (Suleyman et al., 2010).

Penghambatan COX-1 menyebabkan kerusakan mukosa lambung dan memicu

terjadinya inflamasi. Saat kondisi inflamasi, kandungan COX-2 akan meningkat

(Masbuchin, Putu and Suryana, 2014). Penelitian (Aryani, Anisa and

Purwatiningsih, 2018) diketahui bahwa pemberian Indometasi 15 mg/kg BB

secara oral mampu merusak mukosa pada organ lambung, duodenum, ileum

dan kolon.

Penanganan pada penderita IBD biasanya diberikan obat-obatan dari

jenis kortikostreroid, asam aminosalisilat dan immunosusupresif (Firmansyah,

2013). Sulfasalazine merupakan jenis obat dari aminosalisilat yang paling

umum digunakan untuk penanganan IBD. Efek samping penggunaan jangka

panjang dapat memperburuk inflamasi, menyebabkan katarak dan hipertensi.

Pada jaringan inflamsi, penghambatan selektif COX-2 memberikan keuntungan

menurunkan inflamasi dan mengurangi efek toksik pada GI. Penelitian yang

menggunakan terapi obat penghambatan selektif COX-2 menunjukkan aman

dan bermanfaat pada sebagian besar pasien IBD tanpa memperburuk

komplikasi IBD (Miedany et al., 2006)(Wang and DuBois, 2011).

Obat herbal diyakini mempunyai efek samping yang rendah. Beberapa

penelitian tentang efektivitas tanaman sebagai pengobatan IBD meliputi Daun

Kedondong (Lannea coromandelica) (Sholichah, Aulanni’am and Mahdi, 2012),

bawang prei (Allium fistulosum) (Masbuchin, Putu and Suryana, 2014), lidah
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buaya (Aloe vera) (Mustaqim, Asri and Almurdi, 2017), Rumput Laut Coklat

(Sargassum duplicatum Bory) (Aulanni’am, Rosdiana and Rahmah, 2011) dan

direkombinasikan sebagai obat IBD. Namun pengaruh daun Polyalthia

longifolia yang banyak tumbuh di negara-negara tropis dan sub tropis perlu

dikaji potensinya untuk digunakan sebagai treatmen IBD.

Daun Polyalthia longifolia memiliki senyawa aktif berupa flavonoid,

alkaloid, seskuiterpen, diterpen, saponin dan alkaloid. Adanya berbagai

senyawa aktif menyebabkan memiliki aktivitas antibakteri, antioksidan,

antiiskemik, antijamur, antidiabetes, anti-inflamasi, antiulser (Sharma et al.,

2016), antimikroba (Chanda, Baravalia and Kaneria, 2011), antikanker,

antipiretik, dan hepatoprotektif (Katkar, Suthar and Chauhan, 2010; Dixit et al.,

2014). Pada penelitian (Sharma et al., 2016) menunjukkan bahwa dosis 300

mg/kg BB ekstrak etanol daun Polyalthia longifolia merupakan dosis terbaik

terhadap perlindungan ulser gastrik.

Tanaman Polyalthia longifolia memiliki berbagai kandungan senyawa

aktif dari beberapa golongan senyawa. Golongan senyawa aktif alkaloid

memiliki kemampuan untuk digunakan sebagai obat IBD (Peng et al., 2019).

Salah satu penanganan IBD yaitu dengan cara mengurangi peradangan/inflamsi.

Studi in silico dapat digunakan untuk memprediksi senyawa aktif yang

memiliki kemampuan sebagai antiinflamasi.

Tanaman Polyalthia longifolia dapat ditemukan pada wilayah dengan

geografis tropis dan sub tropis. Indonesia dan Filipina merupakan negara yang

mampu ditumbuhi tanaman polyalthia longifolia. Perbedaan geografis antara

Indonesia dan Filipina akan menyebabkan perbedaan kandungan senyawa aktif

dalam tanaman, sehingga dapat memiliki perbedaan aktivitas farmakologis

yang akan dihasilkan (Colegate and Molyneux, 2007). Oleh karena itu, akan

dilakukan penelitian tentang pengaruh ekstrak daun Polyalthia logifolia yang

berasal dari Indonesia dan Filipina sebagai obat herbal IBD. Berdasarkan

ekspresi Cyclooxygenase-2 (COX-2), Prostaglandin E2 (PGE2) dan gambaran

Histopatologi lambung.
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1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka dapat

dirumuskan beberapa permasalahan berikut:

1. Apakah terdapat perbedaan senyawa alkaloid pada ekstrak etanol Polyalthia

longifolia dari Indonesia dan Filipina serta bagaimana hasil molecular

docking senyawa tersebut sebagai antiinflamasi secara in silico?

2. Bagaimana ekspresi Cyclooxygenase-2 (COX-2) pada lambung tikus model

IBD yang ditelah diterapi oleh ekstrak etanol daun Polyalthia longifolia dari

Indonesia dan Filipina dibandingkan dengan obat Sulfasalazine sebagai

gold standard?

3. Bagaimana ekspresi prostaglandin E2 (PGE2) pada lambung tikus model

IBD yang telah diterapi oleh ekstrak etanol daun Polyalthia longifolia dari

Indonesia dan Filipina dibandingkan dengan obat Sulfasalazine sebagai

gold standard?

4. Bagaimana perbaikan mukosa lambung tikus model IBD yang telah

diterapi oleh ekstrak etanol daun Polyalthia longifolia dari Indonesia dan

Filipina dibandingkan dengan obat Sulfasalazine sebagai gold standard

dilihat dari gambaran histopatologinya?

1.3 Tujuan

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka penelitian ini

bertujuan sebagai berikut:

1. Mengidentifikasi perbedaan senyawa alkaloid yang terdapat pada ekstrak

etanol daun Polyaltia longifolia dari Indonesia dan Filipina serta

menentukan apakah secara in silico memiliki kemampuan sebagai

antiinflamasi.

2. Mengamati ekspresi COX-2 lambung tikus model IBD yang diberi ekstrak

etanol daun Polyalthia longifolia dari Indonesia dan Filipina yang
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dibandingkan dengan pengobatan dengan Sulfasalazine sebagai gold

standard.

3. Mengamati ekspresi PGE2 lambung tikus model IBD yang diberi ekstrak

etanol daun Polyalthia longifolia dari Indonesia dan Filipina yang

dibandingkan dengan pengobatan dengan Sulfasalazine sebagai gold

standard.

4. Mengamati perbaiakan lambung tikus model IBD yang diberi ekstrak daun

Polyalthia longifolia dari Indonesia dan Filipina yang dibandingkan

dengan pengobatan dengan Sulfasalazine sebagai gold standard dilihat dari

gambaran histopatologi.

1.4 Batasan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka penelitian ini

dibatasi oleh:

1. Analisis LC-MS digunakan untuk mengetahui adanya senyawa alkaloid

golongan azafluorene dan aporphine sebagai bioaktif untuk anti-inflamasi

pada IBD dilihat dari hambatan COX-2 secara in silico.

2. Hewan coba yang digunakan merupakan tikus putih (Rattus norvegicus)

jantan strain Wistar, umur 8-12 minggu dengan berat badan 150-200 gram

berasal dari Institut Pertanian Bogor. Penggunaan hewan coba telah

mendapatkan sertifikat Laik Etik dari Komisi Etik Penelitian Universitas

Brawijaya No. 1035-KEP-UB.

3. Pembuatan hewan model IBD dilakukan dengan induksi obat NSAID,

Indometasin dengan dosis 15 mg/kg BB, sekali induksi. Indometasi

diberikan secara oral dan diinkubasi selama sehari. Inflamasi kronik pada

lambung ditunjukkan dengan adanya kerusakan mukosa pada lambung saat

pembedahan.

4. Daun polyalthia longifolia Indonesia yang digunakan diperoleh dari

wilayah Malang pada bulan Agustus 2018. Sedangkan untuk daun

polyalthia longifolia Filipina diperoleh dari Dr. Ma. Asuncion G. Beltran.

5. Ekstrak daun polyalthia longifolia diperoleh dengan metode maserasi

dengan etanol 70% dan proses evaporasi pelarut dilakukan pada suhu 60°C.
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6. Dosis terapi ekstrak etanol Polyalthia longifolia Indonesia dan Filipina

sebesar 300 mg/kg BB. Pemberian ekstrak etanol dilakukan secara per oral

sehari sekali selama 14 hari.

7. Sulfasalazine sebagai gold standard obat IBD diberikan dengan dosis 10

mg/kg BB secara oral sekali sehari. Terapi dilakukan selama 14 hari

berturut-turut.

8. Pengamatan ekspresi COX-2 dan PGE2 dilakukan dengan metode

Immunohistochemistry (IHC).

9. Pengamatan perbaikan jaringan mukosa di lambung dilakukan dengan

pewarnaan hemaktosilin eosin dan diamati secara mikroskopi.

1.5 Manfaat

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk memberikan informasi

mengenai pemanfaatan ekstrak daun Polyalthia longifolia yang berasal dari

Indonesia dan Filipina sebagai alternatif terapi herbal IBD. Selain itu, dapat

digunakan sebagai acuan dasar lokasi yang memiliki efektivitas terbaik untuk

digunakan sebagai obat herbal IBD. Efektivitas terbaik dimungkinkan karena

adanya faktor-faktor seperti kandungan tanah, intensitas cahaya dan kondisi

iklim yang baik untuk menghasilkan senyawa aktif untuk pengobatan IBD.

Dengan demikian, dapat dilakukan pembudidayaan tanaman Polyalthia

longifolia pada lokasi tersebut.
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BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Polyalthia Longifolia

Polyalthia Longifolia merupakan tanaman hias jalan untuk memerangi

polusi suara. Tanaman ini tersebar di banyak negara tropis di seluruh dunia dan

sering kali disebut dengan berbagi nama seperti glodokan, Ashoka, pohon

buddha, champa hijau, pohon tiang India, dan pohon api India. Polyalthia

Longifolia telah digunakan untuk pengobatan seperti demam, penyakit kulit,

diabetes, dan hipertensi (Dixit et al., 2014). Klasifikasi tanaman glodokan

adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Magnoliales

Famili : Annonaceae

Genus : Polyalthia

Spesies : Polyalthia longifolia

Polyalthia Longifolia, memiliki karakteristik pohon tinggi, hijau, seperti

piramid, berbentuk kolom, batang utama lurus, tidak terbagi, tumbuh hingga 12

m atau lebih. Cabang ramping, pendek, sekitar 1-2 m panjang, gundul, dan

terjumbai. Daun bergantian, distika, aromatik ringan, 7,5-23 dengan 1,5-3,8 cm,

bersinar, lanset, meruncing ke apex, marjin yang berombak-ombak, berurat-

berurat, kasar atau suborius, pendek petiolate, tangkai daun sekitar 6

mm. Bunga muncul dari cabang di bawah daun, nonfragrant, 2,5-3,5 cm,

berwarna kuning ke hijau, di fasik; kelopak 6, 2 berseri, datar, dari dasar yang

luas, lanset, panjang menumpuk, menyebar; dan sepal 3, lebar, pendek, segitiga,

ujungnya refleks. Benang sari banyak, cuneate; Otot ikat melebar di luar
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sel. Ovarium tidak terbatas;ovula 1-2; gaya lonjong. Buah matang berbentuk

bulat telur, panjang 1,8-2 cm, banyak, menguntit, gundul, 1 biji; tangkai

panjang 1,3 cm, pendek, gundul. Biji halus, bersinar. Berbunga dan berbuah:

Februari-Juni (Katkar, Suthar and Chauhan, 2010).

Gambar 2.1 Polyalthia longifolia

Keterangan:
(A) pohon (B) daun (C) bunga

Beberapa penelitian penggunaan Polyalthia longifolia sebagai obat,

diketahui bahwa memiliki senyawa aktif berupa flavonoid, alkaloid,

seskuiterpen, diterpen, saponin, alkaloid, dan lain-lain. Ekstrak etanol daun

Polyaltia longifolia memiliki kemampuan sebagai antioksidan. Berdasarkan

penelitian (Sashidhara et al., 2011) identifikasi senyawa antioksidan ekstrak

etanol Polyalthia longifolia ditemukan senyawa meliputi: quarcetin, quarctin-3-

Ο-β-glucopyrsnoside, kaempferol-3-Ο-α-rhamnopyranosyl-(1→6) β

galactopyranoside, kaemferol-3-O-α-rhamnopyranosyl 1-(1→6)β-

glucopyranoside, rutin dan allantoin. Optimasi antioksida ekstrak daun

Polylathia longifolia menggunakan etanol 80% dengan pengocokan 200 rpm

A B

C
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selama 10 menit, rasio 1:10 (Sampath and Vasanthi, 2013) dan etanol 75%

dengan suhu 65˚C selama 2 Jam, rasio 1:10 (Kumar et al., 2009).

Gambar 2.2 Struktur senyawa flavonoid

Keterangan:
(1) quarcetin
(2) quarcetin-3-O-β-glucopyranoside
(3) kaempferol-3-O-α-rhamnopyranosyl

(1→6)β-galactopyranoside

(4) kaempferol-3-O-α-rhamnopyranosyl
(1→6)β-galactopyranoside

(5) rutin
(6) allantoin

Gambar 2.3 Senyawa alkaloid

Keterangan
(A) polylongine
(B) (+)-O-methylbulbocapnine-β-N-oxide
(C) (+)-O-methylbulbocapnine-α-N-oxide
(D) (+)-N-methylnandigerine-β-N-oxide

(E) Polyfothine
(F) oliveroline β-N-oxide
(G) liriodenine
(H) noroliveroline.

A B

F

C D

E G H
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Kandungan alkaloid pada Polyalthia longifolia terdiri dari azafluorene

dan aporphine. Azafluorene baru yaitu polylongine (5-hydroxy-6-methoxy-1-

methyl-4-azafluoren-9-ol), dan 3 aporphine baru berupa (+)-O-

methylbulbocapnine-β-N-oxide, (+)-O-methylbulbocapnine-α-N-oxide, dan

(+)-N-methylnandigerine-β-N-oxide diisolasi dari daun Polyalthia longifolia

(Sonn.) Thwaites (Annonaceae) (Wu, 1989; Wang, 1990). Senyawa alkaloid

lain dalam tanaman Polyalthia longifolia diantaranya liriodenine, oliveroline β-

N-oxide, noroliveroline, polyfothine (Wang, 1990), 8-oxopolyalthiane, N-

pendulamine A, N-pendulamine B (Katkar, Suthar and Chauhan, 2010).

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa alkaloid memiliki aktivitas anti-

inflamasi untuk penyakit IBD dengan menghambat NF-κB, COX-2 dan iNOS

(Cristina et al., 2017).

2.2 Inflammatory Bowel Disease (IBD)

Inflammatory Bowel Disease merupakan inflamasi kronis pada saluran

pencernaan termasuk lambung, usus halus (duodenum, jejunum, ileum) dan

usus besar (kolon). IBD terbagi menjadi dua yaitu Penyakit Crohn (PC) dan

Kolitis Ulseratif (KU) (Firman, 2013). Istilah PC digunakan untuk inflamasi

yang terjadi pada mulut, estrofagus, lambung dan usus halus. Sedangkan KU

digunakan terbatas pada inflamasi usus besar dan rektum (Krzystek-Korpacka,

Neubauer and Matusiewicz, 2009).

Penyakit Crohn merupakan salah satu bentuk peradangan yang paling

sering di seluruh dunia, ditandai dengan pembentukan striktur, fistula, bisul dan

gronuloma di mukosa. Meskipun gastrointestinal PC terutama dapat

memengaruhi daerah terminal ileum, tetapi juga dapat membahayakan setiap

daerah dari mulut ke dubur. Sedangkan KU, ditandai dengan ulserasi superfisial,

granularitas dan pola vaskular (De Mattos et al., 2015).

Terdapat beberapa gejala IBD seperti, pendarahan dubur, sakit perut,

diare, penurunan berat badan dan panas. Selain itu, terdapat gejala seperti mata

merah atau buram, luka pada kulit di bawa kali, sakit pada persendian, luka di
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mulut. Terjadinya kerusakan regulasi protein tight junction penyusun mukosa

juga merupakan tanda pada IBD (Neuman and Nanau, 2012). Inflammatory

Bowel Disease ditandai dengan proses inflamasi kronis pada saluran

gastrointestinal (GI) (Klein and Eliakim, 2010).

Terdapat 2 kategori utama terapi untuk mengobati IBD yaitu agen anti-

inflamasi atau imunosupresif, dan agen biologis. Secara klasik, obat

antiinflamasi, seperti 5-aminosalisilat (5-ASAs), digunakan untuk mengobati

UC. 5-ASAs efektif untuk pemeliharaan remisi di UC dan juga mengurangi

perkembangan tumor dengan menghambat sintesis PG, mengurangi kadar

sitokin pro-inflamasi, menghalangi tarik neutrofil dan mengaktifkan sel mast

dengan menghambat NF-κB dalam sel imun, dan mempromosikan ekspresi

PPAR-γ dan translokasi nuklear (Lee, Kwon and Cho, 2018). Sulfasalazine

merupakan obat IBD golongan 5-ASAs yang paling sering digunakan.

Penyebab IBD belum diketahui secara pasti, namun diduga dapat

disebabkan dari dalam seperti imunologis dan genetik, maupun faktor luar

seperti merokok, infeksi dan obat-obatan (Klein and Eliakim, 2010; Yosy and

Salwan, 2014). Secara umum, IBD diawali dengan infeksi, toksin, produk

bakteri, faktor genetik, defek imun sehingga terjadi kaskade inflamasi

(Firmansyah, 2013). Penggunaan obat-obatan khusus golongan NSAID juga

mampu menyebabkan IBD dengan menghambat kerja enzim cyclooxygenase

(COX) (Ari dan Makmun, 2014).

Frekuensi pemakaian NSAID masih sangat tinggi untuk antiinflamasi,

namun obat tersebut memiliki efek buruk untuk gastrointestinal. Penggunaan

NSAID menimbulkan efek toksik berupa kerusakan sel-sel mukosa lambung

dan memengaruhi pertahanan mukosa seperti penurunan aliran darah, sintesis

lendir dan sekresi bikarbonat (Voutilanen et al., 1998). Obat-obat tersebut

mempunyai efek iritasi pada mukosa lambung yang berakibat timbulnya tukak

lambung (Tarigan, 2006). Salah satu jenis NSAID yang dapat menyebabkan

IBD yaitu Indometasin.
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2.3 Indometasin

Non-Steroid Anti-Inflammatory Drugs (NSAIDs) merupakan obat yang

banyak diresepkan di seluruh dunia (Gosal, Paringkoan and Wenas, 2012;

Mardhiyah, Fauzi and Syam, 2015; Zahra et al., 2017). Hampir seluruh

pengobatan inflamasi menggunakan NSAIDs (Klein and Eliakim, 2010).

Penggunaan obat ini sangat luas karena memiliki sifat analgesik, anti-inflamasi

dan antipiretik. Akan tetapi, penggunaan obat ini memiliki efek samping

terhadap perlindungan mukosa pencernaan. Obat ini dapat mengiduksi

kerusakan mukosa saluran pencernaan seperti pendarahan, ulcer dan perforasi

(Ilone and Simadibrata, 2017; Bjarnason et al., 2018). Salah satu NSAIDs yang

mampu menyebabkan inflamasi pada gastrointestinal adalah Indometasin

Indometasin atau asam 1-(p-klorobenzoil)-5-metoksi-2-metilindola-3-

asetat memiliki rumus molekul C19H16ClNO4 dengan berat molekul 357,79.

Secara fisik, berbentuk serbuk hablur, polimorf, berwarna kuning pucat hingga

kuning kecoklatan, tidak berbau, peka terhadap cahaya dan memiliki titik leleh

±162°C. Tidak larut dalam air dingin, kelarutan dalam air hanya 0,937mg/l.

Kelarutan dalam kloroform 1 g/30 ml dan larut dalam etanol serta Castol oil.

Gambar 2.4 Struktur Indometasin

Indometasin adalah salah satu obat antiinflamasi non-steroid derivat

asam indolasetat yang antiinflamasi dan analgetik-antipiretik yang kira-kira

sebanding dengan aspirin. Absorpsi indometasin 92-99% dengan terikat pada

protein plasma. Indometasin mengalami first pass metabolism dan waktu paruh

pendek 2-4 jam. Metabolisme terjadi di dalam hati, dalam bentuk tak berubah,
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obat ini diekskresikan ke dalam empedu dan urin (Wilmana, 1995). Walaupun

obat ini efektif tetapi karena toksik maka penggunaan obat ini dibatasi.

Indometasin menghambat COX-1 dan COX-2 tetapi lebih selektif

terhadap penghambatan COX-1. Penghambatan Indometasin terhadap COX-2

mampu menghilangkan tanda dan gejala radang. Namun, penghambatan COX-

1 oleh Indometasin akan mengakibatkan penurunan sintesis prostaglandin

(Sholichah, Aulanni’am and Mahdi, 2012). Pada lambung penurunan sintesis

prostaglandin akan menyebabkan penurunan aliran darah mukosa, penurunan

sekresi mukus dan bikarbonat yang mengakibatkan sekresi HCl meningkat.

Peningkatan HCl menyebabkan kerusakan mukosa lambung dan meningkatnya

reactive oxygen species (ROS) (Suleyman et al., 2010).

Peningkatan ROS oleh Indometasin disebabkan karena adanya

kebocoran elektron dari sisi spesifik rantai transport elektron. Selain itu, proses

oksidasi metabolit Indometasin menjadi imonokuinon serta neutrofil dan

makrofaq juga memengaruhi ROS (proses fagositosis) (Maity et al., 2009).

Imonokuinon juga menginduksi proses inflamasi dengan mengaktifkan NF-κB

yang mampu melepaskan sitokin seperti Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) dari

mukosa lambung. TNF-α mengaktifkan neutrofil, serta melepaskan enzim

protease yang mengakibatkan kerusakan lambung (Fornai., dkk 2011). Tikus

model IBD dapat dilakukan dengan menggunakan Indometasin 15 mg/kg BB

dengan inkubasi selama 24 jam (Aulanni’am, Rosdiana and Rahmah, 2011;

Sholichah, Aulanni’am and Mahdi, 2012).

2.4 Lambung

Lambung merupakan bagian dari sistem pencernaan yang memiliki

bentuk kantung, berfungsi mencerna makanan dibantu dengan asam klorida

(HCl) dan enzim-enzim pencernaan seperti pepsi, renin, dan lipase. Anatomi

lambung terbagi menjadi beberapa bagian yaitu kardial, fundus, korpus atau

body, antrum-pilorik dan pilorus. Dinding lambung terdiri dari lapisan mukosa,

sub mukosa, muskularis propia, lapisan sub-serosa dan serosa. Penentuan
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kelainan patogenik pada lambung diidentifikasi dari kerusakan lapisan-lapisan

pada dinding lambung.

Sitoproteksi prostaglandin dalam lambung dilakukan dengan cara

menjaga aliran darah pada mukosa serta meningkatkan sekresi mukosa dan ion

bikarbonat. Prostaglandin memperkuat sawar mukosa lambung dengan cara

meningkatkan kadar fosfolipid mukosa lambung, sehingga hidrofobisitas

permukaan mukosa meningkat, selanjutnya akan mengurangi difusi balik ion

hidrogen (Amrulloh and Utami, 2016).

Non-Steroid Anti-Inflammatory Drugs merusak mukosa lambung

melalui 2 mekanisme utama yaitu topikal dan sistemik. Kerusakan mukosa

secara topikal terjadi karena NSAIDs bersifat lipofilik dan asam, sehingga

mempermudah trapping ion hidrogen masuk mukosa dan menimbulkan ulserasi.

Efek sistemik OAINS lebih penting yaitu kerusakan mukosa lambung terjadi

akibat produksi prostaglandin yang menurun (Gosal, Paringkoan and Wenas,

2012; Amrulloh and Utami, 2016).

Sebagian besar NSAIDs bersifat asam lemah dan amfipilik. Interaksi

NSAIDs yang amfipilik akan mengurangi integritas dari epitel mukosa.

Sedangkan sifat asam lemah NSAIDs akan menyebabkan partikel NSAIDs

tidak terionisasi dalam lambung yang memiliki pH asam. Kondisi tersebut

menyebabkan partikel NSAIDs mudah berdifusi bersama dengan ion H+ dalam

membran lipid ke sel epitel mukosa. Sebagian obat yang berdifusi akan terjebak

dalam epitel mukosa lambung sehingga suasana menjadi netral. Penumpukan

NSAIDs menyebabkan epitel mukosa lambung menjadi sembab, terhambatnya

pembentukan prostaglandin sebagai proteksif mukosa, dan proses inflamasi.

Selain itu, terjadi kerusakan sel akibat uncoupling dari fosforilasi oksidatif

mitikondria. Uncoupling dari fosforilasi oksidatif mitikondria yang

mengakibatkan penurunan ATP, meningkatkan ADP dan AMP, meningkatnya

radikal bebas serta perubahan Na+/K+ (Gosal, Paringkoan and Wenas, 2012;

Amrulloh and Utami, 2016; Bjarnason et al., 2018).

Kehadiran NSAIDs akan menurunkan prostaglandin (PGE2) sebagai

unsur penting terhadap perlindungan mukosa lambung. NSAIDs akan
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menghambat kerja enzim COX pada reaksi asam arakidonat menjadi

prostaglandin. Enzim COX memiliki dua isoform yaitu COX-1 dan COX-2.

Penghambatan COX-1 akan memiliki dampak yang buruk terhadap

perlindungan mukosa pencernaan. Sebaliknya, pada jaringan inflamasi,

penghambatan COX-2 oleh NSAID akan menurunkan inflamasi jaringan

(Gosal, Paringkoan and Wenas, 2012; Amrulloh and Utami, 2016).

Gambar 2.5. Penampakan lambung tikus yang dibuka (Sinha et al., 2015).

Keterangan:
Control : Lambung normal IND : Lambung yang terinduksi

Indometasin

Gambar 2.6 Histplog lambung tikus yang diwarnai dengan hematoxylin-eosin
(Sinha et al., 2015)

Keterangan:
Control :Histologi lambung tikus normal
IND :Histologi lambung tikus yang

diinduksi Indometasin
:Kerusakan luar mukosa

:Adanya eksudat inflamasi
:Vasokongestion yang luas
:Submukosa yang rusak
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Penyembuhan luka adalah proses yang dirancang untuk mengisi defek

mukosa dengan sel-sel jaringan epitel dan ikat, termasuk proliferasi sel, migrasi,

diferensiasi, regenerasi, angiogenesis aktif dan deposisi matriks ekstraseluler,

yang mengarah ke pembentukan bekas luka. Struktur luka lambung terdiri dari

margin yang merupakan jaringan epitel yang dibentuk oleh mukosa non-

nekrotik yang berdekatan, dan jaringan granulasi yang merupakan jaringan ikat,

seperti yang ditunjukkan pada Gambar 2.7. Pada margin ulkus, sel-sel epitel

berkembang biak dan berpindah ke jaringan granulasi untuk menutupi (re-

epithelialize) dan memulai rekonstruksi kelenjar dalam bekas luka (Kangwan et

al., 2014).

Gambar 2.7 Skema jalur intraseluler pada mekanisme penyembuhan luka
lambung (Kangwan et al., 2014)

Proses re-epitelisasi dan rekonstruksi kelenjar dikontrol oleh faktor

pertumbuhan, termasuk EGF, faktor pertumbuhan hepatosit dan insulin seperti

faktor pertumbuhan-1 (IGF-1), serta faktor trefoil, termasuk pS2, Trefoil factor

family II (TFF II ) dan faktor trefoil usus, prostaglandin dihasilkan melalui

COX-2, dan sitokin lain yang diproduksi secara lokal oleh sel regenerasi secara

teratur dan terintegrasi. Faktor-faktor ini, terutama EGF dan prostaglandin,
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memicu proliferasi sel melalui jalur transduksi sinyal yang melibatkan aktivasi

langsung dan transaktivasi reseptor EGF. Jaringan granulasi berkembang di

dasar luka. Ini terdiri dari fibroblas, makrofag dan sel endotel yang berkembang

biak membentuk microvessels di bawah kendali faktor pertumbuhan angiogenik,

termasuk faktor pertumbuhan endotel vaskular (VEGF), bFGF dan

angiopoietins. Angiogenesis sangat penting untuk pemulihan mikrosirkulasi

darah di mukosa dan dengan demikian penting untuk oksigen dan suplai nutrisi

(Kangwan et al., 2014).

Mekanisme utama yang mendasari aktivasi faktor pertumbuhan

angiogenik dan ekspresi reseptornya adalah hipoksia, yang mengaktifkan faktor

transkripsi, hipoksia-faktor yang dapat diinduksi 1 (HIF-1α). HIF-1α, pada

gilirannya, up-mengatur ekspresi transkripsi VEGF dan dengan demikian

meningkatkan produksi lokal VEGF penting untuk angiogenesis. Hasil akhir

dari proses penyembuhan mencerminkan interaksi dinamis antara komponen

epitel dari zona "penyembuhan" di margin ulkus dan komponen jaringan ikat

(termasuk microvessels) yang berasal dari jaringan granulasi dan dari sel induk

berasal sumsum tulang tertarik ke situs cedera (Kangwan et al., 2014).

2.5 Cyclooxygenase (COX)

Cyclooxygenase (COX) merupakan enzim yang berperan terhadap

sintesis prostaglandin. Asam arakidonat akan dikatalisis oleh COX menjadi

Plostaglandin. COX memiliki dua isoform yaitu COX-1 (cyclooxygenase-1)

dan COX-2 (cyclooxygenase-2). COX-1 disintesis hampir diseluruh tubuh

menghasilkan prostanoid yang berperan sebagai house keeper diberbagai

jaringan, terutama pada selaput lendir gastrointestinal, ginjal, platelet dan epitel

pembuluh darah. Sedangkan, COX-2 hanya disintesis pada kondisi tertentu

seperti pada saat stimuli radang, mitogenesis atau onkogenesis. Kandungan

COX-2 akan meningkat apabila terjadi proses inflamasi (Masbuchin, Putu and

Suryana, 2014). Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa COX-1 membentuk

prostaglansin baik yaitu bersifat protektif akan tetapi, COX-2 membentuk

prostaglandin jahat yang menyebabkan inflamasi (Prasetya, 2015).
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Kedua isoform siklooksigenase, COX-1 dan COX-2, adalah target dari

NSAIDs. Obat-obatan ini adalah inhibitor aktif di kedua COX yang

kompetitif. Meskipun kedua COX ada sebagai homodimer, hanya satu

pasangan yang digunakan pada suatu waktu untuk pengikatan substrat (Yuan et

al., 2009). Inhibition COX-1 akan menurunkan proktetifitas sedangkan

inhibition COX-2 akan mengurangi inflamasi dan rasa sakit (Sholichah,

Aulanni’am and Mahdi, 2012).

Cyclooxygenase-2 tidak hanya bersifat indusibel, tetapi juga kontitutif

pada beberapa jaringan. Ekspresi konstutif COX-2 ditemukan sangat sedikit

pada ginjal pembuluh darah, tulang, pankreas, paru-paru, sumsum tulang dan

selaput lendir mukosa lambung (Prasetya, 2015).

2.6 Prostaglandin

Prostaglandin adalah autakoids lipid yang berasal dari asam arakidonat.

Prostaglandin memainkan peran penting dalam pembentukan respons inflamasi.

Prostaglandin dan tromboksan A2 (TXA2 ), secara kolektif disebut prostanoid,

terbentuk ketika asam arakidonat (AA), asam lemak tak jenuh 20-karbon,

dilepaskan dari membran plasma oleh fosfolipase (PLA) dan dimetabolisme

oleh tindakan sekuens prostaglandin G/H sintase, atau cyclooxygenase (COX),

dan masing-masing sintase. Ada empat prostaglandin bioaktif utama yang

dihasilkan in vivo: prostaglandin (PG)E2 (PGE2), prostasiklin (PGI2),

prostaglandin D2 (PGD2), dan prostaglandin F2α (PGF2α). Selama respon

inflamasi, baik tingkat dan profil produksi prostaglandin berubah secara

dramatis. Produksi prostaglandin umumnya sangat rendah pada jaringan yang

tidak terinflamasi, tetapi segera meningkat pada peradangan akut sebelum

perekrutan leukosit dan infiltrasi sel imun (Ricciotti and Fitzgerald, 2013).

Produksi prostaglandin (Gambar 2.8) tergantung pada COX, enzim

bifungsional yang mengandung aktivitas cyclooxygenase dan peroxidase dan

yang ada sebagai isoform berbeda yang disebut COX-1 dan COX-2 (Smith,

DeWitt and Garavito, 2000). PGH2 diproduksi oleh isoform COX dan
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merupakan substrat umum untuk serangkaian enzim isomerase dan sintase

spesifik yang menghasilkan PGE2, PGI2, PGD2 , PGF2α dan TXA2. Mereka

diproduksi di mana-mana - biasanya masing-masing tipe sel menghasilkan satu

atau dua produk dominan - dan bertindak sebagai mediator mediasi autacrine

dan paracrine untuk mempertahankan homeostasis lokal di tubuh (Ricciotti and

Fitzgerald, 2013).

Gambar 2.8 Biosintesis prostaglandin (Ricciotti and Fitzgerald, 2013)

PGE2 adalah salah satu PG yang paling melimpah yang diproduksi di

dalam tubuh, paling banyak dikarakterisasi pada spesies hewan, dan

menunjukkan aktivitas biologis yang serbaguna. Di bawah kondisi fisiologis,

PGE2 adalah mediator penting dari banyak fungsi biologis, seperti pengaturan

respon imun, tekanan darah, integritas gastrointestinal, dan kesuburan.

PGE2 dapat memodulasi berbagai langkah peradangan dengan cara yang
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bergantung pada konteks dan mengoordinasikan seluruh proses di kedua arah

pro-inflamasi dan anti-inflamasi (Ricciotti and Fitzgerald, 2013).

Prostaglandin merupakan substansi sitoproteksi yang sangat penting

bagi mukosa lambung. Sitoproteksi itu dilakukan dengan cara menjaga aliran

darah pada mukosa serta meningkatkan sekresi mukosa dan ion bikarbonat.

Prostaglandin memperkuat sawar mukosa lambung dengan cara meningkatkan

kadar fosfolipid mukosa lambung, sehingga hidrofobisitas permukaan mukosa

meningkat, selanjutnya akan mengurangi difusi balik ion hidrogen (Amrulloh

and Utami, 2016).

Prostaglandin E2(PGE2) merupakan mediator utama IBD. PGE2

memiliki efek ganda pada IBD. Kadar PGE2 yang tinggi akan memperburuk

proses inflamasi. Akan tetapi, PGE2 juga diperlukan untuk menekan gejala

colitis dan melindungi kerusakan mukosa dengan mempertahankan integritas

dinding epitel (Wang and DuBois, 2011).

2.7 Tikus Putih

Hewan coba merupakan hewan yang dipergunakan pada penelitian

biologis dan biomedis yang dipilih berdasarkan syarat atau standar yang

diperlukan. Hewan coba memiliki karakteristik yang relatif serupa dengan

manusia (aspek fisiologi metabolisme), yang paling sering digunakan adalah

tikus putih. Beberapa hewan coba strain tikus di Indonesia yaitu Sprague-

Dawley dan Wistar (Ridwan, 2013). Keunggulan tikus sebagai hewan coba

yaitu kelengkapan organ, metabolisme biokimianya cukup dekat dengan

manusia, kemampuan berkembangbiak tinggi, dan bentuk badan tikus lebih

besar daripada mencit (Smith dan Mangkoewidjojo, 1988).

Hewan coba tikus (Rattus novergicus) memiliki waktu hidup 2,5 tahun

sampai 3,5 tahun. Berat badan jantan 300-500 g dan betina 250-300 g, denyut

jantung 330-480 kali permenit, frekuensi respirasi 85 kali permenit dan

memasuki masa dewasa pada usia 40-60 hari (Epstein, 2004). Tikus putih
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(Rattus novergicus) galur Wistar memiliki klasifikasi sebagai berikut (Amitage,

2004):

Kingdom : Animal

Phylum : Chordata

Ordo : Rodentia

Kelas : Mammalia

Subordo : Sciurognathi

Famili : Muridae

Genus : Rattus

Spesies : Rattus norvrgicus
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BAB III

KERANGKA KONSEP

3.1. Kerangka Teori

Sekresi mukus

Aliran darah

Sekresi bikarbonat

Ion trapping

Sekresi HCl

Iritasi dan erosi mukosa

Aktifitas makrofag

Aktifitas NF-κB

COX-2

Prostaglandin E2

Infiltrasi sel radang

Kerusakan jaringan lambung

Histopatologi lambung

Ekstrak etanol
daun Polyalthia
longifolia dari
Indonesia dan

Filipina

Lambung Tikus putih
(rattus norvegicus)

COX-1 Iritasi topikal

Indometasin

Keterangan
= Induksi Indometasin

= Terapi ekstrak etanol
daun Polyalthia longifolia

= Variable yang diteliti

= jalur di dalam tubuh tikus

=Aktifitas setelah induksi

=Aktifitas setelah terapi
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3.2. Kerangka Konsep

Gambar 3.2 Kerangka konsep

Kondisi Inflammatory Bowel Disease (IBD) dibuat dengan memberikan

Indometasin secara oral pada tikus putih. Indometasin merupakan NSAID yang

bekerja dengan cara mengahambat cyclooxygenase 1 (COX-1). Indometasin

merusak epitel mukosa dengan dua mekanisme yaitu topical dan sistemik.

Kerusakan secara topical terjadi karena bersifat lipofilik dan asam. Asam lemah

menyebabkan Indometasin tidak terionisasi dan mudah berdifusi melalui

membrane lipid ke dalam sel epitel mukosa bersama ion hidrogen. Indometasin

yang berdifusi akan terjabak (trapping) dan terjadi penumpukan. Hal tersebut

meningkatkan difusi ion hidrogen balik yang selanjutnya membuat suasana

lambung semakin asam.

Mekanisme sistemik yaitu dengan penghambatan COX-1.

Penghambatan mengakibatkan penurunan prostaglandin E2 sebagai sitoprotektif

pada lambung. Penurunan sintesis prostaglandin akan menyebabkan penurunan

aliran darah mukosa, penurunan sekresi mukus dan bikarbonat yang

mengakibatkan sekresi HCl meningkat. Peningkatan HCl dan menurunnya

sistem pertahanan mukosa lambung menyebabkan erosi atau kerusakan mukosa

lambung. Hal tersebut dapat memicu aktifitas makrofag dalam memfagositosis

sel debris dari nekrosisi dan meginduksi NF-κB untuk mengaktifkan sitokin

proinflamsi seperti (Interleukin-1) IL-1 dan (Tumor Necrosis Factor α) TNF-α.

IL1 dan TNF-α menyebabkan lepasnya fosfolipid dari membrane sel epitel

sehingga terjadi metabolism asam arakhidonat. Enzim COX-2 akan mensintesis

1. Ekspresi COX-2
2. Ekspresi

Prostaglandin
3. Gambaran

Histopatologi

Indometasin

Inflammatory Bowel
Disease

Ekstrak Daun
Polyalthia longifolia

Indonesia dan
Filipina
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PGE2 dari asam arakhidonat. Pada kondisi inflamsi, ekpresi COX-2 semakin

meningkat sehingga sintesis PGE2 juga semakin tinggi. Peningkatan PGE2 akan

meningkatkan permaebilitas vasodilatasi yang berakibat meningkatkan infiltrasi

sel inflamasi. Selain itu, tingginya prostaglandin akan memperparah proses

inflamasi dan meningkatkan kerusakan jaringan lambung.

Selain itu, Penghambatan COX-1 akan menyebabkan pendarahan pada

mukosa. Pendarahan terjadi akibat berkurangnya proses pembekuan darah yang

berhubungan dengan sintesis COX-1. Berkurangnya ekspresi COX-1 juga akan

memengaruhi ekspresiCOX-2 yang bersifat berkebalikan. Saat proses inflamasi,

ekspresi COX-1 menurun sedangkan COX-2 meningkat. Saat kondisi normal

atau penyembuhan, ekspresi COX-1akan meningkat dan COX-2 menurun.

Ekstrak etanol daun Polyalthia longifolia memiliki berbagai metabolit

sekunder yang memiliki potensi sebagai antiinflamasi. Golongan senyawa

alkaloid memiliki potensi sebagai antiinflamsi. Kandungan alkaloid pada

Polyalthia longifolia terdiri dari polylongine, O-methylbulbocapnine-N-oxide,

polyfothine, N-methylnandigerine-N-oxide, oliveroline-N-oxide, pendulamine

A, N-pendulamine B, 8-oxopolyalthiane, 16-oxo-5, 13-halimadien-15-oic acid,

16-Oxo-3, 13-clerodadien-15-oic acid, 16-hydroxycleroda-3, 13-dien-16, dan

15-olide.

Meningkatnya sekresi COX-2 merupakan tanda inflamasi. Selektif

penghambatan COX-2 memiliki keuntungan menurunkan prostaglandin saat

inflamasi dan mengurangi toksisital untuk lambung. Penggunaan In silico

secara molekular docking antara COX-2 dengan senyawa aktif mampu

memperkirakan kemampuan sebagai antiinflamasi. Senyawa tersebut

diharapkan mampu sebagai obat inflamasi pada penyakit IBD. Selain itu,

perbedaan wilayah dapat menyebabkan memiliki perbedaan senyawa aktif yang

dapat memengaruhi efektivitas sebagai obat inflamasi pada penyakit IBD.
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3.3. Hipotesis

Berdasarkan rumusan masalah, maka hipotesis yang dapat diajukan

adalah sebagai berikut:

1. Ekstrak etanol daun Polyalthia longifolia Indonesia dan Filipina memiliki

kemampuan bioaktif sebagai obat antiinflamasi dilihat secara in silico.

2. Ekstrak etanol daun Polyalthia longifolia Indonesia dan Filipina mampu

menurunkan ekspresi COX-2 pada lambung tikus model IBD yang

diinduksi Indometasin.

3. Ekstrak etanol daun Polyalthia longifolia Indonesia dan Filipina mampu

meningkatkan ekspresi prostaglandin E2 pada lambung tikus model IBD

yang diinduksi Indometasin.

4. Pemberian ekstrak etanol daun Polyalthia longifolia Indonesia dan Filipina

mampu memperbaiki jaringan lambung pada tikus model IBD yang

diinduksi Indometasin dilihat dari gambaran histopatologi.
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini akan dilakukan mulai pada bulan Agustus 2018 sampai

April 2019. Pelaksanaan preparasi dan ekstraksi dilakukan di Laboratorium

Biokimia jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam,

Universitas Brawijaya Malang. Pemeliharaan, induksi Indometasin, dan

pembedahan dilakukan pada Laboratorium Hewan, lembaga Biosains. Analisis

cyclooxygenase 2, prostaglandin E2 dan pemeriksaan histopatologi dengan

pewarnaan Hematoksin Eosin (HE) dilaksanakan di Laboratorium Patologi dan

Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya

4.2 Alat dan Bahan

4.2.1 Alat

Peralatan yang digunakan pada penelitian ini antara lain: alat gelas,

rotary evaporator, spatula, neraca analitik, kandang, sonde, spuit, pinset, vortex,

sentrifuge, mikrotip, mikro pipet, pastel, mortal, mikroskop (Olympus CX31),

aluminium foil, single pipet, Freezer, rotary microtome, Inter® Core™ i3-

4005U CPU @ 1,70GHz RAM 6,00GB, ChemDraw Ultra 12, PDB (Protein

Data Bank), PyMol, PyRx 0.8, LigPlot+ v.2, dan lain-lain.

4.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain: Daun Polyalthia

longifolia yang berasal dari Indonesia dan Filipina, aquades, etanol,Tikus putih

(Rattus norvegicus) stain Wistar jantan berumur 8-12 bulan dengan berat badan

150-200 gram, Indometasin, minyak jagung, NaCl fisiologis 0,9 %, Phosphate

buffer salin (PBS) pH 7,4, buffer formalin 10%, xilol, etanol, DAB (Diamino

Benzidine), anti Rat COX-2 (Santa Cruz), SA-HRP(strep-Avidin Horse Radis

Peroxidase),anti Rat PGE2 (Santa Cruz), anti p-PGE2, dan lain-lain.
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4.3 Rancangan Penelitian

Hewan coba yang digunakan merupakan tikus wistar jantan dengan usia

2-3 bulan dengan berat badan 150-200 gram. Tikus diperoleh dari Institut

Biosains Universitas Brawijaya. Hewan coba terbagi atas tiga kelompok yang

masing-masing kelompok terbagi menjadi dua dengan masing-masing

perlakuan seperti Tabel 4.1. Penentuan jumlah ulangan disetiap kelompok

dihitung berdasarkan rumus Ferderer:

(n-1)(t-1) ≥15

(n-1)(6-1) ≥15

(n-1) 5 ≥15

5n-5 ≥15

5n ≥20

n ≥4

t = jumlah kelompok

n = jumlah tikus yang diperlukan tiap kelompok uji

Berdasarkan hasil perhitungan di atas, setiap kelompok dibutuhkan

ulangan sebanyak 4 ekor. Sehingga diperlukan 24 ekor tikus putih jantan.

Tabel 4.1 Pembagian kelompok berdasarkan perlakuan

No. Kelompok Pembedahan Jumlah
Ulangan Perlakuan

1 Sulfasalazine
Hari ke-7 4 Dibuat IBD, diberi obat

Sulfasalazine 10 mg/kg
BBHari ke-14 4

2 Ekstrak Indonesia

Hari ke-7 4 Dibuat IBD, diberi
ekstrak etanol daun
Polyalthia longifolia
Indonesia 300 mg/kg BB

Hari ke-14 4

3 Ekstrak Filipina

Hari ke-7 4 Dibuat IBD, diberi
ekstrak etanol daun
Polyalthia longifolia
Filipina 300 mg/kg BB

Hari ke-14 4
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Hewan coba diaklimatisai selama seminggu. Selanjutnya, pada hari ke-1

dilakukan induksi Indometasin 15 mg/kg BB dan diinkubasi selama 24 jam.

Pada hari ke-2 kelompok obat, ekstrak Indonesia dan ekstrak Filipina mulai

diterapi sesuai perlakuan tiap kelompok selama 7 hari dan 14 hari. Pada hari ke-

9 dan 16, dilakukan pembedahan untuk mengambil organ lambung untuk

dilakukan analisis COX-2, prostaglandin dan HE.

Tabel 4.1 Rumus perhitungan

Perlakuan Ulangan Total Rata-rata1 2 3 4

S7 S7.1 S7.2 S7.3 S7.4

S14 S14.1 S14.2 S14.3 S14.4

I7 I7.1 I7.2 I7.3 I7.4

I14 I14.1 I14.2 I14.3 I14.4

F7 F7.1 F7.2 F7.3 F7.4

F14 F14.1 F14.2 F14.3 F14.4

Keterangan:
S7 : Kelompok perlakuan dengan Sulfasalazine selama 7 hari
S14 : Kelompok perlakuan dengan Sulfasalazine selama 14 hari
I7 : Kelompok perlakuan dengan Ekstrak Indonesia selama 7 hari
I14 : Kelompok perlakuan dengan Ekstrak Indonesia selama 14 hari
F7 : Kelompok perlakuan dengan Ekstrak Filipina selama 7 hari
F14 : Kelompok perlakuan dengan Ekstrak Filipina selama 14 hari

Tabel 4.2 ANOVA (Analysis of Variance)

S.V. dfx SS SMxx Fxxx F5% F1%
Treatment 5 SST MST 2,77 4,25
Error 18 SSE MSE
Total 23
Keterangan:
x).df varietas (treatment) = t-1 = 6-1 =5
df total = nt-1= 24-1= 23
df error = df total-df var.= 23-5= 18

xx).

xxx).
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4.4 Variabel Penelitian

Variabel bebas : dosis Indometasin, ekstrak etanol daun Polyalthia

longifolia dari Indonesia dan ekstrak etanol daun

Polyalthia longifolia dari Filipina, sulfasalazine.

Variabel terikat : ekspresi COX-2, Plostaglandin E2 (PGE2), dan

Gambaran histopalogi lambung.

Variable terkendali : umur tikus, berat badan, jenis kelamin tikus, lingkungan,

pakan, dan minuman.

4.5 Tahap Peneliatian

1. Preparasi sampel simplisia dan ekstraksi daun Polyalthia longifolia.

2. Uji LC-MS (Liquid Chromatography – Mass Spectroscopy)

3. Uji in silico simulasi molecular docking bioaktif dari daun Polyalthia

longifolia

4. Perlakuan hewan coba

5. Induksi Indometasin sebagai pemodelan tikus IBD

6. Perbandingan terapi menggunakan Polyalthia longifolia dari Indonesia,

Polyalthia longifolia Filipina dan obat Sulfasalazine

7. Pembedahan dan pengambilan organ lambung

8. Pengukuran Ekspresi COX-2

9. Pengukuran Ekspresi PGE2

10. Pengamatan Hematoksilin Eosin Organ Lambung

11. Analisis
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4.6 Prosedur Penelitian

4.6.1 Preparasi Sampel Simplisia dan Ekstraksi Daun Polyalthia longifolia

Daun Polyalthia longifolia dari Indonesia dikumpulkan dari wilayah

kota Malang, Jawa Timur, sedangkan daun Polyalthia longifolia Filipina

diperoleh dari Dr. Ma. Asuncion G. Beltran. Daun yang diperoleh dicuci

dengan air bersih dan mengalir. Daun yang sudah bersih, dikering anginkan lalu

dihaluskan hingga diperoleh serbuk dan diayak dengan ayakan 60 mesh.

Ekstraksi daun Polyalthia longifolia dilakukan dengan metode maserasi

dingin. Serbuk daun Polyalthia longifolia sebanyak 250 gram direndam dengan

1250 ml etanol 70% selama 2-3 hari. Hasil maserasi disaring menggunakan

kertas Whatman dan diulangi kembali proses ekstraksi dua kali (tiga kali

maserasi). Memekatkan filtrat dilakukan dengan rotary evaporator dengan suhu

60°C.

4.6.2 Analisa LC-MS (Liquid Chromatography – Mass Spectroscopy)

Ekstrak etanol Polyalthia longifolia sebanyak 0,05 g dilarutkan dalam 5

mL campuran metanol:air:asam formiat 80% (8:2:1). Larutan disonifikasi

selama 5 menit dan dipanaskan selama 3 jam pada 65ºC. Supernatan diambil

setelah dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 4500rpm. Supernatan yang

diperoleh diekstraksi kembali dengan petrolium eter. Larutan disaring dengan

saringan 0,2 mikron. Filtrat yang diperoleh diinjeksikan pada instrument LC-

MS untuk identifikasi senyawa.

Senyawa alkaloid diidentifikasi menggunakan molekul target dari 7

senyawa dengan menggunakan m/z [M]+ sampai [M+H]+. Kolom pemisahan

yang digunakan yaitu Kinetex 1,7 µm EVO (50 x 21 mm). Fase gerak berupa

air (A) dan asetonitril (B) dengan laju 300μL/menit. Perbandingan eluen

90%(A) dan 10%(B) pada menit 0.00 sampai 0.60, 25%(A) dan 75%(B) pada

menit 5.00 sampai 5.50. pada menit 6.00 sampai 7.50 menggunakan

perbandingan eluen 90%(A) dan 10%(B).



31

4.6.3 Uji in silico secara Simulasi Molecular Docking Bioaktif dari Daun

Polyalthia longifolia

Persiapan ligan dan reseptor. Ligan adalah senyawa alkaloid yang

teridentifikasi hasil LC-MS dan ditambahkan senyawa gold standard IBD

(Sulfasalazine). Preparasi ligan dilakukan dengan menggambar senyawa dengan

ChemDraw Ultra 12 dan disimpan dalam bentuk .sdf. Reseptor COX-2 (PDB:

3LN1) berupa protein dan ligan (Ceoxib) yang diperoleh dari http://rcsb.org.

Preparasi reseptor menggunakan program Pymol dengan menghilangkan ligan

dan air yang telah berikatan dengan protein yang akan didocking. Selain itu,

protein dihilangkan chain B, C dan D. Optimasi ligan dilakukan dengan

program “babel” sedangkan specific docking dilakukan dengan program

Autodock Vina pada software PyRx 0.8. Specific docking dilakukan pada

Center (X:31,2552; Y:-23,4834; Z:-16,1872) Dimensions (Angstrom)(X:

17,4839; Y:17,3785; Z:21,3620). Hasil docking berupa kekuatan ikatan

interaksi antara ligan dan reseptor. Analisis interaksi dengan asam amino

digunakan program Ligplot+ v.2.

4.6.4 Perlakuan Hewan Coba

Hewan coba merupakan tikus putih jantan, diaklimatisasi di

laboratorium selama 1 minggu dalam kandang khusus untuk menyeragamkan

cara hidup, makan dan kondisi kandang percobaan. Semua tikus diberi pakan

komersial dan air secara ad libitum. Alas dalam kandang tikus menggunakan

sekam kayu yang dilakukan penggantian sekam kayu selama 3 hari sekali.

Menggunakan pencahayaan alami yang masuk melewati jendela dengan suhu

ruang.

Hewan coba diinduksi dengan Indometasin dosis 15 mg/Kg BB pada

hari ke-1. Pada hari ke-2 hewan coba mulai diterapi, kelompok obat diberi obat

Sulfasalazine 10 mg/kg BB, kelompok ekstrak Indonesia diberi ekstrak

Polyalthia longifolia Indonesia dosis 300 mg/kg BB dan kelompok ektrak

Filipina diberi ekstrak Polyalthia longifolia Filipina dosis 300 mg/kg BB.

http://rcsb.org
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Terapi dilakukan sehari 1x selama 7 dan 14 hari sampai hari ke-8 dan ke-15.

Pembedahan dilakukan pada hari ke-9 dan ke-16 untuk diambil organ lambung

dan dilakukan analisis.

4.6.5 Pembedahan dan Pengambilan Organ Lambung

Hewan coba dieuthanasi dengan menggunakan dislokasi leher.

Selanjutnya, hewan coba diletakkan pada papan bedah, diposisikan rebahan

dorsal menggunakan pin. Pembedahan dimulai dari bagian perut (linea alba)

menggunakan gunting. Organ lambung yang diinginkan diambil dan dipisahkan

dari organ yang lainnya. Organ lambung dibilas dengan NaCl fisiologis dingin

dan dibagi menjadi tiga bagian. Ketiga bagian dimasukkan dalam larutan buffer

formalin.

4.6.6 Pengukuran Ekspresi COX-2 dan PGE2

4.6.6.1 Pembuatan Parafin Block Jaringan

Organ lambung yang telah difiksasi dengan buffer formalin 105

didehidrasi menggunakan alkohol bertingkat (30%, 50%, 70%, 80%, 96% dan

absolut) masing-masing 60 menit. Lambung clearing menggunakan xilol 2 kali

masing-masing 60 menit. Kemudian organ lambung diinfiltrasi dengan parafin

lunak selama 60 menit pada suhu 48⁰C. Organ lambung dilakukan block dalam

parafin keras pada cetakan dan didiamkan selama sehari. Keesokan harinya,

block lambung ditempelkan pada holder dan dilakukan pemotongan setebal 4-6

µm dengan rotary microtome. Potongan irisan lambung dipindahkan dengan

kuas ke dalam air hangat 38-40ºC. Irisan selanjutnya diambil dengan objek

gelas dan diletakkan di atas hot plate 38-40ºC samapai kering. Dan yang

terakhir, preparat disimpan dalam inkubator pada suhu 38-40ºC selam sehari.

4.6.6.2 Proses Deparafinasi

Gelas obyek hasil paraffin block direndam dalam xilol 3 kali masing-

masing selama 15 menit. Setelah itu slide lambung direhidrasi menggunakan
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alkohol berseri (absolut, 96%, 80%, 70%) masing-masing selama 55 menit.

Kemudian slide didiamkan dalam lemari es dengan suhu 4ºC selama semalam.

Slide dilakukan pencucian dengan aquades sebanyak 3 kali selama 3 menit

4.6.6.3 Pewarnaan Imonohistokimia COX-2

Pertama, slide dicuci dengan PBS selama 5 menit. Hidrogen peroksida

3% digunakan untuk bloking endogenous peroksida yang diinkubasi selama 40

menit. Pencucian slide digunakan larutan PBS dengan 3x pencucian selama 3

menit. Unspesifik protein dibloking dengan serum albumin yang mengandung

FBS 1% dan 0,2% Triton X). Proses blocking dilakukan selama semalam. Slide

preparat dicuci tiga kali selama 3 menit dengan larutan PBS. Antibodi primer

(rat COX-2 polyclonal) ditambahkan dan diinkubasi semalam pada suhu 4⁰C.

Setelah inkubasi, slide preparat dicuci kembali sebanyak tiga kali selama 3

menit. Selanjutnya, antibodi sekunder universal biotin conjugated ditambahkan

pada preparat dan diinkubasi selama 60 menit pada suhu ruang. Preparat dicuci

dengan PBS pH 7,4 3x selama 3 menit. SA-HRP ditambahkan dan diinkunasi

selama 40 menit. Pencucian preparat dengan larutan PBS sebanyak tiga kali.

DAB (Diamino Benzidine) diteteskan pada preparat dan inkubasi selama 10

menit. Preparat dicuci menggunakan PBS kembali sebanyak tiga kali

pencucian ,selama 3 menit tiap pencucian. Mayer Hematoxilen digunakan

untuk Counterstaining. Mayer didiamkan selam 5 menit dan ditambahkan air

pH 8 dan diinkubasinya selama 10 menit dan pencuciannya menggunakan tap

water. Kemudian, preparat dibilas menggunakan aquades dan dikering

anginkan. Preparat selanjutnya dilakukan mounting entellan dan ditutup dengan

cover glass. Kemudian dilakukan pengamatan di bawah mikroskop cahaya

dengan pembesaran 400x, ekspresi enzim COX-2 ditunjukkan dengan warna

coklat pada jaringan lambung.

4.6.6.4 Pewarnaan Imonohistokimia PGE2

Pertama, slide IHK yang telah dilakukan deparafinisasi dicuci dengan

PBS selama 5 menit. Hidrogen peroksida 3% digunakan untuk bloking

endogenous peroksida yang diinkubasi selama 40 menit. Slide dicuci sebanyak

3x dengan larutan selama 3 menit. Unspesifik protein dibloking dengan serum
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albumin yang mengandung FBS 1% dan 0,2% Triton X). Proses blocking

diinkubasi selama semalam. Dilanjutkan dengan pencucian dilakukan sebanyak

3x selam 3 menit dengan PBS. Antibodi primer (rat PGE2 polyclonal)

ditambahkan dan diinkubasi semalam pada suhu 4⁰C. Setelah inkubasi, slide

preparat dicuci dengan PBS tiga kali selama 3 menit. Selanjutnya, antibodi

sekunder universal biotin conjugated ditambahkan pada preparat dan diinkubasi

selama 60 menit pada suhu ruang. Preparat dicuci kembali dengan PBS

sebanyak tiga kali, selama 3 menit. SA-HRP ditambahkan dan diinkunasi

selama 40 menit. Pencucian kembali dengan PBS selama 3 menit sebanyak 3x.

DAB (Diamino Benzidine) diteteskan pada preparat dan inkubasi selama 10

menit. Preparat dicuci kembali menggunakan PBS pH 7,4 tiga kali, masing-

masing selama 3 menit. Mayer Hematoxilen digunakan untuk Counterstaining.

Mayer hematoxilen didiamkan selam 5 menit dan ditambahkan air pH 8 dan

didiamkan kembali selama 10 menit dan pencuciannya menggunakan tap water.

Kemudian, preparat dibilas menggunakan aquades dan dikeringanginkan.

Preparat selanjutnya dilakukan mounting entellan dan ditutup dengan cover

glass. Selanjutnya dilakukan pengamatan preparat diamati di bawah mikroskop

cahaya dengan pembesaran 400x, ekspresi enzim PGE2 ditunjukkan dengan

warna coklat pada jaringan lambung.

4.6.7 Pengamatan Hematoksilin Eosin Organ Lambung

4.6.7.1 Fiksasi, Dehidrasi, Clearing dan Embedding

Fiksasi dengan merendam organ lambung dalam larutan buffer formalin

10% selama 24 jam untuk mencegah kerusakan jaringan, mengawetkan

komponen sitologi dan histologi, mengeraska materi yang lunak agar jaringan,

dan menghentikan proses metabolisme. Proses dehidrasi dilakukan untuk

mengeluarkan air dari jaringan lalu diisi parafin sehingga dapat diiris tipis.

Alkohol bertingkat (70%, 80%, 90%, 95%) dilakukan untuk dehidrasi,

dehidrasi dilakukan selama 5 menit tiap kosentrasi.

Proses clearing dilakukan dengan memindahkan organ lambung ke

larutan penjernih mulai dari xylol I ke xylol II selama 1 jam pada suhu kamar
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dan inkubator masing-masing selama 30 menit. Organ lambung dilakukan

embedding dengan memasukan organ lambung ke dalam parafin cair pada suhu

65 °C selama 2 jam. Organ lambung diambil dengan menggunakan pinset blok

yang ukurannya sesuai dengan tempat block microtome.

Lambung tikus diembedding dengan merendam organ lambung dalam

larutan fiksasi (buffer formalin). Kemudian direndam dengan etanol 70%

selama 24 jam. Kemudian organ lambung dipindahkan dalam 80% selama 2

jam, etanol 90%, 95% dan absolut masing-masing selama 20 menit. Proses ini

dilakukan sebanyak 3x dan dilanjutkan dengan memasukkan kembali ke dalam

larutan xilol dan dilakukan pada suhu 60-63°C.

4.6.7.2 Pembuatan Preparat

Pembuatan preparat lambung dengan memasukkan hasil embedding

pada penjepit (block holder). Block tersebut dipasang pada microtome dan

diatur agar posisinya sejajar dengan posisi pisau. Sectioning (pemotongan)

dengan ukuran irisan 5 μm. Hasil irisan dipindahkan dan direndam pada water

bath dengan suhu 38-40°C untuk membuka lipatan. Irisan diletakkan pada

object glass dan disimpan dalam inkubator selam 24 jam dengan suhu 38-40°C.

4.6.7.3 Pewarnaan dengan Hematoksilin Eosin

Pewarnaan dilakukan dengan melakukan deparafinasi yaitu dengan

memasukkan preparat xylol bertingkat dari xylol I-III masing-masing selama 5

menit. Rehidrasi dilakukan dengan memasukkan preparat ke dalam alkohol

mulai dari 95%, 90%, 80%, 70% masing-masing selama 5 menit. Pewarnaan

preparat dilakukan dengan pewarna hematoxyline selama 10 menit lalu dicuci

dengan aquades selama 5 menit dan dimasukkan ke dalam pewarna eosin selam

5 menit lalu dicuci kembali dengan aquades.

Preparat didehidrasi dalam alkohol bertingkat (70%, 80%, 90%, 95%).

Selanjutnya dilakukan cleaning dengan memasukkan dalam xylol I dan II lalu

dikeringkan. Proses mounting dengan menggunakan entellan serta ditutup

menggunakan coverglass. Proses terakhir yaitu pengamatan dengan mikroskop

dengan perbesaran 40x.
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4.7 Analisis Hasil

Hasil pemisahan menggunakan LC-MS diidentifikasi berdasarkan pola

puncak pemisahan pada tiap senyawa target. Potensi antiinflamasi senyawa

alkaloid dilihat dari hasil molecular docking berdasarkan nilai energi ikat yang

rendah dan banyak terikat dengan asam amino pada sisi aktif yang sama dengan

inhibitor reference. Data ekspresi COX-2 dan PGE2 dilakukan deskripsi dan

dilakukan konversi menggunakan immono rasio. Data hasil konversi dilakukan

uji normalitas dan homogenitas dengan uji One Way ANOVA untuk melihat

beda nyata terkecil dengan kepercayaan 0,01. Selanjutnya dilakukan uji

lanjutan menggunakan Tukey test. Gambaran histopatologi organ lambung

dianalisis secara deskriptif dengan membandingkan perubahan jaringan dan

pembentukan epitel pada mukosa.
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BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Hasil Skrining Fitokimia dan Identifikasi Senyawa Alkaloid Ekstrak

Etanol Daun Polyalthia longifolia

Hasil maserasi ekstrak etanol daun Polyalthia longifolia (EEDPL) dari

Indonesia dan Filipina yang telah dievaporasi menghasilkan ekstrak kental

berwarna hijau gelap kecoklatan. Kedua ekstrak yang telah diperoleh di lakukan

uji golongan senyawa yang meliputi saponin, tanin, alkaloid, terpenoid dan

flavonoid. Hasil uji fitokimia dapat dilihat pada Tabel 5.1.

5.1 Hasil uji golongan senyawa pada EEDPL yang berasal dari Indonesia dan
Filipina.

Polyalthia longifolia Golongan Senyawa
Flavonoid Tanin Alkaloid Saponin Terpenoid

Indonesia + + + + +
Filipina + + + + +
Keterangan: (-)=tidak terdeteksi, (+)= terdeteksi

Berdasarkan Tabel 5.1, kedua ekstrak teridentifikasi golongan senyawa

yang sama yang meliputi flavonoid, tanin, alkaloid, saponin dan terpenoid.

Hasil uji golongan senyawa tersebut sama dengan penelitian sebelumnya yang

mengatakan bahwa ekstrak etanol mengandung golongan senyawa saponin

(Soemarie et al., 2018), tanin, alkaloid, terpenoid, dan flavonoid (Thenmozhi

and Sivaraj, 2010). Hal ini menunjukkan bahwa perbedaan geografis tidak

memengaruhi golongan senyawa ekstrak tanaman Polylathia longifolia.

Alkaloid merupakan golongan senyawa kimia utama pada tanaman

Polyalthia longifolia selain terpenoid (Dixit et al., 2014). Berdasarkan Katkar,

Suthar and Chauhan (2010) tanaman Polyalthia longifolia memiliki kandungan

alkaloid berupa: polylongine, polyfothine, liriodenine, noroliveroline,

oliveroline β-N-oxide, N-methylnandingerine β-N-Oxide dan O-
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methylbolbocapni-N-oxide. Identifikasi senyawa alkaloid dari EEDPL

dilakukan dengan menggunakan instrument LC-MS. Ion source yang

digunakan berupa atmospheric pressure chemical ionization (APCI).

Identifikasi senyawa berdasarkan berat molekul target menggunakan m/z M+-

[M+H]+. Hasil identifikasi senyawa alkaloid ditunjukkan pada Tabel 5.1.

Tabel 5.2 Identifikasi senyawa alkaloid

Prediksi Senyawa BM Asal RT Kadar *(AA/mg)

Polylongine 243 Indonesia 0.68 1348.582
Filipina 0.71 640.5058

Polyfothine 255 Indonesia - 0
Filipina - 0

Liriodenine 275 Indonesia 3.09 12558.550
Filipina 3.09 10915.040

Noroliveroline 281 Indonesia 2.75 18583.070
Filipina 2.75 3054.241

Oliveroline β-N-oxide 311 Indonesia 2.99 64648.010
Filipina 2.99 3027.782

N-methylnandingerine β-N-Oxide 341 Indonesia - 0
Filipina 4.87 6341.498

O-methylbolbocapni-N-oxide 355 Indonesia 4.92 3848.941
Filipina - 0

Keterangan: (*) Kadar dihitung berdasarkan luas area (AA) per berat ekstrak (mg)

Berdasarkan Tabel 5.2, diketahui bahwa EEDPL yang berasal dari

Indonesia mengandung senyawa polylongine, liriodenine, noroliveroline,

oliveroline β-N-oxide, dan O-methylbolbocapni-N-oxide. Sedangkan, pada

EEDPL yang berasal dari Filipina mengandung senyawa polylongine,

liriodenine, noroliveroline, oliveroline β-N-oxide dan N-methylnandingerine β-

N-Oxide. Urutan kepolaran senyawa polylongine> noroliriodenine>

oliveroline-β-N-oxide> liriodenine> N-methylnandingerine β-N-Oxide> O-

methylbolbocapni-N-oxide. Kadar senyawa EEDPL yang berasal dari Indonesia

lebih tinggi dibandingkan dengan kadar EEDPL dari Filipina. Selain dapat

diurutkan secara kepolarannya, dapat pula diurutkan berdasarkan kadar

senyawa alkaloid (Gambar 5.1).
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Gambar 5.1 Grafik kadar senyawa alkaloid

Gambar 5.1 menujukkan bahwa senyawa oliveroline β-N-Oxide

memiliki kadar yang paling tinggi pada EEDPLI. Sedangkan pada EEDPLF

kadar tertinggi adalah senyawa liriodenine. Kedua ekstrak memiliki senyawa

terendah yang sama yaitu polylongine.

Berdasarkan uraian di atas, perbedaan lokasi asal tanaman Polyalthia

longifolia menyebabkan perbedaan senyawa aktif beserta kadarnya. Perbedaan

geografis akan memengaruhi kandungan senyawa aktif (Colegate and

Molyneux, 2007; Liu et al., 2016). Penelitian sebelumnya juga menunjukkan

bahwa perbedaan geografis memengaruhi kadar senyawa aktif (Aparecida et al.,

2016) dan aktivitasnya secara in vitro maupun in vivo (Kanungo, Rout and

Sahoo, 2013).

5.2Molecular Docking Senyawa Alkaloid Sebagai Antiinflamasi

Senyawa alkaloid dari daun Polyalthia longifolia diduga memiliki efek

antiinflamasi. Enzim COX akan mengkatalisis pembentukan PGE dari asam

arakhidonat. Enzim COX-2 merupakan enzim yang indusibel yang disebabkan

oleh inflamasi. Penghambatan COX-2 secara klinikal efektif sebagai agen

antiinflamasi yang tidak memberikan efek buruk bagi gastrointestinal. Uji in

silico dilakukan untuk mengetahui interaksi senyawa yang berasal dari EEDPL

dengan sisi aktif COX-2. Molecular docking dilakukan dengan program PyRx
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untuk mengkaji kemampuan senyawa sebagai antiinflamasi. Visualisasi dengan

Ligplot+ digunakan untuk melihat interaksi dan ikatan pada asam amino

(Gambar 5.1). Senyawa alkaloid yang terdiri dari polylongine, liriodenine,

noroliveroline, oliveroline-β-N-oxide, N-methylnandingerine-β-N-oxide, dan

O-methibulbocapi-N-Oxide didocking dengan sisi aktif COX-2 dapat dilihat

pada Tabel 5.3

Tabel 5.3 Hasil molecular docking senyawa alkaloid

Senyawa/
Ligan

Energi
ikatan
(kkal/
mol)

Jarak
atomik
(Å)
ikatan
hidrogen

Residu
asam
amino
ikatan
hidrogen

Residu asam amino ikatan
hidrofobik

Polylongine -8,7 3,29
2,83 Tyr341 Leu517;Ala513;Ser516;Val335;P

he504;Leu338;Ser339;Val509

Liriodenine -10,9
Val335;Ala513;Ser516;Leu338;
Val509;Phe504;Ser339;Tyr341;
Leu517

Noroliveroli
ne -10,7 3,27

3,12
Ala513
Ser516

Val335;Leu338;Phe504;Ser339;
Val509;Tyr341;Leu517;Arg106

Oliveroline-
β-N-oxide -9,3

Phe504;Val509;Met508;Leu338
;Tyr371;Trp373;Ser516;Leu517;
Val335;Ala513;Tyr341;Ser339

N-
Methylnandi
ngerine-β-
N-Oxide

-7,4 3,05 Ser516

Leu517;Val335;Ala513;Gly512;
Leu338;Ser339;Phe504;Val509;
Tyr341;Leu345

O-
Methylbulbo
capni-N-
oxide

-8,2

Tyr371;Trp373;Phe504;Leu338;
Tyr341;Ser516;Ala513;Val509;
Arg106;Ser339;Val335;Leu517;
Leu345;Val102

Sulfasalazin
e -7,1 3,07 Ser516

Ile98;Phe343;Tyr341;Ala513;M
et508;Trp373;Phe367;Yyr371;G
ly512;Leu370;Val335;Leu338;L
eu517;Arg106;Leu78;Tyr101;Va
l102

Keterangan: bold= asam amino yang sama dengan inhibitor reference (Celoxib).
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Inhibitor reference (Celoxib) Polylongine

Liriodenine Noroliveroline

Oliveroline-β-N-oxide N-Methylnandingerine-β-N-Oxide

O-Methylbulbocapni-N-oxide Sulfasalazine
Gambar 5.2 Interaksi senyawa dengan asam amino

.
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Berdasarkan Tabel 5.3, diketahui potensi masing-masing senyawa

sebagai antiinflamasi dilihat dari energi ikat dan interaksi asam amino.

Keseluruhan energi ikat senyawa yang didocking memiliki nilai RMSD (Root

Mean Square Deviation) < 2 yaitu 0. RMSD merupakan perbedaan antara nilai

prediksi dan pengamatan ekperimen, semakin kecil nilai RMSD yang diperoleh

maka posisi senyawa yang diprediksi semakin mendekati native (Agistia et al.,

2013). Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa molecular docking ini valid

untuk memprediksi penghambatan COX-2.

Energi ikat merupakan parameter kestabilan konformasi antara reseptor

(COX-2) dengan ligan (senyawa). Semakin rendah energi ikat, maka semakin

stabil dan kuat ikatannya (tidak mudah lepas) (Laksmiani, Paramita and

Wirasuta, 2016). Semua senyawa alkaloid yang telah didocking memiliki energi

ikat yang rendah yaitu berkisar dari -7,4 sampai -10,9 kkal/mol dan

Sulfasalazine sebagai kontrol obat IBD memiliki energi ikat -7,1 kkal/mol.

Keseluruhan senyawa memiliki energi ikat yang lebih rendah dibandingkan

dengan kontrol obat Sulfasalazine. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa-

senyawa tersebut memiliki potensi sebagai antiinflamasi. Berdasarkan energi

ikatannya dapat diurutkan kemampuan sebagai senyawa antiinflamasi sebagai

berikut: liriodenin > noroliveroline > oliveroline-β-N-oxide > polylongine >

O-methibulbocapi-N-Oxide > N-methylnandingerine-β-N-oxide.

Selain energi ikat, membandingkan dengan asam amino pengikat dari

inhibitor reference perlu dilakukan untuk mengetahui apakah senyawa telah

terikat pada sisi aktif reseptor (COX-2) (Ekowati and Diyah, 2013). Redocking

celoxib sebagai inhibitor reference didapatkan asam amino yang mengikat

meliputi: Ser339, Gln178, Leu338, Arg499, Met508, Ala513, Gly512, Val509,

Trp373, Leu370, Try341, Val335, His75, Phe504, Ile503, dan Ala502.

Berdasarkan asam amino yang berikatan dengan senyawa pada Tabel 5.3

didapatkan bahwa seluruh senyawa alkaloid dan kontrol obat berinteraksi pada

sisi aktif reseptor (COX-2). Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa senyawa

alkaloid dari EEDPL memiliki kemampuan sebagai antiinflamsi dengan selektif

penghambatan COX-2.



43

Berdasarkan Gambar 5.2 dan Tabel 5.3, dapat dilihat hal-hal yang

mempengaruhi energi ikat. Pengaruh energi ikat diamati berdasarkan jumlah

ikatan hidrogen, panjang ikatan hidrogen, jumlah residu ikatan hidrogen,

jumlah residu asam amino ikatan hidrofobik dan jumlah asam amino yang sama

dengan inhibitor reference.

Senyawa Oliveroline-β-N-oxide memiliki jumlah residu asam amino

ikatan hidrofobik lebih sedikit yaitu 12 dibandingkan O-methylbulbocapnine-n-

oxide yang memiliki residu asam amino ikatan hidrofobik 14. Akan tetapi,

residu asam amino yang sama dengan inhibitor reference senyawa oliveroline-

β-N-oxide lebih banyak daripada O-methylbulbocapnine-n-oxide. Sedangkan

energi ikat senyawa oliveroline-β-N-oxide memiliki energi ikat lebih rendah

daripada senyawa O-methylbulbocapnine-n-oxide. Oleh karena itu, dapat

diketahui bahwa jumlah residu asam amino hidrofobik tidak mempengaruhi

energi. Namun, energi ikatan dapat dipengaruhi oleh jumlah asam amino yang

sama dengan inhibitor reference.

Senyawa N-methylnandingerin-β-N-oxide memiliki energi ikat yang

lebih rendah daripada Sulfasalazine. Kedua senyawa memiliki jumlah ikatan

hidrogen dan jumlah residu asam amino ikatan hidrogen yang sama. Namun,

senyawa tersebut memiliki panjang ikatan hidrogen yang berbeda. Senyawa N-

methylnandingerin-β-N-oxide memiliki panjang ikatan hidrogen yang lebih

pendek daripada Sulfasalazine. Panjang ikatan hidrogen tersebut

memungkinkan mempengaruhi energi ikat, karena semakin pendek ikatan,

maka konformasi akan semakin stabil.

Energi ikat senyawa polylongine lebih rendah daripada N-

methylnandingerine-β-N-oxide. Kemungkinan perbedaan energi ikat yang

terjadi akibat jumah ikatan hidrogen yang berbeda. Polylongine memiliki 2

ikatan hidrogen, sedangkan N-methylnandingerine-β-N-oxide hanya 1.

Senyawa polylongine dan noroliveroline memiliki jumlah ikatan

hidrogen yang sama. Akan tetapi, energi ikat yang dihasilkan berbeda. Hal

tersebut terjadi karena jumlah residu asam amino ikatan hidrogennya berbeda.

Dimana, senyawa noroliveroline memiliki 2 residu yang mana salah satu
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residunya yaitu Ala513 merupakan residu asam amino yang sama dengan

inhibitor reference. Sedangkan senyawa polylongine hanya memiliki satu

residu asam amino dan tidak sama dengan residu asam amino inhibitor

reference.

Berdasarkan uraian di atas, dapat diketahui bahwa energi ikatan

dipengaruhi oleh jumlah asam amino yang sama dengan inhibitor reference,

panjang ikatan hidrogen, jumlah ikatan hidrogen, dan jumlah residu asam

amino ikatan hidrogen. Semakin banyak ikatan hidrogen, maka kekuatan ikatan

akan semakin besar hal tersebut ditandai dengan energi ikatan yang semakin

rendah. Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya bahwa jumlah ikatan

hidrogen akan mempengaruhi kekuatan ikatan antara senyawa/ligan dengan sisi

aktif enzim (Rollando, 2018). Semakin banyak asam amino yang sama dengan

inhibitor reference pada ikatan hidrogen maupun ikatan hidrofobik maka energi

ikatan akan semakin. Hal tersebut terjadi akibat semakin tepat posisi

ligan/senyawa dengan sisi aktif.

5.3 Pengaruh Pemberian Ekstrak Etanol Daun Polyalthia longifolia

Terhadap Ekspresi COX-2 pada Lambung Tikus IBD

Inflammatory bowel disease (IBD) merupakan suatu kondisi inflamasi

kronis yang terjadi pada gastrointestinal. Penggunaan NSAIDs mampu memicu

terjadinya proses inflamasi pada lambung. Saat terjadi proses inflamasi

biasanya ditandai dengan adanya ekspresi COX-2 yang meningkat pesat.

Pengamatan dilakukan dengan metode imunohistokimia (IHK). Ekspresi COX-

2 yang diberi perlakuan ekstrak etanol daun Polyalthia longifolia Indonesia

(EEDPLI) 300 mg/kg BB dan ekstrak etanol daun Polyalthia longifolia Filipina

(EEDPLF) 300 mg/kg BB yang diperoleh dibandingkan dengan Sulfasalazine

10 mg/kg BB sebagai gold standard.
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Gambar 5.2 Gambaran Imunohistokimia Cyclooxygenase 2 lambung hasil
perlakuan pada perbesaran 400x.

Keterangan:
A : Sulfasalazine 7 hari
B : Sulfasalazine 14 hari
C : Ekstrak etanol daun Polyalthi

longifolia Indonesia 7 hari
D : Ekstrak etanol daun Polyalthi

longifolia Indonesia 14 hari

E : Ekstrak etanol daun Polyalthi
longifolia Filipina 7 hari

F : Ekstrak etanol daun Polyalthi
longifolia Filipina 14 hari

: menunjukkan ekspresi COX-2

A B

C D

E F
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Pemeriksaan ekspresi COX-2 pada lambung ditandai dengan

terbentuknya warna coklat. Warna tersebut dihasilkan dari kromagen DAB

yang terikat pada reaksi kompleks antigen dan antibodi. Reaksi antara antigen

dan antibodi bersifat spesifik sehingga kenaikan ekspresi COX-2

mengindikasikan adanya perubahan patologi pada lambung. Berdasarkan hasil

pemeriksaan menunjukkan adanya ekspresi COX-2 pada setiap kelompok

perlakuan, seperti yang ditunjukkan pada Gambar 5.3.

Warna coklat sebagai ekspresi COX-2 sangat banyak ditemukan pada

kelompok perlakuan pemberian Indometasin saja (kontrol positif) (Gambar 5.4

B). Pemberian perlakuan dengan sulfasalazine dan EEDPL menunjukkan

adanya penurunan intensitas ekspresi COX-2 dibandingkan dengan kontrol

positif. Sedangkan pada kelompok perlakuan normal atau tidak diberikan

Indometasin, hampir tidak ditemukan ekspresi COX-2 (Gambar 5.4 A).

Gambar 5.3 Gambaran Imunohistokimia Cyclooxygenase 2 lambung kontrol
perbesaran 400x.

Keterangan:
A : Normal B : Positif

Analisis ekspresi COX-2 secara kuantitatif dilakukan dengan

menghitung persen area ekspresi menggunakan aplikasi Immunoratio dengan

lima lapang pandang. Berdasarkan hasil yang diperoleh dan dilanjutkan dengan

uji statistik One Way Anova (Tabel 5.4) dan dilanjutkan Tukey test dengan

A B
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kepercayaan 99% menunjukkan adanya pengaruh perlakuan terhadap ekspresi

COX-2 pada lambung (FHitung > F1%). Hasil Tukey test menunjukkan adanya

perbedaan antar perlakuan yang ditunjukkan dengan perbedaan notasi, yang

disajikan pada Tabel 5.5.

Tabel 5.4 Hasil uji One Way Anova ekspresi COX-2 pada lambung

S.V. D
f

Sum of Squares
(SS)

Mean Square
(MS)

FHitung F5% F1%

Treatment 5 3,533 0,707 183,530 2,77 4,25
Error 18 0,069 0,004
Total 23 3,602
Keterangan:
F5% :Ftabel 5%
F1 :Ftabel 1%

Tabel 5.5 Presentase jumlah ekspresi COX-2 pada lambung

Kelompok Rata-Rata ekspresi COX-2 (%)
Sulfasalazine 7 hari 1.605a ± 0,3416
Sulfasalazine 14 hari 0.75b ± 0,02582
Indonesia 7 hari 1,54a,d ± 0,08165
Indonesia 14 hari 0,88b ± 0,07303
Filipina 7 hari 1,765d ± 0,05262
Filipina 14 hari 1,095c ± 0,8062
Keterangan: Notasi a,b,c dan d menunjukkan adanya pengaruh yang berbeda signifikan antar

kelompok perlakuan (signifikansi < 0,01). Sedangkan notasi yang sama
menunjukkan tidak ada perbedaan signifikan antar kelompok perlakuan.

Gambar 5.5 Grafik ekspresi COX-2 pada lambung tikus IBD yang telah
diterapi
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Cylooxygenase 2 sebagai sitokin proinflamsi dapat memperparah

inflamasi yang kemudian menyebabkan kerusakan pada lambung. Pemberian

perlakuan dengan Sulfasalazine dan EEDPL mampu menurunkan ekspresi

COX-2 kontrol positif yang mencapai 3,32% (Lampiran 5.3). Pemberian

perlakuan dengan Sulfasalazine dan EEDPL memengaruhi ekspresi COX-2

pada lambung tikus IBD hasil induksi Indometasin. Berdasarkan rerata ekspresi

COX-2 (Tabel 5.5 Dan Gambar 5.5), dapat diurutkan kelompok perlakuan

terbaik yaitu Sulfasalazine selama 14 hari > EEDPLI selama 14 hari > EEDPLF

selama 14 hari > EEDPLI selama 7 hari > Sulfasalazine selama 7 hari >

EEDPLF selama 7 hari.

Tabel 5.5 memperlihatkan jumlah presentase ekspresi COX-2 yang telah

diberikan terapi. Setiap kelompok perlakuan selama 7 hari dan 14 hari

menunjukkan perbedaan nyata (p<0,01), di mana presentase ekspresi COX-2

selama 14 hari lebih kecil dibandingkan selama 7 hari. Perlakuan dengan

sulfasalazine dan EEDPLI tidak memiliki menunjukkan adanya perbedaan yang

nyata (p>0,01) baik selama 7 hari maupun 14 hari. Perlakuan dengan EEDPLF

selama 7 hari tidak berbeda nyata dengan EEDPLI selama 7 hari. Akan tetapi,

perlakuan perlakuan EEDPLF dengan EEDPLI menunjukkan perbedaan nyata

(P<0,01), di mana ekspresi EEDPLI lebih kecil daripada EEDPLF. Sehingga

dapat disimpulkan bahwa pemberian Sulfasalazine sama dengan EEDPLI dan

EEDPLI lebih baik dibandingkan dengan EEDPLF dalam menurunkan ekspresi

COX-2. Tidak hanya itu, rerata ekpresi COX-2 hasil perlakuan Sulfasalazine

dan EEDPLI selama 14 hari sebesar 0,75% dan 0,88% mendekati rerata ekpresi

COX-2 kontrol normal yaitu 0,625% (Lampiran 5.3). Beberapa penelitian

menunjukkan bahwa penghambatan atau penurunan ekspresi COX-2

memberikan efek anti-IBD (Saxena et al., 2014; Peng et al., 2019).

Pemberian perlakuan dengan Sulfasalazine dan EEDPL mampu

menurunkan ekspresi COX-2 dibandingkan saat kondisi IBD. Penurunan

ekspresi COX-2 dengan perlakuan obat dan EEDPL diyakini karena keduanya

memiliki aktivitas sebagai antiiflamasi dengan cara penghambatan enzim COX-

2. Sulfasalazine dan EEDPL memiliki kemampuan untuk menghambat enzim
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COX-2 secara molecular docking. Senyawa aktif dari EEDPL yang memiliki

aktifitas penghambatan COX-2 meliputi polylongine, liriodenine,

noroliveroline, oliveroline-β-N-oxide, N-methylnandingerine-β-N-oxide, dan

O-methylbulbocapni-N-Oxide.

Efektivitas EEDPLI lebih baik daripada EEDPLF dimungkinkan karena

kadar EEDPLI lebih besar EEDPLF. Selain itu, pada EEDPLI mengandung O-

Methylbulbocopni-N-Oxide sedangkan EEDPLF mengandung N-

mehylnandingerine-N-β-Oxide. O-Methylbulbocopni-N-Oxide secara

molecular docking memiliki kemampuan hambatan COX-2 lebih besar

daripada N-mehylnandingerine-N-β-Oxide.

5.4 Pengaruh Ekstrak Etanol Daun Polyalthia longifolia terhadap Ekspresi

PGE2 pada Lambung Tikus IBD

Prostaglandin E2 (PGE2) merupakan mediator utama pada IBD. PGE2

memiliki efek ganda yaitu PGE2 diperlukan untuk melindungi dari kerusakan

mukosa namun, ketika PGE2 tinggi akan memperburuk proses inflamasi (Wang

and DuBois, 2011). Metode imunohistokimia (IHK) dilakukan untuk

mengamati pengaruh pemberian EEDPL 300 mg/kg BB terhadap ekspresi PGE2

pada tikus IBD hasil induksi indometasin. Ekspresi PGE2 EEDPL kemudian

dibandingkan dengan Sulfasalazine 10 mg/kg BB sebagai gold standard.

Warna coklat menunjukkan adanya ekspresi PGE2 pada lambung. Berdasarkan

hasil pemeriksaan di bawah mikroskop dapat dilihat gambaran ekspresi PGE2

pada setiap kelompok perlakuan seperti yang ditunjukkan pada Gambar 5.6.
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Gambar 5.5 Gambaran Imunohistokimia Prostaglandin E2 (PGE2) lambung
hasil perlakuan pada perbesaran 400x.

Keterangan:
A : Sulfasalazine 7 hari
B : Sulfasalazine 14 hari
C : Ekstrak etanol daun Polyalthi

longifolia Indonesia 7 hari
D : Ekstrak etanol daun Polyalthi

longifolia Indonesia 14 hari

E : Ekstrak etanol daun Polyalthi
longifolia Filipina 7 hari

F : Ekstrak etanol daun Polyalthi
longifolia Filipina 14 hari
: Menunjukkan ekspresi COX-2

Gambaran ekspresi PGE2 di bawah mikroskop hasil perlakuan

sulfasalazine, EEDPLI dan EEDPLF diperlihatkan pada Gambar 5.6. Warna

A B

C D

E F
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coklat menunjukkan adanya ekspresi PGE2 pada lambung. Hasil pengamatan

menunjukkan penurunan ekspresi dibandingkan kontrol negatif (Gambar 5.7 B).

Gambar 5.6 Gambaran Imunohistokimia Prostaglandin E2 lambung konrol
pada perbesaran 400x.

Keterangan:
A: Normal B: Positif.

Analisis ekspresi PGE2 secara kuantitatif dilakukan dengan menghitung

persen area ekspresi menggunakan aplikasi Immunoratio dengan lima lapang

pandang. Hasil yang diperoleh dan dianalisis uji statistik One Way Anova

(Tabel 5.6) dengan kepercayaan 99% menunjukkan adanya pengaruh perlakuan

terhadap ekspresi PGE2 pada lambung (F-hitung > F-tabel). Hasil dengan Tukey

test menunjukkan adanya perbedaan antar perlakuan yang ditunjukkan dengan

perbedaan notasi, yang disajikan pada Tabel 5.7.

Tabel 5.6 Hasil uji One Way Anova ekspresi PGE2 pada lambung

S.V. D
f

Sum of Squares
(SS)

Mean Square
(MS)

FHitung F5% F1%

Treatment 5 4,540 0,908 612,092 2,77 4,25
Error 18 0,027 0,001
Total 23 4,566
Keterangan:
F5% :Ftabel 5%
F1 :Ftabel 1%

A B
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Tabel.5.7 Presentase jumlah ekspresi PGE2 pada lambung tikus

Kelompok Rata-Rata ekspresi PGE2 (%)
Sulfasalazine 7 hari 1,32a ± 0,0432
Sulfasalazine 14 hari 0,93b ± 0,02582
Indonesia 7 hari 1,525c ± 0,050
Indonesia 14 hari 0,97b ± 0,04163
Filipina 7 hari 2,24d ± 0.03651
Filipina 14 hari 1,40c ± 0,02828
Keterangan: Notasi a,b,c dan d menunjukkan adanya pengaruh yang berbeda signifikan antar

kelompok perlakuan (signifikansi < 0,01). Sedangkan notasi yang sama
menunjukkan tidak ada perbedaan signifikan antar kelompok perlakuan.

Gambar 5.8 Grafik ekspresi PGE2 pada lambung tikus IBD yang diterapi

Prostaglandin E2 pada lambung dalam kondisi normal akan ada untuk

memelihara dan menjaga mukosa dari kerusakan yang diakibatkan oleh faktor

agresif eksogen maupun endogen. Rerata ekspresi PGE2 dalam kondisi normal

sebesar 0,9% (Lampiran 6.3). Pemberian Indometasin 15 mg/kg BB tanpa

terapi (kontrol positif) menyebabkan peningkatan ekspresi PGE2 hingga

mencapai 3,36% (Lampiran 6.3). Tingginya PGE2 akan memperparah inflamasi

dan menyebabkan kerusakan jaringan lambung. Berdasarkan grafik pada

Gambar 5.8 menunjukkan bahwa semua kelompok perlakuan menunjukkan

penurunan ekspresi PGE2 dibandingkan kontrol positif.

Berdasarkan Tabel 5.6, diketahui bahwa seluruh pemberian perlakuan

selama 7 hari dan 14 hari menunjukkan perbedaan nyata (p<0,01) terhadap

ekspresi PGE2. Pemberian EEDPLI selama 14 hari menunjukkan pengaruh
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yang sangat baik. Hal tersebut diperlihatkan dengan tidak adanya perbedaan

nyata dengan perlakuan sulfasalazine selama 14 hari (p<0,01). Tidak ada

perbedaan nyata antara pemberian EEDPLF selama 14 hari dengan pemberian

EEDPLI selama 7 hari menunjukkan bahwa EEDPLI lebih baik dalam

menurunkan ekspresi PGE2 tikus IBD. Selain itu, ekspresi PGE2 dengan

pemberian EEDPLI dan sulfasalazine sebesar 0,97% dan 0,93% yang mana

mendekati ekspresi normal PGE2 tikus yaitu 0,9%.

Prostaglandin E2 (PGE2) adalah mediator lipid proinflamasi yang

diproduksi secara berlebihan pada penyakit radang usus (IBD). Tingginya PGE2

akan memperparah inflamasi. Pada penelitian ini overekspresi PGE2 mencapai

3,36% (Lampiran 6.3). PGE2 yang diproduksi selama inflamasi mukosa

mencegah penyerapan elektrolit seperti natrium dan klorida, menginduksi

hiperpermeabilitas pembuluh darah, dan meningkatkan pergerakan usus,

menyebabkan diare dan kotoran berdarah (Arai et al., 2016).

Penurunan ekspresi PGE2 mengendalikan inflamasi yang terjadi.

Penelitian sebelumnya menyatakan bahwa penurunan PGE2 memberikan

pengaruh sebagai anti-IBD. Selain itu, penurunan PGE2 juga mencegah agar

inflamasi tidak berkembang menjadi kanker. Penurunan terjadi karena

kemampuan selektifitas penghambatan COX-2 terhadap PGE2 yang bersifat

proinflamasi.

5.5 Pengaruh Ekstrak Etanol Daun Polyalthia longifolia Terhadap

Perbaikan Histopatologi Lambung Tikus IBD

Gambaran histopatologi lambung merupakan salah satu parameter untuk

mengetahui keberhasilan terapi. Pengamatan histopatologi dengan mikroskop

bertujuan untuk melihat pengaruh pemberian EEDPL terhadap perbaikan

jaringan lambung yang dibandingkan dengan pemberian sulfasalazine.

Gambaran histologi lambung IBD menggunakan metode pewarnaan

Hemaktosilin-Eosin (HE). Perubahan yang diamati meliputi deskuamasi epitel,

erosi, kongesti dan infiltrasi sel radang sebagai penanda terjadinya inflamasi.
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Gambaran histopatologi lambung pada tiap perlakuan ditampilkan pada

Gambar 5.9 sampai Gambar 5.14.

Gambar 5.9 Histopatologi lambung tikus IBD dengan pemberian sulfasalazine
selama 7 hari.

Keterangan:
M : Mukosa
MM : Muskularis mukosa
SM : Submukosa

ME :Muskularis eksternal
D : Deskuamasi epitel
E : Erosi

: Kongesti
: Infiltrasi sel radang

A :Pewarnaan HE, perbesaran 100x B :Pewarnaan HE, Perbesaran 400x

Gambar 5.10 Histopatologi lambung tikus IBD dengan pemberian
sulfasalazine selama 14 hari.

Keterangan:
M : Mukosa
MM : Muskularis mukosa

SM : Submukosa
ME :Muskularis eksternal

: Infiltrasi sel radang

A :Pewarnaan HE, perbesaran 100x B :Pewarnaan HE, Perbesaran 400x

ME

MM
SM

M

DE

A

ME

SM

M

MM

B

A B
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Gambar 5.11 Histopatologi lambung tikus IBD dengan pemberian EEDPLI
selama 7 hari.

Keterangan:
M : Mukosa
MM : Muskularis mukosa

SM : Submukosa
ME :Muskularis eksternal

E : Erosi
: Infiltrasi sel radang

A :Pewarnaan HE, perbesaran 100x B :Pewarnaan HE, Perbesaran 400x

Gambar 5.12 Histopatologi lambung tikus IBD dengan pemberian EEDPLI
selama 14 hari.

Keterangan:
M : Mukosa
MM : Muskularis mukosa
SM : Submukosa

ME :Muskularis eksternal
D : Deskuamasi epitel

: Sel parietal

: Sel Chief
: Infiltrasi sel radang

A :Pewarnaan HE, perbesaran 100x B :Pewarnaan HE, Perbesaran 400x
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Gambar 5.13 Histopatologi lambung tikus IBD dengan pemberian EEDPLF
selama 7 hari.

Keterangan:
M : Mukosa
MM : Muskularis mukosa
SM : Submukosa

ME :Muskularis eksternal
D : Deskuamasi epitel
E : Erosi

: Kongesti
: Infiltrasi sel radang
: Sel Parietal

A :Pewarnaan HE, perbesaran 40x
B :Pewarnaan HE, Perbesaran 100x

C : Pewarnaan HE, Perbesaran 400

Gambar 5.14 Histopatologi lambung tikus IBD dengan pemberian EEDPLF
selama 14 hari.

Keterangan:
M : Mukosa
MM :Muskularis mukosa
SM : Submukosa

ME :Muskularis eksternal
E : Erosi

: Kongesti

: Infiltrasi sel radang
: Sel Parietal
: Sel Chief

A : Pewarnaan HE, perbesaran 100x B : Pewarnaan HE, Perbesaran 400

MM

B

M

MM
SM

ME

C

ME
SM

M

E

D

A

B

ME
SM

MM

M

A E



57

Gambaran histopatologi lambuang yang diberi perlakuan Sulfasalazine

selama 7 hari menunjukkan masih adanya deskuamasi, erosi, kongesti dan

banyak infiltrasi sel radang (Gambar 5.9). Namun, perlakuan selama 14 hari

menunjukkan respon patologi yang jauh lebih baik. Epitel mukosa lambung

dalam keadaan utuh dan teratur, tidak ditemukannya erosi namun masih ada sel

radang (Gambar 5.10).

Perlakuan dengan EEDPLI selama 7 hari masih menunjukkan adanya

erosi dan ditemukannya banyak infiltrasi sel radang (Gambar 5.11).

Histopatologi EEDPLI selama 14 (Gambar 5.12), memperlihatkan keteraturan

epitel mukosa yang sangat baik dan penurunan infiltrasi sel radang yang cukup

besar. Akan tetapi, masih ditemukannya deskuamasi epitel pada histopatologi

tersebut.

Gambaran histologi EEDPLF selama 7 hari juga masih menunjukkan

adanya deskuamasi epitel, erosi, kongesti dan banyaknya infiltrasi sel radang

(Gambar 5.13). Pemberian EEDPLF selama 14 hari (Gambar 5.14) juga tidak

menunjukkan banyak perubahan. Secara histologi, masih ditemukannya

kongesti, erosi dan infiltrasi sel radang walaupun tingkat erosi dan infiltrasi sel

radangnya berkurang. Pemberian perlakuan selama 14 hari memberikan

perubahan patologi menjadi semakin mendekati histologi lambung normal.

Gambaran histologi lambung normal (Gambar 5.15) menampilkan keteraturan

dan keutuhan sel, tidak ditemukannya kongesti, erosi dan sel radang. Berbeda

dengan gambaran histopstologi lambung IBD, ditemukannya deskuamasi epitel,

erosi mukosa, dan infiltrasi sel radang (Gambar 5.16).

Deskuamasi epitel merupakan kondisi lepasnya sel epitel dari

permukaan jaringan. Induksi Indometasin menyebabkan deskuamasi epitel

karena menurunnya pertahanan mukosa sehingga terjadi pengikisan mukosa.

Pemberian sulfasalazin dan EEDPL mengurangi deskuamasi epitel (Gambar 5.9

dan Gambar 5.13). Deskuamasi epitel dapat terjadi pada kondisi normal karena

adanya pergantian sel-sel epitel akibat regenerasi (Windari et al., 2017).

Deskuamasi epitel yang terjadi pada Gambar 5.12 dimungkinkan terjadi bukan

karena efek indometasin lagi, namun karena terjadinya regenerasi sel epitel.
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Gambar 5.15 Histologi lambung tikus normal.

Keterangan:
M : Mukosa
MM :Muskularis mukosa

SM : Submukosa
ME :Muskularis eksternal

: Sel Parietal
: Sel Chief

A : Pewarnaan HE, perbesaran 40x B : Pewarnaan HE, Perbesaran 100x

Gambar 5.16 Histopatologi lambung tikus IBD

Keterangan:
M : Mukosa
MM :Muskularis mukosa
SM : Submukosa

ME :Muskularis eksternal
D : Deskuamasi epitel
E : Erosi

: Sel Parietal
: Sel Chief
: Infiltrasi sel radang

A : Pewarnaan HE, perbesaran 100x B : Pewarnaan HE, Perbesaran 400x

Pembendungan darah di dalam pembuluh darah disebut kongesti.

Perdarahan pada pencernaan mengakibatkan tergangangunya penyerapan dan

terhambatnya aliran nutrisi. Saat peradangan mulai terjadi, arteri akan

mensuplai ke daerah peradangan sehingga lebih banyak darah yang mengalir ke
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dalam mikrosirkular lokal. Pembuluh darah yang sebelumnya kosong atau yang

sebelumnya meregang akan terisi penuh oleh darah (Gambar 5.9, 5.13 dan 5.14).

Di dalam lambung, sel parietal dan chief saling bekerjasama untuk

mencerna zat-zat makanan. Sel chief akan mensikresikan enzim-enzim untuk

mencerna lemak dan protein seperti lipase dan pepsin. Enzim-enzim tersebut

berkerja dalam kondisi asam yang diatur oleh sel parietal. Erosi mukosa akan

menghilangkan sel chief dan parietal pada daerah tersebut. Hal itu

menyebabkan terjadinya penurunan kemampuan lambung dalam memproses

makanan.

Erosi terjadi karena penurunan pertahanan mukosa lambung yang

diakibatkan oleh penurunan PGE2 yang dihasilkan oleh COX-1. Penurunan

pertahanan mukosa menyebabkan ketidakseimbangan antar faktor agresif dan

defensif. Ketidakseimbangan tersebut mengakibatkan hancurnya epitel lambung.

Difusi balik ion hidrogen (asam) secara terus menerus akan menghancurkan

mukosa lambung dan meningkatkan reaksi inflamasi. Erosi pada kontrol positif

(Gambar 5.16) terlihat sangat lebar dan dalam. Kedalaman erosi hampir

mencapai submukosa. Pemberian EEDPL mengurangi lebar dan kedalaman

erosi.

Mukosa yang mengalami erosi ditemukannya sel radang. Infiltrasi sel

radang adalah indikator terjadinya inflamasi mukosa pada lambung karena sel

radang merupakan mediator inflamasi yang mampu menarik datangnya

neutrofil ke arah perusak mukosa. Kerusakan yang diakibatkan Indometasin

dapat mengaktifkan NF-κB. NF-κB yang aktif menyebabkan terjadinya

metabolisme prostaglandin dari asam arakhidonat yang dibantu COX-2.

Peningkatan PGE2 akan meningkatkan infiltrasi sel radang (Prasetya, Haniastuti

and Purwanti, 2013). Sel radang ditemukan sangat banyak pada tikus IBD tanpa

perlakuan (Gambar 5.16). Pemberian EEDPL dan Sulfasalazine mengurangi

kedalaman erosi dan jumlah sel radang.

Pemberian obat sulfasalazine sebagai gold standard akan memelihara

remisi IBD (PERKENI, 2011). Sedangkan pemberian EEDPL memiliki

kemampuan sebagai antiinflamasi (Sharma et al., 2016) akan mengurangi
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gejala inflamasi dengan menghambat produkdi PGE2. Berdasarkan hasil

molekular docking yang telah dilakukan, senyawa yang memiliki kemampuan

sebagai antiinflamasi meliputi: polylongine, liriodenine, noroliveroline,

oliveroline-β-N-oxide, N-methylnandingerinβ-N-oxide dan O-

methylbulbocapni-N-oxide. Selain itu, EEDPL juga memiliki aktivitas

antioksidan (Sashidhara et al., 2011; Sampath, 2013; Sampath and Vasanthi,

2013), salah satu senyawa dari EEDPL yang memiliki kemampuan antioksidan

adalah liriodenine (Obaid et al., 2018). Aktivitas antiinflamasi dan antioksidan

tersebut mampu menurunkan peradangan dan memperbaiki kerusakan jaringan

sebagaimana dilihat pada gambaran histopatologi.

5.6 Hubungan Ekstrak Etanol Daun Polyalthia longifolia dari Indonesia

dan Filipina Terhadap Eksprsi COX-2, PGE2 dan Gambaran

Histopatologi Lambung Sebagai Anti Inflammatory Bowel Disease

Kondisi IBD, akan meningkatkan berbagai mediator proinflamasi

seperti COX-2 dan Prostraglandin E2 sebagai marker IBD. Kenaikan COX-2

dan PGE2 akan meningkatkan kerusakan mukosa lambung sebagai salah satu

organ percernaan. Berdasarkan hasil penelitian ini menunjukkan bahwa EEDPL

dari Indonesia dan Filipina mampu menurunkan ekspresi COX-2, PGE2 dan

memperlihatkan perbaikan mukosa lambung dilihat dari gambaran

histopatologinya. Kemampuan EEDPL untuk IBD diduga dipengaruhi oleh

adanya senyawa aktif alkaloid yang mampu menghambat ekspresi COX-2

berdasarkan hasil molecular docking yang telah dilakukan. Penghambatan

COX-2 akan menurukan kadar PGE2 yang bersifat proinflamasi. Hasil

penelitian menunjukkan bahwa terjadi penurunan ekspresi PGE2. Efek

penghambatan COX-2 dan penurunan PGE2 dapat dilihat dengan mengamati

perbaikan gambaran histopatologi lambungnya.

Selain senyawa alkaloid, kedua EEDPL mengandung golongan senyawa

terpenoid, flavonoid, tanis dan sapaonin. Oleh karena itu, kemampuan EEDPL

sebagai anti inflammatory bowel diasese ini berhubungan dengan berbagai

senyawa aktif yang ada di dalam kedua ekstrak.
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Alkaloid sebagai kandungan senyawa utama tanaman ini telah

teridentifikasi berbagai senyawa meliputi: polylongine, liriodenine,

noroliveroline dan oliveroline β-N-oxide pada kedua ekstrak. N-

methylnandingerine β-N-oxide pada ekstrak Filipina dan O-methylnandingerine

N-oxide ada ekstrak Indonesia. Selain alkaloid, telah diidentifikasi senyawa

golongan flavonoid yang ada. Senyawa-senyawa tersebut ialah quarcetin,

leucocyanidi-(+)2,3-3,4-cis-3,4,5,7,3’,4’-hexahydroxyl flavan, quarcetin-3-O

glucoside, vicenin-2, rutin dan quarcetin-O-O-galloyl hexoside. Penelitian

sebelumnya telah mengidentifikasi senyawa golongan terpenoid pada EEDPL

yang meliputi 16α-hydroxycleroda-3,13(14) Z-dien-15,16-olide dan 16-oxo-

cleroda-3,13(14)E-dien-15-oic acid (Dixit et al., 2014). Senyawa tanin dan

saponin sejauh ini belum teridentifikasi senyawa spesifiknya. Namun,

diperkirakan memiliki kemampuan yang sinergis dengan senyawa lainnya.

Gambar 5.17 Mekanisme senyawa turunan alkaloid pada pengobatan IBD
(Peng et al., 2019)

Keterangan:
: Peningkatan : Penghambtan

Sebagian besar penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa berbagai

senyawa aktif golongan alkaloid dan flavonoid memiliki kemampuan sebagai
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obat IBD. Mekanisme pengobatan terjadi dengan menghambat produksi

proinflamasi, meningkatkan produksi antiinflamasi dan menghambat

pembentukan stress oksidatif. Mekanisme pengobatan alkaloid untuk IBD

digambarkan pada Gambar 5.16. Sedangkan golongan senyawa flavonoid

memiliki mekanisme dengan menghambat aktivitas COX-2 dan menghambat

release PGE2. Gambran mekanismenya dapat dilihat pada Gambar 5.18.

flavonoid memiliki kemampuan untuk menurunkan produksi mediator

proinflamasi, meningkatkan barrier epitel, menurunkan pembentukan reaktif

nitrogen spesies dan menghambat jalur MAPK dan STAT.

Gambar 5.18 Mekanisme penghambatan Inflamasi melalui jalur sintesis
Eicosanoid (Vezza et al., 2016).

Senyawa aktif dalam EEDPL memiliki kemampuan untuk menurunkan

stress oksidatif. Senyawa-senyawa tersebut diantaranya polylongine dan N-

methylnandingerine-β-N-oxide dari golongan senyawa alkaloid. Quarceti

beserta turunannya pada golongan senyawa flavonoid. Senyawa 16-oxo-

cleroda-3,13(14)E-dien-15-oic acid dari golongan terpenoid (Chang et al.,

2008). Reaksi senyawa polylongine sebagai antioksidan dengan meredam

radikal bebas diperlihatkan pada Gambar 5.19.
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Gambar 5.19Mekanisme penangkapan radikal bebas senyawa polylongine

Reaksi peredaman radikal bebas oleh senyawa N-methylnandingerine-β-

N-oxide digambarkan pada Gambar 5.20.

Gambar 5.20 Mekanisme penangkapan radiakal bebas N-methylnandingerine-
β-N-oxide
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Golongan senyawa flavonoid dalam EEDPL teridentifikasi beberapa

senyawa yang memiliki yang memiliki struktur utama quarcetin. Reakasi

quarcetin dengan radikal bebas digambarkan pada Gambar 5.21.

Gambar 5.21 Mekanisme penangkapan radikal bebas senyawa quarcetin
beserta bentuk tautomernya

Senyawa-senyawa di atas dikatakan senyawa antioksidan karena mampu

mendonorkan proton terhadap radikal bebas dan membentuk senyawa yang

stabil atau senyawa radikal yang kurang reaktif. Kestabilan senyawa terjadi

akibat karena terjadi resonansi atau perpindahan radikal dalam siklik.
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BAB VI

PENUTUP

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil yang telah diperoleh, dapat disimpulkan bahwa :

1. Identifikasi senyawa aktif dengan LC-MS menunjukkan bahwa Ekstrak

etanol daun Polyalthia longifolia Indonesia mengandung senyawa

polylongine, liriodenine, noroliveroline, oliveroline-β-N-oxide dan O-

methylbulbocapnine-N-oxide. Sedangkan Ekstrak etanol daun Polyalthia

longifolia Filipina mengandung senyawa polylongine, liriodenine,

noroliveroline, oliveroline-β-N-oxide dan N-methylnandingerine-β-N-oxide.

Hasil molecular docking menunjukkan bahwa polylongine, liriodenine,

noroliveroline, oliveroline-β-N-oxide, N-methylnandingerine-β-N-oxide

dan O-methylbulbocapnine-N-oxide berpotensi sebagai antiinflamasi.

2. Ekstrak etanol daun Polyalthia longifolia Indonesia memiliki kemampuan

untuk menurunkan ekspresi Cylooxygenase 2 lebih baik daripada ekstrak

etanol daun Polyalthia longifolia. Kemampuan menurunkan ekspresi

Cylooxygenase 2 ekstrak etanol daun Polyalthia longifolia sebanding

dengan Sulfasalazine.

3. Ekstrak etanol daun Polyalthia longifolia Indonesia memiliki kemampuan

untuk menurunkan ekspresi prostaglandin E2 lebih baik daripada ekstrak

etanol daun Polyalthia longifolia Filipina. Kemampuan menurunkan

ekspresi prostaglandin E2 ekstrak etanol daun Polyalthia longifolia

sebanding dengan Sulfasalazine pada perlakuan selama 14 hari.

4. Ekstrak etanol daun Polyalthia longifolia Indonesia dan Filipina mampu

memperbaiki gambaran histopatologi lambung tikus IBD.
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6.2 Saran

Perlu dilakukan analisis LC-MS dengan menggunakan standar untuk

mengetahui kadar pasti dari tiap senyawa aktif dalam ekstrak etanol daun

Polyalthia longifolia. Selain itu, perlu dilakukan uji penggunaan ekstrak etanol

daun Polyalthia longifolia dalam jangkau yang lebih lama dibandingkan dengan

penggunaan obat gold standard.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian

1.1 Kerangka Operasional

1.2 Diagram Kerja Penelitian

1.2.1 Pembuatan Simplisia Daun Polyalthia longifolia

Serbuk daun Polyalthia Longifolia

- dicuci dengan air mengalir
- dikering anginkan
- diserbukkan
- diayak dengan ayakan 60 mesh

Daun Polyalthia Longifolia

Sulfasalazine Eks. Indonesia Eks. Filipina

In Silico

Senyawa:
Polylongine
Polyfothine
Liriodenine
noroliveroline

Oliveroline-β-N-Oxide
N-methylandingerine-β-N-oxide
O-methylbulbocapnine-N-oxide

COX-2

Molecular Docking

Wed Laboratory

Daun Polyalthia longifolia

Maserasi

Rotary evaporator

Ekstak LC-MS

Tikus putih

Induksi Indometasin

Terapi

Penata ulang atom

Ekspresi COX-2 Ekspresi prostaglandin Pewarnaan HE

Konfirmasi data hasil in silico dan laboratorium yang memberikan penjelasan dan mendukung ekstrak etanol Polyalthia
longifolia sebagai obat Inflammatory Bowel Disease

Pembedahan

Organ Lambung

Identifikasi
senyawa
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1.2.2 Ekstraksi Daun Polyalthia longifolia

25 g serbuk daun Polyalthia Longifolia

- dimasukkan dalam Erlenmeyer
- ditambahkan 125 ml etanol 70%
- disaring setelah 2/3 hari

- dimasukkan dalam Erlenmeyer
- ditambahkan 125 ml etanol 70%
- disaring setelah 2/3 hari

Filtrat Residu

Filtrat Residu
- dimasukkan dalam Erlenmeyer
- ditambahkan 125 ml etanol 70%
- disaring setelah 2/3 hari

- dikumpulkan
- dievaporasi dengan suhu 60ºC

Filtrat Residu

Ekstrak

1.2.2 Uji Fitokimia

1.2.2.1 Uji Flavonoid

- diambil 1 mL
- ditambahkan 10 mL aquades
- dilarutkan 1-2 mL metanol panas 50%
- ditambah logam Mg dan 4-5 tetes HCl pekat

Merah/jingga

Ekstrak sampel 50.000 ppm
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1.2.2.2 Uji Alkaloid

Ekstrak sampel 50.000 ppm

Larutan Tabung II

Endapan Coklat Endapan putih

Larutan Tabung I

- diambil 1mL
- ditambahkan aquades 9 mL
- ditambahkan 1mL HCl 2N
- dibagi menjadi 3 tabung reaksi

-ditambahkan 2-3 tetes
reagen Wagner

-ditambah 2–3 tetes
reagen Mayer

1.2.2.3 Uji Tanin

-Diambil 1000 µL
-Dilarutkan dalam 1mL aquades
-Ditambah 2 tetes larutan FeCl3 1%

Ekstrak sampel 50.000 ppm

Warna hijau kehitaman
(tanin katekol)

Warna biru kehitaman
(tanin galat)

1.2.2.4 Uji Terpenoid

- diambil 1000 µL`
- ditambhakan 10 mL aquades
- dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform
- ditambah 0,5 mL asam asetat anhidrat
- ditetesi 1-2 mL H2SO4melalui dinding tabung
- diamati perubahan warna pada perbatasan dua pelarut

Ekstrak sampel 50.000 ppm

Cincin kecoklatan/violet (Terpenoid)
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Tikus Putih

- dislokasi leher

- dibedah

- diambil organ lambung

- dicuci

Hasil

1.2.3 Persiapan Hewan Coba

Tikus Putih

- diaklimatisasi selama satu minggu
- diberikan makan dan minum secara adlibitum
- dilakukan pergantian alas serbuk gergaji kasar, tiga hari sekali

Tikus Putih

1.2.4 Pembuatan Inflammatory Bowel Disease

Tikus

- dipuasakan selama 8 jam

- diinduksi dengan Indometasin 15 mg/kg BB secara oral

- didiamkan selama 24 jam

Tikus IBD

1.2.5 Pembedahan Hewan Coba dan Analisi HE, COX-2 dan PGE2

1.2.5.1 Pembedahan
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1.2.5.2 Pembuatan Preparat Lambung

-Difiksasi dan dilakukan dehidrasi dengan etanol bertingkat

(70%,80%,90%,95% dan absolut) selama 1 jam

-Dilakukan cleaning menggunakan xilol selama 1 jam sebanyak 2 kali

-Dilakukan infiltrasi menggunakan parafin cair

-Dilakukan embedding pada blok parafin dan didinginkan pada suhu 4°C

-Organ lambung dalam block parafin dipotong 5 μm menggunakan rotary

microtome

-Dicelupkan dalam air hangat suhu 38-40°C

-Diambil menggunakan objek glass dan dikeringkan dengan hot plate

-Diinkubasi pada suhu 38-40°C selama 1 hari

Lambung dalam larutan buffer formalin 10%

Preparat lambung

1.2.5.5 Pewarnaan HE

- Dideparafinisasi dengan xylol bertingkat dari xylol I-III masing-masing selama 5 menit.

- Didehidrasi dengan alkohol bertingkat mulai dari 95%, 90%, 80%, 70% selama 5 menit

- Diwarnai dengan hematoxyline selama 10 menit

- Dicuci dengan aquades selama 5 menit

- Dimasukkan dalam pewarna eosin selama 5 menit

- Dicuci dengan aquades

- Didehidrasi dengan alkohol bertingkat dari 70%, 80%, 90% dan 95%

- Dilakukan cleaning dengan xylol I dan II

- Dikeringkan

- Diberi entellan dan ditutup dengan coverglass

- Diamati di bawah mikroskop cahaya dengan pembesaran 1000x

Preparat Lambung

Preparat HE
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1.2.5.3 Teknik Imonohistokimia COX-2

- Dilakukan deparafinasi preparat (blok parafin) dengan xylol 1, 2 dan 3 masing-

masing 15 menit

- Dilakukan rehidrasi preparat dengan menggunakan etanol absolut, 90%, 80%,

70% dan aquades

- Dicuci dengan PBS pH 7,4 3x3 menit

- Ditambahkan H2O2 3% selama 40 menit pada suhu ruang

- Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x3 menit

- Bloking unspesifik protein menggunakan 5% FBS yang mengandung 0,25%

Triton X selama semalam

- Dicuci dengan PBS pH 7,4 3x selama 3 menit

- Ditetesi antibodi primer (rat COX-2 polyclonal) pengenceran 1:50 selama

semalam pada suhu 4⁰C.

- Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x3 menit

- Diinkubasi dengan antibodi sekunder berlabel biotin selama satu jam pada suhu

ruang

- Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x3 menit

- Diinkubasi menggunakan SA-HRP ( Strep-Avidin Horse RadisPeroxidase)

selama 40 menit

- Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x3 menit

- Ditetesi kromagen DAB dan diinkubasi selama 10menit

- Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x3 menit

- Counterstaining menggunakan Mayer Hematoxilen yang diinkubasi selama 10

menit

- Dicuci dengan menggunakan tap water

- Dibilas dengan dH2O dan dikeringkan

- Mounting menggunakan entellan

- Ditutup dengan cover glass

- Diamati di bawah mikroskop cahaya dengan pembesaran 400x

Preparat Lambung

Ekspresi COX-2



80

- Dilakukan deparafinasi preparat (blok parafin) dengan xylol 1 dan 2 masing-masing

3 menit

- Dilakukan rehidrasi preparat dengan menggunakan etanol absolut, 90%, 80%, 70%

dan aquades

- Dicuci dengan PBS pH 7,4 3x5 menit

- Dicuci dengan H2O2 (dalam DI water) selama 20 menit pada suhu ruang

- Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 5 menit 3x

- Bloking unspesifik protein menggunakan 5% FBS yang mengandung 0,25% Triton

X

- Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x3 menit

- Ditetesi antibodi primer (rat anti-PGE2) pengenceran 1:100 selama semalam pada

suhu 4⁰C.

- Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x3 menit

- Diinkubasi dengan antibodi sekunder berlabel biotin selama satu jam pada suhu

ruang

- Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x3 menit

- Diinkubasi menggunakan SA-HRP ( Strep-Avidin Horse RadisPeroxidase) selama

40 menit

- Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x3 menit

- Ditetesi kromagen DAB dan diinkubasi selama 10menit

- Dicuci dengan PBS pH 7,4 selama 3x3 menit

- Counterstaining menggunakan Mayer Hematoxilen yang diinkubasi selama 10

menit

- Dicuci dengan menggunakan tap water

- Dibilas dengan dH2O dan dikeringkan

- Mounting menggunakan entellan

- Ditutup dengan cover glass

Preparat Lambung

Ekspresi PGE2

1.2.5.4 Teknik Imonohistokimia PGE2



81

Lampiran 2. Pembuatan Larutan

2.1 Pembuatan Larutan NaCl 0,9%

Konsentrasi 0.9 % sama dengan 0,9 g NaCl dalam 100 mL aquades. Jadi,

untuk membuat larutan NaCl 0,9% adalah ditimbang sebanyak 0,9 g serbuk

NaCl dengan neraca analitik, dimasukkan dalam beaker glass 50 mL untuk

dilarutkan dengan 10 mL aquades. Dilakukan pengadukan dengan spatula

sampai larut sempurna. Setelah larut, dipindahkan dalam labu takar 100 mL dan

ditanda bataskan dengan pelarut aquades. Dikocok hingga homogen.

2.2. Pembuatan FeCl3 1 %

Konsentrasi 1 % sma dengan 1 g FeCl3 dalam 100 mL akuades. Jadi,

untuk membuat larutan FeCl3 1 % adalah ditimbang sebanyak 1 g serbuk FeCl3
dengan neraca analitik, dimasukkan dalam beaker glass 50 mL untuk dilarutkan

dengan 50 mL akuades. Dilakukan pengadukan dengan spatula sampai larut

sempurna. Setelah larut, dipindahkan dalam labu takar 100 mL dan

ditandabataskan dengan pelarut akuades. Dikocok hingga homogen.

2.3. Pembuatan Larutan CMC-Na 0,5 %

Serbuk CMC-Na ditimbang sebanyak 0,5 g dengan neraca analitik,

dimasukkan dalam beaker glass 50 mL dan dilarutkan dengan akuades hangat ±

25 mL (dilakukan pengadukan dengan spatula sampai larut sempurna). Setelah

larut semua, dimasukkan dalam labu takar 50 mL dan ditandabataskan dengan

menambahkan pelarut akuades. Sehingga diperoleh larutan 50 mL CMC-Na

0,5%.

2.4. Pembuatan Larutan Buffer formalin 10%

Na2HPO4 sebanyak 0,6 gram dan NaH2PO4 sebanyak 0,4 gram

dilarutkan dalam 100 mL formalin dalam beker glass. Larutan dimasukan

dalam labu ukur 1000 mL dan ditambahkan aquades hingga tanda batas.

Campuran dihomogenkan sehingga diperoleh buffer formalin 10%
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Lampiran 3. Perhitungan Ektrak dan Sulfasalazine

3.1 Indometasin

Tikus dengan BB 200 gram

Dosis Indometasin = 15 mg/kgBB

Dosis Indometasin untuk berat badan 200 gram = BB tikus x dosis
Indometasin

= 200 g x 15 mg/kg
= 0,2 kg x 15 mg/kg
= 3 mg/kg

Jumlah Indometsin yang dibutuhkan = 3 mg x 24 x 1

= 72 mg

Keterangan:

Angka 24 = jumlah tikus yang diinginkan untuk mengalami Inflammatory
Bowel Disease, sehingga dibuat larutan Indometasin 72 mg.

3.2 Terapi

3.2.1 Ekstrak etanol polyalthia longifolia Indonesia

Ekstrak yang dibutuhkan setiap hari = dosis x BB tikus x jumlah tikus

= 300 mg/kg x 200 g x 8

= 300 mg/kg x 0,2 kg x 8

= 480 mg

Ekstrak yang dibutuhkan selama terapi = 480 mg x lama terapi

= 480 mg x 14

= 6720 mg

= 6,72 g

3.2.2 Ekstrak etanol polyalthia longifolia Filipina

Ekstrak yang dibutuhkan setiap hari = dosis x BB tikus x jumlah tikus

= 300 mg/kg x 200 g x 8
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= 300 mg/kg x 0,2 kg x 8

= 480 mg

Ekstrak yang dibutuhkan selama terapi = 480 mg x lama terapi

= 480 mg x 14

= 6720 mg

= 6,72 g

3.2.3 Sulfasalazin

Sulfasalazin yang dibutuhkan = dosis x BB tikus x jumlah tikus
= 10 mg/kg x 200 g x 8

= 10 mg/kg x 0,2 kg x 8

= 16 mg

Berat obat Sulfasalazine per tablet = 0,6787 g = 678,7 mg

Berat obat Sulfasalazine yang dibutuhkan tiap hari

= 21,7184 mg
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Lampiran 4. Hasil Ekstraksi

4.1 Randemen Ekstrak

4.1.1 Rendemen ekstrak etanol Polyalthia longifolia Indonesia

4.1.2 Rendemen ekstrak etanol Polyalthia longifolia Filipina

4.2 Skrining Fitokimia

Uji Senyawa Indonesia Filipina Hasil
Flavonoid Terbentuk

perubahan warna
menjadi jingga

Alkaloid
Reagen mayer

Terbentuk
endapan putih
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Alkaloid
Reagen Wagner

Terbentuk
endapan coklat

Terpenoid Terbentuk cincin
coklat

Tanin Tejadi perbahan
warna menjadi
hijau pekat

Saponin Busa tidak hilang
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4.3 Hasil LC-MS
4.3.1 Blako
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4.3.2 Indonesia
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4.3.3 Filipina
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Lampiran 5. Ekspresi COX-2

4.1 Data Jumlah Ekspresi COX-2

Kelompok Perlakuan Jumlah Ekspresi COX-2 (%) Rata-rata ± SD
1 2 3 4

Sulfasalazin 7 hari 1,64 1,56 1,6 1,62 1,605 ± 0,3416
Sulfasalazin 14 hari 0,76 0,74 0,72 0,78 0,75 ± 0,02582
Indonesia 7 hari 1,42 1,58 1,60 1,56 1,54 ± 0,08165
Indonesia 14 hari 0,80 0,84 0,92 0,96 0,88 ± 0,07303
Filipina 7 hari 1,74 1,76 1,84 1,72 1,765 ± 0,05262
Filipina 14 hari 1,00 1,06 1.14 1,18 1,095 ± 0,8062

4.2 Uji Statistik Ekspresi COX-2 Menggunakan SPSS

4.2.1 Uji Normalitas

Tests of Normality

Kelompok
Shapiro-Wilk

Statistic df Sig.
Ekspresi_COX2 Sulfasalzine 7 hari .971 4 .850

Sulfasalazine 14 hari .993 4 .972
Indonesia 7 hari .807 4 .115
Indonesia 14 hari .950 4 .714
Filipina 7 hari .887 4 .369
Filipina 14 hari .963 4 .796

a. Lilliefors Significance Correction

4.2.2 Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic df1 df2 Sig.

Ekspresi_COX2 Based on Mean 2.003 5 18 .127
Based on Median 1.056 5 18 .417
Based on Median and with adjusted df 1.056 5 7.850 .450
Based on trimmed mean 1.821 5 18 .159

4.2.3 Uji One Way Anova

ANOVA
Ekspresi_COX2

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 3.533 5 .707 183.530 .000
Within Groups .069 18 .004
Total 3.602 23
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4.2.4 Uji Lanjutan Tuke

Multiple Comparisons
Dependent Variable: Ekspresi_COX2
Tukey HSD

(I) Kelompok (J) Kelompok
Mean

Difference (I-J)
Std.
Error Sig.

99% Confidence
Interval

Lower
Bound

Upper
Bound

Sulfasalzine 7
hari

Sulfasalazine 14
hari

.85500* .04387 .000 .6812 1.0288

Indonesia 7 hari .06500 .04387 .680 -.1088 .2388
Indonesia 14 hari .72500* .04387 .000 .5512 .8988
Filipina 7 hari -.16000 .04387 .019 -.3338 .0138
Filipina 14 hari .51000* .04387 .000 .3362 .6838

Sulfasalazine 14
hari

Sulfasalzine 7
hari

-.85500* .04387 .000 -1.0288 -.6812

Indonesia 7 hari -.79000* .04387 .000 -.9638 -.6162
Indonesia 14 hari -.13000 .04387 .076 -.3038 .0438
Filipina 7 hari -1.01500* .04387 .000 -1.1888 -.8412
Filipina 14 hari -.34500* .04387 .000 -.5188 -.1712

Indonesia 7 hari Sulfasalzine 7
hari

-.06500 .04387 .680 -.2388 .1088

Sulfasalazine 14
hari

.79000* .04387 .000 .6162 .9638

Indonesia 14 hari .66000* .04387 .000 .4862 .8338
Filipina 7 hari -.22500* .04387 .001 -.3988 -.0512
Filipina 14 hari .44500* .04387 .000 .2712 .6188

Indonesia 14 hari Sulfasalzine 7
hari

-.72500* .04387 .000 -.8988 -.5512

Sulfasalazine 14
hari

.13000 .04387 .076 -.0438 .3038

Indonesia 7 hari -.66000* .04387 .000 -.8338 -.4862
Filipina 7 hari -.88500* .04387 .000 -1.0588 -.7112
Filipina 14 hari -.21500* .04387 .001 -.3888 -.0412

Filipina 7 hari Sulfasalzine 7
hari

.16000 .04387 .019 -.0138 .3338

Sulfasalazine 14
hari

1.01500* .04387 .000 .8412 1.1888

Indonesia 7 hari .22500* .04387 .001 .0512 .3988
Indonesia 14 hari .88500* .04387 .000 .7112 1.0588
Filipina 14 hari .67000* .04387 .000 .4962 .8438

Filipina 14 hari Sulfasalzine 7
hari

-.51000* .04387 .000 -.6838 -.3362

Sulfasalazine 14
hari

.34500* .04387 .000 .1712 .5188

Indonesia 7 hari -.44500* .04387 .000 -.6188 -.2712
Indonesia 14 hari .21500* .04387 .001 .0412 .3888
Filipina 7 hari -.67000* .04387 .000 -.8438 -.4962

*. The mean difference is significant at the 0.01 level.
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Ekspresi_COX2
Tukey HSDa

Kelompok N
Subset for alpha = 0.01

1 2 3 4
Sulfasalazine 14 hari 4 .7500
Indonesia 14 hari 4 .8800
Filipina 14 hari 4 1.0950
Indonesia 7 hari 4 1.5400
Sulfasalzine 7 hari 4 1.6050 1.6050
Filipina 7 hari 4 1.7650
Sig. .076 1.000 .680 .019
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.

4.3 Data Ekspresi COX-2 pada Kelompok kontrol Normal dan Positif

Kelompok Kontrol Jumlah Ekspresi COX-2 (%) Rata-rata ± SD1 2 3 4
Normal 0,72 0,74 0,72 0,76 0,625 ± 0,03416
Positif 3,4 3,26 3,46 3,32 3,36 ± 0,08794
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Lampiran 6. Ekspresi PGE-2

6.1 Data Jumlah Ekspresi PGE-2

Kelompok Perlakuan Jumlah Ekspresi PGE-2 (%) Rata-rata ± SD
1 2 3 4

Sulfasalazin 7 hari 1,32 1,26 1,36 1,34 1,32 ± 0,0432
Sulfasalazin 14 hari 0,92 0,94 0,90 0,96 0,93 ± 0,02582
Indonesia 7 hari 1,52 1,58 1,54 1,46 1,525 ± 0,050
Indonesia 14 hari 0,98 1,02 0,92 0,96 0,97 ± 0,04163
Filipina 7 hari 2,22 2,26 2,28 2,20 2,24 ± 0.03651
Filipina 14 hari 1,46 1,44 1,46 1,40 1,40 ± 0,02828

6.2 Uji Statistik Ekspresi PGE-2 Menggunakan SPSS

6.2.1 Uji Normalitas

Tests of Normality

Kelompok
Shapiro-Wilk

Statistic df Sig.
Ekspresi_PGE2 Normal .945 4 .683

Positif .927 4 .577
Sulfasalazine 7 hari .927 4 .577
Sulfasalazine 14 hari .993 4 .972
Indonesia 7 hari .982 4 .911
Indonesia 14 hari .998 4 .995
Filipina 7 hari .950 4 .714
Filipina 14 hari .827 4 .161

a. Lilliefors Significance Correction

6.2.2 Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic df1 df2 Sig.

Ekspresi_PGE2 Based on Mean .346 5 18 .878
Based on Median .310 5 18 .900
Based on Median and with
adjusted df

.310 5 13.073 .898

Based on trimmed mean .346 5 18 .878

6.2.3 Uji One Way Anova

ANOVA
Ekspresi_PGE2

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 4.540 5 .908 612.092 .000
Within Groups .027 18 .001
Total 4.566 23
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6.2.4 Uji Lanjutan Tukey test

Multiple Comparisons
Dependent Variable: Ekspresi_PGE2

Tukey HSD

(I) Kelompok (J) Kelompok

Mean
Difference (I-

J)
Std.
Error Sig.

99% Confidence
Interval

Lower
Bound

Upper
Bound

Sulfasalazine 7
hari

Sulfasalazine 14
hari

.39000* .02723 .000 .2821 .4979

Indonesia 7 hari -.20500* .02723 .000 -.3129 -.0971
Indonesia 14 hari .35000* .02723 .000 .2421 .4579
Filipina 7 hari -.92000* .02723 .000 -1.0279 -.8121
Filipina 14 hari -.12000* .02723 .004 -.2279 -.0121

Sulfasalazine 14
hari

Sulfasalazine 7
hari

-.39000* .02723 .000 -.4979 -.2821

Indonesia 7 hari -.59500* .02723 .000 -.7029 -.4871
Indonesia 14 hari -.04000 .02723 .687 -.1479 .0679
Filipina 7 hari -1.31000* .02723 .000 -1.4179 -1.2021
Filipina 14 hari -.51000* .02723 .000 -.6179 -.4021

Indonesia 7 hari Sulfasalazine 7
hari

.20500* .02723 .000 .0971 .3129

Sulfasalazine 14
hari

.59500* .02723 .000 .4871 .7029

Indonesia 14 hari .55500* .02723 .000 .4471 .6629
Filipina 7 hari -.71500* .02723 .000 -.8229 -.6071
Filipina 14 hari .08500 .02723 .056 -.0229 .1929

Indonesia 14 hari Sulfasalazine 7
hari

-.35000* .02723 .000 -.4579 -.2421

Sulfasalazine 14
hari

.04000 .02723 .687 -.0679 .1479

Indonesia 7 hari -.55500* .02723 .000 -.6629 -.4471
Filipina 7 hari -1.27000* .02723 .000 -1.3779 -1.1621
Filipina 14 hari -.47000* .02723 .000 -.5779 -.3621

Filipina 7 hari Sulfasalazine 7
hari

.92000* .02723 .000 .8121 1.0279

Sulfasalazine 14
hari

1.31000* .02723 .000 1.2021 1.4179

Indonesia 7 hari .71500* .02723 .000 .6071 .8229
Indonesia 14 hari 1.27000* .02723 .000 1.1621 1.3779
Filipina 14 hari .80000* .02723 .000 .6921 .9079

Filipina 14 hari Sulfasalazine 7
hari

.12000* .02723 .004 .0121 .2279

Sulfasalazine 14
hari

.51000* .02723 .000 .4021 .6179

Indonesia 7 hari -.08500 .02723 .056 -.1929 .0229
Indonesia 14 hari .47000* .02723 .000 .3621 .5779
Filipina 7 hari -.80000* .02723 .000 -.9079 -.6921

*. The mean difference is significant at the 0.01 level.
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Ekspresi_PGE2
Tukey HSDa

Kelompok N
Subset for alpha = 0.01

1 2 3 4
Sulfasalazine
14 hari

4 .9300

Indonesia 14
hari

4 .9700

Sulfasalazine 7
hari

4 1.3200

Filipina 14 hari 4 1.4400
Indonesia 7 hari 4 1.5250
Filipina 7 hari 4 2.2400
Sig. .687 1.000 .056 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.

6.3 Data Ekspresi PGE2 pada Kelompok Kontrol Normal dan Positif

Kelompok Kontrol Jumlah Ekspresi COX-2 (%) Rata-rata ± SD1 2 3 4
Normal 0,9 0,94 0.90 0.86 0.90 ± 0,03266
Positif 3.30 3,36 3,38 3,40 3,36 ± 0,0432
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Lampiran 7. Sertifikat Taksonomi
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Lampiran 8. Sertifikat Etik
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Lampiran 9.Sertifikat Bebas Plagiasi
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