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ABSTRAK 

 

Nama : Adibah 

 

Program Studi : Ilmu Biomedik 

 

Judul 

 

: Efek ekstrak etanol Centella asiatica (L.) terhadap ekspresi 

protein synaptophysin dan post-synaptic density-95 (PSD-95) pada 
hipokampus tikus dewasa muda dan hubungannya dengan fungsi 

memori 
 
 

 

Penurunan fungsi memori merupakan salah satu karakteristik dari proses 

penuaan yang dapat menurunkan kualitas hidup seseorang. Hipokampus 

merupakan bagian otak yang paling rentan mengalami perubahan seiring dengan 

proses penuaan yakni dengan adanya penurunan fungsi memori ditandai dengan 

adanya perubahan plastisitas sinaps. Plastisitas sinaps merupakan mekanisme 

selular yang mendasari proses pembentukan memori. Terdapat dua protein yang 

penting dalam plastisitas sinaps dan sering dijadikan marker plastisitas sinaps 

yakni Synaptophysin (SYP) dan Postsynaptic density-95 (PSD-95). Berbagai 

upaya telah dilakukan untuk mengatasi masalah penurunan fungsi memori, salah 

satunya melalui terapi herbal. Tanaman Centella asiatica memiliki kandungan 

triterpenoid dan flavonoid telah lama dikenal berperan dalam meningkatkan 

fungsi memori. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh ekstrak 

etanol Centella asiatica (CeA) terhadap ekspresi protein SYP dan PSD-95 di 

hipokampus tikus. Penelitian ini merupakan studi eksperimental in-vivo 

menggunakan 18 ekor tikus Wistar jantan usia 6 bulan yang dibagi secara acak 

menjadi 3 kelompok: (1) kelompok kontrol (K) (2) kelompok CA300 dan (3) 

kelompok CA600. Kelompok kontrol diberikan akuades, kelompok CA300 

diberikan CeA dosis 300 mg/kg.BB dan kelompok CA600 diberikan CeA dosis 

600 mg/kg.BB yang dilakukan selama 28 hari berturut-turut secara oral. Setelah 

28 hari, tikus didekapitasi dan hipokampus diisolasi dari jaringan otak. Ekspresi 

protein SYP dan PSD-95 di jaringan hipokampus dianalisis menggunakan teknik 

imunohistokimia pada regio CA1 hipokampus. Hasil penelitian menunjukkan, 

pemberian ekstrak etanol Centella asiatica dosis 600 mg/kg.BB dapat 

meningkatkan ekspresi protein SYP dan PSD-95 secara signifikan. 
 
 

 

Kata kunci : Plastisitas sinaps, Synaptophysin, PSD-95, Centella asiatica. 
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ABSTRACT 
 
 

 

Name 

 
 

 

: Adibah 

 

Program 

 

: Biomedical Science 

 

Title 

 

: Effect of Centella asiatica (L.) ethanol extract on hippocampal 
expression of synaptophysin and post-synaptic density-95 (PSD-

95) in young adult rats and its correlation with memory function. 
 
 

 

Decreased memory function is one of the characteristics of the aging 

process that can reduce the quality of life. Hippocampus is the most vulnerable 

part of the brain undergoing changes along with the aging process that is with the 

decline in memory function characterized by the change in synaptic plasticity. 

Synaptic plasticity is the cellular mechanism that underlies the process of memory 

formation. There are two important proteins in synaptic plasticity and are often 

used as synaptic plasticity markers Synaptophysin (SYP) and Postsynaptic 

density-95 (PSD-95). Various efforts have been made to overcome the problem of 

memory function decline, one of them through herbal therapy. Centella asiatica 

(CeA) plants contain triterpenoids and flavonoids have long been known to play a 

role in improving memory function. The purpose of this study was to investigate 

the effect of Centella asiatica ethanol extract (CeA) on expression of SYP and 

PSD-95 protein in rats hippocampus. The study was an in-vivo experimental study 

using 18 male Wistar rats aged 6 months randomly divided into 3 groups: (1) 

control group (K) (2) CA300 group and (3) CA600 group. The control group was 

given aquadest, a group of CA300 given a 300 mg/kg.BW CeA and a CA600 

group administered a 600 mg/kg.BW CeA administered for 28 consecutive days 

orally. After 28 days, rat were decapitated and the hippocampus were isolated 

from brain. The expression of the SYP and PSD-95 proteins in the hippocampal 

tissue was analyzed using immunohistochemical techniques in the hippocampal 

CA1 region. The results showed, giving Centella asiatica ethanol extract with 

dose 600mg/kg.BW can increase expression of SYP protein and PSD-95 

significantly. 
 
 

 

Keyword : Synaptic Plasticity, Synaptophysin, PSD-95, Centella asiatica. 
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BAB 1 
 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

 

Penuaan merupakan proses biologis alami yang ditandai dengan adanya 

penurunan fungsi fisiologis tubuh disertai dengan adanya kemunduran kondisi 

sistem organ. Salah satunya yaitu terjadinya penurunan fungsi memori di otak.
1, 2

 

Adanya penurunan fungsi memori yang menyertai proses penuaan dapat 

mempengaruhi kualitas hidup seseorang dan dapat menimbulkan masalah seperti 

perubahan persepsi, masalah dalam berkomunikasi, penurunan fokus dan atensi, 

serta hambatan dalam melaksanakan tugas harian.
3,4 

 
Penurunan fungsi memori dapat terjadi pada proses penuaan yang normal 

maupun pada proses penuaan yang disertai dengan penyakit degeneratif.
2
 

Hipokampus, merupakan bagian dari otak yang erat kaitannya dengan fungsi 

memori dan merupakan bagian otak yang paling rentan mengalami perubahan 

seiring dengan proses penuaan. Salah satu perubahan tersebut yaitu adanya 

perubahan plastisitas sinaps di berbagai sirkuit hipokampus.
1 

 
Plastisitas sinaps merupakan perubahan kekuatan sinaps yang dipengaruhi 

oleh aktivitas neuron.
5
 Plastisitas sinaps merupakan mekanisme selular yang 

mendasari proses pembentukan memori.
6
 Memori merupakan retensi dan 

pencarian fakta atau kejadian yang dibentuk dari pengalaman.
7
 Memori 

merupakan kemampuan untuk merekam pengalaman hidup, sehingga 

mempengaruhi sikap atau kebiasaan seseorang sesuai dengan kondisi 

lingkungannya.
8 

 
Plastisitas sinaps yang mendasari pembentukan memori dapat dimediasi 

pada tingkat presinaps maupun post-sinaps.
5
 Pada presinaps, plastisitas sinaps 

dipengaruhi oleh protein membran presinaps yaitu synaptophysin (SYP). 

Synaptophysin merupakan salah satu protein yang paling banyak digunakan 

sebagai marker plastisitas sinaps di hipokampus.
9
 SYP merupakan protein vesikel 

sinaps pertama yang ditemukan dan merupakan protein vesikel sinaps terbanyak 

yaitu 10% dari total protein vesikel.
10

 SYP berperan dalam eksositosis, 

pembentukan sinaps, biogenesis dan endositosis vesikel sinaps. Menurut 
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penelitian disebutkan bahwa mencit yang kekurangan SYP akan mengalami 

penurunan potensiasi jangka panjang (LTP).
11

 Penelitian lain juga menyebutkan 

bahwa mencit yang kehilangan SYP akan mengalami retardasi mental dan/atau 

kesulitan belajar.
10

 SYP ini penting karena kehilangan protein vesikel presinaps 

di hipokampus dapat menimbulkan penurunan memori.
9
 Hal ini menunjukkan 

bahwa SYP berperan dalam regulasi transmisi sinaps di sirkuit neuron dalam 

proses belajar dan memori. 
10 

 
Pada post-sinaps, plastisitas sinaps dimediasi oleh molekul adesi sinaps. Salah 

satu molekul adesi sinaps yang secara langsung berinteraksi dengan domain 

sitoplasma adalah PSD-95 (postsynaptic density-95).
12

 PSD-95 merupakan protein 

perancah utama pada densitas post-sinaps di sinaps eksitatori glutamatergik. PSD- 
 

95 termasuk dalam anggota membrane-associated guanylate kinase (MAGUK).
13

 
 

Secara umum, PSD-95 berperan dalam mempertahankan dan memodulasi 

kekuatan sinaps.
14

 PSD-95 juga berperan dalam meregulasi reseptor AMPA yang 

penting dalam plastisitas sinaps.
12

 Selain itu, PSD-95 juga sering digunakan 

sebagai marker sinaps pada post sinaps.
15 

 
Protein presinaps dan post-sinaps yaitu SYP dan PSD-95 ini penting dalam 

fungsi memori. Menurut penelitian disebutkan bahwa seiring dengan proses 

penuaan akan terjadi perubahan morfologi sinaps yaitu adanya kehilangan protein 

presinaps (SYP) dan post sinaps (PSD-95), serta kehilangan densitas sinaps secara 

progresif. Hal tersebut menunjukkan bahwa dalam proses penuaan akan 

menimbulkan terjadinya penurunan fungsi memori di hipokampus.
16 

 
Berbagai upaya telah dilakukan untuk mengatasi masalah penurunan 

fungsi memori. Kementerian Kesehatan RI mengupayakan diselenggarakannya 

senam sehat bugar (SSB) dan senam vitalitas otak bagi lansia. Namun demikian, 

perlu diingat bahwa semakin meningkatnya usia, kemampuan beraktivitas fisik 

juga berkurang hingga 30 – 50%.
3
 Cara lain untuk mengatasi penurunan fungsi 

memori yaitu melalui sistem pengobatan. Pengobatan sintetis diketahui memiliki 

efek samping yang tidak diinginkan, sehingga sistem pengobatan mulai beralih ke 

sistem pengobatan herbal dengan efek samping yang sangat minimal. Sistem 

pengobatan Ayurveda dan pengobatan tradisional Cina telah lama menggunakan 

herbal dalam mengatasi masalah penuaan dan penurunan fungsi memori. Salah 
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satu tanaman yang digunakan untuk mengatasi penurunan fungsi memori yaitu 

Ginkgo biloba. Ekstrak G. biloba banyak diresepkan di Negara Jerman, Perancis 

dan merupakan suplemen herbal yang paling banyak digunakan di Amerika 

Serikat. Ekstrak G. biloba ini digunakan untuk mencegah penurunan kognisi dan 

demensia. Namun demikian, tanaman ini tidak ada di Indonesia.
7 

 

Di Indonesia tanaman yang secara tradisional sering digunakan untuk 

meningkatkan fungsi memori adalah Centella asiatica. Centella asiatica (CeA) 

atau yang dikenal sebagai pegagan merupakan tanaman obat dari famili Apiaceae 

berasal dari negara - negara Asia Tenggara termasuk Indonesia. Centella asiatica 

merupakan tanaman tropis yang telah lama digunakan sebagai terapi alternatif.
17

 

Dalam pengobatan Ayurveda, CeA dipercaya dapat meningkatkan proses belajar 

dan memori.
18

 Centella asiatica sering dijumpai di tempat yang terbuka, pada 

tanah yang lembab dan subur seperti di pematang sawah, di padang rumput, 

dipinggir parit dan di pinggir jalan.
19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Centella asiatica memiliki berbagai komponen kimia yang penting antara lain yaitu triterpenoid dan flavonoid.20 Triterpenoid memiliki komponen aktif yang terdiri atas asam asiatika dan asiatikosida.17 

Beberapa penelitian menyatakan bahwa asam asiatika dan asiatikosida berperan dalam penyembuhan luka, efek rangsangan pada otak, perawatan hipertensi dan mikroangiopati, antioksidan dan antikanker yang potensial.21 Asam 
asiatika dan asiatikosida memiliki efek neuroprotektif, antioksidan dan antiinflamasi.17, 18 Kandungan flavonoid pada CeA memiliki sifat antioksidan yang dapat mencegah neurotoksisitas.17 Sejumlah penelitian telah menemukan 
bahwa flavonoid, termasuk quercetin dalam CeA dapat menembus sawar darah otak dan memiliki fungsi seperti faktor neurotropin di otak. Flavonoid ini kemudian akan mengaktifkan jeram sinyal intraseluler sehingga dapat 
mempengaruhi berbagai aktivitas neuroprotektif, mencegah apoptosis, menekan neuroinflamasi dan meningkatkan antioksidan. 

 

 

 

Penelitian sebelumnya telah menunjukkan bahwa pemberian ekstrak etanol 

Centella asiatica selama 8 minggu dengan dosis 300 mg/kg.BB meningkatkan 

fungsi kognisi tikus Wistar jantan berusia 2 bulan.
25

 Tidak diketahui apakah 

peningkatan fungsi kognisi ini berhubungan dengan beberapa protein yang 

mendasari pembentukan fungsi memori. Di sisi lain penelitian yang dilakukan 
 

 22, 23, 24 
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oleh Sari dkk, menunjukkan bahwa pemberian ekstrak etanol Centella asiatica 

dosis 600 mg/kg.BB pada tikus yang diinduksi stres kronik dapat meningkatkan 

kadar BDNF di dalam serum.
20

 BDNF merupakan protein neurotropin yang dapat 

memicu peningkatn protein sinaps lainnya seperti synaptophysin dan PSD-95 dan 

diduga berhubungan dengan fungsi memori. 

 

Dengan mempertimbangkan bahwa tanaman CeA mudah ditemukan di 

Indonesia, dan mengingat betapa pentingnya mengatasi masalah penurunan fungsi 

memori, maka dilakukan penelitian ini. Dalam penelitian ini dilakukan pemberian 

ekstrak etanol CeA pada tikus Wistar jantan usia 6 bulan selama 28 hari berturut – 

turut dengan dosis 300mg/kg.BB dan 600mg/kg.BB, kemudian dilihat bagaimana 

pengaruhnya terhadap ekspresi protein SYP dan PSD-95 di hipokampus tikus 

tersebut. Beberapa penelitian telah menunjukkan bahwa pemberian ekstrak etanol 

CeA dapat meningkatkan fungsi memori,
20

 namun hingga kini masih belum ada 

penelitian yang melihat pengaruh ekstrak CeA terhadap protein plastisitas sinaps. 
 

Mengingat penurunan fungsi memori terjadi sejak awal usia dewasa yaitu 

sejak usia 20 tahun,
26

 maka usia hewan coba dalam penelitian ini yaitu berusia 6 

bulan, dimana usia tersebut bila dikonversi ke manusia setara dengan usia 18 

tahun. 
27

 Dengan melihat ekspresi dari kedua protein tersebut diharapkan 

penelitian ini dapat membuktikan bahwa ekstrak CeA dapat meningkatkan 

plastisitas sinaps sehingga dapat digunakan sebagai bentuk pencegahan terhadap 

penurunan fungsi memori. 
 

Penelitian ini merupakan bagian dari satu proyek penelitian besar yang 

bertujuan untuk melihat pengaruh ekstrak etanol CeA terhadap fungsi memori 

secara umum. Dalam penelitian besar dilakukan beberapa uji terkait pengaruh 

ekstrak CeA yakni terhadap fungsi memori, ekspresi protein BDNF, TrkB, 

AMPAR, serta protein SYP dan PSD-95 di hipokampus tikus Wistar jantan. 
 

Dalam penelitian ini akan dibahas keterkaitan antara ekspresi protein SYP 

dan PSD-95 dengan fungsi memori di hipokampus tikus Wistar jantan, sebagai 

bentuk informasi tambahan yang didapat dari hasil penelitian sebelumnya yang 

merupakan bagian dari penelitian payung. 
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1.2 Rumusan Masalah 

 

Penurunan fungsi memori merupakan salah satu karakteristik dari proses 

penuaan yang dapat menurunkan kualitas hidup seseorang.
1, 2

 Berbagai strategi 

dilakukan untuk mengatasi masalah penurunan fungsi memori, diantaranya 

aktivitas fisik dan senam otak yang sering dianjurkan pada lansia. Namun hingga 

kini belum efektif dalam mencegah penurunan fungsi memori. Oleh karena itu 

diperlukan upaya pencegahan lain yang lebih efektif dalam memperkuat fungsi 

memori. Salah satu upayanya adalah melalui pengobatan herbal. Tanaman herbal 

yang banyak dijumpai di Indonesia dan telah lama digunakan secara tradisional 

dalam meningkatkan fungsi memori yaitu Centella asiatica. Komponen aktif 

dalam CeA yakni asam asiatika dan asiatikosida bekerja sebagai antioksidan dan 

bersifat neuroprotektif.
17, 18

 Kandungan flavonoid dalam CeA juga dapat 

menekan proses neuroinflamasi, mencegah apoptosis dan meningkatkan kerja 

antioksidan.
22,23, 24 

 

Berdasarkan pada penelitian sebelumnya yaitu pemberian ekstrak etanol 

CeA dosis 300 mg/kg.BB dapat meningkatkan fungsi kognisi,
25

 dan pemberian 

ekstrak etanol CeA dosis 300 mg/kg.BB dan 600 mg/kg.BB dapat meningkatkan 

kadar BDNF dalam serum darah.
20

 Pemberian ekstrak CeA pada dosis 300 

mg/kg.BB dan 600 mg/kg.BB selama 28 hari berturut – turut pada tikus Wistar 

jantan usia 6 bulan diharapkan dapat meningkatkan ekspresi protein synaptophysin 

dan PSD-95 pada neuron hipokampus. Dengan demikian, melalui penelitian kali 

ini akan dibuktikan bahwa ekstrak CeA dapat digunakan sebagai bentuk 

pencegahan terhadap penurunan fungsi memori. 

 
 
 

 

1.3 Pertanyaan Penelitian 
 

Berdasarkan rumusan masalah di  atas, maka pertanyaan penelitian ini, 
 

adalah: 
 

1. Apakah terdapat pengaruh pemberian ekstrak etanol CeA dosis 300 

mg/kg.BB dan 600 mg/kg.BB dalam meningkatkan ekspresi protein 

synaptophysin di hipokampus tikus Wistar Jantan? 
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2. Apakah terdapat pengaruh pemberian ekstrak etanol CeA dosis 300 

mg/kg.BB dan 600 mg/kg.BB dalam meningkatkan ekspresi protein PSD-

95 di hipokampus tikus Wistar jantan? 
 

3. Apakah terdapat korelasi antara ekspresi protein synaptophysin dan PSD-

95 dengan fungsi memori di hipokampus tikus Wistar jantan yang 

diberikan ekstrak etanol CeA dosis 300 mg/kg.BB dan 600 mg/kg.BB? 

 
 
 

1.4 Hipotesis Penelitian 

 

1. Pemberian ekstrak etanol Centella asiatica meningkatkan ekspresi protein 

synaptophysin di hipokampus tikus Wistar jantan. 
 

2. Pemberian ekstrak etanol Centella asiatica meningkatkan ekspresi PSD-95 

di hipokampus tikus Wistar jantan. 
 

3. Terdapat korelasi antara ekspresi protein synaptophysin dan PSD-95 

dengan fungsi memori di hipokampus tikus Wistar jantan yang diberikan 

ekstrak etanol Centella asiatica. 

 
 
 

1.5 Tujuan Penelitian 

 

1.5.1 Tujuan Umum 
 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak Centella 

asiatica terhadap plastisitas sinaps melalui ekspresi protein synaptophysin dan 

PSD-95 di hipokampus tikus Wistar jantan. 

 
 

1.5.2 Tujuan Khusus 
 

Membandingkan dan menganalisis: 
 

1. Pengaruh ekstrak Centella asiatica dosis 300 mg/kg.BB dan dosis 

600 mg/kg.BB terhadap ekspresi protein synaptophysin di CA1 

hipokampus tikus Wistar jantan. 

 
2. Pengaruh ekstrak Centella asiatica dosis 300 mg/kg.BB dan dosis 

600 mg/kg.BB terhadap ekspresi protein PSD-95 di CA1 

hipokampus tikus Wistar jantan. 
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3. Korelasi antara ekspresi protein synaptophysin dan PSD-95 dengan 

fungsi memori di hipokampus tikus Wistar jantan yang diberikan 

ekstrak etanol Centella asiatica dosis 300 mg/kg.BB dan 600 

mg/kg.BB. 

 
 
 
 

1.6 Manfaat Penelitian 

 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat bagi berbagai 

pihak, di antaranya: 

 

1. Memberikan kontribusi dalam pengayaan keilmuan secara umum 

mengenai pengaruh ekstrak Centella asiatica terhadap plastisitas 

sinaps di hipokampus, melalui ekspresi protein synaptophysin dan 

PSD-95. 

 
2. Memperluas wawasan mengenai manfaat ekstrak Centella asiatica 

terhadap plastisitas sinaps di hipokampus secara seluler dan molekuler 

melalui ekspresi protein synaptophysin dan PSD-95 terkait pencegahan 

penurunan fungsi memori. 

 
3. Memberikan ide dan data tambahan bagi penelitian berikutnya 

mengenai pengaruh ekstrak Centella asiatica terhadap plastisitas 

sinaps di hipokampus. 

 
4. Meningkatkan pengetahuan dan keahlian dalam melakukan penelitian 

di bidang biomedik. 
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1.7 Kerangka Teori  
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1.8 Kerangka Konsep  
 
 
 

Ekstrak Centella asiatica 
 
 
 

 

Flavonoid 
Triterpenoid : 

berikatan dengan reseptor TrkB Asam Asiatika & Asiatikosida 
 

 

 

Memicu aktivasi Jeram sinyal 
 

PKC, ERK, PI3K/Akt 
 
 

 

↑ BDNF 
 
 
 

 

↑ SYP 

 

↑ PSD-95 
 
 
 

↑ Sinaptogenesis 
 
 
 
 

↑ Plastisitas Sinaps 
 
 
 
 

↑ Fungsi Memori 
 

 

Keterangan :  
 
 
 
 
 

Diteliti Tidak diteliti 
Diteliti oleh peneliti Data sekunder   

  lain dalam 1 tim  

  penelitian  
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Bab 2 
 

TINJAUAN PUSTAKA 
 
 

 

2.1 Pemelajaran dan memori 
 

Pemelajaran merupakan proses mendapatkan pengetahuan atau 

kemampuan yang didapatkan dari pengalaman, instruksi, atau keduanya. 

Pemelajaran sangat bergantung pada interaksi individu dengan lingkungannya. 

Memori merupakan proses penyimpanan pengetahuan atau kemampuan yang 

telah didapatkan dari pemelajaran untuk kemudian dapat digunakan kembali. 

Pemelajaran dan memori merupakan dasar bagi individu untuk dapat 

mengadaptasikan sikapnya terhadap lingkungan sekitarnya. Tanpa mekanisme ini, 

tidaklah mungkin individu dapat memutuskan untuk berinteraksi dengan baik atau 

menolak berinteraksi dengan lingkungannya sesuai dengan tujuannya.
28 

 
Para ahli fisiologi telah mempelajari mengenai pemelajaran dan memori 

kemudian membedakannya menjadi jenis – jenis memori. Berdasarkan pada jenis 

informasi yang disimpan, memori terbagi menjadi dua bagian besar yaitu memori 

deklaratif dan memori non deklaratif.
29, 30 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gambar 2. 1 Jenis – jenis memori 
31 
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Memori deklaratif disebut juga sebagai memori eksplisit karena memori 

tersebut dihasilkan secara sadar. Memori deklaratif mudah dibentuk namun mudah 

juga dilupakan. Memori deklaratif mencakup dua jenis memori yaitu memori 

semantik yang merupakan memori mengenai fakta, kata – kata atau konsep dan 

memori episodik yakni memori mengenai kejadian atau pengalaman hidup. 

Memori ini tersimpan di bagian lobus temporal medial dan hipokampus.
29,

 32 

 

 

Memori non deklaratif disebut juga memori implisit karena dihasilkan 

dari pengalaman yang telah terbentuk sebelumnya. Memori non deklaratif 

memerlukan pengulangan dan latihan dalam waktu lama, namun memori ini sulit 

dilupakan. Memori non deklaratif merupakan memori prosedural yakni memori 

mengenai kemampuan, kebiasaan dan perilaku. Sebagai contoh memori 

prosedural yaitu kemampuan mengendarai sepeda, bermain piano, ataupun 

mengikat tali sepatu. Memori prosedural ini melibatkan beberapa bagian di otak 

yaitu serebelum, striatum, amigdala dan hampir seluruh bagian – bagian otak, 

serta jalur refleks.
29, 32 

 
Pembentukan memori prosedural melalui dua kategori pemelajaran yaitu 

pemelajaran non asosiatif dan pemelajaran asosiatif. Pemelajaran non asosiatif 

yaitu perubahan respon sikap yang terjadi terhadap satu jenis stimulus. 

Pemelajaran non asosiatif terdiri atas dua jenis yaitu habituasi dan sensitisasi. 

Habituasi merupakan pemelajaran mengabaikan stimulus yang kurang penting 

sedangkan sensitisasi merupakan bentuk pemelajaran yang meningkatkan respon 

terhadap stimulus tertentu yang sebelumnya tidak menimbulkan reaksi. 

Pemelajaran asosiatif akan menghasilkan respon terhadap dua kejadian terkait. 

Pemelajaran asosiatif terdiri atas dua jenis yaitu classical conditioning dan 

instrumental conditioning. Classical conditioning yakni mengasosiasikan stimulus 

yang memicu respon dengan stimulus yang secara normal tidak menimbulkan 

respon. Subyek belajar bahwa satu stimulus akan menimbulkan stimulus lain. 

Instrumental conditioning, yakni mengasosiasikan suatu respon dengan aksi 

motorik terhadap stimulus yang berarti. Subyek belajar bahwa suatu respon akan 

memberikan konsekuensi tertentu. 
29 
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Memori deklaratif dan beberapa bentuk memori non deklaratif melibatkan 

memori jangka pendek dan jangka panjang. Memori jangka pendek yakni memori 

yang bertahan beberapa detik hingga beberapa jam. Memori jangka panjang yakni 

memori yang disimpan selama beberapa tahun dan terkadang seumur hidup. 
31 

 

2.1.1 Proses pembentukan memori 

 

Memori memiliki berbagai tingkatan penyimpanan dan proses 

penyimpanan memori berubah – ubah secara konstan. Ketika stimulus masuk 

ke sistem saraf pusat, maka stimulus tersebut diproses menjadi memori jangka 

pendek, yaitu daerah penyimpanan yang terbatas yang dapat menahan hanya 7 
 

– 12 potongan informasi pada satu waktu. Memori jangka pendek akan mudah 

hilang kecuali dengan usaha seperti pengulangan, sehingga akan membuatnya 

menjadi bentuk memori yang lebih permanen. Bentuk memori yang lebih 

permanen disebut memori jangka panjang yaitu daerah penyimpanan memori 

yang mampu menampung sejumlah besar informasi dalam jangka waktu 
 

lama.
33

 Proses penyimpanan memori yang mengubah memori jangka pendek 

menjadi memori jangka panjang disebut konsolidasi. Selama proses 

konsolidasi, memori dapat digunakan dan diingat kembali. Memori kerja, 

yang merupakan bentuk khusus dari memori jangka pendek, akan menyatukan 

informasi yang baru didapat dengan informasi yang telah lama disimpan 

sehingga dapat digunakan untuk memberikan respon yang sesuai. Memori 

kerja dibedakan dari memori jangka pendek dengan kapasitasnya yang sangat 

terbatas, diperlukannya pengulangan, dan durasinya yang sangat pendek. 

Memori jangka pendek masih dapat bertahan tanpa pengulangan, namun 

memori jangka pendek dapat segera terlupakan bila tidak mengalami 

konsolidasi menjadi memori jangka panjang. 
29, 33 

 

Memori kerja merupakan tipe kompleks dari memori jangka pendek 

yang digunakan sebagai dasar untuk melakukan aktivitas sehari – hari. 

Memori kerja secara temporer mempertahankan dan mengkorelasikan 

berbagai potongan informasi yang relevan dengan tugas mental yang sedang 

dikerjakan. Memori kerja dihasilkan dari pemrosesan data yang baru didapat 
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kemudian dikorelasikan dengan pengetahuan yang telah disimpan sebelumnya 

sehingga dapat menevaluasi data yang baru masuk tersebut. Dengan adanya 

memori kerja, seseorang dapat mempertahankan dan memproses data untuk 

segera digunakan.
28

 Fungsi integrasi ini sangat penting terutama untuk keperluan 

penalaran, perencanaan, membuat penilaian, pemahaman, dan pemelajaran.
28, 34

 

Memori kerja mempertahankan informasi dalam bentuk atau tahap yang sangat 

mudah diakses dengan waktu yang sangat singkat (beberapa detik hingga 

beberapa menit).
35

 Istilah memori kerja diadopsi secara independen oleh Olton
34

 

yakni dengan menghubungkan performa hewan coba seperti tikus dalam 

melaksanakan tugas pada labirin radial multilengan. Hewan coba tersebut 

diberikan beberapa percobaan per hari sehingga dapat mengingat lengan mana 

yang telah dikunjungi untuk mendapatkan makanan lebih cepat.
34

 Memori kerja 

pada dasarnya melibatkan berbagai representasi (seperti verbal, visual, auditori, 

spasial) dan prosedur atau tindakan yang berurutan (seperti ketika memasak 

mengikuti resep). Memori kerja melibatkan beberapa bagian otak yang berbeda 

dimana representasi tersebut disimpan. 
35 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gambar 2. 2 Proses pembentukan memori. 
33 
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2.1.2 Plastisitas sinaps sebagai bentuk molekuler pembentukan memori 

 

Para ahli yang telah mempelajari konsolidasi memori jangka pendek 

menjadi memori jangka panjang, menemukan bahwa proses yang terlibat 

dalam pembentukan memori mencakup adanya perubahan koneksi sinaps pada 

sirkuit yang terlibat dalam proses pemelajaran.
33

 Perubahan kekuatan sinaps 

disebut dengan plastisitas sinaps.
5
 Sinaps dibentuk oleh kontak fungsional 

antara akson dengan terminal post-sinaps neuron target yang berdekatan. 

Perubahan persisten pada sinaps akan menghasilkan potensiasi jangka panjang 

(LTP) yang merupakan dasar pembentukan dan penyimpanan memori.
16

 LTP 

akan bertahan selama beberapa hari atau minggu, cukup lama untuk 

mengkonsolidasi memori jangka pendek menjadi memori jangka panjang. 

LTP ini paling sering terjadi di hipokampus, yang merupakan daerah penting 

untuk mengubah memori jangka pendek menjadi memori jangka panjang. 
28 

 

 

2.1.3 Peran hipokampus dalam plastisitas sinaps 

 

Hipokampus merupakan bagian dari otak mamalia yang memiliki 

kapasitas reorganisasi struktural. Hipokampus telah dinyatakan sebagai 

struktur yang plastis sepanjang hidup, yaitu dengan terjadinya neurogenesis 

yang terus menerus melalui modifikasi sirkuit saraf pada kompleksitas dendrit 

dan jumlah sinaps. Dengan strukturnya yang plastis maka dinyatakan bahwa 

hipokampus memiliki berbagai fungsi seperti pemelajaran dan memori, 

 
kecemasan dan regulasi stres. Selain itu, hipokampus juga merupakan 

 

bagian otak yang paling sering digunakan untuk mempelajari plastisitas sinaps 

seperti LTP dan LTD.
38 

 

Hipokampus terletak di tepi lobus temporal korteks serebri.
37

 

Hipokampus terdiri atas dua lapis tipis sel saraf yang melipat di atas satu sama 

lain. Satu lapis disebut girus dentatus (dentate gyrus) dan lapis lainnya disebut 

tanduk Ammon (Ammon’s horn).
39

 Secara histologis, tanduk Ammon terbagi 

lagi menjadi empat bagian yaitu CA1, CA2, CA3 dan CA4.
37

 Dari empat area 

pada tanduk Ammon, terdapat dua area penting yaitu Cornu Ammonis 3 

(CA3) dan Cornu Ammonis 1 (CA1). 
39

 CA1 terdiri atas sel piramidal dan 
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berperan penting dalam mencocokkan informasi yang didapat dari CA3. Di 

seberang CA1 terletak subiculum, yang menghubungkan hipokampus dengan 

korteks enthorinal. 
37 

 

Gambaran histologis hipokampus terdiri atas sel piramidal pada bagian 

tanduk Ammon dan sel granular pada girus dentatus. Sel piramidal pada 

tanduk Ammon hipokampus berbentuk segitiga membulat atau menyerupai 

tetesan air dengan jumlah sitoplasma dan spina dendrit yang bervariasi. 

Neuron piramidal hipokampus dikarakteristikkan dengan nukleus berbentuk 

bulat ditengah dengan kromatin halus. Neuron piramidal juga ditandai dengan 

dendrit yang panjang mengerucut berawal dari dasar soma. 
40 41

 Pada area 

CA1 hipokampus terdiri atas sel – sel piramidal yang ukurannya lebih kecil 

dibandingkan dengan sel piramidal di CA3 hipokampus. Pada girus dentatus 

terdiri atas sel – sel granular yang kecil. Di antara area hipokampus tersebut 

terdapat akson, dendrit, sel glial dan sel – sel neuron yang tersebar.
42

 Sel 

piramidal di hipokampus juga dikenal sebagai place cell, yakni neuron dengan 

pola firing yang spesifik terhadap lokasi. Place cell merupakan neuron 

hipokampus yang aktif pada frekuensi tinggi ketika seekor hewan 

mengunjungi suatu wilayah tertentu dari suatu lingkungan. Sebagian place cell 

aktif sebagai respon terhadap kombinasi posisi seekor hewan dan faktor lain 

seperti perilaku atau rangsangan sensoris, sedangkan sebagian place cell 

lainnya aktif hanya berdasarkan posisi hewan saja. Pada area CA1, sel 

piramidal menunjukkan aktivitas place cell yang paling menonjol 

dibandingkan area lain di hipokampus, yakni berkisar 10 – 25% sel piramidal 

di CA1 menunjukkan aktivitas place cell ini. Place cell tidak hanya ditemukan 

pada tikus dan mencit, tetapi juga ditemukan di hipokampus manusia.
43, 44 
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Gambar 2. 3 Gambaran histologis sel piramidal hipokampus (A) nampak 

5-6 lapisan padat dari sel – sel piramidal di area CA1 hipokampus, dan (B) 

beberapa lapisan longgar sel piramidal di area CA3 hipokampus. (Tanda 

panah: Nukleus vesikular ; tanda bintang (*) : sel glia ; ML: Lapisan 

Molekular ; C: Cornu). 
42 

 
 

 

Struktur CA1 hipokampus terdiri atas empat lapisan. Lapisan selular utama 

disebut lapisan sel piramidal. Lapisan sel piramidal sangat padat pada CA1 

dan agak longgar di regio CA2 dan CA3. Sel piramidal pada CA1 

menunjukkan percabangan dendrit yang lebih homogen dibandingkan dengan 

CA2 dan CA3. Lapisan sel yang relatif bebas dekat dengan lapisan sel 

piramidal CA1 disebut dengan stratum oriens. Lapisan ini terdiri atas basal 

dendrit sel – sel piramidal dan beberapa interneuron. Stratum radiatum terletak 

persis di atas lapisan sel piramidal CA1. Stratum lacunosum-molekulare 

merupakan lapisan dimana serat dari korteks enthorinal berakhir. Stratum 

radiatum dan stratum lacunosum-molekulare terdiri atas apikal dendrit. 
45 

 

Neuron piramidal CA1 memiliki sekitar 30.000 spina dendrit. Struktur 

spina tidak statis melainkan mengalami perubahan sesuai respon terhadap 

aktivasi reseptor neurotransmiter atau lingkungan dan sinyal hormonal. 

Pertumbuhan spina baru dan perubahan struktur spina yang telah ada 

merupakan substrat yang cocok bagi plastisitas sinaps di hipokampus.
45 
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Gambar 2. 4 Morfologi dendrit CA1 dan input sinaptik. Badan sel neuron 

piramidal terletak di stratum piramidal (s,p), basal dendrit di stratum oriens 

(s.o), apical dendrit di stratum radiatum (s.r) dan stratum lacunosum-

molekulare (s.l.m).
45 

 
 

 

Hipokampus menerima informasi spasial dan sensoris multimodal dari 

korteks enthorinal dan jalur keluar utama dari hipokampus adalah melalui 

neuron piramidal di area CA1 yang diproyeksikan kembali ke korteks 

enthorinal dan ke subiculum. Informasi dari korteks enthorinal mencapai 

neuron CA1 melalui dua jalur eksitatori, yaitu jalur langsung (direct pathway) 

dan jalur tidak langsung (indirect pathway). Kedua input tersebut dinamakan 

jalur perforan (perforant pathway). 
32 

 

Jalur langsung berasal dari neuron layer III korteks enthorinal. Akson 

dari neuron ini membentuk sinaps pada bagian distal apikal dendrit neuron 

CA1. Jalur ini juga disebut dengan temporoammonic pathway. Pada jalur tidak 

langsung, informasi dari neuron layer II korteks enthorinal mencapai neuron 

CA1 melalui trisynaptic pathway. Neuron layer II korteks enthorinal 

terproyeksikan melalui jalur perforan menuju sel granul di girus dentatus. 

Akson sel granul terproyeksikan di jalur mossy fiber (mossy fiber pathway) 

untuk mengeksitasi sel piramidal di area CA3 hipokampus. Selanjutnya, akson 
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CA3 terproyeksikan melalui jalur Schaffer collateral (Schaffer collateral 

pathway) untuk membuat sinaps eksitatori pada bagian paling proksimal 

dendrit sel piramidal pada area CA1. Karena neuron piramidal pada area CA1 

menerima informasi melalui dua jalur tersebut, neuron CA1 dapat 

membandingkan informasi pada sirkuit tidak langsung dengan input sensoris 

dari jalur langsung. 
32 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gambar 2. 5 Anatomi hipokampus (atas) dan jalur pengolahan informasi 

(bawah). 
32, 46 

 
 

 

Sebagian besar penelitian dan literatur terfokus pada area CA1 

hipokampus. Hal ini dikarenakan bahwa rekaman potensial aksi dan kejadian 

intraseluler relatif lebih mudah didapatkan pada CA1 hipokampus. Selain itu, 

akson Schaffer collateral dari CA3 membentuk jalur yang homogen sehingga 

lebih mudah untuk dilakukan penelitian transmisi dan plastisitas sinaps. 

Berbagai penelitian menggunakan area CA1 juga dikarenakan sel piramidal 
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area CA1 memiliki apikal dendrit yang lebih besar dan lebih mudah untuk 

menjaga sel di regio tersebut tetap utuh. Faktor – faktor tersebut dapat 

memudahkan dalam memahami transmisi sinaps, integrasi dendrit, dan 

plastisitas sinaps.
45 

 

Penemuan penting oleh Timothy Bliss dan Terje Lomo pada tahun 1973 

menyatakan bahwa rangsangan elektrik frekuensi tinggi pada sinaps jalur 

perforan pada neuron girus dentatus akan menghasilkan LTP.
37

 Penelitian 

berikutnya menyatakan bahwa, rangsangan frekuensi yang tinggi juga 

menghasilkan LTP pada semua jalur trisinaptik dan juga pada jalur langsung 

yang bersinaps dengan neuron CA1.
32

 Potensiasi jangka panjang di sinaps 

hipokampus terutama pada area CA1 merupakan bentuk plastisitas yang paling 

sering dipelajari, yang terdiri atas tiga rangkaian tahapan yaitu potensiasi 

jangka pendek dan early-LTP, dan late-LTP.
47 

 

 

2.1.4 Mekanisme LTP di hipokampus 

 

Potensiasi jangka panjang (LTP) dijelaskan sebagai perubahan kekuatan 

sinaps yang dihasilkan oleh stimulasi yang kuat pada jalur saraf.
32

 Dengan 

kata lain, LTP merupakan penguatan sinaps yang telah ada sebelumnya akan 

meningkatkan kemampuan neuron presinaps mengeksitasi neuron post-sinaps, 

sehingga sinaps yang terbentuk berikutnya akan semakin kuat. Potensiasi 

jangka panjang (LTP) memiliki dua fase. Suatu rangkaian potensial aksi yang 

menghasilkan sebuah fase LTP yang bertahan 1 hingga 3 jam disebut dengan 

early LTP (E-LTP), sedangkan empat atau lebih rangkaian stimulasi sinaps 

akan menginduksi late LTP (L-LTP) yang bertahan hingga 24 jam. Fase E-

LTP hingga kini dijelaskan tidak memerlukan sintesis protein baru, aktivasi 

cyclic adenosine monophospate (cAMP), ataupun protein kinase A (PKA) 

sedangkan fase L-LTP memerlukan cAMP dan PKA, serta perubahan pada 

transkripsi gen dan sintesis protein baru. 
32 

 

Berbagai proses terjadi dalam penguatan sinaps dan pembentukan LTP. 

Diawali dengan adanya potensial aksi di presinaps akan menghantarkan sinyal 
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menuju post-sinaps. Potensial aksi yang mencapai presinaps akan membuat 

masuknya ion kalsium melalui voltage-sensitive calcium channels (VSCC) 

menyebabkan pelepasan glutamat pada zona aktif (active zone, AZ). 

Neurotransmiter ini kemudian akan terikat pada ligannya di neuron post-sinaps 

yaitu pada reseptor AMPA dan NMDA.
44 

 

Aktivasi pada post-sinaps dimulai setelah neurotransmiter glutamat 

terikat dengan reseptor AMPA menyebabkan terbukanya kanal reseptor 

AMPA sehingga ion Na
+
 masuk kedalam neuron post-sinaps dan 

menyebabkan depolarisasi. Aktivasi kanal reseptor NMDA tidak hanya 

memerlukan ikatan dengan neurotransmiter glutamat, tetapi juga memerlukan 

depolarisasi membran. Depolarisasi ini kemudian akan membuat ion Mg
2+

 

terlepas dari kanal reseptor NMDA sehingga membuat ion kalsium masuk ke 

dalam sitosol post-sinaps yang kemudian mengaktivasi enzim – enzim kalsium 

dependen seperti calcium/calmoduin-dependent kinase II (CAMKII), protein 

kinase C (PKC), dan adenyl cyclase (AC). Adenyl cyclase akan mengaktifkan 

PKA melalui cAMP. Aktivasi PKC dan CAMKII akan mengaktifkan mitogen-

activated protein kinase (MAPK) yang akan mengawali jeram sinyal untuk 

memudahkan insersi reseptor AMPA pada membran dengan fosforilasi subunit 

reseptor AMPA yang spesifik. Aktivasi MAPK oleh PKC dan CAMKII juga 

diketahui memicu transkripsi di nukleus melalui jalur fosforilasi CREB yang 

akan mengaktivasi sintesis protein baru di post-sinaps.
44

 Dengan 

meningkatnya ketersediaan reseptor AMPA pada post-sinaps, maka neuron 

post-sinaps akan mengalami potensiasi yang lebih besar sebagai respon 

terhadap pelepasan glutamat dari neuron presinaps. Tingginya sensitivitas 

neuron post-sinaps terhadap glutamat dari neuron presinaps akan 

mempertahankan LTP.
28 

 

Post-sinaps melepaskan sinyal retrograde menuju presinaps. Protein – 

protein sinyal retrograde seperti brain-derived neurotropic factor (BDNF), 

nitric oxide (NO), dan endocannabinoids akan dilepaskan oleh post-sinaps dan 

terikat dengan reseptornya di membran presinaps. Kemudian ikatan protein 

dengan reseptornya tersebut akan memicu pelepasan neurotransmiter yaitu 
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dengan memodulasi masuknya ion kalsium ke dalam membran presinaps. 

Meningkatnya konsentrasi ion kalsium diikuti dengan mobilisasi vesikel dalam 

jumlah besar yang menyebabkan proses docking dan priming vesikel dan 

diakhiri dengan fusi vesikel serta pelepasan neurotransmiter. Vesikel akan di 

daur ulang dengan proses endositosis dan neurotransmiter akan dibawa 

kembali oleh transporter spesifik. Sinyal retrograde menyebabkan perubahan 

pelepasan neurotransmiter pada sisi presinaps, yang artinya penguatan sinaps 

juga dapat ditentukan melalui mekanisme presinaps, termasuk tingginya 

mobilisasi vesikel dan tingginya pelepasan neurotransmiter. 
44

 Feedback 

positif dari sinyal retrograde ini akan memperkuat sinyal pada sinaps dan juga 

mempertahankan LTP.
28 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gambar 2. 6 Jeram sinyal yang memediasi penguatan 

sinaps dan pembentukan LTP. A. Sinyal dari presinaps ke 

post-sinaps. B. sinyal retrograde dari post-sinaps ke 

presinaps.
44 

 
 
 

2.2 Peran protein presinaps dan post-sinaps dalam pembentukan memori 
 

Proses pembentukan dan penyimpanan memori didasari oleh perubahan 

pada sinaps atau disebut plastisitas sinaps. Sinaps terdiri atas protein – protein 

dimana beberapa di antaranya berperan langsung dalam transmisi sinaps, 

sedangkan beberapa protein lainnya meregulasi fungsi sinaps atau berperan 
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sebagai protein perancah struktural.
48

 Perubahan kekuatan sinaps yang mendasari 

proses memori dapat terjadi pada kedua sisi sinaps yaitu baik di presinaps maupun 

di post-sinaps. Plastisitas sinaps yang terjadi di presinaps mencakup perubahan 

jumlah neurotransmiter yang dilepaskan, sedangkan di post-sinaps melibatkan 

perubahan jumlah reseptor post-sinaps.
49 

 

2.2.1 Synaptophysin 

 

Komunikasi antar sinaps melibatkan proses pelepasan neurotransmiter 

dari terminal presinaps, difusi melewati celah sinaps, dan kemudian berikatan 

dengan reseptor di post-sinaps. Neurotransmisi terjadi sangat cepat dan teratur. 

Terminal presinaps terdiri atas vesikel sinaps yang berisi neurotransmiter, 

matriks padat sitoskeleton dan protein perancah pada daerah pelepasan 

neurotransmiter yang disebut zona aktif. Probabilitas pelepasan 

neurotransmiter sangat bervariasi sehingga mempengaruhi jumlah 

neurotransmiter yang dilepaskan. Hal ini menjadi salah satu mekanisme yang 

dapat mengubah kekuatan sinaps selama plastisitas sinaps. 
50 

 

Vesikel sinaps adalah organel utama di presinaps dengan diameter 40 nm 

yang membawa neurotransmiter ke celah sinaps untuk kemudian dilepaskan, 

dan menyebarkan sinyal antar neuron ketika berfusi dengan membran plasma. 

Setiap terminal presinaps mengandung ratusan vesikel sinaps yang berisi 

 

neurotransmiter. Siklus hidup vesikel sinaps merupakan proses  yang 
 

kompleks dan sangat teratur diawali dengan endositosis, maturasi, pemuatan 

neurotransmiter hingga docking dan pelepasan neurotransmiter. Dalam proses 

siklus hidupnya, vesikel sinaps dipengaruhi oleh protein vesikel sinaps.
52

 

Beberapa tipe protein vesikel sinaps seperti vamp, rab3A, synaptophysin, dan 

synaptotagmin berperan dalam transpor vesikel sinaps menuju zona aktif pada 

membran presinaps, fusi vesikel sinaps pada membran sinaps, dan serangkaian 

proses daur ulang vesikel sinaps di terminal presinaps.
53 

 

Synaptophysin (SYP) merupakan glikoprotein yang terikat kalsium 

dengan berat 38-kDa, 
54

 dan merupakan protein vesikel sinaps terbanyak 

diperkirakan mencapai jumlah 8 – 10% dari total protein vesikel.
55

 Terdapat 
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sebanyak 30 salinan SYP pada tiap vesikel sinaps. SYP merupakan anggota 

dari keluarga protein physin yang terdiri atas synaptoporin (SYNPR), 

pantophysin (SYPL1), mitsugumin (SYPL2), dan synaptogyrin 1-4 (SNG1-4). 

SYP memiliki struktur yang menyerupai kanal heksamerik dan SYP 

membentuk kanal yang sensitif terhadap kalsium. 
52

 Karena SYP secara 

khusus terletak di vesikel sinaps, maka seringkali SYP digunakan sebagai 

marker presinaps. Penelitian molekuler menyatakan sejumlah peran SYP 

dalam fungsi sinaps antara lain, eksositosis, pembentukan sinaps, biogenesis 

dan endositosis vesikel sinaps.
10 

 

Peran SYP dalam proses transpor vesikel sinaps dijelaskan sebagai 

berikut. Proses tranpor vesikel sinaps terdiri atas fase docking, priming, fusi 

dan endositosis. Pada fase docking, vesikel sinaps yang berkontak dengan 

membran plasma terjadi melalui ikatan kompleks antara protein – protein 

syntaxin 1, synaptosomal-associated protein 25 (SNAP25), dan vesicle 

associated membrane protein (VAMP) yang tergabung dalam soluble NSF 

attachment protein receptor (SNARE) dengan efektor SNARE seperti 

mammalian homologue of UNC-18 (MUNC-18). Fase berikutnya yaitu 

priming, diawali dengan meningkatnya konsentrasi ion Ca
2+

 di presinaps di 

deteksi oleh SYP, kemudian mengubah konformasi kompleks SNARE 

menjadi lebih ketat oleh protein synaptotagmin. Perubahan konformasi 

tersebut akan menginduksi vesikel sinaps berfusi dengan membran plasma dan 

mengeluarkan isinya berupa neurotransmiter ke celah sinaps. Proses tersebut 

dinamakan fusi. Setelah fusi selesai, akan terjadi endositosis yaitu proses 

mengembalikan vesikel sinaps kembali ke releaseable pool. Endositosis 

vesikel sinaps memiliki beberapa cara. Pertama, pori fusi menutup langsung 

dipotong oleh protein dynamin dan terbentuklah kembali vesikel sinaps. Proses 

endositosis yang pertama ini disebut kiss and run. Cara kedua yaitu, fusi 

lengkap, yaitu dengan meratakan vesikel sinaps ke permukaan membran 

plasma, diikuti endositosis yang diperantarai protein klatrin, SYP, 

synaptotagmin, VAMP dan protein lainnya, membentuk vesikel lalu 

melepaskan protein klatrin dan mengembalikan vesikel sinaps ke releaseable 

pool. Cara ketiga yaitu dengan fusi lengkap lalu berfusi dengan endosom dan 
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vesikel yang matang dibentuk di endosom tersebut kemudian barulah vesikel 

terisi dengan neurotransmiter (lihat Gambar 2.7). 
56 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 2. 7 Model SYP dalam proses daur ulang vesikel sinaps. 
56 

 
 

 

Synaptophysin berperan pada berbagai tahap dalam siklus hidup vesikel 

sinaps. Pada pemeriksaan mencit yang kehilangan SYP dinyatakan bahwa 

terjadi kelainan pada proses endositosis vesikel sinaps. Hal ini disebabkan oleh 

jumlah vesikel sinaps yang berkurang dan adanya deformasi membran plasma. 

55
 Selain itu, SYP juga diketahui terikat dengan VAMP2 pada vesikel sinaps. 

Penelitian terbaru menyatakan bahwa SYP terlibat dalam lalu lintas VAMP2 

dari membran plasma kembali ke vesikel sinaps selama endositosis, dan hal 

tersebut merupakan fungsi utama SYP.
52

 Synaptophysin merupakan protein 

yang terikat kalsium sehingga sangat berperan dalam proses eksositosis 

vesikel sinaps yang sangat bergantung pada influks kalsium. 
57 

 

Sejumlah penelitian menyebutkan ekspresi protein SYP terkait dengan 

brain-derived neurotrophic factor (BDNF). BDNF merupakan neurotrophin 
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yang berperan dalam plastisitas sinaps di otak dengan secara khusus terikat 

dengan tropomyosin-related kinase receptor B (TrkB). Ikatan BDNF-TrkB 

menyebabkan dimerisasi dan autofosforilasi dari reseptor TrkB, yang 

kemudian akan memicu aktivitas berbagai jeram sinyal intraseluler, termasuk 

jalur yang menghasilkan neurogenesis dan pertumbuhan spina.
24

 BDNF yang 

berikatan dengan reseptornya TrkB dinyatakan dapat memicu peningkatan 

ekspresi protein SYP.
58, 59 

 

Penelitian lain menyebutkan bahwa mencit yang kekurangan SYP akan 

mengalami penurunan LTP. Mencit yang kehilangan SYP akan mengalami 

retardasi mental dan kesulitan dalam proses pemelajaran. Hal ini menunjukkan 

bahwa SYP berperan dalam meregulasi transmisi sinaps pada sirkuit saraf 

yang penting dalam pemelajaran dan memori. 
10 

 
 

 

2.2.2 Post synaptic density-95 (PSD-95) 

 

Densitas post-sinaps pada sinaps eksitatori glutamatergik merupakan 

suatu membran post-sinaps padat elektron yang mengandung kompleks protein 

makromolekul yang terletak berseberangan dengan daerah dimana vesikel 

sinaps melepaskan neurotransmiter di zona aktif presinaps.
12, 14

 Densitas 

post-sinaps ini mengumpulkan dan mengatur reseptor neurotransmiter dan 

molekul sinyal pada membran post-sinaps, mentransmisikan dan memproses 

sinyal sinaptik, serta mengalami perubahan struktural untuk mengkode dan 

menyimpan informasi. Terdapat dua jenis reseptor ionotropik glutamat pada 

densitas post-sinaps sinaps eksitatori yaitu reseptor AMPA (AMPAR) dan 

reseptor NMDA (NMDAR). 
14

 Komposisi densitas post-sinaps telah 

digambarkan dengan metode proteomik dan ditemukan mengandung lebih dari 

1000 protein. Salah satu protein terbanyak dalam densitas post-sinaps yaitu 

protein Post Synaptic Density 95 (PSD95). 
60 

 

Post synaptic density (PSD-95) merupakan protein perancah utama pada 

densitas post-sinaps di sinaps eksitatori glutamatergik. PSD-95 termasuk 

dalam anggota membrane-associated guanylate kinase (MAGUK).
13

 Anggota 
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protein MAGUK lainnya di antaranya PSD-93/chapsyn-110, SAP97 dan 

SAP102 yang merupakan protein homolog dari PSD 95.
61

 PSD-95 terdiri atas 

tiga domain PDZ (PSD-95, Dlg, ZO-1/Dlg-regio homolog), domain SH3 (Src-

homologi-3) dan domain homolog guanylate kinase (GK).
62 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gambar 2. 8 Diagram skematik dari struktur domain PSD-95, menunjukkan 

adanya tiga domain PDZ, yaitu domain PSD-95/Dlg/ZO-1, domain SH3, dan 

domain GK.
12 

 

 

Secara umum, PSD-95 berperan dalam mempertahankan dan 

memodulasi kekuatan sinaps.
14

 Fungsi lain PSD-95 antara lain (1) berinteraksi 

dengan protein membran dan meregulasi lokalisasi sinaps, (2) menstabilisasi 

protein membran yang sedang berinteraksi pada sinaps, (3) meregulasi sifat 

fungsional protein membran yang sedang berinteraksi seperti pada reseptor 

NMDA, (4) merupakan regulator kekuatan dan plastisitas sinaps dengan 

meregulasi reseptor AMPA (subunit GluR1),
12

 serta (5) menjembatani influks 

ion Ca
2+

 dengan kejadian jeram sinyal spesifik.
63

 Selain itu, PSD-95 juga 

sering digunakan sebagai marker sinaps pada post-sinaps.
15 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gambar 2. 9 Model konformasi domain PDZ pada PSD-95 dan interaksinya 

dengan molekul dan struktur lain.
64 
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PSD-95 memudahkan lokalisasi reseptor AMPA dan reseptor NMDA di 

post-sinaps yang berperan penting dalam plastisitas sinaps. Lokalisasi kedua 

reseptor di membran post-sinaps oleh PSD-95 terjadi sebagai respon terhadap 

influks ion Ca
2+

 melalui reseptor NMDA.
65

 Reseptor NMDA terikat dengan 

PSD-95 melalui interaksi antara subunit GluN2 (NR2A dan NR2B) dengan 

PDZ1 dan PDZ2.
64

 Adanya influks ion Ca
2+

 melalui reseptor NMDA 

membuat PSD-95 lepas dari membran post-sinaps kemudian melokalisasi 

reseptor AMPA (Gambar 2.10). Hal ini penting untuk restrukturisasi post-

sinaps, memperbesar daerah post-sinaps dan meningkatkan reseptor AMPA di 

membran post-sinaps selama proses LTP.
65 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gambar 2. 10 Influks ion Ca
2+

 melalui reseptor NMDA membuat PSD-95 

terlepas dari membran post-sinaps dan bersiap melokalisasi reseptor AMPA 

melalui ikatan antara PDZ1 dan PDZ2 dengan TARP pada reseptor AMPA.
65 

 

 

Mekanisme LTP di hipokampus juga dipengaruhi oleh pengantaran 

reseptor AMPA menuju membran post-sinaps. Reseptor AMPA merupakan 

reseptor tipe glutamat yang terdiri atas empat subunit yaitu GLUR 1 - 4 yang 

terdapat pada sinaps di hipokampus dan korteks. PSD-95 dapat mengontrol 

jumlah reseptor AMPA di sinaps. Selain itu, munculnya ekspresi PSD-95 di 

hipokampus dan sinaps kortikal sangat erat dengan munculnya sinaps reseptor 

glutamat 1 (GLUR1).
66

 PSD-95 meregulasi reseptor AMPA melalui suatu 

mediator yaitu stargazin yang merupakan anggota dari transmembran AMPA 
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receptor regulatory protein (TARP). Stargazin berperan meregulasi maturasi, lalu lintas dan stabilisasi sinaps serta mengontrol sifat biofisika 
reseptor AMPA. Interaksi antara stargazin dengan PDZ1 dan PDZ2 dari PSD-95 akan melokalisasi sinaps kompleks reseptor AMPA-stargazin. 

 

 

 

Regulasi PSD-95 dipengaruhi oleh brain derived neurotropic factor 

(BDNF). Sinyal yang dihasilkan oleh ikatan BDNF-TrkB berperan penting 

dalam perkembangan sinaps dengan meregulasi PSD-95 melalui domain 

guanylate kinase (GK) pada protein PSD-95. PSD-95 disintesis di sitoplasma 

dan mengalami proses untuk dapat menempel pada membran post-sinaps. 

Proses tersebut diregulasi oleh sinyal BDNF-TrkB. 
67 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. 11 Regulasi PSD-95 oleh ikatan BDNF-TrkB. 
68 

 

 

 

Menempelnya BDNF pada reseptornya TrkB akan memunculkan jeram 

sinyal. Jeram sinyal tersebut antara lain jeram intraselular MAPK, PI3K, 

PLCɣ. Menurut penelitian Yoshii dkk.,
68

 ditemukan bahwa jeram sinyal PLCɣ 

akan meningkatkan aktivitas adenyl cyclase (AC) yang sensitif terhadap ion 

Ca
2+

 penting dalam regulasi PSD-95 menuju membran post-sinaps. Selain itu, 

jeram sinyal PI3K-Akt juga meregulasi lalu lintas protein PSD-95. 

 

Menurut penelitian disebutkan bahwa PSD-95 ditemukan disepanjang 

dendrit hipokampus tikus. Overekspresi PSD-95 di neuron hipokampus dapat 

meningkatkan maturasi sinaps, terutama maturasi sinaps glutamatergik.
69

 

Menurut penelitian in vivo pada mencit dilaporkan, menurunnya kadar PSD- 

 12, 65 
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95 dapat menyebabkan gangguan proses belajar dan memori. Penelitian 

sebelumnya juga menunjukkan bahwa mencit dengan bentuk mutasi PSD-95 

dengan kehilangan domain PDZ mengalami gangguan proses belajar dan 

LTP.
62

 Prolong ekspresi PSD-95 diketahui dapat meningkatkan maturasi 

komponen pre dan post-sinaps pada sinaps eksitatori, meningkatkan jumlah 

spina dan meningkatkan transmisi glutamatergik.
66

 Dengan demikian PSD-95 

merupakan salah satu protein penting yang ikut terlibat dalam proses belajar 

dan memori.
62 

 

 

2.3 Centella asiatica 

 

Centella asiatica merupakan tanaman obat tropis dari famili Apiaceae 

yang berasal dari negara – negara Asia Tenggara seperti India, Sri Lanka, Cina, 

Indonesia, Malaysia, Afrika Selatan dan Madagaskar. Centella asiatica (CeA) 

merupakan tanaman tropis yang telah lama digunakan dalam pengobatan 

Ayurveda dan pengobatan tradisional Cina. Daun CeA ini berwarna hijau 

kekuningan, tipis, dengan tangkai daun yang panjang, dan memiliki bentuk yang 

khas yaitu berbentuk ginjal, tepi bergerigi, bundar, atau lonjong-elips dengan tujuh 

tulang daun. Tanaman ini tumbuh horizontal dengan geragih hijau kemerahan 

yang bergabung satu sama lain dan berakar di bawah tanah.
17

 Di Indonesia, CeA 

dikenal dengan nama pegagan atau antanan dan sering dijumpai di tempat terbuka, 

pada tanah yang lembab dan subur seperti di pematang sawah, di padang rumput, 

di pinggir parit dan di pinggir jalan.
19 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gambar 2. 12 Centella asiatica (L.) Urban (Apiaceae).
17 
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Selama ribuan tahun, CeA telah digunakan oleh banyak orang di seluruh 

dunia sebagai obat untuk berbagai penyakit. Dalam pengobatan Ayurveda, CeA 

digunakan untuk meremajakan tubuh, meningkatkan kecerdasan dan melawan 

gangguan kognisi. Dalam pengobatan tradisional Cina, CeA digunakan sebagai 

suplemen otak. Selain itu, CeA ini juga dimasukkan sebagai obat dalam praktik 

medis lainnya seperti German Homeopathic Pharmacopoeia (GHP) dan 

European Pharmacopoeia.
70

 Dalam European Pharmacopoeia, komisi E di 

kementerian kesehatan di Jerman dan World Health Organization (WHO) terdapat 

karya ilmiah yang menyatakan CeA berfungsi dalam penyembuhan luka dan 

peningkatan memori.
17

 Di Indonesia sendiri CeA termasuk tanaman obat dan 

sering dijadikan lalapan dalam makanan sehari – hari. 

 

Selain dari fungsinya dalam penyembuhan luka dan peningkatan memori, 

CeA juga dinyatakan memiliki sifat neuroprotektif.
17

 Penelitian lainnya juga 

menemukan bahwa CeA memiliki efek antiinflamasi, antimikroba, antifungal, 

antidepresan, antioksidan dan antikanker.
70

 Berbagai manfaat CeA tersebut 

ditunjukkan oleh berbagai komponen kimia yang terkandung di dalam CeA. 

Dalam beberapa penelitian, dinyatakan dua komponen utama dalam CeA yaitu 

triterpenoid dan flavonoid. 
21 

 

Triterpenoid terdiri atas komponen aktif yaitu asam asiatika dan 

asiatikosida. Kedua komponen aktif ini diketahui memiliki fungsi dalam 

penyembuhan luka, menstimulasi otak, perawatan hipertensi dan mikroangiopati, 

bekerja pada gastric ulcer dan memiliki aktivitas antioksidan dan antikanker.
21 

 

Menurut penelitian baik secara in vitro maupun in vivo, dinyatakan bahwa 

asam asiatika dalam CeA memiliki aktivitas neuroprotektif. Penelitian in vivo 

menyatakan bahwa pemberian asam asiatika dosis 30 mg/kg.BB secara signifikan 

meningkatkan proses belajar dan memori pada tikus. Penelitian tersebut dilakukan 

dengan pemberian asam asiatika dosis 30 mg/kg.BB selama 14 dan 28 hari pada 

tikus jantan. Hasil penelitian tersebut menyatakan bahwa asam asiatika dapat 

meningkatkan memori kerja setelah pemberian 28 hari lebih efektif daripada 

pemberian selama 14 hari. Asam asiatika juga dinyatakan memiliki efek pada 
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memori kerja spasial dengan meregulasi reseptor N-methyl-D-aspartate 

(NMDA).
18 

 

Asiatikosida dari CeA menghasilkan efek neuroprotektif melalui 

mekanisme antioksidan.
17

 Asiatikosida juga telah diketahui memiliki efek pemicu 

kognisi. Asiatikosida telah lama digunakan sebagai agen terapi demensia. Menurut 

Sari dkk,
21

 diketahui bahwa pemberian ekstrak etanol daun Centella asiatica pada 

dosis 600 mg/kg.BB dapat meningkatkan konsentrasi BDNF secara signifikan. 

Penelitian lain juga menyebutkan bahwa pemberian asiatikosida selama empat 

minggu berturut – turut dapat meningkatkan ekspresi BDNF dan PSD-95 di 

hipokampus. Telah diketahui bahwa BDNF sangat erat kaitannya dengan fungsi 

sinaps dan meregulasi protein – protein dalam neuron di otak. Delesi gen BDNF 

meyebabkan penurunan ekspresi protein terkait sinaps, seperti protein post-sinaps 

PSD-95 di otak.
71 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Flavonoid merupakan salah satu dari komponen polifenol. Flavonoid terdiri atas dua cincin aromatik C, benzopyran (cincin A dan C) dan benzene (cincin B). Flavonoid terbagi menjadi 

enam subkelompok yaitu flavonols, flavanols, flavones, flavanones, isoflavones, dan anthocyanidins. Fungsi antioksidan dari flavonoid bergantung pada jumlah gugus hidroksil yang terdapat pada 
cincin aromatik A dan B serta adanya ikatan ganda C3, seperti yang ada pada quercetin, golongan flavonoid subkelompok flavonols.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. 13 Struktur flavonoid. A, struktur umum flavonoid. B, struktur 

quercetin, suatu flavonoid kelompok flavonol.
23, 72 
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Flavonoid harus dapat melewati sawar darah otak untuk dapat 

menghasilkan efek pada otak. Sejumlah penelitian telah menemukan bahwa 

flavonoid, termasuk quercetin dapat menembus sawar darah otak dan memiliki 

fungsi seperti faktor neurotropin di otak. Flavonoid kemudian akan terikat dengan 

reseptor TrkB, mengaktifkan jeram sinyal PI3K-Akt dan ERK, memfosforilasi 

CREB kemudian meningkatkan transkripsi gen target seperti BDNF. Flavonoid 

juga meningkatkan ketahanan sel neuron hipokampus dengan mengaktifkan jeram 

sinyal PKC-ERK1/2 sehingga mencegah penurunan produk anti apoptosis seperti 

Bcl-2.
23, 24 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gambar 2. 14 Fitokimia mengaktifkan jeram sinyal untuk neuroproteksi baik 

melalui ikatan dengan Trk maupun berinteraksi secara langsung. 
23 
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Kandungan flavonoid dalam CeA memberikan efek proteksi terhadap 

neurotoksisitas melalui mekanisme antioksidan.
17

 Flavonoid akan mengaktifkan 

jeram sinyal Keap-Nrf2-ARE dan meningkatkan ekspresi enzim dan protein 

antioksidan. 
23

 Flavonoid juga menghasilkan berbagai aksi neuroprotektif dalam 

otak, melalui potensinya melindungi neuron terhadap cedera yang disebabkan 

oleh neurotoksin, kemampuan untuk menekan neuroinflamasi dan berpotensi 

untuk meningkatkan fungsi memori, pemelajaran dan fungsi kognisi. 
22

 Efek 

flavonoid tersebut didasarkan pada dua proses utama. Pertama, flavonoid 

berinteraksi dengan protein penting dan jeram sinyal lipid kinase di otak untuk 

menghambat apoptosis yang dipicu oleh spesies neurotoksik dan untuk 

meningkatkan ketahanan neuron dan plastisitas sinaps. Proses kedua, flavonoid 

memicu efek positif pada sistem vaskuler sehingga terjadi perubahan dalam laju 

aliran darah serebrovaskular yang mampu menghasilkan angiogenesis, 

neurogenesis dan perubahan pada morfologi neuron. Dengan demikian, bila 

mengkonsumsi makanan yang kaya akan flavonoid sepanjang hidup berpotensi 

menghambat neurodegenerasi dan mencegah berkurangnya performa kognisi 

seiring bertambahnya usia. 
22 
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Bab 3 
 

METODE PENELITIAN 
 
 

 

3.1 Desain Penelitian 
 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental in vivo dengan 

menggunakan hewan coba tikus jantan galur Wistar usia 6 bulan yang dibagi 

secara acak menjadi tiga kelompok, terdiri atas (1) kelompok kontrol (K), (2) 

kelompok yang diberi perlakuan ekstrak etanol Centella asiatica dosis 300 

mg/kg.BB (CA300), dan (3) kelompok yang diberi perlakuan ekstrak etanol 

Centella asiatica dosis 600 mg/kg.BB (CA600). Desain dan metode penelitian ini 

merupakan bagian dari satu penelitian besar yang telah lolos kaji etik oleh Komite 

Etik Penelitian Kesehatan FKUI dengan nomor etik: 824/UN2.FI/ETIK/2016. 

Penelitian besar ini mencakup pemeriksaan fungsi memori dan pemeriksaan 

protein – protein terkait fungsi memori. 

 
 
 

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 
 

Penelitian ini diawali dengan perlakuan hewan coba di Laboratorium 

Departemen Patologi Anatomi FKUI pada bulan Oktober hingga November 2016, 

dilanjutkan dengan pemeriksaan protein di Laboratorium Imunologi Departeman 

Patologi Anatomi FKUI pada bulan Mei hingga September 2017. Analisis dan 

foto hasil pemeriksaan protein dilakukan di laboratorium yang sama pada bulan 

September hingga Oktober 2017. 

 
 

3.3 Subjek dan Sampel Penelitian 
 

Subjek penelitian ini yaitu tikus (Rattus novergicus) jantan galur Wistar 

berusia 6 bulan dengan berat badan awal berkisar antara ±300 – 400 gram. Subjek 

penelitian dibiakkan di Biofarma-Bandung. Sebelum dan selama perlakuan, 

kesehatan hewan coba dijaga agar tidak sakit. Hewan coba diberi makanan standar 

dan minuman secara ad libitum. Hewan coba dipelihara di dalam kandang beralas 

sekam yang dilengkapi tempat pakan dan botol air minum. Kandang hewan coba 

dijaga kebersihannya serta diatur 12 jam terang dan 12 jam gelap. Suhu 
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lingkungan dipertahankan pada suhu 25 + 1°C. Hal-hal lain dalam percobaan 

disesuaikan dengan kode etik komisi penanganan dan penggunaan hewan coba. 

Sampel penelitian ini yaitu jaringan hipokampus tikus Wistar jantan yang menjadi 

subjek penelitian. 

 
 

3.3.1 Penetapan Jumlah Subjek dan Sampel Penelitian 
 

Dalam menentukan jumlah sampel penelitian digunakan rumus Mead,
73

 

sebagai berikut: 
 
 
 
 

 

Dengan : 
 

E = derajat kebebasan komponen kesalahan, (10 – 20 ) 
 

N = Jumlah sampel dalam penelitian (dikurangi 1) 
 

B= blocking component mengambarkan pengaruh lingkungan yang diperbolehkan 
 

dalam penelitian (dikurangi 1) 
 

T =Jumlah kelompok perlakuan ( dikurangi 1) 
 

•  E = N-B-T E = N-B-T 

• ≥10 =(N-1)-0-(3-1) ≤20 =(N-1)-0-(3-1) 

• ≥10= N-1-2 ≤20= N-1-2 

• ≥10=N-3 ≤20=N-3 

• N ≥ 13 N ≤23 
 

Berdasarkan perhitungan MEAD, maka jumlah sampel yang digunakan 

adalah 6 sampel setiap kelompok dengan jumlah kelompok adalah 3 kelompok 

perlakuan sehingga didapatkan jumlah sampel secara keseluruhan adalah 18 

sampel. Jumlah sampel berada di rentang 13 sampai 23, sesuai dengan rumus 

Mead.
73

 Dalam penelitian ini digunakan rumus Mead karena memberikan hasil 

hitungan jumlah hewan coba yang lebih sedikit dan sesuai dengan anjuran dari 

Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia. 
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3.3.2 Kriteria Hewan Coba 
 

Hewan coba yang menjadi subjek penelitian harus memenuhi kriteria yang 

telah ditentukan sebagai berikut: 
 

a. Kriteria inklusi: tikus (Rattus novergicus) jantan galur Wistar, berusia 6 

bulan dengan berat badan awal 300 – 400 gram. 
 

b. Kriteria eksklusi: tikus yang sakit, tidak aktif atau mati sebelum percobaan 

dilakukan. 

 

 

3.4 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional Variabel 

Tabel 3. 1 Variabel penelitian dan definisi operasional 
 

Variabel Definisi Operasional Parameter Cara Ukur Skala 
     

Variabel bebas     

Pemberian Ekstrak etanol 70% dari miligram Timbangan Numerik 

ekstrak   Centella daun Centella asiatica    

asiatica diberikan dengan dosis    

 300 dan 600 mg/kg.BB    

 pada masing – masing    

 kelompok perlakuan    
 
 

 

Variabel terikat     

Synaptophysin Protein vesikel sinaps Densitas optik Analisis dengan Rasio 

(SYP) pada presinaps dengan IHK protein SYP metode (numerik) 

 berat molekul 38 kDa pada area CA1 Imunohistokimia  

 dan merupakan marker hipokampus tikus (IHK). Foto hasil  

 presinaps.10 
Wistar jantan. IHK dianalisis  

PSD-95 Protein perancah utama Densitas optik menggunakan Rasio 

 pada densitas post- IHK protein PSD- program Image J (numerik) 

 sinaps di sinaps 95 pada area CA1 dengan Plugin  

 eksitatori hipokampus tikus IHC Profiler.  

 glutamatergik, dan Wistar jantan. Densitas optik  

 merupakan marker  dihitung  

 post-sinaps.13  menggunakan  

   rumus.  
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3.5 Prosedur Penelitian 
 

3.5.1 Bahan dan Alat Penelitian 
 

3.5.1.1 Bahan Sampel Hewan 
 

Bahan dari sampel hewan coba yang digunakan pada penelitian ini adalah 

jaringan hipokampus tikus Wistar jantan. 

 
 

3.5.1.2 Bahan Obat Uji 
 

Bahan obat uji dalam penelitian ini yaitu ekstrak etanol daun Centella 

asiatica. Simplisia tanaman Centella asiatica didapatkan dari Pusat Studi 

Biofarmaka Institut Pertanian Bogor (IPB). Simplisia tanaman Centella asiatica 

diekstraksi dengan etanol 70% menggunakan metode maserasi. Ekstraksi bahan 

dilakukan di Balai Penelitian Tanaman Rempah dan Obat (Balittro) Bogor. 

Setelah bahan diekstraksi, kemudian dilakukan uji kualitatif dan kuantitatif untuk 

mengetahui kandungan aktif dalam ekstrak Centella asiatica. Hasil analisis uji 

kualitatif dan kuantitatif tersebut terlampir. Dari hasil analisis diperoleh kadar 

rendemen sebesar 8,16%, sesuai dengan standar Farmakope Herbal Indonesia 

yaitu rendemen tidak kurang dari 7,2%. Kadar flavonoid sebesar 0,44%. Kadar 

asiatikosida ekstrak yang digunakan sebesar 0,65%, yakni masih di bawah standar 

penetapan kadar asiatikosida pada ekstrak Centella asiatica oleh Farmakope 

Herbal Indonesia yaitu sebesar 0,9%. 
74 

 

3.5.1.3 Alat Penelitian 
 

Dalam penelitian ini digunakan peralatan yaitu timbangan analitik, 

microtome, slide mikroskop Aurona (bermuatan positif), cover glass, water bath, 

oven pengering, slide warmer, Biocare’s Decloaking Chamber, pH meter 

(Schoot), mikroskop (Olympus BX51) dengan kamera digital (Olympus). 

 
 

3.5.1.4 Zat Kimia yang dipakai 
 

Dalam penelitian ini digunakan zat kimia yaitu xylene (Merck), ethanol 

(Merck) (dengan konsentrasi absolut, 96%, 80% dan 70%), Phosphate Buffer 

Saline (PBS) (Biomatix) dengan pH 7,4, dapar sodium sitrat pH 6.0, Hidrogen 

peroksida (H202) 35%, antibodi primer anti-Synaptophysin antibody (Abcam), 
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antibodi primer anti-PSD95 antibody (Abcam), antibodi sekunder Universal HRP 

Polimer (Neopoly), detection kit (Biogear), Hematoxilin Meyer, Lithium karbonat 

jenuh (5%), entelan, super PAP pen (Biogear), dan air deionisasi. 

 
 

3.5.2 Cara Kerja 
 

3.5.2.1 Pemberian Ekstrak Bahan Obat Uji 
 

Bahan obat uji diekstraksi dengan metode maserasi di Balittro Bogor. 

Simplisia Centella asiatica dihaluskan menggunakan grinder, sampai menjadi 

serbuk. Serbuk simplisia kemudian ditimbang dan dimasukkan kedalam wadah 

stainless dan dimasukkan pelarutnya yaitu etanol 70% diaduk dengan mixer 

selama 3 jam. Selanjutnya diendapkan selama 24 jam. Setelah itu disaring 

menggunakan kertas saring. Hasil saringan tersebut dipekatkan dengan alat rotary 

evaporator dengan suhu 50
0
C sampai penguapan selesai. Diperoleh ekstrak kental 

yang kemudian ditimbang dan dihitung sehingga diperoleh berat awal, berat akhir 

dan rendemennya. Hasil pemeriksaan diketahui kadar rendemen sebesar 8,16%, 

kadar air sebesar 17,39% dan kadar ekstrak sebesar 82,61%. 
 

Setelah diekstraksi, dilakukan uji fitokimia dengan metode kualitatif dan 

didapatkan hasil yaitu ekstrak Centella asiatia mengandung alkaloid, saponin, 

tannin, fenolik, flavonoid, triterpenoid, steroid, dan glikosida. Kemudian 

dilanjutkan dengan uji kuantitatif untuk mengetahui persentase kandungan aktif 

ekstrak Centella asiatica. Uji kualitatif dan kuantitatif juga dilakukan di Balittro 

Bogor. Dari uji kuantitatif, didapatkan hasil yaitu ekstrak CeA mengandung 

0,22% kadar tanin, 0,44% flavonoid, 1,25% kadar saponin, dan 0,65% kadar 

asiatikosida. Metode dan hasil ekstraksi, kadar air dan fitokimia serta metode 

pengujian ekstrak etanol Centella asiatica terlampir. 
 

Ekstrak etanol 70% Centella asiatica diberikan kepada hewan coba 

dengan dosis 300 mg/kg.BB/hari pada kelompok CA300 dan dosis 600 

mg/kg.BB/hari pada kelompok CA600. Dengan kadar air sebesar 17,39% maka 

didapatkan kadar kemurnian ekstrak sebesar 82,61% sehingga perlu dilakukan 

penyesuaian dosis. Untuk dosis 300 mg/kg.BB penyesuaian dosis seharusnya 

363,15 mg/kg.BB sedangkan untuk dosis 600 mg/kg.BB penyesuaian dosis 

seharusnya 726,30 mg/kg.BB. Pemberian ekstrak dilakukan setiap hari selama 28 
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hari, diberikan secara oral menggunakan sonde lambung. Hewan coba ditimbang 

berat tubuhnya untuk menentukan jumlah ekstrak yang akan diberikan sesuai 

dengan rentang dosisnya. Sediaan disiapkan untuk memenuhi kebutuhan 

pemberian ekstrak. Pengenceran sediaan ekstrak disiapkan untuk keperluan 3 hari 

perlakuan, dengan tujuan untuk menghindari kerusakan pada sediaan ekstrak bila 

sediaan ekstrak disimpan lebih dari 3 hari. Untuk dosis 300 mg/kg.BB, 

pengenceran dilakukan dengan mengambil ekstrak sebanyak 145,26 mg dilarutkan 

dengan aquades sampai 1,5 cc/ekor/hari. Untuk dosis 600 mg/kg.BB, pengenceran 

dilakukan dengan mengambil ekstrak sebanyak 290,52 mg dilarutkan dengan 

aquades sampai 1,5 cc/ekor/hari. Perhitungan sediaan yang disiapkan sesuai 

dengan kebutuhan harian terlampir. Setelah dilakukan pengenceran, sediaan 

disimpan di lemari pendingin dengan suhu 4
0
C. Setelah 3 hari, sediaan dibuat 

kembali untuk keperluan hari berikutnya. Sebelum diberikan kepada hewan coba, 

sediaan ekstrak dibiarkan sebentar dalam suhu ruangan, kemudian diaduk dengan 

baik agar tercampur dan tidak ada endapan sehingga memudahkan proses 

pemberian ekstrak pada hewan coba dengan sonde. 

 
 

3.5.2.2 Perlakuan Subjek Penelitian 
 

Sebelum dilakukan perlakuan pada hewan coba, didahului dengan periode 

aklimatisasi pada hewan coba selama 1 minggu yang bertujuan agar hewan coba 

dapat beradaptasi dengan suhu dan lingkungan penelitian. Pada periode 

aklimatisasi ini juga dilakukan pencampuran pakan yang dikonsumsi hewan coba 

dari Laboratorium Biofarma dengan pakan yang ada di Laboratorium 

Eksperimental Patologi Anatomik FKUI. Pada hewan coba juga dilakukan 

pengukuran berat badan 2 kali seminggu selama 4 minggu, ditimbang 

menggunakan timbangan digital dan dicatat dengan satuan gram. 
 

Perlakuan terhadap hewan coba berlangsung selama 28 hari. Subjek 

penelitian dibagi secara acak menjadi tiga kelompok yaitu 
 

1. kelompok kontrol (K) 
 

2. kelompok yang diberikan ekstrak Centella asiatica dosis 300 

mg/kg.BB/hari (CA300) 
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3. kelompok yang diberikan ekstrak Centella asiatica dosis 600 

mg/kg.BB/hari (CA600) 
 

Masing – masing perlakuan pada setiap kelompok diberikan satu kali 

sehari selama 28 hari berturut – turut dengan waktu yang sama di pagi hari. 

Penelitian yang merupakan bagian dari penelitian besar ini juga terkait dengan 

fungsi memori. Selama masa perlakuan, hewan coba juga menjalani tahap 

pemelajaran dan tahap uji memori menggunakan Y-Maze sebelum perlakuan 

dimulai (hari ke-0), selama perlakuan (hari ke-14) dan setelah perlakuan (hari ke-

29). Tahap pemelajaran dan tahap uji memori ini dilakukan oleh peneliti lain 

dalam satu tim penelitian besar. 

 
 

3.5.2.3 Prosedur Dekapitasi dan Tahap Isolasi Jaringan Hipokampus 
 

Pada akhir masa perlakuan, subjek penelitian didekapitasi dengan cara 

dislokasi tulang servikal torakal.
75

 Kemudian dilanjutkan dengan pengambilan 

jaringan hipokampus dari otak sesegera mungkin. Jaringan hipokampus yang 

sudah diisolasi dimasukkan ke dalam dapar formalin 10% selama 24 jam untuk 

kemudian dilakukan pembuatan blok parafin. 

 

 

3.5.2.4 Prosedur Pembuatan Blok Parafin dari Jaringan Hipokampus 
 

Tahap berikutnya setelah jaringan difiksasi dalam dapar formalin, adalah 

tahap pembuatan blok parafin. Jaringan kemudian direndam dalam alkohol 70% 

selama 24 jam. Esok harinya jaringan dipindahkan ke kaset untuk diproses lebih 

lanjut. Jaringan kemudian diproses dengan dehidrasi menggunakan alkohol 

bertingkat yaitu alkohol 95% dilanjutkan dengan alkohol absolut dan diulang 

sebanyak dua kali masing – masing selama 30 menit. Dehidrasi dilakukan untuk 

menghilangkan cairan dari dalam jaringan. Tahap berikutnya adalah proses 

clearing. Clearing dilakukan menggunakan xylol bertingkat yaitu xylol I dan 

xylol II masing – masing selama 15 menit. Proses clearing dilakukan untuk 

menghilangkan cairan dehidrasi, membuat komponen jaringan siap di medium 

infiltrasi. Tujuan infiltrasi yaitu untuk menyerap jaringan menggunakan medium 

pendukung. Setelah proses clearing selesai, kaset dimasukkan ke dalam paraplart 

selama 30 menit. Tahap terakhir adalah embedding dengan blok parafin. proses 
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embedding dilakukan untuk menempatkan jaringan ke medium yang lebih kaku 

dan kuat sehingga jaringan lebih mudah dipotong dan tidak mengalami 

kerusakan.
76 

 

3.5.2.5 Prosedur Pulasan Hematoksilin Eosin (HE) 
 

Untuk melihat morfologi dan histologi sel dilakukan pulasan HE. Pulasan 

HE diawali dengan deparafinisasi jaringan menggunakan xylol bertingkat masing 
 

– masing selama lima menit. Kemudian dilanjutkan dengan alkohol bertingkat 

(alkohol absolut, 90%, 70%, 50%) masing – masing selama dua menit, lalu 

jaringan dicuci dengan air mengalir selama dua menit. Jaringan dicelupkan ke 

dalam cairan Mayer’s Hematoxylin selama lima menit, kemudian jaringan 

dicelupkan kedalam eosin selama lima menit dan dicuci dengan air mengalir 

selama dua menit. Proses berikutnya yaitu proses dehidrasi menggunakan alkohol 

bertingkat (alkohol 70%, 90%, dan absolut) masing – masing selama dua menit 

dilanjutkan dengan proses clearing menggunakan xylol bertingkat masing – 
 

masing selama tiga menit. Proses terakhir dari proses pulasan HE adalah mounting 

dengan entelan dan tutup dengan cover glass.
77 

 

3.5.2.6 Prosedur Pemeriksaan Protein SYP dan PSD-95 dengan Metode 

Imunohistokimia (IHK) 
 

Sebelum melakukan prosedur imunohistokimia (IHK) terhadap kedua 

protein, blok parafin yang telah dibuat tadi dipotong dengan ketebalan 4 mikron 

dan diapungkan pada water bath. Kemudian potongan tersebut ditempatkan di atas 

coated slide. Cairan yang terdapat di slide dikeringkan, lalu slide dimasukkan 

kedalam oven pengering selama 30 – 60 menit pada suhu 37
0
C. 

78 

 
Prosedur pulasan IHK yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

prosedur IHC Neopoly yang merupakan prosedur standar kit antibodi Biogear 

Polymer Neopoly Detection Kit. Pulasan IHK dengan antibodi anti-SYP dan anti-

PSD-95 diawali dengan optimasi konsentrasi antibodi primer pada jaringan 

kontrol positif. Optimasi antibodi dilakukan untuk mendapatkan hasil positif yang 

paling kuat dengan background staining yang paling lemah. Jaringan kontrol 

positif yang digunakan untuk kedua protein adalah otak tikus. Proses optimasi 
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dimulai dari pengenceran 1: 400, 1: 600, 1: 800 dan 1: 1200 untuk protein SYP 

dan pengenceran 1: 300, 1: 500, 1: 750 dan 1: 1000 untuk protein PSD-95. Hasil 

pengenceran antibodi pada konsentrasi 1:1200 dan 1:500 untuk masing – masing 

protein menunjukkan hasil yang paling optimal dalam pulasan antibodi primer 

anti-SYP dan anti-PSD-95. 
 

Langkah pulasan IHK dimulai dengan pemanasan slide potongan jaringan 

hipokampus pada slide warmer selama 30 menit pada suhu 60
0
C dan dilakukan 

deparafinisasi jaringan untuk menghilangkan parafin dari jaringan. Slide yang 

telah dipanaskan tadi dicelupkan kedalam 3 wadah xylol (xylol I, II, III) masing – 

masing selama 5 menit. Selanjutnya dilakukan rehidrasi menggunakan alkohol 

bertingkat dengan konsentrasi alkohol absolut, 96%, 80%, dan 70%, masing – 

masing selama 4 menit. Slide diletakkan dalam wadah kemudian ditaruh di bawah 

air mengalir selama 5 menit. Diharapkan slide tidak kering pada tahap proses 

selanjutnya.
79 

 
Tahap berikutnya adalah pre-treatment untuk membuka epitope dalam 

jaringan sehingga dapat menerima rangkaian reagen lain dan juga mempermudah 

pengikatan antigen-antibodi dengan membuka methylene bridge yang terbentuk 

pada saat fiksasi jaringan. Kedua protein mendapat perlakuan yang sama yaitu 

slide direndam dalam larutan dapar sodium sitrat pH 6,0 kemudian dipanaskan 

menggunakan Biocare’s deckloacking chamber selama 45 menit dengan suhu 

95
0
C. Kemudian angkat dan dinginkan pada suhu kamar selama 20 menit. Slide 

direndam dalam PBS pH 7,4 selama 3 menit, untuk mempertahankan pH tetap 

netral dan mempertahankan osmolaritas sel.
79 

 
Setelah slide direndam dengan PBS pH 7,4 cairan yang masih menempel 

pada slide dikeringkan kemudian dibuat pembatas hidrofobik di sekeliling 

jaringan dengan menggunakan Super PAP pen. Kemudian dilakukan blocking 

background pada jaringan dengan meneteskan cairan proxy block yang tersedia 

pada detection kit sebanyak 100 μl dan diinkubasi pada suhu kamar selama 30 

menit untuk protein SYP dan 15 menit untuk protein PSD-95. Proxy block 

digunakan untuk memblok endogen peroksidase. Setelah inkubasi, cairan blocking 

background dari slide dibuang dan dicuci dalam wadah dengan PBS selama 5 

menit. Kemudian angkat slide dan keringkan pada bagian slide diluar pembatas 
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hidrofobik, lalu diteteskan cairan masking block untuk memblok protein non 

spesifik dan diinkubasi dalam suhu kamar selama 7 menit. Setelah inkubasi, cairan 

masking block dibuang dan slide dicuci dalam wadah berisi PBS pH 7,4 selama 5 

menit. Kemudian angkat slide dan keringkan pada bagian slide diluar pembatas 

hidrofobik. Tahap berikutnya adalah meneteskan antibodi primer yang sudah 

diencerkan sesuai dengan hasil dari optimasi pada jaringan sampel dan kontrol 

positif sebanyak 100 μl dan inkubasi selama 60 menit. Slide kontrol negatif 

ditambahkan PBS pH 7,4 tanpa antibodi primer. 
 

Setelah inkubasi selama 60 menit, slide dicuci dalam PBS pH 7,4 selama 5 

menit, diangkat dan dikeringkan kemudian ditambahkan Universal HRP Polymer 

dengan cara diteteskan sebanyak 100 μl dan diinkubasi selama 30 menit. 

Universal HRP Polymer merupakan antibodi sekunder yang akan berikatan 

dengan antibodi primer. Setelah inkubasi, cairan dibuang dan dicuci dalam PBS 

7,4 selama 5 menit. Chromogen DAB sebanyak 1 tetes dicampur dengan 1 ml 

substrat buffer dalam wadah kedap cahaya. Chromogen DAB kemudian diteteskan 

ke jaringan secukupnya dan diinkubasi selama 15 detik atau sampai terlihat warna 

kecokelatan pada jaringan. Chromogen DAB nerupakan substrat yang dapat 

bereaksi dengan enzim HRP dan memberikan warna kecokelatan pada jaringan.
79

 

Kemudian slide dicuci dengan air mengalir selama 5 menit. 
 

Tahap berikutnya adalah counterstain dengan Hematoxylin Mayer’s 

selama 3 – 5 detik, dicuci dengan air mengalir selama 5 menit. Dimasukkan 

kedalam wadah berisi litium karbonat jenuh selama 2 menit dan dicuci dengan air 

mengalir selama 5 menit. Litium karbonat jenuh bertujuan untuk memberikan 

warna biru pada inti sel.
79

 Tahap akhir adalah dehidrasi jaringan dengan alkohol 

bertingkat dimulai dari alkohol 80%, 96%, absolut masing – masing selama 5 

menit. Dilanjutkan dengan proses clearing dengan merendam slide dalam wadah 

berisi xylol (xylol I, II, III) masing – masing selama 7 menit. Setelah itu, 

dilakukan mounting dengan entelan dan tutup slide dengan cover glass. 

 

 

3.5.2.7 Pengukuran Parameter Penelitian 
 

Pengukuran presentase eskpresi protein SYP dan PSD-95 diamati di 

bawah mikroskop cahaya binokuler (Olympus BX51) dengan pembesaran 400x 
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dan gambar diambil dengan kamera built-in (Olympus). Setiap slide diambil lima 

gambar untuk mewakili lima lapang pandang di area CA1 jaringan hipokampus 

tikus. Area ekspresi kedua protein tersebut kemudian dihitung menggunakan 

program ImageJ. 

 

Gambar yang didapat dianalisis menggunakan sebuah program freeware 

yang dikembangkan oleh National Institute of Health yaitu program ImageJ. 

Sebuah plugin dalam program ImageJ yakni metode IHC Profiler digunakan 

untuk menganalisis hasil pulasan IHK menggunakan dekonvulasi warna (color 

deconvolution) dan intensitas terkomputerisasi sehingga menghasilkan nilai skor 

intensitas secara otomatis pada setiap gambar. 
80 

 

Penilaian densitas protein menggunakan menu IHC Profiler terdiri atas 

beberapa tahap yaitu diawali dengan membuka program ImageJ kemudian 

membuka gambar yang akan dinilai. Selanjutnya klik Plugins-IHC profiler, akan 

muncul pilihan, Mode (lihat Gambar 3.1). 
80 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gambar 3. 1 Tampilan jendela IHC Profiler 
 
 
 

Pada Mode, terdapat dua pilihan pulasan IHK, yaitu Cytoplasmic stained 

image dan Nuclear stained image. Pada penelitian ini, protein yang dinilai berada 

pada sitoplasma maka, Mode yang dipilih adalah Cytoplasmic stained image, lalu 

klik OK (lihat Gambar 3.2).
80 
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Gambar 3. 2 Tampilan jendela Mode 
 
 

Selanjutnya, muncul pilihan color deconvolution dan Vectors yang dipilih 

adalah H-DAB, lalu klik OK, sehingga akan muncul dua gambar baru yaitu 

gambar DAB stain dan Hematoxylin stain, histogram, serta log yang menunjukkan 

persentase intensitas.
80 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gambar 3. 3 Tampilan jendela color deconvultion 

 

Pada log, akan didapatkan persentase masing-masing sel berupa persentasi 

sel positif kuat, sel positif, sel positif lemah dan sel negatif. Perhitungan IHC 

Profiler kemudian dilakukan untuk lima lapang pandang pada masing-masing 

sampel dan hasilnya direratakan untuk seluruh sampel per kelompok (lihat 

Gambar 3.4).
80, 81 
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Gambar 3. 4 Tampilan hasil IHC Profiler 
 
 
 

3.5.2.8 Interpretasi Hasil Pulasan Imunohistokimia (IHK) 
 

IHC profiler menghasilkan gambaran histogram dari gambar DAB, yang 

menilai intensitas piksel secara otomatis. Meskipun demikian, hasil analisis 

menggunakan IHC profiler hanya menunjukkan data semikuantitatif berupa 

kategori positif kuat, positif, positif lemah, atau negatif. Untuk memperoleh hasil 

analisis kuantitatif dilakukan perhitungan skoring menggunakan metode IHC 

Optical Density,
81

 yaitu 
 
 

IHC Optical Density = {(     4)+(   3)+(       2)+(    1)} 100 
 

 

Keterangan:  

HP : Positif Kuat  

P : Positif  

LP : Positif Lemah  

N : Negatif 
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3.6 Analisis Data 
 

Data densitas optik protein SYP dan PSD95 yang telah diperoleh 

kemudian dilakukan analisis statistik menggunakan program komputer SPSS 17.0. 

Diawali dengan uji normalitas data menggunakan uji Kolmogorov-Smirnov dan uji 

homogenitas data. Uji normalitas pada densitas optik protein SYP menunjukkan 

data tidak berdistribusi normal, maka dilakukan transformasi data dan 

menunjukkan data tetap tidak berdistribusi normal. Langkah berikutnya dilakukan 

uji non parametrik yakni Kruskal-Wallis dilanjutkan dengan Post-Hoc Mann-

Whitney. Uji normalitas pada densitas optik protein PSD-95 menunjukkan data 

tidak berdistribusi normal, maka dilakukan transformasi data dan berhasil. 

Langkah berikutnya dilakukan uji parametrik yakni One Way ANOVA dilanjutkan 

dengan Post-Hoc Bonferroni. Uji korelasi dilakukan untuk mengkorelasikan 

kedua ekspresi protein dengan fungsi memori. Uji korelasi antara ekspresi protein 

SYP dengan fungsi memori dilakukan dengan Uji Korelasi Pearson karena data 

berdistribusi normal. Uji korelasi antara ekspresi protein PSD-95 dengan fungsi 

memori dilakukan dengan Uji Korelasi Spearman karena data tidak berdistribusi 

normal. Batas kemaknaan yang digunakan sebesar 5%. 
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3.7 Alur Penelitian  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Keterangan:  
 

: Dilakukan oleh peneliti lain 
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BAB 4 

 

HASIL PENELITIAN 
 
 
 

 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental in vivo yang bertujuan 

untuk melihat pengaruh ekstrak Centella asiatica terhadap plastisitas sinaps di 

hipokampus melalui ekspresi protein SYP dan PSD-95. Penelitian ini merupakan 

bagian dari penelitian payung yang telah dinyatakan lolos kaji etik oleh Komite 

Etik Penelitian Kesehatan FKUI dengan nomor: 824/UN2.FI/ETIK/2016. Data 

penelitian mencakup karakteristik subyek penelitian, hasil analisis ekspresi protein 

dan hubungan korelasi antara ekspresi protein dengan hasil pemeriksaan fungsi 

memori. 

 
 
 
 

4.1 Karakteristik Subyek Penelitian 

 

Subjek penelitian ini yaitu tikus (Rattus novergicus) jantan galur Wistar 

berusia 6 bulan dengan berat badan awal berkisar antara ±300 – 400 gram. Rerata 

berat badan subjek penelitian ketiga kelompok pada minggu awal sebelum 

perlakuan dan minggu keempat setelah perlakuan ditampilkan pada Gambar 4.1. 

Uji statistik menunjukkan rerata berat badan tikus pada awal dan akhir penelitian 

homogen dan tidak terdapat perbedaan bermakna antara ketiga kelompok. 
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Gambar 4. 1 Rerata berat badan subjek penelitian ketiga kelompok pada 

minggu awal sebelum perlakuan dan minggu keempat setelah perlakuan. 
 
 
 
 

4.2 Hasil Analisis Protein dengan Metode IHK 

 

Sebelum  dilakukan pulasan  IHK, terlebih dahulu dilakukan  pewarnaan 
 

Hematoksilin Eosin (HE). Pewarnaan HE yang dilakukan bertujuan untuk melihat 
 

morfologi dan histologi sel. Hasil pewarnaan HE yang dilakukan pada jaringan 
 

hipokampus tikus Wistar jantan ditampilkan pada Gambar 4.2.  
 
 

 

A 
 
 
 
 
 
 

 

Sel Piramidal 

 

B 

 

Gambar 4. 2 Hasil Pewarnaan HE. A. Jaringan hipokampus 

(perbesaran 40x), B. Area CA1 Hipokampus (perbesaran 400x). 
CA1-3: Cornu ammonis; DG: dentate gyrus. 
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4.3 Pemeriksaan IHK protein SYP di Area CA1 Hipokampus 

 

Pulasan IHK untuk protein SYP dilakukan pada otak besar tikus sebagai 

kontrol positif. Hasil pulasan HE dan pulasan IHK pada otak besar tikus untuk 

protein SYP tampak pada sel piramidal yang ditampilkan pada Gambar 4.3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 4.3 Jaringan otak besar tikus. A. Pewarnaan Hematoksilin 
Eosin, B. Pulasan IHK protein SYP (Perbesaran 400x). 

 
 

 

Hasil pulasan IHK pada sitoplasma sel piramidal CA1 hipokampus 

kelompok kontrol, CA300 dan CA600 ditampilkan pada Gambar 4.4. Protein SYP 

merupakan protein transmembran,
57

 sehingga pada sel piramidal protein SYP 

tampak terpulas pada sitoplasma neuron piramidal. Neuron piramidal dengan 

protein SYP memiliki ciri warna biru pada bagian inti sel dan warna cokelat pada 

sitoplasmanya (di sekeliling inti sel). 
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Gambar 4.4 Pulasan IHK protein SYP pada area CA1 jaringan 

hipokampus tikus Wistar jantan. A. Kontrol negatif. B. Kelompok 
kontrol. C. Kelompok CA300. D. Kelompok CA600. Perbesaran 400X. 

 

 

Protein SYP terekspresi pada regio CA1 hipokampus tikus Wistar jantan 

dengan intensitas paling lemah pada kelompok kontrol (Gambar 4.4B) dan 

ekspresi protein SYP dengan intensitas paling kuat nampak pada kelompok 

CA600 (Gambar 4.4D). Dari ekspresi protein SYP tersebut kemudian dihitung 

rerata densitas optik protein SYP. 
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Gambar 4.5 Perbandingan rerata densitas optik imunohistokimia protein 

SYP di CA1 hipokampus pada ketiga kelompok. Uji Post-Hoc Mann-Whitney:  
*CA600 vs CA300 (p=0.025) dan kontrol (p = 0.000). Kebermaknaan: p<0,05. 

 
 

 

Pada Gambar 4.5 ditampilkan perbandingan rerata densitas optik protein 

SYP pada ketiga kelompok. Nilai rerata tertinggi didapati pada kelompok CA600 

(2.59±0.35), diikuti dengan kelompok CA300 (2.32±0.38) dan yang paling rendah 

yaitu kelompok kontrol (2.10±0.17). Analisis statistik kemudian dilakukan, yakni 

uji normalitas data dengan Kolmogorov-Smirnov didapati bahwa data tidak 

berdistribusi normal. Kemudian dilakukan transformasi data dan menunjukkan 

data tetap tidak berdistribusi normal. Langkah berikutnya dilakukan uji non 

parametrik yakni Kruskal-Wallis dilanjutkan dengan Post-Hoc Mann-Whitney. 

Berdasarkan hasil analisis statistik didapatkan bahwa terdapat perbedaan 

bermakna antara kelompok CA600 dengan kelompok kontrol (p=0.000) dan 

kelompok CA300 (p=0.025), sedangkan antara kelompok CA300 dan kelompok 

kontrol tidak berbeda bermakna (p=0.098), signifikansi p<0.05. 

 
 

4.4 Pemeriksaan IHK protein PSD-95 di Area CA1 Hipokampus 
 

Pulasan IHK untuk protein PSD-95 dilakukan pada otak besar tikus 

sebagai kontrol positif. Hasil pulasan HE dan pulasan IHK pada otak besar tikus 

protein PSD-95 tampak pada sel piramidal yang ditampilkan pada Gambar 4.6. 
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Gambar 4.6 Jaringan otak besar tikus. A. Pewarnaan Hematoksilin 
Eosin, B. Pulasan IHK protein PSD-95 (Perbesaran 400x). 

 
 

 

Hasil pulasan IHK pada sitoplasma sel piramidal CA1 hipokampus 

kelompok kontrol, CA300, dan CA600 ditampilkan pada Gambar 4.7. Nampak 

pada sel piramidal protein PSD-95 terpulas pada sitoplasma neuron piramidal. 

Neuron piramidal dengan protein PSD-95 memiliki ciri warna biru pada bagian 

inti sel dan warna cokelat pada sitoplasmanya (di sekeliling inti sel). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gambar 4.7 Pulasan IHK protein PSD-95 pada area CA1 jaringan 

hipokampus tikus Wistar jantan. A. kontrol negatif ; B. kelompok 
kontrol; C. kelompok CA300; D. kelompok CA600. Perbesaran 400X. 
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Protein PSD-95 terekspresi pada regio CA1 hipokampus tikus Wistar 

jantan dengan intensitas paling lemah pada kelompok kontrol (Gambar 4.7B) dan 

ekspresi protein PSD-95 dengan intensitas paling kuat nampak pada kelompok 

CA600 (Gambar 4.7D). Dari hasil ekspresi protein PSD-95 tersebut kemudian 

dihitung rerata densitas optik protein PSD-95. 
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Gambar 4.8 Perbandingan rerata densitas optik protein PSD-95 pada ketiga 
kelompok. Uji Post-Hoc Bonferroni: *CA600 vs CA300 (p=0.000) dan kontrol (p = 

0.000). Kebermaknaan: p<0,05. 
 

 

Pada Gambar 4.8 ditampilkan perbandingan rerata densitas optik protein 

PSD-95 pada ketiga kelompok. Nilai rerata tertinggi didapati pada kelompok 

CA600 (2.46±0.16), diikuti dengan kelompok CA300 (1.83±0.19) dan yang paling 

rendah yaitu kelompok kontrol (1.64±0.09). Analisis statistik kemudian dilakukan, 

yakni uji normalitas data dengan Kolmogorov-Smirnov didapati bahwa data tidak 

berdistribusi normal. Kemudian dilakukan transformasi data dan berhasil, data 

berdistribusi normal. Langkah berikutnya dilakukan uji parametrik yakni One Way 

ANOVA dilanjutkan dengan Post-Hoc Bonferroni. Berdasarkan hasil analisis 

statistik didapatkan bahwa terdapat perbedaan bermakna antara kelompok CA600 

dengan kelompok kontrol (p=0.000) dan kelompok CA300 
 

Universitas Indonesia 



56 
 

 

(p=0.000), sedangkan antara kelompok CA300 dan kelompok kontrol tidak 

berbeda bermakna (p=0.123), signifikansi p<0.05. 

 
 
 
 

4.5 Hasil Analisis Korelasi Ekspresi Protein dengan Fungsi Memori 

 

Selain dilakukan pemeriksaan protein dengan metode IHK, pada subyek 

penelitian juga dilakukan uji fungsi memori seperti yang telah dijelaskan dalam 

bab sebelumnya. Uji fungsi memori dikerjakan oleh peneliti lain dalam satu tim 

penelitian. Hasil pemeriksaan protein, baik ekspresi protein SYP maupun PSD-95 

kemudian dikorelasikan dengan hasil uji fungsi memori. 

 

Uji korelasi antara protein SYP dengan fungsi memori dilakukan dengan 

Uji Korelasi Pearson, karena data berdistribusi normal. Hasil uji korelasi 

menunjukkan nilai p=0.160, r=0,346 yang artinya korelasi antara protein SYP dan 

fungsi memori tidak bermakna. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gambar 4. 9 Hubungan antara ekspresi protein SYP dengan fungsi memori 
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Uji korelasi antara protein PSD-95 dengan fungsi memori dilakukan 

dengan Uji Korelasi Spearman, karena data tidak berdistribusi normal. Hasil uji 

korelasi menunjukkan nilai p=0.149, r=0.355 yang artinya korelasi antara protein 

PSD-95 dengan fungsi memori tidak bermakna. Dari grafik pada Gambar 4.10 

dapat dilihat bahwa peningkatan fungsi memori sudah nampak pada kelompok 

CA300, sedangkan ekspresi protein PSD-95 baru meningkat pada kelompok 

CA600. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 4. 10 Hubungan antara ekpresi protein PSD-95 dengan fungsi memori 
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BAB 5 

 

PEMBAHASAN 
 
 
 

 

5.1 Karakteristik subyek penelitian 

 

Karakteristik subyek penelitian ini yakni berat badan dan usia tikus Wistar 

jantan. Berdasarkan kriteria inklusi yaitu kisaran berat badan awal hewan coba 

sebesar ±300 – 400 gram. Hal ini didasari pada berat rata – rata tikus Wistar jantan 

yang dikembangkan di Laboratorium Biofarma Bandung, dan juga berat tikus 

Wistar jantan usia 6 bulan pada umumnya.
82, 83

 Berat badan hewan coba telah 

dihitung sebelum perlakuan (minggu 0) dan didapatkan hasil rerata berat badan 

hewan coba berada di rentang 331.14 – 323.92 gram, sesuai dengan kriteria 

inklusi. Pada akhir masa perlakuan, didapati bahwa rerata berat badan tikus pada 

awal dan akhir penelitian homogen. Di antara ketiga kelompok, rerata berat badan 

pada awal dan akhir penelitian tidak terdapat perbedaan bemakna, sehingga meski 

berat badan tikus di antara ketiga kelompok bervariasi, namun semua kelompok 

memiliki berat badan yang cenderung sama. Adanya kenaikan berat badan dari 

awal perlakuan ke akhir perlakuan masih bersifat normal karena tikus Wistar 

jantan berada pada rentang usia menuju dewasa dimana terjadi kematangan 

muskuloskeletal yang menyebabkan berat badan bertambah. 
82 

 

Berdasarkan kriteria usia, ditetapkan bahwa usia tikus Wistar jantan 

sebagai subyek penelitian berusia 6 bulan. Berdasarkan pada penentuan usia tikus 

dengan metode yang umum digunakan, dan dari beberapa penelitian mengenai 

konversi usia tikus dengan usia manusia, didapatkan bahwa usia 6 bulan pada 

tikus setara dengan usia 18 tahun pada manusia.
27, 82 

 
Proses perkembangan otak manusia, termasuk densitas sinaps dan 

sinaptogenesis telah dimulai sejak dalam kandungan. Sinaptogenesis diketahui 

telah terjadi sejak minggu ke 34 kehamilan dimana hampir 40.000 sinaps baru 

terbentuk setiap detiknya dan terus berlanjut hingga setelah lahir, dan mulai 

menurun ketika menginjak usia remaja.
84

 Berbagai penelitian juga menemukan 

bahwa fungsi memori mulai mengalami penurunan setelah menginjak usia 20 
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tahun dan terus berlanjut hingga usia 80 tahun.
26

 Berdasarkan pada teori tersebut 

maka ditetapkan usia hewan coba ini yakni 6 bulan yang setara dengan 18 tahun 

pada manusia. Hal ini sesuai dengan tujuan penelitian yaitu untuk menunjukkan 

adanya potensi perlakuan pemberian ekstrak Centella asiatica sebagai tindakan 

pencegahan terhadap penurunan fungsi memori. 

 

 

5.2 Ekspresi protein 
 

Salah satu karakteristik khas dari penuaan adalah penurunan fungsi 

memori terutama di hipokampus. Hal ini ditandai dengan penurunan ekspresi 

protein presinaps seperti synaptophysin dan post-sinaps seperti PSD-95, serta 

kehilangan densitas sinaps secara progresif. 
16

 Oleh karena itu, dalam penelitian 

ini dilakukan pemeriksaan ekspresi protein presinaps yaitu SYP dan protein post-

sinaps yaitu PSD-95 di area CA1 hipokampus pada tikus Wistar jantan. 

 

 

5.2.1 Ekspresi protein SYP di area CA1 hipokampus 
 

Synaptophysin (SYP) merupakan protein vesikel sinaps terbanyak dan 

berperan dalam daur ulang vesikel sinaps di terminal presinaps.
53,55

 SYP juga 

berperan dalam eksositosis vesikel sinaps yaitu mempengaruhi pelepasan 

neurotransmiter sehingga dapat dikatakan bahwa meningkatnya ekspresi SYP 

menunjukkan adanya peningkatan fungsi sinaps. SYP paling sering digunakan 

sebagai marker protein plastisitas sinaps di terminal presinaps dan berperan 

penting dalam neurotransmisi di neuron hipokampus. Proses neurotransmisi akan 

merangsang terjadinya sinaptogenesis yang merupakan dasar pembentukan 

memori. Hal tersebut menunjukkan bahwa meningkatnya ekspresi protein SYP 

dapat meningkatkan pembentukan memori.
9 

 

Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Gray dkk.,
85

 menyatakan 

bahwa pemberian ekstrak CeA pada mencit dapat meningkatkan ekspresi gen SYP 

di hipokampus. Penelitian tersebut menyarankan untuk melakukan penelitian lebih 

lanjut pada tingkat protein. Hingga saat ini belum ada penelitian yang menyatakan 

pengaruh pemberian ekstrak CeA terhadap ekspresi protein SYP terkait fungsi 

memori. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh 

 
 

 

Universitas Indonesia 



60 
 

 

pemberian ekstrak CeA terhadap ekspresi SYP pada tingkat protein di 

hipokampus. 
 

Dalam penelitian ini didapatkan hasil bahwa terjadi peningkatan nilai 

rerata ekspresi protein SYP dengan pemberian ekstrak etanol CeA dosis 300 

mg/kg.BB dan 600 mg/kg.BB dibandingkan dengan kelompok kontrol. Menurut 

analisis statistik terdapat perbedaan bermakna antara kelompok CA600 dengan 

kelompok CA300 (p=0.025) dan kelompok kontrol (p=0.000). Hal ini 

menunjukkan bahwa peningkatan ekspresi protein SYP tertinggi yakni dengan 

pemberian ekstrak etanol CeA dosis 600 mg/kg.BB. 
 

Centella asiatica dikenal dapat meningkatkan fungsi memori karena 

mengandung komponen aktif yaitu triterpenoid yang terdiri atas asam asiatika dan 

asiatikosida, dan flavonoid.
21

 Komponen tersebut bekerja sebagai antioksidan dan 

neuroprotektif. Pemberian ekstrak CeA dinyatakan dapat meningkatkan fungsi 

memori.
17

 Asam asiatika merupakan komponen triterpenoid dalam CeA yang 

memiliki sifat neuroprotektif dan dapat meningkatkan fungsi memori melalui 

aktivitas neurogenesis di hipokampus.
86

 Selain itu, asam asiatika juga memiliki 

efek antioksidan dan dapat menurunkan kadar reactive oxygen species (ROS). 

Terdapat penelitian yang menyatakan bahwa pemberian asam asiatika selama 28 

hari berturut – turut dengan dosis 30 mg/kg.BB dinyatakan lebih baik dalam 

meningkatkan fungsi memori spasial dibandingkan dengan pemberian selama 14 

hari.
18

 Penelitian selanjutnya yang dilakukan pada tikus pasca pemberian agen 

kemoterapi dengan pemberian asam asiatika dosis 30 mg/kg.BB berturut – turut 

selama 20 hari dinyatakan dapat meningkatkan memori kerja spasial melalui 

mekanisme ekspresi protein BDNF.
86

 Asiatikosida merupakan komponen dalam 

CeA yang digunakan sebagai agen terapi demensia dan dapat meningkatkan 

kognisi.
7
 Asiatikosida dinyatakan dapat menghambat atau menurunkan kadar 

H2O2 yang menginduksi kematian sel dan menurunkan konsentrasi radikal bebas 

intraseluler.
87

 Terdapat penelitian yang menyebutkan bahwa pemberian 

asiatikosida pada mencit yang stres selama empat minggu berturut – turut dapat 

meningkatkan ekspresi BDNF di hipokampus.
71

 Senyawa flavonoid dinyatakan 

dapat menembus sawar darah otak, kemudian akan terikat dengan reseptor TrkB, 

mengaktifkan jeram sinyal PI3K-Akt dan ERK, memfosforilasi CREB kemudian 
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meningkatkan transkripsi gen target seperti BDNF. 
23, 24

 Dalam penelitian ini, 

kadar kemurnian ekstrak CeA sebesar 82,61% dengan kadar senyawa asiatikosida 

sebesar 0,65% dan kadar flavonoid sebesar 0,44%. Oleh karena itu, perlu 

dilakukan penyesuaian dosis seharusnya 363,15 mg/kg.BB untuk dosis 300 

mg/kg.BB dan 726,30 mg/kg.BB untuk dosis 600 mg/kg.BB agar dapat 

memberikan efek yang lebih baik. 
 

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa regulasi ekspresi protein SYP 

erat kaitannya dengan BDNF. Meski mekanisme atau jeram sinyal yang terjadi 

belum dapat dijelaskan secara utuh, namun penelitian sebelumnya menyatakan 

bahwa BDNF dapat meningkatkan ekspresi protein SYP. Analisis yang dilakukan 

oleh penelitian tersebut pada sinaps di hipokampus mencit yang kehilangan 

BDNF akan mengalami tiga kelainan utama yakni; adanya gangguan respon 

sinaps terkait penurunan LTP, adanya penurunan SYP di sinaptosom, dan 

penurunan jumlah docking vesikel sinaps.
58

 Ikatan BDNF dengan reseptornya 

yakni TrkB menyebabkan dimerisasi dan autofosforilasi dari reseptor TrkB, yang 

kemudian akan memicu aktivitas berbagai jeram sinyal intraseluler, termasuk jalur 

yang memicu pertumbuhan spina.
24

 BDNF yang berikatan dengan reseptornya 

TrkB dinyatakan dapat memicu peningkatan ekspresi protein SYP, melalui 

aktivasi jeram sinyal MAPK, PI3K, dan PLC- .
58, 59 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan oleh Handayani,
90

 peneliti 

yang turut serta dalam payung penelitian menyatakan bahwa pemberian ekstrak 

etanol CeA dosis 600 mg/kgBB dapat meningkatkan ekspresi protein BDNF. 

Berdasarkan penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Sari dkk.,
21

 yakni bahwa 

pemberian ekstrak etanol CeA pada dosis 600 mg/kgBB selama 28 hari dapat 

meningkatkan konsentrasi BDNF dalam serum secara signifikan, maka dilakukan 

uji korelasi untuk melihat adanya pengaruh pemberian CeA dalam meningkatkan 

ekspresi protein SYP melalui peningkatan ekspresi protein BDNF. 
 

Analisis statistik korelasi dalam penelitian ini menunjukkan adanya 

korelasi bermakna yang positif dan sedang (p=0.006 ; r=0.618). antara ekspresi 

protein SYP dengan ekspresi protein BDNF di hipokampus tikus Wistar jantan. 

Hal ini menunjukkan bahwa peningkatan ekspresi protein SYP pada pemberian 

ekstrak CeA dipengaruhi oleh peningkatan ekspresi protein BDNF. 
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Meski dinyatakan bahwa ekstrak etanol CeA dapat meningkatkan fungsi 

memori, namun hingga kini mekanisme dan keterkaitan antara pemberian ekstrak 

CeA dengan ekspresi protein terkait fungsi memori belum sepenuhnya terungkap. 

Dasar pembentukan memori yakni plastisitas sinaps dan sinaptogenesis bukan 

suatu proses yang sederhana. Proses pembentukan dan pemeliharaan sinaps yakni 

sinaptogenesis melibatkan banyak interaksi protein seperti Neureksin-Neuroligin, 

BDNF-TrkB, SNARE, SYP, AMPAR, NMDAR, PSD-95, dan CAMKII.
15, 44, 90

 

Dalam penelitian ini tidak semua protein yang terlibat dalam proses sinaptogenesis 

dan plastisitas sinaps diteliti. 
 

Hasil analisis statistik korelasi antara ekspresi protein SYP dengan fungsi 

memori tidak bermakna (p=0.160, r=0.346). Hal ini disebabkan karena dalam 

pembentukan memori tidak hanya protein SYP yang berperan tetapi merupakan 

suatu proses yang melibatkan banyak faktor seperti lingkungan dan nutrisi. 

Merupakan suatu keterbatasan dalam penelitian ini tidak dilakukan penelitian pada 

semua protein sinaps maupun tahapan pembentukan memori. Meski demikian, 

protein SYP seringkali digunakan sebagai marker plastisitas sinaps yang 

mendasari proses pembentukan memori.
9
 Penelitian ini tidak melakukan 

pengukuran ekspresi protein SYP sebelum dilakukan perlakuan, yang merupakan 

keterbatasan penelitian ini. Oleh karena itu, digunakan kontrol sebagai 

perbandingan dengan kelompok perlakuan, dimana terjadi peningkatan yang 

signifikan antara kelompok CA600 dibandingkan kelompok kontrol. Hal ini dapat 

dijadikan sebagai dasar atau acuan bahwa peningkatan fungsi memori pada 

pemberian ekstrak CeA juga dipengaruhi oleh peningkatan ekspresi protein SYP. 

Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian sebelumnya yang menyatakan bahwa 

mencit yang kehilangan protein SYP akan mengalami kesulitan dalam proses 

pemelajaran. Hasil penelitian ini juga selaras dengan teori bahwa SYP berperan 

dalam meregulasi transmisi sinaps pada sirkuit saraf yang penting dalam 

pemelajaran dan memori. 
10 
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5.2.2 Ekspresi protein PSD-95 di area CA1 hipokampus 

 

Post synaptic density-95 (PSD-95) merupakan protein perancah utama 

pada densitas post-sinaps, dan berperan penting dalam mempertahankan dan 

memodulasi kekuatan sinaps.
13,14

 Selain itu, PSD-95 juga berperan dalam 

meregulasi reseptor post-sinaps seperti reseptor NMDA dan reseptor AMPA.
12

 

PSD-95 merupakan marker plastisitas sinaps pada post-sinaps.
15

 Mekanisme LTP 

di hipokampus dipengaruhi oleh pengantaran reseptor AMPA menuju membran 

post-sinaps, dan PSD-95 ini dapat mengontrol jumlah reseptor AMPA di membran 

post-sinaps.
66 

 

Regulasi PSD-95 dipengaruhi oleh brain derived neurotropic factor 

(BDNF). Sinyal yang dihasilkan oleh ikatan BDNF-TrkB berperan penting dalam 

perkembangan sinaps dengan meregulasi PSD-95. 
67

 Menempelnya BDNF pada 

reseptornya TrkB akan memunculkan jeram sinyal. Salah satunya jeram sinyal 

PI3K-Akt yang meregulasi lalu lintas protein PSD-95.
68

 Delesi gen bdnf 

meyebabkan penurunan ekspresi post-sinaps PSD-95 di otak.
71

 Telah diketahui 

sebelumnya bahwa ekstrak CeA mengandung senyawa asam asiatika, asiatikosida 

dan flavonoid.
21

 Terdapat penelitian yang menyatakan bahwa kandungan 

asiatikosida dalam CeA yang diberikan selama empat minggu berturut – turut 

dapat meningkatkan ekspresi BDNF dan PSD-95 di hipokampus.
71

 Penelitian 

sebelumnya menyatakan bahwa pemberian ekstrak etanol CeA dosis 600 

mg/kg.BB selama 28 hari pada tikus yang diinduksi stres kronik dapat 

meningkatkan konsentrasi BDNF dalam serum secara signifikan.
21 

 

Menurut Handayani, 
90

 dalam payung penelitian ini terjadi peningkatan 

ekspresi protein BDNF yang siginifikan dengan pemberian ekstrak etanol CeA 

dosis 600 mg/kg.BB. Untuk mengetahui keterkaitan antara ekspresi protein PSD-

95 dengan ekspresi protein BDNF, kemudian dilakukan uji korelasi dan hasilnya 

ditunjukkan bahwa korelasi antara ekspresi protein PSD-95 dengan protein BDNF 

bermakna (p=0.000, r=0.797) dengan korelasi yang positif dan kekuatan korelasi 

yang kuat. Hal ini menunjukkan bahwa peningkatan ekspresi protein PSD-95 

terkait pemberian ekstrak CeA dipengaruhi oleh peningkatan ekspresi protein 

BDNF di hipokampus. 
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Dari hasil uji fitokimia yang dilakukan pada ekstrak CeA yang digunakan 

dalam penelitian ini diketahui terdapat senyawa asiatikosida sebesar 0,65%. Meski 

kadar senyawa asiatikosida dalam ekstrak CeA yang digunakan masih dibawah 

standar Farmakope Herbal Indonesia yakni sebesar 0,90%, namun dalam 

penelitian ini ekstrak CeA sudah dapat meningkatkan ekspresi protein PSD-95 

dengan dosis ekstrak 300 mg/kg.BB dan 600 mg/kg.BB. Hal ini sejalan dengan 

penelitian yang dilakukan oleh Gray dkk.,
85

 menunjukkan ekstrak CeA pada 

mencit dapat meningkatkan ekspresi gen sinaps PSD-95 di hipokampus. Meski 

demikian, untuk mendapatkan hasil penelitian yang optimal disarankan untuk 

menggunakan ekstrak CeA dengan kadar senyawa asiatikosida yang sesuai 

dengan standar Farmakope Herbal Indonesia yakni sebesar 0,90%. 

 

Meningkatnya ekspresi protein PSD-95 dengan pemberian ekstrak CeA 

nampaknya juga dipengaruhi oleh adanya kandungan flavonoid dalam ekstrak 

CeA yang digunakan. Hasil uji fitokimia terhadap ekstrak CeA yang digunakan 

menunjukkan kadar senyawa flavonoid dalam bentuk quercetin sebesar 0,44%. 

Sejumlah penelitian telah menemukan bahwa flavonoid, termasuk quercetin dapat 

menembus sawar darah otak dan memiliki fungsi seperti faktor neurotropin di 

otak. Flavonoid kemudian akan terikat dengan reseptor TrkB, mengaktifkan jeram 

sinyal PI3K-Akt dan ERK, memfosforilasi CREB kemudian meningkatkan 

 
transkripsi gen target seperti BDNF. Telah diketahui sebelumnya bahwa 

 

ikatan BDNF-TrkB akan memicu jeram sinyal intraseluler yakni PLCɣ akan 

meningkatkan aktivitas adenyl cyclase (AC) yang sensitif terhadap ion Ca
2+

 

penting dalam regulasi PSD-95 menuju membran post-sinaps. Selain itu, jeram 

sinyal PI3K-Akt juga meregulasi lalu lintas protein PSD-95.
68

 Terjadinya 

mobilisasi PSD-95 menuju membran post-sinaps berperan dalam pengantaran dan 

lokalisasi reseptor AMPA dan NMDA yang penting dalam plastisitas sinaps. 
65 

 

Hasil analisis statistik korelasi antara ekspresi protein PSD-95 dengan 

fungsi memori tidak bermakna (p=0.149, r=0.355). Hal ini mungkin terjadi karena 

pemberian ekstrak CeA tidak secara langsung mempengaruhi PSD-95 tetapi 

melalui jeram sinyal yang diawali dari peningkatan ekspresi protein BDNF.
67

 

Selain itu, dalam proses pembentukan memori tidak hanya protein PSD-95 yang 
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berperan, melainkan melewati berbagai tahap dan melibatkan banyak ekspresi 

 
protein sinaps lainnya. Hal tersebut menjadi keterbatasan dalam penelitian 

 

ini dan perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk memperjelas mekanisme 

ekspresi protein sinaps terkait pemberian ekstrak etanol CeA terhadap fungsi 

memori. 

 

Dalam penelitian ini tidak diperiksa ekspresi protein PSD-95 sebelum 

perlakuan dan hal tersebut merupakan keterbatasan dalam penelitian ini. Meski 

demikian, penelitian ini menggunakan kelompok kontrol sebagai pembanding, 

yakni ekspresi protein PSD-95 dan fungsi memori lebih baik pada kelompok 

CA300 dan CA600 dibandingkan kelompok kontrol. Hal ini dapat dijadikan dasar 

bahwa pemberian ekstrak etanol CeA dapat meningkatkan fungsi memori ditandai 

dengan peningkatan ekspresi protein PSD-95 sebagai marker plastisitas sinaps. 

Hasil penelitian ini selaras dengan penelitian yang dilakukan pada mencit bahwa 

menurunnya kadar PSD-95 dapat menyebabkan gangguan proses belajar dan 

memori. Penelitian lain juga menunjukkan bahwa mencit dengan bentuk mutasi 

PSD-95 dengan kehilangan domain PDZ mengalami gangguan proses belajar.
62 
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BAB 6 

 

KESIMPULAN DAN SARAN 
 
 
 

 

6.1 Kesimpulan 
 

Berdasarkan hasil penelitian ini dan uraian yang telah dipaparkan pada 

bab pembahasan maka dapat ditarik kesimpulan bahwa pemberian ekstrak 

etanol Centella asiatica dosis 600 mg/kg.BB dapat meningkatkan ekspresi 

protein SYP dan PSD-95 pada regio CA1 hipokampus tikus Wistar jantan 

secara signifikan dibandingkan dengan dosis 300 mg/kg.BB dan kontrol. 

Selain itu, penelitian ini menunjukkan bahwa tidak terdapat korelasi antara 

ekspresi protein SYP dan PSD-95 dengan fungsi memori. 

 
 

6.2 Saran 
 

Dari penelitian ini, dapat disarankan beberapa hal sebagai berikut: 
 

1. Perlu dilakukan pemeriksaan ekspresi protein SYP dan PSD-95 sebelum 

dilakukan perlakukan pada hewan coba sebagai acuan terhadap perubahan 

ekspresi protein setelah dilakukan perlakuan. 
 

2. Perlu dilakukan penelitian selanjutnya yakni pemeriksaan ekspresi protein 

lainnya yang terkait dalam proses pembentukan memori seperti Neureksin-

Neuroligin, SNARE, NMDAR dan CAMKII mengingat bahwa proses 

pembentukan memori merupakan suatu proses yang multifaktorial. 
 

3. Perlu dilakukan penyesuaian dosis pemberian ekstrak dengan penambahan 

sebesar 17,38% agar dapat memberikan efek yang optimal. 
 

4. Perlu dilakukan penelitian selanjutnya untuk membandingkan pemberian 

ekstrak CeA dengan produk herbal lainnya seperti Ginkgo biloba atau Bacopa 

monnieri (L.) sebagai usaha pencegahan penurunan fungsi memori. 
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Lampiran 4. Perhitungan Pemberian Ekstrak Etanol Centella asiatica 
 

Diketahui:        

Kadar air  : 17,39%      

Kadar kemurnian ekstrak : 100% - 17,39% = 82,61%  

Estimasi BB tikus per ekor : 400 gram      

Jumlah tikus per kelompok : 6 ekor      
   

Dosis 300 mg/kg.BB  Dosis 600 mg/kg.BB 

100% 

300     /    .    = 363,15     /    . 

100% 

600     /    .    = 726,30     /    . 
   

 

  

 82,61% 82,61% 

Dosis yang diberikan per ekor per hari (BB 400 gr) : Dosis yang diberikan per ekor per hari (BB 400 gr) : 

  363,15 

400   = 145,26 

  726,30 

400   = 290,52 

       

  1000   1000 

Jumlah ekstrak yang ditimbang untuk 6 ekor: Jumlah ekstrak yang ditimbang untuk 6 ekor: 

  145,266= 871,56  290,526= 1743,12 

Volume sediaan yang diberikan per hari: Volume sediaan yang diberikan per hari: 

= 1,5 cc per ekor.   = 1,5 cc per ekor.  

= 1,5 x 6 ekor = 9 cc/6 ekor/hari  = 1,5 x 6 ekor = 9 cc/6 ekor/hari 

Maka  untuk  6  ekor  dibuat  sediaan  dengan Maka  untuk  6  ekor  dibuat  sediaan  dengan 

mengambil   ekstrak   sebanyak   871,56   mg mengambil   ekstrak   sebanyak   1743,12   mg 

dilarutkan dengan aquades sampai 9 cc. dilarutkan dengan aquades sampai 9 cc. 
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ABSTRACT 
 

One effort to overcome the decline in memory function is through herbal 

medicine. Pegagan plant (Centella asiatica (L.) Urban) contains the active 

components of triterpenoid and flavonoids, has been known to be able to improve 

memory function. Memory formation is based on synapse plasticity. Post Synaptic 

Density-95 (PSD-95) is a protein known as synaptic plasticity marker in the post 

synapse membrane and is closely related to memory formation. Loss of PSD-95 

protein can cause memory function decline. This study aims to determine the 

effect of 70% pegagan ethanol extract toward PSD-95 protein expression on 

hippocampus of male Wistar rat. This study has received approval from the Ethics 

Committee of Health Research, Faculty of Medicine, Universitas Indonesia. 

Eighteen male Wistar rats were randomly divided into 3 groups, each with 6 rats 
 

(1) group given ethanol extract of pegagan with dose 300mg / kgBW / day 

(CA300), (2) group given ethanol extract of pegagan with dose 600mg / kgBW / 

day (CA600), and (3) control group (K), given daily aquadest. All three groups 

were treated for 28 consecutive days. At the end of the treatment period, rats were 

decapitated and the hippocampus was isolated from the brain. Analysis of protein 

expression was done by immunohistochemical method (IHC). The results showed 

that there was no significant difference between group K and group CA300 (P = 

0.123), whereas there were significant differences between CA600 group and K 

group and CA300 group (P = 0.000). From this research, it is concluded that 

giving 70% pegagan ethanol extract with dose 600mg / kgBW / day can increase 

expression of PSD-95 protein on hippocampus of male Wistar rat.  
Keywords: Post Synaptic Density-95, memory function, flavonoids, Centella 

asiatica (L.) Urban. 
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ABSTRAK 

 

Salah satu upaya dalam mengatasi penurunan fungsi memori yaitu melalui 

pengobatan herbal. Tanaman pegagan (Centella asiatica (L.) Urban) mengandung 

komponen aktif yaitu triterpenoid dan flavonoid, sudah sejak lama dikenal dapat 

meningkatkan fungsi memori. Pembentukan memori didasari oleh plastisitas 

sinaps. Post Synaptic Density-95 (PSD-95) merupakan protein yang dikenal 

sebagai marker plastisitas sinaps di membran postsinaps dan erat kaitannya 

dengan pembentukan memori. Kehilangan protein PSD-95 dapat menyebabkan 

penurunan fungsi memori. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh 

ekstrak etanol 70% pegagan terhadap ekspresi protein PSD-95 pada hipokampus 

tikus Wistar jantan. Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan dari Komite Etik 

Penelitian Kesehatan, Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia. Delapan belas 

ekor tikus Wistar jantan dibagi secara acak menjadi 3 kelompok, masing – masing 

6 ekor tikus yaitu (1) kelompok yang diberikan ekstrak etanol pegagan dosis 

300mg/kgBB/hari (CA300), (2) kelompok yang diberikan ekstrak etanol pegagan 

dosis 600mg/kgBB/hari (CA600), dan (3) kelompok kontrol (K), diberikan 

akuades setiap hari. Ketiga kelompok mendapat perlakuan selama 28 hari. Pada 

akhir masa perlakuan, hewan coba di dekapitasi kemudian dilakukan pengambilan 

jaringan hipokampus dari otak. Analisis ekspresi protein dilakukan dengan metode 

imunohistokimia (IHK). Hasil penelitian menunjukkan bahwa tidak terdapat 

perbedaan bermakna antara kelompok K dengan kelompok CA300 (P=0.123), 

sedangkan terdapat perbedaan bermakna antara kelompok CA600 dengan 

kelompok K dan kelompok CA300 (P=0.000). Dari penelitian ini disimpulkan 

bahwa pemberian ekstrak etanol 70% pegagan dosis 600mg/kgBB/hari dapat 

meningkatkan ekspresi protein PSD-95 pada hipokampus tikus Wistar jantan. 
 

 

Kata kunci: Post Synaptic Density-95, fungsi memori, flavonoid, Centella 

asiatica (L.) Urban. 

 

PENDAHULUAN   seseorang (Stein et al., 2016). Salah 

Penurunan fungsi memori 
satu upaya dalam mengatasi 

terjadi     

seiring bertambahnya  usia, 
penurunan   fungsi   memori yaitu 

meski     

tanpa   disertai dengan 
 melalui pengobatan herbal. Tanaman 

penyakit     

degeneratif seperti 
  pegagan   (Centella   asiatica   (L.) 

demensia  atau     

penyakit 
 

Alzheimer. 
 Urban)  merupakan  tanaman  obat 

 Penurunan     

fungsi memori berdampak 
tropis  dari  family  Apiaceae  yang 

pada     

menurunnya kualitas 
 berasal dari Asia Tenggara termasuk 
 hidup     

      Indonesia.  Daun pegagan ini dapat 
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dimakan, berwarna hijau kekuningan, 

tipis, dengan tangkai daun yang 

panjang, dan memiliki bentuk yang 

khas yaitu berbentuk ginjal, tepi 

bergerigi, bundar, atau lonjong-elips 

dengan tujuh tulang 
 

daun. Tanaman ini tumbuh horizontal 

dengan geragih hijau kemerahan 

yang bergabung satu sama lain dan 

berakar dibawah tanah (Orhan, 

2012). Pegagan atau antanan sering 

dijumpai di tempat terbuka, pada 

tanah yang lembab dan subur seperti 

di pematang sawah, di padang 

rumput, di pinggir parit dan di 

pinggir jalan (Ramadhan et al., 

2015). Terdapat dua komponen 
 

utama dalam pegagan yaitu 

triterpenoid dan flavonoid. Kedua 

komponen tersebut berfungsi sebagai 
 

antioksidan dan bersifat 

neuroprotektif (Sari and Rochmah, 

2015, Orhan, 2012, Vauzour et al., 

2008). Pegagan telah lama digunakan 

dalam pengobatan Ayurveda dan 

pengobatan tradisional cina untuk 
 

meningkatkan fungsi memori 

(Lokanathan et al., 2016). Memori 
 

merupakan kemampuan untuk 
 

merekam pengalaman hidup, 

sehingga mempengaruhi sikap atau 

kebiasaan seseorang sesuai dengan 
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kondisi lingkungannya (Jared, 2010). 

Proses pembentukan memori terjadi 

melalui mekanisme seluler yaitu 

adanya perubahan kekuatan sinaps 

atau disebut plastisitas sinaps (Lu et 

al., 2008, Leal et al., 2015). 

 

Plastisitas pada sinaps 

eksitatorik dapat dimediasi pada 

tingkat presinaps maupun postsinaps 

(Leal et al., 2015). Postsynaptic 

density-95 (PSD-95) merupakan 

protein perancah utama pada densitas 

postsinaps di sinaps eksitatori 

glutamatergik. PSD-95 termasuk 

dalam anggota membrane-associated 

guanylate kinase (MAGUK) (Zhang 

et al., 2013). PSD-95 berperan dalam 

mempertahankan dan memodulasi 

kekuatan sinaps (Chen et al., 2015). 

PSD-95 sering digunakan sebagai 

marker sinaps pada postsinaps dan 

erat kaitannya dengan fungsi memori 
 

(Nelson and Alkon, 2015). 

Kehilangan protein PSD-95 yang 

terjadi seiring dengan bertambahnya 
 
usia, erat kaitannya dengan 

penurunan fungsi memori (Ojo et al., 

2012). 
 

Penurunan fungsi memori 

pada manusia terjadi sejak awal usia 

dewasa yaitu sejak usia 20 tahun 

(Marlatt et al., 2012). Oleh karena 
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itu, penelitian ini dilakukan untuk 

mengetahui pengaruh ekstrak etanol 
 

pegagan dalam meningkatkan 

ekspresi protein PSD-95 sebagai 

bentuk pencegahan penurunan fungsi 

memori pada hipokampus tikus 

Wistar jantan usia 6 bulan, dimana 

usia tersebut bila dikonversi ke 

manusia setara dengan usia 18 tahun 

(Andreollo et al., 2012). 

 
 

METODOLOGI 
 

Bahan 
 

a. Bahan obat uji 

 

Simplisia tanaman pegagan 

(Centella asiatica (L.) Urban) 
 

didapatkan dari Pusat Studi 

Biofarmaka Institut Pertanian Bogor 

(IPB). Ekstraksi bahan dilakukan di 

Balai Penelitian Tanaman Rempah 

dan Obat (Balittro) Bogor. Pegagan 

di ekstraksi dengan etanol 70% 

menggunakan metode maserasi. 

Setelah bahan di ekstraksi, kemudian 
 

dilakukan uji kualitatif dan 
 

kuantitatif untuk mengetahui 

kandungan aktif dalam ekstrak etanol 

pegagan. Desain dan metode 

penelitian ini merupakan bagian dari 

satu proyek penelitian besar yang 

telah lolos kaji etik oleh Komite Etik 
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Penelitian  Kesehatan  FKUI  dengan 
 

nomor etik: 824/UN2.FI/ETIK/2016. 

 

b. Subyek penelitian 

 

Subjek penelitian ini yaitu 
 

hewan coba tikus (Rattus novergicus) 

jantan galur Wistar, berusia 6 bulan 

dengan berat badan awal 300 – 400 

gram, sehat dan aktif. Subjek 

penelitian dibiakkan di 
 
Biofarma-Bandung. Perlakuan 
 

hewan coba dilakukan di 

Laboratorium Departemen Patologi 

Anatomi FKUI. Sebelum dan selama 

perlakuan, kesehatan hewan coba 

dijaga agar tidak sakit. Hewan coba 
 
diberi makanan standar dan minuman 

secara ad libitum. Hewan coba 

dipelihara di dalam kandang beralas 

sekam yang dilengkapi tempat pakan 

dan botol air minum. Kandang 

hewan coba dijaga kebersihannya 

serta diatur 12 jam terang dan 12 jam 

gelap. Suhu lingkungan 

dipertahankan pada suhu 25 + 1°C. 

Hal-hal lain dalam percobaan 

disesuaikan dengan kode etik komisi 

penanganan dan penggunaan hewan 

coba. Sampel 
 
penelitian ini yaitu jaringan 

hipokampus tikus Wistar jantan yang 

menjadi subjek penelitian. 
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c. Bahan dan alat dalam 
 

pemeriksaan protein 
 

Prosedur pemeriksaan protein 

PSD-95 dilakukan di Laboratorium 

Imunologi Departeman Patologi 
 

Anatomi FKUI menggunakan 

metode imunohistokimia (IHK). 

Bahan dan alat yang digunakan 

antara lain xylene (Merck), ethanol 

(Merck) (dengan konsentrasi absolut, 

96%, 80% dan 70%), Phosphate 

Buffer Saline (PBS) (Biomatix) 

dengan pH 7,4, dapar sodium sitrat 

pH 6.0, Hidrogen peroksida (H202) 

35%, antibodi primer anti-PSD95 

antibody (Abcam), antibodi sekunder 

Universal HRP Polimer (Neopoly), 

detection kit (Biogear), Hematoxilin 

Meyer, Lithium karbonat jenuh (5%), 

entelan, super PAP pen (Biogear), 

dan air deionisasi. Sedangkan alat 

yang digunakan antara lain yaitu 

timbangan analitik, microtome, slide 

mikroskop Aurona (bermuatan 

positif), cover glass, water bath, 

oven pengering, slide 
 

warmer, Biocare’s Decloaking 

Chamber, pH meter (Schoot), 

mikroskop (Olympus BX51) dengan 

kamera digital (Olympus). 
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Metoda 
 

a. Persiapan bahan obat uji 
 

Simplisia pegagan di 

ekstraksi dengan metode maserasi. 

Simplisia pegagan sebanyak 5kg di 

haluskan menggunakan grinder, 

sampai menjadi serbuk. Serbuk 
 
pegagan kemudian ditimbang, 
 

didapatkan 4kg serbuk dan 

dimasukkan kedalam wadah stainless 

dan dimasukkan pelarutnya yaitu 

etanol 70% diaduk dengan mixer 
 

selama 3 jam. Selanjutnya 

diendapkan selama 24 jam. Setelah 

itu disaring menggunakan kertas 

saring. Hasil saringan tersebut 

dipekatkan dengan alat rotary 

evaporator dengan suhu 50
0
C sampai 

penguapan selesai. Diperoleh ekstrak 

kental sebanyak 326.4gr dan 
 

rendemennya sebanyak 8.16% 

dengan kadar air 17.39%. 
 

Setelah di ekstraksi, 

dilakukan uji fitokimia dengan 

metode kualitatif dan didapatkan 
 
hasil yaitu ekstrak pegagan 

mengandung alkaloid, saponin, 
 

tannin, fenolik, flavonoid, 

triterpenoid, steroid, dan glikosida. 

Kemudian dilanjutkan dengan uji 
 
kuantitatif untuk mengetahui 

persentase kandungan aktif ekstrak 
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pegagan. Dari uji kuantitatif, 

didapatkan hasil yaitu ekstrak 

pegagan mengandung 22% kadar 

tanin, 44% flavonoid, 125% kadar 

saponin, dan 65% kadar asiatikosida. 

 
 

b. Pemberian ekstrak pegagan 

Hewan coba ditimbang berat 
 

tubuhnya untuk menentukan jumlah 

ekstrak yang akan diberikan sesuai 

dengan rentang dosisnya. Sediaan 
 

disiapkan untuk memenuhi 
 

kebutuhan pemberian ekstrak. 
 

Pengenceran sediaan ekstrak 

disiapkan untuk keperluan 7 hari 

perlakuan. Hal ini dilakukan untuk 

menghindari kerusakan jika sediaan 

disimpan lebih dari 7 hari. Setelah 

dilakukan pengenceran, sediaan 

disimpan di lemari pendingin dengan 

suhu 4
0
C. Setelah 7 hari, sediaan 

dibuat kembali untuk keperluan hari 
 

berikutnya. Sebelum diberikan 

kepada hewan coba, sediaan ekstrak 

dibiarkan sebentar dalam suhu 

ruangan, kemudian diaduk dengan 

baik agar tercampur dan tidak ada 

endapan sehingga memudahkan 

proses penyondean pada hewan coba. 
 

Hewan coba dibagi secara 

acak menjadi tiga kelompok yaitu : 
 

(1) kelompok kontrol (K) diberikan 
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aquades sebanyak 2mL, (2) 

kelompok yang diberikan ekstrak 

pegagan dosis 300mg/kgBB/hari 

(CA 300) sebanyak 1,2mL, (3) 

kelompok yang diberikan ekstrak 

pegagan dosis 600mg/kgBB/hari 

(CA 600) sebanyak 2,4mL. Masing – 

masing perlakuan pada setiap 

kelompok diberikan satu kali sehari 

selama 28 hari berturut – turut 

dengan waktu yang sama di pagi 
 
hari, diberikan secara oral 

menggunakan sonde lambung. 

 
 

c. Serangkaian prosedur IHK 
 

dan pemeriksaan protein 
 

Pada akhir masa perlakuan, 

subjek penelitian di dekapitasi, 
 

Kemudian dilanjutkan dengan 

pengambilan jaringan hipokampus 

dari otak sesegera mungkin. Jaringan 

hipokampus yang sudah diisolasi 

dimasukkan ke dalam dapar formalin 

10% selama 24 jam untuk kemudian 

dilakukan pembuatan blok parafin. 
 
Sebelum melakukan prosedur 

imunohistokimia (IHK), blok parafin 

yang telah dibuat tadi dipotong 

dengan ketebalan 4 mikron dan 

diapungkan pada water bath. 
 
Kemudian potongan tersebut 

ditempatkan diatas coated slide. 
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Cairan yang terdapat di slide 

dikeringkan, lalu slide dimasukkan 

kedalam oven pengering selama 30 – 
 

60 menit dengan suhu 37
0
C (Spencer 

and Bancroft, 2008). 
 

Prosedur pulasan IHK yang 

digunakan dalam penelitian ini 

adalah prosedur IHC Neopoly yang 

merupakan prosedur standar kit 

antibodi Biogear Polymer Neopoly 

Detection Kit. Dari hasil optimasi 

didapatkan pengenceran optimal 
 

untuk protein PSD-95 yaitu 

konsentrasi 1:500. Setelah prosedur 

IHK selesai, maka pengukuran 

presentase ekspresi protein PSD-95 

dilakukan dengan mengamati slide 

dibawah mikroskop cahaya binokuler 
 

(Olympus BX51) dengan 

pembesaran 400x dan gambar 

diambil dengan kamera built-in 
 

(Olympus) pada mikroskop tersebut. 

Hasil pengambilan gambar kemudian 

dihitung menggunakan program 

ImageJ dengan plugin IHC Profiler 
 

sehingga menghasilkan 

menghasilkan nilai skor intensitas 

secara otomatis pada setiap gambar. 
 

Setelah itu, hasil dihitung 

menggunakan metode IHC Optical 

Density Score. 
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Data skor densitas optik 

protein PSD-95 yang telah diperoleh 

kemudian dilakukan analisis statistik 

menggunakan program komputer 
 

SPSS 17.0. Data dianalisis 

menggunakan uji one way ANOVA 

kemudian uji post hoc Bonferroni 

dengan taraf kepecayaan 95%. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

Salah satu karakteristik khas 

dari penuaan adalah kehilangan 
 

fungsi memori terutama di 

hipokampus. Hal ini terkait dengan 
 

perubahan morfologi sinaps termasuk 

juga kehilangan protein presinaps 

dan postsinaps, serta kehilangan 

densitas sinaps secara progresif. (Ojo 

et al., 2012) Oleh karena itu, dalam 

penelitian ini dilakukan pemeriksaan 

ekspresi protein postsinaps yaitu 

PSD-95 di area CA1 hipokampus 

pada tikus Wistar jantan. 

 
 

Pada gambar 1 ditampilkan 

hasil pulasan IHK pada jaringan 

sampel kelompok kontrol, CA300, 
 

dan CA600. Gambar 1A 

menunjukkan kontrol negatif dimana 

ekspresi protein PSD-95 tidak 

muncul. Ekspresi protein PSD-95 

pada regio CA1 hipokampus tikus 

Wistar jantan terlihat paling lemah 
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pada kelompok kontrol (gambar 1B) paling kuat nampak pada kelompok 
 

dan  ekspresi  protein  PSD-95 yang CA600 (gambar 1D).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

PSD-95 
 

 

A  B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 PSD-95 

 PSD-95    

C  84 D 
     

      
Gambar 1 Pulasan IHK protein PSD-95 pada area CA1 jaringan hipokampus tikus Wistar jantan. 

Perbandingan rerata skor 

A. kontrol negatif ; B. kelompok kontrol; C. kelompok CA300; D. kelompok CA600. Perbesaran 400X. 
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densitas optik protein PSD-95 

pada ketiga kelompok ditampilkan 

pada gambar 2. Nilai rerata tertinggi 

didapati pada kelompok CA600 
 

(2.46±0.16), diikuti dengan 

kelompok CA300 (1.83±0.19) dan 

yang paling rendah yaitu kelompok 

kontrol (1.64±0.09). Analisis statistik 

kemudian dilakukan, dengan uji 

parametrik yaitu uji One Way Anova 
 

 

 

diikuti dengan uji Post Hoc 
 

Bonferroni. Berdasarkan hasil 

analisis statistik didapatkan bahwa 

terdapat perbedaan bermakna antara 

kelompok CA600 dengan kelompok 

kontrol (p=0.000) dan kelompok 

CA300 (p=0.000), sedangkan antara 

kelompok CA300 dan kelompok 

kontrol tidak berbeda bermakna 

(p=0.123). 
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Gambar 2 Perbandingan rerata skor OD protein PSD-95 pada ketiga kelompok. *Hasil analisis 

statistik dengan uji One Way Anova diikuti uji Post Hoc Bonferroni; 
a
 tidak terdapat perbedaan 

bermakna antara kelompok kontrol dengan CA300 (p=0.123); 
b
 terdapat perbedaan bermakna antara 

CA600 dengan kelompok kontrol (p=0.000) dan kelompok CA300 (p=0.000). Signifikansi *p<0.05. 
Data dalam nilai rerata, error bars menunjukkan simpangan baku (Keterangan: hasil uji Kolmogorov-

Smirnov menunjukkan data tidak terdistribusi normal, namun transformasi berhasil). 
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Dari hasil penelitian ini dinyatakan 

bahwa pemberian ekstrak etanol 70% 

pegagan dapat meningkatkan ekspresi 

protein PSD-95 di area CA1 hipokampus 

tikus Wistar jantan. Hasil penelitian ini 

didukung oleh penelitian yang dilakukan 

oleh Gray dkk., bahwa pemberian ekstrak 

CA pada mencit dapat meningkatkan 

ekspresi gen sinaps PSD-95 di hipokampus 

(Gray et al., 2016). 

 

Tanaman pegagan memiliki banyak 
 

manfaat diantaranya antiinflamasi, 
 

antimikroba, antifungal, antidepresan, 

antioksidan dan antikanker (Lokanathan et 

al., 2016) termasuk dalam meningkatkan 

fungsi memori dan bersifat neuroprotektif 

(Orhan, 2012). Dua komponen utama dalam 

pegagan yaitu triterpenoid dan flavonoid. 

Triterpenoid terdiri dari komponen aktif 

yaitu asam asiatika dan asiatikosida (Sari 

and Rochmah, 2015). 

 

Menurut penelitian baik secara in 

vitro maupun in vivo, dinyatakan bahwa 

asam asiatika dalam pegagan memiliki 

aktivitas neuroprotektif. Penelitian in vivo 

menyatakan bahwa pemberian asam asiatika 

dosis 30mg/kgBB selama 28 hari secara 

signifikan meningkatkan proses belajar dan 

memori pada tikus jantan (Sirichoat et al., 
 
2015). Asiatikosida dari pegagan 
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menghasilkan efek neuroprotektif melalui 

mekanisme antioksidan. (Orhan, 2012) 

Asiatikosida juga diketahui memiliki efek 

meningkatkan kognisi dan digunakan 

sebagai agen terapi demensia (Sari and 

Rochmah, 2015). Dalam penelitian ini 

dinyatakan bahwa pemberian ekstrak etanol 

pegagan yang mengandung asiatikosida 

selama 28 hari berturut – turut dapat 
 
meningkatkan ekspresi PSD-95 di 

hipokampus tikus Wistar jantan. Hasil 

penelitian ini didukung oleh penelitian 

sebelumnya yang menyatakan bahwa 

pemberian asiatikosida selama empat 

minggu berturut – turut dapat meningkatkan 

ekspresi PSD-95 di hipokampus (Luo et al., 

2015). 

 

Kandungan flavonoid dalam pegagan 

memberikan efek proteksi terhadap 
 

neurotoksisitas melalui mekanisme 

antioksidan.(Orhan, 2012). Selain itu, 

flavonoid dalam pegagan juga dapat bekerja 

secara langsung melewati sawar darah otak 

kemudian terikat dengan reseptor TrkB, 

sehingga dapat mengaktifkan jeram sinyal 

intraseluler dan meningkatkan transkripsi 

gen target seperti BDNF (Naoi et al., 2017, 

Stagni et al., 2017). Flavonoid juga memicu 

efek positif pada sistem vaskuler sehingga 

terjadi perubahan dalam laju aliran darah 

serebrovaskular yang mampu menghasilkan 
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angiogenesis, neurogenesis dan perubahan 

pada morfologi neuron (Vauzour et al., 

2008). 

 

Dalam penelitian ini hewan coba 

diberikan ekstrak etanol pegagan dengan 
 

dosis bervariasi. Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa ekspresi protein PSD-

95 memiliki skor densitas optik protein 

tertinggi pada kelompok yang diberikan 

ekstrak pegagan dengan dosis 600mg/kgBB 

dibandingkan dosis 300mg/kgBB. Hal ini 

didukung oleh hasil analisis statistik yang 

menunjukkan adanya perbedaan bermakna 

antara kelompok yang diberikan dosis 

600mg/kgBB (CA600) dengan kelompok 

yang diberikan dosis 300mg/kgBB (CA300) 

dan kelompok kontrol (p=0.000). Hingga 

saat ini belum ada penelitian yang 

menyatakan bahwa pemberian ekstrak 
 

pegagan dosis 600mg/kgBB dapat 

mempengaruhi ekspresi protein PSD-95. 

Meskipun demikian, terdapat penelitian 

yang menyatakan bahwa pemberian ekstrak 

etanol pegagan dosis 600mg/kgBB selama 

28 hari dapat meningkatkan konsentrasi 

BDNF dalam serum darah (Sari and 

Rochmah, 2015). 

 

Regulasi PSD-95 dipengaruhi oleh 

brain derived neurotropic factor (BDNF). 

Sinyal yang dihasilkan oleh ikatan BDNF- 
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TrkB berperan penting dalam perkembangan 

sinaps dengan meregulasi PSD-95. (Yoshii 

and Constantine-Paton, 2014) Menempelnya 

BDNF pada reseptornya TrkB akan 

memunculkan jeram sinyal. Salah satunya 

jeram sinyal PI3K-Akt yang meregulasi lalu 
 

lintas protein PSD-95.(Yoshii and 

Constantine-Paton, 2010) Delesi gen Bdnf 

meyebabkan penurunan ekspresi postsinaps 

PSD-95 di otak.(Luo et al., 2015). 

 

Berdasarkan pada teori bahwa 

protein PSD-95 diregulasi oleh BDNF, 

diduga peningkatan ekspresi protein PSD-95 

dalam penelitian ini juga dipengaruhi oleh 

jeram sinyal yang ditimbulkan oleh interaksi 

antara komponen aktif pegagan dengan 
 
BDNF-TrkB. Penelitian selanjutnya 

diperlukan untuk mentukan bagaimana 

mekanisme jeram sinyal peningkatan 

ekspresi protein PSD-95 yang dipengaruhi 

oleh ekstrak pegagan terkait dengan 

peningkatan fungsi memori. 

 
 
 
 

KESIMPULAN 

 

Pengaruh pemberian ekstrak etanol 70% 

pegagan (dosis 600mg/kgBB) lebih baik 

dalam meningkatkan ekspresi protein PSD-

95 di hipokampus tikus Wistar jantan. 
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