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RINGKASAN

Hambatan Ekstrak Kulit Batang Sterculia quadrifida R.Br
(Faloak) Pada CD81 Cell line Hepatosit Huh7it dan NS3
helicase Virus Hepatitis C JFH1

Muhajirin Dean

Infeksi virus hepatitis C (VHC) ini menjadi penting untuk difikirkan
penanganannya, mengingat 55-85% infeksi VHC menjadi kronis. Virus
hepatitis C mudah/sering mengalami mutasi sehingga belum dapat diproduksi
vaksin untuk VHC dan belum ditemukan obat yang dapat menyembuhkan
dengan sempurna untuk terapi infeksi VHC, maka dibutuhkan solusi untuk
mengatasi hal ini. Beberapa contoh obat yang digunakan untuk terapi infeksi
VHC antara lain adalah pegylated interferon alfa (IFN-«) dan ribavirin
(RBV), obat golongan protease inhibitor (NS3 inhibitor) contohnya
boceprevir, telaprevir dan simeprevir dan NS5B nukleotida inhibitor yaitu
sofosbuvir.

Senyawa flavonoid turunan katekin yaitu epikatekin yang berasal dari
kulit batang tanaman Sterculia tragacantha famili Sterculiacea telah berhasil
diisolasi. Senyawa epikatekin menghambat replikasi RNA VHC JFH1 dan
menurunkan inflamasi yang disebabkan VHC JFH1 serta dapat berikatan
dengan protein NS3 VHC.

Faloak merupakan salah satu spesies dari Genus Sterculia, Famili
Sterculiaceae, oleh masyarakat di Kota Kupang, Provinsi Nusa Tenggara
Timur, Indonesia telah digunakan untuk menyembuhkan penyakit kuning atau
hepatitis. Dalam penelitian sebelumnya ditemukan bahwa dalam ekstrak air
kulit batang faloak mengandung flavonoid.

Tujuan dari penelitian ini adalah menentukan nilai CCsg, ICs,
identifikasi dan menentukan kadar senyawa epikatekin, mengetahui pengaruh
ekstrak kulit batang faloak pada infeksi VHC, yaitu terhadap ekspresi reseptor
CD8L1 Cell line hepatosit Huh7it dan ekspresi NS3 helicase VHC JFH1 dalam
kultur Cell line hepatosit Huh7it dengan metode western blotting.

Dalam penelitian ini dilakukan pengujian secara in vitro. Untuk
pengujian aktifitas ekstrak n-heksan, air dan alkohol 70% kulit batang faloak
dimulai dengan penentuan toksisitas (CCsp) menggunakan metode MTT
Assay, penentuan ICso, uji time addition dan diakhiri dengan uji western
blotting. Untuk pengujian kandungan senyawa epikatekin menggunakan
metode Liquid chromatography mass spectrometry/mass spectrometry
(LC-MS/MS) Triple Quad 4000 System.

Hasil yang diperoleh pada pengujian CCsy pada kultur Cell line
hepatosit Huh7it yaitu ekstrak kulit batang faloak dengan pelarut n-heksan
dengan CCsy sebesar 745.49 pg/ml, air CCsp sebesar 2007.25 pg/ml dan
alkohol 70% sebesar 3015.91 pg/ml. Dapat disimpulkan bahwa pada
konsentrasi uji 3.125 pg/ml, 6.25 pg/ml, 12.5 pg/ml, 25 pg/ml 50 pg/ml dan
100 pg/ml ekstrak n-heksan, air dan alkohol 70% kulit batang faloak memiliki
tingkat toksisitas yang rendah karena memenuhi kriteria yaitu viabilitas sel
>50 %.
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Hasil pengujian 1Cso terhadap VHC JFH1 pada kultur Cell line
hepatosit Huh7it yaitu ekstrak kulit batang faloak pada konsentrasi 3.125
pg/ml, 6.25 pg/mi, 12.5 pg/ml, 25 pg/ml 50 pg/ml dan 100 pg/ml dengan
pelarut n-heksan diperoleh ICsq sebesar 128.44 pug/ml, air sebesar 16,40 pg/ml
dan alkohol 70% sebesar 16,85 pg/ml. Dapat disimpulkan bahwa pada
berbagai konsentrasi ekstrak n-heksan kulit batang faloak memiliki daya
hambat yang kurang baik karena tidak memenuhi kriteria <25 pg/ml
sedangkan ekstrak air dan alkohol 70% kulit batang faloak memiliki daya
hambat yang memenuhi kriteria. Beberapa hasil ini dikarenakan komposisi
dan jumlah senyawa yang berbeda pada setiap ekstrak.

Hasil perhitungan selectivity index dengan membandingkan CCsp dan
ICs dari ekstrak n-heksan, air dan alkohol 70% kulit batang faloak. Diperoleh
hasil untuk ekstrak n-heksan 5.80, ekstrak air 120.63, dan ekstrak alkohol
70% 178.99. dari ketiga ekstrak kulit batang faloak ini memnuhi kriteria
selectivity index >3.

Uji kualitatif ekstrak air dan alkohol 70% kulit batang faloak dengan
menggunakan instrumen LC-MS/MS Triple Quad 4000 System. Diperoleh
ekstrak kulit batang faloak dalam pelarut air dan alkohol 70% mengandung
senyawa epikatekin dengan puncak grafik pada RT 3.90 dengan m/z 286-290
berdasarkan data library dari Program Analyst Instrument Control and Data
Processing Software AB Sciex pada instrument LC MS/MS Ab Sciex 4000.
Hasil uji kuantitatif LC-MS/MS Triple Quad 4000 System pada ekstrak air
kulit dan alkohol 70% batang faloak mengandung epikatekin 942 mg/kg dan
872 mg/kg. Pada pemeriksaan dengan instrumen LC-MS/MS Triple Quad
4000 System digunakan standar (-)-epikatekin >98% dari Sigma Aldrich
dengan nomor katalog E4018.

Hasil uji dengan metode time addition ekstrak air kulit batang faloak
dengan konsentrasi 40 pg/ml dapat menghambat entry (masuknya VHC JFH1
kedalam cell line hepatosit Huh7it) sebesar 93,97%, dan hambatan post entry
(replikasi VHC JFH1 dalam Cell line hepatosit Huh7it) sebesar 96,75%.
Ekstrak alkohol 70% kulit batang faloak dengan konsentrasi 40 pg/ml dapat
menghambat entry VHC JFH1 kedalam Cell line hepatosit Huh7it sebesar
86,13%, dan post entry (replikasi VHC JFH1 dalam Cell line hepatosit
Huh7it) sebesar 97,09%. Pada konfirmasi uji entry post-entry pemberian
ekstrak air maupun alkohol 70% kulit batang faloak dapat menghambat VHC
JFH1 kedalam Cell line hepatosit Huh7it sebesar 100%.

Hasil uji western blotting untuk melihat ekspresi protein CD81 Cell
line hepatosit Huh7it yang dipapar dengan VHC JFH1 pada pemberian
ekstrak air atau alkohol 70% kulit batang faloak dengan menggunakan
antibodi dari Abcam (ab109201). Pengujian dilakukan setelah 2 jam inkubasi
dengan dipapar VHC JFH1 dan ekstrak air atau alkohol 70% kulit batang
faloak dengan konsentrasi masing-masing 20/ml dan 40ug/ml. Analisis
secara kuantitatif dilakukan untuk mengetahui hambatan ikatan protein CD81
Cell line hepatosit Huh7it dan VHC JFH1 dalam satuan persen (%), diawali
dengan menghitung densitas band protein menggunakan software ImageJ®
yang dibandingkan dengan kontrol yang tidak dipapar dengan ekstrak kulit
batang faloak. Setelah luas area diperoleh maka ditentukan persentase
hambatan. Diperoleh hambatan protein CD81 Cell line hepatosit Huh7it pada
ekstrak air kulit batang faloak pada konsentrasi 20ug/ml sebesar 53.20% dan
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40ug/ml sebesar 90.67%. Sedangkan ekstrak alkohol 70% kulit batang faloak
pada konsentrasi: 20pug/ml sebesar 13.17% dan 40ug/ml sebesar 44.04%.

Uji western blotting protein NS3 helicase VHC JFH1 yang
dipaparkan pada kultur Cell line hepatosit Huh7it pada pemberian ekstrak air
atau alkohol 70% kulit batang faloak dengan menggunakan antibodi dari
Abcam (Ab18830). Di awali dengan Cell line hepatosit Huh7it dipapar
dengan VHC JFH1 dan diinkubasi selama 2 jam. Pengujian dilakukan setelah
diberikan ekstrak air atau alkohol 70% kulit batang faloak dengan konsentrasi
masing-masing 20 pg/ml dan 40 pg/ml dan inkubasi selama 46 jam. Analisis
dilakukan untuk mengetahui hambatan ekspresi protein NS3 helicase VHC
JFH1 dalam satuan persen (%), diawali dengan menghitung luas area
menggunakan software ImageJ® yang dibandingkan dengan kontrol. Setelah
luas area diperoleh maka ditentukan persentase hambatan. Diperoleh
hambatan ekspresi protein NS3 helicase VHC JFH1 pada ekstrak ekstrak air
pada konsentrasi: 20ug/ml sebesar 68.64% dan 40ug/ml sebesar 80.08%.
Sedangkan ekstrak alkohol 70% pada konsentrasi: 20ug/ml sebesar 60.60%
dan 40ug/ml sebesar 63.08%.

Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan ekstrak air dan alkohol
70% kulit batang faloak secara umum dapat menghambat masuknya VHC
JFH1 pada tahap entry maupun replikasi VHC JFH1 pada post entry, namun
secara spesifik hambatan pada tahap entry <50% atau menghambat dengan
lemah dan tahap post entry hambatan >50% atau menghambat dengan kuat.
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SUMMARY

Inhibition Effect of Faloak (Sterculia quadrifida R.Br) Stem
Bark Extract on CD81 Huh7it Cell Line Hepatocytes and
NS3 helicase Hepatitis C Virus JFH1

Muhajirin Dean

It is important to think about the treatment for Hepatitis C Virus (HCV)
infection considering 55-85% of HCV infection that becomes chronic. Hepatitis C
virus easily and frequently undergoes a mutation resulting in no vaccine for HCV
having been produced and a medication that can fully cure HCV infection has not
been discovered. A solution to overcome this problem needs to be developed.
Among the medications used in HCV infection therapy are pegylated interferon
alpha (IFN-a) and ribavirin (RBV), group of protease inhibitor medicine (NS3
inhibitor) such as boceprevir, telaprevir, and simeprevir and NS5B nucleotide
inhibitor such as sofosbuvir.

Flavonoid compound derived from catechin named epicatechin originating
from stem bark of Sterculia tragacanth, Sterculiacea family has been successfully
isolated. Epicatechin compound inhibits the replication of HCV JFH1 and reduces
inflammation caused by HCV JFHL1 that can bind HCV NS3 protein.

Faloak is one of the species of Sterculia genus that has been used by people of
Kupang City, East Nusa Tenggara Province, Indonesia to cure jaundice or hepatitis.
In previous studies, it is found that the extract of faloak bark contains flavonoid.

The aims of this study are to determine the levels of CCsy and ICsy,
identifying and determining the epicatechin compound, understanding the effect of
faloak bark extract on HCV infection, namely its inhibition on CD81 hepatocyte
Huh7it cell line and the inhibition on NS3 helicase expression of JFH1 HCV in
hepatocyte Huh7it cell line by using western blotting method.

The examination on faloak stem bark extracts inhibition in vitro manner. The
examination of faloak bark extract with n-hexane, water, and alcohol 70% activities
starts with toxicity (CCsp) examination using MTT Assay method, ICsy
measurement, time addition test, and ended with the western blotting test. The
measurement of epicatechin compound content was conducted by using Liquid
Chromatography Mass Spectrometry/Mass Spectrometry (LC-MS/MS) method
Triple Quad 4000 System.

The CCsy examination on hepatocyte Huh7it cell line culture indicates that
CCsp of faloak stem bark extracts with n-hexane is 745.49 pg/ml, water 2007.25
pg/ml, and alcohol 70% 3015.91 pg/ml. From this finding, it can be concluded that
at the test concentration of 3.125 pg/ml, 6.25 pg/ml, 12.5 pg/ml, 25 pg/ml, 50
pug/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml, 400 pg/ml, 600 pg/ml, 800 pug/ml, and 1000 pg/ml of
n-hexane extract, water, and alcohol 70% faloak stem bark extract has a low
toxicity because it has met criterion of high cell viability, more than 50%.

The ICsy examination of HCV JFH1 on hepatocyte Huh7it cell line culture
indicates that 1Csy of faloak bark extract at concentration of 3.125 pg/ml, 6.25
pg/ml, 12.5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, and 100 pg/ml in n-hexane solvent is
128.44 pg/ml, in water 16.40 pg/ml, and in alcohol 70% 16.85 pg/ml. Therefore, at
different concentrations, faloak bark extract with n-hexane solvent has poor
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inhibition because it does not meet the criterion of <25 ug/ml. Meanwhile, faloak
stem bark extracts with water and alcohol 70% has inhibition meeting the criterion.
Different composition and number of compounds in each extract affect this
distinctive result.

The selective index measurement conducted by comparing CCsp and 1Csp
values of faloak stem bark extracts in n-hexane, water, and alcohol 70% indicates
the value for n-hexane extract 5.80, water extract 120.63, and alcohol 70% extract
178.99. The result for these three faloak bark extracts has met the selective index
criteria >3.

The identification examination on faloak stem bark extracts in water and
alcohol 70% using LC-MS/MS Triple Quad 4000 System instrument finds that
faloak stem bark extracts in 70% water and alcohol solvent contained compound
epicatechin with peak graph at RT 3.90 with m/z 286-290 based on library data
from the AB Sciex Analyst Instrument Control and Data Processing Software
Program on LC MS / MS Ab Sciex 4000. The LC-MS/MS Triple Quad 4000
System quantitative test examination indicates that faloak stem bark extracts in
water and alcohol 70% solvent contains epicatechin 942 mg/kg and 872 mg/kg.
Examination using LC-MS/MS Triple Quad 4000 System applies standard
(-)-epicatechin >98% of Sigma Aldrich with catalogue Number E4018.

The examination using time addition method on faloak stem bark extracts in
water solvent at 40 pg/ml concentration is able to provide entry inhibition (HCV
JFH1 entering hepatocyte Huh7it cell line) as much as 93.97% and post-entry
inhibition (HCV JFH1 replication in hepatocyte Huh7it cell line) as much as
96.75%. faloak stem bark extracts 40 pg/ml extract in alcohol 70% provides entry
inhibition (HCV JFH1 entering hepatocyte Huh7it cell line) as much as 86.13% and
post-entry inhibition (HCV JFH1 replication in hepatocyte Huh7it cell line) as
much as 97.09%. In entry/post-entry confirmation test indicates that the
administration of faloak stem bark extracts in water or alcohol 70% solvent can
inhibit HCV JFHL1 inside hepatocyte Huh7it cell line as much 100%.

The western blotting test is conducted to identify the expression of CD81
hepatocyte Huh7it cell line exposed to HCV JFH1 on the administration of faloak
stem bark extracts in water and alcohol 70% using antibody of Abcam (ab109201).
The examination is performed 2 hours after incubation by exposing HCV JFH1 to
20 pg/ml and 40 pg/ml faloak stem bark extracts in water and alcohol 70%. The
quantitative analysis is carried out to identify the percentage of binding inhibition
between CD81 hepatocyte Huh7it cell line and NS3 helicase HCV JFH1. The
analysis is initiated by measuring protein band density using ImageJ® software
compared to the control group not exposed to faloak stem bark extracts. After
determining the width of experimentation area, the inhibition percentage can be
measured. The result indicates that the inhibition of CD81 hepatocyte Huh7it cell
line for faloak stem bark extract with water solvent is 53.20% for 20 pg/mi
concentration and 90.67% for 40 pg/ml concentration. Meanwhile, the results for
faloak bark extract with alcohol 70% solvent are 13.17% for 20 pg/ml
concentration and 44.04% for 40 pg/ml.

The western blotting test was carried out on NS3 helicase protein of HCV
JFH1 exposed to hepatocyte Huh7it cell line culture on the administration of faloak
stem bark extracts with water or alcohol 70% solvent using antibody from Abcam
(Ab18330). The test is initiated by exposing hepatocyte Huh7it cell line to HCV
JFH1 and being incubated for 2 hours. The examination was conducted after the
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administration of faloak stem bark extracts in water or alcohol 70% with
concentration of 20 pg/ml and 40 pg/ml and 46 hours incubation. An analysis is
carried out to identify the inhibition of HCV JFH1 NS3 helicase protein in the unit
of percent (%) initiated by measuring the width of area using ImageJ® software
compared to control. Inhibition percentage is measured after determining area
width. The finding shows inhibition of NS3 helicase protein HCV JFH1 expression
for water solvent extract with concentration 20 pug/ml is 68.64% and 80.08% for 40
pg/ml while for alcohol 70% solvent extract the inhibition is 60.60% for 20 pg/mi
concentration and 63.08% for 40 pg/ml concentration.

It can be concluded that in general, faloak stem bark extracts in water or
alcohol 70% solvent can inhibit the entry of HCV JFHL1 at entry phase and inhibit
the replication of HCV JFH1 at post-entry phase. Hence, faloak extract can be
developed as medicinal ingredients or herbal medicine in preventing or treating
HCV JFH1 infection.
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