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Pengenalan

Tunikat merujuk kepada mana-mana haiwan yang berada di dalam filum Chordata dan
subfilum Tunicata (Urochordata). Tunikat merupakan haiwan marin yang kecil tetapi
ia boleh dijumpai dengan sangat meluas di dalam laut. Terdapat banyak kajian yang
telah dijalankan terhadap spesies haiwan laut ini. Dalam kajian terdahulu yang dijalankan
ke atas Diplosoma virens mendapati ekstrak asetonnya yang mengandungi bahan
bioaktif, mempunyai kesan sitotoksik terhadap sel kanser kolorektal manusia (HCT116)
dan tindakan ini bersandar kepada kepekatan ekstrak yang digunakan (Ogi et al. 2008).
Manakala kajian yang dilakukan ke atas Didemnum psammatodes mendapati ekstrak
metanolnya memberikan kesan antileukemik ke atas sel leukemia manusia (HL-60)
(Takeara et al. 2008). Tunikat juga merupakan sumber terbaru dalam penghasilan
antibiotik (Concepcion et al. 1994). Kajian ini dilakukan untuk mengenal pasti potensi
ekstrak metanol tunikat sebagai agen perlindungan sel terutamanya terhadap sel
hepatoblastoma.

Bahan dan Kaedah

Proses Pengekstrakan

Tunikat yang diperolehi dari kawasan perairan sekitar Mersing, Johor diekstrak
menggunakan pelarut metanol secara pengekstrakan sejuk (cold extraction) (Kaou et
al. 2008). Tunikat direndam di dalam 200 mL larutan metanol (99.8%) dan dibiarkan pada
suhu bilik selama dua hari. Selepas dua hari, ekstrak diasingkan daripada pelarut dengan
menggunakan mesin rotawap (Eyela N-1000-WD).
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Sel Selanjar

Terdapat dua jenis sel selanjar yang digunakan iaitu sel selanjar HepG2 (sel
hepatoblastoma) dan sel hepar Chang (sel hepar normal) diperolehi daripada American
Type Culture Collection (ATCC). Sel hepar Chang dikulturkan dalam media RPMI-
1640 manakala sel HepG2 dikulturkan dalam media DMEM. Kedua-dua media
dicampurkan dengan 10% FBS (foetal bovine serum), 100 IU/mL peninsilin serta 5 mg/
mL streptomycin untuk menjadikannya media pertumbuhan lengkap. Kesemua sel
dikulturkan di Makmal Bioserasi dan Toksikologi, Universiti Kebangsaan Malaysia.

Analisis FRAP (Benzie & Strain 1996)

Reagen FRAP disediakan dengan menambahkan penimbal asetat, TPTZ, FeCl,.6H,0
dan air suling pada nisbah 10:1:1:1.2. Sebanyak 25 pL ekstrak tunikat pada kepekatan
yang berbeza dimasukkan ke dalam plat 96-telaga. Kemudian, sebanyak 175 pL reagen
FRAP ditambahkan ke dalam setiap telaga. Nilai penyerapan (OD) dibaca selepas 4
minit pada panjang gelombang 590 nm. Graf piawai diplotkan daripada tindakan reagen
FRAP dengan FeSO,.7H,O manakala kawalan positif yang digunakan ialah Vitamin
C. Langkah ini diulang dengan menggunakan sel selanjar yang dirawat dengan ekstrak
selama 2 jam.

Asai MTT

Asai MTT (Mosmann 1983) dijalankan untuk melihat kesan sitotoksisk ekstrak metanol
tunikat terhadap sel HepG2 dan sel hepar Chang. Sel yang telah dikulturkan di dalam
media pertumbuhan lengkap dikira menggunakan hemositometer. Kepekatan sel yang
optimum bagi asai MTT adalah 5 x 10* sel/mL. Sebanyak 100 uL sel dipipet ke dalam plat
mikrotiter 96-telaga dan diinkubasi semalaman. Seterusnya, media dipipet keluar dan 200
uL ekstrak dipipet ke dalam plat dengan kepekatan tertinggi yang digunakan adalah 1 mg/
mL. Plat kemudian dieram selama 24 jam di dalam inkubator bersuhu 37°C dengan 5%
CO.,. Selepas 24 jam inkubasi, 20 pL larutan garam MTT ditambahkan ke dalam setiap
telaga dan dieram semula selama 4 jam. Selepas 4 jam, sebanyak 150 puL supernatan
dikeluarkan dan digantikan dengan 150 pL larutan DMSO untuk melarutkan Kristal
formazan yang terbentuk. Plat dieram selama 15 minit untuk melarutkan keseluruhan
kristal formazan. Keamatan warna yang terhasil diukur sebagai nilai penyerapan (OD)
pada panjang gelombang 570 nm.

Asai Komet Beralkali

Asai Komet beralkali (Singh et al. 1988) dijalankan untuk melihat kesan genotoksik
ekstrak terhadap kedua-dua jenis sel selanjar. Sebanyak 2 mL sel pada kepekatan 5 x
10* sel/mL dimasukkan ke dalam setiap telaga pada plat 6-telaga. Plat kemudian
diinkubasi semalaman pada suhu 37°C dan 5% CO,,. Selepas semalaman, media dipipet
keluar dan ekstrak metanol tunikat ditambah ke dalam sel dan dieram selam 24 jam.
Kepekatan ekstrak yang digunakan untuk asai Komet diperolehi daripada nilai IC,
asai MTT. Kawalan positif yang digunakan adalah 50 pM hidrogen peroksida. Selepas
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24 jam rawatan, sel dicuci dengan PBS dan dipindahkan ke dalam tiga tiub ependof
yang berbeza bagi setiap telaga. Sel diempar pada 2500 rpm selama 5 minit. Supernatan
dibuang manakala pelet yang diperolehi dicuci dengan PBS dan diempar sekali lagi.
Sementara itu, 100 pL gel agaros bertakat lebur normal (NMA) dipipetkan ke atas slaid
berfros. Setelah dibiarkan mengeras di atas ais, 10 uL suspensi sel dicampurkan dengan
80 uL gel agaros bertakat lebur rendah (LMA) dan dipipetkan ke atas slaid. Selepas
gel mengeras, slaid dimasukkan ke dalam coplin jar yang mengandungi 30 mL penimbal
lisis (2.5 M NaCl, 100mM EDTA dan 10 mM Tris). Sebanyak 300 pL Triton-X
ditambahkan ke dalam coplin jar sebelum digunakan. Slaid dibiarkan terendam
sekurang-kurangnya selama satu jam pada suhu 4°C. Selepas itu, slaid dipindahkan ke
dalam unit elektroforesis yang mengandungi penimbal elektroforesis pada pH beralkali
(pH > 13). Slaid dibiarkan terendam selama 20 minit untuk proses relaksasi DNA.
Selepas 20 minit, proses elektroforesis dijalankan pada 25V, 300 mA selama 20 minit.
Kemudian, slaid dicuci dengan larutan penimbal neutralisasi sebanyak tiga kali selama
5 minit. Slaid diwarnakan dengan 50 uM etidium bromida dan diperhatikan di bawah
mikroskop fluoresen Leica DM 2500. Analisis komet dijalankan menggunakan perisian
Comet Score untuk melihat kerosakan DNA melalui dua parameter iaitu peratus DNA
ekor dan momen ekor.

Ujian Statistik

Data yang diperolehi dianalisis menggunakan ujian statistik melalui perisian SPSS versi
12. Aras signifikan yang digunakan dalam setiap ujian statistik ialah p < 0.05.

Hasil Kajian

Analisis FRAP digunakan untuk mengukur kapasiti antioksidan yang terdapat di dalam
ekstrak metanol tunikat. Analisis ini dijalankan ke atas ekstrak dengan menggunakan
kepekatan tertinggi iaitu Img/mL. Pada kepekatan ini, nilai FRAP yang diperolehi adalah
25.78 pg/mL dan nilai FRAP semakin menurun apabila kepekatan ekstrak semakin
berkurang (Rajah 1). Apabila analisis FRAP dijalankan ke atas sel yang dirawat dengan
ekstrak, nilai FRAP didapati meningkat kepada 80.9 pg/mL pada sel HepG2 dan 73.57
pg/mL pada sel hepar Chang (Rajah 2). Kesan sitotoksik ekstrak ke atas sel selanjar
dinilai melalui asai MTT. Dalam asai ini, kepekatan ekstrak tertinggi yang digunakan
adalah 1 mg/mL untuk sel HepG2 dan 10 mg/mL untuk sel hepar Chang. Graf menunjukkan
terdapat penurunan peratus viabiliti sel HepG2 dan sel hepar Chang dengan peningkatan
kepekatan ekstrak yang digunakan. Nilai IC, yang diperolehi bagi sel HepG2 adalah 0.5
mg/mL manakala 8.6 mg/mL bagi sel hepar Chang (Rajah 3 dan Rajah 4). Kesan genotoksik
ekstrak terhadap sel pula dinilai menggunakan asai Komet Beralkali menggunakan nilai
IC,, yang diperolehi daripada asai MTT. Kepekatan IC,, bagi sel HepG2 adalah 0.05
mg/mL manakala bagi sel hepar Chang adalah 0.3 mg/mL. Kesan kerosakan DNA oleh
ekstrak ke atas kedua-dua sel dinilai berdasarkan dua parameter iaitu peratus DNA ekor
dan momen ekor. Peratus DNA ekor pada sel HepG2 adalah 9.75% manakala pada sel
hepar Chang pula adalah 7.56% (Rajah 5). Kedua-dua nilai ini lebih rendah jika dibandingkan
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RAJAH 1: Carta Bar Menunjukkan Perubahan Nilai FRAP Melawan Kepekatan

Ekstrak Metanol Tunikat

Analisis FRAP terhadap sel Chang dan HepG2
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RAJAH 2: Carta Bar Menunjukkan Perubahan Nilai FRAP Melawan Kepekatan Ekstrak Tunikat
Selepas Sel HepG2 dan Sel Hepar Chang Dirawat dengan Ekstrak Selama 2 Jam
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RAJAH 3: Graf Lengkuk Menunjukkan Perubahan Peratus Viabiliti Sel HepG2 Melawan

Kepekatan Ekstrak Tunikat Selepas Rawatan Selama 24 Jam. Nilai Kepekatan
Perencatan (IC, ) Adalah 0.5 mg/mL
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RAJAH 4: Graf Lengkuk Menunjukkan Perubahan Peratus Viabiliti Sel Hepar Chang Melawan
Kepekatan Ekstrak Tunikat Selepas Rawatan Selama 24 jam. Nilai IC, Adalah 8.6 mg/mL.
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dengan kawalan positif yang mencatatkan peratus DNA ekor sebanyak 20.14%.
Manakala, nilai momen ekor bagi sel HepG2 dan sel hepar Chang masing-masing adalah
3.4 unit dan 4.32 unit (Rajah 6). Kawalan positif mencatatkan momen ekor yang lebih
tinggi iaitu sebanyak 15.68 unit.

Perbincangan

Berdasarkan analisis FRAP yang telah dijalankan, didapati ekstrak tunikat mempunyai
aktiviti antioksida walaupun pada kadar yang rendah. Walau bagaimanapun, kapasiti
antioksidan ini meningkat apabila ekstrak ditindakkan terhadap kedua-dua sel selanjar.
Pada kepekatan 1 mg/mL ekstrak, nilai FRAP yang dicatatkan oleh sel HepG2 ialah
70.58 ng/mL manakala 68.24 pg/mL pada sel hepar Chang. Daripada ujian sitotoksisiti
asai MTT pula, nilai IC, yang diperolehi menunjukkan ekstrak metanol memberikan
kesan yang lebih kuat terhadap sel HepG2 berbanding sel hepar Chang. Ini dibuktikan
melalui nilai IC_ sel HepG2 yang lebih rendah iaitu 0.5 mg/mL berbanding nilai IC, sel
hepar Chang iaitu 8.6 mg/mL. Ini menunjukkan ekstrak tunikat memberikan kesan
sitotoksik terhadap sel hepatoblastoma berbanding sel hepar normal dan berpotensi
merawat sel kanser tanpa menjejaskan sel normal. Ini dibuktikan melalui nilai IC,
yang lebih tinggi berbanding yang didapati bagi sel kanser hepatoblastoma. Biasanya,
kematian sel berkait rapat dengan kerosakan DNA sel. Oleh itu, untuk melihat kesan
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RAJAH 5: Carta Bar Menunjukkan Peratus DNA Ekor yang Diperolehi Selepas Sel HepG2
dan Sel hepar Chang Dirawat dengan Ekstrak Selama 24 Jam. Kepekatan IC _ bagi
Sel HepG2 ialah 0.05 mg/mL Manakala bagi Sel Hepar Chang ialah 0.3 mg/mL.
Kawalan Positif adalah 50 uM H,O,.
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Momen ekor selepas rawatan 24 jam
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RAJAH 6: Carta Bar Menunjukkan Nilai Momen Ekor yang Diperolehi Selepas Sel HepG2
dan Sel Hepar Chang Dirawat dengan Ekstrak Selama 24 Jam. Kepekatan IC,, bagi
Sel HepG2 ialah 0.05 mg/mL Manakala bagi Sel Hepar Chang ialah 0.3 mg/mL.
Kawalan Positif adalah 50 uM H,O,.

kerosakan DNA yang mungkin terjadi akibat tindakan ekstrak terhadap sel, asai Komet
beralkali digunakan. Walau bagaimanapun, daripada asai Komet beralkali yang
dijalankan, didapati nilai IC,  ekstrak tidak memberikan kesan genotoksisiti terhadap
kedua-dua sel. Ini dapat dilihat daripada peratus DNA ekor yang tidak melebihi 10
peratus dan nilai momen ekor yang tidak melebihi 5 unit (Olive et al. 1990).

Kesimpulan

Kajian ini menunjukkan bahawa ekstrak metanol tunikat memberikan kesan sitotoksik
tetapi tidak menyebabkan genotoksisiti terhadap sel selanjar hepatoblastoma HepG2.
Walau bagaimanapun, ekstrak tunikat tidak memberikan kesan sitotoksik dan genotoksik
terhadap sel selanjar hepar Chang.
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