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ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian terhadap pertumbuhan dan sekresi protein hasil kultur primer sel-sel
serebrum anak tikus (Sprague Dawle) dalam medium Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) yang
diberi tambahan Fetal Bovine Serum (FBS) 10%, asam amino non esensial (NEAA) 10%, 3mM NaHCO3,
50 µg/mL gentamycin (mDMEM) dengan dan tanpa insulin transferin selenium (ITS1) µl/mL (yang
mengandung insulin 5mg/ml, transferin 10mg/ml, dan selenium 5mg/ml; Sigma St Louis USA). Kultur
dilakukan dalam inkubator CO2 5%, pada suhu 370 C sampai dengan 90% konfluen.  Identifikasi dilakukan
terhadap proliferasi sel dan population doubling time (PDT), jumlah sel saraf (neuron) dan glia, panjang
akson dan dendrit serta sekresi protein.  Jumlah dan panjang neuron dihitung masing-masing
menggunakan hemositometer dan eyepiece micrometer.  Protein yang disekresikan ke dalam medium
kultur disebut sebagai conditioned medium (CM) dianalis menggunakan metode sodium dodecyl sulfate–
polyacrilamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Data-data kuantitatif dianalisa menggunakan statistik
T-test pada program Minitab.  Hasil kultur in vitro sel-sel serebrum menunjukkan ada dua tipe sel
meliputi neuron bipolar dan multipolar, serta sel-sel glial yakni astrosit (fibrous  dan protoplasmik),
oligodendrosit, dan mikroglia. Suplementasi ITS ke dalam medium kultur meningkatkan proliferasi sel
serebrum (P<0.05) dengan PDT yang lebih rendah, dan secara kualitatif konsentrasi protein 30kDa yang
lebih tinggi yang diindikasikan dari pita proten yang lebih tebal.

Kata-kata kunci: proliferasi, sekresi protein, sel-sel neuronal, kultur in vitro

ABSTRACT

The objective of this study was to identify the proliferation and differentiation of mice cerebrum cells
and its protein product. Research has been conducted on in vitro growth of three days old rat cerebrum cells
in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) containing 10% Amino Acid Non Essential (AANE), 10%
Fetal Bovine Serum (FBS), 3mM NaHCO3, 50 mg/ml gentamycin, and supplemented with and without  5
mg/ml insulin, 10 mg/ml transferin, 5 mg/ml selenium (ITS). Culture was done in 5% CO2, then incubated
at 37oC until 90% confluent. Identification were done on cell proliferation and population doubling time
(PDT), number of neuron and glial cells,  length of axon and dendrit, and protein secretion. The number and
length of neuronal cells were calculated by using hemocytometer and eyepiece micrometer, respectivelly.
Protein secreted into culture medium, designed as conditioned medium (CM) was analysized using sodium
dodecyl sulfate–polyacrilamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) method. Quantitative data were analyzed
using statistical T-test on Minitab program. In vitro culture of rat cerebrum cells showed two types of cells
including nerve cells of bipolar and multipolar neurons and glial cells including astrocyte (the fibrous and
protoplasmic), oligodendrocyte, and microglia. Supplementation of ITS into the culture medium increased
the cell proliferation rate (P<0.05) with lower PDT, and quantitatively, the 30 kDa secreted protein as
indicated by the higher intensity of the protein band.
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PENDAHULUAN

Otak merupakan organ tubuh yang sangat
penting yang memiliki fungsi antara lain untuk
mengontrol dan mengkoordinasi semua aktivitas
normal tubuh serta berperan dalam
penyimpanan memori.  Jaringan otak memiliki
sel utama yakni sel saraf (neuron) yang berfungsi
untuk menyampaikan sinyal dari satu sel ke
sel lainnya, serta sel-sel glia yang berfungsi
untuk melindungi, mendukung, merawat, serta
mempertahankan homeostasis cairan di
sekeliling neuron.

Jaringan otak sistem saraf pusat (SSP)
sangat peka terhadap berbagai cedera seperti
trauma mekanik, ischemia, dan stres oksidatif
(Lee et al., 2002). Baik cedera SSP maupun
penyakit neurodegeneratif dapat mengakibatkan
berbagai tingkat kematian neuron dan
neuroinflamasi serta kelemahan memori
(Colville dan Bassert, 2002; Jackson et al., 2010).
Selama lebih dari satu dekade diyakini bahwa
jaringan otak yang mengalami kerusakan tidak
dapat mengalami regenerasi (Horner et al.,
2000); karenanya kerusakan pada SSP dapat
bersifat permanen (Yiu dan He, 2006). Namun
kemudian, diketahui bahwa di dalam jaringan
SSP masih terdapat populasi neural stem cells
(NSCs) ataupun neural progenitor cells (NPCs)
(Gage, 2000; Cao et al., 2002).  Secara in vivo
dan in vitro telah dibuktikan bahwa NSCs atau
NPCs memiliki kemampuan untuk
berproliferasi dan berdiferensiasi menjadi neuron
dan glia bahkan memperbaiki kondisi jaringan
otak yang rusak (Renolds dan Weiss, 1992; Gould
dan Tanapat, 1997; Zhang et al., 2001; Cao et
al., 2002; Gage, 2000; Taupin dan Gage, 2002;
Zhao et al., 2003; Huang dan Huang, 2006; Ma
et al., 2006).  Bahkan Goldman  (2004)
melaporkan bahwa proses neurogenesis dan
gliogenesis tetap berlangsung pada beberapa
daerah otak dewasa, namun kemampuan
regenerasi tersebut sangat terbatas.

Upaya untuk meningkatkan proses
neurogenesis dan gliogenesis baik secara in vivo
maupun in vitro telah dilakukan melalui
induksi in vivo ataupun penambahan dalam
medium kultur in vitro beberapa komponen di
antaranya epidermal growth factor (EGF), basic
fibroblast growth factor (bFGF) (Ohori et al.,
2006), transforming growth factor-alpha (TGF-
á), dan insulin growth factor (IGF-1) (Renold dan
Weiss, 1992; Cameron et al., 1998; Guerra-
Crespo et al., 2009).  Khususnya IGF-I dan IGF-
II diketahui memiliki daya mitogen dan sebagai

survival factor sel-sel neuronal yang kuat
(Sullivan et al., 2008).

Ke dalam sistem kultur in vitro seringkali
diberi tambahan insulin transferin selenium
(ITS) karena diketahui mampu meningkatkan
daya hidup dan proliferasi sel (Freshney, 1994).
Beberapa penelitian menggunakan sistem kultur
menunjukkan bahwa beberapa pengaturan
fungsi neuronal terjadi melalui sinyal reseptor
insulin pada sel-sel neuronal.  Insulin memiliki
efek mitogenik karena pada sel neuronal
terdapat reseptor terhadap insulin yaitu insulin-
like growth factor receptor (reseptor IGF-1) (Choi
et al., 2005; Govind et al., 2001).  Tujuan
penelitian ini adalah menguji kemampuan
proliferasi dan diferensiasi sel-sel serebrum otak
anak tikus secara in vitro menggunakan
medium kultur yang diberi tambahan ITS serta
menganalisis sekreta protein yang dihasilkan
dalam medium kultur.

METODE PENELITIAN

Isolasi Sel-Sel Serebrum
Tikus strain Sprague Dawley umur tiga

hari dikorbankan nyawanya terlebih dahulu
dengan menggunakan eter, kemudian daerah
kepala didesinfeksi dengan alkohol 70%. Otak
bagian serebrum diisolasi dan dicuci dengan
larutan Phosphate Buffered Saline (PBS) yang
mengandung Fetal Bovine Serum (FBS) 0.5%
dan gentamycin 50 mg/ml (selanjutnya disingkat
mPBS). Suspensi otak dibuat dengan cara
menyedot dan mengeluarkan kembali secara
berulang menggunakan spuit 1 cc yang
mengandung larutan mPBS. Suspensi
dimasukkan ke dalam tabung dan dilakukan
sentrifugasi dengan kecepatan 210 g selama 10
menit. Pencucian dilakukan dengan mPBS
sebanyak empat kali ulangan dan medium
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
yang diberi tambahan  asam amino non esensial
(AANE) 10%,  FBS 10% dan gentamycin 50 g/
ml (disingkat mDMEM) sebanyak satu kali
ulangan. Terakhir pelet diresuspensi dalam
larutan mDMEM sebanyak 1 ml.

Kultur Sel-Sel Serebrum
Suspensi otak dengan konsentrasi 9x104 sel/

ml dikultur dalam cawan petri yang telah
dilapisi dengan gelatin 0,1% dan berisi 2 ml
mDMEM dengan dan tanpa 5 mg/ml insulin,
10 mg/ml transferin, 5 mg/ml selenium (ITS)
Kultur sel otak untuk evaluasi menggunakan
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pewarnaan, ditumbuhkan di atas cover glass
yang telah dilapisi dengan gelatin 0,1%.  Kultur
sel otak dilakukan dengan teknik aseptis di
dalam clean bench untuk mencegah
kontaminasi. Kultur diinkubasi dalam
inkubator CO2 5% pada suhu 37°C. Penggantian
medium dilakukan setiap dua hari untuk
menyediakan kembali nutrisi yang berkurang
dan membuang sisa metabolisme sel. Kultur
dilakukan sampai 10 hari atau mencapai 90%
konfluen.

Pembuatan dan Koleksi Conditioned
Medium (CM)

Medium kultur primer dibuang dan dicuci
dengan mPBS tanpa FBS. Selanjutnya diganti
dengan mDMEM tanpa FBS pada masing-
masing petri sebanyak 2 ml. Setelah dua hari
medium dikoleksi (sebagai conditioned medium)
dan disimpan dalam tabung eppendorf 1,5 ml
dalam refrigerator untuk dianalisis protein lebih
lanjut menggunakan metode dodecyl sulfate–
polyacrilamide gel electrophoresis (SDS-PAGE).

Evaluasi Hasil Kultur Sel-Sel Serebrum
Tingkat Proliferasi dan Population
Doubling Time

Tingkat poliferasi ditentukan berdasarkan
penghitungan jumlah sel sebelum dan setelah
kultur.  Peningkatan (proliferasi) sel diketahui
dari total sel yang tumbuh menggunakan kamar
hitung hemositometer Improved Neubauer
dengan perhitungan sebagai berikut: Total sel
(sel /ml) = jumlah sel pada 5 kotak x faktor
pengenceran x 104.

Population Doubling Time adalah waktu
yang diperlukan oleh populasi sel untuk
menjadikan jumlahnya dua kali dari jumlah
semula. Population Doubling Time  (hari)
dihitung menggunakan rumus: 1 per ((log
jumlah sel akhir dikurangi log jumlah sel awal)
x3,32) per waktu kultur (Davis, 2011).

Diferensiasi Sel-Sel Serebrum
Jumlah Neuron dan Glia. Identifikasi

tipe-tipe sel (neuron dan glia) yang tumbuh
dilakukan berdasarkan pengamatan morfologi
baik secara natif maupun setelah sel diwarnai
dengan pewarnaan Hematoksilin Eosin (HE).
Kultur sel yang ditumbuhkan di atas cover glass
dicuci menggunakan PBS kemudian difiksasi
dalam larutan bufer paraformaldehid 4% selama
24 jam. Sebelum pewarnaan HE preparat kultur
sel direndam dalam alkohol 50% selama tiga

menit, kemudian direndam berturut-turut
dalam aquades selama lima menit dan
hematoksilin empat  menit, dan dibilas kembali
dengan aquades. Selanjutnya direndam dalam
eosin selama dua menit dan dibilas dengan
aquades. Setelah pewarnaan, preparat kultur sel
didehidrasi dalam alkohol bertingkat yakni 70%,
80%, 90%, 96%, dan alkohol absolut 3 kali
ulangan, masing-masing 10 menit dan
dilanjutkan dalam xilol dua kali ulangan,
kemudian di mounting pada object glass
menggunakan entelan. Evaluasi dilakukan
dengan mengamati morfologi sel dengan
mikroskop cahaya pada perbesaran 40x10.

Pertumbuhan Panjang Akson dan
Dendrit Neuron. Pertumbuhan panjang akson
dan dendrit sel saraf diamati dengan mikroskop
cahaya pada perbesaran 40x10 dan diukur
menggunakan eyepiece mikrometer. Jumlah sel
yang diukur sebanyak 50 neuron untuk masing-
masing ulangan.

Identifikasi Sekresi Protein Menggunakan
SDS-PAGE

Larutan marka protein (sebagai berat
molekul standar) dan sampel CM kultur sel
serebrum masing-masing sebanyak 15 µl
dicampurkan dengan loading buffer (1:2) dan
dimasukkan ke dalam sumur gel poliakrilamid.
Elektroforesis dijalankan pada tegangan 120 V
dan arus listrik sebesar 25 A selama 3 jam.
Selanjutnya untuk visualisasi pita-pita protein
dilakukan dengan pewarnaan perak nitrat.

Rancangan Percobaan
Kultur sel-sel serebrum dibagi menjadi dua

kelompok perlakuan berdasarkan kondisi
medium yang digunakan yaitu (1) mDMEM dan
(2) mDMEM yang diberi tambahan ITS (insulin
5 mg/ml, transferin 10 mg/ml, selenium 5 mg/
ml) masing-masing sebanyak tiga kali ulangan.
Parameter yang diamati adalah tipe sel (neuron
dan glia) yang tumbuh berdasarkan  morfologi,
tingkat proliferasi dan PDT, komposisi neuron
dan sel glia, panjang akson dan dendrit sel saraf,
serta kandungan protein yang disekresikan.
Data kuantitantif yaitu tingkat proliferasi, PDT
dan panjang akson-dendrit dianalisis
menggunakan metoda statistik T-test dengan
tingkat kepercayaan 95%; sedangkan data tipe-
tipe sel dan gambaran protein yang disekresikan
diuraikan secara deskriptif.

HASIL DAN PEMBAHASAN
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Proliferasi dan Population Doubling Time
(PDT)

Setelah kultur mencapai 90% konfluen,
jumlah sel serebrum yang tumbuh dalam
mDMEM dengan penambahan ITS ((8,6+0,2) x
105) secara nyata (P<0,05) lebih tinggi
dibandingkan dengan dalam mDMEM tanpa
ITS (6,2+1,0)x105. Demikian pula dengan PDT
yang dihasilkan dalam mDMEM+ITS (3,2+0,2α)
lebih cepat dibandingkan dalam mDMEM tanpa
penambahan ITS (3,9+0,3) (Tabel 1). Hal
tersebut menunjukkan bahwa penambahan ITS
ke dalam medium kultur mampu meningkatkan
proliferasi sel-sel serebrum. Hal tersebut sejalan
dengan hasil penelitian  Erikson et al., (2008)
yang menunjukkan bahwa insulin dan
transferin berperan dalam mempertahankan
daya hidup dan proliferasi NPCs.  Insulin
memberikan pengaruh yang bersifat pleiotropik
pada neuron seperti pengaturan proliferasi,
apoptosis, dan transmisi sinaps, karenanya
gangguan dalam metabolisme insulin pada SSP
dapat menimbulkan gangguan pada fungsi SSP
(Sabayan et al., 2008).

Adanya transferin dan selenium juga
membantu pertumbuhan sel menjadi lebih baik
karena transferin diketahui sebagai protein
pengangkut zat besi ke dalam sel serta dapat
mengoptimalkan pertumbuhan sel melalui
proses detoksifikasi terhadap peroksidase dan
radikal bebas dalam medium. Selenium dalam
medium digunakan sebagai antioksidan yang
dapat mengoptimalkan pertumbuhan sel
melalui aktivasi glutathione peroxidase yang
berfungsi dalam detoksifikasi dari radikal bebas
(Freshney, 1994).

Terjadinya proliferasi sel disebabkan pada
jaringan serebrum masih terdapat neuronal
progenitor cells (NPCs) yang memiliki
kemampuan untuk proliferasi dan diferensiasi.
Hasil pengamatan natif pada kultur primer sel-
sel serebrum ditemukan progenitor neuron atau
neuroblast yang memiliki morfologi bulat,
dengan disertai penjuluran pendek (bipolar

neuroblast), serta berbentuk spindel yang
memanjang (Gambar 1). Neuroblast di dalam
kultur berbentuk bulat, dan akan berkembang
menjadi neuron dan penjuluran neuroblast pada
akhirnya akan membentuk akson dan dendrit
(Kalverbour et al., 1999).  Hal tersebut
membuktikan bahwa walaupun sebagian besar
neuron mamalia terbentuk pada masa prenatal,
namun pada beberapa bagian otak terdapat
progenitor neuron yang memiliki kemampuan
untuk pertumbuhan neuron baru melalui proses
neurogenesis. Seperti halnya neuron, sel glia
berkembang dari neuroblas (Gage, 2000; Lee et
al., 2000).

Diferensiasi Neuron dan Glia
Sebagian besar sel yang tumbuh dan

berkembang dalam kultur primer sel serebrum
adalah neuron dan sel-sel glia. Neuron  (bipolar
dan multipolar) umumnya memiliki morfologi
badan sel yang besar dengan penjuluran akson
dan dendrit (Gambar 2). Sel saraf bipolar
memiliki inti sel bulat dengan satu penjuluran
akson dan satu penjuluran dendrit; sedangkan
neuron multipolar memiliki morfologi inti sel
besar dengan beberapa penjuluran dendrit dan
satu penjuluran akson.

Sel-sel glia memiliki ukuran yang relatif
lebih kecil dari neuron dan tampak memiliki
inti sel yang lebih gelap karena mengandung
banyak kromatin. Sel-sel glia yang tumbuh
dalam kultur sel serebrum adalah astrosit,

Tabel 1 Tingkat proliferasi sel serebrum yang tumbuh dalam medium mDMEM dan mDMEM+ITS

                          mDMEMm                                      DMEM+ITS
Jumlah awal

Jumlah akhir PDT Jumlah akhir PDT

9,0x104 6,2±1,0(x105)a 3,9 ± 0,3 8,6±0,29(x105)b 3,2 ± 0,2

Huruf superscript yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (P<0,05).
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Gambar 1 Morfologi neuroblast (tanda panah).
Preparat natif. Bar: 10 μm.
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Gambar 2 Morfologi neuron dalam kultur in vitro, a: akson, d: dendrit, s: badan sel. (A) Neuron
multipolar. (B) Neuron bipolar. Pewarnaan HE. Bar: 10μm.
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Gambar 3 Morfologi sel glia. (A) Astrosit protoplasmik. (B) Astrosit fibrous. (C) Oligodendrosit. (D)
Mikroglia. Pewarnaan HE. Bar: 10μm.
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C D
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oligodendrosit, dan mikroglia (Gambar 3).  Sel
glia lainnya seperti sel Schwann dan sel
ependymal tidak ditemukan, karena kedua tipe
glia tersebut ditemukan di susunan saraf perifer.
Hal tersebut selaras dengan Zhang (2001) bahwa
pada SSP hanya terdapat tiga jenis sel glia yakni
astrosit, oligodendrosit, dan mikroglia.

Astrosit memiliki morfologi yang khas
dengan penjuluran sitoplasma seperti bintang.
Astrosit protoplasmik memiliki inti yang bulat
berbeda dengan astrosit fibrous yang memiliki
inti sedikit lebar dan memanjang. Astrosit
berfungsi dalam memberi nutrisi neuron,
mengontrol sinyal antar neuron, mengatur ion
dan metabolisme neuron, serta sebagai blood
brain barrier (Kettenmann dan Ransom, 1995)
dan melalui sinap-sinap, astrosit berkomunikasi
dengan neuron (Fields dan Stevens-Graham,
2002).

Oligodendrosit memiliki morfologi yang
menyerupai astrosit dengan jumlah penjuluran
lebih sedikit dan kecil. Mikroglia memiliki inti
sel kecil dan bulat dikelilingi dengan banyak
penjuluran berukuran kecil. Oligodendrosit
berfungsi dalam sintesis selubung myelin
sedangkan mikroglia berfungsi sebagai
makrofag dalam jaringan saraf (Pfeiffer dan
Warrington, 1993; Kettenman dan Ransom,
1995).

Neuron selain dikelilingi oleh berbagai sel
glia, juga dikelilingi oleh protein transmitter
yang menempel pada neuron dengan jumlah
cukup banyak (Gambar 4). Beberapa neuron
ditemukan memiliki myelin. Myelin tampak
seperti badan neuron namun berukuran kecil
dan hanya terdapat pada akson (Gambar 4B).
Antar myelin dipisahkan oleh nodus Ranvier
yang merupakan bagian akson yang tidak
bermyelin.  Myelin berfungsi untuk melindungi
akson dan meningkatkan kecepatan impuls.
Pada saraf perifer myelin dibentuk oleh sel
Schwann, sedangkan pada saraf pusat dibentuk
oleh oligodendrosit (Agamanolis, 2010).

Komposisi Neuron dan Glia.  Hasil
kultur in vitro menunjukkan bahwa jumlah
neuron dan glia yang dikultur dalam mDMEM
dengan ITS secara nyata lebih tinggi
dibandingkan dengan dalam mDMEM.  Namun,
persentase neuron dan glia dalam kedua
medium tersebut tidak berbeda nyata.
Komposisi rataan persentase neuron dan glia
dalam mDMEM + ITS adalah masing-masing
47,2+1,1 dan 52.8+1.1 tidak berbeda nyata
dengan dalam MDEM yaitu masing-masing
48,5% + 10,3 dan 51,5+10,3 (Tabel 3).  Hal

tersebut menunjukkan bahwa penambahan ITS
ke dalam medium kultur mampu meningkatkan
proliferasi baik neuron maupun glia.

Beberapa peneliti melaporkan bahwa,
jumlah sel glia 10 kali lebih banyak
dibandingkan dengan neuron dan mengisi
jaringan saraf sebesar 90% (Kettenmann dan
Ransom, 1995; Zhang, 2001; Beitz dan Fletcher,
2006). Sel glia memiliki jumlah lebih banyak
karena digunakan untuk membantu

Tabel 2 Persentase neuron dan sel glia yang
berkembang di dalam kultur (%)

                 Medium
Jenis sel Rataan

mDMEM mDMEM+ITS

Neuron 48,5 ± 10,3 47,16 ± 1,06 47,8
Sel glia 51,5 ± 10,3 52,84 ± 1,06 52,2

Huruf superscript yang berbeda pada baris yang sama
menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (P<0,05).

Tabel 3 Rataan panjang akson dan dendrit pada
medium mDMEM dan mDMEM+ITS

Parameter               Ukuran panjang (µm )
                              dalam medium kultur

mDMEM mDMEM+ITS
Akson 167,7 ± 9,6 211,3 ± 36,4

Dendrit 102,5 ± 6,6 115,0 ± 26,9

Huruf superscript yang berbeda pada baris yang sama
menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (P<0,05).

Gambar 4 A. Morfologi neuron.  a: akson, d:
dendrit, s: soma, n: inti sel, tanda panah: protein
transmitter. B. Neuron bipolar dengan akson
bermyelin (kepala panah hitam) yang
dipisahkan oleh nodus Ranvier.  Preparat natif.
Bar: 10 μm.
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pertumbuhan neuron melalui absorbsi nutrisi
secara optimal. Pada otak manusia, persentase
komposisi neuron dan sel glia adalah sama.
Pewarnaan HE kurang mampu menggambar-
kan sel glia secara jelas terutama untuk sel yang
berukuran sangat kecil. Penggunaan
imunositokimia dalam pewarnaan sel dapat
membantu identifikasi sel glia secara jelas (Beitz
dan Fletcher, 2006).

Panjang Akson dan Dendrit Neuron.
Panjang akson dalam mDMEM+ITS berkisar
antara 52,2-478,5µm (rataan  211,3 µm)  dan
panjang dendrit 20,3-252,3 µm (rataan 115 µm).
Panjang akson dalam mDMEM tanpa ITS
berkisar dari 58-469 µm (rataan 167,7 µm) dan
panjang dendrit  20,3-432 µm (rataan 102,5 µm).
Rataan panjang akson dan dendrit neuron yang
dikultur dalam mDMEM + ITS lebih panjang
dibandingkan dengan yang dikultur dalam
mDMEM; namun tidak menunjukkan
perbedaan yang nyata (Tabel 2).

Akson dan dendrit dijadikan salah satu
parameter ukuran pertumbuhan sel karena
neuron yang mature dilihat dari ukuran akson
dan dendrit yang dimilikinya. Hasil pengukuran
menunjukkan panjang akson dan dendrit yang
dihasilkan dari kultur neuron memiliki ukuran
bervariasi yaitu berkisar antara 20-400 µm.
Pada neuron tikus, ukuran dendrit yang paling
pendek adalah 20,8 µm dan dapat mencapai

panjang 250-300 µm, sedangkan ukuran akson
tikus kurang dari 1 mm dan dapat mencapai
panjang 1 cm (Barres,1997).  Ukuran panjang
akson dan dendrit pada neuron hasil kultur in
vitro sangat bervariasi dan secara umum
ukuran akson yang dihasilkan lebih pendek. Hal
tersebut mengindikasikan terjadinya proses
pertumbuhan neuron yang sangat bervariasi,
di samping itu, walaupun neuron cukup dapat
teramati dengan pewarnaan HE, namun
penjuluran neuron tidak terwarnai jelas dengan
HE. Untuk itu diperlukan pewarnaan akson dan
dendrit yang lebih baik seperti pewarnaan perak
Bielschowsky stain (Agamanolis, 2010).

Analisis Protein Kultur Sel Serebrum
dengan Menggunakan SDS-PAGE

Hasil elektroforesis menunjukkan bahwa
conditioned medium (CM) yang dikoleksi dari
kultur sel serebrum  baik dari medium mDMEM
maupun mDMEM+ITS menghasilkan tiga pita
dengan perkiraan berat molekul (BM) masing-
masing  +66 kDa, +55 kDa dan +30 kDa; dan
yang terakhir (+30 kDa) menunjukkan
intensitas pita paling tebal (Gambar 5).  Sampel
CM medium dengan penambahan ITS
menunjukkan intensitas warna yang lebih gelap
pada gel elektroforesis yang mengindikasikan
konsentrasi protein yang lebih tinggi. Hal
tersebut selaras dengan hasil pada Tabel 1 yang
menunjukkan bahwa jumlah sel yang tumbuh
dalam mDMEM+ITS lebih tinggi dibandingkan
dengan dalam mDMEM sehingga sekresi protein
yang dihasilkan memiliki konsentrasi yang lebih
tinggi.

Beberapa peneliti melaporkan bahwa baik
neuron maupun glia menghasilkan beberapa
growth factor yang bersifat neurotropik yang
dapat mengatur proses neurogenesis (Taupin et
al., 2000), di antaranya adalah nerve growth
factor (NGF; 30 kDa) (Bocchini dan
Angeletti,1969), brain-derived growth factor
(BDGF, 27.8-30 kDa) (Katoh-Semba et al., 1997;
Matsumoto et al., 2008), GDNF 39 kDa (Lin et
al., 1993), nestin (240 kDa), dan GFAP (52 kDa)
(Jung et al., 2007), di samping itu juga
menghasilkan berbagai macam protein
diantaranya protein MBP (myelin basic protein)
21,5 kDa dan protein PLP (proteolipid protein)
30 kDa (Aruga et al., 1991; Greer dan Lees,
2002). Kedua protein MBP dan PLP merupakan
komponen utama (60-80%) dalam pembentukan
membran myelin (Quarles et al., 2006).

Berdasarkan bobot molekulnya,
diperkirakan protein utama yang secara
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Gambar 5 Hasil SDS-PAGE Conditioned
Medium kultur sel serebrum yang diwarnai
dengan perak nitrat. (1) Marka protein; (2)
mDMEM; dan (3) mDMEM+ITS. Tanda panah
menunjukkan pita-pita protein.
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dominan dihasilkan dalam konsentrasi yang
tinggi adalah NGF dan BDNF.  Namun
demikian, perlu dilakukan analisis lebih lanjut
untuk mengetahui secara pasti protein yang
dihasilkan tersebut. Baik NGF maupun BDNF
merupakan neurotropin, dihasilkan oleh neuron
hipokampus dan korteks serebrum serta
berfungsi sebagai parakrin atau autokrin untuk
memelihara daya hidup neuron serta
menginduksi dan mengatur neurogenesis
(Matsumoto et al., 2008). Taupin et al., (2000)
melaporan bahwa dalam kultur beberapa growth
factor yang disintesis oleh NPCs dan NSCs
dalam kultur dibutuhkan untuk pertumbuhan
sel-sel tersebut.

Nerve growth factor merupakan protein
yang memiliki peran penting dalam memelihara
dan menjaga daya tahan hidup neuron, serta
menginduksi proses neurogenesis dan gliogenesis
termasuk pertumbuhan akson dan dendrit
(Cattaneo dan McKay, 1990; Freeman et al.,
2004; Fiore et al., 2009; Madduri et al., 2009).
Menurunnya konsentrasi NGF dalam serum
mengindikasikan fase preklinis dari
neurodegeneratif, khususnya pada penderita
Alzheimers (Schaub et al.,2002), oleh karena itu
penggunaan NGF sangat potential untuk
mengurangi terjadinya degenerasi neuron
(Tuszynski dan Blesch, 2004).

Growth factor lainnya yang memiliki
homologi struktur dan fungsi yang serupa
dengan NGF adalah BDNF, neurotrophin-3 (NT-
3) dan neurotrophin-4 (NT-4) (disebut juga NT-
5). Namun, sekresi yang paling utama adalah
NGF dan BDNF.  Produk mRNA BDNF dan
NT-3 telah terdeteksi di otak manusia dewasa
dan berfungsi untuk memelihara sistem saraf
(Murer et al., 2001).  Walaupun NGF dan BDNF
memiliki fungsi yang serupa, keduanya
memiliki reseptor yang berbeda yakni masing-
masing memanfaatkan reseptor Trk A dan Trk
B (Fawcett et al., 1997; Binder dan Scharfman,
2004).

Brain-derived growth factor berfungsi baik
pada susunan saraf pusat maupun perifer untuk
memelihara atau mempertahankan daya hidup
neuron, mendukung pertumbuhan dan
diferensiasi neuron dan sinaps baru (Acheson et
al., 1995; Huang  dan Reichardt, 2001). Di otak,
BDNF aktif di bagian hipokampus, korteks, dan
otak depan yang merupakan daerah utama
untuk aktivitas belajar, memori (terutama
memori jangka panjang), dan berfikir (Yamada
dan Nabeshima, 2003; Mariana et al., 2005;
Bekinschtein et al., 2008). Mencit mutan tanpa

memiliki kemampuan untuk mensekresikan
BDNF menunjukkan terjadinya kecacatan pada
otak dan sistem saraf sensoris serta mengalami
kematian beberapa saat setelah lahir. Hal
tersebut menunjukkan bahwa BDNF memegang
peran penting dalam perkembangan sistem saraf
yang normal (Ernfors et al., 1995; Murer et al.,
2001).

SIMPULAN

Kultur in vitro sel serebrum anak tikus
menghasilkan neuron bipolar dan multipolar
serta sel-sel glia berupa astrosit, oligodendrosit,
dan mikroglia. Penambahan insulin transferin
selenium ke dalam medium kultur secara nyata
meningkatkan jumlah jumlah sel-sel serebrum
(neuron dan glia) serta sekreta protein dengan
ukuran 30kDa.

SARAN

Kultur neuron menghasilkan protein yang
diduga mengandung growth factor tertentu.
Oleh karena itu diperlukan identifikasi,
purifikasi, dan penghitungan konsentrasi protein
tersebut. Peneguhan terhadap identifikasi sel-
sel yang berkembang dalam kultur neuron dapat
dilakukan dengan pewarnaan yang lebih spesifik
yaitu imunositokimia.
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