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M. Saifulhaq M.* Ratna Damma Purnawati**

ABSTRAK

Latar Belakang : Mahkota dewa diketahui mengandung berbagai senyawa, antara lain flavanoid. Flavanoid
terbukti dapat meningkatkan produksi IL-2 sehingga menyebabkan peningkatan proliferasi limfosit. Lien
merupakan organ limfoid terbesar yang berfungsi menghasilkan limfosit. Penelitian ini bertujuan untuk
membuktikan pengaruh ekstrak buah mahkota dewa terhadap peningkatan proliferasi limfosit lien mencit
BALB/C.

Metoda : Jenis penelitian ini adalah eksperimental dengan rancangan the post test only control group design
pada 25 ekor mencit BALB/C jantan yang dibagi menjadi 5 kelompok. K merupakan kelompok kontrol,
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sedangkan kelompok perlakuan yaitu P1 yang diberi ekstrak mahkota dewa 35 pg/hari, P2 diberi 70 pg/hari, P3
diberi 140 pg/hari, dan P4 diberi 280 pg/hari. Perlakuan dilaksanakan selama 2 minggu, dilanjutkan dengan
isolasi limfosit lien dan penghitungan jumlah limfoblas pada 200 sel.

Hasil : Terdapat perbedaan yang bermakna antara kelompok K dengan P1 (p=0,009) dan P2 (p=0,028); P1
dengan P2 (p=0,009), P3 (p=0,009), dan P4 (p=0,009); P2 dengan P3 (p=0,012), dan P4 (p=0,028). Hal ini
disebabkan adanya flavanoid.

Didapatkan perbedaan jumlah limfoblas yang tidak bermakna antara kelompok K dengan P3 (p=0,917) dan P4
(p=0,675); serta P3 dengan P4 (p=0,917). Hal ini disebabkan adanya efek sitotoksik dan imunosupresan dari
flavanoid pada dosis tinggi.

Kesimpulan : Pada pemberian ekstrak mahkota dewa didapatkan peningkatan proliferasi limfosit lien yang
bermakna pada kelompok P1 dan P2, dengan hasil tertinggi pada kelompok P1 yang diberi 35 pg ekstrak/hari.
Semakin tinggi dosis ekstrak yang diberikan akan didapatkan peningkatan proliferasi yang semakin rendah.

Kata kunci : Proliferasi limfosit, mahkota dewa, flavanoid

* Mahasiswa Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro

** Staf Pengajar Histologi Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro

The Effect of Mahkota Dewa (Phaleria papuana) Fruits Extract Given on Gradual Doses in Spleen
Lymphocytes Proliferation of BALB/C Mice

M. Saifulhaq M.* Ratna Damma Purnawati**

ABSTRACT

Background : Mahkota dewa contains chemical substances like flavanoid. Study had proven that flavanoid can
increase IL-2 production that induces lymphocytes proliferation. Spleen is the largest lymphoid organ that
produces lymphocytes. The aim of this study is to prove the effect of mahkota dewa extract on the increasing of
spleen lymphocytes proliferation of BALB/C mice.

Method : An experimental study with the post-test only control group design was carried out on 25 male
BALB/C mice, which was divided into 5 groups. K was control group, whereas the treated groups were Pl
which was given mahkota dewa extract 35 ug/day, P2 given 70 ug/day, P3 given 140 ug/day, and P4 given 280 u
g/day. Lymphocytes from the spleen of all mice were isolated after 2 weeks treatment, then lymphoblasts were
counted in every 200 cells.

Results : There were significant differences in lymphoblasts count between K and Pl (p=0,009 and P2
(p=0,028); P1 and P2 (p=0,009), P3 (p=0,009), and P4 (p=0,009); P2 and P3 (p=0,012) and P4 (p=0,028). It
may be caused by flavanoid.

There were no significant differences in lymphoblasts count between K and P3 (p=0,917), K and P4 (p=0,675),
P3 and P4 (p=0,917). It may be caused by the other effects of flavanoid that are cytotoxic and
immunosuppressive, especially on high dose.
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Conclusion: On the giving of mahkota dewa extract there were significant increase of lymphocytes proliferation
on P1 and P2 groups. The highest proliferation was shown on P1 group given 35 ug extract/day.

Lower proliferation were shown on the groups given higher dose of extract.

Keywords: Lymphocyte proliferation, mahkota dewa, flavanoid

* Student of Medical Faculty of Diponegoro’s University
** Lecturer of Histology of Medical Faculty of Diponegoro University
PENDAHULUAN

Mahkota dewa atau Phaleria papuana merupakan tanaman obat tradisional yang banyak dipergunakan
masyarakat untuk berbagai penyakit dan penambah stamina pada orang sehat. Mahkota dewa yang digunakan
biasanya dicampur dengan berbagai bahan lain dalam satu ramuan dimana untuk setiap penyakit tidak sama.'~
Akhir-akhir ini semakin banyak masyarakat memanfaatkan pengobatan alternatif karena harganya yang relatif
murah dan manfaatnya memuaskan.’

Buah mahkota dewa mengandung zat kimia, antara lain alkaloid, flavanoid, terpenoid, saponin, polifenol,
dan senyawa resin, sedangkan pada kulit buahnya terkandung zat, antara lain flavanoid, tannin. Flavanoid
diketahui mempunyai bermacam-macam efek, antara lain efek anti tumor, anti HIV, anti mikroba dan
imunostimulan.*>*’ Penelitian terhadap daun dan batang 4stragalus membranaceus yang mengandung flavanoid
terbukti dapat meningkatkan produksi IL-2 dan meningkatkan proliferasi limfosit.®

Limfosit adalah salah satu komponen sistem imun seluler yang penting. Proliferasi dan diferensiasi limfosit

diawali dengan interaksi antara makrofag dengan limfosit T. Makrofag sebagai Antigen Precenting Cell (APC)
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mempresentasikan antigen melalui molekul MHC-II yang akan dikenal sel T naif (Th0) CD4". Sel ThO kemudian
berkembang menjadi sel Thl, sel Tdth (delayed type hypersensitivity) atau sel Th2 tergantung dari sitokin
lingkungannya. IL-2 merupakan salah satu sitokin utama yang mengatur proliferasi limfosit T yang dirangsang
oleh antigen melalui reseptor IL-2 yang dimiliki pada permukaan selnya. Selain itu, IL-2 juga merangsang
proliferasi dan diferensiasi sel B dan NK (Natural Killer). Penelitian terbaru menunjukkan proliferasi limfosit T
juga dapat terjadi tanpa melalui IL-2, misalnya melalui IL-4.”"°

Lien merupakan salah satu organ limfoid sekunder yang di dalamnya terdapat limfosit T maupun limfosit B,

terutama di daerah pulpa putih.'' Limpa atau lien merupakan organ limfoid terbesar dalam tubuh dan berfungsi

menghasilkan sel limfosit dan sel plasma.'? Folikel limfoid lien kaya dengan sel B yang berperan dalam respon
imun humoral. Aktivasi dan proliferasi sel T di lien terjadi di selubung limfoid periarterioler kemudian terjadi
migrasi ke zona marginalis, sebagian kecil sel T yang teraktivasi masuk ke dalam folikel limfoid, dan sebagian
lainnya akan bersirkulasi ke darah perifer."

Penelitian ini diharapkan dapat memperjelas pengaruh buah mahkota dewa dalam memodulasi sistem imun
sehingga dapat menjadi tambahan informasi dalam pertimbangan konsumsi tanaman obat, dan dapat menjadi

acuan untuk penelitian selanjutnya.

METODE PENELITIAN

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental dengan rancangan the post test only control group design.
Menggunakan 5 kelompok, yaitu 1 kelompok kontrol dan 4 kelompok perlakuan. Penilaian dilakukan hanya
pada saat post test, dengan membandingkan hasil observasi pada kelompok perlakuan dan kontrol, serta antar
kelompok perlakuan.

Sampel penelitian diambil secara acak dari populasi terjangkau dengan kriteria inklusi sebagai berikut:

mencit strain BALB/C jantan, umur 8 minggu, dan sehat. Kriteria eksklusinya yaitu mencit tampak sakit (gerakan
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tidak aktif) dan terdapat abnormalitas anatomi yang tampak.
Jumlah sampel 5 ekor per kelompok.'" Penelitian ini menggunakan 5 kelompok hewan coba sehingga

jumlah total sampel sebanyak 25 ekor. Tiap kelompok mencit mendapatkan pakan standard dan minum yang
sama secara ad libitum. Lima kelompok mencit tersebut adalah :
Kontrol (K) : diberi aquades namun tidak diberi ekstrak mahkota dewa.
Perlakuan 1 (P1) : diberi ekstrak mahkota dewa 35 pg/hari
Perlakuan 2 (P2) : diberi ekstrak mahkota dewa 70 pg/hari
Perlakuan 3 (P3) : diberi ekstrak mahkota dewa 140 pg/hari
Perlakuan 4 (P4)  : diberi ekstrak mahkota dewa 280 pg/hari

Mencit diterminasi kemudian dilakukan pengambilan lien setelah diberikan perlakuan selama 2 minggu.
Isolasi limfosit dilakukan pada lien mencit yang sudah diambil kemudian dibuat preparat limfosit yang siap
diperiksa. Pemeriksaan limfosit dilakukan dengan menghitung jumlah limfoblas dalam 200 sel dari tiap preparat
kemudian dibuat persentasenya.

Analisa statistik yang digunakan adalah statistik non parametrik, yaitu wji Kruskal Wallis dan uji Mann

Whitney U. Nilai signifikasi pada penelitian ini adalah apabila variabel yang dianalisis memiliki nilai p < 0,05.

HASIL
Hasil persentase jumlah limfoblas dalam 200 sel (limfosit dan limfoblas) semua kelompok ditampilkan pada
Tabel 1 dan Gambar 1.

Tabel.1 Persentase jumlah limfoblas semua kelompok mencit

No K P1 P2 P3 P4
1 23,5 39,5 26,5 20,5 20
2 14 31,5 27 10 12,5

3 16,5 41 22 13,5 26
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4 15,5 33 20,5 19 14

5 12,5 37,5 28 16 10,5

Rerata+SD 16,4 +4,23 36,5 £4,11 24,8 + 3,33 15,8 £4,22 16,6 £ 6,34

Data pada tabel 1 menunjukkan bahwa persentase jumlah limfoblas paling tinggi terdapat pada kelompok P1,

dan jumlah ini semakin menurun pada kelompok P2, P3, dan P4.

400 — T

BT

_l_
10.0 — l T
T

30.0 —

Ratio Blas/Total

20.0 —

T T 1
K P1 P2

T
P4

Kelompok

Gambar. 1 Grafik rerata jumlah limfoblas

Dari Gambar 1 dapat dilihat bahwa rata-rata persentase jumlah limfoblas pada kelompok P1 lebih besar
dibandingkan dengan kelompok lainnya. Sedangkan kelompok P2 lebih besar dibandingkan dengan kelompok
K, P3, maupun P4. Sedangkan kelompok K tidak jauh berbeda dibandingkan dengan kelompok P3 dan P4. Uji

Kruskal Wallis didapatkan hasil p=0,002 (p<0,05) yang berarti terdapat perbedaan yang bermakna.

Tabel. 2 Nilai p dari uji statistik Mann Whitney U jumlah limfoblas

K P1 P2 P3
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P1 0,009

P2 0,028" 0,009
P3 0,917 0,009" 0,012°
P4 0,675 0,009" 0,028" 0,917

* Bermakna

Selanjutnya pada uji Mann Whitney U (Tabel 2) dapat dilihat bahwa ada perbedaan yang bermakna antara
jumlah limfoblas pada kelompok P1 dibandingkan K (p=0,009), P2 dibandingkan K (p=0,028) dan P1
(p=0,009), P3 dibandingkan P1 (p=0,009) dan P2 (p=0,012), serta P4 dibandingkan P1 (p=0,009) dan P2
(0,028).

Sedangkan perbedaan yang tidak bermakna didapatkan antara kelompok P3 dibandingkan K (p=0,917),

kelompok P4 dibandingkan K (p=0,675), serta kelompok P4 dibandingkan P3 (p=0,917).

PEMBAHASAN

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pada kelompok mencit yang diberi ekstrak mahkota dewa 35
pg/hari selama 2 minggu dibanding dengan kelompok kontrol didapatkan perbedaan jumlah limfoblas yang
bermakna (p=0,009). Demikian juga antara kelompok yang diberi ekstrak buah mahkota dewa 70 pg/hari selama
2 minggu dengan kelompok kontrol (p=0,028).

Penelitian Jiao ef a/ menunjukkan bahwa senyawa flavanoid dari batang dan daun Astragalus membranaceus
dapat meningkatkan aktivitas IL-2 dan meningkatkan proliferasi limfosit.® Hal inilah yang dapat menyebabkan
peningkatan proliferasi limfosit secara bermakna antara kelompok perlakuan yang diberi ekstrak mahkota dewa
35 pg/hari dan 70 pg/hari selama 2 minggu dengan kelompok kontrol.

Kelompok yang diberikan ekstrak buah mahkota dewa 140 pg/hari selama 2 minggu dibandingkan dengan

kelompok kontrol didapatkan perbedaan jumlah limfoblas yang tidak bermakna (p=0,917). Begitu pula antara
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kelompok yang mendapat ekstrak mahkota dewa 280 pg/hari selama 2 minggu dengan kelompok kontrol
(p=0,675). Hasil penelitian ini juga menunjukkan bahwa semakin tinggi dosis ekstrak yang diberikan akan
didapatkan peningkatan proliferasi limfosit yang semakin rendah.

Middleton et al, menyebutkan bahwa senyawa flavanoid selain mempunyai efek imunostimulan juga
memiliki efek imunosupresan.'> Astilbin, salah satu jenis flavanoid, diketahui memiliki efek menekan reaksi
hipersensitivitas tipe lambat dengan cara menghambat fungsi limfosit.'®'”. Nepetin, flavanoid dari Eupatorium
ballotaefolium, dan Phytoalexins, flavanoid dari Sophora exigua (Leguminosae), juga telah diketahui memiliki

efek sitotoksik serta antibakterial.'®'"® Flavanoid yang lain, Quercetin dan fisetin, diketahui berefek sitoprotektif

pada konsentrasi rendah namun berefek sitotoksik pada konsentrasi tinggi.”® Adanya efek sitotoksik dan

imunosupresan dari flavanoid menyebabkan terjadinya hambatan terhadap proliferasi limfosit, terutama pada

pemberian dosis tinggi.

KESIMPULAN

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa pada pemberian ekstrak buah mahkota dewa didapatkan
peningkatan proliferasi limfosit lien yang bermakna pada mencit BALB/C kelompok P1 dan P2, dimana
proliferasi tertinggi didapatkan pada kelompok P1 yang diberi ekstrak 35 pg/hari.

Semakin tinggi dosis ekstrak mahkota dewa yang diberikan akan didapatkan peningkatan proliferasi

limfosit yang semakin rendah.

SARAN
1. Perlu dilakukan penelitian yang menghubungkan tingkat toksisitas buah mahkota dewa dengan dosis ekstrak
yang diberikan, khususnya terhadap berbagai organ vital seperti hepar dan ginjal.

2. Perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui jenis senyawa flavanoid yang terkandung dalam buah mahkota
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dewa.
3. Perlu dilakukan penelitian menggunakan ekstrak mahkota dewa yang sudah difraksinasi  untuk
menghilangkan pengaruh dari fraksi yang lain.

4. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terutama untuk penggunaannya pada manusia sehat.
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Foto preparat limfosit lien perbesaran 400x,

Foto preparat limfosit lien perbesaran 1000x
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PROSEDUR ISOLASI SPLENOSIT MENCIT DAN PEMERIKSAAN PROLIFERASI LIMFOSIT

Alat:
1. Pemanas alkohol
2. Beaker glass volume 50-70 ml
3. Gunting
4. Pinset
5. Petri dishes plastik
6. Refrigerated centrifuge
7. Pipet Pasteur
8. Laminar flow hood
Bahan
1. NH4CI
2. PBS (Phosphat Buffer Saline)
Prosedur :

1. Rendam gunting dan pinset dalam ethanol 95 %. Gunting peritoneum dengan irisan berbentuk
huruf U mengelilingi limpa. Peritoneum dilipat ke atas, angkat limpa dengan menggunakan
pinset. Pisahkan limpa dari pembuluh darah dan jaringan sekitarnya menggunakan gunting.
Letakkan limpa pada petri dish berisi 1,5 ml PBS.

2. Hancurkan limpa menggunakan pinset.

3. Dengan menggunakan pipet Pasteur, pindahkan suspensi sel ke tabung pemusing. Biarkan
sel-sel yang mengumpal mengendap selama 5 atau 6 menit.

4. Pindahkan suspensi sel ke tabung yang lain dan pusingkan sel pada kecepatan 200 xg selama

10 menit pada suhu 4°C. Pellet yang didapat diresuspensikan dalam 2 ml lysing buffer pada
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suhu ruang ( + 25 °C) untuk melisiskan eritrosit, lalu pusingkan pada kecepatan 200 xg selama

10 menit pada suhu 4°C.
5. Buang supernatan dan pellet dicuci 2x dengan PBS dengan cara dipipet berulang-ulang dan
dipusingkan pada kecepatan 200 xg selama10 menit pada suhu 4°C
6. Hitung sel-sel dengan menggunakan hemasitometer dengan kepadatan 3 x 107 sel/ml.
Prosedur pemeriksaan Proliferasi limfosit :
- Teteskan 1 tetes pada object glass,untuk dibuat sediaan hapus, keringkan di udara
- Fiksasi dengan methanol

- Cat dengan Giemsa.

Lampiran 4

DOSIS KONVERSI MAHKOTA DEWA

Konversi dosis pada manusia yang beratnya 70 kg ke mencit yang berat badannya 20 gram adalah : 0,0026
(Laurence & Bacharach, 1964)

Dosis mahkota dewa untuk manusia : 5 gram buah Phaleria papuana kering.

Perhitungan :

1,8 Kg buah Phaleria papuana kering setara dengan 10 gram ekstrak.

Jadi, 5 gram buah Phaleria papuana kering setara dengan:
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5g
_ 1800g

x10g
ekstrak

= 28 mg ekstrak
Faktor konversi: 0,0026
Dosis untuk mencit dengan berat 20 gram adalah:

=0,0026 x 28 mg

=0,0728 mg

= 72,8 ng ekstrak (dibulatkan menjadi 70 pg ekstrak)
Untuk pemberian ke mencit dibuat larutan dari ekstrak buah Phaleria papuana dengan konsentrasi 186,67 pg/ml.
Selanjutnya untuk dosis bertingkat ke bawah dan ke atas dari dosis di atas yaitu :
Mahkota dewa dosis 280 pg = 1,5 cc larutan ekstrak
Mahkota dewa dosis 140 pg = 0,75 cc larutan ekstrak (dibulatkan 0,8 cc)
Mahkota dewa dosis 70 pg = 0,375 cc larutan ekstrak (dibulatkan 0,4 cc)

Mahkota dewa dosis 35 pg = 0,1875 cc larutan ekstrak (dibulatkan 0,2 cc)



