Peran Senyawa Buah Mengkudu (53-59) El-Hayah Vol. 3, No.2 Maret 2013

PERAN SENYAWA BUAH MENGKUDU ( Morinda citrifolia) TERHADAP EKSPRESI
CD62L PADA LIMPA MENCIT
YANG DIBERI PAPARAN Staphylococcus aureus

Dia Faroka, Sri Rahayu, Muhaimin Rifa’i

Progam Magister Biologi, Fakultas Matematika damullPengetahuan Alam.
Universitas Brawijaya, Malang
vamazika@yahoo.com

Abstrak

S aureus dapat menyebabkan penyakit toxic shock syndrome, endokartitis, osteomyelitis,
pneumonia, sepsis, serta penyakit meningitis. Superantigen bakteri ini dapat
mempengaruhi sistem imun melalui sekresi sitokin proinflamasi secara besar-besaran.
Resistensi S. aureus terhadap vancomysin, mendorong masyarakat untuk mencari obat
alternatif yang berasal dari bahan alam, yaitu tanaman obat tradisional. Salah satu
tanaman obat tradisonal yang memiliki potensi sebagai anti mikroba, anti kanker, anti
inflamasi  dan antioksidan adalah buah mengkudu. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui peran senyawa dari ekstrak air buah mengkudu terhadap ekspresi
CD4"CD62L" ( sel T naif ) dan CD4"CD62L" ( s T memori ) pada limpa mencit yang
diberi paparan S. aureus. Pada penelitian ini, mencit dibagi menjadi 2 kelompok yaitu
infeksi dan non infeksi. Kedua kelompok tersebut diberi ekstrak air M. citrifolia dengan
dosis berturut-turut 25 mg/kgBB, 100 mg/kgBB, dan 300 mg/kgBB selama 20 hari
kemudian diinfekss S aureus sebanyak 1 x 10° sel. Pengamatan jumlah relatif sel
TCD4"CD62L" dan CD4"CD62L" dianalisis menggunakan flow cytometry melalui progam
CellQuest dan dilakukan uji statistik ANOVA RAL faktorial dan uji BNJ melalui progam
SPSS 16. Hasil penelitian menunjukkan bahwa, pada kelompok non infeksi pemberian dosis
25 mg/kgBB dan 100 mg/kgBB tidak berbeda nyata dengan kontrol normal, sedangkan
dosis 300 mg/kgBB terjadi penurunan sel T naif (P<0.05). Sel T naif pada kontol infeksi
mengalami penurunan dibandingkan kontrol normal (P<0.05). Sel T memori pada kontrol
infeks mengalami peningkatan dibandingkan kontrol normal (P<0.05) Pada kelompok
infeksi dosis 100 mg/kgBB mampu menurunkan jumlah sel T memori (P<0.05).

Kata kunci : Morinda citrifolia, Staphylococcus aureus, CD4"CD62L", CD4"CD62L".

Abstract

S aureus can cause diseases such as toxic shock syndrome, endokartitis, osteomyelitis,
pneumonia, sepsis, and meningitis. The bacterial superantigen can affect the immune
system through the secretion of proinflammatory cytokines massively. Resistance S. aureus
against vancomysin, is encouraged people to seek for alternative drugs derived from
natural materials, namely traditional medicinal plants. One of the traditional medicinal
plants that have potential as anti-microbial, anti-cancer, anti-inflammatory and antioxidant
isnoni fruit. The purpose of this research to determine the role of compound extract of noni
juice on the expression of CD4"CD62L" (naive T cells) and CD4"CD62L" (memory T cells)
in the spleen of mice that were given exposure to S. aureus. In this research, mice were
divided into 2 groups: infectious and non-infectious. Both groups were given water extract
M. citrifolia with successive doses of 25 mg/kgBW, 100 mg/kgBW, and 300 mg/kgBW for 20
days and then infected with S aureus as many as 1 x 10° cells. Observations relative
number TCD4°CD62L" cells and CD4'CD62L" analyzed using flow cytometry and
CellQuest program, and statistical test CRD factorial ANOVA and HSD test through SPSS
16 program. The results showed that, in the group of non-infectious dose 25 mg/kgBW and
100 mg/kgBW was not significantly different from normal controls, whereas doses of 300
mg/kgBW decreased naive T cells (P <0.05). Naive T cells in the control infection
decreased compared to normal controls (P <0.05). Memory T cells on infection control
increased compared to normal controls (P <0.05) On group infection dose of 100
mg/kgBW can reduce the number of memory T cells (P <0.05)
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Pengantar
S aureus merupakan bakteri

gram
positif, bersifat patogen yang bertempat
didaerah kulit, saluran pencernaan dan hidung
(Lindberg et al., 2004). Bakteriini juga
menyebabkan terjadinya penyakit pneumonia
sebesar 2% dan 10% nosokomial pneumonia,
sedangkan untuk tingkat kematian nosokomial
pneumonia mencapai 30%-80% (Kage al.,
1990). S. aureus juga menyebabkaerbagai
macam penyakit seperti selulitis, keracunan
makanan,toxic shock syndrome, endokartitis,
osteomyelitis, sepsis (Lowy, 1998)

Faktor virulen S aureus berupa
leukocidin yang masuk kedalam jaringan dapat
mematikan sel-sel darah putih (Jawetzl.,
1996). Sedangkan Superantige¢h aureus
merupakan antigen yang bersifat mitogen
terhadap kerja sel T melalui ikatan yang
spesifik pada bagian p/dari T cell reseptor
(TCR) (Llewelyn, 2002). Ikatan tersebut
menyebabkan terjadinya sekresi  sitokin
proinflamasi T helper-1 (Thl) secara besar-
besaran seperfiumor necrosis factor (TNF)-

a, Interleukin-6 (IL-6) dan Interferop{(IFN-y).
Ketidakseimbangan aktivitas sitokin
proinflamasi bertanggung jawab terhadap
fisiopatologi dari (STSS) (McCormickt al.,
2001;Steven, 1997).

Meningkatnya resistensiS. aureus
terhadap antibiotic seperti penicillin, methisilin,
quinolone dan vancomysin, mendorong
masyarakat untuk mencari tanaman obat.
Tanaman obat memiliki penting terhadap
perkembangan obat terbaru, karena lebih
efektif, efek sampingnya lebih kecil, dan harga
lebih murah dibandingkan obat sintetik (Rj

mengetahui peran senyawa buah mengkudu
terhadap jumlah relatif dari sel TCB2D62L"

(sel T naif) dan sel TCDE€D62L (sel T
memori) pada limpa mencit yang diinfeksi S.
aureus.

Bahan dan Cara Kerja

Penelitian ini menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) Faktorial. Kriteria mencit
yaitu, strain DDY, betina, berumur 6 minggu,
sebanyak 32 ekor. Hewan coba mencit telah
mendapatkan sertifikat kelaikan etik no.112-
KEP-UB. Mencit diaklimasi selama 1 minggu

kemudian diberi perlakuan. Terdapat 2
kelompok, vyaitu kelompok infeksi dan
kelompok non infeksi. Kedua kelompok

tersebut diberi perlakuan ekstrak air buah
mengkudu selama 20 hari, kemudian diinfeksi
S aureus pada kelompok infeksi. Pada masing-
masing kelompok terdapat 4 perlakuan, dengan
3 ulangan. Kontrol normal kelompok non-
infeksi diberi aquades tanpa diinfel&iaureus,
sedangkan kontrol positif kelompok infeksi
diberi aquades dan diinfeksi dendarmureus.

Pembuatan Ekstrak air buah Mengkudu.
Tumbuhan mengkudu berumur 2 tahun
daging buah di oven pada suhl’Gpselama 5
hari, di blender menjadi serbuk halus,diayak
sehingga diperoleh simplisia. 5 gram simplicia
dilarutkan dengan 50 ml aquades, dipanaskan
hingga mencapai suhu 80°C, kemudian
dipertahankan selama 15 menit (Arifiandari dan
Condro, 2007). Dilakukan penyaringan dengan
kertas saring, hasil penyaringan merupakan
crude ekstrak yang diberikan berdasarkan dosis
yang ditentukan. Dosis ekstrak buah mengkudu

al., 2011). Salah satu tanaman obat yang dapatyang aman untuk manusia 500-1000 mg per
digunakan untuk menjaga kesehatan adalah hari (Murray, 2000) dan dikonversikan pada

buah mengkudu. Buah mengkudu memiliki
potensi sebagai anti mikroba, anti kanker, anti
inflamasi dan antioksidan (Wamgal., 2002).

Senyawa alkaloid, flavonoid, saponin, dan
steroid pada buah mengkudu dengan tingkat
kematangan yang berbeda, dapat
sebagai anti bakteri (Ramesit al., 2012).

Scopoletin  buah mengkudu juga berfungsi
sebagai antibakteri (Duncahal., 1998). Buah

mengkudu dapat meningkatkan imunitas sel dan
meningkatkan  aktivitas makrofag  untuk

melawan pertumbuhan tumor (Hirazumi and
Furusawa, 1999) Sedangkan juice dari buah
mengkudu dapat bersifat sebagai anti inflamasi
(Su et al., 2001). Berdasarkan latar belakang
penelitian

tersebut, ini  bertujuan untuk

beperan mencit.

mencit dengan cara mengalikan 0.0026 (berat
badan mencit 20 mg). Dosis yang digunakan,
25 mg/kgBB, 100 mg/kgBB, 300 mg/kgBB.
Dosis yang diberikan kepada mencit dihitung
terlebih dahulu sesuai dengan berat badan
Dosis diberikan sekali setiap hari,
dicekokan secara oral menggunakan sonde
lambung selama 20 hari.

Infeksi S.aureus.

Menginokulasikan 4 ml stok kultur
bakteriS. aureus didalam medianutrient Broth
(NB) sampai 40 ml kemudian di shaker. Pada
jam ke-8 (fase log bakteri), diambil 1 ml kultur
dimasukkan kedalam ependof dan disentrifuse
dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit
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dengan suhu 26. Hasil dari sentrifuse,
supernatan dibuang, pellet ditambahkan 100 ul
PBS dan diinfeksikan kedalam mencit. Jumlah
bakteriS aureus yang diinfeksikan 1 x T0sel.
Infeksi dilakukan pada hari ke-21 setelah
pemberian ekstrak air buah mengkudu. Infeksi
dilakukan secara Intraperitoneal menggunakan
syringe dengan ukuran 21 %G. Pembedahan
mencit dilakukan setelah 5 hari infeksi. Proses
imunitas adaptif pada umumnya bekerja 4-7
hari setelah terjadinya infeksi (Rifa’i, 2011).

Isolasi sel dan analisiglow cytometry.
Jumlah relatif CDACD62L" (sel T

naiff dan CDACD62L (sel T memori)
diperoleh dari isolasi sel limpa. Untuk
memperoleh sel dari limpa, yaitu organ

dipencet dengan pangkal spuit kemudian difilter
menggunakan wire. Sel-sel limfosit dari limpa
dilarutkan dalam PBS sampai 6 ml, kemudian
disentrifus dengan kecepatan 2500 rpm pada
suhu 4C selama 5 menit. Supernatan dibuang
dan pellet diresuspensi dengan PBS 1 ml,
dipipeting untuk mendapatkan homogenat.
Kemudian diambil 100 pl homogenat,
dimasukkan ke dalam tabung ependof yang
sudah berisi 50Q0 PBS. Setelah itu dilakukan
sentrifuse dengan kecepatan 2500 rpm, suhu
4'C selama 5 menit. Pelet yang diperoleh
ditambahkanrat anti-mouse anti-CD4" FITC
conjugated, dan rat anti-mouse anti CD62L"

PE conjugated sebanyak 50 ul, diinkubasi
selama 30 menit pada suhu 4°C dalam kondisi
gelap. Pelet yang diberi antibodi ditambah 300
pul PBS dipipeting dan dipindah ke dalam
tabungflow cytometry. Mesinflow cytometry di
setting sesuai pewarnaan dan sampel yang
diidentifikasi.

Analisis data hasil flow cytometry dan
Analisis Statistik.

Data hasil analisisflow cytometry
dengan menggunakan progr&®|Quest untuk
Machintosh. Data yang dihasilkan berupa
jumlah relatif CD4CD62L" (sel T naif) dan
CD4'CD62L (sel T memori). Kemudian
jumlah relatif sel tersebut dianalisa secara
statistik menggunakan uji ANOVA RAL
Faktorial dan uji lanjut BNJ dengan
menggunakan progam SPSS 16.

Uji Konfirmasi S. aureus di dalam darah
mencit.

Uji konfimasi dilakukan pada hari ke-22
setelah setelah injeksi pada hari ke-21. Darah
diambil melalui ekor mencit sebanyak = 50 pl
dan diletakkan didalam eppendorf, kemudian
ditambah dengan 450 upl NaCl fis 0.9%.
Kemudian darah yang sudah tercampur dengan
NaCl-fis, kemudian diinokulasi pada 4.5 ml
media NB didalam tabung reaksi. Kemudian
dilakukan inkubasi pada shaker dengan suhu
37°C, 120 rpm selama 36 jam. Setelah
dilakukan inkubasi, maka dilakukan penanaman
pada medidannitol salt agar (MSA). Diambil
sebanyak + 2 ml cairan hasil inkubasi pada suhu
37°C selama 24 jan® aureus merubah warna
media dari merah menjadi kuning.

Hasil

Berdasarkan hasil uji konfirmasis
aureus dengan media MSA, terjadinya
perubahan dari warna media tersebut. Hal ini
menunjukkan bahwa mencit telah terinfeksi
oleh bakteriS aureus. Bakteri tersebut dapat
tumbuh pada media dan terjadi fermentasi
Mannitol, sehingga warna media berubah dari
warna merah menjadi kuning (Beishir, 1991).
Warna koloni yang terbentuk pada aureus
dapat bervariasi antara lain putih, kuning dan
oranye dimana hanya strai@ aureus yang
berasal dari sapi dan manusia yang memiliki
koloni berwarna kuning keemasan (Purnomo
dkk., 2006) (Gambar.1)

A
Gambar 1. Uji S aureus didalam darah
menggunakan media MSAA = media MSA

tanpa inokulasb. aureus danB = media MSA
yang telah diinokulasi dengéh aureus, terjadi

perubahan dari merah menjadi kuning)
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Jumlah Relatif Sel T Naif (TCD4 CD62L")
dan sel T memori (TCD4CD62L) pada
Limpa.

Sel T naif (CD4CD62L") adalah sel
limfosit matang yang meninggalkan timus,
belum berdiferensiasi dan belum terpapar
dengan antigen. Sel T naif yang diaktifkan akan
berdiferensiasi menjadi sel efektor dan sel
memori yang dapat menetap di organ limfoid
atau bermigrasi ke kelenjar nonlimfoid
(Baratawidjaja dan Rengganis, 2006). Menurut
Abbas dan Lichtman (2005), diferensiasi dari
sel T naif pada organ limfoid perifer diikuti

limfosit T yang mengekspresikan CORD62L"
(sel T naif), Il = sel limfosit yang
mengekspresikan CD@D62L (sel T memori),
A = Non Infeksi, B = Infeksi, K= Kontrol, D1=
Dosis 25mg/kgBB, D2= Dosis 100 mg/kgBB,
D3= Dosis 300 mg/kgBB).

Berdasarkan hasil analisis statistik uji
Anova dan BNJ, pada perlakuan non infeksi
jumlah relatif sel T naif mengalami penurunan
secara signifikan (P<0.05) sebesar 13.2% pada
dosis 300 mg/kgBB. sedangkan jumlah relatif
sel T naif pada dosis 25 mg/kgBB dan dosis

dengan perubahan beberapa molekul adhesi.100 mg/kgBB tidak berbeda nyata dengan

CD62L atau L-selektin adalah molekul

permukaan limfosit yang berperan pada homing relative sel

limfosit.

Berdasarkan hasil analidi®w cytometry
dengan progam CellQuest (Gambar 2),
menunjukkan bahwa kelompok non infeksi,
jumlah relatif sel TCDZCD62L" pada
pemberian dosis 25mg/kgBB, 100 mg/kgBB

dan 300 mg/kgBB sebesar 20.7%, 20.5% dan infeksi

13.2%, dibandingkan dengan kontrol normal
sebesar 21.6%. Pada kelompok infeksi terjadi
penurunan sel T naif pada kontrol infeksi
sebesar 5.7%,
25mg/kgBB mengakibatkan peningkatan sel T

kontrol normal, pada kontrol infeksi jumlah
T naif mengalami penurunan
sebesar 5.7% dibandingkan dengan kontrol
normal sebesar 21.6% (P<0.05) (Gambar 3).
Hal ini menunjukkan bahwa molekul sel
TCD4'CD62L" teraktivasi, sehingga jumlahnya
semakin menurun dalam kondisi terinfeksi.
Jumlah relatif sel T memori kelompok non
pada pemberian ketiga dosis tidak
berbeda nyata, sedangkan jumlah relatif kontrol
positif mengalami peningkatan sebesar 11.6%
dibandingkan  kontrol normal (P<0.05).

kemudian pemberian dosis pemberian dosis 100 mg/kgBB pada kelompok

infeksi menurunkan sel T memori sebesar 2.8%

naif sebesar 7.1%. Pada kelompok infeksi, dosis (P<0.05) (Gambar 4.)

100 mg/kgBB menurunkan jumlah sel T
memori sebesar 2.8%.

CD62L*

D1 n
TCD4*

Gambar 2. Persentase rerata jumlah relatif
CD4'CD62L" dan CD4CD62L pada setiap
perlakuan, dianalisis menggunakarflow

cytometry dengan progar@ellQuest pada organ
limpa (Analisis pada organ limpa menggunakan
double staining memakai antibodnti-CD4"
yang dilabel dengafrITC dan antibodianti-
CD62L" yang dilabel dengarPE. | =

sel

Rerata jumlah relatif sel TCD4+CD62L+ pada Limpa

Jumlah relatif %

K D1

D2 D3
205 132
54 76

mNon-Infeksi (A1)
Enfeksi (A2)

216
5.7

207
71

Gambar 3. Rerata jumlah relatif sel T naif
(TCD4'CD62L") pada setiap perlakuan hasil
analisis statistik uji ANOVA RAL Faktorial

dan uji BNJ pada organ limpa ( K= Kontrol,
D1= Dosis 25mg/kgBB, D2= Dosis 100
mg/kgBB, D3= Dosis 300 mg/kgBB).
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Rerata jumlah relatif sel TCD4+CD62L pada Limpa

b

—
=]
=

jumlah Relatif %

S N B & =
o

K D1
89
11.6

D2 D3
46
54

B Non-Infeksi (Al)
® Infeksi (A2)

63
92

61
28

Gambar 4. Rerata jumlah relatif sel T memori
pada setiap perlakuan hasil analisis statistik uji
ANOVA RAL faktorial dan uji BNJ pada organ
limpa ( K= Kontrol, D1= Dosis 25mg/kgBB,
D2= Dosis 100 mg/kgBB, D3= Dosis 300
mg/kgBB).

Peningkatan dan penurunan sel T naif
dan sel T memori, kemungkinan disebabkan
karena ekstrak air buah mengkudu pada
penelitian ini mengandung berbagai macam
senyawa aktif. hasil screening fitokimia ekstrak
air buah M. citrifolia terdapat beberapa
senyawa yaitu tannin, alkaloid, fenol, terpenoid,
karbohidrat, flavonoid, saponin, glikosida,
lipids (Nagalingam et al., 2012). Buah
mengkudu Morinda citrifolia L.) diduga
memiliki kandungan skopoletin, antrakuinon,
acubin, dan alizarin yang merupakan zat
fitokimia dan antibakteria (Djauhariya, 2003).
Ekstraksi dan fraksi dari buah mengkudu dapat
meningkatkan proliferasi dari splenocyte, yang
merupakan sumber dari sel T dan sel B
(Kralovec et al.,, 2007). Alkaloid dari
mengkudu berperan sebagai imunostimulant
(Chanet al., 2006). Peningkatan sel T naif dan
memori pada kelompok infeksi disebabkan
adanya mitogen dari ekstrak air buah
mengkudu. Mitogen dari tumbuhan dapat
menginduksi sistem imun yaitu proliferasi dan
diferensiasi sel T dan B (Foldsal., 2003).

Sel T naif merupakan sel T Cbgang
mengekspresikan molekul CD62L Ekspesi
CD62L pada sel T naive dibutuhkan dalam
proses sirkulasi didalam darah dgmph node
(Steeberet al., 1996). CD62L disebut juga L-

molekul permukaan yang dibutuhkan dalam
proses rolling leukosit dan proses aktivasi
(Kishimoto et al., 1989). Dalam prosa%lling
terjadi adhesi antara CD62L dengan ligand
yang diekspresikan pada permukaan sel endotel,
sehingga menurunkan kecepatan berjalan dari
sel limfosit (Warnoclet al., 1996).

Berkurangnya ekspresi CD62L pada
permukaan sel T naif (TCD@D62L"),
menunjukkan bahwa CDG62L diperlukan oleh
sel T untuk melakukan pelekatan dan rolling
pada sel endotel di sepanjang pembuluh darah.
CD62L akan terekspresi sangat tinggi pada sel
T naif dan akan menurun pada sel T yang
teraktivasi. CD62L ini memediasi migrasi dari
sel T naif menuju kéymph nodes, pada daerah
ini terdapat antigen dan terjadi inisiasi respon
imun (Rifai'l, 2011). Ekspresi dari CD62L
disebabkan oleh sel TCD4ang berproliferasi
dan merespon adanya stimulasi dari antigen
(Hengelet al., 2003).

Pada kelompok infeksi sel T memori kontrol
infeksi mengalami peningkatan dibandingkan
kontrol normal, hal ini menunjukkan bahwa sel
T memori aktif ketika terjadi infekss. aureus.
Kemudian terjadi penurunan sel T memori pada
pemberian ketiga dosis terutama dosis 100
mg/kgBB, hal ini dikarenakan bahan aktif
antibakteria dalam buah mengkudu vyaitu
antrakuinon dan scopoletin yang bersifat
lisozim terhadap sel bakteri (Irianto, 2006).
Jumlah bakteri yang menurun mempengaruhi
terhadap penurunan sel T memori. Berdasarkan
penelitian sebelumnya, Sel T memori tidak
memproduksi sitokin atau membunuh sel tetapi
dengan cepat mengenali antigen. Sel T memori
menunggu terjadinya infeksi kembali (Abbas
dan Licthman, 2005). Sel T memori berkaitan
dengan dengan sel T helper 2 (Th2) di dalam
sistem imun (Nakagomet al., 2005).

Kesimpulan pada penelitian ini yaitu pada
kelompok non infeksi pemberian dosis 25
mg/kgBB dan 100 mg/kgBB tidak berbeda
nyata dengan kontrol normal, sedangkan dosis
300 mg/kgBB terjadi penurunan sel T naif
(P<0.05). Sel T naif pada kontol infeksi
mengalami penurunan dibandingkan kontrol
normal (P<0.05). Sel T memori pada kontrol

selektin yang tersebar pada bagian sel B, sel T infeksi mengalami peningkatan dibandingkan
monosit dan neutrofil (Tibaulet al., 2007).

CD62L mendukung leukosit untuk melakukan
rolling pada endothelium pembuluh darah
melalui interaksi dari ligan yang terdapat pada
endothelium,

termasuk CD34, E-selectin

kontrol normal (P<0.05) Pada kelompok infeksi
dosis 100 mg/kgBB mampu menurunkan

jumlah sel T memori (P<0.05).
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