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ULUAN
AKTIVITAS FAGOSITOSIS NETROFIL YANG DIPAPAR EKSTRAK DAUN BINAHONG (Anrece
(Ten.) Stennis) Paradigma |
hcsion therap
=2t diperlu
@xrofag. Sel-:

= I

. Pada sistem
=an dalam me
memberikan

Wahyukundari MA®, Praharani D

Staf Bagian Periodonsia Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember
‘sholehahmelok@yahoo.com

ABSTRAK

Latar belakang. Respon host yang baik sangat diperlukan dalam memodulasi fuses ' :agr;::;
osis yang diperankan oleh netrofil sebagai pertahanan tubuh pertama melawan jejas = lang pada
hong dilaporkan memiliki aktifitas antidiabetes, antijamur, antibakteri, antihematosa, = Penyembuhs
dan antioksidan; tetapi belum ada penelitian tentang efek ekstrak daun binahong terfas imun dapat ¢
tas fagositosis netrofil. Tujuan. Mengetahui aktivitas fagositosis netrofil yang dipapar e« o bahin
binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Stennis). Metode. Eksperimental in vitro dengas ‘ Beyo batal
the post test only control group. Suspensi isolat netrofil dibagi menjadi 4 kelompok (ma=: B oo
terdiri dari 6 wells) yaitu: K (kontrol); EDB 25% (diinkubasi ekstrak daun binahong 25% = B e
(diinkubasi ekstrak daun binahong 50%); EDB 100% (diinkubasi ekstrak daun binahonz Berc;asarkan
lat netrofil dipapar latex beods. Parameter aktivitas fagositosis dinyatakan dalam rata—= E )
partikel latex beads yang difagosit per 100 netrofil. Hasil. Uji Mann-Whitney menunjuksz - neitroﬁl ¥
jumlah partikel latex beads kelompok kontrol lebih kecil dibandingkan kelompok EDE & hasil pe_nel-
lebih besar dibandingkan kelompok EDB 25% dan EDB 50%. Rata-rata jumlah partikel =58 g sebagai ho
kelompok EDB 100% lebih besar dibandingkan kelompok EDB 25% dan EDB 50%. Kesis
strak daun binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Stennis) dapat meningkatkan aktivitas & DAN METOL
netrofil dan aktivitas fagositosis tertinggi adalah ekstrak daun binahong 100%. ISR

Uji aktivitas
P=an the post t

Key words: host modulation, binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Stennis) E
sedangkan v

: Variabel kend:

ABSTRACT
Pembuatan e

Background. A good host response is indispensable in modulating phagocytic ’dikeringk.an
neutrophils as the body’s first defense against injury. Leaves binahong reported to have diayak ISEhmE
=n etanol 70% :

activity, antifungal, antibacterial, antihematosa, anti-inflammatory, and antioxidant; cut =
about the effects of binahong leaf extract against neutrophil phagocytic activity Aim.
phagocytic activity of neutrophils exposed binahong leaf extract (Anredera cordifoliz (T&
nis). Method. Experimental in vitro with the post test only control group design. Susoess
neutrophil isolates were divided into 4 groups (each consisting of 6 wells) are: K (contro’ . £

=inahong dalam
lebar. Setiap h
Buchner sehir
menggunakan

(was incubated binahong leaf extract 25%); EDB 50% (was incubated binahong leaf exts Rutnya dilakukan
EDB 100% (was incubated binahong leaf extract 100%). Isolates neutrophils exposed 252 =n 50%.
3 Preparasi isolz

Parameter of phagocytic activity is expressed in the average number of particles of latex
100 neutrophils. Results. Mann-Whitney test showed that the average number of partice
beads the control group is smaller than EDB 100% group and larger than groups of EDB
50%. The average number of particles of latex beads EDB 100% group larger than the grouss
and EDB 50%. Conclusions. Binahong leaf extract (Anredera cordifolia (Ten.) Stennis) ca= &
neutrophil phagocytic activity and binahong leaf extract 100% is highest phagocytic activite

12 cc darah (/
=nit pada suhu |
HBSS sehingg:
&= dilapiskan secar
==iama 30 menit
2, b) mononukle

Key words: host modulation, binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Stennis) dalam tabung |
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JLUAN

#aradigma baru saat ini yang dikembangkan untuk terapi penyakit periodontal adalah host
==0n therapy, yaitu terapi yang ditujukan untuk memperbaiki respon host.! Respon host yang
2=t diperlukan dalam memodulasi fungsi fagositosis yang diperankan oleh netrofil, monosit,
wofag. Sel-sel ini melepaskan mediator proinflamatori sebagai pertahanan tubuh terhadap

#2da sistem pertahanan tubuh (sistem imun), neutrofil berperan sebagai pertahanan yang
dalam menghadapi berbagai serangan mikroorganisme (respon imun non spesifik) karena
smberikan respon secara langsung. Neutrofil akan bermigrasi ke jaringan yang mengalami
ean untuk memulai fungsi fagositosis.> Fagositosis adalah bagian penting dari proses
han jaringan yang terluka. Defisiensi fagositosis dapat menyebabkan infeksi yang parah
"uang pada individu yang terkena.®s
embuhan infeksi akan lebih cepat bila sistem imun tubuh ditingkatkan. Peningkatan

n dapat dilakukan dengan pemanfaatan bahan yang berasal dari tanaman (bahan alam).
#2t2n bahan alam semakin diminati masyarakat karena relatif tidak memiliki efek samping
a bahan sintetik. Salah satu tanaman yang diketahui mempunyai banyak manfaat untuk
zdalah binahong. Daun binahong dilaporkan memiliki aktifitas antidiabetes, antijamur,
=i, antihematosa, antiinflamasi, dan antioksidan.® :
=rdasarkan latar belakang di atas, penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas
== netrofil yang dipapar ekstrak daun binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Stennis); dengan
"asil penelitian ini dapat digunakan sebagai dasar wawasan untuk mengembangkan daun
' s=bagai host modulation therapy untuk mencegah dan mengobati infeksi periodontal.

N METODE

= 2ktivitas fagositosis netrofil ini merupakan penelitian eksperimental in vitro dengan
the post test only control group design. Variabel tergantung adalah aktivitas fagositosis
=cangkan variabel bebas adalah ekstrak daun binahong (EDB) konsentrasi 25%, 50% dan
'2bel kendali adalah jenis dan konsentrasi netrofil serta prosedur penelitian.
suatan ekstrak daun binahong. Daun binahong dicuci di bawah air mengalir, diiris ti-
L @keringkan menggunakan oven pada suhu 60°C selama 24 jam, dihaluskan dengan blen-
=v2k sehingga diperoleh serbuk daun binahong. Serbuk daun binahong dimaserasi meng-
Petanol 70% sampai seluruh bagian terendam dengan perbandingan 1:10 (1 bagian serbuk
ang dalam 10 bagian larutan etanol) selama 5 hari dalam wadah berbahan gelas dan ber-
S=r. Setiap hari dilakukan pengadukan selama 5 menit. Ekstrak kemudian disaring dengan
Buchner sehingga didapatkan ekstrak cair. Ekstrak cair diuapkan sampai bebas dari pelarut
penssunakan rotavaporator pada suhu 40°C selama 3 jam hingga ekstrak menjadi kental,
= dilakukan pengenceran dengan pelarut aquadest steril untuk mendapatkan konsentrasi
sparasi isolat netrofil. Netrofil disolasi dengan metode ficoll hypaque centrifugation. Se-
= ¢ darah (heparinized whole blood) dibagi menjadi dua, disentrifugasi 600 rpm selama
#2da suhu kamar. Serum yang mengandung platelet dipisahkan, sisa darah diencerkan
=35 sehingga menjadi 9 cc. 2 tabung falcon disiapkan dan masing-masing diisi 3 cc ficol.
s=iskan secara berhati-hati di atas lapisan ficol dengan pipet disposable. Sentrifugasi 1400
== 30 menit pada suhu kamar, sehingga terbentuk 4 lapisan dari atas ke bawah adalah: a)
* mononuklear, c) ficol dan d) polinuklear +RBC, Lapisan polinuklear dipisahkan dan dima-
tabung falcon, selanjutnya diproses untuk isolasi netrofil.
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1%

Isolasi netrofil. Lapisan polinuklear mengandung netrofil yang bercampur de
tuk memisahkannya ditambahkan dextran (6%) sebanyak 1,2 cc. Setelah pipeting, dib:
1,5 jam pada suhu kamar agar RBC turun/mengendap. Supernatan yang mengandung
aspirasi, diencerkan dengan HBSS (1 : 2), dicuci 2 kali dan disentrifugasi 1700 rpm selz
pada suhu kamar. Pelet netrofil selanjutnya diresuspensi dengan 2500 pl HBSS, dilapiskas
tic microplate (24 well) yang di bagian dasarnya telah diberi cover slip (tiap well 100 &'
diinkubasi selama 30 menit, 37°C. Medium inkubasi (mungkin masih mengandung eritras
dan netrofil dibilas 3 kali dengan HBSS. Pelet netrofil diresuspensi dalam RPMI mas:
cc per well. Pada tiap well ditambahkan penstrep (5 pl dan fungison 20 pl) dan dilakuss
medium secara hati-hati. Netrofil siap untuk uji fagositosis.

Inkubasi ekstrak daun binahong. Suspensi isolat netrofil dibagi menjadi 4 ke
masing-masing terdiri dari 6 well yaitu: a) K=kontrol, b) EDB 25%=diinkubasi ekstrak da,
25% sebanyak 1 cc, c) EDB 50%=diinkubasi ekstrak daun binahong 50% sebanyak 1 ez
100%=diinkubasi ekstrak daun binahong 100% sebanyak 1 cc. Inkubasi dilakukan dzlam &
shaker dengan 5% CO, pada 37°C selama 18 jam.

Pemaparan latex beads. Isolat netrofil dipapar dengan latex beads sebanyak 100
dan diinkubasi dalam incubator shaker dengan 5% CO2 pada 37°C selama 1 jam.

Pengamatan dan parameter aktivitas fagositosis. Isolat netrofil yang telah ¢ ==
beads dicuci 2 kali menggunakan HBSS. Fiksasi dengan methanol absolute selama 1 mes '
itu dicuci dengan aquades. Cover slip diambil dari dalam well, dilakukan mounting pacz =&
diberi tanda sesuai dengan kelompoknya. Pengecatan dengan Giemsa dye selama 2 ms
dengan aquades kemudian diangin-anginkan. Setelah kering tutup dengan object glass. Percs
aktivitas fagositosis di bawah mikroskop cahaya pembesaran 400 x yang ditunjukkan o=

aktivitas netrofil memfagosit partikel latex beads. Parameter aktivitas fagositosis dinyatakas:
rata-rata jumlah partikel latex beads yang difagosit per 100 netrofil.

=r 2. Fagosits
netrofil (t

HASIL

Hasil penelitian yang menunjukkan adanya aktivitas netrofil memfagosit partike! ‘zas

secara mikroskopis dapat dilihat pada Gambar 1, 2, 3, dan 4. hor 3. Fagosito

netrofil (t:

bar 4, Fagositosi
netrofil (ta

Gambar 1. Fagositosis netrofil pada kelompok kontrol. Tampak partikel latex beads (putih bening) yang difazes
netrofil (tanda panah). Pengambilan gambar dilakukan dengan pembesaran 400x mikroskop cahaya.
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ur dengan RBC, un-
2. dibiarkan selama
andung netrofil di-
m selama 10 menit
‘2piskan pada plas-
100 pl), kemudian
= eritrosit) dibuang
~ masing-masing 1
dilakukan pipeting

' 4 kelompok yang
rak daun binahong
yak 1 cc, d) EDB

7 dalam incubator Gambar 2. Fagositosis netrofil pada kelompok EDB 25%. Tampak partikel latex beads (putih bening) yang difagosit oleh
netrofil (tanda panah). Pengambilan gambar dilakukan dengan pembesaran 400x mikroskop cahaya.

yax 100 pl per well

=lah dipapar latex
a 1 menit, setelah
ng pada slide dan
n2 2 menit, dicug
jlass. Pengamatan
kkan oleh adanyz
dinyatakan dalam

irtikel latex beads

Gambar 3. Fagositosis netrofil pada kelompok EDB 50%. Tampak partikel latex beads (putih bening) yang difagosit oleh
netrofil (tanda panah). Pengambilan gambar dilakukan dengan pembesaran 400x mikroskop cahaya.

ptB difigosis SO Gambar 4. Fagositosis netrofil pada kelompok EDB 100%. Tampak partikel latex beads (putih bening) yang difagosit oleh
R ahays, netrofil (tanda panah). Pengambilan gambar dilakukan dengan pembesaran 400x mikroskop cahaya.
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Rata-rata jumlah partikel latex beads yang difagosit netrofil dari setiap kelompok dagar
lihat pada Tabel 1 dan Gambar 5. Berdasarkan Tabel 1 dan Gambar 2 diketahui bahwa rats
jumlah partikel latex beads yang difagosit netrofil terbesar pada kelompok yang dipapar ED2
dan terkecil pada kelompok yang dipapar EDB 25%.

Tabel 1. Rata-rata jumlah partikel latex beads yang difagosit netrofil

Kelom'pok - Rata-rata jumlah partikel latex beads

Kontrol

0,513 + 0,006

EDB 25%

0,430+ 0,017

EDB 50%

0,460 £ 0,036

EDB 100% 0,660+ 0,079

W R3ta~rata jumlish
partiks] Istex bzads

L Kontrol EDE 25% EDB 50% EDB $100%

B SAYRANE PZF FRuormwe oac

Gambar 5. Histogram rata-rata jumlah partikel latex beads yang difagosit netrofil.

Hasil uji Kruskall-Wallis didapatkan rata-rata jumlah partikel latex beads yang difagosit nems
pada masing-masing kelompok mempunyai perbedaan bermakna (p=0,018). Selanjutnya dilz
uji Mann-Whitney untuk mengetahui kelompok yang berbeda bermakna dan didapatkan hasi &
rata jumlah partikel /atex beads antar kelompok berbeda bermakna kecuali antara kelompok s
dipapar EDB 25% dengan yang dipapar EDB 50% (Tabel 2). Berdasarkan hasil tersebut dapat diarsi
bahwa rata-rata jumlah partikel /atex beads kelompok kontrol lebih besar daripada kelompok &
dipapar EDB 25% dan yang dipapar EDB 50%. Rata-rata jumlah partikel /atex bead pada keloms
yang dipapar EDB 100% lebih besar daripada kelompok kontrol, kelompok yang dipapar E028
dan yang dipapar EDB 50%. Sedangkan kelompok yang dipapar EDB 25% dengan yang dipags
50% dapat dikatakan mempunyai rata-rata jumlah partikel latex beads yang sama.

T

[

W AT "B M4 e i o= & .

Tabel 2. Hasil uji Mann-Whitney rata-rata jumlah partikel latex beads antar kelompok.

Kontrol EDB 25% EDB 50% EDB 100%

Kontrol = 0.043* 0.046* 0.046*
EDB 25% E - 0.554

EDB 50% =
EDB 100% .

0.046*
= 0.050*

1l
Keterangan: * ada perbedaan bermakna
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PEMBAHASAN

Penelitian ini menggunakan partikel latex beads sebagai target fagositosis netrofil setelah
dipapar ekstrak daun binahong (EDB). Bahan ini adalzh partikel polimer yang terlarut dalam Jatex
dan terbentuk dalam polimer polystyrene. Latex beads merupakan bahan kontras sehingga pada
pemeriksaan dengan mikroskopis cahaya akan terlihat partikel lotex beads yang difagositosis netrofil.

Hasil penelitian menunjukkan rata-rata jumlah partikel Jatex beads kelompok kontrol lebih
besar daripada kelompok yang dipapar EDB 25% dan yang dipapar EDB 50%. Hal ini disebabkan
kelompok kontrol tergolong kontrol positif karena ditambahkan antibiotik penstrep (penicillin
streptomycin) 5 pl dan fungison 20 pl sebelum uji fagositosis. Tujuan awal pemberian antibiotik
penstrep sebenarnya adalah untuk menghindari kontaminasi bakteri dan jamur, tetapi diketahui
bahwa antibiotik ini juga memiliki kemampuan untuk meningkatkan aktivitas fagositosis netrofil.”

Sedangkan rata-rata jumlah partikel Jatex bead pada kelompok yang dipapar EDB 100% lebih
Desar daripada kelompok kontrol, kelompok yang dipapar EDB 25% dan yang dipapar EDB 50%,
Hasil tersebut menunjukkan bahwa ekstrak daun binahong mempunyai pengaruh terhadap aktivitas
fagositosis netrofil dan yang paling tinggi aktivitasnya adalah konsentrasi 100%.

Adanya aktivitas fagositosis netrofil yang dipapar ekstrak daun binahong kemungkinan
dikarenakan kandungan senyawa aktifnya seperti flavonoid dan alkaloid. Golongan senyawa
tersebut sudah diketahui bermanfaat sebagai imunostimulan. Imunostimulan yaitu bahan yang
mampu merangsang atau meningkatkan sistem imun, dapat berupa imunostimulan biologis
maupun sintetik. Flavonoid dan alkaloid mampu meningkatkan proliferasi dari sel B dan sel T
limfosit, pelepasan sitokin spesifik seperti TNF-a, IFN-y dan IL-4. Selain itu juga berpotensi bekerja
terhadap limfokin yang dihasilkan oleh sel T sehingga akan memacu sel-sel fagosit termasuk netrofil
‘untuk melakukan respon fagositosis.®® 10.11

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini, maka dapat disimpulkan bahwa: ekstrak daun binahong
{4nredera cordifolia (Ten.) Stennis) dapat meningkatkan aktivitas fagositosis netrofil dan aktivitas
fagositosis tertinggi adalah kelompok yang dipapar ekstrak daun binahong konsentrasi 100%.
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