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FRAKSI AIR BUNGA KECUBUNG ( Datura metel L.) MEMICU
AKTIVITAS IMUNOKOMPETEN SUBSET SEL T PADA MENCIT
BALB/c MODEL ASMA
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ABSTRAK

Asma terjadi akibat paparan alergen ke dalam salpeanafasan.
Hal ini memicu respon imun yang ditandai oleh peoéisi dan
diferensiasi sel-sel naive, khususnya sel T, seetabahan gambaran
histologi sistem pernafasan. Bunga kecubung digarcalapat
menyembuhkan asma. Tujuan penelitian ini adalahgetahui aktivitas
imunokompeten subset sel T pasca pemberian fraklsuaga kecubung
pada mencit model asma, dosis optimum fraksi anghukecubung dan
adanya perbaikan gambaran histologi bronkiolus asdrati pasca
pemberian fraksi air bunga kecubung. Sensitisasigalpada mencit
model asma dilakukan melalui injeksi Ovalbumin (OQVEOug/ml dan
inhalasi OVA 1 mg/ml dalam PBS steril. Jumlah rélatan absolut
subset sel T diukur menggunakan BD FACSCalibuflowcytometer.
Histopatologi bronkiolus dan hati diamati melaluieparat histologi
pewarnaan HE. Data dianalisis menggunaRae-way ANOVA (p<0.05)
dan uji Tukey menggunakan SPSS fb6 Windows. Fraksi air bunga
kecubung memicu aktivitas imunokompeten mencit rhadma. Hal ini
diketahui melalui peningkatan jumlah sel T COB62L" 42.43% (dosis
0.56mg/kg BB) dan 27.10% (dosis 1.12mg/kg BB). Almdel T CD4
menurun 12.06% (dosis 0.56mg/kg BB) dan 22.86%igdbsl2mg/kg
BB), sedangkan jumlah sel T CD&enurun signifikan 23.36% (dosis
0.56mg/kg BB). Sel T CD€£D25 menurun tidak signifikan 20.23%
(dosis 0.56mg/kg BB), namun signifikan pada dosi$2mhg/kg BB
(8.87%). Variasi dosis fraksi air bunga kecuburtaki signifikan, dan
dosis optimum fraksi air bunga kecubung untuk ter@gma adalah
0.56mg/kg BB. Fraksi air bunga kecubung mengurgayiebalan otot
polos bronkiolus, namun menimbulkan nukleus pylkngtada sel
hepatosit dan infiltrasi sel mononuklear pada $tnujaringan hati.

Kata kunci: Asma, fraksi air, histopatologi, kecagusubset sel T.



WATER FRACTION OF KECUBUNG FLOWERS (Datura metel L. )
INDUCE ACTIVITY OF IMUNNOCOMPETENT T CELL SUBSETS
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ABSTRACT

Asthma caused by exposure of allergens into tharegery tract.
Its could triggers an immune response that wasackenized by the
proliferation and differentiation of naive cellsarficularly T cells, as well
as histological changes in the respiratory systéatubung flowers was
believed to cure asthma. The aim of this study watetermine the activity
of immunocompetent T cell subset post oral adnmatistn of kecubung
flowers water fraction in mice models asthma, thginoum dose of
Kecubung flowers water fraction and bronchial Hagecal improvement
post-administration of Kecubung flowers water fiaet Allergic
sensitization in mice models of asthma by injectibrovalbumin 1Qg/mi
OVA and inhalation 1 mg/ ml OVA in sterile PBS. Thelative and
absolute number of T cell subset was measured BEnGACS Calibuf"
Flowcytometer. Bronchioles and liver histopathologyere observed
through HE staining. Data were analyzed using Oag-WNOVA (p
<0.05) and Tukey test using SPSS 16 for Windowsukang flowers
water fraction triggers the activity immunocompetércells in mice model
of asthma. The result indicated an increasing nusnbECD4CD62L" T
cells 42.43% (dose 0.56mg/kg BW) and 27.10% (dog€mg/kg BW).
The number of CD4T cells decreased 12.06% (dose 0.56mg/kg BW) and
22.86% (dose 1.12mg/kg BW), while the number of CDB cells
decreased significantly at 23.36% (dose 0.56mg/Wg).BCD4CD25" T
cells was decrease not significant to 20.23%, (db5émg/kg BW), but
significant at dose of 1.12mg/kg BB (8.87%). Dosariations in the
kecubung flowers water fraction are not significamd the optimum dose
of Kecubung flowers water fraction for asthma tipgravas 0.56mg/kg
BW. Kecubung flowers water fraction reduced thekhess of bronchial
smooth muscle, but caused nucleus pyknotic in lbepts cells and
mononuclear cell infiltration in the liver tissuelcture.

Key word: Asthma, water fraction, histopathologgckbung, subsets T
cell.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Asma merupakan penyakit inflamasi kronik saluramnafasan
akibat penyempitan saluran udara. Asma merupakdah saatu
manifestasi alergi (hiperreaktivitas tipe [) karemenderita asma
merespon substansi asing (alergen) yang masuk leendabuh secara
berlebihan. Alergen menyebabkan peningkatan higktikétas jalan
nafas yang menimbulkan gejala episodik berulangaQisasi Kesehatan
Dunia (WHO) memperkirakan 100-150 juta orang di iduadalah
penderita asma, dan meningkat 180 ribu orang setiam. Sedangkan di
Indonesia, 2-5% penduduk menderita asma. Prevadsnsa dipengaruhi
oleh beberapa faktor, antara lain umur pendemaisjkelamin, alergi,
keturunan, dan lingkungan (Iskandar, 2006).

Asma ditandai dengan adanya inflamasi saluran fesaa akibat
aktivitas eosinofil dan sel limfosit T CD4lalam jumlah besar. Sel-sel T
CD4" yang menjadi sel efektor dalam pasien asma, mefugso sitokin
antara lain IL-4, IL-5, dan IL-13. Sel tersebutetilal sebagai sel el per
yang berperan penting dalam kejadian asma. Seditekin pro-inflamasi
memicu diferensiasi dan pengerahan eosinofil, sastmbasofil serta
produksi IgE oleh sel B. Reaksi ini secara langsumgnginduksi
terjadinya hiperreaktivitas tipe | (Akbarét al., 2006). Respon imun
melalui IgE pada permukaan sel mast dan basofi jogenginduksi
pengeluaran histamin atau mediator lainnya yang gaigbatkan
terjadinya inflamasi dan perubahan gambaran higtabaluran nafas
penderita asma.

Sel T CD4 merupakan sel yang bertanggung jawabadegh
adanya alergen yang masuk ke dalam tubuh. Papalamem
menyebabkan sel T naive teraktivasi dan berdifasnmenjadi subset
sel T yang mengekspresikan molekul permukaan tertesehingga
memiliki peran yang spesifik. Aktivasi sel T naivenjadi subset sel T
ditandai dengan tidak terekspresinya molekul peaaok CD62L.
Sedangkan subset sel T CD4 yang berfungsi sebegalator aktivasi
sel, mengekspresikan molekul permukaan CD25 datorfakanskripsi
Forkhead box P3 (Foxp3). Peran sel T regulator dalam patomekanis
penyakit alergi dan atopi belum dijelaskan secataiblhingga saat ini.
Individu yang menderita kekurangan sel T regulatGD4'CD25")

1



memiliki level IgE yang tinggi dan mengalami eosil@. Beberapa
penelitian menunjukkan jumlah sel T regulator yaggdah atau adanya
perubahan jumlah sel T regulator pada pasien aleep dkk, 2006).
Fungsi sel T CD4CD25 sebagai regulator ditentukan oleh ekspresi
faktor transkripsi Foxp3. Sedangkan sel T QD@25 yang tidak
mengekspresikan Foxp3, bertindak sebagai sel ksinmal, yang jika
terpapar alergen, menjadikannya sel efektor.

Kecubung Datura metel Linn.) dikenal masyarakat sebagai
tanaman yang memiliki banyak manfaat, tetapi jugaimbulkan banyak
kerugian. Selain dapat menyembuhkan berbagai pgnysnggunaan
kecubung dalam dosis tinggi menyebabkan berbagapak buruk bagi
keselamatan manusia. Salah satu potensi bungalkeg#dalah sebagai
alternatif penyembuhan asma. Kandungan alkaloidandalbunga
kecubung dipercaya sebagai senyawa yang berpelan ganyembuhan
asma. Penggunaan kecubung sebagai terapi penyemtagraa di
Indonesia dilakukan dengan cara mencampur kecukarigg dengan
klobot dan dihisap sebagai rokok. Berdasarkan hashelitian
Etnobotani di Kamerun, diketahui bahwa kecubyagg dikeringkan dan
diseduh menggunakan air panas dapat menyembuhkaa @soumi,
2009). Beberapa penelitian melaporkan bahwa keguhdalah tanaman
beracun bagi manusia dan hewan jika dikonsumsindalesis tinggi,
sehingga dosis penggunaan kecubung menjadi panting diperhatikan
(Okwu dan Igara, 2009).

Pengobatan penyakit asma melalui herbal, merupakannatif
dalam penanganan asma, disamping obat-obatan kintkanrbal dipilih
karena cenderung memiliki efek samping lebih ringiaa digunakan
sebagai terapi penyembuhan penyakit. Selain itpahenemiliki potensi
menjadi imunomodulator. Imunomodulator merupakatilals yang
diberikan pada bahan yang dapat memodulasi sisteom itubuh,
sehingga mampu melawan serangan antigen. Berdadaakd penelitian
menggunakan herbal, menunjukkan bahwa minyakibign hitam dapat
menurunkan derajat inflamasi saluran pernafasaransifiy dengan
penggunaan antihistamin sebagai obat modern (Subiydan Diding,
2008). Tetapi, tingkat keefektifan dan keamanaididrelum seluruhnya
terjamin. Hal ini disebabkan penggunaan herbal gaibterapi belum
seluruhnya didukung oleh uji-uji empiris dan obsesivilmiah tentang
khasiat dan efek samping herbal tersebut. Sehimigdam praktek di
masyarakat, dosis tanaman herbal yang digunakayahberdasarkan
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estimasi (pendugaan). Oleh karena itu, dibutuhkaatus penelitian
tentang herbal yang dipercaya sebagai terapi pdmyleam asma yang
efektif dan tidak berdampak buruk bagi kesehatan.

Pengolahan herbal menjadi jamu dilakukan secareriseda, yaitu
dengan merebus atau menyeduh herbal ke dalam a#spaehingga
diperoleh crude extract dari tanaman tersebut. Air dalam Farmakope
Indonesia, ditetapkan sebagai salah satu cairaryapenAir dapat
melarutkan garam alkaloid, glikosida, tanin danag{Ningtyas, 2008).
Oleh karena itu, peneliti menggunakan fraksi abagai metode untuk
memperolehcrude extract bunga kecubung. Fraksi air bunga kecubung
pada mencit model asma diharapkan dapat menjadi satu uji empiris
pemanfaatan bunga kecubung sebagai terapi asma.

1.2 Rumusan Permasalahan
Berdasarkan latar belakang tersebut maka masalaj g&an
dikaji pada penelitian ini adalah :

1. Apakah fraksi air bunga kecubung memicu aktivitas
iImunokompeten pada mencit BALB/c model asma berdasa
perubahan kuantitas jumlah subset sel T?

2. Berapakah dosis optimum fraksi air bunga kecubuaganl
menyembuhkan asma pada mencit BALB/c model asma
berdasarkan perubahan kuantitas jumlah subsefsel T

3. Apakah pemberian fraksi air bunga kecubung dapatpaebaiki
gambaran histopatologis bronkiolus mencit BALB/c dsio
asma?

4. Apakah pemberian fraksi air bunga kecubung dapat
menyebabkan toksisitas hepar berdasarkan gambastoiobi
hepar mencit BALB/c model asma?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Mengetahui adanya aktivitas imunomodulator fraksi @nga
kecubung pada mencit BALB/c model asma

2. Mengetahui dosis optimum fraksi air bunga kecubwaiam
menyembuhkan asma pada mencit BALB/c model asma?

3. Mengetahui perbaikan gambaran histopatologis botn&imencit
BALB/c model asma pasca pemberian fraksi air blkegabung.



4. Mengetahui efek toksisitas fraksi air bunga kecgbpada mencit
BALB/c model asma berdasarkan histopatologi gambataiktur
hati.

1.4 Batasan Masalah
Penggunaan hewan coba telah mendapatkan sertifikatetik

No.59 dari Komisi Etik Penelitian Universitas Brgayia. Sensitisasi
alergen dilakukan melalui injeksi i.p OVA/alum 10mf dan paparan
OVA 1mg/ml. Penggunaan tanaman juga telah mendapasurat
identifikasi tanaman dari Laboratorium Taksonomi mbwhan,
Universitas Brawijaya. Perubahan kuantitatif vaglaieliputi perubahan
jumlah relatif dan absolut subset sel T CD&DS8, CD4CD25 dan
CD4'CD62L" padaspleen menggunakan metodi@wcytometry.

1.5 Manfaat

Memberikan informasi keamanan dan keefektifan penagn
herbal sebagai alternatif pengobatan penyakit asmealui uiji
laboratorium pada mencit model asma.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Sensitisasi Alergi

Alergi merupakan suatu perubahan reaksi atau reppdahanan
tubuh yang menolak dan tidak tahan terhadap zatyaaig tidak
berbahaya. Reaksi yang ditimbulkan oleh alergi mdkxi serangan
bersin, mata berair, ruam merah yang gatal danspdmiagga serangan
asma. Bentuk reaksi klinis alergi berbeda-bedayatdung pada jenis
alergen, rute masuknya alergen dan jaringan yamigbae Alergi
merupakan salah satu respon imun yang disebutregieivitas. Reaksi
hiperreaktivitas merupakan respon imun yang ber@hkarena dapat
menimbulkan kerusakan jaringan (Rifa’i, 2008).

Sensitisasi alergi berawal ketika individu terpagan merespon
protein asing (antigen), yang dapat memasuki tubakalui kulit, sistem
pernafasan dan sistem pencernaan. Sensitisasi ldielea sel APC
(Antigen Presenting Cell), seperti sel dendritik, makrofag dan sel B yang
menangkap protein asing dan mengolahnya menjadmia peptida
yang lebih kecil. Dampak yang ditimbulkan dengaarg@ pengenalan
antigen adalah aktivasi, diferensiasi dan perluddanal dari berbagai
sel, salah satunya sel T CD4Sel Th2 CDZ mengalami perubahan
kuantitas dan jenis molekul permukaan. Hal ini nenproduksi dan
sekresi berbagai sitokin, diantaranya IL-4, IL-5;6l IL-10, dan IL-13.
Sekresi berbagai sitokin mengakibatkan pengeradlafih®? dan aktivasi
eosinofil dalam kulit, saluran pernafasan dan petaam, serta produksi
IgE-spesifik alergen oleh limfosit B (Pimentel, 201

Reaksi alergi dibagi menjadi fase cepatimnediate
hipersensitivity) dan fase lambaidélayed hipersensitivity). Respon fase
cepat disebabkan oleh dampak langsung histamidigidnyang masuk
pada pembuluh darah dan otot polos. Kedua mediateebut dilepas
oleh sel mast dalam waktu yang relatif cepat detplparan alergen.
Respon fase lambat disebabkan oleh adanya pemakikasit besar-
besaran yang dirangsang oleh kemokin dan mediatordari sel mast
selama dan sesudah respon fase cepat (Rifai, 2Qdd4¥entrasi sel mast
dalam berbagai organ target mempengaruhi kekuaspon. Sel mast
mengekspresikan reseptor dengan afinitas ikatag aggi terhadap IgE
(FceRI) (Yasef, 2007). Jumlah sel mast melimpah dalauhit ldan
mukosa pada sistem respiratori dan saluran peragraahingga jaringan
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tersebut seringkali menderita luka akibat reaksefaepat (Abbas dan
Lichtman, 2005).

Asma merupakan penyakit inflamasi kronik salurapasaakibat
penyempitan saluran udard&sma terjadi sebagai respon masuknya
rangsangan berupa substansi asing (alergen), isepartik sari, debu,
bulu binatang, dan udara dingin. Rangsangan terselamyebabkan
peningkatan hiperreaktivitas jalan nafas yang mbolkan gejala
episodik berulang berupa mengihgezing), sesak nafas, dada terasa
berat dan batuk-batuk terutama malam menjelang lthni Sebanyak
70% kasus asma disebabkan oleh reafsiediate hipersensitivity yang
dimediasi olehantibodi IgE, sedangkan 30% lainnya berhubungan
dengan atopi atau dipicu oleh stimulus non-imursatniya obat-obatan,
udara dingin dan olahraga (Abbas dan Lichtman, RO@8lividu yang
memproduksi IgE dan eosinofil lebih tinggi dalamiral darah
dibandingkan dengan individu normal disebut atdpidividu atopi
memiliki kerentanan terhadap penyakit alergi, se@sma dan alergi
serbuk bunga. Kondisi ini dipengaruhi oleh keketabadan lokus gen
(Rifa’i, 2011). Meskipun tingkat kerentanan kejadiasma berbeda,
namun patomekanisme asma atopi dan non-atopi serypag
diakibatkan oleh degranulasi sel-sel mast.

Reaksi hiperreaktivitas dibagi ke dalam 4 tipe sealierdasarkan
kecepatan dan mekanisme imun yang terjadi. Regiesiltatau yang
disebut sebagai reaksi cepat atau reaksi alerghuti segera setelah
tubuh terpapar oleh alergen. Reaksi yang terjada @sma, merupakan
salah satu contoh dari reaksi hiperreaktivitas tiggada hiperreaktivitas
tipe I, alergen yang masuk ke dalam tubuh meninasullespon imun
berupa produksi IgE dan serangan asma (Barataai@@p6).

Prosedur terjadinya asma berdasarkan reaksi @okalah sebagai
berikut (Kurniawati, 2005):

1. Fase sensitisasadalah fase pembentukan immunoglobulin E (IgE)
yang terjadi akibat akibat adanya interaksi ant@exrgen pada
limfosit B dengan limfosit T spesifik-alergen. Reakini
menyebabkan terjadinya perubahan sintesa dan @woduk
immunoglobulin oleh limfosit B dari IgG dan IgM mjedi IgE
spesifik allergen. Fase ini berakhir ketika IgE ikeatian dengan
reseptor permukaan sel mast, yaitue(R¢).

2. Fase aktivasiadalah waktu yang dibutuhkan untuk paparan ulang
dengan alergen yang sama, sehingga sel mast meiegdiator



berisikan granul yang menimbulkan berbagai realkatan
alergen-Igg pada sel mast/basofii merangsang pdoisn
granul-granul dalam sitoplasma dan adanya degrsinolamicu
pengeluaran mediator kimiawi: histamin, serotoSRSA, ECFA,
dan bradikinin. Dampak pengeluaran mediator kimitavimasuk
ke dalam fase efektor.

3. Fase efektor adalah waktu terjadi respons yang kompleks
(anafilaksis) sebagai akibat mediator-mediator yailgpas sel
mast. Dampak pengeluaran mediator kimiawi antara dpasme
bronkus, peningkatan permeabilitas pembuluh darah sekresi
mukus berlebihan. Seluruh dampak tersebut mengikiba
penyempitan saluran pernafasan dan menimbulkafagejma.

2.2. Patomekanisme Asma

Asma dikenali sebagai penyakit kronis inflamatosida saluran
pernafasan yang dipengaruhi oleh peran beberapmisalnya sel mast,
eosinofil, limfosit B dan T serta sel-sel epiteliddlenyakit ini ditandai
oleh gangguan aliran pernafasan secara berulgeyréaktivitas saluran
pernafasan yang disebabkan oleh stimuli spesifikpma non-spesifik,
inflamasi kronis saluran pernafasan dan perubahantuk aliran
pernafasan (Yasef, 2007).

Sensitization Re-exposure

\ 1 MHC class Il \)\ HH class Il
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Gambar 2.1. Representasi Skematis Patomekanisma Akrgi (Yasef,
2007).

Chronic allergic reaction
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Konsep patomekanisme asma alergi diawali oleh tates
alergen lingkungan yang dapat terjadi beberapa ntalsebelum
munculnya serangan klinis asma. Sensitivitas afergédawa dan
diproses olehantigen presenting cell (APC), seperti sel dendritik dan
dipresentasikan pada sel-sel T spesifik alergeng yakan memicu
produksi sitokin inflamatori, seperti IL-4 dan IL-Sekresi sitokin pro-
inflamasi menstimulasi sel-sel B spesifik alergetuld berproliferasi dan
menghasilkan IgE melalui sel plasma. IgE merupdkanunogloblulin
yang bekerja spesifik terhadap reaksi alergi. SistigE diinduksi oleh
paparan terhadap antigen dan sitokin Th2, khususlyd. IgE
selanjutnya berikatan dengan reseptotRfFcsel-sel mast (Abbas dan
Lichtman. 2005).

Pada pemaparan kedua, alergen akan berikatan gadeerikat
pada permukaan sel-sel mast, sehingga adanya KaniKatan IgE-
FceRI menyebabkan terjadinya pengeluaran mediatoarimdtori seperti
histamin dan beberapa mediator inflamatori lainMadiator derivat sel
mast (histamin) selanjutnya memodulasi reaksi awama yang
dikarakteristikkan seperti konstriksi otot poloslusan pernafasan,
kebocoran pembuluh darah yang luas, hipersekresiusnumeningkatnya
kemampuan reaksi saluran pernafasan, dan terjadifigenasi sel. Jadi,
berbagai gejala dapat berhubungan dalam inisiggidieya inflamasi
alergi saluran pernafasan, yang menyebabkan penyflimasi kronis
saluran pernafasan (Abbas dan Lichtman, 2005).

2.3. Peran Ovalbumin dalam Induksi Asma

Alergen merupakan bahan yang dapat menimbulkarsireddrgi
pada individu yang sensitif terhadap bahan terselitdat alergen, dosis
alergen, rute masuk alergen ke dalam tubuh sekssilterjadinya respon
alergi menentukan jenis sel yang berperan daniatargy ditimbulkan.
Sel T CD4 naive yang merespon peptida yang diptasian oleh sel
dendritik akan berdiferensiasi menjadi sel Thl dtaf bergantung pada
lingkungannya, baik sebelum maupun selama terjadiegpon (Rifa’i,
2011). Pada individu atopi, inhalasi alergen cemagrmenginduksi
perkembangan Th2, sedangkan pada individu non-eéspbn Th1l lebih
dominan (Pimentel, 2010).

Ovalbumin (OVA) sebagai protein yang dapat meramgsa
pembentukan respon imun ke arah Th2 dominan yapgtdiiberikan
secara inhalasi, oral maupun intraperitoneal. TEt&eberapa kriteria
yang menentukan bahwa suatu protein memiliki peelvagai alergen
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inhalasi yang mengaktitkan Th2 dalam memicu perkargan IgE,
diantaranya protein tersebut harus menimbulkanoregada sel T dan
memiliki peptida yang dapat berikatan dengan MH@skIl (Rifa’i,
2011). Sensitisasi OVA baik secara inhalasi, oralipun intraperitoneal
terbukti dapat merubah kecenderungan respon imuntitriee arah Th2.
OVA merupakan protein utama yang berasal dari getilr ayam berupa
glikoprotein dengan berat molekul 45.000 dalton.fAO&dalah alergen
yang bertanggung jawab terhadap terjadinya redksgiatipe | pada
manusia (Nurhayatét al., 2003).

Alergen umumnya diaplikasikan sebagai larutan catau
dilarutkan dalam adjuvan, salah satunya adalah ialum hidroksida
(AIOHs3). Adjuvan adalah substansi yang meningkatkan agiigel T
dengan menyebabkan akumulasi dan lokalisasi antigserta
mengaktifkan limfosit dan sitokin pada situs amiderlokalisir (Albab,
2009). AIOH; dikenal sebagai agen potensial yang mengindukaidEm
menstimulasi sintesis IgE (Oosterhaaital., 1998).

2.4. Peran Subset Sel T dalam Patomekanisme Asma

Sel-sel T CDZ memiliki peranan krusial dalam mengendalikan
inflamasi pada penyakit asma. CD#erupakan populasi limfosit T
utama yang menginfiltrasi saluran pernafasan datasus asma dan
teraktivasi pada saluran pernafasan, Chdengekspresikan molekul
permukaan klas Il antigelistocompatibility (HLA-DR), CD25 (IL-2R)
dan VLA 1 (Very Late Action Antigen 1). Sel T CD2Z naive
berdiferensiasi menjadi subset yang khusus sepettidan Th2 sebagai
respon terhadap antigen, ko-stimuli dan sitokitoksn yang diproduksi
respon imun non spesifik terhadap mikroba atauoresmun spesifik
yang dini mempengaruhi diferensiasi sel T CDdaive ke Thi,
sedangkan sitokin diproduksi sebagai respon imuhatap antigen
spesifik, mempengaruhi diferensiasi sel T CD4 namenjadi Th2
(Campbell et al., 2004). Sel T CD4tipe Thl mensekresi IL-2 dan IFN-
(Interferon y) dan terlibat dalam respon imun sel melawan ingagbgen
intraseluler, seperti virus. Sedangkan sel T CD#2 memproduksi
sitokin IL-4, IL-5, dan IL-13 yang terlibat dalanegpon imun melawan
antigen ekstraseluler (Yasef, 2007).

Produksi IgE oleh sel B dipengaruhi adanya sektedi oleh sel
mast. Sel mast memiliki ligan CD40 yang akan bésikalengan reseptor
CD40 pada permukaan sel B. Sel mast yang teraktalabat ikatan
silang IgE dan alergen pada permukaan sel mast, mkagekspresikan
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ligan CD40 dan mensekresi IL-4. Ikatan IL-4 padseptor sel B
menimbulkanclass switching yang mengarah pada pembentukan IgE
(Rifa’i, 2011). IL-4 juga merupakan sitokin autokuntuk pertumbuhan
dan diferensiasi Th2 (Baratawidjaja, 2006). CDterdapat pada
permukaan sel fielper dan memiliki afinitas ikatan yang tinggi terhadap
molekul MHC klas Il. Interaksi antara CD4 dan MH@sk Il membantu
mempertahankan sel Relper dan sel APC Antigen Presenting Cell)
tetap menyatu. Sedangkan interaksi antara sel ARCsdl T sitotoksik
(Tc) ditingkatkan oleh kehadiran molekul permuka@b®8. Molekul
permukaan ini sebagian besar terdapat pada permaehd sitotoksik,
dan memiliki afinitas ikatan terhadap molekul MH@k I. Interaksi
antara molekul MHC klas | dan CD8 membantu mempartkan kedua
sel itu tetap menyatu (Camphed al., 2004).

Paparan ulang antigen yang masuk ke dalam tubutyahabkan
sel T naive teraktivasi dan berubah menjadi sel onersel T regulator
atau jenis sel efektor lainnya. Kondisi ini menyeksn jumlah sel T
naive berkurang. CD62L merupakan marker aktivasj sehingga
perubahan jumlah sel T naive menjadi sel yang tieeesk dapat dideteksi
melalui adanya ekspresi molekul permukaan tersétada mencit sehat,
jumlah sel T yang mengekspresikan CD62L tinggi,asgian pada
mencit yang tersensitisasi alergen, jumlahnya menyBaratawidjaja,
2006). CD62L merupakan molekul permukaan sel yasrgubas dalam
homing sel T naive menuju organ limfoid perifer dan merigekan sel-
sel T efektor menuju ke tempat inflamasi. Terdapanolekul selektin
yang dikenal, yaitu L (CD62L), P (CD62P) dan E (@B% (Tedder gt
al., 1995).

CD62L diekspresikan pada seluruh leukosit, limfdsitmakrofag,
neutrofil dan monosit serta meregulasi migrasi t@ebebut menuju
inflamasi danhoming sel T naive menuju kdymph node perifer.
Sedangkan CD62P dan CD62E diekspresikan pada paamuk/ang
mengikat leukosit, dan memediasi akumulasi nelitdain monosit pada
tempat inflamasi (Johnsoret al., 1995). Penelitian terdahulu yang
menggunakan mencit defisiensi CD62L melaporkan baf®D62L
berperan sebagai bagian penting dalam membangkitspon sel T
primer, respordelayed type hypersensitivity (DTH), dan migrasi neutrofil
menuju ke tempat reaksi DTH (Greewall, 2001). Lekiéh (CD62L)
merupakan pengikat awal dari leukosit menuju endotedan secara
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cepat terlepas setelah aktivasi neutrofil oleh peatian proteolitik
(Mann, 2006).

Sel T naive yang telah teraktivasi dan kehilangespeesi CD62L

pada permukaan sel, akan berubah menjadi sel yangiliki peran
tertentu, misalnya menjadi sel T regulator atauTsefektor. Sel T dari
populasi CD4 yang mengekpresikan molekul permukaab25
(CD4'CD25') dapat bertindak sebagai sel T efektor atau selgiilator.
Sel T CD4CD25 bertindak sebagai regulator karena sel ini mampu
mengendalikan atau meregulasi aktivitas sel imium Bifat regulasi dan
fungsi supresi tergantung pada ekspresi Foxp3T $egulator berfungsi
sebagai selsuppressor yang memiliki arti penting dalam mencegah
terjadinya inflamasi (Rifa’i, 2008). Sel T regulatqCD4 CD25)
merupakan fraksi minor dalam populasi sel T CQditu 5-10% dari
seluruh populasi sel T CD4Sel T regulator berperan dalam mencegah
autoimun spesifik-organ, penolakaltograft dan menjagaelf-tolerance.
Sel lain yang mengekspresikan CD25 pada ranpaida level yang tinggi
dalam reseptor IL-2 (CD25) yang dihasilkan oleh usmsebagai
subpopulasi sel T matang secara fungsional danetmrpsebagai sel
efektor (Leegt al., 2006).

Sel T regulator mengekspresikan faktor transkrigen yaitu
Forkhead box P3 (Foxp3) yang muncul menjadi gen pengontrol
perkembangan sel T regulator. Sifat regulasi dangdu supresi
tergantung pada ekspresi Foxp3. Sel T CBdpa molekul permukaan
yang mengekspresikan CD25 (CBH25) menyebabkan aktivasi
berbagai sel yang memicu keluarnya sitokin, sel@ngiokin dalam
tubuh akan meningkat dan terjadi berbagai inflamBsihkan, sel T
CD4'CD25 yang tidak mengekspresikan Foxp3, bertindak sebseaja
konvensional, yang jika terpapar alegen, akan hgdu sebagai sel
efektor. Sedangkan sel T CD#ang mengekspresikan molekul CD25
pada permukaannya atau CBD25Foxp3, akan meregulasi jumlah sel
yang teraktivasi, sehingga pengeluaran sitokin tdpekendali dan
mencegah terjadinya inflamasi. Ekspresi Foxp3 daeinT non-regulator
(CD4'CD25’ dapat merubah sel T non-regulator menjadi selgtilagor
(CD4'CD25Foxp3), sehingga sel tersebut memiliki kemampuan untuk
meregulasi aktivasi sel lain (Leet, al., 2006). Perubahan tersebut dapat
terjadi jika CD4CD25 mengalami suatu aktivasi oleh stimuli yang
sesuai (Rifa’i, 2008).
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Peran T regulator dalam patomekanisme penyakigiadian atopi
belum dijelaskan secara detail hingga saat initagie Menurut Yasef
(2007), tidak adanya perkembangan sel CIBR5Foxp3 pada mencit
mutan mengakibatkan gejala autoimuymphoproliferative. Mencit
mutan tersebut memiliki kadar IgE dan eosinofileng tinggi. Pasien
yang kekurangan sel T reg CI¥D25 (pasien penderita disregulasi
imun, polyendocrinopathy, enteropathy atauX-linked syndrome, sindrom
yang disebabkan oleh mutasi Foxp3) memperparah mecze
meningkatkan level IgE, eosinofilia dan menderilergi makanan.
Mekanisme aksi sel T CD@D25 sebagai sel T regulator diduga
memblokade transisi dari tahapan awal aktivasi ewnjsel Th2,
membatasi inflamasi saluran pernafasan, dan bergliam mencegah
respon Th2 yang menyimpang terhadap alergen lirgghunMekanisme
regulasi imunitas sel T regulator dan dampaknydagap sel T
teraktivasi lainnya hingga kini belum jelas, nammmekanisme sel T
regulator melibatkan peran penting sitokin, intsrantar sel, modifikasi
APC oleh sel T regulator dan kompetisi dengan setaive untuk
ketegasan menanggapi antigen yang sama dalam gdhestap APC
(Lee,et al., 2006).

2.5. Kecubung Datura metel L.)

Datura metel Linn. dikenal masyarakat Indonesia sebagai
kecubung. Tanaman ini dikenal luas sebagai tanabsaacun tetapi
dapat digunakan sebagai obat tradisional untuk emabyhkan berbagai
penyakit. Morfologi kecubung yaitu berupa ternaategnemiliki pangkal
batang berkayu dan tinggi 0,5 — 2 m. Batangnyaildjau keunguan tua.
Bunganya berdiri sendiri dengan tangkai sepanjar@ tm dan
kelopaknya bertajuk lima. Daun kecil berbentuk raadangkan yang
besar melekuk ke dalam. Bunga dan daun dapat digorgebagai obat
asma. Bunga kecubung digunakan sebagai obat tradisbleh suku
Tionghoa dan di Kamerun sebagai terapi untuk mebyéikan asma.
Berdasarkan hasil penelitian Etnobotani di Kamewiketahui bahwa
Datura metel dimanfaatkan sebagai terapi anti-asma. Aplikaisaman
ini yaitu mengambil dua genggam daun bunga kecubsakanjutnya
dikeringkan, diseduh dengan satu liter air panasdiaminum sebanyak
satu gelas penuh selama satu minggu (Noumi, 20@8)ode aplikasi
kecubung sebagai terapi alternatif penyembuh asmaddnesia yaitu
daun kecubung dikeringkan, dicampur dengan klogung dan
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digunakan sebagai rokok untuk menyembuhkan asmag (@an
Nordiana, 1999).

Pribumi Cina, Indian dan Meksiko kuno menggunakamgda
kecubung sebagai salah satu bahan campuran akal@gsngguan yang
berhubungan dengan sistem saraf pusat atau sistgm lainnya dapat di
terapi menggunakan beberapa bagian tanaman kecuBangakit yang
dapat disembuhkan antara lain parkinson, paralgsisgguan mental,
gangguan psikologi dan tidur, epilepsi, sakit kapapasmashock,
motion sickness, asma, tuberkulosis, kanker payudara, glaukoma,
arthritis, dan reumatik. Selain berbagai manfaatadi halusinasi,
gangguan jiwa, disorientasi dengan tingkah lakugyaelisah, tidak
jarang ditemukan pada penggunaan yang tidak sepatadari berbagai
bagian tanaman tersebut (El-Tordtial., 2010).

Kecubung mengandung beberapa senyawa aktif, datar@.3-0.4
% alkaloid (sekitar 85 %copolamine dan 15 %hyoscyamine), hycoscin
dan norhyoscyamine,  norscopolamine,  hydroxy-6-hyoscyamine,
meteloidine, atropin, serta beberapathanolide yang memiliki aktivitas
toksik  (Murch, 2009). Scopolamine dan hyoscyamine bersifat
antichalinergics. Keduanya berperan secara kompetitif daversible
menghambat asetilkolineuro-transmitter dari pengikatan pada reseptor
muscarinic dan sifat antagonis ini mengakibatkan efek seperti
sympathomimetic dalam organ. Hal ini mengakibatkan peningkataaldet
jantung, menginduksi relaksasi, penghambatan pekger dalam otot
polos, dan menginduksi dilatasi pupil mata (Alexamaet al., 2008).
Secara taksonomi, kecubung dapat diklasifikasikabagai berikut
(Plantamof, 2010):

Kingdom :Plantae
Divisi :Magnoliophyta
Kelas :Magnoliopsida
Ordo :Solanales

Famili :Solanaceae
Genus Datura

Spesies Datura metel Linn.
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Gambar 2.2. Bunga kecuburigafura metel Linn.) (Autumnbelle, 2011).

Seluruh bagian dari tumbuhan kecubung dapat digimakbagai
bahan pengobatan berbagai penyakit. Daunnya dagamnakan untuk
meringankan dan menenangkan rasa satdtaglasmen). Merokok
dengan menggunakan kecubung pada umumnya dilakukiak terapi
asma. Umumnya yang digunakan adalah daunnya, bdihkaga, akar
dan bijinya yang telah dikeringkan. Terapi asma ggenakan rokok
hasil campuran kecubung dan klobot jagung, dilakukiaigga serangan
asma mereda (Backer dan V.Brink, 1965).

Masyarakat Indonesia umumnya mengolah bagian tamama
tertentu menjadi jamu. Jamu merupakan minuman siadil, berasal
dari olahan satu atau berbagai jenis herbal. Jaada pmumnya berupa
herbal yang direbus atau diseduh menggunakan aéspsebagai metode
sederhana dalam mengekstraksi bahan kimia. Ekstdakah sediaan
kering, kental atau cair yang dibuat dengan mengasimplisia nabati
atau hewani dengan cara melepaskan zat aktif degingrmasing bahan
obat menggunakan pelarut yang sesuai (Utami, 2088dangkan
ekstraksi merupakan penarikan bahan aktif yanggidikan dari bahan
mentah obat dan menggunakan pelarut yang sestmmngga zat aktif
tersebut dapat larut. Simplisia tersebut tidak ypéiproses lebih lanjut
kecuali dikumpulkan dan dikeringkan. Salah satuoaieekstraksi adalah
maserasi. Maserasi merupakan cara penyaringan hseder Maserasi
dilakukan dengan merendam serbuk simplisia dalaimarcgpenyari.
Cairan penyari merupakan pelarut bahan aktif seiginabati, memiliki
kriteria murah, mudah di dapat, stabil secara kidaa fisika, bereaksi
netral, tidak mudah menguap, tidak mudah terbaaektif (menarik zat
berkhasiat yang dikehendaki) dan tidak mempengazahiberkhasiat.
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Cairan penyari yang dapat digunakan adalah ainoktatanol-air atau
eter (Ningtyas, 2008).

Prosedur maserasi dilakukan dengan merendam baharbgrupa
simplisia yang halus dalam cairan penyari. Cairagnypri akan
menembus dinding sel atau masuk ke dalam rongga yaeh
mengandung zat aktif, yang menyebabkan zat aktiebat larut. Zat
aktif dalam simplisia terlarut karena adanya peslbeckonsentrasi antara
larutan zat aktif di dalam sel dan di luar sel.utan yang lebih pekat (di
dalam sel) di desak keluar sel, masuk ke dalamtdardli luar sel.
Peristiwa tersebut terjadi berulang kali hinggaatir keseimbangan
konsentrasi antara larutan di luar sel dan di dae@ngNingtyas, 2008).

2.7. Struktur Histologi Saluran Pernafasan

Sistem pernafasan merupakan organisasi dari leksjpirgan dan
jaringan yang dibutuhkan untuk pertukaran karbowlda (CQ) dan
oksigen (Q). Sistem pernafasan terdiri dari dua paru dan &kasgluran
udara dengan berbagai ukuran yang keluar dan npesuk Saluran nafas
terdiri atas bagian konduksi dan bagian respiBesgian konduksi adalah
saluran nafas solid, yang terletak di luar dan diaeh paru yang
mengalirkan udara ke dalam paru untuk respiragjié®arespirasi adalah
saluran nafas di dalam paru tempat berlangsungegpirasi atau
pertukaran gas. Epitel pada jalan nafas di trakeanki dan bronkioli
lebih besar, yaitu epitel bertingkat semu bersidiengan banyak sel
goblet. Diameter saluran nafas dan ketinggian legatam paru secara
progresif mengecil. Hal ini juga terjadi pada jumisilia dan sel goblet
yang makin berkurang. Pertukaran gas hanya tediadiveolus, yaitu
kantong udara terminal sistem pernafasan (Eros&be2600).

LI o Enostiimuscle

2009)
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Bronkus dan bronkiolus merupakan saluran yang pgrdalam
proses pernafasan. Setiap bronkus primer bercathaamgdengan setiap
cabang menjadi lebih kecil secara progresif hinggancapai diameter
5mm. Selain organisasi kartilage dan otot poloskosa pada bronkus
strukturnya sama dengan mukosa pada trakea. Tetajkpsa pada
kartilage bronkus lebih tidak teratur dibandingkzada trakea. Tekstur
histologi bronkus tersusun atas lempeng Kkartilagengy terletak
melingkari lumen. Lapisan epitelium terletak di ppekaan dan di
bawahnya, terdapat lapisan lamina propria dan giolbs yang
mengandung berkas spiral berselang-seling yang usenyotot polos.
Berkas otot polos lebih menonjol di dekat zona afsan. Lamina
propria kaya serat elastis dan mengandung mukosg y@elimpah,
dimana saluran membuka menuju ke lumen. Sejumiaiiodit ditemukan
dalam lamina propria dan sel-sel epitel (Junquél@®)5). Percabangan
bronkus terkecil (< 2mm) berhubungan dengan sisterkiolus.

Bronkus dan bronkiolus merupakan saluran pernafagam
memiliki tekstur histologi yang berbeda. Perbeda&sasebut terletak pada
keberadaan kartilage dan ketebalan otot polos.Kytus tidak memiliki
lempeng Kkartilage seperti pada bronkus, yang bgsiutmembantu
mempertahankan struktur lumen bronkus. Selairbitonkiolus memiliki
lapisan otot polos yang lebih tebal dibandingkamnkus. Tekstur
histologi bronkiolus tersebut menjadikan dindingorikiolus dapat
mengerut, sehingga memberikan mekanisme untuk r@ngiaan udara
menuju bagian respirasi paru-paru untuk mengadgetukaran gas.
Sistem saraf berperan dalam sistem pernafasarkekstraf parasimpatik
yang mengatur kerja berkas otot polos terangsarakanotot akan
berkontraksi dan dinding bronkiolus mengerut. Skbga, dalam kondisi
stimuli  saraf simpatik, bronkiolus melebar atau akshsi
(Visualhistology.com, 2011).

2.8. Struktur Histologi Hati

Hati merupakan kelenjar terbesar dalam tubuh mamadiati
memiliki struktur makro dan mikro yang unik. Orgiain menerima darah
vena dari saluran gastrointestinal melalui sistemrigb hepatik, dimana
darah arteri masuk melalui arteri hepatik. Tekstustologi hati
didominasi oleh lobulus dan sinusoid, dengan addéagasit aktif yang
melimpah (sel Kupffer), pembuluh darah utama damgan hepatosit
yang berhubungan dekat dengan terminal limfatiklaBncanaliculi (El-
Torki, et al., 2010). Penampakan tekstur histologi yang berbeda,
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membuat hati mampu melakukan berbagai fungsi, srkndalam sistem
filtering, secretory dan excretory. Populasi makrofag membantu dalam
aktivitas pembersihan darah.

branch of the
portalvein |

: o] P T 0t e
[ ONEC ' w"?f? e S8
Gambar 2.4. Struktur Histologi Hati (Slomianka, 2P0

Hati terletak pada lokasi strategis yang pentifgyoduk
pencernaan yang diserap, harus melalui kapileldw@pati yang disebut
sinusoid, setelah diantar melalui vena porta hlepatan sebelum produk
pencernaan dapat memasuki sirkulasi umum. Hatiriteaths satuan
heksagonal disebut lobulus hati. Terdapat sebuata \sentral yang
dikelilingi lempeng-lempeng sel hati, yaitu hepétoan sinusoid secara
radial. Jaringan ikat tersebut membentuk triad gpathu daerah porta,
tempat cabang arteri hepatika, cabang vena poata,cdbang duktus
biliaris. Sinusoid hati adalah saluran darah yaewjku-liku dan melebar,
dengan diameter tidak teratur, dilapisi sel enddtbeingkap tidak utuh,
yang dipisahkan dari hepatosit dibawahnya oleh gupeisinusoidal,
sehingga zat makanan dalam sinusoid kontak langsengan hepatosit.
Proses ini memperlancar perpindahan zat antarah ddaa hepatosit
(Eroschenko, 2000).
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian dilakukan pada bulan Oktober 2010 hiridgaet 2011,
bertempat di Laboratorium Fisiologi Hewan, Laboratm Biologi
Molekuler Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dlamu Pengetahuan
Alam, dan Laboratorium Biomedik, Fakultas Kedokter&niversitas
Brawijaya, Malang.

3.2 Prosedur Kerja Penelitian

3.2.1 Deskripsi Hewan Coba dan Estimasi Besar Sanipe

Hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini eddahencit
jantan Mus musculus) dengan kriteria inklusi yaitu galur BALB/c, umur
8 minggu, dan keadaan sehat (bergerak aktif dan tidék rontok).
Penggunaan hewan coba telah mendapatkan sertifiidatEtik no. 59,
dari Komite Laik Etik Universitas Brawijaya. Perigh ini menggunakan
6 perlakuan dan 3 ulangan, sehingga jumlah selsauipel mencit yang
digunakan adalah 18 ekor.

3.2.2 Deskripsi Perlakuan dan Rancangan Percobaan
Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengksg yerdiri
dari 6 perlakuan dan 3 ulangan pada masing-masngkpan, seperti
pada tabel berikut:
Tabel 3.1. Rancangan Kelompok perlakuan

K- " Kontrol negatif
P1INA Non asma-kecubung dosis 0.56mg/kg BB
P2NA Non asma-kecubung dosis 1.12mg/kg BB
K+ Kontrol positif
P1A Asma-kecubung dosis 0.56mg/kg BB
P2A Asma-kecubung dosis 1.12mg/kg BB

3.2.3 Sensitisasi Alergi

Sensitisasi alergi pada mencit dilakukan dengaskgnjovalbumin
(OVA) (Sigma-Aldrich) 10ug/ml secara intraperitohetalam AIOH
dalam PBS FPhosphate Buffer Saline) (Amin. 2009). Larutan OVA dosis
10pg/ml sebanyak 200ul dimasukkan dalgpuit 1ml dan diinjeksikan
secara intraperitoneal pada mencit perlakuan. $hj&kdua lfooster)
dilakukan 7 hari setelah injeksi pertama dilakukdnhalasi OVA pada
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mencit dilakukan pada hari ke-18, 21 dan 24, detblaoster OVA.
Perlakuan pemicu asma dilakukan melalui inhalasiACdalam PBS
steril dengan dosis 1mg/ml selama 20 menit. Inhafecit dilakukan
dengan memasukkan mencit ke dalam tabung transpamag telah
dihubungkan pad®mron CompAir Compressor Nebulizer yang berisi
larutan OVA. Sedangkan mencit perlakuan non asimgekisi PBS steril
masing-masing 200ul pada hari yang sama dengamfeksi OVA.

3.2.4 Penentuan Dosis Fraksi Bunga Kecubung

Dosis bunga kecubung dari hasil fraksi air diteatukberdasarkan
penelitian Abubakargt al., (2010), yang selanjutnya dikonversi ke
mencit. Konversi dosis dilakukan dengan melihaeltdmnversi dosis,
yaitu ditentukan pada berat badan tikus 200 grambéaat badan mencit
20gram (Hasibuan, 2009). Jika dosis pada tikusi yaiig/kg berat badan
tikus, maka berdasarkan hasil perhitungan konvdosis diperoleh
konversi dosis untuk tikus 200 gram kepada mer&cigram adalah 0,14,
sehingga dosis untuk kelompok perlakuan asma Jaldall4 x 4 atau
sebesar 0,56 mg/Kg BB mencit, sedangkan untuk lpexta asma 2
adalah 2 kali dosis mencit perlakuan asma 1 yahesar 1.12 mg/Kg
berat badan mencit.

3.2.5 Ekstraksi dan Sonde Fraksi Air Bunga Kecubungada Mencit

Perlakuan

Bunga kecubungDOatura metel Linn.) yang digunakan dalam
penelitian ini diambil dari Mergan, Kecamatan Sukiota Malang.
Bunga yang digunakan adalah tipe bunga kecubuniiem kecil, yang
terdiri dari dua lapis mahkota dan berwarna ungkentifikasi bunga
kecubung Datura metel var.metel) sebagai objek yang digunakan dalam
penelitian ini telah mendapatkan surat identifikagnaman dari
Laboratorium Taksonomi Tumbuhan, Jurusan Biologiniversitas
Brawijaya. Bunga kecubung diambil dan dicuci memgdan air untuk
menghilangkan debu. Bunga kecubung selanjutnyaridik@anginkan
selama 7 hari. Ekstraksi dilakukan menggunakansirar. Bunga
kecubung yang kering, dipotong kecil-kecil, kemudiaihaluskan
menggunakan mortar dapestle. Fraksi air bunga kecubung diperoleh
melalui perebusan dalam akuades steril dengan &/ (Noumi,
2009).Crude extract bunga kecubung yang masuk ke dalam tubuh mencit
berdasarkan pada berat badan mencit yang ditimisabg/um perlakuan
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sonde fraksi air bunga kecubung. Perlakuan dilakugaiap hari selama
5 hari.

3.2.6 Preparasi Sel Sebeluntlowcytometry Menggunakan Organ

Spleen

Preparasi sel diawali dengan memisahgaleen dari organ tubuh
mencit yang telah déectio. Spleen kemudian dicuci dalam PBS steril.
Sleen diletakkan diatas cawan petri yang berisi 2ml PE&$nudian
organ dihaluskan menggunakan pangkal spuit. Honadganganspleen
disaring melalui BDnylon cell stainer™ 100um dan dimasukkan ke
dalam tabung propilen 15ml. Penyaringan suspspigen dilakukan
berulang kali hingga volume susperspleen-PBS mencapai 15 ml.
Selanjutnya disentrifugasi pada kecepatan 3500 sptama 10 menit
pada suhu T&. Supernatan dibuang, sedangkan pelet yang daberol
disuspensikan kembali dengan 1ml PBS dan dihomagenkika
suspensi tetap berwarna merah, dilakukan sentsfugambali hingga
diperoleh pelet berwarna putih.

3.2.7. Penghitungan Sel MenggunakaH aemocytometer

Suspensi pelet hasil isolagpleen diambil sebanyak 5Sul untuk
penghitungan sel menggunakémemocytometer yang dipasang pada
mikroskop. Suspensi pelet ditambahkan 95[ryphan Blue dan
dihomogenkan, sehingga sel mati terwarnai danidapldapat dihitung.
Penghitungan sel hidup menggunakan kamar hitungandal
haemocytometer dan hasil penghitungan digunakan dalam analisa
flowcytometry.

2.3.8 Analisis Perubahan Jumlah Subset Sel T menggakan

Flowcytometry

Suspensi pelet dari setiap sampel, masing-masinangak 50 pl
dimasukkan ke dalam 4 microtube steril yang telahisb 1ml PBS.
Suspensi selanjutnya disentrifugasi 3500 rpm patia 45C selama 2
menit, kemudian supernatan dibuang. Pelet diinkiudengan antibodi
BD Science™ antimouse CD4 FITC conjugated, antimouse CD25 FITC
conjugated, PE-Cy™ 7 Rat Antimouse,CD8 dan PE-Cy™ 7 Rat
Antimouse CD62L selama 15 menit. Pelet diambil dan dimasukkanndala
kuvetflowcytometer dan ditambah 500ul PBS steril. Kuvet dipasang pada
nozze BD FACS Calibur™ flowcytometer. Dilakukan setting pada
komputer dengasoftware BD Cell Quest Pro™ dan dilakukan koneksi
denganflowcytometer (Acquiring mode). Parameter yang diamati dalam
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penelitian ini meliputi parameter kualitatif dan akuitatif. Parameter
kuantitatif meliputi perubahan jumlah sel T CD£D8, CD4CD25
dan CD4CD62L" mencit normal dan mencit model asma yang diukur
melaluiflowcytometry.

3.2.9 Pembuatan Preparat Bronkiolus dan Hati, sertaPengamatan

Histopatologi dengan Pewarnaan Hematoksilen-Eosin

Mencit yang telah dibedah, diisolasi bagian hat garu. Organ
disterilisasi dan dimasukkan dalam larutan fiksB#A 4% dalam PBS.
Dilakukan pembuatan preparat paru dan hepar dengdade parafin.
Preparat dideparafinasi dengan xilol sebanyak diiaskbanyak empat
menit untuk menghilangkan parafin. Dilakukan peeandn dengan
alkohol bertingkat (100%, 95%, 90%, 80%, 70%, 6@ dan 30%)
masing-masing selama 3 menit. Preparat dicuci deagaades selama 5
menit dan diwarnai dengan Hematoksilen selama Jtnieneparat dicuci
dengan air mengalir 10 menit dan direndam dalarohalk70%, 80%,
90%, 95%, dan 100% masing-masing selama 3 menlanj8&ya
dilakukan pewarnaan dengan Eosin selama 4 mekhitdilendam dalam
alkohol 70%, 80%, 90%, 95%, dan 100% masing-masaf@ma 3 menit.
Selanjutnya, dilakukamlearing dengan xilol sebanyak 2 kali, masing-
masing selama 5 menit damunting dengan entelan. Parameter kualitatif
yang diamati yaitu pengaruh sonde fraksi air bukg@ubung terhadap
perbaikan gambaran histopatologi hati dan bronkidiengan pewarnaan
Hematoxilen-Eosin. Pengamatan dilakukan dengan mikroskop Olympus
BX51yang terkoneksi dengan kamera digital Olymp&2@

3.2.10 Analisa Data

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lenghkafl],
dengan menggunakan uji ANOVA selang kepercayaan. @8fa yang
digunakan berupa perubahan kuantitas jumlah absautT CD4,
CD8’, CD4CD25 dan CD4CD62L" yang diuji statistik dengan uiji
normalitas dan uji homogenitas varian. Data yarlghtderdistribusi
normal dengan variansi homogen, diuji dengasway ANOVA dengan
nilai o =0,05. Apabila diperoleh p>0,05 maka tidak terddpada nyata,
sebaliknya bila p<0,05 menunjukkan ada perbedaag ygata antara
perlakuan yang dibandingkan. Kemudian dilakugest-hoc test dengan
uji Tukey HSD High Sgnificant Difference). Analisis data dilakukan
dengan menggunakan program SPSS fi8.W/indows.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Analisis Jumlah Total Sel CD4 dan CD8 Menggunakan

Flowcytometry

Hasil analisa flowcytometry pada spleen (Gambar 4.1)
menunjukkan bahwa dari seluruh total sel, diketghmlah sel CD#
perlakuan asma meningkat signifikan sebesar 25&3W 20.18 juta sel
(Lamp.13) dibandingkan dengan mencit sehat 10.6@% £2.09 juta sel
(Lamp. 13). Peningkatan jumlah sel T CD#isebabkan adanya paparan
OVA sebagai alergen, sehingga memodulasi aktiptadiferasi sel T
CD4'. Data penelitian ini sesuai dengan pernyataan vk&izal ., (2006),
yang menyatakan bahwa asma alergi dikarakteristikidah inflamasi
saluran pernafasan yang didominasi oleh kehadioamefil dan sel T
CD4" dalam jumlah besar. Respon imun seluler melawatigean
ekstraseluler termasuk alergen protein, didomirdsh respon sel T
CD4'. Sel T CD4 terinduksi setelah antigen berikatan dengan mbleku
MHC klas Il (Pimentel, 2010).

30
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15

;0 j i

5 4

0 4 T T T T T
K- K+ PL1A PA2

PINA P2NA

Jumlah Sel Relatif {%)

Kelompok perlakuan

Gambar 4.1. Jumlah Relatif Sel T CDg<0.05) (K- = kontrol normal,
K+ = kontrol asma, P1A = asma kecubung 0.56mg/kqg BB
P2A = asma kecubung 1.12mg/kg BB, P1NA = non-asma
kecubung 0.56mg/kg BB, P2NA = non-asma kecubung
1.12mg/kg BB.
Fraksi air bunga kecubung dosis 0.56mg/kg BB markan
jumlah sel CD4 secara signifikan (p<0.05) dibandingkan dengartrkbn
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asma. Fraksi air bunga kecubung 0.56mg/kg BB mampuaurunkan
jumlah sel T CD24 yang teraktivasi secara signifikan, menjadi 12.06%
atau 15.81 juta sel (Lamp. 13) mendekati jumlahmabr(10.60%).
Sedangkan pemberian fraksi air bunga kecubung do%iamg/kg BB,
menunjukkan bahwa jumlah sel CDgada perlakuan ini, tidak signifikan
terhadap seluruh perlakuan. Hal ini mengindikasikahwa, senyawa
aktif dalam fraksi air bunga kecubung mampu mengkamah sel T
CD4' yang teraktivasi akibat paparan OVA dan telaratirpengurangan
inflamasi sehingga meredakan asma alergi. Variatsir alosis fraksi air
bunga kecubung tidak menunjukkan pengaruh berbgdta,nsehingga
fraksi air bunga kecubung dosis 0.56mg/kg BB efektieredakan
serangan asma, dibandingkan dengan dosis 1.12nifkgHal ini
ditandai dengan berkurangnya jumlah sel C8gtara signifikan.

Pemberian fraksi air bunga kecubung dosis 0.56m&Rgpada
mencit sehat menunjukkan peningkatan jumlah s€lD&" signifikan
20.08% atau 20.28 juta sel (Lamp. 13) dibandingkariakuan mencit
normal. Sedangkan dosis 1.12mg/kg BB menunjukkaning&atan
jumlah sel T CD4yang tidak signifikan (p>0.05) 18.35% atau 1552 |
sel (Lamp. 13) terhadap mencit normal. Kedua hasilsebut
mengindikasikan bahwa senyawa aktif dalam fraksbanga kecubung
dapat memicu sel-sel imunokompeten melalui penitagkgumlah sel T
CD4" walaupun mencit tidak terpapar alergen. Berdasankail tersebut,
senyawa aktif dalam bunga kecubung diduga mampuicnesel T CD4
pada mencit sehat, untuk berproliferasi dan bemligasi menjadi subset
sel T CD4 yang memiliki fungsi tertentu. Hasil ini mengindgikan
bahwa fraksi air bunga kecubung tidak dianjurkamiglim oleh orang
sehat, karena pada dosis yang tinggi, kecubunéabesksik (Alexander
et al., 2008)

Sel-sel T CDZ merupakan populasi limfosit utama yang
menginfiltrasi saluran pernafasan dalam kasus aEmaeraktivasi pada
saluran pernafasan. Sel T CD4nengekspresikan molekul aktivasi
permukaan klas Il antigelistocompatibility (HLA-DR), CD25 (IL-2R)
dan VLA 1 (Very Late Action Antigen 1) (Yasef, 2007). Sensitisasi OVA
pada saluran pernafasan memicu sel mast yangaterfeida bagian
submukosa teraktivasi dan memicu proliferasi selCD4" untuk
berdiferensiasi menjadi sel Th2. Paparan ulanggeteryang sama
melalui inhalasi, memicu peningkatan proliferasi $e CD4" secara
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signifikan sebagai akibat adanya sel memori setsksitisasi OVA
sebelumnya.

Kontrol negatif asma . Kontrol positif asma
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Gambar 4.2. Persentase Jumlah Relatif Sel T'@ad CD8 pada Setiap
Perlakuan Hasil AnalisBlowcytometry pada Orgargpleen.
Hasil analisa flowcytometry pada spleen (Gambar 4.2),
menunjukkan bahwa terdapat peningkatan yang skamifijumlah sel T
CD8" perlakuan asma 23.67% atau 43.03 juta sel (Lamp. 1
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dibandingkan dengan mencit normal sebesar 15.02% 1t.60 juta sel
(Lamp. 14). Sel T CD8berpartisipasi dalam inflamasi alergi saluran
pernafasan. Sistem pertahanan dalam melawan paragdiiseluler
umumnya ditemukan di bawah kulit atau pada jaringarfioid yang
berasosiasi dengan mukosa yang terdapat pada aegargus halus dan
saluran pernafasan (Rifa'i, 2011). OVA yang terpamh saluran
pernafasan, akan ditangkap oleh sel dendritik damaalulasi proliferasi
sel T menjadi CD4dan CD8. Peningkatan sel T CD8lapat disebabkan
oleh adanya paparan OVA memicu sel-sel imunitasiitumenuju ke
tempat inflamasi terjadi dan sel ini membantu kegh T CD4 dalam
menangani serangan alergen melalui regulasi pelapsitokin-sitokin
pro-inflamatori menuju sasaran.
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Gambar 4.3. Jumlah Relatif Sel T CD§<0.05) (K- = kontrol normal,
K+ = kontrol asma, P1A = asma kecubung 0.56mg/kqg BB
P2A = asma kecubung 1.12mg/kg BB, P1NA = non-asma
kecubung 0.56mg/kg BB, P2NA = non-asma kecubung
1.12mg/kg BB.

Beberapa penelitian terdahulu menyatakan bahwaTs€D8
berperan dalam kejadian asma. Mencit model asmaimekkan bahwa
sel T CD8 dikerahkan menuju saluran pernafasan dan mempsotuk
4, IL-5 dan IL-10 berdasarkan stimuli antigen (&toet al., 2004).
Miyahara,et al., (2004), menyatakan bahwa pada medeiicient CD8,
transfer adoptif antigen sel T CD8 dibutuhkan unp#rkembangan
alergen menginduksi AHR A{rway Hiperreactivity) dan inflamasi.
Penelitian lainnya menyatakan bahwa mengembalikbi €D8 melalui
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transfer adoptif mengembalikan kembali kemampuarkepebangan
AHR pada mencit model asma (Hamelmagiral., 1996).

Terapi asma menggunakan fraksi air bunga kecubuosgjsd
0.56mg/kg BB, menunjukkan penurunan jumlah sel T8CDHang
signifikan (23.3% atau 21.05 juta sel; p<0.05) aeidp kontrol positif
asma. Sedangkan pemberian fraksi air bunga kecuthosig 1.12mg/kg
BB juga menunjukkan penurunan jumlah sel T C@ang signifikan
(21.97% atau 16.77 juta sel) terhadap kontrol gassima, namun tidak
signifikan terhadap dosis 0.56mg/kg BB. Hasil inengindikasikan
bahwa dosis 0.56mg/kg BB lebih efektif menyembuh&arangan asma
dibandingkan dengan dosis 1.12mg/kg BB, karena pidss tersebut
jumlah sel T CD8 menurun hingga mendekati jumlah sel T Cpada
mencit normal. Berdasarkan hasil tersebut, menk@sithkan bahwa
pemberian fraksi air bunga kecubung mampu menuruniiagkat
inflamasi yang terjadi pada mencit asma, ditan@aigdn berkurangnya
populasi sel T CD8 Penurunan jumlah sel T CD®asca pemberian
fraksi air bunga kecubung, diduga akibat aktivitssnyawa aktif
scopolamine, salah satu jenis alkaloid pada bunga kecubungg ya
memiliki peran pada sistem saraf pusat. Senyawhiaktlapat memicu
kerja saraf parasimpatik untuk melakukan pengatkoatraksi pada otot
polos saluran pernafasan. Adanya pengaturan kantrak diduga dapat
mengembalikan kondisi otot polos saluran pernafasang mengalami
bronkokonstriksi, sehingga kembali mengalami redaks

Pemberian fraksi air bunga kecubung pada mencitatseh
menimbulkan respon sel-sel imunokompeten dalamhtuBerdasarkan
hasil analisaflowcytometry (Gambar 4.1), jumlah sel T CD&asca
pemberian fraksi air bunga kecubung dosis 0.56mB&gidak berbeda
nyata (p<0.05) dibandingkan dengan mencit normedkst air bunga
kecubung dosis 1.12m/kg BB menunjukkan penurunanaju relatif sel
T CDS8' yang tidak signifikan dibandingkan mencit normiasil ini
mengindikasikan bahwa senyawa aktif yang terlamiard fraksi air
bunga kecubung pada kedua dosis dapat menimbwksimpada sel-sel
imunokompeten, namun tidak menyebabkan inflamasiarhasi dipicu
oleh sekresi sitokin pro-inflamasi dan sel T CDBertugas untuk
mengontrol produksi sitokin pro-inflamasi.

Peningkatan jumlah sel T CDdlisebabkan oleh sel T CDgang
teraktivasi mengekspresikan berbagai molekul peaank seperti CD8
atau CD25 yang bertujuan untuk melawan dan mersgaksi sel-sel
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efektor yang teraktivasi akibat paparan alergespBe imun yang timbul
akibat adanya paparan antigen, menyebabkan iniexat@a CDZ dan
CD8'. Sel T CD4 akan mengenal antigen yang berasal dari mikroba
vesikuler dan mengaktifkan makrofag untuk membumikroba dalam
vesikel. Sedangkan sel CD8mengenal antigen yang berasal dari
sitoplasma dan menyingkirkan mikroba dengan menisel terinfeksi
(Baratawidjaja, 2006). Sel T CD@8libutuhkan untuk mengontrol sitokin-
sitokin pro-inflamasi dan membantu kerja CD«tika respon sel CD4
tidak mampu mengatasi antigen yang masuk dalamhiubehingga
proliferasi dan diferensiasi sel T untuk menjadi Fesitotoksik tidak
meningkat (Wahyuni, 2009).

4.2. Analisis Jumlah Total Sel CDICD62L" Menggunakan

Flowcytometry

Berdasarkan hasil analisa flowcytometry sel T GTR62L"
menunjukkan penurunan jumlah sel T COB®62L" mencit normal,
signifikan dibandingkan dengan perlakuan asma (Gamb4). Jumlah
sel T CD4CD62L" perlakuan kontrol menurun signifikan, dari 69.16%
atau 19.25 juta sel (Gambar 4.4) menjadi 12.83%8b(futa sel), setelah
mencit dipapar OVA. Hasil ini sesuai dengan hasiiglitian Lin,et al.,
(2003), yang menyatakan bahwa ekspresi L-selektau aCD62L
menurun signifikan pada penderita asma akut. Nademikian, hasil
penelitian ini berlawanan dengan penelitian Matkijzet al., (2004),
yang menyatakan bahwa jumlah sel T yang mengekkanesnolekul
adhesi CD62L (CDZAD62L") tidak signifikan antara pasien normal
dengan penderita asma. Paparan OVA sebagai alergamicu aktivitas
sel T naive untuk berproliferasi dan berdiferesisraenjadi sel imun
dengan fungsi tertentu. Sel naive memiliki berbagelekul permukaan
sel, salah satunya adalah molekul adhesi CD62Lagsebpenanda
keberadaan sel T naive. Penurunan sel T yang mepigesikan CD62L,
disebabkan oleh adanya paparan OVA yang memicuedgesi sel T
naive menjadi sel-sel efektor, misalnya sel T CbDyang
mengekspresikan CD8CD69, CD25 dan CD44. CD62L merupakan
marker aktivasi sel, sehingga penurunan jumlah TseCD4 CD62L"
mengindikasikan aktivitas sel naive yang berubahjaai subset sel T
CD4', misalnya sel T regulator akibat paparan alekgedalam tubuh.
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Gambar 4.4. Persentase Jumlah Relatif Sel T"CD82L" pada Setiap
Perlakuan Hasil AnalisBlowcytometry
Paparan OVA memicu pengerahan eosinofil menujwraal
pernafasan yang mengakibatkan inflamasi saluranafssan. Molekul
adhesi CD62L memediasi interaksi limfosit dengaskuter endotelium,
yang berperan dalam migrasi selektif limfosit mensgluran pernafasan
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yang mengalami inflamasi selama respon inflamasigal(Lin, et al.,

2003). L selektin (CD62L) merupakan pengikat awali deukosit
menuju endotelium dan tidak terekspresi kembalielabt aktivasi
neutrofil oleh pembelahan proteolitik (Mann, 2008ghingga pada
mencit model asma, jumlah sel T CD62L" berkurang signifikan.

50

20

15

10

5

0
K- K+ P1A PA2

PLNA PZNA

Jumlah Sel Relatif (%)
I
w

Kelompok perlakuan

Gambar 4.5. Jumlah Relatif Sel T CD62L" (p<0.05) (K- = kontrol
normal, K+ = kontrol asma, P1A = asma kecubung
0.56mg/kg BB, P2A = asma kecubung 1.12mg/kg BB,
P1NA = non-asma kecubung 0.56mg/kg BB, P2NA = non-
asma kecubung 1.12mg/kg BB.

Pemberian fraksi air bunga kecubung dosis 0.56mdga&)
meningkatkan ekspresi jumlah sel T COB62L" signifikan terhadap
perlakuan asma (Gambar 4.5). Fraksi air bunga kewibdosis
0.56mg/kg BB meningkatkan jumlah sel T COD62L" sebesar 42.43%
atau 35.53 juta sel (Lamp. 17) dibandingkan dengamakuan asma.
Sedangkan pemberian fraksi air bunga kecubung do$Bmg/kg BB
menunjukkan peningkatan jumlah sel T CDB62L" dibandingkan
dengan perlakuan asma, namun tidak signifikan teqha dosis
0.56mg/kg BB. Hasil ini mengindikasikan bahwa vsiridosis fraksi air
bunga kecubung yang digunakan dalam penelitiantidgak memiliki
dampak yang berbeda nyata, sehingga dapat dikatidsis yang lebih
aman dan efektif digunakan sebagai terapi asmala@ab6mg/kg BB.

Berdasarkan data penelitian ini, senyawa aktif dafeaksi air
bunga kecubung kedua dosis memperlihatkan perb&&adisi mencit
model asma yang ditandai meningkatnya ekspresi CD@asca
pemberian fraksi air bunga kecubung. Adanya papaadergen
menyebabkan sel T yang mengekspresikan CD62L, tidak
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mengekspresikan CD62L kembali, namun mengekspresikalekul
permukaan aktivasi sel, misalnya CD69, CD25 atad4-Benyawa aktif
bunga kecubung diduga mampu menyembuhkan asmaumetabagai
mekanisme, sehingga paparan alergen berkurangaifah saive tidak
teraktivasi secara berkelanjutan.

Pemberian fraksi air bunga kecubung dosis 0.56m&Rgpada
mencit normal menunjukkan peningkatan tidak sigaifi dibandingkan
mencit sehat. Sedangkan fraksi air bunga kecubosis d..12mg/kg BB
menunjukkan peningkatan jumlah sel T COB®62L" yang signifikan
terhadap perlakuan mencit sehat dan mencit asmakpan fraksi air
bunga kecubung 0.56mg/kg BB. Hal ini mengindikasikahwa senyawa
aktif dalam fraksi air bunga kecubung dalam menaibrmal
menyebabkan aktivasi sel T naive, sehingga pentbémadsi air bunga
kecubung pada individu sehat tidak dianjurkan.

4.3. Analisis Jumlah Total Sel CDACD25 Menggunakan

Flowcytometry

Jumlah sel T yang mengekspresikan CD25 (TIDRS)
meningkat pada mencit asma sebesar 28.28% atayu®a/6el (Lamp.
19), tidak signifikan dibandingkan dengan menciinmal sebesar 17.81%
atau 1.81 juta sel (Lamp. 19). Peningkatan jumkhTs(CD4CD25)
pada mencit asma disebabkan adanya respon imuat @kiBnya paparan
OVA sebagai alergen yang menyebabkan aktivasi garbanis sel. Sel
T CD4 memiliki subset yang mengekspresikan beberapa kulole
permukaan tertentu, dimana setiap molekul permukesrupakan
penanda fungsi setiap sel. CD25 merupakan salabh sailekul
permukaan sel T CD4yang jika terekspresi menjadikan sel T tersebut
berfungsi, salah satunya sebagai sel T regulatef. 1S regulator
merupakan smart cell berfungsi sebagai regulator dasuppressor,
menekan aktivasi sel-sel imun lainnya, akibat sskstokin-sitokin
proinflamasi, tetapi akan berhenti berproliferakajsistem imun telah
mampu mengatasi serangan alergen yang masuk ke tabah. Selain
sebagai sel regulator, sel T COD25 dapat pula bertindak sebaliknya,
yaitu sebagai sel efektor, karena sel ini tidak geséspresikan Foxp3
(CD4'CD25Foxp3) sebagai penentu fungsi sel ini sebagai regulator.

Pemberian fraksi air bunga kecubung pada mencitaadasis
0.56mg/kg BB menurunkan jumlah sel T CB®&25 20.23% atau 2.81
juta sel (Lamp. 19), tidak signifikan terhadap jamisel T CDACD25
pada mencit asma. Sedangkan pemberian fraksi agabkecubung dosis
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1.12 mg/kg BB memicu penurunan ekspresi sel T D25 hingga
8.87% (1.34 juta sel). Penurunan jumlah sel T @DP5 pada mencit
perlakuan kecubung, diduga akibat peran sel T 'CD25 sebagai sel
efektor yang menurun akibat pemberian fraksi aindau kecubung.
Jumlah sel T CD£LD25 pada mencit perlakuan kecubung dosis
1.12mg/kg BB, mengalami penurunan hingga 8.87% gdidakibat
jumlah sel yang teraktivasi ditekandengan adanyaamaaktif dalam
bunga kecubung yang mampu mensupresi jumlah sddtoefepada
konsentrasi yang lebih tinggi. Fungsi sel T COB25 dalam penelitian
ini, penting dikonfirmasi pada penelitian selanyatnHal ini disebabkan
karena sel T CD4yang mengekspresikan CD25, dapat berperan sebagai
sel konvensional yang mengalami aktivasi akibatapap alergen, atau
berfungsi sebagai sel T regulator. Oleh karengpituan sel CDL D25
penting untuk diuji pada penelitian selanjutnya ggemakan Foxp3.
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Gambar 4.6. Perubahan Jumlah Sel T @DRS) (p<0.05) (K- =
kontrol normal, K+ = kontrol asma, P1A = asma kend
0.56mg/kg BB, P2A = asma kecubung 1.12mg/kg BB,
P1NA = non-asma kecubung 0.56mg/kg BB, P2NA = non-
asma kecubung 1.12mg/kg BB.

Mencit sehat yang diberikan fraksi air bunga keogpbaik pada
dosis 0.56 dan 1.12mg/kg BB, memicu peningkatan lghmsel
CD4'CD25, yaitu sebanyak 33.39% atau 3.05 juta sel (Lar@p.pada
dosis 0.56mg/kg BB dan 25.65% atau 3.25 juta sainfl. 19) pada dosis
1.12mg/kg BB. Hal ini diduga adanya kandungan alkiascopolamine
dalam bunga kecubung yang menstimulasi aktivasinaéte menjadi
subset sel T yang dapat bertindak sebagai efeldapon regulator.
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Gambar 4.7. Persentase Jumlah Relatif sel T'CD25 pada Setiap
Mencit Perlakuan Hasil Analidd owcytometry
Sel T CD4 yang mengekspresikan molekul permukaan CD25,
dapat berperan sebagai sel T regulator atau berpsghagai sel T
efektor. Peran sel T CD@D25 sebagai sel T regulator diketahui
berdasarkan adanya ekspresi Foxp3. Sedangkan'GLI25 tanpa
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ekspresi Foxp3 (CD€D25Foxp3), menunjukkan sel T CD&D25
tersebut adalah sel konvensional yang terpapar aletyen sehingga
teraktivasi menjadi sel efektor. Penelitian iniakdmenggunakan anti
Foxp3, sehingga tidak dapat menjustifikasi perdiT D4 'CD25 pada
hasil penelitian ini. Namun, jumlah sel T CIO&25 yang tinggi pada
mencit normal yang diberi fraksi air bunga kecuhutfiguga adalah sel
konvensional yang mengekspresikan molekul permulcdd?b dan sel T
regulator yang pasti akan meningkat seiring demgasuknya substansi
asing ke dalam tubuh. Molekul permukaan CD25 dikgunda sebagai
reseptor IL2e, yang dapat diekspresikan oleh sel-sel konvenkgziain
sel T CD4 (Lee,et al., 2006).

Mekanisme regulasi imunitas sel T regulator dan pidmnya
terhadap sel T teraktivasi lainnya hingga kini rhdsantroversi, namun
mekanisme sel T regulator melibatkan peran pergitakin, interaksi
antar sel, modifikasi APC oleh sel T regulator aémpetisi dengan sel
T naive untuk menanggapi antigen yang sama dalémsaterhadap sel
APC. Sel T regulator diduga memblokade transisii dahap awal
proliferasi sel T naive menjadi sel Th2, membagpasiingkatan inflamasi
saluran pernafasan, dan berperan untuk mencegg@onreBh2 yang
menyimpang terhadap alergen. Respon supresi tergargada dosis,
misalnya kadar supresi akan meningkat, jika jundahT CD4CD25
meningkat pula. Prosentase supresi TIRP5 meningkat signifikan
pada pasien asma bronkial dibanding kontrol (keeal,., 2006)

4.4. Analisis Hitopatologi Jaringan Bronkiolus Pasa Pemberian

Fraksi Bunga Kecubung Datura metel L.)

Beberapa parameter menentukan respon asma dalacit medel
asma, salah satunya melalui preparat histologiraalpernafasan yang
ditunjukkan pada Gambar 4.11. Berdasarkan penamgaiegarat
bronkiolus dengan pewarnaan Hematoksilen-Eosin {&am4.8),
diketahui bronkiolus mencit sehat (Gambar 4.8.t&rliri atas gambaran
normal lapisan epitel semu silindris bersilia, laapropria tipis, selapis
otot polos, dan sedikit sel mononuklear yang berpdda struktur
parenkima peribronkialAirway remodeling tampak pada tekstur histologi
bronkiolus pada mencit asma (Gambar 4.8.B). Pearb&rsebut tampak
pada lapisan otot polos mengalami penebalan daf4l& menjadi
28.6um. Asma merupakan penyakit inflamasi kronis ngya
dikarakteristikkan oleh terbatasnya aliran udaran didperreaktivitas
saluran pernafasan.
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Gambar 4.8. Struktur Histologi Bronkiolus; kontmo¢gatif asma (K-);
kontrol positif asma (K+); Asma-kecubung dosis
0.56mg/kg BB (P1A); Asma-kecubung dosis 1.12mg/kg
BB (P2A); Non-asma kecubung dosis 0.56mg/kg BB
(PINA); Non-asma kecubung dosis 1.12mg/kg BB
(P2NA); penebalan lapisan otot polos (anak parz®)x);
bar 50um.

Sensitisasi alergen merupakan prasyarat yang meiggaiur
inflamasi asma bronkial, sedangkbooster atau paparan antigen ulang
menyebabkan inflamasi lapisan mukosa dan submukse@ran
pernafasan. Sel fielper 2 (Th2) merupakan sel yang bertanggung jawab
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terhadap inflamasi saluran pernafasan. Inflamasigien pada penderita
asma menyebabkan perubahan struktur histologicéteray remodeling.

Terapi asma melalui pemberian fraksi air bunga lkeng dengan
dosis 0.56mg/kg BB selama 5 hari (Gambar 4.8. @mberi pengaruh
terhadap penyembuhan inflamasi yang terjadi dalaomKiolus, yang
ditampakkan oleh berkurangnya penebalan lapisanpotos mendekati
normal, yaitu setebal 12.76pum. Pada mencit asmg gldoerikan fraksi
air bunga kecubung, menunjukkan adanya perbaikaktsgt bronkiolus,
ditandai oleh adanya penurunan ketebalan otot pdibandingkan
dengan mencit asma. Hal ini diduga akibat senyakiif dgalam bunga
kecubung, misalnya alkaloid jerssopolamine, yang memiliki pengaruh
terhadap relaksasi otot polos. Variasi dosis merkkajn perbaikan
gambaran histologi bronkiolus sebagai saluran pasaa, berdasarkan
pengukuran ketebalan otot polos. Tetapi, berdasaokeparat histologi
dapat disimpulkan bahwa pemberian fraksi air bukgaubung dosis
0.56mg/kg BB lebih efektif, karena dosis tersebugnmmjukkan hasil
yang hampir sama dengan dosis 1.12mg/kg BB yarily befsar.

Mencit sehat yang diberikan sonde fraksi air bukgraubung dosis
0.56mg/kg BB memperlihatkan tekstur histologi yangndekati mencit
normal tanpa perlakuan. Sedangkan mencit sehat digngde fraksi air
bunga kecubung dosis 1.12 mg/kg BB menunjukkan batibandingkan
dosis 0.56mg/kg BB, ketebalan otot polosnya semaikis. Hal ini
diduga akibat aktivitas alkalomtopolamine dan bahan aktif dalam bunga
kecubung pada dosis yang tinggi bersifat toksikhadap tubuh,
menyebabkan relaksasi otot polos yang berlebihamingga
menyebabkan gangguan terhadap kinerja otot polds parbagai organ.
Senyawa aktif dalam fraksi air bunga kecubung yditigiga memiliki
peran penting dalam penyembuhan penyakit asmahagadpolamine.
Scopolamine merupakan salah satu jenis alkaloid tropan yangifae
anticholinergics, sehingga diduga dapat merelaksasi otot polos
pernafasan yang mengalami bronkokonstriksi. Meskipebagian besar
alkaloid hanya mampu terlarut dalam pelarut orgastigpolamine dapat
larut dalam air (Kutamaet al., 2010). Berdasarkan penelitian Alexander,
et al., (2008), scopolamine berperan secara kompetitif dan reversibel
menghambat asetilkolin neurotransmitter bebas woielghtan dengan
reseptor muscarinic dan sifat antagonis ini menlykdéa menginduksi
relaksasi otot polos pernafasan.
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Beberapa mekanisme penyembuhan asma melalui agen
anticholinergics (termasuk scopolaming) telah diteliti sebelumnya.
Namun, sebagian besar menitikberatkan pada pengitamisekresi
asetilkolin neurotransmitter. Sekresi asetilkoliaridsaraf parasimpatis
meregulasi nada saluran pernafasan, kontraksi ptdbs saluran
pernafasan, dan vasodilatasi, melalui interaksi gden reseptor
muscarinic asetilkolin (MAChRs) yang terdapat dotgpbolos saluran
pernafasan (Belmonte, 2005). Asetilkolin juga daggiroduksi oleh
epithelium bronkial dan sel-sel inflamasi dan texti dalam mekanisme
terjadinyaairway remodeling. Asetilkolin dan enzim yang disintesis yaitu
choline acetyltransferase (ChAT) terdapat padaosmf makrofag, sel-
sel mast, eosinofil, dan neutrofil (Gosehal., 2006). Sehingga diduga
sekresi asetilkolin meningkat pada penderita asma.

Ganglionic M,mAChRs:
Facilitate naurolransmission

Neuronal
M.mAChRs:
Limits further
ACh release

M,mAChRs on airway moscle:
Contraction of ainmay smooth muscle

M,mAChRS on airway muscle:
Counteract airway muscle rlaation

Gambar 4.9. Peran Reseptor Muscarinic Dalam Salltamafasan
(Belmonte, 2005).

Reseptor muscarinic asetilkolin (MAChRSs) merupakaseptor
yang berfungsi meregulasi sekresi asetilkolin. Besemuscarinic yang
terlibat dalam saluran pernafasan adalaldih M. Reseptor muscarinic
menginduksi kontraksi otot polos saluran pernafasetalui sejumlah
mekanisme signal intraseluler. Asetilkolin (AChyekresikan oleh saraf
parasimpatik, berikatan dengan; MMAChRs pada otot polos saluran
pernafasan, sehingga menyebabkan kontraksi (Gadqr®aiv, mAChRs
yang berada pada otot polos saluran pernafasan asditabi M
MAChRs melalui penghambatan akumulasi CAMP, menglaam
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aktivitas cholinergic sehingga merelaksasi otobpoReseptor ini juga
berfungsi dalam meregulasi sekresi asetilkolin ifiReite, 2005).

Bronkokonstriksi dan sekresi mukus sebagian bessbdbkan
oleh peningkatan aktivitas saraf parasimpatis yalgediasi oleh
reseptor muscarinic. mMAChRs merupakan reseptoeiprdterpasangan,
dengan asetilkolin sebagai ligan. Asetilkolin mdsagi reseptor
muscarinic dan menginisiasi jalur informasi dalael. dkatan antara
reseptor muscarinic M dengan asetilkolin mereduksi pengeluaran
asetilkolin. Peningkatan sekresi - asetilkolin darara$ terminal
cholinergics dan ekpresi reseptor muscarinic ababiserta gangguan
pada reseptor muscarinic ;Mmerupakan salah satu penyebab
meningkatnya sekresi asetilkolin dan penyebab lmkokstriksi pada
pasien asma.

Parasympathebs nirss

M2 roepior

i =3@wimn (3. e
Pingingnis / Pougangse
ot fagy i v Qa0 Sunmocasal
Gangicniz yiand
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Gambar 4.10. Mekanisme Penyembuhan Asma Melalkic8le Reseptor
Muscarinic =~ Oleh  Scopolamine ~ (Anticholinergics)
(Belmonte, 2005).

Pengaruh sejumlah alkaloid yang terkandung dalamera@a jenis
herbal menunjukkan adanya peran alkaloid dalam hsnbat
reaktivitas sel-sel naive menjadi sel efektor. lital sesuai dengan
penelitian Rosen (2007), yang menyatakan bahwdoalk&derdampak
pada aktivasi sel mast yang terpapar alergen, ggdimencegah sel mast
terdegranulasi. Hasil penelitian ini menunjukkarhvea jumlah sel T
CD4'CD62L" pada mencit asma yang diberikan fraksi air bunga
kecubung menunjukkan peningkatan yang signifikaal ki diduga
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adanya mekanisme senyawa aktif dalam bunga kecubyamg
menghambat aktivasi dan degranulasi sel mast kétkikatan dengan
alergen pada kompleks reseptorlRi, sehingga kemampuan sel mast
untuk berdegranulasi dan menghasilkan histamira s@emicu sitokin
pro-inflamasi menjadi berkurang. Hasil pengukuramlph sel T CD8
juga menunjukkan penurunan yang signifikan pascabpeian fraksi air
bunga kecubung, yang mengindikasikan bahwa inflameah
berkurang.

Penurunan reaktivitas sel mast akibat paparanrgeahe
mengakibatkan produksi histamin dan mediator pflasimasi menjadi
berkurang. Hal ini berhubungan pula dengan pengerakel-sel
inflamasi, seperti makrofag, eosinofil dan neutrderkurangnya jumlah
pengerahan sel-sel tersebut padkammation site, diduga menjadi salah
satu faktor penurunan produksi asetilkolin. Penanukadar asetilkolin
ini, berdampak pada jumlah pengikatan asetilkolenghn reseptor
muscarinic. Scopolamine merupakan salah satu jenamticholinergic
alami. Salah satu sifanticholinergic adalah memblokade secara spesifik
terhadap muscarinic reseptor; Miamun tidak spesifik terhadap ,M
sehingga mengakibatkan kontraksi berkurang daadierglaksasi akibat
adanya kecenderungan pengikatan asetilkolin deregaptor muscarinic
M.

Fraksi air bunga kecubung yang diduga mengandoogplamine
sebagai salah satu kelompolanticholinergics diduga dapat
menyembuhkan asma melalui pengurangan sekredkaBetyang bebas
untuk berikatan dengan reseptor muscarinig $&cara berlebihan,
berikatan dengan reseptor muscarinig pdda otot polos pernafasan dan
ikatan antara asetilkolin dengan reseptor mus@aihi pada ganglion
sinaps (Gambar 4.10), sehingga asetilkolin yangkdesi baik oleh saraf
parasimpatis maupun oleh limfosit, akan berikat@ngdn reseptor
muscarinic M pada neuronal, dan menginduksi terjadinya relalstas
polos saluran pernafasan. Selain itu, mekanismestapolamine dalam
merelaksasi otot polos saluran pernafasan didudalunpenghambatan
spesifik sel mast olebcopolamine, sehingga mencegah sekresi sitokin
pro-inflamasi dan mediator inflamasi yang berkdnisi terhadap
bronkokonstriksi otot polos saluran pernafasan.
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4.4. Analisis Toksisitas Hati Pasca Pemberian FraksBunga

Kecubung Datura metel L.)

Hasil analisa efek toksisitas fraksi air bunga kemg pada
histopatologi hati mencit tanpa perlakuan (Gambadl4 K-),
menunjukkan struktur hepatosit dalam kondisi noriyaitu sel hepatosit
berbentuk heksagonal, dengan nukleus berada dahledgn di dalam
nuklei, tampak ada nukleoli yang terwarna gelapdgapanah). Paparan
OVA pada saluran pernafasan, tidak menyebabkanyadikerusakan
tekstur hepatosit (Gambar 4.11. K+). Pemberiarksfrair bunga
kecubung pada mencit model asma dosis 0.56mg/kg tBEBk
menunjukkan kerusakan pada struktur sel hepatsedangkan dosis
1.12mg/kg BB, menunjukkan tanda-tanda kerusakaingan hati.
Kerusakan tersebut ditunjukkan dengan struktur respatosit yang
mengalami tanda-tanda nekrosis. Nekrosis yaitudiejakematian sel
yang disebabkan oleh proses patologi. Beberapaepabysel mengalami
nekrosis antara lain akibat virus, mikroorganisbahan kimia, atau agen
berbahaya lainnya (Junqueira, 2005). Ciri-ciriysmhg akan mati akibat
nekrosis yaitu terjadi kondensasi kromatin, pentarsunukleus, nukleus
mengalami pyknotic dan destruksi integritas memb{@pabo, 2000).
Gambar 4.11 (P1A dan P2A) menunjukkan adanya seatg ya
menunjukkan tanda-tanda nekrosis, yaitu inti sal @ukleus mengalami
penyusutan dibandingkan sel hepatosit lainnya di&tens mengalami
pyknotic (lingkaran hitam). Nukleus pyknotic adalatukleus yang
mengalami penyusutan ukuran dan nukleoli memadat tajadi
kondensasi kromatin, sehingga nukleus tampak teavamgu padat
dengan ukurannya mengecil dan tidak tampak kemibéleoli.

Fraksi air bunga kecubung yang disonde pada meyaik, mencit
model asma ataupun mencit non-asma, menimbulkarbg@ean struktur
histologi jaringan hati. Selain adanya sel hepatgang inti selnya
mengalami pyknotic, fraksi air bunga kecubung d0si®&mg/kg BB dan
1.12mg/kg BB mengakibatkan adanya kumpulan sefrsglonuklear di
beberapa area jaringan hati. Adanya kumpulan sebmklear tersebut
(insert Gambar 4.11 P1A, P2A, P1NA, dan P2NA) daddadalah proses
fagositosis dari sel yang telah mengalami nekro&iematian sel akibat
nekrosis disebabkan organel sel mengalami pembkagksehingga sel
akan meledak dan mengeluarkan seluruh isi sel memnuang
ekstraseluler. Selanjutnya makrofag menelan delatisiekrosis melalui
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fagositosis dan selanjutnya mensekresikan mole&alyymengaktifkan
sel-sel imunodefensif lainnya untuk memicu inflanfdanqueira, 2005).

Gambar 4.11. Struktur Histologi Hati. Kontrol nagasma (K-); kontrol
positif asma (K+); Asma-kecubung dosis 0.56mg/kg BB
(P1A); Asma-kecubung dosis 1.12mg/kg BB (P2A); Non-
asma kecubung dosis 0.56mg/kg BB (P1NA); Non-asma
kecubung dosis 1.12mg/kg BB (P2NA); (insert)(400x)
skala 50um.

Sel-sel mononuklear, misalnya limfosit atau nétyging terdapat
pada struktur jaringan hati, umumnya mengelilingi gang nekrosis.
Kumpulan sel-sel ini dikenal sebagacrotic foci. Hasil penelitian ini
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yang menyatakan bahwa fraksi air bunga kecubungatdamemicu
infiltrasi sel-sel nmononuklear menuju jaringan ihaesuai dengan
penelitian yang dilakukan oleh El-Torlet; al., (2010), yang menyatakan
bahwa jaringan hati tikus yang diberikenude-extract air daun kecubung
(Datura metd) menunjukkan adanya infiltrasi sel-sel mononukleada
jaringan heparlNecrotic foci terdiri atas sel-sel mononuklear, merupakan
salah satu efek samping pemberian fraksi air bukeubung. Efek
samping ditemukan pada jaringan hati hewan cobg pamah di terapi,
baik oleh obat-obatan kimia maupun pengobatan ad@haim dosis yang
direkomendasikan. Namun, sepanjang efek sampingeliet dapat
diterima dan belum menyebabkan gangguan serta diemsfungsi
organ, pemberian terapi dapat dilakukan (EI-Taetal., 2010).
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BAB V
KESIMPULAN

5.1 Kesimpulan

1

. Fraksi air bunga kecubun@dtura metel Linn.) mampu memicu

aktivitas imunokompeten pada mencit model asma. idal
dibuktikan melalui peningkatan jumlah sel T COD62L" yang
mengindikasikan bahwa sel T naive kembali menindkattidak
berdiferensiasi menjadi sel efektor pasca pembéiraksi air
bunga kecubung. Hasil ini didukung oleh penurunegkat
inflamasi yang ditandai oleh penurunan CD8

Dosis optimum fraksi air bunga kecubung yang anigordkan
untuk terapi asma adalah 0.56 mg/kg BB.

Pemberian fraksi air bunga kecubung dosis 0.56mB&glapat
memperbaiki gambaran histologi saluran bronkiologlalui
pengurangan penebalan otot polos.

4. Fraksi air bunga kecubung dosis 1.12mg/kg BB mehirtkan
efek toksisitas berdasarkan gambaran histopat@oggan hati.
5.2. Saran
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1

2.

Saran untuk penelitian selanjutnya adalah

. Penting dilakukan uji fitokimia untuk mengetahuinkangan
bunga kecubung yang berperan dalam penyembuhan asma
Penting dilakukan penelitian untuk mengetahui paiténaksi air
bunga kecubung dalam memicu aktivitas imunokompetean
limfoid lainnya, sebagai konfirmasi keamanan herbabagai
terapi penyembuhan penyakit.

Penelitian untuk mengkonfirmasi fungsi sel T COB25" pasca
pemberian fraksi air bunga kecubung sebagai seédulator
menggunakan marker Foxp3.
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Berdasarkan deskripsi karakter dan kunci identifikasi pada Flora of Java (Backer dan
Van den Brink, 1965), volume II, halaman 464-478, diidentifikasi sebagai:

Family ¢ Solanaceae
Genus : Datura L.
Spesies : Datura metel var. metel L.

Demikian surat keterangan identifikasi ini dibuat untuk digunakan seperlunya.

Malang, 2 Agustus 2011
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Lampiran 2. Kerangka Operasional

Mencit

[
[ Injeksi OVA
[
[ Booster

[
InhalasiOVA
Non-Asma

Sonde Fraksi Air I Non-Sonde l

~—

Bunga Kecubung

I ]
Spleen ] [ Bronkiolus dan Hati ]

Flowcytometry Preparat
Jumlah Absolut dan Histologi HE
Relatif Sel T

Gambar 2. Kerangka Operasional Penelitian



Lampiran 3. Komposisi Larutan

Tabel 1. Komposisi Bahdphosphate Buffer Saline (PBS)

No. Nama bahan Jumlah

1. NaCl 3.8 gram

2. NaHPO, 0.55 gram

3. NaHPO, 0.35 gram

4. Akuades Sampai 1 liter

Tabel 2. Komposisi Bahdparaformal dehyde 4% (PFA)

No. Nama bahan Jumlah
1. PFA 4 gram
2. PBS 150 ml
3. NaOH




Lampiran 4. Injeksi Ovalbumin

Misal: jumlah mencit yang akan diinjeksi 15 mencit.

e Jika volume injeksi untuk setiap mencit adalah 200paka
volume yang dibutuhkan untuk 15 mencit adalah 30(®mnl).
* AIOHS3 yang dibutuhkan untuk 15 mencit adalah 300mg

Ovalbumin

dibuat stok besar 1mg/ml
ditimbang sebanyak 1mg
dilarutkan dalam 1ml PBS steril

Stok Ovalbumin 1mg/ml

diambil sebanyak 30ul

dimasukkan dalam beaker glass 5ml

dimasukkan AIOH sebanyak 300 mg

ditambahkan PBS steril sebanyak 2970ul

distirer dengan kecepatan rendah selama 15 menit
dimasukkan ke dalam 15 tabung effendof

dimasukkan dalam spuit 1ml, masing-masing sebanyak
200ul

Ovalbumin dalam spuit 1ml

mencit dipegang dengan mencubit pada bagian tengkuk
ekor mencit diselipkan pada sela-sela jari

diusap perut bagian bawah dan disinfeksi dengan
alkohol 70%

diinjeksi secara intraperitoneal ke dalam bagian
intraperitoneum

Hasil
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Keterangan:
Booster dilakukan 1 minggu setelah injeksi pertama



Lampiran 5. Inhalasi Ovalbumin dengan dosis 1mg/ml

Ovalbumin

- ditimbang sebanyak 15 mg

- dilarutkan dengan 15 ml PBS steril dalbeaker glass
distirer dengan kecepatan rendah selama 15 menit

- dimasukkan dalam effendof 1ml masing-masing sebahyd

Ovalbumin dalam effendof

- dimasukkan dalam wada&ompronAir Nebulizer

- mulut wadah dihubungkan dengan tutup botol yarahtdilubangi

- bagian pangkal wadah, dihubungkan dengan sélangronAir
Nebulizer

- mencit dimasukkan ke dalam botol

- seluruh lubang ditutup dengan lakban hitam dam tiilelam hingga
rapat

- di turn-on alatCompronAir Nebulizer selama 20 menit untuk setiap
mencit

Mencit menghirup Ovalbumin

Keterangan:
Total larutan yang dibuat dalam diagram alir disaaslah 15 ml
untuk 15 mencit
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llustrasi Inhalasi Ovalbumin

Gambar 4.1. Prosedur Inhalasi Ovalbumin kepada MNenc
Menggunakan CompronAir Nebulizer; peralatan yang
dibutuhkan untuk inhalasi (AXompronAir Nebulizer (B);
mencit diletakkan dalam botol yang telah terhubdeggan
nebulizer (C).
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Lampiran 6. Persiapan Fraksi Air Bunga Kecubung

Bunga Kecubung
(Datura metel L.)

- dipetik dari herba kecubung

- dibersihkan dengan air mengalir
- dikeringkan dengan tissue

- dikeringanginkan selama 7 hari

Bunga kecubung kering

- dihaluskan dengan mortar dan pestle

- dilarutkan dalam 500ml akuades

- larutan dihomogenkan menggunakan stirrer sambil
direbus pada suhu 55°C

Fraksi Air Bunga Kecubung
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Lampiran 7. Tabel Konversi Dosis Laurence dan Bachah (1964)

Tabel L7.1. Konversi Dosis (Laurench dan Bacharach)

Mencit | Tikus | Marmot | Kelinci | Kucing | Kera | Anjing | Manusia

20gr 200gr 400gr 1,5kg 2kg 4kg 12kg 70kg
Mencit

1.0 7.0 12.25 27.80 | 29.70 | 64.1 | 124.2 387.9
20gr
Tikus

0.14 1.0 1.74 3.9 4.2 9.2 17.8 56.0
200gr
Marmot

0.08 0.57 1.0 2.25 24 5.2 10.2 31.5
400gr
Kelinci

0.04 0.25 0.44 1.0 1.08 24 4.5 14.2
1,5kg
Kucing

0.03 0.23 0.41 0.92 1.0 2.2 4.1 13.0
2kg
Kera

0.016 0.11 0.19 0.42 0.45 1.0 1.9 6.1
akg
Anjing

0.008 0.06 0.1 0.22 0.24 0.52 1.0 3.1
12kg
Manusia

0.0026 | 0.018 0.031 0.07 0.076 | 0.16 0.32 1.0
70kg
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Lampiran 8. Penghitungan Konsentrasi Cekok Bunga Keubung

Penelitian Kecubung Kecubung
(Abubakar et al., |I 4mg/kg BB Tikus
2009

Konversi ke mencit menggunakan Tabel
Konversi laurench dan Bacharach (1964)
(Lampiran 5)

4

Dosis pada Tikus = 4 mg/kg BB Tikus
Berat Badan Tikus (200 gram»  dikonversi keabbadan

mencit (20 gram) menurut Tabel konversi adalah 0.14

Dosis I

4 mg x 0.14 = 0.56 mg/kg BB
Dosis II:

4mg x 0.14 x 2 =1.12 mg/kg BB
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Lampiran 9. Isolasi Spleen dan Penghitungan Sel Hidup

58

Spleen

-dipisahkan dari tubuh mencit yang telah disectio

-dicuci dalam PBS sebanyak 2X

-diletakkan dalam cawan petri yang berisi 5ml PBS

-digerus menggunakan pangkal spuit

-disaring menggunakan filter milipore

-dimasukkan dalam tabung propilen

-diresuspensi dengan 10ml PBS

-dimasukkan dalam tabung propilen

-disentrifugasi dengan kecepatan 2500rpm, 5 menit, suhu 4°C

Pelet

-diresuspensi dengan 1ml PBS

Analisa Flowcytometry

-diambil 5ul
-dimasukkan dalam 95ul Tryphan Blue
-dihitung sel hidup menggunakan haemocytometer

Hasil




Lampiran 10. Analisa Flowcytometry

50ul Pelet

Pelet

@sil sentrifugasi limpa pada protokol sebelumnyz—1

-dimasukkan dalam tabung effendof berisi 1ml PBS
- disentrifugasi 3500rpm, 2 menit,4°C

-diinkubasi dengan antibodi BD BioScience™ antimouse CD4
FITC conjugated dan PE-CyTM antimouse CD25 selama 15
menit

Pelet (coating antibodi)

Pro

Hasil

-diambil dan dimasukkan dalam kuvet flowcytometer
-ditambah 1000ul PBS steril

-kuvet dipasang pada nozzle BD FACSCalibur™ flowcytometer
-dilakukan setting computer dengan software BD Cell Quest

-dilakukan koneksi komputer dengan flowcytometer
-dirunning larutan dalam nozzle flowcytometer
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Lampiran 11. Pembuatan Preparat dengan Pewarnaan HEAIbab,
F.A. 2009)

Organ dimasukkan dalam botol flakon
Direndam dalam larutan PFA 4%

Ethanol 70% 24 jam
Ethanol 80% 30 menit
Ethanol 90% 30 menit
Ethanol 95% 30 menit
Ethanol 100% 3 x 30 menit

Dimasukkan dalam Xilol 1 selama 30 menit
Dimasukkan dalam Xilol 2 selama 30 menit

Infiltrasi

Pada suhu 56-58:
- Xilol 3 30 menit
- Paraffin cair 3 x 30 menit

Embedding

Paraffin dituang dalam cetakan

Organ diletakkan di tengah cetakan

Ditambahkan paraffin hingga cetakan penuh samb
dilakukan de-gas

Dilepas dari cetakan
Dilakukantrimming
Ditempel pada blokolder
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Diiris setebal 5um dengan mikrotom

Diambil dengan kuas
Diletakkan dalam air hangat 38%D dalam water
bath

diatasnya
Gelas objek diletakkan diatas hotplate d
dikeringkan

Diambil dengan gelas objek hingga menem[el

n

Deparafinasi |

- Dideparafinasi dalam Xilol sebanyak 2x10 mellit

Direhidrasi dalam ethanol bertingkat (EtOH al
95%, 90%, 80%, 70%, 60%, 30% @ 5 menit)
- Dicuci dengan akuades mengalir selama 5 me

S,

nit

Hematoksilen |

Dicuci dengan akuades mengalir selama 5 me

70%, @ 5 menit)

Direndam dalam ethanol bertingkat (30%, 60%,

- Direndam dalam hematoksilen selama 10 detill

nit

‘E;

<
<
1

Direndam dalam eosin selama 10 menit
Direhidrasi dalam ethanol bertingkat (70%, 60
30%, @ 5 menit)

Di clearing dengan xilol selama 3x5 menit
Mounting dengan enthelan
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Lampiran 12. Hasil Analisis Ragam ANOVA Uji Lanjut Tukey HSD
Jumlah Realtif Sel T CD4 pada Organ spleen Melalui
Software SPSS 16.6or Windows.

Tabel L12.1. Hasil Uji ANOVA untuk Jumlah RelatieST CD4

ANOVA
CD4
Sum of Squares | df Mean Square F Sig.
Between Groups 266.698 5 53.340| 8.572 .001
Within Groups 74.671 12 6.223
Total 341.370 17

Tabel L12.2. Hasil Uji Tukey untuk Jumlah Relatél§ CD4

CD4

Tukey HSD

Subset for alpha = 0.05

Perlakuan N
1 2 3

Kontrol negatif 3| 12.4450
Asma-kecubung 0.56mg/kg BB 3| 13.0900
Non-Asma kecubung 1.12km/kg BB 3| 15.1600f 15.1600
Asma kecubung 1.12km/kg BB 3| 18.6450] 18.6450[ 18.6450
Non- Asma-kecubung 0.56mg/kg BB 3 20.0800] 20.0800
Kontrol positif 3 23.1100
Sig. .084 .225 .308,

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Lampiran 13. Hasil Analisis Ragam ANOVA Uiji Lanjut Tukey HSD
Jumlah Absolute sel T CD4 pada organspleen Melalui
Software SPSS 16.6or Windows.

Tabel L13.1. Hasil Uji ANOVA untuk Jumlah AbsolwlsT CD4

ANOVA
CD4
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 1.456E14 5 2.911E13| 4.603 .014
Within Groups 7.589E13 12 6.325E12
Total 2.215E14 17

Tabel L13.2. Hasil Uji Tukey HSD untuk Jumlah Ahstadel T CD4

CD4

Tukey HSD

Subset for

Perlakuan N alpha = 0.05

1 2
Kontrol Negatif 3| 1.21E7
Non-Asma Kecubung 1.12mg/kg BB 3| 1.55E7|1.55E7
Asma-kecubung 0.56 mg/kg BB 3| 1.58E7|1.58E7
Asma-kecubung 1.12mg/kg BB 3| 1.73E7|1.73E7
Kontrol positif 3 2.02E7
Non-asma kecubung 0.56mg/kg BB 3 2.03E7
Sig. 194 .260]

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Gambar L13.1. Jumlah Absolut Sel T CDgadaSpleen. Keterangan :
K+ = kontrol positif asma; K- = kontrol negativenaes;
P1A = Asma- kecubung 0.56mg/kg BB; P2A = Asma-
kecubung 1.12mg/kg BB; P1INA = Non-Asma-
kecubung 0.56mg/kg BB; P2NA= Non-asma-kecubung
1.12mg/kg BB.
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Lampiran 14. Hasil Analisis Ragam ANOVA Uiji Lanjut Tukey HSD

Jumlah Relatif Sel T CD8 pada Organspleen Melalui
Software SPSS 16.6or Windows.

Tabel 14.1. Hasil Analisis ANOVA untuk Jumlah Rél&el T CDS

ANOVA
CDS8
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2689.713 5 537.943| 25.083 .000}
Within Groups 257.354 12 21.446
Total 2947.066 17

Tabel 14.2. Hasil Analisis Tukey HSD untuk Jumlaid®if Sel T CD8

CDS8
Tukey HSD
Subset for alpha =
Perlakuan N 0.05
1 2

Non-Asma Kecubung 1.12mg/kg BB 3 12.1300

Kontrol Negatif 3 15.2000
Non-Asma kecubung 0.56mg/kg BB 3 16.1400
Asma-kecubung 0.56mg/kg BB 3 17.6450
Asma-kecubung 1.12mg/kg BB 3 18.1250

Kontrol Positif 3 48.2300
Sig. .622 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Lampiran 15. Hasil Analisis Ragam ANOVA Uji Lanjut Tukey HSD
Jumlah Absolut Sel T CD8 pada Organspleen Melalui
Software SPSS 16.6or Windows.

Tabel L15.1. Hasil Analisis ANOVA Jumlah Absolutl§eCD8"

ANOVA
CDS8
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1.917E15 5 3.833E14| 10.748 .000
Within Groups 4.280E14 12 3.566E13
Total 2.345E15 17

Tabel L15.2. Hasil Uji Tukey Jumlah Absolut Sel D&
CD8

Tukey HSD

Subset for alpha
Perlakuan =0.05

Non-Asma kecubung 1.12mg/kg BB 3| 1.25E7
Kontrol Negatif 3| 1.46E7

Non-Asma Kecubung 0.56mg/kg BB 3| 1.63E7

Asma-kecubung 1.12mg/kg BB 3| 1.68E7
Asma-kecubung 0.56mg/kg BB 3| 2.11E7
Kontrol Negatif 3 4.30E7
Sig. .521]  1.000]

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Perlakuan

Gambar L15.1. Jumlah Absolut Sel T CD®&adaSpleen. Keterangan :

K+ = kontrol positif asma; K- = kontrol negativenaes;
P1A = Asma- kecubung 0.56mg/kg BB; P2A = Asma-
kecubung 1.12mg/kg BB; PINA = Non-Asma-
kecubung 0.56mg/kg BB; P2NA= Non-asma-kecubung
1.12mg/kg BB.
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Lampiran 16. Hasil Analisis Ragam ANOVA Uji Lanjut Tukey HSD
Jumlah Relatif Sel T CD4CD62L" pada Organspleen
Melalui Software SPSS 16.@or Windows.

Tabel L16.1. Hasil Analisis ANOVA Jumlah RelatiflSeCD4'CD62L"

ANOVA
CD4CD62L
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1108.160 5 221.632| 3.358 .040
Within Groups 791.947 12 65.996
Total 1900.107 17

Tabel L16.2. Hasil Analisis Tukey HSD Jumlah Rélagel T

CD4'CD62L"
CD4CD62L
Tukey HSD
Subset for alpha =
Perlakuan N 0.05
1 2

Kontrol Positif 3] 9.2201
Asma-Kecubung 1.12mg/kg BB 3| 19.6639| 19.6639]
Kontrol Negatif 3| 20.2844| 20.2844
Non-Asma Kecubung 0.56mg/kg BB 3| 27.7568| 27.7568]
Asma-kecubung 0.56mg/kg BB 3| 29.0856| 29.0856
Non-Asma Kecubung 1.12mg/kg BB 3 33.0764
Sig. .091 .385

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Lampiran 17. Hasil Analisis Ragam ANOVA Uji Lanjut Tukey HSD
Jumlah Absolut Sel T CD4CD62L" pada Organ
spleen Melalui Software SPSS 16.0or Windows.

Tabel L17.1. Hasil Analisis ANOVA Jumlah Absolut 1Ser
CD4'CD62L"
ANOVA
CD4CD62L
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.

Between Groups 1.674E15 5 3.347E14| 3.584 .033

Within Groups 1.121E15 12 9.340E13

Total 2.794E15 17

Tabel L17.2. Hasil Analsis Tukey Jumlah Absolut 3&D4 CD62L"

CD4CD62L

Tukey HSD

Subset for alpha

Perlakuan N =0.05
1 2

Kontrol Positif 3| 8.35E6
Asma-Kecubung 1.12mg/kg BB 3| 1.82E7| 1.82E7
Kontrol negative 3| 1.93E7| 1.93E7
Non-Asma kecubung 0.56mg/kg BB 3| 2.80E7| 2.80E7
Non-Asma Kecubung 1.12mg/kg BB 3| 3.44E7| 3.44E7
Asma-kecubung 0.56mg/kg BB 3 3.55E7
Sig. .055 .307

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Gambar L14.1. Jumlah Absolut Sel T CDH62L" pada Spleen.

70

Keterangan : K+ = kontrol positif asma; K- = kortro
negative asma; P1A = Asma- kecubung 0.56mg/kg
BB; P2A = Asma-kecubung 1.12mg/kg BB; P1NA =
Non-Asma-kecubung 0.56mg/kg BB; P2NA= Non-
asma-kecubung 1.12mg/kg BB.



Lampiran 18. Hasil Analisis Ragam ANOVA Uiji Lanjut Tukey HSD
Jumlah Relatif Sel T CD4CD25" pada Organ spleen
Melalui Software SPSS 16.@or Windows.

Tabel L18.1. Hasil Analisis ANOVA Jumlah RelatifiISeCD4'CD25"

ANOVA
CD4CD25
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 515.220 5 103.044] 5.306 .008
Within Groups 233.028 12 19.419
Total 748.248 17

Tabel L18.2. Hasil Analisis Uji Tukey Jumlah Rel&@el T CD4CD25"

CD4CD25

Tukey HSD

Subset for alpha =

Perlakuan N 0.05
1 2

Asma-Kecubungl.12mg/kg BB 3| 8.8739
Kontrol Negatif 3| 17.1748| 17.1748
Asma-Kecubung 0.56mg/kg BB 3| 17.9013| 17.9013
Kontrol Positif 3 22.5178
Non-Asma Kecubung 1.12mg/kg BB 3 23.4492
Non-Asma Kecubung 0.56mg/kg BB 3 24.7059
Sig. .196 351

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Lampiran 19. Hasil Analisis Ragam ANOVA Uji Lanjut Tukey
HSD Jumlah Absolut Sel T CD4CD25 pada
Organ spleen Melalui Software SPSS 16.0for
Windows.

Tabel L19.1. Hasil Analisis Jumlah Absolut Sel T£0D25

ANOVA
CD4CD25
Sum of Squares| df Mean Square F Sig.
Between Groups 5.714E14 5 1.143E14| 5.404 .008]
Within Groups 2.537E14 12 2.114E13
Total 8.251E14 17

Tabel L19.2. Hasil Analisis Uji Tukey Jumlah Absb&el T CD4CD25

CD4CD25
Tukey HSD
Subset for alpha = 0.05
Perlakuan N
1 2

Asma 1.12mg/kg BB 3 8.21E6

Kontrol Negatif 3 1.64E7| 1.64E7
Kontrol Positif 3 2.02E7| 2.02E7
Asma 0.56mg/kg BB 3 2.15E7
Non-Asma 1.12mg/kg BB 3 2.41E7
Non-Asma 0.56mg/kg BB 3 2.48E7
Sig. .066 .289]

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Gambar 19.1. Jumlah Absolut Sel T CD®B25 pada Sleen.
Keterangan : K+ = kontrol positif asma; K- = kortro
negative asma; P1A = Asma- kecubung 0.56mg/kg BB;
P2A = Asma-kecubung 1.12mg/kg BB; P1NA = Non-
Asma-kecubung 0.56mg/kg BB; P2NA= Non-asma-
kecubung 1.12mg/kg BB.

73



