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Ahstract

Based’on the content of the galangal’
analgesic. and antiseptic charaeterized: with inht
predicted thagthere is a possibilitysef essential o
(NG} i&an unstable gas produced by cell such as
The aim of this study,was 1o nvestigate w.
macropligge NO produgtion, which stimulate

The ‘bothieitrative. and jpreventive analysis
differences were significat {p=. U010 This study
macrophages ' induced by LPS E. co
suggesting antizinflammatory activitigs. Curatively
increased its antigaflammaiony” i
concentration as anti inflammation.
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Pendahuluan

Menurut Anonim', lengkuas
mengandung minyak atsiri (eugenol. sineol,
meti! sinamat. kadinen. basorin, galangin,
khemferid. galanol) dan damar. Guenter”
melaporkan bahwa hasil penelitian yang
sudah ada. minyak atsiri lengkuas yang
diperoleh  dengan distilasi merupakan
senyawa Kimia yang mempunyai efek
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i life process, it is
Nitric-oxide
e fupction as antimicroorganism.
| components has an etfect to the

ANOV A sHowedniidt the NO productions
at the NO._levels produced by murine
{ oil in a'dose dependent fashion,
the essential oil resulted in

using
showed th

increased doses of

deons. Five micro, liter ofithe essential oil was preventively the most

fisiotogis dan memberikan sifat terapeutik.
Kemampuasn menghambat  dan merusak
proses kehidupan di manfaatkan sebagai
bakterisid dan fungisid. Dilaporkan oleh
Azuma dkk' bahwa hasil penelitian mereka
mengarah pada penghambatan kemotaksis
lekosit mungkin terlibat datam mekanisme
aksi anti inflamasi gugus fenol dan salah
satu aktivitas gugus fenol adalah mencegah
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produksi oksigen vang bebas radikal oleh
lehosit.
Inflamasi (radang) terjadi akibat

respon jaringan terhadap rangsang fisik atau,

kimiawi yang merusak. Rangsang ini
menyebabkan timbulnya reaksi radang
seperti bengkak, panas, warna merah, rasa
nyeri dan gangguan fungsi. Dalam proses
inflamasi maupun respon imun akan
melepaskan berbagai substansi dan fungs
substansi yang dilepaskan dapat dihambat
atau didorong oleh bahan-bahan
imunosupresor dan imunostimulator _baik
dari dari dalam ataupun dari luat tubub.
Imunosupresor dari luaf dapat diperoleh
diantaranya dari tapaman obat®

Makrofag  merupakan  kemponen
vang penting pada pcrkembangan svatu lest
karena junilahnya yang sangat besar. Hal
ini dapat disebabkan Kaicna makrofag
mempuny¥al beberapa fungsi mediatop, dan
rcguldtor pada respon imun.  Makrofag
melakukan fungsi fagositosis bendajasing
tetap! juga dapat memproduksi, beberapa
substansi  biologis «aktif sepertienzim,
prosiagiandingdan sitokingashs, Substansi
biologis aktif tersebut itulah akan sangat
membantu makrofag vang dalam tugasnya
dapaty, bekerja sfima denganf scl.sel Flain
seperti  limfosit. sel endotel “dang  sel
fibroblast atauptin sel Iainnya.8

NG (nitrit  oksiday*imerupakan
molekufyang ynik _karetia tidak bermuatan
listrik  ‘demgand’ clektrok ¢ yang = tidak
berpasangane..nengindikasikan™ bahwa
molekul fini * mudaliy berdifusiTmelcwati
membran dan ‘sangat reaktif. Mekanisme
sintesis  NO masihSmenyadi’ dbahan
perdebatan.  meskipun  dalant 27 tabun
terakhir hal ini sudah-gimulai  terbuka.
Didalam solusi, NO teroksidasi “menjad
bentuk nitrit dan nitrat.” Nitrit dapat diukur
dengan larutan Griess." Nitrat diukur
dengan nitrat reduktase atau kadmium.”' Di
dalam sistim imun, N sangat penting
sebagai bahan antimikrobial. ~Sebagai
contoh, proteksi hospes terhadap infeksi
parasit seperti Leishmana major ditentukan
oleh level NO, karena pemberian NMLA.
penghambat L-arginin, pada mencit yang
diinfeksi dengan parasit tersebut akan
meningkatkan  jumlah parasit didalam
hospes dan meningkatkan diameter lesi
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kulit'? /n viro, diketahui pula fungsi
antifungisidal sel makrofag mencit terhadap
Candida atbicans ditakukan oleh NO."

Lipopolisakarida (LPS) merupakan
kompleks glikolipid pada dinding luar
bakteri gram negatif, yang berfungsi
menimbulkan stimulasi pada sel-sel imun
baik in vifro maupun in vivo. Molekul LPS
terdiri atas tiga komponen yaitu inti
polisakarida, antigen-O dan lipid A. Bagian
inti polisakarida terdapat pada scbagian
besar bakteri gram negatif. sedangkan
antigen-O  merupakan komponen yang
menentukan aktivilas serologis LPS yang
spesifik, dan lipid A merupakan komponen
toksik LPS wang selalu ada dalam setiap
genus bakteri. ™ ] ipopolisakarida (LPS)
merupakan salah satu antigen yang sangat
poten menginduksi respon imun. LPS
menurue” Portillo”™ /metupakan  molekul
amphipathic komplek yang terletak di
dinding  luar  bakteri /gram negatif.
Mengandung  rantai O,  inti  terdiri
oligosakaridagpiemak dan lipid A pada
dinding luarnya. LPS wang jjuga disebut
endetoksin  adalah._unsur’ utama  dari
membran lvar_bakteri gram negatif yang
menghasilkan bermacam-macam  efek
patolofisiologi pada manusia dan hewan
coba. . Sebagian hesarmefek §.PS dapat
menyebabkan aktifitas sel target khususnya
makrofag. Kemampuaa LPS vang diisolasi
dafivbakieri S, fyphimurium  untuk
menginduksi aktivasi-sel makrofag yang
mempreduksigiesitokn proinﬂamasi"ﬁ‘]T
mengindikasikan  baliwa  antigen  ini
mungkin mampu menginduksi sel makrofag
meinproduksi N,

Substaig ini mempunyai relevansi
kliniswyang penting  karena berperanan
langsung dalam patogenesis infeksi bakieri
gram negatif.'” Infeksi LPS pada binatang
petcobaan dan pada manusia  dapat
menimbulkan sindroma syck endotoksik
fatal, yang bisa berakibat kematian."” Pada
manusia. LPS mengaktifkan sel-sel monosit
dan makrofag untuk memproduksi sitokin,
protein adhesi sel dan enzim-enzim yang
berfungsi  dalam  produksi  mediator
proinﬂamasi.m

Mekanisme stimulasi LPS pada sel-
sel target tergantung pada tipe sel yang
digolongkan menjadi dua kelompok, yaitu

Lad
=
th
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sel-sel  vang mengekspresikan - reseptor
membran untuk LPS dan yang tidak.’
Kelompok sel pertama meliputi  sel-sel
mieloid  seperti  monosit, makrofag.
netrofil”™  dan  sei-sel mesanglial.:’3
Kelompok scl ke-2 yaitu sel-sel endotelinm.
sel-sel epitel”’ sel-sel otot™ dan astrosit.™
Kelompok sel ini membutuhkan reseptor
solubel LPS untuk pembentukan kompleks
LPS-rescptor  solubel.  yang tebih akuf
dibandingkan LPS sendiri.” Salah satu
resptor 1.PS adalah antigen monosit CD14
vang dapat ditemukan pada monosit_dat
makrofag serta sedikit berkurang  pada

Iekosit polimorphonuklear; Menurut
Schumann  dkk™ gfdan Wright dkk
menvebutkan bahwa LBP
(lipopolvsacc haride-bluding protein)

berubah koafirmasi setelal interaksi dengan
LPS dan kompick LPS-L.BP=mi menyatd
dengan GO 14 untuk akiivasignakiclag.

Penalitian dilakukan dengan tujuan
untuk mengetaliui pengaruh minyak atsirl
lengkuas terhadap fungsianakrofagumencit.
Adanya, pengarvh_iminyak atsirl lengkuas
terhadap fungsi makrofay deagan menguji
aktivitasnya melalui proses ujf level nitrit
oksida (NQ), maka diharapkan dapat
mengetahulsecara ifmiah Jpenggunaan
minyak asiri lengkuas sgbagai  bahau
antiintlamasi.

Bahan dan Metode Penélitian

Cji fungsi_makrofag menggunakan induksi

LPS- E. coli

Sel makrofrepmencitlRAN 264 7)
disuspensikan dalam lartilan RPMI 1640
dengan suplemen 10 % FCS dan. T 1%
antibiotik. pada inkubaior 37" dan 5% (0%
Setelah penuly sel dipanen dan dihitung. dan
suspensi sel ditetapkan berisi 2x10° sel/mi.
Minvak aisiri lengkuas dibuat dengan cara
distilasi, Untuk mengetahui efek kuratit
diuji  efektifitas  minyak atsiri  dalam
berbagal konsentrasi (05, 10%, 15%, 20%.
25% dibuat replikasi 5  buah/group)
ditambah dengan LPS konsentrasi 100ng
dan makrofag masing-masing 200 ul
dinkubasi 24 jam, 37°C dengan 5% CO:.
Kemudian supernantan dipasen dan diukur

kadar NO. Caranva dengan menggunakan
larutan  Criess  yaitu 1.5% sulfonamide
(didalam | M HCH dan naphthylene
diamine dihidrosiklorida (0.15% dalam air).
Sampet supernatan dun {arutan
Griessmasing-masing  100ul  dicampur,
diinkubasi dalam ruang gelap 30 menit.
Perubahan warna dinkur dengan
spektroforometer menggunakan  FLISA
reader pada 540nm. Sebagai standard
digunakan NaNO, yang dihasilkan. dibuat
grafik standard. Unit absorban sampe!
diplotkan pada grafik ersebut.

Untuk mengetahui efektifitas minyak
atsiri Secardipieventive, maka minyak atsiri
berbagai konsentrasi (replikasi 8
buah/group) ditambab makrofag masing-
masingd 200ul dinkubasi 24 jam, 37°C
dengan 5% (O-. kemudian sel dipanen,
dicuci 3-kali untuk menghilangkan ekses
minyak atsirt Kemgdian ditambah LPS
dengan velume yang sama dinkubasi 24
jam. 37°C  dengan 5% COs.\ Supernatan
dipaiien’dan diKarievel NO-nva.

Hasil Penelitian

tabel | merangkum hdsil ANOVA
ound pengetahui efek kuratif  yang
menunjukkan  adanya perbedaan  yang
permakna  untuk keliima konsentrasi
iminyak atsirimpada makrofic RAW 264,7
yane tclah “diinduksi; denpan LLPS E.coli
dalamdproduks N dibandingkan dengan
keloipokakantrol yaiiu makrofag dengan
[ PS tanpa minyak a(sier (p<0,01). Kurva
produksi NOolch makrofag yang diinduksi
LPShE “pli untuk mengetahui efek kuratif
minvak “atsiri dibandingkan stndart NO
normal dapat dilihat pada Gambar 1.
ANOVA untuk mengetahui
tcbermaknaan penurunan produksi NO oleh
makrofag RAW 264.7 yang dinduksi LPS
E.coli dalam uji efek preventif dirangkum
dalam Tabel 2. Hasil menunjukkan bahwa
acda perbedaan yang bermakna antara
kelima kelompok konsentrasi minyak atsiri
dengan kelompok kontrol. Gambar 2
menunjukkan hasil produksi NO oleh
makrofag yang diinduksi LPS dibandingkan
produksi NO standar.

Temu Hmiah KPPIKG X1




Regina TC. Tandelilin, Heni Susilowat), Tetiana Haniastuti

Tabel 1. Hasil ANOVA uji Efek Kuratif Minyak Atsiri

Sumber variasi Db JK RK F Sig.
Dalam perlakuan 5 2,267 0,005397 | 271,498 0,000
Antar perlakuan 47 73,263 14,633
Total 52 75,532
4 g
3.5 )
E =
2
2]
=
2
5]
g
a El 10 1-5 20 25".' a0 38 40 : .45 ] 55 E{ 5 7.(-1__?5 80 5-5 g a5 1(-}0

Konsentrasi Minyak Atsire (uL/MI1)

Gambar 1. ProduksisNitriy Oksida-yang Diinduksi. QlehnisPS, £, coli thek Bfek Kuratif Minyak Atsiri

Lengkuas Pada Maksofag RAW

Tabel 2. HasiPANOMA)i Préventit Minvak Atsiri Lengkuas

2647

Sumber variasi db JK RK F Sig.
Dalam perlakuan 5 0,102 0,00287 | 51,884 0,000
Antar perlakuan 36 0,736 0,147
Total 41 75,532

Temu llmiah KPPIKG XTII
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Nitrit Oksida {uM)
|
|

35 40, 4%

55 GBS 7.5 B0 _BSL 00 95 100

Konsentrasi Minyak Atstri (uL/MI}

Gambar. 2. ProduksiNitrit Oksida' yang Diinduksi Oleh I'P§ E.coli untuk Efek Kuratif Minyak Atsiri

| engkuas Pada Makrofag RAW 2647

Pembahasan

Hasil penelitian il menunjukkan
bahwa minyak " atsiri dapat menurunkan
level NO. Pada uji efek kuratif;  minyak
atsiri  lengkuas menampakkan bahwa
semakin tinggi konsentrasilmifyak atsiri
yang digunakan maka semakin besar
kemampuannya dalam menekan aktifitas
makrofag untuk memproduks NO yang
berperanan sebagai mediator inflamasi.
Pada uji efek minyak atsiri untuk daya
preventif didapat hasil yang menunjukkan
bahwa minyak atsiri yang paling rendah
(5pl/ml) sudah cukup berkhasiat dan
penggunaan konsentrasi dengan konsentrasi
25 sampai 100ul/m! menampakkan hasil
yang sama.

Nitrit. oksida ‘dapaf diproduksi oleh
makrofag baikpdalam keadaan fisiologis
maupuiy patofisiologis, Dalam keadaan
fisiologis,;, NO = diproduksi sebaga)
physiological messenger untuk komunikasi
ahtariselssedangkan  dalam kondisi
patofisiologis berfungsi sebagai bagian dari
sistem imun nonspesifik untuk
menghancurkan sel-sel patogen atau sel-sel
terinfeksi.”"" Penelitian terdahulu
menunjukkan bahwa pada infeksi bakteri,
LPS akan dilepaskan dari dinding sel
bakteri hingga menstimulasi produksi
enzim yang disebut nitric oxide s_wz1'.5161&3‘"1
Telah diketahui bahwa inducible nitric
oxide synthase (INOS) merupakan enzim
pada sel-sel mamalia seperti makrofag,’
hepatosit dan  sel-sel endothelial yang
berfungsi untuk merubah L-arginin menjadi
sitrulin serta NO.'*? Peningkatan produksi

Temu Timiah XPPIKG XIIL
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tINOS pada makrofag akan menyecbabkan
perungkatan  level  NO,  sebaliknya
penghambatan stimulasi sel oleh LPS akan
diikuti  penghambatan  produksi iNOS
sehingga tidak terjadi peningkatan produksi
NO. .

Stimulasi LPS pada sel hospes
diawali dengan terbentuknya ikatan antara
LPS dengan reseptor spesifik pada
permukaan membran sel. Pada makrofag,
reseptor spesifik untuk LPS adalah CDI14,
vang berfungsi untuk mengenali kompleks
LPS dan LBP (lipopolysaccharide-binding
protein). Selanjutnya ikatan antara CDI14
dengan kompleks LPSsakan menginisiasi
sinyal transduksi .pada makrofag.”® Agar
tidak terjadi respon imun vang berlebihan
maka proses/ tersebut harus. dikendalikan,
salah satnya dengan  penghambatan
stimulasi LPS. Penghambatan ‘ini. dapat
dilakukan dengan_menggunakan antagonis
LPS.  Lynn dan Golenbock™ dalam
revicwnya menuliskan  bahwa antagonis
LPS dapat bekerja dengan dua macam cara,
yaitu dengan menzhambat interaksi, antara
LPS dengan resepior, atau berikatan dengan
LPS, kemudian menctralkanaya. Dengan
demikian kedua tipe senyawa antagonis
ters¢but “mempunyai potensi = terapeutik
untuk penyakit-penyakit yang disebabkan
oleh LPS.

Seccaia pasti mekanisme
penghambatan _ partikelsmminyak . atsird
terhadapy. produksi  gas’ qitrit  belum
diketahui. Pidugakemponen minyak ‘atsiri
lengkuas ini membiok ataupun
menghalangi proses pengenalan reseptor
CDI4  pada makrofag. Dimungkinkan
komponen dalam minyak atswi berfungsi
menghambat terbentuknya kompleks LPS-
LBP, sehingga tidak terjadi stimulasi“yang
adekuat  untuk  mentmbulkan  respon
imunologis. Hal ini dapat terjadi seperti
vang dilaporkan oleh Schumann dkk™ dan
Wright dkk” yang menyebutkan bahwa
LBP akan menyesuaikan diri setelah
berinteraksi  dengan LPS  membentuk
kompleks LPS-LBP yang kemwudian
menyatu  dengan  reseptor  CDH4 untuk
aktivasi makrofag. Dimungkinkan pula
komponen dalam minyak atsiri lengkuas
mampu  merusak struktur LPS sehingga
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molckul terschut  kehilangan potensinya
sebagai immune-activating agent,

Hasil yang diperoleh dari studi imi
menunjukkan bahwa minyak atsiri lengkuas
dapat  digunakan untuk  menghambat
peningkatan produksi NO yang disebabkan
oleh stimulasi LPS. Hal ini
mengindikasikan bahwa minyak atsiri
lengkuas mempunyai potensi terapeutik
uniuk penyakit-penyakit yvang ditimbulkan
oleh infeksi gram negatif.

Kesimpulan

Dari  hasil. penelitian  yang telah
dilakukan dapat ditarik kesimpulan bahwa
tingkat produksi NO sebagai mediator
inflamasi_yang diproduksi oleh makrofag
mencit. RAW 264.7 dengan induksi LPS
E.colidapat-ditekan olch minyak atsiri
tengkuas, mengindikasikan  aktivitas anti
inflamasi. Semakin besar dosis konsentrasi
minyak Datsirt lengkuas maka daya efek
kuratifnya” sébagai. bahan _anti inflamasi
semakin besar. Penggunaan Konsentrasi 5
el/mb minyak “atsiri lengkuas merupakan
kemsentrasi yang efektif daya
antiinflamasinya dalam fungsi pencegahan.
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