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ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian tentang fraksinasi dan uji efek
peningkatan aktivitas leukosit mencit (Mus musculus) jantan dari ekstrak
etil asetat daun parrang romang (Boehmeria virgata Guillem). Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui efek hasil fraksinasi ekstrak efil asetat
daun parrang romang fterhadap aktivitas leukosit dengan melihat
peningkatan jumlah leukosit total. Ekstraksi dilakukan dengan metode
maserasi dengan pelarut metanol dan selanjutnya dipartisi dengan efil
asetat, hingga diperoleh ekstrak etil asetat. Ekstrak etil asetat difraksinasi
dengan kolom kromatografi cair vakum. Semua fraksi dimonitor komponen
kimianya dan digabung berdasarkan pada kesamaan profil KLT. Fraksi
gabungan tersebut diuji efek peningkatan aktivitas leukositnya. Mencit
jantan dibagi dalam 14 kelompok, yaitu kelompok | diber perlakuan
suspensi levamisol sebagai kontrol positif, kelompok |l yang diberi larutan
koloidal Natrium CMC 1% b/v sebagai kontrol negatif dan kelompok Il
sampai XIV diberi suspensi fraksi-1, -2, -3 dan -4 dengan dosis 25, 17,
dan 8,3 pg/g BB mencit secara oral selama 12 har. Pengamatan
dilakukan terhadap sampel darah dengan melihat kenaikan jumlah
leukosit total sebelum dan sesudah perlakuan. Perhitungan jumilah
leukosit total dilakukan dengan metode kamar hitung dengan
menggunakan larutan Turk. Berdasarkan hasil analisis statistik dengan
menggunakan metode Rancangan Faktorial dan dilanjutkan dengan uji
beda jarak nyata Duncan dipercleh bahwa fraksi 1 dosis 25 dan 17 pglg
BB, fraksi 2 dosis 25 dan 17 pg/g BB, fraksi 3 dosis 25; 17 dan 8,3 ug/g
EB, dan fraksi 4 dosis 25 pg/g BB dapat meningkatkan jumlah leukosit
total dengan aktivitas tertinggi terjadi pada fraksi 3 dosis 17 pglg BB.
Peningkatan tertinggi terjadi setelah hari ke 4 setelah perlakuan,



ABSTRACT

Fractination of ethyl acetate extract parrang romang leaves
(Boehmena wirgata Guillem) and it's effect test on the enhancement
leukocyte activity in male mice (Mus musculus) had been conducted. The
research was aimed to know about effect of fractionation result ethyl
acetate extract to enhance immune system with increasing total leukocyte.
The extraction was done by maceration with methanol and then be
partioned by ethyl acetate until produced the ethyl acetate extract. The
ethyl acetate extract then fractionated by column vacuum liquid
chromatography. The chemical compounds of all fractions were monitored
by TLC and then mixed based on the similarity of TLC profile. Fractions
were tested for enhancement leukocyte activity. The male mice was
divided into 14 treatment groups, where each group consisted of 3 mice.
The first group as positive control administrated with levamisole
suspension, second group as negative control which was only
administrated with Sodium CMC 1% w/v, and the others group were
administrated fraction-1, -2, -3 and -4 with dose 25; 17; 8,3 pg/g BW mice,
respectively, during twelve days orally. Observation by cheking total
leukocyte increasing in blood before and after administration compared to
positive control group. The leukocyte total counts were obtained by
haemocytometer method with Turk solution. Base on statistical analysis by
Factorial Experimental Design followed by Duncan's Multiple Range Test
Method indicate that fraction 1 dose 25; 17 pg/g BW mice, fraction 2 dose
25: 17 pglg BW mice, fraction 3 dose 25; 17; 8.3 pg/g BW mice and
fraction 4 dose 25 pglg BW mice could increasing total leukocyte with
optimum activity on fraction 3 dose 17 pg/g BW mice. High increasing was
occured on fourth day after administrated.
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PENDAHULUAN

Pertahanan tubuh melawan infeksi adalah peran utama leukosit
atau sel darah putih. Leukosit pada umumnya ikut serta dalam pertahanan
selular dan humoral organisme terhadap benda asing dan melakukan
fungsinya dalam jaringan ikat (1,2).

Banyak data menunjukan bahwa faktor imunitas mempunyai
pengaruh yang besar pada periumbuhan dan ferapi kanker. Beberapa
dugaan akan adanya Keterlibatan sistim imun dalam kanker antara lain
regresi spontan kanker, melanoma yang sembuh sendir, regresi
metastasis setelah reseksi neoplasma primer, regresi kanker setelah dosis
nonsitotoksik kemoterapi, munculnya kembali metastasis setelah periode
laten yang lama, kegagalan sel kanker yang bersirkulasi dalam darah
untuk membentuk daerah metastasis, infiltrasi kanker oleh seal
mononuklear, insidensi kanker yang lebih tinggi pada penderita
imunodefisiensi, setelah imunosupresi klinis, dan peningkatan kejadian
keganasan pada usia tua (3 4).

Sel kanker dikenal sebagai nonself yang bersifat antigenik pada
sistemn imunitas tubuh manusia sehingga ia akan menimbulkan respons
imun secara seluler maupun humoral. Peranan imunitas seluler terhadap
kanker terlihat pada pemeriksaan patologi-anatomi kanker, sering
ditemukan infiltrat sel-sel yang terdiri atas sel fagosit mononuklear,
limfosit, sedikit sel plasma dan sel mast. Efektor sistem imun tersebut



adalah sel T cyfolytic (sel Tc), fagosit mononuklear, polimorfonuklear, dan
sel Natural Killer (sel NK). Aktivasi sel T melibatkan sel T helper (sel Th)
dan Tc, sel Th penting dalam pengerahan dan aktivasi makrofag dan sel
NK. Imunitas humoral lebih sedikit berperan daripada imunitas seluler
dalam proses penghancuran sel kanker (4,5).

Terapi kanker secara konvensional yaitu dengan operasi, radiasi
dan obat anti kanker mempunyai efek samping, yaitu imunosupresif atau
menurunkan kekebalan tubuh. Hal ini dapat menimbulkan sisa-sisa sel
kanker yang masih ada dapat tumbuh lagi dengan cepat. Karena itu terapi
imun yang menaikan kekebalan tubuh dapat mengatasi masalah ini (3).

Kemajuan yang telah dicapai dalam pengembangan berbagai
vaksin dan obat-obat yang digunakan untuk memperbaiki sistem imun
yang disebut imunstimulator, digunakan untuk memerangi infeksi dan
mengobati kanker. Imunostimulator secara tak langsung berkhasiat
mereaktivasi sistem imun yang rendah antara lain dengan meningkatkan
perbanyakan limfosit-T, NK cells dan makrofag, dan juga meningkatkan
aktivitas sel-sel tersebut untuk pelepasan sitokin (6).

Tanaman Parrang Romang (Boehmeria virgata Guillem) termasuk
dalam suku Urticaceae. Daunnya sering digunakan sebagai obat kanker
oleh masyarakat daerah Toraja, Sulawesi Selatan. Skrining antikanker
terhadap sel kanker HelLa dan sel kanker kandung kemih manusia 5637

telah dilakukan terhadap ekstrak eftil asetat daun Parrang Romang



(Boehmena virgafa Guillem). Dari hasil perhitungan metode analisis probit
diperoleh nilai ICsy 12,096 pg/ml dan 3,98 pg/ml (7,8).

Mekanisme kerja daun Parrang Romang (Boehmera virgala
Guillem) sebagal antikanker saat ini belum diketahui. Ekstrak etil asetat
daun Parrang Romang (Boehmera wvirgata Guillem) diketahui tidak
memiliki aktivitas antioksidan (ICsp = 1000 pg/mi), melalui peneliian yang
dilakukan dengan menggunakan DPPH (2, 2-diphenyl-1-picryl-hydrazyi)
(B). Penelitian selanjutnya telah melaporkan bahwa ekstrak etil asetat
daun Parrang Romang (Boehmena virgata Guillem) dapat memperbanyak
limfosit darah mencit (9).

Berdasarkan uraian tersebut di atas, maka telah dilakukan
penelitian untuk mengetahui pengaruh hasil fraksinasi ekstrak etil asetat
daun Parrang Romang (Boehmenia virgata Guillem) terhadap sistem imun
melalui peningkatan akfivitas leukosit. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui efek fraksi etil asetat daun Parrang Romang (Boehmena
virgata Guillern) terhadap aktivitas leukosit dengan melihat peningkatan
jumlah leukosit total sebelum dan sesudah perlakuan, sehingga diperoleh
fraksi aktif yang dapat meningkatkan akiivitas sistem imun melalui

peningkatan jumiah leukosit.
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TINJAUAN PUSTAKA

IIl.1 Uraian Tanaman

I1.1.1 Klasifikasi Tananaman
Kerajaan : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Anak divisi  : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae

Anak kelas : Monochlamydeae

Bangsa : Urticales

Suku : Urticaceae

Marga : Boehmeria

Jenis : Boshmeria virgata Guillem {10,11)

II.1.2 Nama Daerah
Makassar : Parang romang
Toraja : Bo'to laki
1.1.3 Morfologi Tanaman

Daun ini sangat karakteristik, berbentuk menyerupai jantung
(cordatus) dan bagian sisinya bergerigi halus (serratus), panjang 10-20 cm
dan lebar 5-15 cm. Daun berwama hijau muda hingga hijau tua berkilap
pada bagian atasnya dan berwamna putih keperak-perakan dan berbulu
halus pada bagian punggungnya. Bunganya tergolong majemuk dengan
biji sangat kecil. Bunga pada beberapa varietas berwarna putih kehijau-
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b
berubah menjadi coklat jika sudah tua. Bunga terikat mengelompok di,

sela-sela daun pada bagian bawah buku-buku batang (10,11).

Il.2 Metode Ekstraksi
I1.2.1 Ekstrak dan Ekstraksi

Ekstrak adalah sediaan kering, kental atau cair dibuat dengan
menyari simplisia nabati atau hewani menurut cara yang cocok, diluar
pengaruh cahaya matahari langsung (12).

Ekstraksi adalah penyarian komponen kimia atau zat-zat alktif dari
bagian tananam obat, hewan dan beberapa jenis ikan termasuk biota laut.
Ragam ekstraksi yang tepat sudah tentu begantung pada tekstur dan
kandungan air bahan tumbuhan yang diekstraksi dan pada jenis senyawa
yang diisolasi (13).

Cairan penyari akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam
rongga sel yang mengandung zat akiif, zat aktif akan larut dan karena
adanya perbedaan konsentrasi antara larutan zat akiif di dalam dan di luar
sel, maka larutan yang terpekat didesak keluar. Peristiwa tersebut
berulang sehingga terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan di luar
sel dan di dalam sel (14).

I1.2.2 Maserasi

Maserasi merupakan cara penyarian yang sederhana. Maserasi
dilakukan dengan cara merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari.

Maserasi digunakan untuk penyarian simplisia yang mengandung zat akfif

B "
[ = TR



yang mudah larut dalam cairan penyari, tidak mengandung zat yang
mudah mengembang dalam cairan penyari, tidak mengandung benzoin,
stiraks dan lain-lain,

Keuntungan cara penyarian dengan maserasi adalah cara
pengerjaan dan peralatan yang digunakan sederhana dan mudah

diusahakan (14).

I1.3 Metode Pemisahan

Pemisahan dan pemurnian kandungan tumbuhan terutama
dilakukan dengan menggunakan salah safu dan empat teknik kromatografi
atau gabungan teknik tersebut. Keempat teknik kromatografi itu adalah :
kromatografi kertas (KKt), kromafografi lapis tipis (KLT), kromatografi gas
cair (KGC), dan kromatografi cair kinera tinggi (KCKT). Pemilihan teknik
kromatografi sebagian besar bergantung pada sifat kelarutan dan
keatsirian senyawa yang akan diperiksa (13).
11.3.1 Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi lapis tipis adalah salah satu analisis yang digunakan
untuk memisahkan senyawa dengan cepat berdasarkan prinsip adsorbsi
dan partisi. Adsorben berupa serbuk halus yang dilapiskan merata dan
fipis (0,1-2 mm) di atas lempeng kaca sebagai fase diam dan pelarut
pengembang sebagai fase gerak. Karena adanya perbedaan daya serap
adsorben terhadap senyawa, maka senyawa akan begerak dengan

kecapatan yang berbeda (15).



Campuran yang akan dipisah, berupa larutan, ditotolkan berupa
bercak atau pita (awal). Setelah pelat atau lapisan ditaruh di dalam bejana
tertutup rapat yang berisi fase gerak, pemisahan terjadi selama
perambatan kapiler (pengembangan). Untuk campuran yang tidak
diketahui, lapisan pemisah dan sistem larutan pengembang harus dipilih
dengan tepat karena keduanya bekerja sama untuk mencapai pemisahan.
Selain itu, hal yang juga penting adalah memilih kondisi kerja yang
optimum yang meliputi sifat pengembangan dan atmosfer bejana. (16).

Memilih pelarut untuk kromatografi lapis tipis dapat dipilih dari
pustaka, tetapi lebih sering kita mencoba-coba saja karena waktu yang
diperlukan singkat. Sistem yang paling sederhana ialah campuran pelarut
organik yang dipakai untuk memusatkan molekul yang mempunyal satu
atau dua gugus fungsi (15).

11.3.2 Kromatografi Cair Vakum

Kromatografi Cair Vakum (Vacuum liguid chromatography = VLC)
adalah bentuk kromatografi kolom yang khususnya berguna untuk
fraksinasi kasar terhadap suatu ekstrak dengan cepat. Kolom dikemas
kering dalam keadaan vakum agar diperoleh kerapatan kemasan
maksimum. Setelah pemvakuman dihentikan, pelarut yang kepolarannya
rendah dituangkan ke permukaan penjerap lalu divakumkan kembali
sampai kering dan siap dipakai. Cuplikan dilarutkan dalam pelarut yang
cocok, dimasukkan langsung pada bagian atas kolom.atau pada lapisan

prapenjerap dan diisap perlahan-lahan ke dalam kemasan dengan



memvakumkannya. Kolom dielusi dengan campuran pelarut yang cocok,

kolom diisap sampai kering pada setiap pengumpulan fraksi (17).

Il.4 Uraian Tentang Leukosit

Tubuh kita mempunyai suatu sistern khusus untuk memberantas
bermacam-macam bahan infeksius dan toksik. Sistem ini terdiri dari atas
leukosit darah (sel darah putih) dan sel-sel jaringan yang berasal dari
leukosit. Semua sel-sel ini bekerja bersama-sama melalui dua cara untuk
mencegah penyakit. Pertama dengan benar-benar merusak bahan yang
menyerbu itu melalui proses fagositosis dan yang kedua dengan
membentuk antibodi dan limfosit yang peka dimana salah satu atau
kedua-duanya dapat menghancurkan atau membuat penyerbu menjadi
tidak aktif (18). Lima jenis sel darah putih yang sudah diidentifikasikan
dalam darah perfer adalah neutrofil, eosinofil, basofil, monosit dan
limfosit (1).

Leukosit merupakan wnit yang mobil/aktif dar sistem pertahanan
tubuh. Leukosit ini sebagian dibentuk di sumsum tulang (granulosit dan
monosit serta sedikit limfosit) dan sebagian lagi di jaringan limfe (limfosit
dan sel-sel plasma). Setelah dibentuk, sel-sel ini diangkut dalam darah
menuju bagian tubuh untuk digunakan (18).

Sedikit yang diketahui mengenai fungsi leukosit sewaktu ada dalam
aliran darah, yang tampaknya kebanyakan tidak aktif. Leukosit
menjalankan sebagian besar fungsinya di luar sistem peredaran darah

yaitu memperlihatkan gerakan aktif dan sebagian mempunyai daya



fagositosis. Leukosit pada umumnya ikut serta dalam pertahanan selular
dan humoral organisme terhadap benda asing dan melakukan fungsinya
dalam jaringan ikat (2).

I.4.1 Pembentukan Leukosit (19,20)

Sel darah matang mempunyai jangka hidup relatif pendek, dan
karenanya populasi itu harus secara tetap diganti turunan sel induk yang
dihasilkan oleh organ hematopoietik (Yun. haima, darah, poiesis,
pembuatan). Sebelum mencapai kematangan dan sudah dilepas ke dalam
sirkulasi, sel-sel darah harus melalui tahap-tahap diferensiasi dan
pematangan khusus.

I.4.1.1 Tempat Terjadinya Hematopoiesis

Pada tahap awal embriogenesis, kantung kuning telur (yolk sac)
adalah tempat utama terjadinya hematopoiesis. Sejak usia 8 minggu
sampai bulan ke 6-7 masa janin, hati dan limpa merupakan organ utama
yang berperan dan terus memproduksi sel darah sampai sekitar 2 minggu
sefelah lahir. Sumsum tulang adalah tempat yang paling penting sejak
usia 6-7 bulan kehidupan janin dan merupakan satu-satunya sumber
darah baru selama masa anak dan dewasa yang normal. Pada masa bayi
seluruh sumsum tulang bersifat hematopoietik tetapi selama masa kanak-
kanak terjadi penggantian sumsum tulang oleh lemak yang sifatnya
progresif di sepanjang tulang panjang sehingga pada masa dewasa,
sumsum tulang hematopoietik terbatas pada tutang rangka sentral seria

ujung-ujung proksimal os femur dan humerus.
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Gambar 1. Gambaran r.'lligmm sel induk pJurputen sumsum tulang dan jalur-jalur sel
yang berasal darinya. (Sumber : Hoffbrand AV. Pettit JE. Moss PAH. Kapita Selekta
. Ed. 4. 2001. Teremahan oleh Lyana Setiawan. Jakarta, Penerbit Buku

Kedokteran EGC, 2005, hal. 2)
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Gambar 2. Pembentukan fagosit neutrofil dan monosit. Eosinofil dan basofil juga dibentuk
dalam sumsum tulang dengan suatu proses yang serupa dengan neutrofil. (Sumber :
Hoffbrand AV. Peltit JE. Moss PAH. Kapita Sefekta Hewnalologi. Ed. 4. 2001. Terjemahan
obeh Lyana Setiawan. Jakarta; Penerbit Buku Kedokteran EGC; 2005, hal 106)
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Gambar 3. Kinetika pembentukan neutrofil, (Sumber ; Hoffbrand AV. Pettit JE. Moss
PAH. Kapita Selekla Hematolpgl. Ed. 4. 2001. Terjamahan oleh Lyana Setiawan. Jakarta:
Penerbit Buku Kedokteran EGC; 2005, hal 107)

1.4.1.2 Sel Induk, Diferensiasi dan Faktor Pertumbuhan

Diduga bahwa semua sel-sel darah berasal dari suatu sel induk tipe
tunggal di dalam sumsum tulang. Karena sel-sel ini dapat menghasilkan
semua tipe sel darah, maka sel ini disebut sebagai sel induk pluripoten.
Sel-sel ini berproliferasi dari satu turunan sel yang akan menjadi limfosit
(sel-sel limfoid), dan turunan yang lain akan membentuk sel-sel mieloid
yang berkembang di dalam sumsum tulang (granulosit, monosit, eritrosit,
dan megakariosit). Kedua sel ini disebut sel induk multipoten.

Sel induk multipoten berproliferasi membentuk anak sel dengan
potensial yang berkurang. Sel progenitor uni- atau bipotensial
menghasilkan sel prekusor (sel blas) di dalam mana karakteristik morfologi
berdiferensiasi untuk pertama kali, mengarahkan kepada tipe sel yang
akan dibentuk. Kecepatan mitosis dipercepat dalam sel progenitor dan sel
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Gambar 3, Kinettka pembeniukan neulrofil. (Sumber | Hoffbrand AV. Petiit JE. Moss
PAH. Kapila Selekia Hematologl. Ed. 4. 2001, Terfjemahan oleh Lyana Setiawan. Jakarta;
Penerbil Buku Kedokteran EGC; 2005, hal 107)

I1.4.1.2 Sel Induk, Diferensiasi dan Faktor Pertumbuhan

Diduga bahwa semua sel-sel darah berasal dari suatu sel induk tipe
tunggal di dalam sumsum tulang. Karena sel-sel ini dapat menghasilkan
semua tipe sel darah, maka sel ini disebut sebagai sel induk pluripoten.
Sel-sel ini berproliferasi dari satu turunan sel yang akan menjadi limfosit
(sel-sel limfoid), dan turunan yang lain akan membentuk sel-sel mieloid
yang berkembang di dalam sumsum tulang (granulosit, monosit, eritrosit,
dan megakariosit). Kedua sel ini disebut sel induk multipoten.

Sel induk multipoten berproliferasi membentuk anak sel dengan
potensial yang berkurang. Sel progenitor wuni- atau bipotensial
menghasilkan sel prekusor (sel blas) di dalam mana karakteristik morfologi
berdiferensiasi untuk pertama kali, mengarahkan kepada tipe sel yang

akan dibentuk. Kecepatan mitosis dipercepat dalam sel progenitor dan sel
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prekursor, menghasilkan sejumlah besar sel-sel yang matang dan
berdiferensiasi dalam sumsum tulang. Sel progenitor dapat menghasilkan
sel progenitor yang lain dan sel prekursor, sedangkan sel prekursor hanya
dapat menghasilkan sel darah yang matang. Oleh karena itu
hematopoiesis merupakan hasil proliferasi dan diferensiasi sel bersamaan,
kontinyu yang dihasilkan dari sel induk yang potensialnya telah dikurangi
bersamaan dengan laju perkembangannya.

Hematopoiesis tergantung pada adanya kondisi lingkungan mikro
yang sesuai dan faktor pertumbuhan. Kondisi lingkungan mikro disediakan
oleh selsel stroma organ hematopoietik, yang menghasilkan suatu
matriks ekstraselular yang penting. Sekali kondisi lingkungan yang
dibutuhkan tersedia, perkembangan sel darah bergantung pada fakior
yang mempengaruhi proliferasi dan diferensiasi sel. Zat-zat ini disebut
faktor pertumbuhan, faktor perangsang-koloni (colony stimulating
factor/CSF), atau hematopoietin (poietin). Faktor pertumbuhan
hematopoietik adalah hormon glikoprotein yang mengatur proliferasi dan
diferensiasi sel-sel progenitor hematopoietik dan fungsi selsel darah
matur. Faktor-faktor pertumbuhan bekerja terutama dengan merangsang
proliferasi (aktivitas mitogenik) dari sel-sel imatur, merangsang diferensiasi

dan meningkatkan fungsi sel-sel yang matang.




I1.4.1.3 Pematangan Granulosit

Granulosit dan monosit darah dibentuk dalam sumsum tulang dari
suatu sel prekursor yang sama. Pasa keadaan stabil atau normal,
kompartemen penyimpanan sumsum tulang mengandung 10-15 kali dari
jumlah granulosit yang ditemukan dalam sel darah tepi. Setelah
pelepasannya dari sumsum tulang, granulosit hanya menghabiskan waktu
6-10 jam dalam darah sebelum pindah ke dalam jaringan tempat mereka
melaksanakan fungsi fagositiknya.

Mieloblas adalah sel imatur yang paling dapat dikenali di dalam seri
mieloid. Mieloblas memiliki kromatin yang tersebar merata dan nukleoli
dapat dilihat. Pada tahap berikutnya, promielosit ditandai oleh sitoplasma
basofiliknya dan granula azurofilik. Granula ini mengandung enzim
lisosomal dan mieloperoksidase. Promielosit menghasilkan 3 granulosit
yang dikenal. Tanda diferensiasi pertama muncul dalam mielosit di mana
granula spesifik secara bertahap meningkat dalam jumlah dan akhirmya
menempati hampir sebagian besar sitoplasma. Mielosit neutrofilik,
basofilik, dan mielosit eosinofilik menjadi matang dengan pemadatan
nukleus lebih lanjut dan sangat meningkatkan kandungan granula
spesifiknya.

Il.4.1.4 Pematangan Limfosit dan Monosit

Pada kehidupan pascanatal, sumsum tulang dan timus merupakan

organ limfoid primer tempat berkembangnya limfosit. Pada manusia,

limfosit B berasal dari sel induk sumsum tulang. Hingga saat ini masih
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belum jelas apakah sel tersebut diproses diluar sumsum tulang untuk
menjadi limfosit B matur. Pada burung proses ini berlangsung di bursa
Fabricius, tetapi pada manusia belum ditemukan organ yang setara.
Limfosit T juga awalnya berasal dari sel induk sumsum ftulang tetapi
bermigrasi ke timus tempat berdiferensiasi menjadi sel T matur selama
perjalanan dan korteks menuju medula. Progenitor sel limfoid pertama
adalah yang dapat dikenali ialah limfoblas, sebuah sel yang dapat
membelah 2 atau 3 kali menghasilkan prolimfosit. Sel terakhir ini lebih
kecil dan memiliki relafif lebih banyak kromatin padat.

Monoblas adalah sel progenitor yang dapat dikatakan morfologinya
sebenamya identik dengan mieloblas. Diferensiasi selanjutnya
menghasilkan promonosit, sebuah sel besar dengan sitoplasma basofil
dan sebuah inti besar, yang sedikit berekuk. Promonosit membelah 2 kali
dalam perjalanan perkembangannya menjadi monosit. Monosit matang
masuk peredaran darah, bersirkulasi selama lebih kurang 8 jam, dan
kemudian masuk ke jaringan ikat, tempat monosit mengalami pematangan

menjadi makrofag dan berfungsi beberapa bulan lamanya.
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I1.4.2 Jenis-Jenis Leukosit (1,2,19,20)
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Leukosit adalah sel yang mengandung inti. Dalam darah manusia

normal terdapat jumlah leukosit rata-rata 5000-8000 sel per mm®.

Tabel 1. Ukuran dan jumiah leukosit manusia

Sel Ukuran Jumiah
Leukosit 6000 - 1000
Neutrofi 12 - 15 pm 60-70%
Eosinofil 12 - 16 pm 2-4%
Basofi 12 - 15 uym 0-1%
Limfaosit 6= 18 pm 20 - 30 %
Maonasit 12 -20 um 3-B%

(Sumber : Jungueira LC. Cameioro J, Kelley RO, 1905 Histologi Dasar. Ed. 2
Terjemahan oleh Jan Tambayong. Jakarta; Peperbit Buku Kedokteran EGC, 1988, hal,
230).

Berdasarkan jenis granula dalam sitoplasma dan bentuk intinya,
leukosit dapat digolongkan dalam 2 golongan : granulosit (leukosit
polimorfonuklear) dan agranulosit (leukosit mononuklear).
1.4.2.1 Leukosit Granular

Leukosit granular memiliki 2 jenis granula : (1) granula spesifik yaitu
granula yang secara spesifik terikat pada unsur netral atau asam dari
campuran pewarna dan memiliki fungsi khusus, dan (2) granula azurofilik
yang berwarna ungu dan diperkirakan sebagai lisosim serta mengandung
enzim didalamnya. Yang digolongkan dalam granulosit ialah neutrofil,

eosinofil, dan basofil.
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ambar 4. Jenis-jenis leukosit. A = neutrofi; B = eosinofil; C = basofd, D = monosit; E =
limfosit. (Sumber : Hofforand AV, Pettit JE. Moss PAH. Kapita Seiskia Hemalologi, Ed. 4.
2004. Teremahan oleh Lyana Setiawan. Jakarta; Penerbit Buku Kedokteran EGC; 2005,

hal 105)
1. Neutrofil
Sel-sel ini merupakan 60-70 % dari leukosit yang
bersirkulasi, garis tengahnya 12-15 pm. Sel ini mempunyai int
padat khas yang terdiri atas 2-5 lobus, dan sitoplasma yang pucat
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dengan garis batas tidak beraturan mengandung banyak granula
merah muda-biru (azurofilik) atau kelabu biru. Granula tersebut
dibedakan menjadi granula primer yang tampak pada stadium
promielosit, dan sekunder (spesifik) yang tampak pada periode
mielosit dan dominan pada neutrofil matur. Jenis granula berasal
dari lisosom. Granula primer mengandung mieloperoksidase,
fosfastase asam, dan hidrolase asam lainnya, sementara granula
sekunder mengandung kolagenase, laktoferin dan lisozim.

Meutrofil adalah sel berumur pendek dengan wakiu paruh
dalam darah antara 8-7 jam dan jangka hidup antara 1-4 hari.
Sebuah sel neutrofii membentuk pertahanan terhadap infasi
mikroorganisme, terutama bakteri. Sebuah sel neutrofil dapat
memfagositosis 5-20 bakteri sebelum sel neutrofil itu sendiri
menjadi inaktif dan mati.

. Eosinofil

Eosinofil adalah sel yang granulanya memiliki afinitas eosin,
yang berwarna merah sampai merah jingga. Eosinofil jauh lebih
sadikit dari neutrofil dalam darah nomal. Sel ini bergaris tengah 12-
15 pm dan mengandung inti khas bilobus. Retikulum endoplasma,
kompleks Golgi, dan mitokondria belum berkembang. Partiked
glikogen relatif banyak. Cin pengenalan utama ialah adanya banyak

sekali granula spesifik besar dan refraktil memanjang (kira-kira 200
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per sel). Granula tampak mengandung peroksidase dan sejumlah
enzim hidrolitik.

Eosinofil merupakan sel fagosit yang lemah, dan
menunjukan kemotaksis, namum bila dibandingkan dengan
neutrofil, maka eosinofil masih diragukan apakah cukup bermakna
dalam pertahanan tubuh terhadap tipe infeksi yang cukup.
Sebaliknya, eosinofil seringkali diproduksi dalam jumlah besar pada
penderita infeksi parasit, dan bermigrasi ke jaringan yang menderita
infeksi parasit.

Walaupun kebanyakan parasit terlalu besar untuk dapat
difagositosis oleh eosinofil atau sel fagositik lain, namun eosinofil
akan melekatkan difi pada parasit melalui molekul permukaan
khusus, dan melepaskan bahan-bahan yang dapat membunuh
banyak parasit.

Eosinofil juga mempunyai kecenderungan khusus untuk
berkumpul dalam jaringan yang mengalami reaksi alergi, misalnya
dalam jaringan prebronkial paru penderita asma dan dalam kit
setelah mengalami reaksi alergi. Sedikitnya, hal ini sebagian
disebabkan oleh peristiwa dimana sel mast dan basofil ikut serta
berperan dalam reaksi alergi; sel mast dan basofil ini melepaskan
taktor kemotaktik eosinofil yang menyebabkan eosinofil bermigrasi
ke arah jaringan alergik yang meradang. Eosinofil diduga

mendetoksifikasi beberapa substansi pencetus peradangan yang
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dilepaskan oleh sel mast dan basofi, dan barangkali juga
memfagositosis dan menghancurkan kompleks antibodi-alergen,

jadi mencegah proses peradangan setempat.

. Basofil

Kurang dari 1 % leukosit darah adalah basofil dan oleh
karena itu sukar di temukan dalam pemulasan darah normal.
Basofil bergaris tengah 12-15 ym dan mempunyai inti yang kurang
heterokromatik daripada granulosit lain. Intinya terbagi dalam lobus
tidak teratur, namun seringkali terhalangi granula-granula spesifik di
atasnya. Granula spesifik basofil mengandung heparin dan histamin
dan sanggup melepaskan leukotrien, yang menyebabkan kontraksi
lambat pada otot polos. Basofil dapat melengkapi fungsi sel mast
pada reaksi hipersensitif yang cepat dengan bermigrasi (dalam
keadaan khusus) ke dalam jaringan ikat.

Terdapat beberpa persamaan dan perbedaan antara granula

dari basofi dan sel mast Keduanya metakromatik dan
mengandung heparin dan histamin. Sebagai reaksi terhadap
antigen tertentu, basofil dapat melepaskan isi granulanya seperfi
halnya pada sel mast. Meskipun banyak persamaannya, sel mast
dan basofil tidak sama, bahkan pada spesies yang sama pun
mereka memiliki penampilan ultrastruktur berbeda dan berasal dari

sel induk yang berbeda dalam sumsum tulang.
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11.4.2.2 Leukosit Agranular
Leukosit agranular mempunyai sitoplasma yang tampak homogen,
dan intinya berbentuk bulat atau ginjal.
1. Monosit
Agranulosit yang berasal dari sumsum tulang ini bergaris
tengah antara 12-20 pm. Intinya lonjong, berbentuk tapal kuda,
atau berbentuk ginjal dan umunya terletak eksentris. Kromatinnya
kurang padat dan tersusun lebih fibrilar daripada dalam limfosit.
Karena penyebaran kromatin yang baik ini, inti monosit berwarna
lebih pucat daripada inti limfosit besar.
Sitoplasma monosit bersifat basofiik dan seringkali
mengandung granula azurofilik yang sangat halus. Granula-granula

tersebut adalah lisosom. Pada mikroskop elektron, 1 atau 2 anak
inti tampak dalam inti, dan terlihat sedikit retikulum endoplasma
kasar, polirbosom, dan banyak mitokondria kecil. Kompleks Golgi
yang berperan dalam pembentukan granula lisosom terdapat dalam
sitoplasma. Banyak mikrovili dan vesikel pinositotik terdapat dalam
permukaan sel (20).

Monosit hanya sebentar berada dalam sumsum tulang dan
setelah bersirkulasi selama 20-40 jam, meninggalkan darah dan
memasuki jaringan untuk menjadi matur dan melaksanakan fungsi
utamanya. Lama hidup ekstravaskular setelah berubah menjadi

makrofag dapat selama beberapa bulan atau bahkan beberapa
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tahun. Monosit menjalankan fungsi spesifik dalam jaringan yang
berbeda, misalnya kulit, usus, hati dan lain sebagainya (19). Dalam
jaringan tersebut monosit berinteraksi dengan limfosit (sel T) dan
berperan penting dalam pengenalan dan interaksi dar sel

imunokompeten dan antigen (20).

. Limfosit

Limfosit adalah sel yang kompeten secara imunologik dan
membaniu fagosit dalam pertahanan tubuh terhadap infeksi dan
invasi asing lain (18).

Walaupun kebanyakan limfosit dalam jaringan limfoid normal
tampak serupa di bawah mikroskop, tapi sel-sel tersebut secara
jelas dapat dibedakan dalam 2 kelompok besar. Satu kelompok,
yaitu limfosit T, bertanggung jawab dalam pembentukan limfosit
teraktivasi yang dapat membentuk imunitas diperantarai sel, dan
kelompok lain yaitu limfosit B, bertanggung jawab dalam
pembentukan antibodi yang memberikan imunitas humoral (18).

Pembagian fundamental limfosit dalam 2 golongan dapat
dilakukan berdasarkan tempat diferensiasi limfosit dan adanya
protein membran integral tersendiri. Diferensiasi menjadi sel

imunokompeten terjadi dalam sumsum tulang dan dalam timus

{20).
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a. Limfosit T

Sel T juga awalnya berasal dari sel induk sumsum tulang

tetapi bermigrasi ke timus tempat berdiferensiasi menjadi sel T

matur selama perjalanan dari korteks menuju medula. Selama

proses ini ini, sel T yang swareakdif (self-reaktif) dibuang (seleksi

negatif) sedangkan sel T yang memiliki sedikit spesifitas

terhadap molekul antigen leukosit manusia pejamu diseleksi

(seleksi positif) (5).

Sel T umumnya berperan pada inflamasi, aktivasi

makrofag dalam fagositosis, aktifasi dan proliferasi sel B dalam

produksi antibodi. Sel T juga berperan dalam pengenalan dan

penghancuran sel yang terinfeksi virus (5).

Sel T terdiri dari (5) :

Sel T naif (wirgin)
Sel Limfosit naif adalah limfosit matang, belum

berdiferensiasi, belum pernah terpajan dengan antigen dan

menunjukan molekul permukaan CD45RA. Sel ditemukan
dalam organ limfoid primer. Sel naif yang terpajan dengan
antigen akan berkembang menjadi sel T helper 0 (sel Tho)
yang selanjutnya dapat berkembang menjadi sel efektor Th1
dan Th2 yang dapat dibedakan atas dasar sitokin-sitokin

yang diproduksinya. Sel ThO memproduksi sitokin dari kedua
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jenis sel tersebut seperti Interleukin 2 (IL-2), Interferon (IFN)
dan IL-4.

Sel CD4"

Sel T matang yang meninggalkan timus namun belum
terpajan dengan antigen disebut sel T naif. Sel tersebut
dapat masuk sirkulasi, masuk dan menetap di dalam organ
limfoid seperti kelenjar getah bening untuk bertahun-tahun
sebelum terpajan dengan antigen atau mati.

Sel T naif CD4" mengenal antigen yang dipresentasikan
bersama Major Histocompatibility Complex class Il (MHC-I)
dan berkembang menjadi subset sel Th1 atau sel T delayed
type hypersensitivity (sel Tdth) atau Th2 yang tergantung
dari sitokin lingkungan.

IFN-y dan IL-12 yang diproduksi Antigen Presenling Cell
(APC) seperti makrofag dan sel dendritik yang diaktifkan
mikroba merangsang diferensiasi sel CD4™ menjadi Th1/Tdth
yang berperan dalam reaksi hipersensitivitas lambat (reaksi
tipe 4 Gell dan Coombs). Sel Tdth berperan untuk
mengerahkan makrofag dan sel inflamasi lainnya ke tempat
terjadinya reaksi hipersensitivitas tipe lamabt.

Atas pengaruh sitokin IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 yang dilepas sel
mast yang terpajan dengan antigen atau cacing, sel ThO

berkembang menjadi sel Th2 yang merangsang sel B untuk
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meningkatkan produksi antibodi. Kebanyakan sel Th adalah
CD4" yang mengenal antigen yang dipresentasikan di
permukaan sel APC yang berhubungan dengan molekul
MHC-11.

Sel T afi dan T yé

Ada 2 jalur diferensiasi sel T yang dapat dibedakan dari
ekspresi reseptor sel T yang berlainan yaitu y& yang
merupakan populasi minor yang terutama ditemukan di kulit
dan mukosa jaringan saluran cema. Sel T terbanyak
mengekspresikan reseptor aff. Sel T y6 berperan dalam
pertahanan terdepan untuk mengenal mikroba yang masuk
kulit dan mukosa saluran cema. Sel tersebut melepas sitokin
yang mengawali respon inflamasi, menoclong sel B,
mengaktifkan makrofag dan menghancurkan sel sel
terinfeksi virus. Fungsional hal itu sama dengan sel T af.
Perbedaan yang mencolok, sel T y& dapat mengenal antigen
nonpeptida fosfolipid dinding bakter tanpa memeriukan
presentasi dan proses terlebih dahulu oleh APC.

Sel T CD8* (Cyfotoxic T Lymphocyte/CTLS T cytotoxic/ T
cytolytic/ Tc)

Sel T CD8 mengenal antigen yang dipresentasikan
bersama molekul Major Histocompatibilify Complex class /

(MHC-1). Molekul MHC-I ditemukan pada semua tubuh yang
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meningkatkan produksi antibodi. Kebanyakan sel Th adalah
CD4" yang mengenal antigen yang dipresentasikan di
permukaan sel APC yang berhubungan dengan molekul
MHC-II.

Sel T ap dan T3

Ada 2 jalur diferensiasi sel T yang dapat dibedakan dari
ekspresi reseptor sel T yang berainan yaitu y6 yang
merupakan populasi minor yang terutama ditemukan di kufit
dan mukosa jaringan saluran cema. Sel T terbanyak
mengekspresikan reseptor af. Sel T y& berperan dalam
pertahanan terdepan untuk mengenal mikroba yang masuk
kulit dan mukosa saluran cema. Sel tersebut melepas sitokin
yang mengawali respon inflamasi, menoclong sel B,
mengaktifkan makrofag dan menghancurkan sel sel
terinfeksi virus. Fungsional hal itu sama dengan sel T af.
Perbedaan yang mencolok, sel T y& dapat mengenal antigen
nonpeptida fosfolipid dinding bakterd tanpa memerlukan
presentasi dan proses terlebih dahulu oleh APC.

sel T CD8" (Cylotoxic T Lymphocyte/CTL/ T cytotoxic/ T
cytolytic/ Tc)

gel T CD8" mengenal antigen yang dipresentasikan
bersama molekul Major Histocompatibility Complex class |
(MHC-I). Molekul MHC-| ditemukan pada semua tubuh yang
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bernukleus. Fungsi utamanya ialah menyingkirkan sel yang
terinfeksi  virus dengan menghancurkan sel tersebut. Sel
CTUTec akan juga menghancurkan sel ganas dan sel
histoinkompatibel yang menimbulkan penolakan pada
transplantasi. Dalam keadaan tertentu sel CTL/Tc dapat juga
menghancurkan sel yang terinfeksi bakteri intraselular.

Sel T supresor (sel Ts) atau sel T regulator (sel Tr)

Sel T supresor (sel Ts) yang juga disebut Sel T regulator (sel
Tr) berperan menekan aktivitas sel efektor T yang lain dan
sel B. Menurut fungsinya, sel Ts dapat dibagi menjadi sel Ts
spesifik untuk antigen tertentu dan sel Ts nonspesifik. Tidak
ada petanda unik pada sel ini, tetapi penelitian menamukan
adanya petanda molekul CD8". Molekul CD4" kadang dapat
pula supresif.

Kerja sel T regulator diduga dapat mencegah respon sel
Thi. sel T regulator dapat mencegah aktivasi sel T melalui
mekanisme yang betum jelas (kontak yang diperlukan antara
sel regulator dan sel T atau APC). Beberapa sel T regulator
melepas sitokin imunosupresif seperti IL-10 yang mencegah
fungsi APC dan aktivasi makrofag dan Transforming Growih
Factor-f (TGF-B) yang mencegah proliferasi sel T dan

aktivasi makrofag.
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b. Limfosit B

Limfosit B dinamai menurut organ khusus yang
ditemukan pada burung yang dinamai bursa Fabricius. Pada
pada manusia, sel B beraszal dari sel induk sumsum tulang.
Hingga saat ini masih belum jelas apakah sel tersebut diproses
di luar sumsum tulang untk menjadi limfosit matur. Pada burung
proses ini dberlangsung pada bursa Fabricius tetapi pada
manusia tidak ditermukan organ yang sefara (19,21).

Aktivasi sel B diawali dengan pengenalan spesifik oleh
reseptor permukaan. Antigen dan perangsang lain termasuk Th
merangsang proliferasi dan diferensiasi klon sel B spesifik.
Dalam perkembangannya, sel B mula-mula memproduksi
imunoglobulin M (IgM) atau isotip Ig lainnya (seperti lgG, IgE,
lgA dan IgD), menjadi matang atau menetap sebagai sel
memori (5).

Antibodi (imunoglobulin) bekerja terutama melalui 2 cara
untuk mempertahankan tubuh terhadap agen penyakit yaitu
dengan langsung menyerang penyebab penyakit tersebut dan
dengan mengaktifkan sistem komplemen yang kemudian
dengan bebagai cara yang dimilikinya akan merusak penyebab
penyakit tersebut (18).

Akibat sifat bivalen dari antibodi dan banyak tempat

antigen pada sebagian besar agen penyebab penyakit, maka
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antibodi dapat mematikan aktivitas agen penyebab penyakit

tersebut dengan salah satu cara sebagai berikut (18) :

- Aglutinasi, di mana berbagai partikel besar dengan antigen
pada permukaannya, seperti bakteri atau sel darah merah,
terikat bersama-sama menjadi satu kelompok.

- Presipitasi, di mana kompleks molekular dari antigen yang
larut dan antibodi menjadi begitu besar sehingga berubah
menjadi tak larut dan membentuk presipitasi.

- Netralisasi, di mana antibodi menutupi tempat-tempat yang
toksik dari agen yang bersifat antigenik.

- Lisis, di mana beberapa antibodi yang sangat kuat kadang-
kadang mampu langsung menyefang membran sel agen
penyeba penyakit sehingga menyebabkan sel tersebut
robek.

. Sel Natural Killer (Sel NK)

Limfosit terdiri atas sel B, sel T (Th dan CTL) dan sel
Natural Killer (sel NK). Yang terakhir adalh golongan limfosit
ketiga sesudah sel T dan sel B. Jumlahnya sekitar 5-15 % dari
limfosit dalam sirkulasi dan 45 % dari limfosit dalam jaringan.
Sel tersebut berfungsi dalam imunitas nonspesifik terhadap
virus dan sel tumor, Secara morfologis, Sel NK merupakan
limfosit dengan granul besar (Large Granular Lymphocyte/

LGL). Ciri-cirinya yaitu memiliki banyak sekali sitoplasma
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(limfosit T dan B hanya sedikit mengandung sitoplasma), granul
sitoplasma azurofilik, pseudipodia dan nukleus eksentris (5).

Sel NK merupakan golongan limfosit, tetapi tidak
mengandung petanda seperti yang ditemukan pada permukaan
sel B dan sel T. Oleh karena itu disebut sel Nol (0) atau sel
populasi ketiga atau nonTnonB (5).

Sel NK mengandung perforin atau sitolisin, sejenis C9
yang dapat membuat lubang-lubang kecil (perforasi) pada
membran sel sasaran. Perforin/ sitolisin dilepas setelah terjadi
kontak. Hal itu menimbulkan influks ion abnormal dan
kebocoran metabolit esensial dari sitoplasma. Sel-sel NK juga
mengandung granul-granul berisikan TNF-§ dan protease serin
yang disebut granzyme, contohnya fragmentin yang merupakan
protein sitotoksik yang dilepas bila terjadi degranulasi sel NK.
Sitotoksisitas serupa diekspresikan oleh sel CTL/Tc yang juga
mengandung porfirin (3).

Membran sel NK mengandung protein (prolaktin) yang
mengikat perforin, mencegah insersi dan polimerasi dalam
membran sehingga sel NK sendir terhindar dari efek perfarin.
Selain itu sel NK memiliki reseptor untuk bagian konstan dan
antibodi seperti halnya dengan fagosit. Kompleks yang terjadi
antara antibodi dengan dengan reseptornya di permukaan sel

tersebut akan mengaktifkan sel NK sehingga mampu




membunuh sel terinfeksi virus, jamur dan tumor dengan
langsung tanpa bantuan komplemen. Fenomena ini disebut
Antibody Dependent Cell Mediated Cytotoxicity atau Antibody
Dependent Cell Cytotoxicity (ADCC). Sel NK juga melepas IFN-
Y yang mencegah penyebaran virus dar sel terinfeksi. Di
samping sel NK, makrofag dan neutrofil juga berperan pada
ADCC (5).

Sel NK berperan pada imunitas nonspesifik, tidak
memerlukan pajanan dan pengenalan mikroba melalui molekul
MHC. Sel NK secara alamiah sudah merupakan limfosit
sitotoksik yang ditermukan sejak lahir dan berperan pada sistem
imun nonspesifik selular. Jumlah dan aktivitasnya dapat

ditingkatkan oleh sistem imun spesifik antara lain atas pengaruh

IL-2 dan IFN (5).

IL.5 Imunologi Kanker (3,4,5,6)
Sel kanker dikenal oleh tubuh sebagai bahan asing, sehingga

mekanisme imunologi fubuh akan beraksi secara humoral maupun seluler.
Tubuh  mempunyai kemampuan untuk  surveillance  imunitas
(immunosurveillance) terhadap semua sel kanker maupun sel yang

hermutasi untuk mencegah perkembangan sel kanker tersebut, namun

terkadang terjadi immunological escape yaitu sel kanker luput dar

pengawasan sistem imun, sehingga terjadilah kanker. Penderita kanker




sendiri juga mengalami supresi imun tetapi kanker juga mempengaruhi
sistem imun itu sendiri.
I.5.1 Respon Sistem Imun Terhadap Sel Kanker

Sel kanker dikenal sebagai nonself yang bersifat antigenik pada
sistem imunitas sehingga akan menimbulkan respon imun secara selular
maupun humoral.
11.5.1.1 Imunitas Humoral Terhadap Kanker

Imunitas humoral lebih sedikit berperan daripada imunitas seluler
dalam proses penghancuran kanker, tetapi tubuh tetap membentuk
antibodi terhadap sel kanker. Dua mekanisme antibodi diketahui dapat
menghancurkan sel kanker yaitu |

1. Antibody dependent cell mediated cytotoxicity (ADCC)

Pada ADCC antibodi Imunoglobulin G (lgG) spesifik
berikatan terhadap Tumor Associated Antigen (TAA) dan sal efektor
untuk bagian Fc dari molekul lg. Antibodi bertindak sebagai
jembatan antara efektor dan target. Antibodi yang terikat dapat
merangsang pelepasan superoksida atau peroksida dari sel efektor.
Sel yang dapal bertindak sebagai efektor disini adalah limfosit null
(sel K), monosit, makrofag, leukosit polimorfonuklear, dan fragmen
trombosit dan akan mengalami lisis optimal dalam 4-6 jam.

2. Complement dependent cyfotoxicity
Pengikatan antibodi ke permukaan sel tumor menyebabkan

rangkaian peristiwa komplemen klasik dari C 14,2356,7.89.
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Komplemen C akhir menciptakan saluran atau kebocoran pada
permukaan sel tumor. Imunaglobulin M (lgM) lebih efisien dibanding
laG dalam merangsang proses complement dependent cytotoxicity.
I1.5.1. Imunitas Seluler Terhadap Kanker
Pada pemeriksaan patologi-anatomi tumor, seringkali ditemukan
infiltrat sel-sel yang terdiri atas sel fagosit mononuklear, limfosit, sedikit sel
plasma dan sel mastosit. Sistem imun yang nonspesifik dapat langsung
menghancurkan sel tumor tanpa sensitasi sebelumnya. Efektor sistem
imun tersebut adalah sel Tc, fagosit mononuklear, polimorfonuklear, dan
sel NK. Aktivasi sel T melibatkan sel Th dan sel Tc. Sel Th penting dalam
pengerahan dan aktivasi makrofag dan sel NK.
1. Sitotoksitas melalui sel T
Kontak langsung antara sel target dan limfosit T
menyebabkan interaksi antara reseptor spesifik pada permukaan
gel T dengan antigen membran sel target yang mencetuskan
induksi kerusakan membran yang bersifat letal. Mekanisme
penghancuran sel tumor yang pasti belum diketahui walaupun
pengrusakan membran sel target dengan hilangnya integritas
osmotik merupakan peristiwa akhir. Pelepasan limfotoksin (LT),
interaksi membran-membran langsung dan aktifitas T cell
associated enzyme seperti fosfolipase diparkirakan merupakan

penyebab rusaknya membran.
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Interleukin (IL), interferon (IFN) dan sel T mengaktifkan pula
sel NK. Sel ini berbentuk Large Granuwocytic Lymphocyte (LGL).
Kebanyakan sel ini mengandung reseptor Fc dan banyak yang
mengekspresikan antigen sel T. Lisis sel target dapat terjadi tanpa
paparan pendahuluan dan target dapat dibunuh langsung. Sel NK
menunjukan beberapa spesifitas yang lebih luas terhadap target
tumor yang biasanya dibunuh lebih cepat dibandingkan sel normal.
Kematian sel tumor dapat sebagai akibat paparan terhadap toksin
yang terdapat dalam granula LGL, produksi supercksida atau
aktivitas protease serine pada permukaan sel efektor. Secara in
vitro sel NK dapat diaktivasi oleh IFN dan IL-2.

. Sitotoksitas melalui makrofag

Makrofag yang teraktivasi berikatan dengan sel neoplastik
lebih cepat dibanding sel normal. Pengikatan khusus makrofag
yang teraktivasi ke membran sel tumor adalah melalui struktur yang
sensitif terhadap tripsin. Pengikatan akan bertambah kuat dan erat
dalam 1 sampai 3 jam dan ikatan ini akan mematikan sel. Sekali
pengikatan terjadi, mekanisme sitotoksisitas melalui makrofag
berlanjut dengan transfer enzim lisosim, superoksida, protease,
faktor sitotoksis yang resisten terhadap inhibitor protease dan yang
menyerupai limfotoksin.

Makrofag bila diaktifkan oleh limfokin, endotoksin, RNA dan

[FN akan menunjukan aktivasi berupa adanya perubahan
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morfologik, biokimiawi dan fungsi sel. Makrofag yang diaktifikan

biasanya menjadi sitotoksik nonspesifik terhadap sel tumor in witro.

Makrofag dapat pula berfungsi sebagai efektor pada ADCC

terhadap tumor.
11.5.2 Surveillance Imunitas

Surveillance imunitas  (immunosurveillance) adalah  suatu
mekanisme yang digunakan tubuh untuk bereaksi melawan setiap antigen
yang diekspresikan oleh neoplasma.

Fungsi primer dari sistem imun adalah untuk mengenal dan
mendegradasi antigen asing yang timbul dalam tubuh. Dalam surveillance
imun, sel mutan akan dianggap mengekspresikan satu atau lebih antigen
yang dapat dikenal sebagai nonself. Sel mutan dianggap sering timbul
dalam tubuh manusia dan tetapi secara cepat dihancurkan oleh
mekanisme imunologis. Pada tikus yang kehilangan imunitas seluler dan
terpapar agen onkogenik akan lebih cepat timbul tumor. Pemakaian obat
imunosupresif setelah transplantasi ginjal mengalami peningkatan insiden
keganasan (100 kali lebih besar dari kontrol). Ini dianggap merupakan
bukti mekanisme surveillance imunitas.

Sisten imunitas tubuh secara tferus menerus mengadakan
surveillance imun dan menghacurkan sel-sel tubuh yang mengalami
transformasi ganas. Timbulnya kanker dapat dianggap karena adanya

kegagalan sistem imun melakukan surveillance.
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Sel NK ternyata paling berperan dalam surveillance imunitas tumor,
dapat membunuh sel tumor tanpa perlu disensitasi terlebih dahulu. Dalam
surveillance imunitas dianggap ada keadaan imunosupresi yang
menyertai keadaan tumbuhnya tumor, terutama depresi sel NK.

I1.5.3 Immunological Escape

Walaupun ada sistem surveillance imunitas, kanker dapat luput dari
pengawasan sistem imun tubuh bila faktor-faktor yang menunjang
pertumbuhan tumor lebih berpengaruh dibanding dengan faktor-faktor
yang menekan tumor.

Mekanisme luputnya tumor dari pengawasan sistem imun tubuh
adalah sebagai berikut :

1. Ekspresi Major Histocompatibility Complex class | (MHC-1) menurun
pada sel tumor, sehingga tidak dikenali oleh sel Te.

2 Tumor kehilangan ekspresi antigen yang mengaktifkan sistem imun

3. Tumor gagal menginduki sel Tc, karena kebanyakan tumor tidak
mengekspresikan kostimulator atau Major Histocompatibility
Complex class If (MHC-I1).

4. Produk dari sel tumor dapat menekan respon imun, misalnya tumor
memproduksi Transforming  Growth Factor-f (TGF-f) yang
menghambat proliferasi dan fungsi efektor limfosit dan makrofag.

5. Antigen tumor menginduksi toleransi imunologi.

6. Permukaan antigen tumor ditutupi oleh molekul glikokaliks seperti

mukopolisakarida yang mengandung asam sialat.
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1.6 Hitung Leukosit Total

Seringkali banyak yang dapat diketahui tentang keadaan kesehatan
seorang penderita dengan mempelajari secara saksama sajian darah
tepinya. Pertama penyakit tertentu disertai adanya sel darah abnormal.
Kedua, penentuan proporsi relatif jenis-jenis leukosit berbeda (yang
disebut hitung jenis leukosit) memberi keterangan yang dapat membantu
diagnosis. Namun untuk sampai pada diagnosis, sama pentingnya untuk
mengetahui apakah jumlah total leukosit itu normal (disebut hitung leukosit
total) (22).

Terdapat 2 cara untuk menghitung leukosit dalam darah tepi. Yang
pertama adalah cara manual dengan memakai pipet leukosit, kamar
hitung dan mikroskop. Cara kedua adalah cara semi automatik dengan
memakai alat elektronik. Cara kedua ini lebih unggul dari cara pertama
karena tekniknya lebih mudah dan waktu yang diperiukan lebih singkat.
Keburukan dari alat tersebut adalah harganya yang mahal dan
mengharuskan pemakaian dan pemeliharaan yang sangat cermat. Untuk
itu cara-cara menghitung sel darah secara manual dengan memakai piet
dan kamar hitung tetap menjadi upaya penting dalam laboratorium klinik
(23,24).

Darah diencerkan dalam pipet leukosit, kemudian dimasukan ke
dalam kamar hitung. Jumiah leukosit dihitung dalam volume tertentu,

dengan mengenakan faktor konversi jumlah leukosit per mikroliter darah

dapat diperhitungkan. Larutan pengencer ialah larutan Turk yang




mempunyai susunan larutan gentian violet 1% dalam air 1 ml, asam asetat
giasial 1 ml dan air suling sampai 100 ml. Penambahan gentian violet
bertujuan memberi warna pada inti dan granula leckosit. Larutan ini

memecah eritrosit dan trombosit tetapi tidak leukosit (24,25).
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PELAKSANAAN PENELITIAN

lil.1 Alat dan Bahan yang Digunakan

Alat-alat vyang digunakan adalah kamar hitung (Improved
Neubauer), mikroskop (Novel), timbangan analitik (Sarforius), timbangan
gram (Ohaus), timbangan hewan (Berke/), seperangkat alat kromatografi
cair vakum, labu tentukur 100 mi (Pyrex), mikropipet (Socorex), oven lisirik
(Memmerf), pengocok, alat senfrifus (Hetfich), bejana maserasi, bejana
kromatografi, lampu UV 254 dan 366 nm.

Bahan-bahan yang digunakan adalah levamisol (Askamex®), daun
Parrang Romang (Boehmeria virgata Guillem), air suling, Natrium
CMC, metanol, etil asetat, heksan, kloroform, HzS04 10%, larutan Turk,

lempeng KLT Silika Gel F 254 (E. Merck) dan Silika Gel 60 PF 254

(E.Merck).

IIl.2 Penyiapan Sampel Penelitian

ll.2.1 Penyiapan Sampel
Sampel daun Parrang Romang (Boehmeria virgafa Guillem) diambil

dari Malino, Kabupaten Gowa, Sulawesi Selatan. Sampel daun tersebut
diambil pada pagi han. Sampel daun yang dikumpulkan dibersihkan dari
kotoran dan dicuci dengan air bersih lalu dikeringkan dengan cara

diangin-anginkan, terindung dari  sinar  matahar  langsung.

37




Sampel yang telah kering kemudian dipotong-potong kecil dan siap
digunakan sebagai bahan penelitian.
lil.2.2 Ekstraksi Sampel

Sampel yang telah dipotong-potong kecil sebanyak 500 g
dimasukan ke dalam bejana maserasi kemudian ditambahkan pelarut
metanol secukupnya dan didiamkan terendam selama 12 jam, kerudian
ditambahkan pelarut metanol sampai seluruh sampel terendam sempuma
selama 3 hari sambil sesekali diaduk. Bejana maserasi ditutup rapat,
disimpan dalam tempat yang terlindung dari sinar matahar langsung.
Filtrat disaring, ampasnya diekstraksi kembali dengan menggunakan
pelarut metanol. Ekstrak cair yang diperoleh dikisatkan dengan rotavapor
sampai diperoleh ekstrak kental dan ditimbang.
l.2.3 Partisi Pelarut

Partisi pelarut dilakukan dengan metode partisi cair padat.
Sebanyak 30 gram ekstrak metanol kental ditambahkan et asetat
sebanyak 100 mi dan dihomogenkan dengan magnetik stirer kemudian
disentrifus sehingga terpisah antara ekstrak etil asetat sebagai supernatan
dan bagian yang tidak larut sebagai endapan. Pengerjaan dilakukan
berulang sehingga proses partisi sempuma. Untuk mendapatkan hasil
pemisahan yang balk, ekstrak etil asetat dan endapan dimonitor profil

kompanen kimianya dengan menggunakan kromatografi lapis tipis.
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lll.2.4 Isolasi dengan Kolom Kromatografi Cair Vakum
I1l.2.4.1 Penyiapan Kolom Kromatografi Cair Vakum

Kolom Kromatografi Cair Vakum dan labu penampung terlebih
dahulu dibilas dengan kloroform-metanol (1:1), selanjutnya kolom
dipasang di atas labu penampung dan dalam kolom dimasukan fase diam
(silika gel 60 PF 254) dan dihubungkan dengan pompa vakum hingga
silika gel mampat. Eluen yang paling pertama digunakan yaitu eluen yang
paling non polar dimasukan dalam kolom untuk membantu pemampatan
fase diam.
III.2.4.2 Penyiapan Sampel Kolom Kromatografi Cair Vakum

Sebanyak 2 gram ekstrak etil asetat yang diperoleh dari hasil partisi
ekstrak kental metanol kemudian ditambahkan silika gel 60 PF 254 sedikit
demi sedikit sambil diaduk merata hingga kering, campuran tersebut
kemudian dimasukan ke dalam kolom dan diletakan kertas saring di atas
sampel.
lil.2.4.3 Fraksinasi Komponen Kimia

Ekstrak etil asetat yang diperoleh dari hasil partisi ekstrak kental
metanol selanjutnya di KLT dan diamati profil KLT-nya untuk menentukan
fase gerak yang akan digunakan pada kromatografi cair vakum.
Berdasarkan profil KLT tersebut ekstrak etil asetat difraksinasi lebih lanjut
menggunakan kromatografi cair vakum dengan fase diam silika gel dan
fase gerak heksan, heksan-etil asetat (25:1; 20:1; 15:1; 1001, 5:1; 1:1); etil

asetat, etil asetat-metancl (1:1; 1:5); dan metanol (2 kali). Fraksi-fraksi
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yang diperoleh diuapkan kemudian dimonitor profil KLT-nya menggunakan
fase gerak heksan-etil asetat (3:1) serta divisualisasi dengan sinar UV 254
nm, 366 nm, dan H;30, 10%. Fraksi dengan profil KLT yang sama
digabung. Fraksi-fraksi gabungan tersebut kemudian diuji efek

peningkatan aktifitas leukositnya.

1.2 Pembuatan Sediaan-Sediaan Uji
3.1 Pembuatan Larutan Koloidal Natrium CMC 1%.

Sebanyak 1 gram Natrium CMC dimasukan sedikit demi sedikit ke
dalam air suling panas (suhu 70° C) sambil diaduk dengan pengaduk
elektrik hingga terbentuk larutan koloidal dan dicukupkan volumenya
hingga 100 mi dengan air suling.

II1.3.2 Pembuatan Suspensi Levamisol :

Sebanyak 20 tablet Askamex® (levamisol) ditimbang dan dihitung
bobot rata-rata 1 tablet lalu kemudian diserbukan. Sebanyak 941,77 mg
serbuk yang setara dengan 68,25 mg levamisol ditimbang dan dimasukan
dalam lumpang, ditambahkan larutan koloidal Natrium CMC 1% sedikit
demi sedikit dan digerus sampai homogen. Suspensi dimasukan dalam
labu tentukur 100 mi dan dicukupkan volumenya. (Perhitungan konversi
dosis dan pembuatan suspensi levamisol dapat dilihat pada lampiran V)
111.3.3 Pembuatan suspensi Fraksi

Dua belas fraksi hasil Kolom Kromatografi Cair Vakum yang telah
digabung menjadi 4 fraksi berdasarkan kesamaan profil KLTnya, dibuat

suspensi dengan menggunakan larutan koloidal Natrium CMC 1% sebagai
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pembawa. Konsentrasi yang disiapkan untuk masing-masing fraksi
disesuaikan dengan perhitungan dosis yaitu 8,3 pg/g BB mencit; 17 p/g
BB mencit dan 25 pg/g BB mencit. Untuk dosis 8,3 pg/g BB mencit yang
setara dengan 0,0249% biv dibuat dengan menimbang fraksi sebanyak
249 mg kemudian digerus dalam lumpang sambil ditambahkan sedikit
demi sedikit larutan koloidal Natrium CMC 1% sampai terbentuk suspensi
yang homogen, dimasukan dalam labu tentukur 100 ml dan dicukupkan
volumenya. Untuk dosis 17 p/ig BB mencit yang setara dengan 0,051% biv
dan dosis 25 pg/g BB mencit yang setara dengan 0,075% biv digunakan
cara yang sama dengan menimbang fraksl masing—masing 51 mg dan 75
mg. (Perhitungan dosis dan pembuatan suspensi fraksi etil asetat dapat

dilihat pada lampiran V).

lil.4 Pelaksanaan Uji Efek Peningkatan Aktivitas Leukosit Mencit
lll.4.1 Penyiapan dan Pemilihan Hewan Uji

Ill.4.1.1 Penyiapan Hewan Uji
Hewan uji yang digunakan adalah mencit jantan (Mus musculus)

yang sudah dewasa, sehat dan aktivitas normal dengan bobot badan
antara 25 — 30 gram. Hewan-hewan tersebut diadaptasikan dengan
lingkungan sekitarmnya selama 1-2 minggu. Mencit jantan disiapkan
sebanyak 42 ekor yang dibagi dalam 14 kelompok masing-masing terdiri
darl 3 ekor. Kelompok | adalah kelompok kontrol positif yang diberi
suspens! levamisol, kelompok |l adalah kelompok kontrol negatif yang

diberi larutan koloidal Na CMC 1% dan kelompok Il sampai dengan
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pembawa. Konsentrasi yang disiapkan untuk masing-masing fraksi
disesuaikan dengan perhitungan dosis yaitu 8,3 pg/g BB mencit; 17 p/g
BB mencit dan 25 pg/g BB mencit. Untuk dosis 8,3 pg/g BB mencit yang
setara dengan 0,0249% biv dibuat dengan menimbang fraksi sebanyak
24,9 mg kemudian digerus dalam lumpang sambil ditambahkan sedikit
demi sedikit larutan koloidal Natrium CMC 1% sampai terbentuk suspensi
yang homogen, dimasukan dalam labu tentukur 100 ml dan dicukupkan
volumenya. Untuk dosis 17 p/g BB mencit yang setara dengan 0,051% biv
dan dosis 25 pglg BB mencit yang setara dengan 0,075% biv digunakan
cara yang sama dengan menimbang fraksi masing—masing 51 mg dan 75

mg. (Perhitungan dosis dan pembuatan suspensi fraksi etil asetat dapat

dilihat pada lampiran V).

lll.4 Pelaksanaan Uji Efek Peningkatan Aktivitas Leukosit Mencit
lil.4.1 Penyiapan dan Pemilihan Hewan Uji

I1l.4.1.1 Penyiapan Hewan Uji

Hewan uji yang digunakan adalah mencit jantan (Mus musculus)

yang sudah dewasa, sehat dan aktivitas normal dengan bobot badan

antara 25 — 30 gram. Hewan-hewan tersebut diadaptasikan dengan

lingkungan sekitarmya colama 1-2 minggu. Mencit jantan disiapkan

sebanyak 42 ekor yang dibagi dalam 14 kelompok masing-masing terdiri

darl 3 ekor. Kelompok | adalah kelompok kontrol positif yang diberi

suspensi levamisol, kelompok 11 adalah kelompok kontrol negatif yang

diberi larutan koloidal Na CMC 1% dan kelompok Il sampai dengan
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ke

lompok XIV adalah kelompok perlakuan yang masing-masing diberi
suspensi fraksi 1, 2, 3 dan 4 dengan dosis 8,3 pglg BB mencit; 17 pig BB
mencit dan 25 pg/g BB mencit.

11.4.1.2 Pemilihan Hewan Uji

Hewan uji mencit jantan diseleksi dengan memilih mencit jantan
yang memiliki jumlah leukosit total yang normal pada rentang bawabh.
lil.4.2 Perlakuan Terhadap Hewan Uji

Hewan uji yang telah diukur kadar leukosit awal dan diseleksi
diberikan suspensi fraksi, suspensi levamisol sebagal kontrol positif, dan
larutan koloidal Natrium CMC 1% sebagai kontrol negatif selama 12 hari
secara oral, Setelah 4 hari, diambil darah mencit dari vena ekor dengan
memotong ekor sedikit kemudian dihitung jumiah leukosit. Hal yang sama

dilakukan pada hari ke-8 dan han ke-12.

iil.5 Perhitungan Jumiah Leukosit Total (24,25)
gebanyak 0,38 mi larutan Turk dimasukan kedalam tabung reaksi,

lalu ditambahkan 20 I darah, dan campur hingga homogen. Kemudian

dimasukan ke dalam kamar hitung dan dibiarkan selama 2-3 menit dan

dihitung dibawah rikroskop-

Jumiah leukosit yand dihitung sama dengan jumiah leukosit per

volume darah yang dihitung () dikalikan faktor pengenceran. Bila jumiah

leukosit dalam ke 4 bidang besar adalah N, maka :

Jurnlah leukosit = %n 20/ uldarah




1.6 Pengumpulan dan Analisis Data
Data dikumpulkan dari hasil perhitungan jumiah leukosit total d
selanjutnya dianalisa secara statistik dengan metode Rancangan Faktorial

dan dilanjutkan dengan uji beda jarak nyata Duncan.




BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

IV.1 Hasil Pengamatan

Maserasi 500 g daun parrang romang menghasilkan 60 g ekstrak
metanol kental sebagai ekstrak awal dengan nilai rendamen sebesar 12 %
(perhitungan rendamen dapat dilihat pada lampiran VI). Sebanyak 30 g
ekstrak metanol kental dipartisi dengan pelarut efil asetat dan diperoleh
ekstrak efil asetat dan bagian tidak larut etil asetat. Fraksinasi ekstrak etil
asetat menghasilkan empat fraksi yaitu fraksi 1, 2, 3, dan 4 {gambar 5)

Rata-rata hasil perhitungan jumiah leukosit fotal masing-masing
fraksi sebelum dan sesudah perlakuan dapat dilihat pada tabel berikut :

Tabel 2. Rata-rata hasil perhitungan jumiah leukosit total

Perlakuan Harlked | Harike-4 | Harike-8 | Harl ke-12
Kontrol Positif BBET 10867 8800 7600
Kontrol Negatif B400 6500 6950 7350
Fraksi 1, dosis 25pg/g BB 6963 10333 B300 7187
Fraksi 1, dosis 17 pg'g BB 5800 11000 5133 B8B6T
Fraksi 1, dosis 8,3 pgfg BB 5733 8718 7800 6900
Fraksi zl dosis 25pg/g BB 6083 10600 5133 7450
Fr*.'ilm;rzr dosis 17 pg/g BB 5667 10250 8133 T067
Fraksi 2. dosis 8,3 polg BB 5733 8850 7683 6850
Fraksi 3: dosis 25ug/y BB 57aT 11467 0833 :E
Fraksi 3, dosis 17 pglg BB 6800 L4 :;]? et
Fraksi 3, dosis 8,3 uglg B8 | 6250 :g:: e o
Fraksi 4, dosis 25ug/g B8 ﬁﬂﬂ‘; . = o
:::; :' i ;TET::EHE ::a 9217 7800 717
44
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) Iv.2 Fﬂ'ﬂ!hﬂhﬂsqn

Sampel daun parrang fomang (Boshmeria virgata Guilem) yang

telah dikeringkan dan dipotong-potong kecil, diekstraksi dengan metode

maserasi yang merupakan metode penyarian secara dingin dan paling

sederhana di antara metode lain, yaitu dengan cara merendam sampel
dalam cairan penyari yang sesuai. Metode maserasi dipilih karena
memperhatikan sifat fisik daun yang lunak. Sampel dimaserasi dengan
cairan penyari metanol untuk mengekstraksi komponen kimia baik yang
polar maupun non polar.

Daun parrang romang yang telah kering dipotong-potong kecil
terlebih dahulu untuk memperuas permukaan sampel sehingga kontak
dengan cairan penyar lebih luas, dan proses penyarian dapat
berlangsung dengan baik. Sebelum diekstraksi, sampel direndam terlebih
dahulu dengan cairan penyari metanol secukupnya dan dibiarkan

terendam selama 12 jam. Hal ini dilakukan karena pada saat dikeringkan,

lapisan air dalam sel daun menguap sehingga terjadi pengerutan dan pori-

pori kemudian berisi udara. Agar penyarian dapat berjalan dengan baik,

maka udara dalam pori-pori harus dihilangkan dan diganti dengan cairan

yari. Proses ini disebut pembasahan dan dimaksudkan untuk
penyari.

sebesar-besarnya kepada cairan penyari
memberikan kesempatan yang

suki seluruh pori-pori dalam sampel sehingga mempermudah
mema

aketraksi selanjutnya.
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Ekstrak metg i
nol kental yang diperoleh selanjutnya dipartisi dengan

metode cair padat dan diperoleh ekstrak et asetat dan bagian yang tidak

larut etil asetat. Pemisahan ekstrak metanol kental dengan etil asetat

bertujuan untuk memisahkan antara senyawa yang bersifat lebih polar dan
kurang polar dari ekstrak metanol. Pelarut efil asetat bersifat kurang polar
sehingga akan melarutkan senyawa yang bersifat kurang polar. Prinsip ini
dikenal sebagai sifat “like dissolve like”, artinya pelarut akan melarutkan
senyawa yang tingkat kepolarannya sama dengan pelarut tersebut (26).
Untuk mendapatkan hasil pemisahan yang baik, ekstrak etil asetat,
bagian tidak larut efil asetat dan ekstrak metanol awal sebagai
pembanding dimonitor profil kemponen kimianya secara kromatografi lapis
tipis menggunakan fase diam silika gel F 254 dan fase gerak heksan-eti

asetat (3:1 }.' Profil KLT telah menunjukan pemisahan kelompok senyawa

pada visualisasi dengan sinar UV 254 nm, UV 366 nm dan pereaksi

semprot Hz504 10% (gambar 7)

Ekstrak etil asetat hasil partisi cair padat difraksinasi lebih lanjut

menggunakan kolom kromatografi cair vakum dengan eluen yang dibuat

kat kepolarannya, dimulai dari
berturut-turut heksan-etil asetat (25:1; 20:1; 15:1:

yang paling kurang polar
bergradien ting

yaitu heksan kemudian
i -4: 1:5); dan metanal (2
j otil asetat-metanol (1:1;

10:1: 5:1; 1:1); etil asefat.
Ergmdhl'l dﬂﬂklﬂan ﬂ-ﬂr se

rkan derajat kepolarannya.

nyawa dapat terpisah-pisah
kali). Elusi b

dengan baik berdasa
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Hasil pemisahan ekstrak et asetat dengan metode kromatografi

cair vakum diperoleh 12 fraksi dan selanjulnya fraksi tersebut digabung

berdasarkan kesamaan profil KLT dan dari prases ini didapatkan 4 fraksi

gabungan. Profil KLT hasil kromatografi cair vakum dapat dilihat pada

gambar berikut :

1 | -]

E &

§

' ] L]
» T % e B = =
1 | 2 5 s __i _ I_..” I:_—..- ~
1 2 . e

Gambar 5. Profil kromatografi lapis tipis hasdl kromatografi cair vakum ekstrak etil asetat,
1 = fraksi gabungan 1; 2 = fraksi gabungan 2; 3 = fraksi gabungan 3; 4 = fraksi gabungan
4. (Panjang lempeng 8 cm; lebar lempeng 13 em; jarak elusi 6,5 cm; fase diam silika gel
F 254; fase gerak heksan-elil asetal 3 1: visualisasi dengan H;S0, 10%)

Peningkatan jumiah leukosit total yang diamati pada sebelum dan

hari ke 4, 8 dan 12 setelah perlakuan dapat dilihat pada gambar berikut :
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Gambar 6. Histogram perubahan jumiah leukosit otal sebelum dan setelah perlakuan

Berdasarkan rasio perubahan jumiah leukosit total yang ditunjukan
pada histogram diatas, nampak adanya peningkatan jumlah leukosit total
pada hari ke-4 dan kembali menurun pada hari ke 8 dan hari ke-12.
peningkatan jumiah leukosit total pada kelompok kontrol pesitif dan
kelompok yang diberi suspensi fraksi lebih besar dari kelompok kontrol
kontrol positif dan fraksi meningkatkan

negatif, sehingga dapat dikatakan

jumlah leukosit total. Hal ini didukung dengan pernyataan bahwa leukosit

setelah dikeluarkan dari tempat pembentukannya hanya memiliki waktu

bersirkulasi yang singkat dalam darah (6-10 jam untuk granulosit dan 20-

40 jam untuk monosi) kemudian mas
ngsinya (19,20). Histogram diatas juga menunjukan

h leukosit tertinggi terjadi pada fraksi 3 dengan

rsentase rata-rata kenaikan adalah

uk dalam jaringan untuk

melaksanakan fu

bahwa peningkatan jumia
dosis 17 pg/g BB mencit dengan pe

sebesar 100, 99%.
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milah | i i
jumlah leukosit total mencit. Kontrol positif berbeda tidak nyata dengan

fraksi 1 de
ngan dosis 25 dan 17 pgigBB mencit, fraksi 2 dengan dosis 25

dan 17 po/gBB mencit, fraksi 3 dengan dosis 25 dan 8,3 pg/gBB dan fraksi
4 dengan dosis 25 pg/gBB mencit, terhadap perubahan jumiah leukosit
total. Analisis statistik juga menunjukan bahwa jumlah leukosit total pada
masing-masing harl pengamatan (hari ke-0, 4, 8 dan 12) berbeda sangat
nyata.

Leukosit dan sel-sel jaringan didalamnya teribat dalam pertahanan
selular dan humoral terhadap materi asing, termasuk diantaranya sel
kanker. Mekanisme humoral pada destruksi kanker adalah melalui lisis
oleh antibodi dan kemplemen, opsonisasi melalui antibodi dan komplemen
dan hilangnya adhesi oleh antibady. Mekanisme selular pada destruksi

kanker adalah melalui destruksi oleh sel CTV/Tc, sel NK dan makrofag. Sel

yang berperan sebagai ofektor dalam mekanisme humoral adalah

monositmakrofag dan leukosit
yang menjadi sel efektor adalah sel CTITc,

polimorfonuklear (granular), sedangkan

pada mekanisme humaoral

monosit. dan sel NK (4.5)-
kan untuk mengetahul pengaruh hasil fraksinasi

romang terhadap sistemn imun melalui

Penelitian ini dilaku
ekstrak efil asetat daun parang

‘ lihat
peningkatan aktivitas leukosit dengan Me

peningkatan jumiah leukosit

penel'rl"lan lebih lanjut untuk dapat dikatakan bahwa

tatal. Masih diperlukan |
punyal ofek sebagal antikanker dengan

hasil fraksinasi tersebut mem




akfifitas imunostimulator, Akgn tetapi, dari teori dan pembahasan
dikemukakan

imunoterapi bagi penanganan kanker, melalui
perbanyakan leukosit dan selsel jaringan didalamnya, dan juga

meningkatkan akfivitasnya untuk pelepasan sitokin yang dapat
menghambat atau membunuh sel tumor,

yang

Sebelumnya bahwa peningkatan  aktivitas leukosit
berhubungan dengan peningkatan sistem imun, secara tidak langsung
dapat dihubungkan dengan




BABY
KESIMPULAN DAN sARAN

Dari hasil penelitian dan pembahasan, dapat diambil kesimpulan
sebagal berikut :

1. Hasil fraksinasi ekstrak efil asetat daun parrang romang
(Boehmeria virgata Guillem) yaitu fraksi 1 dengan dosis 25 dan 17
pg/gBB, fraksi 2 dengan dosis 25 dan 17 pg/gBB, fraksi 3 dengan
dosis 25 17 dan 8,3 pg/gBB, dan fraksi 4 dengan dosis 25 pg/gBB
dapat meningkatan jumiah leukosit total pada hari ke-4 setelah
perlakuan dengan presentase kenaikan berturut-turut sebesar
47 97%: 89.65%; 74,26%; B0,87%; 98,85%; 100,99%; 68% dan
B7%.

2. Fraksi yang memiliki akfivitas tertinggi 4dalah fraksi 3 dengan dosis

17 pglgBB mencit (100,96%) yang berbeda sangat nyata dengan

kontol positif (58,25%).

V.2 Saran |
isolasi dan identifikasi lebih lanjut dari hasil

daun parrang romang yang dapat

Perlu dilakukan

fraksinasi ekstrak etil asetat

' it total.
meningkatkan jumiah leukosit

e e e— = =
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Sk |
ema Kerja Ekstraks; :ian_ thksham Daun Parrang Romang
Mena virgata Guillem).

Daun Parang Romang
L (Boehmeria virgata Guillem)

Maserasi dengan metanol

¥
() (o)
Diuapkan
lEkstmk Metanal Hmlaﬂ
Partisi dengan Etil Asetat
¥

[ﬂdaRLEnﬂEtHAﬂmJ [ v i et ]

Fraksinasi dengan KCV
[ Fraksi-Fraksi _]

= KLT
- Fraksi dengan profil
KLT sama digabung

[ kaﬁi Gﬂt“-'”gan j

i

Suspensi Fraksi

; B dan
25 pglg BB mencit




Lampiran ||

Skema Kerj i
Keria Pengujian Efek Peningkatan Aktifitas Leukosit

[ Mencit Jaman

(Mus musnurus:

E

- Pemeliharaan

Suspensi Fraksi
25 pa/g BB mencit

8,3 uglg BB; 17 w/g BB dan

- Panyesugian

Total Leukosit Awal

[ Pengukuran Jumiah

- Pemilihan

Perizkuan pada mencit

C

y ;

Hahrnpnk_‘\'r Kelompok I

-
Kelompok i Kelompok h Kelompok
Kontrol Kaontrol Pertakuan Perlakuan Perlakuan
MNegatif Positif Suspensi Suspensi Suspensi )
Na CMC 1% Suspensi Fraksii,2,3,4 Fraksi 1,2,3.4 Fraksi 12,3,
Levamisol Dosis Dosis Dosis
B3 pg/g BB 17 polg BB 25 ug/g BB
Mencit Mencit Mencit
. \ AN W, ¥1_-/

Hari ke-4, 8 dan 12

r Darah

J

!

Hitung Total Leykosit Dengan J

Mengguna

kan Kamar Hitung

o e dan Perbatasen |

Kesimpulan

i




Lamipiran ||

Data Biologis Mencit (Mus musculus) (28)

Lama hidup
Masa tumbuh
Suhu tubuh (°C)

Pubertas
Kecepatan respirasi

per menit

Konsumsi makanan
harian (g)

Konsumsi minuman
Harian (ml)

Tekanan darah

Volume darah

Sel Darah Putih
Neutrofil
Limfosit
Eosinofil
Monosit

Basofil

1-2 tahun, dapat sampai 3 tahun
8 bulan

378-302
6 minggu
91-218

5-8

130 — 160 sistol, 102 — 110 diastol
75 — B0 mlkg { 7,5 % BB)

6 - 15 x 10° mm’

10 - 40 %

55 — 85 %

0-4%

01-35%

0-03%
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Lampiran 1y

Perhi i
erhitungan Konvers; Dosis dan Pembuatan Suspensi Levamisol

Dosis Levamisol 25 mglkg BB
Faktor Konversi manusia (70 ka) ke mencit (20 g) =0,0026
Dosis mencit - 25mg/kg = T0kg x 0,0026 = 0,455 mg

: . 30g
Untuk mencit30g - EE:: 0:455mg = 0,6825mg

Volume pemberian : 1 ml

12;:“' x0,6825mg = 68.25mg

Untuk 100 ml suspensi ;

Tersedia tablet Askamex® yang mengandung levamisol 25 mg/tablet,
Berat 20 tablet - 6,8984 g

Berat rata-rata 1 tablet : 0,34497 g (344,97 mg)

Berat yang diperlukan : 68,25 mg

i . 6825mg Q4177
Yang ditimbang ' 26mg 344 97 mg =94177mg

Jadi. sebanyak 941,77 mg serbuk tablet Askamex® (yang setara dengan

68,25 mg levamisol) ditimbang dan disuspensikan dengan larutan koloidal

Na CMC 1% sampai 100 mi.




Lampiran v
Perhitungan Dosis dan Pembuatan Suspensi Fraks

A. Dosis 8,3 uglg BB mencit

Untuk mencit 30 gram : 30 GxB83pgfgBB =249 pg

=0,249 mg
Volume pemberian 1 m|

100ml

Untuk suspensi 100 mi :
1ml

x0,249mg = 249mg (0,0249 %b/v)

B. Dosis 17 pg/g BB mencit

Untuk mencit 30 gram : 30 g x 17 pg/lg BB =510 pg
=0,510mg
Volume pemberian 1 ml

Untuk suspensi 100 ml 12&?‘ x 0510mg = 51mg (0,051 %biv)

C. Dosis 25 pg/g BB mencit

Untuk mencit 30 gram . 30 g x 25 pg/g BB =750 g
=(,750 mg

Volume pemberian  ° 1ml

00 : 120! g750mg =75mg (0,075 %bA)
Untuk suspensi C Il
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Lampiran v
Pﬂmittmgan Rendamen

Rendamen = Berat ekstrak yang diperoleh (gram)
Berat sampe! (gram)

x 100%

Berat ekstrak yang dipercieh adalah &0 g, dan berat sampel yang
ditimbang adalah 500 mg, maka :

Rendamen = E?D*"]gﬂm%:m%




Menggun
Tabel 3. Data hasil parhiyy

asil Ferhi!ungan Jumiah Leukosit Total
akan Rancangan Faktorial

[ swiosl —

I_;‘_ nish leukosit total,
Sediaan Uj i Replikasi Rata-
ke- | ] n Totah Rata
0 7800 | 8200 | eBO00 | 20600 | 6866.56T
Kontral Positif 4 11400 | 10200 | 11000 | 32800 | 10866.67
B S800 | BB00| @000 | 26400 BBO0
12 8400 | 8000 | 6400 | 22800 7600
Sub Total 37200 | 33000 | 32200 | 102400 | 8533.333
[ 6300 | 6800 | 6000 | 19200 6400
Kontrol Negatif 4 6760 G000 5850 | 19500 6500 |
B 8560 | 6300 | 6000 20850 6850
132 8550 | 450 | 7050 | 22050 7350
Sub Total 30150 | 26550 | 24900 | 81600 800
0 G000 | 7050 | 7000 | 20950 | 6983.333
- 4 8800 | 11200 | 11000 | 31000 | 10332.33
ol Y20 gy ee 8 7000 | 6600 | 9300 | 24900 | 8300
12 B450 | B300 | 8700 | 23450 | 7816.667
SubTotal 28250 | 36050 | 36000 | 100300 | 8358.333
0 6000 | 5200 6200| 17400 5800
4 11000 | 11600 | 10400 [ 33000 | 11000
Fraksi 1; 17 po/oBB 37400 [ 1n400 | 9600 | 27400 | 9133.333
12 7000| 6400 | 6600 | 20000 | 6666.667
1 33600 | 32800 | _ 97600 8150 |
_Sub Tola 0 35;?.2 5200 | 6200 | 17200 | 5733.333
r 00D | 9150 | G000 | 26150 | B716.667
Fraksi 1; 8,3 Hg/gB8 —3 7000 | 8100 | 7400 | 23400 | 7800
m | e e srso| TS
" Sub Total ~ %ﬁ ?gg B T tat0 [ eases
o | mool a0y R s
- BB 5 8000 | 27
Fraksi 2; 25 pgfg B 1% m e g S
12 37800 | 20200 | 32800 | 69800 | B316.667
Sub Total 5500 | 6000 | 5400 17000 | 6666667
g T ) BT T
Fraksi2, 17 pg/gBB [ | 7600 —f—jﬁﬂ ﬁ 21200 | 7066.667
L ﬁ 58050 | 34400 | 83350 | 7779.167
Sub Total —emep | 5200 | 6150 17200 | 6733.333
0 L —esn| 9600 | 8700 | 26850 8950
4 | S 7800 | 23050 | 7683.333
Fraksi 2; 8,3 pg/gBE 8 _.—% gg 7200 | 20550 B&50
12 5o ao0s0 | 29850 | 87650 | 7304.167




Tabel 3. Data hasi| perhitun

s

ﬂ%ﬂiﬂ_
- utan),
Sediaan Uj tht - Repiias
I i
—0 7800 | 7200
: 5200
2 12200| o©s00] 7800 | 28500 | 9833.333
SubToml 10200| 7600 | 5400 | 23200 | 7723.333
= : 43300 | 36100 | 28000 | 107400 B850
6600 | e800| 7o00| 20400 6800
Fraksi 3; 17 pgigBB 4 15200 | 14200 | 11600 | 41000 | 13666.67
8 11200) 12400 | @800 ] 33400 | 11133.33
e 12 10000 9000 | 7epo | 26800 | 8933.333
otal .| 43000 42400 | 326200 121600 | 1013332
0 6000, BODD| 6750 | 18750 8250
Fraksi 3; 8,3 pg/gBB 4 8000 | 10800 | 11700 | 31500 10500
B B200 | 8800 | 8800 | 25800 BE00
143 7200 | 6200 7800 | 21000 7000
SubTotal . | 30400 | 31800 34850 [ 97050 | 80875
0 5700 | 6700 | 6000 | 17400 5800
s 4 10800 | 10850 | 10800 | 32550 | 10850
gl 8 7350 | @250 | 8000 | 23600 | 7866.667
12 6900 | 6750 7000 | 20650 | 6863.333
_ Sub Total 30750 | 31650 | 31800 | 94200 7850
0 5700 sooo| 7000 | 17700 5900
i 4 8100 | 9200 | 9800 27100 | 9033.333
12 5800 | 5800 | 7800 | 15400 | 6466.667
olal 25200 | 26200 | 33200 | B5600 | 7133.333
‘Sub Total : 5400| 6400 | 6600 | 18400 | 6133333
4 G000 | 0800 | B850 | 27650 | 9216.667
Fraksi 4; 83 pg/gBB 4 8500 | 7900 | 7200 | 23700 7900
12 7400 7200 BTE0 21350 | T116.667
. - 30400 | 31300 20400 ] 81100 | 7581.667
EuThuEF 454000 | 446650 | 445750 | 1347300 | 8019.643
Analisis jumiah kuadrat :
_ 1347300° _ 40p04864820
1. FK 3x 14 x4
2, 44400% +...+ 67507 )-FK
2. JK Total = (7600° +11
= 660740180
2
45490{11 +4.qﬁﬂﬁﬂ’+445?59 ]—FH
3. JK Kelompok = 14x4

= 008305




= 5350385133

. JK Galat =
JK Total - gk Kelompok — JK Kombinasi Perlakuan

= 660740180 - 908305 - 93503813

= 124793361 7
. JK Sediaan Uji = (t02400° + 816002 +...+911007)
x4 —FK
= 1129493485 7
. JK Hari _ (2807507 + 425850° + 3552007 « 3055007 ) FK
Ix14 -
= 357898870,5

. JK Interaksi = JK Kombinasi Perdakuan - JK Sediaan Uji — JK Hari

= 5350385133 —112040346,7 - 357898870,5
= 541902986, 1

. Derajat Bebas (db)
a. db kelompok =3-1=2

b. db kombinasi perlakuan =56-1=53

- db sediaan uji =44-1=13

- db hari =4-1=3

- db interaksi =55-13-3=239
c. dbgalat =167-2-55=110

d. db fotal sipetixa)-Teld




Tabel 4. Hasil analisis gy
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Eﬂ.ﬂﬂsmﬂl:;tﬁmadammr:m b poyeuh utama dan interaksi sediaan uji dan hari
il db | Jumiah
Keragam Kuadrat
Relompok |51l _| Tengan | " {1y
Kombinasi per. | 55 55&2“5““ 454152,500 0,4003™ | 3,08 | 482
- sediaan uji 3 1119455133 8727972 960 55748* | 148 | 1,72
- hari 3 35?39?&6'T 8586411285 |  7,6505™ | 1,85 | 2,36
- interaksi g 0.51119.2096235 | 1051575 | 2.70 | 298
Galat B4190296.1 | 1645005028 |  1,4508™ | 151 | 179
10 | 124793381,7 | 1134485 108 ' ' ]
Total 167 | 660T40180.0 '
Keterangan : NS = tidak nyala
= sangat nyata
Kesimpulan :

Pemberian sediaan dan hari pengamatan berpengaruh sangat nyata
terhadap jumlah leukosit total mencit jantan, sedangkan interaksi sediaan

uji dan hari pengamatan tidak berbeda nyata.

KK = ¥KTG _ 00%
KK . V1134485106 000 _ 43289
8019.643

Keterangan : karena nilai koefisien keragaman (KK) besar yakni 13,28 %

maka akan dilanjutkan dengan analisis uji beda jarak nyata Duncan.

1. Perbandingan keragaman sediaan uji

JMTD{[ . P[:_:‘P_ﬂ- Si
_ [KTG
Sy " Yrxn
" _ 1134485,106
¥ Ixd
[ = 307 47
! 307 47

JNTDgos = Po.osip.110)-

JNTDgot = Pootpt10- 307 47




Tabel 5. Perbandingan rata-rata keragaman sediaan uji.
Sadiaan Bada ryalta pada Jamk P =
g Fata-rata 2 3 4 ] [} T a ] 10 11 12 13 14
A B8533.333 -
B EBOO 173333 -
c BI58.333  1588.33™ s =
o B & 208.33 1350 383,53 -
E T28T A B52.5 1070.83" 4875 124583 -
F BNGEET  1020.17°  1B6ET 4187 151657 21666 -
G TITO6T 5375 451867 37083 5TRT ETRAT TBAAT -
H T304, 167 475 10125 16.67 84583 106417 BO4MT  1ZERATT -
I am50 164563 63333 B33y 16626 ] ER1ET Fal g 41687 -
J 1013333 11633 282616~ 181684 1816.86™ 2045537 1983.33% (177460 3333.13% 1589.96™ -
K BOS7.5 204583 8625 7E3.33 30833 22947 BOD 62.5 Z70.83 12878 44583 -
L 7850 ¥[rs 28 11t B45.83 T0.83 456 67 s62.45 300 508.33  1050° 68333 -
M 7133333 TIE6T  S5417°  2B90.80% 181667 17083 64583 11833 15447 101667 1ZEst 33333 fanom -
N PEI1EET 45833 258.33 49583 2875 187.5 75 AT B5833 2 TEE6T 7187 04187
2.85 305 3,12 18 322 3.26 3.29 am 334 3.36 338 34
3.86 298 408 41 4.17 4. 4.28 4328 4.32 435 4.37 438
907.036 §3I7.7E3S GEG308  GTT.7ES  ©BOOS3 1002352 1011576 10208 102885 1033.080  1038.248 1045286
1337 46% 1343644 1346718

Passgisn 26
ElmA. 271
E..—.U.Ei..._._ﬂlh-..mu.-. BEJ.B18
JNTD g = PGy 1140.714

Keterangan :

A
B
c
D
E
F
G
H
|
d
K

1294448 1306 T4T 1319048 13E3.27

1185854 1223731 1248.328 1263702  1282.15

= Kontrol Positif

= Kontrol Negatif

= Fraksi 1; dosis 25 pg/g BB

= Fraksi 1; dosis 17 pg/o BB

= Fraksi 1; dosis 8,3 pg/g BB
= Fraksi 2; dosis 25 pg/g BB

= Fraksi 2; dosis 17 pg/o BE

= Fraksi 2; dosis 8,3 pg/g BB
= Fraksi 3; dosis 25 ug/g BB

= Fraksi 3; dosis 17 pg/g BB

= Fraksi 3; dosis 8,3 ug/g BB

L = Fraksi 4, dosis 25 pg/g BB
M = Fraksi 4; dosis 17 pygig BB
N = Fraksi 4; dosis 25 yg/g BB
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Kesimpulan

Kont itif 1
ntrol positif tidak berbeda nyata dengan fraksi 1 dosis 25; 17

HG/gBB, fraksi 2 dosis 25; 17 ug/gBB. fraksi 3 dosis 25; 8,3 g/gBB,

dan fraksi 4 dosis 25: 8 3 HalgBB.

Kontrol negatif tidak berbeda nyata dengan fraksi 1 dosis 8,3
Hg/gBB, fraksi 2 dosis 8,3 gigBB dan fraksi 4 dosis 17; 8,3
Hg/gBB.

Fraksi 1 dosis 25 pg/gBB tidak berbeda nyata dengan fraksi 1 dosis
17 pg/gBB, fraksi 2 dosis 25; 17 ug/gBB, fraksi 3 dosis 25 8,3
pg/gBB dan fraksi 4 dosis 25 pg/gBB.

Fraksi 1 dosis 17 pg/gBB tidak berbeda nyata dengan fraksi 1 dosis
8.3 pg/gBB, fraksi 2 dosis 25; 17; 8,3 ug/gBB, fraksi 3 dosis 25; 8,3
pg/gBB dan fraksi 4 dosis 25: 17; 8,3 pa/gBE.

Fraksi 1 dosis 8,3 pg/gBB tidak berbeda nyata dengan fraksi 2
dosis 17: 8,3 pg/aBB, fraksi 3 dosis 8,3 po/gBB dam fraksi 4 dosis

25: 17; 8,3 pg/gBB.
25 pg/gBB tidak berbeda nyata dengan fraksi 2 dosis

3 dosis 25; B,3 pg/oBB dan fraksi 4 dosis 25;

Fraksi 2 dosis
17: 8,3 po/gBB, fraksi
8,3 pg/gBB.

Fraksi 2 dosis 17 pg/gBB tidak berbeda nyata dengan fraksi 2 dosis

s 6 BB dan fraksi 4 dosis 25; 17;
fraksi 3 dosis 25: 8,3 po'g
8.3 po/gBB,

B|3 I-'Q-’QEE“




Fraksi i
2 dosis 8,3 fidak berbeda Nyata dengan fraksi 3 dosis 25
H9/gBB dan fraksi 4 dosis 25: 17: 8,3 HgigBB.

Fraksi 3 dosis 8,3 pgigBR fidak berbeda nyata dengan fraksi 4
dosis 25 dan 8,3 Hg/gBB.

Fraksi 4 dosis 25 ug/gBB tidak berbeda nyata dengan fraksi 4 dosis
17 dan 8,3 pg/gBB.

— Fraksi 4 dosis 17 pg/gBB tidak berbeda nyata dengan fraksi 4 dosis
8,3 pg/gBB.

2. Perbandingan keragaman hari
JNTD,  =Papy. S

Sy - £e

r=m
5 _ [1134485106
¥ Ix14
55. = 164,35

JNTDoos = Poosis 10 16435
JNTDgg1 = Pogsiprio- 164,35

n hari.
Tabel 6. Perbandingan rala-ata keragaman War o
Hari ke-  Rata-raia 2= 2 2
5208 933

1013929  3030.857"

w  224881" -
g7 143 1682 Oageasm 1064477 |

19 7omasl  MMAIET e 3.05
F'_-_-_-_._ . . -
Pooscs. 1108 3.71 3,86 o~
| Pogreiins ———-=—460.18 484.0325 s
JNTD =5 gog7ags  oad1  GSAIIS




Lampiran viI|
Gambar-Gambar Pelaksanaan dan Hasil

Penelitian

| : 4a B ©C
. - T, |
UV 254 nm UV 366 nm H:50, 10%

Gambar 7. Profil kromalografi lapis lipis eksirak metanol awal, ekstrak etil aselatl dan
bagian tidak lant etil asetat. A= eksirak metanol awal; B = ekstrak etil aselat; C = bagian
ticdak larut efil asetat. (Panjang lempeng & cm; lebar lempeng 3 cm; jarak elusi 6,5 cm;
fase diarn silika gel F 254; fase gerak heksan ° etil asetat 3 ; 1; penampak noda UV 254

nm, UV 286 nm dan HyS0, 10%)
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Gambar 8. Profil kromatografi lapis tipis hasil

(Panjang lempeng & cm
254 fase gerak heksan
H.S0, 10%)

izhar lempeng 13 Cm;
;ati[aﬁetati:tpﬂﬂﬂ

kromatografi cair vakum ekstrak etil asetal,

jarak ehesi 6,5 om, fase diam silika gel F
mpak noda UV 254 nm, UV 366 nm dan




Gambar 9. Faolo Larnidan Turk

i




T Te— = —— - - - - -1-—-——-1

I SRR

e i e il SR g
h'\-“ul.] nfll
ISy PP
it
L isbid

{3 DHLPG o o £ |

i
E

Gambar 12. Fato kamar hitung improved Neubaur
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Gambar 13. Foto tanaman parrang romang {Boehmeria virgata (Forst) Gui 1)
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Gambar 14, Daun pamang fomang
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Dengan hormat,

Bersama ini kami sampaikan hasil identifikasifdeterminasi tumbuhan
vang Saudara kirimkan ke “Herbarium Bogosicnsct, Bidang Botan Pusat
Penclitian Biologi-LIPI Bogor, adalah schagm berikut :

Nao. Ne. Kol | Jenis Suku

—

I | parrang Remang i Bochmeria virgnio CGuillem Llruv;zl.-ttafl |

Demikian, semoga berguna bagi Saudara.

Kepaln Bidang Botnni
Pusal Penclitian Biologi-LIF,

S

. Dr. Eko Baroto Walujo
NIP. 19511104 1975011001
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