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BIRU DAN BUAH JERUK NIPIS (Citrus aurantifolia) TERHADAP JUMLAH
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ABSTRAK

Imunomodulator merupakan senyawa yang dapat memengaruhi sistem imun baik sebagai
imunostimulan maupun imunosupresan dalam menjaga homeostasis tubuh. Gangguan sistem
imun akibat stres oksidatif dan inflamasi dapat memengaruhi fungsi organ imun, termasuk
sumsum tulang sebagai pusat hematopoiesis dan limpa sebagai organ limfoid sekunder. Bunga
telang biru (Clitoria ternatea) dan buah jeruk nipis (Citrus aurantifolia) diketahui mengandung
senyawa bioaktif berupa antosianin, flavonoid, dan vitamin C yang berpotensi sebagai
imunomodulator alami. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak kombinasi
bunga telang biru dan buah jeruk nipis terhadap jumlah sel sumsum tulang dan indeks organ
limpa pada mencit (Mus musculus) jantan.Penelitian dilakukan menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dengan 6 perlakuan dan 4 ulangan menggunakan 24 ekor mencit jantan.
Perlakuan terdiri atas kontrol negatif (Na-CMC), kontrol positif (Imboost), serta kombinasi
ekstrak dosis 250, 500, 750, dan 1000 mg/kgBB yang diberikan secara oral selama 21 hari.
Jumlah sel sumsum tulang dihitung menggunakan hemositometer Neubauer setelah isolasi sel
dari femur mencit dan pewarnaan Trypan Blue, sedangkan indeks organ limpa dihitung
berdasarkan perbandingan berat limpa terhadap berat badan mencit. Data dianalisis
menggunakan uji One-Way ANOVA dan dilanjutkan dengan uji Tukey HSD pada taraf
kepercayaan 95%.Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian kombinasi ekstrak bunga
telang biru dan buah jeruk nipis berpengaruh nyata (p<0,05) terhadap jumlah sel sumsum
tulang dan indeks organ limpa mencit jantan. Pada parameter jumlah sel sumsum tulang, dosis
500 mg/kgBB (K4) menunjukkan rata-rata tertinggi di antara kelompok perlakuan ekstrak,
sedangkan dosis 250 mg/kgBB (K3), 750 mg/kgBB (K5), dan 1000 mg/kgBB (K6)
menunjukkan nilai yang lebih rendah. Pada parameter indeks organ limpa, dosis 750 mg/kgBB
(K5) menghasilkan rata-rata tertinggi dan berbeda nyata dibandingkan kelompok perlakuan
lainnya. Analisis hasil menunjukkan bahwa peningkatan dosis ekstrak tidak selalu diikuti
peningkatan respons biologis. Dosis 500 mg/kgBB merupakan dosis yang paling optimal dalam
mendukung jumlah sel sumsum tulang, sedangkan dosis 750 mg/kgBB memberikan respons
terbaik terhadap indeks organ limpa. Perbedaan respons tersebut mengindikasikan bahwa
kombinasi ekstrak bunga telang biru dan buah jeruk nipis berpotensi sebagai imunomodulator
alami melalui mekanisme yang berbeda pada organ hematopoietik dan organ limfoid sekunder.

Kata kunci: bunga telang biru, jeruk nipis, imunomodulator, jumlah sel sumsum tulang, indeks
organ limpa, mencit.



THE EFFECT OF COMBINED EXTRACT OF BLUE BUTTERFLY PEA
FLOWER (Clitoria ternatea) AND LIME FRUIT (Citrus aurantifolia) ON BONE
MARROW CELL COUNT AND SPLEEN ORGAN INDEX IN MALE MICE
(Mus musculus)

Yolarisa lzzati Khafsah, Fitriyah, Muhammad Asmuni Hasyim

Biology Program Study, Faculty of Science and Technology, The State Islamic
University of Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRACT

Immunomodulators are compounds that can influence the immune system either as
immunostimulants or immunosuppressants in maintaining body homeostasis. Immune
dysfunction caused by oxidative stress and inflammation may affect the function of immune
organs, including the bone marrow as the primary site of hematopoiesis and the spleen as a
secondary lymphoid organ. Blue butterfly pea flower (Clitoria ternatea) and lime fruit (Citrus
aurantifolia) are known to contain bioactive compounds, including anthocyanins, flavonoids,
and vitamin C, which have potential as natural immunomodulators. This study aimed to
determine the effect of a combined extract of blue butterfly pea flower and lime fruit on bone
marrow cell count and spleen organ index in male mice (Mus musculus). The study employed
a Completely Randomized Design (CRD) consisting of six treatment groups with four
replications using 24 male mice. The treatments included a negative control (Na-CMC), a
positive control (Imboost), and combined extract doses of 250, 500, 750, and 1000 mg/kg body
weight administered orally for 21 days. Bone marrow cell counts were determined using a
Neubauer hemocytometer following cell isolation from the femur and Trypan Blue staining,
whereas the spleen organ index was calculated based on the ratio of spleen weight to body
weight. Data were analyzed using One-Way ANOVA followed by Tukey’s HSD test at a 95%
confidence level. The results showed that the administration of the combined extract of blue
butterfly pea flower and lime fruit had a significant effect (p < 0.05) on bone marrow cell count
and spleen organ index in male mice. For the bone marrow cell count parameter, the 500 mg/kg
body weight dose (K4) exhibited the highest mean value among all extract-treated groups,
whereas the 250 mg/kg body weight (K3), 750 mg/kg body weight (K5), and 1000 mg/kg body
weight (K6) doses showed lower values. For the spleen organ index parameter, the 750 mg/kg
body weight dose (K5) produced the highest mean value and differed significantly from the
other treatment groups. The analysis indicated that increasing the extract dose did not always
result in an increased biological response. The 500 mg/kg body weight dose was the most
optimal for supporting bone marrow cell count, whereas the 750 mg/kg body weight dose
produced the best response in the spleen organ index. These differences suggest that the
combined extract of blue butterfly pea flower and lime fruit has potential as a natural
immunomodulator through distinct mechanisms acting on hematopoietic organs and secondary
lymphoid organs.

Keywords: blue butterfly pea flower, lime fruit, immunomodulator, bone marrow cell count,
spleen organ index, mice.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Allah telah menciptakan manusia dalam bentuk yang sebaik mungkin,
sempurna dan seimbang dengan dilengkapi berbagai sistem, salah satunya adalah
sistem imun sehingga yang berperan penting dalam mempertahankan tubuh dari

berbagai penyakit. Allah berfirman dalam surah At-Tin (95):4 yang berbunyi:

€ s (Rl b GuaT IS W
Artinya: “sesungguhnya Kami telah menciptakan manusia dalam bentuk yang sebaik-

baiknya.”(Q.S. At-Tin (95):4).

Kata 5 ol mengandung makna bahwa Allah Swt telah menciptakan makhluk
hidup dengan kesempurnaan dan keseimbangan baik secara fisik maupun fungsional
(Hadidi, 2016). Menurut Shihab (2002) dalam Tafsir Al-Mishbah,frasa tersebut juga
menunjukkan bahwa manusia diciptakan dalam bentuk dan susunan paling sempurna
dibanding makhluk lainnya, baik dari segi fisik, akal, maupun potensi rohani. Ayat ini
secara tersirat menunjukkan bahwa setiap organ tubuh memiliki fungsi yang saling
melengkapi dalam menjaga kelangsungan hidup. Salah satu wujud kesempurnaan
tersebut tampak pada keberadaan sistem imun yang berfungsi melindungi tubuh dari
berbagai agen infeksi dan menjaga kestabilan fisiologis tubuh.

Sistem imun merupakan mekanisme pertahanan kompleks yang berperan
penting dalam melindungi tubuh dari beragam patogen (Shantilal et al., 2018).
Mekanisme ini tidak hanya melibatkan sel dan mediator molekuler, tetapi juga

didukung oleh jaringan serta organ-organ imun yang bekerja dalam menjaga



homeostasis tubuh (Huang et al., 2007; Imran, 2023). Dalam menjalankan fungsinya,
sistem imun didukung oleh organ limfoid primer dan organ limfoid sekunder (Mccomb
et al., 2019). Organ limfoid primer berperan dalam pembentukan dan pematangan sel
imun, sedangkan organ limfoid sekunder berfungsi sebagai aktivasi serta proliferasi sel
imun dalam merespons antigen (Chowdhury et al., 2020). Salah satu organ limfoid
primer yang memiliki peran utama dalam sistem imun adalah sumsum tulang (Mccomb
etal., 2019).

Sumsum tulang merupakan pusat hematopoiesis utama yang bertanggung
jawab terhadap produksi seluruh komponen sel darah (Lee et al., 2020), termasuk
eritrosit, leukosit, trombosit, serta berbagai prekursor sel imun melalui proses
proliferasi, diferensiasi, dan maturasi sel punca hematopoietik (hematopoietic stem
cells) yang berlangsung secara kontinu sepanjang kehidupan (Belyasvsky et al., 2021).
Secara struktural, sumsum tulang tersusun atas komponen hematopoietik dan
komponen stroma. Komponen hematopoietik meliputi sel punca hematopoietik, sel
progenitor, prekursor eritroid, mieloid, limfoid, serta berbagai sel darah yang sedang
berkembang. Sementara itu, komponen stroma terdiri atas sel endotel, fibroblas,
osteoblas, adiposit, dan matriks ekstraseluler yang membentuk lingkungan mikro
hematopoietik (hematopoietic niche) yang berperan dalam mengatur proliferasi,
diferensiasi, serta pemeliharaan sel hematopoietik (Pinho et al., 2018).

Keberadaan berbagai populasi sel tersebut menjadikan sumsum tulang sebagai
indikator penting dalam penelitian imunologi dan imunomodulator. Jumlah sel
sumsum tulang yang dihitung tidak merepresentasikan satu jenis sel tertentu,

melainkan total populasi sel hematopoietik yang terdiri atas sel punca, sel progenitor,



serta berbagai prekursor sel darah dan sel imun pada berbagai tahap perkembangan
(Catlin et al., 2011). Oleh karena itu, perubahan jumlah sel sumsum tulang dapat
digunakan sebagai indikator biologis untuk mengevaluasi aktivitas hematopoiesis dan
respons sumsum tulang terhadap kondisi fisiologis, patologis, maupun paparan
senyawa bioaktif tertentu (Lucas, 2021).

Sumsum tulang yang berasal dari femur dan tibia sering digunakan sebagai
sumber sel hematopoietik karena kedua tulang tersebut memiliki rongga medula yang
luas dengan kepadatan sel hematopoietik yang tinggi (Strober, 2015). Selain
menghasilkan jumlah sel yang memadai, femur dan tibia juga menghasilkan suspensi
sel yang homogen, serta banyak digunakan sebagai standar dalam penelitian
hematologi dan imunologi eksperimental (Tikhonova et al., 2019). Oleh karena itu,
femur dan tibia dipilih dalam penelitian ini karena mampu merepresentasikan aktivitas
hematopoiesis secara optimal dan menghasilkan jumlah sel yang cukup untuk
dilakukan perhitungan jumlah sel sumsum tulang.

Selain sumsum tulang, limpa memiliki peran penting sebagai organ limfoid
sekunder terbesar yang berfungsi dalam filtrasi antigen dari sirkulasi darah, aktivasi
dan proliferasi limfosit, produksi imunoglobulin, serta koordinasi respons imun
humoral dan seluler (Kopp, 1990; Corbin & Vicente, 2008). Limpa menjadi salah satu
indikator penting dalam studi imunomodulator karena perubahan ukuran atau berat
limpa yang dinyatakan dalam indeks organ limpa. Evaluasi terhadap indeks organ
limpa dapat digunakan sebagai parameter biologis untuk menilai perubahan respons
imun dan aktivitas proliferatif jaringan limfoid karena indeks limpa secara luas

digunakan untuk merefleksikan status imunologis, proliferasi jaringan limfoid, serta



kondisi fisiologis maupun patologis sistem imun (Jiang et al., 2021). Bégay et al.
(2022) melaporkan bahwa perubahan ukuran dan indeks limpa berkaitan dengan
kapasitas imunologis, aktivitas hematopoietik, dan kompetensi pertahanan biologis
sehingga parameter ini dapat memberikan gambaran mengenai kondisi serta
keseimbangan sistem imun.

Dalam kondisi tertentu, sistem imun dapat mengalami disregulasi, baik dalam
bentuk penurunan respons imun maupun peningkatan respons imun berlebih yang
memicu inflamasi kronis (Long et al., 2023). Kondisi tersebut dapat dpengaruhi oleh
berbagai faktor, termasuk infeksi yang menganggu homeostasis imunologis melalui
perubahan respons imun dan metabolisme tubuh (Islam et al., 2025), stress oksidatif
yang memicu kerusakan seluler, disregulasi jalur inflamasi (Manful et al., 2025),
paparan toksin yang dapat mengganggu fungsi imun melalui peningkatan reactive
oxygen species (ROS) (Mokarizadeh et al., 2015), serta gangguan metabolik yang
berhubungan erat dengan perubahan fungsi dan regulasi sistem imun (Hu et al., 2024).
Berbagai kondisi tersebut tidak hanya memengaruhi respons imun secara sistemik,
tetapi juga dapat mengganggu fungsi organ-organ imun, termasuk sumsum tulang dan
limpa.

Gangguan pada sumsum tulang dapat menyebabkan perubahan proses
hematopoiesis melalui terganggunya proliferasi, diferensiasi, maupun viabilitas sel
hematopoietik sehingga berdampak pada perubahan jumlah sel sumsum tulang (Ho &
Méndez-Ferrer, 2020). Sementara itu, perubahan respons imun juga dapat
memengaruhi limpa sebagai organ limfoid sekunder yang berperan dalam aktivasi dan

proliferasi limfosit. Kondisi tersebut dapat tercermin melalui perubahan ukuran atau



berat limpa yang dinyatakan sebagai indeks organ limpa (Jiang et al., 2021). Oleh
karena itu, jumlah sel sumsum tulang dan indeks organ limpa dapat digunakan sebagai
parameter biologis untuk mengevaluasi perubahan fungsi hematopoietik dan status
imunologis akibat paparan suatu senyawa.

Keterkaitan antara fungsi sumsum tulang dan limpa menunjukkan bahwa
keseimbangan sistem imun memerlukan mekanisme pengaturan yang mampu
mempertahankan homeostasis imunologis. Salah satu pendekatan yang dapat
digunakan adalah melalui pemanfaatan senyawa imunomodulator. Imunomodulator
merupakan senyawa yang mampu memodulasi aktivitas sistem imun dengan
meningkatkan respons imun pada kondisi imunodefisiensi maupun menekan respons
imun yang berlebihan pada kondisi hiperaktivasi imun atau inflamasi kronis (Saxena
et al., 2012; Iwo, 2024). Dengan demikian, imunomodulator tidak hanya berperan
sebagai imunostimulator atau imunosupresan, tetapi juga sebagai imunoregulator yang
membantu menjaga keseimbangan sistem imun sesuai kebutuhan fisiologis tubuh
(Sahota & Ahmed, 2016; Sharma et al., 2024).

Kondisi disregulasi tersebut menunjukkan bahwa sistem imun memerlukan
mekanisme pengaturan yang mampu mempertahankan keseimbangan respons imun
agar tetap berada dalam kondisi homeostasis (Calder, 2021). Oleh karena itu,
diperlukan senyawa imunomodulator yang berperan dalam memodulasi aktivitas
sistem imun. Imunomodulator dapat bekerja melalui peningkatan respons imun pada
kondisi imunodefisiensi (Ilwo, 2024). Sebalikya, imunomodulator juga dapat menekan
respons imun berlebih pada kondisi hiperaktivasi imun atau inflamasi kronis (Saxena

et al., 2012). Dengan demikian, imunomodulator tidak hanya berperan sebagai



imunostimulator, tetapi juga sebagai immunoregulator yang membantu menjaga
stabilitas sistem imun sesuai kebutuhan fisiologis tubuh (Sahota & Ahmed, 2016).
Kemampuan tersebut menunjukkan bahwa imunomodulator dapat membantu
mempertahankan homeostasis sistem imun dengan menyeimbangkan respons imun
agar tidak berlangsung secara berlebihan (Sharma et al., 2024).

Meskipun imunomodulator sintetis telah banyak digunakan dalam penanganan
berbagai gangguan imunologis, penggunaan jangka panjangnya dilaporkan dapat
menimbulkan efek samping, seperti gangguan pencernaan, reaksi alergi (Scheinfeld,
2003), demam, ruam (Hassan et al., 2015), hingga peningkatan asam urat (You et al.,
2015). Tingginya risiko efek samping tersebut menjadikan produk alami sebagai
alternatif menjanjikan dalam pengembangan imunomodulator. Senyawa yang berasal
dari tumbuhan dinilai lebih aman, mudah diperoleh, dan memiliki mekanisme kerja
multifaktor yang mendukung keseimbangan sistem imun (Middleton et al., 2009).
Tumbuhan diketahui mengandung metabolit sekunder, seperti flavonoid, fenolik,
terpenoid, alkaloid, dan vitamin bioaktif yang berpotensi sebagai imunomodulator
alami (Indriyani et al., 2023).

Berbagai tumbuhan telah diteliti berpotensi sebagai imunomodulator, salah
satunya adalah bunga telang (Clitoria ternatea) biru dan jeruk nipis (Citrus
aurantifolia). Bunga telang biru banyak mendapat perhatian karena kaya akan
antosianin, terutama delphinidin dan turunannya seperti ternatin, yang tidak hanya
berperan sebagai pigmen pemberi warna biru khas (Kazuma et al., 2003), tetapi juga
memiliki aktivitas antioksidan, antiinflamasi, dan imunomodulator (Abidin et al.,

2019). Solanki & Jain (2010) melaporkan bahwa senyawa bioaktif bunga telang



berperan dalam modulasi respons imun melalui penghambatan aktivitas inflamasi,
sedangkan Mukherjee et al., (2008) menyatakan bahwa kandungan flavonoid, fenolik,
dan saponin pada bunga telang turut memperkuat potensi biologisnya

Aktivitas tersebut didukung oleh penelitian Safhi et al., (2022) yang
menunjukkan bahwa ekstrak bunga telang mampu menurunkan ekspresi sitokin
proinflamasi seperti IL-6 dan IL-1f. Paparan inflamasi kronis juga dapat memicu
disfungsi hematopoiesis dan mengganggu homeostasis jaringan imun melalui
perubahan regulasi hematopoietik dan lingkungan mikro sumsum tulang (Ho &
Méndez-Ferrer, 2020). Dengan demikian, kandungan antioksidan dan antiinflamasi
bunga telang berpotensi membantu menjaga keseimbangan sistem imun melalui
penekanan stres oksidatif dan mediator inflamasi yang dapat mengganggu homeostasis
imunologis (Jeyaraj et al., 2022).

Selain bunga telang biru, jeruk nipis (Citrus aurantifolia) juga berpotensi
sebagai imunomodulator karena mengandung flavonoid, minyak esensial, dan vitamin
C dalam kadar tinggi (Ramadaini et al., 2020). Salah satu komponen utama yang
berperan penting dalam sistem imun adalah vitamin C atau asam askorbat, yang dikenal
sebagai antioksidan kuat karena mampu melindungi sel dari kerusakan oksidatif akibat
reactive oxygen species (ROS), sekaligus mendukung aktivitas fagositosis sebagai
bagian dari pertahanan imun bawaan (Carr & Maggini, 2017). Pada sistem imun
adaptif, vitamin C juga berperan dalam mendukung pematangan, proliferasi, dan
viabilitas limfosit T, serta meningkatkan aktivitas sel B dalam produksi antibodi dan

fungsi sel Natural Killer (NK) dalam pertahanan imun (Mikirova et al., 2012).



Sa’adah et al., (2020) melaporkan bahwa senyawa bioaktif jeruk nipis berperan
dalam meningkatkan proliferasi limfosit dan regulasi sitokin imun. Karena proses
pembentukan, proliferasi, dan aktivasi sel imun berlangsung melalui keterlibatan organ
limfoid primer seperti sumsum tulang sebagai pusat hematopoiesis (Janeway et al.,
2001), dan organ limfoid sekunder seperti limfa sebagai lokasi utama respons imun
terhadap antigen (Lewis, Williams, Eisenbarth, et al., 2019), potensi biologis jeruk
nipis tersebut menunjukkan perannya dalam mendukung homeostasis sistem imun
melalui pengaruh terhadap fungsi hematopoietik dan proliferasi jaringan imun.

Potensi imunomodulator jeruk nipis tersebut dapat menjadi lebih optimal
apabila dikombinasikan dengan bunga telang biru yang mengandung berbagai senyawa
bioaktif, terutama antosianin (Kazuma et al., 2003a). Mukherjee et al., (2008)
menyatakan bahwa kandungan senyawa aktif pada bunga telang berkontribusi terhadap
aktivitas antioksidan dan imunomodulator. Kombinasi kedua bahan ini berpotensi
memeberikan efek yang saling mendukung karena vitamin C serta asam organik pada
jeruk nipis dapat membantu meningkatkan kestabilan antosianin bunga telang melalui
mekanisme kopigmentasi (Lu et al., 2021). Kondisi tersebut penting karena kestabilan
antosianin berhubungan dengan kemampuan antioksidannya dalam membantu
menekan stress oksidatif (Jang & Koh, 2023).

Pengendalian stres oksidatif dan inflamasi berlebih berperan penting dalam
menjaga keseimbangan sistem imun serta mendukung fungsi sel imun secara optimal
(Carr & Maggini, 2017). Oleh karena itu, kombinasi bunga telang biru dan jeruk nipis
diduga dapat memberikan aktivitas imunomodulator yang lebih baik melalui aktivitas

antioksidan, antiinflamasi, serta dukungan terhadap proliferasi dan regulasi sel imun



(Sa’adah et al., 2020). Potensi tersebut menjadi penting untuk dikaji lebih lanjut karena

dapat memberikan pengaruh tidak hanya terhadap respons imun secara umum, tetapi

juga terhadap fungsi organ imun seperti sumsum tulang sebagai pusat hematopoiesis

dan limfa sebagai organ proliferasi jaringan imun (Janeway et al., 2001).

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, rumusan masalah dalam

penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.

Bagaimana pengaruh pemberian ekstrak kombinasi bunga telang (Clitoria
ternatea) biru dan buah jeruk nipis (Citrus aurantifolia) terhadap jumlah sel
sumsum tulang pada mencit (Mus musculus) jantan?

Bagaimana pengaruh pemberian ekstrak kombinasi bunga telang (Clitoria
ternatea) biru dan buah jeruk nipis (Citrus aurantifolia) terhadap indeks organ

limpa pada mencit (Mus musculus) jantan?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah:

Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak kombinasi bunga telang (Clitoria
ternatea) biru dan buah jeruk nipis (Citrus aurantifolia) terhadap jumlah sel
sumsum tulang pada mencit (Mus musculus) jantan.

Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak kombinasi bunga telang (Clitoria
ternatea) biru dan buah jeruk nipis (Citrus aurantifolia) terhadap indeks organ

limpa pada mencit (Mus musculus) jantan.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah:
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1. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan data ilmiah mengenai aktivitas
imunomodulator kombinasi ekstrak bunga telang (Clitoria ternatea) biru dan
buah jeruk nipis (Citrus aurantifolia) terhadap jumlah sel sumsum tulang dan
indeks organ limpa pada hewan uji, sehingga dapat memperkaya kajian di
bidang imunologi dan farmakologi bahan alam.

2. Penelitian ini diharapkan dapat menjadi dasar ilmiah dalam pengembangan
kombinasi bunga telang (Clitoria ternatea) biru dan buah jeruk nipis (Citrus
aurantifolia) sebagai bahan alam yang berpotensi digunakan untuk mendukung
fungsi sistem imun, serta menjadi referensi bagi penelitian lanjutan terkait
formulasi dan pemanfaatan produk herbal berbasis kombinasi kedua tanaman

tersebut.

1.5 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:

1. Mencit (Mus musculus) jantan yang digunakan dalam penelitian ini tidak
diberikan paparan infeksi maupun induksi antigen tertentu.

2. Bunga telang yang digunakan dalam penelitian ini adalah bunga telang biru
(Clitoria ternatea) yang diperoleh dari Benih Nusantara Farm Blora, sedangkan
simplisia jeruk nipis yang digunakan adalah buah jeruk nipis (Citrus
aurantifolia) yang diperoleh dari Gubuk Herbal Solo.

3. Parameter sumsum tulang dalam penelitian ini terbatas pada perhitungan
jumlah sel sumsum tulang yang diperoleh dari femur mencit menggunakan
metode perhitungan sel dengan hemositometer/Neubauer chamber, tanpa

mengamati aktivitas proliferasi atau diferensiasi sel.
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Parameter organ limpa dalam penelitian ini terbatas pada pengukuran indeks
organ limpa yang dihitung berdasarkan perbandingan berat limpa terhadap
berat badan mencit, tanpa dilakukan pemeriksaan histopatologi maupun

analisis populasi sel imun lainnya.



BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Sistem Imun

Sistem imun manusia merupakan mekanisme pertahanan yang berperan penting
dalam melindungi tubuh dari infeksi. Sistem ini merupakan jaringan kompleks yang
terdiri dari sel, jaringan, dan organ yang bekerja sama untuk mengenali dan melawan
beragam patogen, termasuk bakteri, virus, jamur, dan parasit (Yoshiura et al., 2006;
Imran, 2023). Secara umum, sistem imun memiliki dua fungsi utama, yaitu melakukan
pengawasan terhadap bahan berbahaya termasuk infektor dan benda asing, serta
memberikan pertahanan tubuh terhadap infektor (Iwo, 2024). Respons imun terhadap
antigen melibatkan beberapa tahapan, meliputi deteksi dan pengenalan benda asing,
komunikasi antar sel, koordinasi respons, serta supresi penginvasi (Fauziah et al.,
2023).

Dalam mnjalankan fungsinya, sistem imun didukung oleh organ limfoid primer
dan sekunder. Organ limfoid primer, seperti sumsum tulang dan timus, berperan dalam
pembentukan dan pematangan sel imun, sedangkan organ limfoid sekunder, seperti
limpa dan kelenjar getah bening, menjadi tempat aktivasi serta interaksi sel imun
dengan antigen (Mccomb et al., 2019). Selain organ, sistem imun juga terdiri dari
berbagai jenis sel efektor, seperti sel natural killer (NK), sel T, sel B-1, sel mast
(Uthaisangsook et al., 2002), dan sel penyaji antigen (Antigen prencenting Cell/APC)
(Mccomb et al., 2019). Sel-sel ini dapat mengenali dan menghancurkan patogen serta

sel yang terinfeksi (Shantilal et al., 2018).

12
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Berdasarkan mekanisme kerjanya, sistem imun dibedakan menjadi sistem imun
bawaan dan sistem imun adaptif (Fauziah et al., 2023). Sistem imun bawaan
merupakan lini pertahanan pertama yang bekerja secara cepat dan nonspesifisik,
sedangkan sistem imun adaptif bekerja secara spesifik terhadap antigen dan memiliki

kemampuan membentuk memori imunologis (Warrington et al., 2011).

2.1.1 Sistem Imun Bawaan

Sistem imun bawaan merupakan sistem pertahanan tubuh yang ada sejak lahir
dan berfungsi sebagai lini pertahanan pertama tubuh terhadap infeksi. Sistem ini
bekerja secara cepat dan nonspesifik untuk mengenali, mencegah, serta menanggapi
infeksi yang disebabkan oleh bakteri, virus, dan jamur (Putra, 2024). Mekanisme
pertahanan imunitas bawaan terjadi segera, dalam hitungan jam setelah patogen masuk
sehingga respons ini tidak memiliki memori imunologis. Secara fungsional, sistem
imun bawaan berperan dalam mengaktivasi sel-sel imun melalui produksi sitokin serta
menginisiasi respons inflamasi. Sistem ini juga berfungsi dalam membersihkan
patogen dan sel yang rusak, serta berperan dalam mengaktvasi sistem imun adaptif
melalui proses presentasi antigen (Warrington et al., 2011).

Sistem imun bawaan merupakan lini pertahanan pertama tubuh yang terdiri atas
dua mekanisme utama. Garis pertahanan pertama bersifat mekanik dan kimiawi, yang
berfungsi sebagai barier fisik untuk mencegah masuknya patogen melalui kulit,
membran mukosa, serta sekresi seperti air mata, saliva, dan asam lambung. Apabila
patogen berhasil menembus barier ini, tubuh akan mengaktifkan garis pertahanan
kedua yang melibatkan mekanisme imun bawaan humoral dan seluler. Pertahanan

humoral diperantarai oleh substansi antimikroba seperti interferon, sistem komplemen,
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protein pengikat besi, dan peptida antimikroba, sedangkan pertahanan seluler
melibatkan fagosit, sel natural killer (NK), serta respons inflamasi dan demam yang
bekerja sinergis dalam menghancurkan patogen (Tate, 2012; Rahadianti et al., 2022).
Komponen seluler dari sistem imun bawaan meliputi granulosit (sel polimorfonuklear),
sel mast, makrofag, dan sel dendritik (Tosi, 2005) yang bertindak cepat dalam
mengenali serta menyingkirkan patogen tanpa melibatkan proses memori imunologis

(Mccomb et al., 2019).

2.1.2 Sistem Imun Adaptif

Sistem imun adaptif merupakan imunitas spesifik yang memberikan respons
terhadap antigen tertentu. Sistem ini akan berkembang ketika sistem imun bawaan
tidak mampu mengeliminasi patogen secara efektif. Fungsi utama sistem imun adaptif
adalah membentuk jalur efektor imunologis yang secara khusus menargetkan dan
mengeliminasi patogen atau sel yang terinfeksi, serta menghasilkan memori
imunologis yang memungkinkan respons lebih cepat pada infeksi berulang (Bonilla &
Oettgen, 2010).

Respons ini melibatkan interaksi antara sel penyaji antigen (Antigen precenting
cell / APC) dengan limfosit T dan B yang berperan dalam pembentukan respons imun
spesifik. Limfosit T berperan dalam respons imun seluler melalui penghancuran sel
yang terinfeksi, sedangkan limfosit B berperan dalam respons humoral melalui
produksi antibodi. Proses ini melibatkan regulasi sitokin yang berfungsi dalam
komunikasi antar sel imun serta penguatan respons imun (Warrington et al., 2011).

Setelah mengalami pematangan di organ limfoid primer (timus dan sumsum

tulang), limfosit akan bermigrasi ke organ limfoid sekunder (kelenjar getah bening dan
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limpa), untuk berinteraksi dengan antigen (lwo, 2024). Organ limfoid primer berperan
dalam pembentukan dan pematangan sel imun, di mana sumsum tulang menjadi tempat
pembentukan sel punca hematopoietik dan maturase limfosit B, sedangkan timus
berperan dalam pematangan limfosit T. Sementara itu, organ limfoid sekunder
berfungsi sebagai tempat aktivasi limfosit melalui interaksi dengan antigen yang
memicu respons imun adaptif (Chowdhury et al., 2020). Respons imun adaptif
selanjutnya menghasilkan respons humoral dan seluler yang bekerja secara spesifik
terhadap antigen (Lewis, Williams, Eisenbarth, et al., 2019). Aktivitas sistem imun
adaptif ini dapat dipengaruhi oleh berbagai senyawa imunomodulator yang mampu
meningkatkan maupun menekan respons imun sesuai kondisi fisiologis tubuh.(Iwo,

2024).

2.2 Sumsum Tulang

Sumsum tulang merupakan jaringan khusus yang berada di dalam rongga
tengah tulang panjang seperti femur dan tibia serta tulang pipih seperti sternum dan
pelvis. Secara umum, sumsum tulang dapat dikategorikan menjadi dua jenis utama,
yaitu sumsum merah dan sumsum kuning (Wawrzyniak & Balawender, 2022).
Sumsum merah merupakan tempat utama terjadinya proses produksi sel darah,
sedangkan sumsum kuning tersusun atas jaringan adiposa (Belyasvsky et al., 2021).

Sebagai organ hematopoietik utama, sumsum tulang memiliki peran penting
dalam produksi seluruh sel darah, termasuk eritrosit, leukosit, dan trombosit melalui
proses hematopoiesis yang berlangsung secara kontinu sepanajng kehidupan. Proses
ini diatur secara ketat oleh interaksi kompleks antara sitokin, faktor pertumbuhan, serta

jalur persinyalan seluler (Belyasvsky et al., 2021). Hematopoiesis di sumsum tulang
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berpusat pada sel punca hematopoietik (hematopoietic stem cells/HSC) yang bersifat
multipotent dan mampu memperbarui diri. Sel ini berdiferensiasi menjadi sel
progenitor yang selanjutnya berkembang menjadi berbagai garis keturunan sel darah,
seperti eritropoiesis, myelopoiesis, dan limfopoiesis (Lee et al., 2020). Proses ini
berlangsung sejak masa janin hingga dewasa dan terus beradaptasi dengan keutuhan
fisiologis tubuh (Moreau, 2017).

Selain sebagai pusat hematopoiesis, sumsum tulang juga berfungsi sebagai
organ imun sentral yang mendukung perkembangan, diferensiasi, dan pemeliharaan
berbagai sel imun (Zhao et al., 2012). Limfosit B mengalami maturase di sumsum
tulang, sedangkan prekursor limfoist T berasal dari sumsum tulang dan bermigrasi ke
timus untuk pematangan lebih lanjut (Wawrzyniak & Balawender, 2022). Secara
struktural, sumsum tulang tersusun atas komponen hematopoietik dan stroma yang
membentuk mikro lingkungan atau niche hematopoietik. Karena perannya sebagai
pusat pembentukan sel darah dan perkembangan sel imun, sumsum tulang menjadi
salah satu parameter penting dalam menilai efek senyawa imunomodulator (Morrison

& Scadden, 2014).

2.2.1 Hematopoiesis pada Sumsum Tulang

Hematopoiesis merupakan proses pembentukan, proliferasi, diferensiasi, dan
maturasi seluruh komponen sel darah yang berlangsung secara kontinu sepanjang
kehidupan untuk mempertahankan homeostasis tubuh (Sawai et al., 2016). Proses ini
berfungsi menggantikan sel-sel darah yang mengalami penuaan, kerusakan, maupun
kehilangan akibat proses fisiologis maupun patologis sehingga jumlah dan fungsi sel

darah tetap terjaga. Pada mamalia dewasa, hematopoiesis terutama berlangsung di
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sumsum tulang merah yang berperan sebagai organ hematopoietik utama dalam
menghasilkan eritrosit, leukosit, trombosit, serta berbagai sel imun yang berperan
dalam sistem pertahanan tubuh (Lee et al., 2020).

Sumsum tulang merah banyak ditemukan pada tulang pipih dan ujung tulang
panjang. Pada mencit dewasa, aktivitas hematopoiesis paling aktif terdapat pada
rongga medula tulang femur dan tibia karena kedua tulang tersebut mengandung
sumsum tulang merah dalam jumlah besar yang kaya akan sel punca hematopoietik dan
sel progenitor. Rongga medula menyediakan lingkungan mikro (hematopoietic niche)
yang mendukung keberlangsungan hematopoiesis melalui interaksi antara sel
hematopoietik dengan sel stroma, pembuluh darah, serta berbagai faktor pertumbuhan.
Oleh karena itu, femur dan tibia menjadi sumber sumsum tulang yang paling sering
digunakan dalam penelitian karena menghasilkan jumlah sel yang tinggi, suspensi sel
yang homogen, serta mudah diisolasi tanpa menyebabkan kerusakan sel yang berarti
(Strober, 2015; Tikhonova et al., 2019).

Proses hematopoiesis diawali oleh hematopoietic stem cells (HSC) yang
memiliki dua sifat utama, yaitu self-renewal, yaitu kemampuan memperbanyak diri
untuk mempertahankan populasi sel punca, serta multipotensi, yaitu kemampuan
berdiferensiasi menjadi seluruh jenis sel darah. Pada tahap awal, HSC mengalami
proliferasi melalui pembelahan sel sehingga menghasilkan HSC baru dan multipotent
progenitor (MPP). Berbeda dengan HSC, MPP memiliki kemampuan proliferasi yang
tinggi, tetapi kemampuan memperbarui dirinya mulai berkurang sehingga lebih
berperan sebagai sel transisi menuju pembentukan berbagai garis keturunan sel darah

(Kiel et al., 2005).
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Tahap berikutnya adalah diferensiasi, yaitu proses ketika MPP berkomitmen

menjadi dua garis keturunan utama, yaitu common myeloid progenitor (CMP) dan

common lymphoid progenitor (CLP). CMP akan berkembang menjadi berbagai

prekursor mieloid yang kemudian mengalami proliferasi dan diferensiasi lebih lanjut

menjadi eritrosit, megakariosit, trombosit, neutrofil, eosinofil, basofil, monosit,

makrofag, dan sebagian sel dendritik. Sementara itu, CLP akan berkembang menjadi

prekursor limfoid yang menghasilkan limfosit B, limfosit T, dan sel natural killer (NK)

yang berperan dalam sistem imun bawaan maupun adaptif (Sawai et al., 2016; Schiirch

et al., 2021).
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Gambar 2.1 Tahapan hematopoiesis (Sawai et al., 2016)
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Setelah proses diferensiasi, setiap prekursor sel darah mengalami maturasi,
yaitu serangkaian perubahan morfologi, struktur inti, sitoplasma, serta ekspresi
molekul permukaan hingga terbentuk sel darah yang matang dan fungsional. Eritrosit
mengalami pematangan melalui tahapan eritroblas hingga menjadi retikulosit dan
akhirnya eritrosit matur. Granulosit berkembang melalui stadium mieloblas,
promielosit, mielosit, metamielosit, band cell, hingga granulosit matur. Megakariosit
mengalami endomitosis sebelum melepaskan trombosit ke dalam sirkulasi. Limfosit B
menyelesaikan proses maturasinya di sumsum tulang, sedangkan prekursor limfosit T
bermigrasi menuju timus untuk menjalani pematangan lebih lanjut sebelum dilepaskan
ke sirkulasi sebagai limfosit T matur (Zhao et al., 2012).

Keberhasilan proses hematopoiesis dipengaruhi oleh berbagai faktor yang
bekerja secara sinergis. Faktor intrinsik meliputi regulasi genetik dan faktor transkripsi
yang mengendalikan proliferasi serta diferensiasi sel hematopoietik. Sementara itu,
faktor ekstrinsik berasal dari lingkungan mikro sumsum tulang (hematopoietic niche)
yang tersusun atas osteoblas, sel endotel, fibroblas, adiposit, megakariosit, makrofag,
serta matriks ekstraseluler. Komponen-komponen tersebut menghasilkan berbagai
sitokin dan faktor pertumbuhan, seperti stem cell factor (SCF), interleukin (IL),
granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF), erythropoietin (EPO), dan thrombopoietin (TPO) yang
berfungsi mengatur pembentukan, proliferasi, diferensiasi, migrasi, dan maturasi sel
hematopoietik sehingga keseimbangan produksi sel darah tetap terjaga (Pinho et al.,

2018; Xu et al., 2024).
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Pada jaringan sumsum tulang normal, aktivitas hematopoiesis ditandai oleh
keberadaan berbagai tahap perkembangan sel hematopoietik yang meliputi
eritropoiesis, leukopoiesis, dan trombopoiesis. Kompartemen hematopoietik tersusun
padat oleh sel punca, sel progenitor, serta berbagai prekursor eritroid, mieloid, limfoid,
dan megakariosit yang tersebar di antara sinusoid dan jaringan stroma (Romaniuk et
al., 2016). Oleh karena itu, jumlah sel sumsum tulang dapat digunakan sebagai
indikator aktivitas hematopoiesis karena mencerminkan keseluruhan populasi sel
hematopoietik pada berbagai tahap perkembangan, mulai dari HSC, sel progenitor,
hingga sel-sel prekursor yang sedang mengalami proliferasi, diferensiasi, dan maturasi

sebelum dilepaskan menjadi sel darah matur di sirkulasi.

s l;s'

Gambar 2.2 Histologi sumsum tulang normal pada mencit (Xu et al., 2024)

2.1.2 Faktor yang Mempengaruhi Jumlah Sel Sumsum Tulang

Produksi sel darah yang berlangsung secara berkelanjutan sepanjang hidup
suatu organisme memerlukan sistem yang diatur secara ketat namun tetap adaptif.

Dalam kondisi fisiologis, keseimbagan anatar pembaruan diri dan diferensiasi harus
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dikontrol dengan baik untyuk memastikan produksi sel darah matang yang sesuai
(Catlin et al., 2011). Pengaturan ini penting untuk menjaga proporsi sel eritrosit,
mieloid, dan limfoid dalam tubuh. Dalam konsep klasik, sel punca hematopoietik
(hematopoietic stem cells/HSC) berada di puncak hierarki dan memiliki kemampuan
pembaruan diri (Busch et al., 2015).

Sel punca hematopoietik (HSC) ditemukan dalam jumlah yang relatif sedikit,
dan sebagaian besar berada dalam keadaan tidak aktif dengan frekuensi pembelahan
yang sangat rendah. Sebagian besar proses hematopoiesis dalam kondisi normal
didukung oleh progenitor multipoten (MPP) yang berada di hilir. HSC dan MPP secara
bersama-sama disebut sebagai hematopoietic stem and progenitor cells (HSPC), yang
berperan dalam mempertahankan produksi sel darah melalui kemampuan pembaruan
diri dan diferensiasi yang terkoordinasi (Laurenti & Gottgens, 2018). Selain itu, sinyal
inflamasi atau infeksi dapat mengubah nasib HSC, keluaran garis keturunan, serta
fungsi sel, sehingga menambah kompleksitas dalam regulasi hematopoiesis (King &
Goodell, 2011).

Sel punca hematopoietik berada dalam lingkungan mikro sumsum tulang yang
dikenal sebagai hematopoietic niche. Niche ini merupakan jaringan multiseluler yang
terdiri atas berbagai jenis sel seperti fibroblas, sel endotel, osteoblas, adiposit, dan
kondrosit, serta komponen matriks ekstraseluler yang berfungsi untuk mendukung,
melindungi, dan mengarahkan aktivitas HSC (Mendelson & Frenette, 2014). Gangguan
pada interaksi dalam niche, baik akibat infeksi, penyakit kronis, maupun penuaan,
dapat memengaruhi perilaku HSC dan mengubah hasil hematopoiesis (Helbling et al.,

2019). Berbagai kondisi seperti infeksi, penyakit kronis, kanker, obesitas, dan penuaan
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diketahui dapat memodulasi hematopoiesis serta menyebabkan perubahan jangka
panjang pada sel hematopoietik (Schultze et al., 2019). Perubahan ini seringkali
ditandai dengan ketidakseimbangan produksi sel darah, seperti peningkatan produksi
sel mieloid (Mitroulis et al., 2018). Selain itu, rangsangan inflamasi sistemik juga dapat
memperburuk kondisi melalui pembentukan biasa pada garis keturunan mieoloid
(Christ et al., 2018).

Cedera hematopoietik sumsum tulang juga dapat terjadi akibat berbagai kondisi
patologis yang mengganggu produksi dan diferensiasi sel hematopoietik. Mekanisme
ini meliputi penuaan, paparan radiasi, induksi bahan kimia, infeksi, peradangan, serta
interaksi dengan penyakit non-hematopoietik, yang pada akhirnya dapat menyebabkan
mielosupresi dan perubahan komposisi sel. Selain faktor patologis, paparan senyawa
bioaktif tertentu juga berpotensi memengaruhi jumlah sel sumsum tulang melalui
stimulasi proliferasi, aktivitas antioksidan, maupun efek toksik yang bergantung pada

dosis paparan (Long et al., 2025).

2.1.3 Respon Proliferasi Sumsum Tulang terhadap Dosis Senyawa Bioaktif

Proliferasi sel sumsum tulang dipengaruhi oleh berbagai faktor internal maupun
eksternal, termasuk sitokin, faktor pertumbuhan, lingkungan mikro sumsum tulang,
serta tingkat stress oksidatif. Dalam kondisi fisiologis, kadang reactive oxygen species
(ROS) yang rendah diperlukan sebagai molekuk persinyalan untuk mendukung
proliferasi dan diferensiasi hematopoietic stem cells (HSC). Namun, peningkatan stress
oksidatif berlebih dapat menyebabkan kerusakan DNA, gangguan siklus sel, apotopsis

dan penurunan kapasitas regeneratif sumsum tulang. Oleh karena itu, respons



23

proliferasi sum sum tulang sangat sensitive terhadap berbagai paparan senyawa
bioaktif, termasuk yang berasal dari bahan herbal (Jang & Sharkis, 2007).

Respons biologis terhadap paparan suatu senyawa sangat dipengaruhi oleh
dosis, yang dapat mengikuti konsep hormesis atau biphasis dose-response. Hormesis
menjelaskan bahwa dosis rendah hingga sedang dapart memberikan efek stimulative
atau protektif melalui aktivasi mekanisme adaptif seperti peningkatan sistem
antioksidan, perbaikan DNA, dan stimulasi proliferasi sel (Calabrese, 2018),
sedangkan, dosis tinggi cenderung menyebabkan efek penghambatan atau toksisitas
(Mattson, 2008). Calabrese (2018) menjelaskan bahwa pola hormesis umunya
membentuk kurva J-shaped atau inverted U-shaped, di mana terdapat rentang dosis
optimal yang menghasilkan efek stimulatif maksimum sebelum akhirnya menurun
akibat efek toksik. Dalam konteks proliferasi sel sumsum tulang, konsep ini menjadi
landasan penting untuk memahami bahwa variasi dosis paparan data menghasilkan
respons proliferative yang berbeda, sehingga evaluasi berbagai tingkat dosis diperlukan
untuk menentukan rentang dosis optimal suatu senyawa dalam mendukung aktivitas
hematopoietik tanpa menimbulkan efek toksik (Calabrese, 2018).

Konsep respons dosis juga sangat penting dalam penelitian senyawa herbal
karena senyawa bioaktif seperti flavonoid, antosianin, dan vitamin C memiliki aktivitas
biologis yang dipengaruhi oleh konsentrasi paparan (Carr & Maggini, 2017). Pada
dosis rendah, senyawa-senyawa tersebut dapat memberikan efek protektif,
imunomodukator, dan mendukung aktivitas hematopoietik, termasuk proliferasi sel
progenitor sumsum tulang. Namun, pada dosis tinggi, beberapa senyawa antioksidan

dapat menunjukkan aktivitas pro-oksidan yang meningkatkan pembentukan ROS,
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sehingga berpotensi menyebabkan stress oksidatif, gangguan proliferasi sel, hingga

efek sitotoksik (Bouayed & Bohn, 2010).

2.3 Limpa
Limpa merupakan organ limfoid sekunder terbesar yang berperan penting

dalam sistem imun, khususunya dalam pengawasan imun terhadap patogen yang
beredar di dalam darah (Kopp, 1990: Corbin & Vicente, 2008). Secara anatomi dan
histologis, limpa tersusun atas dua kompartemen utama, yaitu red pulp (RP) dan white
pulp (WP), dengan morfologi yang dapat bervariasi antarspesies. Red pulp (RP) terdiri
atas korda, sinus, dan pembuluh darah yang mengandung limfosit, makrofag, eritrosit,
serta sejumlah kecil sel plasma. Kompartemen ini berfungsi dalam proses
hemokateresis dan pengauran homeostasis besi melalui mekanisme yang membatasi
ketersediaaan zat besi bagi patogen. Selain itu, red pulp juga merupakan tempat
diferensiasi dan migrasi berbagai sel imun, seperti makrofag inflamasi, monosit,
granulosit, sel dendritik, sel natural killer, dan sel plasma (Mebius et al., 2005).
White pulp (WP) merupakan area utama berlangsungnya respons imun adaptif
terhadap antigen yang dibawa melalui darah, termasuk diferensiasi sel T dan sel B.
White pulp (WP) tersusun atas tiga wilayah utama, yaitu periarteriolar lymphoid
sheath (PALS), folikel limfoid, dan zona marginal (MZ). PALS merupakan daerah
yang didominasi limfosit T CD3+ yang mengelilingi arteriola kecil. Di sekitarnya
terdapat folikel limfoid yang terutama tersusun atas limfosit B. Folikel limfoid
dibedakan menjadi folikel primer dan sekunder, di mana folikel sekunder memiliki
pusat germinal yang berisi limfosit proliferatif, makrofag besar, sel dendritik folikuler,

dan sejumlah kecil limfosit T. Struktur histologis limpa yang kompleks ini
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menunjukkan bahwa limpa tidak hanya berperan sebagai organ limfoid, tetapi juga
sebagai pusat integrasi antara sistem sirkulasi darah dan respons imun tubuh (Mebius

et al., 2005).

Gambar 2.3 Histologi limpa normal pada mencit (Lewis et al., 2019)

2.3.1 Fungsi Limpa dalam Sistem Imun

Limpa berperan penting dalam identifikasi dan filtrasi antigen yang beredar di
dalam darah, pematangan limfosit B, produksi imunoglobulin, serta respons imun yang
dimediasi limfosit, terutama limfosit T-helper (Kopp, 1990: Corbin & Vicente, 2008).
White pulp (WP) merupakan area utama berlangsungnya respons imun adaptif terhadap
antigen yang dibawa melalui darah, termasuk diferensiasi sel T dan sel B. Melalui
koordinasi antara PALS, folikel limfoid, dan zona marginal, limfa mampu
memfasilitasi pengenalan antigen, aktivasi limfosit, proliferasi sel imun, erta

pembentukan respons imun humoral dan seluler (Mebius et al., 2005).
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Terdapat hubungan positif antara beban parasit atau penyakit dengan
peningkatan ukuran limpa pada hewan, yang menandakan adanya aktivasi respons
imun (Vincent & Ash, 1978: Corbin & Vicente, 2008). Namun, hubungan ini dapat
dipengaruhi oleh faktor biologis seperti jenis kelamin dan usia, yang berkaitan dengan
perbedaan kerentanan terhadap infeksi akibat faktor hormonal maupun perilaku terkait
seleksi seksual (Moore & Wilson, 2002: Corbin & Vicente, 2008). Perubahan struktur
dan ukuran limpa juga sering ditemukan pada berbagai infeksi sistemik yang
disebabkan oleh virus, bakteri, maupun parasit (Kyaw et al., 2006). Kondisi ini dapat
berupa hiperplasia jaringan limfoid atau stroma limpa yang kemudian diikuti atrofi
limfoid dan disorganisasi kompartemen limpa pada kondisi infeksi berat atau kronis
(Djokic et al., 2018). Menurut Hermida et al. (2018) perubahan populasi leukosit,
khususnya penurunan limfosit T, dapat mengganggu interaksi sel imun yang diperlukan
dalam eliminasi patogen. Selain itu, berat limpa juga diketahui dapat bervariasi pada
kondisi tertentu seperti perkembangan tumor dan digunakan sebagai prediktor
kekambuhan tumor, menunjukkan bahwa limpa memiliki keterkaitan erat dengan
aktivitas imun sistemik dan kondisi patologis tubuh secara keseluruhan (Jiang, et al.,

2021)

2.3.2 Indeks Organ Limpa

Indeks orgam limpa merupakan parameter biologis yang digunakan untuk
mengavaluasi perubahan relatif limpa terhadap berat badan sebagai indikator kondisi
fisiologis, aktivitas imunologis, proliferasi jaringan limfoid (Jiang et al., 2021), serta
respons patologis sistemik (Bégay et al., 2022). Indeks organ limpa dihitung

berdasarkan rasio berat limpa terhadap berat badan (Jiang, et al., 2021). Indeks organ
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limpa sering digunakan sebagai biomarker untuk menilai modulasi sistem imun,
aktivitas hematopoietik, maupun perubahan proliteratif jaringan limpa akibat paparan
senyawa bioaktif (Bégay et al., 2022).

Limpa merupakan organ limfoid sekunder terbesar yang berperan dalam filtrasi
antigen dari sirkulasi darah, aktivasi dan proliferasi limfosit, produksi imunoglobulin,
serta koordinasi respons imun humoral dan seluler (Corbin & Vicente, 2008). Secara
histologis, limpa tersusun atas pulpa putih (white pulp) yang kaya akan limfosit dan
berperan dalam respons imun adaptif, serta pulpa merah (red pulp) yang berfungsi
dalam filtrasi darah dan eliminasi eritrosit tua. Karena fungsinya yang erat berkaitan
dengan aktivitas imunologis, perubahan ukuran maupun berat limpa sering digunakan
sebagai indikator perubahan status imun dan aktivitas proliferatif jaringan limfoid
(Lewis et al., 2019).

Perubahan nilai indeks limpa dapat mencerminkan kondisi biologis yang
berbeda, di mana peningkatan indeks dapat berhubungan dengan proliferasi sel imun,
hiperplasia jaringan limfoid, aktivasi hematopoiesis, atau respons patologis tertentu
(Lei et al., 2024), sedangkan penurunan indeks dapat mengindikasikan atrofi organ,
gangguan proliferasi sel, atau supresi imunologis (Jiang et al., 2021).

Bégay et al., (2022) melaporkan bahwa ukuran dan indeks limpa dapat
bervariasi secara alami pada individu sehat sebagai bagian dari adaptasi fisiologis yang
berkaitan dengan kapasitas imunologis dan aktivitas hematopoietik. Limpa yang lebih
besar tidak selalu mengindikasikan penyakit, tetapi dapat mencerminkan peningkatan
aktivitas jaringan limfoid dan kemampuan pertahanan biologis yang lebih baik. Pada

mencit galur BALB/c jantan dewasa, ukuran dan berat limpa dapat bervariasi
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bergantung pada umur, kondisi fisiologis, status imunologis, serta lingkungan
pemeliharaan. Oleh karena itu, hingga saat ini belum terdapat satu nilai baku universal
yang dapat digunakan sebagai batas normal indeks limpa pada semua mencit. Dalam
penelitian eksperimental, interpretasi perubahan indeks limpa umumnya dilakukan
melalui perbandingan antara kelompok perlakuan dan kelompok kontrol yang berada
pada kondisi penelitian yang sama.

Meskipun demikian, peningkatan indeks limpa perlu dibedakan dari
splenomegali. Splenomegali merupakan kondisi patologis yang ditandai oleh
pembesaran limpa secara berlebihan akibat infeksi, inflamasi kronis, gangguan
hematologis, neoplasia, infiltrasi sel abnormal, atau penyakit sistemik lainnya. Kondisi
ini umumnya tidak hanya ditandai oleh peningkatan berat limpa, tetapi juga disertai
perubahan histopatologis seperti kongesti vaskular, hiperplasia berlebihan, infiltrasi sel
inflamasi, disorganisasi pulpa putih dan pulpa merah, serta gangguan fungsi
imunologis organ (Lewis et al., 2019; Lei et al., 2024). Dengan demikian, peningkatan
indeks limpa dalam penelitian imunomodulator tidak secara otomatis diinterpretasikan
sebagai splenomegali, melainkan dapat mencerminkan peningkatan aktivitas
imunologis dan proliferasi jaringan limfoid selama tidak disertai indikasi patologis
lainnya (Jiang et al., 2021)1.

Pada kondisi paparan stress atau gangguan fisiologis, perubahan indeks organ
limpa juga dapat mencerminkan penurunan homeostasis imunologis. Lei et al., (2024)
menunjukkan bahwa paparan restraint stress akut dan kronis pada mencit
menyebabkan penurunan ukuran dan berat limpa yang disertai penurunan signifikan

spleen index, serta perubahan histopatologis berupa disorganisasi white pulp, kongesti
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red pulp, dan penurunan proliferasi sel limpa. Temuan ini menunjukkan bahwa
penurunan indeks limpa dapat berkaitan dengan gangguan kapasitas proliferatif
jaringan limfoid, cedera patologis limpa, dan supresi fungsi imun akibat paparan stres

berkepanjangan (Lei et al., 2024).

2.3.3 Respons Limpa terhadap Dosis Senyawa Bioaktif
Respons limpa terhadap paparan senyawa bioaktif dipengaruhi secara

signifikan oleh karakteristik senyawa, tingkat dosis, serta durasi paparan. Sebagai
lokasi utama aktivasi, diferensiasi, dan proliferasi sel imun, limpa memiliki sensitivitas
tinggi terhadap perubahan lingkungan biologis, termasuk paparan senyawa fitokimia
yang dpat memberikan efek imunomodulator, antioksidan, maupun sitotoksik
bergantung pada konsentrasi yang diberikan (Corbin & Vicente, 2008).

Respons biologis terhadap senyawa bioaktif umumnya mengikuti konsep
hormesis atau biphasic dose-response, yaitu suatu pola respons di mana paparan dosis
rendah hingga sedang mampu menginduksi efek stimulatif atau protektif melalui
aktivasi mekanisme adaptif seluler, seperti peningkatan sistem antioksidan endogen,
regulasi inflamasi, dan stimulasi proliferasi sel, sedangkan dosis tinggi berpotensi
melampaui kapasitas adaptif biologis sehingga memicu stres oksidatif, kerusakan
seluler, dan penurunan fungsi imunologis (Mattson, 2008; Calabrese, 2018). Paparan
senyawa bioaktif pada rentang dosis optimal dapat meningkatkan proliferasi limfosit,
sedangkan paparan berlebih dapat menyebabkan atrofi limfoid, disorganisasi
histoarsitektur limfa, serta supresi imun melalui peningkatam kerusakan oksidatif dan

gangguan homeostasis seluler (Lei et al., 2024).
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2.4 Imunomodulator

Imunomodulator merupakan senyawa yang berfungsi mengubah aktivitas
sistem imun melalui pengaturan dinamis terhadap kerja sel-sel imun. Secara umum,
imunomodulator berperan dalam meningkatkan daya tahan tubuh (imunostimulasi)
maupun menekan respons imun berlebih (imunosupresi) (Shantilal et al., 2018),
sehingga membantu mempertahankan homeostasis imun serta mencegah terjadinya
gangguan autoimun dan peradangan berlebihan (Kessler et al., 2017).

Mekanisme kerja imunomodulator melibatkan interaksi dengan sistem imun
untuk meningkatkan atau menurunkan respons imun, baik secara spesifik maupun
nonspesifik, melalui mekanisme pertahanan seluler maupun humoral (Johnson et al.,
2010). Senyawa ini dapat bekerja pada berbagai lokasi dalam sistem imun dan
menargetkan beberapa jenis sel dengan mekanisme aksi yang beragam (Saxena et al.,
2012). Secara fungsional, imunomodulator dapat menekan proses inflamasi dengan
menghambat sitokin proinflamasi, mengaktivasi sel T regulator (treg), serta
menstimulasi proliferasi sel T dan sel natural killer (NK) untuk mningkatkan respons
imun (lwo, 2024).

Efek imunomodulator bersifat tergantung dosis (dosis-dependent) dan dapat
mengikuti pola biphasic dose-response (hormesis), di mana dosis rendah dapat
memberikan efek imunostimulasi, sedangkan dosis tinggi dpat menimbulkan efek
imunosupresif atau toksik terhadap sel imun (Friedewald et al., 2008). Senyawa
bioaktif seperti flavonoid, antosianin, dan vitamin C diketahui memiliki aktivitas
imunomodulator melalui pengaruh terhadap proliferasi sel imun serta regulasi produksi

sitokin (Hosseinzade et al., 2019; Carr & Maggini, 2017)
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Berdasarkan target kerjanya, imunomodulator terdiri atas imunomodulator
spesifik yang bekerja secara selektif terhadap antigen tertentu, serta imunomodulator
nonspesifik yang menstimulasi atau menekan respons imun tanpa mengarahkan
aktivitas terhadap antigen tertentu. Imunomodulator nonspesifik dibagi menjadi tiga
tipe, yaitu tipe | pada sistem imun normal, tipe 11 pada kondisi imunosupresi, dan tipe
1l pada keduanya (Lee et al., 2010). Sementara itu, berdasarkan sumbernya,
imunomodulator dibedakan menjadi sintetik dan alami, di mana imunomodulator alami
lebih banyak dikembangkan karena dinilai memiliki efek samping yang lebih rendah

dibandingkan imunomodulator sintetik (Daniel et al., 2024).

2.4.1 Imunostimulasi

Imunostimulasi adalah substansi (obat atau nutrien) yang dapat meningkatkan
kemampuan sistem imun untuk melawan infeksi dan penyakit, dengan meningkatkan
aktivitas komponen sistem imun. Dalam konteks imunofarmakologi, imunostimulan
termasuk ke dalam kelompok imunomodulator yang berfungsi menginduksi atau
memperkuat respons imun tubuh terhadap berbagai gangguan patologis. (Patil et al.,
2012). Penggunaan imunostimulan diperlukan terutama pada kondisi penyakit, infeksi,
kanker, serta penyakit kronis yang berkaitan dengan penurunan fungsi sistem imun
(Iwo, 2024). Dengan demikian, imunostimulan berperan penting dalam emningkatkan
efektivitas pertahanan tubuh ketika respons imun berada dalam kondisi lemah atau
tertekan (Patil et al., 2012).

Mekanisme kerja imunostimulan dilakukan dengan menstimulasi aktivasi dan
proliferasi sel-sel imun, seperti limfosit T dan sel natural killer (NK), serta

meningkatkan produksi sitokin dan antibodi tertentu yang berperan dalam respons
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imun (lwo, 2024). Selain itu, imunostimulan juga dapat mengaktifkan berbagai
komponen pertahanan imun nonspesifik, seperti meningkatkan aktivitas fagositosis,
sistem komplemen dan properdin, produksi imunoglobulin A sekretori (IgA),
pelepasan interferon a dan vy, aktivasi limfosit T dan B, pembentukan antibodi spesifik,
serta produksi berbagai sitokin immunoregulator (Petrunov et al., 2007).

Berdasarkan mekanisme kerjanya, imunostimulator diklasifikasikan menjadi
dua kategori utama, yaitu imunostimulator spesifik dan nonspesifik. Imunostimulator
spesifik bekerja dengan memberikan spesifisitas antigenik terhadap respons imun,
seperti pada vaksin atau antigen tertentu. Sementara itu, imunostimulator nonspesifik
bekerja tanpa bergantung pada kekhususan antigen, yaitu dengan meningkatkan
respons imun terhadap berbagai antigen lain atau merangsang komponen sistem imun

secara umum (Saxena et al., 2012).

2.4.2 Imunosupresi

Imunosupresi merupakan salah satu mekanisme dalam imunomodulasi yang
berfungsi menekan aktivitas sistem imun guna mengurangi peradangan serta mencegah
kerusakan jaringan akibat respons imun yang berlebihan. Mekanisme ini merupakan
bagian dari proses pengaturan sistem imun agar respons kekebalan tubuh tetap berada
dalam keseimbangan sesuai kebutuhan fisiologis. Secara umum, imunosupresi dapat
terjadi melalui beberapa mekanisme, antara lain dengan menghambat produksi sitokin
proinflamasi, menekan aktivasi sel-sel imun, serta menginduksi pembentukan sel T
regulator (Treg) yang berperan dalam mengendalikan reaksi imun berlebih (lwo,

2024).
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Secara fisiologis, mekanisme imunosupresif memiliki peran penting dalam
induksi toleransi imun, terutama pada kondisi ketika tubuh harus menghindari respons
imun terhadap antigen diri sendiri (self-antigen) maupun jaringan transplantasi. Proses
ini berlangsung melalui induksi anergi atau eliminasi sel imun autoreaktif yang
berpotensi menyerang jaringan tubuh sendiri, sehingga membantu mempertahankan
toleransi imunologis. Oleh karena itu, imunomodulator dengan mekanisme supresif
banyak dimanfaatkan dalam pengendalian penyakit autoimun serta pencegahan reaksi
penolakan pada transplantasi organ (Iwo, 2024).

Dalam konteks patologis, imunosupresi juga dapat menggambarkan keadaan
defisiensi sistem imun yang bersifat sementara maupun permanen akibat gangguan
pada respons imun tubuh. Kondisi ini ditandai dengan terganggunya fungsi sel-sel
imun sehingga respons pertahanan tubuh terhadap patogen menjadi menurun (Schat &
Skinner, 2014). Keadaan imunosupresi tersebut dapat menyebabkan peningkatan
kerentanan terhadap infeksi oleh berbagai patogen oportunistik maupun patogen
sekunder lainnya akibat menurunnya efektivitas sistem imun dalam memberikan
perlindungan terhadap tubuh (Venet & Monneret, 2018). Dengan demikian,
imunosupresi dapat bersifat protektif apabila terjadi secara terkontrol untuk menjaga
homeostasis imun dan mengendalikan respons imun berlebih, namun dpat merugikan
apabila menurunkan efektivitas pertahanan tubuh sehingga meningkatkan kerentanan

terhadap infeksi (Ashok et al., 2026).

2.5 Bunga Telang (Clitoria ternatea)

Bunga telang (Clitoria ternatea L.) umumnya dikenal dengan berbagai nama,

seperti bunga teleng (Jawa), butterfly pea atau blue pea (Inggris), dan Mazerion Hidi
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(Arab). Tanaman ini berasal dari daerah tropis Asia, termasuk Indonesia, dan telah
tersebar luas ke Afrika, Australia, Amerika Utara, Pasifik Utara, hingga Amerika
Selatan (The Plant Database). Klasifikasi lengkap bunga telang dalam (The Plant
Database) ditunjukkan sebagai berikut:

Kindom : Plantae

Sub Kingdom : Tracheobionta

Super Divisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta
Sub Divisi : Angiospermae
Kelas : Magnoliopsida
Bangsa : Fabales

Suku : Fabaceae

Marga : Clitoria

Spesies : Clitoria ternatea

Organ generatif utama yang menjadi ciri khas spesies ini adalah bunga, yang
berbentuk menyerupai kupu-kupu dengan ukuran 4-5 cm dan tumbuh tunggal dari
ketiak daun. Morfologi bunga bersifat monosimetris dengan tipe khas Papilionoideae
yang terdiri atas lima petal, yakni satu standar (vexillum), dua sayap (alae), dan dua
lunas (carina) (Bishoyi & Geetha, 2012). Bunga telang memiliki variasi warna ungu,
biru, pink, dan putih, dengan bunga telang biru menjadi salah satu varietas yang paling
banyak dimanfaatkan dalam penelitian karena kandungan pigmen alaminya. Pada
bunga telang biru, pigmen delphinidin berperan sebagai komponen utama yang

menyebabkan warna biru pada kelopaknya (Kazuma et al., 2003b).
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Warna biru khas pada bunga telang berkaitan dengan kandungan antosianin
utama berupa ternatin, yaitu turunan delphinidin yang termasuk dalam golongan
flavonoid (Kazuma et al., 2003b). Ternatin diketahui merupakan komponen pigmen
dominan yang memberikan warna biru intens pada kelopak Clitoria ternatea serta

berkontribusi terhadap aktivitas antioksidan alaminya melalui kemampuan menangkap

Gambar 2.4 Morfologi Bunga Telang (Clitoria ternatea) Biru; (A) tanaman, (B) akar,
(C) daun (Suarna & Wijaya, 2021), (D) buah, (E) biji (Suarna & Wijaya,
2021), (F) bunga telang biru (Campbell et al., 2019).

radikal bebas dan menghambat stres oksidatif. (Chandrajith et al., 2021). Senyawa-
senyawa tersebut diketahui mampu memodulasi keseimbangan redoks seluler,
menekan pembentukan reactive oxygen species (ROS), serta berpotensi mendukung

aktivitas imunologis melalui mekanisme imunomodulator (Jeyaraj et al., 2021).
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2.5.1 Kandungan Senyawa Aktif Bunga Telang (Clitoria ternatea) Biru
Bunga telang biru merupakan salah satu ciptaan Allah Swt yang memiliki

banyak khasiat, karena di dalamnya banyak terkandung berbagai macam bahan aktif
yang bermanfaat untuk makhluk hidup yang lain. Allah Swt berfirman dalam surah An-
Nahl (16) ayat 10-11 yang tertulis:
£ 4 KT B (a4 el Ay G5 ks KL Ll G O30 Gl 5
V) s R o Y Al 3 O &5 8 ey i YT Qs 5505
Artinya : “Dialah, Yang telah menurunkan air hujan dari langit untuk kamu,
sebahagiannya menjadi minuman dan sebahagiannya (menyuburkan)
tumbuh-tumbuhan, yang pada (tempat tumbuhnya) kamu menggembalakan
ternakmu. Dia menumbuhkan bagi kamu dengan air hujan itu tanam-
tanaman; zaitun, korma, anggur dan segala macam buah-buahan.
Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar ada tanda (kekuasaan
Allah) bagi kaum yang memikirkan ”

Salah satu kata dalam ayat <. tesebut yakni memiliki makna yang
berarti menumbuhkan. Menurut Shihab (2002) dalam Tafsir Al-Mishbah, kata tersebut
tidak hanya menunjuk pada proses tumbuhnya tanaman secara fisik, tetapi juga
mencerminkan bagaimana Allah Swt menumbuhkan berbagai potensi dan manfaat
dalam setiap makhluk ciptaan-Nya. Dengan demikian, pertumbuhan yang dimaksud
tidak hanya berupa munculnya batang, daun, atau buah, melainkan juga mencakup
penumbuhan nilai guna dan khasiat yang melekat pada setiap jenis tumbuhan. Firman

Allah dalam Surah An-Nahl ayat 10-11 menegaskan bahwa setiap tumbuhan memiliki
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fungsi, manfaat, dan keunikan tersendiri sebagai tanda kebesaran dan kekuasaan-Nya.
Hal ini sejalan dengan keberadaan bunga telang biru yang tidak hanya indah secara
morfologis, tetapi juga memiliki kandungan bahan aktif yang berperan penting bagi
kesehatan manusia.

Bunga telang biru dikenal sebagai tanaman yang kaya akan senyawa bioaktif,
terutama antosianin dan turunannya, yang berperan dalam pewarnaan, aktivitas
antioksidan, serta potensi imunomodulator (Budiasih, 2017). Selain senyawa fitokimia,
bunga telang juga memiliki kandungan nutrisi berupa lemak, karbohidrat, serat, dan
protein masing-masing sebesar 2,5%, 2,2%, 2,1%, dan 0,32%, serta kadar air sebesar
92,4%. Kandungan mineralnya meliputi kalsium (3,09 mg/g), magnesium (2,23 mg/qg),
kalium (1,25 mg/g), seng (0,59 mg/g), natrium (0,14 mg/g), dan zat besi (0,14 mg/g)
(Neda et al., 2013).

Berbagai penelitian menunjukkan bahwa bunga telang mengandung beragam
metabolit sekunder penting, terutama pada bagian kelopak bunga, seperti alkaloid,
tanin, glikosida, resin, steroid, saponin, flavonoid, dan fenol (Manjula et al., 2013).
(Kazuma et al., 2003a) melaporkan bahwa glikosida flavonol malonilasi berhasil
diisolasi dari kelopak bunga telang. Mukherjee et al. (2008) juga menyatakan bahwa
komponen fenolik bunga telang sebagian besar terdiri atas antosianin jenis ternatin
serta berbagai glikosida flavonol seperti kaempferol, rutin, quercetin, dan myricetin
yang diisolasi dari ekstrak hidrofilik. Sementara itu, ekstrak lipofilik bunga telang
mengandung berbagai asam lemak seperti asam palmitat, asam stearat, asam linoleat,
dan asam fitanat, serta fitosterol seperti campesterol, stigmasterol, B-sitosterol,

sitostanol, dan tokoferol seperti a-tokoferol serta y-tokoferol (Tuan et al., 2021).
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Sebagai sumber polifenol alami, bunga telang memiliki kandungan senyawa
fenolik yang beragam, meliputi glikosida flavonol, myricetin, quercetin, kaempferol,
asam fenolik, dan antosianin (Tuan et al., 2021). Hasil identifikasi senyawa fitokimia
terhadap simplisia bunga telang juga menunjukkan hasil positif mengandung
flavonoid, tanin, saponin, dan terpenoid (Purwaniati et al., 2020). Warna biru khas
bunga telang berasal dari pigmen antosianin, khususnya delphinidin, yang merupakan
komponen utama pembentuk warna biru pada kelopak bunga (Campbell et al., 2019).
Bunga telang diketahui sebagai salah satu sumber antosianin poliasilasi stabil, terutama
dalam bentuk ternatin A1-A3, B1-B4, C1-C4, dan D1-D3 yang sebagian besar
merupakan turunan delphinidin 3,3”,5’-triglukosida (Kazuma et al., 2003a). Stabilitas
warna biru tersebut dipengaruhi oleh struktur poliasilasi, keberadaan ion logam,
senyawa fenolik lain, serta efek kopigmentasi yang mampu memperkuat intensitas
warna (Vidana et al., 2021). Purwaniati et al., (2020) melaporkan bahwa kandungan
antosianin bunga telang berkisar antara 0,1080-0,1487%.

Komposisi senyawa bioaktif bunga telang secara umum meliputi asam fenolik,
stilbenes, flavanol, flavonol, flavanon, antosianin, serta berbagai senyawa bioaktif lain
seperti flobatanin, triterpenoid, antrakuinon, minyak volatil, steroid, dan alkaloid (de
Morais et al., 2020). Antosianin sendiri merupakan bagian dari kelompok besar
senyawa fenolik yang berkontribusi terhadap total kandungan fenolik simplisia bunga
telang (Handito et al., 2022).

Rentang kandungan senyawa aktif pada bunga telang dapat bervariasi
tergantung pada metode ekstraksi, jenis pelarut, kondisi lingkungan tumbuh, tingkat

kematangan bunga, serta proses pascapanen yang digunakan (Tuan et al., 2021). Oleh
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karena itu, perbedaan konsentrasi flavonoid, antosianin, maupun fenolik total
antarpenelitian merupakan hal yang wajar dan mencerminkan pengaruh faktor biologis
maupun teknis terhadap komposisi fitokimia bunga telang (Purwaniati et al., 2020).
Variasi kandungan tersebut menunjukkan bahwa potensi biologis bunga telang tidak
hanya ditentukan oleh keberadaan senyawa aktifnya, tetapi juga oleh konsentrasi relatif
masing-masing komponen bioaktif. Dominasi flavonoid, antosianin, dan senyawa
fenolik inilah yang menjadi dasar penting pemanfaatan bunga telang sebagai kandidat
bahan alami dalam penelitian kesehatan, termasuk sebagai imunomodulator

(Mukherjee et al., 2008).

2.5.2 Potensi Senyawa Aktif Bunga Telang Biru (Clitoria ternatea) Sebagai
Imunomodulator

Bunga telang biru dikenal kaya akan senyawa aktif golongan flavonoid,
terutama antosianin, yang berperan penting dalam memberikan warna biru khas pada
mahkota bunganya sekaligus menyumbang berbagai aktivitas biologis seperti
antioksidan, antiinflamasi (Suganya et al., 2014), dan imunomodulator (Solanki & Jain,
2010). Kandungan fenolik bunga telang berkorelasi dengan aktivitas antioksidan yang
tinggi dan memberikan kontribusi terhadap berbagai efek farmakologis yang
menguntungkan (Havananda & Luengwilai, 2019). Warna biru khas bunga telang
berasal dari pigmen antosianin, yaitu senyawa dengan ikatan rangkap terkonjugasi
yang berfungsi sebagai penghancur dan penangkal radikal bebas alami atau dikenal
sebagai antioksidan alami pada manusia (Barrowclough, 2015). Cahyaningsih et al.,

(2019) melaporkan bahwa ekstrak antosianin dalam etanol 80% dari bunga telang
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memiliki nilai IC50 sebesar 87,86 ppm, menunjukkan aktivitas antioksidan yang kuat
terhadap radikal DPPH.

Antosianin termasuk dalam golongan pigmen alami yang larut dalam air dan
tergolong dalam kelompok flavonoid (Liu et al., 2020). Secara struktural, antosianin
merupakan glikosida turunan polihidroksi dan polimetoksi dari garam 2-fenilbenzopiril
yang terdiri atas antosianidin (aglikon) dan residu karbohidrat seperti glukosa, xilosa,
galaktosa, arabinosa, ramnosa, atau rutinosa. Residu karbohidrat ini umumnya terikat
pada kerangka antosianidin melalui gugus hidroksil C3 pada cincin C (Oancea &
Draghici, 2013). Struktur antosianin juga dapat mengalami asilasi dengan asam organik
seperti asam p-kumarat, sinapik, galat, ferulat, kafeat, malat, suksinat, oksalat, tartarat,
dan asetat (Bakowska-Barczak, 2005). Kompleksitas struktur ini membuat sifat
antosianin sangat bergantung pada komposisi dan kondisi larutan serta dapat
berinteraksi dengan senyawa lain yang memengaruhi warna dan kestabilannya (Liu et
al., 2020).

Pada bunga telang biru, antosianin merupakan pigmen utama Yyang
menghasilkan warna biru khas melalui proses biosintesis yang dikatalisis oleh enzim
F3'5'H (flavonoid 3',5'-hydroxylase). Enzim ini berperan penting dalam menambah
jumlah gugus hidroksil pada cincin B, sehingga menyebabkan pergeseran warna ke
arah biru (Togami et al., 2006). Selanjutnya, senyawa dihidromirisetin dikonversi
menjadi leukodelphinidin tak berwarna oleh enzim DFR, lalu menjadi delphinidin oleh
ANS. Tahap berikutnya melibatkan penambahan gugus glukosil oleh 3GT,
pembentukan gugus malonil oleh A6MaT, serta glikosilasi lanjutan oleh UA3'5'GT

hingga terbentuk ternatin C5, bentuk dasar kelompok ternatin yang berperan penting
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dalam menghasilkan warna biru pada bunga telang (Kazuma et al., 2003b). Perubahan
warna ini berkaitan dengan perubahan struktur kimia antosianin akibat peningkatan pH

(Chandrajith et al., 2021), seperti ditunjukkan pada Gambar 13.
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Gambar 2.5 Perubahan Struktur Senyawa Flavonoid (delphinidin-3-glukosida) seiring
dengan peningkatan pH. Jalur (A-B) menunjukkan transformasi dari
bentuk ion flavylium (merah) menjadi bentuk karbinol atau basa semu
(tidak berwarna). Jalur (A-C) menunjukkan tranformasi dari bentuk ion
flavylium menjadi bentuk basa quinoidal (biru) (Chandrajith et al., 2021).

Proses poli-asilasi dengan gugus p-kumaroyl juga berkontribusi terhadap
stabilitas warna biru melalui mekanisme kopigmentasi intramolekul antara gugus asil
dan kromofor antosianin (Lu et al., 2021).Selain sebagai pigmen alami, antosianin dan
flavonoid dalam bunga telang diketahui memiliki aktivitas biologis penting, terutama
sebagai antioksidan dan antiinflamasi yang berkontribusi terhadap efek
imunomodulator. Struktur kation flavylium antosianin berperan dalam menentukan

kapasitas antioksidannya, yang sangat dipengaruhi oleh pH, suhu, dan pelarut (Tena et
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al., 2020) .Senyawa ini mampu menangkal radikal bebas dan melindungi sel dari stres
oksidatif yang menjadi pemicu gangguan sistem imun (Pisoschi & Negulescu, 2012).

Dalam konteks imunomodulator, ekstrak bunga telang diketahui memiliki
pengaruh terhadap respons imun humoral dan seluler, dengan kemampuan menurunkan
titer antibodi serta menghambat respons hipersensitivitas tipe lambat pada tikus yang
disensitisasi SRBC. Efek imunomodulator tersebut diduga disebabkan oleh penurunan
sensitisasi dan aktivitas sel imun yang diiringi oleh peningkatan sifat antioksidan dan
antiinflamasi dari senyawa bioaktif yang terkandung di dalam bunga telang.
Mekanisme imunosupresif ini diduga terkait dengan penghambatan aktivasi makrofag,
limfosit B dan T, serta penurunan aktivitas fagositik dan produksi antibodi terhadap
antigen SRBC. Penurunan aktivitas fagositik juga berkaitan dengan menurunnya
kemampuan neutrofil dan makrofag dalam melakukan adhesi dan fagositosis, serta
berkurangnya ekspresi molekul adhesi dan kemokin yang berperan dalam rekrutmen
sel imun ke area inflamasi (Solanki & Jain, 2010).

Penelitian lain melaporkan bahwa pemberian ekstrak bunga telang pada tikus
dengan acute kidney injury (AKI) akibat paparan cisplatin mampu menekan ekspresi
gen IL-6, IL-1pB, dan caspase-3 yang meningkat akibat induksi cisplatin. Penurunan
ekspresi gen tersebut menunjukkan adanya efek protektif dan imunosupresif dari
senyawa dalam bunga telang terhadap kerusakan jaringan dan peradangan (Safhi et al.,
2022). Beberapa penelitian juga melaporkan bahwa kandungan flavonoid dalam
ekstrak bunga telang efektif sebagai antiinflamasi (Al-Snafi, 2016; Cahyaningsih,
2019). Secara in vitro, aktivitas antiinflamasi ekstrak etanol bunga telang menunjukkan

hasil yang setara dengan aspirin (Suganya et al., 2014).Efek antiinflamasi tersebut
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dipengaruhi oleh kandungan flavonoid dan fenolik yang bekerja dengan menghambat
pelepasan sitokin proinflamasi (Ginwala et al., 2019), yang menekan aktivitas jalur
nuclear factor kappa-B (NF-kB) dan mitogen-activated protein kinase (MAPK) (Nair
et al., 2015), serta menghambat enzim siklooksigenase (COX) dan metabolisme asam
arakidonat yang berperan penting dalam pembentukan prostaglandin (Siswati et al.,
2021).

Secara klinis, pemberian oral ekstrak bunga telang dengan dosis 2 gram per hari
terbukti menurunkan kadar IL-6 dan TNF-a pada pria obesitas setelah konsumsi
makanan tinggi lemak (Thilavech et al., 2021), serta menurunkan kadar IL-6 secara
signifikan pada pasien kusta dengan reaksi reversal (Audina et al., 2023). Penelitian
terhadap mencit yang diinfeksi Salmonella typhimurium juga menunjukkan bahwa
infusa bunga telang mampu meningkatkan jumlah sel neutrofil dan limfosit secara
signifikan, terutama pada dosis tertinggi (1 ml/20 g BB), yang menandakan adanya
aktivitas imunostimulator untuk memperkuat respons seluler terhadap infeksi
(Destiawan et al., 2024).

Lebih lanjut, antosianin dan ternatin sebagai senyawa utama dalam bunga
telang dilaporkan memiliki aktivitas imunoregulator terhadap infeksi SARS-CoV-2
melalui mekanisme penghambatan pengikatan protein spike virus pada reseptor ACE2,
penurunan produksi TNF-o, IL-1B, dan IL-6, serta peningkatan sekresi sitokin
antiinflamasi 1L-10 (Nugraha et al., 2021). Mekanisme ini memperkuat potensi
antosianin tidak hanya sebagai pigmen pewarna alami, tetapi juga sebagai agen
imunomodulator alami yang membantu menjaga keseimbangan dan kestabilan sistem

imun tubuh.
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2.6 Jeruk Nipis (Citrus aurantifolia)

Jeruk merupakan buah yang banyak dikonsumsi karena kandungan nutrisinya
yang melimpah dan bermanfaat bagi kesehatan tubuh (Wang et al., 2014). Di antara
berbagai jenis jeruk, jeruk nipis (Citrus aurantifolia) merupakan salah satu yang paling
banyak dimanfaatkan, baik sebagai bahan pangan, minuman, kosmetik, maupun obat
tradisional (Swandiny et al., 2021). Tanaman ini termasuk ke dalam famili Rutaceae
(Mohammed & Ayoub, 2016), serta telah dibudidayakan secara luas di berbagai negara
beriklim tropis dan subtropis, khususunya di wilayah Asia Tenggara (Phucharoenrak
et al., 2022). Selain digunakan sebagai bumbu masakan, jeruk nipis juga memiliki nilai
ekonomi dan kesehatan yang tinggi karena mengandung vitamin C dalam jumlah besar,
mampu memenuhi hingga 50% kebutuhan harian tubuh (Socfindoconservation,
2024).Klasifikasi lengkap jeruk nipis dalam (POWO, 2024) ditunjukkan sebagai
berikut:

Kindom : Plantae
Sub Kingdom : Tracheobionta

Super Divisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta
Sub Divisi : Angiospermae
Kelas : Magnoliopsida
Bangsa : Sapindales
Suku - Rutaceae
Marga : Citrus

Spesies . Citrus aurantifolia
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Secara morfologi, C. aurantifolia merupakan tanaman perdu kecil yang dapat
tumbuh hingga 3-6 meter dengan banyak cabang dan duri tidak beraturan. Kulit
batangnya halus berwarna cokelat hingga abu-abu (Weimer et al., 2021). Batangnya
berkayu keras dan ulet, berwarna hijau saat muda dan berubah menjadi putih
kecokelatan hingga cokelat ketika tua. Bunganya berbentuk bintang, berwarna putih,
berukuran kecil, berbau harum, dan tumbuh dalam malai dari ketiak daun (Haryadi,
2018). Daunnya berukuran kecil, berbentuk oval dengan tangkai daun bersayap sempit.
Permukaan atas daun berwarna hijau mengilap, sedangkan bagian bawahnya hijau
muda. Saat diremukkan, daun mengeluarkan aroma khas yang kuat (Weimer et al.,
2021). Buah jeruk nipis berbentuk bulat hingga lonjong dengan diameter sekitar 3-5
cm, berwarna hijau ketika muda dan berubah menjadi kekuningan saat matang. Kulit
buahnya tipis, bertekstur halus, kaya akan minyak atsiri, dan memiliki biji berwarna

putih berukuran sekitar 1 cm (Haryadi, 2018).
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Gambar 2.6 Morfologi Jeruk Nipis (Citrus aurantifolia); (A) ilustrasi tanaman (Sharul,
2021), (B) daun (Septiana et al., 2024), (C) bunga, (D) buah (Ramadaini
et al., 2020).

2.6.1 Kandungan Senyawa Aktif Jeruk Nipis (Citrus aurantifolia)

Jeruk Nipis (Citrus aurantifolia) merupakan salah satu ciptaan Allah Swt yang
mengandung berbagai senyawa bioaktif dengan manfaat penting bagi kesehatan. Salah
satu potensi utamanya adalah sebagai agen imunomodulator yang dapat membantu
menjaga keseimbangan sistem imun tubuh (Sa’adah et al., 2020). Secara tradisional,
jeruk nipis telah banyak dimanfaatkan dalam pengobatan herbal (Swandiny et al.,
2021), di mana hampir seluruh bagian tanamannya mulai dari daun, batang, akar,
rimpang, bunga, buah, hingga bijinya diketahui memiliki khasiat farmakologis. Hal ini

sejalan dengan firman Allah Swt. dalam surah Asy-syu’ara (26) ayat 7:
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Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak kami

tumbuhkan di bumi itu berbagai macam (tumbuh-tumbuhan) yang baik lagi
bermanfaat”

Ayat tersebut menunjukkan bahwa Allah Swt. telah menciptakan berbagai jenis
tumbuhan yang memiliki manfaat besar bagi makhluk hidup. Hal ini menjadi bukti
kekuasaan-Nya yang luar biasa dalam menyediakan sumber kehidupan. Kata-kata
dalam ayat ini menggambarkan keluasan pandangan manusia terhadap
keanekaragaman tumbuhan di bumi. Kata ~_< memiliki makna “baik”. Kata ini dapat
digunakan untuk mendeskripsikan sesuatu yang baik, seperti tumbuhan. Tumbuhan
baik ini berarti tumbuhan yang memiliki segudang manfaat, salah satunya sebagai obat
tradisional (Shihab, 2000).

Berbagai penelitian menunjukkan bahwa aktivitas biologis jeruk nipis erat
kaitannya dengan keberadaan metabolit sekunder seperti alkaloid, kumarin, flavonoid
(Al Namani et al., 2018), karotenoid, fenolik, terpen, limonoid, dan minyak esensial
(Ramadaini et al., 2020). Kandungan metabolit sekunder ini dapat dipengaruhi oleh
berbagai faktor seperti sifat fisikokimia, komposisi tanah, paparan sinar matahari,
koordinat geografis (Loizzo i., 2012), serta bagian tanaman yang digunakan (Czech et
al., 2021).

Secara fitokimia, jeruk nipis mengandung berbagai zat aktif yang berperan
penting, antara lain flavonoid seperti apigenin, hesperetin, kaempferol, nobiletin,

quercetin, dan rutin (Loizzo et al., 2012), flavon (Piccinelli et al., 2008), flavonol
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(Peterson et al., 2006), naringenin (Poulose et al., 2005). Spadaro et al., (2012)
melaporkan minyak atsiri buah jeruk yang terdiri atas limonene (59%), B-pinene (16%),
y-terpinene (9%), dan citral (5%). Costa et al. (2014) juga melaporkan komposisi
serupa dengan limonene (54%), y-terpinene (17%), B-pinene (13%), terpinolene (1%),
a-terpineol (0,5%), dan citral (3%).

Lebih lanjut, Okwu & Emenike (2013) melaporkan bahwa jeruk nipis
mengandung alkaloid (0,4 mg), flavonoid (0,6 mg), fenol (0,4 mg), tanin (0,04 mg),
asam askorbat (62 mg), riboflavin (0,1 mg), tiamin (0,2 mg), dan niasin (0,5 mg) per
100 g jeruk. Jeruk nipis juga mengandung protein kasar (18%), serat kasar (8%),
karbohidrat (78%), lemak kasar (1%), air (6%), abu (8%), dan energi pangan (363
g/kal) dari buah segar, serta mineral penting seperti kalsium (3%), fosfor (0,4%),
kalium (1%), magnesium (0,6%), dan natrium (0,4%). Keberadaan vitamin, mineral,
flavonoid, limonoid, dan minyak atsiri tersebut menunjukkan bahwa jeruk nipis
merupakan sumber senyawa bioaktif kompleks yang berpotensi besar dalam

pengembangan penelitian kesehatan (Okwu & Emenike, 2013).

2.6.2 Potensi Senyawa Aktif Jeruk Nipis (Citrus aurantifolia) Sebagai
Imunomodulator

Jeruk nipis diketahui mengandung berbagai senyawa bioaktif yang berperan
penting dalam menjaga kesehatan tubuh (1zah et al., 2024). Secara umum, jeruk nipis
memiliki potensi besar sebagai imunomodulator karena senyawa bioaktif di dalamnya
dapat menstimulasi maupun menekan aktivitas sistem imun sesuai kebutuhan tubuh,
salah satunya flavonoid. Flavonoid merupakan salah satu senyawa utama dalam jeruk

nipis yang berfungsi sebagai imunostimulan dengan cara meningkatkan aktivitas
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fagositosis, oksidatif neutrofil, serta sitotoksisitas sel imun (Sa’adah et al., 2020). Efek
imunomodulator juga ditemukan pada jus jeruk nipis yang diduga berasal dari
komponen protein yang mampu memengaruhi sistem kekebalan tubuh (Gharagoz,
2001; Meisyayati et al., 2016).

Penelitian pada genus yang sama, seperti Citrus limon, menunjukkan bahwa
ekstrak lemon memiliki kemampuan imunostimulan dengan meningkatkan aktivitas
makrofag yang dipengaruhi oleh flavonoid (Ramadhan, 2018). Flavonoid berperan
dalam memengaruhi proliferasi limfosit sehingga sel Thl teraktivasi dan memicu
pembentukan Specific Macrophage Activating Factor (SMAF). Molekul SMAF seperti
IFN-y akan mengaktifkan makrofag sehingga meningkatkan aktivitas fagositosis
makrofag M1. Selain itu, flavonoid diketahui dapat mengaktivasi sel Natural Killer (sel
NK) dalam merangsang sintesis IFN-y (Susilo et al., 2013; Kirana et al., 2023).

Selain daging buahnya, kulit jeruk nipis juga mengandung senyawa flavonoid
seperti hesperidin yang berperan penting dalam modulasi sistem imun. Flavonoid
tersebut diketahui mampu meningkatkan jumlah limfosit T, menurunkan proporsi sel
B, dan meningkatkan produksi IFN-y, yang menandakan adanya efek imunostimulan
(Erjon et al., 2022). Selain itu, minyak esensial dalam kulit jeruk nipis, yang kaya akan
limonene, citral, dan linalool, dilaporkan dapat meningkatkan viabilitas sel B,
menginduksi apoptosis pada sel abnormal, menghambat sekresi sitokin proinflamasi,
serta meningkatkan sekresi IL-10 yang bersifat antiinflamasi (Valdivieso-Ugarte et al.,
2019).

Kombinasi senyawa aktif jeruk nipis terutama flavonoid, minyak esensial, dan

vitamin C berperan penting dalam pengaturan respons imun dan peradangan. Senyawa-
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senyawa ini mampu menekan produksi sitokin proinflamasi seperti TNF-a, IL-1p, dan
IL-6 melalui penghambatan jalur pensinyalan NF-xB (Campanati et al., 2021). Vitamin
C, sebagai komponen bioaktif utama dalam jeruk nipis, berperan meningkatkan jumlah
dan aktivitas sel darah putih, termasuk monosit, neutrofil, dan eosinofil, yang berfungsi
sebagai lini pertahanan tubuh terhadap infeksi (Adebiyi et al., 2025). Dalam konteks
imunologi, vitamin C memiliki peran penting dalam menjaga fungsi sistem imun
bawaan maupun adaptif (Calder et al., 2020). Sel darah putih seperti neutrofil dan
monosit mampu mengakumulasi vitamin C hingga 100 kali lebih tinggi dibandingkan
kadar dalam plasma, menunjukkan bahwa vitamin ini sangat dibutuhkan untuk
mendukung fungsi leukosit (Hemil&, 2017). Sebagai antioksidan kuat, asam askorbat
menetralisir radikal bebas dan mendukung fungsi leukosit melalui peningkatan
kemotaksis, fagositosis, serta penghancuran mikroba (Kim et al., 2012).

Dalam sistem imun adaptif, vitamin C berperan penting dalam pematangan dan
proliferasi sel T serta meningkatkan aktivitas sel B dalam pembentukan antibodi
(Mikirova et al., 2012). Selain itu, vitamin ini mampu menyeimbangkan kadar sitokin
untuk mencegah hiperaktivitas sistem imun (Jeng et al., 1996). Penelitian terbaru juga
menunjukkan bahwa asam askorbat mampu menghambat aktivasi dan diferensiasi sel
B menjadi sel plasma melalui penghambatan fosforilasi STAT3, sehingga menekan
ekspresi gen PRDM1 dan IRF4 yang berperan dalam pembentukan sel plasma dan
produksi antibodi patogen (Yin & Wu, 2024).

Defisiensi asam askorbat dapat menurunkan aktivitas sitotoksik sel NK,
sedangkan suplementasi vitamin C dosis fisiologis dapat meningkatkan produksi IFN-

vy serta fungsi efektor sel NK terhadap sel kanker (Kim et al., 2012). Schmidt et al.,
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(2022) juga menemukan bahwa pemberian vitamin C dosis tinggi mampu menekan
produksi sitokin proinflamasi seperti IL-1, IL-6, IL-8, dan TNF-o pada monosit yang
dirangsang oleh LPS atau LTA, sehingga mencegah kerusakan jaringan akibat

hiperaktivasi imun.

2.7 Mekanisme Imunomodulator Bunga Telang (Clitoria ternatea) Biru dan Buah
Jeruk Nipis (Citrus aurantifolia)
Bunga telang biru mengandung antosianin utama berupa delphinidin dan

ternatin yang termasuk golongan flavonoid dengan aktivitas antioksidan tinggi
(Kazuma et al., 2003b). Antosianin dan flavonoid bunga telang mampu menangkap
reactive oxygen species (ROS) serta menekan stres oksidatif seluler yang dapat
merusak DNA, protein, dan membran sel (Cahyaningsih et al., 2019). Penekanan stres
oksidatif penting dalam menjaga stabilitas lingkungan mikro sumsum tulang
(hematopoietic niche), karena keseimbangan redoks berperan besar dalam viabilitas,
proliferasi, dan diferensiasi hematopoietic stem cells/HSC. Dengan berkurangnya stres
oksidatif, proliferasi sel progenitor hematopoietik di sumsum tulang dapat berlangsung
lebih optimal sehingga berpotensi meningkatkan jumlah sel sumsum tulang (Jang &
Sharkis, 2007).

Selain aktivitas antioksidan, ekstrak bunga telang juga menunjukkan aktivitas
antiinflamasi melalui penurunan ekspresi sitokin proinflamasi seperti 1L-6, IL-1p,
TNF-0, dan caspase-3 (Safhi et al., 2022). Penekanan sitokin proinflamasi tersebut
berperan dalam mengurangi inflamasi sistemik yang dapat menghambat hematopoiesis
normal (King & Goodell, 2011). Flavonoid bunga telang juga diketahui mampu

memodulasi jalur nuclear factor kappa-B (NF-«xB) dan mitogen-activated protein
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kinase (MAPK), sehingga menekan produksi mediator inflamasi berlebih (Nair et al.,
2015). Melalui mekanisme ini, bunga telang berpotensi mempertahankan proliferasi
sel sumsum tulang sekaligus melindungi organ limfoid dari kerusakan akibat inflamasi
kronis (Safhi et al., 2022).

Bunga telang juga memiliki efek imunomodulator terhadap respons imun
humoral dan seluler melalui regulasi aktivitas limfosit dan makrofag (Solanki & Jain,
2010). Regulasi tersebut dapat memengaruhi proliferasi sel imun pada organ limfoid
sekunder seperti limpa, yang tercermin melalui perubahan indeks organ limfa (Corbin
& Vicente, 2008). Aktivitas imunostimulator pada dosis tertentu dapat meningkatkan
proliferasi limfosit dan aktivitas jaringan limfoid, sedangkan dosis lebih tinggi dapat
menimbulkan efek imunosupresif sesuai konsep biphasic dose-response atau hormesis
(Calabrese, 2018). Oleh karena itu, perubahan indeks limfa dapat menggambarkan
tingkat stimulasi atau supresi sistem imun akibat paparan ekstrak bunga telang (Lei et
al., 2024).

Jeruk nipis mengandung vitamin C, flavonoid seperti hesperidin, quercetin, dan
naringenin, serta minyak atsiri yang berperan sebagai antioksidan dan imunomodulator
(Ramadaini et al., 2020). Vitamin C merupakan antioksidan kuat yang melindungi
leukosit dari kerusakan oksidatif, meningkatkan kemotaksis neutrofil, fagositosis, dan
aktivitas antimikroba (Carr & Maggini, 2017). Vitamin C juga mendukung proliferasi
dan diferensiasi limfosit T dan B, serta meningkatkan fungsi sel Natural Killer/NK
dalam respons imun adaptif dan bawaan (Mikirova et al., 2012). Dukungan terhadap

proliferasi sel imun ini berkontribusi terhadap homeostasis sistem imun dan berpotensi
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mendukung stabilitas hematopoiesis melalui perlindungan terhadap lingkungan
sumsum tulang (Carr & Maggini, 2017).

Flavonoid jeruk nipis diketahui mampu meningkatkan proliferasi limfosit,
aktivasi sel T helper (Thl), serta produksi IFN-y yang berperan dalam aktivasi
makrofag dan penguatan respons imun seluler. Aktivasi makrofag dan peningkatan
IFN-y berkontribusi terhadap regulasi interaksi imun-hematopoietik yang dapat
mendukung fungsi sumsum tulang selama pembentukan sel imun (King & Goodell,
2011). Selain itu, hesperidin dan flavonoid sitrus lainnya juga berperan dalam menekan
sitokin proinflamasi seperti TNF-a, IL-6, dan IL-1p melalui penghambatan jalur NF-
kB (Campanati et al., 2021). Penurunan inflamasi ini penting untuk menjaga integritas
jaringan limfa dan mendukung proliferasi limfoid yang sehat (Jiang et al., 2021).

Limfa merupakan organ limfoid sekunder yang berfungsi dalam proliferasi,
diferensiasi, dan aktivasi limfosit sebagai bagian dari respons imun sistemik (Mebius
et al., 2005). Indeks organ limfa digunakan sebagai indikator biologis untuk menilai
perubahan ukuran relatif limpa terhadap berat badan akibat stimulasi atau supresi
imunologis (Jiang et al., 2021). Senyawa antosianin, flavonoid, dan vitamin C dari
bunga telang dan jeruk nipis berpotensi meningkatkan indeks limfa melalui stimulasi
proliferasi limfosit, perlindungan antioksidan jaringan limfoid, dan modulasi sitokin
(Calder et al., 2020). Sebaliknya, jika dosis terlalu tinggi dan memicu efek hormesis,
indeks limfa dapat menurun akibat penekanan proliferasi jaringan imun (Calabrese,
2018).

Kombinasi bunga telang dan jeruk nipis berpotensi memberikan efek sinergis

karena antosianin bunga telang dapat distabilkan oleh kondisi asam dari asam sitrat dan
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vitamin C jeruk nipis, sehingga meningkatkan kestabilan senyawa bioaktif dan
kapasitas antioksidan total (Saprian & Nurmiyanto, 2014). Sinergi antioksidan ini
dapat memperkuat perlindungan terhadap sumsum tulang dari stres oksidatif,
mendukung proliferasi sel hematopoietik, serta mempertahankan homeostasis jaringan
limfoid (Lu et al., 2021). Dengan demikian, kombinasi kedua ekstrak berpotensi
memengaruhi jumlah sel sumsum tulang dan indeks organ limfa melalui mekanisme
perlindungan redoks, modulasi inflamasi, proliferasi sel imun, dan regulasi

hematopoiesis yang bergantung pada dosis pemberian (Calabrese, 2018).

2.8 Mencit (Mus musculus)

Mencit (Mus musculus) merupakan salah satu spesies mamalia yang paling luas
persebarannya di dunia (Musser et al., 2021). Spesies ini umumnya hidup pada habitat
komensal yang dekat dengan manusia (Singleton et al., 2005), namun seringkali juga
ditemukan pada lahan petanian, dan habitat alami dengan sedikit intervensi manusia
(Mcallan et al., 2008). Klasifikasi lengkap mencit (M. musculus) dalam (Musser et al.,
2021) ditunjukkan sebagai berikut:

Kindom : Kingdom

Sub Kingdom : Bilateria
Super Divisi : Deuterostomia
Divisi : Chordata

Sub Divisi  : Vetebrata
Kelas : Mammalia
Bangsa : Rodentia

Suku : Muridae
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Marga : Mus
Spesies : Mus musculus Linnaeus, 1758
Hewan ini memiliki ciri khas tubuh berukuran kecil, berwarna putih atau
cokelat keabu-abuan dengan bulu halus, berkaki empat, serta termasuk hewan jinak,
takut cahaya, aktif di malam hari (nokturnal), mudah dipelihara, memiliki siklus hidup
pendek, dan tergolong poliestrus (Marangatua, 2008). Mencit (M. musculus) bersifat
omnivora dan lebih menyukai makanan berupa biji-bijian atau sereal disbanding
makanan rendah karbohidat (Singleton et al., 2005). Ciri-ciri tersebut sesuai dengan
firman Allah yang dalam Al Qur’an dalam surah An Nur (24) ayat 45:
R O pbhag kel e 820 0 abhe g il o 800 0 weRe T a 3000 0K IR AT
£0 el t R ole T ) 1Salle (o005 0 pdles iR, L
Artinya: “Dan Allah telah menciptakan semua jenis hewan dari air, maka sebagian
dari hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya dan sebagian berjalan
dengan dua kaki sedang sebagian (yang lain) berjalan dengan empat kaki.
Allah menciptakan apa yang dikehendaki-Nya, sesungguhnya Allah Maha
Kuasa atas segala sesuatu.” (Q. S An-Nur (24): 52)
Ayat diatas pada kalimat c—’J‘ Gl i3 04 e s menjelaskan bahwa semua hewan yang
ada di muka bumi ini berjalan menggunakan empat kaki, kecuali binatang melata yang
berjalan dengan perut, seperti ular dan binatang yang berjalan dengan dengan dua kaki
seperti hewan golongan aves dan manusia (Al-Hifnawi & Utsman, 2020).
Dalam penelitian biologi, Mencit (M. musculus) merupakan hewan

laboratorium yang sangat penting dan dikenal sebagai “pahlawan biologi tanpa tanda
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jasa”, dikarenakan sekitar 40—-80% penelitian laboratorium di dunia menggunakan
mencit (M. musculus) sebagai hewan uji (Setyadi, 2006). Spesies ini sering digunakan
karena memiliki banyak keunggulan, antara lain ukuran tubuh kecil, masa kehamilan
yang pendek, jumlah anak banyak dalam satu kelahiran, siklus hidup singkat, serta
mudah ditangani dan dipelihara (Chorilli et al., 2009). Selain itu, mencit (M.musculus)
memiliki kemiripan genetik sekitar 99% dengan manusia, sehingga sering digunakan
dalam studi genetika, biomedis, dan imunologi. Strain Mencit (M. musculus) yang
umum digunakan di laboratorium antara lain C57BL/6 dan BALB/c (Viney et al.,
2015).

Secara biologis, mencit (M. musculus) memiliki masa hidup berkisar 1-2 tahun,
namun terdapat beberapa individu yang dapat mencapai 3 tahun. Masa reproduksi
hewan ini berlangsung sekitar 1,5 tahun, dan sudah dapat dikawinkan pada umur 8
minggu. (Rowe et al., 1983; Burroni et al., 2014). Masa kebuntingan berlangsung
sekitar 21 hari (Burroni et al., 2014), dengan rata-rata lima anak per kelahiran (Mcallan

et al.,, 2008), serta mengalami estrus pasca melahirkan, yang memungkinkan
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peningkatan populasi yang cepat ketika kondisi lingkungan mendukung (Burroni et al.,

2014).

Gambar 2.7 Mencit(Mus. musculus) strain BALB/c (Centre For Comparative Medicine
Research, 2025).

2.9 Metode Ekstraksi Maserasi

Maserasi adalah teknik ekstraksi yang sangat sederhana yang awalnya
digunakan dalam pembuatan wine dan telah diadopsi secara luas dalam penelitian
tanaman obat. Metode ini melibatkan proses perendaman bahan tanaman (kasar atau
bubuk) di dalam wadah tertutup menggunakan pelarut, kemudian dibiarkan pada suhu
kamar selama minimal tiga hari dengan agitasi sesekali. Proses tersebut bertujuan
untuk melunakkan dan menghancurkan dinding sel tanaman agar senyawa fitokimia
yang terlarut dapat keluar ke dalam pelarut. Setelah proses selesai, campuran kemudian
ditekan atau disaring menggunakan saringan (Azwanida, 2015). Maserasi memiliki
beberapa kelemahan, antara lain waktu ekstraksi yang lama dan efisiensi ekstraksi yang
relatif rendah. Namun, metode ini memiliki keunggulan karena dapat digunakan untuk
mengekstraksi komponen yang bersifat termolabil (mudah rusak oleh panas) sehingga

cocok untuk senyawa yang tidak tahan suhu tinggi (Zhang et al., 2018).
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Penelitian oleh Cuji¢ et al. (2016) menunjukkan bahwa metode ini tetap efektif
digunakan untuk mengekstraksi senyawa aktif tertentu. Mereka berhasil memperoleh
hasil tinggi dari total fenol dan total antosianin pada buah chokeberry menggunakan
kondisi optimum berupa etanol 50%, rasio padatan—pelarut 1:20, dan ukuran partikel
0,75 mm, yang menunjukkan bahwa maserasi merupakan metode sederhana namun
efektif untuk mengekstraksi senyawa fenolik dari bahan alami. Penelitian lain oleh
Albuquerque et al. (2017) yang membandingkan tiga teknik ekstraksi yaitu maerasi,
ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro (microwave assisted/MAE), dan ekstraksi
dengan bantuan ultrasonik. Metode MAE memberikan hasil yang paling tinggi,
meskipun demikian, maserasi tetap memberikan hasil ekstraksi yang hampir sama pada
suhu lebih rendah, hal ini memberikan keuntungan ekonomi karena penggunaan energi
yang lebih efisien. Selanjutnya, Jin et al. (2011) meneliti daun Cajanus cajan yang
dikenal dalam pengobatan tradisional Tiongkok untuk mengatasi hepatitis, cacar air,
dan diabetes, di mana flavonoid merupakan senyawa bioaktif penting. Mereka
membandingkan laju ekstraksi orientosida, luteolin, dan total flavonoid menggunakan
beberapa metode yaitu ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro, refluks, ultrasonik,
dan maserasi. Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa efisiensi ekstraksi
orientosida, luteolin, dan total flavonoid paling rendah diperoleh dari metode maserasi,
hal ini menegaskan bahwa meskipun sederhana, maserasi bukanlah metode dengan

efisiensi tertinggi untuk semua jenis senyawa.



BAB I11
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan penelitian

Penelitian tentang aktivitas imunomodulator ekstrak kombinasi bunga telang
(Clitoria ternatea) biru dan buah jeruk nipis (Citrus aurantifolia) terhadap jumlah sel
sumsum tulang dan indeks organ limpa pada mencit (Mus musculus) jantan merupakan
penelitian eksperimental menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan 6
perlakuan dan 4 kali ulangan. Hewan coba yang digunakan berupa mencit galur Balb/C
berjenis kelamin jantan berumur sekitar 2 bulan (The Jackson Laboratory, 2024).
Bahan uji yang digunakan adalah simplisia bunga telang biru pada bagian mahkota
bunga serta simplisia buah jeruk nipis.

Jumlah hewan coba yang digunakan sebanyak 24 ekor mencit, yang dibagi
secara acak ke dalam 6 kelompok perlakuan sehingga setiap kelompok terdiri atas 4
ekor mencit. Penentuan jumlah ulangan dilakukn berdasarkan rumus modifikasi
Federer, yaitu t(r—1) > 15 (Hanafiah, 2016). Berdasarkan jumlah perlakuan sebanyak 6
kelompok, maka diperoleh perhitungan:
6(r-1)>15
6r-6 > 15
6r>21
r=>3,5

Berdasarkan hasil perhitungan yang didapatkan vyaitu 3,5 maka dapat
dibulatkan menjadi 4 sehingga, dalam penelitian ini ulangannya digenapkan menjadi 4

kali ulangan.
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3.2 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian mengenai aktivitas imunomodulator ekstrak kombinasi bunga telang

(Clitoria ternatea) biru dan buah jeruk nipis (Citrus aurantifolia) terhadap jumlah sel
sumsum tulang dan indeks organ limpa pada mencit (Mus musculus) jantan
dilaksanakan di Laboratorium Fisiologi Hewan dan Laboratorium Hewan Coba
Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember

2025 sampai Maret 2026.

3.3 Alat dan Bahan

3.3.1 Alat
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi seperangkat alat gelas

laboratorium berupa gelas beker (IWAKI), gelas ukur (IWAKI), erlenmeyer (IWAKI),
tabung reaksi, batang pengaduk, corong kaca, cawan petri, dan pipet ukur (Pyrex®),
blender (Miyako®), oven pengering (Thermo Scientific), kertas saring Whatman No.1,
rotary evaporator (IKA® RV 10 Digital), timbangan analitik digital, mikropipet
adjustable volume 10-100 pL dan 100-1000 pL (DragonLab®), sentrifus (Thermo
Scientific), kandang hewan percobaan, timbangan hewan digital (A&D Company),
sonde oral stainless steel, syringe 1 mL dan 3 mL (Terumo®), seperangkat alat bedah
yang terdiri atas gunting bedah, pinset, dan skalpel, hemositometer Neubauer Improved
(Assistant® Germany), objek glass dan cover glass (Sail Brand®), mikroskop cahaya
binocular (Olympus® CX23), serta laptop untuk pengolahan dan analisis data

menggunakan IBM SPSS Statistics dan Microsoft Excel.
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3.3.2 Bahan
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi simplisia bunga

telang biru (Clitoria ternatea), simplisia buah jeruk nipis (Citrus aurantiifolia), etanol
70% analis, aquades steril, Na-CMC (Natrium Carboxymethyl Cellulose) 0,5%,
Imboost, phosphate buffered saline (PBS) steril, Trypan Blue, aquades steril, larutan
Turk, larutan Giemsa, NaCl fisiologis 0,9%, kapas, kasa steril, tisu, alkohol 70% pakan

BR-1, air mineral, dan mencit (Mus musculus) jantan galur BALBI/c.

3.4 Prosedur Penelitian

3.4.1 Persiapan Hewan Coba
Mencit diaklimatisasi di Laboratorium Hewan Coba, Program Studi Biologi,

Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim
Malang, kemudian dibagi menjadi enam kelompok perlakuan. Kelompok kontrol
negatif hanya diberi Na-CMC, kelompok kontrol positif diberi Imboost. Kelompok
perlakuan 3, 4, 5, dan 6 masing-masing diberi ekstrak kombinasi bunga telang biru dan
buah jeruk nipis dengan dosis berturut-turut 250 mg/kgBB, 500 mg/kgBB, 750
mg/kgBB, dan 1000 mg/kgBB. Pemberian dilakukan secara oral (gavage) sekali sehari
selama 21 hari (Aprikou & Briggs, 2018; Jeyaraj et al., 2022). Dosis pemberian
ditetapkan berdasarkan kapasitas lambung mencit, yaitu sekitar 0,4 ml, dengan
penyesuaian volume agar tidak melebihi batas aman pemberian oral (McConnell et al.,
2008). Setiap mencit ditimbang sebelum pemberian untuk penyesuaian dosis
individual. Mencit diberi pakan pellet BR-1 dan diberi minum secara ad-libitum berupa
air mineral dari Laboratorium Hewan Coba, Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan

Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
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3.4.1.1 Pembagian Kelompok
Penelitian ini menggunakan 6 kelompok perlakuan, masing-masing perlakuan

terdiri dari 6 ekor mencit jantan strain Balb-C. Kelompok tersebut dibagi sebagali

berikut:

a. Kelompok I (kontrol negatif): Mencit yang diberi Na-CMC

b. Kelompok Il (kontrol positif): Mencit yang diberi Imboost dengan dosis 4,56
mg/kgBB

c. Kelompok 111 : Mencit yang diberi perlakuan kombinasi ekstrak
bunga telang biru dan buah jeruk nipis dengan dosis 250 mg/ kgBB

d. Kelompok 1V : Mencit yang diberi perlakuan kombinasi ekstral
bunga telang biru dan buah jeruk nipis dengan dosis 500 mg/kgBB

e. Kelompok V : Mencit yang diberi pelakuan kombinasi ekstrak
bunga telang biru dan buah jeruk nipis dengan dosis 750 mg/kgBB

f. Kelompok VI : Mencit yang diberi perlakuan kombinasi ekstrak

bunga telang biru dan buah jeruk nipis dengan dosis 1000mg/kgBB

3.4.2 Pemberian Ekstrak Kombinasi Bunga Telang (C. ternatea) Biru dan Buah
Jeruk Nipis (C. aurantifolia)

3.4.2.1 Penentuan Dosis Perlakuan

Penentuan dosis ini mengacu pada penelitian sebelumnya yang menunjukkan
bahwa ekstrak bunga telang (C. ternatea) biru diketahui memiliki tingkat toksisitas
akut yang rendah, dimana pemberian oral ekstrak bunga telang hingga dosis 2000
mg/kg BB pada tikus Wistar tidak menunjukkan mortalitas maupun abnormalitas

signifikan, sehingga tergolong aman dan termasuk kategori toksisitas rendah menurut
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klasifikasi OECD (Jeyaraj et al., 2021). Sementara itu, jus buah jeruk nipis memiliki
LDso sebesar 54,8 ml/kg BB, dengan tingkat toksisitas rendah pada dosis <50 ml/kg
BB dan munculnya gejala toksik pada dosis >60 ml/’kg BB (Ezeigwe & Ani, 2022).
Berdasarkan data tersebut, dosis kombinasi ekstrak dalam penelitian ini
ditetapkan pada dosis 250, 500, 750, dan 1000 mg/kg BB. Rentang dosis tersebut
dipilih untuk mewakili dosis rendah, sedang, hingga tinggi, namun tetap berada jauh di
bawah batas toksik uang dilaporkan, sehingga diharapkan aman digunakan selama
perlakuan sekaligus memungkinkan pengamatan terhadap respons biologis ekstrak
kombinasi terhadap jumlah sel sumsum tulang dan indeks organ limfa. Pemilihan
rentang bertingkat ini juga bertujuan untuk mengevaluasi kemungkinan hubungan
dosis-respons (dose-response relationship) dari aktivitas imunomodulator ekstrak

kombinasi bunga telang biru dan buah jeruk nipis.

3.4.2.2 Pembuatan Ekstrak Kombinasi Bunga Telang (C. ternatea) Biru dan Buah
Jeruk Nipis (C. aurantifolia)

Pembuatan ekstrak kombinasi bunga telang biru dan buah jeruk nipis mengacu
pada penelitian (Rahmah et al., 2023) yang telah dimodifikasi. Bunga telang biru yang
akan digunakan terlebih dahulu disortasi untuk memisahkan bagian mahkota bunga
dari kelopak bunga, dan bagian lainnya. Mahkota bunga kemudian dikeringkan
menggunakan oven pada suhu 40 °C selama £20 menit untuk mengurangi kelembapan
yang mungkin timbul selama penyimpanan. Setelah itu, bunga telang dihaluskan
meggunakan blender dan diayak hingga diperoleh bubuk simplisia.

Sebanyak 50 gram serbuk simplisia bunga telang dicampurkan dengan 25 gram

serbuk simplisia buah jeruk nipis sehingga diperoleh campuran simplisia dengan
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perbandingan 2:1 (b/b). Campuran simplisia tersebut dimasukkan ke dalam wadah kaca
dan ditambahkan etanol 70% sebagai pelarut, sesuai dengan rasio total perbandingan
berat terhadap volume (1:10 b/v) yang disesuaikan dari kebutuhan pelarut masing-
masing bahan (Khumairoh, 2020). Wadah ditutup rapat dan dibungkus dengan
aluminium foil untuk menghindari paparan cahaya, kemudian dilakukan proses
maserasi selama 24 jam pada suhu ruang (£25°C) (Solihah et al., 2024). Setelah itu,
campuran disaring menggunakan kertas saring Whatman No. 1 untuk memperoleh
filtrat. Filtrat diuapkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 40°C hingga
diperoleh ekstrak kental. Ekstrak yang diperoleh disaring kembali apabila terdapat sisa
partikel padat, kemudian disimpan dalam botol kaca gelap bertutup rapat pada suhu

4°C hingga digunakan pada tahap pengujian berikutnya.

3.4.2.3 Pemberian Kombinasi Ekstrak Bunga Telang (C. ternatea) Biru dan Buah
Jeruk Nipis (C. aurantifolia)

Pemberian kombinasi ekstrak dilakukan secara oral menggunakan sonde satu
kali sehari selama 21 hari berturut-turut (Aprikou & Briggs, 2018; Jeyaraj et al., 2022).
Mencit dibagi menjadi 6 kelompok, yaitu satu kelompok kontrol negatif yang hanya
diberikan Na-CMC, satu kelompok kontrol positif yang diberikan imboost, serta empat
kelompok perlakuan yang masing-masing menerima kombinasi ekstrak bunga telang
biru dan buah jeruk nipis dengan dosis 250,500,750, dan 1000mg/kg BB. Dosis
pemberian ditetapkan berdasarkan kapasitas lambung mencit, yaitu sekitar 0,4 ml,
dengan penyesuaian volume agar tidak melebihi batas aman pemberian oral
(McConnell et al., 2008). Kombinasi ekstrak disiapkan dalam bentuk suspensi

homogen menggunakan larutan Na-CMC 0,5% sebagai vehicle agar mudah diberikan
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melalui sonde (Singh et al., 2012). Pemberian dilakukan tiap hari pada jam yang sama
untuk menjaga konsistensi, sementara kelompok kontrol positif diberi pembanding
sesuai kebutuhan pengukuran. Sepanjang percobaan semua mencit mendapat pakan

standar (BR-1) dan air bebas, serta dipantau kondisi fisik dan perilaku setiap hari.

3.4.3 Isolasi Sel Sumsum Tulang
Sel isolat diperoleh dari sumsum tulang mencit. Setelah dilakukan eutanasia

sesuai prosedur etika, tulang femur dan tibia diambil dibersihkan dari jaringan otot
yang menempel (Janeway et al., 2001). Ujung epifisis kedua tulang dipotong,
kemudian sumsum tulang dikeluarkan (flushing) menggunakan syringe 1mL berisi
PBS steril ke dalam cawan petri steril hingga rongga tulang tampak putih. Suspensi
sumsum tulang yang diperoleh kemudian disaring menggunakan saringan sel
berukuran 70 um untuk mendapatkan suspensi sel tunggal (Swamydas & Lionakis,
2013).

Hasil saringan dimasukkan ke dalam tabung sentrifus 10 mL dan disentrifugasi
pada kecepatan 2.500 rpm selama 5 menit. Supernatan dibuang dan pellet yang
dihasilkan diresuspensi dalam PBS steril, kemudian ditambahkan PBS steril untuk
menghentikan reaksi dan disentrifugasi kembali dengan kondisi yang sama. Pellet yang
dihasilkan selanjutnya diresuspensi kembali menggunakan 1 mL PBS steril hingga
diperoleh suspensi homogen (Swamydas & Lionakis, 2013). Jumlah sel sumsum tulang
dihitung menggunakan hemositometer Neubauer di bawah mikroskop Cahaya dengan
bantuan pewarna Trypan Blue dengan faktor pengenceran 1:1 untuk membedakan sel
hidup dan sel mati (Strober, 2015). Sel hidup dihitung pada kotak pengamatan, lalu

jumlah sel dikonversi menjadi konsentrasi sel menggunakan rumus jumlah sel/mL =
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(jumlah sel terhitung + jumlah kotak yang diamati) x faktor pengenceran x 10* Nilai
10* digunakan karena volume satu kotak besar pada hemositometer Neubauer setara

dengan 10~ mL (Thermo Fisher Scientific, 2023).

3.4.4 Isolasi Organ Limpa

Limpa diambil setelah seluruh perlakuan selesai dan mencit dieutanasia sesuai
prosedur etik penelitian hewan coba (AVMA Panel on Euthanasia, 2020). Mencit
diposisikan terlentang pada papan bedah, kemudian area abdomen dibersihkan
menggunakan alcohol 70% untuk menjaga kondisi aseptik sebelum pembedahan.
Abdomen dibuka melalui insisi longitudinal menggunakan gunting bedah steril, lalu
rongga abdominal dieksplorasi untuk mengidentifikasi organ limpa yang terletak di sisi
Kiri rongga abdomen berdekatan dengan lambung (Lewis, Williams, & Eisenbarth,
2019).

Limpa diambil secara hati-hati menggunakan pinset dan gunting steril untuk
mencegah kerusakan jaringan organ. Organ yang telah diangkat kemudian dibersihkan
dari jaringan lemak, pembuluh darah, dan jaringan ikat yang masih menempel, lalu
dicuci menggunakan phosphate buffered saline (PBS) steril dingin guna
menghilangkan sisa darah atau kontaminan permukaan (Jiang i., 2021). Setelah
pencucian, limpa dikeringkan secara perlahan menggunakan kertas saring steril tanpa
memberik tekanan berlebih agar tiak mempengaruhi berat organ (Kopp, 1990). Limpa
yang telah bersih kemudian ditimbang menggunakan timbangan digital analitik untuk
memperoleh berat organ absolut. Berat limpa selanjutnya digunakan untuk menghitung
indeks organ limfa dengan rumus: Indeks organ limpa (%) = (berat limpa (g) / berat

badan mencit (g) x 100 (Jiang et al., 2021).
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3.5 Analisis Data

Parameter dianalisis menggunakan uji sidik ragam (ANOVA) satu arah melalui
program SPSS 16.0 dengan taraf signifikansi 5%. Apabila terdapat perbedaan yang
signifikan maka dilanjutkan dengan uji lanjut yang sesuai dan dengan taraf signifikansi
5%. Uji lanjut ini dilakukan berdasarkan koefisien keragaman (KK). Menurut Hanafiah
(2016), apabila KK besar (minimal 10% pada kondisi homogen atau minimal 20% pada
kondisi heterogen), maka uji lanjut yang digunakan yaitu uji Duncan. Jika KK sedang
(antara 5-10% pada kondisi homogen atau 10-20% pada kondisi heterogen), maka uji
lanjut yang digunakan adalah uji BNT. Jika KK kecil (maksimal 5% pada kondisi
homogen atau maksimal 10% pada kondisi heterogen), maka uji lanjut yang dipakai
adalah uji BNJ. Langkah awal yang dilakukan dalam analisis data adalah uji normalitas
menggunakan uji Kolmogorov-Smirnov.

Data dinyatakan terdistribusi normal apabila nilai p>0,05. Namun, apabila data
tidak terdistribusi normal maka dapat dilakukan transformasi data atau dilakukan uji
non-parametrik dengan Kruskall- Wallis dan Mann-Whitney. Data yang terdistribusi
normal dapat dilanjutkan uji homogenitas Levene test. Jika data dinyatakan homogen,
maka dapat dilanjutkan dengan uji parametrik One Way Anova dan apabila terdapat
perbedaan yang signifikan, maka dapat dilanjutkan dengan uji lanjut yang sesuai (BNT,
BNJ dan Duncan). Sedangkan jika data dinyatakan tidak homogen, maka data dapat
ditransformasikan terlebih dahulu atau dilakukan uji Brown-Forsythe dan dilanjutkan
dengan uji non-parametrik Games-Howell (Field, 2009). Data pada penelitian ini

disajikan dalam bentuk tabel, diagram dan grafik.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Ekstrak Kombinasi Bunga Telang (C. ternatea) Biru dan Buah
Jeruk Nipis (C. aurantifolia) Terhadap Jumlah Sel Sumsum Tulang Pada
Mencit (M. musculus) Jantan

Hasil penelitian mengenai pengaruh ekstrak kombinasi bunga telang biru dan
buah jeruk nipis terhadap jumlah sel sumsum tulang pada mencit jantan diperoleh dari
pengamatan pada 6 kelompok perlakuan dengan 4 ulangan. Data jumlah sel sumsum
tulang pada masing-masing individu dalam setiap kelompok perlakuan dihitung,
kemudian dirata-ratakan berdasarkan kelompok untuk selanjutnya dianalisis
menggunakan SPSS versi 16.0. Hasil perhitungan menunjukkan adanya variasi nilai

rata-rata proliferasi sel sumsum tulang pada masing-masing kelompok perlakuan.
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Gambar 4.1 Pengamatan jumlah sel sumsum tulang menggunakan hemositometer
(Neubauer) dengan pewarnaan Trypan Blue pada mikroskop cahaya
perbesaran 400x; (A) K1, (B) K2, (C) K3, (D) K4, (E) K5, dan (F) K®6.

Berdasarkan hasil pengamatan mikroskopis pada hemositometer, tampak

populasi sel sumsum tulang yang tersebar pada seluruh bidang pengamatan dengan
kepadatan yang bervariasi antar kelompok perlakuan. Sel-sel yang teramati umumnya
berbentuk bulat hingga oval dengan ukuran yang beragam, yang menunjukkan
karakteristik populasi sel sumsum tulang yang heterogen. Populasi tersebut terdiri atas
berbagai sel hematopoietik pada tahap perkembangan yang berbeda, meliputi prekursor
eritroid, prekursor mieloid, limfosit, monosit, serta sel progenitor hematopoietik yang
secara normal terdapat dalam sumsum tulang (Morrison & Scadden, 2014; Swamydas

& Lionakis, 2013). Keberadaan berbagai jenis sel tersebut mencerminkan fungsi
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sumsum tulang sebagai organ hematopoiesis utama yang berperan dalam pembentukan
dan perkembangan sel-sel darah (Kumar et al., 2021). Pengamatan mikroskopis ini
dilakukan untuk membantu identifikasi dan perhitungan jumlah total sel sumsum
tulang menggunakan hemositometer sebagai indikator proliferasi sel hematopoietik
(Strober, 2015).

Tabel 4.1 Pengaruh Ekstrak Kombinasi C. ternatea dan C. aurantifolia Terhadap
Jumlah Sel Sumsum Tulang pada M.musculus Jantan

Perlakuan Jumlah Sel Sumsum Tulang (sel/mm*) Rata-rata +
I m I v SD
K1 4,72 5,20 5,64 6,34 50’?678503:
K2 7,73 9,50 9,58 11,10 91’;53559?:
K3 3,63 3,68 4,30 5,00 eon
K4 5,41 5,45 6,21 7,20 60’?86280f
K5 3,71 4,00 4,89 5,26 40’?76158;'5
K6 2,18 4,40 5,05 5,60 41”3;)88;

Keterangan: Jumlah sel sumsum tulang dinyatakan dalam satuan sel/mm®. Perbedaan
huruf superskrip pada kolom rata-rata menunjukkan adanya perbedaan
signifikan berdasarkan uji lanjut Tukey HSD pada taraf kepercayaan 95%
(p<0,05).

Data hasil pengamatan jumlah sel sumsum tulang pada masing-masing
kelompok perlakuan memiliki sebaran data yang normal berdasarkan uji Shapiro-Wilk,
dengan seluruh kelompok menunjukkan nilai p>0,05, sehingga data terdistribusi
normal. Data juga memenuhi asumsi homogenitas dan layak untuk dilanjutkan pada uji

parametrik One Way ANOVA. Hasil analisis One Way ANOV A menunjukkan adanya
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perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan dengan nilai signifikansi p=0,000

(p<0,05), sehingga dilanjutkan dengan uji lanjut Tukey HSD.

100.000 4 C

80.000 -

60.000 - b

40.000 +

Rata-rata Proliferasi Sel (sel/mm?)
w

20.000 A

0 T T T T
K1 K2 K3 K4 K5 K6

Kelompok Perlakuan

Gambar 4.2 Rata-rata Jumlah Sel Sumsum Tulang M. musculus Jantan. Keterangan:
K1: Na-CMC; K2: Imboost; K3: dosis 250 mg/kgBB; K4: dosis 500
mg/kgBB; K5: dosis 750 mg/kgBB; K6: dosis 1000 mg/kgBB.

Hasil uji lanjut menunjukkan bahwa kelompok kontrol positif (K2) memiliki
rata-rata jumlah sel sumsum tulang tertinggi yaitu sebesar 95.500 sel/mm*, sedangkan
kelompok perlakuan K3 memiliki rata-rata terendah yaitu sebesar 41.525 sel/mm?®.
Kelompok K2 berbeda signifikan dengan seluruh kelompok perlakuan lainnya.
Sementara itu, kelompok perlakuan K3, K5, dan K6 tidak menunjukkan perbedaan
signifikan satu sama lain. Kelompok K4 menunjukkan rata-rata jumlah sel sumsum
tulang tertinggi di antara seluruh kelompok perlakuan ekstrak, yaitu sebesar 60.675
sel/mm?*, namun tidak berbeda signifikan dengan kelompok kontrol negatif (K1). Hal
ini menunjukkan bahwa pemberian ekstrak kombinasi bunga telang biru dan buah jeruk

nipis dosis 500 mg/kgBB memiliki kecenderungan meningkatkan proliferasi sel
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sumsum tulang dibandingkan dosis perlakuan lainnya, meskipun efek peningkatannya
belum melampaui kontrol positif (Gambar 4.1).

Rendahnya proliferasi sel sumsum tulang pada dosis 250 mg/kgBB (K3) diduga
menunjukkan bahwa konsentrasi senyawa bioaktif pada dosis tersebut belum mencapai
rentang biologis yang cukup untuk menghasilkan aktivitas imunomodulator secara
optimal (Xi et al., 2022). Sebaliknya, dosis 500 mg/kgBB (K4) menunjukkan rata-rata
proliferaso tertinggi di antara seluruh kelompok perlakuan ekstrak, sehingga diduga
berada pada rentang dosis yang lebih optimal dalam menstimulasi proliferasi sumsum
tulang. Pola ini mengindikasikan adanya hubungan dose-response non-linear, di mana
peningkatan dosis tidak selalu diikuti dengan peningkatan aktivitas biologis secara
proporsional. Fenomena ini sejalan dengan Calabrese (2018) yang menyatakan bahwa
konsep dose paradox, yaitu kondisi ketika dosis sedang justru memberikan efek
imunomodulator yang lebih efektif dibandingkan dosis tinggi.

Efek proliferatif pada dosis 500 mg/kgBB diduga berkaitan dengan kandungan
bioaktif utama dalam bunga telang dan jeruk nipis, seperti antosianin, flavonoid,
vitamin C, dan senyawa fenolik lain yang memiliki aktivitas antioksidan dan berpotensi
mendukung modulasi biologis tubuh. Bunga telang diketahui kaya akan antosianin
golongan ternatin yang merupakan turunan delphinidin (Kazuma et al., 2003).
Antosianin tersebut berperan sebagai antioksidan alami yang mampu menangkal
reactive oxygen species (ROS) dan melindungi sel dari kerusakan oksidatif (Escher et
al., 2020). Jeruk nipis juga mengandung vitamin C serta flavonoid yang berkontribusi
dalam menjaga stabilitas fisiologis melalui perlindungan seluler dan penekanan stres

oksidatif (Addi et al., 2022).
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Selain aktivitas biologis masing-masing senyawa, kombinasi bunga telang dan
jeruk nipis juga diduga memberikan efek melalui mekanisme kopigmentasi.
Kopigmentasi merupakan interaksi molekuler antara antosianin dengan flavonoid,
asam organik, atau senyawa fenolik lain yang dapat meningkatkan stabilitas antosianin
terhadap degradasi oksidatif (Trouillas et al., 2016). Pada kombinasi ini, antosianin
golongan ternatin dari bunga telang berpotensi berinteraksi dengan asam askorbat dan
asam sitrat dari jeruk nipis (Khoo et al., 2017). Interaksi tersebut diduga membantu
mempertahankan stabilitas senyawa bioaktif sehingga aktivitas antioksidan dapat
berlangsung lebih efektif dalam menekan stres oksidatif. Stabilitas ini mendukung
terciptanya lingkungan fisiologis yang lebih kondusif bagi fungsi imun dan proses
hematopoiesis, terutama ketika keseimbangan antar senyawa aktif berada pada rentang
optimal seperti pada dosis 500 mg/kgBB (K4).

Namun, peningkatan dosis hingga 750 mg/kgBB (K5) dan 1000 mg/kgBB (K6)
tidak menunjukkan peningkatan proliferasi sel sumsum tulang yang lebih tinggi
dibandingkan dosis 500 mg/kgBB (K4). Kondisi ini menunjukkan bahwa peningkatan
konsentrasi senyawa bioaktif tidak selalu menghasilkan efek biologis yang sebanding.
Fenomena tersebut diduga berkaitan dengan pola respons bifasik atau hormesis, yaitu
kondisi ketika senyawa bioaktif memberikan efek stimulatif pada dosis rendah hingga
sedang (Calabrese, 2018), namun dapat menurun, mencapai plateau, atau bahkan
bersifat inhibitif pada dosis yang lebih tinggi (Mattson, 2008).

Selain itu, pada konsentrasi tinggi, beberapa senyawa bioaktif seperti flavonoid
dan polifenol dapat berpern sebagai pro-oksidan yang memicu stress seluler (Galati &

O’Brien, 2004). Kondisi tersebut dapat meningkatkan pembentukan reactive oxygen
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species (ROS) yang berlebihan sehingga mengganggu keseimbangan redoks dalam sel
(Li et al.,, 2016). Ketidakseimbangan redoks tersebut dapat berdampak pada
terganggunya fungsi seluler, termasuk proses proliferasi sel (Galati & O’Brien, 2004).
Akibatnya, peningkatan dosis tidak selalu diikuti oleh peningkatan proliferasi, bahkan
dapat menyebabkan penurunan respons biologis pada konsentrasi yang lebih tinggi (Li
et al., 2016).

Fenomena peningkatan dosis yang tidak selalu diikuti oleh peningkatan respons
biologis menunjukkan bahwa setiap senyawa memiliki rentang dosis optimal untuk
menghasilkan efek yang maksimal. Pada dosis tertentu, suatu senyawa dapat
memberikan efek stimulatif, namun ketika dosis ditingkatkan melebihi batas optimal,
respons biologis dapat menurun akibat terjadinya kejenuhan reseptor, mekanisme
umpan balik negatif, maupun perubahan aktivitas senyawa menjadi prooksidan
(Katzung, 2018; Brunton et al., 2018). Oleh karena itu, efektivitas suatu bahan tidak
hanya ditentukan oleh jumlah yang diberikan, tetapi juga oleh ketepatan dosis yang
digunakan.

Konsep tersebut sejalan dengan firman Allah SWT dalam QS. Al-Qamar ayat
49:

Artinya: Sesungguhnya kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran

Makna “ Jm mengandung makna bahwa segala sesuatu diciptakan dengan ukuran
yang tepat, tidak kurang dan tidak lebih, sesuai dengan fungsi dan hikmahnya (Shihab,
2002). Dalam tafsir Al-Hifnawi & Utsman (2020) dijelaskan bahwa kata gadar

bermakna ketetapan atau sistem yang telah diatur secara presisi oleh Allah SWT,
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sehingga segala seuatu berjalan sesuai dengan hukum dan ketentuan yang berlaku (Al-
Hifnawi & Utsman, 2020). Sejalan dengan hal tersebut, Tafsir Ibnu Katsir menjelaskan
bahwa Allah SWT menciptakan seluruh makhluk dengan ukuran dan ketentuan
tertentu, baik dari segi jumlah, kadar, maupun waktu kejadiannya (Ibn Kathir, 2003).

Dengan demikian, konsep ukuran ( )‘33;’) dapat diinterpretasikan sebagai adanya
batas optimal suatu sistem biologis, termasuk penggunaan suatu zat. Sebagaimana
peningkatan dosis ekstrak tidak selalu menghasilkan peningkatan jumlah sel sumsum
tulang, penggunaan suatu zat yang melebihi batas optimal juga berpotensi menurunkan
efektivitas biologisnya (Brunton et al., 2018).

Prinsip ukuran dan keseimbangan dalam penggunaan dosis juga mencerminkan
nilai muamalah dalam Islam, yang meliputi muamalah ma'Allah, muamalah ma'an-nas,
dan muamalah ma'‘al-alam. Muamalah ma'Allah tercermin melalui upaya manusia
memahami dan memanfaatkan ketentuan Allah SWT yang telah menetapkan segala
sesuatu menurut ukuran dan kadar tertentu. Hasil penelitian menunjukkan bahwa dosis
ekstrak yang lebih tinggi tidak selalu menghasilkan efek biologis yang lebih baik,
sehingga manusia dituntut untuk mengikuti prinsip keseimbangan yang telah
ditetapkan Allah SWT dalam memanfaatkan sumber daya alam.

Muamalah ma'an-nas diwujudkan melalui tanggung jawab dalam menentukan
dosis yang efektif dan aman bagi kesehatan. Sebagaimana dosis 500 mg/kgBB
memberikan respons proliferasi sel sumsum tulang yang lebih optimal dibandingkan
dosis yang lebih tinggi, penggunaan bahan herbal secara tepat dapat memaksimalkan
manfaat dan meminimalkan risiko yang berpotensi merugikan diri sendiri maupun

orang lain. Sementara itu, muamalah ma'al-alam tercermin dalam pemanfaatan
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tanaman bunga telang dan jeruk nipis secara proporsional sesuai kebutuhan.
Penggunaan dosis yang optimal menunjukkan bahwa pemanfaatan bahan alam tidak
harus dilakukan secara berlebihan untuk memperoleh manfaat yang maksimal,
sehingga mendukung prinsip efisiensi penggunaan sumber daya serta menjaga
kelestarian lingkungan dan keberlanjutan ketersediaan tanaman obat di alam (Shihab,
2002; Habibullah, 2018; Rahmad, 2025).

Selain faktor dosis, variasi respons proliferasi sel sumsum tulang pada masing-
masing kelompok juga dapat dipengaruhi oleh karakteristik senyawa bioaktif dalam
ekstrak. Senyawa flavonoid diketahui memiliki aktivitas biologis yang kompleks dan
dapat memberikan efek yang berbda tergantung pada kondisi biologis yang terlibat
(Middleton et al., 2009). Pada kondisi tertentu, flavonoid dapat berperan sebagai
imunostimulan melalui peningkatan aktivitas sel imun, namun pada kondisi lain juga
dapat menunjukkan efek imunosupresif tergantung pada konsentrasi, tipe sel, dan
kondisi fisiologis organisme (Zhang et al., 2015).

Senyawa bioaktif dalam tumbuhan umumnya bersifat multikomponen,
sehingga satu jenis ekstrak dapat mengandung berbagai senyawa aktif dengan
mekanisme kerja yang berbeda (Wagner & Ulrich-Merzenich, 2009). Interaksi antar
senyawa tersebut dapat terjadi secara sinergis maupun antagonis, yang pada akhirnya
mempengaruhi efek biologis yang dihasilkan. Interaksi sinergis terjadi ketika
kombinasi senyawa meningkatkan efek biologis secara keseluruhan, sedangkan
interaksi antagonis terjadi ketika suatu senyawa menghambat atau menurunkan

aktivitas senyawa lainnya (Aden & Rifa’i, 2014).
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Efek antagonis yang ditunjukkan oleh kombinasi ekstrak bunga telang biru dan
buah jeruk nipis pada dosis 750 mg/kgBB (K5) dan 1000 mg/kgBB (K6) diduga
berkaitan dengan interaksi antar senyawa bioaktif yang tidak selalu bersifat sinergis.
Caesar & Cech (2019) menyatakan dalam sistem fitokimia, senyawa seperti flavonoid,
polifenol, dan metabolit sekunder lain dapat berinteraksi dalam bentuk sinergi, aditif,
maupun antagonis tergantung pada komposisi dan konsentrasi masing-masing
komponen. Antagonisme terjadi ketika satu senyawa menghambat atau menurunkan
efek biologis senyawa lain, sehingga respons yang dihasilkan menjadi lebih rendah
dibandingkan efek individualnya (Chaachouay, 2025).

Pada kombinasi ekstrak tumbuhan, fenomena antagonis dapat dipengaruhi oleh
kompleksitas komposisi fitokimia yang bersifat multikomponen, Setiap senyawa
memiliki target molekuler dan mekanisme kerja yang berbeda, sehingga interaksi antar
senyawa dapat menyebabkan kompetisi pada reseptor, perubahan jalur sinyal seluler,
atau gangguan terhadap bioavailabilitas senyawa aktif lainnya Selain itu, variasi faktor
seperti dosis, rasio kombinasi, serta kondisi fisiologis organisme juga berperan dalam
menentukan apakah interaksi tersebut bersifat sinergis atau justru antagonis
(Chaachouay, 2025).

Dalam penelitian ini, kemungkinan efek antagonis pada kombinasi ekstrak
bunga telang dan buah jeruk nipis dapat terjadi ketika konsentrasi senyawa bioaktif
yang tinggi menyebabkan ketidakseimbangan interaksi antar komponen (Wagner &
Ulrich-Merzenich, 2009). Ketidakseimbangan tersebut dapat memengaruhi jalur
molekuler yang terlibat dalam respons imun, sehingga efektivitas mekanisme

imunomodulator tidak berlangsung secara optimal (Spelman et al., 2006). Kondisi ini
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dapat berdampak pada penurunan aktivitas proliferasi sel atau terganggunya regulasi
sistem imun akibat interaksi senyawa yang saling menghambat (Wagner & Ulrich-
Merzenich, 2009). Oleh karena itu, meskipun kedua bahan secara individual memiliki
potensi imunomodulator, kombinasi keduanya tidak selalu menghasilkan efek yang
lebih tinggi. Sebaliknya, efek biologis dapat menurun apabila interaksi antar senyawa
tidak berada pada rasio yang optimal, sehingga respons imun yang dihasilkan menjadi
kurang efektif (Spelman et al., 2006).

Pada tingkat seluler, beberapa senyawa bioaktif seperti flavonoid dan saponin
diketahui dapat memengaruhi regulasi siklus sel melalui mekanisme penghambatan
aktivitas cyclin-dependent kinase (CDK). Protein p27”Kipl merupakan salah satu
inhibitor CDK yang berperan dalam menghambat transisi siklus sel dari fase G1 ke
fase S, sehingga menyebabkan terjadinya penghentian siklus sel pada fase GO/G1 dan
menurunkan proliferasi sel (Sherr & Roberts, 1999). Beberapa senyawa flavonoid
dilaporkan mampu meningkatkan ekspresi p27~Kipl sehingga berkontribusi terhadap
penghambatan proliferasi sel melalui regulasi siklus sel (Chen, 2010).

Selain itu, senyawa bioaktif dari bahan alam diketahui dapat memodulasi
respons imun melalui regulasi produksi sitokin. Middleton et al. (2000) menyatakan
bahwa flavonoid mampu menekan produksi sitokin seperti IL-2 yang berperan dalam
proliferasi dan aktivasi limfosit T. Penurunan produksi sitokin tersebut dapat
menyebabkan berkurangnya aktivasi sel imun, termasuk limfosit, sehingga jumlah sel
yang terproliferasi menjadi lebih rendah (Spelman et al., 2006). Dalam kaitannya
dengan sistem imun, sumsum tulang merupakan organ hematopoietik utama yang

berperan dalam pembentukan berbagai sel imun, termasuk prekursor leukosit dan



80

limfosit (Xu et al., 2024). Peningkatan jumlah sel sumsum tulang dapat
mengindikasikan adanya stimulasi terhadap proses hematopoiesis, yaitu proses
pembentukan dan diferensiasi sel darah yang berlangsung di dalam sumsum tulang
(Morrison & Scadden, 2014).

Aktivitas hematopoiesis yang meningkat akan berkontribusi pada peningkatan
produksi sel imun, termasuk leukosit dan limfosit, yang berperan dalam
mempertahankan respons imun tubuh. Sebaliknya, penurunan jumlah sel sumsum
tulang dapat mencerminkan adanya hambatan proliferasi sel hematopoietik atau
gangguan pada lingkungan sumsum tulang yang berperan dalam regulasi pertumbuhan
dan diferensiasi sel. Gangguan pada lingkungan sumsum tulang dapat memengaruhi
keseimbangan antara proliferasi dan diferensiasi sel hematopoietik, sehingga
berdampak pada penurunan produksi sel imun dan melemahnya respons imun
(Morrison & Scadden, 2014). Oleh karena itu, jumlah sel sumsum tulang dapat
digunakan sebagai indikator aktivitas pembentukan sel imun serta kapasitas regeneratif
sistem imun pada hewan uji.

Dalam kajian hematopoiesis, hingga saat ini belum terdapat kisaran baku
jumlah total sel sumsum tulang yang dinyatakan sebagai nilai normal tunggal. Hal ini
disebabkan karena jumlah sel sumsum tulang sangat bervariasi tergantung pada jenis
tulang yang diamati, strain hewan, umur, serta kondisi fisiologis individu (Morrison &
Scadden, 2014). Boggs (1984) melaporkan bahwa jumlah sel sumsum tulang pada
mencit umumnya dinyatakan berdasarkan jumlah sel per tulang, seperti femur, bukan
dalam bentuk nilai absolut tunggal. Hal ini disebabkan karena hasil isolasi sumsum

tulang sangat dipengaruhi oleh lokasi tulang, metode ekstraksi, serta kondisi fisiologis
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hewan uji. Pada mencit normal, jumlah sel sumsum tulang yang diperoleh dari satu
femur dilaporkan berkisar antara 1 x 107 hingga 2 x 107 sel per femur (Boggs, 1984),
pada beberapa kondisi dapat bervariasi hingga sekitar 3 x 107 sel per femur tergantung
teknik isolasi dan karakteristik biologis hewan (Challen, 2009).

Meskipun jumlah sel yang diperoleh pada penelitian ini masih berada dalam
kisaran yang dilaporkan pada mencit normal, efektivitas ekstrak kombinasi bunga
telang biru dan jeruk nipis tetap perlu dibandingkan dengan kontrol positif untuk
menilai kemampuan proliferatifnya. Hasil penelitian menunjukkan bahwa respons
proliferatif yang dihasilkan oleh ekstrak kombinasi bunga telang biru dan jeruk nipis
masih lebih rendah dibandingkan kelompok kontrol positif (K2). Temuan ini
menunjukkan bahwa aktivitas imunomodulator ekstrak cenderung bersifat suportif dan
regulatif, bukan sebagai stimulator kuat yang mampu menghasilkan proliferasi sel
hematopoietik setara dengan agen farmakologis standar. Imboost sebagai kontrol
positif mengandung senyawa yang telah diformulasikan secara khusus untuk
menstimulasi respons imun secara lebih terarah dan konsisten, sehingga efek
proliferatif yang dihasilkan relatif lebih tinggi. Sebaliknya, ekstrak bahan alam
mengandung berbagai senyawa bioaktif yang bekerja secara sinergis melalui
mekanisme yang lebih kompleks, seperti modulasi produksi sitokin, perlindungan
terhadap stres oksidatif, pengurangan inflamasi berlebih, serta pemeliharaan
homeostasis sistem imun (Spelman et al., 2006).

Selain itu, peningkatan jumlah sel sumsum tulang yang tidak setinggi kontrol
positif tidak selalu menunjukkan efektivitas yang lebih rendah. Imunomodulator

berbasis bahan alam pada umumnya tidak bertujuan menghasilkan stimulasi imun yang
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berlebihan, melainkan menjaga keseimbangan respons imun agar tetap optimal.
Johnson et al. (2010) menjelaskan bahwa senyawa alami cenderung bekerja secara
bertahap melalui berbagai jalur biologis yang saling berinteraksi, sehingga efeknya
lebih bersifat regulatif dibandingkan agen farmakologis yang dirancang untuk
menghasilkan stimulasi imun secara langsung. Oleh karena itu, peningkatan jumlah sel
sumsum tulang pada dosis 500 mg/kgBB mengindikasikan bahwa ekstrak kombinasi
masih memiliki potensi dalam mendukung proliferasi sel hematopoietik, meskipun

efektivitasnya belum mencapai tingkat stimulasi yang ditunjukkan oleh kontrol positif.

4.2 Pengaruh Ekstrak Kombinasi Bunga Telang (C. ternatea) Biru dan Buah
Jeruk Nipis (C. aurantifolia) Terhadap Indeks Organ Limpa Pada Mencit (M.
musculus) Jantan

Hasil penelitian menganai pengaruh ekstrak kombinasi bunga telang biru dan
buah jeruk nipis terhadap indeks organ limpa pada mencit jantan diperoleh dari
pengamatan pada 6 kelompok perlakuan dengan 4 ulangan. Data indeks organ limpa
pada masing-masing individu dalam setiap kelompok perlakuan dihitung, kemudian
dirata-ratakan berdasarkan kelompok untuk selanjutnya dianalisis menggunakan SPSS
versi 16.0. Hasil perhitungan menunjukkan adanya variasi nilai rata-rata indeks organ

limfa pada masing-masing kelompok perlakuan.
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Tabel 4.2 Pengaruh Ekstrak Kombinasi C. ternatea dan C. aurantifolia terhadap Indeks
Organ Limpa pada M. musculus Jantan

Perlakuan Rata-rata = SD
K1 1,1235 +0,4496#
K2 1,2093 £ 0,3428
K3 1,1685 £ 10,1928
K4 1,1490 £+ 0,2228
K5 1,8958 +0,3043"
K6 1,0745 £ 0,07562

Keterangan: Indeks organ limpa dinyatakan dalam persen (%). Perbedaan huruf
superskrip pada kolom rata-rata menunjukkan adanya perbedaan
signifikan berdasarkan uji lanjut Tukey HSD pada taraf kepercayaan 95%
(p<0,05). Kelompok dengan huruf superskrip yang sama menunjukkan
tidak berbeda nyata, sedangkan huruf berbeda menunjukkan perbedaan
signifikan.

Data hasil pengamatan indeks organ limpa pada masing-masing kelompok
perlakuan menunjukkan adanya variasi nilai rata-rata antar kelompok. Data indeks
organ limpa pada setiap kelompok perlakuan terlebih dahulu diuji normalitasnya
menggunakan uji Shapiro-Wilk dan menunjukkan distribusi data normal (p>0,05).
Selanjutnya, uji homogenitas menggunakan Levene test memperoleh nilai signifikansi
p=0,335 (p>0,05), sehingga data dinyatakan homogen dan memenuhi syarat untuk
dilanjutkan pada analisis parametrik One Way ANOVA. Berdasarkan uji lanjut Tukey
HSD, kelompok K1, K2, K3, K4, dan K6 berada pada subset homogen yang sama
sehingga tidak menunjukkan perbedaan signifikan satu sama lain, sedangkan kelompok
K5 berada pada subset berbeda dengan nilai rata-rata tertinggi. Hal ini menunjukkan
bahwa perlakuan pada kelompok K5 memberikan pengaruh paling besar terhadap

peningkatan indeks organ limpa dibandingkan kelompok perlakuan lainnya (Tabel

4.2).
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Gambar 4.3 Rata-rata indeks organ limpa M.musculus jantan. Keterangan: K1: Na-
CMC; K2: Imboost; K3: dosis 250 mg/kgBB; K4: dosis 500 mg/kgBB;
K5: dosis 750 mg/kgBB; K6: dosis 1000 mg/kgBB.

Hasil uji lanjut menunjukkan bahwa kelompok perlakuan K5 (dosis 750
mg/kgBB) memiliki rata-rata indeks organ limpa tertinggi yaitu sebesar 1,8958%,
sedangkan kelompok K6 (dosis 1000 mg/kgBB) memiliki rata-rata terendah yaitu
sebesar 1,0745%. Kelompok K5 berbeda signifikan dengan seluruh kelompok
perlakuan lainnya. Sementara itu, kelompok K1, K2, K3, K4, dan K6 tidak
menunjukkan perbedaan signifikan satu sama lain. Kelompok K5 menunjukkan rata-
rata indeks organ limpa tertinggi di antara seluruh kelompok perlakuan ekstrak maupun
kontrol, yang mengindikasikan bahwa pemberian ekstrak kombinasi bunga telang biru
dan buah jeruk nipis dosis 750 mg/kgBB memiliki pengaruh paling optimal terhadap
peningkatan indeks organ limpa mencit jantan.

Peningkatan indeks organ limpa pada kelompok K5 mengindikasikan adanya

stimulasi terhadap organ limfoid sekunder yang berperan penting dalam regulasi dan
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respons sistem imun. Limpa merupakan organ limfoid sekunder terbesar dalam tubuh
yang memiliki fungsi utama sebagai tempat penyaringan antigen, eliminasi partikel
asing dari sirkulasi darah, serta pusat interaksi antara antigen-presenting cells dengan
limfosit T dan limfosit B dalam memicu respons imun adaptif (Lewis, Williams, &
Eisenbarth, 2019). Di dalam white pulp organ limpa terjadi proses aktivasi, proliferasi,
dan diferensiasi limfosit sebagai bagian dari pembentukan respons imun humoral
maupun seluler terhadap antigen yang masuk ke dalam tubuh (Ruddle & Akirav, 2009).

Peningkatan indeks organ limpa juga kemungkinan berkaitan dengan
meningkatnya aktivitas pada white pulp yang merupakan area utama aktivasi,
proliferasi, dan diferensiasi limfosit T dan B selama respons imun adaptif berlangsung.
White pulp limpa diketahui tersusun atas zona limfosit T dan folikel limfosit B yang
berperan penting dalam pembentukan respons imun terhadap antigen yang masuk ke
dalam tubuh (Zhao et al., 2015).0Oleh karena itu, perubahan ukuran atau indeks organ
limpa sering dikaitkan dengan perubahan aktivitas imunologis, karena peningkatan
berat relatif limfa dapat mencerminkan terjadinya peningkatan proliferasi sel imun,
aktivitas limfosit, serta stimulasi fisiologis organ limfoid akibat paparan senyawa
imunomodulator (Chen et al., 2019).

Tingginya indeks organ limpa pada kelompok (K5) dosis 750 mg/kgBB diduga
berkaitan dengan kandungan senyawa bioaktif utama dalam kombinasi ekstrak bunga
telang biru dan buah jeruk nipis, seperti antosianin, flavonoid, vitamin C, dan senyawa
fenolik lainnya yang memiliki aktivitas antioksidan dan imunomodulator. Antosianin
bunga telang diketahui mampu melindungi sel imun dari kerusakan akibat radikal

bebas dan mendukung aktivitas limfosit (Mukherjee et al., 2008). Sementara itu,
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vitamin C dan flavonoid pada jeruk nipis berperan dalam meningkatkan fungsi fagosit,
proliferasi limfosit, serta regulasi respons imun melalui mekanisme antioksidan dan
antiinflamasi (Carr & Maggini, 2017). Kombinasi kedua bahan tersebut diduga
memberikan efek sinergis dalam mempertahankan aktivitas organ limfoid sehingga
mendukung peningkatan indeks organ limfa pada mencit.

Meskipun kelompok K5 menunjukkan nilai indeks organ limpa yang lebih
tinggi dibandingkan kelompok kontrol positif (K2), kondisi tersebut tidak dapat secara
langsung diinterpretasikan sebagai splenomegali patologis. Peningkatan berat relatif
limpa dapat terjadi sebagai respons fisiologis terhadap stimulasi sistem imun yang
ditandai oleh peningkatan proliferasi limfosit, ekspansi area white pulp, serta
meningkatnya aktivitas imunologis pada organ limfoid sekunder (Lewis et al., 2019).
Limpa merupakan organ yang sangat dinamis terhadap perubahan aktivitas imun,
sehingga peningkatan indeks organ limpa sering digunakan sebagai indikator
terjadinya aktivasi dan proliferasi sel imun setelah pemberian senyawa
imunomodulator (Chen et al., 2019). Sebaliknya, splenomegali patologis umumnya
tidak hanya ditandai oleh peningkatan ukuran atau berat organ, tetapi juga disertai
perubahan struktur jaringan, infiltrasi sel abnormal, kongesti vaskular, inflamasi
kronis, atau gangguan fungsi organ yang memerlukan pemeriksaan histopatologi untuk
memastikan diagnosisnya (Chapman & Hill, 2020). Karena penelitian ini hanya
mengevaluasi indeks organ limpa tanpa analisis histopatologi, maka peningkatan
indeks organ limpa pada kelompok K5 lebih tepat diinterpretasikan sebagai indikasi
meningkatnya aktivitas imunologis dan proliferasi limfosit dibandingkan sebagai

kondisi splenomegali patologis.
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Tingginya indeks organ limfa pada kelompok K5 dibandingkan kontrol positif
juga menunjukkan bahwa kombinasi ekstrak bunga telang biru dan buah jeruk nipis
pada dosis 750 mg/kgBB mampu memberikan stimulasi yang lebih besar terhadap
organ limfoid sekunder. Efek tersebut diduga berkaitan dengan aktivitas sinergis
antosianin, flavonoid, vitamin C, dan senyawa fenolik lainnya yang berperan dalam
meningkatkan proliferasi limfosit, menjaga viabilitas sel imun melalui aktivitas
antioksidan, serta memodulasi produksi sitokin yang berperan dalam respons imun
adaptif (Carr & Maggini, 2017; Shakoor et al., 2021). Dengan demikian, peningkatan
indeks organ limpa pada kelompok K5 kemungkinan mencerminkan terjadinya
hiperplasia limfoid fisiologis akibat stimulasi imun yang optimal, bukan pembesaran
organ yang bersifat patologis.

Hasil penelitian ini sejalan dengan Shakoor et al., (2021) yang menyatakan
bahwa senyawa flavonoid dan antosianin mampu meningkatkan aktivitas organ limfoid
dan proliferasi limfosit melalui mekanisme antioksidan dan imunomodulator. Senyawa
flavonoid diketahui mampu menangkal radikal bebas dan menurunkan stres oksidatif
sehingga dapat menjaga stabilitas membran sel imun serta mendukung viabilitas dan
proliferasi limfosit. Selain itu, antosianin juga berperan dalam meningkatkan aktivitas
sel imun melalui regulasi produksi sitokin dan modulasi respons inflamasi tubuh.
Aktivitas tersebut berkontribusi terhadap peningkatan fungsi organ limfoid, termasuk
limfa, yang menjadi pusat aktivasi dan diferensiasi limfosit selama respons imun
berlangsung (Shakoor et al., 2021). Grigore (2017) juga menyatakan bahwa pemberian
ekstrak kaya antioksidan dapat meningkatkan aktivitas sistem imun melalui

peningkatan proliferasi limfosit dan aktivitas organ imun pada hewan coba.
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Optimalnya dosis 750 mg/kgBB (K5) diduga berkaitan dengan tercapainya
konsentrasi efektif senyawa aktif dalam tubuh yang mampu menstimulasi aktivitas
organ limfa secara maksimal, khususnya dalam meningkatkan proliferasi dan
diferensiasi sel imun. Pada dosis ini, senyawa bioaktif yang diberikan berada pada
tingkat yang cukup untuk menginduksi respons imun tanpa menimbulkan efek
penurunan aktivitas biologis. Fenomena ini sesuai dengan konsep bahwa efek
imunomodulator sangat dipengaruhi oleh dosis, di mana konsentrasi tertentu
diperlukan untuk mencapai respons biologis yang optimal (Calabrese, 2018).

Tingginya respons pada kelompok K5 dibandingkan kontrol positif diduga
karena kombinasi senyawa bioaktif dari bunga telang dan jeruk nipis bekerja secara
sinergis melalui aktivitas antioksidan, antiinflamasi, dan imunomodulator yang lebih
kompleks terhadap organ limfoid. Senyawa flavonoid dan antosianin diketahui mampu
memodulasi respons imun dengan mengurangi stres oksidatif, menghambat mediator
inflamasi, serta meningkatkan aktivitas sel imun seperti limfosit dan makrofag
(Shakoor et al., 2021). Selain itu, kombinasi flavonoid dan vitamin C dilaporkan
memiliki efek sinergis dalam meningkatkan aktivitas antioksidan dan regulasi respons
inflamasi sehingga berpotensi memberikan efek imunomodulator yang lebih optimal
dibandingkan pemberian senyawa tunggal (Chrysikopoulou et al., 2026).

Peningkatan indeks organ limfa pada dosis 750 mg/kgBB (K5) juga sejalan
dengan peningkatan jumlah sel sumsum tulang pada dosis yang sama. Kondisi ini
mengindikasikan adanya stimulasi sistem hematopoiesis dan proliferasi sel imun yang
berlangsung secara terintegrasi antara sumsum tulang sebagai organ hematopoietik

primer dan limfa sebagai organ limfoid sekunder. Aktivasi proliferasi sel imun pada
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sumsum tulang dapat meningkatkan produksi sel limfoid yang selanjutnya bermigrasi
menuju organ limfoid sekunder seperti limfa untuk mendukung respons imun adaptif
(Janeway et al., 2001).

Sebaliknya, pada dosis yang lebih rendah (K3 dan K4), respons peningkatan
indeks organ limfa belum menunjukkan perbedaan signifikan, yang mengindikasikan
bahwa konsentrasi senyawa aktif belum mencapai ambang efektif untuk memberikan
efek imunomodulator yang optimal. Sementara itu, pada dosis yang lebih tinggi (K6),
rata-rata indeks organ limfa justru mengalami penurunan dan tidak berbeda signifikan
dibandingkan kelompok lainnya. Kondisi ini menunjukkan adanya pola respons dosis
yang tidak linear, di mana peningkatan dosis tidak selalu diikuti oleh peningkatan efek
biologis (Calabrese, 2018). Fenomena ini dikenal sebagai konsep hormesis, yaitu suatu
respons biologis di mana dosis rendah hingga sedang memberikan efek stimulatif,
sedangkan dosis yang lebih tinggi dapat menurunkan respons akibat kejenuhan
reseptor, mekanisme umpan balik negatif, atau peningkatan beban metabolik dalam
tubuh (Mattson, 2008). Pada konsentrasi tinggi, senyawa antioksidan juga dapat
berubah menjadi prooksidan sehingga berpotensi meningkatkan stres oksidatif seluler
dan memengaruhi stabilitas respons imun tubuh. Kondisi tersebut diduga menyebabkan
efektivitas imunomodulator ekstrak pada dosis 1000 mg/kgBB menjadi menurun

dibandingkan dosis optimal 750 mg/kgBB (Bouayed & Bohn, 2010).



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian diperoleh simpulan sebagai berikut:

1. Pemberian ekstrak kombinasi bunga telang biru (Clitoria ternatea) dan buah
jeruk nipis (Citrus aurantifolia) berpengaruh terhadap jumlah sel sumsum
tulang pada mencit (Mus musculus) jantan. Di antara kelompok perlakuan
ekstrak, dosis 500 mg/kgBB (K4) menghasilkan rata-rata jumlah sel sumsum
tulang tertinggi sehingga merupakan dosis yang paling efektif dalam
meningkatkan jumlah sel sumsum tulang.

2. Pemberian ekstrak kombinasi bunga telang biru (Clitoria ternatea) dan buah
jeruk nipis (Citrus aurantifolia) berpengaruh terhadap indeks organ limpa pada
mencit (Mus musculus) jantan. Dosis 750 mg/kgBB (K5) menghasilkan rata-
rata indeks organ limpa tertinggi sehingga merupakan dosis yang paling efektif

dalam meningkatkan indeks organ limpa.

5.2 Saran

Adapun saran yang dapat ditulis adalah sebagai berikut:

1. Perlu dilakukan optimasi dosis dan rasio kombinasi ekstrak bunga telang biru
(Clitoria ternatea) dan buah jeruk nipis (Citrus aurantifolia) untuk
memperoleh dosis yang lebih optimal serta meminimalkan kemungkinan efek
antagonis maupun toksik akibat pemberian dosis yang terlalu tinggi..

2. Perlu dilakukan pengamatan lebih lanjut terhadap parameter imunologi

lainnya, seperti jumlah leukosit, limfosit, sitokin, maupun analisis
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histopatologi organ limpa untuk memperoleh informasi yang lebih lengkap
mengenai aktivitas imunomodulator ekstrak kombinasi bunga telang biru
(Clitoria ternatea) dan buah jeruk nipis (Citrus aurantifolia).

Perlu dilakukan pengamatan lebih lanjut terkait mekanisme proliferasi sel
sumsum tulang secara lebih spesifik melalui pengamatan marker proliferasi sel
atau analisis molekuler yang berkaitan dengan proses hematopoiesis.
Penelitian selanjutnya disarankan untuk menggunakan model hewan yang
diinduksi antigen atau infeksi sehingga aktivitas imunomodulator ekstrak dapat
diamati pada kondisi sistem imun yang terstimulasi.

Penelitian selanjutnya disarankan untuk menggunakan sumber sumsum tulang
selain femur dan tibia, seperti vertebra (tulang belakang) atau sternum, guna
membandingkan jumlah sel yang diperoleh serta aktivitas hematopoiesis pada

masing-masing lokasi.
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