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Abstract

Neem is one of the traditional medicine trees known by society and has function as immunomodulatory. TLR2 and TLR4
played an important role in recognition of infection. This experimental study aimed to know the comparison of TILR2
with TLR4 macrophage expression of Aqueous extract from neem (Azadirachta indica) leaves in oral cavity. The subjects
of this research were 24 male-wistar rats divided into five groups: Control Group (ko) had no treatment. Group II was fed
with 50 mg/day/kg body weigth aqueous extracts from neem
weigth aqueous extract from neem leaves (KP2), group IV was fed with 200 mg/day/kg body weigth aqueous extract

from neem leaves (KP3). After 21 days, rats would be killed and cut there tongues and analized by imunohistochemy.
Data obtained will be analyzed using Anova and followed by

no significant different (p<0,05) between comparison of T

groups V. There was significant difference in the increasing of TLR2 and TLR4 between KO with KP. As conclusion.
there was increasing of TLR2 and TLR4 macrophage expression of agueous extract from neem leaves in oral cavity, but

there was no significant difference.
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HSD and linier regression. The result showed that there was
LR2 with TLR4 macrophage expression of experimental

leaves (KP1), group III was fed with 100 mg/day/kg body

PENDAHULUAN

Mimba (Azadirachta Indica) telah dikenal dan di-
manfaatkan masyarakat untuk mengatasi berbagai
macam penyakit, seperti: cacingan, kudis, malaria,
infeksi jamur, mengatasi tumor dan alergi."> Daun
mimba dengan kandungan antara lain catechin, epi-
catechin, galic acid diduga dapat memodulasi res-
pons imun terhadap patogen. Komponen imunu-
modulator dengan cepat diabsorbsi oleh membran
usus dan diedarkan dalam darah setelah 45 menit di-

- berikan secara per oral dengan half-life dalam plas-

ma 5 jam, cepat diabsorbsi ke dalam semua jaringan
tubuh dan sistem organ.” Penulis membuktikan pe-

rasan daun mimba dapat menghambat pertumbuhan

C. albicans secara in vitro,” efek ekstrak cair daun
mimba terhadap peningkatan fagositosis makrofag
pada tikus yang diinokulasi C. albicans, isolasi
komponen imunomodulator daun mimba. Beberapa

peneliti juga telah membuktikan mimba dapat me-
modulasi imunitas alami dan adaptif, yang mana
imunitas alami merupakan imunitas terdepan yang
melawan patogen dan diperankan oleh makrofag.
Makrofag berperan penting dalam melawan infeks:
oleh mikroorganisme.®’ Makrofag sebagai fagosit
profesional mengenali dan menghancurkan bakter:
patogen, melalui beberapa reseptor merangsang pro-
duksi substansi mikrobial melalui CD14 yang di-
ekspresikan ke permukaan sel dan akan meng-
aktitkan 7oll-like receptors (TLRs) serta Nuclear
Factor-kB (NF-xB).*” ‘Stimulasi sitokin proinfla-
matori dan aktivasi innate immunity tergantung pada
keakuratan pengenalan patogen. Diduga TLR2 dan
1LR4 berperan pada perlekatan patogen pada fago-
sit, sehingga dikatakan TLLR2 dan TLR4 merupakan
kunci mediator pada imunitas alami terhadap jamur,
namun belum diketahui apakah memang TLR i
berperan dan yang mana dari keduanya yang lebis
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berperan.'”'' Penurunan NF-xB, TLR2 dan TLR4
akan menghambat aktivitas fagositosis, sehingga di-
katakan TLRs merupakan mediator kunci imunitas
alami.'”"” Pada imunitas alami, patogen dikenali
TLR, menimbulkan sinyal dalam sel dan mempe-
ngaruhi ekspresi sitokin. Reseptor sitokin dan TLR
akan mengaktivasi faktor transkripsi gen dan sintesis
protein yang memperantarai fungsi efektor makro-
fag seperti pembunuhan mikroba, trombosis, fissue
remodelling, inflamasi dan peningkatan presentasi
antig ey 1413

Penelitian i1 bertujuan untuk mengetahui perban-
dingan ekspresi TLR2 dengan TLR4 makrofag pada
tikus wistar yang diberi konsumsi ekstrak cair daun
mimba (Azadirachta indica).

BAHAN DAN METODE

Penelitian in1 merupakan eksperimental laborato-
ris. Jumlah sampel 24 ekor tikus Wistar jantan,
yang memenuhi ~Declaration of Helsinki” dengan
perhitungan: (t— 1) r—1)215—->05-1)(r-1) 2
15 (t = jumlah kelompok, r = jumlah ulangan),
sehingga masing-masing kelompok 6 ekor. Berat ti-
kus 100-200 gr, usia 2-3 bulan adaptasi 1 minggu.
Terdapat 4 kelompok yaitu kelompok kontrol (KO):
tidak diber1 konsumsi ekstrak cair daun mimba, ke-
lompok perlakuan yang terdiri atas: KP1: kelompok
yang diber1 konsumsi ekstrak cair daun mimba dosis
50 mg/hari/kg berat badan, KP2: kelompok yang
diberi konsumsi ekstrak cair daun mimba dosis 100
mg/hari/kg berat badan dan KP3: kelompok yang
diberi konsumsi ekstrak cair daun mimba dosis 200
mg/hari/kg berat badan. Masing-masing kelompok
dilakukan pengamatan pada hari ke 22 tikus dikor-
bankan dan dilakukan pengambilan jaringan lidah ti-
<us untuk dibuat sediaan, kemudian dilakukan ana-
lisis TLR2 dan TLR4 dengan metode imunohisto-
kimia, yaitu: dilakukan deparanisasi menggunakan
xyvlol, xylol dihilangkan dengan etanol mulai absolut
sampai 70%, air, dan PBS (phosphate buffer saline)
pH 7.4 dan diben1 tripsin 0,0 25%. Preparat digena-
ngi larutan H,O, 3%, dicuci dengan PBS 2x dan
dilakukan proses bloking dengan BSA 3%. Anti
mouse TLR2 dan TLR4 direaksikan, diinkubasi se-
lama 24 jam pada suhu 4°C dalam humidity cham-
ber. Kemudian direaksikan dengan biotiyilized se-
condary Ab (anti rabbit). Dicuci 3x dengan PBS,
dan ditambahkan streptavidin berlabel peroksidase
dan diinkubasi selama 1 jam. Dilakukan pencucian
kembali dengan dengan PBS 3x, direaksikan dengan
substrat DAB (diamine benzidine), kemudian di-
tambahkan "Meyer-HE". Data yang diperoleh di-
analisis dengan Anova dan dilanjutkan Uj1 HSD.

HASIL

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak cair
daun mimba dapat meningkatkan ekspresi TLR2
dan TLR4 makrofag. Pada Gambar 3 dan 4, dan ke-
lompok B sampai E terlihat sel-sel makrofag yang
mengekspresikan TLR2 dan TLR4 (biru tua) sema-
kin bertambah banyak. Di mana semakin tinggi do-
sis mimba yang diberikan, semakin banyak sel ma-
krofag yang mengekspresikan TLR2 dan TLR4. Hal
in1 juga dapat dilihat pada Gambar 1 dan 2
menunjukkan grafik batang kelompok perlakuan le-
bih tinggi dibanding kontrol dan dengan semakin
tinggi dosis mimba, grafik batang juga semakin
tinggi. Gambar 5 menunjukkan grafik batang per-
bandingan TLR2 dengan TLR4, pada KP2 (dosis 50
mg/BB) TLR4 lebih rendah dann TLR2, sedangkan
KP3 (100 mg/BB) dan KP4 (200 mg/BB) TLR4
menunjukkan batang yang lebih tinggi. Na-mun
demikian, batang TLR2 maupun TLR4 terlihat
hampir sama tingginya, dan secara statistik perban-
dingannya tidak bermakna. Ini menunjukkan bahwa
peningkatan TLR2 dan TLR4 akibat ekstrak cair da-
un mimba setara. Untuk mengatasi patogen yang
dominan dikenali oleh TLR4, kita dapat meng-
gunakan ekstrak cair daun mimba dengan dosis 100
mg/BB atau 200 mg/BB, sebaliknya untuk bakteri
patogen yang dominan TLR2 digunakan dosis 5C
mg/BB. Setelah dilakukan analisa statistik dengan
Anova yang dilanjutkan Uji HSD menunjukkan
terjadi peningkatan TLR2 dan TLR4 yang signi-
fikan jika dibandingkan kontrol, sedangkan per-
bandingan TLR2 dengan TLR4 terdapat perbe-daan
tidak bermakna.
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Gambar 1. Perbandingan ekspresi TLR2 antara kontrol
dengan ekstrak cair daun mimba

Gambar 2. Perbandingan ekspresi TLR4 antara kontrol
dengan ekstrak cair daun mimba



Gambar 3. Ekspresi TLR2 makrofag dengan teknik imunohistokimia (pembesaran 400x)

Warna biru tua pada membran sel terdapat ekspresi TLR2 Gr)

Warna biru muda pada membran sel menunjukkan tidak ada ekspresi TLR2 ()
A. Kontrol pengecatan

B. Ekspresi TLR2 pada makrofag kelompok Konrol (KO)

C. Ekspresi TLR2 padamakrofag kelompok Perlakuan 1 (KP1)

D. Ekspresi TLR2 pada makrofag kelompok Perlakuan 2 (KP2)

E. Ekspresi TLR2 pada makrofag kelompok Perlakuan 3 (KP3)

Gambar 4. Ekspresi TLR4 makrofag dengan teknik - imunohistokimia (pembesaran 400 X)

Wama coklat pada membran sel terdapat ekspresi TLR4 ( )

Warna biru pada membran sel menunjukkan tidak ada ekspresi TLR4 ( )
A. Kontrol pengecatan

B. Ekspresi TLR4 pada makrofag kelompok Kontrol (KO)

C. Ekspresi TLR4 pada makrofag kelompok Perlakuan 1 (KP1)

D

E

Ekspresi TLR4 pada makrofag kelompok Perlakuan 2 (KP2)
Ekspresi TLR4 pada makrofag kelompok Perlakuan 3 (KP3)
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Gambar 5. Perbandingan ekspresi TLR2 dengan TLR4

PEMBAHASAN

Ekstrak cair daun mimba terbukti dapat mening-
katkan ekspresi TLR2 dan TLR4 makrofag. Hal ini
diduga oleh karena kandungan komponen imuno-
modulator daun mimba, seperti: Galic acid, epicate-
chin, catechin yang dapat merubah sinyal makrofag
terhadap patogen. Peningkatan ini akan mempenga-
ruhi aktivitas di dalam sel makrofag dalam menang-
gapi adanya patogen. Dengan sendirinya perlawan-
an makrofag terhadap patogen semakin meningkat.

TLRs merupakan protein homologous pada mem-
bran sel APC yang berfungsi sebagai reseptor fung-
sional yang mengaktifkan leukosit untuk menimbul-
kan mentriger respons iImun innafe atau respons
inflamator1 dalam melawan patogen. Protein ini di-
temukan pertama kali pada Drosophila sebagai pro-
tein Toll. Reseptor 11 terdin atas daerah yang kaya
dengan leucine pada ekstrasel dan pada region ekor
sitoplasma yang merupakan reseptor dari IL-1 dan
[L-8 dan disebut Toll/IL-1 reseptor (TIR) domain
Reseptor untuk pengenalan terhadap patogen dan
produk mikroba akan menimbulkan imunitas innate.
Fungsi tersebut dihubungkan dengan reseptor kinase
yang kemudian menstimulasi produksi sitokin dan
substansi mikrobisidal (Gambar 6).
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Gambar 6. Pengenalan patogen oleh TLR

Komponen mikroba yang telah dikenali dan terikat
pada CD14, TLR melalui MD-2, TIR/IL-1R akan meng-
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aktitkan NF-xB MAP kinases melalui Jun kinases. TLR2
mengenali mikroba melalui lipopeptida, TLR1, TLR6 be-
kerjasama dengan TLR2 untuk membedakan #riacy/ dan
diacyl lipopeptida. TLR4 merupakan reseptor terhadap
LPS, mannan. TLRY spesifik pada pengenalan CpG
DNA. TLR3 untuk pengenalan dsRNA virus, sedangkan
TLR7 dan TLR8 dikhususkan pada pengenalan flagela.
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Protein rac
NF-B
aktif - JNK, p38

TNF-a
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Gambar 7. Skema efek ekstrak cair daun mimba terhadap
sistem imun’

Peningkatan aktivitas TLR2, TLR4 akibat ekstrak
cair daun mimba akan mempengaruhi phospatidili-
nositol pada membran sel makrofag dan akan meng-
aktifkan protein Rac, selanjutnya akan mengaktivasi
NF-xB dan AP-1 melalui jun kinase melalui jalur
MAPK (The mitogen-activated protein kinase). Ter-
masuk jalur in1 ERK (Extracelluler signal-regulated
kinase), INK (c-jun N-terminal kinase) dan p38.
FRK mempengaruhi aktivitas jun, sedangkan p38

empengaruhi produksi IL-6, IL-8 dan IL-12. Akti-
ttas p38 dan ERK dapat mengaktivasi AP-1. Ke-
ga jalur MAPK dapat diaktivasi dalam waktu yang
ama. NF-kB merupakan regulator dari respons
wal terhadap patogen dan sebagai aktivator res-
ons imun. NF-kB adalah p50-p65 dani keluarga
yrotein  heterodimer yang menstranskripsi berma-
:am gen. Aktivasi NF-kB memerlukan fosforilasi
yrotein kB, kemudian terjadi degradasi yang me-
ayebabkan pS0-p65 berada dalam nukleus dan me-
ngaktifkan bermacam-macam gen. Setelah terjadi
pelepasan [-xB, maka terjadi peningkatan aktivitas
faktor transkripsi NF-kB yang menstimulasi eks-
presi gen yang mempengaruhi produksi TNF-a dan
aktivitas fagositosis. Khusus pada makrofag sitokin
ini meningkatkan aktivitas dalam membunuh pato-
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gen, di mana aksi ini menjadi mediator penting pada
inflamasi. TNF-a, IL-6 menginduksi proliferasi ne-
trofil selama inflamasi, apoptosis, deferensiasi, defe-
rensiasi, tumorigenesis, replikasi virus. TNF-a, IL-6
ini diproduksi secara kontinyu oleh sel untuk home-
ostasis dan akan meningkat dengan tujuan remo-
deling atau replacement dar1 mjurl, yang berkaitan
dengan penyakit inflamatori atau. Selanjutnya efek
aktivitas ini akan menstimulasi juga respons adaptif
(Gambar 7).

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa eks-
trak cair daun mimba meningkatkan ekspres1 TLR2
dan TLR4, namun tidak ada perbedaan yang ber-
makna.
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