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ABSTRACT: Mangosteen peel extract has been widely used as an herbal medicine for the treatment of various diseases and health
care. The main chemical compound of mangosteen peel extract is a-mangostin. Bioactivity alpha mangostin has been extensively
tested on various organisms in vitro. However, information about its safety effects is not yet known. The study aimed to review
the safety of alpha mangostin by evaluating cytotoxic activity of alpha mangostin to normal leukocyte cell culture and antioxidant
activity of a-mangostin. Cytotoxic evaluation was performed using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT assay) and antioxidant activity was performed using DPPH assay. The range of alpha mangostin concentrations were tested
3,125 pg/mL; 6,25 pg/mL; 12,5 ug/mL; 25 pg/mL; 50 pg/mL and 100 pg/ mL. The results indicated that alpha mangostin was not
toxic effect on leukocyte cells. The alpha mangostin was capable of triggering leukocyte cell proliferation response at 50 pg/mL
with cell viability 208,485 + 21,21% and at 100 pg / mL with cell viability 361,818 + 86,37%. The alpha mangostin also showed
strong antioxidant activity with IC50 value of 13,57 pug/mL. The results of this study proved that alpha mangostin compounds was
not toxic in human leukocyte cells so safe for consumption. As an antioxidant compound alpha mangostin was able to trigger the
proliferation of leukocyte cells in leukocyte cell cultures

Keywords: a-mangostin, cytotoxic, antioxidant, leukocyte cell culture, MTT assay, DPPH assay.

ABSTRAK: Ekstrak kulit manggis telah banyak digunakan sebagai obat herbal untuk pengobatan berbagai penyakit dan pemeliharaan
kesehatan. Senyawa kimia utama dari ekstrak kulit manggis adalah a-mangostin. Bioaktivitas senyawa alfa mangostin telah diuji
secara ekstensif pada berbagai organisme in vitro. Namun, informasi tentang efek keamanannya belum diketahui. Penelitian ini
bertujuan untuk meninjau keamanan alfa mangostin dengan mengevaluasi aktivitas sitotoksik dari alfa mangostin pada kultur
sel leukosit normal dan aktivitas antioksidan dari a-mangostin. Evaluasi sitotoksik dilakukan dengan 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT assay) dan aktivitas antioksidan dilakukan menggunakan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH
assay). Konsentrasi alpha mangostin yang diuji yaitu: 3.125 pug/mL; 6,25 pg/mL; 12,5 pg/mL; 25 pg/mL; 50 pg/mL dan 100 pg/mL.
Hasilnya menunjukkan bahwa alfa mangostin tidak memiliki efek toksik pada kultur sel leukosit. Alfa mangostin mampu memicu
respon proliferasi sel leukosit pada 50 pg/mL dengan viabilitas sel 208,485 + 21,21% dan pada 100 pg/mL dengan viabilitas
sel 361.818 + 86,37%. Alpha mangostin juga menunjukkan aktivitas antioksidan yang kuat dengan nilai IC50 13,57 pg/mL. Hasil
penelitian ini membuktikan bahwa alfa mangostin tidak toksik pada sel leukosit manusia sehingga aman untuk dikonsumsi. Sebagai
senyawa antioksidan alfa mangostin dapat memicu proliferasi sel leukosit dalam kultur sel leukosit

Kata kunci: a-mangostin; sitotoksik; antioksidant; kultur sel leukosit; MTT assay, DPPH assay.
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Pendahuluan

Alfa mangostin merupakan salah satu senyawa
utama yang diisolasi dari kulit manggis memiliki potensi
sebagai senyawa obat baru. Penelitian tentang bioaktifitas
alfa mangostin telah dikembangkan sejak awal senyawa
ini berhasil diisolasi. Bioaktivitas mangostin yang telah
diketahui antaranya anti-inflamasi  [1,2], analgetika
[3], antikanker dan sitotoksik [4-7], antimalaria [8,9],
antibakteri [10], antioksidan [13]. Namun, informasi
tentang keamanannya belum diketahui. Studi terbaru telah
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melakukan evaluasi toksikologi 7z vivo dan in vitro lengkap
dari senyawa a-mangostin murni. Hasilnya menunjukkan
o-mangostin menunjukkan toksisitas rendah untuk sel
hati normal (WRL-68) secara 7 vitro. Ngawhirunpat, dkk
[12] menemukan bahwa «-mangostin sangat sitotoksik
terthadap kultur sel primer keratinosit dengan IC50 2,5
uM; 0,94 ug/mL meskipun memiliki efek antioksidan yang

baik. Access this article
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produk obat tradisional yang terdaftar dari ekstrak kulit
manggis tidak memiliki informasi yang berkaitan dengan
komposisi ekstrak, konsentrasi senyawa yang terkandung
dalam ckstrak serta review keamanan eckstrak. Setiap
produk ekstrak kulit manggis yang telah dikenal, memiliki
bioaktivitas berbeda sebagai antioksidan, antimikroba
dan sitotoksik. Berdasarkan total produk yang terdaftar,
menjelaskan penggunaan ekstrak manggis telah meningkat
di masyarakat. Schingga khasiat dan keamanan produk
ckstrak kulit manggis untuk manusia perlu diamati,
terutama alpha mangostin sebagai senyawa utama. Sel-
sel leukosit adalah sel-sel yang dapat digunakan untuk
mengamati efek toksik dari senyawa yang mewakili

keamanan senyawa untuk sel-sel tubuh normal.

Metode Penelitian

Alat

Inkubator CO2 (ThermoScientific®), Biosafety
cabinet (Kojait®), mikroskop znverted (Zeiss®), Mikroplate
reader (BioRad X MarkTM), hemasitometer (Neuer®),
tabung falcon 15 mL, tabung falcon 50 mL, EDTA vacum
tube, microtube 1,5 mL., serological pipette, 96-well plate (Iwaki®),
gelas beaker (Pyrex®), labu ukur 50 mL (Pyrex®), labu
ukur 5 mL (Pyrex®), tips 1000 uL, tips 100 wL, wicropipette
(Socorex®), sentrifuse (Zentrifugen®), timbangan analitik
(KERN).

Bahan

Senyawa a-Mangostin, sampel darah manusia, RPMI
1640 medium (SigmaAldrich®), fezal bovine sernm (Gibco®),
streptomycin/ penicillin (Gibco®), Phosphat buffer saline (PBS),
trypan  blwe (Biorad®), NH4Cl (Dwipraga Chemical),
EDTA (Merck®), Natrium bikarbonat (Merck®), reagen
DPPH (SigmaAldrich®), DMSO (SigmaAldrich®), reagen
MTT (SigmaAldrich®), etanol p.a (Merck®).

PROSEDUR KERJA
Pengumpulan Sampel Darah

Penelitiaan ini disetujui oleh Komisi Kaji Etik
Universitas Andalas Nomor 256/KEP/FK/2017. Relawan
dimintai persetujuannya untuk partisipasi dalam penelitian
ini dengan lembar informed consent. Sampel darah diperoleh
dari relawan schat yang diambil dengan bantuan dokter
melalui pembuluh vena pada lengan relawan sebanyak 5 cc

untuk dilakukan isolasi leukosit.
Isolasi Sel Leukosit

Sampel darah yang digunakan masih segar, tidak
boleh lebih dari 24 jam setelah diambil dari relawan.
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Darah diambil 3 mL, lalu disentrifuse pada kecepatan 3000
rpm selama 5 menit lalu lapisan plasma dibuang. Bagian
sel yang tersisa diencerkan dengan larutan lisis buffer
ammonium klorida (1:10) dan tabung diaduk vertikal untuk
menghomogenkan selama 10 menit. Selanjutnya suspensi
lisis buffer disentrifus pada 3000 rpm selama 5 menit
dan supernatan dibuang, Lisis sampel darah diulang jika
masih terdapat sel darah merah yang terlihat. Resuspensi
pelet sel darah putih dalam PBS dan cuci pelet sel untuk
menghilangkan reagent lisis dan disentrifus pada 3000 rpm
selama 5 menit, lalu supernatan dibuang. Resuspensi pelet
sel leukosit dalam 1 mI medium dan sel dihitung untuk
dilakukan kultur.

Kultur Sel Leukosit

Leukosit yang telah diisolasi diresuspensi kedalam
medium RPMI 1640 yang ditambah 10% fetal bovine serum,
1% penicillin/ streptomycin. Inkubasi sel selama 24 jam pada
37 °C. Sel yang diisolasi dihitung dengan menggunakan
Cell counter shide. Suspensi sel leukosit diambil 10 pL yang
dimasukkan dalam microtube, dan ditambahkan dengan
10 uLL #rypan bine lalu dipipet agar homogen. Setelah itu
dipipet 10 pL. campuran, diletakkan didalam kolom
counter slide, lalu dihitung dengan alat ce// counter. Setelah
itu, perhitungan sel untuk menentukan jumlah sel yang

ditanam pada sumuran.

Evaluasi Sitotoksik Terhadap Sel Leukosit

Kultur leukosit jumlah total sel yang diperlukan 106
sel/mL dalam medium RPMI 1640. Setelah dihitung,
sel didistribusikan dalam pelat 96 dengan jumlah sel
per sumuran 105. Tambahkan senyawa o-mangostin
dengan konsentrasi 100; 50; 25; 12,5; 6,25 dan 3,125 pg/
ml pada tiap sumuran sesuai desain percobaan (volume
total 100 pL/sumuran). Selanjutnya pelat diinkubasi
Setelah
inkubasi dengan senyawa, 20 uL larutan MTT (5 mg/

dengan senyawa pada 37 °C selama 24 jam.

ml) ditambahkan pada tiap sumuran dan selanjutnya
sel diinkubasi pada 37°C selama 6 jam. Setelah inkubasi,
ditambahkan 50 pI. DMSO untuk melarutkan garam ungu
formazan yang terbentuk. Kontrol negatif adalah kultur sel
yang tidak diberi perlakuan, kontrol positif adalah medium
pertumbuhan leukosit, dan kontrol senyawa adalah
senyawa dengan berbagai konsentrasi yang ditambahakn
dengan reagen MTT. Ukur absorban dengan microplate
reader dengan panjang gelombang 570 nm. Viabilitas sel
dihitung dengan rumus berikut:

% Viabilitas sel = ((Abs Perlakuan - Abs Kontrol
Senyawa) / (Abs kontrol Sel - Abs Kontrol Media)) x 100
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Uji Antioksidan DPPH assay

Larutan DPPH disiapkan dengan menimbang 4 mg
DPPH dan dilarutkan dalam etanol p.a ke volume 25
mlL menghasilkan konsentrasi 0,4 mM DPPH. Larutan
stok alpha mangostin diencerkan untuk membuat serial
konsentrasi senyawa 25; 10; 5; 1; 0,5; 0,25 dan 0,1 pg/mL.
Larutan stok diencerkan untuk membuat serial konsentrasi
senyawa 25; 10; 5; 1; 0,5; 0,25 dan 0,1 pg/ml. Sebanyak 50
ulL larutan uji dari masing-masing konsentrasi dimasukkan
pada tiap sumur perlakuan dengan tiga kali pengulangan.
Selanjutnya semua sumuran ditambahkan dengan 50 pL
DPPH 0,4 mM dan dicukupkan dengan etanol p.a hingga
volume total 200 pl.. Sumur kontrol diisi dengan 50 pL
larutan DPPH dan 150 pL etanol. Kemudian diinkubasi
selama 40 menit pada tempat yang gelap dan dihitung
absorbansinya tiap waktu tersebut. Aktivitas penangkapan
radikal bebas DPPH diukur sebagai penurunan absorbansi
DPPH dengan microplate reader dengan panjang
gelombang 517 nm.

Analisa Data

Data penentuan konsentrasi toksik (IC50) dan
aktivitas persen inhibisi DPPH dianalisa dengan analisis
regresi. Data disajikan dalam bentuk mean * standar eror
(SE) atau mean * standar deviasi (SD) dan grafik

Hasil dan Diskusi

Senyawa a-mangostin dalam rentang konsentrasi yang
bervariasi mulai dari konsentrasi 3,125 pg/mlL; 6,25 pg/
ml; 12,5 pg/mL; 25 ug/mL; 50 pg/mL dan 100 pg/mL
tidak menunjukkan efek toksik terhadap kultur sel leukosit,
yang ditunjukkan dari nilai viabilitas sel leukosit pada tabel
1. MTT assay adalah uji sitotoksik kolorimetrik untuk
menentukan jumlah sel hidup berdasarkan perubahan
dalam larutan MTT yang diwarnai dari kristal formazan
kuning ke ungu oleh mitokondria aktif dalam sel hidup.
MTT diabsorbsi ke dalam sel hidup dan dipecah melalui
reaksi oksidasi oleh dinukleotida adenin nikotinamida,
karena enzim dalam rantai pernapasan mitokondria
diubah menjadi formazan yang tidak dapat larut dalam air.
Intensitas warna ungu yang terbentuk berbanding lurus
dengan jumlah sel yang aktif melakukan metabolisme.
Semakin tajam warna yang dibentuk, maka semakin tinggi
nilai absorban, menyatakan semakin jumlah banyak sel
yang hidup (Gambar 1). Uji MTT berguna untuk mengukur
pertumbuhan sel dalam menanggapi mitogen, stimulasi
antigenik, faktor pertumbuhan dan reagen yang memicu

pertumbuhan sel lainnya, studi sitotoksik dan pada derivasi
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kurva pertumbuhan sel [14].

Senyawa  a-mangostin  menunjukkan  potensi
meningkatkan proliferasi sel leukosit pada konsentrasi
50 dan 100 pg/mL. Peningkatan aktivitas proliferasi
sel leukosit dibuktikan dengan peningkatan persentase
viabilitas sel saat diuji dengan MTT assay sebesar 208,485
+ 21,21 dan 361,818 £ 86,37, yang ditampilkan pada
gambar 2. Kasemwattanaroj et al.,[15]mendapatkan bahwa
senyawa o-mangostin pada sangat sitotoksik terhadap
kultur sel leukosit mononuklear manusia dengan IC50 5,55
pg/mL. Namun ketika sel leukosit diberi perlakuan dengan
mitogen pemicu proliferasinya dan a-mangostin, tingkat
proliferasi sel leukosit meningkat dan meregulasi pelepasan
sitokin proinflamasi. Proliferasi sel leukosit dipicu oleh
adanya mitogen, antigen atau ligan yang mengaktifkan
jalur sinyal proliferasi. Proliferasi dan diferensiasi sel-sel
leukosit secara terus menerus terjadi pada sel-sel induk
myeloid, tetapi pada sel-sel leukosit perifer, proliferasi
tidak terjadi pada semua jenis leukosit. Umumnya leukosit
perifer yang mampu berkembang biak adalah limfosit yang
mengisi komposisi paling banyak sekitar 20-45% dalam
sirkulasi darah perifer [16].

Mangostin ~ sebagai  senyawa mitogen  dalam
proliferasi leukosit berperan secara tidak langsung melalui
kemampuannya untuk menghambat radikal bebas,
yang ditunjukkan oleh linearitas profil konsentrasi alfa
mangostin terkait dengan viabilitas leukosit dan aktivitas
antioksidan. Alfa mangostin diperoleh memiliki aktivitas
antioksidan terhadap penghambatan radikal bebas DPPH
dengan nilai IC50 13.57 pg/mL (Tabel 2 menunjukkan
persentase penghambatan DPPH oleh mangostin).
Keseimbangan oksidan dan antioksidan sangat penting
untuk fungsi sel sistem kekebalan untuk menjaga integritas
dan fungsionalitas membran sel, protein seluler dan
asam nukleat. Selain itu, keseimbangan ini sangat penting
untuk mengontrol transduksi sinyal dan ekspresi gen[17].
Terutama dalam sel-sel sistem kekebalan tubuh yang
sangat aktif dalam memproduksi radikal bebas ketika
diaktifkan oleh antigen, memiliki lebih banyak aktivitas
enzim antioksidan dan mikronutrien antioksidan daripada
sel-sel lainnya. Penelitian yang terkait dengan hubungan
antioksidan terhadap proliferasi sel leukosit dilakukan
dengan mengevaluasi glutation intraseluler, dimana
glutation intraseluler berpengaruh secara signifikan pada
leukosit yang mendapat perlakuan dengan mitogen.
Senyawa alfa mangostin juga mempengaruhi kadar

glutathione plasma dan intraseluler dalam kultur sel saraf

[19].
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Tabel 1. Nilai absorban pengujian sitotoksik senyawa a-mangostin terhadap kultur sel leukosit, dan

diukur pada panjang gelombang 570 nm dengan 3x pengulangan.

nilai absorban kontrol

Absorban Kontrol

Absorban Kontrol Senyawa

Absorban Kontrol Perlakuan

Persen Viabilitas sel

Kontrol Konsentrasi

Media Kontrol Sel (ug/mL) Absorban 1 2 3 Rata-rata

0,481 0,609 3,125 0,467 0,517 0,513 0,512 0,514 85,455 +2,77
0,519 0,543 6,25 0,476 0,533 0,536 0,539 0,536 109,091 + 3,15
0,543 0,566 12,5 0,477 0,566 0,535 0,528 0,543 120+ 21,23
0,527 0,573 25 0,522 0,597 0,575 0,585 0,586 115,758 £ 11,56

Rata- rata Rata- rata 50 0,531 0,669 0,634 0,634 0,646 208,485 + 21,21

0,518 0,573 100 0,555 0,849 0,708 0,705 0,754 361,818+ 86,37

Persentase Viabilitas Sel Leukosit Kontrol
% Viabilitas Leukosit

= (Abs rata-rata Kontrol Sel) / (Absorban Kontrol Media) x 100

=(0.573 / 0518) x 100 = 110,62%

Tabel 2. Pengaruh variasi konsentrasi senyawa a-mangostin dan persen inhibisi radikal bebas DPPH

Konsentrasi (pg/mL)

Rata-rata Inhibisi (%) £ SD

204

0,1 1,699+ 0,199
0,25 2,176 £ 0,075
0,5 3,875+0,199
1 5,149 £ 0,586
5 23,779+1,881
10 44,745 + 0,791
25 85,934 £0,375
Sel

Gambar 1. Kultur sel leukosit pada sumuran kontrol (perbesaran 100x)
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Formazan

A

Leukosit

Gambar 2. Kultur sel leukosit pada sumuran dengan petlakuan a-mangostin konsentrasi 100 pg/ml. yang
diinkubasi selama 24 jam (perbesaran 100x): A) sebelum ditambahkan reagen MTT; B) setelah
penambahan reagen MTT yang diinkubasi selama 4 jam

Formazan

Gambar 3. Kultur sel leukosit pada sumuran dengan perlakuan a-mangostin konsentrasi 50 pg/mlL yang
diinkubasi selama 24 jam (perbesaran 100x): A) sebelum ditambahkan reagen MTT; B) setelah
penambahan reagen MTT yang diinkubasi selama 4 jam.

Keterangan : Setelah diinkubasi dengan reagen MTT, banyak terbentuk kristal formazan berwarna ungu,
sehingga penampakan sel leukosit tertutup oleh perubahan warna formazan.

400 361,?18

% Viabilitas sel

150 115,758

0 25 50 75 100

Kansentrasi (pg/mL)

Gambar 4. Grafik proliferasi sel leukosit yang dipengaruhi konsentrasi a-mangostin
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Keterbatasan penelitian ini tidak dapat secara langsung
menentukan peran alfa mangostin sebagai antioksidan
intraseluler pada kultur sel leukosit dalam medium
yang sama. Hal ini diperlukan untuk menguji aktivitas
antioksidan dalam sistem 7z vivo yang melibatkan sistem
kehidupan sel yang kompleks, yang melibatkan faktor-
faktor lain dalam sistem pengujian iz vivo seperti pengaruh
tingkat oksidan dan antioksidan dalam media kultur, atau
efek dari penambahan serum sebagai komposisi media
kultur. Selain itu, perlu diketahui batas konsentrasi toksi
dari alfa mangostin terhadap kultur sel leukosit dengan
melakukan penelitian lebih lanjut menggunakan rentang

konsentrasi yang lebih besar.

Kesimpulan

Senyawa alpha mangostin tidak memberikan efek
toksik pada kultur sel leukosit manusia pada konsentrasi
3.125; 6,25; 12,5; 25, 50, dan 100 pg/mL. Senyawa secara
tidak langsung berperan mempengaruhi proliferasi sel
leukosit pada konsentrasi 50 pg / mL dan 100 pg / mL.
Senyawa alpha mangostin memiliki aktivitas antioksidan
tinggi dalam menangkap radikal bebas DPPH dengan IC50
13.57 ug/mL. Luaran dari penelitian ini telah menyajikan
data awal mengenai keamanan mangostin terhadap sel

tubuh normal, yaitu sel leukosit.
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