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Abstrak: Kubebin merupakan senyawa lignan yvang diisolasi dari tanaman kemulous (Piper cubeba L.1.).
Penelitian sebelumnya menunjukkan, kubebin menghambat secara poten kontraksi otot polos trakea
marmut terisolasi yang diinduksi histamin dan metakolin. Pada penelitian ini, kubebin diuji aktivitasnya
terhadap pelepasan histamin dari sel mast peritoneal tikus (RPMCs/sel mast jaringan ikat). Sebagai
penginduksi histamin dari sel mast jaringan ikat digunakan compound 48/80 (pengaktivasi protein G),
thapsigargin (pengaktivasi pompa SERCA), ionomisin (ionofor bagi ion kalsium), dan PMA (aktivator
protein kinase C). Penetapan kadar histamin dilakukan dengan menggunakan HPLC-fluorometri. Pada
penelitian ini, kubebin konsentrasi 30 dan 100 pM mampu menghambat pelepasan histamin yang
diinduksi oleh thapsigargin masing-masing sebesar 12,86 + 1,84% dan 40,38 + 1,93%. Namun,. kubebin
tidak berhasil menghambat pelepasan histamin yvang diinduksi compound 48/80, ionomisin, ataupun
PMA. Hasil ini mengindikasikan bahwa kubebin menghambat pelepasan histamin dari sel mast jaringan
ikat, dan kemungkinan melibatkan aktivasi pompa sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase.

Kata kunci: kubebin, histamin, sel mast jaringan ikat. RPMCs,

Abstract: Cubebin is a lignan isolated from Indonesian plant Piper cubeba L.f fruits. Cubebin has
been found to strongly inhibit contraction of isolated-trachea of guinea pig induced by histamine or
metacholine. In the present study, the effect of cubebin was investigated on histamine release from rat
peritoneal mast cells (RPMUCs), a connective tissue mast cell. Compound 48/80 (G Protein activator),
thapsigargin (SERCA inhibitor), ionomycin (calcium ionophore), and PMA (PK.C activator) were used
as inducers for histamine release from connective tissue mast cell. Histamine released in the medium
was measured by HPLC-fluorometry. The results showed that cubebin at the concentration of 30 and
100 uM inhibited the histamine release from RPMCs induced by thapsigargin by 12.86 & 1.84 % and
40.38 = 1.93 %, respectively. In addition, there was a partial inhibition seen in respond to ionomycin,
with no effects towards compound 48/80 or PMA. These data indicate that cubebin inhibited the
histamine release from connective mast cells, and might involve in the activation of sarco/endoplasmic
reticulum CaZ2+ ATPase.

Keywords: cubebin, histamine, connective tissue mast cell, RPMCs.
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PENDAHULUAN

PENGOBATAN trasidional (fraditional medicine)
merupakan praktik kesehatan. pendekatan, pengetahuan
dan kepercayaan mengenai obat-obatan dari tanaman,
hewan dan mineral, terapi spiritual yang dapat diterapkan
secara tunggal atau dengan kombinasi dengan perawatan,
diagnosis dan pencegahan penyakit atau pemeliharaan
kesehatan. Di negara berkembang terutama Afrika. 80%
populasi masyarakat masih menggunakan pengobatan
tradisional dalam perawatan kesehatan utama. Di
Cina, produk tanaman tradisional mencapai 30—-50%
dari total penggunaan obat. Pasar dunia menunjukkan
bahwa perdagangan obat tradisional dari tahun ke tahun
menunjukkan peningkatan'”. Seiring fakta terscbut,
penelitian ekplorasi tanaman tradisional obat semakin
meningkat guna mendapatkan suatu obat tradisional yang
poten dan efektif. Penelitian obat-obat anti-asma juga
banyak dilakukan, dari upaya isolasi senyawa berkhasiat
anti-alergi, khususnya anti-asma, hingga mempelajari
target molekul aksi obat tradisional tersebut. #

Piper cubeba L.f. atau dikenal dengan nama
kemukus dilaporkan mempunyai aktivitas farmakologi
sebagai anti-asma dan anti-inflamasi®-¥®. Ekstrak
n-heksan dan ckstrak etanol tanaman tersebut dapat
menurunlkan kontralksi otot polos trakea yang diinduksi
histamin atau metakolin'®,

Dari ekstrak n-heksana Piper cubeba L.T. diisolasi
senyawa aktif vang merupakan senyawa golongan
lignan, yaitu kubebin (Gambar 1) dan dihidrokubebin.
Kedua senyawa lignan tersebut dapat menghambat
realesi inflamasi, baik secara in vifro maupun in vivo,
serta menunjukkan aktivitas trakeospasmolitik pada
percobaan organ terisolasi. Kubebin menurunkan
kontraksi otot polos trakea hingga 80%, semenlara
aktivitas dihidrokubebin lebih rendah dibandingkan
kubebin'®. Temuan tersebut memberikan harapan
yvang cerah bagi pengembangan obat anti-asma.
Hasil penelitdan tersebut didukung penelitian yang
dilakukan terhadap genus Piper vang lain. Ekstrak
Piper longum menunjukkan efek penghambatan pada
anak-anak penderita asma bronkial'™, Piper futokadsura
mengandung tiga senyawa neolignan yang menghambat
aktivitas ikatan platelet terhadap sisi reseptormya pada
membran platelet plasma terisolasi dari kelineit®.

Pada penelitian ini., kubebin yang pada penelitian
sebelumnya dilaporkan poten, diuji aktivitasnya
terhadap pelepasan histamin dari sel mast peritoneal
tikus (rar perironeal mast celis), suatu sel mast jaringan
ikat. Senyawa yang digunakan untuk menginduksi
pelesapan histamin dari sel mast adalah compound
48/80, ionomisin, thapsigargin dan phorbaol myristarte
acetate (PMA).
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Gambar 1. Struktur kimia dari kubebin.
BAHAN DAN METODE

BAHAN. Bahan uji utama adalah kubebin vang
diisolasi dari Piper cubeba L.f. yang diperoleh dari
Balai Penelitian Tanaman Obat (BPTO) Tawangmangu,
Jawa Tengah, Indonesia. Tsolasi kubebin dilakukan
terhadap ekstrak n-heksana dengan metoda &ioassay-
suided isolarion®. Sebagai senyawa pengaktivasi sel
mast digunakan compound 48/80 (pengaktivasi protein
G). thapsigargin (SERCA inhibitor), ionomisin (ionofor
ion kalsium), dan phorbol myristate acetate (PMA)
yang diperoleh dari Sigma Chemical, USA. Monoclonal
Imunoglobulin E diperoleh dari Department of
Pharmacology, School of Medicine, Ehime University.
Bahan lainnya adalah medivum MEM dan antibiotika
(kombinasi natrium penisilin G dan streptomisin sulfat)
(Grand Island. NY). feral caif serum (JRH Biosciences),
PIPES (Dosindo, Kumamoto Japan).

Subjek uji yang digunakan adalah tikus jantan Wistar
dengan berat 250-300 g dan usia 3-4 bulan. Hewan uji
dikarantina dan diaklimatisasikan selama satu minggu di
laboratorium. Tikus dipelihara dalam kamar hewan pada
suhu ruangan (:28%C) dan diberi sirkulasi udara yvang
cukup melalui ventilasi udara. Hewan uji ditempatkan
dalam kandang hewan, diberi makanan yang sesuai dan
air minum matang secukupnya dalam botol minuman
(sumber air PAM) secara ad /ibitum. Pengelompokan
hewan uji dilakukan secara acak satu hari sebelum
perlakuan dimulai guna menjamin homogenitas
kelompok dalam hal berat badan. Masing—masing
hewan uji diberi kode, dan masing -masing sangkar
ditempel etiket yang menunjukkan nomor kelompok.
jalur pemberian, peringkat dosis, jenis kelamin, dan
nomor hewan.

Cara kerja. Preparasi sel mast peritoneal tikus
(RPMCs). Percobaan ini dilakukan isolasi sel mast
tipe jaringan ikat pada daerah peritoneal tikus. Tikus
dikurbankan dengan cara dekapitasi, kemudian sel mast
peritoneal diisolasi melalui rongga peritoneal dengan
menggunalkan larutan phosphate biiffered saline (PBS)
pH 7.4 vang mengandung 5 ITU/mL heparin dan 0.1%
BSA. Larutan tersebut disentrifugasi dengan kecepatan
1.000 rpm selama 5 menit. kemudian endapan yang
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terbentuk diresuspensi dengan PBS yang mengandung
0,1%BSA, diikuti dengan penambahan secara hati-hati
38% BSA. Setelah disentrifugasi (2.000 rpm selama
20 menit), endapan pelet diresuspensikan dengan
dapar PIPES. Pada pengecatan dengan roluidine blue,
kemurnian sel mast dengan proses ckstraksi di atas
adalah scbesar 95 %.

Uji aktivitas terhadap pelepasan histamin.
Sebanyak 120 pl suspensi RPMCs (2 x 10% sel/mL)
diinkubasi selama 10 menit pada suhu 37°C, dengan
penambahan dapar PIPES baik tanpa (kontrol negatif)
atau dengan kubebin (1-100 uM). Setelah inkubasi,
sebanyak 20 pL larutan stimulan sel mast (compound
48/80 100 pg/mL, thapsigargin 5 uM, ionomycin
1 pM, atau kombinasi PMA 100 nM dan ionomisin
konsentrasi sub-optimum 0,1 pM) ditambahkan pada
tiap sumuran (we//), kemudian plate diinkubasi pada
suhu 37°C selama 30 menit. Setelah inkubasi 30 menit,
plate disentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan
3.000 rpm, dan supernatan sebanyak 50 pL dipindah
ke tube 1.5 mL. Pada supernatan ditambahkan asam
perklorat 3% sebanyak 250 pL, dan di-mixer. Setelah
itu, ditambahkan pula larutan KOH 2M/ KH. PO, 1 M
sebanyak 30 pL, dicampur, kemudian disentrifugasi
selama 15 menit dengan kecepatan 10.000 rpm pada
suhu 4°C. Supernatan siap ditetapkan kadar histaminnya.
Untuk penetapan histamin total. terhadap 6 sumuran
dilakukan sonifikasi untuk kemmudian homogenat sel
siap dilakukan penetapan kadar histamin.

Penetapan kadar histamin. Pelepasan histamin
dari sel mast ditetapkan dengan HPLC-fluorometrit™,
Sebanyak 50 pL supernatan dan homogenat sel
dinjeksikan pada kolom TSKgel SP-2SW Cation
Exchanger (Tosoh, Tokyo). Fase gerak HPLC yang
digunakan adalah Ilarutan dapar kalium fosfat 0,25
M dan larutan o-phthalaldehyde dalam kondisi alkali.
Deteksi fluorometri dilakukan pada panjang gelombang
cksitasi 360 nm dan emisi 450 nm.

Amnalisis data. Data penelitian yang disajikan dalam
bentuk persentase pelepasan histamin. Nilai tersebut
merupakan kadar histamin yang dilepaskan oleh sel
mast dalam medium dibagi dengan kadar histamin
dalam sel mast (zoral histamine contenr), kemudian
dikalikan seratus persen. Semua data disajikan dalam
bentuk mean = SEM. Analisis statistika menggunakan
one-way analysis of variance (ANOVA), dilanjutkan
dengan uji Least Sigrificant Difference (LSD). Tingkat
kepercayaan yang digunakan adalah 95%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada percobaan ini, dilakukan uji aktivitas kubebin,
senyawa lignan dari Piper cubeba, terhadap pelepasan
histamin dari sel mast peritoneal tikus (RPMCs).
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Sebagai stimulan histamin digunakan compound
48/80 (100 pg/mL), thapsigargin (5 pM), ionomisin
(1 pM) dan PMA (100 nM. dikombinasi dengan
ionomisin konsentrasi sub optimum 0,1 uM). Pada
Gambar 2-5, disajikan hasil pengaruh kubebin
terhadap kadar pelepasan histamin dari RPMCs.
Kadar pelepasan histamin merepresentasikan sebagai
persentase pelepasan histamin dibandingkan dengan
kadar histamin total dari RPMCs. Pada penelitian ini,
konsentrasi kubebin yang digunakan adalah 1. 3, 10,
30, dan 100 puM.

Pada RPMCs, compound 48/80 (pengalktivasi
protein G pada sel mast) konsentrasi 100 pg/
mL mampu menstimulasi pelepasan histamin
sebesar 84,19+1,48%. Perlakuan kubebin dengan
seri konsentrasi 1-100 pM tidak mempengaruhi
pelepasan histamin dari RPMCs secara bermakna
(P=0,05) (Gambar 2). Thapsigargin (SERCA inhibitor)
konsentrasi 5 pM merangsang pelepasan histamin
dari RMPCs sebesar 41,17 + 1.31%. Pada RPMCs,
perlakuan kubebin mampu menghambat pelepasan
histamin (Gambar 3). Pada dosis rendah (1—10 pM),
kubebin belum mampu menghambat pelepasan
histamin yang diinduksi thapsigargin. Namun,
konsentrasi kubebin 30 dan 100 pM secara bermakna
(P=0,05) mampu menghambat pelepasan histamin
masing-masing sebesar 12,86 = 1,84% dan 40,38 +

1.93% (Tabel 1).
2 10 30 100

Konsentrasi Cubsabin
Gambar 2. Histogram pengaruh pemberian kubebin konsen-
trasi 1-100 uM terhadap pelepasan histamin dari RMPCs
dengan indulksi compornnd 48/80. Nilai % pelepasan histamin
adalah kadar histamin yang dilepaskan oleh sel mast dalam
medium dibagi dengan kadar histamin dalam sel mast (roral
histamine coptent), kemudian dikalikan seratus persen.
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lonomisin, senyawa ionofor yang dapat
meningkatkan influk ion kalsium pada sel mast, pada
konsentrasi 1 pM dapat menstimulasi pelepasan
histamin dari RMPCs sebesar 42,42 + 0,40%. Pada
Gambar 4 tampak bahwa perlakuan kubebin tidak
mempengaruhi pelepasan histamin yang diinduksi
ionomisin, meski pada konsentrasi tertinggi (100
uM) mampu sedikit menghambat pelepasan histamin
(10.81 + 0,83%0) (Tabel 1).
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Gambar 3. Histogram pengaruh pemberian kubebin kon-
sentrasi 1-100 uvl terhadap pelepasan histamin dari RMPCs
dengan induksi thapsigargin. * Berbeda bermakna diband-
ingkan kontrol (P=0,05). Nilai % pelepasan histamin adalah
kadar histamin yang dilepaskan oleh sel mast dalam medium
dibagi dengan kadar histamin dalam sel mast (roral iscamine
conrenr), kemudian dikalikan seratus persen.

Tabel 1. Harga efek penghambatan kubebin terhadap
pelepasan histamin dari RPMCs.
Konsentrasi Penghambatan

Induktor

Mo, marmin et histamin
(V) by (%)
1. 10 Thapsigargin 12.86+1 .84
3 100 Thapsigargin 40,38+1,93
3 1 00 lonomisin 1O.81+£0.83
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Gambar 4. Histogram pengaruh pemberian kubebin konsen-

trasi 1-100 pM terhadap pelepasan histamin dari RMPCs

dengan induksi ionomisin. ¥ Berbeda bermakna dibandingkan

kontrol (P<0.05). Nilai % pelepasan histamin adalah kadar

histamin yang dilepaskan oleh sel mast dalam medium dibagi

dengan kadar histamin dalam sel mast (fotal histamine con-
tent), kemudian dikalikan seratus persen.

Pada percobaan berikutnya, pemberian PMA
konsentrasi 100 nM tunggal pada sel mast peritoneal
tikus (RPMCs) hanya mampu merangsang pelepasan
histamin sebesar 15%. Oleh karena itu, pemberian
PMA 100 nM dikombinasikan dengan ionomisin sub-
dosis optimal (0,1 pM). Kombinasi tersebut mampu
merangsang pelepasan histamin sebesar 80,17 = 1,06%
(Gambar 3). Pada percobaan ini, kubebin dengan seri
konsentrasi 1—100 pM tidak mempengaruhi pelepasan
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Gambar 5. Histogram pengaruh pemberian kubebin konsen-

trasi 1-100 pM terhadap pelepasan histamin dari RMPCs

dengan induksi kombinasi PMA dan ionomisin (dosis sub op-

timum). Nilai " pelepasan histamin adalah kadar histamin

vang dilepaskan oleh sel mast dalam medium dibagi dengan

kadar histamin dalam sel mast (roral histamine contens), kemu-
dian dikalikan seratus persen.

histamin dari RPMCs secara bermakna (P>0,05).
Pada tikus, sel mast terdapat pada 2 jaringan
utama, vaitu jaringan ikat (connective tissue nrast
cells) dan mukosa (mucosa mast cells). Sel mast
peritoneal tikus (rar peritoneal mast cells) merupakan
contoh sel mast jaringan ikat, sementara rar basophilic
lenukemia merupakan contoh dari sel mast mukosa.
Kedua sel mast tersebut berbeda dalam hal ontogenik.
ultrastruktural, sitokimia maupun proses biokimia
dalam bagian intraselulernya. Sel mast mukosa
mempunyai granul yang jumlahnya lebih sedikit
(kira-kira 10 kali) dibandingkan sel mast jaringan ikat.
Berdasarkan pewarnaan terhadap proteoglikan, sel
mast mukosa lebih dominan mempunyai kondroitin,
sementara sel mast jaringan ikat dominan mempunyai
heparin. Respons stimulasi pada sel mast jaringan akan
menghasilkan prostaglandin D2 (PGD2), sementara
sel mast mukosa menghasilkan PGD2. leukotrin C4
dan B4, Dalam kontraksi otot polos trakea tikus, sel
mast jaringan ikat lebih penting dibanding sel mast
mulcosa®™®!. Mempertimbangkan hal di atas, maka
pada penelitian ini digunakan sel mast peritoneal tikus
(RMPCs) sebagai model sel mast jaringan ikat.
Pada penclitian ini digunakan beberapa induktor
sel mast untuk melepaskan histamin, yaitu compound
48/80, thapsigargin ionomisin dan PMA. Compournd
48/80 merupakan senyawa penginduksi sel mast
dengan meningkatkan kecepatan interaksi GTP-S
terhadap protein G Aktivasi terhadap protein
G pada membran sel mast memicu serangkaian
peristiwa biokimiawi dalam intraseluler sel mast,
misalnya aktivasi fosfolipase C, protein kinase C dan
ion kalsium intraseluler, yang akhirnya menghasilkan
pelepasan histamin dari sel mast!'®. Thapsigargin
merupakan senyawa lakton sesquiterpen yang dapat
menghambatl pompa sarco/endoplasinic reticulum
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Ca2+ ATPase (SERCA) pada sitoplasma sel mast
sehingga dapat mencegah pengisian ion kalsium
kembali pada retikulum endoplasma. Hal tersebut
mengakibatkan kenaikan ion kalsium intraseluler,
vang kemudian mengakibatkan pembukaan kanal ion
kalsium pada membran sel mast. Hasilnya. terjadi
influk ion kalsium menuju ke intraseluler pada sel
mast''*1*19 Jonomisin merupalkan antibiotilk polieter
vang bisa beraksi sebagai ionofor terhadap ion
kalsium, baik pada membran sel maupun intraseluler.
Oleh karena itu, ionomisin dapat meningkatkan ion
kalsium intraseluler melalui influks ion kalsium
maupun dari simpanan intraseluler di retikulum
endoplasma. Kenaikan ion kalsium intraseluler
dalam sel mast akan memacu pelepasan histamin' &',
Phorbol myvristate acetate (PMA) merupakan senyawa
vang mengaktivasi protein kinase €, namun untuk
dapat menstimulasi pelepasan histamin diperlukan
influks ion kalsium, karena untuk proses translokasi
PKC menuju membran sel diperlukan kadar ion
kalsinm vang memadahit's!9:20.20

BPeberapa tanaman genus FPiper dilaporkan
mempunyai aktivitas anti-alergi®®. Ekstrak Piper
longum menunjukkan efek penghambatan pada anak-
analk penderita asma bronkial'®. Piper futokadsura
mengandung tiga senyawa neolignan yang dapat
menghambat aktivitas ikatan platelet terhadap sisi
reseptornya pada membran platelet plasma terisolasi
dari kelinci®®.

Pada penelitian sebelumnya, ekstrak n-heksana
dan ekstrak ctanol Piper cubeba dapat menurunkan
kontraksi otot polos trakea marmut yang diinduksi
baik histamin atau metakolin. Lebih lanjut, diperoleh
senyawa aktif’ yang merupakan senyvawa golongan
lignan. yaitu kubebin dan dihidrokubebin dari
ekstrak vang potensial dari Piper cubeha. Kedua
senyawa lignan tersebut dapat menghambat reaksi
inflamasi baik secara in vifro maupun in vive, serta
menunjukkan aktivitas trakeospasmolitik pada
percobaan organ terisolasi. Kubebin menurunkan
kontraksi otot polos trakea hingga B0%, sementara
aktivitas dihidrokubebin lebih rendah dibandingkan
kubebin®'. Pada penelitian, kubebin hanya dapat
menghambat secara nyata pelepasan histamin dari
sel mast peritoneal tikus yang diinduksi thapsigargin.
Namun, kubebin tidak mampu menghambat pelepasan
histamin yang diinduksi oleh compourd 48/80 atau
PMA. Pada percobaan dengan ionomisin. kubebin
pada dosis tinggi menghambat pelepasan histamin,
namun potensi penghambatannya sangat rendah
sckali. Hasil ini mengindikasikan bahwa kubebin
menghambat pelepasan histamin dari sel mast
jaringan ikat, dan kemungkinan melibatkan aktivasi
pompa sarco/endaoplasmic reficulim CaZ+ ATPase.
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SIMPULAN

Pada percobaan ini, kubebin vang diisolasi dari
tanaman Piper cubeba L.T. mampu menghambat
pelepasan histamin dari sel mast peritoneal tikus
(RPMCs) yang diinduksi oleh thapsigargin. Namun,
kubebin tidak dapat dalam menghambat pelepasan
histamin yang diinduksi compound 48/80, ionomisin,
atau PMA.
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