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Abstract: 20(29)-lupene-3a-ol and 20(29)-lupene-3-on are pentacyclic triterpenes isolated from
Aegle marmelos Correa collected in Yogyakarta, Indonesia. Their molecular structures were confirmed
in Universiti Putra Malaysia. These compounds were obtained from petroleum ether extract of the
plant’s stem bark. This study investigated the effects of the compounds on the B-hexoaminidase
enzyme release from mast cell culture (RBL-2H3 cell line). DNP24-BSA was used as immunologic
inducer for the P-hexoaminidase release from the mast cells. The enzyme release was determined by
colorimetric methods with a substrate, p-nytrophenyl-2-acetamydo-2-deoxy-B-D-gluko-pyranocide, and a
microplate reader at 405 nm. It was found that treatment with 20 ng/ml DNP24-BSA could stimulate the
release of B-hexoaminidase from RBL-2H3 cells by 30.83=%1.10%. Lupene-ol and lupene-on showed
inhibitory effects on the B-hexoaminidase release from RBL-2H3 cells induced by DNP24-BSA in
dose-dependent manner. At the dose of 100 uM., lupene-ol and lupene-on inhibited the B-hexoaminidase
release by 35.69+4.75% and 39.19 9.56%, respectively. The IC,, values of their effects on DINP24-BSA
experiments were 59.40 uM and 72.51 pM. The results suggested that the inhibitory effect of lupene-ol
and lupene-on on the B-hexoaminidase release involved mechanisms related to the interaction of IgE on
the RBL-2H3 cells surface or intracellular signal transductions found in the mast cell degranulation.
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- PENDAHULUAN

ENZIM p-hexoaminidase merupakan suatu
enzim lisosomal, dikenal juga dengan nama B-/N-
asetilhexoaminidase (hex, EC 3.2.1.52). Terdapat dua
isoenzim, yaitu hex A yang tersusun oleh subunit o
dan B dan hex B yang tersusun hanya oleh subunit 3.
Kedua isoenzim tersebut berbeda pada sifat keasaman,
mobilitas elektroforesis dan termostabilitas. Keduanya
mempunyai kesamaan dalam berat molekul. nilai IK<m,
aktivitas penghambatan pada produk tertentu, maupun
sifat imunologinya?®. Kedua enzim hexoaminidase
tersebut berfungsi sebagai katalis proses hidrolisis
N-asetilgalaktosamin atau N-asetilglukosamin

* Penulis korespondensi, Hp. 085643929723
e-mail: agungendronugroho(@yahoo.com

dari jembatan PB-glikosidik. Dengan kata lain,
hexoaminidase lisosomal mengkatalisis hidrolisis
gugus N-asetilgalaktosamin dari gangliosida GM2
[Cer-Glc-Gal (AcNeu)-GalNac]. Dalam hal ini,
defisiensi enzim hexoaminidase, terutama hex A, akan
mengakibatkan akumulasi gangliosida GM2 dalam
beberapa jaringan dan, lebih lanjut, bisa menimbulkan
penyakit lisosomal (GM2 gangliosidosis), misalnya
penyakit Tay-Sachs (TSD) dan penyakit Sandhoff™.
Adanya mutasi gen yang mengkode subunit 3
menyebabkan defisiensi isoenzim hex A pada
penyakit Tay-Sachs, dan mutasi gen vang mengkode
subunit o menyebabkan defisiensi baik hex A dan
B pada Sandhoff"s disease'V’. Enzim hexoaminidase
juga dijumpai pada sel masr bersamadengan enzim
lainnya: asam eksoglikosidase dan (B-glukuronidase.
Sel mast akan mensekresikan enzim-enzim tersebut
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bila mendapatkan pacuan, baik imunologis maupun
non-imunologis®*,

Aegle marmelos Correa (famili Rutaceae)
merupakan tanaman asli dan tumbuh secara luas di
kawasan Asia Tenggara dan Asia Selatan. Di Asia
Selatan, tanaman tersebut disebut dengan nama Maja,
Majapahit, Modjo, Bilak; sementara di Asia Selatan
disebut dengan nama Bael, Beli, Bergiri, Sirphal.

Digunalcan secara luas dalam pengobatan tradisional
di Asia Tenggara dan Asia Selatan, Aegle marmelos
Correa mempunyai beberapa aktivitas farmakologi,
antara lain antiproliferatif, antiinflamasi, antipiretik,
analgesik, antifungal, dan lain-lain®%7.% Sugeng
Riyanto (2003) berhasil mengisolasi beberapa senyawa
dari tanaman tersebut yang diperoleh dari daerah
Yogyakarta, Indonesia. Isolat tersebut antara lain
aurepten, epoksiaureptan, marmin, skimmianin, zeorin,
dustanin, lupene-ol, lupene-on, aegelin, dan lain-lain®.

(b)

Gambar 1. Struktur kimia dari lupene-ol (a) dan lupene-on (b)*.

20(29)-lupene-3a-0l dan 20(29)-lupene-3-
on merupakan senyawa triterpen pentasiklik¢®1D,
Selain diperoleh dari tanaman Adegle marmelos
Correa, kedua senyawa ini juga dapat diisolasi
dari beberapa tanaman lain, termasuk Bruguiera
parvifiora, Anadenanthera colubrina, Diospyros
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maritima, Gardena saxatilis'*>'31%1%9_ Kedua senyawa
tersebut mempunyai beberapa aktivitas farmakologi
terutama pada proses inflamasi atau imunologit®1%.
Bahlkan, lupeol mampu menghambat alergi inflamasi
saluran pernafasan atas (asma bronkial) pada mencit
BALB/c, dengan menghambat produksi sitokin IL--4.
IL-5 dan IL-13U7. Penelitian kali ini mempelajari
pengaruh lupene-ol and lupene-on yang diisolasi dari
Aegle marmelos Correa terhadap pelepasan enzim
B-hexosaminidase dari kultur sel masrz (RBL-2H3
cell line) yvang diinduksi secara imunologi. Aktivasi
imunologi melibatkan interaksi secara cross-linking
antara imunoglobulin E (IgE) dan antigen spesifik.
Pada penelitian ini, antigen yang digunakan dalam
proses imunologi tersebut adalah dinitrophenylarted
bovine serum albumin (DNP, -BSA).

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Bahan uji utama adalah lupene-ol and
lupene-on yang diisolasi dari Aegle marmelos Correa
yvang diperoleh dari daerah Yogyakarta, Indonesia.
Penetapan struktur molekul kedua senyawa tersebut
dilakukan di Faculty of Science and Environmenital
Studies (Universiti Putra Malaysia). Isolasi dan
penetapan struktur tersebut dikerjakan oleh Sugeng
Riyanto (Bagian Kimia Farmasi, Fakultas Farmasi
UGM). Sebagai substrat bagi enzim hexoaminidase
digunakan p-nitrophenyvi-2-acetamido-2-deoxy-B-D-
glucopyrarnocide (Wako Pure Chemical Co., Osaka
Japan). Sebagai antigen digunakan dinitrophenyiated
bovine serum albumin (DNP24-BSA) dari Bethesda,
™MD, dan monoklonal imunoglobulin E diperoleh dari
Department of Pharmacology, School of Medicine,
Ehime University. Bahan lainnya adalah medium
MEM and antibiotika (kkombinasi natrium penisilin
G dan streptomisin sulfat) (Grand Island, NY), feral
calf serum (JRH Biosciences), PIPES (Dosindo.
Kumamoto Japan).

METODE. Preparasi rar basophilc cell line
(RBIL-2H3). RBL-2H3 cell line dikultur menggunakan
medium MEM yang mengandung fetal calf serurm dan
antibiotika, diinkubasi pada suhu 37°C dan CO, 5%.
Sel tersebut ditumbuhkan dalam plare 24 sumuran
dengan kepadatan sel 5x10° tiap sumuran, dengan
volume medium 400 pl tiap sumuran. Sel tersebut
kemudian disensitisasi dengan monoklonal IgE. Sel
diinkubasi selama 24 jam dalam inkubator suhu 37°C
dan CO, 5%. Setelah itu, sel dicuci dua kali dengan
larutan dapar PIPES 500 ul, kemudian di-prainkubasi
dengan PIPES (sebagai kontrol) atau larutan senyawa
uji dalam PIPES (konsentrasi 1-100 pM) sebanyak
180 pl selama 10 menit pada suhu 37°C. Pada sel
kemudian ditambahkan larutan penginduksi enzim
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B-hexosaminidase, DNP24-BSA 200 ng/mL. sebanyak
20 ul tiap sumuran, dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 30 menit. Plate disentrifugasi selama 5 menit
dengan kecepatan 3000 rpm, dan supernatan sebanyak
50 pl dipindah ke tabung 1.5 ml. Ke dalam supernatan
ditambahkan asam perklorat 3% sebanyak 250 pl,
dan dikocok. Kemudian, ditambahkan pula larutan
KOH 2M/ KH, PO, 1 M sebanyak 30 ul, dicampur
dan disentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan
10.000 rpm pada suhu 4°C. Supernatan siap ditetapkan
kadar enzim hexoaminidase-nya. Untuk penetapan
total enzim hexoaminidase, sebanyalk 350 pl larutan
dapar PIPES ditambahkan pada 6 sumuran, kemudian
disonifikasi. Terhadap larutan homogenat sel siap
dilakukan penetapan enzim hexoaminidase.
Penetapan enzim B-hexoaminidase. Pada penetapan
enzim B-hexoaminidase, supernatan sebanyak 50 ul
diinkubasi dengan 2,5 mM p-nitrofenil-2-asetamido-
2-deoksi-p-D-glukopiranosida 100 ul (dalam 50 mM
larutan dapar natrium sitrat pH 4.5) selama 1 jam pada
suhu 37°C. Setelah itu, sebanyak 20 pul KOH 2 M
/ KH,PO, 1 M ditambahkan pada campuran larutan
tersebut, kemudian aktivitas enzim (B-hexoaminidase
ditetapkan menggunakan analisis kolorimetri dengan
miicroplate reader pada panjang gelombang 405 nm.
Amnalisis data. Data penelitian berupa absorbansi
pada panjang gelombang 405 nm diubah menjadi
persentase pelepasan enzim [B-hexoaminidase dengan
rumus: selisih antara absorbansi sel tersensitisasi
antigen dan sel yang tidak tersensitisasi antigen
(kontrol) dibagi dengan selisih antara absorbansi total
kandungan enzim dan absorbansi kontrol, hasilnya
dikalikan seratus. Semua data disajikan dalam bentuk
mean = SEM. Untuk analisis statistika digunakan
one-way analysis of variance (ANOVA), dilanjutkan
dengan uji least significant difference (LSD). Tingkat
kepercayaan yang digunakan adalah 95%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari efek
penghambatan enzim B-hexoaminidase oleh 20(29)-
lupene-3a-ol dan 20(29)-lupene-3-on yang diisolasi
dari tanaman Jdegle marmelos Correa pada rat
basophilc cell line yang diinduksi secara imunologis
dengan DNP24-BSA. Dinitrophenyiated bovine serum
albumin (DNP,,-BSA) merupakan antigen spesifik
terhadap antibodi monoklonal TgE¢#®!%20, DNP, -BSA
menstimulasi pelepasan mediator dari sel mas? dengan
melakukan interaksi secara cross-linking terhadap
bagian karbohidrat molekul IgE yang terhubung
pada reseptor FceRI. Interaksi ini akan merangsang
serangkaian proses signaling intraseluler dalam sel mas?
dan akhirnya mampu melepaskan mediator dari sel mas?
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tersebut. Termasuk ke dalam mediator sel mast adalah
mediator granul (misalnya histamin, proteoglikan,
triptase, enzim B-hexoaminidase), mediator lipid
atau eikosanoid (prostaglandin D,. leukotrine C,,
platelet activating factor), dan sitokin®'??», Masing-
masing mediator ini tersebut mempunyai andil dalam
reaksi alergi-inflamasi. Hasil penelitian pengaruh
lupene-ol dan lupene-on terhadap pelepasan enzim
P-hexoaminidase dari kultur sel RBL-2H3 yang
diinduksi antigen disajikan pada Gambar 2,

Pada penelitian ini, picuan imunologis dengan
DNP,,-BSA dapat merangsang pelepasan enzim
B-hexoaminidase dari RBIL.-2ZH3 sebesar 30.83+1,10%
(n=>5). Pada Gambar 2, 20(29)-lupene-3a-ol dan 20(29)-
lupene-3-on mampu menghambat pelepasan enzim
B-hexoaminidase dari RBL-2H3 yang diinduksi secara
imunologis dengan DNP, -BSA. Konsentrasi senyawa
uji yang digunakan dalam percobaan ini adalah 1, 10
dan 100 pM. Pemberian kedua senyawa tersebut pada
dosis terendah (1 M) belum mampu menunjukkan efek
penghambatan secara bermakna (P=0,05). Pemberian
lupene-ol dosis 10 dan 100 uM pada kultur sel RBL-
2H3 secara bermakna (P<0,05) menghambat enzim
B-hexoaminidase berturut-turut sebesar 25,8829 87%
dan 35.69+4.75% (Tabel 1). Di lain pihak. lupene-
on pada dosis 10 dan 100 pM menghambat enzim
pB-hexoaminidase secara bermakna (P<0,05) berturut-
turut sebesar 15,79+7,80% dan 39,19+9.56% (Tabel
1). Dalam hal tersebut, semakin tinggi konsentrasi
lupene-ol dan lupene-on, semakin besar pula efek
penghambatannnya (dose-dependernt marnrer).

Pada penelitian ini, baik lupene-ol dan lupene-
on belum dapat menghambat pelepasan enzim
p-hexoaminidase hingga 50%. Karena itu, IC_,
(konsentrasi yvang digunakan untuk menimbulkan efelc
sebesar 30%) digunakan sebagai parameter potensi
dari efek penghambatan kedua senyawa tersebut
terhadap enzim B-hexoaminidase. PadaTabel 1, IC_|
dari lupene-ol dan lupene-on berturut-turut adalah
sebesar 59,40 dan 72,51 pM.

Tabel 1. Persentase penghambatan enzim 3-hexoaminidase
dari kultur sel RBL-2H3 oleh lupene-ol dan lupene-omn,
beserta nilai IC_-nya.

Persentase penghambatan enzim 3-

Konsentrasi hexoaminidase
(UMD 20(29)-lupene-3o-ol 20(29)-lupene-3-on
5 7,62+18,27 -7.25+26,40
10 25,889,887 15,794+7,80
100 35,6944.75 39,19:19.,56
1C50 39,40 M 72,51 pM
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Gambar 2. Histogram pengaruh lupene-ol dan lupene-on terhadap pelepasan enzim B-hexosaminidase dari kultur sel
RBIL-2H3 yang diinduksi DNP24-BSA 20 ng/mL. * P<0.05 berbeda bermakna dbandingkan kontrol. Cl=tanpa antigen,
= dengan antigen.

Pelepasan enzim P-hexoaminidase tanpa sensitisasi
imunologis juga diamati pada percobaan ini. Fenomena
tersebut dinamalcan sebagai pelepasan enzim secara
spontan (sportarnecous enzyme release), mengacu pada
penelitian Tkawati ef o/.?® yang menggunakan histamin
sebagai paramater mediator sel mas¢. Efek induksi
spontan akan dipertimbangkan bermakna jika melebihi
nilai 109%6. Persentase pelepasan enzim [3-hexoaminidase
secara spontan oleh lupene-ol dan lupene-on disajikan
pada Tabel 2. Pemberian lupene-ol dan lupene-on dengan
konsentrasi 1, 10 dan 100 uM tidak menunjukkan efek

pelepasan enzim secara spontan secara bermakna

sel kultur RBL-2H3. Pada penelitian ini, 20(29)-lupene-
3a-ol merangsang pelepasan enzim pB-hexoaminidase
secara spontan hingga 1,63=+0,19 %% (dosis 100 pM).
Di lain pihak, senyawa 20(29)-lupene-3-on hanya
merangsang pelepasan enzim tersebut pada dosis rendah
saja (Tabel 2).

Pada sel mast, reaksi imunologis melibatkan reaksi
antara antigen dan antibodi. Imunoglubulin E (IgE)
yvang ditambahkan pada kultur sel RBL-2H3 sebelum
penelitian akan menempel pada permukaan membran
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Tabel 2. Prosentase pelepasan enzim B-hexoaminidase
secara spontan (spontaneous release) oleh lupene-ol
dan lupene-ol.

Pelepasan enzim PB-hexoaminidase secara

Konsentrasi spontan (%)
(uM) 20(29)-lupene-3a-ol 20(29)-lupene-3-on
1 0.82 £+ 0,52 1,15+ 0,60
10 0,89 + 0,009 -0,18 = 0,32
100 1,63 + 0,19 -0,32 + 0,38

sel mmast pada reseptor FceR1 pada sel rrast. Setelah inkubasi
kultur sel tersebut dengan DNP, -BSA yang berfungsi
sebagai antigen, DNP, -BSA tersebut segera berikatan
dan membentuk jembatan antara dua molekul IgE yang
menempel pada sel rmast (cross-linking) yang kemudian
akan mengaktivasi tirosin kinase dan mengaktifkan
fosfolipase C. Selanjutnya, fosfolipase C menghidrolisis
fosfatidil inositol (PI) menjadi inositol trifosfat (IP3)
dan 1,2-diasilgliserol (IDAG). Inositol trifosfat akan
menghasilkan peningkatan kadar ion kalsium intraseluler,
baik dari irtracelluiar Ca®t pool maupun influks Ca?"
sehingga mengakibatkan degranulasi sel masr. Sementara
itu, 1,2-diasilgliserol mengaktifkan protein kinase C (PK.C)
kemudian secara sinergis juga merangsang degranulasi sel
mast. Degranulasi terjadi melalui proses eksositosis yang
akhirnya melepaskan beberapa mediator, di antaranya
adalah B-hexoaminidase®!222%,

20(29)-lupene-3a-ol dan 20(29)-lupene-3-on
merupakan senyawa friterpen pentasiklik!'%!'V. Pada
percobaan ini kedua senyawa tersebut diisolasi
oleh Sugeng Riyanto dari tanaman Adegle marmelos
Correa yang diperoleh dari daerah Yogyakarta,
Indonesia. Penetapan struktur molekul dari zeorin
dilakukan di Faculty of Science and Environmerntal
Studies, Universiti Putra Malaysia®. Kedua senyawa
tersebut dilaporkan mempunyai pengaruh pada reaksi
imunologi dan inflamasit'*'®. Pada penelitian ini, baik
lupene-ol maupun lupene-on mampu menghambat
pelepasan enzim B-hexocaminidase dari kultur sel
RBI.-2H3 yang diinduksi secara imunologis. Di
samping itu, kedua senyawa itu tidak mempengaruhi
sel mast saat tidak diinduksi oleh antigen. Artinya,
kedua senyawa tersebut tidak merangsang pelepasan
enzim PB-hexoaminidase secara spontan (sportaneous
enzyme release). Berdasarkan fakta ini dapat dikatakan
bahwa 20(29)-lupene-3a-ol dan 20(29)-lupene-3-
on menghambat enzim PB-hexosaminidase dengan
melibatkan penghambatan pada proses interaksi antigen-
antibodi (imunologi) atau proses transduksi sinyal
intraseluler pada sel masr akibat reaksi imunologis .

Pada penelitian antialergi lainnya, 20(29)-lupene-
3o~-ol yang sudah dikenal mempunyai efek anti-artritis
mampu menghambat beberapa falktor sistem imun,
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yaitu aktivitas fagositik (cell-killing) dari makrofag,
dan aktivitas T-limfosit, termasuk perangsangan
sitokin yang diperantarai sel T CD*"23, Di samping
itu, senyawa tersebut juga menghambat alegi inflamasi
pada saluran pernafasan atas pada mencit BALB/c
yang diinduksi ovalbumin. Dalam hal ini, ovalbumin
berfungsi sebagai antigen. Pada percobaan tersebut,
lupene-ol menyebabkan penurunan jumlah sel dan
eosinofil pada sampel BALF (bronchoalveclar lavage
Juid). Lupene-ol juga menurunkan produksi mukus
dan inflamasi pada paru-paru®”.

Dari hasil penelitian antiinflamasi, 20(29)-
lupene-3a-o0l dan 20(29)-lupene-3-on dilaporkan
poten dalam menghambat aktivitas 15-sLO (soyben
lipoxigenase-1)1?. SLO merupakan 15-LOX
(lipoxigenase) yang diperoleh dari tanaman, berperan
sebagai katalisator pada reaksi oksidasi perubahan
asam linoleat menjadi 13-hidroperoksida-asam
oktadekadienocat (13-HPODE). 15-LOX sendiri
merupakan tipe lipoksigenase utama yang berfungsi
memasukkan gugus dioksigen pada rantai C-15
dari asam arakidonat. Efek oksidatif dari 15-LOX
berperan dalam reaksi inflamasi atau patogenesis
aterosklerosis®®. Lupene-ol juga mampu menghambat
produksi prostaglandin E, (PGE,) pada makrofag yang
distimulasi oleh A23187, namun tidak mempengaruhi
pelepasan leukotrien C,. Dari hasil tersebut, lupene-ol
kemungkinan besar mempengaruhi aktivitas enzim
siklooksigenase (COX). Lupene-ol menghambat
produksi sitokin (fumor necrosis factor-alpha dan
interleukin-1 beta) pada makrofag vang distimulasi
dengan lipopolisakarida®”. Pada penelitian in vivo,
lupene-ol menunjukkan aktivitas anti-inflamasi
pada hewan percobaan terinduksi karagenin, dan
efek tersebut melibatkan penghambatan pada enzim
siklooksigenase atau produksi prostanoid®®22:30),

SIMPULAN

Senyawa 20(29)-lupene-3c-ol dan 20(29)-lupene-3-
on yang diisolasi dari Aegle marmelos Correa mampu
menunjukkan efek penghambatan terhadap pelepasan
mediator sel mas?, yaitu enzim [(B-hexoaminidase,
dengan melibatkan penghambatan pada proses
interaksi antara antigen-antibodi (imunologi) atau
proses sinyal transduksi intraseluler pada sel mas?
akibat reaksi imunologis tersebut.
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