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ABSTRAK


Telah dilakukan penelitian tentang isolasi senyawa skopoletin dari tumbuhan mengkudu (Morinda citrifolia L.) dan melihat efeknya terhadap reaksi anafilaksis kutan aktif dan jumlah IgE pada mencit putih jantan alergi.


Proses isolasi dimulai dengan maserasi rajangan buah menggunakan etanol 95%, difraksinasi dengan kloroform dan senywa skopoletin dipisahkan dengan kromatografi kolom menggunakan eluer heksan:etil asetat dengan berbagai perbandingan. Syenyawa skopoletin yang didapat ditentukan nilai Rf dengan kromatografi lapis tipis (KLT), titik leleh, spetrum sinar ultra violet (UV) dan spetruk infra merah (IR).


Selanjutnya senyawa skopoletin diberikan pada mencit putih jantan yang alergi dengan albumin telur ayam. Untuk mengalergikan mencit maka diberi dengan albumin telur ayam 25% secara intra peritonial 0,2 ml/20g BB. dan pada hari ke7 dan 14 diulangi lagi dengan pemberianya dengan rute subkutan. Senyawa skopoletin diberikan pada hari ke 15 secara oral, tiap hari selama 6 hari dengan dosis masing-masing kelompok 1, 5 dan 10 mg/kg BB. Sebagai pembanding diberikan prednison. Pada hari ke 21 mencit ditantang dengan albumin telur ayam secara subkutan dan diamati waktu timbul, diameter dan intensitas warna bentolan biru yang terjadi disekitar tempat suntikan. Selanjutnya hewan dikorbankan, daranya diambil dan ditentukan kadar IgE. 
I. PENDAHULUAN
Salah satu tanaman yang digunakan sebagai obat alergi adalah buah mengkudu atau buah noni (Bangun, 2005). Buah mengkudu (Morinda citrifolia Linn.) telah dilaporkan mengandung   scolopetin, dimana scolopetin ini sangat efektif sebagai zat anti  alergi (Bangun,  2005). 
Penyakit Alergi terjadi segera setelah tubuh terpapar oleh antigen. Masuknya antigen kedalam tubuh menimbulkan respon imun dengan dibentuknya IgE dan selanjutnya terikat pada permukaan sel mast dan sel basofil (Robinson, 2004, Bellavite, 2006). Proses pemaparan antigen dimualai dengan ditangkapnya antigen tersebut oleh sel makrofag. Sel makrofag melalui melekul MHC II, mengenalkan ke limposit T, khususnya Sel Th2. Sel limposit Th2 menghasilkan IL4, IL5, IL9, IL 10 dan IL13. IL4 mempunyai efek langsung pada sel B yang selanjutnya menghasilkan IgE dan IL 5, IL9 dan IL13 secara tidak langsung juga mengatur produksi IgE(Karlsson MR2004, Maizels RM2005). Sedangkan IL10 dapat menekan produksi IL sehingga produksi IgE juga dapat ditekan (Kearley, 2005). 


Dari hasil penelitian yang telah dilakukan khusus terhadap reaksi alergi ternyata ekstrak etanol buah mengkudu  dapat menghambat reaksi anafilaksis kutan aktif pada mencit putih jantan (Aldi, 2003) dan secara in-vitro dapat menghambat degranulasi mastosit yang tersensitisasi (Aldi, 2006). Ekstrak etanol dari daunnya pada pemakaian topikal dapat mengobati jerawat (Ilyas, 2006) dan ekstrak buahnya dapat menekan inflamasi (Aldi, 2007). Penelitian terakhir juga diketahui ekstrak etanol buah mengkudu dapat meningkatkan titer antibody mencit putih jantan yang diinduksi dengan sel darah merah kambing dan dapat meningkatkan jumlah sel limposit, neutrofil batang dan sel eusinofil (Aldi, 2007). Salah satu zat aktif yang terdapat di dalam ekstrak etanol buah mengkudu adalah scopoletin. Dari penelitian terakhir juga disebutkan bahwa scopoletin dapat menghambat degranulasi mastosit mencit (Moon, 2006). 
II. METODEPENELITIAN

Waktu dan tempat pelaksanaan.

Penelitian ini  telah dilaksanakan dari bulan April tahun 2009 sampai November  2009 di Laboratorium Penelitian dan Laboratorium Serologi Imunologi Fakultas Farmasi, Universitas Andalas, Padang dan Laboratorium klinis RSUP M.Jamil Padang.

Pengambilan dan identifikasi buah mengkudu

Buah Mengkudu (Morinda citrifolia L.) diambil di jalan Rajawali Andalas, dan dilakukan identifikasi di Herbarium Laboratorium Taksonomi Tumbuhan Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Andalas, Padang.

Ekstraksi dan Fraksinasi

5 Kg buah mengkudu dimaserasi dengan etanol  90 % sebanyak 3 kali selama masing-masing 3-5 hari, kemudian disaring. Maserat diuapkan in vacuo sampai didapatkan ekstrak kental etanol. Ekstrak kental tersebut ditimbang.

Ekstrak yang didapat dilarutkan dengan H2SO4 0,5 N diamkan 12 jam lalu fraksinasikan dengan CHCl3, kocok, akan terbentuk 2 lapisan, yaitu lapisan asam dengan lapisan CHCl3, pisahkan. Lakukan pengulangan maserasi dan pemisahan terhadap lapisan CHCl3.

 Lapisan CHCl3 yang didapat  digabungkan. Filtrat yang didapat kemudian diuapkan dengan vakum sampai berbentuk hablur. Fraksi kloroform yang didapat sebanyak 5 gram.

Isolasi Skopoletin

Sebelum dilakukan pemisahan dengan kromatografi kolom terlebih dahulu dilakukan kromatografi lapis tipis terhadap fraksi kloroform dengan berbagai perbandingan pelarut mulai dari n-heksan 100% , n-heksan:etil asetat 9:1, n-heksan:etil asetat 1:1,  etil asetat:metanol 9:1 dan didapatkan  fasa gerak  yang baik untuk KLT adalah  n-heksan:etil asetat 1:1. Noda pada plat KLT dimonitor di bawah lampu UV 356 nm , dimana skopoletin berfluoresensi biru kuat.

 Isolasi skopoletin dari buah mengkudu dilakukan dengan metoda kromatografi kolom menggunakan silika gel 60 sebagai fasa diam dan n-heksan : etil asetat sebagai fasa gerak berdasarkan teknik “step gradient polarity” (SGP). Fraksi kloroform ditimbang sebanyak 5 gram ditambahkan sedikit kloroform hingga terlarut kemudian ditambahkan silika sama banyak dengan berat fraksi kloroform (1 : 1) untuk dibuat menjadi serbuk preadsorbsi. Pelarutnya di-uapkan secara in vacuo sehingga diperoleh campuran silika gel dan sampel berupa bubuk kering. Kolom dibuat dengan memasukkan 100 gram silika (1 : 20) yang telah ditambahkan pelarut n-heksana ke dalam kolom kaca sambil diketok-ketok hingga padat dan homogen. Setelah silika padat, bubur preadsorbsi diletakkan secara hati-hati dan merata di atas bubur silika yang telah padat. Kolom kemudian dielusi dengan sistem Step Gradien Polarity dimulai dari pelarut n-heksan, n –heksan: etil asetat, etil asetat yang kepolarannya ditingkatkan secara bertahap melalui beberapa perbandingan sehingga diperoleh pemisahan yang baik. Pengelusi dibuat sebanyak 100 ml dengan komposisi heksan etil asetat adalah 10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9 dan 0:10. 
Eluat yang keluar ditampung dengan vial 10 mL. Tiap eluat dimonitor dengan KLT menggunakan eluen heksan : etil asetat 1 : 1. Setelah dimonitor ada lima vial (dari vial no 34 – 38) pada pengelusi  heksan : etil 6 : 4, dimana kelima vial ini menunjukkan 1 noda dengan Rf yang sama yang memberikan warna ungu yang intensif di bawah lampu UV254 nm dan berfluoresensi biru kuat di bawah lampu UV365 nm yang menandakan bahwa zat tersebut merupakan skopoletin. Kelima vial ini digabungkan sehingga didapatkan skopoletin seberat 16,5mg.
Karakterisasi Scopoletin Hasil Isolasi

Karakterisasi senyawa hasil isolasi meliputi pemeriksaan organoleptis, penentuan titik leleh, pemeriksaan kromatografi lapis tipis, spektrofotometer UV-Vis dan spektrofotometer inframerah.
Pemeriksaan Organoleptis

Pemeriksaan ini meliputi bentuk, warna dan bau senyawa hasil isolasi. 
Pemeriksaan Kromatografi Lapis Tipis

Pemeriksaan KLT dilakukan untuk menunjukkan kemurnian dan penentuan Rf dari senyawa hasil isolasi dengan beberapa fase gerak. Sebagai penampak noda digunakan lampu UV254nm. 
Penentuan Spektrum Ultraviolet
Pemeriksaan spektrum UV dilakukan dengan menggunakan alat spektrofotometer UV-Vis Pharmaspec 1700 (Shimadzu® ). Senyawa hasil isolasi dilarutkan dalam metanol kemudian diukur serapannya.

Penentuan Spektrofotometer inframerah
Spekrum IR diukur dengan menggunakan alat Infrared Spectrofotometer Perkin Elmer Spectrum One. Kira-kira 1 mg sampel digerus homogen dengan 100 mg kalium bromida. Campuran dikempa dengan kekuatan 10 ton/cm, sehingga terbentuk serbuk pellet yang tipis dan transparan, kemudian diukur serapannya.

Penentuan Jarak Leleh 

Pemeriksaan dilakukan dengan menggunakan alat pengukur titik leleh Fischer Jhon Melting Point Apparatus. Beberapa butir zat diletakkan diantara dua kaca objek, kemudian diletakkan  di bawah pemanas di bawah kaca pembesar dan diatur kenaikan suhunya. Perubahan fisik zat diamati dari  awal meleleh sampai meleleh sempurna.
Penyiapan hewan percobaan 


Hewan yang digunakan untuk penentuan adalah mencit putih jantan sebanyak 100 ekor dengan umur 5 minggu. Sebelum digunakan hewan ini diaklimatisasikan dengan kandang selama 7 hari. 

Sensitisasi hewan percobaan 

Mencit  sehat dengan berat badan 20 - 25 g disuntikkan secara intraperitonial dengan albumin 25% 0,2ml/20 g BB, pada hari ke-7 dan ke-14 diulangi lagi dengan penyuntikan albumin 25% 0,2 ml/20 g BB secara subkutan. 

Perlakuan hewan percobaan 
Mencit yang positif alergi, dibagi 5 kelompok dan 1 kelompok digunakan mencit normal. Pada hari ke 14 kelompok II sampai IV diberikan secara oral larutan scopoletin dengan dosis 1, 5, 10 mg/kg BB setiap hari selama 6 hari. Kelompok I diberi larutan NaCl fisiologi dan kelompok V diberi prednison. Sedangkan kelompok normal diberi NaCl fisiologis. Untuk jelasnya dapat dilihat Gambar 2.
Penentuan Reaksi Anafilaksis Kutan Aktif

 Pada hari ke 20 bulu mencit dicukur, dan pada hari ke 21 hewan diberi larutan biru Evan 1%, sebanyak 0,1 ml secara intra vena. Lalu hewan tersebut ditantang dengan larutan albumin ayam, amati waktu munculnya bentolan, intensitas warna dan diameter warna biru yang terjadi. Mencit ditantang pada bahagian punggungnya dengan antigen albumin ayam.
Pengukuran kadar IgE pada mencit alergi yang diberi zat sopoletin.

Hewan yang telah selesai pengamatan reksi anafilaksis kemudian dikorbankan dengan cara memotong vena pada leher. Darahnya ditampung dalam tabung reaksi, lalu disentrifus dan diambil serumnya. Antibodi IgE ditentukan dengan metode ELISA menggunakan alat Elecsys 2010 dengan kit Elescys Gen 2. Sampel dimasukkan ke cup sampel lalu dimasukkan ke reagen area, lalu diproses dan dibaca hasil yang tertera pada monitor. 

IV. HASIL DAN PEMBAHASAN
Untuk mendapatkan scopoletin dilakukan isolasi terhadap buah mengkudu dengan cara ekstraksi, fraksinasi dan kromatografi kolom. Ekstraksi dilakukan dengan metoda maserasi. Sebelum dimaserasi, daging buah mengkudu dipotong kecil-kecil lalu ditimbang (5 kg). Tujuannya adalah untuk memperluas permukaan agar kontak pelarut dengan sampel lebih besar, sehingga memudahkan pelarut masuk ke dalam sel tanaman dan senyawa yang akan tertarik lebih banyak sehingga proses ekstraksi berjalan sempurna. Maserasi dilakukan selama 5 hari dan 3 kali pengulangan .

Maserat yang diperoleh diuapkan dan dipekatkan dengan menggunakan  rotary evaporator. Keadaan vakum menyebabkan penurunan tekanan uap pelarut sehingga pelarut akan mendidih  pada temperatur yang lebih rendah dari titik didihnya sehingga dapat mengurangi resiko kerusakan senyawa termolabil. Setelah menjadi ekstrak kental maka masing-masing ekstrak ditimbang. Hasil yang diperoleh didapatkan ekstrak kental etanol sebanyak 300,3439 gram . 
Ekstrak kental etanol selanjutnya difraksinasi dengan pelarut dengan kloroform. Fraksi kloroform di Kromatografi Lapis Tipis untuk memonitor  kandungan kimianya berdasarkan jumlah noda. Eluen yang digunakan adalah heksan : etil asetat 1 : 1. Pemeriksaan di bawah lampu UV254 nm memperlihatkan 3 noda dimana salah satu dari 3 noda tersebut menunjukkan berflouresensi biru kuat dibawah lampu UV365 nm yang menandakan bahwa itu skopletin. Untuk memisahkan skopoletin dengan dua senyawa lain pada fraksi kloroform dilakukan kromatografi kolom. 

Isolasi dilakukan dengan cara kromatografi kolom terbuka menggunakan silika gel dan fase gerak n-heksana, etil asetat yang dielusi dengan teknik “step gradient polarity” (SGP). Kromatografi kolom merupakan metoda pemisahan yang paling umum digunakan dan dapat digunakan untuk sampel dalam jumlah yang lebih banyak. Sistem SGP merupakan teknik mengelusi dengan meningkatkan kepolaran secara perlahan-lahan sehingga didapat pemisahan yang baik. Hasil pemisahan dimonitor dengan KLT dan dijadikan sebagai acuan untuk pemisahan selanjutnya. Eluat yang keluar ditampung dengan vial 10 mL. Tiap eluat dimonitor dengan KLT menggunakan eluen heksan : etil asetat 1 : 1. Setelah dimonitor ada lima vial .(dari vial no 34 – 38) pada pengelusi  heksan : etil 6 : 4, dimana kelima vial ini menunjukkan 1 noda dengan Rf yang sama yang memberikan warna ungu yang intensif di bawah lampu UV254 nm dan berfluoresensi biru kuat di bawah lampu UV365 nm (Gambar 1). Kelima vial ini digabungkan sehingga didapatkan skopoletin seberat 16,5mg. 
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Gambar 1. Hasil KLT dari Senyawa scopoletin yang diisolasi dari buah mengkudu.

                    Gambar A : Pola KLT Scopoletin dibawah lampu UV256nm

                    Gambar B : Pola KLT Scopoletin dibwah lampu  UV365nm
Pemeriksaan organoleptis terhadap scopoletin berupa serbuk putih, tidak berbau sebanyak 16,5 mg (0,33%) yang meleleh pada suhu 173-175oC, kecilnya jarak leleh yaitu 2oC menunjukkan bahwa scopoletin tersebut telah murni.
Pemeriksaan spektrum ultraviolet-visibel dilakukan untuk menentukan jenis kromofor, ikatan rangkap yang terkonyugasi dan auksokrom dari suatu senyawa organik, serta menjelaskan informasi dari struktur berdasarkan panjang gelombang dari suatu senyawa.  Hasil pemeriksaan menunjukkan scopoletin memiliki puncak utama pada panjang gelombang 228,00 nm dengan absorban 0,874 dan pada panjang gelombang 345,20 nm dengan absorban 0,481. Hasil yang didapat sesuai dengan literatur dimana skopoletin memiliki puncak utama pada panjang gelombang 228 nm dan 345 nm (Gambar 2).              
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Gambar 2. Spektrum UV Skopoletin dari Buah Mengkudu
Pemeriksaan spektrum inframerah bertujuan untuk mengetahui gugus fungsi suatu senyawa organik. Pemeriksaan terhadap spektrum inframerah memperlihatkan skopoletin memiliki serapan yang kuat pada bilangan gelombang 3413 cm-1 menunjukkan adanya gugus hidroksi dimana gugus hidroksi ini memberikan pita serapan yang kuat pada daerah 3750-3000 cm-1, serapan pada bilangan gelombang 2928 cm-1 merupakan daerah pita serapan C-H pada range 3000-2700 cm-1, serapan pada bilangan gelombang 1704 cm-1 menunjukkan adanya gugus karbonil yang memiliki daerah serapan kuat pada 1900-1650 cm-1, serapan pada bilangan 1567 menunjukkan ada nya regangan C=C dan serapan pada bilangan gelombang 1292 cm-1 menunjukkan adanya gugus C – O oksi aril (Gambar 3).
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Gambar 3. Spektrum IR Skopoletin dari Buah Mengkudu
Pada penelitian ini digunakan metoda anafilaksis kutan aktif yang dikenal juga dengan metoda Ovary (Lee, 2004). Metoda ini menggunakan bahan dan alat sederhana, dimana ada atau tidaknya efek anafilaksis kutan aktif dapat diamati dengan jelas. Reaksi anafilaksis kutan aktif adalah reaksi anafilaksis yang terjadi secara local pada kulit, dimana antibody yang dibentuk secara aktif oleh tubuh hewan percobaan sendiri karena pemberian antigen tertentu.

Antigen yang digunakan adalah albumin (albumin chicken egg (ovalbumin)) no lot 20H0763 A-5253. Albumin ini dipilih karena merupakan antigen yang potensial dalam menimbulkan reaksi anafilaksis, karena mengandung banyak senyawa protein, terutama ovalbumin. Disamping itu albumin juga mempunyai banyak epitop pada permukaannya. Epitop merupakan bagian dari antigen yang dapat menginduksi pembentukan antibodi dan dapat diikat secara spesifik oleh bagian antibodi atau reseptor pada limfosit. Untuk itu individu yang bersangkutan harus mengalami sensitisasi sebagai langkah awal dalam proses anafilaksis itu sendiri. Dosis antigen yang dipilih adalah dosis terkecil yang dapat menimbulkan reaksi anafilaksis maksimal pada daerah pengamatan tetapi masih dapat diamati dengan mudah yaitu 10%b/v (Gambar 9).


Pada hari pertama dilakukan sensitisasi dengan menyuntiikkan suspensi albumin 10%b/v yang diinjeksikan pada mencit sebanyak 0,2 ml secara intra peritoneal. Tujuan sensitisasi adalah untuk pengenalan pertama kali antigen pada sistem imun sehingga hewan akan menjadi sensitif, kemudian akan terjadi pembentukan antibodi spesifik terhadap antigen yang masuk dan terbentuk sel memori yang akan mengenal antigen yang sama pada pemaparan berikutnya. Pada hari ke tujuh dan empat belas dilakukan pembosteran dengan suspensi albumin 10%b/v sebanyak 0,1 ml secara subkutan yang bertujuan untuk peningkatan sensitifitas dari sistem imun hewan terhadap antigen, sehingga terjadi peningkatan jumlah antibodi dan sel memori. Hal ini ditandai dengan adanya kemerahan disekitar tempat penyuntikan. Pada pembosteran antigen diberikan dengan dosis yang lebih rendah untuk mencegah terjadinya shock anafilaksis.


Suspensi skopoletin diberikan pada hari ke lima belas sampai dua puluh dengan dosis yang berbeda pada masing-masing kelompok yaitu 1, 5 dan 10 mg/kgBB. Pada hari ke dua puluh satu, dilakukan penantangan dengan antigen yang sama secara intra kutan pada punggung mencit yang telah dicukur sehari sebelumnya. Reaksi ini diperjelas dengan adanya zat warna biru Evans yang disuntikkan secara intravena sebelum penantangan. Akibat penantangan ini akan terjadi pembebasan histamin dari sel mast dan sel basofil disekitar tempat penyuntikan dan terjadi vasodilatasi pembuluh darah sehingga darah keluar menuju jaringan dan selanjutnya  pada daerah penyuntikan tersebut timbul bentolan biru karena dalam darah ada zat warna biru Evans. Bentolan biru inilah yang akan menjadi parameter telah terjadinya reaksi anafilaksis. Parameter yang diamati untuk melihat efek skopoletin terhadap reaksi anafilaksis yaitu waktu timbul, diameter dan intensitas warna biru.  
Pemberian skopoletin mempunyai pengaruh yang nyata terhadap reaksi anafilaksis (Sig<0,01), dimana waktu timbul bentolan biru dari mencit yang diberi skopoletin lebih lama dibandingkan dengan mencit normal. Dosis optimal dalam menghambat reaksi anafilaksis pada parameter ini terjadi pada dosis 10 mg/kgBB. Hubungan efek dengan dosis skopoletin dapat dilihat Gambar 4. Pembanding yang digunakan yaitu prednison dengan dosis 0,65 mg/kgBB. Dosis ini diperoleh setelah mengkonversikan dosis pada manusia terhadap mencit.
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Gambar 4. Diagram perubahan waktu timbul bentolan biru terhadap waktu akibat 

                  Reaksi anafilaksis yang ditantang dengan albumin setelah pemberian  

                  skopoletin.
Hasil pengukuran diameter bentolan biru menunjukkan bahwa skopoletin mempunyai pengaruh yang nyata terhadap reaksi anafilaksis (sig<0,01), dimana diameter bentolan biru dari mencit yang diberi skopoletin menurun dibandingkan mencit alergi yang tidak diberi obat. Hubungan antara diameter bentolan biru mencit alergi dengan dosis skopoletin dapat dilihat Gambar 5. Dosis optimal skopoletin dalam menghambat reaksi anafilaksis juga terjadi pada dosis 10 mg/kgBB.
Hasil pengukuran intensitas warna bentolan biru menunjukkan bahwa skopoletin juga mempunyai pengaruh yang nyata terhadap reaksi anafilaksis (sig<0,01), dimana pemberian ekstrak dapat menurunkan intensitas warna bentola biru dibandingkan dengan kontrol positif. Intensitas warna bentolan biru mencit alergi dan  hewan yang diberi skopoletin pada berbagai dosis dapat dilihat Gambar 6. Efek optimal dalam menghambat reaksi anafilaksis pada paremeter intensitas warna bentolan biru terjadi juga pada dosis 10 mg/kgBB. 
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Gambar 5. Grafik Perubahan Diameter Bentolan Biru terhadap Waktu akibat reaksi 
                 anafilaksis yang ditantang dengan albumin setelah pemberian skopoletin
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Gambar 6. Grafik perubahan intensitas warna rata-rata bentolan biru akibat reaksi 
                       anafilaksis yang ditantang dengan albumin setelah pemberian Skopoletin.
Pada pengujian skopoletin terhadap reaksi anafilaksis menunjukkan bahwa waktu timbul bentolan biru untuk kontrol positif lebih cepat, diameter bentolan lebih besar dan intensitas warnanya juga lebih tinggi,  karena tidak ada zat aktif atau obat dalam tubuh, jadi ketika antigen masuk pada konsentrasi yang cukup tinggi maka respon imun yang muncul secara berlebihan terjadi lebih cepat. Untuk kelompok hewan yang diberi skopoletin dan pembanding terjadi peningkatan dan perpanjangan waktu timbul, diameter diperkecil dan intensitas warna diturunkan, ini menunjukkan bagaimana tubuh mencit yang diberikan zat aktif memberi respon terhadap antigen albumin yang masuk. Adanya zat aktif diperkirakan dapat menghambat pelepasan mediator terutama histamin dari sel mast dan sel basofil atau melalui pendudukan reseptor mediator histamin itu sendiri (anti histamin) dan juga bisa melalui penekanan keberadaan antibodi IgE.

Hasil pengukuran kadar IgE dalam serum mencit dengan metoda ELISA menggunakan KIT Elecsyss IgE gen 2 didapatkan bahwa kadar IgE dari serum mencit yang diberi skopoletin dapat diturunkan jika dibandingkan dengan kontrol. Hubungan penurunannya tersebut dapat dilihat Gambar 7. 
Antibodi IgE adalah antibodi yang bertanggung jawab dalam reaksi anafilaksis kutan aktif. Dengan andanya IgE yang sudah terikat degngan sel mast dan sel basofil maka masuknya antigen akan menimbulkan reaksi biokimia pada sel tersebut dan melepaskan histamin. Semakin banyak jumlah IgE dalam tubuh tentunya reaksi pelepasan histamin juga semakin besar dan efek yang ditimbulkannya juga semakin hebat. Bila dilihat hubungan antara jumlah antibodi IgE dengan waktu timbul, diameter dan intensitas warna bentolan biru ternyata sejajar. Jadi ini menunjukkan bahwa reaksi anafiaksis yang terjadi dapat ditekan dengan menurunnya jumlah IgE. 
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Gambar 7. Grafik batang antara jumlah IgE dengan dosis pemberian senyawa skopoletin dari 

                    buah mengkudu setelah reaksi anafilaksis kutan aktif.

Obat-obat yang dapat menekan produksi antibodi tentu dapat mengatasi penyakit alergi. Permasalah yang muncul adalah obat-obat tersebut tentu saja kerjanya tidak selektif, sehingga juga menekan produksi antibodi yang diinginkan seperti IgG, IgM dan IgA. Untuk itu dicoba mencari obat yang penekananya tersebut selekti yaitu menekan  produksi IgE saja.Bila dilihat produksi IgE, ternyata diatur oleh interleukin 4 (IL4) dan IL 10 yang dihasilkan oleh sel TH2. Jumlah IL4 berbanding lurus dengan IgE dan berbanding terbalik dengan IL10. Untuk itu dicoba melihat apakah skooletin dapat mempengaruhi jumlah IgE, IL4 dan IL10.

 
Dari hasil penelitian jumlah antibodi IgE terlihat tinggi pada reaksi anafilaksis. Selanjutnya pemberian senyawa skopoletin dapat menekan jumlah IgE. Pengurangan jumlah IgE ini semakin besar dengan semakin besarnya dosis skopoletin yang diberikan. Tapi bila dibandingkan dengan pemberian prednison maka jumlah penurunan IgE tidak sama dimana pemberian prednison penurunannya lebih besar. Dengan penurunan IgE oleh skopoletin inilah salah satu alasan bahwa skopoletin dapat digunakan sebagai obat alergi.
Proses penurunan IgE perlu dikaji lagi lebih mendalam apakah melalui IL4 atau IL10 atau melalui proses proliferasi di sum-sum tulang. Yang paling baik dalam pengobatan alergi ini tentu kerja yang selektif, yaitu menghambat produksi IL4 saja atau meningkatkan produksi IL10 sehingga yang ditekan produksi antibodi hanya jenis IgE saja. Ada asumsi lain yang dapat menghambat reaksi alergi, yaitu skopoletin ini dapat meghambat degranulasi dari sel mast atau sel basofil yang terikat IgE pada permukaanya. Berdasarkan analisa diatas pada tahun ke dua akan dilihat pengaruhnya terhadap kadar IL4 dan IL10 serta proses degranulasi pada sel mast dan basofil.
V. KESIMPULAN DAN SARAN
5.1 Kesimpulan

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat diambil kesimpulan sebagai berikut :

1. Dari hasil isolasi 5 kg buah mengkudu (Morinda citrifolia L.) didapatkan senyawa skopoletin yang berupa serbuk putih dan tidak berbau sebanyak 16,5 mg dengan titik leleh  173-175oC.

2. Pemberian skopoletin dari buah mengkudu pada dosis 1 mg/kg BB, 5 mg/kg BB, dan 10 mg/kg BB dapat menghambat reaksi anafilaksis kutan aktif pada mencit putih jantan dan dapat menekat jumlah antibodi IgE. 
5.2 Saran

Untuk  peneliti selanjutnya pada tahun ke dua perlu dilihat efek skopoletin dari buah mengkudu ( Morinda citrifolia L. ) terhadap IL4 dan IL10 serta degranulasi sel mast dan sel basofil, sehingga dapat diketahui pada tahap mana scopoletin bekerja sehingga reaksi anafilaksis atau reaksi alergi dapat dihambat.
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