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ABSTRAK

Pengaruh Pemberian Ekstrak Bunga Telang Terhadap Ekspresi
Gen GPx dan PDGF

Latar belakang: Radiasi UVB merupakan faktor utama penyebab penurunan
kolagen melalui peningkatan kadar stress oksidatif dan penurunan ekspresi growth
factor. Ekstrak bunga telang (Clitorea ternatea) mengandung berbagai senyawa
metabolit sekunder yang memiliki aktivitas antioksidan. Namun, peran ekstrak
bunga telang terhadap ekspresi gen GPx dan PDGF pada pembentukan kolagen
hingga saat ini masih belum jelas. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
pengaruh pemberian ekstrak bunga telang dalam bentuk sediaan gel terhadap
ekspresi GPx dan PDGF pada kulit tikus model collagen loss yang diinduksi
paparan sinar UVB.

Metode: Desain penelitian ini adalah penelitian eksperimental dengan post test
control group design. Penelitian ini dibagi menjadi empat kelompok perlakuan
yang terdiri dari kelompok sehat, kelompok kontrol UVB, kelompok perlakuan gel
ekstrak bunga telang 5% (P1) dan kelompok perlakuan gel ekstrak bunga telang
10% (P2). Setiap kelompok diberi perlakuan UVB dengan 302 nm dengan MED
160 mJ/cm2 selama 5 hari, sedangkan kelompok sehat tidak menerima paparan
UVB. Pada kelompok perlakuan P1 dan P2 di berikan gel ekstrak bunga telang pada
hari ke-6 sampai hari ke-14. Pada hari ke 14 semua kelompok perlakuan diterminasi
dan dianalisis ekspresi gen GPx dan PDGF menggunakan gRT-PCR. Data
dianaliasa dengan metode parametrik one way ANOVA dengan nilai signifikansi
p<0.05.

Hasil: Pada kelompok perlakuan gel ekstrak bunga telang 10% didapatkan
peningkatan ekspresi gen GPx (9.51+1.83) dan PDGF (4.36+1.18) dibandingkan
dengan kelompok kontrol UVB memiliki ekspresi gen GPx (4.90+1.64) dan
ekspresi gen PDGF (0.032+0.01).

Kesimpulan: Pemberian gel ekstrak bunga telang berpengaruh secara bermakna
terhadap peningkatan ekspresi gen GPx dan PDGF.

Kata Kunci: Ekstrak bunga telang, GPx, PDGF, collagen loss
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ABSTRACT

The effect of Buterlly Pea (Clitorea ternatea) Extract on GPx and PDGF Gene
Expression

Background: UVB radiation is the main factor causing collagen loss through
increased levels of oxidative stress and decreased expression of growth factors.
Butterfly pea flower extract (Clitorea ternatea) contains various secondary
metabolites that have antioxidant activity. However, the role of butterfly pea flower
extract on the expression of GPx and PDGF genes in collagen formation is still
unclear. This study aims to determine the effect of butterfly pea flower extract in
the form of a gel preparation on the expression of GPx and PDGF in the skin of rat
models of collagen loss due to exposure to UVB rays.

Methods: The design of this research is experimental research with post test control
group design. This study was divided into four treatment groups consisting of a
healthy group, a UVB control group, a treatment group with gel of butterfly pea
flower extract 5% (P1) and gel of butterfly pea flower extract 10% (P2). Each group
was treated with UVB at 302 nm with a MED of 160 mJ/cm2 for 5 days, whereas
the healthy group did not receive UVB exposure. In the treatment groups P1 and P2
were given gel flower extract of telang flower on the 6th day to the 14th day. On
day 14 all treatment groups were discontinued and GPx and PDGF gene expression
were analyzed using gqRT-PCR. Data were analyzed using one way ANOVA
parametric method with a significance value of p<0.05.

Results: In the group of gel of butterfly pea flower extract 10%, there was an
increase in GPx gene expression (9.51+1.83) and PDGF (4.36+1.18) compared to
the UVB control group which had GPx gene expression (4.90+1 ,64) and PDGF
gene expression. (0.032+0.01).

Conclusion: The administration of gel of butterfly pea flower extract had a
significant effect on increasing the expression of GPx and PDGF genes.

Keywords: Butterfly pea flower extract, GPx, PDGF, collagen loss
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Paparan kronik sinar Ultraviolet B (UV-B) menimbulkan peningkatan
kadar nitrit oksida (NO) dan reactive oxygen species (ROS) yang berdampak
pada penurunan jumlah kolagen di kulit.3 Penelitian terdahulu menyebutkan
bahwa 82% orang berusia dibawah 30 tahun mengalami penurunan kolagen
akibat paparan UV-B yang berakibat munculnya kerutan dan penurunan
elastisitas kulit.* Peningkatan kadar NO dan ROS dapat menginduksi
pelepasan diacylglycerol (DAG) dan asam arachidonate yang mengaktifkan
protein kinase C-3 (PKC3) sehingga menginduksi pelepasan sitokin
proinflamasi dan menghambat pelepasan growth factor seperti platelet
derived growth factor (PDGF).° PDGF meningkatkan sintesis kolagen
dengan merangsang transforming growth factor-8 (TGF-R).>° Penghambatan
sintesis kolagen juga dipengaruhi oleh peningkatan stress oksidatif yang tidak
di imbangi dengan peningkatan sistem pertahanan antioksidan seperti
glutathione peroxidase (GPx).° Saat ini, penggunaan senyawa seperti retinoid
telah terbukti meningkatkan produksi kolagen, melalui induksi proliferasi
fibroblas.”®

Penggunaan jangka Panjang senyawa retinoid menimbulkan berbagai
efek samping berbahaya seperti ruam, iritasi, kemerahan, hingga kanker kulit.
Hal ini menunjukan bahwa menekan stress oksidatif dengan senyawa

antioksidan yang juga dapat meginduksi pelepasan growh factor prokolagen



dibutuhkan untuk menghambat efek UV-B terhadap kulit. Bunga Telang
(Clitorea ternatea) diketahui memiliki kandungan berbagai senyawa
metabolit sekunder seperti flavonoid, alkaloid, saponin, terpenoid, dan tanun
yang bersifat antioksidan sehingga mampu mengurangi kadar stress oksidatif.
10-12 Saat ini, pengaruh ekstrak bunga telang terhadap ekspresi PDGF dan
GPx pada UV-B yang menginduksi penurunan kolagen masih belum jelas.

Pada tahun 2015, 4.2% dari 142 subjek positif mengalami penurunan
kolagen setelah terpapar tiga kali UV-B minimal erythema dose (MED).%3
Kasus wringkle dan pigmentasi semakin meningkat pada tahu 2020 hingga
~100.350 kasus baru.}* Pengobatan standar pada penurunan kolagen kulit
berfokus pada perlindungan terhadap paparan UV-B serta perbaikan
kerusakan jaringan dengan menggunakan bahan kimia seperti 5-florouracil
dan retinoid®® yang menimbulkan efek samping hingga menyebabkan kanker.
Kultur sel primer yang terpapar UV-B 40-60% nya menunjukan peningkatan
sitokin proinflamasi dan penurunan ekspresi berbagai growth factor®, seperti
PDGF, TGF-B, dan basic fibroblast growth factor (o0FGF)!’. Penurunan ini
menyebabkan pencegahan sintesis kolagen, dan terjadinya proses inflamasi
yang berperan pada pigmentasi kulit.18:19

Ekstrak bunga telang diketahui mengandung beberapa zat aktif seperti
antosianin dan quercetin yang berperan sebagai antioksidan dan anti-
inflamasi yang mampu menghentikan proses inflamasi akibat paparan UV-B.

Proses inflamasi yang telah berhasil dihentikan akan memicu transisi menjadi



1.2.

1.3.

proses proliferasi sel yang ditandai dengan peningkatan senyawa faktor
pertumbuhan, temasuk PDGF.

Adanya potensi ekstrak bunga telang sebagai agen alternatif untuk
menginduksi pembentukan kolagen pada kulit akibat paparan sinar UV-B.
Maka dalam penelitian ini akan di investigasi pengaruh pemberian ekstrak
bunga telang pada konsentrasi 5% dan 10% terhadap ekspresi gen PDGF dan
GPx pada kulit tikus model collagen loss yang diinduksi irradiasi UV-B
secara in vivo. Namun hingga saat ini peran ekstrak Bunga Telang pada
penurunan kolagen belum dikaji, sehingga dalam penelitian ini ingin
menginvestigasi peran ekstrak Bunga Telang pada penurunan kolagen yang

dilihat dari ekspresi gen GPx dan PDGF pada tikus model dipapar sinar UVB.

Rumusan Masalah
Rumusan masalah yang dapat dirumuskan adalah "Apakah terdapat
pengaruh pemberian ekstrak Bunga Telang terhadap ekspresi gen GPx dan

PDGF pada tikus model dipapar sinar UVB ?

Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh
pemberian ekstrak Bunga Telang terhadap ekspresi gen GPX dan gen

PDGF pada tikus model dipapar sinar UVB.



1.3.2. Tujuan Khusus

Penelitian ini bertujuan khusus antara lain untuk :

a. Mengetahui ekspresi gen GPx pada tikus model dipapar sinar UV-

B setelah diberi gel ekstrak Bunga Telang secara topikal dengan

dosis 5% dan 10% dibandingkan control secara in vivo.

Mengetahui ekspresi gen PDGF pada tikus model dipapar sinar

UV-B setelah diberi gel ekstrak Bunga Telang secara topikal

dengan dosis 5% dan 10% dibandingkan kontrol secara in vivo.

1.4. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

No | Peneliti, Judul Metode | Variabel | Variabel Hasil
tahun Bebas | Tergantun
g
1 | Saritani | Clitoria Invivo, | Cream MMP-1 dan | Terjadi
etal., ternatea L. eksperime| Bunga Kolagen penurunan
2021 %0 | extract cream | ntal Telang MMP-1
5% inhibits dan
the increase of Peningkata
MMP-1 levels n Kolagen
and decrease
of collagen
amount in
Wistar rats
(Rattus
norvegicus)
dermic skin
exposed to
ultraviolet B
2 Chenet | Application of | Invitro, | Ekstrak | tingkat Bunga
al.,2018 | butterfly pea | eksperim | Bunga pemutihan | telang
21 flower extract | ental Telang | wajah, memiliki
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Penelitian terdahulu oleh Saritani et al. ?° berbeda dengan penelitian ini
karena mengemukakan krim ekstrak bunga telang untuk menekan kadar
MMP1 dan menurunkan Kkolagen pada tikus yang terpapar UV-B
menggunakan metode ELISA dan pewarnaan Pico Sirius Red. Penelitian
Chen et al.?®> melaporkan bahwa penggunaan ekstrak bunga telang sebagai
bahan baku dasar produk perawatan kecantikan alami selain dapat
menghambat gatal, kemerahan, alergi dan iritasi kulit, juga memiliki sifat
antioksidan dan meningkatkan kelembaban serta efek memutihkan, hasil
yang diperolen makin meningkat seiring dengan peningkatan konsentrasi
ekstrak. Penelitian lainnya oleh Rahayu et al.?® menguji tentang aktivitas
antioksidan ekstrak etanol bunga telang menggunakan Spektrofotometri UV-
Vis pada panjang gelombang 350-450nm. Sehingga berdasarkan penelitian
terdahulu dapat disimpulkan bahwa belum terdapat Kkajian yang
menginvestigasi pengaruh ekstrak Bunga Telang dengan dosis 5% dan 10%
terhadap ekspresi gen GPx dan PDGF pada tikus model diinduksi UV-B
sehingga penelitian dengan judul Pengaruh Pemberian Ekstrak Bunga Telang
Terhadap Ekspresi Gen GPx dan PDGF (Studi eksperimental In Vivo pada

Tikus Galur Wistar Model Dipapar Sinar UV-B) layak dilakukan.




1.5. Manfaat penelitian
1.5.1. Manfaat Teoritis
Manfaat penelitian ini secara teori adalah memberikan ilmu
pengetahuan tentang pengaruh pemberian ekstrak Bunga Telang
terhadap ekspresi gen GPx dan gen PDGF pada tikus model

penurunan kolagen yang dipapar sinar UV-B.

1.5.2. Manfaat Praktis
Manfaat secara praktis dari penelitian ini antara lain adalah :

1. Memberikan sumber informasi pada masyarakat tentang pengaruh
Ekstrak Bunga Telang terhadap ekspresi gen GPx dan gen PDGF
pada Tikus Galur Wistar yang dipapar sinar UV-B.

2. Penelitian lebih lanjut diharapkan dapat diaplikasikan bagi

masyarakat.



BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Platelet Derived Growth Factor (PDGF)

2.1.1.

2.1.2.

Definisi PDGF

Platelet-derived growth factors (PDGFs) terdiri dari PDGF-A (211
amino acids, 24 kDa), PDGF-B (241 amino acids, 27 kDa), PDGF-C (345
amino acids, 39 kDa), dan PDGF-D (370 amino acids, 43 kDa) yang
memiliki kemampuan dalam mengendalikan proliferasi sel fibroblas.?’~2°
Faktor pertumbuhan PDGF mampu merangsang pertumbuhan sel targetnya
dan dapat mempengaruhi kemotaksis dan reorganisasi sistem filamen
aktin.®® Faktor pertumbuhan PDGF juga dapat mempengaruhi diferensiasi
jenis sel tertentu seperti sel fibroblast menjadi myofibroblas yang aktif
memproduksi kolagen.3*23
Aktivitas PDGF dalam Sintesis Kolagen

PDGF meningkatkan ekspresi kolagen tipe Il melalui stimulasi
growth factor transforming growth factor-B (TGF-R).>* TGF-p1 mengatur
sintesis dan akumulasi kolagen untuk mempertahankan produksi dan
deposisi extracellular matrix (ECM) yang diatur dalam kondisi fisiologis.
Kondisi ini melibatkan jalur pensinyalan positif yang memulai sintesis
kolagen yang dimediasi oleh protein adaptor sinyal nuklir TRAF6 melalui
jalur SMAD2,3 (kanonik) dan TAK1/MKK3/p38 (non-kanonik).
Mekanisme degradasi kolagen melalui autophagy terkait dengan

TAK1/MKK3/p38. TRAFG6 diatur melalui degradasi immunoproteasome.



Immunoproteasome, 4
degradation

TAK1/MKK3/p38

Collagen synthesis

|
Autophagy Collagen degradation |

Beclin1/LC3

Regulated collagen and ECM
production

Gambar 2.1. Mekanisme PDGF menginduksi produksi kolagen melalui
jalur TGF-R%

PDGF dan TGF- memainkan peran penting dalam produksi matriks
yang merupakan mediator penting dari efek produksi matriks sel dan
kolagen. PDGF-BB merangsang konstraksi kolagen melalui interaksi
dengan PDGF-Reseptor (PDGF-R). PDGF-R adalah reseptor tirosin kinase
yang terdiri dari isoform reseptor-o dan reseptor-f3. Pengikatan PDGF ligan
dan PDGF-R mengalami dimerisasi, yang menyebabkan auto-fosforilasi

beberapa residu tirosin yang dimulai jalur sinyal, diantara 5 isoform PDGF,
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hanya PDGF-BB yang dapat mengikat PDGF-Ra dan PDGF-R}.
Pensinyalan terstimulasi PDGF-BB melalui PDGF-R, tetapi tidak PDGF-
AA/PDGF-Ra, terlibat dalam homeostasis cairan dan regulasi tekanan
cairan interstisial pada dermis tikus normal dengan mengatur kontraksi
jaringan yang dimediasi sel.®

PDGF menginduksi phosphatidylinositol 3'-kinase (PI13K) dalam
pergantian aktin yang menginduksi pertumbuhan sel, kontraksi sel, dan
induksi sintesis kolagen secara in vitro. Serupa dengan PI3K, PDGF juga
mengaktifkan protein kinase C (PKC) dan fosfolipase Cy (PLCy) yang akan
meningkatkan Ca?" intraseluler. Aktivasi PLCy akan mengaktifkan
pensinyalan kemotaksis sehiingga terjadi kontraksi matriks dan produksi

kolagen.>3¢

2.2. Glutathione Peroksidase x
2.2.1. Definisi GPx
Glutathione peroxidase (GPx) adalah glikoprotein tetramerik
dengan kofaktor logam berupa selenium, yang meningkatkan aktivitas
antioksidan.®” GPx juga merupakan salah satu selenoenzim yang paling
penting karena perannya dalam beragam fungsi biologis termasuk
detoksifikasi hydrogen peroksida (H202) dan hidroperoksida. GPx memiliki
aktivitas antioksidan melalui mekanisme yang diperantari oleh superoxide
dismutase (SOD). SOD mendorong pembentukan H>O. dan selanjutnya
katalase bersama glutathione peroksidase (GPx) dapat mereduksi H20>

bebas menjadi dioksigen (O2) dan hidrogen (H20) di dalam sel. GPx dapat
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memecah tidak hanya H.O: tetapi juga lipid hidroperoksida (LOOH)
dengan glutathione tereduksi (GSH) sebagai substrat untuk alkohol yang
sesuai. Dalam proses ini, GSH diubah menjadi glutathione teroksidasi
(GSSG). Setelah teroksidasi, GSH dapat direduksi kembali oleh glutathione
reductase (GR), menggunakan nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADPH) sebagai donor elektron. NADPH disuplai oleh aktivasi

glukosa 6-fosfat dehidrogenase (G6PDH) di pentose phosphate pathway

(PPP).%8
(iz Oxidative
0.~ stress
2

lsoo
ROLLECLITION . Fenton reaction

HO, : — ) 0H
: Fe2* ;

GSH NADP*
:'::(. PPP
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H,0
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Gambar 2.2. Mekanisme antioksidan GPx
2.2.2. Aktivitas GPx sebagai antioksidan terhadap UVB
GPx adalah enzim intraseluler yang menggunakan peroksida lipid
sebagai substrat (Gambar 2.3). GPx mengkatalisis konversi H.O, yang
diinduksi UV menjadi air dan oksigen menggunakan GSH sebagai kofaktor.

GPx mengurangi peroksida lipid beracun menjadi asam lemak hidroksi yang
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kurang beracun dengan menggunakan glutathione.® Ada dua bentuk GPx,
GPx yang bergantung pada selenium (Se) dan GPx yang tidak bergantung
pada Se.3® GPx bergantung Se menunjukkan reaktivitas tinggi terhadap
H20. dan hidroperoksida organik. Hal ini ditemukan baik di sitosol dan
mitokondria. Aktivitas enzim ini tidak terlalu dipengaruhi oleh UV dan
dianggap sebagai sistem pertahanan antioksidan terpenting di kulit.
Defisiensi Se menghasilkan penurunan aktivitas GPx di kulit dan
peningkatan karsinogenesis kulit yang diinduksi UV-B pada tikus dan
peroksidasi lipid yang diinduksi UV-A pada fibroblas yang dikultur. Dalam
model kulit tikus paparan UVB akut (300 mJ/cm2).4%41

Penelitian lain juga mengamati penurunan glutathione reduktase dan
aktivitas katalase, sementara superoksida dismutase dan GPx tidak
terpengaruh. Memeriksa kerusakan enzim antioksidan dalam sel dan pola
pemulihan setelah paparan UV tunggal mungkin merupakan metode yang
berguna untuk menganalisis mekanisme iradiasi UV kronis, karena iradiasi
UV kronis berarti paparan tunggal berulang. Dalam konteks ini, Shindo dan
Hashimoto menyinari fibroblas manusia dengan paparan tunggal UV-A (1,
6 atau 12 J/cm2) dan memeriksa perjalanan waktu perubahan enzim
antioksidan selama beberapa hari. Hanya aktivitas katalase yang ditemukan
tidak aktif pada akhir iradiasi, pulih pada hari ke-5. Aktivitas superoksida
dismutase menurun pada hari ke-3, dan pulih pada hari ke-5, meskipun tidak
berubah pada akhir paparan. Aktivitas GPx dan glutathione reduktase

hampir tidak berubah dengan iradiasi. Jika paparan UV berulang terjadi
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sebelum aktivitas enzim yang tidak aktif pulih, kerusakan sel akan menjadi
signifikan karena penurunan sistem pertahanan antioksidan. Studi yang
dilakukan pada kulit manusia oleh Katiyar et al. [65] menunjukkan bahwa
paparan UV tunggal 4 x dosis eritema minimal tidak mempengaruhi
aktivitas GPx di epidermis ketika diukur pada 6 jam setelah paparan UV
tetapi ditemukan menurun pada 24 dan 48 jam setelah penyinaran UV.
Dalam studi yang sama, tingkat glutathione ditemukan menipis di epidermis

setelah 6, 24 dan 48 jam setelah penyinaran UV pada kulit manusia.

GSSG H,0 + 0,

_"; 2 - ! ‘ 'l,ﬂﬂll)}x\i"}’ﬁI- -
e 0, 0,
‘ o § 7
Skin surface ()2 - '()‘. _.—» ||,()' 4) ll().
- / : 2, ,“4_. A |
@ | MED) HO |
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10,

’ Lipid peroxidation
1

Singlet oxygen ‘

Gambar 2.3. Diagram skematis mekanisme stres oksidatif yang diinduksi sinar
UVB dan sistem pertahanan atau detoksifikasi antioksidan di kulit.

2.3. Ektrak Bunga Telang
2.3.1. Definisi Bunga Telang

Bunga Telang (Clitorea ternatea) atau Blue Pea Flower merupakan
tumbuhan dari familli Fabaceae yang memiliki habitus berupa perdu yang
dapat tumbuh hingga mencapai 6 meter baik di tempat terbuka atau pun di
bawah naungan dan memiliki ciri morfologi berupa ranting halus dengan
daun majemuk*?. Menurut Cronquist Bunga Telang diklasifikasikan sebagai

berikut (1981) :
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Kingdom : Plantae

Sub kingdom  : Tracheobionta

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Rosidae

Ordo : Fabales

Famili : Fabaceae
Genus : Clitoria

Spesies : Clitoria ternatea

Beberapa bagian dari tumbuhan Bunga Telang seperti akar, batang,
daun, dan bunga mengandung beberapa jenis senyawa yang memiliki nilai
nutrisi tinggi seperti asam lemak yang terdiri dari stearat, asam palmitat,
linolenat oleat dan linoleat serta flavonoid yang terdiri dari anthocyanin,
apigenin, kaemferol flavonol, flaveur, flavanon, dan isoflavones. Menurut
beberapa penelitian flavonoid yang terkandung dalam Bunga Telang

memiliki aktivitas antiinflamasi.*3-46
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2.3.2. Kandungan Senyawa Aktif Bunga Telang

2.3.3.

Bunga telang mengandung berbagai senyawa metabolit dbioaktif
seperti flavonoid, alkaloid, dan terpenoid.*’ Senyawa golongan flavonoid
bunga telang yang memiliki aktivitas antioksidan yaitu quersetin dan
kaemferol.*® Hasil analisis profil kandungan senyawa biologis yang
dilakukan penelitian terdahulu menyebutkan C. ternatea mengandung tanin,
flobatanin, karbohidrat, saponin, triterpenoid, fenol flavonoid, flavanol
glikosida, protein, alkaloid, antrakuinon, stigmasit 4-ena-3,6 dion, minyak
volatil, steroid dan flavonoid. Flavonoid yang banyak terdapat dalam C.
ternatea antara lain terdiri anthocyanin, apigenin, kaemferol flavonol,
flaveur, flavanon, dan isoflavones, yang telah dilaporkan memiliki aktivitas
anti-inflamasi.*°
Manfaat Bunga Telang dalam Menekan Inflamasi

Senyawa antosianin dalam Bunga Telang dilaporkan bersifat anti-
inflamasi yang mampu menekan hipersensitivitas dengan menghambat
aktivitas NF-kB dalam monosit sehingga menekan konsentrasi TNF-a yang
merupakan mediator pro-inflamasi yang kuat.>>>? Turunan flavonoid pada
Bunga Telang juga mampu menekan produksi TNF-a melalui
penghambatan jalur pensinyalan AP-1 dan Nrf-2.>® Apigenin pada Bunga
Telang dilaporkan mampu menekan transkripsi gen MCP-1 yang
merupakan salah satu mediator inflamasi.>* Kaempferol dan quercetin juga
dilaporkan mampu menekan produksi berbagai mediator pro-inflamasi dari

sel-sel seperti makrofag, endotel, epitel, atau sel hati dengan menghambat
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jalur TLR4.%5" Beberapa turunan kaempferol juga terbukti memiliki efek
penghambatan aktivitas enzim COX-2 yang berperan penting dalam
pelepasan mediator pro-inflamasi seperti PGE2 dan PGD2.%8°

2.4. Kolagen
2.4.1.  Definisi

Kolagen Merupakan protein (polipeptida) ekstraseluler utama dalam
tubuh manusia yang ditemukan pada hampir semua organ tubuh. Sampai
saat ini sudah ditemukan sebanyak 21 tipe kolagen, jumlah dan jenisnya
berbeda-beda pada berbagai organtubuh manusia .

Kolagen-1 merupakan jenis serabut kolagen terbanyak yang
dijumpai dalam tubuh manusia seperti pada tendon, tulang, kulit. Serabut
kolagen-1 berperan penting dalam pembentukan jaringan parut. Kolagen-
2, kolagen-9, kolagen-10, kolagen-11 ditemukan pada kartilago. Kolagen-
3 banyak dijumpai pada kulit, dinding pembuluh darah, pada jaringan yang
ada serabut retikuler, seperti pada jaringan yang mengalami pertumbuhan
cepat terutama pada tahap awal penyembuhan Iluka. Kolagen-3
penyebarannya hampir sama dengan kolagen-1. Sedangkan kolagen-7
kebanyakan lokasinya terletak pada anchoring fibril di dermal epidermal
junction pada kulit, mukosa dan servik. Kolagen-7 juga banyak terdapat

pada dinding pembuluh darah 6%,
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Gambar 2.5. Perbedaan Kolagen Pada Kulit Muda dan Kulit Tua.
Jumlah Kolagen pada kulit yang lebih muda lebih banyak dibandingkan
kulit yang lebih tua 2.

Telah banyak dibuktikan bahwa tipe kolagen yang mendominasi
organ kulit adalah kolagen-1 dan kolagen-3 yang berfungsi pada
pertahanan mekanik. Akan tetapi tipe kolagen lain yang juga ada pada
kulit, seperti kolagen-5, kolagen-6, kolagen-7, kolagen-12 ditemukan
dalam jumlah minimal yang diperkirakan ikut menunjang, akan
tetapiperan yang pasti belum jelas ®°. Karena kolagen-1 yang mendominasi
organ kulit, maka kolagen- 1 yang akan diukur pada penelitian kali ini.

Pada umumnya jumlah kolagen akan berkurang dengan bertambah
umur. Akan tetapi beberapa tipe kolagen mengalami hal yang tidak sama.
Pada kulit anak mempunyai banyak kolagen-3 (biasanya pada jaringan
dengan pertumbuhan cepat). Pada proses penuaan intrinsik akan terjadi

penurunan kolagen-3 dan peningkatan kolagen-1. Kolagen-1 terus
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meningkat sampai umur 35 tahun, saat kulit mencapai puncak kekuatan
mekanik, setelah itu kolagen-1 akan menurun. Hubungan umur dengan
jumlah kolagen sampai saat ini belum jelas, akan tetapi jumlah kolagen
manusia setelah umur 60 tahun secara keseluruhan secara signifikan
jumlahnya lebih sedikit dibandingkan dengan kulit umur lebih muda ©*.

Kolagen merupakan serat utama pada lapisan dermis kulit dan
merupakan protein yang berfungsi untuk kekuatan mekanik dan
penyangga kulit. Semakin bertambah umur maka struktur protein kulit dan
komponen kulit lain akan berubah dan hal ini menyebabkan penuaan kulit.
Perubahan jumlah kolagen merupakan bagian integral dari proses penuaan
kulit. Diperkirakan bahwa akan terjadi penurunan kolagen sekitar 1%
pertahun perunit area kulit akan tetapi pada kulit yang terpapar sinar UV-
B dijumpai penurunan sampai 59% seperti yang ditemukan pada kulit yang
mengalami photodamage °°.

Walaupun kolagen-1 merupakan kolagen utama pada lapisan
dermis kulit akan tetapi kolagen tipe lain juga tidak kalah peranan
pentingnya. Kolagen-7 yang terbanyak pada anchoring fibril terletak pada
membrana basalis yang melekatkan membrana basalis ke papila dermis.
Pada pasien dengan paparan sinar UV-B kronis akan menurunkan jumlah
kolagen-7 dan akan mengakibatkan perlekatan antara membrana basalis
dengan papilla dermis menurun sehingga ikatan epidermis dan dermis
menjadi lemah. Pada satu penelitian didapatkan bahwa kerutan kulit

terbentuk akibat lemahnya ikatan antara dermis dan epidermis oleh karena
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degenerasi anchoring fibril. Hal ini ditambah adanya bukti adanya
penurunan kolagen-7 pada pada dasar kerutan kulit di samping juga
ditemukan penurunan kolagen-4 pada tempat yang sama .

2.4.2. Perubahan pada kolagen

Pada kulit yang mengalami Photoaging, serat kolagen mengalami
disorganisasi. Serabut kolagen dan kumpulan serat kolagen berkurang serta
mengalami homogenisasi. Kulit yang mengalami Photoaging prekursor
kolagen Tipe I dan Il dan crosslink-nya berkurang ®. Dengan menggunakan
antibody terhadap kolagen Tipe I, tidak ditemukan ada perubahan kolagen
setelah radiasi UV-B selama 10 minggu. Peningkatan kolagen pada Tipe 11l
dimulai setelah terpapar UV-B selama 12 minggu (5 hari perminggu dengan
Y. MED setiap pemaparan).

Kolagen dipengaruhi oleh faktor intrinsik dan ekstrinsik. Faktor
intrinsik meliputi sinar ultraviolet, polusi, dan diet. Faktor ekstrinsik dapat
memperberat kerusakan kolagen yang disebabkan oleh faktor intrinsik.
Pengaruh faktor genetika tampak pada studi penuaan kulit pada berbagai etnis.
Etnis dengan pigmentasi lebih gelap, seperti ras Afrika-Amerika, memiliki
daya perlindungan yang lebih tinggi terhadap Ultraviolet.Sinar Ultraviolet
memicu pembentukan radikal bebas sehingga merusak kolagen kulit.Kulit ras
Afrika - Amerika mengandung lipid interseluler lebih banyak daripada ras
Kaukasia sehingga lebih resisten terhadap penuaan. Kerutan wajah pada ras

Asia terjadi lebih lambat dan lebih ringan daripada ras Kaukasia .
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Penurunan kolagen kulit tampak signifikan pada wanita menopause.
Kolagen kulit orang dewasa berkurang 1 % setiap tahun. Penurunan kolagen
ini lebih tampak pada wanita daripada pria. Kulit kendor dan kerutan wajah
disebabkan kerusakan akumulasi kolagen. Sinar ultraviolet juga memicu
pembentukan radikal bebas, yang dapat bereaksi dengan protein seperti
kolagen sehingga terjadi kerusakan kolagen ©°.
2.4.3. Mekanisme kerusakan kolagen

Pada beberapa penelitian menunjukkan bahwa paparan pada kultur
fibroblast yang menunjukkan bahwa paparan pada kultur fibroblast kulit yang
mengalami kerusakan akibat Ultraviolet. Pada kulit yang terlindungi sinar
matahari dengan kolagen Tipe | yang terdegradasi sebagian diperoleh melalui
percobaan in-vitro kolagen yang dicampur dengan MMPs yang diinduksi oleh
sinar Ultraviolet, yang terjadi melalui 2 mekanisme, yaitu; mekanisme secara
langsung terjadi degradasi kolagen secara tidak langsung melalui hambatan
sintesis kolagen oleh degradasi kolagen yang terbentuk dari MMP. Kolagen
Tipe | yang terfragmentasi memberikan umpan balik negatif terhadap
sintesisnya . Model yang menggambarkan kerusakan akibat paparan sinar
UVB pada jaringan kulit. Paparan ultraviolet (panah bergerigi) mengaktifkan
faktor pertumbuhan dan reseptor sitokin pada permukaan keratinosit dan
fibroblast. Reseptor aktif menstimulasi jalur sinyal transduksi dan
merangsang faktor transkripsi AP-1, yang mempengaruhi transkripsi gen
MMP. Dalam fibroblas, AP-1 juga menghambat ekspresi gen prokolagen.

MMP disekresikan oleh keratinosit dan fibroblas dan memecah kolagen dan
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protein lain yang terdapat pada matriks ekstraselular dermis. Perbaikan
kerusakan kulit yang tidak sempurna akan menggangu integritas fungsional
dan struktural dari matriks ekstraseluler. Paparan sinar matahari berulang
menyebabkan akumulasi kerusakan kolagen yang akhirnya menghasilkan
kerutan yang spesifik (photodamage skin) 6768,
2.4.4. Sintesis Kolagen

Awal polipeptida dibentuk di dalam ribosom dari retikulum
endoplasma kasar yang disebut rantai prokolagen a, dimana terjalin dalam
sistena retikulum endoplasma sehingga terbentuk triple helices. Setiap asam
amino ketiga pada rantai « disebut sebagai glisin; dua asam amino kecil
lainnya terbanyak di dalam kolagen dihidroksilasi setelah proses translasi
menjadi bentuk hidroksiprolin dan hidroksilisin®.
2.4.5. Sintesis Prokolagen

Bentuk triple helix dari rantai o berbetnuk molekul prokolagen
seperti sebuah batang, dimana kolagen tipe 1 dan 2 berukuran panjang, 300nm
dan lebar 1,5nm. Molekul prokolagen mungkin homotrimerik, dimana ketiga
rantainya identik, atau heterotrimerik, dimana dua atau ketiga rantainya
memiliki sekuen yang berbeda. Kombinasi dari banyak rantai prokolagen a
sangat bertanggung jawab atas bermacam-macam tipe dari kolagen dengan
struktur dan fungsi yang berbeda.Pada kolagen tipe I, 11, 111, molekul kolagen
bersatu dan menjadi berkelompok bersama- sama membentuk fibril™.

Karena kolagen tipe | sangat banyak, maka didapatkan banyak

penelitian tentang sintesis kolagen ini. Sintesis dari protein penting ini
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meliputi beberapa tingkat, dimana disimpulkan pada gambar 2.3 ™

1.

lipetida rantai prokolagen a diproduksi pada ikatan poliribosom yang
berikatan dengan membrane dari Retikulum Endoplasma yang kasar dan
ditranslokasi di dalam sisterna dan dilanjutkan dengan sinyal peptide.
Hidroksilasi prolin dan lisin diawali sesudah rantai peptide telah
mencapai panjang minimum tertentu dan masih terikat pada ribosom.
Enzim yang menyertai adalah prolil hidroxilase dan lisil hidroksilase
dan reaksi yang membutuhkan O2, Fe?* dan asam askorbat (vitamin C)
sebagai kofaktor.

Terjadi glikosilasi pada beberapa sisa hidroksilisin, dengan bermacam-
macam tipe dari kolagen yang memiliki jumlah ikatan galaktosa-
hidrosilisin yang berbeda-beda.

Gugus amino dan karboksil akhir dari setiap rantai o membentuk
polipetida non helix, kadang disebut propeptida ekstensi, dimana
membantu rantai o (a1, 02) membentuk dengan posisi yang benar
menjadi triplehelix. Sebagai tambahan, propeptida nonhelix membuat
molekul prokolagen soluble dan mencegah pembentukan intraseluler
prematur dan pengendapan dari fibril kolagen. Prokolagen
ditranspotasikan melalui jaringan golgi dan dieksositosis ke lingkungan
ekstraselular.

Diluar sel, protease spesifik disebut peptidase prokolagen
menyingkirkan perpanjangan propeptida, perubahan dari molekul

prokolagen menjadi molekul kolagen. Sekarang ini sesuai untuk
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pembentukan sendiri kedalam fibril kolagen polimerik, biasanya pada
tempat tertentu dekat dengan permukaan sel.

6. Pada beberapa tipe kolagen, fibril berkumpul membentuk fiber.
Proteoglikan tertentu dan tipe kolagen (tipe V dan tipe XI) bergabung
pada kumpulan molekul kolagen untuk membentuk fibril-fibril dan
formasi fiber yang berasal dari fibril dan berikatan dengan struktur dari
komponen-komponen ektraselular matrik lainnya.

7. Struktur fibriler ditarik oleh formasi kovalen yang berikatan silang
antara molekul-molekul kolagen, sebuah proses dikatalisis oleh enzim

lisil oksidase.
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Gambar 2.6. Sintesis Kolagen
Proses Hidrosilasi dan glikosilasi pada rantai o prokolagen dan
pembentukan menjadi triple helices terjadi pada RER (Rough Endoplasmic
Reticulum) dan pembentukan menjadi fibril terjadi pada Extracelular

Matrix sesudah mengekskresikan prokolagen. Karena ada sedikit perbedaan
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pada gen rantai o prokolagen dan produksi kolagen tergantung pada
beberapa kejadian setelah translasi meliputi beberapa enzim lainnya,

banyaknya penyakit kegagalan sintesa kolagen yang telah dijelaskan 2.

ocollagen. In the maee i

Gambar 2.7. Procollagen "

Bentuk dari kolagen yang paling banyak, tipe 1, setiap molekul
prokolagen terdir dari dua rantai peptide yaitu ol dan a2. Massa 1 buah
molecular kira-kira 100 kDa, terjalin helix pada sisi kanan dan bergabung
bersama oleh interaksi ikatan hidrogen dan hidrofobik. Setiap putaran
lengkap dari pilinan helix, dengan jarak 8,6 nm. Panjang setiap molekul
tropokolagen adalah 300nm dan lebarnya 1,5 nm 7.

2.5. Sediaan Gel

Beberapa bentuk sediaan topikal antara lain gel, krim, pasta dan salep.
Bentuk sediaan yang nyaman untuk pengunaan topical adalah bentuk sedian
gel. Gel terdiri dari suspensi semipadat yang terbuat dari partikel anorganik
kecil atau molekul organic besar, yang terpenetrasi oleh suatu cairan. Sediaan
gel memiliki kelebihan antara lain mempunyai sifat tiksotropi sehingga bila
dioles mudah merata, tidak mudah mengalir pada permukaan kulit karena
mempunyai viskositas dan daya lekat yang tinggi, tidak berbekas, hanya
lapisan tipis seperti film saat dipakai, terdapat sensasi dingin saat digunakan

dan mudah dicuci dengan air, penetrasinya lebih dalam dibandingkan krim,
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dapat digunakan pada area berambut dan secara kosmetika lebih disukai, gel
cepat mencair bila kontak dengan kulit 7,

Polimer-polimer yang umum digunakan untuk membuat gel-gel
farmasetik antara lain pektin gom alam tragakan, karagen, asam alginat, agar,
serta bahan semisintetis dan sintetis seperti hidroksi etil selulosa, metil
selulosa, karboksi metil selulosa, dan karbopol yang merupakan polimer vinil
sintetis dengan gugus karboksil yang terionisasi. Gel dibuat melalui proses
peleburan, atau memerlukan prosedur khusus berkaitan dengan sifat
mengembang gel. Bahan pembentuk gel idealnya harus bersifat inert, tidak
ada perubahan viskositas pada penyimpanan yang normal, aman dan tidak
bereaksi dengan bahan-bahan lain dalam formula ™.

Konsistensi gel dikarenakan bahan pembentuk gel yang setelah
mengabsorpsi air akan membentuk struktur tiga dimensi. Gel mengabsorpsi
larutan dan mengembang, dengan meningkatkan volume. Pengembangan
merupakan tahap awal disperse yaitu terjadi penetrasi fase dari luar kedalam
matriks gel dan menimbulkan interaksi diantara pembentuk gel dan solven.
Gel merupakan interaksi diantara unit-unit fase koloidal dari senyawa
anorganik dan organic, tidak terpisah dari fase luar, membentuk structural
viscosity. Karakteristik gel harus disesuaikan dengan tujuan penggunaan gel,
misalnya pada gel topikal jangan terlalu liat, konsentrasi dan berat molekul
bahan pembentuk gel yang digunakan jangan terlalu tinggi sehingga dapat

menyebabkan gel sulit didispersikan dan dioleskan °.
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Pemilihan basis dalam pembuatan gel, dapat mempengaruhi karakter gel
yang terbentuk. Basis gel terbagi atas basis gel hidrofilik dan hidrofobik.
Basis gel hidrofilik memilki sifat yang memperlambat pengeringan sehingga
cocok digunakan secara topikal karena kemampuannya bertahan lama di
permukaan kulit. Gel hidrofilik mempunyai sistem koloid yang lebih stabil
dan lebih mudah dibuat dibandingkan gel hidrofobik. Gel hidrofobik memiliki
dasar yang terdiri atas fase anorganik, hanya sedikit interaksi diantara dasar
gel hidrofobik dengan fase pendispersinya. Bahan hidrofobik tidak menyebar
dengan spontan.

Karakteristik cairan gel terbagi menjadi gel hidrofilik dan gel

hidrofobik ’’:

a. Gel hidrofilik, mempunyai basis terdiri dari molekul organik yang besar
dan larut dengan fase pendispersi. Sistem koloidnya lebih stabil dan lebih
mudah dibuat dibandingkan hidrofobik. Gel hidrofilik mengandung bahan
pengembang, penahan lembab, air, dan pengawet. Karakteristik gel
hidrofilik ini mempunyai aliran tiksotropik, kompatibel dengan beberapa
eksipien, tidak lengket, larut dalam air, mudah menyebar dan mudah
dibersihkan.

b. Gel hidrofobik, basisnya mengandung minyak lemak atau polietilen dan
parafin cair dengan bahan pembentuk gel koloidal silika atau zink sabun
atau aluminium. Gel ini tersusun dari partikel anorganik, kemudian akan
terjadi interaksi dengan basis gel jika ditambahkan ke dalam fase

pendispersi. Basis gel hidrofobik tidak secara spontan menyebar.
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Kontrol kualitas sediaan gel, meliputi 8

a. Organoleptis, merupakan diskripsi sediaan gel yang terdiri atas warna,
bentuk, bau, dan kejernihan. Pengamatan dilakukan secara makroskopis.

b. Homogenitas, sediaan gel yang dihasilkan harus tercampur homogen dan
merata. Pengujian homogenitas dapat dilakukan dengan cara visual.
Homogenitas gel diamati di atas kaca objek dengan adanya bantuan
cahaya.

c. Daya sebar, berkaitan dengan kenyamanan pada pemakaian, mudah dioles
tanpa perlu penekanan yang berlebih. Sediaan topikal diharapkan memiliki
daya sebar yang baik.

d. Daya lekat, adalah kemampuan menempel pada lapisan epidermis,
pengujiannya untuk mengetahui kemampuan melekat atau waktu retensi
yang dihasilkan saat digunakan.

e. Viskositas, mempengaruhi sifat sediaan dalam campuran dan sifat alirnya
pada saat proses produksi, proses pengemasan, serta sifat-sifat penting
pada saat pemakaian, seperti daya sebar, konsisitensi atau bentuk, dan
kelembaban. Selain itu, viskositas dapat mempengaruhi bioavailabilitas
dan stabilitas fisik. Semakin tinggi viskositas, menyebabkan daya lekatnya
semakin besar, sedangkan daya sebarnya akan semakin kecil. Viskositas
sediaan dapat dinaikkan dengan penambahan polimer.

f. pH, diukur segera pada saat sediaan telah selesai dibuat diharapkan nilai
pHNnya sama dengan nilai pH tempat pemakaian atau kulit untuk mencegah

terjadi iritasi. Kulit manusia memiliki pH normal antara 4,5-6,5.
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2.6. Farmakinetik Obat Topikal

Farmakokinetik sediaan topikal merupakan gambaran terhadap
jalannya bahan aktif yang diaplikasikan ke kulit pada konsentrasi tertentu, lalu
diserap oleh lapisan kulit, kemudian didistribusikan secara sistemik. Hal ini
penting dalam menentukan sediaan topikal yang akan dipakai untuk terapi ’°.
Sediaan topikal setelah diaplikasikan secara umum akan melewati tiga bagian
yaitu: permukaan kulit, stratum korneum, dan jaringan yang sehat. Stratum
korneum merupakan reservoir bagi vehikulum, dimana kandungan didalam
obat kontak dengan permukaan kulit tetapi belum terjadi penetrasi, namun
tidak dapat dihilangkan walaupun dihapus oleh pakaian atau digosok.

Sediaan obat tertentu dapat menyebabkan bahan aktif langsung
menembus hipodermis. Vehikulum sediaan topikal mengandung unsur yang
dapat mengalami evaporasi, sehingga kemudian zat aktif berikatan pada
lapisan yang dilewatinya misalnya epidermis, dermis, selanjutnya zat aktif
akan diserap oleh vaskuler dermis dan hipodermis kulit .

2.6.1. Jalur Penetrasi sediaan Topikal

a. Penetrasi transepidermal

Penetrasi transepidermal melalui jalur interseluler dan intraseluler.
Jalur penetrasi yang utama melalui interseluler, menembus lapisan stratum
korneum melewati ruang antar sel korneosit yang dikelilingi lapisan lipid,
berdifusi pada matriks lipid protein stratum korneum, kemudian akan
menembus epidermis di bawahnya, dan berdifusi ke pembuluh kapiler. 4°

Jalur penetrasi intraseluler, obat berdifusi menembus dinding sel korneosit
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dan melewati matriks lipid protein startum korneum, kemudian menuju sel
di lapisan bawahnya sampai ke pembuluh kapiler di bawah stratum basal
epidermis dan berdifusi ke kapiler.

b. Penetrasi transfolikular

Penetrasi folikular diperlihatkan pada percobaan in vivo, terdapat
molekul yangkecil seperti kafein berpenetrasi melalui rute folikular selain
melalui sel korneum. Difusi obat melewati celah folikel rambut serta
kelenjar sebasea dan selanjutnya berdifusi ke pembuluh kapiler .
2.6.2. Absorpsi sediaan topikal secara umum
Absorpsi sediaan topikal yang dioleskan ke kulit, melalui beberapa
fase:*

a. Lag phase, fase ini saat sediaan dioleskan ke kulit dan belum
menembus stratum korneum, sehingga bahan aktif obat pada fase ini
belum ada dalam pembuluh darah.

b. Rising phase, sebagian sediaan sudah mulai menembus stratum
korneum kulit, dan masuk pembuluh kapiler dermis, sehingga obat
sudah ditemukan di pembuluh darah.

c. Falling phase, adalah fase dimana bahan aktif obat dilepaskan dari
permukaan kulit dan dibawa ke pembuluh kapiler lapisan dermis.

Gel mampu berpenetrasi menembus lapisan hipodermis, serta
mampu membentuk lapisan absorpsi yang menyebabkan difusi secara
transfolikulernya juga baik, sehingga banyak digunakan pada sediaan gel

analgetik yang memerlukan penetrasi yang baik .
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Efek Ekstrak Bunga Telang Tehadap Ekspresi Gen GPx dan PDGF
Penelitian terdahulu menyatakan bahwa Bunga Telang memiliki
kemampuan antioksidan dengan meningkatkan enzim-enzim antioksidan,
termasuk GPx.®! Enzim GPx diketahui memiliki kemampuan dalam
mendegradasi ROS menjadi senyawa non radikal bagi tubuh sehingga tidak
menyebabkan induksi inflamasi dan kerusakan oksidatif yang memicu
penurunan kolagen.®? Senyawa flavonoid bunga telang seperti antosianin,
quercetin, dan keempherol dapat menghambat kadar ROS melalui
peningkatan produksi enzim antioksidan seperti GPx.*38 Senyawa quercetin
menurut penelitian terdahulu dapat meningkatkan konsentrasi PDGF.8
Peningkatan PDGF pada kulit diketahui dapat mengaktifkan fibroblast
menjadi myofibroblas untuk dapat mensintesis kolagen.®® Hal ini menjadikan
konsumsi Bunga Telang memiliki potensi untuk dapat meningkatkan sintesis
kolagen melalui peningkatan produksi PDGF akibat kandungan senyawa

quercetin.
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BAB Il

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori

Penurunan kolagen adalah kelainan kulit kronis yang disebabkan oleh
paparan sinar UV. Penetrasi UV-B pada epidermis menghasilkan
pembentukan ROS dan mengaktifkan protein kinase sehingga mengaktifkan
jalur NF-kB dan berujung pada produksi molekul-molekul proinflamasi
seperti TNF-a, IL-6, dan IL-1. Produksi terus menerus sitokin proinflamasi
ini berakibat pada penghambatan polarisasi makrofag tipe 1 (M1) menjadi
makrofag tipe 2 (M2) yang bersifat antiinflamasi. Hal ini menyebabkan
produksi faktor pertumbuhan PDGF terhambat. Terhambatnya ekspresi
PDGF menyebabkan penurunan ekspresi TGF-B sehingga tidak terjadi
perubahan myofibroblast menjadi fibroblast, dan tidak terbentuk kolagen.®®

Bunga Telang diketahui mengandung beberapa zat aktif seperti
golongan flavonoid, alkaloid dan terpenoid. Kandungan senyawa golongan
flavonoid pada bunga telang seperti antosianin, kuersetin, dan kaemperol
memiliki peran sebagai antioksidan dan anti-inflamasi.® Penelitian terdahulu
menyebutkan bahwa senyawa flavonoid dapat menghambat produksi ROS
dengan meningkatkan produksi enzim GPx dan meningkatkan ekspresi Nrf2
yang berakibat pada inaktivasi jalur NF-kB sehingga terjadi penurunan
ekspresi sitokin proinflamasi seperti TNF-a, 1L-6, dan IL-1.8"8 Penghentian
inflamasi akan menurunkan produksi molekul-molekul inflamasi sehingga

proses polarisasi M1 menjadi M2 yang mampu mensekresikan PDGF yang
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berperan dalam produksi kolagen dapat terjadi. Ringkasan kerangka teori

dijelaskan pada Gambar 3.1.
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UV-B Telang
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Gambar 3.2. Kerangka Teori

3.2. Kerangka Konsep

Konsentrasi Ekstrak
Bunga Telang

y

Ekspresi Gen GPx +——»| Ekspresi Gen PDGF

Gambar 3.3. Kerangka Konsep
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3.3. Hipotesis
Hipotesis penelitian ini adalah :
a. Terdapat pengaruh pemberian gel ekstrak Bunga Telang dosis 5% dan
10% terhadap ekspresi gen GPx pada kulit tikus yang dipapar sinar UV-
B.
b. Terdapat pengaruh pemberian gel ekstrak Bunga Telang dosis 5% dan
10% terhadap ekspresi gen PDGF pada kulit tikus yang dipapar sinar

UV-B.
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METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

34

Penelitian merupakan post test only control group dengan metode

rancang acak lengkap dengan lima kali ulangan per perlakuan. Objek

penelitian adalah Tikus jantan Galur Wistar dengan bobot badan 200-250 gr.

Perlakuan terdiri dari:

1. Sehat (Tikus sehat tanpa penyinaran UV-B),

2. Kontrol (KN) (Tikus dipapar UV-B dengan pemberian base gel secara

topikal),

3. Perlakuan 1 (P1) (Tikus dipapar UV-B dengan perlakuan gel ekstrak

bunga telang 5% secara topikal),

4. Perlakuan 2 (P2) (Tikus dipapar UV-B dengan perlakuan gel ekstrak

bunga telang 10% secara topikal).

—» | Sehat|—»

o1

—» KN [—>

02

S = Sampel

R = Randomisasi
Sehat = Tikus Sehat
KN = Kontrol Negatif
(0] = Observasi

P = Perlakuan

Gambar 4.3. Alur Rancangan Penelitian
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4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.2.1. Variabel Peneltian

4.2.1.1. Variabel bebas
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Gel Ekstrak Bunga Telang dosis 5% dan 10% secara topikal.

4.2.1.2. Variabel Terikat

Variabel terikat: ekspresi gen GPx dan gen PDGF,

4.2.2. Defenisi Operasional

Tabel 4.1. Definisi Operasional

No Variable Deskripsi Unit  Skala
Ekstrak adalah cairan kental hasil proses
ekstraksi remaserasi terhadap serbuk Nomin
1 Bunga . mg
Telang bunga Bunga Telang (Clitorea ternatea) al
dengan pelarut etanol 96%.
- adalah sediaan gel yang mengandun
Ekstrak 1 gandung Nomin
2 Bunga eks'grak bunga telang dengan variasi mg al
Telang dosis 5% dan 10%
adalah paparan sinar ultraviolet dengan
Paparan panjang gelombang sebesar 302 nm dan
3 UV-B MED 160 mJ/cm? yang dipapar sekitar A Rasio
15 menit/hari selama 5 hari pada
pungung tikus yang dicukur bulunya.
adalah ekspresi gen GPx vyang
merupakan  glikoprotein  tetramerik
dengan kofaktor logam berupa selenium,
Ekspresi yang meningka}tkan z_aktivi_ta_ls Eks_pre _
4 gen GPx antioksidan. Ekspresi gen GPx dianalisis Si Rasio
dari jaringan kulit yang diambil pada relative
hari ke 20 setelah pemberian perlakuan
pertama. Analisis menggunakan metode
RT-PCR
adalah ekspresi gen PDGF yang
merupakan ~ mitogen  kuat  yang
mengontrol pertumbuhan sel jaringan
ikat seperti fibroblas dan smooth muscle Ekspre
5 Ekspresi cells. Ekspresi gen PDGF dianalisis dari i Rasio
gen PDGF jaringan kulit yang diambil pada hari ke relative

20 setelah pemberian perlakuan pertama.
Analisis menggunakan metode RT-PCR
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4.3. Subjek Penelitian dan Sampel Penelitian
4.3.1. Subjek Penelitian

Subjek pada penelitian ini merupakan Tikus jantan Galur Wistar
berusia 2-3 bulan dengan bobot badan 200—-250-gram yang dinyatakan
sehat dan layak digunakan untuk penelitian yang diperoleh dari
Animal House Integrated Biomedical Laoratory, Fakultas Kedokteran
Universitas Sultan Agung Semarang yang dipapar sinar UV-B 302 nm
dengan MED 160 mJ/cm? yang dipapar sekitar 15 menit/hari selama

5 hari hingga berkurangnya densitas kolagen.

4.3.2. Sampel Penelitian
4.3.2.1. Kriteria Inklusi
Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah sebagai berikut :
1. Tikus putih jantan Galur Wistar yang mengalami paparan
UV-B.
2. Umur 2-3 bulan.
3. Kondisi sehat.
4. Berat badan 200-250 gram.
4.3.2.2. Kriteria Eksklusi
Tikus putih jantan Galur Wistar dengan kriteria :
1. Memiliki kelainan anatomis.
2. Sudah pernah digunakan untuk penelitian sebelumnya.
4.3.2.3. Kriteria Drop Out

Tikus mati atau infeksi selama penelitian.
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4.3.3. Cara Pengambilan Sampel Penelitian

Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan menggunakan
cara Simple Randomized Sampling. Tikus putih jantan Galur Wistar
dibagi menjadi 4 kelompok yaitu kelompok Sehat (tikus sehat tanpa
paparan UV-B), Kontrol (tikus dipapar UV-B dengan pemberian base
gel secara topikal), Perlakuan 1 (tikus dipapar UV-B dengan
perlakuan ekstrak bunga telang secara topikal) dan Perlakuan 2 (tikus
dipapar UV-B dengan perlakuan ekstrak bunga telang 10% secara

topikal).

4.3.4. Besar Sampel
Sampel minimal dihitung dengan menggunakan kriteria WHO
sebanyak 5 ekor sampel per jenis perlakuan dikali dengan jumlah
waktu pengambilan sampel. Pengambilan sampel pada penelitian ini
dilakukan satu kali pada hari ke 25 setelah pemberian pertama
perlakuan, sehingga jumlah sampel minimal pada penelitian ini adalah
24 ekor tikus Wistar.
4.4. Alat dan Bahan
44.1. Alat
Penelitian ini menggunakan beberapa peralatan untuk membuat
hewan model antara lain berupa UV light (broadband dengan peak
emission pada 302 nm) dengan energi 160 mJ/cm?, pisau cukur,
kandang paparan, kandang pemeliharan, tempat air minum tikus dan

pemotong rambut. Alat yang digunakan untuk pengumpulan data
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adalah vacutainer, tabung hematokrit, pot 5 mL, 6 mm biopsy punch,

sentrifus, mikropipet, 1000 uL mikropipet tip, dan vial tube 1,5 mL.

Alat yang digunakan untuk analisis data antara lain microplate reader,

mikroskop, staining jar, coated desk glass, cover glass, dan laptop.

4.4.2. Bahan

Penelitian ini menggunakan beberapa bahan yang terdiri :

seperti gel base,
ketamin,
xylazine,

etanol,

akuades,
kloroform,
Primer GPx

Primer PDGF

45. Cara Penelitian

45.1. Perolehan Ethical Clearance

Ethical clearance penelitian diajukan Fakultas Kedokteran

Universitas Islam Sultan Agung Semarang.

4.5.2. Cara Pembuatan Ekstrak Bunga Telang

Bunga Telang =600 gram dipotong menjadi bagian kecil,

dikeringkan pada suhu 50 — 60° C dan dihaluskan menjadi bubuk

kering. Kemudian bubuk kering diekstraksi melalui proses maserasi
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menggunakan etanol 96% kemudian disaring dan filtrat tersebut
ditampung, residu kemudian dimaserasi kembali dengan metode yang
sama. Kandungan etanol diuapkan menggunakan rotary evaporator
untuk mendapatkan ekstrak kental. Ekstrak kental yang diperoleh
kemudian disimpan dalam suhu 2-8°C. Proses ekstraksi ini
menghasilkan 10% ekstrak dari Bunga Telang segar. Konsentrasi
ekstrak tersebut dilarutkan dalam aqudes sebelum diberikan ke hewan

coba.*®

4.5.3. Penetapan Dosis

Penelitian terdahulu telah menemukan bahwa 5% ekstrak bunga
telang secara topikal memiliki efek dalam mengurangi berkurangnya
kolagen ?°, sehingga dalam penelitian ini menggunakan dosis 5%
ekstrak bunga telang sebagai dosis 1 dan menggunakan dosis 10%
sebagai dosis 2. Penggunaan ekstrak bunga telang dilakukan setiap
hari sebanyak 200 mg/tikus sehingga dosis ekstrak bunga telang yang
digunakan adalah 10 mg/tikus untuk dosis 5% dan 20 mg/tikus untuk

dosis 10%.
45.4. Penyinaran UV-B dan Pemberian Perlakuan pada Subjek

Percobaan
1. Tikus yang sudah diadaptasi selama 1 minggu dibius dengan

campuran ketamine (60mg/kg BB) dan xylasine (20mg/kg BB).

2. Rambut pada bagian punggung tikus di potong hingga bersih.
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3. Punggung tikus dipapar dengan UV light (broadband dengan peak
emission 302 nm) dengan minimal erythema dose (MED) 160
mJ/cm? yang dipapar sekitar 15 menit/hari selama 5 hari .

4. Tikus Perlakuan 1 kemudian diberi perlakuan secara topikal
menggunakan gel ekstrak bunga telang yang diberikan satu kali
sehari selama 14 hari. Tikus pada Perlakuan 2 diberi perlakuan
secara topikal menggunakan gel ekstrak bunga telang yang

diberikan satu kali sehari selama 14 hari.

4.5.5. Pengambilan Sampel Jaringan

Pengambilan sampel jaringan untuk analisis RT-PCR dilakukan
pada hari ke 25 setelah hari pertama pemberian perlakuan. Seluruh
tikus dimatikan terlebih dahulu dengan cara servikal dislokasi
sebelum jaringan diambil. Jaringan diambil menggunakan biopsi
punch 6 mm di bagian kulit yang terpapar UV-B. Sampel jaringan
dibagi menjadi dua untuk difiksasi dengan direndam dalam formalin
10% selama 24 jam dan untuk dimasukkan ke dalam RNA Later.
Jaringan yang dimasukkan ke dalam formalin selama 24 jam
kemudian disimpan pada tabung yang berisi alkohol 70% dan
disimpan di suhu ruang sampai proses pembuatan preparat parafin.
Sampel yang dimasukkan ke dalam RNA later kemudian disimpan

dalam suhu -80°C hingga proses analisis RT-PCR
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45.6. Pembuatan Blok Parafin.
1. Dehidrasi
Masukan potongan jaringan dalam alkohol bertingkat dari
30%, 40%, 60%, 50%, 70%, 80%, 90%, 96% (bertingkat) untuk
mengeluarkan cairan dari dalam jaringan. Masukan jaringan ke
dalam larutan alkohol-xylol selama 1 jam kemudian masukan
jaringan pada larutan xylol murni selama 2 x 2 jam.
2. Parafinisasi dan Embedding
Masukan jaringan dalam parafin cair selama 2 x 2 jam.
Tunggu hingga parafin memadat, potong jaringan dalam parafin
setebal 4 mikron dengan mikrotom. Hasil dari potongan jaringan
ditempelkan pada object glass yang sebelumnya telah diolesi
polilisin sebagai perekat. Masukan jaringan pada kaca obyek
deparafinasi dalam inkubator dan dipanaskan dengan suhu 56-

58°C hingga parafin mencair.

45.7. Validasi Berkurangnya Kolagen Akibat UV-B Menggunakan
Pengecatan Kolagen
Pengecatan kolagen dilakukan dengan menggunakan metode
pengecatan Masson Trichome dengan tahapan sebagai berikut :
1. Slide jaringan dideparafinisasi.

2. Cairan Bouin dipanaskan pada suhu 54-64°C.



42

3. Slide diinkubasi dalam Cairan Bouin yang dipanaskan selama 60
menit dan dinginkan selama 10 menit, kemudian dibilas dengan air
mengalir.

4. Slide diinkubasi dalam Hematoxylin Besi Weigert selama 5 menit,
kemudian bilas dengan air.

5. Slide diinkubasi dalam larutan Biebrich Scarlet/Acid Fuchsin
selama 15 menit, kemudian dibilas dengan air.

6. Slide diinkubasi dalam larutan asam fosfomolibdat/fosfotungstat
selama 10-15 menit.

7. Slide diinkubasi dalam larutan Aniline Blue selama 5-10 menit,
kemudian dibilas dengan air.

12. Slide diinkubasi dalam larutan asam asetat selama 3-5 menit.

13. Slide dilakukan proses dehidrasi, kemudian pasang desk glass.

4.5.8. Analisis Kuantitatif Eksprei GPx dan PDGF menggunakan RT-
PCR
1. Ekstraksi RNA dan sintesis cDNA
Isolasi RNA jaringan kulit dilakukan dengan menggunakan
reagen TRIzol®, (Invitrogen Life Technologies) dan pembuatan
cDNA menggunakan iScript cDNA Syntesis Kit (Bio-Rad iScript
gDNA Clear cDNA syntesis Kit Catalog) menggunakan Reverse

Transcriptase PCR (RT-PCR) thermal cycler C1000 (Bio-Rad).
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2. Penentuan Ekspresi Gen GPx dan PDGF
Gen GPx dan PDGF diamplifikasi dengan menggunakan
Teknik PCR-RFLP, menggunakan PCR 2x PCR Master mix
solution (Invitrogen Life Technologies®, nomer katalog 25027) di
dalam tabung vial 0,2 mL dengan volume total 50 uL untuk 1
sampel. PCR dilakukan menggunakan siklus termal DNA: Terapan
Biosistem Veriti 96.

Tabel 4.2. Komponen PCR Mix GPx

Komponen Jenis

Forward GPx
Primer 5’- AGTTCGGACATCAGGAGAATGGCA-
GPx 32

Reverse GPx
5’- TCACCATTCACCTCGCACTTCTCA -3’

Primer Forward PDGF
PDGF 5’- GAGCTAGCG AGA ATC CCA AAA
GCC TCA A-3’

Reverse PDGF
5’- CTCTCGAGG CGG GGT TGC AGA AGT

GT -3
Reagen Trizol Reagen
RNA High Capacity cDNA Reverse Transcription
transcribed
cDNA SYBR Green

4.6. Tempat dan Waktu Peneltian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Stem Cell and Cancer Research
Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung, Semarang, Jawa

Tengah. Penelitian rencana akan dilakukan pada Juli-Agustus 2022.
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4.7. Analisa Data
Data yang diperoleh kemudian diproses, disunting, dan ditabulasi, untuk
dilakukan uji deskriptif yang dilanjutkan dengan normalitas data dengan uji
Shapiro Wilk dan uji homogenitas data dengan uji Levene. Data yang
dihasilkan terdistribusi normal dan homogen, maka dilakukan uji beda uji One
Way Anova dan dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD untuk mengetahui
perbedaan masing-masing kelompok. Pengolahan analisis data dilakukan

dengan menggunakan SPSS 26.0.
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BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental yang dilakukan selama bulan
Juni 2022 hingga Agustus 2022 di Laboratorium Stem Cell and Cancer Research
(SCCR), Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung, Semarang. Subjek
penelitian ini adalah tikus jantan galur wistar dengan berat 250- 300 gram dan
berumur 4-6 bulan yang di induksi collagen loss mengunakan UV-B 302 nm
dengan intensitas energi 160mJ/cm2 selama 15 menit . Dalam penelitian ini
dikumpulkan sampel sebanyak 24 ekor dan tidak ada yang eksklusi selama
penelitian berlangsung. Penelitian ini terdiri dari 4 kelompok yaitu 2 kelompok
perlakuan, 1 kelompok kontrol UV-B, dan 1 kelompok sehat. Kelompok perlakuan
pertama (P1) terdiri atas 5 hewan uji dengan pemberian gel ekstrak bunga telang
dosis 5% dan kelompok kedua (P2) terdiri atas 5 hewan uji dengan pemberian gel
ekstrak bunga telang dosis 10%. untuk kelompok kontrol terdiri dari 5 hewan uji
yang mendapatkan paparan UV-B tanpa pengobatan, sedangkan kelompok sehat

adalah kelompok tikus sehat tanpa perlakuan dan intervensi.

5.1. Hasil Penelitian

Ekstrak bunga telang pada penelitian ini diperoleh dengan metode maserasi
menggunakan pelarut etanol dan menghasilkan rendemen ekstrak sebesar 9,78%.
Hasil skrining fitokimia ekstrak bunga telang menunjukan bahwa ekstrak bunga
telang positif mengandung senyawa golongan alkaloid, saponin, tannin, flavonoid,
dan terpenoid (Lampiran 3). Senyawa golongan flavonoid yang terkandung dalam

bunga telang seperti antosianin, kaemperol, asam galat, dan quercetin®® terbukti
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berperan terhadap aktivitas antioksidan. Pada penelitian ini juga di lakukan
penentuan total flavonoid dalam ekstrak bunga telang dengan menggunakan metode
spektrofotometri. Dalam 1 gram ekstrak bunga telang mengadung flavonoid sebesar
682,0238 mg + 9,48. Hasil ini membuktikan bahwa sebagian besar senyawa yang
terkandung didalam ekstrak bunga telang adalah golongan flavonoid. Hasil kolom
yang terdeteksi flavonoid dapat dipekatkan untuk memperoleh senyawa flavonoid
murni. Senyawa flavonoid memiliki aktivitas antioksidan dengan mekanisme auto-
oksidasi secara enzimatik dan kimiawi menghasilkan radikal semikuinon flavonoid,
yang dapat ditangkap oleh glutathione tereduksi (GSH), sehinga menghasilkan
radikal thiyl glutathione. Radikal thiyl glutathione ini dapat bereaksi dengan GSH
untuk menghasilkan anion radikal disulfida yang secar cepat mereduksi molekul
oxygen superoxide anion radical yang dapat didetoksifikasi lebih lanjut oleh enzim
antioksidan seperti superoxide dismuthase (SOD), katalase, dan glutathione
peroxidase (GPx).%

Tabel 5.1. Data hasil Penelitian Ekspresi Gen GPx dan PDGF

Variabel Kelompok pvalue
Sehat Kelompo R P2
n=5 k UvB n=5 n=5
Mean+SD n=5 MeantSD  Mean+SD
Mean=SD
Ekspresi gen GPx 1.02+0.01 4.90+1.64 6.01+1.25 9.51+1.83
Saphiro wilk 0.894 0.804 0.980 0.845
Levene test 0.179
One way 0.005
Anova
Ekspresi gen PDGF  1.02+0.01 0.032+0.01 0.44+0.15 4.36+1.18
Saphiro wilk 0.962 0.877 0.878 0.904
Levene test 0.052
One way 0.000

Anova
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Pada penelitian ini diperoleh hasil ekspresi gen GPx dan PDGF pada model
tikus collagen loss akibat paparan UV-B yang di terapi dengan ekstrak bunga
telang. Pada kelompok sehat rasio ekspresi gen GPx sebesar 1.02+0.01, kelompok
kontrol UVB sebesar 4.90+1.64, kelompok P1 sebesar 6.01+1.25 dan kemolopok
P2 sebesar 9.51+1.83. Berdasarkan uji statistik data ekspresi setiap kelompok
terdistribusi normal dan homogen dengan nilai signifikasi uji Shapiro wilk >0.05
setiap kelompok dan Levene test sebesar 0.179. Hasil analisis one way Anova nilai
p value 0.005 (p<0.05) yang menyatakan terdapat perbedaan signifikan antar
kelompok perlakuan. Pada penelitian ini juga dianalisis ekpresi gen PDGF, pada
kelompok sehat rasio ekspresi gen PDGF sebesar 1.02+0.01, terdapat penurunan
ekspresi pada kelompok kontrol UV-B sebesar 0.032+0.01, kelompok P1 sebesar
0.44+0.15 dan kelompok P2 mengalami peningkatan ekspresi gen sebesar
4.36x1.18. Berdasarkan uji statistik data ekspresi setiap kelompok terdistribusi
normal dan homogen dengan nilai signifikasi uji Shapiro wilk >0.05 setiap
kelompok dan Levene test sebesar 0.052. Hasil analisis one way Anova nilai p value
0.000 (p<0.05) yang menyatakan terdapat perbedaan signifikan antar kelompok
perlakuan (Tabel 5.2). Perbedaan siginifikan pada uji one-way Anova menunjukan
terdapat perbedaan antara kelompok perlakuan. Perbedaan antar kelompok
dilajutkan dengan uji post hoc LSD.

5.1.1. Efek Pemberian Gel Ekstrak Bunga Telang pada Ekspresi Gen GPx

Tikus Model dipapar sinar UV-B

Radikal bebas terbentuk selama metabolisme oksigen dan terakit erat

dengan terjadinya hambatan proses produksi kolagen pada penuaan. Enzim
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antioksidan seluler dapat melindungi jaringan dari cendera oksidatif yang
diperantarai radikal bebas seperti enzim glutathione peroxidaxe (GPx).%
Penurunan ekspresi GPx berkaitan erat dengan peningkatan stress oksidatif akibat
paparan irradasi UV-B yang secara langsung menekan produksi kolagen. Pada
pemberian gel ekstrak bunga telang ekspresi gen GPx meningkat tergantung dosis
(Gambar 5.1). Hal ini menunjukan bahwa gel ekstrak bunga telang memiliki
aktivitas antioksidan dengan meningkatkan ekspresi gen antioksidan.
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Gambar 5.1. Hasil RT-PCR menunjukkan rasio tingkat ekspresi mMRNA GPx pada
jaringan kulit masing-maisng kelompok perlakuan. * Menunjukkan perbedaan
yang signifikar ~~*~~ "~'ompok control dan perlakuan (p<0.05) dan ns
menur ~ SeMat  agaan yang tidak signifikan (p>0.05).

Tabel 5.2. Uji Post-hoc LSD ekspresi MRNA GPx antar kelompok perlakuan

Kelompok
Kelompok Pebandingan  Signifikansi

Sehat Kontrol 0.004*

P1 0.021*

P2 0.000*
Kelompok kontrol P1 0.578™

P2 0.031*
P1 P2 0.042*
Uji Post Hoc: * mean difference significant P <0.05

" mean not difference significant P > 0.05
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Berdasarkan data diatas terlihat bahwa pemberian gel ekstrak bunga telang
5% (6.01£1.25) dan 10% (9.51+1.83) secara berturut-turut meningkatkan ekspresi
gen GPx lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol perlakuan UV-B (4.90+1.64).
Perlakuan dosis 10% memberikan perbedaan yang signifikan dalam meningkatkan
ekspresi gen GPx dibandingkan kontrol, namun perlakuan 5% tidak menunjukan
perbedaan signifikan. Ekspresi gen GPx kelompok perlakuan sehat (1.02+0.01)
berbeda signifikan dengan kelompok kontrol. Hal ini menunjukan bahwa tanpa
adanya perlakuan ekspresi gen GPx secara normal terjadi peningkatan untuk
menstabilkan stress oksidatif yang terbentuk. Namun pemberian ekstrak bunga
telang terbukti lebih optimal dalam meningkatkan ekspresi gen GPx. Hal ini bisa di
lihat dari ekspresi gen GPx perlakuan jika di bandingkan dengan kelompok sehat
menunjukan terdapat peningkatan yang signifikan.

Pada data deskriptif ekspresi gen GPx masing-masing kelompok dilakukan
uji normalitas dengan menggunakan Saphiro Wilk dan uji homogenitas dengan
menggunakan uji Levene. Hasil uji normalitas dan homogenitas didapatkan nilai
signifikasi semua kelompok p>0.05. Hasil tersebut menunjukkan bahwa data
berdistribusi normal sehingga dapat dilakukan uji parametrik One-way ANOVA,
dan dilanjutkan uji Post-hoc LSD. Uji beda One-way ANOVA didapatkan p< 0.05.
Hasil uji Post-hoc LSD disajikan dalam bentuk grafik pada gambar 5.4 dan tabel
5.3. Pada penelitian ini didapatkan perbedaan yang signifikan (p<0,05) antara

kelompok perlakuan gel ekstrak bunga telang dengan kelompok kontrol.
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5.1.2. Efek Pemberian Gel Ekstrak Bunga Telang pada Ekspresi Gen PDGF

Tikus Model dipapar sinar UV-B

Platelet-derived growth factor (PDGF) adalah mitogen yang terkait dengan
proses sintesis kolagen dan remodeling interstitial collagenase. PDGF
meningkatkan ekspresi kolagen tipe 11l melalui stimulasi growth factor
transforming growth factor-8 (TGF-R).34 Penurunan ekspresi PDGF menyebabkan
penurunan ekspresi TGF-R3, sehingga tidak terjadi perubahan fibroblas menjadi
myofibroblast. Kondisi tersebut mencegah pembentukan alpha smooth muscle

actin (a-SMA) untuk menginduksi sintesis kolagen.
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Gambar 5.2. Hasil RT-PCR menunjukkan rasio tingkat ekspresi mMRNA PDGF
pada jaringan kulit masing-maisng kelompok perlakuan. * Menunjukkan
perbedaan yang signifikan antara kelompok control dan perlakuan (p<0.05) dan
ns menunjukan perbedaan yang tidak signifikan (p>0.05).
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Tabel 5.3. Uji Post-hoc LSD ekspresi mRNA PDGF antar kelompok perlakuan

Kelompok
Kelompok Pebandingan Signifikansi

Sehat Kontrol 0.025*

P1 0.499"

P2 0.001*
Kelompok p1 0.639™
kontrol

P2 0.000*
P1 P2 0.000*
Uji Post Hoc: * mean difference significant P <0.05

" mean not difference significant P > 0.05

Berdasarkan data diatas terlihat bahwa pemberian gel ekstrak bunga telang
5% (0.44+0.15) dan 10% (4.36£1.18) secara berturut-turut meningkatkan ekspresi
gen PDGF lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol perlakuan UV-B
(0.032+0.01) (Gambar 5.2). Pada kelompok kontrol UV-B terjadi penurunan
ekspresi gen PDGF di bandingkan dengan kelompok sehat (1.02+0.01). Perlakuan
dosis 10% memberikan perbedaan yang signifikan dalam meningkatkan ekspresi gen
PDGF dibandingkan kontrol, namun perlakuan 5% tidak menunjukan perbedaan
signifikan. Hal ini disebabkan kandungan senyawa flavonoid yang rendah pada P1,
menunjukan efek yang tidak signifikan, meskipun terlihat trend terjadi peningkatan
ekspresi gen PDGF pada kelompok P1 di bandingkan kontrol. Ekspresi gen PDGF
kelompok perlakuan sehat berbeda signifikan dengan kelompok kontrol, kelompok
kontrol terjadi penurunan ekspresi gen PDGF. Hal ini menunjukan bahwa pemberian
ekstrak bunga telang meningkatkan ekspresi gen PDGF terkait dengan paparan sinar UV-
B. Pada pemberian perlakuan ekstrak bunga telang 10% juga terlihat terdapat peningkatan
ekspresi gen PDGF lebih tinggi secara signifikan di bandingkan kelompok normal,
sehingga menunjukan bahwa ekstrak bunga telang mengupregulasi PDGF untuk

mencegah terjadinya degradasi kolagen pada kulit yang dipapar sinar UV-B.
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Pada data deskriptif ekspresi gen PDGF masing-masing kelompok dilakukan
uji normalitas dengan menggunakan Saphiro Wilk dan uji homogenitas dengan
menggunakan uji Levene. Hasil uji normalitas dan homogenitas didapatkan nilai
signifikasi semua kelompok p>0.05. Hasil tersebut menunjukkan bahwa data
berdistribusi normal sehingga dapat dilakukan uji parametrik One-way ANOVA,
dan dilanjutkan uji Post-hoc LSD. Uji beda One-way ANOVA didapatkan p< 0.05.
Hasil uji Post-hoc LSD disajikan dalam bentuk grafik pada gambar 5.5 dan tabel
5.4. Pada penelitian ini didapatkan perbedaan yang signifikan (p<0,05) antara
kelompok perlakuan gel ekstrak bunga telang dengan kelompok kontrol.

5.2. Pembahasan

Paparan iradiasi UV-B adalah faktor resiko utama penurunan produksi
kolagen yang ditandai dengan penurunan produksi protein terkait jalur sintesis
kolagen. Paparan irradiasi UV-B menginduksi pelepasan stress oksidatif yang
menupregulasi produksi matrix mettaloproteinase (MMPs) terutama MMP-1, yang
bertanggung jawab pada proses degradasi kolagen.®® Kondisi ini menyebabkan
penurunan produksi enzim antioksidan seperti GPx, superoxide dismutase (SOD),
dan katalase, serta penurunan sekresi growth factor seperti PDGF dan transforming
growth factor-B (TGF-R) yang menyebabkan penekanan produksi prokolagen tipe
2.9 Penekanan produksi ROS dapat dihambat dengan berbagai senyawa yang dapat
menyeimbangkan O radikal seperti senyawa flavonoid, fenolik, dan alkaloid.%
Senyawa flavonoid dapat menginduksi pelepasan GPx, GPx merupakan enzim yang
dapat menekan ROS dengan mekanisme menghilangkan hidrogen peroksida

melalui interaksi dengan GSH membentuk GSH teroksidasi yang stabil.%®
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Penelitian terdahulu melaporkan bahwa senyawa aktioksidan memiliki sifat
penangkap radikal bebas dari ROS yang berkaitan dengan kemampuannya untuk
membentuk radikal stabil. Flavonoid dapat menangkap radikal bebas secara efektif
dengan membentuk radikal semikuinon yang akan berikatan dengan radikal bebas

untuk membentuk struktur kuinon yang stabil %

Bunga telang merupakan salah satu tanaman biodiversitas Indonesia yang
terbukti mengandung berbagai senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid,
alkaloid, dan terpenoid. Penelitian terdahulu melaporkan bahwa ekstrak etanol
bunga telang mengandung glikosida flavonol, flavonol seperti kaempferol dan

quercetin, myrcetin dan antosianin.®

Hasil pada penelitian ini mendukung penelitian terdahulu, pada penelitian
ini ekstrak etanol bunga telang dianalisis fitokimia senyawa dalam ekstrak. Ekstrak
bunga telang terbukti positif mengandung senyawa golongan alkaloid, saponin,
tannin, flavonoid, dan terpenoid. Pada penelitian ini diperoleh hasil bahwa 60%
ekstrak mengandung senyawa golongan flavonoid yang dibuktikan dengan
flavonoid total rata-rata per-gram ekstrak adalah 682,0238 mg + 9,48. Penelitian
terdahulu juga melaporkan bahwa kandungan senyawa flavonoid bunga telang
terbanyak adalah senyawa antosianin dengan berbagai struktur seperti ternatin A1,
A2, B1, B2, D1, D2, Preternatin A3 dan A4, dan delphinidine.*® Berdasarkan hal
tersebut dapat disimpulkan bahwa senyawa golongan flavonoid pada bunga telang

yang paling berperan dalam aktivitas biologisnya.
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Penelitian-penelitian sebelumnya telah mengkonfirmasi bahwa senyawa
antioksidan seperti flavonoid mampu menurunkan dan menjaga keseimbangan
kadar ROS dengan cara meningkatkan pembentukan antioksidan.?®1%2 Regulasi
keseimbangan antara level ROS dan antioksidan sangat penting dalam beberapa
jalur transduksi sinyal seluler diantaranya pengaturan diferensiasi, proliferasi,
migrasi, kelangsungan hidup, dan apoptosis'®. GPx atau adalah enzim yang secara
bergantian mengkatalisis 2GSH teroksidasi menjadi molekul GSH stabil (GSSG)
dan dua molekul air (2H20).2” GSH teroksidasi diproduksi sebagai produk
sampingan dari metabolisme oksigen dan lipid, jika tidak diatur, menyebabkan
banyak jenis kerusakan sel. Dengan demikian, GPx merupakan pertahanan

antioksidan penting di semua sel hidup yang terpapar oksigen radikal.*®*

Telah dilaporkan bahwa GPx adalah salah satu faktor yang menghambat
degradasi kolagen akibat paparan sinar UV-B.!® Penelitian sebelumnya
membuktikan bahwa iradiasi UV-B mampu menekan GPx secara signifikan,
sedangkan diinduksi oleh paparan UV-B yang terus menerus dapat mengakibatkan
stres fotooksidatif kronis®®1%’. Hasil penelitian ini menunjukan bahwa ekstrak
bunga telang dapat menginduksi ekspresi gen GPx secara signifikan di bandingkan
kelompok kontrol UV-B. Senyawa golongan flavonoid seperti quercetin
membentuk ikatan hidrogen dengan Ser212 melalui gugus 3’-OH menyebabkan
penghambatan aktivitas protein kinase kinase (MEK1). Quercetin juga
menghambat aktivasi phosphoinositide 3-kinase (PI13K) dan mengaktivasi protein

kinase (MAPK) untuk menginduksi ekspresi enzim antioksidan.®® Adanya
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kemampuan senyawa golongan flavonoid sebagai antioksidan terbukti menurunkan

kondisi stress oksidatif dengan meningkatkan enzim GPx.

Pada penelitian ini juga mengevaluasi pengaruh pemberian ekstrak bunga
telang terhadap ekspresi gen PDGF akibat paparan UV-B. PDGF berperan
menginduksi ekspresi TGF-R dalam jalur sintesis kolagen.®%1%® TGF-B adalah
sitokin fibrogenik prototipe, yang dapat meningkatkan ekspresi gen matriks
ekstraseluler (ECM) dan mengatur penurunan enzim pendegradasi matriks melalui
jalur SMAD, terutama terkait dengan sintesis kolagen.*®® Waktu yang tepat untuk
proses sintesis kolagen dan berakhirnya sintesis kolagen merupakan indikator
penting dalam proses perbaikan jaringan dan maturasi penyembuhan luka akibat
paparan UV-B tanpa menimbulkan fibrosis. Masive TGF- merupakan penyebab
krusial aktivasi fibroblast menjadi myofibroblast sehingga akan mengeksresikan a-
smooth muscle actin (a-SMA) untuk mengaktifkan sintesis kolagen. Pada penelitian
ini, ekspresi PDGF meningkat pada pemberian ekstrak bunga telang secara
tergantung dosis. Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa struktur C-6 pada
flavonoid menghambat ekspresi TGF-3/Smad dan PI3K/mTOR signaling
pathway.'® Dengan struktur tersebut, maka ekspresi a-SMA juga terhadap dan
menghambat sintesis kolagen. Struktur cicin B flavonoid juga berperan sebagai
hidroksil penangkap radikal bebas, sehingga ROS yang dihasilkan akibat paparan
sinar UV-B bisa di tekan.!!! Jika tidak terbentuk overekspresi ROS maka jalur
aktivasi growth faktor tidak terhalang dan sintesis kolagen dapat terjadi secara
normal. 1*2 Berdasarkan hal tersebut dapat disimpulkan bahwa ekstrak bunga telang

dapat menghambat degradasi kolagen akibat paparan sinar UV-B.
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Secara keseluruhan hasil penelitian ini menunjukan bahwa ekstrak bunga
telang memiliki aktivitas antioksidan dan menginduksi faktor pertumbuhan untuk
mencegah efek paparan sinar UV-B terhadap sintesis kolagen. Hal ini menunjukan
bahwa ekstrak bunga telang memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai agen
penginduksi produksi kolagen.

5.3. Kelemahan Penelitian

Kelemahan penelitian ini adalah tidak mengeksplorasi efek pemberian
ekstrak bunga telang terhadap kadar ROS intraseluler yang diduga secara kuat
sebagai salah satu faktor penyebab kerusakan jaringan akibat paparan sinar UV-B.
Penelitian ini juga tidak menganalisis ekpresi TGF-R sebagai salah satu protein
yang berperan dalam sintesis kolagen. Serta dalam penelitian ini juga tidak

mengamati kadar kolagen yang terinduksi akibat pemberian ekstrak bunga telang.
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BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN
6.1. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian maka dapat disimpulkan:

1. Pemberian gel ekstrak bunga telang dosis 5% dan 10% berpengaruh secara
signifikan terhadap peningkatan ekspresi gen GPx pada kulit tikus model
yang diinduksi paparan sinar UV-B.

2. Pemberian gel ekstrak bunga telang dosis 5% dan 10% berpengaruh secara
signifikan terhadap peningkatan ekspresi gen PDGF pada kulit tikus model
yang diinduksi paparan sinar UV-B.

6.2. Saran

Sebagai saran untuk penelitian ini adalah:

1. Perlu pengukuran kadar ROS setelah dilakukan pemberian gel ekstrak
bunga telang pada tikus model yang diinduksi UV-B.

2. Perlu pengamatan mekanisme molekuler pemberian ekstrak bunga telang

secara in vivo terhadap TGF-i3 dan kolagen.
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