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PERNYATAAN

Dengan ini saya menyatakan bahwa tesis ini adalah hasil pekerjaan saya
sendiri dan didalamnya tidak terdapat karya yang pernah diajukan untuk
memperoleh gelar kesarjanaan di suatu perguruan tinggi dan lembaga pendidikan
lainnya. Pengetahuan yang diperoleh dari hasil penerbitan maupun yang belum /

tidak diterbitkan, sumbernya dijelaskan di dalam tulisan dan daftar pustaka.
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ABSTRAK

Latar belakang: Paparan Sinar UVB dengan intensitas tinggi secara
berkepanjangan dapat menginduksi terbentuknya Reactive Oksigen Species
(ROS) yang menyebabkan inhibisi alpha smooth musle actin (a-SMA) sehingga
mengahambat sintesis kolagen tipe 1. Senyawa yang terkandung dalam ekstrak
kulit petai diketahui berperan dalam menghambat produksi ROS akibat paparan
sinar UVB. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian gel
ekstrak kulit petai terhadap ekspresi gen a.-SMA dan ekspresi gen kolagen tipe 1
pada jaringan kulit tikus yang terpapar UVB intensitas tinggi.

Metode: Desain penelitian ini posttest only control grup dengan metode rancang
acak lengkap. Sampel yang diteliti 24 ekor tikus dengan paparan sinar UVB
dengan panjang gelombang 302 nm dan energi 390mj/cm2/hari sebanyak 3 kali
seminggu selama 2 minggu. Penelitian ini dilakukan empat kelompok yaitu
kelompok sehat (K1), kelompok kontrol negatif (K2), perlakuan 1 (K3) dengan
gel ekstrak kulit petai 10% dan perlakuan 2 (K4) dengan gel ekstrak kulit petali
20%. Ekspresi gen a-SMA dan kolagen tipe 1 dianalisis menggunakan gRT-
PCR.

Hasil: Analisis gqRT-PCR menunjukkan  bahwa terdapat peningkatan rerata
ekspresi relatif gen «-SMA yang signifikan antara K4 (3,11+1,08) dibandingkan
kontrol negatif (0,67+0,17) dengan nilai p<0.05. Analisis ekspresi gen kolagen
tipe 1 juga menunjukkan bahwa terdapat peningkatan rerata ekspresi gen kolagen
tipe 1 yang signifikan pada K3 (2,21+0,68) dan K4 (2,12+0,73) dibandingkan
kontrol negatif (0,51+0,14) dengan nilai p<0.05.

Kesimpulan: Pemberian gel ekstrak kulit petai dapat meningkatkan ekpresi gen
a-SMA dan kolagen tipe 1 pada tikus model hiperpigmentasi yang dipapar sinar
UVB.

Kata kunci : Paparan UVB, ekstrak kulit petai, a-SMA, kolagen tipe 1.



ABSTRACT

Background: Prolonged exposure to high-intensity UVB radiation can induce the
formation of Reactive Oxygen Species (ROS), leading to the inhibition of alpha-
smooth muscle actin (a-SMA) and, consequently, impeding the synthesis of
collagen type 1. Compounds present in the extract of stink bean peel are known to
play a role in inhibiting ROS production due to UVB exposure. This study aims to
investigate the effect of applying stink bean peel extract gel on the expression of
a-SMA and collagen type 1 genes in the skin tissue of rats exposed to high-
intensity UVB.

Method: The research design employed a posttest-only control group with a
complete random design. The study included 24 rats exposed to UVB radiation
with a wavelength of 302 nm and energy of 390 mj/cm2/day three times a week
for two weeks. The study comprised four groups: a healthy group (K1), a negative
control group (K2), treatment 1 (K3) with 10% stink bean peel extract gel, and
treatment 2 (K4) with 20% stink bean peel extract gel. The expression of a-SMA
and collagen type 1 genes was analyzed using qRT-PCR.

Results: qRT-PCR analysis indicated a significant increase in the mean relative
expression of the a-SMA gene in K4 (3.11+1.08) compared to the negative
control (0.67+0.17) with a p-value <0.05. Analysis of collagen type 1 gene
expression also showed a significant increase in mean expression in K3
(2.21+0.68) and K4 (2.12+0.73) compared to the negative control (0.51+0.14)
with a p-value <0.05.

Conclusion: The administration of stink bean peel extract gel can enhance the
expression of a-SMA and collagen type 1 genes in a rat model of
hyperpigmentation exposed to UVB radiation.

Keywords: UVB exposure, stink bean peel extract, a-SMA, collagen type 1.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Paparan sinar ultraviolet B (UVB) yang diemisikan oleh matahari
dapat memicu timbulnya berbagai masalah kulit seperti hiperpigmentasi.*
Paparan Sinar UVB secara berkepanjangan dapat menginduksi terbentuknya
reactive oxygen species (ROS) pada kulit yang mengaktivasi sitokin pro
inflamasi sehingga meningkatkan produksi melanin.? Peningkatan ROS juga
menghambat proliferasi sel fibroblast yang ditandai dengan penurunan
ekspresi alpha smooth muscle actin (o-SMA) dan peningkatan degradasi
kolagen tipe 1.°® Tingginya penurunan ekspresi «-SMA dan penghambatan
ekpresi gen kolagen tipe 1 berdampak pada berkurangnya densitas kolagen
dan peningkatan produksi  melanin yang menyebabkan timbulnya
hiperpigmentasi.®’

Pemberian antioksidan terbukti dapat menurunkan kadar ROS
sehingga dapat menghentikan inflamasi yang berujung pada inisiasi sintesis
kolagen tipe 1.2 Kulit petai (Parkia speciosa) diketahui memiliki kandungan
senyawa antioksidan tinggi seperti flavonoid (quercetin, luteolin), alkaloid,
tannin, dan saponin yang mampu mengurangi kadar ROS.%**® Penggunaan
senyawa antioksidan dapat menurunkan produksi molekul-molekul
inflamasi dan memicu produksi a-SMA melalui aktivasi ftransforming
growth factor beta 1 (TGF-B1) yang beperan dalam produksi kolagen

11,12

dengan mengaktivasi kompleks SMAD family member 2/3 (smad2/3).



Aktivasi ini akan menginduksi perubahan fibroblast menjadi myofibroblast
sehingga mengekspresikan a—SMA.®®  Senyawa polifenol kulit petai seperti
cinnamic acid, isoferulic acid, caffeic acid, dan ferulic acid memiliki
aktivitas antioxidan dengan menghambat degradasi melanosit sehingga tidak
terjadi hipermelanogenesis.****

Beberapa terapi standart hiperpigmentasi seperti retinol, hidrokuinon,
dan asam tranexamat menyebabkan timbulnya kanker pada pengunaan
jangka panjang.®® Pengobatan standar hiperpigmentasi kulit berfokus pada
perlindungan fisik dan kimia terhadap paparan UVB tanpa mempengaruhi
jalur produksi melanin.*® Oleh karena itu, pendekatan terapi yang aman dan
efektif diperlukan untuk mencegah hiperpigmentasi akibat paparan UVB,
salah satunya menggunakan senyawa antioksidan alami.

Pada tahun 2015, 4.2% dari 142 subjek positif mengalami
hiperpigmentasi setelah terpapar tiga kali UVB dengan minimal erythema
dose (MED) 390mj/cm?. Kasus hiperpigmentasi semakin meningkat pada
tahun 2020 hingga ~100.350 kasus baru.*” Kultur sel primer fibroblast yang
terpapar UVB 40-60% nya menunjukan peningkatan sitokin proinflamasi,
penurunan proliferasi, penurunan ekspresi a-SMA'®, dan penurunan sintesis
kolagen baik kolagen tipe 1 dan kolagen tipe 3 yang menyebabkan
peningkatan produksi melanin."** Namun demikian belum ada penelitian
yang mengkaji pengaruh gel ekstrak kulit petai terhadap ekspresi gen a-
SMA dan kolagen tipe 1 pada kulit hiperpigmentasi akibat paparan sinar

UVB.



1.2.

1.3.

Penelitian sebelumnya menyatakan bahwa pemberian gel ekstrak
mengandung flavonoid dan polifenol secara topikal ataupun oral dapat
menurunkan ROS?' sehingga berpotensi untuk membuktikan pengaruh
pemberian gel ekstrak kulit petai yang diberikan terhadap ekspresi gen a-
SMA dan kolagen tipe 1 pada kulit tikus hiperpigmentasi yang terinduksi
sinar UVB. Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui pengaruh pemberian gel ekstrak kulit petai terhadap
ekspresi gen o-SMA dan kolagen tipe 1 pada tikus galur wistar

hiperpigmentasi yang diinduksi sinar UVB.

Rumusan Masalah
Apakah terdapat pengaruh pemberian gel ekstrak kulit petai terhadap
ekspresi gen a-SMA dan kolagen tipe 1 pada tikus jantan galur Wistar

model hiperpigmentasi yang diinduksi sinar UVB?

Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui
pengaruh pemberian gel ekstrak kulit petai terhadap ekspresi gen a-
SMA dan kolagen tipe 1 pada tikus jantan galur Wistar model

hiperpigmentasi yang diinduksi sinar UVB.

1.3.2. Tujuan Khusus
a. Membuktikan pemberian gel ekstrak kulit petai pada dosis 10%

dan 20% dapat meningkatkan ekspresi gen a-SMA pada tikus



jantan galur Wistar model hiperpigmentasi yang diinduksi sinar
UVB antar kelompok perlakuan dibanding kontrol.

b. Membuktikan pemberian gel ekstrak kulit petai pada dosis 10%
dan 20% dapat meningkatkan ekspresi gen kolagen tipe 1 pada
tikus jantan galur Wistar model hiperpigmentasi yang diinduksi

sinar UVB antar kelompok perlakuan dibanding kontrol.

1.4. Manfaat penelitian

14.1.

1.4.2.

Manfaat Teoritis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah pengetahuan
mengenai_peran pemberian gel ekstrak kulit petai terhadap ekspresi
gen o-SMA dan kolagen tipe 1 pada kasus hiperpigmentasi akibat

paparan sinar UVB.

Manfaat Praktis
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan pemanfaatan
gel ekstrak kulit petai dalam mencegah hiperpigmentasi akibat

paparan sinar UVB pada kulit.



1.5. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

Peneliti,

No tahun Judul Metode Hasil Penelitian
Extraction of
Hwee-Leng Zﬂgﬁx'iﬁgﬁsﬁgd Gel ekstrak petai memiliki
1 siow, Gan bioac{R/e entides Eksperimental, in aktivitas antioksidan
Chee-Yuen, from Parkri)ap vitro dengan nilai ICs 80.2
2013" : ug/ml
speciosa seeds
H?J{; oh Gel ekstrak etanol Parkia
Must);fa Anti-inflammatory speciosa dosis 25ug/ml
Azizah ' property of Parkia memiliki aktivitas
5 Ugusman speciosa empty pod Eksperimental, in antiinflamasi dengan
Ju%i ati ’ extract in human Vitro menurunkan ekspresi Nf-
Jalily Vusof €Mbilical vein kB p65, iNOS, COX-2,
Kam1isah endothelial celss dan VCAM-1 pada sel
20182 1 HUVEC.
Parkia speciosa
empy pod extract
exerts anti- ]
J S Gui, J inflammatory Gel gkstrak Parkia
. . speciosa 500ug/ml
Jalil, Z properties by ! . .
. ) Eksperimental, in menurunkan ekspresi NF-
3 Jubri, Y modulating NfkB . .
k vitro kB p65, p38 MAPK, iNOS
Kamisah, and MAPK ada sel H9c2
2019% pathways in paca
| cardiomyocytes
cardiomyocytes
exposed-to tumor
necrosis factor-a
Zukhiroh,
Agun . . ]
Pl?trag Effect of Secretome Induks_,l hlp_erplgmenta3|
Cho d’i djah,  Hypoxia pada tikus jantan galur
. ' wistar dengan UVB 302nm
Titiek Mesenchymal Stem ada MED 390m./cm?
Sumarawati Cells on . P :
. Eksperimental, sebanyak 3x seminggu
4 Regulating SOD Invivo selama 2 minggu. Validasi
Prosetyowa and MMP-1 mRNA ~1ama ggu.
. L hiperpigmentasi dengan
ti Subchan, Expressions in Skin menaaunakan spesifik
Setyo Hyperpigmentation nag | P da hari
Trisnadi Rats staining melanin pada hari
' ke 14.
Nurul

Hidayah,




Nur Dina
Amalina®*
Pemberian Krim
Gel ekstrak Etanol
Biji Petai 20%
sama efektif
dengan krim Gel ekstrak etanol biji
Irah Yunita hidrokuinon 4% Eksperimental petai konsentrasi 20%
lgbal® dalam inVivo ' menghambat pem_bentuka
menghambat melanin pada kulit marmot
pembentukan yang diinduksi UVB

jumlah melanin
pada kulit marmot
yang dipapar sinar
UvB

Penelitian terdahulu melaporkan bahwa pemberian gel ekstrak petai
memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai 1Cso 80.2 ug/ml."® Penelitian
tersebut berbeda dengan penelitian ini di mana gel ekstrak kulit petai akan
ditreatment pada tikus model hiperpigmentasi yand diinduksi sinar UVB
dan di analisis ekspresi‘gen a.-SMA dan kolagen tipe 1. Penelitian terdahulu
melaporkan bahwa gel ekstrak etanol Parkia speciosa dosis 25ug/ml
memiliki aktivitas antiinflamasi dengan menurunkan ekspresi NF-kB p65,
iNOS, COX-2, dan VCAM-1 pada sel HUVEC.?* Penelitian tersebut
berbeda dengan penelitian ini di mana gel ekstrak kulit petai akan
ditreatment pada tikus model hiperpigmentasi yand diinduksi sinar UVB
dan di analisis ekspresi gen a-SMA dan kolagen tipe 1. Penelitian terdahulu
juga melaporkan bahwa gel ekstrak Parkia speciosa 500ug/ml menurunkan
ekspresi NF-kB p65, p38 MAPK, iNOS pada sel H9c2 cardiomyocytes.”®
Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian ini di mana gel ekstrak kulit

petai akan ditreatment pada tikus model hiperpigmentasi yand diinduksi



sinar UVB dan di analisis ekspresi gen o-SMA dan kolagen tipe 1.
Penelitian terdahulu melaporkan bahwa induksi hiperpigmentasi pada tikus
jantan galur wistar dengan UVB 302nm pada MED 390mJ/cm? sebanyak 3x
seminggu selama 2 minggu. Validasi hiperpigmentasi dengan menggunakan
spesifik staining melanin pada hari ke 14.2* Penelitian tersebut berbeda
dengan penelitian ini di mana gel ekstrak kulit petai akan ditreatment pada
tikus model hiperpigmentasi yand diinduksi sinar UVB dan dianalisis
ekspresi gen a-SMA dan kolagen tipe 1. Penelitian terdahulu melaporkan
gel ekstrak etanol biji petai konsentrasi 20% menghambat pembentukan
melanin pada kulit marmot yang diinduksi UVB.?> Penelitian tersebut
berbeda dengan penelitian ini di mana gel ekstrak kulit petai akan
ditreatment pada tikus model hiperpigmentasi yang diinduksi sinar UVB

dan dianalisis ekspresi gen c.-SMA dan kolagen tipe 1.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Alpha Smooth Muscle Actin (a-SMA)

Alpha-Smooth Muscle Actin (o -SMA) adalah isoform aktin yang
mendominasi dalam sel pembuluh darah smooth-muscle dan memainkan
peran penting dalam fibrogenesis dengan berat molekul 42 kDa. a-SMA
diekspresikan oleh myofibroblast dan ekspresi a-SMA berkorelasi dengan
aktivasi myofibroblast %°. Myofibroblast merupakan bentuk sel fibroblas
yang telah berdiferensiasi sebagian menuju fenotipe smooth-muscle
termasuk ke dalam fibroblas metabolik, dan memiliki morfologis yang khas.
Myofibroblast yang teraktivasi akan berhenti berproliferasi dan memulai
proses sintesis komponen protein extracellular matrix (ECM), termasuk
kolagen dalam jumlah yang banyak 2’. a-SMA yang diekspresikan oleh
myofibroblast merupakan sumber utama kolagen fibrillar, yaitu kolagen tipe
I, I, 1, V, dan Xl yang sangat penting untuk tensile strength dan
mechanical properties kulit, sehingga mencegah kerutan dan pigmentasi
kulit %%,

2.1.1. Aktivasi dan Mekanisme Seluler a-SMA dalam Sintesis Kolagen
Paparan UVB dapat mengubah regulasi homeostasis kolagen

oleh fibroblast sehingga tidak adanya keseimbangan antara sintesis

dan degradasi kolagen. Kolagen merupakan ECM paling penting di
dermis kulit, sehingga hilangnya kolagen secara langsung dapat

menyebabkan kulit kendur, menua, dan menurunnya elastisitas.



Adanya luka terbuka dapat menginduksi penghentian siklus sel pada
fase GO/G1 dan menyebabkan kerusakan ireversibel dengan
perubahan fungsi sel yang disebut dengan photoaging.*® Photoaging
merupakan perubahan karakteristik pada kulit akibat paparan UVA
dan UVB yang dapat menginduksi radikal bebas dan peroksidasi
lipid dalam sel dan merusak serat kolagen dan serat elastis di
jaringan dermal. Interaksi serat kolagen, fibroblast mengekspresikan
reseptor adhesi permukaan sel yang mempromosikan hubungan
antara molekul adhesi ekstraseluler, seperti fibronectin, dan protein
sitoskeletal intraseluler, sepertt a-SMA.

a-SMA adalah stress fibers yang terlibat dalam aktivitas
kontraktil fibroblas dan reorganisasi kolagen®. Myofibroblast yang
mengekspresikan  a-SMA diregulasi oleh sitokin transforming
growth factor beta (TGF-p). TGF-1 yang diaktifkan akan berikatan
dengan kompleks TGF-p receptor (TGF-BR) yang menstimulasi
pensinyalan intraseluler yang mendorong produksi a-SMA.
Transduksi mekanis ECM ke sel melalui jalur focal adhesion (FA)
mengaktifkan RhoA yang mengarah pada produksi stress fibers a-
SMA *%_ Selain itu, extra-domain A containing fibronectin (EDA-
FN) yang diaktifkan TGF-f1 meningkatkan protein EDA-FN dalam
ECM dan kontraksi sel yang dilakukan oleh stress fibers a-SMA
mengubah konformasi latency associated peptide (LAP) melalui

interaksi integrin/LAP yang melepaskan TGF-B1 dari LAP ¥
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Perakitan G-aktin (monomer a-SMA) menjadi F-aktin (stress fibers)
memungkinkan keluarnya myocardin-related transcription factor
(MRTF) dari sekuestrasi G-aktin di sitosol dan translokasi nuklirnya
serta aktivasi serum response factor (SRF), yang pada gilirannya
menyebarkan o-SMA dan produksi stress fibers (Gambar 2.1).
Produksi a-SMA yang meningkat menyebabkan terjadinya sintesis

kolagen dan dapat memodulasi remodeling kolagen.

Gambar 2.1. Aktivasi a-SMA yang diregulasi oleh sitokin TGF-p%
2.2. Kolagen Tipe 1
2.2.1. Definisi Kolagen Tipe 1
Kolagen tipe 1 adalah komponen matriks ekstraseluler tertua di

dunia hewan. Saat ini, 29 trimer homo dan hetero telah diidentifikasi,



2.2.2.
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semuanya memiliki kesamaan pengulangan asam amino [Gly-X-Y]n
yang membedakan struktur primernya dari protein lain dan
memungkinkan struktur kuaterner khas, heliks rangkap tiga.®
Bersadarkan struktur agregat, kolagen telah diklasifikasikan sebagai
kolagen berserat, non-berserat, berserabut dan terkait fibril dengan
heliks tiga terputus. Kolagen terdiri dari beberapa jenis, salah
satunya adalah kolagen tipe | yang paling melimpah di jaringan
mamalia. Sekitar 70-90% dari kolagen yang ditemukan di tubuh
merupakan kolagen tipe 1. Kolagen tipe | adalah elemen struktural
utama dari semua jaringan ikat yang berfungsi untuk menyediakan
perancah struktural untuk komponen lain terutama karena jalur
pengikatan silang lisil oksidase. Kolagen tipe | juga terkait dengan

interaksi sel, migrasi, perlekatan, diferensiasi, dan organisasi.*®’

Jenis Kolagen

Kolagen adalah keluarga protein matriks ekstraseluler yang
paling melimpah pada vertebrata. Protein dalam superfamili kolagen
semuanya memiliki tiga rantai polipeptida dengan urutan berulang -
Gly-Xaa-Yaa- yang diperlukan, Xaa dan Yaa tersusun atas prolin
dan  4-hidroksiprolin  masing-masing. Saat ini, kolagen
diklasifikasikan ke dalam 28 jenis sebagai tipe I, 11, IlI,. ..., XXVIII.
Kolagen tersebut juga disebut 'kolagen tipe N', atau 'kolagen N'.

Berdasarkan 28 jenis yang telah teridentifikasi, kolagen

diklasifikasikan sebagai kolagen fibrilar klasik (1, 11, 11, V, dan XI),
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kolagen membran basal (IV), kolagen zona membran basal (XV dan
XVIII), kolagen tipe VI, kolagen tipe VII, kolagen rantai pendek
(VI dan X), fibril-associated collagen with interrupted triple
helices (IX, XII, dan XIV), kolagen mirip FACIT (XVI, XIX, XX,
XXI, dan  XXII), kolagen transmembran ( XII1, XVII, XXIII, dan
XXV), kolagen fibrilar baru (XXIV dan XXVII), kolagen tipe
XXVI, dan kolagen tipe XXVIII.

Kolagen berkontribusi 70-80% dari berat kering kulit.
Berdasarkan 28 jenis kolagen yang diketahui ada bukti bahwa 18
kolagen diekspresikan di kulit baik selama perkembangan atau pada
orang dewasa. Hal ini mencerminkan pentingnya komposisi kolagen

pada permukaan kulit.

Collagen JIT, 30V, 33010

At : Collagen TV, (V(21)3) VIL, XV,
—— 3OV, 30V, (D0, 3000

Papillary dermis *
*— Collagen I, TIT, W, VT, XIT, XTIV,
IOWT, GOV, 3E0VTO
Reticular dermis * |

Gambar 2.2. llustrasi skematis ekspresi dan lokalisasi kolagen
individu di kulit®

Collagen I, I, IV, W, VI WIL
W, 20V, ¥
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2.2.3. 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
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
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kolagen yang akhirnya menghasilkan kerutan yang spesifik

(photodamage skin) “%4*.

Sintesis Kolagen

Awal polipeptida dibentuk di dalam ribosom dari retikulum
endoplasma kasar yang disebut rantai prokolagen o, dimana terjalin
dalam sisterna 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®,

Sintesis Prokollagen

Bentuk triple helix dari rantai a berbentuk molekul prokolagen
seperti sebuah batang, di mana kolagen tipe 1 dan 2 berukuran
panjang, 300nm dan lebar 1,5nm. Molekul prokolagen mungkin
homotrimerik, di mana ketiga rantainya identik, atau heterotrimerik,
di mana dua atau ketiga rantainya memiliki sekuen yang berbeda.
Kombinasi  dari  banyak rantai  prokolagen o  sangat
bertanggungjawab atas bermacam-macam tipe dari kolagen dengan
struktur dan fungsi yang berbeda. Pada kolagen tipe I, II, III,
molekul kolagen bersatu dan menjadi berkelompok bersama-sama

membentuk fibril 43
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Kolagen tipe | sangat banyak, maka didapatkan banyak

penelitian tentang sintesis kolagen ini. Sintesis dari protein penting

ini meliputi beberapa tingkat, di mana 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, Fe2+ 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, di mana membantu rantai o (ol, 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
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melalui jaringan golgi dan dieksositosis ke lingkungan
ekstraselular.

Di luar sel, protease spesifik disebut peptidase prokolagen
menyingkirkan perpanjangan propeptida, perubahan dari
molekul prokolagen menjadi molekul kolagen. Sekarang ini
sesuai untuk pembentukan sendiri kedalam fibril kolagen
polimerik, biasanya pada tempat tertentu dekat dengan
permukaan sel.

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.

Struktur fibriler ditarik oleh formasi kovalen yang berikatan
silang antara = molekul-molekul kolagen, sebuah proses

dikatalisis oleh enzim lisil oksidase.
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(a) Pro-a peptide chains (d) Tropocollagen
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| | S —

Gambar 2.3. Sintesis Kolagen *

Proses Hidroksilasi dan glikesilasi pada rantai a 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 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 *.

Bentuk dari kolagen yang paling banyak, tipe 1, setiap molekul
prokolagen terdiri 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.
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Panjang setiap molekul tropokolagen adalah 300nm dan lebarnya 1,5

nm *°.

2.3. Ekstrak Kulit Petai

2.3.1. Definisi ekstrak Kulit Petai

Kulit petai (Parkia speciosa) merupakan tanaman yang dapat

tumbuh di daerah dataran rendah sampai di daerah pegunungan

dengan ketinggian 1.500 m di atas permukaan laut. Namun tanaman

ini akan tumbuh baik dan berproduksi tinggi pada daerah antara 500

- 1.000 m di atas permukaan laut. Menurut Seidemann (2005), petai

(Parkia speciosa Hassk.) termasuk suku Mimosaceae dengan

klasifikasi sebagai berikut :

Kingdom
Divisi
Kelas
Ordo
Famili
Genus

Spesies

. Plantae

: Magnoliophyta
: Magnoliopsida
: Capparales

: Fabales

: Mimosaceae

: Parkia speciosa Hassk.
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Gambar 2.4. Kulit Petai
(dokumen pribadi)

2.3.2. Kandungan Senyawa Aktif Kulit Petali

Kulit petai dapat dijadikan sebagai sumber energi, memiliki
protein, karbohidrat, fosfor, vitamin A, dan zat besi. Petai juga
mengandung vitamin C yang cukup tinggi dan vitamin C sangat
penting peranannya dalam proses hidroksilasi asam amino prolin dan
lisin menjadi hidroksi prolin dan hidroksi lisin. Perannya adalah
dalam proses penyembuhan luka serta daya tahan tubuh melawan
infeksi dan stress karena aktivitas antioksidan yang tinggi. Tanaman
petai mengandung alkaloid, saponin, terpenoid, fenolik, flavonoid,
dan tanin. Senyawa yang terkandung pada kulit buah petai antara
lain  lektin, sisteina, stigmast-4-en-on, polisulfida  siklik
(heksationana, tetratiana, tritiolana, pentatiepana, pentatiokana, dan

tetratiepana, formaldehida, tiol, dan asam tiazolidina-4-karboksilat."*
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Manfaat Kulit Petai pada Penuaan Dini

Paparan UVB diketahui dapat meningkatkan produksi radikal
bebas dan faktor inflamasi yang dapat berujung pada penurunan
kolagen hingga terjadinya penuaan dini akibat dari peningkatan
enzim matrix metalloproteinase MMP dan penurunan TGF-B.*
Peningkatan enzim MMP akan mendegradasi kolagen pada kulit
sehingga menyebabkan hilangnya kekenyalan kulit serta timbulnya
kerutan pada kulit. Faktor pertumbuhan TGF-B merupakan faktor
kunci dalam aktivasi sel fibroblas untuk memproduksi kolagen,
sehingga penurunan TGF-f berujung pada penurunan densitas
kolagen.***®

Kandungan beberapa jenis - flavonoid dalam kulit petai
diketahui mampu menghambat jalur NF-kB, berujung pada
penekanan faktor inflamasi termasuk TNF-a yang berperan dalam
peningkatan enzim MMP. Penelitian terbaru menyebutkan bahwa
pemberian flavonoid and polifenol mampu meningkatkan densitas

kolagen dan mencegah produksi melanin berlebihan pada kulit yang

terpapar UVB.*

Manfaat Kulit Petai pada Penurunan Kolagen

Berdasarkan penelitian terdahulu Paparan UVB dapat
menginduksi produksi ROS yang merupakan radikal bebas pemicu
pelepasan beberapa faktor inflamasi termasuk TNF alpha, IL-6, IL-1

yang berakibat pada peningkatan enzim matrix metalloproteinase
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(MMP) serta penurunan densitas kolagen. Peningkatan produksi
MMP-3 juga dapat berakibat pada aktivasi a-SMA yang merupakan
protein kunci dalam apoptosis sel, termasuk sel fibroblast yang
merupakan sel utama pemproduksi kolagen. Peningkatan enzim
MMP serta penurunan populasi sel fibroblast akan menyebabkan
berkurangnya densitas kolagen pada kulit sehingga berujung pada
hilangnya kekenyalan kulit hingga timbulnya kerutan pada kulit.
Hingga saat ini kajian mengenai peran Kkulit petai dalam
memperbaiki kulit yang mengalami penuaan dini akibat paparan
UVB masih jarang dilakukan. Namun berdasarkan profil kandungan
senyawa kimia pada kulit petai kemungkinan dapat memperbaiki
kulit yang mengalami penurunan kolagen. Kandungan beberapa jenis
flavonoid dalam kulit petai diketahui mampu menghambat jalur NF-
kB, berujung pada penekanan faktor inflamasi termasuk kadar TNF
alpha, IL-6 dan IL1. Penurunan faktor inflamasi ini akan berkorelasi
pada penurunan produksi enzim MMP sehingga degradasi kolagen

terhenti.*

2.4. Efek Kulit Petai Terhadap Ekspresi Gen a-SMA dan Kolagen tipe 1
Gel ekstrak kulit petai mengandung berbagai senyawa metabolit
sekunder seperti flavonoid, alkaloid, saponin, tannin, triterpenoid, dan
polifenol yang memiliki aktivitas antioksidan kuat. Potensi antioksidan
yang berasal dari ekstrak kulit petai memiliki kemampuan menekan kadar

ROS.”? Penurunan kadar ROS ini akan menghambat aktivasi NF-kB
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sehingga mencegah ekpresi MMP dalam hal ini MMP-1 yang paling
bereperan di kulit. MMP-1 adalah mediator utama timbulnya degradasi
fibril kolagen dan elastin, sehingga dengan adanya senyawa metabolit
sekunder gel ekstrak gel ekstrak kulit petai berperan dalam produksi
prokolagen tipe 1.>*

Penurunan kadar ROS dapat memicu aktivasi jalur TGF-p yang
berikatan dengan reseptor membrane sel fibroblas akan mengaktifkan
protein pada sitoplasma sampai ke nucleus (jalur proliferasi) sehingga
terjadi proliferasi fibroblas dan terjadi kenaikan jumlah fibroblast sehingga
terjadi produksi kolagen.* Pengunaan senyawa antioksidan dapat
mencegah aktivasi jalur MITF yang menyebabkan tyrosinase tidak aktif
dan berdampak pada pencegahan produksi melanin berlebihan.*

Penelitian sebelumnya juga melaporkan bahwa flavonoid secara
langsung mampu menghambat. ekspresi NF-kB yang secara signifikan
menghambat jalur PI3K sehingga terjadi o-SMA yang berujung pada

induksi kolagen.***®

a-SMA adalah protein yang menunjukkan aktivitas
myofibroblast yang mengendalikan sintesis dan pembentukan kolagen.
Studi menunjukkan bahwa pemberian gel ekstrak kulit petai yang
mengandung berbagai metabolit sekunder dapat meningkatkan aktivitas a-
SMA dan meningkatkan sintesis kolagen tipe 1 pada hiperpigmentasi.

Maka dengan adanya gel ekstrak kulit petai merupakan kandidat yang

mampu mencegah hiperpigmentasi.
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KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori
Hiperpigmentasi yang ditandai dengan hilangnya elastisitas kulit dan
peningkatan produksi melanin adalah kelainan kulit kronis yang disebabkan
oleh paparan sinar UV.? Mekanisme hiperpigmentasi pada kulit akibat
penetrasi UVB yang intens pada epidermis menghasilkan pembentukan

ROS.> Peningkatan kadar ROS yang berlebihan menginduksi kelebihan

ROS intraseluler seperti oksigen singlet ( 10;), anion superoksida (O; "),

hidrogen peroksida (H.O,), dan radikal hidroksil (OH ) yang mengaktifkan

mitogen-activated protein kinase (MAPK).*®> MAPK adalah keluarga dari

kinase Ser/Thr yang diarahkan oleh prolin yang terdiri dari extracellular

signal-regulated kinases (ERKSs) yang menstimulasi ekspresi c-Fos, p38 dan

c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) yang menstimulasi ekspresi c-Jun.>>®
Kombinasi c-Jun dengan c-Fos membentuk faktor transkripsi AP-1 yang
memainkan peran penting dalam regulasi transkripsi MMP-1, MMP-3 dan
mengakibatkan penghambatan sintesis kolagen tipe 1.%"

ROS juga menginduksi aktivasi transkripsi yang dimediasi NF-xB
yang bertanggung jawab atas up-regulasi a-SMA pada fibroblas dermal.”
Peningkatan aktivitas faktor transkripsi NF-kxB memproduksi koenzim dan
memicu sekresi sitokin inflamasi salah satunya interleukin (IL)-6, TNF-a,
dan IL-10. Peningkatan sitokin proinflmasi menghambat ekspresi TGF-B1

melalui aktivasi kompleks smad2 dan smad3 yang terhambat juga sehingga

23



24

berujung pada penurunan ekspresi a-SMA dan sintesis prokolagen 1 sebagai
prekursor kolagen tipe 1.%°

Ekstrak kulit petai diketahui mengandung beberapa zat aktif seperti
flavonoid, alkaloid, steroid, triterpenoid, dan polifenol yang berperan
sebagai antioksidan.”* Penelitian terdahulu menyebutkan bahwa flavonoid
dapat menghambat produksi ROS dengan meningkatkan produksi enzim
antioksidan SOD, GPx dan katalase pada kulit akibat paparan UVB melalui
aktivasi Nrf2 sehingga dapat mencegah terjadinya degradasi kolagen.®*®
Penurunan kadar ROS ini dapat meningkatkan ekspresi faktor pertumbuhan
TGF-B1 sehingga mengaktivasi ekspresi SMAD2/3. Kompleks SMAD2/3

beperan dalam produksi kolagen melalui induksi ekspresi o-SMA dan

kolagen tipe 1.*® Ringkasan kerangka teori dijelaskan pada Gambar 3.1
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Gel ekstrak kulit
petai

Flavonoid
Alkaloid
Tanin
Saponin
Terpenoid

Kadar ROS | |————| Ekspresi Nrf2
|
' v
Ekspresi MAPK Ekspresi NF-kB
v v
Ekspresi c-Jun/c-Fos Kadar TNF-a, IL-6, IL-1
v 1
Ekspresi AP-1 Ekspresi TGF-
v Lt
Ekspresi Ekspresi SMAD2/3
MMP1, MMP3 l

Ekspresi kolagen tipe 1

Ekspresi a-SMA

Gambar 3.1. Kerangka Teori
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3.2. Kerangka Konsep

— | Ekspresi gen a-SMA

Dosis Ekstrak
Kulit Petai

Ekspresi gen Kolagen
Tipe I

Gambar 3.2. Kerangka Konsep
3.3. Hipotesis
Terdapat pengaruh pemberian gel ekstrak kulit petai terhadap ekspresi
gen a-SMA dan kolagen tipe 1 pada tikus jantan galur Wistar model
hiperpigmentasi  yang diinduksi sinar UVB antar kelompok perlakuan

dibanding kontrol.
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METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental in vivo dengan
menggunakan rancangan penelitian Post Test Only Control Group Design.
Penelitian ini menggunakan 4 kelompok dengan rincian sebagai berikut: 2
kelompok perlakuan dan intervensi, 1 kelompok perlakuan yang tidak
mendapatkan intervensi (kontrol) dan 1 kelompok tikus sehat. Pengukuran

data dilakukan sesudah intervensi.

K1 01 K1

v

A 4

K2 | —»| 02K2

v

» K3 |—| O3K3

\ 4

K4

\ 4

04 K4

Gambar 4.1. Skema Rancangan Penelitian

Keterangan :

S : Sampel Penelitian (Tikus) Sehat
A : Adaptasi

\ : Validasi

R : Randomisasi

Perlakuan : K1 : Tikus Sehat
Perlakuan : K2: Kontrol Negatif (Tikus model hiperpigmentasi dengan

induksi sinar UVB tanpa permberian terapi)
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Perlakuan

Perlakuan
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: K3: Tikus model hiperpigmentasi jaringan dengan induksi
sinar UVB dengan pemberian gel ekstrak kulit petai dosis
10%.
. K4: Tikus model hiperpigmentasi jaringan dengan induksi
sinar UVB dengan pemberian gel ekstrak kulit petai dosis
20%.

: Observasi

Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.2.1. Variabel Penelitian

4.2.1.1. Variabel Bebas

Gel ekstrak kulit petai yang diberikan secara topikal.

4.2.1.2. Variabel Terikat

Ekspresi gen a-SMA dan ekspresi gen kolagen 1.

4.2.1.3. Variabel Prekondisi

Paparan sinar UVB

4.2.2. Defenisi Operasional

4.2.2.1. Ekstrak kulit petai

Ekstrak kulit petai adalah cairan kental hasil ekstraksi
kulit petai kering dengan metode remaserasi menggunakan
pelarut etanol 70% dan dikentalkan dengan rotary vacum
evaporator. Gel ekstrak kulit petai dibuat dalam sediaan
topical dengan dosis 10% dan 20%.

Satuan: gram

Skala: rasio
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4.2.2.2. Ekspresi gen kolagen tipe 1
Ekspresi gen kolagen tipe 1 adalah rasio ekspresi gen
protein matriks ekstraseluler yang dihasilkan oleh fibroblast
yang teraktivasi pada hari 14 setelah awal pemberian
perlakuan yang dibandingkan terhadap housekeeping gen
GAPDH dan ekspresi gen dianalisis dengan metode qRT-
PCR.
Satuan: Rasio mMRNA level kolagen tipe 1/GAPDH
Skala: rasio
4.2.2.3. Ekspresi gen a-SMA
Ekspresi gen a-SMA adalah gene isoform aktin yang
mendominasi dalam sel pembuluh darah smooth-muscle dan
memainkan peran penting dalam fibrogenesis. Ekspresi gen
a-SMA dianalisis dari jaringan kulit pada hari ke 14 setelah
awal pemberian- perlakuan yang dibandingkan terhadap
housekeeping gen GAPDH dan ekspresi gen dianalisis
dengan metode gRT-PCR.
Satuan: Rasio mRNA level o-SMA /GAPDH

Skala: rasio

4.3. Subjek Penelitian dan Sampel Penelitian
4.3.1. Subjek Penelitian
Subjek pada penelitian ini adalah tikus jantan galur Wistar

berusia 2-3 bulan dengan bobot badan 200-250 gram yang
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dinyatakan sehat dan layak digunakan untuk penelitian yang dipapar
sinar UVB sebesar 302 nm dan MED 390 mJ/cm? yang dipapar
sekitar 15 menit/hari selama 3 kali seminggu, hingga 2 minggu

dengan jarak lampu 20 cm.

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 terpapar sinar
UVB dengan panjang gelombang sebesar 302 nm dan
MED 390 mJ/cm? yang dipapar sekitar 15 menit/hari
selama 3 kali seminggu, hingga 2 minggu dengan jarak
lampu 20 cm terhadap punggung tikus yang dicukur
bulunya. Tikus terkonfirmasi terjadi peningkatan kadar
melanin.
2. Kondisi sehat.
3. 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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Cara Penentuan Sampel Penelitian

Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan menggunakan
cara Randomized Sampling. Tikus putih jantan galur Wistar dibagi
menjadi 4 kelompok yaitu kelompok Sehat (tikus sehat tanpa
penuaan dini akibat paparan UVB), Kontrol negatif (tikus model
yang dipapar UVB dan tidak diberi perlakuan), Perlakuan 1 (tikus
model dipapar UVB dan diberi gel ekstrak kulit petai secara topikal
dosis 10%) dan Perlakuan 2 (tikus model dipapar UVB dan diberi

gel ekstrak kulit petai secara topikal dosis 20%).

Besar Sampel
Besar sampel dilakukan dengan rumus sampel eksperimental
dari Federer vyaitu (t-1)(n-1) > 15 sehingga didapat hasil 15.
Keterangan untuk nilai t adalah banyaknya perlakuan dan n adalah
banyaknya sampel setiap perlakuan.
Rumus Federer  : (t-1)(n-1) > 15
Sampel tiap Kelompok : (4-1)(n-1) > 15
3n-3>15
3n>15+3
n>6
Perhitungan dengan menggunakan rumus federer didapatkan
jumlah tikus 6 ekor perkelompok. Jumlah sampel yang digunakan

peneliti yaitu minimal 6 ekor tikus perkelompok.
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4.4. Alat dan Bahan

44.1. Alat

4472,

Pelitian ini menggunakan beberapa peralatan untuk membuat
hewan model antara lain berupa UV light (broadband dengan puncak
emisi 302 nm) dengan energi 160 mJ/cm2, pisau cukur, kandang
paparan, kandang pemeliharan, tempat air minum tikus dan
pemotong rambut. Alat yang digunakan untuk pengumpulan data
adalah vacutainer, tabung hematokrit, pot 5 mL, 6 mm biopsy punch,
sentrifus, mikropipet, 1000 uL micropipet 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.

Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari bahan
untuk perlakuan seperti water base gel, ketamin, xylazine, etanol,

akuades, pakan tikus, dan chloroform.

45. Cara Penelitian

45.1.

Perolehan Ethical Clearance
Ethical clearence penelitian diajukan Fakultas Kedokteran

Universitas Islam Sultan Agung Semarang.
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Cara Pembuatan Ekstrak Kulit Petai

Kulit petai +500gram dipotong menjadi bagian kecil,
dikeringkan pada suhu 50 — 60°C dan dihaluskan menjadi bubuk
kering. Kemudian bubuk kering diekstraksi melalui proses maserasi
menggunakan etanol 70% selama 72 jam kemudian disaring dan
filtrat tersebut ditampung, residu kemudian dimaserasi kembali
dengan metode yang sama. Kandungan etanol diuapkan
menggunakan rotary evaporator untuk mendapatkan ekstrak kental.
Kandungan ekstrak divalidasi dengan mengukur senyawa metabolit
sekunder secara kualitatif dengan reaksi tetes yaitu pengukuran
flavonoid, alkaloid, terpenoid, tannin, saponin, dan steroid. Ekstrak

kental yang diperoleh kemudian disimpan dalam suhu 2-8°C.

Pembuatan Gel ekstrak Kulit Petai

Hasil evaporasi kemudian dikentalkan dengan menggunakan
waterbath. Ekstrak kental yang dihasilkan digunakan untuk
pembuatan gel. Pembuatan gel dilakukan dengan mencampurkan
basis gel hydrogel (Katecho) sebanyak 200 mg dengan ekstrak kulit
petai kental pada K3 sebanyak 10% dan K4 sebanyak 20%.
Selanjutnya untuk menghilangkan aroma pada pete ditambahkan
minyak atsiri buah lemon. Pengadukan dilakukan dalam kondisi
aseptis hingga membentuk campuran homogen dari karaketristik

pengamatan dibawah mikroskop.
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Tabel 4.1. Formula gel ekstrak kulit petai
Komposisi Dosis 10% Dosis 20%

Hydrogel (Katecho) 180 mg 160 mg
Sodium alginate 4.0
Glycol 86% 10
Dimethyl sulfoxide 2
Purified water up to 100
Esktrak kulit petai 20 mg 40 mg

4.5.4. Pemeriksaan Kandungan Alkaloid
Pemeriksaan kandungan alkaloid menggunakan pemeriksaan
Wagner. Prosedur pemeriksaan \Wagner:
1. Ekstra kulit petai sebanyak 3 mL diletakkan dalam cawan
porselin
2. Ditambahkan 5 mL HCI 2 M
3. Diaduk dan didinginkan pada temperatur ruangan.
4. Ditambahkan 0,5 g NaCl lalu diaduk dan disaring.
5. Filtrat yang diperoleh ditambahkan HCI 2 M sebanyak 3 tetes
6. Filtrat ditambah pereaksi Wagner

7. Terbentuknya endapan menandakan adanya kandungan alkaloid.

4.5.5. Pemeriksaan Kandungan Saponin
Pemeriksaan kandungan saponin menggunakan pemeriksaan
Forth. Prosedur pemeriksaan Forth adalah:
1. Gel ekstrak kulit petai sebanyak 2 mL dimasukkan ke dalam
tabung reaksi
2. Ditambahkan 10 mL akuades

3. Dikocok selama 30 detik
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. Diamati perubahan yang terjadi.
. Apabila terbentuk busa yang mantap (tidak hilang selama 30

detik) maka identifikasi menunjukkan adanya saponin.

Pemeriksaan Kandungan Tanin

Pemeriksaan kandungan tanin menggunakan pemeriksaan

FeCl3; 1%. Prosedur pemeriksaan FeCl; 1% adalah:

1

2.

. 3 mL ekstrak kulit petai dicampur aquades panas

Dinginkan ekstrak

Tambahkan 5 tetes NaCl 10% dan disaring.

Filtrat ditambahkan 3 tetes pereaksi FeClz 1%

Diamati perubahan yang terjadi.

Apabila filtrat mengalami perubahan warna maka identifikasi

menunjukkan adanya tannin

Pemeriksaan Kandungan Flavonoid

Pemeriksaan kandungan flavonoid menggunakan pemeriksaan

Wilstater. Prosedur pemeriksaan Wilstater adalah:

1.

2.

Sebanyak 3 mL ekstrak kulit petai diuapkan,

Dicuci dengan heksana sampai jernih.

Residu dilarutkan dalam 20 mL etanol kemudian disaring.
Filtrat ditambahkan 0,5 mL HCI dan logam Mg

Diamati perubahan warna yang terjadi
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6. Perubahan warna filtrat dari merah tua hingga jingga
menunjukkan adanya flavonoid.
Pemeriksaan Kandungan Steroid dan Triterpenoid
Pemeriksaan kandungan steroid dan triterpenoid menggunakan
pemeriksaan Lieberman-Burchard. Prosedur pemeriksaan
Lieberman-Burchard adalah:

1. Ekstrak diuapkan sampai kering.

N

. Kemudian ditambahkan kedalamnya 10 mL heksana

3. Diaduk selama beberapa menit lalu biarkan.

4. Selanjutnya diuapkan diatas penangas air dan ditambahkan 0,1 g
Na,S04 anhidrat lalu diaduk.

5. Larutan disaring sehingga diperoleh filtrat.

6. Kemudian filtrat ditambahkan 3 tetes pereaksi asam asetat glasial

dan H,SO, Perubahan warna menjadi merah hingga ungu

menunjukkan adanya senyawa steroid dan triterpenoid.

Pemeriksaan Flavonoid Total Gel ekstrak Kulit Petai
4.5.9.1. Pembuatan Kurva Standar Quersetin
Metode untuk penentuan kandungan total flavonoid
dengan membuat kurva kalibrasi standar quersetin. Prosedur
pembuatan larutan quersetin:
1. Pembuatan variasi konsentrasi larutan quersetin sebesar
5, 10, 15, 20 dan 25 mg/L.:

2. Masing-masing larutan diambil sebanyak 2 mL
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3. Ditambahkan 0,1 mL AICl; 10% dan 0,1 mL
CH3;COONa 1 M.

4. Campuran didiamkan dalam suhu ruang selama 30 menit

5. Dilakukan pengukuran panjang gelombang maksimum
pada salah satu konsentrasi.

6. Hasil pengukuran panjang gelombang maksimum
digunakan untuk mengukur absorbansi dari masing-
masing fraksi

Penentuan Total Flavonoid ekstrak Kulit Petai

Penentuan total flavonoid pada ekstrak kulit petai
adalah:

1. Masing-masing fraksi ditimbang 0,06 g dan dilarutkan
dalam 10 mL metanol.

2. Larutan tersebut diambil sebanyak 2 mL kemudian
ditambahkan 0,1 mL AICI; 10% dan 0,1 mL CH;COONa
1 M.

3. Campuran didiamkan selama 30 menit dalam suhu
ruang.

4. Diukur absorbansi pada panjang gelombang 433 nm
menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

5. Hasil pengukuran panjang gelombang ini kemudian

dibandingkan dengan kurva standar quersetin.
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4.5.10. Model Hiperpigmentasi dengan Paparan UVB

1.

Tikus yang sudah diadaptasi selama lima hari dibius dengan
campuran ketamine (60mg/kgbb) dan xylasine (20mg/kgbb).
Rambut pada bagian dorsal tikus potong hingga bersih dengan
ukuran 5x5 cm.

Punggung tikus dipapar dengan UV light (broadband dengan
peakemission 302 nm) dengan dosis minimal erythema 390
mJ/cm2/hari yang dipapar sekitar 15 menit/hari selama 3 Kkali
seminggu - dengan jarak lampu 20 cm selama 2 minggu.
Pemberian gel ekstrak kulit petai dilakukan pada jam yang sama
setiap hari, yaitu jam 9 pagi dimulai pada hari ke-nol.

Tikus Perlakuan 1 dan Perlakuan 2 kemudian diberi perlakuan
secara topikal menggunakan gel ekstrak kulit petai dengan dosis
10% dan 20% dengan sebanyak 200 mg tiap tikus yang
diberikan satu kali sehari selama 14 hari selama penyinaran

UVB.

4.5.11. Validasi Peningkatan Kadar Melanin Menggunakan Pengecatan

Melanin

Jaringan kulit dipotong secara membujur untuk pengamatan

histologis secara lengkap. Pembuatan preparat jaringan dilakukan di

Laboratorium Kesehatan Hewan Jawa Tengah. Pengecatan melanin

dilakukan di Laboratorium SCCR Semarang dengan menggunakan
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protokol pengecatan Fontana-Masson dengan tahapan pertama
deparafinisasi slide jaringan dengan pemanasan cairan bouin ke 54-
64°C. Inkubasi slide dalam Bouin's Fluid yang dipanaskan selama 60
menit dan didinginkan selama 10 menit, dilanjutkan dengan inkubasi
slide dihematigoksin besi weigert selama 5 menit. Inkubasi slide
dalam larutan Biebrich Scarlet / Acid Fuchsin selama 15 menit dan
inkubasi dalam larutan asam fosfomolibdat / fosfotungstat selama
10-15 menit, dilanjutkan dengan inkubasi slide dalam larutan Aniline
Blue selama 5-10 menit. Inkubasi slide dalam larutan asam asetat
selama 3-5 menit dan diamati di bawah mikroskop. Apabila terdapat
peningkatan jumlah ~melanin  secara  signifkan dibandingkan

kelompok sehat berdasarkan penelitian sebelumnya (Gambar 4.2).%

Gambar 4.2. Validasi jumlah melanin dengan Fontana-Masson®*
Pengambilan Sampel Jaringan
Pengambilan jaringan kulit dilakukan pada hari ke 14 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 UVB. Sampel jaringan dibagi menjadi dua dan
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dilakukan pemotongan dengan arah pemotongan jaringan vertikal,
sehingga bisa didapatkan semua lapisan jaringan kemudian difiksasi
dengan direndam dalam formalin 10% selama 24 jam. Dan
dimasukkan didalam 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 dimasukkan ke dalam freezer hingga proses analisis data.

Analisis Kuantitatif Ekspresi o-SMA dan Kolagen Tipe 1

menggunakan RT-PCR

1. Gel ekstraksi RNA dan sintesis cDNA® Isolasi RNA jaringan
kulit dilakukan dengan menggunakan reagen TRIzoI®,
(Invitrogen Life Technologies) dan pembuatan cDNA
menggunakan iScript cDNA Syntesis Kit (Bio-Rad iScript
gDNA Clear cDNA synthesis Kit Catalog) menggunakan
Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR) thermal cycler C1000
(Bio-Rad).

2. Penentuan ekspresi gen a-SMA dan kolagen tipe 1 diamplifikasi
dengan menggunakan Teknik PCR-RFLP, menggunakan PCR 2x
PCR Master mix solution (iNtRON®, 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.
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Tabel 4.2. Komponen PCR Mix

Komponen Jenis Sekuens
Forward a- S-
Primer SMA TACCTGAACCCGTGTTGC
TCTC-3
Reverse a-SMA  5°-
GTTGCTGAGGTATCGCCA
GGAA-3’
Primer Forward 5’-
Kolagentipel GCTGAATCCTTCCGTGTT
-3
Reverse
Kolagen tipe 1 5’-
AGGGAGGGGACTTATCT
G=3’
Reagen Trizol Reagen
RNA High = Capacity

transcribed cDNA Reverse
Transcription

cDNA SYBR Green

3. Perhitungan ekspresi gen Ekspresi gen a-SMA dan kolagen tipe
1 dihitung dalam nilai rasio dibandingkan dengan ekpresi house
keeping gen GAPDH sehingga satuan perhitungan adalah rasio

mRNA level ekpresi gen terhadap ekspresi gen house keeping.

Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Stem Cell and Cancer Research

Indonesia. Penelitian dilakukan pada Oktober — November 2023.

Analisa Data

Data yang diperoleh dari penelitian ini selanjutnya akan dilakukan uji
deskriptif menggunakan skala data rasio. Analisis normalitas dan variasi
data kemudian dilakukan menggunakan uji Shapiro Wilk dan Levene'’s Test.

Didapatkan sebaran data tidak normal (p<0,05), maka dilakukan uji Kruskal
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Wallis. Jika terdapat perbedaan signifikan (p<0,05) pada semua kelompok
penelitian setelah uji Kruskal Wallis, maka dilanjutkan dengan uji Mann
Whitney untuk mengetahui signifikansi perbedaan antar kelompok
penelitian. Nilai signifikansi p<0,05 menunjukkan terdapat perbedaan yang
signifikan antar kelompok penelitian. Pengolahan analisis data pada

penelitian ini menggunakan aplikasi dekstop SPSS 26.0 for Windows.
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Tikus putih jantan Galur Wistar 24 ekor

v

Adaptasi selama 5 hari

v

Dibagi menjadi 4 kelompok, secara randomisasi

\ 4
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Kulit Petai

v

Maserasi

jarak 20cm, pada minggu ke 1 dan ke 2

Tikus Penyinaran UVB 390mj/cm? 3x seminggu selama 15menit dengan

v

Evaporasi

Tikus Sehat

v

Sehat

A 4
Kontrol Perlakuan 1 Perlakuan 2
Negatif Pengolesan Pengolesan
gel ekstrak gel ekstrak
kulit petai kulit petai
10% 20%
Hari 1-14 Hari 1-14

y

Ektrak kulit petai

v

v

A

Validasi melanin pada hari ke-14

v

Pengambilan jaringan kulit pada hari ke-14

v

Pemeriksaan ekspresi gen a-SMA dan Kolagen Tipe 1

v

Pengolahan dan analisa data

Gambar 4.3. Alur Penelitian



BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji pengaruh pemberian gel ekstrak kulit
petai terhadap ekspresi gen o-SMA dan kolagen tipe 1 pada tikus model
hiperpigmentasi. Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang dilakukan
selama bulan Oktober hingga November 2023 bertempat di laboratorium Stem Cell
and Cancer Research (SCCR) Indonesia, Semarang.

Penelitian ini menggunakan tikus Wistar jantan sebagai subjek penelitian
yang diinduksi hiperpigmentasi menggunakan UV-B 302 nm dengan intensitas
energi 390mJ/cm2 selama tiga Kali seminggu sepanjang dua minggu ®. Jumlah
tikus yang digunakan adalah 24 ekor tikus sesuai Kriteria fedderer. Pada penelitian
ini tikus dibagi menjadi 4 kelompok, kelompok sehat, kelompok kontrol negatif,
kelompok yang diberikan gel ekstrak kulit petai dosis 10% dan kelompok yang
diberikan gel ekstrak kulit petai dosis 20%. Gel ekstrak kulit petai yang digunakan
dalam penelitian ini diekstraksi dari kulit petai species Parkia speciosa berdasarkan
hasil determinasi tanaman.

5.1. Hasil Penelitian
5.1.1. Ekstraksi Kulit Petai
Ekstrak kulit petai pada penelitian ini diperoleh dengan metode
maserasi menggunakan pelarut etanol dan menghasilkan rendemen
ekstrak sebesar 8,00%. Hasil skrining fitokimia ekstrak kulit petai
menunjukan bahwa kulit petai positif mengandung senyawa

golongan fenol, fenolik, tannin, flavonoid, terpenoid, dan saponin
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(Lampiran. Pada penelitian ini juga dilakukan penentuan total
flavonoid dan fenolik dalam ekstrak kulit petai dengan
menggunakan metode spektrofotometri. Dalam 1 gram ekstrak kulit
petai mengadung flavonoid sebesar 65,27mg + 1,20 dan fenolik
sebesar 44,70mg+ 1,22. Hasil ini membuktikan bahwa sebagian
besar senyawa yang terkandung didalam ekstrak kulit petai adalah

golongan flavonoid.

Validasi Model Hiperpigmentasi

Pada penelitian ni Menggunakan model hiperpigmentasi.
Hewan model diinduksi hiperpigmentasi dengan irradiasi UVB 302
nm dengan intensitas energi 390 mJ/cm2 selama tiga kali seminggu
sepanjang dua minggu. Validasi hiperpigmentasi diamati pada hari
ke 14. Pada pewarnaan Fontana masson menunjukan bahwa terjadi
peningkatan produksi melanin secara signifikan yang ditandai
dengan pigmen berwarna coklat pada bagian epidermis (sel
melanosit). Pada kelompok yang diberikan irradiasi UVB (kontrol

negatif) jumlah melanin meningkat hingga 46,5% (Gambar 5.1).
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Gambar 5.1. Validasi hiperpigmentasi dengan pewarnaan fontana masson (A)
Tikus sehat dan (B) Tikus yang mendapatkan irradiasi UVB.

5.1.3. Efek Pemberian Gel ekstrak Kulit Petai Dosis 10% dan 20%
Terhadap Ekspresi Gen a-SMA
Pada penelitian ini, peneliti mendapatkan hasil bahwa gel
ekstrak kulit petai mampu meningkatkan ekspresi gen a-SMA dan
kolagen tipe 1 pada tikus model hiperpigemntasi secara signifikan
bergantung dosis (Tabel 5.1; Gambar 5.2).
Tabel 5.1. Data hasil Penelitian Ekspresi Gen a-SMA dan
Kolagen Tipe 1
Variabel Kelompok pvalue
Sehat=5 Kontrol Gel ekstrak  Gel ekstrak Kulit

Mean+SD negatif n=5  Kulit Petai Petai Dosis 20%
(K1) MeanzSD  Dosis 10% n=5 Mean+SD

(K2) n=5 Mean+SD (K4)
(K3)

Ekspresi gen a-SMA  1,03+0.01 0,67+0,17  2,93+0,85 3,11+1,08

Saphiro wilk 0,167* 0,836* 0,008 0,477*

Levene test 0,001
Kruskal-Wallis Test 0,001***
Densitas kolagen 1,01+0,01 0,52+0,14 2,22+0,68 2,12+0,73

Saphiro wilk 0,004 0,028 0,033 0,535*

Levene test 0,001
Kruskal-Wallis Test 0,000***

Keterangan :

*Uji Saphiro Wilk (p > 0,05 = normal)

** Levene’s Test (p > 0,05 = homogen)

*** Krsuskal Wallis (p < 0,05 = ada beda makna)
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Berdasarkan hasil penelitian yang ditunjukkan pada tabel 5.1.
Rerata ekspresi gen oa-SMA dikelompok K4 yang tertinggi
(3,11+1,08), kemudian diikuti oleh rerata ekspresi gen o-SMA
kelompok K3 (2,93+0,85). Rasio terendah pada kelompok perlakuan
kontrol negatif (K2) sebesar 0,67+0,17. Data ekspresi gen a-SMA
selain kelompok K3, berdistribusi normal, ditunjukkan dengan
hasil Shapiro Wilk diperoleh nilai p>0,05 dan juga memiliki varian
data yang tidak homogen ditunjukkan dengan hasil Levene’s Test
dengan nilai p=0,001 (p<0,05). Distribusi dan varian data ekspresi
gen «-SMA tidak normal dan tidak homogen, maka dilakukan
analisis statistik parametrik dengan uji non parametrik Kruskall
Wallis menghasilkan nilai p=0,001 (p<0,05) sehingga dinyatakan
terdapat perbedaan rerata ekspresi gen a-SMA yang bermakna
diantara keempat kelompok. Hasil uji Kruskall Wallis yang
signifikan dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney untuk melihat

kelompok mana yang paling berpengaruh.
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Sehat Kontrol Ekstrak Ekstrak
Negatif Kuli_t Petai Kuli.t Petai #p<0.05
Dosis 10% Dosis 20%

Gambar 5.2. Grafik ekspresi gen a-SMA Pada Seluruh Kelompok Penelitian

Tabel 5.2. Uji Mann Whitney ekspresi gen a-SMA pada Masing-
masing Kelompok

Kelompok  Kelompok Sig. Interval Kepercayaan 95%
Perbandingan Batas Bawah Batas Atas

K1 K2 0,012 -2,345 0,897

K3 0,000 -1,562 -1,782

K4 0,000 -1,245 -1,675

K2 K3* 0,000 -2,882 0,001

K4 0,000 0,786 -2,564

K3 K4* 0,077 -0,678 -2,367

Tanda * (p<0.05) menunjukkan kelompok yang berbeda signifikan.
Berdasarkan data diatas didapatkan rerata perbandingan antara
kelompok K2 dengan K3 (0,000) dan K2 dengan K4 (0,000) yang
menunjukan terdapat perbedaan yang bermakna, sedangkan
perbandingan kelompok K3 dan K4 (0,077) tidak ada perbedaan
yang bermakna. Pada perbandingan K2 dan K4 diperoleh nilai 0,000
(p <0,05) sehingga terdapat perbedaan yang bermakna antara kedua
kelompok tersebut. Peningkatan ekspresi a-SMA paling signfikan

ditunjukkan pada pemberian gel ekstrak kulit petai 20% dengan nilai
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batas bawah 0,786 dan nilai batas atas -2,564. Hasil uji Mann
Whitney pada data ekspresi gen a-SMA menunjukkan bahwa
pemberian gel ekstrak kulit petai yang dapat meningkatkan ekspresi

gen a-SMA pada tikus jantan galur wistar model hiperpigmentasi.

Efek Pemberian Gel ekstrak Kulit Petai Dosis 10% dan 20%
Terhadap Ekspresi Gen Kolagen Tipe 1

Pada penelitian ini, peneliti mendapatkan hasil bahwa gel
ekstrak kulit petai mampu meningkatkan ekspresi gen kolagen tipe 1
pada tikus model hiperpigemntasi secara signifikan bergantung dosis
(Tabel 5.1; Gambar 5.3). Berdasarkan hasil penelitian yang di
tunjukkan pada tabel 5.1 Rerata ekspresi gen kolagen tipe 1 di
kelompok K3 (2,22+0,68) yang tertinggi, kemudian di ikuti oleh
rerata ekspresi gen kolagen tipe 1 kelompok K4 (2,21+0,73). Data
eskpresi gen kolagen tipe 1 terendah yaitu pada kelompok kontrol
negatif sebesar 0,52+0,14. Data eskpresi gen kolagen tipe 1
kelompok K4 berdistribusi normal, namun data kelompok K1, K2,
dan K3 (p<0,005) tidak terdistribusi normal berdasarkan hasil
Shapiro Wilk. Distribusi data eskpresi gen kolagen tipe 1 tidak
normal, maka dilakukan analisis statistik non parametrik dengan uji
Kruskal-Wallis menghasilkan nilai  p=0,000 (p<0,05) sehingga
dinyatakan terdapat perbedaan rerata eskpresi gen kolagen tipe 1

yang bermakna diantara keempat kelompok. Hasil uji Kruskall-
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Wallis yang signifikan dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney untuk

melihat kelompok mana yang paling berpengaruh.
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0.

Sehat Kontrol Ekstrak Ekstrak .
Negatif Kulit Petai  Kulit Petai p<0.05
Dosis 10% Dosis 20%

Gambar 5.3. Grafik ekspresi gen kolagen tipe 1 pada seluruh kelompok
penelitian

Tabel 5.3. Uji Mann-Whitney densitas kolagen pada Masing-
masing Kelompok

Kelompok  Kelompok Sig. Interval Kepercayaan 95%
Perbandingan Batas Bawah  Batas Atas

K1 K2* 0,003 0,225 0,771

K3 0,077 -2,538 0,135

K4 0,132 -2,528 0,315

K2 )EF 0,015 -3,002 -0,396

K4* 0,026 -2,992 -0,215

K3 K4 1,000 -1,373 1,563

Tanda * menunjukkan kelompok yang berbeda signifikan.
Berdasarkan data diatas didapatkan perbandingan rerata K2
(kontrol negatif) dengan K3 (gel ekstrak kulit petai 10%) (0,015) dan
K4 (gel ekstrak kulit petai 20%) (0,026) yang berarti terdapat
perbedaan yang bermakna, sedangkan K3 dan K4 (1,000) tidak ada
perbedaan yang bermakna. Pada perbandingan kelompok K1 dan K2

diperoleh nilai 0,003 (p <0,05) sehingga terdapat perbedaan yang
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bermakna antara kedua kelompok tersebut. Nilai ekspresi gen
kolagen tipe 1 tertinggi palig signifikan ditunjukkan pada pemberian
gel ekstrak kulit petai 10% dengan nilai batas bawah -3,002 dan nilai
batas atas -0,396. Hasil uji Mann-whitney pada data ekspresi gen
kolagen tipe 1 menunjukkan bahwa pemberian gel ekstrak kulit petai
yang dapat meningkatkan ekspresi gen kolagen tipe 1 pada tikus

jantan galur wistar model hiperpigmentasi.

5.2. Pembahasan Hasil Penelitian

Paparan sinar UVB merupakan penyebab utama timbulnya pigmentasi
pada kulit yang ditandai dengan peningkatan jumlah melanin. Peningkatan
jumlah melanin disebabkan oleh kombinasi faktor intrinsik dan faktor
ekstrinsik, termasuk - radiasi sinar UVB. Kulit yang terpapar UVB
menghasilkan peningkatan jumlah reactive oxygen species (ROS), yang
bereaksi dengan asam deoksiribonukleat (DNA), protein, dan asam lemak,
yang mengakibatkan kerusakan oksidatif.”° Stres oksidatif memulai kaskade
jalur pensinyalan, dengan menginduksi protein aktivator 1 (AP-1) dan
down-regulation TGF-B, diikuti oleh hambatan ekspresi a-SMA dan
penghambatan sintesis kolagen.®” Peningkatan ROS yang berlebihan juga
akan mengaktivasi jalur protein kinase yang kemudian memicu peningkatan
produksi enzim MMP yang disekresikan oleh neutrofil untuk mendegradasi
kolagen.>® Sisi lain, peningkatan ROS juga berdampak pada produksi
berbagai sitokin proinflamasi, seperti interleukin-6 (IL-6) sehingga

68
l.

berdampak pada apoptosis sel.” Kondisi proinflamasi yang berkelanjutan
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berdampak pada inhibisi produksi growth factor prokolagen seperti TGF-f
yang akan menekan produksi a-SMA sehinga menghambat sintesis kolagen
tipe 1. Kulit petai memiliki senyawa aktif salah satunya adalah flavonoid,
alkaloid, tannin, dan saponin dimana berperan sebagai antioksidan dan anti
inflamasi, sehingga mampu berperan dalam menekan stress oksidatif yang
dapat menginduksi produksi o.-SMA dan kolagen tipe 1 sehingga mencegah
produksi melanin.**™

Pada penelitian ini menunjukkan bahwa ekspresi gen a-SMA pada
kelompok K3 (gel ekstrak kulit petai 10%) dan K4 (gel ekstrak kulit petai
20%) mengalami peningkatan secara  signifikan dibandingkan kelompok
tikus hiperpigmentasi yang tidak mendapatkan terapi (Kontrol negatif). Hal
ini menujukan bahwa peningkatan ekspresi gen a-SMA dapat mencegah
hiperpigmentasi dan  meningkatkan pembentukan kolagen melalui
peningkatan ekspesi gen kolagen tipe 1, yang merupakan komponen penting
dari matriks ekstraseluler. Senyawa flavonoid yang berasal dari gel ekstrak
kulit petai mungkin dapat mengaktifkan jalur PI3K melalui jalur TGF-$
yang melibatkan TGF-f reseptor | dan II. Aktivasi PI3K akan mengaktifkan
Akt yang berdampak pada aktivasi mTOR. mTOR yang aktif akan
menginduksi ekspresi SMAD2/3 yang berujung pada aktivasi SMAD2/3.
SMAD?2/3 yang dilepaskan memicu pelepasan o-SMA sehingga terjadi
perubahan fibroblast menjadi myofibroblast yang berujung pada induksi
kolagen tipe 1.2 Senyawa lain pada gel ekstrak kulit petai seperti flavonoid

dan fenol memiliki peran sebagai pengkhelat ion logam dan menstabilkan
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atom hidrogen dari gugus hidroksil yang mengurangi pembentukan ROS
dan menghambat terjadinya fotoaging.*

Pada penelitian ini, peningkatan ekspresi o-SMA inline dengan
peningkatan ekspresi gen kolagen tipe 1. Over ekspresi ROS juga dapat
mengaktifkan NF-kB yang kemudian ditranslokasi ke dalam nukleus untuk
menginduksi aktivasi transkripsi dan regulasi transkripsi MMP-1, faktor
utama degradasi kolagen tipe 1. °®™72 Hal ini sejalan dengan hasil
penelitian saat ini yang menunjukkan bahwa paparan sinar UVB dapat
menurunkan ekspresi gen a-SMA dan ekspresi gen kolagen tipe 1.
Peningkatan kolagen pada kulit tikus UVB yang diberi gel ekstrak kulit
petai dosis 10% dan 20% juga berkorelasi dengan peningkatan ekspresi o-
SMA. Hasil penelitian menunjukkan bahwa gel kulit petai dosis 10% dan
20% meningkatkan ekspresi relatif gen kolagen tipe 1 secara signifikan
dibandingkan kontrol negatif (P<0.05).

a-SMA adalah sitokin fibrogenik prototipe, yang dapat meningkatkan
ekspresi gen matriks ekstraseluler (ECM) pada sel fibroblast teraktivasi dan
mengatur penurunan enzim pendegradasi matriks melalui jalur SMAD,
terutama terkait dengan sintesis kolagen.”® Untuk berinteraksi dengan serat
kolagen, fibroblast mengekspresikan reseptor adhesi permukaan sel yang
mempromosikan hubungan antara molekul adhesi ekstraseluler seperti
fibronectin, dan protein sitoskeletal intraseluler. Myofibroblast diregulasi
oleh TGF-B1 yang akan berikatan dengan kompleks TGF-f receptor (TGF-

BR) dan menstimulasi pensinyalan intraseluler yang mendorong produksi o.-
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SMA untuk mengaktivasi jalur smad 2/3 yang berdampak pada sintesis type
1 procollagen lalu menjadi kolagen.’®®®" Smad 2/3 yang teraktivasi akan
berikatan dengan smad 4 yang berdampak pada masuknya kompleks protein
tersebut ke inti sel. Disisi lain TGF- B melalui jalur ERK12 mengaktivasi
protein co-factor, lalu masuk ke inti sel dan membantu penempelan
kompleks smad pada gene site pro-collagen-1."2"*" Kulit petai pada
penelitian ini berperan dalam - peningkatan ekspresi a-SMA sehingga
mengaktivasi kompleks SMAD dan ERK 12 yang berdampak pada aktivasi
fibroblast menjadi myofibroblast dan peningkatan kolagen tipe 1 pada kulit
yang terpapar UVB.

Kelemahan dari penelitian ini adalah tidak dilakukan pemeriksaan
kadar ROS dan TGF-B setelah di berikan perlakuan gel ekstrak kulit petai
sehingga tidak diketahui langsung terkait mekanisme molekuler gel ekstrak

kulit petai terhadap produksi melanin.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

6.2.

Berdasarkan hasil penelitian maka dapat disimpulkan:

6.1.1.

6.1.2.

Saran

Pemberian gel ekstrak kulit petai pada dosis 10% dan 20% secara
bermakna berpengaruh terhadap peningkatan ekspresi gen a-SMA
pada tikus jantan galur Wistar model hiperpigmentasi yang diinduksi
sinar UVB.

Pemberian gel ekstrak kulit petai pada dosis 10% dan 20% secara
bermakna berpengaruh terhadap peningkatan ekspresi gen kolagen
tipe 1 pada tikus jantan galur Wistar model hiperpigmentasi yang

diinduksi sinar UVB.

Sebagai saran untuk penelitian-ini-adalah:

6.2.1

6.2.2

6.2.3

Perlu dilakukan pemeriksaan lebih lanjut tentang pengukuran kadar
ROS setelah dilakukan pemberian gel ekstrak kulit petai pada tikus
galur Wistar model hiperpigmentasi.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan dosis gel ekstrak kulit
petai > 20% pada tikus galur Wistar model hiperpigmentasi.

6.2.3 Perlu dilakukan penelitan tentang efek samping pengolesan gel
ekstrak kulit petai pada tikus model hiperpigmentasi yang dipapar

uv-B
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