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ABSTRAK

Latar Belakang: Peningkatan reactive oxygen species (ROS) akibat paparan UVB
menyebabkan aktivasi vascular endhotelial growht factor (VEGF) dan interleukin-
6 (IL-6). Daun kelakai memiliki antioksidan yang dapat mencegah penuaan kulit
akibat sinar UVB. Penelitian ini dilakukan untuk melihat apakah serum dari
ekstrak daun kelakai dapat mempengaruhi kadar VEGF dan IL-6 pada kulit mencit
yang terkena sinar UVB.

Metode: Penelitian ini menggunakan desain post test only control group dengan 5
kelompok perlakuan pada 30 ekor mencit BALB/c. Kelompok-kelompok tersebut
meliputi kontrol sehat (K1), kontrol negatif (K2), kontrol positif (K3), dan dua
kelompok perlakuan dengan serum ekstrak daun kelakai dosis 2% (K4) dan 4%
(K5). Paparan UVB dan serum diberikan selama 14 hari. Persentase ekspresi
VEGF dan IL-6 diamati pada jaringan kulit punggung dengan pewarnaan
imunohistokimia.

Hasil: Ekspresi VEGF pada K1 sebesar 0,08+0,11%, K2 sebesar 18,88+0,27%,
K3 sebesar 2,68+0,11%, K4 sebesar 5,12+0,23%, dan K5 sebesar 4,40+0,24%.
Ekspresi IL-6 pada K1 sebesar 0,08+0,11%, K2 sebesar 17,92+0,18%, K3 sebesar
2,68+0,11%, K4 sebesar 4,92+0,23%, dan K5 sebesar 4,44+0,26%. Uji Kruskal-
Wallis menunjukkan perbedaan signifikan pada ekspresi VEGF dan IL-6
(p<0,05). Uji Mann-Whitney menegaskan bahwa ekspresi VEGF dan IL-6 pada
kelompok K4 dan K5 lebih rendah dari K2 (p<0,05), tetapi belum setara dengan
K3 dan K1.

Kesimpulan: Pemberian serum ekstrak daun kelakal 4% berpengaruh terhadap
ekspresi VEGF dan IL6 pada jaringan kulit yang dipapar sinar UVB subkronis
selama 14 hari.

Kata Kunci: antioksidan, IL-6, serum, daun kelakai, VEGF, UVB
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ABSTRACT

Background: The increase in reactive oxygen species (ROS) due to UVB exposure
leads to the activation of vascular endothelial growth factor (VEGF) and
interleukin-6 (IL-6). Kelakai leaves have antioxidants that can prevent skin aging
due to UVB rays. This study was conducted to see whether serum from kelakai leaf
extract can affect VEGF and IL-6 levels in the skin of mice exposed to UVB rays.
Methods: This study used a post-test only control group design with 5 treatment
groups in 30 BALB/c mice. These groups include healthy controls (K1), negative
controls (K2), positive controls (K3), and two treatment groups with kelakai leaf
extract serum doses of 2% (K4) and 4% (K5). UVB exposure and serum application
were conducted for 14 days. VEGF and IL-6 expression percentage was observed
in dorsal skin tissue using immunohistochemical staining.

Results: VEGF expression was 0.08£0.11% in K1, 18.88+0.27% in K2,
2.68£0.11% in K3, 5.12+0.23% in K4, and 4.40+0.24% in K5. IL-6 expression was
0.08+0.11% in K1, 17.92+0.18% in K2, 2.68+0.11% in K3, 4.92+0.23% in K4, and
4.44+0.26% in K5. The Kruskal-Wallis test showed significant differences in VEGF
and IL-6 expression (p<0.05). The Mann-Whitney test confirmed that VEGF and
IL-6 expression in groups K4 and K5 were lower than K2 (p<0.05), but not yet
equivalent to K3 and K1.

Conclusion: The administration of kelakai leaf extract serum at a 4% concentration
influenced VEGF and IL-6 expression in skin tissue exposed to subchronic UVB
radiation for 14 days.

Keywords: antioxiidant, 1L-6, serum, daun kelakai, VEGF, UVB
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1. Latar belakang

Paparan UVB terlalu banyak menimbulkan inflamasi sehingga menganggu
fungsi dan struktur kulit.? UVB menyebabkan perubahan struktural pada kulit,
seperti pemendekan dan penebalan kolagen, kerusakan elastisitas, dan perubahan
komposisi kolagen di dermis,® kulit menjadi keriput, kendur, dan tidak kenyal.*
Paparan UVB menyebabkan akumulasi reactive oxidative stress (ROS) pada
kulit.” menginduksi sitokin proinflamasi pada kulit, termasuk vascular endhotelial
growht factor (VEGF), interleukin-6 (IL-6) metalloproteinase (MMPs),> Oleh
karena itu, diperlukan upaya mengurangi kerusakan kulit akibat paparan UVB
melalui sumber antioksidan eksogen yang alami, salah satunya dari tanaman obat
tradisional. Pemberian antioksidan eksogen berfungsi memperkuat aktivitas

antioksidan endogen dari kulit yang secara alami untuk mencegah kerusakan kulit.’

Kelakai adalah tanaman asli Kalimantan Selatan yang biasa digunakan
masyarakat untuk mengobati masalah kulit, diare, demam, dan sakit lambung,?
penyembuhan luka, infeksi, dan diabetes.® Ndusa et al. (2020) melaporkan bahwa
kandungan fenolik dan flavonoid daun kelakai lebih tinggi dibandingkan dengan
bagian batangnya. Ekstrak daun kelakai memiliki kemampuan antioksidan yang
sama kuatnya dengan vitamin C, sehingga berpotensi untuk mencegah penuaan
kulit akibat sinar UVB. Paramawidhita et al. (2022) melaporkan bahwa aktifitas
antioksidan krim ekstrak etanol akar kelakai tergolong sangat kuat dengan 1Csg

sebesar 19,06 ppm. Uji in vitro krim ekstrak etanol akar kelakai konsentrasi 350



ppm menghasilkan sun protection factor (SPF) sebesar 12, sehingga berpotensi
sebagai sun block terhadap paparan UVB.° Forestryana et al. (2020) melaporkan
bahwa mikroemulsi gel akar kelakai ekstrak dengan konsentrasi 80 ppm
mempunyai nilai SPF sebesar 9,816 dengan nilai transmisi eritema (persentase
ransfer efficiency (%Te)) sebesar 9,591% dan nilai transmisi pigmentasi (%Tp)
sebesar 16,779%. Gel mikroemulsi ekstrak akar kelakai mempunyai efektivitas
fotoprotektif sebagai tabir surya kategori sunblock.!* Namun, aktifitas antiaging
ekstrak etanol daun kelakai dari paparan sinar UVB berdasarkan ekspresi VEGF
dan 1L-6 belum banyak diteliti.

Kapasitas antioksidan daun kelakai berperan menurunkan stress okdidatif
akibat paparan UVB, sehingga menekan produksi sitokin pro-inflamasi IL-6 dan
meningkatkan faktor pertumbuhan/ antiinflamasi seperti VEGF.'>®. Ekspresi
VEGF menentukan re-epitelisasi, angiogenesis, dan produksi jaringan granulasi
selama fase remodeling.** Formulasi ekstrak daun kelakai dalam bentuk serum dan
potensinya sebagai antiaging pada penelitian in vivo belum pernah dilakukan.

Penelitian ini menguji pengaruh serum ekstrak daun kelakai terhadap ekspresi
VEGF dan IL-6 pada mencit yang dipapar UVB. Serum dipilih karena konsentrasi
bahan aktifnya tinggi, penetrasinya dalam, viskositasnya rendah, dan membentuk
lapisan tipis di kulit.®> Berbagai inovasi pembuatan serum kesehatan wajah yang
sudah dilakukan antara lain menambahkan sumber antioksidanuntuk mengurangi
munculnya kerutan dan bintik hitam sekaligus melindungi kulit wajah dari paparan
UVB.'® Penggunaan antioksidan eksogen penting untuk mencegah kerusakan

kulit.l” Saat ini, permintaan konsumen terhadap produk estetika noninvasif



mengalami peningkatan, khususnya produk alami dengan efek samping yang lebih
rendah dibandingkan yang tersedia di pasaran. Hasil penelitian ini diharapkan dapat
menjadi alternatif sumber kaya antioksidan untuk serum kecantikan pencegah
kerusakan kulit akibat paparan UVB, serta meningkatkan nilai ekonomi daun

kalakai.

1.2. Perumusan Masalah
Apakah serum dari ekstrak daun kelakai dapat mempengaruhi kadar VEGF dan

IL-6 pada kulit mencit BALB/c yang terkena sinar UVB secara berulang?”

1.3. Tujuan Penglitian

1.3.1. Tujuan Umum
Penelitian ini dilakukan untuk membuktikan apakah serum dari ekstrak
daun kelakai dapat mempengaruhi kadar VEGF dan IL-6 pada kulit mencit

BALB/c yang terkena sinar UVB secara berulang.

1.3.2. Tujuan Khusus
a. Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan bahwa serum ekstrak daun
kelakai 2% memengaruhi ekspresi VEGF dan IL-6 pada mencit BALB/c
yang dipapar UVB subkronis, dibandingkan dengan kelompok kontrol.
b. Membuktikan pengaruh serum ekstrak daun kelakai 4% terhadap
ekspresi VEGF dan 1L6 pada mencit BALB/c yang dipapar sinar UVB

subkronis dibanding kelompok kontrol.



1.4. Originalitas Penelitian

Tabel 1 Originalitas Penelitian

Peneliti Judul Metode Hasil
Margono Potensi Ekstrak ~ Eksperimen  Ekstrak kelakali berpotensi
DPNH, Kelakai tal menurunkan ekspresi TNF-a pada
Suhartono  (Stenochlaena In vivo mencit yang terinfeksi P. berghei
E, Arwati Palustris (Burm. ANKA. Hal ini diduga karena
H.2016.12  f) Bedd) kandungan  alkaloidnya  yang
Terhadap menekan TNF-o dan NO, yang
Ekspresi Tumor ekspresinya dikendalikan oleh NF-
Necrosis Factor- KP.
Alfa (TNF-a)
Pada Mencit
BALB/c Yang
Diinfeksi
Plasmodium
Berghei ANKA
Mashuri M, Kelakai Extract = Eksperimen Ekstrak kelakai mempengaruhi
Sihombing  Protects Skin tal aktivitas superoksida dismutase,
LDM, from UV-Induced ekspresi anion superoksida,
Alfagihah =~ Oxidative ekspresi - karbonil, dan diena
S, Edyson = Damage terkonjugasi pada kulit tikus yang
E, dipapar sinar UV. Pengikatan anion
Suhartono superoksida oleh radikal flavonoid
E.2019.% reaktif mengurangi kerusakan yang
terjadi pada protein dan lipid,
sehingga menurunkan ekspresi
senyawa karbonil dan diena
terkojugasi.
Forestryana Pengembangan  Eksperimen Formula A3 dengan PVA 16%
D, Putri Formula Masker tal dipilih- sebagai formula optimum
AN, Liani  Gel Peel Off karena unggul dalam organoleptik,
NA,2020.1*  Ekstrak Etanol viskositas, daya sebar, pH, dan
70% Akar waktu pengeringan. Formula ini
Kelakai juga stabil setelah uji freeze thaw.
(Stenochlaena
palustris (Burn.
F) Bedd.).
Paramawid  Efektifitas Sun Eksperimen Ekstrak Etanol Akar Kelakai
hita RY, Protection Factor tal terbukti memiliki antioksidan yang
Adawiyah  Secara In Vitro In vitro sangat kuat dan memiliki nilai SPF
R,2021.1°  Sediaan Krim tinggi, formula 1 (1%) dan formula
Ekstra Etanol Il (2%) ekstrak etanol akar kelakai
Akar Kelakai emulgel memenuhi parameter mutu



Hendra R,
Khodijah
R,
Almurdani
M, et
al.2022.°

Pramadiyan
i N,
Darsono
PV, Audina
M.(2023).%°

(Stenochlaena

palustris Bedd)

Asal Kalimantan

Tengah

Free Radical Eksperimen
Scavenging, Anti- tal
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uji organolepik, pH dan uji daya
sebar.

Ekstrak S. palustris  memiliki
aktivitas antioksidan dan anti-
plasmodial yang menjanjikan.
Ekstrak diklorometana dan etil
asetat menunjukkan tingkat
aktivitas  antiplasmodial dan
pembasmi radikal yang signifikan.
Sebaliknya, aktivitas antibakteri
dari ekstrak hanya menunjukkan
tingkat aktivitas yang lemah
terhadap bakteri pathogen.

Ekstrak etanol daun kelakai efektif
melawan Propionibacterium acnes,
dengan KHM dan KBM sebesar 5%
atau 1 gram.

Penelitian sebelumnya pada mencit BALB/c menunjukkan bahwa

ekstrak daun kelakai yang dibuat dengan etanol memiliki kemampuan

antioksidan yang kuat. Peneliti mengamati ekspresi anion superoksida dan

aktivitas enzim superoksida dismutase diukur dengan metode Misra dan

Fridovich, ekspresi karbonil diukur dengan metode dinitrofenilhidrazin

(DNPH) termodifikasi, dan ekspresi diena terkonjugasi diukur dengan

metode Kwiat Kowska.!® Berbeda dengan penelitian ini yang membuat

formulasi serum dari ekstrak daun kelakai terhadap ekspresi VEGF dan IL-6

pada mencit BALB/c yang dipapar sinar UVB sub kronis selama 14 hari.



Jumlah VEGF dan IL-6 dalam kulit mencit BALB/c diukur dengan metode

imunohistokimia (IHC).

Penelitian lainnya meneliti ekstrak etil asetat dari daun kelakai terhadap
aktivitas penangkal radikal bebas, aktivitas antiplasmodial, toksisitas, dan aktivitas
antibakteri terhadap bakteri patogen. Kemampuan ekstrak untuk melawan radikal
bebas diuji dengan menggunakan DPPH dan NO. Uji antiplasmodial dan toksisitas
dilakukan menggunakan dua galur Plasmodium falciparum (3D7 dan W2) dan uji
letalitas udang air asin. Selain itu, aktivitas antibakteri ditentukan menggunakan
metode difusi sumur. Berbeda dengan penelitian ini yang menggunakan ekstrak
daun kelakai yang dibuat sediaan serum terhadap ekspresi VEGF dan IL-6 pada

mencit BALB/c yang dipapar sinar UVB sub kronis selama 14 hari.®

Peneliti terdahulu melakukan formulasi emulgel ekstrak etanol akar kalakai
pada konsentrasi 1% dan 2% dan uji tahap awal evaluasi fisik sediaan berdasarkan
uji organoleptik, pH dan daya sebar sediaan.*® Penelitian ini menggunakan serum
dari daun kelakai, berbeda dengan penelitian sebelumnya yang menggunakan gel
dari akar kelakai. Penelitian sebelumnya mengukur kemampuan gel dalam
melindungi kulit dari sinar UV dengan alat khusus.!! Berbeda dengan penelitian ini
yang menggunakan ekstrak daun kelakai yang dibuat sediaan serum terhadap
ekspresi VEGF dan IL-6 pada mencit BALB/c yang dipapar sinar UVB sub kronis

selama 14 hari.

Penelitian sebelumnya menguji apakah ekstrak daun kelakai dapat
menurunkan kadar TNF-a pada mencit yang terinfeksi malaria. Mencit diberi

perlakuan selama empat hari, lalu darahnya diambil untuk mengukur kadar TNF-a



menggunakan metode sandwich ELISA.? Penelitian ini menggunakan serum
ekstrak daun kelakai dan analisis imunohistokimia (IHC) pada jaringan kulit mencit

yang dipapar UVB selama 14 hari, berbeda dengan penelitian sebelumnya.

Penelitian sebelumnya menguji kemampuan ekstrak daun kelakai
dalam melawan bakteri penyebab jerawat dan membuat serumnya. Penelitian
ini berbeda karena menggunakan serum tersebut untuk melihat pengaruhnya
pada kadar VEGF dan IL-6 di kulit mencit yang terkena sinar UVB, dengan
metode imunohistokimia (IHC).

1.5. Manfaat Penelitian
1.5.1. Manfaat Teoritis
Secara teori penelitian ini dapat memberikan pengetahuan tentang manfaat
serum ekstrak daun kelakai terhadap ekspresi VEGF dan IL-6 pada mencit

BALB/c yang dipapar sinar UVB

1.5.2. Manfaat Praktis
Mendorong pemanfaatan daun kelakai sebagai bahan alami sediaan serum

untuk mencegah penuaan kulit dini akibat paparan UVB.



BAB I
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Interleukin-6 (IL-6)
2.1.1 Pengertian IL-6

Sitokin adalah molekul yang dibuat oleh sel untuk mengirim pesan ke
sel lain atau ke dirinya sendiri. Sitokin dari monosit disebut monokin, dan
dari limfosit disebut limfokin.?* 1L.-6 adalah zat yang memicu peradangan dan
membantu mengaktifkan sel-sel kekebalan tubuh. IL-6 juga berperan penting
dalam respons tubuh terhadap cedera, infeksi, atau operasi. Kadar I1L-6 dalam
darah meningkat dengan cepat setelah cedera dan bertahan selama beberapa
hari, sehingga dapat digunakan untuk mengukur tingkat kerusakan sel akibat
peradangan.??

IL-6 menginduksi respons seluler melalui pengikatan pada IL-6R dan
aktivasi gp130. Sel yang tidak memiliki membran IL-6R dapat merespons IL-
6 melalui kompleks IL-6/IL-6R terlarut yang juga mengaktifkan gp130.%

2.1.2 Peran dan Mekanisme kerja IL-6

IL-6 sangat penting dalam peradangan akut. IL-6 dilepaskan segera
setelah cedera dan memicu sel-sel di sekitarnya untuk mengeluarkan zat-zat
kimia yang menyebabkan peradangan. IL-6 juga membantu sel-sel darah
putih bergerak ke tempat luka.?* TLRs mengaktifkan jalur sinyal, termasuk
NF«B, yang meningkatkan produksi mRNA sitokin proinflamasi (IL-6, TNF-
a, IL-1b). TNF-o dan IL-1b kemudian memicu produksi IL-6 melalui aktivasi

faktor transkripsi.®
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IL-6 berperan dalam melindungi jaringan dari kerusakan pada inflamasi
non-infeksi. Peningkatan IL-6 serum mendahului perubahan suhu dan
ekspresi protein fase akut. DAMPs dari sel rusak memicu inflamasi.?® I1L-6
dibuat dengan cepat saat tubuh mengalami infeksi atau cedera. IL-6
membantu tubuh membuat sel darah baru, mengaktifkan sistem kekebalan
tubuh, dan memicu respons tubuh terhadap cedera, sehingga membantu tubuh
bertahan.?’ 1L-6, yang diproduksi di lokasi peradangan awal, merangsang hati
untuk memproduksi protein fase akut seperti CRP, SAA, fibrinogen,
haptoglobin, dan alpha 1-antichymotrypsin melalui sirkulasi darah.?®

IL-6, zat yang memicu peradangan, dibuat oleh tubuh ketika ada infeksi
atau cedera. 1L.-6 membantu sistem kekebalan tubuh, baik yang langsung
bereaksi maupun yang belajar mengenali penyakit. Sel imun bawaan, seperti
makrofag, melepaskan IL-6 sebagai bagian dari mekanisme pertahanan inang
untuk memberantas sel yang terinfeksi atau jaringan rusak, DAMPs atau
PAMPs memicu produksi IL.-6. Produksi IL-6 yang berlebihan dapat
menyebabkan peradangan kronis.?® 1L-6, mediator inflamasi, diproduksi oleh
sel imun (monosit, makrofag) dan non-imun (fibroblas, sel mesenkim,
endotel vaskular) selama inflamasi akut sebagai respons terhadap

PAMPs/DAMPs atau rangsangan lainnya.?®

Pada respons awal terhadap cedera, IL-6 memicu produksi sitokin
proinflamasi dari berbagai sel dan menginduksi kemotaksis leukosit ke area

luka. ¥ 1L-6 membantu tubuh memperbaiki jaringan saat peradangan



11

memburuk. Jika sinyal peradangan tidak tepat, luka akan lebih lama sembuh

dan mudah terinfeksi. 3!

Trans-sinyal 1L-6 melalui sIL-6R/IL-6 dan gp130 mengaktifkan jalur
JAK/STAT dan MAPK, yang merangsang migrasi fibroblas. Fibroblas
memproduksi kolagen dan fibronektin untuk epitelisasi. IL-6 juga memicu
interaksi profibrotik fibroblas/keratinosit: induksi IL-6 pada produksi sitokin
proinflamasi pada makrofag/manosit terjadi melalui jalur pensinyalan MAPK
dan NFkB. Ketika terkena IL-6, monosit dan makrofag melepaskan IL-1 dan
TNF-0, yang membuat fibroblas memproduksi KGF. KGF membantu
keratinosit tumbuh dan berpindah. Keratinosit kemudian membuat oncostatin
M, yang mengirim sinyal ke fibroblas untuk membantu memperbaiki

jaringan.®?

IL-6 mengatur polarisasi makrofag M2, penting untuk perbaikan luka
akhir, melalui peningkatan regulasi reseptor IL-4. Sel M2 mengekspresikan
TGF-p dan 1L-10, yang anti-inflamasi. TGF-3 mengaktifkan kolagen-I pada
fibroblas, memfasilitasi deposisi ECM, dan menghambat degradasi ECM.
Penutupan luka memerlukan diferensiasi fibroblas menjadi miofibroblas (a-

SMA). IL-6 mengatur diferensiasi ini melalui TGF-B dan jalur JAK/ERK.*

Ketidakseimbangan makrofag, dengan dominasi M1, dapat
menghambat penyembuhan luka kulit melalui peningkatan produksi IL-6

akibat peradangan yang berkelanjutan. IL-6 mengatur polarisasi M2 dengan
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menginduksi produksi IL-4 sel Th2 dan IL-4R pada makrofag. Makrofag M2

khususnya adalah sekretor utama sitokin proliferatif VEGF dan TGF-B. 3

Pada kondisi kulit yang mengalami fibrosis, terdapat interaksi antara
IL-6 dan TGF-B yang membuat sel fibroblas terus memproduksi keduanya.
IL-17A membantu pembentukan kolagen dan perubahan fibroblas menjadi
sel yang menyatukan luka. Pembentukan pembuluh darah baru sangat penting
untuk fibrosis, dan 1L-6 membantu proses ini dengan membuat miofibroblas

bertahan hidup dan meningkatkan produksi VEGF.*?

IL-6, sitokin pleiotropik, menginduksi protein fase akut (CRP, serum
amiloid A, fibrinogen, hepcidin) dan menghambat albumin di hepatosit. 1L-6
juga berperan dalam imunitas adaptif, diferensiasi sel non-imun, dan dapat
menyebabkan penyakit jika produksinya tidak terkontrol. Molekul dan sel

terkait: Treg, RANKL, aktivator NF-kB, VEGF.>*

2.2 Vascular endothelial growth factor (VEGF)

2.2.1 Pengertian VEGF

VEGF merupakan protein sinyal alami yang bertindak sebagai agen
kemotaksis, pengatur angiogenesis dan vaskulogenesis, serta mitogen untuk sel
endotel. VEFG, sebagai faktor angiogenesis yang kuat, menyebabkan berbagai
kelainan patologis, termasuk preeklamsia, retinopati diabetik, degenerasi
makula, proses inflamasi dan iskemik, pertumbuhan dan metastasis tumor.
VEGF diproduksi sejak pasca kelahiran dan berperan dalam limfangiogenesis.

Gen VEGF terletak di kromosom 6p21.3, bagian dari superfamili faktor
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pertumbuhan simpul sistin. VEGF adalah glikoprotein heterodimerik 40 kDa
dengan motif simpul sistin, mirip dengan PDGF, NGF, dan TGF-p.3>% EG-
VEGF terdiri dari VEGF-A hingga VEGF-F dan PIGF. Dari semua jenis

tersebut, VEGF-A adalah yang paling efektif dalam mendorong angiogenesis.*’

VEGF-A, dengan delapan ekson dan tujuh intron, menghasilkan berbagai
isoform  melalui penyambungan mRNA. VEGF-A berperan dalam
vaskulogenesis dan neoangiogenesis dengan memicu proliferasi sel,
menghambat apoptosis, meningkatkan permeabilitas kapiler, vasodilatasi, dan
menarik sel inflamasi ke area cedera. VEGFR-1 memiliki afinitas 10x lebih
tinggi terhadap isoform VEGF tertentu dibandingkan VEGFR-2. Sel tumor,
makrofag, dan berbagai sel lainnya melepaskan VEGF saat kekurangan
oksigen.%>33

VEGF-B, ditemukan pada 1995, diekspresikan sejak perkembangan awal
dan terdapat di berbagai organ dewasa. Isoform VEGF-B167 dan VEGF-B186,
dihasilkan melalui penyambungan gen alternatif, berikatan dengan VEGFR-1.
Meski tidak signifikan dalam vaskulogenesis, VEGF-B penting untuk
perkembangan kardiovaskular dan miokardium embrionik.*

VEGF-C, dominan pada limfangiogenesis embrionik dan organ dewasa
tertentu, berikatan dengan VEGFR-3 (tinggi) dan VEGFR-2 (rendah). VEGF-D,
mirip VEGF-C, berikatan dengan VEGFR-3 dan NP-2, berperan dalam
limfangiogenesis, bukan angiogenesis. VEGF-E, VEGF virus, meningkatkan
permeabilitas pembuluh darah dan berikatan dengan VEGFR-2.3940

PIGF, faktor pertumbuhan plasenta, berperan dalam perkembangan
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trofoblas dan ditemukan di jaringan plasenta dan rahim. Afinitas VEGF terhadap
VEGFR-1 memicu permeabilitas kapiler, migrasi sel, dan proliferasi melalui
aktivasi VEGFR-2 oleh VEGF-A 34

EG-VEGF atau PK1 membantu pembentukan pembuluh darah baru. EG-
VEGF ditemukan di plasenta dan kelenjar yang membuat hormon steroid.
Reseptor yang berikatan dengan VEGF memiliki bagian-bagian yang
mengaktifkan sinyal di dalam sel ketika VEGF menempel. Ada tiga jenis
reseptor VEGF: VEGFR-1, VEGFR-2, dan VEGFR-3.%2

Keluarga VEGF berinteraksi dengan neuropilin, integrin, cadherin, dan
heparan sulfat proteoglikan. NP-1 dan NP-2, ko-reseptor non-tirosin kinase,
berikatan dengan VEGF spesifik dan mengatur angiogenesis melalui VEGFR-
2/3. VEGFR-1 (FLT-1),,RTK 180 kDa, memicu angiogenesis patologis (tumor,
inflamasi, iskemia, preeklampsia) dan berikatan dengan VEGF-A/B/F, penting
untuk diferensiasi dan migrasi sel endotel, monosit, makrofag, dan sel induk
hematopoietik.
2.2.2 Peran dan Mekanisme kerja VEGF

VEGF menginduksi migrasi dan kemotaksis sel melalui jalur p38-
MAPK/ERK1/2 dan MAPK/ERK. Aktivasi VEGFR-1 pada angiogenesis
patologis memicu migrasi sel inflamasi dan pelepasan sitokin proinflamasi

(TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, MCP-1, MIP-1B).*



15

. Plasma membrane

endothelial cell

P38

“‘ Cytoskeleton

> |

- reorganization
AKT/PKB |
eNOs

Production .

s furuwiﬁl_r_/,‘ Vnandﬂlat?t.mn Migration
permeability

Proliferasion . e ——

VEGFR-2 (KDR/FIk-1) memiliki afinitas tinggi terhadap VEGF-A dan
VEGF-E. Ekspresi VEGFR-2 terbatas pada sel endotel vaskular dan limfatik.
Pengikatan VEGF memicu autofosforilasi dan  mengaktifkan jalur
Ras/Raf/ERK/MAPK dan PLCy/PKC, yang mendorong proliferasi sel endotel.
VEGFR-2 membantu sel-sel pembuluh darah bertahan hidup dan mencegah
kematian sel dengan mengaktifkan jalur PI3K/Akt. VEGFR-2 juga membuat sel-
sel tersebut berpindah dengan mengaktifkan integrin. VEGFR-3, yang
berukuran 195 kDa, lebih suka berikatan dengan VEGF-C dan membantu
pembentukan pembuluh limfa pada embrio dan orang dewasa.***°

Regulasi VEGF dipengaruhi oleh keratinosit, KGF, EGF, TGF-p/a, IL-
1B/a, IL-6, PGE2, IGF-1 (meningkatkan mRNA VEGF) dan TNF-a
(meningkatkan ekspresi RNA messenger). Ekspresi gen VEGF bervariasi
dengan diferensiasi sel; meningkat pada miogenesis, menurun pada diferensiasi

pheochromocytoma.*®
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2.3 Paparan Sinar Ultraviolet B (UV-B)

Sinar ultraviolet (UV) dengan panjang gelombang 200-400 nm dibagi
menjadi UVA, UVB, dan UVC. UVA dan UVB mempengaruhi kulit, dengan UVA
dominan tetapi memiliki potensi karsinogenik yang rendah. UVB hanya sedikit dari
sinar UV yang mencapai bumi, tetapi sangat aktif secara biologis. UVA jauh lebih
banyak dan bisa menembus lebih dalam ke kulit. UVB memiliki energi yang lebih
kuat dan 1000 kali lebih mudah menyebabkan kulit merah daripada UVA, serta

lebih berbahaya karena menembus lebih dalam ke kulit.

Paparan berulang terhadap UVB mempengaruhi fibroblas yang ada di dermis.
Fibroblas terlibat dalam sintesis kolagen dan menempati sebagian besar jaringan
ikat. Kulit yang terkena sinar matahari ditandai dengan kerutan yang tebal dan
dalam, kulit kering, dan hilangnya elastisitas. Percepatan penuaan kulit akibat
akumulasi paparan sinar UV secara terus-menerus disebut skin photoaging.*’UVB
berdamppak membakar kulit, meskipun lebih banyak UVA yang mencapai bumi.*
Paparan radiasi UV yang berlebihan pada kulit memicu remodeling sistem
kekebalan tubuh dan menyebabkan kondisi photoaging yang mengingatkan kita
pada penuaan kronologis. UVB dapat merusak struktur DNA dan protein pada sel-
sel kulit, khususnya pada epidermis. Penghambatan hipersensitivitas kontak oleh
paparan UVB merupakan pengamatan penting yang menunjukkan bahwa UVB
menstimulasi imunosupresi pada kulit, stres yang disebabkan oleh UVB memicu

kondisi inflamasi lokal pada kulit.*®
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Gambar 2.2 Mekanisme Aktivasi VEGF. 49

Sinar UVB membuat lebih banyak enzim yang merusak kolagen di kulit.
Sinar UVB juga mengaktifkan protein-protein yang menyebabkan peradangan,
seperti TNF-a, IL-6, dan IL-1p, yang semuanya merusak kulit.*’ UVB juga
mempengaruhi jalur TGF-B/Smad, TGF-3 merangsang biosintesi kolagen tipe 1 dan
mengatur homeostasis kolagen melalui molekul pemberi sinyal Smad. Sinar UVB
menghasilkan zat berbahaya (ROS) yang merusak sinyal sel yang penting untuk
pembuatan kolagen. Nrf-2, yang biasanya terikat pada protein lain, terlepas saat
terkena UVB dan masuk ke inti sel. Ini memicu pembuatan zat-zat pelindung (HO-
1, SOD, GPx, CAT) yang melawan kerusakan akibat zat berbahaya tersebut.
Memulihkan berbagai jalur sinyal terkait UV radiasi bisa menjadi strategi yang

efektif dalam mencegah photoaging.*’
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Intensitas sengatan matahari ditentukan oleh intensitas dan durasi paparan
sinar UV, jenis kulit, dan perlindungan yang digunakan.>® Paparan sinar matahari
pada lapisan terluar kulit dapat menyebabkan inflamasi atau iritasi. Sinar UV
menyebabkan eritema, kerusakan kolagen dan elastin, photoaging, dan kerusakan

jaringan kulit akibat stres oksidatif yang merusak lipid, protein, dan DNA.%!

Penelitian pada tahun 2022 menggunakan responden subjek di Indonesia
terutama di Jakarta menunjukkan bahwa indeks UV rata-rata adalah 6,22.%2
Menurut WHO, UVI adalah angka yang menunjukkan seberapa kuat sinar UV yang
bisa membuat kulit terbakar di suatu tempat dan waktu tertentu. Angka ini
membantu Kita tahu seberapa hati-hati Kita harus terhadap sinar matahari setiap hari,
tergantung di mana kita berada. Karena Indonesia ada di daerah tropis, sinar
matahari di siang hari sangat kuat dan berbahaya. Pada orang usia 30-39 tahun,
bintik-bintik coklat adalah masalah kulit yang paling sering ditemukan, terutama di
pipi karena sinar matahari. Kerutan juga umum terjadi, dan paling jarang di dagu

karena kerutan biasanya muncul duluan di sekitar mata dan dahi.>?

2.4. Tanaman Kelakali (Stenochlaena palustris (Burm.f) Bedd)

Kelakai merupakan tanaman khas yang tumbuh di Kalimantan. Kelakai
digunakan oleh masyarakat untuk mengobati anemia, demam, dan sakit kulit.
Kelakai memiliki kandungan bioaktif flavonoid, steroid, dan alkaloid.>® Tumbuh
hampir pada semua tempat, bahkan pada tempat yang kurang subur sekalipun.
Umumnya tumbuh di lahan gambut yang banyak nutrisi, namun juga dapat
tumbuh di tanah yang kurang subur, seperti pasir kuarsa dan tanah aluvial.

Tumbuh di daerah beriklim tropis, subtropis, atau Monsal. Tanaman kelakai bisa
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ditemukan di banyak negara, seperti Australia, Malaysia, Thailand, Papua
Nugini, bahkan di India dan China.>
2.4.1. Taksonomi & morfologi tanaman kelakai

Kelakai merupakan tumbuhan genus Stenochlaena dengan famili

Blechnaceae dan Divisi Pteridophyta. Taksonomi kelakai sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Class : Filicopsida

Order : Filicales

Tribe : Blechnaceae

Genus - Stenochlaena

Species : Stenochlaena palutris.

Kelakai merupakan tanaman pteridophyta yang tumbuh pada saat hujan
musim. Tinggi kurang lebih 50 cm dengan panjang daun berkisar antara 7,5-10,2
cm (Gambar 2.3) Ada dua jenis kelakai, misalnya kelakai merah dan hijau
kelakai, perbedaannya warna menunjukkan tingkat kematangan daun. Merah
menandakan daunnya masih muda, sedangkan berwarna hijau menunjukkan
bahwa daun sudah tua. Kalakai sangat mampu berkembang secara vegetatif.
Tingkat pertumbuhan kelakai berbeda di negara-negara musim kemarau dan
musim hujan. Tingkat pertumbuhan kelakai lebih lambat di negara-negara
musim hujan. Perbedaan dalam kemampuan menghasilkan biomassa serta
jumlah air yang terbatas yang dapat dimanfaatkan. Tanaman ini bisa dipanen
dalam waktu singkat, sekitar 4 sampai 6 hari, dan bisa dipanen lagi. Tanaman ini

juga sangat cocok tumbuh di tempat yang lembap, seperti di tanah gambut.>
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Gambar 2.3 Daun kelakai

Kelakai dapat dengan mudah diperoleh oleh masyarakat tanpa harus
membelinya di pasar. Tanaman ini sering ditemukan di tempat tinggal orang
Dayak. Kurangnya inovasi dalam pengolahannya, kelakai masih digunakan
secara terbatas dan mendasar, meskipun sangat bergizi. Kegunaannya sebagian

besar terbatas pada masakan dan pengobatan tradisional.>*

2.4.3. Fitofarmaka ekstrak daun kelakai

Simplisia daun kelakai berwarna coklat, tidak berbau, berasa kelat,
mengandung sari larut air sebesar 3,34%, sari larut etanol sebesar 1,80%, air
sebesar 4,71%, abu total sebesar 6%, abu tidak larut asam sebesar 1%, susut
pengeringan sebesar 6%. Ekstrak daun kelakai yang dibuat dengan pelarut
berbeda memiliki kepadatan yang berbeda-beda. Hasil tes menunjukkan adanya
senyawa flavonoid, tannin, dan fenolik di daun kelakai, dan senyawa flavonoid

serta tannin di ekstrak yang dibuat dengan etil asetat (lihat Tabel 2.1).%
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Tabel 2. 1 Hasil uji fitokimia ekstrak daun kelakai.*®

Hasil penapisan
Golongan senyawa Simplisia Ekstrak Ekstrak Ekstrak
N-heksan etilasetat Metanol
Alkaloid - - - -
Flavonoid + - + +
Kuinon - - - -
Saponin - - - -
Tanin + - + +
Fenolik + - - +
Terpenoid - - -
Steroid - - - -
Monoterpen dan
Seskuiterpen i . ) i

Simplisia daun kelakai mengandung flavonoid, polifenol, dan tannin,
tanpa alkaloid. Ekstrak etil asetat hanya mengandung flavonoid dan tannin,

sementara ekstrak metanol mengandung flavonoid, polifenol, dan tannin.>®

Tabel 2.1 menunjukkan aktifitas antioksidan dari senyawa-seanyawwa
aktif dalam daun kelakai. Infusa kelakai sangat ampuh menangkal radikal bebas,
dengan nilai 1C50 6,4035 ppm. Karena nilainya di bawah 50 ppm, infusa kelakai

termasuk antioksidan yang sangat kuat.*
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Tabel 2.2 Kandungan antioksidan pada kelakai.

Ekstrak Pelarut Fenol (mg Flavonoid Aktivitas Antioksidan
Kalakai GAE/g) (mg QCE/g) Uji DPPH Uji FRAP
2424 x 17,95 =
Etanol 3,80=022 2,15£0,005 0,174 ug/ml 0,026 mM
) Fe*/g
1591 +
. . 7.54£0,056
Daun Etil Asetat 2,65=0,11 3,96+0,072 0.1 l(; ug/ml mMFe/g
32343 =
- 2.94=0356
Heksana 1,59 0,04 3,20+0,332 0,433 pg/ml mMFe/g
89,96 +
E 3,820,184
Etanol 230=0.09 1.85x0.030 ?].éf:) pg/ml oM Fe- /g

HHTEET FRERE T

L
UNESS LA

e - 1 ~ 3
i modta - pades ) S

ol il

Air 319575

Kloroform

fraksi 956=09

Etil  asetat

raksi 415272

N-butanol

fraksi 457095

Aur frakst 623,7%5,1
145£0,7

13,7£0,1

857£54
583=x09
7502

15,03£0,25
(ECs0)
13,16=0,22
(ECs0)
7,71 = 0,11
(ECse)

288=0011

6.79+0,140
mM Fe**/g

2,930,114
mM Fet™/g

15522 mM
Fe'/g

318=6mM
Fe/g

1248 = 12
mM Fe*"/g
8366 * 346
mM Fe**/g
4583 = 79
mMFe™/g
2973 mM
Fe''/g

7692 = 19
mM Fe?'/g
5919 = 325
mM Fel*/g
9749 = 83
mM Fe**/g

25236 =
128 mM
Fe*'lg




23

2.4.2. Kandungan dan manfaat tanaman kelakai

Kelakai dianggap bergizi dan bermanfaat bagi kesehatan manusia, terdapat
beberapa mikronutrien dan antioksidan menjadi efek menguntungkan untuk
digunakan dalam pengobatan tradisional. Kelakai mengandung kaya akan
sumber fitokimia, mengandung komponen bioaktif flavonoid, fenolik, terpenoid,
dan alkaloid.® Kelakai mendapat perhatian yang meningkat dalam bidang
pengobatan herbal karena aplikasi. farmakologisnya yang luas, termasuk
pengobatan eksim dan penyembuhan luka, sebagai anti inflamasi, agen
antimikroba dan antioksidan, dan dalam pengobatan diabetes. Kelakai memiliki
daun yang dapat dimakan sepanjang tahun (pinnae lebar, bergerigi). Daun subur
(pinnae tipis, spora) musiman dan tidak dapat dimakan. Pelepah muda (hijau
muda, merah, lembut) berbeda dari pelepah dewasa. Daun kelakai muda steril
digunakan dalam pengobatan tradisional untuk penyakit kulit, diare, demam, dan
tukak lambung.® Menurut hasil penelitian, kelakai punya banyak mineral yang
bagus untuk tubuh, terutama kalium dan fosfor, sehingga tanaman ini punya nilai
gizi yang tinggi®

Kelakai memiliki kandungan air yang tinggi, sama seperti beberapa
sayuran berdaun umum. Tepung kelakai cenderung memiliki nilai gizi yang
lebih tinggi karena kandungan airnya telah dihilangkan. Kandungan serat pada
kelakai terbilang paling tinggi jika dibandingkan dengan sayuran berdaun biasa
seperti kangkung, daun singkong dan sawi. Kelakai batangnya memiliki serat
yang lebih sedikit dibandingkan daun kelakai, ekspresi vitamin C kelakai 8-47

mg per 100 gram, lebih tinggi dibandingkan wortel.>*
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Tanaman kelakai ditanam secara alami dan bebas dari pupuk sintetis dan
pestisida, dan ramuan alami yang tersedia ini merupakan sumber antioksidan
makanan yang baik.8>* Kelakai memiliki beberapa zat bioaktif yang berperan
sebagai antioksidan yang kuat dalam ekstraknya karena terdapat flavonoid,
fenol, saponin, terpenoid.>’~®° Kelakai memiliki sifat antioksidan dan antikanker,
yang dapat membantu mencegah penyakit akibat radikal bebas. Kandungan
fenolik dan flavonoid dalam kelakai, yang bertanggung jawab atas sifat-sifatnya,
dapat diukur Kkuantitasnya bersama dengan aktivitas antioksidannya
menggunakan uji DPPH. Sebuah penelitian menunjukkan bahwa kelakai dapat
mempertahankan kesegarannya hingga dua hari setelah panen sebelum layu.
Mengurangi kelembaban, mempertahankan suhu daun yang rendah, dan
menutupi  ujung potongan pakis dengan kapas basah sebelum dipanen

meningkatkan proses degeneratif penuaan.®

Kelakai dapat menangkal radikal bebas dan antioksidan aktivitas sangat
tergantung pada konten dan jenis flavonoid yang dikandungnya. Flavonoid
menunjukkan aktivitas antioksidan yang memiliki dampak positif terhadap
nutrisi dan kesehatan manusia.®? Senyawa flavonoid dan fenolik adalah
metabolit sekunder yang banyak ditemukan pada tumbuhan dan melakukan
berbagai aktivitas biologis. Fenolik, antioksidan alami yang sangat efektif,
mencegah penyakit kardiovaskular, penuaan, dan radikal bebas. Konsumsi buah
dan sayuran kaya fenolik sangat disarankan. Para ilmuwan telah melihat
fitokimia dalam berbagai produk alami, termasuk buah-buahan dan sayuran yang

dapat dimakan.®
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2.4.3. Formulasu serum ekstrak daun kelakai

Serum untuk perawatan pada kulit merupakan salah satu sediaan
semisolid dalam industri farmasi 1 Serum diformulasikan untuk menghasilkan
bahan-bahan yang ditargetkan dan ampuh untuk mengatasi masalah perawatan
kulit tertentu. Serum dirancang untuk menembus kulit secara mendalam dan
memberikan nutrisi, hidrasi, atau mengatasi masalah seperti kerutan atau
pigmentasi. Serum berfungsi melembabkan kulit secara keseluruhan.®?

Molekul kecil serum menyerap pada kulit lebih dalam, meningkatkan
efektivitas dalam perawatan kulit seperti pigmentasi dan tanda-tanda penuaan.
Serum wajah adalah produk perawatan kulit ampuh yang dirancang dengan
konsentrasi bahan aktif yang lebih tinggi, menjadikannya efektif sebagai
kosmetik. Serum tidak mengandung bahan tambahan dan pengisi,
sehinggaperawatan masalah kulit dapat secara langsung dan efisien. Serum lebih
cepat meresap ke kulit, bisa masuk lebih dalam, dan biasanya lebih banyak

kandungan bahan aktifnya daripada krim. Tekstur serum juga lebih cair.5?

Penelitian melaporkan ekstrak daun kelakai mempengaruhi aktivitas
superoksida dismutase, ekspresi anion superoksida, ekspresi karbonil, dan diena
terkonjugasi pada kulit tikus yang dipapar sinar UV.*® Krim akar kelakai dengan
konsentrasi ekstrak 1-3% menunjukkan sifat fisik yang serupa selama 14 hari
pengujian. Formulasi krim dengan ekstrak 2% (300-350 ppm) memiliki nilai
SPF 11-12, menandakan perlindungan matahari maksimal.l® Kelakai mendapat

perhatian dalam bidang pengobatan herbal karena aplikasi untuk pengobatan
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eksim dan penyembuhan luka, sebagai anti inflamasi, agen antimikroba dan
antioksidan.®
2.5. Pengaruh serum ekstrak daun kelakai terhadap ekspresi IL-6 dan VEGF
pada kulit mencit yang dipapar sinar UVB subkronis

UV-B meningkatkan ROS, menyebabkan inflamasi, yang merusak
pertahanan kulit dan menurunkan kolagen.®® ROS mengaktifasi MAPK dan
meningkatkan matriks MMPs.%* Aktifasi MAPK akibat paparan UV-B memicu
sel inflamasi pada kulit sehingga meningkatkan ekspresi IL-6. Peningkatan
ekspresi 1L6 mengkatifasi MMPs dan enzim lain yang dapat merusak kulit.%
ROS juga menyebabkan peningkatan NF-kB dan AP1, serta menurunkan
ekspresi VEGF, sehingga terjadi kerusakan kolagen yang menyebabkan
photoaging. %

Kelalai berperan dalam mencegah photoaging melalui aktifitas
antioksidan, yaitu menghambatpembentukan ROS sehingga menghambat
kerusakan oksidatif pada kulit.°” * Tubuh tidak dapat menghasilkan cukup
antioksidan untuk melawan radikal bebas, sehingga perlu mendapatkannya dari
sumber eksternal. Antioksidan bekerja dengan menetralkan radikal bebas
melalui donasi elektron, sehingga memutus rantai reaksi yang dapat merusak
sel.®8 Mekanisme antioksidan dapat secara langsung maupun tidak langsung,

menyumbangkan ion hidrogen untuk menetralisir efek toksik radikal bebas.®®

Serum antioksidan mengurangi zat berbahaya (ROS) dengan menghambat
enzim dan radikal bebas. Flavonoid, salah satu jenis antioksidan, menghambat

enzim-enzim yang menghasilkan ROS. Flavonoid dapat menstabilkan radikal
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bebas yang terlibat dalam proses oksidatif dengan mengkomplekskannya
dengan radikal bebas. Flavonoid bekerja melawan zat berbahaya (ROS) dalam
tubuh dengan cara memberikan elektron. Kemampuan ini ditingkatkan oleh
struktur khususnya, dan flavonoid mampu menetralkan berbagai jenis ROS
seperti radikal hidroksil, peroksil, dan peroksinitrit. Hal ini terjadi melalui
donasi atom hidrogen serta elektron dari gugus hidroksil flavonoid, reaksi yang
kemudian menghasilkan radikal flavonoid yang relatif stabil. Flavonoid
menunjukkan potensial reduksi yang lebih rendah, berkisar antara 0,23 hingga
0,75 V, dibandingkan dengan radikal bebas yang memiliki potensial reduksi

antara 1,0 hingga 2,3 V."°

Radikal pengoksidasi yang kuat akan diubah menjadi radikal flavonoid (o-
semiquinone). Radikal flavonoid ini kemudian bisa melakukan tiga hal:
bergabung dengan radikal pengoksidasi lain, memberikan atom hidrogen dan

membentuk kuinon, atau bergabung dengan radikal flavonoid lainnya.”

Serum kulit diformulasikan untuk menghasilkan bahan-bahan yang
ditargetkan dan ampuh untuk mengatasi masalah perawatan kulit, molekul
kecil serum memfasilitasi penetrasi kulit lebih dalam, meningkatkan
efektivitasnya dalam menargetkan masalah perawatan kulit.®? Serum dari
ekstrak daun kelakai diharapkan lebih encer supaya lebih cepat meresap ke
dalam kulit. Dengan begitu, kulit bisa mendapat lebih banyak nutrisi dan
kelembapan, kerutan dan flek hitam juga bisa berkurang. Serum ini juga

diharapkan bisa mempengaruhi kadar IL-6 dan VEGF di kulit.



BAB I
KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN HIPOTESIS
3.1. Kerangka Teori

Kulit kena sinar UVB, bisa meradang dan jadi susah melindungi diri.
Kolagen juga berkurang, kulit jadi cepat tua.®® Makrofag, sel dendritik, dan
neutrofil punya semacam radar bernama PRR yang bisa mendeteksi komponen
mikroba (PAMPs) dan sinyal bahaya dari sel rusak (DAMPs). Kalau 'radar" ini
mendeteksi PAMPs atau DAMPs, sel-sel imun ini akan diaktifkan dan
memproduksi zat-zat yang bikin peradangan.”

Saat kulit stres karena sering terpapar sinar UVB, asam retinoat (RA)
sangat dibutuhkan. RA membantu kulit mengatasi peradangan, memperbaiki
kerusakan pembuluh darah, dan mempercepat regenerasi jaringan. RA
mempengaruhi ekspresi VEGF dan IL-6 dengan menekan ekspresi VEGF
dengan berikatan pada reseptor RAR/RXR, yang menghambat aktivasi faktor
transkripsi HIF-1o, serta menurunkan aktivitas jalur PI3K/AKT/mTOR,
sehingga mengurangi proliferasi sel endotel dan angiogenesis berlebih akibat
stres oksidatif UVB. Selain itu, RA menurunkan ekspresi IL-6 dengan
menghambat aktivasi NF-kB, meningkatkan kapasitas antioksidan melalui
jalur Nrf2, serta memodulasi TGF-pB untuk menekan respons inflamasi.

Faktor pertumbuhan seperti VEGF membuat fibroblas jadi aktif.
Fibroblas jadi lebih banyak dan menghasilkan banyak matriks ekstraseluler,
yang penting untuk jaringan tubuh.”? Tubuh kita punya cara untuk mengatasi

peradangan dan memperbaiki kerusakan, salah satunya dengan bantuan IL-6.

33
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Tapi, radikal bebas (ROS) bisa bikin masalah jadi lebih buruk. ROS
meningkatkan NF-kB dan AP1, serta menurunkan VEGF, yang akhirnya
merusak kolagen dan membuat kulit cepat tua (photoaging). % Penurunan
aktivitas antioksidan menyebabkan peningkatan ROS, yang selanjutnya
menghambat diferensiasi myofibroblast.”* Kelakai adalah contoh tumbuhan
alami yang memiliki sifat antioksidan. Daun kelakai mengandung fenolik dan
flavonoid yang telah terbukti sangat efektif sebagai antioksidan.®® Mekanisme
antioksidan menyumbangkan i1on hidrogen untuk menetralisir efek toksik
radikal bebas.®

Sediaan serum dengan kandungan antioksidan menekan pembentukan ROS
menekan produksi radikal bebas. Flavonoid bisa mencegah pembentukan ROS
dengan cara memblokir kerja enzim-enzim yang membuatnya, seperti xantin
oksidase, protein kinase C, dan banyak lagi -enzim lainnya. Selain
membersihkan, flavonoid dapat menstabilkan radikal bebas yang terlibat dalam
proses oksidatif dengan mengkomplekskannya dengan radikal bebas.
Flavonoid melindungi sel dari kerusakan oksidatif dengan mendonorkan atom
hidrogen dan elektron ke ROS, mengubahnya menjadi molekul yang lebih
tidak berbahaya. Struktur khusus flavonoid memfasilitasi proses ini dan

menghasilkan radikal flavonoid yang stabil.”

Radikal flavonoid (o-semiquinone) yang terbentuk memiliki tiga
kemungkinan nasib: bereaksi dengan radikal pengoksidasi, memberikan atom
hidrogen membentuk kuinon, atau bergabung dengan radikal flavonoid

lainnya.”®
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Serum kulit diformulasikan untuk menghasilkan bahan-bahan yang
ditargetkan dan ampuh untuk mengatasi masalah perawatan kulit, molekul
kecil serum memfasilitasi penetrasi kulit lebih dalam, meningkatkan
efektivitasnya dalam menargetkan masalah perawatan kulit.%> Serum ekstrak
daun kelakai yang cair akan lebih mudah diserap oleh kulit, sehingga
diharapkan lebih efektif dalam memberikan manfaat perawatan kulit dan

mempengaruhi ekspresi IL-6 dan VEGF.



Dosis serum
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Kelakai

Kadar Flavonoid —

Kadar Fenol

Kadar terpenoid
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v
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Gambar 3.2 Kerangka Teori.




3.2. Kerangka Konsep
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Berdasarkan variabel bebas yaitu dosis serum daun kelakai dan variabel

terikat yaitu ekspresi VEGF dan IL-6.

Dosis Serum
Ekstrak Daun
Kelakai

Ekspresi

Ekspresi IL-6

Gambar 3.3 Kerangka Teori.

3.3. Hipotesis

Serum dari daun kelakai ternyata berpengaruh pada jumlah VEGF dan IL-6 di

kulit mencit yang kena sinar UVB.



BAB IV
METODE PENELITIAN
4.1. Jenis dan rancangan penelitian
Penelitian ini dilakukan di laboratorium untuk melihat apakah krim dari
ekstrak daun kelakai bisa mempengaruhi jumlah VEGF dan IL-6 pada kulit

mencit BALB/c yang disinari UVB selama 14 hari.

4.2. Populasi dan sampel
4.2.1. Populasi
Subyek pada penelitian menggunakan mencit BALB/c, total subjek
berjumlah 25 ekor, berusia 3 bulan dengan hobot tubuh 25-30g yang
memenuhi syarat hewan penelitian sesuai kriteria dan layak digunakan
untuk digunakan sebagai subyek penelitian. Terdapat kriteria yang harus

terpenuhi sebagai objek penelitian: kriteria inklusi dan eksklusi.

a. Kriteria Inklusi:
1. Mencit dipapar sinar UVB
2. Kondisi tikus sehat
b. Kriteria Eksklusi:
Mencit mati selama masa adaptasi.
c. Kiriteria Drop out

Mencit mati selama perlakuan.

38
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4.2.2. Sampel

Sampel penelitian diambil dari jumlah total dan dibagi secara acak.

Subjek penelitian dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan sebagai berikut:

a)

b)

d)

Kelompok kontrol sehat (K1) subjek tanpa perlakuan yang diberi pakan
standar selama 14 hari,

Kelompok kontrol negatif (K2) subjek dipapar sinar UVB kemudian
diberikan basis serum selama 14 hari,

Kelompok kontrol positif (K3) subjek dipapar sinar UVB dan kemudian
diberikan serum retinoid 0,025% selama 14 hari,

Kelompok perlakuan (K4) menerima serum ekstrak daun kelakai
dengan dosis 2% selama 14 hari setelah dipaparkan sinar UVB,
Kelompok perlakuan (K5) menerima serum ekstrak daun kelakali
dengan dosis 4% selama 14 hari setelah dipaparkan sinar UVB,

Pembagian kelompok penelitian diskemakan seperti pada gambar

berikut:

4>[K1: >:OK1:

kK2 |— ok2 |
[pHsHR]——% K3 | 0K3
"‘K4 > OK4

_’1K5 * OKS5

Gambar 4.1 Skema sampel penelitian

Keterangan :

p
S

Populasi

Sampel
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R :Randomisasi

OK1 : Observasi/ pengukuran ekspresi VEGF dan IL-6 di K1,
OK?2 : Observasi/ pengukuran ekspresi VEGF dan IL-6 di K2,
OKS3 : Observasi/ pengukuran ekspresi VEGF dan IL-6 di K3,
OKA4 : Observasi/ pengukuran ekspresi VEGF dan IL-6 di K4,
OKS5 : Observasi/ pengukuran ekspresi VEGF dan IL-6 di K5.

Total jumlah subjek yang diperlukan dalam penelitian ditentukan
menggunakan rumus eksperimen sebagai berikut:
(t-1) (n-1)> 15
(5-1)(n-1)=> 15
4n—-5=>15
n > (15+4)/4
n>4,75
n>=3
Keterangan: t = banyaknya perlakuan

n = banyaknya sampel setiap perlakuan.

Penelitian ini membutuhkan minimal 25 ekor mencit, dengan 5 ekor
dialokasikan untuk setiap kelompok. Selain itu, 5 ekor mencit cadangan juga

disiapkan untuk mencegah kekurangan sampel.

4.3. Variabel dan Definisi Operasional

4.3.1. Variabel

a. Variabel Bebas

Serum ekstrak daun kelakai dosis 2% dan 4%

b. Variabel Prakondisi
Mencit BALB/c yang dipapar sinar UVB subkronis selama 14 hari.

c. Variabel Terikat



41

Ekspresi VEGF dan ekspresi I1L-6

4.3.2. Definisi Operasional

a. Serum ekstrak daun kelakai

Ekstrak daun kelakai dibuat secara maserasi menggunakan pelarut
etanol 70% dan pelarut diuapkan dari campuran gunakan rotary evaporator.
Ekstrak kelakai dibuat sedia an serum konsentrasi 2% dan 4%, basis serum
ekstrak kelakai (propilen glikol, trietanolamin, dan natrium benzoate).”
Sediaan serum dioleskan secara topikal sekali setiap hari pada bagian

punggung selama 14 hari, setiap kali dioleskan 15 menit setelah paparan

UVvB."®
Hasil ukur ;- mg
Skala pengukuran : Ordinal.

b. Ekspresi VEGF
Ekspresi VEGF pada jaringan kulit mencit BALB/c diukur setelah

perlakuan topikal selama 14 hari. Jaringan diwarnai dengan imunohistokimia
(IHC) menggunakan antibodi VEGF, diamati dengan mikroskop pada 10
lapang pandang dan 6 kali pengulangan, lalu dianalisis oleh ahli patologi
anatomi.”’

Satuan hasil : Persentase (%)
Skala pengukuran : Rasio.
c. Ekspresi IL-6
Ekspresi IL-6 pada jaringan kulit sampel mencit BALB/c setelah

perlakuan selama 14 hari. Untuk melihat seberapa banyak IL-6 di kulit yang

terkena UVB, digunakan metode imunohistokimia dengan antibodi IL-6.
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Kulit diamati di bawah mikroskop sebanyak 10 kali di tempat yang berbeda,
dan setiap tempat diamati 6 kali. Hasilnya kemudian dianalisis oleh dokter
spesialis patologi anatomi.”’
Satuan hasil : Persentase (%)
Skala pengukuran : Rasio.
4.4. Peralat dan bahan
4.4.1. Alat
Proses pembuatan ekstrak, perlakuan pada tikus wistar, dan
pemeriksaan sampel memerlukan peralatan yang berbeda-beda. Alat-alat
yang digunakan meliputi rotary evaporator, soxhlet, oven, alat fiksasi,

lampu UV, pisau scalpel, PBS, dan centrifuge.

4.4.2. Bahan
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain daun
kelakal segar, bahan-bahan untuk membuat serum (propilen glikol,
trietanolamin, dan natrium benzoat), alkohol 70%, kasa, kapas, mencit
BALB/c, makanan mencit, dan air suling. Bahan kimia untuk membuat

buffer, larutan formalin, larutan xylazine dan ketamine.

4.5. Alur penelitian dan tahap pengerjaan
4.5.1. Pengajuan izin etik (Ethical clearence)
Ethical clearence penelitian diperoleh dari Komite Etik Fakultas

Kedokteran, Universitas Islam Sultan Agung, Semarang.
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4.5.2. Penentuan Dosis

Ekstrak daun kelakai terbukti bisa melawan bakteri penyebab
jerawat (Propionibacterium acnes) pada dosis 5%, 10%, dan 15%. Dosis
5% adalah yang paling ampuh, dengan daya hambat paling kuat (27,82
mm) dan nilai KBM serta KHM terbaik.?° Krim ekstrak daun kelakai,
khususnya formulasi Il dengan ekstrak 2%, menunjukkan perlindungan
matahari maksimal dengan nilai SPF 11 dan 12 pada konsentrasi 300 ppm
dan 350 ppm.?° Penelitian ini akan menggunakan serum dari ekstrak daun
kelakai dengan kadar 2% dan 4% untuk dioleskan ke kulit mencit BALB/c

yang sudah disinari UVB.

4.5.3. Pembuatan Ekstrak daun kelakai
Ekstraksi daun kelakai dilakukan dengan maserasi 5009 serbuk
dalam 3750 ml etanol 70% selama 5 hari. Ampas hasil penyaringan
dimaserasi ulang 3 kali dengan 1250 ml etanol 70%. Filtrat kemudian

diuapkan menggunakan rotary evaporator.’®

4.5.4. Penentuan ekspresi Flavonoid dan fenol dari ekstrak daun kelakai
Uji Ekspresi Flavonoid Total
» Pembuatan Larutan Baku
Kuersetin dilarutkan dalam metanol (1000 ppm) dan dibuat seri
konsentrasi 9-24 ppm. Reagen ditambahkan, diinkubasi, dan absorbansi
diukur pada 433,5 nm. Persamaan regresi linier digunakan untuk

menentukan koefisien korelasi (r).
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» Penetapan Ekspresi Flavonoid

Total Fraksi etil asetat diukur dalam konsentrasi 500 ppm.
Selanjutnya diambil 2 ml dari larutan tersebut lalu ditambahkan 0,1 ml
alumunium triklorida, 0,1 ml na-asetat 1 M, dan 2,8 ml aqua pro injeksi.
Metode analisis flavonoid ini melibatkan inkubasi, pengukuran serapan
pada 433,5 nm, dan perhitungan kadar flavonoid total menggunakan
rumus. Kuersetin digunakan sebagai standar, dan replikasi dilakukan

tiga kali.

b. Uji Ekspresi Fenol Total
» Pembuatan Larutan Baku
Analisis asam galat dilakukan dengan membuat larutan stok 100
ppm, diikuti pengenceran menjadi 15-55 ppm. Setelah penambahan
reagen dan inkubasi pada 50°C selama 5 menit, absorbansi diukur pada
757,5 nm. Koefisien korelasi (r) ditentukan dari persamaan regresi

linier antara konsentrasi dan absorbansi.

» Penetapan Ekspresi Fenol Total

1 ml fraksi etil asetat 100 ppm ditambahkan reagen Folin-
Ciocalteu dan natrium karbonat 10% dalam labu ukur 10 ml selanjutnya
ditambah aqua pro injeksi hingga tanda batas dan digojog homogen.
Metode analisis fenol total ini melibatkan pemanasan larutan pada 50°C
selama 5 menit, inkubasi selama 10 menit, dan pengukuran absorbansi
pada 757,5 nm. Asam galat digunakan sebagai standar, dan pengujian

diulang 3 Kkali.
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4.5.5. Pembuatan Sediaan Serum Ekstrak Daun Kelakai
Serum ekstrak daun kelakai dibuat menggunakan xanthan gum, air,
propilenglikol, ekstrak daun kelakai, dan trietanolamin. Xanthan gum
dilarutkan dalam air panas untuk membentuk mucilago, yang kemudian
dicampur dengan bahan-bahan lain. Volume akhir serum adalah 20 ml. 7®
4.5.6. Pengambilan sampel jaringan kulit mencit terpapar UVB
Setelah 14 hari perlakuan dengan krim ekstrak daun kelakali,
pengambilan jaringan kulit dilakukan pada hari ke-15. Jaringan kulit yang
terpapar UVB dipotong dari mencit yang telah diterminasi, kemudian
ditimbang dan ditambahkan dengan PBS (pH 7,4). Sampel jaringan di
homogenisasi dalam kondisi dingin suhu 4°C, selanjutnya setrifugasi dengan
kecepatan 2000-3000 rpm, selama 20 menit. Sampel uji adalah supernatan

yang diperoleh dari proses sentrifugasi.

4.5.7. Pemeriksaan ekspresi VEGF dan IL-6 menggunakan Metode IHC

1. Bagian parafin (ketebalan 5 um) dipanaskan hingga 60°C dan
dideparafininasi dengan cara direndam dalam tiga pertukaran
xilena (masing-masing 30 menit).

2. Bagian-bagian tersebut kemudian direhidrasi melalui serangkaian
alkohol bertingkat pencucian (etanol 100%, 95%, 70%, 50%, dan
30%, deionisasi air, dan air deionisasi lagi; 20 menit untuk setiap
pertukaran).

3. Bagian jaringan yang dideparafinasi dicerna dengan hialuronidase

(2 mg/mL dalam 0,1 M natrium asetat dan 150 m M natrium
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klorida, pH 5,5) selama 30 menit pada suhu 37°C untuk
mengekspos epitop antigenik.

Setelah mencuci bagian tiga kali selama 10 menit masing-masing
dalam buffer fosfatsaline (PBS), bagian diinkubasi selama 30
menit dalam metanol yang mengandung 0,3% hidrogen peroksida
untuk memadamkan aktivitas peroksidase endogen.

Cuci bagian tersebut tiga kali masing-masing 10 menit dalam PBS,
kemudian inkubasi dengan 1,5%

Setelah dicuci kembali, potongan selanjutnya diinkubasi dengan
poliklonal primer antibodi A 1/30 (10 ug/mL) selama 4 jam pada
suhu kamar.

Bagian tersebut dibilas, selanjutnya diinkubasi dengan antibodi
terbiotinilasi (2 ug/mlL) selama 30 menit pada suhu kamar.
Selanjutnya, bagian tersebut dicuci tiga kali dan diolah dengan
konjugasi peroksidase streptavidin (2 pg/mL, Dako) selama 30
menit pada suhu kamar.

Setelah tiga kali pencucian selama 10 menit dalam PBS, antibodi
yang terikat ditunjukkan dengan menggunakan Substrat 3-amino-
9-etilkarbazol (substrat AEC, Dako) dengan adanya 3% hidrogen
peroksida selama 15 menit.

Setelah pengembangan substrat, bagian-bagian tersebut dibilas dan

diwarnai Kembali
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11. Direndam selama 1 menit dalam pewarnaan hematoksilin Smith
(Sigma).

12. Sampel diberi kode, diperiksa ekspertis patologi anatomi dan diberi

skor secara semikuantitatif.”’

4.6. Analisa Data

Data dianalisis dengan deskriptif statistik, terus diuji normalitasnya pakai
Shapiro-Wilk, dan homogenitasnya pakai Levene. Hasil penelitan pada ekspresi
VEGF dan IL-6 didapatkan data terdistribusi tidak normal, maka dilakukan uji
non parametrik yaitu uji Kruskal Wallis (P<0,05) untuk melihat perbedaan
terhadap semua kelompok dan dilanjutkan dengan uji beda antar dua kelompok
dengan uji Mann Whitney (P<0,05). SPSS digunakan untuk menganalisis data
dan membuat keputusan tentang hipotesis berdasarkan tingkat kepercayaan

95% (ot 5%).

4.7. Jadwal Pelaksanaanya Penelitian
Penelitian ini dilakukan di fab IBL Fakultas Kedokteran pada bulan

Oktober-November 2024.
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4.8. Alur Penelitian
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BAB V
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN
Penelitian ini  menggunakan metode imunohistokimia (IHC) untuk
menganalisis ekspresi VEGF dan IL-6 pada jaringan kulit mencit. Penelitian ini
melibatkan 30 ekor mencit BALB/c yang dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan
yang berbeda, termasuk kelompok kontrol dan kelompok yang diberi serum ekstrak
daun kelakai. Penelitian ini dilakukan di IBL Fakultas Kedokteran UNISSULA

pada bulan Oktober-November 2024.

5.1 Hasil Penelitian

5.1.1 Hasil analisis ekspresi-VEGF dan IL-6 jaringan kulit pada setiap
kelompok dengan metode imunohistokimia (IHC).

Imunohistokimia (IHC) adalah metode untuk mendeteksi ekspresi
protein spesifik, seperti VEGF dan IL-6, dalam jaringan menggunakan
antibodi target. Prinsip kerjanya berdasarkan interaksi spesifik antara
antibodi dan antigen, yang kemudian divisualisasikan melalui reaksi warna
berbasis enzim atau fluoresensi. Prosesnya mencakup ikatan antigen-
antibodi, deteksi dengan antibodi sekunder berkonjugasi enzim (HRP atau
AP), serta amplifikasi sinyal untuk meningkatkan sensitivitas. Teknik ini
memungkinkan analisis ekspresi protein secara in situ, dimana deteksi dan
visualisasi protein langsung pada jaringan atau sel utuh, tanpa perlu
mengekstraksi protein dari sampel. Teknik ini memungkinkan analisis
distribusi spasial dan tingkat ekspresi protein dalam struktur seluler atau

jaringan yang tetap terjaga.

o1
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Reaksi kromogenik untuk visualisasi, di mana enzim yang terkonjugasi
pada antibodi sekunder akan mengkatalisis reaksi dengan substrat
kromogenik, yang menghasilkan endapan warna coklat pada lokasi ekspresi
VEGF atau IL-6. Intensitas warna ini dianalisis menggunakan mikroskop
cahaya untuk menentukan tingkat ekspresi protein dalam jaringan. Untuk
meningkatkan kontras dan memperjelas struktur jaringan, dilakukan
pewarnaan kontras dengan hematoksilin, yang memberikan warna biru pada
inti sel, sehingga distribusi ekspresi VEGF dan IL-6 dapat diamati dengan
lebih jelas. Preparat kemudian dikeringkan dan ditutup dengan mounting
medium, sehingga siap untuk diamati di bawah mikroskop. Metode ini
memungkinkan identifikasi ekspresi protein dalam jaringan secara spasial
dan kuantitatif, sehingga sangat berguna dalam studi angiogenesis,
inflamasi, dan berbagai kondisi patologis lainnya.

Hasil analisis ekspresi VEGF dan IL-6 jaringan kulit pada tiap

kelompok dengan pewarnaan IHC seperti pada Gambar5.1.:
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Gambar 5.1 Ekspresi VEGF pada berbagai kelompok perlakuan: (a) K1, (b)
K2, (c) K3, (d) K4, (e) K5. Tanda panah menunjukkan sitoplasma yang
terwarnai gelap menandakan ekspresi VEGF
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VEGF, faktor pertumbuhan utama, penting untuk angiogenesis dan
regenerasi jaringan. Pada jaringan kulit yang mengalami kerusakan akibat
paparan UVB, ekspresi VEGF dapat meningkat sebagai respons terhadap

stres oksidatif dan inflamasi untuk memperbaiki jaringan yang rusak.

Paparan sinar UVB dapat memicu stres oksidatif yang berdampak pada
peningkatan ekspresi VEGF sebagai respons terhadap kerusakan jaringan.
Dalam kelompok Kontrol Sehat (K1), ekspresi VEGF tetap rendah atau dalam
kondisi basal, mencerminkan keseimbangan homeostasis tanpa adanya stres
lingkungan. Sebaliknya, kelompok kontrol negatif (K2), yang terpapar UVB
tanpa intervensi terapeutik, menunjukkan ekspresi VEGF yang tinggi akibat
peningkatan Reactive Oxygen Species (ROS). Jalur HIF-1a (Hypoxia-
Inducible Factor-1 Alpha) teraktivasi, merangsang VEGF untuk
memperbaiki jaringan yang mengalami hipoksia, tetapi tanpa kontrol yang
tepat, kondisi ini dapat menyebabkan neovaskularisasi abnormal dan

inflamasi berkepanjangan.

Sebagai perbandingan, kelompok kontrol positif (K3), yang diberikan
serum retinoid 0,025% setelah paparan UVB, mengalami penurunan ekspresi
VEGF dibandingkan K2. Retinoid dikenal memiliki efek antiinflamasi dan
merangsang regenerasi kulit, sehingga dapat mengurangi stres oksidatif serta
menormalkan ekspresi VEGF dengan mempercepat regenerasi epidermis.
Lebih lanjut, kelompok perlakuan dengan serum ekstrak daun kelakai

menunjukkan hasil yang menjanjikan. Pada kelompok K4 (2%), ekspresi
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VEGEF lebih rendah dibandingkan K2, tetapi masih lebih tinggi dibandingkan
K3. Kandungan flavonoid dan fenolik dalam ekstrak daun kelakai bertindak
sebagai antioksidan yang mampu mengurangi stres oksidatif, meskipun dosis
ini mungkin belum cukup optimal dalam menekan inflamasi dan modifikasi

VEGF secara signifikan.

Sementara itu, kelompok K5 (4%) menunjukkan penurunan ekspresi
VEGF yang lebih baik dibandingkan K4, bahkan mendekati tingkat yang
diamati pada K3. Gambar 5.1 menunjukkan bahwa peningkatan dosis ekstrak
meningkatkan kandungan antioksidan dan senyawa bioaktif, memberikan
efek antiinflamasi dan regeneratif yang lebih optimal. Dengan regulasi VEGF
yang lebih terkontrol, pemulihan jaringan menjadi lebih efektif dengan risiko
inflamasi yang lebih rendah. Hasil ini menunjukkan bahwa ekstrak daun
kelakai dosis 4% berpotensi sebagai alternatif alami dalam mempercepat

pemulihan kulit akibat paparan UVB, mendekati efektivitas serum retinoid.

Hasil pewarnaan IHC terhadap ekspresi IL-6 (Gambar 5.2.)
menunjukkan bahwa paparan UVB meningkatkan inflamasi, yang terlihat
dari ekspresi IL-6 yang tinggi pada kelompok K2. Retinoid (K3) dan ekstrak
daun kelakai (K4 & Kb5) berperan dalam menurunkan ekspresi IL-6, dengan
efektivitas tertinggi pada dosis 4% (K5). Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak
daun kelakai dosis 4% dapat menjadi alternatif alami yang menjanjikan dalam
mengurangi inflamasi akibat paparan UVB, dengan efektivitas yang

mendekati serum retinoid.
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Gambar 5.2 Ekspresi IL-6 pada berbagai kelompok perlakuan: (a) K1, (b) K2, (c)
K3, (d) K4, (e) K5. Tanda panah menunjukkan sitoplasma yang terwarnai gelap
menandakan ekspresi I1L-6
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5.1.2 Hasil rerata ekspresi VEGF dan IL-6 pada setiap kelompok
Hasil uji dan analisis rerata ekspresi VEGF pada masing-masing

kelompok penelitian ditunjukkan pada Tabel 5.1.

Tabel 5.1 Hasil analisis rerata ekspresi VEGF dan IL-6 jaringan kulit

Variabel Kelompok p

K1 K2 K3 K4 K5
Rerata #SD Rerata +SD RerataxtSD RerataxtSD  RerataxzSD

Ekspresi VEGF 0,08 £0,11 18,88 +0,27 2,68+0,11 5,12+0,23 4,40+0,24

Saphiro wilk 0,006 0,000 0,006 0,814 0,146
Levene’s Test 0,569
Kruskal Wallis 0,000
Ekspresi IL-6  0,08+0,1117,92+0,18 2,68 +0,11 4,92+0,23 4,44 +0,26
Saphiro wilk 0,006 0,000 0,006 0,814 0,421
Levene’s Test 0,222
Kruskal Wallis 0,000
Keterangan:

> Uji Saphiro Wilk (p > 0,05 = normal)
» Levene’s Test (p > 0,05 = homogen)
»  Kruskal Wallis (p<0,05) = perbedaan signifikan)

Untuk menganalisis data ekspresi VEGF yang tidak terdistribusi
normal (uji Shapiro-Wilk, p<0,05) namun homogen (uji Levene, p=0,569),
digunakan uji non-parametrik Kruskal-Wallis. Hasilnya menunjukkan
perbedaan signifikan antar kelompok perlakuan (p=0,000). Hasil statistik uji

Kruskal Wallis yang signifikan dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney untuk

melihat perbedaan antar dua kelompok perlakuan.

Untuk menganalisis data ekspresi IL-6 yang tidak terdistribusi normal
(uji Shapiro-Wilk, p<0,05) namun homogen (uji Levene, p=0,222), digunakan

uji non-parametrik Kruskal-Wallis. Hasilnya menunjukkan perbedaan
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signifikan antar kelompok perlakuan (p=0,000). Uji Mann-Whitney kemudian

dilakukan untuk membandingkan perbedaan antar dua kelompok.

5.1.3 Ekspesi VEGF jaringan kulit pada setiap kelompok
Hasilnya, kelompok K2 punya ekspresi VEGF paling tinggi dengan
nilai 18,88+0,27%. Kelompok K4 memiliki nilai lebih rendah, yaitu
5,12+0,23%, diikuti oleh kelompok K5 dengan nilai 4,40+0,24%. Kelompok
K3 menunjukkan nilai ekspresi VEGF sebesar 2,68+0,11%, sementara

kelompok K1 memiliki ekspresi paling rendah dengan nilai 0,08+0,11%

(Tabel 5.1).
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Gambar 5.3 Ekspresi VEGF pada tiap kelompok perlakuan

Hasil penelitian menunjukkan ekspresi VEGF lebih rendah pada
kelompok perlakuan serum retinoid 0,025%, pada serum ektrak daun kelakai
2% dan 4% didapatkan nilai lebih tinggi dibanding kelompok serum retinoid
0,025%, tapi tidak lebih bawah dari kelompok sehat. Seperti terlampir pada

tabel 5.2:
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Tabel 5.2 Uji Mann-Whitney ekspresi VEGF pada tiap kelompok

Kelompok K1 K2 K3 K4 K5

Keterangan: berbeda signifikan (p<0,05)

5.1.4 Ekspesi 1L-6 jaringan kulit pada setiap kelompok

Hasil penelitian menunjukkan bahwa rata-rata ekspresi IL-6 paling
tinggi terdapat pada kelompok K2 dengan nilai 17,92+0,18%. Kelompok K4
memiliki nilai lebih rendah, yaitu 4,92+0,23%, diikuti oleh kelompok K5
dengan nilai 4,44+0,26%. Kelompok K3 menunjukkan ekspresi sebesar
2,68+0,11%, sementara kelompok K1 memiliki ekspresi paling rendah

dengan nilai 0,08+0,11% (Tabel 5.1).
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Gambar 5.4 Ekspresi IL-6 pada tiap kelompok perlakuan

Tabel 5.3 Uji Mann-Whitney ekspresi IL-6 pada masing-masing
kelompok

Kelompok K1 K2 K3 K4 K5
0,006* 0,007* 0,008* 0,008*
0,002*

K2 0,006*
K3 0,007*
K4 0,008*
K5 0,008*

Keterangan: berbeda signifikan (p<0,05)

Hasil penelitian terhadap ekspresi IL-6 lebih rendah pada kelompok
perlakuan serum retinoid 0,025%, pada serum ektrak daun kelakai 2% dan
4% didapatkan nilai lebih tinggi dibanding kelompok serum retinoid
0,025%, namun tidak lebih rendah dari kelompok sehat. Perlakuan serum
ektrak daun kelakai 4% memberikan pengaruh lebih rendah terhadap

ekspresi 1L-6 dibanding serum ektrak daun kelakai 2%.

5.2 PEMBAHASAN

Sinar UVB bisa bikin kulit memproduksi lebih banyak VEGF. Soalnya, UVB
bikin stres oksidatif dan meningkatkan ROS. Nah, ROS ini mengaktifkan protein
kinase, yang kemudian mendorong produksi I1L-6 dan VEGF.&° Kelompok kontrol
sehat menunjukkan ekspresi VEGF yang paling rendah karena tidak terpapar UVB,
sehingga tidak terjadi peningkatan ROS dan stres oksidatif yang dapat memicu
ekspresi VEGF. Secara keseluruhan, mekanisme ini menjelaskan mengapa paparan

UVB meningkatkan ekspresi VEGF, dan bagaimana intervensi dengan ekstrak daun
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kelakai dan retinoid dapat menurunkan ekspresi VEGF melalui aktivitas

antioksidan dan antiinflamasi.>*8!

Kelompok dengan perlakuan retinoid lebih efektif dalam menekan ekspresi
VEGF dibandingkan serum ekstrak daun kelakai, karena memiliki efek
antiproliferatif yang lebih kuat dalam menghambat angiogenesis berlebihan.
Sebaliknya, ekstrak daun kelakai memiliki efek antiinflamasi yang moderat, namun
tetap mempertahankan respon angiogenik yang diperlukan untuk mendukung
regenerasi jaringan, sehingga ekspresi VEGF pada kelompok ini masih lebih tinggi
dibandingkan kelompok sehat. Retinoid menekan inflamasi dan VEGF secara
signifikan, Sementara itu, ekstrak daun kelakai dapat menjadi alternatif terapi untuk
mempercepat regenerasi jaringan, dengan tetap mengontrol inflamasi, tetapi tidak
menekan VEGF secara berlebihan agar proses penyembuhan tetap optimal.8283
Efek penurunan ekspresi IL-6 paling baik ditunjukkan oleh serum retinoid 0,025%,
diikuti ekstrak daun kelakai dosis 4%, dan kemudian dosis 2%. Pada dosis 4%, lebih
banyak flavonoid tersedia untuk menekan aktivasi NF-kB, schingga produksi 1L.-6
lebih terkendali dibandingkan dosis 2%. Penurunan IL-6 yang menurun membantu
mengurangi inflamasi tanpa menghambat proses penyembuhan, berbeda dengan
retinoid yang dapat menekan inflamasi secara lebih agresif, berisiko menyebabkan

iritasi atau memperlambat pemulihan jaringan jika digunakan berlebihan.??

Ekstrak daun kelakai mempercepat regenerasi jaringan tanpa menekan
inflamasi berlebihan berkat kandungan flavonoid, saponin, dan fenol. Flavonoid
bertindak sebagai antioksidan kuat yang mengurangi stres oksidatif serta memiliki

efek anti-inflamasi dengan menghambat produksi IL-6, mencegah inflamasi
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berlebihan. Saponin dan fenol juga berperan dalam mengurangi inflamasi dan
mendukung penyembuhan luka, sehingga ekstrak ini efektif dalam mempercepat
regenerasi jaringan.3* Ekstrak daun kelakai mempercepat regenerasi jaringan
dengan meningkatkan angiogenesis dan proliferasi fibroblas. Flavonoid dalam
ekstrak ini merangsang produksi VEGF, yang mendukung pembentukan pembuluh
darah baru untuk memasok nutrisi dan oksigen ke area yang rusak. Saponin
membantu proliferasi fibroblas, yang berperan dalam sintesis kolagen dan
pemulihan struktur jaringan. Mekanisme ini memungkinkan penyembuhan luka
lebih cepat dengan tetap menjaga respons inflamasi pada tingkat optimal.8> Dengan
mekanisme tersebut, ekstrak daun kelakai mampu mempercepat proses regenerasi
jaringan dengan cara mengendalikan inflamasi pada tingkat yang optimal, tanpa
menekannya secara berlebihan. Hal ini memastikan bahwa respon inflamasi yang
diperlukan untuk penyembuhan tetap berlangsung, namun tidak berlanjut ke tahap

yang merusak jaringan.>®

Kandungan flavonoid yang tinggi dan aktivitas antioksidan yang kuat pada
infusa daun kelakai berperan penting dalam penyembuhan luka.®® Ekstrak etanol
daun kelakai mengandung flavonoid dalam jumlah tinggi, yang berkontribusi pada
sifat antioksidan dan anti-inflamasinya, sehingga membantu regenerasi jaringan.?°
Dengan demikian, ekstrak daun kelakai menawarkan pendekatan alami yang efektif
dalam mempercepat regenerasi jaringan melalui mekanisme pengendalian
inflamasi dan stimulasi proses penyembuhan, tanpa menekan respon inflamasi yang

diperlukan untuk pemulihan.'® Penelitian lainnya melaporkan uji dosis-respons

untuk menentukan dosis optimal ekstrak daun kelakai, sehingga efek antiinflamasi
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dan regenerasi kulit tetap seimbang tanpa menekan VEGF secara berlebihan.
Dengan metode ini, ekstrak daun kelakai dapat dibandingkan dengan retinoid untuk
menilai efektivitas dan keamanannya, serta mengembangkan formulasi terapi yang
lebih baik. Dari hasil pengamatan, jika ekstrak daun kelakai dosis >4% mampu
menekan IL-6 dan meningkatkan VEGF tanpa menyebabkan iritasi, maka dapat
menjadi alternatif alami retinoid, terutama bagi individu dengan kulit sensitif.
Namun, jika retinoid lebih efektif dalam menekan inflamasi tetapi memiliki efek
samping tinggi, maka kombinasi retinoid dosis rendah + ekstrak daun kelakai dosis
optimal menjadi strategi terbaik untuk memaksimalkan regenerasi kulit sambil

meminimalkan efek samping iritasi.

Penelitian ini_masih memiliki beberapa keterbatasan, untuk meningkatkan
validitas temuan, diperlukan penelitian lanjutan yang melibatkan model hewan atau
uji klinis agar data yang diperoleh lebih relevan dengan aplikasi terapeutik pada
manusia. Selain itu, variasi konsentrasi yang lebih luas perlu diuji guna menentukan
dosis optimal yang memberikan manfaat antiinflamasi maksimal. Penggunaan
teknik analisis yang lebih canggih, seperti RT-PCR, Western blot, atau ELISA, juga
disarankan untuk meningkatkan ketepatan dalam mengukur biomarker inflamasi
lainnya. Studi jangka panjang juga diperlukan untuk memastikan apakah efek
antiinflamasi yang diamati bersifat sementara atau memiliki dampak yang

berkelanjutan.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

a.

6.2. Saran

Serum ekstrak daun kelakai ternyata berpengaruh pada kadar VEGF
dan IL-6 di mencit BALB/c yang kena sinar UVB subkronis.

Serum ekstrak daun kelakai 2% memengaruhi ekspresi VEGF pada
mencit yang dipapar UVB, berbeda dengan kelompok control.

Serum ekstrak daun kelakai 4% memengaruhi ekspresi IL-6 pada

mencit yang dipapar UVB, berbeda dengan kelompok kontrol.

a. Uji Kklinis- pada manusia dan penelitian lanjutan pada hewan
diperlukan untuk menguji efektivitas dan keamanan ekstrak daun
kelakai dalam aplikasi dermatologi

b. Mekanisme molekuler yang terlibat dalam efek antioksidan dan
anti-inflamasi ekstrak daun kelakai perlu diidentifikasi melalui
penelitian lebih lanjut

c. Melakukan penelitian -menggunakan dosis ekstrak daun kelakai
dosis >4% untuk mengamati ekspresi IL-6 dan VEGF serta efek

yang ditimbulkan
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