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ABSTRAK 

 

Latar Belakang : Paparan kronik sinar UVB menyebabkan collagen loss akibat 

penurunan ekpresi gen TGF- sehingga menyebabkan collagen loss. Tujuan 

penelitian ini untuk mengetahui pengaruh pemberian kombinasi gel ekstrak daun 

pegagan (EDP) dan air alkali terhadap ekspresi gen TGF- dan jumlah densitas 

kolagen pada tikus model collagen loss yang dipapar sinar UV-B. 

Metode: Penelitian eksperimental in-vivo posttest only control group design 

dengan metode rancang acak lengkap. Subjek penelitian ini merupakan tikus 

jantan wistar yang dibagi menjadi 5 kelompok yaitu kelompok K1 (tikus kontrol 

negatif dengan paparan UVB), K2 (tikus kontrol positif yang dipapar UVB 

160mj/cm2 5 kali seminggu selama 2 minggu dan diberi perlakuan hyaluronic 

acid), K3 (mendapat perlakuan gel EDP 10%), K4 (mendapat perlakuan air alkali 

peroral) dan K5 (mendapat perlakuan kombinasi gel EDP 10% dan air alkali). 

Analisis ekspresi gen TGF- dilakukan dengan metode qRT-PCR dan densitas 

kolagen dengan pewarnaan masson trichome. Analisis uji statistik deskriptif 

dilanjutkan dengan uji normalitas dan homogenitas, dan uji non parametrik 

kruskall Wallis untuk data TGF- dan uji parameterik ANOVA untuk data 

kolagen. 

Hasil: Ekspresi gen TGF- pada K1 (0,000360,00002), K2 (0,000480,00013), 

K3 (0,000550,00004), dan K4 (0,000800,00011) dan  K5 (0,001370,00080), 

dengan K5 meningkatkan ekspresi gen TGF- secara signifikan dibandingkan K1.  

Kadar kolagen pada K1 15,325,71, K2 (39,767,74), K3 (25,942,28), K4 

(21,191,75) dan K5 (47,39x6,14), dengan K5 secara signifikan meningkatkan 

kadar kolagen dibandingkan K1. 

Kesimpulan: Pemberiam gel EDP dan air alkali berpengaruh terhadap ekspresi 

gen TGF- dan dan densitas kolagen pada tikus model collagen loss yang 

diinduksi sinar UVB yang dibandingkan dengan kelompok kontrol positif (K2). 

 

Kata Kunci: daun pegagan, air alkali, TGF-, densitas kolagen, collagen loss 
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ABSTRACT 

 

Background: Chronic UVB radiation exposure leads to collagen loss due to 

decreased TGF-β gene expression. This study aimed to investigate the effects of a 

combination of Centella asiatica leaf extract (CALE) gel and alkaline water on 

TGF-β gene expression and collagen density in UVB-induced collagen loss rat 

models. 

Methods: This in vivo experimental study employed a posttest-only control group 

design with a completely randomized method. Male Wistar rats were divided into 

five groups: K1 (negative control with UVB exposure), K2 (positive control 

exposed to 160mJ/cm2 UVB 5 times weekly for 2 weeks and treated with 

hyaluronic acid), K3 (treated with 10% CALE gel), K4 (treated with oral alkaline 

water), and K5 (treated with a combination of 10% CALE gel and alkaline water). 

TGF-β gene expression was analyzed using qRT-PCR, and collagen density was 

assessed through Masson's trichrome staining. Statistical analysis included 

descriptive statistics, normality and homogeneity tests, Kruskal-Wallis test for 

TGF-β data, and ANOVA for collagen data. 

Results: TGF-β gene expression levels were: K1 (0.00036±0.00002), K2 

(0.00048±0.00013), K3 (0.00055±0.00004), K4 (0.00080±0.00011), and K5 

(0.00137±0.00080), with K5 significantly increasing TGF-β gene expression 

compared to K1. Collagen levels were: K1 (15.32±5.71), K2 (39.76±7.74), K3 

(25.94±2.28), K4 (21.19±1.75), and K5 (47.39±6.14), with K5 significantly 

increasing collagen levels compared to K1. 

Conclusion: The combination of CALE gel and alkaline water significantly 

influenced TGF-β gene expression and collagen density in UVB-induced collagen 

loss rat models compare with positive control (K2). 

 

Keywords: Centella asiatica leaf, alkaline water, TGF-β, collagen density, 

collagen loss 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang  

Radiasi ultraviolet B (UVB) merupakan komponen sinar matahari 

yang diketahui memiliki beberapa efek merugikan pada kulit. Paparan 

UVB yang berkepanjangan dapat menyebabkan kerusakan kulit seperti 

collagen loss. Salah satu mekanisme utama di mana UVB memberikan 

efek merugikannya adalah melalui induksi sitokin pro-inflamasi, seperti 

interleukin-1 (IL-1) dan tumor necrosis factor-α (TNF-α)
 1–3

 , menginduksi 

stress oksidatif yang dapat merangsang aktivasi jalur nuclear factor kappa 

beta (NF-κB) untuk menjalankan transkripsi sitokin pro-inflamasi
4,5

. 

Status inflamasi pada kulit berkontribusi pada degradasi kolagen di kulit 

melalui jalur activator-protein 1 (AP-1) yang menghambat growth factor 

transforming growth factor-β (TGF-β) untuk menginduksi sintesis kolagen 

pada sel fibroblast
6,7

. Pencegahan paparan UVB saat ini banyak 

mengunakan bahan kosmetika kimia dan fisik untuk melindungi kulit dari 

dampak paparan UVB akut. Bahan kimia yang terkandung di dalam 

kosmetik merupakan senyawa aromatik dengan gugus karbonil dan dapat 

mengiritasi terutama pada kulit sensitif. Pengunaan senyawa alami sangat 

diperlukan dalam mengatasi permasalahan paparan UVB akut dengan 

minimal efek samping
8–10

. Penelitian sebelumnya melaporkan ekstrak 

Centella asiatica memiliki aktivitas antiinflamasi dan anti oksidan. Saat 

ini, pengunaan air alkali sebagai adjuvant dalam pengobatan telah terbukti 
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efektif mengurangi stress oksidatif yang merupakan contributor utama 

degradasi kolagen. Menggabungkan ekstrak Centella Asiatica dengan air 

alkali dapat menawarkan efek sinergis dalam mencegah kerusakan kolagen 

pada kulit akibat paparan sinar UVB.  

Populasi di Asia Tenggara salah satunya Indonesia yang dilalui garis 

khatulistiwa memiliki paparan sinar matahari yang cukup kuat. Paparan 

sinar UVB dapat menyebabkan kerusakan sebesar 80% yang memicu 

degradasi kolagen. Sekitar 40% - 50% perempuan serta 20% - 40% laki-

laki usia 24 – 29 tahun menderita photodamage yang salah satunya 

ditandai dengan collagen loss. Prevalensi collagen loss pada perempuan 

dewasa sekitar 70% dan laki- laki dewasa sekitar 60%
11

. 

Paparan UVB pada epidermis menghasilkan pembentukan ROS yang 

secara langsung menginduksi kerusakan DNA dan memicu sekresi 

interleukin (IL)-6, yang mengakibatkan overekspresi MMP-1 dan 

berdampak pada penurunan sintesis kolagen
12,13

. Penurunan sintesis 

kolagen juga disebabkan akibat ROS menghambat ekspresi growth TGF-β 

melalui penghambatan aktivasi kompleks SMAD family member 2 

(SMAD2) dan SMAD family member 3 (SMAD3) yang berujung pada 

penghambatan sintesis prokolagen 1 sebagai prekursor kolagen
14,15

. 

Centella Asiatica memiliki aktivitas antiinflamasi dan antioksidan yang 

telah banyak di teliti diberbagai jenis penyakit kulit seperti psoriasis dan 

hipigmentasi
16

. Mekanisme daun pegagan (Centella Asiatica) sebagai 

antiinflamasi melalui senyawa aktifnya, flavonoid, terpenoid, alkaloid, 
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tannin, dan saponin. Kandungan flavonoid pada Centella Asiatica 

berpotensi untuk melindungi dari sinar matahari, potensi tersebut 

disebabkan karena adanya gugus kromofor dengan sistem aromatik 

terkonjugasi yang dapat menyerap sinar UV A dan UV B
17

. Penelitian 

sebelumnya telah melaporkan bahwa daun pegagan (Centella asiatica) 

melindungi terhadap kerusakan keratinosit HaCaT yang diinduksi UVB 

melalui perubahan ekspresi mikroRNA
18

. Penelitian sebelumnya juga 

melaporkan bahwa ekstrak Centella asiatica dosis 10% dapat 

meningkatkan produksi kolagen dan menjaga elastisitas kulit yang terpapar 

UVB
19

. Ekstrak Centella asiatica juga telah dilaporkan memiliki aktivitas 

antiinflamasi moderat dengan menekan ekspresi sitokin proinflamasi 

memalui regulasi jalur JAK/STAT3
16

. Penelitian lain melaporkan bahwa 

air alkali dapat membantu menjaga kolagen dengan mengurangi keasaman 

tubuh secara keseluruhan
20

. Air alkali mengandung tingkat antioksidan 

yang lebih tinggi, yang dapat membantu melindungi kolagen yang ada dari 

kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas dan paparan UVB
21

.  

Air alkali dapat mengatur pH kulit menjadi lebih stabil sehingga 

mencegah terjadinya degradasi kolagen, degradasi kolagen terjadi pada 

kondisi kulit terlalu asam akibat penumpukan stress oksidatif
22,23

. Air 

alkali dengan dosis 10mL/kg berat badan tikus dapat membantu menjaga 

kolagen dengan mengurangi keasaman tubuh secara keseluruhan
20

. 

Kemampuan Centella asiatica dalam meregulasi TGF-β1 sehingga dapat 

menginduksi myofibroblast menjadi fibroblast dan menyebabkan sintesis 
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kolagen
16,24

. Kombinasi gel ekstrak Centella asiatica dan air alkali 

dimungkinkan memiliki aktivitas antiinflamasi dan antioksidan yang lebih 

kuat sehingga dapat mencegah collagen loss pada sel fibroblast kulit. 

Mekanisme molekuler yang mendasari aktivitas ekstrak Centella asiatica 

yang dikombinasi dengan air alkali terhadap ekspresi gen TGF-β dan 

jumlah densitas kolagen pada collagen loss kulit hingga saat ini masih 

belum jelas. Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian ini bertujuan 

untuk mengetahui pengaruh pemberian gel ekstrak Centella asiatica yang 

dikombinasi dengan air alkali terhadap ekspresi gen TGF-β dan jumlah 

densitas kolagen pada tikus galur wistar yang mengalami collagen loss 

akibat diinduksi sinar UVB.   

 

1.2. Rumusan Masalah 

Bagaimana pengaruh pemberian gel topikal ekstrak daun pegagan 

(Centella asiatica) dan air alkali secara oral terhadap ekspresi gen TGF- 

dan jumlah densitas kolagen pada tikus jantan galur wistar model collagen 

loss yang diinduksi sinar UVB? 

 

1.3. Tujuan Penelitian 

1.3.1. Tujuan Umum 

Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui 

pengaruh pemberian gel topikal ekstrak daun pegagan (Centella 

asiatica) dan air alkali secara oral terhadap ekspresi gen TGF- dan 
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jumlah densitas kolagen pada tikus jantan galur wistar model 

collagen loss yang diinduksi sinar UVB. 

1.3.2. Tujuan Khusus 

a. Membuktikan pengaruh pemberian gel topikal ekstrak daun 

pegagan pada dosis 10% dan air alkali secara oral 3x2ml dalam 

sehari terhadap ekspresi gen TGF- pada tikus jantan galur 

wistar model collagen loss yang diinduksi sinar UVB. 

b. Membuktikan pengaruh pemberian gel topikal ekstrak daun 

pegagan pada dosis 10% dan air alkali secara oral 3x2ml dalam 

sehari terhadap jumlah densitas kolagen pada tikus jantan galur 

wistar model collagen loss yang diinduksi sinar UVB. 

 

1.4. Manfaat penelitian 

1.4.1. Manfaat Teoritis 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah pengetahuan 

mengenai peran pemberian gel ekstrak daun pegagan  yang 

dikombinasi dengan air alkali secara oral terhadap ekspresi gen 

TGF- dan jumlah densitas kolagen pada tikus model collagen loss 

yang diinduksi sinar UVB. 

1.4.2. Manfaat Praktis 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan pemanfaatan 

gel ekstrak daun pegagan yang dikombinasi dengan air alkali dalam 

mencegah collagen loss akibat paparan sinar UVB pada kulit.  
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1.5. Originalitas Penelitian 

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian 

No Peneliti, tahun Judul Metode Hasil Penelitian 

1 

Ebau F, et al 

(2023)
 25

 

Centella asiatica 

extract- SiO2 

nanocomposite: More

 than a drug-

delivery system for skin 

protection from 

oxidative damage 

In

 vit

ro dengan 

mengunak

an sel 

keratinosit 

manusia 

Nanokomposit SiO2 yang 

mengandung ekstrak 

Centella asiatica memiliki 

sifat struktural yang baik 

dan efek perlindungan 

terhadap kerusakan sel 

yang disebabkan oleh stres 

oksidatif. 

2 

Sanguansajapong 

V, et al (2022)
26

  

Development of Oral 

Microemulsion Spray 

Containing Pentacyclic 

Triterpenes- Rich 

Centella Asiatica (L.) 

Urb.Extract 

For Healing Mouth 

Ulcers 

In vitro 

pada pada 

sel-sel 

fibroblas 

gingiva 

manusia 

Ekstrak yang kaya akan 

pentacyclic triterpenes dari 

Centella asiatica 

menunjukkan hasil yang 

menjanjikan dalam hal 

proliferasi sel dan aktivitas 

anti- inflamasi. Ekstrak ini 

berpotensi digunakan 

dalam formulasi semprotan 

oral. 

3 

Huang, et al. 

(2019)
27

 

Asiatic Acid 

Glucosamine Salt 

Alleviates Ultraviolet B- 

induced Photoaging of 

Human Dermal 

Fibroblasts and Nude

 Mouse Skin 

In vitro 

and In 

vivo 

AAGS mengurangi 

dampak sinar UVB pada 

sel kulit dengan 

mengurangi penahanan 

fase G2 dan apoptosis, 

serta mengendalikan 

ekspresi gen terkait. Ini 

juga mengurangi radikal   

bebas dan peradangan, 

serta memperbaiki 

kolagen. 

4 

Khotimah, et al. 

(2021)
28

 

In silico studies of 

natural compounds of 

Centella Asiatica as 

anti-aging and 

wound healing agents 

In Silico Senyawa obat efektif dari 

Centella asiatica L. yang 

dapat melawan protein 

penyebab penuaan dan 

penyembuhan luka. 

5 

Fernando Venesia, 

et.al (2022)
 19

 

Effectiveness Test of 

Centella Asiatica 

Extract on Improvement 

of Collagen an 

Hydration in female 

white rat (rattus 

norwegicus wistar) 

In vivo Krim dengan konsentrasi 

ekstrak daun pegagan 10% 

menunjukkan peningkatan 

tingkat kolagen dan hidrasi 

tertinggi dibandingkan 

dengan krim lainnya. 
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No Peneliti, tahun Judul Metode Hasil Penelitian 

6 

Lee, et al. (2022)
 20

 Effects of Alkaline-

Reduced Water on 

Exercise-Induced 

Oxidative Stress and 

Fatigue in Young Male 

Healthy Adults 

In vivo  Air alkali yang diberikan 

secara peroral terbukti 

memiliki kemampuan 

mengurasi stress oksidatif 

berlebihan dan mengatur 

pH kulit pada tikus model 

stress dan kelelehan. 

 

Penelitian terdahulu melaporkan bahwa nanokomposit SiO2 yang 

mengandung ekstrak daun pegagan (Centella asiatica) memiliki sifat 

struktural yang baik dan efek perlindungan terhadap kerusakan sel yang 

disebabkan oleh stres oksidatif
25

. Penelitian tersebut berbeda dengan 

penelitian ini di mana gel ekstrak daun pegagan (Centella asiatica) 

diberikan secara topical yang dikombinasi dengan air alkali secara oral akan 

diberikan pada tikus model collagen loss yang diinduksi sinar UVB dan 

dianalisis ekspresi gen TGF- dan densitas kolagen. Penelitian terdahulu 

juga melaporkan bahwa ekstrak yang kaya akan pentacyclic triterpenes dari 

Centella asiatica menunjukkan hasil menginduksi proliferasi sel dan 

meningkatkan aktivitas anti- inflamasi. Penelitian tersebut berbeda dengan 

penelitian ini di mana gel ekstrak daun pegagan (Centella asiatica) 

diberikan secara topical yang dikombinasi dengan air alkali secara oral akan 

diberikan pada tikus model collagen loss yang diinduksi sinar UVB dan 

dianalisis ekspresi gen TGF- dan densitas kolagen. Penelitian sebelumnya 

melaporkan Asiatic Acid Glucosamine Salt dari Centella asiatica 

mengurangi dampak sinar UVB pada sel kulit dengan mengurangi 

penahanan fase G2 dan apoptosis, serta mengendalikan ekspresi gen terkait. 
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Ini juga mengurangi radikal bebas dan peradangan, serta memperbaiki 

kolagen. Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian ini di mana gel 

ekstrak daun pegagan (Centella asiatica) diberikan secara topical yang 

dikombinasi dengan air alkali secara oral akan diberikan pada tikus model 

collagen loss yang diinduksi sinar UVB dan dianalisis ekspresi gen TGF- 

dan densitas kolagen. Peneliti sebelumnya melaporkan bahwa senyawa obat 

efektif dari daun pegagan (Centella asiatica L.) dapat melawan protein 

penyebab penuaan dan penyembuhan luka. Penelitian tersebut berbeda 

dengan penelitian ini di mana gel ekstrak daun pegagan (Centella asiatica) 

diberikan secara topical yang dikombinasi dengan air alkali secara oral akan 

diberikan pada tikus model collagen loss yang diinduksi sinar UVB dan 

dianalisis ekspresi gen TGF- dan densitas kolagenPenemuan terdahulu 

juga melaporkan bahwa krim dengan konsentrasi ekstrak daun pegagan 10% 

menunjukkan peningkatan tingkat kolagen dan hidrasi tertinggi 

dibandingkan dengan krim lainnya. Penelitian tersebut berbeda dengan 

penelitian ini di mana gel ekstrak daun pegagan (Centella asiatica) 

diberikan secara topical yang dikombinasi dengan air alkali secara oral akan 

diberikan pada tikus model collagen loss yang diinduksi sinar UVB dan 

dianalisis ekspresi gen TGF- dan densitas kolagen. Air alkali yang 

diberikan secara peroral terbukti memiliki kemampuan mengurasi stress 

oksidatif berlebihan dan mengatur pH kulit pada tikus model stress dan 

kelelahan
 20

 . Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian ini di mana gel 

ekstrak Centella asiatica diberikan secara topical yang dikombinasi dengan 
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air alkali secara oral akan diberikan pada tikus model collagen loss yang 

diinduksi sinar UVB dan dianalisis ekspresi gen TGF- dan densitas 

kolagen. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Transforming Growth Factor β (TGF- β) 

2.1.1. Definisi TGF- β 

Transforming Growth Factor-β (TGF-β) adalah senyawa 

protein yang diturunkan dari keping darah selain EGF dan PDGF 

dan memiliki dua jenis subtype yaitu TGF alpha dan TGF beta
29

. 

Transforming Growth Factor-α (TGF-α) merupakan hormon 

mitogenik yang disekresi oleh sel kanker dan fibroblas yang 

termodifikasi oleh infeksi retroviral dan memiliki panjang 50 AA 

dengan gugus disulfida yang menghubungkan deret 8-Cys-Cys-21, 

16-Cys-Cys-32, 34-Cys-Cys-43; dan memiliki gugus fungsional lain 

yaitu Phe-15, Arg-42, dan Leu-48
30

.
 
Hormon ini bersinergis dengan 

faktor pertumbuhan yang lain seperti TGF-β dan mengaktivasi 

perubahan fenotipe pada sel, seperti transisi epitelial-mesenkimal, 

sehingga berperan dalam onkogenesis selain dalam penyembuhan. 

Peningkatan rasio kompleks pencerap TGF-α dan EGF terjadi pada 

kasus kanker
31

. Transforming Growth Factor-β (TGF-β) 

menstimulasi pertumbuhan pembuluh darah walaupun menghambat 

proliferasi sel endotelial dan merupakan senyawa kemotaktis yang 

kuat bagi makrofag, sehingga pada sel tumor sering dijumpai rasio 

makrofag yang sangat tinggi. Walaupun bersifat imunosupresif, 
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TGF-β menghambat pertumbuhan kanker ovarium; dan bersama 

faktor osteoinduksi menstimulasi pembentukan tulang
32

. 

Molekul TGF-β mengerahkan aktivitasnya melalui mode aksi 

intrakrin, autokrin, parakrin dan endokrin
 33

. Transforming Growth 

Factor-β (TGF-β) berperan penting dalam beberapa proses seluler 

yang meliputi proliferasi, diferensiasi, migrasi, dan apoptosis yang 

diperlukan untuk menjaga homeostasis suatu jaringan
34

. Pada 

kondisi normal, TGF-β berperan dalam memberikan efek apoptosis, 

hal ini penting untuk diferensiasi dan regenerasi sel, apabila TGF-β 

berada pada kadar yang tinggi maka akan menyebabkan terjadinya 

kematian sel secara masif, pada sel hepar akan menyebabkan fibrosis 

dan sirosis. Pada proses tumorigenesis tahap awal, TGF-β berperan 

sebagai faktor supresor, namun apabila terjadi aktivasi sinyal 

pengaktifan TGF-β yang berlebihan justru akan berkontribusi 

terhadap berlanjutnya progresi tumor oleh karena terjadinya 

resistensi efek supresif
35

.  

Faktor pertumbuhan ini terdiri dari tiga isoform berbeda yang 

diekspresikan dalam jaringan mamalia: TGF-β1, 2 dan 3, dikodekan 

oleh gen yang terletak di kromosom berbeda
36

. Isoform 1 dan 2 

memiliki fungsi yang hampir sama dalam hal efek biologis, 

sedangkan isoform 3 cenderung memberikan beberapa aktivitas yang 

berlawanan dengan kedua isoform tersebut. Faktor pertumbuhan 

TGF-β1 adalah polipeptida dalam keluarga transforming growth 
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factor beta sitokin. Transforming Growth Factor-β1 (TGF-β1) 

merupakan protein yang disekresi untuk fungsi sel-sel kebanyakan 

termasuk untuk mengontrol pertumbuhan sel, proliferasi sel, 

differensiasi sel dan apoptosis. Transforming Growth Factor-β1 

(TGF-β1) merupakan isoform yang paling melimpah dan 

diekspresikan untuk meregulasi biologis, termasuk untuk 

mengaktivasi sel fibroblas dalam proses pembentukan kolagen
37

.  

Transforming Growth Factor-β (TGF-β) adalah peptida 

multifungsi yang mengatur proliferasi, difrensiasi, dan fungsi-fungsi 

lain dalam berbagai jenis sel. Transforming Growth Factor-β (TGF-

β) bekerja secara sinergis dengan TGF-α dalam menginduksi 

transformasi. Transforming Growth Factor-β (TGF-β) juga bekerja 

dengan mekanisme negatif untuk faktor pertumbuhan autokrin. 

Disregulasi aktivasi dan sinyal TGF-β akan menyebabkan apoptosis. 

Ada banyak sel yang mensintesis TGF-β dan hampir semua dari sel-

sel itu memiliki reseptor spesifik untuk peptida ini. Transforming 

Growth Factor-β (TGF-β1), TGF-β2, dan TGF-β3 semuanya 

berfungsi melalui sistem sinyal reseptor yang sama
38,39

. 

Faktor pertumbuhan TGF-β3 diisolasi dari garis sel 

rhabdomyosarcoma
29

. Selain itu, setiap isoform menyajikan 

homologi antarspesies yang tinggi di sepanjang mamalia, lebih besar 

dari 97%, bahkan mencapai lebih dari 99% di antara manusia dan 

spesies hewan pengerat eksperimental Keseimbangan proses seluler 
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diperlukan untuk menjaga homeostasis suatu jaringan. TGF-β 

merupakan sitokin multifungsional yang berperan penting dalam 

regulasi beberapa proses seluler termasuk self renewal dan 

diferensiasi sel. Sifat pleiotropik TGF-β berimplikasi pada 

munculnya suatu proses patologis apabila terjadi deregulasi pada 

jalur pengaktifannya sehingga TGF-β juga berperan dalam 

meregulasi homeostasis. Jalur sinyal TGF-β berperan dominan pada 

diferensiasi sel dengan mengatur ekspresi gen-gen yang berfungsi 

dalam proses proliferasi sel dan perbaikan jaringan. Proses 

perkembangan stem cell yang meliputi self renewal dan diferensiasi 

sel dipengaruhi oleh faktor intrinsik yang terdiri dari epigenetik dan 

faktor transkripsi utama, sedangkan faktor ekstrinsik yang 

berpengaruh terdiri dari inhibitor dan jalur sinyal. Transforming 

Growth Factor-β (TGF-β) berperan dalam mengaktifkan sinyal 

proliferasi sel
40–42

.  

2.1.2. Aktivitas TGF-β dalam Sintesis Kolagen 

Kolagen merupakan ECM paling penting didermis kulit 

sehingga berkurangnya kolagen akan menyebabkan berkurangnya 

elastisitas kulit, kulit kendur dan menua. Paparan UVB yang intens 

dapat mengubah regulasi homeostasis kolagen oleh fibroblast 

sehingga tidak adanya keseimbangan antara sintesis dan degradasi 

kolagen bahkan dapat menginduksi penghentian siklus pada fase 

G0/G1 dan menyebabkan kerusakan ireversibel dengan perubahan 
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fungsi sel
43

. 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 sitokin TGF-β. Transforming Growth 

Factor-β1 (TGF-β1) yang diaktifkan akan berikatan dengan 

kompleks TGF-β receptor (TGFβR) yang menstimulasi pensinyalan 

intraseluler yang mendorong produksi α-SMA. Transduksi mekanis 

ECM ke-sel melalui jalur focal adhesion (FA) mengaktifkan RhoA 

yang mengarah pada produksi stress fibers α-SMA. Selain itu, extra-

domain A containing fibronectin (EDA-FN) yang diaktifkan TGF-β1 

meningkatkan protein EDA-FN dalam ECM dan kontraksi sel yang 

dilakukan oleh stress fibers α-SMA mengubah konformasi latency 

associated peptide (LAP) melalui interaksi integrin/LAP yang 

melepaskan 11 TGF-β1 dari LAP
44,45

. 

 

2.2. Kolagen 

2.2.1. Definisi 

Kolagen merupakan protein (polipeptida) ekstraseluler utama 

dalam tubuh manusia yang ditemukan pada hampir semua organ 

tubuh. Sampai saat ini sudah ditemukan sebanyak 21 tipe kolagen, 

jumlah dan jenisnya berbeda-beda pada berbagai organ tubuh 

manusia
46

. Kolagen merupakan jenis serabut kolagen terbanyak yang 

dijumpai dalam tubuh manusia seperti pada tendon, tulang, kulit. 
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Serabut kolagen-1 berperan penting dalam pembentukan jaringan 

parut. Kolagen-2, kolagen-9, kolagen-10, kolagen-11 ditemukan 

pada kartilago. Kolagen-3 banyak dijumpai pada kulit, dinding 

pembuluh darah, pada jaringan yang ada serabut retikuler, seperti 

pada jaringan yang mengalami pertumbuhan cepat terutama pada 

tahap awal penyembuhan luka. Kolagen-3 penyebarannya hampir 

sama dengan kolagen-1. Sedangkan kolagen-7 kebanyakan lokasinya 

terletak pada anchoring fibril di dermal epidermal junction pada 

kulit, mukosa dan servik. Kolagen-7 juga banyak terdapat pada 

dinding pembuluh darah 
47

. Telah banyak dibuktikan bahwa tipe 

kolagen yang mendominasi organ kulit adalah kolagen-1 dan 

kolagen-3 yang berfungsi pada pertahanan mekanik. Akan tetapi tipe 

kolagen lain yang juga ada pada kulit, seperti kolagen-5, kolagen-6, 

kolagen-7, kolagen-12 ditemukan dalam jumlah minimal yang 

diperkirakan ikut menunjang, akan tetapiperan yang pasti belum 

jelas 
46

. Karena kolagen-1 yang mendominasi organ kulit, maka 

kolagen- 1 yang akan diukur pada penelitian kali ini. 

2.2.2. 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 



16 

 

 

 

diklasifikasikan ke dalam 28 jenis sebagai tipe I, II, III,. ..., XXVIII. 

Kolagen tersebut juga disebut 'kolagen tipe N', atau 'kolagen N'.
48

  

Berdasarkan 28 jenis yang telah teridentifikasi, kolagen 

diklasifikasikan sebagai kolagen fibrilar klasik (I, II, III, V, dan XI), 

kolagen membran basal (IV), kolagen zona membran basal (XV dan 

XVIII), kolagen tipe VI, kolagen tipe VII, kolagen rantai pendek 

(VIII dan X), fibril-associated collagen with interrupted triple 

helices (IX, XII, dan XIV), kolagen mirip FACIT (XVI, XIX, XX, 

XXI, dan XXII), kolagen transmembran ( XIII, 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. 
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Gambar 2.1. Ilustrasi skematis ekspresi dan lokalisasi kolagen 

individu di kulit
 48

 

 

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 I 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 I yang terfragmentasi memberikan umpan balik 

negatif terhadap sintesisnya 
49

. Model yang menggambarkan 
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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. Matriks 

metaloproteinase (MMP) disekresikan oleh keratinosit dan fibroblas 

dan memecah kolagen dan protein lain yang terdapat pada matriks 

ekstraselular dermis. Perbaikan kerusakan kulit yang tidak 

sempurnaakan menggangu integritas fungsional dan struktural dari 

matriks ekstraseluler. Paparan sinar matahari berulang menyebabkan 

akumulasi kerusakan kolagen yang akhirnya menghasilkan kerutan 

yang spesifik (photodamage skin) 
50,51

. 

2.2.4. Sintesis Kolagen 

Awal polipeptida dibentuk di dalam ribosom dari retikulum 

endoplasma kasar yang disebut rantai prokolagen α, dimana terjalin 

dalam sistena retikulum endoplasma sehingga terbentuk triple 

helices. Setiap asam amino ketiga pada rantai α disebut sebagai 

glisin; dua asam amino kecil lainnya terbanyak di dalam kolagen 

dihidroksilasi setelah proses translasi menjadi bentuk hidroksiprolin 

dan hidroksilisin
52

.  

Bentuk triple helix dari rantai α berbetnuk molekul prokolagen 

seperti sebuah batang, dimana kolagen tipe 1 dan 2 berukuran 
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panjang, 300nm dan lebar 1,5nm. Molekul prokolagen mungkin 

homotrimerik, dimana ketiga rantainya identik, atau heterotrimerik, 

dimana dua atau ketiga rantainya memiliki sekuen yang berbeda. 

Kombinasi dari banyak rantai prokolagen α 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
53

. 

Karena kolagen tipe I sangat banyak, maka didapatkan banyak 

penellitian tentang sintesis kolagen ini. Sintesis dari protein penting 

ini meliputi beberapa tingkat, dimana disimpulkan pada gambar 

2.3
54

: 

1. lipetida rantai prokolagen α diproduksi pada ikatan poliribosom 

yang berikatan dengan membrane dari Retikulum Endoplasma 

yang kasar dan ditranslokasi di dalam sisterna dan dilanjutkan 

dengan sinyal peptide. 

2. Hidroksilasi prolin dan lisin diawali sesudah rantai peptide telah 

mencapai panjang minimum tertentu dan masih terikat pada 

ribosom. Enzim yang menyertai adalah prolil hidroxilase dan lisil 

hidroksilase dan reaksi yang membutuhkan O2, Fe
2+

 dan asam 

askorbat (vitamin C) sebagai kofaktor. 
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3. Terjadi glikosilasi pada beberapa sisa hidroksilisin, dengan 

bermacam-macam tipe dari kolagen yang memiliki jumlah ikatan 

galaktosa-hidrosilisin yang berbeda-beda. 

4. Gugus amino dan karboksil akhir dari setiap rantai α membentuk 

polipetida non helix, kadang disebut propeptida ekstensi, dimana 

membantu rantai α (α1, α2) membentuk dengan posisi yang 

benar menjadi triplehelix. Sebagai tambahan, propeptida 

nonhelix membuat molekul prokolagen soluble dan mencegah 

pembentukan intraseluler prematur dan pengendapan dari fibril 

kolagen. Prokolagen ditranspotasikan melalui jaringan golgi dan 

dieksositosis ke lingkungan ekstraselular. 

5. Diluar 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. 

6. Pada beberapa tipe kolagen, fibril berkumpul membentuk fiber. 

Proteoglikan tertentu dan tipe kolagen (tipe V dan tipe XI) 

bergabung pada kumpulan molekul kolagen untuk membentuk 

fibril-fibril dan formasi fiber yang berasal dari fibril dan 

berikatan dengan struktur dari komponen-komponen ektraselular 

matrik lainnya. 
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7. Struktur fibriler ditarik oleh formasi kovalen yang berikatan 

silang antara molekul-molekul kolagen, sebuah proses dikatalisis 

oleh enzim lisil oksidase. 

Proses Hidrosilasi dan glikosilasi pada rantai α 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 α prokolagen dan 

produksi kolagen tergantung pada beberapa kejadian setelah translasi 

meliputi beberapa enzim lainnya, banyaknya penyakit kegagalan 

sintesa kolagen yang telah dijelaskan 
55

. 

Bentuk dari kolagen yang paling banyak, tipe 1, setiap molekul 

prokolagen terdir dari dua rantai peptide yaitu α1 dan α2. Massa 1 

buah molecular kira-kira 100 kDa, terjalin helix pada sisi kanan dan 

bergabung bersama oleh interakai ikatan hidrogen dan hidrofobik. 

Setiap putaran lengkap dari pilinan helix, dengan jarak 8,6 nm. 

Panjang setiap molekul tropokolagen adalah 300nm dan lebarnya 1,5 

nm 
56

.  
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Gambar 2.2. Mekanisme sintesis kolagen 
56

 

 

2.3. Ekstrak Centella asiatica 

2.3.1. Definisi Ekstrak Centella asiatica 

Pegagan (Centella asiatica), adalah tanaman tropis yang 

termasuk dalam keluarga Apiaceae.
57 

Taksonomi Centella asiatica 

adalah sebagai berikut :  

1. Kingdom : Eukaryota  

2. Subkingdom : Embryophyta  

3. Division : Spermatophyta  

4. Subdivision : Angiospermae  
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5. Class : Dicotyledoneae 6. Subclass : Rosidae  

7. Superorder : Aralianae  

8. Order : Araliales (Umbelliflorae)  

9. Family : Apiaceae atau Umbelliferae  

10. Subfamily : Hydrocotyle  

11. Genus : Centella  

12. Species : Centella asiatica
58

 

 
 

Gambar 2.3. Daun Pegagan
59

 

 

2.3.2. Peran Ekstrak Centella asiatica sebagai Antioksidan dan 

Antiinflamasi 

Tanaman ini mengandung berbagai senyawa aktif seperti asam 

asiatic, madecassic acid, asiaticoside, madecassoside, brahmoside, 

brahmic acid, brahminoside, thankiniside, isothankunisode, 

centelloside, madasiatic acid, centic acid, dan cenellicacid. 
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Senyawa-senyawa ini berkontribusi pada berbagai sifat terapeutik 

dari tanaman ini, termasuk aktivitas antioksidan, antimikroba, dan 

sitotoksik
60

.
 
Salah satunya yaitu Flavonoid, Flavonoid merupakan 

kelompok terbesar dari senyawa fenolik yang terjadi secara alami, 

yang terdapat di berbagai bagian tanaman baik dalam keadaan bebas 

maupun sebagai glikosida. Centella Asiatica mengandung tingkat 

flavonoid yang tinggi. Flavonoid ini berperan penting sebagai 

antioksidan yang dapat membantu melindungi sel-sel dari kerusakan 

yang disebabkan oleh radikal bebas
61

. Flavonoid berperan penting 

dalam aktivitas antioksidan diukur melalui nilai IC50 dari ekstrak 

Centella asiatica. Selain bersifat antioksidan, dalam penelitian yang 

dilakukan oleh Kandasamy et al., Flavonoid juga diketahui berperan 

sebagai antiinflamasi
57

. 

Salah satu jenis flavonoid, yaitu quercetin dapat menghambat 

jalur siklooksigenase dan lipoksigenase pada metabolisme asam 

arakidonat sehingga menyebabkan terganggunya sintesis 

prostaglandin dan leukotrien.” Jalur siklooksigenase dan 

lipoksigenase yang terhambat, menyebabkan produksi prostaglandin 

dan leukotrien berkurang. Berkurangnya prostaglandin sebagai 

mediator inflamasi dapat menyebabkan nyeri dan pembengkakan 

berkurang, serta mengurangi terjadinya vasodilatasi pembuluh darah 

dalam aliran darah lokal sehingga migrasi sel radang akan menurun 

dan sunburn dihambat. Cara kerja Pegagan sebagai anti inflamasi 
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melalui senyawa aktifnya flavonoid. Flavonoid yang terkandung 

dalam ekstrak daun pegagan dinilai lebih tinggi dibanding tanaman 

obat lainnya dan berpotensi untuk melindungi dari sinar matahari, 

potensi tersebut disebabkan karena adanya gugus kromofor sistem 

aromatik terkonjugasi yang dapat menyerap sinar UV A dan UV B. 

Ketika flavonol kuersetin bereaksi dengan radikal bebas, kuersetin 

mendonorkan protonnya dan menjadi senyawa radikal, tapi elektron 

tidak berpasangan yang dihasilkan didelokaslisasi oleh resonansi, hal 

ini membuat senyawa kuersetin radikal memiliki energi yang sangat 

rendah untuk menjadi radikal yang reaktif. 

Tiga gugus dari struktur kuersetin yang membantu dalam 

menjaga kestabilan dan bertindak sebagai antioksidan ketika 

bereaksi dengan radikal bebas antara lain: 

1. Gugus O-dihidroksil pada cincin B
 

2. Gugus 4-oxo dalam konjugasi dengan alkena 2,3
 

3. Gugus 3-dan 5- hidroksil
 

Gugus fungsi tersebut dapat mendonorkan elektron kepada 

cincin yang akan meningkatkan jumlah resonansi dari struktur 

benzene senyawa kuercetin. Pegagan sebagai Antioksidan. Ekstrak 

etanol pegagan dapat meningkatkan sintesis kolagen tiga kali lipat 

dari sel fibroblas manusia dibandingkan dengan kontrol. Sintesis 

kolagen tertinggi ditemukan pada ekstrak pegagan yaitu 50 mg/mL. 

Ekstrak ini menunjukkan aktivitas pembersihan radikal DPPH yang 
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signifikan dengan penghambatan 84% pada konsentrasi 1 mg/mL. 

Aktivitas tersebut dibandingkan dengan ekstrak biji anggur dan 

vitamin C . 

Baru-baru ini, asam caffeoylquinic muncul sebagai kelompok 

senyawa aktif penting kedua di C. asiatica , dengan potensi 

meningkatkan jalur respons antioksidan Nrf2. Nuclear factor 

erythroid 2-related factor 2 (NRF2) adalah faktor transkripsi yang 

mengatur jalur respons antioksidan endogen. Jalur respons 

antioksidan endogen melindungi sel dari stres oksidatif dengan 

meningkatkan transkripsi gen sitoprotektif melalui pengikatan faktor 

transkripsi faktor transkripsi Nrf2 ke elemen respons antioksidan 

(AREs) pada promotor gen antioksidan . Pegagan juga mengandung 

Triterpenoid ursane dapat menekan produksi nitrit oksida (NO) dan 

sekresi TNF-α di lipopolisakarida yang merangsang sel RAW 264, 

sehingga senyawa asiatikosida memilik efek anti inflamasi pada 

pegagan. 

 

2.4. Air Alkali 

2.4.1. Definisi Air Alkali 

Air alkali, juga dikenal sebagai air terionisasi atau air 

elektrolisis, adalah air yang memiliki pH lebih tinggi dari air minum 

biasa, biasanya berkisar antara 8,5 hingga 11,5
62

. Air ini diproduksi 

melalui proses elektrolisis yang memisahkan molekul asam dan basa 
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dalam air, kemudian membuang kandungan asamnya. Beberapa 

karakteristik air alkali meliputi: 

1. pH basa (8-10) 

2. Nilai oxidation-reduction potential (ORP) yang sangat rendah 

(negatif) 

3. Kandungan hidrogen terlarut yang tinggi 

2.4.2. Peran Air Alkali dalam Mencegah Degradasi Kolagen 

Air alkali telah menjadi populer karena klaim manfaat 

kesehatannya, termasuk potensinya dalam menjaga kesehatan kulit. 

Beberapa manfaat yang diklaim terkait dengan perawatan kulit dan 

pencegahan degradasi kolagen antara lain: 

1. Melembabkan kulit: Air alkali diyakini dapat membantu 

melembabkan dan menyehatkan kulit. Kulit yang terhidrasi 

dengan baik cenderung lebih elastis dan tahan terhadap 

kerusakan. 

2. Efek antioksidan: Air alkali mengandung molekul hidrogen 

terlarut (H2) yang tinggi, yang berpotensi bertindak sebagai 

antioksidan. Antioksidan dapat membantu melindungi kulit dari 

kerusakan akibat radikal bebas, yang dapat mempercepat 

degradasi kolagen. 

3. Meningkatkan sirkulasi: Air alkali diduga dapat meningkatkan 

sirkulasi darah. Sirkulasi yang baik penting untuk membawa 
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nutrisi ke kulit dan membuang toksin, yang dapat membantu 

menjaga kesehatan kolagen. 

4. Menetralkan racun: Ion negatif dalam air alkali diyakini dapat 

membantu menetralkan racun dalam tubuh. Hal ini potensial 

untuk mengurangi stres oksidatif pada kulit, yang dapat 

berkontribusi pada degradasi kolagen. 

5. Meningkatkan penyerapan oksigen: Ion negatif dalam air alkali 

dilaporkan dapat mempercepat pengiriman oksigen ke sel dan 

jaringan. Oksigenasi yang baik penting untuk kesehatan kulit 

dan produksi kolagen 
20,22,23

 

 

2.5. Pengaruh pemberian ekstrak Centella asiatica dan kombinasi air alkali 

terhadap ekspresi TGF- dan densitas kolagen 

Collagen loss yang ditandai dengan hilangnya elastisitas kulit dan 

peningkatan degradasi kolagen disebabkan oleh paparan sinar UVB
63

. 

Mekanisme collagen loss pada kulit akibat penetrasi UVB yang intens pada 

epidermis menghasilkan kerusakan sel keratinosit sehingga terjadi 

pembentukan ROS dan degradasi DNA
12

. Centella asiatica diketahui 

mengandung beberapa zat aktif seperti flavonoid yang berperan sebagai 

antioksidan
24

. Penelitian terdahulu menyebutkan bahwa flavonoid dapat 

menghambat produksi ROS dengan meningkatkan produksi enzim 

antioksidan pada kulit akibat paparan UVB sehingga dapat mencegah 

terjadinya degradasi kolagen
64,65

.
 
Air alkali juga telah terbukti mengurangi 

stres oksidatif dan peradangan pada tikus model gagal ginjal. Hal ini 
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menunjukan bahwa air alkali memiliki potensi antioksidan yang kuat karena 

dapat menekan MDA dan menginsukdi enzim antioksidan SOD, disisi lain 

air alkali selama 7 hari secara signifikan menurunkan ekspresi gen IL-1 

dan TNF-
66

. Air alkali dengan dosis 10mL/kg berat badan tikus dapat 

membantu menjaga kolagen dengan mengurangi keasaman tubuh secara 

keseluruhan
20

. Centella asiatica dan glikosida bioaktifnya mengaktifkan 

jalur TGF-β/Smad dengan meningkatkan kadar Smad3 terfosforilasi, 

meningkatkan level mRNA TGF-β1 dan reseptor TGF-β II, serta 

menurunkan ekspresi Smad7 pada fibroblas
67

. Triterpena dalam Centella 

asiatica merangsang produksi TGF-β1, yang mengarah pada proliferasi 

fibroblas, sekresi matriks ekstraseluler, dan diferensiasi parsial menjadi 

miofibroblas
16

. Asam asiatik, komponen utama Centella asiatica, telah 

terbukti menghambat ekspresi kolagen yang diinduksi TGF-β1 pada 

fibroblas keloid manusia, kemungkinan melalui aktivasi PPAR-γ. 

Asiatikosida, senyawa lain dari Centella asiatica, dapat menghambat 

transisi mesotelial-mesenkimal yang diinduksi TGF-β1 dan pembentukan 

spesies oksigen reaktif, kemungkinan melalui aktivasi jalur antioksidan 

Nrf2/HO-1
68

. Penurunan kadar ROS ini dapat meningkatkan ekspresi faktor 

pertumbuhan TGF-β1 sehingga mengaktivasi ekspresi SMAD2/3. Kompleks 

SMAD2/3 beperan dalam produksi kolagen melalui induksi kolagen
69

. 
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BAB III  

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS 

 

3.1. Kerangka Teori 

Penurunan kolagen yang ditandai dengan kerutan pada kulit dan 

hilangnya elastisitas kulit adalah kelainan kulit kronis yang disebabkan oleh 

paparan sinar UV
63

. Mekanisme penurunan kolagen pada kulit akibat 

penetrasi UVB yang intens pada epidermis menghasilkan pembentukan 

ROS
12

. Peningkatan kadar ROS yang berlebihan menginduksi kelebihan 

ROS intraseluler seperti oksigen singlet ( 1O2), anion superoksida (O2
 -
 ), 

hidrogen peroksida (H2O2), dan radikal hidroksil (OH
.
 ) yang mengaktifkan 

mitogen-activated protein kinase (MAPK)
70

. mitogen-activated protein 

kinase (MAPK) adalah keluarga dari kinase Ser/Thr yang diarahkan oleh 

prolin yang terdiri dari extracellular signal-regulated kinases (ERKs) yang 

menstimulasi ekspresi c-Fos, p38 dan c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) 

yang menstimulasi ekspresi c-Jun
71,72

. Kombinasi c-Jun dengan c-Fos 

membentuk faktor transkripsi AP-1 yang memainkan peran penting dalam 

regulasi transkripsi MMP-1 dan mengakibatkan penghambatan sintesis 

kolagen
7,73

. Selain itu, AP-1 menghambat TGF-β yang merupakan pengatur 

utama produksi prokolagen pada kulit manusia sehingga menyebabkan 

penurunan sintesis prokolagen
6
. Selain AP-1, ROS juga menginduksi 

aktivasi transkripsi yang dimediasi NF-κB dan regulasi ekspresi gen MMP-1. 

Aktivitas NF-kB bertanggung jawab atas up-regulasi MMP-1 pada fibroblas 

dermal
74

. 
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Aktivasi AP-1 yang diinduksi UV meningkatkan ekspresi gen MMP-1, 

MMP-3, dan MMP-9. Ketiga MMP tersebut mendegradasi sejumlah besar 

protein ECM, seperti kolagen tipe IV, V, IX, dan X, gelatin, fibrillin-1, 

fibronektin, laminin, dan proteoglikan. Fungsi utama MMP-3 adalah 

mengaktivasi pro-MMP seperti kolagenase, gelatinase B, dan matrilisin 

selama pergantian ECM. Produksi MMP-1 dan MMP-3 sangat penting 

untuk mengaktifkan sebagian pro-MMP-1
75–77

. 

Dijalur yang lain peningkatan ROS juga mengaktifkan Mitogen 

Aktivated protein kinase (MAPK ekspresi protein kinase) yang 

mengakibatkan ekspresi NF-κB memproduksi koenzim dan memicu sekresi 

sitokin inflamasi salah satunya interleukin (IL)-6, yang mengakibatkan 

overekspresi MMPs yang merupakan kolagenase terakumulasi pada kulit 

yang menua,
78

 dan ekspresinya juga diaktifkan oleh faktor transkripsi 

protein-1 (AP-1) yang diaktifkan, yang terdiri dari c-Fos dan c-Jun. 

Degradasi kolagen diprakarsai oleh MMP-1 dan dilanjutkan oleh MMP-3. 

Kolagen memainkan peran utama dalam mempertahankan elastisitas kulit. 

Kolagen adalah protein struktural utama ECM dermal dan sintesis kolagen 

diinisiasi oleh TGF-β1 melalui aktivasi kompleks smad2 dan smad3 yang 

berujung pada sintesis prokolagen sebagai prekursor kolagen
79

. 

Centella asiatica diketahui mengandung beberapa zat aktif seperti 

flavonoid yang berperan sebagai antioksidan
24

. Penelitian terdahulu 

menyebutkan bahwa flavonoid dapat menghambat produksi ROS dengan 

meningkatkan produksi enzim antioksidan pada kulit akibat paparan UVB 
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sehingga dapat mencegah terjadinya degradasi kolagen
64,65

. Penurunan 

kadar ROS ini dapat meningkatkan ekspresi faktor pertumbuhan TGF-β1 

sehingga mengaktivasi ekspresi SMAD2/3. Kompleks SMAD2/3 beperan 

dalam produksi kolagen melalui induksi kolagen
69

. Senyawa ekstrak 

Cantella asiatica juga menginduksi ekspresi SMAD2/3
 

sehingga 

menghambat aktivasi NF-kB yang dapat menekan pelepasan sitokin pro-

inflammasi dan melanogenesis
18,80

. Air alkali memiliki aktivitas antioksidan 

dan antiinflamasi berdasarkan penelitian terdahulu pada pasien penyakit 

kanker
22,23,62

. Centella asiatica dapat menghambat transisi mesotelial-

mesenkimal yang diinduksi TGF-β1 dan pembentukan spesies oksigen 

reaktif, kemungkinan melalui aktivasi jalur antioksidan Nrf2/HO-1
68

. 

Penurunan kadar ROS ini dapat mencegah ekspresi MMPs sehingga dapat 

menekan sintesis kolagen
69

. 
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Gambar 3.1. Kerangka Teori   
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3.2. Kerangka Konsep 

 

Gambar 3.2. Kerangka Konsep  

 

3.3. Hipotesis 

Terdapat pengaruh pemberian gel topikal ekstrak daun pegagan 

(Centella asiatica) dan air alkali secara oral terhadap ekspresi gen TGF- 

dan jumlah densitas kolagen pada tikus jantan galur wistar model collagen 

loss yang diinduksi sinar UVB. 
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BAB IV  

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 5 kelompok dengan rincian sebagai berikut: 2 

kelompok perlakuan dan intervensi, 1 kelompok perlakuan yang hanya 

dengan paparan UV dan 1 kelompok dengan HA (kontrol) dan 1 kelompok 

tikus sehat. Pengukuran data dilakukan sesudah intervensi. 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1. Skema Rancangan Penelitian 

 

Keterangan : 

S : Sampel Penelitian (Tikus) Sehat 

A : Adaptasi 

V : Validasi 

R : Randomisasi 

Perlakuan : K1 : Kontrol Negatif, tikus dengan paparan UVB 

S R 

O2 K2 K2 

K1 O1 K1 

O3 K3 

O4 K4 

K3 

K4 

V A 

O5 K5 K5 
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Perlakuan : K2: Kontrol positif, tikus dengan paparan UVB dengan 

diberikan gel Hyaluronic acid (HA). 

Perlakuan : K3: Tikus dengan paparan UVB dengan diberi gel ekstrak 

centella asiatia dosis 10%. 

Perlakuan : K4: Tikus dengan paparan UVB dengan air alkali secara 

oral 3x2ml dalam sehari. 

 Perlakuan : K5: Tikus dengan paparan UVB dengan diberi gel ekstrak 

centella asiatia dosis 10% yang dikombinasi dengan air 

alkali secara oral 3x2ml dalam sehari. 

O : Observasi 

 

4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional 

4.2.1. Variabel Penelitian 

4.2.1.1. Variabel Bebas 

Gel ekstrak centella asiatia dosis 10% secara topikal yang 

dikombinasi dengan air alkali yang diberikan secara oral. 

4.2.1.2. Variabel Terikat  

Ekspresi gen TGF- dan jumlah densitas kolagen 

4.2.2. Defenisi Operasional 

4.2.2.1. Ekstrak Centella asiatia 

Ekstrak Centella asiatia adalah ekstrak kental etanol 

dari daun Centella asiatia kering yang diproduksi dengan 

metode maserasi selama 72 jam dan di evaporasi dengan 

menggunakan rotary vacuum evaporator. Ekstrak Centella 

asiatia diberikan secara topikal dalam bentuk sediaan gel 

dengan dosis 10%. Pembuatan gel ekstrak Centella asiatia 
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dilakukan di Lab SCCR Semarang. 

Satuan: gram 

Skala: nominal 

4.2.2.2. Air Alkali 

Air alkali adalah air yang memiliki pH lebih dari 8 

yang di buat dengan cara menghilangkan kandungan asam 

didalamnya yang diproduksi oleh PT. Stem Cell and Cancer 

Research Indonesia. Air alkali diberikan sebanyak tiga kali 

2 ml per hari secara oral. 

Satuan: mL 

Skala: nominal 

4.2.2.3. Ekspresi gen TGF-  

Ekspresi gen TGF- adalah rasio ekspresi gen growth 

factor pleiotropik yang mampu mengaktivasi fibroblas 

untuk memproduksi kolagen. TGF- pada penelitian ini 

diperiksa dari sampel jaringan kulit tikus yang diambil pada 

hari ke 15. Ekspresi gen TGF- dianalisis dengan qRT-PCR 

yang di bandingkan terhadap housekeeping gen GAPDH. 

Satuan: Rasio mRNA level TGF- /GAPDH. 

Skala: rasio 

4.2.2.4. Jumlah densitas kolagen 

Jumlah densitas kolagen adalah jumlah protein matriks 

ekstraseluler yang dihasilkan oleh fibroblast yang 
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teraktivasi pada hari 15 setelah awal pemberian perlakuan 

dan berwarna biru pada pengecatan Masson Trichome. 

Metode penghitungan kolagen menggunakan aplikasi 

computer ImageJ. 

Satuan: persen jumlah kolagen 

Skala: rasio 

4.2.2.5.  Sinar UVB 

Dalam penelitian ini, sinar UVB merujuk kepada 

radiasi UVB yang dihasilkan oleh perangkat UVB 

narrowband tipe TLF72-100W/12. Dosis paparan sinar 

UVB dengan UV light (broadband dengan peak emission 

302 nm) dengan minimal erythema dose (MED) 160 

mJ/cm
2
 yang dipapar sekitar 8 menit/hari dengan jarak 

20cm selama 5 kali seminggu pada hari ke 1, 2, 4, 5, dan 7 

selama 2 minggu 
81

.  

 

4.3. Subjek Penelitian dan Sampel Penelitian 

4.3.1. Subjek Penelitian 

Subjek pada penelitian ini merupakan Tikus jantan Galur 

Wistar berusia 2-3 bulan dengan bobot badan 200-250 gram yang 

dipapar sinar UV light (broadband dengan peak emission 302 nm) 

dengan minimal erythema dose (MED) 160 mJ/cm
2
 yang dipapar 

sekitar 8 menit/hari dengan jarak 20cm selama 5 kali seminggu pada 
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hari ke 1, 2, 4, 5, dan 7 selama 2 minggu 
81

 hingga berkurangnya 

densitas kolagen. 

4.3.2. Sampel Penelitian 

4.3.2.1. Kriteria Inklusi 

Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah sebagai berikut  

1. Kondisi sehat.  

2. Tikus belum pernah digunakan untuk penelitian 

sebelumnya. 

4.3.2.2. Kriteria Eksklusi 

Tikus putih jantan galur Wistar dengan kriteria: 

1. Tikus sakit selama penelitian yang terlihat dengan 

aktivitas tikus melemah 

4.3.2.3.  Kriteria Drop Out 

Tikus mati atau infeksi selama penelitian 

4.3.3. Cara Penentuan Sampel Penelitian 

Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan menggunakan 

cara Randomized Sampling. Tikus putih jantan galur Wistar dibagi 

menjadi 5 kelompok yaitu kelompok kontrol negatif (tikus model 

collagen loss yang dipapar UVB dan tidak diberi perlakuan), 

kelompok kontrol positif (tikus model collagen loss dipapar UVB 

dan diberi gel hyaluronic acid), kelompok perlakuan 1 (tikus model 

collagen loss dipapar UVB dan diberi gel ekstrak Centella asiatica 

secara topikal dosis 10%), kelompok perlakuan 2 (tikus model 
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collagen loss dipapar UVB dan diberi air alkali secara oral 3x2ml 

dalam sehari), dan kelompok perlakuan 3 (tikus model collagen loss 

dipapar UVB dan diberi gel ekstrak Centella asiatica secara topikal 

dosis 10% dan dikombinasi dengan air alkali secara oral 3x2ml 

dalam sehari).  

4.3.4. Besar Sampel  

Besar sampel dilakukan dengan rumus sampel eksperimental 

dari Federer yaitu (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 : (5-1)(n-1) ≥ 15 

4n-4 ≥ 15 

4n ≥ 15+4 

 n ≥ 4,75 ( pembulatan 5 ) 

Perhitungan dengan menggunakan rumus federer didapatkan 

jumlah tikus 6 ekor perkelompok. Jumlah sampel yang digunakan 

peneliti yaitu minimal 6 ekor tikus perkelompok.  

 

4.4. Alat dan Bahan 

4.4.1. Alat  

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 
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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. 

4.4.2. Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari bahan 

untuk perlakuan seperti ekstrak Centella asiatica, basis gel, air alkali, 

ketamin, xylazine, etanol, akuades, pakan tikus, chloroform, Sybr 

Green cDNA kit, trizole, primer TGF-, primer GAPDH, dan 

masson trichome staining. 

 

4.5. Cara Penelitian 

4.5.1. Perolehan Ethical Clearance 

Ethical clearence penelitian diperoleh dari Komisi Bioetik 

Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang.  

4.5.2. Pembuatan Ekstrak Centella asiatica 

Daun kering Centella asiatica diekstraksi dengan metode 

maserasi selama 3 hari menggunakan ethanol 96% dengan 

perbandingan 1:4 (g/v). Maserat selanjutnya dievaporasi dengan 

menggunakan waterbath suhu 80
o
C selama 24 jam untuk 

memperoleh ekstrak kental. 
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4.5.3. Pembuatan Gel Ekstrak Centella asiatica 

Sediaan gel dibuat dengan cara carbophol dan HPMC 

dikembangkan dengan cara ditambahkan aquadest 70   dalam 

gelaskimia, didiamkan hingga mengembang selama 1 x 24 jam. 

Kemudian TEA dicampurkan ke dalam basis lalu dihomogenkan. 

Kedua massa tersebut dicampurkan ke dalam lumpang sambil diaduk 

homogen, ditambahkan metil paraben yang sebelumnya telah 

dilarutkan dengan aquadest panas suhu 90   dihomogenkan. 

Dicampukan ekstrak etanol Centella asiatica ke dalam gliserin, lalu 

dimasukkan ke dalam basis sedikit demi sedikit, dihomogenkan. 

Kemudian sisa air ditambahkan setelah itu dihomogenkan dan 

didiamkan pada suhu ruangan hingga dingin.  

Tabel 4.1. Komposisi gel ekstrak Centella asiatica
82

 

Bahan Persentase 

HPMC 2,25% 

Carphopol 1,25% 

TEA  1% 

Gliserin 15% 

Metil paraben 0,1% 

Ekstrak Centella asiatica 10% 

Aqudest Ad 100% 

 

4.5.4. Model Collagen loss dengan Paparan UVB 

1. Tikus yang sudah diadaptasi selama lima hari dibius dengan 

dengan campuran ketamine (60mg/kgbb) dan xylasine 

(20mg/kgbb). 

2. Rambut pada bagian dorsal tikus potong hingga bersih dengan 

ukuran 5x5 cm 
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3. Punggung tikus dipapar dengan UV light (broadband dengan 

peakemission 302 nm) dengan dosis minimal erythema 160 

mJ/cm2/hari yang dipapar sekitar sekitar 8 menit/hari dengan 

jarak 20cm selama 5 kali seminggu pada hari ke 1, 2, 4, 5, dan 7 

selama 2 minggu 
81

 hingga berkurangnya densitas kolagen. 

4. Pemberian gel ekstrak Centella asiatica dilakukan pada jam 

yang sama setiap hari yaitu jam 9 pagi dimulai pada hari ke-nol. 

5. Selama masa perlakuan tikus selalu mendapatkan asupan air 

alkali sebanyak 3x2ml per hari pada kelompok K4 dan K5.  

6. Tikus pada kelompok K3 dan K5 kemudian diberi perlakuan 

secara topikal menggunakan gel ekstrak Centella asiatica 

dengan dosis 10% sebanyak 100mg tiap tikus yang diberikan 

satu kali sehari selama 14 hari selama penyinaran UV-B. 

4.5.5. Pengambilan Sampel Jaringan 

Pengambilan jaringan kulit dilakukan pada hari ke 15 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 

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 
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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.  

4.5.6. Pembuatan Blok Parafin 

1. Dehidrasi  

Masukan potongan jaringan dalam alcohol bertingkat dari 

30%, 40%, 60%, 50%, 70%, 80%, 90%, 96% (bertingkat) untuk 

mengeluarkan cairan dari dalam jaringan. Masukan jaringan ke 

dalam larutan alcohol-xylol selama 1 jam kemudian masukan 

jaringan pada larutan xylol murni selama 2 x 2 jam.  

2. Parafinisasi dan Embedding  

Masukan jaringan dalam parafin cair selama 2 x 2 jam. 

Tunggu hingga parafin memadat, potong jaringan dalam paraffin 

setebal 4 mikron dengan mikrotom. Hasil dari potongan jaringan 

ditempelkan pada object glass yang sebelumnya telah diolesi 

polilisin sebagai perekat. Masukan jaringan pada kaca obyek 

deparafinasi dalam inkubator dan dipanaskan dengan suhu 56- 

58oC hingga parafin mencair. 

4.5.7. Pengecatan Kolagen Menggunakan Pengecatan Kolagen 

Pengecatan kolagen dilakukan dengan menggunakan metode 

pengecatan Masson Trichome
 83

 dengan tahapan sebagai berikut :
 

1. Slide jaringan dideparafinisasi. 
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2. Cairan Bouin dipanaskan pada suhu 54-64ºC. 

3. Slide diinkubasi dalam Cairan Bouin yang dipanaskan selama 60 

menit dan dinginkan selama 10 menit, kemudian dibilas dengan 

air mengalir. 

4. Slide diinkubasi dalam Hematoxylin Besi Weigert selama 5 

menit, kemudian bilas dengan air. 

5. Slide diinkubasi dalam larutan Biebrich Scarlet/Acid Fuchsin 

selama 15 menit, kemudian dibilas dengan air. 

6. Slide diinkubasi dalam larutan asam fosfomolibdat/fosfotungstat 

selama 10-15 menit. 

7. Slide diinkubasi dalam larutan Aniline Blue selama 5-10 menit, 

kemudian dibilas dengan air. 

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

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

10. Kolagen akan terwarnai biru, inti sel hitam, dan sitoplasma 

merah 

4.5.8. Analisis Kuantitatif Ekspresi TGF-β dan Densitas Kolagen 

menggunakan RT-PCR 

1. Ekstraksi RNA dan sintesis cDNA
84 

Isolasi RNA jaringan kulit 

dilakukan dengan menggunakan reagen TRIzol®, (Invitrogen 

Life Technologies) dan pembuatan cDNA menggunakan iScript 

cDNA Syntesis Kit (Bio-Rad iScript gDNA Clear cDNA 
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synthesis Kit Catalog) menggunakan Reverse Transcriptase PCR 

(RT-PCR) thermal cycler C1000 (Bio-Rad).  

2. Penentuan ekspresi gen TGF- 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. 
 

3. Perhitungan ekspresi gen
 
ekspresi gen TGF- 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. 
 

 

4.6. Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian dilakukan di Laboratorium SCCR Semarang. Penelitian 

dilakukan pada November - Desember 2024. 

 

4.7. Analisa Data 

Data yang diperoleh dari penelitian ini dilakukan uji deskriptif 

menggunakan skala data rasio. Analisis normalitas dan variasi data 

kemudian dilakukan menggunakan uji Shapiro Wilk dan Levene’s Test. Pada 

data ekspresi gen TGF- diperoleh data tidak terdistribusi normal (p<0,05) 

dan tidak homogen (p<0,05) maka dilakukan uji Kruskal Wallis. Hasil uji 

Kruskal Wallis terdapat perbedaan signifikan (p<0,05) pada semua 
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kelompok penelitian, maka dilanjutkan dengan uji Mann Whitney untuk 

mengetahui signifikansi perbedaan antar kelompok penelitian. Pada data 

densitas kolagen didapatkan varian data normal (p>0,05) dan homogen 

(p>0,05), maka dilakukan uji beda One Way Anova. Hasil uji beda one Way 

ANOVA dengan perbedaan signifikan (p<0,05) pada semua kelompok 

penelitian maka dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD 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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4.8. Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.2. Alur Penelitian 

Validasi collagen loss dan Randomisasi 

Hari ke 15 pengambilan sampel jaringan kulit setelah 

penyinaran 

Kontrol 

negatif tikus 

diberi 

paparan UVB 

 

30 tikus Wistar sehat diaklimatisasi selama 7 hari 

Kelompok 

K1 

Kelompok 

perlakuan I 

tikus diberi 

paparan UVB 

Kelompok 

perlakuan II, 

Tikus diberi 

paparan sinar 

UVB 

Pengecekan ekspresi gen TGF-β dan jumlah 

densitas kolagen 

 

Analisis Data 

 

Tikus Penyinaran UVB 160mj/cm2 5x seminggu selama 8menit dengan 

jarak 20cm, pada minggu ke 1 dan ke 2 

 

Gel HA 

Air alkali 3 kali 

sehari masing-

maisng 2mL 

Kelompok 

perlakuan III, 

Tikus diberi 

paparan sinar 

UVB 

Kombinasi gel 

ekstrak Centella 

asiatica 10% dan 

air alkali 

Kontrol 

positif tikus 

diberi paparan 

UVB 

Gel ekstrak 

Centella 

asiatica 10% 

Kelompok 

K2 

Kelompok 

K3 
Kelompok 

K4 

Kelompok 

K5 
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BAB V 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Penelitian eksperimental ini dilaksanakan di Laboratorium Stem Cell and 

Cancer Research (SCCR) Indonesia, Semarang selama periode November sampai 

Desember 2024. Studi ini menggunakan tikus wistar jantan sebagai model 

collagen loss, dengan paparan UVB 302 nm pada dosis 160 mJ/cm2 selama 

kurang lebih 8 menit per hari dengan jarak 20cm, yang dilakukan 5 kali dalam 

seminggu selama 2 minggu. Studi ini membagi subjek ke dalam 5 kelompok 

eksperimen: kelompok kontrol negatif; kelompok kontrol positif yang diberi gel 

hyaluronic acid (HA) 200mg; kelompok eksperimen pertama yang menerima gel 

ekstrak daun pegagan 10% (EDP 10%); kelompok eksperimen kedua yang diberi 

air alkali secara oral sebanyak 2ml tiga kali sehari; dan kelompok eksperimen 

ketiga yang menerima kombinasi gel EDP 10% dan air alkali oral 2ml tiga kali 

sehari. Sebelum pelaksanaan penelitian utama, dilakukan validasi collagen loss 

yang membuktikan bahwa paparan UVB dengan dosis tersebut efektif 

menginduksi collagen loss. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian EDP 

10%, baik sendiri maupun dikombinasikan dengan air alkali, berhasil 

meningkatkan kadar TGF- dan persentase densitas kolagen. 

Hasil pengamatan secara anatomis terlihat bahwa pada tikus yang 

mendapatkan paparan sinar UVB pada hari ke-15 pengamatan, kulit bagian dorsal 

terjadi kemerahan eritema dan kerutan jika dibandingkan kelompok sehat 

(Gambar 5.1 A-B). Pengamatan secara mikroskopis dengan pewarnaan masson 

trichome untuk mewarnai kolagen dilakukan pada hari ke 15 untuk melihat 
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adanya collagen loss akibat paparan UVB. Hasil pengamatan terlihat adanya 

collagen loss pada tikus yang terpapar UVB dibandingkan dengan yang tidak 

terpapar (Gambar 5.1 C-D).  

 
Gambar 5.1. Validasi kolagen (A) Tidak terdapat kemerahan dan kerutan pada 

tikus sehat, (B) Tampak memerah dan kerutan pada tikus yang dipapar sinar UVB,  

(C) Masson Thrichrome dengan warna biru yang menandakan adanya produksi 

kolagen pada tikus sehat,  dan (D) kulit tikus yang dipapar sinar UVB 

menunjukkan warna merah  yang menandakan ekspresi kolagen terhambat (D). 

 

Ekstraksi daun pegagan pada penelitian ini menggunakan metode maserasi 

dengan pelarut etanol dan menghasilkan rendemen sebesar 8,09%. Ekstrak daun 

pegagan mengandung beberapa golongan senyawa bioaktif berdasarkan hasil 

analisis fitokimia secara kualitatif, yang meliputi alkaloid, fenolik, flavonoid, 

tanin, dan saponin. Peneliti menggunakan metode spektrofotometri untuk 

melakukan analisis kuantitatif kandungan flavonoid dan fenolik total dalam 

ekstrak daun pegagan. Setiap gram ekstrak daun pegagan mengandung flavonoid 

sebanyak 30,89 mg ± 0,98 dan senyawa fenolik sebanyak 60,55 mg ± 0,55 
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berdasarkan hasil pengukuran. Flavonoid terbukti menjadi salah satu komponen 

utama dalam ekstrak daun pegagan berdasarkan data tersebut. Ekstrak daun 

pegagan memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai IC50 sebesar 11,59 mg/mL 

berdasarkan hasil pengujian antioksidan. 

5.1. Hasil Penelitian  

5.1.1. Efek Pemberian Kombinasi Gel Ekstrak Daun Pegagan dan Air 

Alkali terhadap ekspresi gen TGF- 

Penelitian kombinasi gel ekstrak daun pegagan dan air alkali 

terhadap ekspresi gen TGF- pada tikus galur wistar yang di induksi 

paparan sinar UVB  dianalisis pada hari ke-29. Hasil penelitian 

tersebut tertera pada tabel 5.1. 

Tabel 5.1. Hasil Analisis Rerata, Uji Normalitas, Uji 

Homogenitas, dan Uji Beda Non Parametrik 

pada Ekspresi Gen TGF- 

Variabel 

Kelompok   

K1 N=6 K2 

N=6 

K3 

N=6 

K4 

N=6 

K5  

N=6 

Sig.(p) 

Ekspresi gen 

TGF- 

Mean 

Std.deviasi 

 

0,00036 

0,00002 

 

0,00048 

0,00013 

 

0,00055 

0,00004 

 

0,00080 

0,00011 

 

0,00137 

0,00080 

 

Shapiro Wilk 0,175* 0,001 0,723* 0,006 0,001  

Levene test      0,005 

Kruskall 

Wallis 

     0,001*** 

Keterangan: *Normal p>0,05 **Homogen p>0,05 ***Signifikan 

p<0,05 
 

 

Tabel 5.1 menunjukkan bahwa rerata ekspresi gen TGF-  

tertinggi pada kelompok kombinasi gel ekstrak daun pegagan 10% 

dan air alkali sebesar 0,001370,00080. Diikuti oleh kelompok 
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pemberian tunggal air alkali dengan nilai ekspresi gen TGF- 

sebesar 0,000800,00011. Kelompok pemberian tunggal ekstrak 

daun pegagan 10% juga terlihat meningkatkan ekspresi gen TGF-  

hingga 0,000550,00004. Pada kelompok kontrol positif HA 

mengalami sedikit peningkatan ekspresi gen TGF- sebesar 

0,000480,00013. Kelompok kontrol negatif memiliki ekspresi gen 

TGF- terendah yaitu 0,000360,00002. Seluruh kelompok rerata 

ekspresi gen TGF- berdasarkan uji shapiro wilk berdistribusi tidak 

dengan nilai p-value <0,05 pada kelompok kontrol positif dan 

kelompok pemberian tunggal air alkali. Hasil uji homogenitas 

dengan menggunakan lavene test diperoleh hasil data yang tidak 

homogen dengan nilai p-value 0,005 (p<0,05). Sebaran data yang 

tidak normal dan tidak homogen maka analisis data menggunakan uji 

non parametrik Kruskall Wallis. Hasil uji Kruskall Wallis 

menunjukkan terdapat perbedaan signifikan pada kelompok 

penelitian dengan nilai p-value 0,001 (p<0.05). Hasil signifikan pada 

uji Kruskal Wallis kemudian dilanjutkan dengan uji Mann Whitney 

untuk mengetahui kelompok mana yang paling berbeda signifikan.  
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Tabel 5.2. Perbedaan Ekspresi Gen TGF- antara kelompok 

penelitian dengan uji Mann Whitney 

Kelompok Kelompok perbandingan p-Value 

K1 

K2 

K3 

K4 

K5 

0,002* 

0,002* 

0,002* 

0,002* 

K2 

K3 0,065 

K4 0,010* 

K5 0,004* 

K3 
K4 0,002* 

K5 0,002* 

K4 K5 0,009* 

*Uji Mann Whitney dengan nilai signifikan p<0.05 

 

Hasil uji mann whitney ekspresi gen TGF- pada tabel 5.2 

menunjukkan ekspresi gen TGF- pada kelompok tikus kontrol 

negatif UVB terdapat perbedaan signifikan terhadap semua 

kelompok penelitian. Hasil uji mann whitney menunjukan bahwa 

hanya pada kelompok kontrol positif HA terhadap kelompok 

pemberian tunggal gel ekstrak daun pegagan 10% yang tidak 

memiliki perbedaan secara signifikan. Pada kelompok penelitian 

lainnya memiliki perbedaan yang signifikan satu dengan yang 

lainnya. Hasil ekspresi TGF- tertinggi pada kelompok kombinasi 

gel ekstrak daun pegagan 10% dan air alkali dan ekspresi gen TGF- 

terendah terdapat pada kelompok kontrol negatif yang dipapar sinar 

UVB. Hasil ekspresi gen TGF- pada kelompok pemberian tunggal 

gel ekstrak daun pegagan 10% dan kelompok kontrol positif HA 

adalah sama. Pemberian air alkali secara tunggal meningkatkan 

ekspresi gen TGF- lebih besar dari kelompok kontrol positif HA 
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dan kelompok pemberian tunggal daun pegagan 10%, namun secara 

keseluruhan semua kelompok penlitian dapat meningkatkan ekspresi 

gen TGF- dibandingkan kelompok kontrol UVB. Berdasarkan data 

diatas dapat disimpulkan bahwa pemberian pemberian gel HA, gel 

ekstrak daun pegagan 10% secara tunggal dan kombinasi dengan air 

alkali berpengaruh secara signifikan terhadap peningkatan ekspresi 

gen TGF-  pada tikus jantan galur wistar yang disinari UVB, 

sehingga pernyataan hipotesis diterima.  

 

Gambar 5.2. Ekspresi gen TGF- pada tikus model collagen loss. 

Data ditampilkan dengan nilai rata-rata dari 6 hewan model  SD. * 

p<0,05 berbeda secara signifikan dan ns p>0,05 tidak berbeda secara 

signifikan. 
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5.1.2. Efek Pemberian Kombinasi Gel Ekstrak Daun Pegagan dan Air 

Alkali terhadap Jumlah Densitas Kolagen 

Rerata persentase jumlah densitas kolagen mengalami 

peningkatan tertinggi persentase jumlah densitas kolagen pada 

pemberian kombinasi gel ekstrak daun pegagan 10% dan air alkali 

sebesar 47,396,14. Pada kelompok perlakuan lainnya memiliki 

persentase jumlah densitas kolagen yang juga meningkat, pada 

kelompok kontrol positif HA memiliki jumlah densitas kolagen 

sebesar 39,767,74, selanjutnya kelompok pemberian tunggal gel 

ekstrak daun pegagan memiliki densitas kolagen sebesar 25,942,28, 

dan pada kelompok tunggal pemberian air alkali sebesar 21,191,75. 

Kelompok kontrol negatif yang hanya di papar sinar UVB memiliki 

persentase jumlah densitas kolagen sebesar 15,325,72 (Tabel 5.3).  

Tabel 5.3. Hasil Analisis Rerata, Uji Normalitas, Uji 

Homogenitas, dan Uji Beda Parametrik pada 

jumlah densitas kolagen  

Variabel 

Kelompok   

K1 

N=6 

K2 

N=6 

K3 

N=6 

K4 

N=6 

K5  

N=6 

Sig.(p) 

Jumlah densitas 

kolagen 

Mean 

Std.deviasi 

 

15,32 

5,71 

 

39,76 

7,74 

 

25,94 

2,28 

 

21,19 

1,75 

 

47,39 

6,14 

 

Shapiro Wilk 0,678* 0,968* 0,175* 0,423* 0,770*  

Levene test      0,055** 

One Way ANOVA      0,001*** 

Keterangan: *Normal p>0,05 **Homogen p>0,05 ***Signifikan p<0,05  

 

Seluruh kelompok persentase jumlah densitas kolagen 

berdasarkan uji shapiro wilk berdistribusi normal dengan nilai p-
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value >0,05 dan uji homogenitas dengan menggunakan lavene test 

diperoleh hasil data yang homogen dengan nilai p-value 0,055 

(p>0,05). Sebaran data normal dan homogen maka analisis data 

menggunakan uji parametrik one way ANOVA. Hasil uji one way 

ANOVA menunjukkan terdapat perbedaan signifikan pada kelompok 

penelitian dengan nilai p-value 0,001 (p<0.05). Hasil signifikan pada 

uji one way ANOVA kemudian dilanjutkan dengan uji post hoc LSD 

untuk mengetahui kelompok mana yang paling berbeda signifikan.  

Tabel 5.4. Perbedaan kadar jumlah densitas kolagen antara 

kelompok penelitian dengan uji Post hoc LSD 

Kelompok Kelompok perbandingan p-Value 

K1 

K2 

K3 

K4 

K5 

0,001* 

0,002* 

0,065 

0,001* 

K2 

K3 0,001* 

K4 0,001* 

K5 0,019* 

K3 
K4 0,131 

K5 0,001* 

K4 K5 0,001* 

*Uji Post hoc LSD dengan nilai signifikan p<0.05 

  

Hasil uji post hoc LSD pada tabel 5.4 menunjukkan persentase 

jumlah kolagen pada kelompok tikus kontrol negatif yang dipapar 

sinar UVB tanpa perlakuan terdapat perbedaan signifikan terhadap 

kelompok perlakuan pemberian gel ekstrak daun pegagan 10% 

tunggal, kelompok kontrol positif HA, dan kelompok kombinasi gel 

ekstrak daun pegagan dan air alkali. Kelompok kontrol negatif UVB 

tidak berbeda secara signifikan bila dibandingkan dengan kelompok 

pemberian tunggal air alkali. Hasil persentase jumlah densitas 
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kolagen tertinggi pada kelompok kombinasi gel ekstrak daun 

pegagan 10% dan air alkali dan jumlah densitas kolagen terendah 

terdapat pada kelompok kontrol negatif yang dipapar sinar UVB. 

Hasil persentase jumlah densitas kolagen pada kelompok pemberian 

tunggal gel ekstrak daun pegagan 10% dan kelompok air alkali 

tunggal adalah hampir mirip. Pemberian gel HA meningkatkan 

persentase jumlah densitas kolagen lebih besar dari kelompok 

kontrol tunggal air alkali dan kelompok pemberian tunggal daun 

pegagan 10%, namun secara keseluruhan kelompok penelitian gel 

ekstrak daun pegagan 10%, gel HA, dan kombinasi gel ekstrak daun 

pegagan 10% dan air alkali dapat meningkatkan persentase jumlah 

densitas kolagen secara signifikan dibandingkan kelompok kontrol 

UVB kecuali pada kelompok tunggal air alkali tidak berbeda secara 

signifikan. Berdasarkan data diatas dapat disimpulkan bahwa 

pemberian kombinasi gel ekstrak daun pegagan 10% dan air alkali 

berpengaruh secara signifikan terhadap peningkatan persentase 

jumlah kolagen pada tikus jantan galur wistar yang disinari UVB, 

sehingga pernyataan hipotesis diterima. 
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Gambar 5.3. (A) Makroskopis pewarnaan kolagen pada kelompok 

penelitian dengan pewarnaan masson trichome. (B) Persentase 

jumlah densitas kolagen pada tikus model collagen loss. Data 

ditampilkan dengan nilai rata-rata dari 6 hewan model  SD. * 

p<0,05 berbeda secara signifikan dan ns p>0,05 tidak berbeda 

secara signifikan. 
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5.2. Pembahasan 

Penurunan kolagen yang ditandai dengan kerutan pada kulit dan 

hilangnya elastisitas kulit adalah kelainan kulit kronis yang disebabkan oleh 

paparan sinar UV
63

. Ekspresi growth factor TGF- yang mempengaruhi 

pembentukan -SMA untuk menginduksi sintesis kolagen mengalami 

penurunan saat kondisi pro-inflamasi akibat paparan sinar UVB 
85

. Paparan 

sinar UVB berlebihan menginduksi munculnya stress pada kulit yang 

ditandai dengan peningkatan kadar ROS
 86

. Stres oksidatif memulai kaskade 

jalur pensinyalan, dengan menginduksi protein aktivator 1 (AP-1) dan 

down-regulation TGF-β, diikuti oleh hambatan ekspresi -SMA dan 

penghambatan sintesis kolagen 
87

.
 
Peningkatan ROS yang berlebihan juga 

akan mengaktivasi jalur protein kinase yang kemudian memicu peningkatan 

produksi enzim MMP yang disekresikan oleh neutrofil untuk mendegradasi 

kolagen 
74

. Pemberian senyawa antioksidan kuat yang dapat menurunkan 

kondisi stress oksidatif akibat paparan sinar UVB sehingga menunjukkan 

efek perbaikan kolagen yang baik pada kulit sangat diperlukan. Penurunan 

stres oksidatif paparan sinar UVB akut dapat dicegah dengan berbagai 

senyawa yang mampu menyeimbangkan radikal seperti senyawa bahan alam 

yang mengandung flavonoid, alkaloid, terpenoid, maupun saponin
 88

. Hasil 

penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian gel ekstrak daun pegagan 

10% secara tunggal maupun dikombinasi dengan air alkali dapat secara 

signifikan meningkatkan ekspresi gen TGF-β dan persentase jumlah kolagen 

pada tikus model yang mengalami colagen loss.  
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Daun pegagan memiliki senyawa aktif salah satunya adalah flavonoid, 

alkaloid, tannin, saponin, dan triterpenoid dimana berperan sebagai 

antioksidan dan anti inflamasi, sehingga mampu berperan dalam menekan 

stress oksidatif yang dapat menginduksi produksi TGF-β dan kolagen 
89–92

. 

Senyawa flavonoid yang berasal dari ekstrak daun pegagan mungkin dapat 

mengaktifkan jalur PI3K melalui jalur TGF- yang melibatkan TGF- 

reseptor I 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. SMAD2/3 yang 

dilepaskan memicu pelepasan -SMA sehingga terjadi perubahan fibroblast 

menjadi myofibroblast yang berujung pada induksi kolagen 
88

. Aktivitas ini 

didukung secara sinergi dengan pemberian air alkali, dimana berdasarkan 

penelitian sebelum dilaporkan bahwa pH basa pada air alkali dapat 

meningkatkan stabilitas matriks ekstraselular kulit dengan mencegah 

degradasi ECM 
20

. Penelitian lain juga memperkuat efek sinergis ini dimana 

terbukti bahwa air alkali memiliki aktivitas antioksidan dan antiinflamasi 

dengan menekan aktifasi faktor transkripsi NF-kB 
22,23,62

. Centella asiatica 

juga dapat menghambat transisi mesotelial-mesenkimal yang diinduksi 

TGF-β1 dan pembentukan ROS melalui aktivasi jalur antioksidan Nrf2/HO-

1
68

. Penurunan kadar ROS ini dapat mencegah ekspresi MMPs sehingga 

dapat menekan degradasi kolagen 
69

. 
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Pada penelitian ini pemberian tunggal gel ekstrak daun pegagan 10% 

juga memiliki aktivitas yang lebih baik dalam meningkatakan ekspresi gen 

TGF- dan jumlah densitas kolagen dibandingkan pemberian tunggal air 

alkali, hal ini dimungkinkan karena ekstrak daun pegagan selain memiliki 

aktivitas antioksidan juga memiliki aktivitas sebagai antiinflamasi. Ekstrak 

daun pegagan dapat bekerjan melalui berbagai mekanisme, sedangkan 

penelitian sebelumnya melaporkan bahwa air alkali kebanyakan bersifat 

antioksidan saja 
20

. Ekstrak daun pegagan juga menginduksi ekspresi 

SMAD2/3
 
sehingga menghambat aktivasi NF-kB yang dapat menekan 

pelepasan sitokin pro-inflammasi 
18,80

. Penelitian terdahulu melaporkan 

senyawa flavonoid menginduksi peningkatan kadar SOD melalui ikatan 

hidrogen dengan Ser212 melalui gugus 3’-OH menyebabkan penghambatan 

aktivitas protein kinase kinase (MEK1). Flavonoid juga menghambat 

aktivasi phosphoinositide 3-kinase (PI3K) dan mengaktivasi protein kinase 

(MAPK) untuk menginduksi ekspresi enzim antioksidan SOD
88

. Hasil 

penelitian ini konsisten dengan temuan sebelumnya yang menunjukkan 

bahwa ekstrak daun pegagan dapat menekan berbagai menginduksi growth 

factor dan mencegah inflamasi 
67

. Hasil penelitian ini secara keseluruhan 

membuktikan juga bahwa pemberian air alkali tunggal dapat meningkatkan 

ekspresi gen TGF- dan densitas kolagen, namun bila dikombinasikan 

dengan ekstrak daun pegagan semakin memperkuat efeknya dan memiliki 

efek yang secara signifikan sinergis. Temuan ini membuka perspektif baru 

dalam pengembangan sediaan topikal untuk perbaikan kolagen loss dengan 
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potensi aplikasi yang lebih luas dalam penanganan kondisi inflamasi kulit 

lainnya. 

Keterbatasan pada penelitian ini adalah tidak dilakukan analisis jalur 

pensinyalan yang berkaitan dengan ekspresi gen TGF- dan produksi 

kolagen pada penelitian ini seperti analisis a-SMA dan SMAD yang 

merupakan downstream jalur TGF- yang terkait dengan produksi kolagen. 

Pada penelitian ini hasil pada hewan model menunjukan hasil yang positif 

dan menjanjikan untuk dikembangkan selanjutnya, namun belum memiliki 

dapat pada sampel manusia untuk mengetahui pengaruh kombinasi gel 

ekstrak daun pegagan dan air alkali secara oral tehadap kulit manusia. 
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BAB VI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

6.1. Kesimpulan 

1. Terdapat pengaruh pemberian gel topikal ekstrak Daun Pegagan pada 

dosis 10% dan kombinasi air alkali secara oral 3 kali 2 ml dalam sehari 

terhadap kadar peningkatan ekspresi gen TGF- pada tikus wistar model 

collagen loss yang dipapar sinar UVB. 

2. Terdapat pengaruh pemberian gel topikal ekstrak Daun Pegagan pada 

dosis 10% kombinasi air alkali secara oral 3 kali 2 ml dalam sehari 

terhadap peningkatan jumlah densitas kolagen pada tikus wistar model 

collagen loss yang dipapar sinar UVB. 

 

6.2. Saran 

1. Analisis jalur pensinyalan yang berkaitan dengan ekspresi gen TGF- 

dan produksi kolagen pada penelitian ini belum dilakukan, penelitian 

selanjutnya dapat menganalisis ekspresi a-SMA dan SMAD yang terkait 

dengan korelasi produksi kolagen. 

2. Penelitian dapat dilanjutkan pada fase klinis untuk mengetahui pengaruh 

kombinasi gel ekstrak daun pegagan dan air alkali secara oral tehadap 

kulit manusia. 
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