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ABSTRAK

Latar Belakang: Paparan UVB dapat merusak kulit melalui stres oksidatif, inflamasi, dan

apoptosis seluler yang dimediasi oleh peningkatan ROS, TNF-a, dan caspase-3. Clitoria

ternatea mengandung senyawa bioaktif dengan sifat antioksidan dan antiinflamasi yang

berpotensi menekan aktivasi caspase-3 dan mencegah kerusakan sel. Penelitian ini

mengevaluasi efek gel ekstrak bunga telang terhadap ekspresi TNF-a dan caspase-3 pada

kulit tikus Wistar yang terpapar UVB.

Metode: Penelitian eksperimental ini menggunakan desain post-test only control group

dengan rancangan acak lengkap, melibatkan tikus jantan galur Wistar yang dibagi dalam

empat kelompok perlakuan (K1-K4). Gel ekstrak Clitoria ternatea L. diberikan secara

topikal satu kali sehari selama 7 hari, diikuti paparan UV-B (160 mJ/cm?2) selama +15

menit per hari. Setelah 24 jam pasca perlakuan terakhir, sampel jaringan kulit diambil

menggunakan biopsi punch 6 mm. Ekspresi TNF-a dan Caspase-3 dianalisis dengan qRT-

PCR, dan data diuji menggunakan ANOVA.

Hasil: Pengukuran ekspresi TNF-a K1 0,85+0,15, K2 0,78+0,32, K3 0,35+0,20 dan
K4 0,54+0,30. Uji ANOVA diperoleh p 0,024 (p<0,05) terdapat perbedaan
signifikan diantara semua kelompok perlakuan terhadap ekspresi TNF-a. Ekspresi
Caspase-3 K1 0,83+0,11, K2 0,89+0,38, K3 0,16+0,32 dan K4 1,52+0,50. Uji
ANOVA diperoleh p 0,005 (p<0,05) terdapat perbedaan signifikan antar semua
kelompok perlakuan terhadap ekspresi caspase 3.

Kesimpulan: Gel Clitoria ternatea 5% efektif menurunkan ekspresi TNF-a dan

meningkatkan ekspresi Caspase-3 pada kulit terpapar UV-B, sedangkan dosis 10% tidak

menunjukkan efek signifikan. Konsentrasi 5% dinilai optimal untuk efek antiinflamasi dan

regenerasi kulit.

Kata Kunci: Gel ekstrak Clitoria ternatea, ekspresi TNF-a dan Caspase-3, Paparan UVB
akut
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ABSTRACT

Background: UVB exposure can damage the skin through oxidative stress,
inflammation, and cellular apoptosis mediated by increased ROS, TNF-a, and
caspase-3. Clitoria ternatea contains bioactive compounds with antioxidant and
anti-inflammatory properties that have the potential to suppress caspase-3
activation and prevent cell damage. This study evaluated the effect of butterfly pea
flower extract gel on TNF-a and caspase-3 expression in the skin of Wistar rats
exposed to UVB.

Methods: This experimental study used a post-test only control group design with
a completely randomized design, involving male Wistar rats divided into four
treatment groups (K1-K4). Clitoria ternatea L. extract gel was applied topically
once a day for 7 days, followed by UV-B exposure (160 mJ/cm?) for £15 minutes
per day. After 24 hours after the last treatment, skin tissue samples were taken using
a 6 mm punch biopsy. TNF-a and Caspase-3 expression were analyzed by gRT-
PCR, and data were tested using ANOVA.

Results: Measurement of TNF-a expression K1 0.85 + 0.15, K2 0.78 + 0.32, K3
0.35 £ 0.20 and K4 0.54 £ 0.30. ANOVA test obtained p 0.024 (p <0.05) there was
a significant difference between all treatment groups on TNF-a expression.
Caspase-3 expression K1 0.83 £ 0.11, K2 0.89 + 0.38, K3 0.16 + 0.32 and K4 1.52
+ 0.50. ANOVA test obtained p 0.005 (p <0.05) there was a significant difference
between all treatment groups on caspase 3 expression.

Conclusion: Clitoria ternatea gel 5% effectively decreased TNF-a expression and
increased Caspase-3 expression in UV-B exposed skin, while 10% dose did not
show significant effects. The 5% concentration is considered optimal for anti-
inflammatory and skin regeneration effects.

Keywords: Clitoria ternatea extract gel, TNF-a and Caspase-3 expression, Acute
UVB exposure
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Paparan sinar ultraviolet B (UVB) akut tidak hanya menyebabkan
eritema tetapi juga memicu berbagai efek negatif pada kulit, termasuk stres
oksidatif, kerusakan DNA, inflamasi, hingga apoptosis seluler.! Peningkatan
ROS (Reactive Oxygen Species) sebagai pemicu peradangan menyebabkan
leukosit tipe neutrofil mengeluarkan protease dan sitokin pro-inflamasi
seperti Tumor Necrosis Factor alpha (TNF- a).! TNF- a menyebabkan
apoptosis dengan mengaktifkan caspase-3 yang kemudian mendegradasi
protein-protein yang ada.> Bunga telang (Clitoria ternatea) dengan
kandungan bioaktifnya mampu menginterferensi jalur yang dipicu oleh TNF-
a untuk mengurangi aktivasi Caspase-3, sehingga mencegah degradasi
protein dan kerusakan sel yang berlebihan.>* Ekstrak bunga telang kaya akan
antosianin, flavonoid, dan senyawa fenolik dengan sifat antioksidan dan
antiinflamasi.®

Peluang inovasi dalam pengembangan sediaan gel berbasis bahan alami
sebagai alternatif yang lebih aman, ekonomis, dan ramah lingkungan
dibandingkan produk sintetis, dengan fokus pada efek gel terhadap ekspresi
TNF-o dan Caspase-3, sekaligus membuka jalan bagi inovasi dalam terapi
dermatologis berbasis herbal.® penelitian sebelumnya menegaskan urgensi
ilmiah studi ini, menggunakan ekstrak gel bunga telang secara signifikan

mengurangi produksi TNF-a dan caspase-3 yang diinduksi UVB pada tikus



selama 14 hari.” Fokus penelitian ini pada efek gel bunga telang terhadap
ekspresi TNF-a dan Caspase-3, yang akan dilakukan selama 7 hari. Studi ini
semakin menegaskan urgensi ilmiahnya, sekaligus membuka jalan bagi
inovasi dalam terapi dermatologis berbasis herbal .®

Tumor Necrosis Factor alpha (TNF- o) merupakan sitokin yang
memiliki efek pleiotropik pada berbagai tipe sel. TNF-a telah diidentifikasi
sebagai pengatur utama respon inflamasi dan diketahui terlibat dalam
patogenesis beberapa penyakit inflamasi dan autoimun. Secara struktural,
TNF- o merupakan protein homotrimer yang terdiri dari 157 asam amino,
terutama dihasilkan oleh makrofag teraktivasi, limfosit T Secara fungsional
diketahui memicu serangkaian berbagai molekul inflamasi, termasuk sitokin
dan kemokin lainnya. TNF- o ada dalam bentuk larut dan transmembrane.®
TNF- a dapat memicu apoptosis dengan mengaktifkan caspase-3 Yyang
kemudian mendegradasi protein-protein yang ada. Caspase-3 adalah kelas
caspase eksekutor yang diaktifkan oleh caspase inisiator, misalnya caspase-8
dan caspase-9. Aktivasi apoptosis pada jalur ekstrinsik dan intrinsik akan
berujung pada aktivasi caspase-3 sebagai caspase pelaksana. Jika caspase-3
telah diaktifkan, proses apoptosis akan terjadi.?

Produksi ROS yang berlebihan meningkatkan peradangan yang
ditandai dengan pelepasan berbagai molekul proinflamasi, seperti TNF-a.
Iradiasi UV mengubah kolagen dermal melalui jalur pemecahan kolagen
(matrix metalloproteinase protein [MMPs]), dan dengan menghambat proses

inflamasi. Jalur sintesis prokolagen yang mengakibatkan hilangnya



kandungan kolagen. ROS vyang diinduksi UV merusak DNA, dan
menginduksi peroksidasi lipid dan degradasi protein dalam sel kulit. Selain
itu, ROS mengurangi aktivitas enzim antioksidan di kulit, termasuk
superoksida dismutase dan glutathione peroksidase. Produksi TNF-a yang
berkepanjangan menginduksi ROS yang menyebabkan kerusakan oksidatif
pada DNA melalui jalur NADPH-oksidase 1,5 sehingga mengaktifkan gen
p53, yang mengarah pada ekspresi caspase-3 dan memicu apoptosis pada sel
kulit, termasuk fibroblast.”

Senyawa fenolik, asam askorbat dan karotenoid, yang berasal dari
spesies tumbuhan, mampu melindungi kulit dengan mencegah penetrasi
sinar UV, mengurangi peradangan dan stres oksidatif.? Pada saat ini banyak
dikembangkan bahan-bahan alam untuk penyembuhan luka yang lebih cepat
dan efektif satunya Bunga telang.°

Clitoria ternatea merupakan tumbuhan dengan banyak kandungan
nutrisi dan dikenal sebagai tanaman obat di berbagai belahan dunia.!! Semua
bagian tumbuhan termasuk akar, biji dan daun, digunakan sebagai obat dan
diakui memiliki berbagai efek seperti efek dalam menurunkan inflamasi.*?*3
Bagian mahkota bunga telang merupakan sumber antosianin dan berbagai
macam jenis flavonoid yang memiliki efek antioksidan, antosianin
merupakan antioksidan kuat yang dapat menurunkan ROS yang dapat
diberikan secara topikal atau pun oral.**

Penelitian terkini melaporkan bahwa krim ekstrak bunga telang

mempunyai kadar antioksidan tinggi yang mampu menghambat produksi



1.2.

1.3.

ROS dan menurunkan kondisi inflamasi sehingga dapat menghambat
peningkatan MMP, mencegah apoptosis sel fibroblast serta menghambat
penurunan kolagen.>!® Penelitian lainnya juga melaporkan penggunaan gel
ekstrak Clitoria ternatea L 5% terbukti dapat menghambat peningkatan
ekspresi MMP-1 pada kulit tikus Wistar yang terpapar sinar UV-B. !

Berdasarkan hasil penelitian tersebut, sehingga menjadi dasar
pemilihan dosis Gel Ekstrak Bunga Telang 5%, kemudian ditambahkan
variasi dosis 10% untuk melihat pengaruh terhadap ekspresi TNF-a dan
Caspase-3 pada kulit yang terpapar sinar UV-B
Rumusan Penelitian

Berdasarkan uraian dalam latar belakang masalah tersebut di atas, maka
rumusan masalah yang dikemukakan dalam penelitian ini adalah :

Apakah pemberian gel ekstrak Clitoria ternatea berpengaruh terhadap
ekspresi TNF-a dan Caspase-3 pada kulit yang terpapar sinar UV-B akut ?
Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum

Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh
pemberian gel ekstrak Clitoria ternatea terhadap ekspresi TNF-o dan

Caspase-3 pada kulit yang terpapar sinar UV-B akut.

1.3.2. Tujuan Khusus
1. Untuk membuktikan pengaruh pemberian gel ekstrak Clitoria
ternatea 5% secara topikal terhadap ekspresi TNF-a dan Caspase-3

pada tikus wistar yang dipapar sinar UV-B dibandingkan kontrol.



2. Untuk membuktikan pengaruh pemberian ekstrak gel Clitoria
ternatea 10 % dan 10% secara topikal terhadap ekspresi TNF-a dan
Caspase-3 pada tikus wistar yang dipapar sinar UV-B dibanding

kontrol.

1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1.

1.4.2.

Manfaat Teoritis

Manfaat teoritis yang terdapat dari penelitian ini adalah adanya
informasi pengaruh pemberian gel ekstrak Clitoria ternatea pada
kulit akibat paparan sinar UV-B dengan peningkatan Ekspresi TNF-a
dan ekspresi Caspase-3.
Manfaat Praktik

Penggunaan bunga telang sebagai bahan alami dalam perawatan
kulit lebih aman dibandingkan bahan kimia sintetis, mengurangi
risiko iritasi dan efek samping toksik. Selain itu, bunga telang
merupakan tanaman yang mudah dibudidayakan, sehingga dapat
menjadi alternatif ramah lingkungan bagi industri farmasi dan

kosmetik.

1.5. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

No Peneliti, Judul Metode Hasil
tahun Penelitian
1 Nurul Uji efektivitas In Vitro  Analisis fitokimia pada bunga
Huda, sediaan salep Eksperi  telang memiliki kandungan
2023 ekstrak bunga mental alkaloid, flavonoid, saponin,
telang (Clitoria tannin, dan polifenol. Ekstrak
ternatea l.) Clitoria ternatea L
dengan basis diformulasikan menjadi

hidrokarbon sediaan salep dan memenuhi




terhadap luka
bakar pada tikus
putih (Rattus
norvegicus)

persyaratan uji evaluasi fisik
dalam konsentrasi 10%.
Sediaan salep ekstrak bunga
telang (Clitoria ternatea L.)
dengan basis hidrokarbon
memiliki aktivitas untuk
penyembuhan luka bakar
pada tikus, dilihat dari nilai
(p<0,05) yang mengalami
kesembuhan pada hari ke
delapan.

Nia Boru  Formulation In Vitro, Penambahan ekstrak bunga
Ritonga,  and Evaluation Eksperi  telang terbukti aman untuk
Riniand  of Sun Block mental jenis kulit normal dan
Tuty Lotion Made memberikan efek per-
Anggraini, from Virgin lindungan sinar matahari,
2020 Coconut Oil dengan nilai SPF yang relatif
(VCO) with the tinggi.
addition of the
Extract of
Telang Flower
(Clitoria
ternatea; L) and
Pandan Leaves
(Pandanumusa
paradisiaca, L)
Li Hsien  Application of in Vitro, Ekstrak bunga telang organik
Chen, | Butterfly Pea Eksperi  tidak menyebabkan kulit
Chia Flower Extract mental kemerahan, gatal,
Chen, Pei " in Mask alergi/iritasi tetapi juga
Yen Development meningkatkan retensi
Chen, kelembaban dan memiliki
Ping Hsin efek memutihkan, dan efek
Huang, ini meningkat seiring dengan
2018 peningkatan konsentrasinya.
Hasilnya, larutan fermentasi
bunga telang dapat
ditambahkan ke formula
kosmetik sebagai bahan baku
alami produk perawatan kulit.
Cahyani Potential Use of  In Vivo, Tingkat ekspresi TNF-a dan
E, Putra the Gel Extract Eksperi  caspase-3 menurun pada
A, of Butterfly Pea mental kelompok perlakuan, dan
Subchan  Flower as dosis ekstrak yang lebih
P. 2023 Topical Therapy tinggi memberikan efek yang
to Prevent lebih besar. Ekstrak gel




Photodamage secara signifikan mengurangi
by produksi TNF-a dan caspase-
Downregulating 3 yang diinduksi UVB pada
TNF-a and tikus.’

Caspase-3

Expression

Levels in UVB-

Exposed Rats.

Amalia Effectiveness of In Vivo, Mucoadhesive patch clitoria
RI, Mucoadhesive Eksperi  ternatea (MPCT) 15% yang
Prastiya Patch Clitoria mental diaplikasikan selama 14 hari
W, Ternatea menunjukkan jumlah
Meirawati Extract in fibroblas, kepadatan kolagen,
N, Wound Healing dan ketebalan epitel tertinggi
Hirawan  Process After di antara semua kelompok

H. 2024 Tooth dan berbeda secara signifikan

Extraction in
Sprague Dawley
Rats
Effectiveness of
Mucoadhesive
Patch Clitoria
Ternatea
Extract in
Wound Healing
Process After
Tooth
Extraction in
Sprague D.

dibandingkan dengan kontrol
positif dan kontrol negatif (p
< 0,05). Ekstrak bunga
Clitoria ternatea efektif
terhadap proses
penyembuhan luka pasca
pencabutan gigi, dengan
konsentrasi paling efektif
yaitu 15%.18

Berdasarkan tabel 1.1. terdapat beberapa penelitian dari yang terdahulu
mengenai manfaat Clitoria ternatea, Nurul Huda, 2023 melaporkan bahwa
Sediaan salep ekstrak bunga telang (Clitoria ternatea L.) dengan basis
hidrokarbon memiliki aktivitas untuk penyembuhan luka bakar pada tikus,
dilihat dari nilai (p<0,05) yang mengalami kesembuhan pada hari ke delapan,
sementara Ritonga et al melakukan penelitian untuk mengetahui formulasi
terbaik berupa penambahan ekstrak bunga telang dan ekstrak daun pandan

pada lotion kulit VCO untuk melindungi dari sinar matahari, serta mengetahui



karakteristik fisik dan kimia lotion kulit dengan menggunakan metode
eksploratif dengan 2 perlakuan dan 3 ulangan. Pada penelitian yang dilakukan
Chen et al, mengaplikasikan ekstrak bunga telang konsentrasi 1%, 2,5%, 5%,
7,5%, dan 10% sebagai bahan baku produk perawatan kecantikan alami
menunjukkan hasil bahwa larutan fermentasi bunga telang tidak hanya
menghambat kemerahan, gatal, alergi, dan iritasi kulit, tetapi juga memiliki
sifat antioksidan, meningkatkan kelembaban dan efek memutihkan, dan
hasilnya meningkat seiring dengan peningkatan konsentrasi.
Penelitian-penelitian tersebut berbeda dengan penelitian kami dimana
penelitian kami menggunakan gel ekstrak Clitoria ternatea yang kaya akan
senyawa bioaktif seperti antosianin, flavonoid, dan antioksidan, yang telah
terbukti memiliki efek antiinflamasi dan antiradikal bebas. Penggunaan gel
berbahan ekstrak bunga telang berpotensi melindungi kulit dari efek
berbahaya UVB dengan menekan ekspresi TNF-a dan Caspase-3. Analisis
menggunakan metode RT-PCR memungkinkan pengamatan yang akurat
terhadap perubahan ekspresi gen ini pada tingkat molekuler, memberikan

bukti ilmiah yang kuat mengenai efektivitas bahan alami tersebut.



BAB |1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tumor Necrosis Factor (TNF-a)
2.1.1. Definisi Tumor Necrosis Factor (TNF-a)

Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-0) merupakan salah satu jenis
sitokin yang memiliki efek antimikroba pada berbagai jenis sel. TNF-a telah
diidentifikasi sebagai pengatur utama respons inflamasi dalam imunitas
innate dan adaptif serta proliferasi dan apoptosis sel. TNF-o. merupakan
protein homotrimer yang mencakup 157 asam amino yang diproduksi oleh
berbagai macam. sel, termasuk sel natural killer (NK), makrofag aktif,
limfosit T, adiposit, monosit, dan fibroblas, serta menjadi sitokin pertama
yang muncul dalam beberapa menit setelah cedera atau stress akibat respons
inflamasi. TNF-a terdapat dalam dua bentuk, bentuk larut (sTNF-a) dan
transmembran (tmTNF-a). Aktivitas kedua bentuk TNF-o ini diperantarai
oleh dua reseptor, Tumor Necrosis Factor type | (TNF-RI) dan Tumor
Necrosis Factor type Il (TNF-RII), yang keduanya terdapat pada semua
membran sel kecuali eritrosit. Kedua reseptor ini memiliki perbedaan dalam
afinitas pengikatan dan jalur persinyalan intraselulernya. Setelah terjadi
stimulasi, kompleks TNF-RI berikatan dengan protein TNF receptor-
associated death domain (TRADD). Ikatan ini tidak hanya dapat
menginduksi inflamasi, proliferasi sel, dan pertahanan host terhadap patogen,
tetapi juga dapat mengaktivasi domain kematian, seperti apoptosis dan

nekroptosis. Hal ini sedikit berbeda dengan TNF-RIlI yang tidak bisa
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mengaktifkan domain kematian setelah berikatan dengan protein TNF

receptor-associated factor (TRAF).®

2.1.2. Faktor yang mempengaruhi peningkatan TNF-a

Ekspresi TNF-a dalam jaringan kulit dipengaruhi oleh paparan UVB,
stres oksidatif, aktivasi jalur pensinyalan NF-kB, inflammasome, aktivasi sel
imun, ketidakseimbangan sitokin, cedera jaringan, serta penyakit inflamasi
kronis. Peningkatan TNF-a yang tidak terkendali dapat menyebabkan
inflamasi berlebihan, kerusakan jaringan, apoptosis sel, dan fibrosis. Oleh
karena itu, strategi untuk menghambat ekspresi TNF-a, seperti penggunaan
antioksidan, inhibitor NF-xB, atau terapi anti-TNF, dapat menjadi solusi
untuk mengatasi berbagai penyakit kulit inflamasi.

Ekspresi TNF-o dalam jaringan kulit meningkat akibat berbagai faktor,
terutama paparan sinar UVB, stres oksidatif, dan aktivasi sel imun. UVB
memicu kerusakan DNA, meningkatkan produksi radikal bebas (ROS), serta
mengaktifkan jalur pensinyalan NF-kB dan inflammasome NLRP3, yang
semuanya berkontribusi pada peningkatan TNF-a. Selain itu, sel imun seperti
makrofag M1, keratinosit, dan sel mast juga melepaskan TNF-o sebagai
respons terhadap infeksi, luka, atau peradangan. Ketidakseimbangan sitokin
proinflamasi dan antiinflamasi, serta kondisi inflamasi kronis seperti psoriasis
dan dermatitis atopik, semakin memperparah ekspresi TNF-o, menyebabkan
inflamasi berkepanjangan dan kerusakan jaringan kulit. 12

Ekspresi TNF-o dalam jaringan kulit dipengaruhi oleh berbagai faktor

spesifik, termasuk faktor genetik, epigenetik, lingkungan, serta kondisi
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fisiologis dan patologis. Secara genetik, polimorfisme gen TNF-a, seperti
varian -308G/A dan -238G/A, dapat meningkatkan ekspresi TNF-o dan
dikaitkan dengan penyakit inflamasi seperti psoriasis dan rheumatoid
arthritis. Selain itu, mutasi dalam gen yang mengatur jalur pensinyalan NF-
kB seperti NFKB1, RELA, dan IKBKB juga dapat menyebabkan
hiperaktivasi TNF-a. Regulasi epigenetik juga berperan dalam ekspresi TNF-
a, di mana metilasi DNA dapat menekan ekspresinya, sementara asetilasi
histon dapat memperkuatnya. Molekul kecil microRNA (miRNA), seperti
miR-125b, juga dapat menekan TNF-a dengan menghambat translasi mRNA-
nya. Dari faktor lingkungan, paparan sinar UVB meningkatkan produksi
radikal bebas (ROS) yang mengaktifkan jalur NF-kB dan inflammasome
NLRP3, sehingga meningkatkan ekspresi-TNF-a. Polusi udara, terutama
partikel PM2.5 dan logam berat, juga berkontribusi dengan meningkatkan
stres oksidatif dan inflamasi. Selain itu, infeksi bakteri, virus, atau jamur
dapat mengaktifkan Toll-Like Receptors (TLRs) pada keratinosit dan sel
imun, yang memicu pelepasan TNF-a. Faktor fisiologis dan patologis juga
berperan, di mana proses penuaan menyebabkan inflammaging, yakni
inflamasi kronis dengan peningkatan TNF-a yang mempercepat penuaan
kulit. Penyakit autoimun dan inflamasi kronis, seperti psoriasis, lupus
eritematosus sistemik (LES), dan rheumatoid arthritis, menunjukkan
peningkatan produksi TNF-o akibat disregulasi sistem imun. Selain itu,
obesitas dan resistensi insulin juga berkontribusi terhadap peningkatan

ekspresi TNF-a, karena makrofag dalam jaringan adiposa dapat
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menghasilkan sitokin ini dalam jumlah besar, memperparah inflamasi
sistemik dan memengaruhi kesehatan kulit.?
2.1.3. Mekanisme Ekspresi TNF-o melalui Inflamasi Steril

Inflamasi dapat diinduksi oleh sejumlah rangsangan yang berbeda,
termasuk infeksi seperti bakteri, virus, jamur, dan parasit, paparan benda
asing seperti serpihan atau kotoran, kerusakan jaringan, trauma baik yang
tumpul maupun tajam, serta agen fisik dan kimia seperti luka bakar,
paparan radiasi, dan dampak toksisitas yang disebabkan oleh zat kimia dalam
lingkungan. Rangsangan ini dapat merusak sel-sel tubuh dan menginduksi
respons peradangan.?? Respons peradangan ditandai dengan penarikan sel- sel
radang, terutama sel-sel imun innate seperti neutrofil dan makrofag. Sel-sel
ini bertugas memfagositosis agen penyebab infeksi dan menghasilkan sitokin
dan kemokin tambahan yang dapat menginisiasi aktivasi limfosit dan respons
imun adaptif. Inflamasi yang terjadi akibat trauma, cedera iskemia-reperfusi,
atau cedera yang diinduksi oleh bahan kimia biasanya terjadi tanpa kehadiran
patogen sehingga disebut inflamasi steril. Seperti inflamasi yang diinduksi
oleh mikroorganisme, inflamasi steril ditandar dengan adanya neutrofil dan
makrofag serta produksi sitokin dan kemokin pro-inflamasi, terutama TNF-
o dan IL-1.2

Inflamasi steril dimulai dengan pengenalan stimulus oleh PRRs
(Pattern Recognition Receptors) yang mampu mendeteksi molekul dari sel
yang rusak seperti asam nukleat, protein, lipid, dan matriks ekstraseluler.

PRRs dapat dikelompokkan menjadi lima jenis: TLRs (Toll-like Receptors),
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RLRs (RIG-1, Retinoic Acid- Inducible Gene-1, - Like Receptors), NLRs
(Nod-Like Receptors), ALRs (AIM2, Absent In Melanoma 2, - Like
Receptors), dan CLRs (C-type Lectin Receptors). Molekul-molekul ini
umumnya disebut pola kerusakan molekuler (DAMPs, Damage-Associated
Molecular Patterns).?*

DAMPs dapat dibagi menjadi dua jenis, HMGB1 (High Mobility Grup
Box 1) dan PRX (peroxiredoxin). HMGB1 merupakan sebuah protein nuklir
yang mengatur transkripsi gen dalam kondisi normal dan bertindak sebagai
sinyal bahaya endogen sebagai respons terhadap kerusakan sel. HMGB1
selanjutnya dilepaskan melalui eksositosis atau piropsitosis dari inti sel ke
ruang ekstraseluler, baik secara pasif dari sel yang rusak maupun aktif dari
sel imun yang diaktifkan. HMGB1 kemudian berikatan dengan TLR2, TLR4,
TLR9, dan reseptor untuk produk hasil glikasi lanjut (RAGE, Receptor for
Advanced Glycation Endproducts), yang diekspresikan di permukaan
makrofag, sel otot polos, dan sel endotel. Kompleks ini mengirimkan sinyal
seluler untuk mengaktifkan faktor transkripsi pro-inflamasi mitogen-
activated protein kinase (MAPKSs) dan nuclear factor-«B (NF-kB). NF-xB
yang diaktifkan kemudian bertranslokasi ke inti sel dan berinteraksi dengan
DNA sebagai heterodimer p65/p50. Kedua jalur ini dapat meningkatkan
ekspresi sitokin pro-inflamasi, termasuk IL-6, IL-1, dan TNF-a, molekul
adhesi, serta matriks metalloproteinase (MMPs). HMGBL1 juga berinteraksi
dengan CXCL12/CXCR4 untuk mengaktifkan jalur NF- kB dan menginduksi

kemotaksis serta merekrut sel inflamasi.?®
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2.2. CASPASE -3

Caspase-3 adalah protein yang relatif kecil yang terdiri dari 2 subunit,
subunit 12- dan 17-kDa. Aktivasi Caspase-3 tergantung pada dimerisasinya
menjadi heterotetramer, di mana Cys-285 yang diaktifkan histidin di situs
aktif subunit p17 conserved dalam superfamili Caspase dan diperlukan untuk
aktivitas enzimatik.” Peran Caspase-3 dalam apoptosis adalah untuk
membelah dan mengaktifkan Caspase-6, Caspase-7, dan Caspase-9 untuk
memecah sel-sel apoptosis sebelum dikeluarkan. Setelah proses ini, protein
Caspase-3 dibelah dan dipecah sendiri oleh Caspase-8 dan Caspase- 10.’
Pembelahan berurutan dan aktivasi protein ini sangat penting untuk tahap
apoptosis execution.’

Caspase-3 merupakan golongan caspase eksekutor yang diaktifkan
oleh caspase inisiator, misalnya caspase-8 dan caspase-9. Aktivasi apoptosis
baik jalur ekstrinsik maupun intrinsik akan berujung pada aktivasi caspase-3
sebagai caspase eksekutor. Apabila caspase-3 telah teraktivasi maka akan
terjadi kematian sel apoptosis.

Caspase-3 bertanggung jawab terhadap penguraian seluruh atau
sebagian protein dari berbagai jenis protein utama seperti nuclear enzyme
poly ADP ribose polymerase yang mengalami dimerisasi untuk membentuk
enzim aktif. Caspase-3 merupakan mediator apoptosis utama dalam sistem
imun dan telah terdeteksi pada penyakit inflamasi. Beberapa studi
immunohistokimia telah menemukan adanya peningkatan caspase-3 yang

terlibat dalam proses inflamasi yang dihubungkan dengan destruksi jaringan
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pada pasien periodontitis.?® Caspase-3 diaktifkan di dalam sel jalur ekstrinsik
(death ligan) dan intrinsik (mitrokondia).26:?’

Caspase eksekutor, zymogen caspase-3 dalam bentuk tidak aktif.
Caspase-3 teraktivasi oleh caspase inisiator setelah ada sinyal apoptotik.
Salah satu sinyal tersebut adalah granzym B yang dapat mengaktivasi caspase
inisiator pada sel yang menjadi target apoptosis oleh sel T killer (pembunuh).
Aktivasi ekstrinsik ini akan memicu rangkaian caspase dari jalur apoptotik di
mana caspase-3 berperan penting di dalamnya.?® Adanya zymogen caspase-3
untuk meregulasi aktivitas caspase agar membunuh semua sel.?®

Caspase-3 juga telah terbukti terlibat dalam sejumiah proses yang tidak
terkait langsung dengan kematian sel. Aktivasi caspases 3 selama apoptosis
memiliki peran penting sebagai regulator negatif dari respon imun dengan
memicu pelepasan sitokin anti-inflamasi dan menekan respon inflamasi.
Selain peran-peran ini dalam penekanan imun, caspases memiliki peran
dalam regenerasi jaringan dan proliferasi. Meskipun aktivasi caspase-3
menyebabkan kematian sel dalam host, telah ditemukan untuk merangsang

proliferasi sel di sel disekitar, non-apoptosis.?’

Anatomi Histologi Kulit
2.3.1. Definisi
Kulit merupakan organ tubuh terbesar yang menyumbang
sekitar 15% dari total berat badan pada orang dewasa serta melakukan
banyak fungsi vital yaitu sebagai pelindung (penyerapan sinar UV,

patogen, mekanis), persepsi (sentuhan, suhu, nyeri) dan regulasi
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(termal, hidrasi, ekskresi).*
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Gambar 2.1. Lapisan Kulit

2.3.2. Struktur Kulit

Kulit terdiri - dari tiga lapisan utama: - epidermis, dermis, dan
hipodermis, masing-masing dengan fungsi yang saling melengkapi.
Epidermis adalah lapisan terluar yang melindungi tubuh dari
mikroorganisme, bahan kimia, dan sinar UV. Lapisan ini terdiri dari
beberapa stratum, termasuk stratum korneum sebagai pelindung
utama, dan stratum basale yang mengandung melanosit untuk
menghasilkan melanin. Di bawahnya, dermis berfungsi sebagai
penyokong struktural dengan komponen seperti kolagen, elastin, dan
pembuluh darah. Lapisan ini juga menjadi tempat folikel rambut,
kelenjar minyak, dan kelenjar keringat.

Hipodermis, atau lapisan subkutan, terletak paling dalam dan terdiri

dari jaringan lemak serta jaringan ikat longgar. Lapisan ini berperan
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dalam menyimpan energi, memberikan bantalan pelindung, dan
membantu mengatur suhu tubuh melalui isolasi termal. Dengan
struktur berlapis-lapis, kulit tidak hanya melindungi tubuh dari faktor
eksternal tetapi juga mendukung berbagai fungsi isiologis.3: 32
Epidermis

Epidermis merupakan lapisan terluar kulit dan tersusun atas
epitel berlapis gepeng dengan lapisan tanduk; tidak mempunyai
pembuluh darah ataupun limfe sehingga semua nutrien dan O
diperoleh dari kapiler pada lapisan dermis.>* Terdapat empat jenis sel
epidermis, yaitu: keratinosit (merupakan sel terbanyak 85-95%,
berasal dari ektoderm permukaan, merupakan sel epitel yang
mengalami keratinisasi, menghasilkan lapisan kedap air dan perisai
pelidung tubuh), melanosit (meliputi 7-10% sel epidermis, berfungsi
sebagai tiral penahan radiasi ultraviolet yang berbahaya), sel
Langerhans (sel yang berperan dalam respon imun kulit, sel
pembawa-antigen yang merangsang reaksi hipersensitivitas tipe
lambat pada kulit), dan sel Merkel (merupakan mekano-reseptor atau

reseptor rasa sentuh).3:-34
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Gambar 2.2. Lapisan Epidermis

Epidermis adalah epitel skuamosa berlapis yang mengandung 5

lapisan tergantung pada lokasinya:3+34

&

2.

3.

Stratum Basalis (Lapisan sel basal): Lapisan yang paling dalam dan
paling dekat dengan dermis; aktif secara mitosis dan mengandung
melanosit. (jenis sel yang bertanggung jawab untuk memproduksi
melanin), satu baris keratinosit, dan sel induk. Keratinosit dari
lapisan ini berkembang dan matang saat mereka melakukan
perjalanan ke luar untuk membuat lapisan yang tersisa.

Stratum Spinosum (lapisan sel prickle): Lapisan ini terdiri atas
beberapa lapis sel yang besar-besar berbentuk poligonal dengan inti
lonjong; dengan  sitoplasmanya  kebiruan.  Lapisan ini
mengkompromikan sebagian besar epidermis dan mengandung
beberapa lapisan sel yang dihubungkan oleh desmosom. Desmosom
ini memungkinkan sel untuk tetap terikat erat satu sama lain dan
menyerupai "duri" secara arsitektur.

Stratum Granulosum (lapisan sel granular): Lapisan ini mengandung
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beberapa lapisan sel yang mengandung butiran kaya lipid. Di lapisan
ini, sel-sel mulai mengabadikan dan kehilangan intinya, saat mereka
menjauh dari nutrisi yang terletak di jaringan yang lebih dalam.

4. Stratum Lucidum: Lapisan ini dibentuk oleh 2-3 lapisan sel gepeng
yang tembus cahaya, dan agak eosinofilik; umumnya hanya ada di
kulit tebal telapak kaki dan telapak tangan dan sebagian besar terdiri
dari sel-sel yang diabadikan

5. Stratum Corneum (lapisan keratin): Lapisan berkeratin ini berfungsi
sebagai lapisan pelindung dan merupakan lapisan terluar dari
epidermis. Karena keratinisasi dan kandungan lipid, lapisan ini
memungkinkan pengaturan kehilangan air dengan mencegah
penguapan cairan internal.

2.3.3.1. Dermis

Terdiri dari stratum papilaris dan stratum retikularis,
batas antara kedua lapisan tidak tegas, serat antaranya saling
menjalin. Lapisan dermis ini tersusun atas jaringan ikat yang
sangat kuat, protein fiber elastin dan kolagen yang memberikan
keelastisitasan pada kulit; serta terdapat pembuluh darah, saraf,
kelenjar-kelenjar, dan folikel rambut. Sel-sel yang terlihat pada
jaringan ikat antara lain adalah fibroblast, makrofag, dan sedikit
sel adiposa karena lapisan dermis terletak di atas lapisan
subkutan.

2.3.3.2. Hipodermis
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Sebuah lapisan subkutan di bawah retikularis dermis,
berupa jaringan ikat lebih longgar dengan serat kolagen halus
terorientasi terutama sejajar terhadap permukaan kulit, dengan
beberapa di antaranya menyatu dengan yang dari dermis.
Lapisan ini merupakan tempat penyimpanan suatu lemak dalam
tubuh; memiliki fungsi untuk melindungi dari suatu benturan
benda keras, dapat sebagai penjaga suhu tubuh karena suatu
lemak dapat menyimpan panas, dan sebagai sumber energi

cadangan,®+=°

2.4. Ultraviolet B (UVB)

Radiasi ultraviolet (UV) sinar matahari dibagi menjadi UVA (315400
nm), UVB (280-315 nm) dan UVC (200-280 nm). Sekitar 90% Sinar UV yang
mencapai bumi_merupakan UVA, 10% merupakan UVB, sedangkan UVC
seluruhnya diserap oleh atmosfer bumi. Berdasarkan kedua UV yang mampu
menembus permukaan bumi, UVB merupakan UV yang memiliki energi lebih
besar dari UVA, dapat menembus epidermis dan mencapai bagian atas dermis
dan dapat menginduksi kerusakan DNA sel-sel kulit dengan meningkatkan
konsentrasi ROS.%%7 ROS yang diinduksi UV dapat menyebabkan kerusakan
DNA, peroksidasi lipid dan degradasi protein pada sel kulit, serta dapat
mengurangi aktivitas enzim antioksidan di kulit.33%° Paparan jangka panjang
terhadap UVB dapat menyebabkan photoaging yang memfasilitasi penuaan kulit

(penurunan kolagen) dan melanogenesis.*
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2.5. Clitoriaternatea L

2.5.1. Definisi

2.5.2.

Clitoria ternatea atau yang dikenal sebagai tanaman telang
adalah tanaman herba abadi yang termasuk dalam famili Fabaceae
Distribusi tanaman ini utamanya berada di daerah tropis karena ia
mampu tumbuh dengan baik pada suhu 24-320C.*14! Tumbuhan ini
tidak memerlukan intensitas cahaya yang tinggi untuk tumbuh
sehingga mampu tumbuh dengan lebat di bawah naungan seperti di

perkebunan karet dan kelapa.

Gambar 2.3. Clitorea ternatea

Taksonomi

Dalam hal taksonomi, tanaman telang dikategorikan ke dalam
tumbuhan Leguminosae atau termasuk famili Fabaceae atau yang
biasa dikenal kacang-kacangan. Famili Fabaceae mempunyai tiga
subfamily yang pembagiannya berdasarkan morfologi bunganya,
yaitu  Caesalpinioidae, Mimosoideae, dan Papilionoideae/
Faboideae. Klasifikasi lengkap dari tanaman telang sebagai berikut:

Kingdom : Plantae



22

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Fabales

Famili : Fabaceae

Subfamily : Papilionoideae

Genus : Clitoria

Spesies : Clitoria ternatea L.

Sinonim alamiah : C. pilosula Benth; C. bracteata Poir,; C.

philippensis Perr.; T. vulgaris Kunth.
Nama lokal ' Butterfly pea, blue pea (Inggris); kembang telang,
bunga telang (Indonesia)*!

Bunga telang dikenal dengan berbagai sebutan di berbagai
daerah di Indonesia, mencerminkan keragaman budaya dan bahasa
lokal. Di Jawa, bunga ini disebut sebagai bunga teleng atau kembang
teleng, sementara di daerah Sunda dikenal sebagai bunga kembang
biru. Masyarakat Bali menyebutnya bunga biru, begitu pula di
Sumatera, di mana bunga ini juga disebut bunga nasi kerabu. Di
Sulawesi, bunga telang disebut talang-talangan, sedangkan di Nusa
Tenggara dikenal sebagai bunga nila atau bunga ungu. Di
Kalimantan, bunga ini memiliki nama yang unik, yaitu bunga kelentit.
Perbedaan penyebutan ini tidak hanya mencerminkan kekayaan
bahasa daerah, tetapi juga menunjukkan variasi dalam penggunaan

bunga telang, baik dalam tradisi, kuliner, maupun pengobatan
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tradisional setempat.
Manfaat dan kandungan kimia

Manfaat bunga telang dalam pengobatan tradisional merupakan
hasil dari berbagai komponen bioaktif, tidak hanya dari hasil
metabolisme primer dan sekunder, tetapi juga yang bersifat hidrofilik
dan lipofilik. Lemak merupakan komponen hasil metabolisme primer
utama sebesar 32,9%, disusul karbohidrat sebesar 29,3%, serat kasar
sebesar 27,6%, dan protein hanya 4,2%. Komponen bioaktif bunga
telang yang diduga dapat bermanfaat dalam pengobatan berasal dari
kandungan fitokimianya (hidrofilik), antara lain fenol (flavonoid,
asam fenolat, antrakuinon, dan tannin), terpenoid (triterpenoid,
saponin tokoferol, dan fitosterol), serta alkaloid dengan kandungan
paling dominan adalah antosianin dan flavonol glikosida. Sementara
itu, fitosterol dan asam lemak merupakan komponen lipofilik yang
paling melimpah dalam bungatelang.®

Konsentrasi kandungan bioaktif dalam ekstrak bunga telang
(Clitoria ternatea) sangat bervariasi, tergantung pada metode
ekstraksi, jenis pelarut, dan kondisi tumbuh tanaman. Kandungan
antosianin dalam ekstrak air bunga telang mencapai 10-15 mg/g berat
kering bunga, dengan ternatin sebagai komponen utama, sedangkan
dalam ekstrak etanol, konsentrasi antosianin bisa lebih tinggi, yaitu
30-40 mg/g. Flavonoid dalam ekstrak etanolik bunga telang tercatat

sekitar 50-70 mg QE/g ekstrak (Quercetin Equivalent), dan dalam
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ekstrak metanol mencapai 60-80 mg QE/g. Saponin dalam akar dan
biji bunga telang dapat mencapai 2-5% dari berat kering bahan
tanaman, sementara kandungan alkaloid berkisar 1-3%. Konsentrasi
tanin dalam ekstrak metanol mencapai 10-20 mg TAE/g ekstrak
(Tannic Acid Equivalent), dan peptida siklik (cliotides) berada dalam
kisaran 0,1-0,5 mg/g berat kering. Asam fenolat dalam ekstrak air dan
etanol bunga telang mencapai 20-30 mg GAE/g ekstrak (Gallic Acid
Equivalent). Konsentrasi tinggi senyawa-senyawa ini menunjukkan
potensi besar bunga telang sebagal sumber antioksidan, antiinflamasi,
dan agen perawatan kulit yang efektif.

Senyawa flavonoid seperti antosianin yang terkandung dalam
Bunga Telang diketahui dapat menekan inflamasi serta
hipersensitivitas pada penderita asma dengan menghambat aktivasi
NF-kB sehingga berkorelasi terhadap penurunan konsentrasi mediator
pro-inflamasi. Senyawa Apigenin yang melimpah terkandung dalam
petal Bunga Telang mampu menekan ekspresi gen mediator pro-
inflamasi  MCP-1. Penelitian terdahulu juga melaporkan adanya
kandungan kaempferol dan quercetin pada Bunga Telang yang
mampu menekan produksi TNF-a dari makrofag melalui inaktivasi
jalur pensinyalan AP-1 dan Nrf-2 serta penghambatan faktor sinyal
yang terlibat dalam jalur TLR4. Beberapa turunan kaempferol pada
Bunga Telang juga telah terbukti memiliki efek penghambatan pada

enzim COX-2 aktivitas yang berperan penting dalam pelepasan
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mediator pro- inflamasi seperti PGE2 dan PGD2.

Kandungan beberapa jenis flavonoid dalam Bunga Telang
diketahui mampu menghambat jalur NF-kB, berujung pada
penekanan faktor inflamasi termasuk TNF-a. Penurunan factor
inflamasi ini akan berkorelasi pada penurunan produksi enzim MMP
sehingga degradasi kolagen terhenti. Selain itu Turunnya factor
inflamasi TNF-o dapat menurunkan aktivasi Caspase-3 sehingga
proses apoptosis sel kulit, termasuk sel fibroblast, dapat terhenti. Hal
ini akan menyebabkan dapat terbentuknya kolagen dan kembalinya
kekenyalan serta hilangnya kerutan kulit.*?

2.6. Pengaruh gel esktrak Clitoria ternatea | terhadap ekspresi TNF-a

dan Caspase 3 pada jaringan kulit tikus yang dipapar UVB

Paparan sinar UVB pada kulit tikus memicu respons biologis yang
kompleks melalui ekspresi TNF-a dan Caspase-3, yang berperan dalam
peradangan dan apoptosis. UVB menyebabkan kerusakan DNA dan stres
oksidatif, menghasilkan spesies oksigen reaktif (ROS) yang mengaktifkan
jalur inflamasi melalui NF-xB dan meningkatkan pelepasan sitokin seperti
TNF-o dan IL-6. Di sisi lain, UVB juga merusak mitokondria, memicu
pelepasan sitokrom c, dan mengaktivasi Caspase-9 dan Caspase-3, yang
mengarah pada apoptosis seluler. TNF-a turut mempercepat apoptosis
melalui jalur ekstrinsik dengan mengaktivasi Caspase-8. Kombinasi
peradangan dan apoptosis ini berkontribusi pada kerusakan jaringan kulit

akibat paparan UVB."*
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Clitoria ternatea L merupakan suatu bahan alami yang telah diteliti
memiliki kandungan kimia flavonoid, antosianin, flavonol glikosida,
kaempferol glikosida, quersetin glikosida, mirisetin glikosida terpenoid,
tannin dan steroid.** Antosianin yang terdapat dalam Bunga telang
merupakan antosianin khas vyaitu ternatin merupakan antosianin yang
memiliki pigmen berwarna biru yang ditemukan dalam kelopak bunga
kembang telang.!? Antosianin  merupakan golongan flavonoid yang
berpotensi sebagai agen fotoprotektif karena memiliki kemampuan dalam
menyerap sinar UV.* serta berperan sebagai antioksidan dan anti-inflamasi.*®

Melalui aktivitas antioksidan dan antiinflamasi, ekstrak Clitoria
ternatea L. menurunkan ekspresi TNF-o yang memicu peradangan serta
menghambat aktivasi- Caspase-3 yang berperan dalam apoptosis. Kombinasi
efek ini memberikan perlindungan terhadap kerusakan jaringan kulit akibat
paparan UVB, menjadikannya agen potensial dalam pencegahan dan
pengobatan kerusakan kulit.

Ekstrak ~Clitoria ternatea L. memiliki potensi antioksidan dan
antiinflamasi yang signifikan, terutama dalam menurunkan ekspresi TNF-a
dan Caspase-3 yang dipicu oleh paparan sinar UVB. Kandungan bioaktifnya,
seperti flavonoid, antosianin, dan senyawa fenolik, berperan sebagai
scavenger spesies oksigen reaktif (ROS). Senyawa ini menetralkan ROS yang
dihasilkan oleh paparan UVB, mencegah kerusakan DNA, protein, dan lipid.
Selain itu, ekstrak ini mengaktifkan faktor transkripsi Nrf2 yang

meningkatkan ekspresi enzim antioksidan seperti SOD, katalase, dan GPX,
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memperkuat mekanisme detoksifikasi seluler dan melindungi mitokondria
dari kerusakan oksidatif.

Flavonoid dalam ekstrak Clitoria ternatea L. menghambat aktivasi
faktor transkripsi NF-kB yang berperan dalam meningkatkan ekspresi TNF-
a dan sitokin inflamasi lainnya. Penurunan TNF-a tidak hanya mengurangi
peradangan tetapi juga memodulasi jalur inflamasi dengan menghambat
pelepasan sitokin seperti IL-6 yang dapat memperburuk kerusakan jaringan.
Ekstrak ini juga berperan dalam mencegah apoptosis dengan melindungi
mitokondria dari kerusakan dan menghambat pelepasan sitokrom c, sehingga
mengurangi  aktivasi Caspase-3. Kombinasi efek - antioksidan dan
antiinflamasi ini memberikan perlindungan menyeluruh terhadap kerusakan
jaringan kulit akibat-paparan UVB, menjadikannya agen potensial dalam
terapi peradangan dan kerusakan kulit. Selain itu Antosianin juga diketahui
dapat mengaktifkan nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2).
Kompleks Nrf2 dan Keapl yang terikat bersama di dalam sitoplasma, ketika
teraktivasi maka Nrf2 akan melepaskan diri melalui ubiquitinasi dari
kompleks Keapl dan mentranslokasi ke dalam nukleus; kemudian Nrf2 akan
berikatan dengan ARE (Antioksidan Respons Elemen) untuk mengaktifkan
gen antioksidan (transkripsi gen antioksidan) yaitu SOD dan CAT, yang
selanjutnya memicu respon antioksidan. Respon antioksidan tersebut berupa
mengurangi kadar ROS, yang kemudian akan mengurangi peradangan
dengan menghambat aktivitas berlebih Akt, dan mengurangi / memblok

sinyal inflamasi AP-1 dan NF-kB. Pemblokkan sinyal inflamasi tersebut
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dapat mencegah produksi sitokin proinflamasi (TNF-a), serta dapat
mengurangi pelepasan Cyt ¢ yang pada akhirnya dapat menghambat protein
pemicu apoptosis (inisiator) seperti Caspase-9 serta protein pelaksana

apoptosis (eksekutor) seperti Caspase-3.4
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BAB I11

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

Kerangka Teori

Paparan terhadap radiasi UVB akut atau kronis dapat menyebabkan
peradangan kulit.! Peradangan dan apoptosis adalah dua peristiwa terkait erat
yang diamati pada paparan iradiasi UVB. Jalur pensinyalan MAPK, seperti
Akt, INK, ERK, dan p38 memainkan peran penting dalam respons terhadap
generasi ROS yang diinduksi UVB, yang mengarah ke proses inflamasi yang
diperantarai AP-1 dan NF-kB di kulit. Iradiasi UV menginduksi respon sinyal
inflamasi melalui aktivasi faktor transkripsi, termasuk AP-1 (c-Fos / c-Jun)
dan NF-kB, yang kemudian akan meningkatkan produksi sitokin inflamasi
seperti TNF-a. Protein keluarga AP-1 c-Jun dan faktor transkripsi NF-kB
adalah gen respons UV dominan yang memainkan peran penting dalam
proses inflamasi.*

Radiasi UVB, selain menginduksi proses inflamasi juga dapat
menginduksi kerusakan DNA, penghentian siklus sel, dan apoptosis. Stres
oksidatif akibat paparan UVB menginduksi bentuk-bentuk modul MAPK
terfosforilasi yang berlebihan, seperti JNK, p38, dan ERK, yang akan
mengarah pada kaskade apoptosis melalui sinyal pro-apoptosis.*® Peran p38
dalam respon terhadap ROS yang diinduksi UVB yaitu mempromosikan
translokasi Bax dari sitosol ke mitokondria, sehingga menyebabkan

pelepasan Cytochrome ¢ (Cyt c¢) ke sitosol dan mengaktivasi

29



30

Caspase-9 (faktor apoptosis inisiator jalur intrinsik), kemudian diikuti
dengan aktivasi Caspase-3 (Caspase eksekutor). Proses kematian sel
terprogram biasanya ditandai dengan perubahan fisiologis dan morfologis
yang bergantung pada tahap apoptosis, dimana pada tahap akhir apoptosis,
sel-sel kehilangan integritas membran dan terfragmentasi menjadi badan-
badan apoptosis. Jalur intrinsik yang menginduksi apoptosis berasal dari
produksi ROS yang berlebihan, yang mengarah ke pelepasan Cyt c dari
mitokondria.*® Apoptosis juga dapat terjadi melalui jalur ekstrinsik yang
dirangsang melalui pengikatan ligan ke reseptor kematian yang sesuai dan
recruitment FADD ke death receptor terjadi. FADD berasosiasi dengan
procaspase-8 melalui domain efektor kematiannya untuk membentuk
multiprotein DISC. -Pembentukan DISC -memfasilitasi pembelahan dan
aktivasi Caspase-8.>° Jalur ekstrinsik kemudian dapat dilanjutkan melalui
jalur pensinyalan tipe | (Caspase-8 secara langsung memotong dan
mengaktifkan Caspase-3 yang menyebabkan kematian sel) atau jalur
pensinyalan tipe 1l (Caspase-8 memotong Caspase-8-cleaved (BID) untuk
mengaktifkan  BAK dan BAX, Protein int kemudian menginduksi
pembentukan pore di mitokondria yang mengarah ke aktivasi kaskade
Caspase dan berpuncak pada aktivasi Caspase- 3).%!

Sifat antioksidan Bunga Telang menghambat produksi ROS yang
diinduksi UVB sehingga dapat melindungi sel kulit dari stres oksidatif dan
apoptosis yang diinduksi UVB. Bunga Telang diketahui mengandung

beberapa zat aktif seperti Antosianin, flavonol, flavo yang berperan sebagai
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antioksidan dan anti-inflamasi.*® Antosianin dapat menghambat produksi
ROS pada kulit akibat paparan UVB. Selain itu Antosianin juga diketahui
dapat mengaktifkan nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2).
Kompleks Nrf2 dan Keapl yang terikat bersama di dalam sitoplasma, ketika
teraktivasi maka Nrf2 akan melepaskan diri melalui ubiquitinasi dari
kompleks Keapl dan mentranslokasi ke dalam nukleus; kemudian Nrf2 akan
berikatan dengan ARE untuk mentranskripsikan / mengaktifkan gen
antioksidan (SOD dan CAT), yang selanjutnya memicu respon antioksidan.
Respon antioksidan tersebut berupa mengurangi kadar ROS, yang kemudian
akan mengurangi peradangan dengan menghambat aktivitas berlebih Akt, dan
memblok sinyal inflamasi AP-1 dan NF-xB. Nrf2 juga merupakan antagonis
protein regulator tubuh NF-xB sehingga dapat menurunkan proses inflamasi
dengan menghambat faktor trankripsi NF-icB.>? Pemblokkan sinyal inflamasi
tersebut dapat mencegah produksi sitokin proinflamasi (TNF-a), serta dapat
mengurangi pelepasan Cyt ¢ yang pada akhirnya dapat menghambat protein
pemicu apoptosis (inisiator) protein pelaksana apoptosis (eksekutor) seperti
Caspase-3.

Ringkasan kerangka teori mengenai mekanisme Clitoria ternatea |
dalam melindungi sel keratinosit dari stres oksidatif yang diinduksi UVB,

peradangan, dan apoptosis diringkas dan ditunjukkan pada gambar berikut:
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Gambar 3.1. Kerangka Teori
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3.2. Kerangka Konsep

Ekspresi
TNF-a

Ekstrak Clitoria
ternatea L

Ekspresi Caspase-3

Gambar 3.2. Kerangka Konsep
3.3. Hipotesis
Hipotesis Penelitian ini adalah :
Pemberian gel ekstrak Clitoria ternatea L mempengaruhi ekspresi TNF-a dan

ekspresi Caspase-3 pada kulit yang terpapar sinar UV-B akut.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan rancangan penelitian
Penelitian eksperimen ini menggunakan desain post test only control
group dengan metode rancang acak lengkap yang dibagi empat kelompok
perlakuan. Subyek penelitian adalah tikus jantan galur wistar (Rattus
norvegicus), Perlakuan pada penelitian ini terdiri dari:
1. K1 (Tikus sehat tidak diberi paparan UV-B)
2. K2 (Kontrol, tikus diberikan basis gel dan dipapar UV-B)
3. K3 (Perlakuani, tikus diberikan gel ekstrak Clitoria ternatea L dosis 5%
dan dipapar UV-B)
4. K4 (Perlakuan2, tikus diberikan gel ekstrak Clitoria ternatea L 10% dan

dipapar UV-B).

K1 OK1

A 4

A 4

K2 OK2

l

S o A » R > UV-B

A\ 4

K3 |, OK3

\ 4

Gambar 4.1. Alur Rancangan Penelitian

Keterangan

S = Sampel
A = Adaptasi
R =Random
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P  =Perlakuan
O = Observasi

Variabel Penelitian
4.2.1. Variabel bebas
Gel Ekstrak Clitoria ternatea L 5% dan 10%
4.2.2. Variabel Tergantung
1. Ekspresi TNF-a
2. Ekspresi Caspase-3
Subyek penelitian dan Definisi Operasional
4.3.1. Subyek Penelitian
Subjek yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus jantan
galur Wistar (Rattus norvegicus) yang dinyatakan sehat dan layak
digunakan untuk penelitian dan dipapar sinar UVB 302 nm yang
berjarak 20 cm dengan MED 160 mJ/cm?/hari
4.3.2. Definisi Operasional
1. Gel Ekstrak Clitoria ternatea L 5% dan 10% adalah sediaan
dalam bentuk gel, yang dibuat dari bunga telang segar, diambil di
daerah Ngaliyan Semarang Barat kemudian dikeringkan, lalu
diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan etanol 70%
sebagai pelarutnya, dibuat gel dengan basis gel dari propilen
glikol, PVA (Polivinyl Alcohol), HPMC (Hidroksipropil
metilselulosa) gelling agent yang merupakan bahan pembentuk
gel, propilen glikol, metil paraben, propil paraben, etanol 96%,

aquades, dioleskan dipunggung tikus 10mg dan 20mg 1x sehari,
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selama 7 hari.
Skala : Ordinal

2. Ekspresi TNF-a banyaknya ekspresi TNF-a pada jaringan kulit
tikus jantan galur Wistar diukur menggunakan metode gRT-PCR
dan diinterpretasikan hasilnya dengan satuan TNF-o mRNA
relative expresion (x). Diambil pada hari ke 8.
Skala : Rasio

3. Ekspresi Caspase-3 adalah jumlah ekspresi relatif mRNA
Caspase-3 yang diekspresikan pada jaringan kulit sampel tikus
Jantan galur Wistar dianalisis menggunakan metode qRT-PCR
dan diinterpretasikan hasilnya dengan satuan Caspase-3 mRNA
relative expresion (x). Diambil pada hari ke 8.

kala : Rasio

4.4. Teknik Pengambilan Sampel Penelitian
Pengambilan sampel dilakukan secara acak. Tikus putih jantan galur
Wistar dibagi menjadi 4 kelompok yaitu tikus sehat tidak diberi paparan sinar
UV-B, tikus dipapar sinar UV-B tanpa diberi ekstrak Clitoria ternatea L,
tikus diberi paparan UV-B dan diberikan ekstrak Clitoria ternatea L 5% dan
tikus dipapar sinar UV-B tanpa diberi ekstrak Clitoria ternatea L, tikus diberi
paparan UV-B dan diberikan ekstrak Clitoria ternatea L 10%.
4.4.1. Kriteria Inklusi
1. Tikus putih jantan galur Wistar

2. Berusia 2-3 bulan
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3. Berat £ 200-250 g
4. Kondisi sehat, normal, serta tidak ada kecacatan
4.4.2. Kiriteria Drop Out
Tampak sakit atau mati selama penelitian
Besar Sampel
Berdasarkan kriteria yang ditetapkan oleh Organisasi Kesehatan Dunia
(WHO), jumlah minimal sampel yang direkomendasikan untuk setiap
kelompok dalam penelitian in vivo adalah lima ekor hewan uji. Dalam
penelitian ini, digunakan tikus Wistar (Rattus norvegicus) sebagai model
hewan coba, dengan total 20 ekor yang dibagi ke dalam empat kelompok
perlakuan, masing-masing terdiri dari lima ekor tikus. Untuk mengantisipasi
kemungkinan kehilangan subjek selama penelitian akibat faktor seperti
kematian, stres, atau kondisi kesehatan yang tidak memungkinkan kelanjutan
perlakuan, jumlah sampel dalam setiap kelompok ditingkatkan dengan
menambahkan satu ekor tikus. Dengan demikian, total jumlah hewan coba
yang digunakan dalam penelitian ini menjadi 24 ekor. Penambahan ini
bertujuan untuk memastikan bahwa setiap kelompok tetap memiliki jumlah
sampel yang memadai untuk analisis statistik, sehingga hasil penelitian lebih
valid dan dapat diandalkan.
Alat dan bahan
4.6.1. Alat
Penelitian ini menggunakan peralatan untuk membuat hewan

model yang terdiri dari UV light (puncak emisi 302 nm) dengan energi
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160 mJ/cm2, alat potong rambut elektrik, kandang paparan, kandang
pemeliharaan, dan tempat air minum tikus. Peralatan yang digunakan
untuk pengambilan data antara lain swing sentrifuge, vacutainer
EDTA, tabung hematokrit, pot 5 mL, 6 mm biopsy punch, mikropipet,
1000 uL micropipet tip, dan vial tube 1,5 mL. Alat yang digunakan
untuk analisis data adalah RT-PCR.
Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri ekstrak
bunga telang, RNA later, PBS (Phosphate Buffered Saline), DNA
isolation kit, PCR analisis kit, aquades, ketamin, xylazine water base

gel, etanol, akuades, pakan tikus, dan kloroform.

4.7. Cara Penelitian

4.7.1.

4.7.2.

Perolehan Ethical Clearance

Permohonan ethical clearence penelitian diajukan kepada
komisi etik Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung

Semarang.

Cara Pembuatan Ekstrak Bunga Telang

Sebanyak 250 gram bunga telang dicuci hingga bersih dan
dikeringkan pada suhu 40°C untuk mengurangi kadar air. Setelah
kering, bunga telang digiling menggunakan alat penggilingan hingga
menjadi serbuk halus. Serbuk kering tersebut kemudian diekstraksi

menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 96% sebanyak
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1000 ml selama tiga hari, dengan pengadukan secara berkala untuk
memastikan ekstraksi optimal. Setelah proses maserasi pertama
selesai, campuran disaring untuk memisahkan filtrat dari residu.
Residu yang tersisa kemudian dimaserasi kembali menggunakan
metode yang sama guna memperoleh hasil ekstraksi yang maksimal.
Filtrat yang diperoleh dikumpulkan dan dilakukan penguapan pelarut
menggunakan rotary evaporator hingga terbentuk ekstrak kental. Dari
proses ini, diperoleh ekstrak kental seberat 40,1 gram, dengan
rendemen sebesar 16,04%, yang dihitung berdasarkan perbandingan
antara berat ekstrak yang diperoleh dengan jumlah serbuk awal
dikalikan 100%. Ekstrak kental yang dihasilkan kemudian disimpan
dalam lemari pendingin pada suhu 2-8°C untuk menjaga stabilitas dan
kualitasnya.
Cara Pembuatan Gel Ekstrak Bunga Telang

Pembuatan sediaan gel ekstrak bunga telang dimulai dengan
menimbang seluruh bahan yang diperlukan. HPMC seberat 6,5 gram
dikembangkan dalam aquadest dengan cara diaduk lalu dibiarkan
semalaman hingga mengembang sempurna. Sementara itu, metil
paraben 0,02 gram dan tambahan metil paraben 0,18 gram dilarutkan
bersama dengan propilen glikol 10 gram, parafin cair 5 gram, serta
Tween 80 sebanyak 1,08 gram. Campuran ini kemudian diaduk
hingga homogen sebelum ditambahkan ke dalam HPMC yang telah

mengembang, lalu diaduk kembali hingga terbentuk basis gel. Untuk



4.7.3.

4.7.4.

40

pembuatan sediaan gel ekstrak bunga telang dosis 5%, sebanyak 1
gram ekstrak dicampurkan dengan 19 gram basis gel, menghasilkan
total 20 gram sediaan, sedangkan untuk dosis 10%, sebanyak 2 gram
ekstrak dicampurkan dengan 18 gram basis gel sehingga
menghasilkan total sediaan yang sama, yaitu 20 gram.’
Penyinaran UVB dan Pemberian Perlakuan pada Subjek
Percobaan

Tikus yang digunakan dalam penelitian ini diadaptasi selama 5
hari setelah tiba di lokasi penelitian. Setelah masa adaptasi, rambut
pada bagian punggung tikus dicukur hingga bersih dengan ukuran area
3x4 cm untuk memastikan area aplikasi gel dan paparan UVB merata.
Tikus dalam kelompok Perlakuan 1 diberi gel ekstrak bunga telang
topikal dengan konsentrasi 5%, sedangkan kelompok Perlakuan 2
diberi gel ekstrak bunga telang topikal dengan konsentrasi 10%. Gel
diaplikasikan satu kali sehari selama 7 hari, dan 30 menit setelah
pengolesan, punggung tikus dipapar dengan sinar UVB dari jarak 20
cm menggunakan minimal erythema dose (MED) sebesar 160 mJ/cm?
selama menit per hari. Paparan ini menyebabkan eritema pada
punggung tikus akibat efek kumulatif penyerapan UVB di epidermis.
Pada hari ke-8, dilakukan terminasi untuk analisis lebih lanjut.
Pengambilan Sampel Jaringan

Setelah 24 jam pasca pemberian perlakuan terakhir, tikus

dimatikan menggunakan metode servikal dislokasi untuk
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pengambilan sampel jaringan. Jaringan kulit diambil dengan biopsi
punch berukuran 6 mm pada area kulit bagian tengah punggung yang
terpapar UVB, kemudian disimpan dalam tabung berisi RNA later dan
ditempatkan dalam freezer bersuhu -80°C hingga analisis qRT-PCR
dilakukan. Proses isolasi RNA dimulai dengan memotong jaringan
kulit seberat 10-30 mg dari masing-masing sampel. Jaringan
kemudian dihancurkan menggunakan tissue grinder dalam nitrogen
cair dan dipindahkan ke tabung bebas RNAse. Selanjutnya,
ditambahkan 0,3 mL Binding Buffer 4 (yang telah dicampur dengan
B-mercaptoetanol) dan 15 pL proteinase K untuk setiap 10 mg
jaringan, kemudian homogenisasi dilakukan dengan vortex.
Campuran ini-diinkubasi selama 10-20 menit pada suhu 56°C untuk
memastikan lisis sel yang optimal. Setelah inkubasi, sampel
disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 X g selama 5 menit pada suhu
kamar, lalu supernatant yang dihasilkan dipindahkan ke tabung bebas
RNAse yang baru untuk tahap analisis selanjutnya.
Ekstraksi DNA dan Analisis PCR

Proses uji ekspresi gen diawali dengan menyiapkan RNA dari
masing-masing sampel serta house-keeping gene (B-actin) sebagai
kontrol perbandingan. Selanjutnya, disiapkan master mix dengan
komposisi yang mencakup 2x PerfectStart Green One-Step gRT-PCR
SuperMix sebanyak 10 pL, forward primer (10 uM) dan reverse

primer (10 pM) masing-masing 0,4 pL, TransScript® RT/RI Enzyme
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Mix 0,4 uL, Passive Reference Dye (50x) sebanyak 0,4 uL, RNA
sampel 5 pL, serta RNAse-free Water 3,4 L, sehingga total volume
dalam setiap reaksi mencapai 20 pL. Setelah semua komponen
tercampur, pastikan tidak ada gelembung udara dalam campuran.
Master mix kemudian dimasukkan ke dalam masing-masing well pada
strip tube, dihomogenkan menggunakan vortex, dan dilakukan
spindown sebelum PCR dimulai. Program PCR diatur sebagai berikut:
tahap reverse transcription pada suhu 50°C selama 5-15 menit (1
siklus), tahap RT dan denaturasi DNA pada suhu 94°C selama 30
detik (1 siklus), ditkuti dengan tahap PCR amplifikasi pada suhu 94°C
selama 5 detik dan tahap annealing & extension pada suhu 58°C
selama 30 detik, yang berlangsung selama 45 siklus. Fluoresensi
SYBR Green akan dideteksi pada tahap annealing & extension.
Terakhir, sampel dalam strip tube dimasukkan ke dalam alat PCR, dan
program dijalankan sesuai wakiu yang telah ditentukan untuk
memperoleh data ekspresi gen yang diinginkan.
Analisis Ekspresi TNF-a dan Caspase 3

Pastikan kurva amplifikasi menunjukkan pola eksponensial
yang konsisten tanpa adanya anomali. Analisis ekspresi gen relatif
dilakukan menggunakan metode AACt, dengan membandingkan nilai
Ct sampel eksperimen terhadap housekeeping gene (f-actin) sebagai

kontrol internal.
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Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Bagian Kimia IBL Unissula, sedangkan
perlakuan terhadap hewan coba dilakukan di Laboratorium Hewan Coba IBL
Unissula dan analisis sampel jaringan kulit dilakukan di Laboratorium Medis
Umum CITO Yogyakarta. Penelitian dilakukan pada Desember 2024-

Februari 2025 yang dimulai dari persiapan hingga hasil penelitian.

Analisa Data

Data hasil analisis ekspresi TNFo dan caspace 3 diuji normalitas dan
variasi data dengan menggunakan uji Shapiro-Wilk dan Levene’s test. Hasil
data yang dihasilkan normal (p>0,05) dan homogen (P>0,05) untuk ekspresi
TNFa, sehingga dilakukan uji one way anova. dilanjutkan uji Post Hoc LSD
untuk mengetahui signifikansi perbedaan antar dua kelompok penelitian.
Nilai signifikansi p<0,05 menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan
antar kelompok penelitian. Hasil rata-rata ekspresi caspace 3 didapatkan
normal (p>0,05) tetapi tidak homogen (p>0,05), sehingga dilakukan uji one
way anova. dilanjutkan dengan uji Post Hoc Tamhane. Nilai signifikansi
p<0,05 menunjukan adanya perbedaan yang signifikan antar kelompok

penelitian.

Pengolahan analisis data ini menggunakan aplikasi SPSS series 26.0.
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BAB V
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

5.1. Hasil Penelitian

5.1.1. Hasil analisis ekspresi TNF-a jaringan kulit pada tiap kelompok

Hasil analisis rata-rata ekspresi TNF-a pada jaringan kulit tikus yang
diberikan secara topikal berdasarkan perlakuan tiap kelompok dan setelahnya
dipapar sinar UVB akut. Rata-rata ekspresi TNF-o pada kelompok tikus sehat
(K1) sebasar 0,85%0,15, kelompok tikus yang diberikan basis gel dan dipapar
UV-B (K2) sebesar 0,7810,32, kelompok tikus yang diberikan gel ekstrak
Clitoria ternatea L dosis 5% dan dipapar UV-B (K3) sebesar 0,35+0,20, dan
kelompok tikus yang diberikan gel ekstrak Clitoria ternatea L dosis 10% dan
dipapar UV-B (K4) sebesar 0,54+0,30, dapat dilihat pada tabel 5.1.

Tabel 5.1. Hasil deskripsi rerata ekspresi TNF-o, (TNFo mRNA
relative expresion (x) dan uji One way anova

Kelompok K1 K2 K3 K4 P value
Ekspresi TNF-o

Mean 0,85 0,78 0,35 0,54

SD +0,15 0,32 +0,20 0,30
Shapiro-Wilk 0,393 0,332 0,062 0,672

Leuvene Test 0,304
One way anova 0,024

Keterangan:  Shapiro-Wilk = Normal (p>0,05)
Leuvene Test = Homogen (p>0,05)
One way anova = Signifikan (p<0,05)
Hasil rata-rata dilakukan uji normalitas data dengan Shapiro-Wilk

terhadap ekspresi TNF-o yang menunjukkan bahwa semua kelompok

berdistribusi normal, dengan nilai p>0,05 pada kelompok K1, K2, K3, dan
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K4, sedangkan hasil uji homogenitas dengan Levene Test menunjukkan nilai
p=0,304 (p>0,05), yang berarti data memiliki variansi yang homogen. Rata-
rata ekspresi TNF-o terdistribusi normal dan variasi data yang homogen
sehingga dapat dilakukan uji statistik parametrik One Way Anova dengan
hasil nilai p 0,024 (p<0,05) sehingga dinyatakan terdapat perbedaan
signifikan diantara semua kelompok perlakuan terhadap ekspresi TNF-a.

Hasil uji One Way Anova yang signifikan dilanjutkan dengan uji beda
dua kelompok dengan uji Post Hoc LSD untuk mengetahui pasangan
kelompok mana yang berbeda (tabel 5.2)

Tabel 5.2. Uji Post Hoc LSD ekspresi TNF-o

Kelompok

Kelompok Perban di% gan p(value)
K1 K2 0,659
K3 0,006

K4 0,068

K2 K3 0,016
K4 0,151

K3 K4 0,259

Keterangan: Berbeda bermakna p<0,05
Berdasarkan hasil perbandingan antar dua kelompok, pasangan kelompok
yang memiliki perbedaan yang bermakan yaitu K1 dengan K3, dan K2 dengan
K3, sedangkan pasangan kelompok yang tidak berbeda pada kelompok K1

dengan K2, K1 dengan K4, K2 dengan K4, dan K3 dengan K4.
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Gambar 5.1. Grafik rata-rata ekspresi TNF-o setiap kelompok perlakuan

Hasil analisis rata-rata (Gambar 5.1) menunjukkan bahwa ekspresi TNF-a.
pada jaringan kulit tikus bervariasi sesuai dengan perlakuan yang diberikan.
Kelompok tikus sehat tanpa paparan UV-B (K1) dibandingkan kelompok tikus
yang diberikan basis gel tanpa ekstrak Clitoria ternatea dan dipapar UV-B (K2)
memiliki ekspresi lebih lebih rendah. Tidak adanya perbedaan bermakna antara
K1 dan K2 menunjukkan bahwa paparan UV-B tidak secara signifikan
meningkatkan ekspresi TNF-o dalam kondisi ini, atau efek dari basis gel
mungkin membantu mempertahankan tingkat ekspresi yang hampir sama
dengan kondisi normal.

Pemberian gel ekstrak Clitoria ternatea dosis 5% sebelum paparan UV-B
(K3) menyebabkan penurunan ekspresi TNF-a yang signifikan menjadi 0,35 +
0,20. Perbedaan yang bermakna antara K1 dan K3, serta K2 dan K3,
menunjukkan bahwa ekstrak Clitoria ternatea dosis 5% memiliki efek protektif

yang nyata dalam menurunkan ekspresi TNF-a, yang merupakan biomarker
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peradangan akibat paparan UV-B.

Sementara itu, kelompok yang diberikan gel ekstrak Clitoria ternatea dosis
10% (K4) menunjukkan ekspresi TNF-a sebesar 0,54 + 0,30. Meskipun lebih
rendah dibandingkan K1 dan K2, tidak terdapat perbedaan yang bermakna antara
K1 dan K4, K2 dan K4, maupun K3 dan K4. Hal ini mengindikasikan bahwa
peningkatan dosis ekstrak dari 5% menjadi 10% tidak memberikan efek yang
signifikan dalam menekan ekspresi TNF-o. Secara keseluruhan, temuan ini
menunjukkan bahwa dosis 5% berbeda bermakna dalam menurunkan ekspresi
TNF-a dibandingkan dosis 10%, yang mungkin disebabkan oleh efek optimal
pada dosis sedang, sementara dosis lebih tinggi bisa menyebabkan mekanisme
kompensasi atau efek stimulasi ringan terhadap ekspresi TNF-a. Tidak adanya
perbedaan yang signifikan antara K3 dan K4 juga menunjukkan bahwa
peningkatan dosis tidak selalu berbanding lurus dengan efek antiinflamasi yang
lebih besar.

5.1.2. Hasil analisis ekspresi caspase 3 jaringan kulit pada tiap kelompok

Hasil analisis rata-rata ekspresi caspase 3 pada jaringan kulit tikus yang
diberikan topikal sesuai perlakuan kelompok dan dipapar sinar UVB akut
didapatkan hasil pada kelompok tikus sehat (K1) sebasar 0,83+0,11,
kelompok tikus yang diberikan basis gel dan dipapar UV-B (K2) sebesar
0,89+0,38, kelompok tikus yang diberikan gel ekstrak Clitoria ternatea L
dosis 5% dan dipapar UV-B (K3) sebesar 1,60+0,32, dan kelompok tikus
yang diberikan gel ekstrak Clitoria ternatea L dosis 10% dan dipapar UV-B

(K4) sebesar 1,52+0,50, dapat dilihat pada tabel 5.3.
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Tabel 5.3. Hasil deskripsi rerata ekspresi caspase 3 (caspase 3 mRNA relative
expresion (x) dan uji One way anova

Kelompok K1 K2 K3 K4 p value
Ekspresi caspase 3

Mean 0,83 0,89 1,60 1,52

SD +0,11 0,38 0,32 0,50

Shapiro-Wilk 0,783 0272 0141 0277

Leuvene Test 0,041
One way anova 0,005

Keterangan:  Shapiro-Wilk = Normal (p>0,05)
Leuvene Test = Homogen (p>0,05)
One way anova = Signifikan (p<0,05)

Hasil rata-rata ekspresi caspase 3 dilakukan uji normalitas data dengan
Shapiro-Wilk didapatkan semua kelompok berdistribusi normal, dengan nilai
p>0,05, sedangkan hasil uji homogenitas dengan Levene Test didapatkan nilai
p=0,041 (p>0,05), yang berarti data memiliki variansi yang tidak homogen.
Rata-rata ekspresi caspase 3 terdistribusi normal dan variasi data yang tidak
homogen sehingga dapat dilakukan uji statistik parametrik One Way Anova
dengan hasil nilai p 0,005 (p<0,05) sehingga disimpulkan terdapat perbedaan
signifikan antar semua kelompok perlakuan terhadap ekspresi caspase 3.

Hasil uji One Way Anova yang signifikan dilanjutkan dengan uji beda

dua kelompok dengan uji Post Hoc Tamhane untuk mengetahui pasangan

kelompok mana yang berbeda (tabel 5.4.)
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Tabel 5.4. Uji Post Hoc Tamhane ekspresi caspase 3

Kelompok

Kelompok Perban di% gan p(value)
K1 K2 0,999
K3 0,022

K4 0,196

K2 K3 0,079
K4 0,317

K3 K4 1,000

Keterangan: Bermakna p<0,05
Berdasarkan hasil perbandingan antar dua kelompok, pasangan kelompok
yang memiliki perbedaan yang bermakan hanya pada kelompok K1 dengan K3,
sedangkan pasangan kelompok yang tidak berbeda pada kelompok K1 dengan

K2, K1 dengan K4, K2 dengan K3, K2 dengan K4, dan K3 dengan K4.

Caspace 3 mRNA relative expresion (x)
[
o
w

K1 K2 K3 K4

Kelompok

Gambar 5.2. Grafik rata-rata ekspresi caspace 3 setiap kelompok perlakuan
Hasil analisis menunjukkan bahwa ekspresi Caspase-3 pada jaringan kulit
tikus yang diberikan perlakuan topikal dan dipapar sinar UV-B akut bervariasi

sesuai dengan kelompok perlakuan. Kelompok tikus sehat tanpa paparan UV-B
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(K1) dibandingkan kelompok tikus yang diberikan basis gel tanpa ekstrak
Clitoria ternatea dan dipapar UV-B (K2) menunjukkan tidak adanya perbedaan
bermakna antara K1 dan K2, paparan sinar UV-B dalam kondisi percobaan
belum cukup kuat untuk secara signifikan menginduksi apoptosis melalui jalur
Caspase-3.

Kelompok K3 (dosis 5%) menunjukkan ekspresi Caspase-3 lebih tinggi
dibandingkan kelompok lainnya. Ekspresi Caspase-3 lebih tinggi pada
kelompok K3 dibandingkan K1 menunjukkan bahwa ekstrak Clitoria ternatea
memiliki sifat antioksidan, pada dosis 5% masih terjadi peningkatan apoptosis
akibat paparan UV-B. Hal int disebabkan oleh mekanisme dualistik ekstrak, di
mana pada dosis tertentu masih memungkinkan jalur apoptosis terjadi, terutama
dalam fase awal regenerasi jaringan. Sementara itu, kelompok K4 (dosis 10%)
memiliki ekspresi Caspase-3 berbeda dari K3. Mengindikasikan bahwa
peningkatan dosis dari 5% menjadi 10% tidak memberikan efek protektif
terhadap apoptosis.

5.2. Pembahasan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa rata-rata ekspresi TNF-a pada
kelompok sehat (K1) dibandingkan kelompok yang diberikan basis gel dan dipapar
sinar UV-B (K2) tidak berbeda bermakna. Paparan sinar UV-B seharusnya
meningkatkan ekspresi TNF-a sebagai respons inflamasi kulit terhadap kerusakan
sel. Namun, dalam penelitian ini, ekspresi TNF-o pada K2 justru lebih rendah atau
setara dengan K1. Hal ini disebabkan oleh durasi paparan UV-B yang tidak cukup

kuat untuk menginduksi stres seluler dan respons inflamasi yang signifikan. Selain
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itu, basis gel tanpa bahan aktif juga memberikan efek protektif minimal dengan
menciptakan lapisan penghalang fisik terhadap sinar UV-B, sehingga mengurangi
penetrasi dan menekan respons inflamasi. Faktor lain yang berpengaruh adalah
waktu sampling pada hari ke-8, di mana respons inflamasi akut biasanya terjadi
dalam 24-72 jam pasca-paparan. TNF-a sebagai sitokin proinflamasi cenderung
memuncak pada fase awal inflamasi, sehingga waktu pengambilan sampel yang
terlalu lama dapat menyebabkan ekspresinya kembali mendekati kondisi basal
(seperti pada K1).

Sementara itu, ekspresi Caspase-3 pada K1 dibandingkan K2, juga tidak
menunjukkan perbedaan - bermakna. Paparan sinar UV-B biasanya memicu
apoptosis melalui jalur Caspase-3 akibat kerusakan DNA dan stres oksidatif.
Namun, hasil ini menunjukkan bahwa intensitas paparan UV-B tidak cukup tinggi
untuk memicu apoptosis. Selain itu, pada hari ke-8 setelah paparan UV-B, proses
apoptosis telah berlalu dan kulit sudah memasuki fase regenerasi atau pemulihan.
Sel-sel kulit yang rusak mungkin telah tereliminasi dan digantikan oleh sel-sel baru
yang sehat, sehingga ekspresi Caspase-3 kembali mendekati tingkat normal. Kulit
juga memiliki mekanisme adaptif, seperti aktivasi sistem perbaikan DNA dan
antioksidan endogen, yang mampu menekan apoptosis jika paparan stresor UV-B
tidak terlalu kuat atau durasinya terbatas.

Hasil menunjukkan ekspresi TNF-a maupun Caspase-3 tidak menunjukkan
perubahan signifikan antara kelompok K1 dan K2, kemungkinan akibat intensitas
paparan UV-B yang kurang optimal dan waktu pengambilan sampel yang tidak

tepat.
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Ekspresi TNF-a yang paling rendah pada kelompok K3 (gel ekstrak Clitoria
ternatea dosis 5%) dibandingkan dengan kelompok lainnya menunjukkan adanya
efek antiinflamasi yang kuat pada dosis ini. Mekanisme ini berkaitan dengan
kandungan aktif dalam ekstrak Clitoria ternatea, seperti antosianin, flavonoid, dan
senyawa antioksidan lainnya. Senyawa-senyawa ini mampu menekan aktivitas jalur
NF-«kB, yang merupakan regulator utama dalam produksi TNF-a sebagai respons
terhadap stres oksidatif dan peradangan akibat paparan sinar UV-B. Ekstrak
Clitoria ternatea juga dapat meningkatkan aktivitas enzim antioksidan endogen
seperti Superoxide Dismutase (SOD), yang membantu mengurangi radikal bebas
dan mencegah aktivasi makrofag dan sel inflamasi lainnya. Pada dosis 5%, terjadi
keseimbangan antara efek antioksidan dan antiinflamasi, sehingga menghambat
produksi sitokin proinflamasi termasuk TNF-a secara optimal.

TNF-a yang lebih rendah pada K3 juga menunjukkan bahwa dosis 5%
mampu mencegah kerusakan membran sel dan disfungsi mitokondria, yang sering
menjadi sumber utama sinyal inflamasi. Berbeda dengan dosis 10% (K4), di mana
mungkin terjadi efek paradoks akibat konsentrasi ekstrak yang lebih tinggi, seperti
aktivasi mekanisme kompensasi atau stres ringan yang justru memicu respons
inflamasi. Pada K3 ekstrak Clitoria ternatea tidak hanya melindungi kulit dari stres
oksidatif tetapi juga menghambat kaskade peradangan dengan cara yang lebih

efektif dibandingkan dosis lain atau kelompok kontrol.
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Temuan ini sejalan dengan hasil penelitian, yang menunjukkan bahwa dosis
5% lebih efektif dalam menekan respon inflamasi dan apoptosis akibat paparan UV-
B. Selain itu, penelitian lain mengindikasikan bahwa ekstrak bunga telang memiliki
kandungan antioksidan yang dapat melindungi kulit dari kerusakan akibat radiasi
UV.* Penelitian yang mendukung temuan ini antara lain studi oleh Cahyani (2022),
yang meneliti efek pemberian gel ekstrak bunga telang terhadap ekspresi TNF-o
dan Caspase-3 pada tikus Wistar yang dipapar UVB. Hasilnya menunjukkan bahwa
dosis 5% efektif menurunkan ekspresi TNF-a dan Caspase-3, sementara dosis 10%
tidak memberikan efek tambahan yang signifikan. Selain itu, penelitian oleh
Subchan et al. (2022) menemukan bahwa gel ekstrak Clitoria ternatea L. 5% dapat
menghambat peningkatan ekspresi MMP-1 pada kulit tikus Wistar yang terpapar
sinar UV-B, mendukung efek protektif ekstrak ini terhadap kerusakan kulit akibat
UV-B. Penelitian lain oleh Sari (2024) mengkaji efek aplikasi gel ekstrak bunga
telang sebagai tambahan scaling dan root planing pada terapi periodontitis kronis
tikus Wistar. Hasilnya menunjukkan penurunan kadar TNF-a, mengindikasikan
potensi antiinflamasi ekstrak bunga telang. Secara keseluruhan, penelitian-
penelitian ini mendukung temuan bahwa ekstrak Clitoria ternatea, khususnya pada
dosis 5%, memiliki efek antiinflamasi dan protektif terhadap kerusakan sel akibat
paparan sinar UV-B.

Ekspresi Caspase-3 yang lebih tinggi pada kelompok K3 (dosis 5%) dan K4
(dosis 10%) dibandingkan kelompok lainnya menunjukkan adanya mekanisme
molekuler yang kompleks dalam respons kulit terhadap paparan sinar UV-B dan

pengaruh ekstrak Clitoria ternatea. Caspase-3 merupakan enzim kunci dalam jalur
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apoptosis, khususnya melalui jalur intrinsik yang diinisiasi oleh stres oksidatif dan
kerusakan DNA akibat radiasi UV-B.

Pada kelompok K3 (dosis 5%) memiliki efek dualistik. Di satu sisi, senyawa
antioksidan dalam ekstrak, seperti antosianin, flavonoid, dan quercetin, yang
mampu menetralkan radikal bebas dan mengurangi stres oksidatif. Namun, pada
dosis 5%, juga memicu mekanisme regenerasi kulit yang melibatkan apoptosis
terkontrol. Dalam proses regenerasi jaringan, apoptosis diperlukan untuk
menghilangkan sel-sel yang rusak dan memungkinkan proliferasi sel baru.
Peningkatan Caspase-3 pada K3 mencerminkan fase awal penyembuhan jaringan
di mana sel-sel yang rusak dieliminasi melalui apoptosis. Pada kelompok K4 (dosis
10%), ekspresi Caspase-3 juga tinggi, tetapi sedikit lebih rendah dibandingkan K3,
yang mengarah pada efek pro-apoptosis yang berbeda. Konsentrasi antioksidan
yang lebih tinggi dalam ekstrak pada dosis 10% bisa memicu efek "pro-oksidan”
dalam kondisi tertentu, terutama jika kapasitas antioksidan endogen dalam sel
terlampaui. Kondisi ini menyebabkan akumulasi ROS dalam jumlah yang lebih
besar, yang mengaktifkan jalur intrinsik apoptosis melalui peningkatan
permeabilitas membran mitokondria, pelepasan sitokrom c, dan aktivasi Caspase-
3.

Dosis ekstrak yang lebih tinggi mengganggu homeostasis seluler, memicu
respons stres ER (Endoplasmic Reticulum Stress) dan aktivasi jalur caspase-
dependent apoptosis. Efek ini bisa terjadi karena senyawa aktif pada konsentrasi
tinggi dapat berinteraksi dengan membran sel atau organel secara langsung,

menyebabkan disfungsi seluler yang memerlukan eliminasi melalui apoptosis.
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Peningkatan ekspresi Caspase-3 pada K3 dan K4 menunjukkan bahwa Clitoria
ternatea memiliki aktivitas biologis yang kompleks, di mana dosis yang lebih
rendah (5%) mendukung regenerasi jaringan melalui apoptosis terkontrol,
sedangkan dosis lebih tinggi (10%) mungkin memicu stres seluler yang lebih berat,
sehingga meningkatkan apoptosis melalui mekanisme pro-oksidan atau stres ER.
Terdapat beberapa keterbatasan dalam penelitian ini dimana, durasi dan
intensitas paparan UV-B yang digunakan belum cukup kuat untuk memicu respons
inflamasi dan apoptosis yang signifikan, terlihat dari ekspresi TNF-a dan Caspase-
3 pada kelompok K2 yang tidak meningkat seperti yang diharapkan. Selain itu,
waktu pengambilan sampel pada hari ke-8 setelah paparan UV-B tidak ideal,
mengingat puncak ekspresi TNF-a dan Caspase-3 biasanya terjadi dalam 24-72 jam
pertama. Hal ini berpotensi membuat data ekspresi protein kurang mencerminkan
fase inflamasi dan apoptosis akut. Basis gel tanpa bahan akiif juga tampaknya
berperan sebagai penghalang fisik, mengurangi penetrasi sinar UV-B dan menekan
respons inflamasi secara pasif. Ekstrak Clitoria ternatea menunjukkan efek
dualistik pada dosis 5% memberikan perlindungan optimal, namun pada dosis 10%
justru memicu apoptosis melalui mekanisme pro-oksidan atau stres ER. Temuan ini
menyoroti pentingnya studi lebih lanjut untuk menentukan dosis optimal ekstrak,
agar efek protektif tetap maksimal tanpa memicu respons biologis yang tidak

diinginkan.



BAB VI

KESIMPULAN

6.1. Kesimpulan

1)

2)

3)

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa:

Terdapat pengaruh pemberian gel ekstrak Clitoria ternatea terhadap
ekspresi TNF-o dan Caspase-3 pada kulit yang terpapar sinar UV-B akut.
Pemberian gel ekstrak Clitoria ternatea 5% secara topikal menyebabkan
ekspresi  TNF-o lebih rendah dan ekspresi Caspase-3 lebih tinggi
dibandingkan kelompok basis gel maupun kelompok sehat.

Pemberian gel ekstrak Clitoria ternatea 10% secara topikal tidak berpengaruh
terhadap ekspresi TNF-o dan Caspase-3 dibandingkan kelompok basis gel

maupun kelompok sehat.

6.2. Saran

1.

3.

Berdasarkan hasil penelitian dapat disarankan sebagai berikut:

Penelitian selanjutnya perlu menguji berbagai intensitas dan durasi paparan
UV-B untuk memastikan stres seluler yang memadai, sehingga respons
inflamasi dan apoptosis lebih signifikan dan data lebih mencerminkan
kondisi patologis yang relevan.

Pengambilan sampel sebaiknya dilakukan dalam beberapa interval waktu,
terutama 24-72 jam pasca-paparan UV-B, untuk menangkap puncak
ekspresi TNF-a dan Caspase-3 serta memahami dinamika respons inflamasi
dan apoptosis selama regenerasi kulit.

Penelitian selanjutnya perlu menguji rentang dosis ekstrak Clitoria ternatea
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yang lebih luas untuk menentukan ambang dosis optimal dan memahami
mekanisme molekuler efek dualistiknya, termasuk pengaruh terhadap stres

ER dan jalur apoptosis.
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