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ABSTRAK

Latar Belakang: Paparan UVB mempercepat photoaging dengan merusak kolagen dan
elastin. Ekspresi CD163 dan IL-10 berperan dalam mengurangi inflamasi serta regenerasi
kulit. Kulit delima, kaya polifenol dan antioksidan, berpotensi melindungi kulit dengan
efek samping minimal. Penelitian ini mengevaluasi efek gel ektrak kulit buah delima
(EKD) terhadap ekspresi CD163 dan kadar IL-10 pada tikus Wistar terpapar UVB.
Metode: Studi eksperimental dengan desain post-test only control group, dibagi 5
kelompok: K1 (kontrol sehat), K2 (kontrol negatif tanpa intervensi), K3 (kontrol positif,
paparan UVB + gel vitamin C), K4 (paparan UVB + gel ekstrak kulit delima 10%), dan
K5 (paparan UVB + gel ekstrak kulit delima 20%). Tikus dipapar sinar UVB (broadband
302 nm) dengan dosis 160 mJ/cm*hari selama 7 hari pada jarak 12 cm. Jaringan diambil
pada hari ke-8 untuk analisis ekspresi CD163 menggunakan RT-qPCR dan kadar IL-10
menggunakan ELISA. Data dianalisis dengan One-Way ANOVA dan Kruskal-Wallis.
Hasil: Penelitian menunjukkan ekspresi CD163 tertinggi pada kelompok gel vitamin C
(3,52+0,34), sementara kelompok gel EKD 10% dan 20% lebih rendah dari kelompok
tanpa intervensi (1,72+0,89-dan 2,72+0,22; p = 0,000). Kadar IL-10 tertinggi pada tikus
sehat (91,48+26,94) dan terendah pada paparan UVB tanpa intervensi (24,28+7,79).
Kelompok gel EKD 10% dan 20% memiliki kadar IL-10 lebih tinggi dibanding gel
vitamin C (80,904£9,96 dan 72,16£12,98; p = 0,001).

Kesimpulan: Pemberian gel EKD memengaruhi ekspresi CD163 dan kadar IL-10 pada
tikus Wistar yang terpapar UVB. Kelompok gel EKD 10% dan 20% menunjukkan
ekspresi CD163 lebih rendah tetapi kadar IL-10 lebih tinggi dibandingkan kelompok gel
vitamin C.

Kata Kunci: CD163, IL-10, gel ekstrak kulit delima, UVB
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ABSTRACT

Background: UVB exposure accelerates photoaging by damaging collagen and elastin.
CD163 and IL-10 expression play a role in reducing inflammation and skin regeneration.
Pomegranate peel, rich in polyphenols and antioxidants, has the potential to protect the skin
with minimal side effects. This study evaluated the effect of EKD gel on CD163 expression
and IL-10 levels in Wistar rats exposed to UVB.

Methods: An experimental study with a post-test only control group design, divided into
5 groups: K1 (healthy control), K2 (negative control without intervention), K3 (positive
control, UVB exposure + vitamin C gel), K4 (UVB exposure + 10% pomegranate peel
extract gel), and K5 (UVB exposure + 20% pomegranate peel extract gel). Rats were
exposed to UVB light (broadband 302 nm) at a dose of 160 mJ/cm?/day for 7 days at a
distance of 12 cm. Tissue was taken on the 8th day for analysis of CD163 expression using
RT-qPCR and IL-10 levels using ELISA. Data were analyzed using One-Way ANOVA
and Kruskal-Wallis.

Results: The study showed the highest CD163 expression in the vitamin C gel group
(3.52+0.34), while the 10% and 20% EKD gel groups were lower than the group without
intervention (1.72+0.89 and 2.72+0.22; p=0.000). The highest IL-10 levels were in healthy
rats (91.48+£26.94) and the lowest in UVB exposure without intervention (24.28+7.79). The
10% and 20% EKD gel groups had higher IL-10 levels than the vitamin C gel (80.90+9.96
and 72.16+£12.98; p = 0.001).

Conclusion: Administration of EKD gel affected CD163 expression and IL-10 levels in
Wistar rats exposed to UVB. - The 10% and 20% EKD gel groups showed lower CD163
expression but higher IL-10 levels compared to the vitamin C gel group.

Keywords: CD163, IL-10, pomegranate peel extract gel, UVB
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Paparan UVB yang berulang memicu stres oksidatif, peradangan, dan
banyaknya kerusakan kulit. Mekanisme utama dari photoaging melibatkan kerusakan
kolagen dan elastin di dermis, serta gangguan pada proses regenerasi sel kulit.!?
Paparan UV-B menimbulkan gejala klinis photoaging, meningkatnya inflamasi
kronis (inflammaging) mempercepat degradasi kolagen dan elastin, menyebabkan
kulit menjadi tipis dan kendur.’ Ekspresi CD163 dan IL-10 yang lebih tinggi dapat
membantu mengurangi inflamasi serta stres oksidatif, sehingga berpotensi
memperlambat penuaan kulit dan mendukung regenerasi jaringan.* Penggunaan
sediaan topikal yang dioleskan langsung pada permukaan kulit seperti Vitamin C,
Retinoid, dan Niacinamide, telah menjadi salah satu terapi yang umum digunakan
untuk mengatasi tanda-tanda penuaan kulit akibat paparan sinar matahari
(photoaging). Namun, penggunaannya dapat menimbulkan efek samping, terutama
pada kulit sensitif, menyebabkan iritasi, kemerahan, atau sensasi terbakar.’ Alternatif
penggunaan herbal yang dapat mengurangi dengan meminimalkan efek samping
salah satunya adalah kulit delima. Kulit delima memiliki berbagai macam senyawa,
termasuk polifenol, alkaloid, dan vitamin dengan sifat ampuh menangkal radikal
bebas.®
Paparan sinar UVB pada kulit memicu pembentukan senyawa Reactive Oxygen
Species (ROS), yang kemudian meningkatkan stres oksidatif. Stres oksidatif ini

menyebabkan kerusakan DNA dan memicu respons peradangan pada kulit.” Cluster



of Differentiation 163 (CD163) merupakan marker makrofag M2 yang berperan
dalam respons antiinflamasi dan perbaikan jaringan, CD163 memainkan peran
penting dalam perlindungan terhadap kerusakan jaringan, diekspresikan pada
monosit yang bersirkulasi pada makrofag jaringan, tingkat CD163 yang tinggi
terdeteksi pada monosit yang menginfiltrasi selama fase resolusi reaksi inflamasi.
Ekspresi CD163 diatur oleh mediator anti-inflamasi yang sangat kuat.® Selanjutnya,
peradangan merangsang perluasan sel-sel imunosupresif di kulit, Perluasan
regulatory T cells (Treg), myeloid-derived suppressor cells (MDSCs), regulatory B
cells (Bregs), dan regulatory dendritic cells (DCregs) meningkatkan aktivitas
imunosupresif di kulit. sel imunosupresif mengeluarkan sitokin antiinflamasi, seperti
IL-10 dan TGF-B, Peradangan dan imunosupresi menyebabkan perubahan
degeneratif pada kulit yang memicu keadaan photoaging.” Ekspresi IL-10 mengalami
peningkatan regulasi sebagai respons terhadap UVB yang peran penting dalam
respons anti-inflamasi.’

Tubuh memproduksi sitokin anti-inflamasi seperti IL-10 untuk mengurangi
peradangan dan membantu proses regenerasi jaringan. Selain itu, CD163, yang
merupakan marker dari makrofag tipe M2 (anti-inflamasi), berperan penting dalam
resolusi peradangan dan pemulihan jaringan. Namun, paparan UVB yang berlebihan
dapat menurunkan kadar IL-10 dan ekspresi CD163, sehingga memperlambat proses
penyembuhan kulit dan memperburuk kerusakan akibat paparan sinar matahari.'%!!
Penggunaan ekstrak kulit delima secara oral dilaporkan dapat menurunkan kadar IL6
serta dapat meningkatkan Vascular endothelial growth factor (VEGF) dan jumlah

kolagen pada tikus Sprague Dawley jantan yang mengalami luka bakar derajat dua.'?



Secara in vitro dilaporkan sediaan masker wajah bentuk gel peel-off Stabilitas pH
dan viskositas dari sediaan masker wajah terbaik pada konsentrasi ekstrak kulit
delima 10%.'3 Meski efek antioksidan dan anti-inflamasi ekstrak kulit delima telah
diteliti, studi mengenai pengaruhnya terhadap ekspresi CD163 dan kadar IL-10,
khususnya dalam konteks photoaging akibat UVB, masih sangat terbatas.

Aktivitas antioksidan delima telah dikaitkan dengan adanya beberapa
komponen seperti asam askorbat dan senyawa fenolik, termasuk punicalagin,
punicalin, asam galat, asam ellagic, dan antosianin yang menunjukkan sifat ampuh
menangkal radikal bebas.® Penggunaan gel ekstrak kulit buah delima dilaporkan
mempunyai potensi sebagai pendekatan baru dalam memperbaiki penyakit
peradangan dan nyeri yang berhubungan dengan berbagai kondisi kulit.'
Penggunaan gel merupakan pilihan tepat dibandingkan dengan perawatan kulit atau
transdermal. Sifat gel yang membangun jaringan dengan menghubungkan partikel-
partikel, memiliki efek penyembuhan yang menjanjikan, gel memiliki potensi yang
lebih baik sebagai sistem penghantaran obat yang dioleskan karena kuat, tidak
lengket, dan memiliki daya tarik estetika.'® Penelitian ini akan menganalisis tentang
pengaruh sediaan gel ekstrak kulit buah delima dosis 10% dan 20% pada tikus Wistar
yang dipapar sinar UV-B, serta pengaruhnya terhadap ekspresi CD163 dan kadar IL-
10.

1.2 Rumusan Masalah Penelitian
Adakah pengaruh pemberian gel ekstrak kulit buah delima terhadap ekspresi
CD163 dan kadar IL-10 pada tikus jantan galur Wistar yang dipapar sinar UV-

B?



1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Untuk mengetahui pengaruh pemberian gel ektrak kulit buah delima
terhadap ekspresi CD163 dan kadar IL-10 pada tikus jantan galur
Wistar yang dipapar sinar UV-B
1.3.2 Tujuan Khusus

a. Untuk mengetahui perbedaan ekspresi CD163 antar kelompok yang
diberikan gel ektrak kulit buah delima dosis 10% dan 20% dengan

kelompok yang diberikan gel vitamin C
b. Untuk mengetahui perbedaan kadar IL-10 antar kelompok yang
diberikan gel ektrak kulit buah delima dosis 10% dan 20% dengan

kelompok yang diberikan gel vitamin C

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Teoritis
Untuk memberikan literasi tambahan tentang manfaat gel ektrak kulit buah
delima terhadap perbaikan kulit akibat paparan UVB dan pengaruhnya
terhadap ekspresi CD163 dan kadar IL-10, serta sebagai referensi untuk
penelitian lebih lanjut.
1.4.2 Manfaat Praktis

Manfaat secara praktis dari penelitian ini memberikan sumber informasi
tentang potensi ektrak kulit buah delima dalam memperbaiki kerusakan

kulit akibat paparan UVB sehingga dapat dilakukan penelitian tahap



berikutnya.

1.5 Originalitas Penelitian

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian

Peneliti Judul Metode Hasil Penelitian
Sangkota The Effect of Eksperime Pemberian  ekstrak  kulit ~ buah
R, Pomegranate Peel ntal, in vivo delimadosis 54, 108, 162 mg/200 g BB
Hussaana Extract on dapat  menurunkan  kadar IL-6,
A, Collagen Total, meningkatkan VEGF, dan meningkatkan
Chodidjah  [Interleukin-6 and jumlah kolagen tikus Sprague Dawley
C.2 Vascular jantan yang diberi luka bakar derajat dua.
Endothelial
Growth Factor
Receptor (VEGF)
Levels.
Wattimena  The Formulation of Experim  Peningkatan konsentrasi ekstrak kering
JH, Promegranate Peel  ental, In kulit buah delima (Punica granatum L.)
Darsono FL  Fruit ( Punica Vitro secara  signifikan mempengaruhi hasil
HL.! granatum L .) in uji. Hasil wji mencakup mutu fisik
Peel -Off Face sediaan, yaitu pH, viskositas, dan daya
Mask Gel. sebar; cfektivitas sediaan, yaitu waktu
kering, kekencangan masker, elastisitas
lapisan - film, dan kemudahan untuk
dibersihkan; dan stabilitas sediaan, yaitu
stabilitas pH dan viskositas dari masker
wajah gel peel-off. Sediaan dengan
konsentrasi ekstrak 10% adalah yang
terbaik.
Coli¢ M, Immunomodulatory ~Eksperi ~ Pomegranate peel extract (PoPEx)
Beki¢ M, Properties of mental,  meningkatkan respons Th2 (IL-5 dan IL-
Tomi¢ S, et Pomegranate Peel  in vivo 13) dan Treg (IL-10) serta frekuensi sel
al. 1 Extract in a Model CD4+CD25hiFoxp3+. Konsentrasi
of Human PoPEx yang lebih tinggi meningkatkan
Peripheral Blood frekuensi sel T yang memproduksi [L-10
Mononuclear Cell dan TGF-B (jauh lebih tinggi pada subset
Culture. CD4+), menunjukkan efek
imunoregulasi kompleks PoPEx pada sel
T, yang dapat membantu menekan
penyakit inflamasi kronis dan autoimun.
Houston Anti-inflammatory  Eksperi  Aplikasi topikal total pomegranate
DMJ, activity of Punica  mental,  tannins (TPT) dan pomegranate rind
Bugert J, granatum L. in vivo extract (PRE) mempunyai efek anti-
Denyer SP,  (Pomegranate) inflamasi yang signifikan pada kulit ex




Heard CM.  rind extracts vivo, memastikan  bahwa  PRE
14 applied topically to menembus  kulit dan memodulasi
ex vivo skin. regulasi COX-2 pada epidermis

yang aktif. Kulit delima mempunyai
potensi sebagai pendekatan baru dalam
memperbaiki penyakit peradangan dan
nyeri yang berhubungan dengan
berbagai kondisi kulit, termasuk luka
dingin dan keratitis stroma herpes.

Nayak BS,  Evaluation of the Experim  Ekstrak kulit delima tidak menunjukkan

Sandiford wound-healing ental, In  aktivitas antimikroba terhadap
S, Maxwell activity of ethanolic  Vivo mikroorganisme yang diuji. Punica
AV extract of Morinda granatum mendorong penyembuhan

citrifolia L. leaf. luka yang signifikan pada tikus dan

disarankan untuk melakukan evaluasi
lebih lanjut terhadap aktivitas ini pada

manusia.

Penelitian terdahulu oleh Sangkota menggunakan subjek tikus Sprague Dawley
jantan yang diberikan luka bakar derajat II dan diberikan ekstrak kulit buah delima
dengan dosis 54, 108, 162 mg/200 g BB. Pada hari ke 3 dilakukan pemeriksaan IL-6
dan pada hari ke 7 dilakukan pemeriksaan VEGF dan jumlah kolagen.'> Penelitian
oleh Houston untuk menentukan aktivitas anti-inflamasi dan kedalaman penetrasi
relatif PRE, total tanin delima (TPT) dan seng (II) pada kulit, ex vivo. PRE, TPT dan
ZnSO4 dimasukkan ke dalamnya kulit babi ex vivo yang baru dipotong dipasang di
sel difusi Franz dan dianalisis COX-2, sebagai penanda untuk modulasi jalur
peradangan asam arakidonat, dengan Western blotting dan imunohistokimia.'*
Penelitian oleh Coli¢ melakukan pengobatan sel mononuklear darah tepi manusia
(PBMC) dengan PoPEx (kisaran 6,25—400 pg/mL). Pada konsentrasi non-sitotoksik,
efek sebaliknya pada proses ini diamati secara bersamaan dengan penghambatan
proliferasi PBMC yang diinduksi PHA dan penurunan ekspresi CD4 yang signifikan.

PoPEx secara berbeda memodulasi ekspresi penanda aktivasi (CD69, CD25, ICOS)



dan PD1 (penanda penghambatan), tergantung pada dosis dan subset sel T. PoPEx
(mulai dari 12,5 pg/mL) menekan produksi Th1 (IFN-y), Th17 (IL-17A, IL-17F, dan
IL-22), Th9 (IL-9), dan sitokin proinflamasi (TNF-a dan IL-6) dalam supernatan
kultur.'6

Penelitian terdahulu oleh Wattimena untuk melihat pengaruh peningkatan
konsentrasi ekstrak kering kulit buah delima terhadap mutu fisik, efektivitas dan
keamanan sediaan masker wajah dalam bentuk gel peel-off. Konsentrasi yang
digunakan adalah 10%, 15% dan 20%.'? Penelitian oleh Nayak menggunkan Ekstrak
kulit buah P. granatum diuji aktivitas penyembuhan luka pada tikus menggunakan
model luka eksisi, kelompok eksperimen diberi obat P. granatum secara topikal
dengan dosis 100 mg/kg setiap hari selama 15 hari, sedangkan hewan kelompok
kontrol dan standar masing- masing diberi petroleum jelly dan salep mupirocin. Area
luka diukur secara bergantian hari (1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, dan 15) menggunakan lembar
transparansi dan spidol permanen. Rekaman area luka diukur dengan menggunakan
kertas grafik. Hari eschar jatuh setelah luka, tanpa sisa luka mentah, dianggap sebagai
periode epitelisasi.!” Berbeda dengan beberapa penelitian diatas, penelitian ini akan
melakukan pemberian gel ekstrak kulit delima selama 7 hari pada subjek tikus yang
diinduksi sinar UV-B, kemudian dilakukan analisis ekspresi CD163 dan kadar IL-

10.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Expresi CD163

2.1.1. Struktur CD163

CD163 adalah protein transmembran 130-kDa, tipe I yang diekspresikan
terutama pada monosit dan makrofag tipe M2 (anti-inflamasi). Molekul ini adalah
anggota dari famili reseptor scavenger cysteine-rich (SRCR). Isoform CD163
terdiri dari tiga varian dengan panjang ekor sitoplasma yang berbeda, serta paling
banyak bentuk ekor pendek (42 asam amino). Semua varian mengandung motif
internalisasi umum dan menunjukkan aktivitas endositosis. Scavenger Receptor
Cysteine-Rich (SRCR) adalah domain 100-110 asam amino umum untuk interaksi
molekuler dan dengan lipatan struktural yang ditentukan dari enam atau tujuh
lembar-b yang membungkus heliks-a. Domain kelas A dan kelas B SRCR
memiliki lipatan yang sama dan hanya berbeda dengan adanya ikatan disulfida
tambahan di domain kelas B. Sementara domain kelas A SRCR sebagian besar
hadir sebagai domain tunggal dalam protein domain mosaik yang berbeda.!°

CD163 transmembrane isoforms

: SRCR domain

Cell membrane £

Macrophage 89 aa

Gambar 2.1 Isoform transmembran CD163



Skematis dari tiga isoform transmembran CD163. Ketiganya berbeda dalam
panjang domain intraseluler, dengan isoform 49 asam amino yang memiliki
ekspresi dominan.?’

Domain kelas B sebagian besar hadir sebagai protein membran pengulangan
tandem yang hanya mengandung motif struktural jenis ini di ektodomain. Protein
membran keluarga SRCR kelas B manusia CD163, CD163b, CD5, CD6, dan
Scartl. CD163b, yang memiliki gen pengkode yang terletak dekat dengan gen
CD163 pada kromosom 12 dan merupakan homolog terdekat dengan CD163.
Kesamaan dalam hal distribusi jaringan, regulasi, dan kemampuan endositosis
meskipun tampaknya memiliki repertoar ligan lain yang belum didefinisikan.
Beberapa domain SRCR CD163 mengandung situs konsensus untuk pengikatan
kalsium, dan pengikatan kompleks Hp-Hb, serta beberapa antibodi, menunjukkan
pengikatan yang bergantung pada kalsium. Pengikatan kalsium peka terhadap pH
dan oleh karena itu struktur pengikat kalsium disarankan sebagai komponen
struktural penting untuk pelepasan ligan setelah internalisasi. Dengan demikian,
domain SRCR pengikat kalsium 3 dari CD163 telah terbukti penting untuk
pengikatan Hb-Hp ke CD163.1°
2.1.2. Ekspresi dan Regulasi CD163

Ekspresi CD163 pada manusia terutama ditemukan pada sel monosit-
makrofag, seperti makrofag sumsum tulang, sel Kupffer di hati, dan makrofag
paru. Sel turunan monosit lainnya menunjukkan ekspresi CD163 yang rendah atau
tidak ada. Beberapa faktor mengatur ekspresi CD163 secara in vitro, dengan

glukokortikoid, IL-6, interleukin 10 (IL-10), dan heme/Hb sebagai stimulator
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utama. Sebaliknya, interleukin 4 (IL-4), LPS, TNF-a, IFN-y, C-X-C motif
chemokine ligand 4 (CXCL4), dan faktor perangsang koloni granulosit-makrofag
menurunkan ekspresi CD163.1°

CD163 awalnya diidentifikasi dalam dua laporan independen, menggunakan
antibodi monoklonal sebagai antigen spesifik monosit-makrofag yang tidak
diketahui yang terkait dengan proses anti-inflamasi. CD163 diidentifikasi sebagai
"reseptor pemulung hemoglobin (Hb)" HbSR untuk penyerapan Hb yang
dilepaskan ke dalam plasma dan dikomplekskan menjadi haptoglobin (Hp) selama
hemolisis intravaskular. Meskipun fungsi ini tampak berbeda dari peran
imunologis langsung, fungsi ini sepenuhnya sesuai dengan struktur, ekspresi
spesifik makrofag, dan regulasi.'”

CD163 membantu mengurangi stres oksidatif dengan mengikat kompleks
hemoglobin-haptoglobin, mencegah akumulasi hemoglobin bebas yang dapat
memperburuk kerusakan jaringan. Ekspresi CD163 membantu menyeimbangkan
respon inflamasi melalui peningkatan aktivitas makrofag M2, mengurangi
inflamasi kronis yang berkontribusi pada penuaan kulit. CD163 mendukung
penyembuhan luka dengan mempromosikan regenerasi jaringan dan remodelling
kolagen, dalam photoaging, penurunan CD163 mengurangi kemampuan kulit
untuk memperbaiki jaringan yang rusak akibat UVB. Paparan UVB kronis dapat
menurunkan ekspresi CD163 pada makrofag kulit. Penelitian menunjukkan
bahwa sinar UVB meningkatkan produksi sitokin pro-inflamasi seperti TNF-o dan
IL-1pB, yang dapat menekan ekspresi CD163. Penurunan ini mengurangi kapasitas

anti-inflamasi makrofag, memperparah kerusakan kulit akibat photoaging.
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2.1.3. Expresi CD163 pada inflamasi

Makrofag adalah sel fagositik heterogen dari sistem imun bawaan dengan
plastisitas fungsional luar biasa di luar imunitas bawaan. Misalnya, makrofag
sangat penting untuk pemeliharaan homeostasis, morfogenesis organ, remodeling
jaringan dan perbaikan serta regulasi peradangan.®

Sitokin anti-inflamasi IL-10 meningkatkan ekspresi CD163, sementara IL-
4, TNF-a, IFN-y, dan LPS mengurangi ekspresinya. Lebih jauh, LPS telah terbukti
mengaktitkan ADAM17 yang memediasi pelepasan CD163 dari permukaan sel
yang membentuk CD163 terlarut (sCD163) yang terdapat dalam plasma dan
cairan jaringan lainnya. Populasi makrofag CD163+ telah dikaitkan dengan fungsi
anti-inflamasi karena ekspresi yang terstimulasi oleh sitokin anti-inflamasi dan
kemampuannya untuk menghasilkan metabolit heme anti-inflamasi setelah
pemulungan hemoglobin yang dimediasi CD163.

Respons antiinflamasi terhadap artritis yang diinduksi kolagen terhambat
pada tikus yang kekurangan CDI163 dibandingkan dengan tikus yang
mengekspresikan CD163 yang menunjukkan peran penting CD163 dalam
membatasi perkembangan dan regresi artritis. Selain itu, CD163 juga dilaporkan
mengikat dan mendegradasi TNF-related weak inducer of apoptosis (TWEAK),
serta mengenali dan memediasi respons imun lokal terhadap bakteri dan
menginternalisasi virus. CD163 sering digunakan sebagai penanda M2 meskipun
tampak jelas bahwa hanya sebagian kecil M2 yang merupakan CD163+, sehingga
pada dasarnya subpopulasi CD163+ yang berbeda dapat didefinisikan.*°

sCD163 adalah penanda aktivasi makrofag dan telah dikaitkan dengan
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sejumlah penyakit inflamasi.*

Mekanisme patologis peradangan meliputi
beberapa jenis sel efektor leukosit (monosit-makrofag, limfosit T, dan granulosit)
dan interaksi sel imun yang kompleks seperti antara makrofag dan sel T pembantu.
Makrofag yang mengekspresikan CD163 merupakan target terapi yang menarik
karena makrofag CD163 hadir di lokasi peradangan, memiliki fungsi
antiinflamasi secara keseluruhan, juga memproduksi sitokin inflamasi, seperti
TNF-a. Sitokin ini sebagian besar diproduksi oleh makrofag dan kemanjuran obat
biologis anti-TNF-a, menunjukkan bahwa makrofag merupakan target yang jelas
untuk terapi antiinflamasi."”

Ekspresi CD163 meningkat pada sejumlah penyakit.> Penelitian
menunjukkan bahwa makrofag CD163+ berperan dalam respons inflamasi dan
terlibat dalam proses penuaan kulit yang terkait dengan inflamasi seperti
psoriasis.*! 3° Penelitian menemukan bahwa CD163 diekspresikan pada histiosit
di berbagai jaringan normal dan neoplastik. Meskipun tidak secara spesifik
meneliti penuaan kulit, temuan ini memberikan wawasan tentang distribusi
CD163 pada jaringan kulit.”® Studi ini menunjukkan bahwa jumlah sel CD163+
meningkat pada lesi kulit kondisi seperti Cutaneous T-Cell Lymphoma (CTCL),
Dermatitis Atopik (AD), dan Psoriasis dibandingkan dengan kulit normal.
Meskipun fokusnya bukan pada penuaan, hasil ini memberikan informasi tentang
peran CD163 dalam kondisi kulit inflamasi yang mungkin berkaitan dengan
proses penuaan.>? Meskipun penelitian langsung yang mengaitkan CD163 dengan

proses penuaan kulit masih terbatas, studi-studi di atas memberikan wawasan

tentang distribusi dan peran CD163 dalam berbagai kondisi kulit. Diperlukan
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penelitian lebih lanjut untuk memahami secara spesifik bagaimana CDI163
berperan dalam mekanisme penuaan kulit.
2.1.4 Faktor yang dapat mempengaruhi Ekpresi CD163

Ekspresi CD163 pada jaringan kulit yang terpapar sinar UVB dipengaruhi
oleh berbagai faktor, termasuk intensitas dan durasi paparan, di mana paparan
yang tinggi dan berkepanjangan dapat meningkatkan stres oksidatif serta
inflamasi yang mempengaruhi aktivasi makrofag. UVB juga meningkatkan
produksi Reactive Oxygen Species (ROS), yang mengubah mikro lingkungan
jaringan dan menginduksi ekspresi CD163 sebagai respons terhadap kerusakan
sel. Selain itu, sistem antioksidan dan antiinflamasi, seperti Superoxide Dismutase
(SOD) dan Glutathione Peroxidase (GPx), berperan dalam regulasi ekspresi
CD163 dengan mengurangi dampak stres oksidatif akibat UVB. Sitokin
antiinflamasi, seperti IL-10, dapat meningkatkan ekspresi CD163 pada makrofag
M2, sementara sitokin proinflamasi seperti TNF-o dan IL-6 dapat menekan
ekspresinya atau mengarahkan makrofag ke fenotipe proinflamasi (M1). Faktor
transkripsi juga berperan, di mana aktivasi STAT3 mendukung ekspresi CD163
melalui jalur antiinflamasi, sedangkan NF-«xB, yang diaktifkan akibat paparan
UVB, dapat menghambat peralihan makrofag ke fenotipe M2 dan menurunkan
ekspresi CD163. Selain itu, kondisi mikro lingkungan jaringan, seperti hipoksia,
kadar lipid, dan keberadaan hemoglobin bebas, turut mempengaruhi ekspresi
CD163 karena protein ini berperan dalam pembersihan hemoglobin dan perbaikan
jaringan. Terakhir, senyawa bioaktif seperti ekstrak kulit delima (punicalagin,

flavonoid), vitamin C, dan niacinamide memiliki efek antiinflamasi serta
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antioksidan yang dapat meningkatkan ekspresi CD163 dan mendukung regenerasi
kulit setelah paparan UVB,!0-2%:30
2.1.5 Analisis Expresi CD163 Metode PCR

PCR adalah pengujian enzimatik yang sederhana namun elegan, yang
memungkinkan amplifikasi fragmen DNA tertentu dari kumpulan DNA yang
kompleks.

Total RNA sel diisolasi dari sampel sel menggunakan Trizol dan
ditranskripsi balik menjadi ¢DNA dengan PrimeScript ™ 1st Strand cDNA
Synthesis Kit sesuai dengan protokol pabrik pembuatnya. Q-PCR dilakukan
dengan TB Green® Premix Ex TaqTM dalam pelat 96-well menggunakan sistem
deteksi PCR real-time 7500. Semua reaksi dilakukan dalam rangkap tiga. Ekspresi
relatif dihitung menggunakan metode 2—AACt, dengan B-aktin sebagai kontrol
internal, primer yang digunakan untuk Q-PCR.*

Metode lainnya yang dapat digunakan untuk menilai ekspresi CD163 yaitu
dengan pewarnaan imunohistokimia, metode ini mendeteksi protein spesifik
dalam jaringan yang telah diawetkan dan disiapkan dalam slide. THC
memanfaatkan antibodi yang sangat spesifik terhadap antigen target, mendeteksi
protein dengan presisi tinggi di dalam jaringan. Dengan penggunaan teknik seperti
antigen retrieval, IHC dapat mendeteksi protein yang sebelumnya tidak dapat
dideteksi dalam jaringan yang telah difiksasi. IHC telah menjadi alat yang tidak
tergantikan dalam patologi diagnostik, investigatif, dan toksikologis, berkat
kemajuan metodologi. IHC adalah teknik yang digunakan IHC dilakukan

menggunakan uji super Elivision untuk mendeteksi ekspresi CD163 pada sampel
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jaringan patologis.
2.2. Interleukin-10 (I1L-10)
2.2.1 Struktur IL-10

IL-10 merupakan mediator protein yang terdiri atas 3 polipeptida 178 asam
amino, berat molekul antara 17kD, 18kD, 19kD dan 20kD yang terukur dengan
menggunakan analisis elektroforesis. IL-10 merupakan sitokin anti-inflamasi
dalam sistem imun. IL-10 berfungsi inhibitor kuat terhadap produksi sitokin oleh
Thl termasuk IL-2 dan IENy. Berfungsi menghambat dan menghilangkan
inflamasi, selain mengendalikan perkembangan dan diferensiasi sel B, sel NK, sel
Th, sel CD8, mastosit, granulosit, sel dendrit keratinosit dan sel endotelia. IL-10
merupakan protein yang berfungsi sebagai mediator peptida yang dihasilkan oleh
sel suatu reaksi imunologik, berfungsi sebagai pengkodean/signal intraseluler
antar sel dalam pengaturan respon inflamasi lokal maupun sistemik.**

IL-10 merupakan sitokin yang banyak disekresi oleh monosit, yang
memiliki efek pleiotrofik pada sistem kekebalan dan peradangan. Pertama kali
IL-10 dikenal karena kemampuannya untuk menghambat aktivasi dan fungsi
efektor dari sel T, monosit dan makrofaga. IL-10 menghambat atau meniadakan
respon peradangan, mengendalikan perkembangan dan diferensiasi sel B, sel NK,
sel Tw, sel T CD8, mastosit, granulosit, sel dendritik, keratinosit dan sel endotelial,
dan bersifat imunosupresif terhadap sel mieloid.*® Sitokin tipe II, termasuk IL-19,
IL-20, IL-22, IL-26, dan IL-29, sama dengan IL-10. Meskipun mereka berikatan
dengan komponen reseptor yang sama dan mempunyai fungsi biologis yang

berbeda, semua sitokin ini mempunyai struktur gen yang teratur.>® IL-10 adalah
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sitokin anti inflamasi, reseptor IL-10 terdiri atas IL-10 protein reseptor 1 dan IL-
10 protein reseptor 2. JAK1 dan Tyk2 masing-masing memicu sinyal STAT3
sebagai respons terhadap reaksi IL-10.3” Panjang protein IL-10 adalah 178 asam
amino.*® Sitokin kelas 2, yang meliputi IL-10, dibagi menjadi beberapa kelompok
berikut: interferon tipe-1 (IFN-alpha, beta, epsilon, kappa, dan omega), tipe-11
(IFN-gamma), dan tipe-III (IFN-lambda).*® Selain itu dikenal sebagai IL-29, IL-
28A, dan IL-28B.%

Patofisiologi beberapa kelainan dipengaruhi oleh sitokin antiinflamasi IL-
10. Meskipun IL-10 pertama kali diidentifikasi sebagai sitokin yang dihasilkan
dari T helper (TH2), penelitian mengungkapkan bahwa IL-10 dilepaskan oleh sel
imunitas bawaan, seperti Th17, serta sel T dan B dari sistem imun adaptif selama
peradangan kronis, bertindak sebagai umpan kembalinya sistem regulasi.*!
2.2.2 Aktivasi dan fungsi IL-10

IL-10 disekresi oleh banyak sel imun yang didapat seperti sel Thl, Th2
Th17, sel Treg, sel T CD8+ dan sel B. Berbagai faktor transkripsi, termasuk
GATA-3, E4BP4, MAF, Blimpl, dan lainnya, bekerja sama untuk mengontrol
produksi IL10 dalam sel T dan sel B pada tingkat yang bervariasi berdasarkan
fase perkembangan.*! Ekspresi gen IL10 bersifat lunak dan fleksibel. Plastisitas
ini secara selektif ditunjukkan pada sel pembantu inflamasi tipe T, sel TH1 dan
TH17, dan kadang-kadang dapat diatur oleh stimulasi antigenik yang
berkelanjutan oleh sitokin lingkungan tertentu, seperti IL-27 yang diturunkan dari
DC. IL-10 yang diproduksi sel B telah terbukti berfungsi dalam sejumlah model

penyakit autoimun dan inflamasi. Seperti halnya sel T, pembuatan Breg dan
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produksi IL-10 dalam sel B melibatkan beberapa jalur pensinyalan yang
kompleks, seperti jalur BCR dan CD40-CD40L.*!

Sitokin IL-10 bekerja untuk mengurangi berbagai reaksi inflamasi yang
disebabkan oleh sel myeloid dan limfoid.*? Awalnya, status faktor penghambat
sintesis sitokin (CSIF) untuk IL-10 tidak diketahui. Ini dilepaskan oleh sel Th2
dan menghambat kemampuan sel Thl untuk berdiferensiasi dan berfungsi
sebagai efektor.** Kemampuan untuk menghambat produksi sitokin proinflamasi
oleh DC dan makrofag, serta menurunkan regulasi ekspresi MHC II dan molekul
kostimulatori CD80 dan CD86 pada sel penyaji antigen (APC), membantu
menjelaskan fungsi penghambatannya. Hal ini, pada gilirannya, menyebabkan

terhambatnya aktivasi. limfosit T.***
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Sel T, monosit, makrofag, neutrofil, eosinofil, sel mast, sel dendritik (DC),
sel B, dan sel NK termasuk di antara sel leukosit yang terutama melepaskan IL-
10. Selanjutnya, IL-10 diproduksi oleh keratinosit dan sel epitel sebagai respons
terhadap infeksi, kerusakan jaringan, dan adanya sel tumor. Sel myeloid yang
dipicu oleh Toll-Like Receptors (TLRs) memiliki kemampuan untuk melepaskan
sitokin inflamasi seperti TNF-o, IL-1B, IL-6, dan IFN-y; namun, sitokin ini
diblokir oleh IL-10. IL-10 adalah penghambat presentasi antigen yang kuat selain
menekan sitokin Thl. Sebab, dapat menurunkan ekspresi kompleks
histokompatibilitas mayor kelas II (MHC II), CD80 pada makrofag, dan CD&86
pada permukaan sel dendritik. Selain itu, IL-10 merangsang pertumbuhan sel B
dan produksi antibodi.** Bersamaan dengan meningkatkan pelepasan reseptor
TNF, hal ini juga dapat mencegah pembentukan spesies oksigen reaktif (ROS),
sehingga menangkal efek TNF-o..*

Anggota keluarga reseptor interferon (IFNRa) IL-10R 1 (IL-10R 1) dan IL-
10R2 (IL-10R2) membentuk kompleks reseptor, IL-10 fungsional, yang secara
istimewa terikat dan diaktifkan oleh IL-10 ketika dihasilkan dan dilepaskan.®
Reseptor permukaan sel yang dikenal sebagai IL -10Ro memiliki domain
transmembran tunggal. Ia memiliki afinitas yang kuat (Kd ~35-200 pM) untuk
IL-10. Sel non-hemopoietik juga menghasilkan IL-10R1 yang dapat diinduksi
secara konstitutif, meskipun sebagian besar sel hemopoietik mengekspresikan
rantai IL-10Ra, yang juga banyak diekspresikan dalam makrofag dan DC.
Fibroblas yang dihasilkan oleh lipopolisakarida (LPS) dan sel epidermis atau

keratinosit setelah paparan glukokortikoid atau dihidroksi vitamin D3 keduanya
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terbukti mengekspresikan IL-10R1.%

IL-10 berperan penting dalam mengatur respons imun dan menjaga
homeostasis jaringan, pada penuaan kulit, IL-10 membantu menekan produksi
sitokin proinflamasi seperti IL-1 dan TNF-a, yang meningkat akibat paparan
UV, dengan mengurangi peradangan, IL-10 dapat mencegah kerusakan lebih
lanjut pada jaringan kulit yang menua.*’ IL-10 berperan dalam fase penyembuhan
luka dengan mengurangi peradangan dan mendorong pembentukan jaringan baru.
Hal ini penting karena kemampuan penyembuhan luka menurun seiring
bertambahnya usia.'! Paparan sinar UV dapat meningkatkan ekspresi IL-10, yang
berkontribusi pada imunosupresi lokal di kulit. Meskipun mekanisme ini dapat
melindungi terhadap kerusakan inflamasi akut, peningkatan IL-10 yang
berlebihan dapat mengganggu fungsi imun kulit dan berpotensi meningkatkan
risiko infeksi atau perkembangan kanker kulit pada individu yang menua.*®
2.2.3 Analisis kadar IL-10 dengan metode ELISA

Metode Enzyme-Linked Immuno sorbent Assay (ELISA) dilakukan untuk
menguji kandungan protein sampel kulit tikus yang diberikan gel ekstrak kulit
delima. ELISA adalah teknik molekuler yang digunakan untuk mendeteksi dan
mengukur interaksi antara antigen dan antibodi. Prinsip dasar ELISA adalah
pengikatan antibodi terhadap antigen yang dimobilisasi dan membentuk kompleks
antigen-antibodi. Setelah terjadi reaksi antigen-antibodi maka akan terjadi
perubahan warna. Intensitas warna berbanding lurus dengan jumlah antigen yang
ada dalam sampel. Sehingga perlu dilakukan pembacaan hasil dengan ELISA

Reader berupa Optical Density (OD).%
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Keuntungan dari metode ELISA yaitu kemudahan penggunaan deangan
sensitivitas yang tinggi, dan kemampuan untuk memproses dan menganalisis
sejumlah besar sampel secara bersamaan atau dalam periode waktu yang
singkat.*

Beberapa metode lain dapat dilakukan untuk menganalisis kadar IL-10,
diantaranya Western Blot, real-time PCR (RT-qPCR), dan IHC. PCR dapat
digunakan untuk mengukur ekspresi gen pada tingkat mRNA, melibatkan
amplifikasi dan deteksi sekuens DNA yang spesifik. Pemeriksaan RT-qPCR
meliputi ketersediaan peralatan yang luas dan biaya bahan yang rendah, hanya
memerlukan informasi genom yang terbatas untuk dapat dilaksanakan, tingkat
kesulitan teknis yang rendah, statistik yang sederhana, memungkinkan analisis
data yang lebih mudah.>!

IHC memanfaatkan antibodi yang sangat spesifik terhadap antigen target,
IHC dapat mendeteksi protein yang sebelumnya tidak dapat dideteksi dalam
jaringan yang telah difiksasi. IHC telah menjadi pilihan metode dalam patologi
diagnostik, investigatif, dan toksikologis. IHC juga memiliki kekurangan karena
banyaknya variabel yang dapat mempengaruhi reproduktivitas, seperti kualitas
antibodi, protokol, dan peralatan.>?

Western Blot adalah teknik yang digunakan untuk mendeteksi protein
spesifik dalam sampel biologis. Teknik ini melibatkan pemisahan protein
berdasarkan ukuran menggunakan elektroforesis gel, diikuti oleh transfer protein
ke membran dan deteksi menggunakan antibodi yang spesifik. Western blot juga

memiliki keterbatasan, terutama dalam hal analisis kuantitatif Variasi dalam
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desain eksperimental, metodologi, dan teknik dapat menjadi sumber kesalahan
yang signifikan.>
2.2.4 Faktor yang dapat mempengaruhi kadar IL-10

Terdapat dua faktor yang berperan dalam terjadinya penuaan kulit, yaitu
faktor intrinsik dan ekstrinsik. Faktor intrinsik adalah genetik, metabolisme sel,
dan perubahan hormonal. Selain itu, terdapat faktor ekstrinsik seperti radiasi
ultraviolet, inframerah, dan karsinogen lingkungan yang turut berperan pada
penuaan kulit.>* Terdapat korelasi yang kuat antara peningkatan kadar biomarker
inflamasi dan patologi berbagai penyakit. Adanya faktor perancu tertentu seperti
variasi usia, jenis kelamin, status sosial-ekonomi, indeks massa tubuh, pengobatan
dan penggunaan narkoba lainnya, dan penyakit medis, serta ketidakkonsistenan
dalam praktik metodologi seperti pengumpulan sampel, pengujian, dan
pembersihan dan transformasi data, dapat berkontribusi terhadap variasi hasil.*

Stres ‘oksidatif merupakan mekanisme yang diduga kuat sebagai penyebab
utama penuaan kulit. Penuaan kulit merupakan proses kompleks yang melibatkan
faktor intrinsik dan ekstrinsik. Faktor intrinsik yang berperan adalah genetik,
metabolisme sel, dan perubahan hormonal. Selain itu, terdapat faktor ekstrinsik
seperti radiasi ultraviolet, inframerah, dan karsinogen lingkungan yang turut
berperan pada penuaan kulit.’*>® Pada penuaan kulit secara instrinsik, lapisan
epidermis menipis sehingga daerah kontak permukaan dermis dan epidermis
menipis dan pertukaran nutrisi ke epidermis berkurang. Akibatnya kulit mudah
lecet dan robek setelah trauma ringan. Kemampuan proliferasi sel basal semakin

menurun. Di lapisan dermis, jumlah sel mast dan fibroblas lebih sedikit
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dibandingkan di kulit muda dan hal tersebut juga terjadi pada serat kolagen serta
serat elastin.*®

Ketika jaringan dalam tubuh mengalami luka kemudian terinfeksi dan
radang akan ada pelepasan dari sitokin-sitokin secara bersamaan baik pro-
inflamasi maupun anti-inflamasi. Pada saat yang bersama juga respon juga
dikeluarkan oleh sitokin anti-inflamasi yaitu Thl, Th2 dan Th17 yang secara
bersamaan akan memproduksi IL-10 sebagai respon terhadap antigen dengan
dosis yang tinggi. Selain dihasilkan oleh kelompok T helper, IL-10 juga
diproduksi oleh T regulator sebagai agen anti-inflamasi. Tingkat ekspresi IL-10
didalam tubuh memiliki korelasi terhadap kondisi inflamasi. Pada saat tubuh
mengalami inflamasi ekspresi IL-10 mengalami penurunan, hal ini terjadi karena
adanya aktivitas sitokin proinflamasi yang memiliki korelasi terhadap
peningkatan inflamasi dalam tubuh. Faktor intrinsik, seperti genetik, metabolisme
sel, dan perubahan hormonal, berperan dalam penuaan kulit. Faktor ekstrinsik,
seperti radiasi ultraviolet, inframerah, dan karsinogen lingkungan, juga berperan
dalam penuaan kulit.>*

Mekanisme yang mendasari penuaan kulit selalu berkembang sehingga
penting untuk mengetahui mekanisme molekular terbaru, serta perubahan yang
terjadi akibat penuaan dapat menentukan tata laksana yang tepat untuk mencegah
dan mengobati penuaan kulit. Terdapat dua faktor yang berperan dalam terjadinya
penuaan kulit, yaitu faktor intrinsik dan ekstrinsik. Faktor intrinsik adalah genetik,
metabolisme sel, dan perubahan hormonal. Faktor usia, jenis kelamin, riwayat,

status pengobatan, variasi genetik, dan sistem imun,®’ selain itu faktor lingkungan
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(faktor ekstrinsik) seperti radiasi ultraviolet, inframerah, dan karsinogen
lingkungan yang turut berperan pada penuaan kulit.>*
2.3 Gel Ekstrak Kulit Delima (Punica granatum)
2.3.1 Taksonomi tanaman delima
Delima merupakan tanaman dikotildari famili Punicaceae yang berasal dari
Timur Tengah dipercaya sebagai tanaman obat alami sejak 1550 SM. Umumnya
ditanam di Asia Tengah, Timur Tengah, Barat Daya Amerika, dan wilayah
Mediterania. Pohon delima mempunyai umur yang panjang, mencapai ketinggian 12
hingga 16 kaki dan bertahan selama lebih dari 200 tahun.®
Pohon delima mempunyai umur yang panjang, mencapai ketinggian 12 hingga
16 kaki, batang berkayu, ranting bersegi, percabangan banyak, kadang berduri, coklat
ketika masih muda, dan hijau kotor setelah tua. Daun tunggal yang berhadapan atau
tersebar, tanpa daun penumpu, helaian daun berbentuk lonjong sampai lanset,
pangkal lancip, ujung tumpul,tepi rata, pertulangan menyirip, warna hijau. Bunga
banci, aktinomorf, terpisah. Sumbu bunga berongga, bangun kerucut. Daun kelopak
bertaju 5-7, tidak gugur. Daun mahkota 5-7, dalam kuncup tidak beraturan.>
Delima tumbuh dengan mudah di daerah beriklim kering di tepi gurun.

Klasifikasi atau taksonomi dari pohon delima, sebagai berikut:

Kingdom : Plantae,

Filum : Tracheophyta,
Kelas : Magnoliopsida,
Ordo : Myrtales,
Family : Lythraceae,
Genus : Punica,

Spesies : Punica granatum.®
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Buah delima toleran terhadap beberapa jenis tanah dan dapat tumbuh subur
dalam berbagai situasi lingkungan. Delima rentan terhadap drainase tanah yang
buruk, dalam keadaan seperti ini pertumbuhannya lambat dan menghasilkan buah
berkualitas rendah. Lempung berpasir dalam sangat ideal untuk budidaya buah
delima; musim panas yang berkepanjangan meningkatkan kapasitas tanah untuk
pertumbuhan, produktivitas, dan kualitas produk jadi. Hingga sekitar 1600 meter di
atas permukaan laut, produk ini dapat dibudidayakan.®

Delima tumbuh dengan baik di dataran rendah untuk spesies tertentu dan di
dataran tinggi untuk spesies lain. Budidaya buah delima memiliki beberapa kendala
utama, salah satunya adalah kerentanannya terhadap dingin. Buah delima
memerlukan musim panas yang panjang dan terik agar bisa matang karena akan rusak
jika suhunya di bawah 12°C. Akibatnya, buah delima manis lebih sensitif
dibandingkan buah delima asam.®°

2.3.2 Kandungan antioksidan pada kulit delima

Buah dan pohon delima mengandung berbagai jenis gula, flavonoid,
antosianin, asam lemak, alkaloid, vitamin, dan lain sebagainya. mengandung beta
karoten, vitamin C, B1, dan B2. Selain itu, asam organik utama yang terdapat pada
buah delima antara lain asam fumarat, asam oksalat, asam suksinat, asam sitrat, dan
asam tartarat. Asam ellagic, asam galat, asam klorogenat, asam sinamat, asam
hidroksi asam protocatechuic, asam hidroksi benzoat, asam caffeic, asam ferulat,
asam kumarat, asam p-kumarat, dan asam o-kumarat, peletierin, isopelletierine,
metilpelle tierine, pseudopelletierine, punicalagin, punicalin, phloridzin, quercetin,

dan catchin termasuk alkaloid yang terdapat pada kulit buah delima.®
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Glikosida luteolin, kaempferol, dan narigenin adalah flavonoid yang ada dalam
buah delima. Kandungan antosianin bertanggung jawab memberi warna pada buah
delima. Enam antosianin yang memberi warna merah pada bagian buah delima yang
dapat dimakan adalah gonidin (warna oranye dan merah), sianidin (warna merah dan
merah tua), dan delphinidin (biru dan ungu). Antosianin ini juga dikenal sebagai 3,5-
diglukosida delphinidin, 3-glikosida delphinidin, 3,5-diglukosida sianidin, 3-
glikosida pelargonidin, dan 3-glikosida pelargonidin; keenam antosianin ini
dilepaskan dari buah delima,®

Buah delima memiliki sifat antivirus terhadap virus influenza dan herpes.
Dalam pengobatan konvensional Iran, umumnya digunakan sebagai zat astringen,
hemostatik, dan antibakteri. Kulit kayu bubuk memiliki kualitas terapi antihelmintik
dan periodontal. Biji delima telah digunakan dalam pengobatan tradisional untuk
menyembuhkan cacingan, radang paru-paru, diare, masalah pencernaan, dan luka

yang terinfeksi. Mereka juga dikatakan mengendalikan sensasi terbakar dalam urin.°!

Senyawa fenolik utama yang ditemukan dalam kulit buah delima adalah
Punicalagin yang merupakan ellagitannin dengan rumus kimia CasH2sOs0.
Punicalagin adalah antioksidan kuat yang berkontribusi signifikan terhadap kapasitas
antioksidan total buah delima. Asam Ellagat senyawa dengan rumus kimia Ci1aHsOs.
Asam ellagat dikenal karena aktivitas antioksidannya yang tinggi dan
kemampuannya dalam menangkap radikal bebas, dan asam Galat yang memiliki
rumus kimia C7;HsOs. Asam galat adalah senyawa fenolik yang berfungsi sebagai
antioksidan dan memiliki sifat antimikroba. Struktur kimia senyawa-senyawa ini

mengandung gugus hidroksil (-OH) yang terikat pada cincin aromatik, memberikan
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kemampuan reduksi yang kuat. Gugus hidroksil ini dapat mendonorkan atom
hidrogen untuk menetralkan radikal bebas, sehingga berperan dalam aktivitas
antioksidan. Selain itu, keberadaan gugus karbonil (C=0) dalam struktur asam
ellagat dan asam galat juga mempengaruhi sifat redoksnya. Aktivitas antioksidan dari
senyawa fenolik ini menjadikan kulit buah delima sebagai sumber potensial untuk
aplikasi dalam bidang kesehatan dan kosmetik, terutama dalam melawan stres
oksidatif yang berkontribusi pada berbagai penyakit degeneratif dan penuaan kulit.®?
2.3.3 Kandungan yang terdapat pada kulit delima
Kulit buah delima mengandung tanin, yaitu fenolik yang larut dalam air dan
dapat terhidrolisis. Berdasarkan strukturnya, tanin mempunyai empat kategori
utama: gallotanin, ellagitanin, tanin kompleks, dan tanin padat. Punicalagin
adalah ellagitannin yang merupakan komponen utama pada kulit buah delima,
kandungannya jauh lebih tinggi dibandingkan senyawa lainnya. Kulit delima
mengandung komponen spesifik khususnya polifenol dan antosianin yang
mempunyai efek antioksidan, antiinflamasi, penyembuhan luka, pemutih,
antijerawat, anti rambut rontok, antivirus, dan antibakteri. Ini juga mencegah

photoaging kulit akibat UVB.%

(‘l‘"ll'us(.

",\\ugimn,,i”

2y, i S\
2op )
o-'“"-"-’q.\'mjp.(u Py

Gambar 2.3 Kandungan pada kulit buah delima.
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Radiasi Ultraviolet (UV) menyebabkan berbagai masalah kulit, antara lain
sengatan matahari, peradangan, hiperplasia, penekanan sistem kekebalan tubuh,
penuaan kulit, dan kanker kulit. Polifenol delima membantu mencegah dan
melindungi efek buruk sinar ultraviolet pada kulit. Beberapa penelitian telah
membuktikan bahwa kulit delima dapat meningkatkan proses penyembuhan luka.
Murthy KN dkk. 2022 menemukan bahwa ekstrak buah delima memiliki senyawa
fenolik yang tinggi (44%). Mereka memformulasikan 10% gel yang larut dalam
air untuk menyelidiki penyembuhan luka, persentase kontraksi kulit, kolagen, dan
kandungan hidroksiprolin dalam model kulit tikus. Tikus yang diobati dengan gel
2,5% menunjukkan peningkatan penyembuhan luka Sementara itu, dengan
kelompok gel 5,0% menunjukkan perbaikan penyembuhan luka.

2.3.4 Manfaat ekstrak kulit delima

Salah satu manfaat produk kosmetik adalah untuk melindungi kulit karena
bahan yang terkandung di dalamnya, sehingga dapat mempenga-ruhi fungsi
biologis kulit. Bahan alam memiliki keuntungan dengan minimnya efek samping
yang ditimbulkan untuk penggunaan jangka panjang. Sehingga bahan alam saat
ini menjadi primadona dalam formulasi sediaan kosmetik.%*

Aktivitas antioksidan kulit buah delima dapat disebabkan karena ekstrak
kulit buah delima mengandung banyak senyawa polifenol, salah satunya adalah
punikalin (Cs4sH220:2) sebagai senyawa identitas dari kulit buah delima. Punikalin
merupakan senyawa jenis ellagitanin yang dari strukturnya mengandung banyak
gugus fenol. Punikalin yang diisolasi dari kulit buah delima diketahui secara in

vitro dan in vivo memiliki aktivitas antioksidan yang kuat.%
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2.3.5 Kelebihan gel ekstrak kulit delima

Gel merupakan sediaan topikal setengah padat yang nyaman digunakan
karena menciptakan lingkungan lembab, dingin dan daya serap yang baik pada
kulit serta mudah dicuci dengan air.°® Gel adalah sediaan bermassa lembek,
berupa suspense yang dibuat dari zarah kecil. Untuk kosmetik, gel digunakan pada
shampoo, parfum, pasta gigi, dan kulit dan sediaan perawatan rambut. Kelebihan
sediaan gel yaitu daya serapnya pada kulit baik, tidak menghambat fungsi
fisiologis kulit, khususnya respirasi, sensibilis oleh karena tidak melapisi
permukaan kulit secara kedap dan tidak menyumbat pori-pori kulit, mudah dicuci
dengan air, bersifat lembut, pelepasan obatnya baik. Adapun kekurangan sediaan
gel adalah penggunaan emolien golongan ester harus diminimalkan atau
dihilangkan untuk mencapai kejernihan yang tinggi, untuk hidroalkoholik gel
dengan kandungan alcohol yang tinggi dapat menyebabkan pedih pada wajah dan
mata.%’1°

Aplikasi lainnya dengan krim yang memiliki konsistensi yang lebih kental.
memiliki persentase air yang lebih sedikit, dengan kandungan minyak berlebih
mudah untuk meresap ke dalam kulit walaupun membutuhkan waktu yang
terbilang cukup lama.®® Sedangkan penggunaan lotion tidak lengket serta cepat
meresap ke dalam kulit, memiliki formulasi yang ringan, tidak oklusif atau
mengunci hidrasi sehingga cocok di gunakan pada lingkungan yang panas.®’

Sediaan dalam bentuk gel banyak dipilih karena memiiki banyak
keunggulan, karena dapat menghasilkan penyebaran pada kulit yang baik,

pelepasan obat yang baik, memiliki tampilan sediaan jernih dan elegan, bila
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diaplikasikan akan meninggalkan film tembus pandang, mudah dicuci dan stabil
pada penyimpanan. Pada sediaan gel, gelling agent adalah bahan yang berperan

dalam membentuk basis gel.*®

2.4 Paparan Sinar ultraviolet (UV) pada kulit

Penuaan kulit melibatkan proses internal dan eksternal. Perubahan yang terjadi
akibat kondisi genetik (penuaan internal dan kronologis) tumpang tindih dengan
gejala penuaan yang dipicu oleh kondisi lingkungan (penuaan ekstrinsik). Faktor
eksternal paling berbahaya yang mengancam kulit adalah radiasi ultraviolet (UV).!8
Tingkat keparahan paparan UV tergantung pada berbagai faktor seperti intensitas dan
durasi paparan sinar UV, jenis kulit, dan perlindungan yang digunakan.'” Paparan
sinar UV pada lapisan terluar kulit menyebabkan iritasi atau peradangan, kerusakan
akut maupun kronis seperti eritema, kerusakan kolagen dan elastin, photoaging, dan
kerusakan jaringan kulit karena stres oksidatif yang merusak lipid, protein, dan
Deoxyribonucleic Acid (DNA).?°

Kulit manusia yang merupakan bagian penting dari sistem kekebalan bawaan,
memiliki berbagai mekanisme molekuler yang melindungi dari paparan sinar UV.
Struktur lapisan epidermis yang berfungsi sebagai pertahanan pertama terhadap agen
eksternal yang berbahaya. Selain itu, sel imun seperti sel Langerhans dan limfosit T
terletak di dalam kulit. Perlindungan lain bagi kulit adalah melanosit, pigmen yang
disintesis oleh sel-sel melanosit menghambat penetrasi dari radiasi UV ke dalam
lapisan epidermis. Lebih jauh lagi, untuk mempertahankan homeostasis, kerusakan
DNA yang disebabkan oleh sinar UV dapat diperbaiki pada tingkat molekuler

melalui perbaikan nukleotida dan mekanisme pemotongan basa atau mekanisme
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apoptosis serta titik pemeriksaan siklus sel yang diaktifkan.'®
2.4.1 Inflamasi kulit akibat paparan ultraviolet B (UV-B)

Radiasi ultraviolet (UV) memiliki panjang gelombang yang lebih pendek
daripada cahaya tampak, yang membuatnya tidak terlihat oleh mata telanjang.
Berdasarkan panjang gelombang yang berbeda, radiasi UV diklasifikasikan
sebagai UVA pada 320 hingga 400 nm, UVB pada 290 hingga 320 nm, atau UVC
pada 200 hingga 290 nm. UVA menembus kulit lebih dalam dari pada UVB dan
UVC, tetapi tidak merusak epidermis secara signifikan. UVB menyebabkan kulit
terbakar dan merusak epidermis, sehingga memainkan peran utama dalam
perkembangan kanker kulit. Sebagian besar UVC tidak mencapai bumi karena

panjang gelombangnya yang pendek, dan diserap oleh lapisan ozon.?!

Stratum corneum [

Keratinocyte @
Epidermis Melanocyte ﬁ-
Fibroblast «<wn

Dermis

Gambar 2. 4 Penetrasi UV ke dalam kulit.?’

Rentang panjang gelombang UVB 280-320 nm.?? Paparan sinar UVB

yang berlebihan dapat menyebabkan peradangan dan meningkatkan risiko terkena
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kanker kulit,”® menyebabkan kulit terbakar, kemerahan, nyeri, dan peradangan.
Terjadi lapisan terluar kulit, epidermis, dan merusak DNA sel-sel kulit.
Akibatnya, mediator inflamasi dilepaskan dan sel-sel imun diaktifkan.?* Paparan
UV-B menyebabkan reaksi pro-inflamasi dan anti-inflamasi pada kulit. Pelepasan
sitokin pro-inflamasi yang bertanggung jawab atas rasa sakit, pembengkakan, dan
kemerahan, paparan UVB juga dapat menyebabkan respons anti-inflamasi pada
kulit, seperti pelepasan interleukin 10 (1L-10).%*

Sinar UVB menyebabkan pembentukan dimer siklobutana timin-timin,
yang merusak DNA secara langsung. Tubuh melepaskan penanda inflamasi
seperti bradikinin, prostaglandin, dan spesies oksigen reaktif setelah pembentukan
dimer ini. Hal ini menyebabkan rasa sakit, edema, dan vasodilatasi, yang
menyebabkan kulit merah.”> UVB menyebabkan pembentukan infiltrat sel
inflamasi, eritema, pembentukan lepuh, dan kematian keratinosit. Membran
fosfolipid melepaskan asam lemak tak jenuh ganda, termasuk asam arakidonat,
dan dimetabolisme kemudian oleh siklooksigenase (COX) dan lipoksigenase
(LOX) ke eikosanoid bioaktif. Kulit yang terpapar UVB menginduksi ekspresi
COX-2, 12-LOX, dan 15-LOX. Sebaliknya, prostaglandin (PG) yang diturunkan
dari COX-2, terutama PGE2, bertanggung jawab atas vasodilatasi dan respons
eritema. Sementara itu, metabolit LOX, seperti asam 12-Aydroxyeicosatetraenoic
(12-HETE), bertindak sebagai chemoattractant dan menyebarkan infiltrasi
neutrofil dan limfosit T dermal.?

Penelitian melaporkan bahwa kultur bersama sel kulit dan makrofag yang

mengekspresikan  CD163  secara  berlebithan  mengurangi  Monocyte
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Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) dan meningkatkan Transforming Growth
Factor Alpha (TGF-a), tanpa mengubah interleukin 6 (IL-6) atau Transforming
Growth Factor beta (TGF-B). CD163 menginduksi penyembuhan luka yang lebih
efisien dan tampaknya mendorong lingkungan luka dengan profil molekuler pro-
resolusi. Penelitian ini menjadi dasar untuk mempelajari pendekatan dalam terapi
klinis yang relevan secara in vivo untuk menguji efeknya dalam proses
penyembuhan luka seperti cedera mayor akut, operasi besar, atau ulkus kronis.?’
Ekspresi CD163 oleh (Tumor-associated macrophage) TAM telah terbukti
menjadi indikator prognosis buruk yang sangat kuat pada beberapa kanker
manusia. Ekspresi CD163 diinduksi oleh sitokin yang mendorong tumor seperti
IL-6 dan IL-10, sedangkan rangsangan inflamasi, termasuk Lipopolysaccharide
(LPS), Tumor Necrosis Factor Alpha (TNFa), dan Interferon Gamma (IFNy),
menyebabkan penurunan regulasi ekspresi dan penghilangan CD163 yang terikat
membran melalui pelepasan proteolitik. Bersama dengan pembentukan metabolit
heme antiinflamasi dari pemulungan hemoglobin, telah menyebabkan asosiasi

makrofag CD163+ dengan fungsi antiinflamasi.”®

2.5 Pengaruh gel ekstrak kulit delima terhadap ekspresi CD163 dan kadar IL-
10 akibat paparan sinar UV-B
Paparan UV-B dapat meningkatkan produksi IL-10 dalam kulit, yang
kemudian dapat menginduksi ekspresi CD163 pada makrofag. Peningkatan CD163
ini dapat berkontribusi pada respons anti-inflamasi dan modulasi sistem imun setelah
paparan UV-B.” CDI163 dalam melindungi terhadap kerusakan jaringan,

diekspresikan pada monosit yang bersirkulasi pada makrofag jaringan. Selain itu,
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tingkat CD163 yang tinggi terdeteksi pada monosit yang menginfiltrasi selama fase
resolusi reaksi inflamasi. Ekspresi CD163 diatur oleh mediator anti-inflamasi seperti
IL-10 yang merupakan penginduksi yang sangat kuat.?

Ekstrak kulit delima yang kaya akan punicalagin dapat mengurangi kerusakan
kulit akibat sinar UV-B dengan meningkatkan aktivitas antioksidan dan modulasi
ekspresi gen yang terkait dengan inflamasi. Punicalagin dapat mengurangi kerusakan
yang diinduksi oleh UV-B dengan meningkatkan ekspresi CD163 dan produksi IL-
10. Mekanisme molekuler yang mendasari efek ini melibatkan aktivitas antioksidan
punicalagin yang mengurangi stres oksidatif dan modulasi jalur sinyal yang terkait
dengan inflamasi.”’ Punicalagin menangkap dan menetralkan radikal bebas,
termasuk ROS, melalui donasi atom hidrogen atau transfer elektron. Hal ini
mencegah ROS bereaksi dengan molekul biologis lain yang dapat menyebabkan
kerusakan seluler. Mengkhelat ion logam seperti Fe** dan Cu?*, yang berperan dalam
pembentukan ' ROS melalui reaksi Fenton. Dengan mengkhelat ion-ion ini,
punicalagin mengurangi produksi ROS.”

Punicalagin dapat mempengaruhi jalur sinyal intraseluler yang meningkatkan
ekspresi enzim antioksidan endogen, seperti superoksida dismutase (SOD) dan
katalase, yang berperan dalam detoksifikasi ROS. Punicalagin melindungi sel
endotel vaskular dari stres oksidatif yang diinduksi oleh H>O. dengan mengurangi
produksi ROS dan meningkatkan aktivitas enzim antioksidan.”’ Punicalagin
menghambat aktivasi NF-kB, yang merangsang produksi sitokin pro-inflamasi.
Dengan menghambat NF-kB, punicalagin menurunkan produksi sitokin pro-

inflamasi dan mendorong peningkatan IL-10. Membantu menjaga keseimbangan
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redoks seluler dan mengurangi peradangan.’!

IL-10 mendorong diferensiasi makrofag ke fenotipe M2, yang ditandai dengan
ekspresi CD163. Dengan meningkatkan produksi IL-10, senyawa-senyawa
antioksidan dapat meningkatkan jumlah makrofag M2 dan, dengan demikian,
meningkatkan ekspresi CD163. CD163 berperan dalam pelepasan IL-10 dan sintesis
heme oksigenase-1, yang berkontribusi pada respons anti-inflamasi monosit-
makrofag. melalui aktivitas antioksidan dan modulasi jalur sinyal inflamasi,
punicalagin dapat meningkatkan produksi IL-10 dan ekspresi CD163, yang
berkontribusi pada efek anti-inflamasi dan perlindungan jaringan.”

Penggunaan herbal yang dapat mengurangi terjadinya penuaan dini dengan
antioksidan kuat dari kulit delima.® Kulit delima mengandung komponen spesifik
khususnya polifenol dan antosianin yang mempunyai efek antioksidan, antiinflamasi,
pemutih, antijerawat, dan antibakteri untuk mencegah photoaging kulit akibat
UVB.% Pemberian gel ektrak kulit buah delima diharapkan dapat meningkatkan
ekspresi CD163 dan kadar IL-10 sehingga mengatasi inflamasi yang terjadi sehingga

mempercepat penyembuhan pada kulit.



BAB III

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka teori

Radiasi UVB menigkatkan produksi ROS, mengaktivasi beberapa jalur sintesis
melanin, inaktivasi jalur sintesis kolagen dan proses inflamasi. Radiasi UVB
merangsang reseptor faktor pertumbuhan permukaan sel, sitokin, dan MAPK, yang
pada gilirannya mengatur AP-1. Peningkatan aktivitas AP-1 menurunkan regulasi
pro-kolagen tipe I dan meningkatkan regulasi MMP. Selain itu, NF-xB diaktifkan
dalam keratinosit kulit melalui radiasi UVB dan menyebabkan peningkatan kadar
MMP-1, sehingga penckanan jalur NF-kB akan terjadi proses photoaging kulit.”?
Peningkatan kadar ROS. mempercepat penuaan kulit dengan meningkatkan
proliferasi melanosit dan sintesis melanin.”* Memicu peningkatan sitokin inflamasi,
peningkatan NF-kB dan AP1, sehingga terjadi degradasi kolagen yang menyebabkan
peningkatan kerusakan kolagen, akumulasi elasatin sebagai penyebab photoaging.”
Penuaan yang terjadi akibat UV menyebabkan gangguan pada kolagen dermal,
elastin dan ECM, hilangnya integritas struktural pada dermis, meningkatkan jumlah
dan tingkat keparahan kerutan dan memburuknya tekstur kulit.”®

Paparan berulang UVB merangsang perluasan sel-sel imunosupresif di kulit,
sehingga melawan keadaan peradangan. Perluasan regulatory T cells (Treg),
myeloid-derived suppressor cells (MDSCs), regulatory B cells (Bregs), dan
regulatory dendritic cells (DCregs) meningkatkan aktivitas imunosupresif di kulit.
sel imunosupresif mengeluarkan sitokin antiinflamasi, seperti IL-10, Peradangan

kronis dan imunosupresi yang melawannya menyebabkan perubahan degeneratif
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pada kulit yang memicu keadaan photoaging.” Peran penting CD163 dalam
melindungi terhadap kerusakan jaringan, diekspresikan pada monosit yang
bersirkulasi pada makrofag jaringan. Selain itu, tingkat CD163 yang tinggi terdeteksi
pada monosit yang menginfiltrasi selama fase resolusi reaksi inflamasi. Ekspresi
CD163 diatur oleh mediator anti-inflamasi seperti IL-10 yang merupakan
penginduksi yang sangat kuat.®

Perlunya produk yang memberikan perlindungan dari ROS dengan
meningkatkan produksi kolagen, mengurangi degradasi kolagen dan perubahan
pigmentasi. Menjaga kesehatan kulit dengan menstimulasi gen-gen yang terlibat di
dalam kaskade anti-penuaan.’® Penggunaan herbal yang dapat mengurangi terjadinya
penuaan dini dengan antioksidan kuat dari kulit delima.®

Ekstrak buah delima yang kaya akan punicalagin dapat mengurangi kerusakan
kulit akibat sinar UV-B dengan meningkatkan aktivitas antioksidan dan modulasi
ekspresi gen yang terkait dengan inflamasi. Punicalagin meningkatkan ekspresi
CD163 dan produksi IL-10. Punicalagin menangkap dan menetralkan radikal bebas,
termasuk ROS, melalui donasi atom hidrogen atau transfer elektron. Hal ini
mencegah ROS bereaksi dengan molekul biologis lain yang dapat menyebabkan
kerusakan seluler. Mengkhelat ion logam seperti Fe** dan Cu**, yang berperan dalam
pembentukan ROS melalui reaksi Fenton. Dengan mengkhelat ion-ion ini,
punicalagin mengurangi produksi ROS.”

Punicalagin dapat mempengaruhi jalur sinyal intraseluler yang meningkatkan
ekspresi enzim antioksidan endogen, seperti superoksida dismutase (SOD) dan

katalase, yang berperan dalam detoksifikasi ROS. Punicalagin melindungi sel
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endotel vaskular dari stres oksidatif yang diinduksi oleh H-O. dengan mengurangi
produksi ROS dan meningkatkan aktivitas enzim antioksidan.”’ Punicalagin
menghambat aktivasi NF-kB, yang merangsang produksi sitokin pro-inflamasi.
Dengan menghambat NF-kB, punicalagin menurunkan produksi sitokin pro-
inflamasi dan mendorong peningkatan IL-10. Membantu menjaga keseimbangan
redoks seluler dan mengurangi peradangan.”!

IL-10 mendorong diferensiasi makrofag ke fenotipe M2, yang ditandai dengan
ekspresi CD163. Dengan meningkatkan produksi IL-10, senyawa-senyawa
antioksidan dapat meningkatkan jumlah makrofag M2 dan, meningkatkan ekspresi
CD163. CD163 berperan dalam pelepasan IL-10 dan sintesis heme oksigenase-1,
yang berkontribusi pada respons anti-inflamasi monosit-makrofag. melalui aktivitas
antioksidan dan modulasi jalur sinyal inflamasi, punicalagin dapat meningkatkan
produksi IL-10 dan ekspresi CD163, yang berkontribusi pada efek anti-inflamasi dan
perlindungan jaringan.”

Dari uraian diatas, dapat disusun kerangka teori sebagai berikut:
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3.2 Kerangka Konsep
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Gambar 3.2 Kerangka konsep
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BAB 1V
METODE PENELITIAN
4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Penelitian ini tergolong pada penelitian eksperimental dengan desain post-
test only control group untuk mengetahui pengaruh pemberian gel ekstrak kulit
buah delima terhadap ekspresi CD163 dan kadar IL-10 pada tikus galur wistar

yang dipapar sinar UV-B, dengan skema sebagai berikut:

K1 Ol
K2 02
S 1 A B R K3 03
K4 04
K5 05

Gambar 4.1 Skema rancangan penelitian

Keterangan :

S: Subjek Penelitian tikus

A: Adaptasi

R: Randomisasi

Perlakuan K1 : Kontrol sehat (Tikus sehat )

Perlakuan K2 : Kontrol negatif (Tikus dipapar sinar UVB tanpa intervensi
selama 7 hari)

Perlakuan K3 : Kontrol positif (Tikus dipapar sinar UVB dan diberikan gel

vitamin C selama 7 hari)
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Perlakuan K4 : Tikus dipapar sinar UVB dan diberikan gel ekstrak kulit buah
delima 10% selama 7 hari
Perlakuan K5 : Tikus dipapar sinar UVB dan diberikan gel ektrak kulit buah
delima 20% selama 7 hari
O : Observasi atau pengamatan
4.2. Populasi dan Sampel
4.2.1. Tikus Wistar jantan
Sampel penelitian adalah tikus Wistar jantan yang ada di laboratorium Stem
Cell and Cancer Research (SCCR), yang memenuhi kriteria untuk
digunakan sebagai subjek penelitian.
1. Kiriteria Inklusi
Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah sebagai berikut
a. Tikus jantan galur wistar yang dipapar sinar UVB
b. Umur 2-3 bulan
c. Kondisi sehat
d. Berat badan 200-250 gram
2. Kriteria Drop Out
Tikus yang sakit selama penelitian.
4.2.2. Jumlah Sampel
Total jumlah sampel yang diperlukan dalam penelitian ditentukan

menggunakan rumus Federer,’” sebagai berikut:



42

(t-1) (n-1) > 15
(5-1(n-1)>15
4n-52>15
n>(15+4)/4
n>4,75
n>=35
Keterangan: t= banyaknya perlakuan
n= banyaknya sampel setiap perlakuan.

Hasil perhitungan diperoleh jumlah sampel sebanyak 5 ekor untuk tiap
kelompok. jumlah sampel yang diperlukan adalah 25 ekor tikus. Sampel
ditambah satu ekor sebagai cadangan pada setiap kelompok untuk menghindari
adanya drop out seperti sakit atau mati, sehingga total sampel menjadi 30 ekor
tikus Wistar.

4.3. Variabel dan Definisi Operasional
4.3.1. Variabel
a. Variabel Bebas
Gel ekstrak kulit buah delima dengan dosis 10% dan 20%. "
b. Variabel terikat
- Ekspresi CD163
- Kadar IL-10
¢. Variabel Prakondisi
Tikus Wistar yang dipapar sinar UVB
4.3.2. Definisi Operasional
a. Gel ekstrak kulit buah delima

Gel ektrak kulit buah delima dibuat dari kulit buah delima dengan

tingkat kematangan yang cukup, pada sampel kulit delima yang
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digunakan berwarna merah cerah dan merata diseluruh bagian yang
diambil dari perkebunan Citra Argo Gunung Pati, kemudian
menggunakan pelarut etanol 70% untuk ekstraksinya, ekstrak dibuat
sediaan gel dosis 10% dan 20%. Basis gel menggunakan propilen glikol,
trietanolamin, dan natrium benzoate. Diberikan secara topikal 1 kali
setiap hari pada bagian punggung selama 7 hari setelah 1 jam paparan
UVB sebagai kuratif/pengobatan.

Skala data : ordinal

b. Ekspresi CD163

Ekspresi CD163 pada jaringan kulit sampel tikus Wistar setelah
perlakuan secara topikal selama 7 hari. Pengukuran ekspresi CD163 pada
jaringan kulit setelah terpapar sinar UVB dilakukan pada hari ke 8
dengan ekstraksi RNA untuk dianalisa dengan metode qRT-PCR, di
laboratorium SCCR Semarang.

Skala data : rasio

Satuan : mCD163 RNA relative expression

c. Kadar IL-10

Kadar IL-10 yang diekspresikan pada jaringan kulit sampel tikus
Wistar setelah perlakuan paparan sinar UVB dan pemberian intervensi
secara topikal selama 7 hari, sampel jaringan kulit diambil pada hari ke-
8. Jumlah kadar IL-10 didapat dengan analisis menggunakan metode
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) dengan prosedur

menyesuaikan sampel dari jaringan kulit secara lokal yang di lakukan di
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laboratorium SCCR Semarang.
Skala data : rasio
Satuan : pg/mL
4.4 Bahan atau Materi Penelitian
1. Bahan dalam pembuatan ekstrak membutuhkan kulit delima, etanol 70%
2. Bahan selama perlakuan menggunakan tikus Wistar, pakan dan air minum
untuk tikus
3. Bahan yang digunakan dalam pemeriksaan, standard diluent, blocking buffer,
sampel diluent, biotinylated anti bodi, capture antibodi, ABC, HRP,TMB,

stop solution, wash solution

4.5 Peralatan

1. Pada pembuatan ekstrak diperlukan alat rotatory evaporator, alat sohlet,
oven, kertas saring, mesin penggiling, gelas ukur, pipet ukur, wadah
penyimpanan steril.

2. Selama perlakuan pada tikus wistar diperlukan kandang tikus dengan
kelengkapan makan dan minum, papan fiksasi, jarum, sarum tangan,
masker, pinset, gunting, pisau cukur, alat UV light (broadband dengan
peak emission pada 302 nm) dengan energi 160 mJ/cm2, wadah paparan.

3. Alat untuk membuat sampel pemeriksaan diperlukan pisau scalpel, PBS
(PH 7,4). Setrifus

4. Alat pemeriksaan polystyrene 48 well microtier plate (microplate),

micropipet, ELISA reader, Elisa plate, Incubator.
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4.6 Cara Penelitian dan Alur kerja
4.6.1 Ethical Clearance
Ethical clearence penelitian sudah diperoleh dari Komite Etik
Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang dengan
nomor surat No.556/XX1/2024/Komisi Bioetik pada tanggal 30 Desember
2024.
4.6.2 Cara Pembuatan Ekstrak kulit buah delima
Sampel kulit delima sebanyak 1 kg yang masih segar dicuci, lalu
dikeringkan dengan oven pada suhu 50°C, selanjutnya diserbukkan
sehingga dihasilkan serbuk simplisia. Pembuatan ekstrak dilakukan dengan
menimbang simplisia kulit buah delima yang sudah halus sebanyak 400
gram, serbuk simplisia dimaserasi menggunakan pelarut etanol 96%
sebanyak 2 liter. lalu di rendam di dalam bejana dan terlindung dari cahaya
selama 3 hari sambil di aduk secara berulang-ulang. setelah 3 hari ekstrak
dipisahkan dari ampasnya dengan cara disaring dengan kertas saring. Filtrat
diuapkan diatas waterbath hingga peroleh ekstrak kental.”®
4.6.3 Pembuatan Sediaan gel ekstrak kulit buah delima
Pembuatan sediaan gel ektrak kulit buah delima dilakukan di
laboratorium SCCR, dengan mencampurkan karbopol dengan aquadest
dalam mortir hingga mengembang. Metil paraben dilarutkan dalam gliserol
kemudian aduk hingga larut dalam beacker glass (campuran 1). Kemudian

pada mortir yang berbeda ektrak kulit buah delima 100% sebanyak 10 mg/ml
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dan 20 mg/ml digerus hingga teksturnya menjadi lembut lalu tambahkan
propilenglikol lalu gerus hingga homogen. Setelah karbopol mengembang
gerus terlebih dahulu dengan di tambahkan TEA sedikit sedikit hingga
membentuk basis gel. Campuran gliserin dan metil paraben ditambahkan
dalam basis gel sambil di gerus hingga homogen. Sisa propilenglikol
ditambahkan dalam campuran basis, gerus hingga homogen. Campurkan
gerusan ekstrak ke dalam basis gel dan gerus sampai homogen. Ditambahkan
aquadest sedikit demi sedikit sampai 80 ml. sehingga nantinya akan
didapatkan sediaan gel 20 mg. Kemudian setelah gel ektrak kulit buah delima
selesai dibuat gel dimasukan ke dalam tabung yang terlindung dari
kontaminasi luar. Komposisi takaran gel ektrak kulit buah delima antara lain:
Karbopol 1 gram, Gliserol 2 gram, Propilenglikol 1 gram, Metil Paraben 0,03
gram, dan Aquadest 80 ml. Konsentrasi akhir gel ektrak kulit buah delima
dibuat pada dosis 10% dan 20%.”°
Formula gel yang akan dibuat yakni:

Tabel 4.1. Formula Krim ekstrak kulit delima.”®

Bahan F 0% F 10% F 20%
Ekstrak kulit delima 0 10 20
Gliserol 2 2 2
Prophylenglikol 1 1 1
Metil paraben 0,03 0,03 0,03
TEA 0,5 0,5 0,5
Karbopol 1 1 1
Aquadest Ad 100 Ad 100 Ad 100
4.6.4 Persiapan Hewan Uji

Penelitian ini menggunakan hewan uji tikus Wistar yang berumur 2-3

bulan dengan berat 200-250 gram. Tikus ditempatkan pada ruangan bersuhu
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sekitar 28-32°C, dengan ruangan ventilasi yang cukup. Selama 7 hari tikus

akan diadaptasi terlebih dahulu. Tikus diberi makanan pelet dan minuman

air putih secukupnya.

Sampel yang diambil secara random berasal dari 30 ekor tikus Wistar,

yang dibagi menjadi 5 kelompok. Tikus tersebut dikandangkan dalam 5

kandang yang terdiri atas kontrol sehat, kontrol dengan gel vitamin C,

pemberian gel ektrak kulit buah delima 10%, dan pemberian gel ektrak kulit

buah delima 20%. Masing masing kandang berisi 5+1 ekor tikus.

4.6.5 Paparan UV-B dan Pemberian Gel Ekstrak Kulit Buah Delima

1.

Tikus yang diadaptasi selama 1 minggu dilakukan pembiusan dengan
campuran ketamine (60mg/kgbb) dan xylasine (20mg/kgbb)
Bulu pada bagian pundak tikus Wistar di cukur dengan diameter ukuran

4x4 cm hingga bersih.

. Punggung tikus Kelompok K2,K3,K4 dan K5 di beri paparan UV B

(broadband dengan emission 302nm) dengan dosis minimal erythema
160 mj/cm2/hari selama 7 hari, dengan jarak paparan 12cm selama 15
menit.

Kelompok K3 diberikan gel vitamin C selama 7 hari)

Kelompok tikus K4 dan K5 kemudian diberi perlakuan secara topikal
menggunakan gel ektrak kulit buah delima 10% dan 20%yang diberikan

satu kali sehari selama 7 hari setelah 1 jam paparan UVB.%

4.6.6 Pengambilan Sampel Jaringan

Setelah pemberian perlakuan, hari ke 8 dilakukan pengambilan jaringan.
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Sebelumnya semua tikus Wistar diterminasi terlebih dahulu dengan pembiusan
pada tikus. Buat sayatan jaringan pada bagian kulit yang terpapar UV B,
menggunakan gunting dan pinset. Sampel jaringan dipotong dan di timbang,
selanjutnya jaringan ditambahkan dengan PBS (PH 7,4). Kemudian sampel
jaringan di homogenisasi (dihancurkan) dalam kondisi dingin, 4°C, selanjutnya
setrifus dengan kecepatan 2000-3000 rpm, selama 20 menit. Kemudian
supernatan yaitu substansi hasil sentrifugasi yang memiliki bobot jenis yang
lebih rendah diambil dan digunakan sebagai sampel uji. Apabila sampel akan
disimpan terlebih dahulu, maka sampel dapat disimpan pada suhu -20°C.

4.6.7 Prosedur Validasi Jaringan Kulit dengan pewarnaan Masson's

Trichrome.

Langkah-langkah pewarnaan Masson's Trichrome merupakan teknik
pewarnaan histologi yang digunakan untuk menyoroti kolagen pada jaringan.
Proses dimulai dengan penghilangan parafin, di mana preparat secara berturut-
turut direndam dalam Xylene, Alkohol absolut, Alkohol 96%, Alkohol 80%,
Alkohol 70%, dan Aquabides selama kurang lebih 2 menit untuk setiap
tahapnya. Setelah itu, preparat ditempatkan dalam chamber kelembapan.
Reagen A ditambahkan dengan jumlah yang sesuai, diikuti oleh reagen B
dengan takaran yang tepat, kemudian chamber kelembapan ditutup, dan
preparat didiamkan selama 10 menit. Tanpa dibilas dengan air, cairan pada
preparat dibuang, lalu dikeringkan secara singkat selama 5 detik. Selanjutnya,
reagen C ditambahkan dan didiamkan selama 4 menit, kemudian dibilas

dengan Aquabides selama 3-4 detik. Proses ini diulang dengan penambahan
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reagen D dan reagen E secara berturut-turut, masing-masing dengan waktu
inkubasi 4 menit dan 10 menit, serta dibilas kembali dengan Aquabides setelah
setiap tahap. Setelah reagen E dibuang tanpa dibilas, preparat dikeringkan
selama 5 detik dan diberikan reagen F yang didiamkan selama 5 menit, lalu
dibersihkan kembali dengan Aquabides. Tahap selanjutnya adalah proses
dehidrasi bertahap dengan merendam preparat dalam Alkohol 70%, 80%, dan
96% secara cepat selama masing-masing 5-10 detik, kemudian dilanjutkan
dengan Alkohol absolut dan Xylene masing-masing selama 1 menit. Setelah
itu, dilakukan proses mounting. Hasil pengecatan akan menunjukkan warna
biru untuk kolagen. Preparat yang telah siap kemudian dianalisis menggunakan
perangkat lunak ImagelJ dengan membandingkan densitas rasio dekonvolusi
warna kolagen dan memisahkannya dari komponen latar belakang jaringan
lainnya. Pengamatan kepadatan kolagen dilakukan dengan menghitung rerata
jaringan ikat yang terwarna biru pada lima lapang pandang mikroskop cahaya
dengan perbesaran 400x.%!
4.6.8 Proses ekstraksi RNA dan sintesis cDNA untuk ekspresi CD163.
Proses ekstraksi RNA dan sintesis cDNA dilakukan dengan tahapan sebagai
berikut:

1. Sampel kulit dipotong menjadi bagian-bagian kecil sebanyak 50-100 mg
dan dimasukkan dalam tube yang berisi 0,5 mL RNA Iso Plus. Potongan
kulit dihaluskan dengan micropastel dan DNA RNAse free, kemudian
ditambahkan RNAIso Plus sebanyak 0,5 ml lalu disimpan pada suhu ruang

selama 5 menit. Kemudian tambahkan 0,2 mL chloroform dan divortex



50

sampai larutan sampai menjadi putih susu.

. Melakukan Inkubasi 5 menit pada suhu kamar dan sentrifugasi selama 15
menit pada suhu 4°C dengan kecepatan 15.000 xg-force sampai larutan

dalam tabung tiga lapisan.

. Lapisan paling atas yang mengandung mRNA dipindahkan ke dalam
microtube 2 mL, dengan perbandingan yang sama ditambahkan
isopropanol.

. Mengocok tabung microtube 2 mL hingga munculbenang putih, lalu
sentrifugasi pada suhu 4°C pada kecepatan 12.000 xg-force selama 10
menit. Supernatan dibuang sampai pelet putih muncul di bagian bawah
tabung.

Setelah kering, tambahkan 100 pL etanol 75% ke dalam larutan (Diethyl
pyrocarbonat) DEPC kemudian dibolak balik beberapa kali kemudian
disentrifugasi kembali pada suhu 4°C, kecepatan 15.000 xg-force selama
5 menit .

Supernatan dibuang dan ditambahkan DEPC sebanyak 50-100 pL pada

suhu -80°C atau dapat digunakan pada penelitian selanjutnya..

. Kemudian sebanyak 2 pL sampel RNA dikuantifikasi menggunakan Nano
Drop dengan Panjang gelombang 260 nm. Hasil kuantifikasi akan dihitung

untuk dijadikan 3000 ng.

. Proses Sintesis cDNA dengan mencampurkan sampel RNA yang telah
dihitung sebelumnya dengan 1 pL OligoDT dan PCR water mencapai

volume 10 pL, kemudian campuran dimasukkan thermal cycler dan
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diinkubasi selama 5 menit dengan suhu 70°C.

9. Kemudian ditambahkan 5X buffer 4 uL, DEPC-Treated H20O 5 uL,

ReverTraAce 1 pL.

10. Campuran kemudian diinkubasi pada suhu 45-50°C selama 30 menit.>*
4.6.9 Analisis Ekpresi CD163 metode RTq-PCR
Total RNA sel diisolasi dari sampel sel sesuai dengan protokol pabrik
pembuatnya, dalam pelat 96-well menggunakan sistem deteksi PCR real-time
7500, dengan langkah-langkah sebagai berikut.>*

1. Analisis ekspresi CD163 menggunakan RTq-PCR, campuran dari 1 pL
cDNA sampel, KAPPA SYBR FAST qPCR master mix sebanyak 10
uL, primer forward dan reverse spesifik pada masing-masing gen target
sebanyak 1 pL dan Nuclease Free Water sejumlah 7 uL.

2. PCR produk kemudian dianalisis menggunakan RTq-PCR illumine
dengan suhu predanaturasi pada suhu 95°C selama 2 menit, kemudian
denaturasi 95°C dengan waktu 5 detik, kemudian di aneling 55-60°C
selama 20 detik. Dengan total jumlah siklus 40 kali.

3. Peningkatan ekspresi gen CD163 dianalisis dalam ratio peningkatan
terhadap house keeping gen dengan mengunakan software EcoStudy.

4.6.10 Proses preparasi jaringan untuk pemeriksaan ELISA

Pengambilan sampel kulit dari tikus pada bagian yang terpapar UVB.
Sampel kulit kemudian dicuci dengan PBS untuk menghilangkan kotoran. Kulit
dipotong kecil-kecil dan homogenisasi menggunakan alat homogenizer dalam

RIPA buffer dengan kandungan protease inhibitor untuk mencegah degradasi
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protein. Setelah homogenisasi, campuran disentrifugasi pada kecepatan tinggi

untuk memisahkan supernatan yang mengandung protein. Supernatan ini

kemudian dikumpulkan dan konsentrasinya diukur menggunakan metode analisis

ELISA untuk mendeteksi dan mengukur target protein IL-13 dan MMP-3.

4.6.11 Analisis kadar IL-10 metode ELISA

Sampel jaringan kulit yang sudah diperoleh kemudian dianalisis kadar IL-

10 menggunakan metode ELISA. Analisis mengikuti prosedur yang dilampirkan

dalam produk. Pembacaan kadar IL-10 menggunakan microplater reader dengan

panjang gelombang 450nm. Tahapan pemeriksaan ELISA*#2 :

1.

Pembuatan standard

Sepuluh sumuran pada mikroplate disiapkan untuk standard. Pada sumuran
1 dan 2, masukkan 100 pl standard dan 50 pl standard diluent, kemudian
dicampur. Pada sumuran 3 dan 4, masukkan 100 pl cairan dari sumuran 1
dan 2 dan 50 pl standard diluent, kemudian dicampur. Pada sumuran 5 dan
6, masukkan 100 pl cairan dari sumuran 3 dan 4 dan 50 pul standard diluent,
kemudian dicampur. Pada sumuran 7 dan 8, masukkan 100 ul cairan dari
sumuran 5 dan 6 dan 50 pl standard diluent, kemudian dicampur. Pada
sumuran 9 dan 10, masukkan 100 pl cairan dari sumuran 7 dan 8 dan 50 pl
standard diluent, kemudian dicampur.

Ditambahkan Capture antibodi pada tiap sumuran. Kemudian dilakukan
inkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C atau selama semalam pada suhu

4°C.
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. Persiapan wash solution : larutkan wash solution 30x dengan aquadest (1 ml

wash solution ditambahkan 29 ml aquadest).

. Membuang cairan dari sumuran dan cuci sebanyak 5 kali dengan larutan

pencuci yang telah disiapkan pada tahap 3.

Ditambahkan blocking buffer, untuk membuat antigen pada sampel
menempel pada plate.

Inkubasi plate selama 60 menit, pada suhu 37°C atau selama semalam pada
suhu 4°C.

Memasukkan 10 pl sampel dan 40 pl sampel diluent ke tiap sumuran.
Sampel sebaiknya langsung dimasukkan ke dasar sumuran. Selanjutnya,
dilakukan pencampuran sehingga sampel dan sampel diluent tercampur
dengan baik.

Inkubasi plate selama 120 menit pada suhu ruangan.

. Menambahkan 100 ul biotinylated antibodi pada tiap sumuran.

Inkubasi plate selama 60 menit, pada suhu 37°C atau selama semalam pada
suhu 4°C,

Membuang cairan dari sumuran dan cuci sumuran sebanyak 5 kali dengan
larutan pencuci yang telah disiapkan pada tahap 3.

Menambahkan 100 pul ABC solution pada tiap sumuran, kemudian Inkubasi
selama 30 menit pada suhu 37°C.

Membuang cairan dari sumuran dan cuci sumuran sebanyak 5 kali dengan
larutan pencuci yang telah disiapkan pada tahap 3.

menambahkan 90 pl HRP-conjugate dan 90 ul TMB pada tiap sumuran.
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15. Inkubasi plate selama 30 menit, pada suhu 37°C.

16. Menambahkan 100 pl stop solution pada tiap sumuran, sehingga akan
terjadi perubahan warna dari biru menjadi kuning.

17. Selanjutnya, baca nilai OD (optical density) pada panjang gelombang 450
nm pada ELISA reader

18. Didapatkan nilai OD dari sampel.

4.7 Analisis Hasil

Analisis hasil ekspresi CD163 dan kadar IL-10 pada penelitian dilakukan uji
statistik deskriptif untuk menggambarkan rerata dan standar deviasi, kemudian
dilakukan pengujian normalitas data dengan uji Shapiro Wilk dan uji homogenitas
data dengan Levene test karena jumlah sampel <50 sampel.

Hasil data Analisis ekspresi CD163 didapatkan normal dan homogen
(P>0,05), maka dilakukan uji One Way Anova untuk mengetahui perbedaan lebih
dari dua kelompok dan dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD untuk mengetahui
pasangan kelompok mana yang berbeda, sedangkan hasil data analisis kadar IL-
10 ditemukan sebaran data yang tidak normal dan tidak homogen, maka dilakukan
uji non parametrik yaitu uji Kruskal Wallis perbedaan lebih dari dua kelompok
dan dilanjutkan dengan uji Mann Whitney untuk mengetahui pasangan kelompok
mana yang berbeda.®* Keputusan untuk diterima atau ditolak hipotesis penelitian
berdasarkan a 5 % dan pengolahan analisis data dengan menggunakan aplikasi
SPSS 26.34

4.8 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium (SCCR) Stem Cell and Cancer
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4.9 Alur Penelitian
30 Ekor tikus
Adaptasi selama 7hari
Randomisasi
v v v A ¢
K1 K2 K3 K4 K5
n:6 n:6 n:6 n:6 n:6
Punggung tikus dicukur
\4 v \ 4 v \ 4
K1 K2 K3 K4 K5
Tikus Tikus di Tikus di Tikus di papar Tikus di papar
tanpa papar UV-B I papar UV-B || VB dan diberi || UV-B dan diberi
perlakuan Sel}i‘m.a 7 dan diberi gel gel kulit buah gel kulit buah
(Kontrol ari hamin © delima 10% delima 20%
sehat) selama 7 hari selama 7 hari

Hari ke 8, Pengambilan jaringan kulit

v

Validasi dengan menganalisis Pewarnaan Masson's Trichrome

v

Proses ekstraksi RNA dan sintesis cDNA untuk ekspresi CD163.

v

Pemeriksaan ekspresi CD163 metode RTq-
PCR dan kadar IL-10 metode ELISA

v

Analisis data dan kesimpulan

Gambar 4.2 Skema Alur Penelitian
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian untuk mengetahui pengaruh pengaruh pemberian gel ektrak kulit
buah delima terhadap ekspresi CD163 dan kadar IL-10, menggunakan 30 ekor tikus
wistar jantan yang dibagi menjadi 5 kelompok. Kelompok kontrol sehat, kelompok
tikus dipapar sinar UVB dan diberikan gel vitamin C, kelompok tikus dipapar sinar
UVB dan diberikan gel vitamin C, kelompok tikus dipapar sinar UVB dan diberikan
gel ekstrak kulit buah delima 10%, dan kelompok tikus dipapar sinar UVB dan
diberikan gel ektrak kulit buah delima 20%. Selama proses penelitian tidak ada tikus
yang didrop out karena mati.

Subjek diberi paparan UVB (broadband dengan emission 302nm) dengan dosis
minimal erythema 160 mJ/cm2/hari selama 7 hari dengan jarak paparan 12cm
selama 15 menit, setelah 1 jam paparan UVB dioleskan ektrak kulit buah delima 10%
dan 20% pada kelompok K4 dan K5, hari ke-8 tikus diterminasi untuk dilakukan
pengambilan sampel dan dianalisis dengan metode RTq-PCR untuk ekspresi CD163

dan metode ELISA untuk kadar IL-10.

5.1 Hasil Penelitian
5.1.1 Hasil validasi pewarnaan Masson's Trichrome
Hasil validasi histologi jaringan kulit pada tiap kelompok menggunakan
pewarnaan Masson's Trichrome menunjukkan perbedaan struktur kulit pada
setiap perlakuan (Gambar 5.1). Perlakuan K1 (kontrol sehat) memperlihatkan

jaringan kulit dengan struktur normal, ketebalan epidermis yang terjaga, serta

56
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serat kolagen yang padat dan tersusun rapi, mencerminkan kondisi kulit yang
sehat tanpa paparan UVB. Sebaliknya, Perlakuan K2 (kontrol negatif, paparan
UVB tanpa intervensi) menunjukkan adanya penebalan epidermis (hiperplasia)
akibat kerusakan dari UVB, serta serat kolagen yang berkurang dan tidak
tersusun rapi, menandakan degradasi kolagen dan stres oksidatif. Peningkatan
area warna biru pada pewarnaan Masson's Trichrome juga mengindikasikan
fibrosis atau gangguan struktur kolagen. Sementara itu, Perlakuan K3 (kontrol
positif, paparan UVB + gel vitamin C) menunjukkan perbaikan jaringan
dibandingkan K2, dengan serat kolagen lebih terjaga dan epidermis yang mulai
menipis meskipun masih mengalami sedikit hiperplasia, menunjukkan peran

antioksidan vitamin C dalam regenerasi kulit. Seperti pada gambar 5.3 berikut:

K1 Tikus Sehat K2 Tanpa Intervensi K3 Gel Vitamin C
- e Eya. pre 3 Sy v ,

P ’ =0

K5 Gel EKD 20%

Gambar 5.1 Histologi jaringan kulit dengan pewarnaan Masson's
Trichrome tiap kelompok pada miksroskop perbesaran 400x
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Kelompok perlakuan K4 (paparan UVB + gel ektrak kulit buah delima
10%), epidermis tampak lebih normal dengan ketebalan yang mulai berkurang,
serta serat kolagen lebih banyak dan lebih terorganisir, menandakan efek
protektif dari ekstrak kulit buah delima dalam menghambat degradasi kolagen.
Warna biru pada pewarnaan Masson's Trichrome juga berkurang dibandingkan
K2, mengindikasikan penurunan fibrosis dan peningkatan kualitas matriks
ekstraseluler. Perlakuan K5 (paparan UVB + gel ektrak kulit buah delima 20%)
menunjukkan struktur epidermis yang mendekati normal, dengan serat kolagen
yang lebih padat dan tersusun rapi, menyerupai kondisi kontrol sehat (K1).
Warna biru pada pewarnaan semakin berkurang, menandakan pengurangan
fibrosis dan peningkatan regenerasi jaringan. Secara keseluruhan, perlakuan
dengan ektrak kulit buah delima 20% menunjukkan efektivitas yang lebih baik
dalam menjaga sintesis dan stabilitas kolagen serta mempercepat pemulihan
jaringan kulit dibandingkan dosis 10%. Dengan validasi ini, dapat dipastikan
bahwa paparan UVB benar-benar menyebabkan kerusakan jaringan kulit yang
sesuai sebagai model eksperimen, sehingga hasil intervensi dengan gel ekstrak
kulit delima dapat dianalisis secara valid dan reliabel dalam penelitian ini.
5.1.2 Hasil analisis ekspresi CD163
Hasil analisis ekspresi CD163 yang diperoleh, seperti yang tercantum pada
Tabel 5.1, menunjukkan rata-rata ekspresi CD163 pada tiap kelompok sampel yang

diuji sebagai berikut:
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Tabel 5.1 Hasil penelitian ekspresi CD163 (CD163 mRNA relative expresion (x))

K1 K2 K3 K4 K5
Tikus Tanpa L Gel EKD  Gel EKD
Kelompok schat Intervensi Vltarlnn C 10% 20 % Pvalue
n=5
n=5 n=5 n=5 n=5
Mean£SD (CD163
mRNA relative
expresion (x) 1,00+0,00 1,69+0,11 3,52+0,34  1,72+0,89 2,72+0,22
Shapiro-Wilk ) 0,166 0,699 0,898 0,689
Lavene Test
0,146
One way Anova 0,000
Keterangan: Shapiro-Wilk = Normal (p>0,05)
Leuvene Test = Homogen (p>0,05)

One way Anova = Signifikan (p<0,05)

Berdasarkan hasil rata-rata (Tabel 5.1) pada ekspresi CD163 paling
tinggi yaitu kelompok pemberian gel vitamin C yaitu sebesar 3,52+0,34.
Ekspresi CD163 lebih rendah dengan pemberian gel ektrak kulit buah delima
10% dan 20% pada uji deskriftif dibanding dengan kelompok tanpa intervensi
masing-masing sebesar 1,72+0,89 dan 2,7240,22. Dari hasil uji One way anova
didapatkan p 0,000 (p <0,05) sehingga dinyatakan terdapat perbedaan
signifikan ekspresi CD163 antar semua kelompok. Hasil uji One way anova
yang signifikan dilanjutkan dengan uji Post hoc LSD untuk mengetahui
pasangan kelompok yang berbeda (Tabel 5.2)

Tabel 5.2 Hasil uji Post hoc LSD ekspresi CD163 antar
kelompok penelitian

Kelompok K2 K3 K4 KS
K1 *0,000 *0,000 *0,000  *0,000
K2 *0,000 0,792 *0,000
K3 *0,000  *0,000
K4 *0,000

Keterangan: *Perbedaan bermakna p<0,05
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i K1 Tikus sehat i K2 Tanpa Intervensi M K3 Vitamin C & K4 Gel EKD 10% HK5 Gel EKD 20%

CD68 mRNA relative expression (x)

Kelompok

Gambar 5.2 Grafik histogram rata-rata ekspresi CD163 (CD163 mRNA relative
expresion (X))

Berdasarkan hasil uji lanjut Post hoc LSD terhadap ekspresi CD163
menunjukkan bahwa adanya perbedaan yang bermakna antar kelompok tanpa
intervensi (K2) dengan kelompok gel vitamin C (K3) p=0,000 (p<0,05), dimana
pemberian vitamin C (K3) mempengaruhi ekspresi CD163 lebih tinggi
dibandingkan dengan kelompok yang dipapar namun tidak diberikan intervensi
(K2), pada kelompok perlakuan dengan gel ektrak kulit buah delima 20% (K5)
ekspresi CD163 lebih tinggi p=0,000 jika dibandingkan kelompok tanpa
intervensi (K2) namun lebih rendah dari kelompok gel vitamin C (K3).
Kelompok yang diberikan gel ektrak kulit buah delima 10% (K4) memiliki
perbedaan yang tidak bermakna dibandingkan kelompok tanpa intervensi (K2),
Dapat disimpulkan bahwa pemberian gel vitamin C lebih tinggi dibandingkan

dengan pemberian gel ektrak kulit buah delima 20%.
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5.1.3 Hasil analisis kadar 1L-10

Hasil analisis kadar IL-10 yang diperoleh, seperti yang tercantum pada Tabel
5.3, menunjukkan rata-rata kadar IL-10 pada tiap kelompok sampel yang diuji
sebagai berikut:

Tabel 5.3 Hasil penelitian kadar IL-10 (pg/mL)

K1 K2 K3 K4 K5
. Tanpa o Gel EKD  Gel EKD P
Kelompok leus_Sehat Intervensi Vltariun C 10% 20 % value
n=5 n=5
n=35 n=5 n=5
Mean 91,48 24,28 46,61 80,90+ 72,16
+SD (pg/mL) +26,94 +7,79 +15,98 9,96 +12,98
Shapiro-Wilk 0,699 0,014 0,615 0,163 0,368
Lavene Test 0,374
Kruskal Wallis 0,001
Keterangan: - Shapiro-Wilk = Normal (p>0,05)
Leuvene Test = Homogen (p>0,05)

Kruskal Wallis = Signifikan (p<0,05)

Berdasarkan hasil rata-rata (Tabel 5.3) pada kadar IL-10 paling tinggi
yaitu kelompok tikus sehat sebesar 91,48+26,94. Kadar IL-10 paling rendah
pada kelompok dipapar UVB tanpa intervensi sebesar 24,28+7,79. Kelompok
yang diberikan gel ektrak kulit buah delima 10% dan 20% lebih tinggi
dibandingkan kelompok yang diberikan gel vitamin C masing masing sebesar
80,90+£9,96 dan 72,16+12,98. Dari hasil uji Kruskal Wallis didapatkan p 0,001
(p <0,05) sehingga dinyatakan terdapat perbedaan signifikan kadar IL-10 antar
semua kelompok. Hasil uji Kruskal Wallis yang signifikan dilanjutkan dengan
uji Mann whitney untuk mengetahui pasangan kelompok yang berbeda (Tabel

5.4)
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Tabel 5.4 Hasil uji Mann Whitney kadar 1L-10 jaringan
kulit tikus dengan luka iris

Kelompok K2 K3 K4 K5
K1 *0,009 *0,028 0,251 0,175
K2 *0,028  *0,009  *0,009
K3 *0,009  *0,028
K4 0,347

Keterangan: *Bermakna p<0,05
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Kelompok

il K1 Tikus sehat & K2 Tanpa Intervensi M K3 Vitamin C H K4 Gel EKD 10% M K5 Gel EKD 20%

Gambar 5.3 Grafik histogram rata-rata kadar IL-10 pada 5 kelompok (pg/mL)

Berdasarkan hasil uji lanjut Mann Whitney terhadap kadar IL-10
menunjukkan bahwa adanya perbedaan yang bermakna antar kelompok tikus
sehat (K1) dibandingkan kelompok tanpa intervensi (K2), hal ini membuktikan
paparan UVB menyebabkan kadar IL-10 lebih rendah melalui stres oksidatif,
peningkatan sitokin proinflamasi, serta gangguan jalur transkripsi IL-10.

Perbedaan yang tidak bermakna terlihat pada kelompok yang diberikan gel
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ektrak kulit buah delima 10% (K4) dibandingkan ektrak kulit buah delima 20%
(KS5) p=0,347 menunjukkan kadar IL-10 lebih tinggi pada K4 dan K5 memiliki
pengaruh yang sama, namun dibandingkan dengan kelompok gel vitamin C (K3)
berbeda bermakna, kadar lebih rendah pada kelompok K3 berbeda dengan K4
maupun K5. Dapat disimpulkan pemberian gel ektrak kulit buah delima 10% dan
20 memberikan pengaruh yang sama terhadap kadar IL-10 lebih tinggi dari gel
vitamin C.
5.1 Pembahasan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekspresi CD163 tertinggi pada
kelompok yang diberikan gel vitamin C, sementara kelompok yang diberikan gel
ektrak kulit buah delima 10% dan 20% memiliki ekspresi CD163 yang lebih
rendah dibandingkan kelompok tanpa intervensi. Adanya perbedaan signifikan
antara kelompok tanpa intervensi (K2) dengan kelompok yang diberikan gel
vitamin C menunjukkan bahwa pemberian vitamin C mampu secara signifikan
meningkatkan ekspresi CD163 dibandingkan kondisi tanpa intervensi. Selain itu,
kelompok yang diberikan gel ektrak kulit buah delima 20% (K5) juga
menunjukkan peningkatan ekspresi CD163 yang signifikan dibandingkan
kelompok tanpa intervensi meskipun nilainya tetap lebih rendah dibandingkan
kelompok gel vitamin C.

Kelompok yang diberikan gel ektrak kulit buah delima 10% (K4) tidak
menunjukkan perbedaan signifikan dalam ekspresi CD163 dibandingkan
kelompok tanpa intervensi (K2). Dosis 10% belum cukup untuk memicu

peningkatan ekspresi CD163 dengan maksimal.®
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Secara keseluruhan, hasil ini menunjukkan bahwa vitamin C lebih efektif
dalam meningkatkan ekspresi CD163 dibandingkan ekstrak kulit delima, bahkan
pada dosis tertinggi (20%). Efek ini disebabkan oleh sifat vitamin C sebagai
antioksidan kuat yang dapat langsung menstimulasi diferensiasi makrofag ke
fenotip M2, yang ditandai dengan peningkatan ekspresi CD163.!° Sebaliknya,
ekstrak kulit delima bekerja melalui mekanisme yang lebih kompleks, seperti
modulasi jalur antioksidan dan inflamasi, yang mungkin membutuhkan dosis
lebih tinggi atau waktu paparan lebih lama untuk mencapai efek yang setara.®*

Mekanisme kerja vitamin C melibatkan jalur STAT6, IL-4, NF-kB, dan
HIF-1a, yang secara langsung mendorong diferensiasi makrofag ke fenotip M2,
sehingga mempercepat proses antiinflamasi dan regenerasi jaringan. Sementara
itu, ektrak kulit buah delima 20% juga berkontribusi dalam meningkatkan
ekspresi CD163, tetapi melalui jalur NRF2-KEAP1 dan NADPH oksidase, yang
memerlukan waktu lebih lama untuk menunjukkan efek optimal. Hal ini
menunjukkan bahwa meskipun ektrak kulit buah delima memiliki potensi
sebagai agen antiinflamasi, efektivitasnya masih bergantung pada dosis dan
mekanisme yang lebih bertahap dibandingkan vitamin C.%

Pemilihan intervensi bergantung pada tujuan terapi. Jika target utama
adalah peningkatan ekspresi CD163 untuk mendukung regenerasi jaringan dan
respon imun, maka vitamin C merupakan pilihan yang lebih efektif. Namun,
ekstrak kulit delima tetap dapat menjadi alternatif alami yang menjanjikan,

terutama dengan optimasi dosis dan durasi terapi yang lebih panjang.®’
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Hasil penelitian menunjukkan kelompok yang dipapar sinar UVB
dibandingkan dengan kelompok tikus sehat kadar IL-10 lebih rendah, hal ini
membuktikan paparan UV B (broadband dengan emission 302nm) dengan dosis
minimal erythema 160 mj/cm2/hari selama 7 hari, dengan jarak paparan 12cm
menyebabkan kadar IL-10 menjadi lebih rendah. Paparan UVB dapat
menyebabkan apoptosis pada keratinosit dan sel imun, termasuk sel yang
menghasilkan IL-10. Akibatnya, kadar IL-10 menurun, dan respons inflamasi
menjadi lebih dominan. Paparan UVB merusak sel dendritik, menurunkan
aktivasi Treg, dan mengurangi kadar IL-10, vyang berkontribusi pada
peningkatan peradangan yang meyebabkan kemerahan, edema, pengelupasan,
dan percepatan penuaan kulit akibat peradangan berlebihan yang tidak dapat
dikendalikan karena rendahnya IL-10."!48

Pada kelompok gel ekstrak kulit buah delima 20% mampu meningkatkan
ekspresi CD163 namun tidak lebih tinggi menggunakan gel vitamin C,
sedangkan gel ektrak kulit buah delima 10% tidak memberikan pengaruh dalam
meningkatkan ekspresi CD163 yang justru sama dengan kelompok tanpa
intervensi, dosis gel ektrak kulit buah delima 10% mungkin tidak cukup tinggi
untuk memicu stimulasi makrofag yang menyebabkan peningkatan CD163.
Sedangkan pada kadar IL-10, kelompok gel ektrak kulit buah delima 10% dan
20% menunjukkan kadar lebih tinggi dan lebih baik dari pada gel vitamin C.
Ekstrak kulit delima kaya akan punicalagin, ellagic acid, dan flavonoid yang
mengaktifkan jalur NRF2-KEAP1, meningkatkan ekspresi enzim antioksidan

seperti SOD dan GPx, serta menurunkan produksi ROS, sehingga mengurangi
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stres oksidatif dan memicu peningkatan IL-10 oleh makrofag M2. Selain itu, gel
ekstrak kulit delima juga mendorong diferensiasi makrofag ke fenotip M2
melalui inhibisi jalur NF-kB dan aktivasi STAT3, yang berperan dalam
meningkatkan ekspresi IL-10 serta mempercepat regenerasi jaringan.
Mekanisme lain yang berkontribusi adalah penghambatan NADPH oksidase,
yang mengurangi produksi radikal bebas dan menjaga keseimbangan inflamasi,
sehingga semakin meningkatkan kadar IL-10 dan memperkuat efek

antiinflamasi.®®

Pemberian gel ektrak kulit buah delima 20% memberikan pengaruh paling
baik terhadap ekspresi CD163 lebih tinggi dibandingkan dosis gel ektrak kulit
buah delima 10%. Peningkatan konsentrasi ekstrak kulit delima dari 10% ke
20% memberikan jumlah senyawa bioaktif yang lebih tinggi, yang dapat lebih
efektif dalam memodulasi jalur-jalur molekuler tersebut. Hal ini dapat
menyebabkan peningkatan rekrutmen atau aktivasi makrofag, yang ditandai
dengan peningkatan ekspresi CD163. Penelitian menunjukkan bahwa
kandungan flavonoid pada kulit buah delima dapat berpotensi sebagai
imunostimulan yang merangsang sel-sel fagosit seperti makrofag untuk
menjalankan fungsinya.!® Dengan demikian, peningkatan dosis ekstrak kulit
delima menjadi 20% dapat memberikan efek yang lebih kuat dalam modulasi

aktivitas makrofag, yang tercermin dari peningkatan ekspresi CD163.

Berbeda dengan pemberian gel ektrak kulit buah delima 10% dan 20%

memberikan pengaruh yang sama pada kadar IL-10 yang lebih tinggi, artinya
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menggunakan dosis lebih rendah yaitu gel ektrak kulit buah delima 10% sudah
cukup efektif dalam meningkatkan kadar IL-10 pada jaringan kulit tikus yang
dipapar sinar UVB. Efektivitas konsentrasi 10% dalam meningkatkan kadar IL-
10 mungkin disebabkan oleh saturasi reseptor atau jalur sinyal yang terlibat pada
konsentrasi tersebut, sehingga peningkatan dosis hingga 20% tidak memberikan
efek tambahan yang signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa dosis 10% sudah
mencapai ambang efektif untuk memodulasi jalur molekuler yang berperan
dalam peningkatan IL-10. Penelitian lain juga mendukung temuan ini, di mana
formulasi ekstrak kulit buah delima dalam berbagai konsentrasi menunjukkan
efektivitas yang serupa dalam aplikasi topikal, tanpa perbedaan signifikan antara
konsentrasi yang lebih rendah dan lebih tinggi.'* Dengan demikian, penggunaan
gel ekstrak kulit buah delima dengan konsentrasi 10% sudah cukup efektif untuk
meningkatkan kadar IL-10 pada jaringan kulit yang terpapar sinar UVB, melalui
mekanisme molekuler yang melibatkan pengaturan stres oksidatif dan modulasi

respon inflamasi.

Dosis ekstrak kulit buah delima berpengaruh terhadap mekanisme imun
yang ditargetkan. Untuk meningkatkan infiltrasi makrofag (CD163), dosis yang
lebih tinggi (20%) lebih efektif karena dapat merangsang aktivasi dan perekrutan
makrofag dalam jumlah lebih besar. Sebaliknya, untuk meningkatkan efek
antiinflamasi melalui peningkatan kadar IL-10, dosis yang lebih rendah (10%)
sudah cukup, menunjukkan bahwa stimulasi jalur antiinflamasi telah mencapai
ambang efektivitasnya pada dosis tersebut. Oleh karena itu, pemilihan dosis

harus disesuaikan dengan tujuan terapi. Jika target utama adalah menekan
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inflamasi, dosis 10% sudah memadai, tetapi jika tujuannya adalah meningkatkan
regenerasi jaringan melalui infiltrasi makrofag yang lebih banyak, maka dosis
20% lebih disarankan. Temuan ini menegaskan pentingnya memahami
mekanisme kerja bahan aktif dalam ekstrak kulit delima agar dapat dimanfaatkan

secara optimal sesuai dengan kebutuhan terapi.

Penelitian ini tidak dilakukan pemeriksaan terhadap parameter
proinflamasi untuk mengevaluasi apakah dosis 10% ekstrak kulit delima
memiliki efek dalam menekan peradangan. Dengan kata lain, penelitian hanya
berfokus pada parameter antiinflamasi (seperti IL-10) tanpa menilai apakah
dosis 10% juga mampu menurunkan kadar sitokin atau mediator inflamasi
lainnya, seperti TNF-q, IL-6, atau NF-kB. Akibatnya, efektivitas dosis 10%
dalam menghambat proses inflamasi secara langsung belum dapat dipastikan
tanpa adanya data dari parameter proinflamasi. Studi klinis lebih lanjut juga
dapat mengevaluasi keamanan dan efektivitasnya pada manusia untuk
mengonfirmasi hasil yang diperoleh dari model hewan sebelum digunakan

dalam terapi klinis.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

1.

Pemberian gel ektrak kulit buah delima berpengaruh terhadap ekspresi
CD163 dan kadar IL-10 pada tikus jantan galur Wistar yang dipapar sinar

UV-B

2. Terdapat perbedaan ekspresi CD163 lebih rendah pada kelompok yang

diberikan gel ektrak kulit buah delima dosis 10% dan 20% dibandingkan
kelompok yang diberikan gel vitamin C

Terdapat perbedaan IL-10 lebih tinggi pada kelompok yang diberikan gel
ektrak kulit buah delima dosis 10% dan 20% dibandingkan kelompok yang

diberikan gel vitamin C

6.2. Saran

1.

Melakukan penelitian menggunakan gel ekstrak kulit buah delima dosis
10% karena dosis 10% memberikan pengaruh paling baik pada mekanisme
inflamasi, dengan parameter lainnya pada mediator proinflamasi seperti
TNF-a, IL-6, atau NF-xB dengan tujuan mengetahui efektivitas dosis 10%

dalam menekan inflamasi secara langsung

Melakukan uji klinis lebih lanjut untuk mengevaluasi keamanan dan
efektivitas gel ekstrak kulit buah delima pada manusia, dengan
memasukkan parameter proinflamasi guna memperoleh gambaran yang

lebih komprehensif tentang mekanisme antiinflamasi yang dimiliki.
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