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ABSTRAK

Latar belakang: Penyembuhan luka merupakan proses kompleks yang melibatkan
fase hemostasis, inflamasi, proliferasi, dan remodeling. Luka iris yang tidak
ditangani dengan baik dapat menyebabkan infeksi dan pembentukan jaringan parut.
Ekstrak buah mengkudu (Morinda citrifolia L.) diketahui memiliki sifat
antiinflamasi dan regeneratif, namun bukti ilmiah terhadap pengaruhnya pada
penyembuhan luka iris masih terbatas.

Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh krim ekstrak buah
mengkudu terhadap kadar Interleukin-1 (IL-1) dan ekspresi Platelet-Derived
Growth Factor (PDGF) pada jaringan kulit tikus Wistar model luka iris.

Metode: Penelitian eksperimental ini. menggunakan rancangan post-test only
control group design dengan lima kelompok, yaitu kelompok sehat, kontrol negatif
(basic cream), kontrol positif (salep povidone iodine), serta dua kelompok
perlakuan dengan krim ekstrak mengkudu dosis 15% dan 30%. Perlakuan diberikan
secara topikal selama 7 hari. Kadar I[L-1 diukur dengan metode ELISA dan ekspresi
PDGF dianalisis menggunakan RT-qPCR.

Hasil: Kadar IL-1 lebih rendah pada kelompok Krim EBM 30% (8,17 + 1,01
ng/mL), ditkuti Kelompok Sehat (8,50 £ 1,24 ng/mL), Basic Cream (8,65 + 1,60
ng/mL), Krim EBM 15% (9.27 £ 1,29 ng/mL.), dan lebih tinggi pada Povidone
Iodine (10,49 + 1,44 ng/ml.), sedangkan ekspresi PDGF lebih tinggi pada kelompok
Krim EBM 15% (1,11 £ 0,08), diikuti Krim EBM 30% (1,01 + 0,09), Basic Cream
(0,97 + 0,11), Kelompok Sehat (0,95 + 0,70), dan lebih rendah pada Povidone
Iodine (0,94 £+ 0,09). Pemberian krim ekstrak buah mengkudu cenderung
menurunkan kadar 1L-1 serta meningkatkan ekspresi PDGF dibandingkan
kelompok kontrol, meskipun perubahan ini tidak signifikan secara statistik (IL-1
p=0,088; PDGF p=0,056).

Kesimpulan: Krim ekstrak buah mengkudu tidak menunjukkan pengaruh yang
signifikan terhadap penurunan kadar IL-1 maupun peningkatan ekspresi PDGF,
namun memperlihatkan adanya kecenderungan positif menuju perbaikan melalui
mekanisme modulasi inflamasi dan stimulasi faktor pertumbuhan.

Kata kunci: Morinda citrifolia, IL-1, PDGF, luka iris, krim topikal.

xiii



ABSTRACT

Background: Wound healing is a complex process involving the phases of
hemostasis, inflammation, proliferation, and remodeling. Incised wounds that are
not properly managed may lead to infection and the formation of suboptimal scar
tissue. The extract of noni fruit (Morinda citrifolia L.) is known for its anti-
inflammatory and regenerative properties, however, scientific evidence regarding
its effect on incised wound healing remains limited.

Objective: This study aimed to evaluate the effect of noni fruit extract cream on
Interleukin-1 (IL-1) levels and Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) expression
in the skin tissue of Wistar rats with incised wounds.

Methods: This experimental study employed a post-test only control group design
consisting of five groups. healthy controls, negative controls (basic cream), positive
controls (povidone iodine ointment), and two treatment groups receiving topical
noni extract cream at concentrations of 15% and 30%. Treatment was applied once
daily for 7 days. IL-1 levels were measured using the ELISA method, and PDGF
expression was analyzed using RT-qPCR.

Results: IL-1 levels were lower in the 30% EBM cream group (8.17 £ 1.01 ng/mL),
followed by the Healthy group (8:50 + 1.24 ng/mL), Basic Cream (8.65 + 1.60
ng/mL), 15% EBM cream (9.27 £ 1.29 ng/mL), and higher in the Povidone lodine
group (10.49 £ 1.44 ng/mL). Meanwhile, PDGF expression was higher in the 15%
EBM cream group (1.11 +0.08), followed by the 30% EBM cream (1.01 + 0.09),
Basic Cream (0.97 £ 0.11), Healthy group (0.95 £ 0.70), and lower in the Povidone
lodine group (0.94 £ 0.09). Administration of noni fruit extract cream tended to
reduce IL-1 levels and increase PDGF expression compared to the control groups,
although these changes were not statistically significant (IL-1 p=0.088;, PDGF
p=0.056).

Conclusion: Noni fruit extract cream did not show a significant effect on the
reduction of IL-1 levels or the increase of PDGF expression;, however, it
demonstrated a positive tendency toward improvement through mechanisms of
inflammatory modulation and stimulation of growth factors.

Keywords: Morinda citrifolia, IL-1, PDGF, incised wound, topical cream.
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyembuhan luka merupakan proses biologis yang kompleks dan dinamis,
melibatkan tahapan hemostasis, inflamasi, proliferasi, hingga remodeling jaringan.'
Luka ringan, seperti luka iris yang mencapai dermis atas, kerap dianggap tidak
memerlukan perawatan khusus dan dibiarkan sembuh secara alami, hal ini
berpotensi luka mengalami infeksi, penyembuhan yang lambat, dan pembentukan
jaringan parut yang kurang optimal.” Penggunaan antiseptik meskipun bermanfaat
dalam proses penyembuhan luka juga memiliki keterbatasan termasuk potensi
iritasi dan gangguan mikrobiota kulit.® Perlunya alternatif perawatan topikal yang
lebih aman, efektif, dan mudah digunakan dalam kehidupan sehari-hari. Salah satu
bahan alami yang berpotensi digunakan adalah ekstrak buah mengkudu (Morinda
citrifolia L.) yang diketahui memiliki sifat antiinflamasi, antimikroba, serta
kemampuan mempercepat regenerasi jaringan. Kandungan bioaktif seperti
flavonoid, alkaloid, dan asam askorbat dalam mengkudu juga dilaporkan mampu
menekan produksi sitokin proinflamasi seperti [Interleukin-1 (IL-1) dan
meningkatkan ekspresi Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) yang berperan
penting dalam proses penyembuhan luka.*® Namun efektivitas dan mekanisme
kerja ekstrak buah mengkudu terhadap penyembuhan luka iris, masih memerlukan
penelitian lebih lanjut.

Prevalensi kejadian luka di Indonesia tercatat sebesar 8,2%. Jenis luka yang

paling umum adalah luka lecet (67,0%), diikuti oleh luka iris (27,8%), terkilir



(20,9%), patah tulang (4,0%), dan anggota tubuh terputus (0,6%). Selain itu, sebuah
penelitian menunjukkan bahwa dari 197 kasus kematian akibat kekerasan tajam,
11,2% di antaranya disebabkan oleh luka iris.® Luka dalam aktivitas sehari-hari
dapat terjadi akibat kecelakaan rumah tangga seperti luka iris saat memasak, jatuh
terpeleset, luka lecet saat berolahraga, luka iris karena kecelakaan kerja pada
pegawai pabrik, pegawai konstruksi, hingga tenaga medis pun kerap terjadi.
Tingginya prevalensi kejadian luka dalam aktivitas sehari-hari menunjukkan
perlunya strategi pencegahan dan pengobatan yang efektif, termasuk penggunaan
agen topikal alami untuk mempercepat penyembuhan dan mencegah komplikasi.’
Perbedaan angka prevalensi ini menunjukkan bahwa kejadian luka dalam aktivitas
sehari-hari di Indonesia cukup signifikan dan memerlukan perhatian khusus dalam

pencegahan dan penanganannya.®

Berbagai penelitian menunjukkan bahwa ekstrak buah mengkudu memiliki
potensi dalam mempercepat proses penyembuhan luka. Penelitian sebelumnya
dengan aplikasi krim ekstrak buah mengkudu konsentrasi 10% memiliki jumlah
rata-rata sel fibroblas terbesar dari pada konsentrasi 5% dan 20%. Penelitian
lainnya melaporkan aplikasi dengan salep ekstrak buah mengkudu konsentrasi 20%
dan 30% pada luka insisi tikus galur Wistar secara signifikan meningkatkan jumlah
kolagen. Dimana kolagen sangat berperan penting dalam proses regenerasi
jaringan.’ Perasan buah mengkudu diketahuin efektif menurunkan jumlah neutrofil
lebih cepat pada luka gores, pemberian perasan selama tiga hari memberikan hasil
terbaik dalam mengurangi neutrofil pada hapusan darah mencit.” Lebih lanjut,

penggunaan hidrogel yang mengandung ekstrak mengkudu sebagai pembalut luka



infeksi menawarkan manfaat ganda, yakni membunuh mikroba penyebab infeksi
serta melindungi luka dari kontaminasi eksternal. Dengan segala potensinya, buah
mengkudu bukan hanya sekadar buah herbal, tetapi juga obat fitofarmaka yang

efektif dalam penyembuhan luka.®

Luka iris adalah sayatan yang menembus epidermis hingga dermis, memicu
respon biologis melalui fase hemostasis, inflamasi, dan proliferasi. Pada fase
hemostasis, trombosit membentuk bekuan darah dan melepaskan PDGF. Fase
inflamasi ditandai oleh aktivasi neutrofil dan makrofag yang melepaskan IL-1
untuk meningkatkan permeabilitas pembuluh darah dan menimbulkan inflamasi
lokal.>® Fase proliferasi ditandai dengan peran PDGF dalam merekrut fibroblas,
merangsang sintesis kolagen, dan mempercepat re-epitelisasi kulit.'” Ekstrak buah
mengkudu memiliki peran penting dalam mempercepat penyembuhan luka melalui
mekanisme antiinflamasi dan antioksidan.” Pada fase inflamasi, senyawa bioaktif
seperti flavonoid, alkaloid, dan asam askorbat dalam mengkudu menghambat jalur
NF-kB, menurunkan kadar IL-1, dan mengurangi respon inflamasi berlebihan.
Pada fase proliferasi, ekstrak mengkudu meningkatkan ekspresi PDGF melalui
aktivasi jalur PI3K/Akt dan efek antioksidan yang menurunkan stres oksidatif.
Antioksidan dalam mengkudu juga bertindak sebagai scavenger radikal bebas,
melindungi sel fibroblas dari kerusakan oksidatif dan mendukung ekspresi PDGF
untuk regenerasi jaringan.! Dengan menghambat jalur MAPK yang biasanya
dipicu oleh ROS, ekstrak mengkudu menciptakan kondisi optimal untuk
pembentukan jaringan baru dan mempercepat proses penyembuhan luka.!!

Pada penelitian sebelumnya dengan pemberian krim ekstrak buah mengkudu



dosis 5%, 10%, dan 20% memberikan hasil peningkatan jumlah rerata fibroblas.
Hasil tertinggi terdapat pada ekstrak krim buah mengkudu dosis 10%. Dan
penelitian lain didapatkan peningkatan jumlah kolagen pada pengaplikasian salep
ekstrak buah mengkudu dosis 20% dan 30% pada luka insisi tikus galur wistar.
Belum ada penelitian yang mengevaluasi pengaruh krim ekstrak buah mengkudu
dosis 15% dan 30% terhadap kadar IL-1 dan ekspresi PDGF pada jaringan kulit
tikus wistar pasca luka iris. Oleh karena itu, peneliti bertujuan untuk membuat
penelitian baru dengan krim ekstrak buah mengkudu dosis 15% dan 30% terhadap
kadar IL 1 dan ekspresi PDGF pada jaringan kulit tikus wistar pasca luka iris.
1.2 Rumusan Masalah
Apakah ada pengaruh pemberian krim ekstrak buah mengkudu terhadap kadar
IL-1 dan ekspresi PDGF pada jaringan kulit tikus wiszar model luka iris?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Tujuan umum pada penelitian ini adalah untuk mengetahui
pengaruh krim ekstrak buah mengkudu terhadap kadar IL-1 dan ekspresi

PDGF pada jaringan kulit tikus wistar model luka iris.
1.3.2 Tujuan Khusus
1. Untuk mengetahui perbedaan kadar IL-1 antara kelompok yang

diberikan krim ekstrak buah mengkudu dosis 15% dan 30%

dibandingkan dengan kelompok kontrol yang lain.



2. Untuk mengetahui perbedaan ekspresi PDGF antara kelompok yang
diberikan krim ekstrak buah mengkudu dosis 15% dan 30%
dibandingkan dengan kelompok kontrol yang lain.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Teoritis

Memberikan informasi mengenai efektivitas krim ekstrak buah
mengkudu dalam mengurangi peradangan pada tingkat molekuler,
khususnya dalam menurunkan ekspresi IL-1 dan meningkatkan ekspresi

PDGF.

1.4.2 Manfaat Praktis

Hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai dasar dalam pengembangan
produk-produk terapeutik yang mengandung ekstrak mengkudu sebagai

agen anti-inflamasi dalam mengurangi peradangan pada luka iris.

1.5 Originalitas Penelitian

Penelitian ini berfokus pada proses pengembangan terapi alternatif
dalam mengatasi peradangan/inflamasi pasca luka iris yang merupakan
masalah umum dalam prosedur bedah. Berikut adalah poin-poin originalitas

yang membedakan penelitian ini dengan penelitian-penelitian sebelumnya:

1. Penelitian ini bertujuan mengevaluasi efek krim ekstrak buah mengkudu
pada jaringan kulit tikus model luka iris, khususnya pada tingkat
molekuler melalui pengukuran ekspresi sitokin proinflamasi IL-1 dan

sitokin antiinflamasi PDGF.



2. Penelitian ini ingin membuktikan efek krim ekstrak buah mengkudu

(Morinda citrifolia L.) sebagai agen anti-inflamasi pada jaringan kulit

mencit putih galur wistar pasca luka iris dalam tingkat molekuer.

3. Penelitian ini dapat memberikan kontribusi dalam mengembangkan

alternatif baru untuk mengatasi peradangan pasca luka iris, khususnya

yang bersifat alami dan aman, sehingga dapat meningkatkan kualitas

hidup pasien dan mengurangi risiko efek samping obat-obatan sintetik,

sertasebagai pelengkap dari terapi konvensional.

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian

Peneliti Judul Metode Kesimpulan
Haestidyatam Pengaruh Eksperim Jumlah sel fibroblas bervariasi
1 VL, ekstrak krim ental /n  secara signifikan antara kelompok
Sugiritama  Morinda Vivo kontrol krim ekstrak buah Morinda
IW, Linawati citrifolia citrifolia 5%, 10%, dan 20%. Krim
NM. (2019)."* terhadap ckstrak 10% memiliki jumlah rata-

Jjumlah rata sel fibroblas terbesar.
fibroblas
pada
penyembuhan
luka tikus
Wistar
Brilliant GA ~ Pengaruh Eksperime Jumlah kolagen mengalami
(2020).° Ekstrak ntal perbedaan yang signifikan setelah
Morinda InVivo — aplikasi  salep ekstrak  buah
citrifolia L. mengkudu dengan dosis 20% dan
Terhadap 30% pada luka insisi pada tikus
penyembuhan galur Wistar.’

luka insisi.




Fikri K. Potensi Buah Eksperim Perasan buah mengkudu terbukti
2015.7 Mengkudu  ental efektif dalam menurunkan jumlah
(Morinda In Vivo neutrofil lebih cepat pada radang
citrifolia L.) luka gores. Pemberian perasan ini
sebagai Anti selama tiga hari menunjukkan hasil
Radang Pada terbaik dalam mengurangi jumlah
Luka Gores neutrofil pada hapusan darah
Mencit Jantan mencit, menandakan potensi buah
mengkudu dalam mempercepat
proses penyembuhan luka melalui
pengurangan respon inflamasi akut.
Darwis, Uji daya Eksperim Hidrogel (Polyvinyl pyrrolidone)
D., antimikroba ental /n  PVP yang mengandung ekstrak
Basyir, T. dan sifat Vitro mengkudu sangat potensial sebagai
E., fisiko-kimia pembalut luka infeksi karena dapat
Hardining pembalut luka membunuh mikroba yang
sih, L., & hidrogel steril menginfeksi luka, berfungsi sebagai
Chosdu, radiasi yang penghalang terhadap masuknya
R. mengandung mikroba dari luar tubuh, dapat
(2013).8 ekstrak buah mengabsobsi eksudat luka,
mengkudu mempunyai kekuatan mekanik yang
(Morinda cukup dan elastis.
citrifolia L.).
Sinambel The wound  Eksperime Efek dari ekstrak daun mengkudu
a GN, healing ntal pada - berbagai konsentrasi 20%,
Tandanu effect of In Vivo 25%, dan  30% pada jumlah
E, Ikhtiari Morinda fibroblas, diameter luka, waktu
R. citrifolia leaf penyembuhan, PDGF, IL-1, dan
(2022).13 extract and TGF-b, dimana konsentrasi

biomolecular
analysis on
inflammation
and
proliferation
stages in
Wistar rats.

optimum dari ekstrak mengkudu
pada kelompok perlakuan adalah
20%."




BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

Peneliti mengendalikan variabel bebas dalam penelitian ini, yaitu dosis
pemberian ekstrak mengkudu, variabel tergantung berupa hasil yang diukur, yaitu
ekspresi sitokin IL-1 dan PDGF pada jaringan kulit tikus setelah mengalami luka
iris. Penjelasan mengenai variabel-variabel tersebut disajikan dalam tinjauan
pustaka berikut.

2.1 Kadar IL-1

IL-1 (Interleukin-1) adalah salah satu jenis sitokin yang diproduksi oleh sel-
sel sistem kekebalan tubuh, seperti sel darah putih, sel dendritik, limfosit, dan
makrofag, serta sel-sel non-imun seperti sel epitel, sel fibroblas, sel endotel, dan
sel otot polos.!* IL-1 terlibat dalam regulasi respon imun dan inflamasi, serta
berperan dalam pengaturan pertumbuhan dan diferensiasi sel-sel dalam tubuh?®.
Sitokin diproduksi oleh sel secara spesifik, berperan sebagai sitokin pro-inflamasi
atau sitokin anti- inflamasi. Berdasarkan asalnya, sitokin dikenal sebagai limfokin
(berasal dari limfosit),monokin (berasal dari monosit), dan interleukin (berasal dari
leukosit).'

IL-1 berperan penting dalam proses peradangan akut dengan merangsang
pelepasan mediator-mediator inflamasi lainnya, seperti TNF-a, IL-6, IL-8, dan
prostaglandin.'® IL-1 juga berperan dalam memodulasi responsimun spesifik,
seperti meningkatkan ekspresi molekul MHC (major histocompatibilitycomplex)
dan mengaktifkan limfosit T. Sitokin IL-1 sebagai salah satu mediator utama dalam

respons inflamasi memainkan peran penting dalam sistem kekebalan tubuh, diatur



oleh berbagai faktor, seperti infeksi, inflamasi, stres oksidatif, dan memiliki
berbagai efek biologis pada sel-sel lain, seperti aktivasi sel-sel T dan B, proliferasi
sel-sel imun, dan produksi sitokin dan mediator lainnya. Peningkatan ekspresi IL-
1 dapat terjadi pada berbagai kondisi patologis, seperti penyakit autoimun,
inflamasi kronis, arthritis reumatoid, aterosklerosis, beberapa penyakit autoimun
dan kanker.'*13

Sebanyak 11 jenis interleukin terlibat langsung dalam peradangan tahap
lanjut dibandingkan dengan sitokin lainnya. /nterleukin-1 berperan meningkatkan
kekebalan nonspesifik terhadap infeksi sebagai bagian dari innate immunity, serta
mengembangkan respons imun terhadap antigen asing sebagai acquired immunity,
yang bekerja secara bersamaan dalam merespons inflamasi.'*

Interleukin-1 memiliki dua bentuk utama yang berperan penting dalam
respon inflamasi, yaitu IL-1a (/L-1 alpha) dan 1L-1B (IL-1 beta).'® Sitokin tersebut
dihasilkan melalui aktivasi enzim protease, seperti caspase dan calpain yang
terlibat dalam kematian sel dan peradangan. Regulasi caspase-8 dalam apoptosis
secara khusus mempengaruhi pemrosesan dan pelepasan IL-1B. Di sisi lain,
nekroptosis menyebabkan pemrosesan dan pelepasan IL-la, namun tidak
tergantung pada pemrosesan dan pelepasan IL-1B.!” Peran IL-1P telah banyak
diteliti sebagai pendukung sistem pertahanan tubuh dalam melawan infeksi pada
penyakit autoinflamasi. Sedangkan calpain adalah pretease sistein diaktifkan oleh
kalsium memiliki peran utama dalam pemrosesan prekursor IL-1a menjadi bentuk
molekul yang matang.'®

IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra) berfungsi sebagai modulator respons
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inflamasi dengan menghambat efek IL-1a dan IL-1PB. Kedua jenis interleukin-1
tersebut memiliki perbedaan dalam struktur, fungsi, dan mekanisme kerjanya.'® IL-
la dihasilkan oleh berbagai jenis sel,termasuk sel epitel dan sel imun, dan biasanya
terikat pada membran sel di permukaan sel target. IL-1a (hematopoietin 1) dikode
oleh gen IL1A4 yang memiliki aktivitas fisiologis, metabolik, dan hematopoietik,
serta memainkan salah satu peran sentral dalam regulasi respons kekebalan.!*
Interleukin 1a. (IL-10a) disintesis dalam bentuk 33 kDa dan mengalami pemrosesan
proteolitik menjadi bentuk 17 kDa, IL-laberikatan dengan receptor IL-1 dan
terletak pada jalur pengaktifan TNF-0, Sedangkan IL-18 dikode oleh gen IL1B dan
sebagai proprotein yang diproses secara proteolitik menjadi bentuk aktif atau
matang oleh caspase 1."°

Mekanisme aktivasi IL-1a melibatkan pengikatan langsung pada resptor IL-
1 pada sel target, yang mengaktifkan jalur sinyal intraseluler yang mengarah pada
produksi berbagai mediator inflamasi, seperti prostaglandin.'® IL-1p yang
dihasilkan oleh sel imun seperti makrofag dan sel dendritik, dilepaskan ke dalam
sirkulasi darah sebagai respons terhadap infeksi atau kerusakan jaringan. Setelah
dilepaskan, IL-1p berinteraksi dengan reseptor IL-1 pada sel target, mengaktitkan
jalur sinyal yang miripdengan IL-1a. Selain itu, IL-1p dapat merangsang produksi
protein pengikat reseptor IL-1 (IL-1Ra), yang bertindak sebagai antagonis reseptor
IL-1 dan mencegah aksi IL-1B pada sel target.”> Menginduksi efek proinflamasi,

IL-1a dan IL-1P bekerja secara sinergis dengan mediator lain seperti TNFa.'®
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Gambar 2.1 Proses Penyembuhan luka.'’

(A)Penyembuhan luka akut dihasilkan dari serangkaian peristiwa yang
terkoordinasi dengan baik yang dibagi menjadi empat fase yang saling
tumpang tindih: hemostasis, inflamasi, proliferasi/deposisi matriks, dan
remodeling jaringan. Neutrofil dan makrofag sangat penting dalam
memediasi proses ini, meskipun sel T dan trombosit juga memainkan peran
penting.

(B) Tingginya jumlah sel inflamasi dan pembentukan biofilm menghalangi
pemulihan homeostasis jaringan pada luka kronis. Sekresi mediator
inflamasi yang berlebithan menyebabkan degradasi faktor pertumbuhan dan
ECM serta mencegah konversi fenotip makrofag, yang menciptakan loop
feed-forward yang mencegah resolusi. Panah hitam menunjukkan
diferensiasi, panah biru menunjukkan penghambatan, dan panah merah
menunjukkan induksi. ECM, matriks ekstraseluler. '

Makrofag proinflamasi juga mensekresi mediator inflamasi seperti TNF-a,
IL-17 dan IL-1b, ROS, dan oksida nitrat yang dapat diinduksi synthase (iNOS),

yang memiliki efek negatif lingkungan mikro luka pada konsentrasi tinggi.*°
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kelebihan ROS mengganggu keseimbangan oksidan/antioksidan. Hal ini tidak
hanya meningkatkan jalur sinyal yang mengatur sekresi sitokin/kemokin
proinflamasi (IL-1, IL-6, dan TNF-a) dan MMP, tetapi juga demikian terlibat dalam
penuaan dini fibroblas. '

2.2 Ekspresi PDGF

Platelet-derived growth factor (PDGF) adalah salah satu faktor
pertumbuhan yang ditemukan dalam trombosit darah (platelet) serta ditemukan
juga pada fibroblast,sel otot polos, dan sel glia. PDGF merangsang kemotaksis,
proliferasi, dan ekspresi gen baru pada monosit-makrofag dan fibroblas in vitro
yang penting dalam proses perbaikan jaringan.?! PDGF berperan penting sebagai
faktor mitogenik, merangsang pembelahan sel pada berbagai jenis sel, termasuk
yang terdapat dalam jaringan ikat dansistem saraf yang sedang berkembang, proses

penyembuhan luka, dan perbaikan jaringan dalam tubuh.?'->2

PDGF mendorong pembelahan sel, khususnya fibroblas, yang penting
dalam pembentukan jaringan baru, menarik sel-sel ke area luka, termasuk fibroblas
dan sel imun. PDGF mendukung pembentukan pembuluh darah baru di sekitar luka
dan membantu dalam pengaturan produksi kolagen dan protein matriks lainnya

untuk memperkuat jaringan yang baru terbentuk.

PDGF memiliki peranpenting dalam pertumbuhan dan pembelahan sel,
pembentukan pembuluh darah, proliferasi sel-sel mesenkimal, migrasi sel, dan

respons terhadap kerusakan.?

Granula alfa pada trombosit melepaskan PDGF ke area luka saat terjadi
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cedera, bersamaan dengan faktor pertumbuhan lainnya seperti TGF-p, bFGF, IGF-
1, dan VEGF.>® PDGF dan TGF-B merekrut neutrofil dan monosit untuk memicu
reaksi peradangan, merekrut neutrofil dan monosit dari aliran darah untuk memicu
reaksi peradangan. Sementara itu, sel endotelial diaktifasi oleh VEGF, TGF-a, dan
bFGF untuk memulai proses angiogenesis. Kemudian, fibroblas diaktivasi dan
ditarik oleh PDGF untuk berpindah ke area luka dan memulai produksi kolagen
dan glikosaminoglikan yang merupakan protein-protein dalam matriks
ekstraseluler dan mendukung pergerakan sel dan interaksi dengan kerangka

matriks.?*

Proses penyembuhan dimulai dengan hemostasis, pengendapan trombosit di
area cedera, dan interaksi antara mediator-mediator yang larut dan faktor-faktor
pertumbuhan dengan matriks ekstraseluler untuk menyiapkan dasar bagi peristiwa

penyembuhan yang berikutnya.*>>

PDGF memainkan peran kunci dalam fase inflamasi penyembuhan luka
yang berlangsung 0—48 jam setelah cedera. Platelet yang teraktivasi di area luka
melepaskan PDGF untuk merekrut sel imun seperti makrofag dan neutrofil guna
membersihkan luka dari debris dan patogen. Pada fase proliferasi yang terjadi 2—
10 hari setelah luka, PDGF merangsang fibroblas untuk bermigrasi ke area luka.
Fibroblas memproduksi kolagen tipe III dan komponen matriks lainnya yang
berperan dalam pembentukan jaringan granulasi. Pada fase remodeling (10 hari -
beberapa bulan) PDGF membantu pengaturan sintesis dan degradasi kolagen untuk
memperkuat jaringan baru, fibroblas yang distimulasi oleh PDGF memfasilitasi

transisi dari kolagen tipe III menjadi kolagen tipe I yang lebih kuat.?¢
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PDGF merangsang proliferasi sel-sel penting seperti fibroblas yang
berperan dalam pembentukan jaringan ikat dan mempercepat proses
penyembuhan.!® PDGF juga mendorong sintesis kolagen, yang merupakan
komponen utama dalam pembentukan kerangka luka. PDGF membantu
mengoordinasikan berbagai tahap penyembuhan luka untuk memastikan

penyembuhan yang efisien setelah terjadicedera atau luka.?’
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Gambar 2.2 Aktivasi PDGF pada cidera.?®
Setelah cedera akut, faktor pertumbuhan, seperti Transforming Growth
Factor-beta (TGF-B), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Fibroblast
Growth Factor (FGF), Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) dan Insulin-like
Growth Factor (IGF), dilepaskan dari a-granules yang disekresikan oleh trombosit
di lokasi luka. PDGF meningkatkan regulasi VEGF dan ekspresi integrin yang

terlibat dalam migrasi sel otot polos, sehingga mendorong angiogenesis. PDGF
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memiliki efek kemotaktik dan mitogenik pada neutrofil, makrofag, dan fagosit,
yang bertanggung jawab atas pemecahan dan pembersihan sisa-sisa jaringan, serta
pada tenosit yang memasuki lokasi luka untuk meregenerasi jaringan yang rusak.
Hasilnya, pemberian PDGF pada lokasi luka dapat memberikan efek positif
terhadap deposisi kolagen dan pengikatan silang, sifat biomekanik dari
penyembuhan tendon, dan juga meningkatkan vaskularisasi sementara dengan

menyediakan faktor ekstrinsik untuk perbaikan tendon.?®
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Gambar 2.3 Pensinyalan PDGF.?
(A) Interaksi PDGF-PDGFR, dimana setiap unit dimer PDGF berinteraksi
dengan satu subunit reseptor. Interaksi yang ditunjukkan telah ditentukan secara in
vitro; interaksi yang lemah atau laporan yang bertentangan ditunjukkan dengan

garis putus-putus. (B) Jalur pensinyalan setelah pengikatan PDGF-BB dan
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interaksi dengan sitoskeleton dan integrin. Representasi yang disederhanakan dari
pemain dan tindakan utama dimana banyak elemen dan proses lainnya, terutama
mekanisme umpan balik, telah dihilangkan.?®
2.3 Faktor yang mempengaruhi kadar IL-1 dan ekspresi PDGF

IL-1 dan PDGF seringkali terlibat bersamaan dalam proses inflamasi dan perbaikan
jaringan. IL-1 dapat secara langsung menginduksi ekspresi PDGF pada berbagai jenis sel.
Peningkatan kadar IL-1 dalam lingkungan mikro dapat menyebabkan peningkatan produksi
PDGF, yang selanjutnya berkontribusi pada proliferasi fibroblas, pembentukan matriks
ekstraseluler, dan angiogenesis dalam respons terhadap cedera atau peradangan kronis.

Interleukin-1 (IL-1) memainkan peran krusial dalam respons imun dan terjadinya
peradangan. Tingkat kadar IL-1 dalam tubuh sangat dipengaruhi oleh berbagai faktor.
Salah satu pemicu utama adalah adanya stimulus pro-inflamasi, yang meliputi keberadaan
patogen dan produk mikroba seperti lipopolisakarida (LLPS), peptidoglikan, serta DNA dan
komponen virus atau bakteri lainnya. Kerusakan jaringan akibat trauma, iskemia, atau
cedera akan melepaskan molekul bahaya (DAMPs) seperti HMGB 1, protein S100, dan ATP
ekstraseluler yang juga efektif mengaktitkan sel-sel imun dan memicu produksi IL-1. Lebih
lanjut, sitokin pro-inflamasi lain seperti TNF-o dan TL-6 dapat memperkuat produksi IL-1
melalui mekanisme umpan balik positif.'4

Produksi IL-1 juga sangat bergantung pada aktivasi reseptor pola pengenalan (PRRs)
yang diekspresikan oleh sel-sel imun seperti makrofag, monosit, dan sel dendrit. Ligasi
PRRs, seperti TLRs dan NLRs, oleh patogen atau DAMPs akan mengaktifkan jalur
pensinyalan di dalam sel yang berujung pada transkripsi dan pelepasan IL-1. Secara khusus,
NLR seperti NLRP3 dapat membentuk kompleks inflammasom yang mengaktifkan
caspase-1, sebuah enzim yang memproses prekursor IL-1B menjadi bentuk aktifnya,

sehingga meningkatkan kadar IL-1 yang responsif terhadap ancaman atau kerusakan.?’
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PDGF merupakan faktor pertumbuhan esensial yang berperan dalam proliferasi dan
migrasi sel, serta pembentukan pembuluh darah baru (angiogenesis). Ekspresi PDGF
dipengaruhi oleh beragam faktor. Stimulus pro-inflamasi, termasuk sitokin seperti TNF-a
dan IL-1, dapat memicu peningkatan transkripsi dan produksi PDGF oleh berbagai jenis
sel seperti sel endotel, sel otot polos, fibroblas, dan sel-sel inflamasi. Faktor pertumbuhan
lain seperti EGF dan FGF juga dapat menginduksi ekspresi PDGF. Cedera fisik pada
jaringan dan kondisi kekurangan oksigen (hipoksia) juga merupakan pemicu pelepasan dan
peningkatan ekspresi PDGF, yang berperan dalam memfasilitasi proses perbaikan jaringan
dan pembentukan pembuluh darah baru. Aktivasi jalur pensinyalan intraseluler, seperti
MAPK/ERK, PI3K/Akt, dan NF-xB, yang diinduksi oleh stimulus pro-inflamasi dan faktor
pertumbuhan lainnya, juga berkontribusi pada peningkatan transkripsi gen PDGF. Lebih
lanjut, variasi genetik atau polimorfisme pada gen PDGF dan gen-gen yang mengatur
ekspresinya dapat memengaruhi tingkat produksi PDGF antar individu. Terakhir, kapasitas
produksi PDGF bervariasi antar jenis sel; contohnya, trombosit menyimpan PDGF dalam
jumlah besar dan melepaskannya saat aktivasi, sementara sel endotel, sel otot polos
vaskular, dan fibroblas juga merupakan sumber signifikan PDGF.?¢

2.4 Tanaman Mengkudu
1. Morfologi dan Klasifikasi mengkudu

Mengkudu di Indonesia dikenal dengan beberapa nama, seperti
bengkudu, cengkudu, kemudu, dan pace. Mengkudu dikenal dunia sebagai
Indian Mulbery atau noni. Pada umumnya, pohon mengkudu di Indonesia
memiliki tinggi 3—8 meter dengan diameter batangnya 40.5-90 cm, bentuknya
kasar dan bercabang. Secara umum, bentuk tanaman mengkudu dapat berupa
elipsoid, kerucut, bulat, silinder, dan ireguler.*

Daun mengkudu memiliki panjang berkisar antara 22.8 — 27.4 cm dan
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lebarnya di antara 12 —14.9 cm dengan urat daun menyirip. Daun mengkudu
letaknya berhadapan, bentuknya bervariasi, tepi daun bergelombang, ujung
daun lancip, pangkal daun berbentuk pasak, dan warnanya hijau mengilap.
Sedangkan bunga mengkudu bentuknya seperti bonggol, biasanya tumbuh di
ketiak daun penumpu (stipula). Bonggol bunga kemudian berkembang
menjadi buah dengan ukuran yang beragam, dengan panjang berkisar antara
9,2 hingga 11,5 cm dan lebar sekitar 5,1 hingga 5,7 cm. Buah ini mengandung
biji-biji di dalamnya dan memiliki ciri khas pada permukaannya, yaitu
bersekat dan berbintik.>

Berikut adalah klasifikasi mengkudu dari tingkat kingdom sampai

spesies.
Kingdom . Plantae
Filum . Spermatophyta
Kelas . Magnoliopsida
Subkelas ' Asteridae

Ordo /bangsa : Rubiales
Famili / suku - Rubiaceae
Genus / Marga :  Morinda

Spesies / jenis  :  Morinda citrifolia L.

. Kandungan Buah Mengkudu

Buah mengkudu memiliki beragam kandungan nutrisi dan senyawa
bioaktif yang bermanfaat bagi kesehatan, senyawa fitokimia yang terkandung
seperti total fenol, alkaloid, flavonoid, saponin, tannin, triterpenes, dan
coumarins.’!

a) Total Fenol
Fenol merupakan kelompok senyawa kimia yang memiliki satu

atau lebih gugus hidroksil (-OH) yang terikat langsung pada cincin
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aromatik (benzena). Senyawa ini termasuk dalam kelas senyawa
bioaktif yang banyak ditemukan dalam tumbuhan, termasuk buah
mengkudu (Morinda citrifolia), dalam bentuk senyawa fenolik
(phenolic compounds). Beberapa jenis senyawa fenolik yang umum
dijumpai pada tanaman antara lain asam galat, asam kafeat, flavonoid
seperti quercetin dan kaempferol, serta tanin dan lignin.>?

Senyawa fenol berperan penting melalui berbagai mekanisme.
Sebagai antioksidan, fenol mampu menetralkan radikal bebas (ROS)
yang dapat merusak sel fibroblas dan keratinosit, melindungi jaringan
dari stres oksidatif. Fenol juga memiliki aktivitas antiinflamasi dengan
cara menurunkan ekspresi sitokin proinflamasi melalui penghambatan
jalur pensinyalan NF-xB. Aktivitas ini berperan dalam mengontrol fase
inflamasi dan mempercepat proses regencrasi jaringan. Fenol juga
memiliki efek antibakteri yang membantu mencegah infeksi pada luka
terbuka dengan merusak struktur membran sel bakteri. Kombinasi
ketiga fungsi ini menjadikan senyawa fenolik sebagai komponen
potensial dalam terapi topikal untuk mempercepat penyembuhan luka.
Kandungan senyawa fenolik dalam buah mengkudu tergolong tinggi
dan berpotensi mendukung proses penyembuhan luka.

Hasil analisis menunjukkan bahwa ekstrak etanol buah mengkudu
mengandung sekitar 14,4 mg GAE/g (gallic acid equivalent per gram
ekstrak). Data lain mencatat kandungan fenol sebesar 35,6 mg GAE per

100 g buah segar. Senyawa fenolik berperan yang paling dominan
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sebagai agen antiinflamasi. Aktivitas ini sangat krusial pada fase awal
penyembuhan, di mana senyawa fenolik menekan ekspresi sitokin
proinflamasi mengendalikan respon inflamasi, fenol membantu
mempercepat transisi ke fase proliferasi. Efek antioksidan dan
antibakterinya turut mendukung dengan melindungi sel dari stres
oksidatif dan mencegah infeksi, namun keduanya lebih bersifat
komplementer dibandingkan peran utamanya sebagai pengatur

inflamasi.?

Alkaloid

Alkaloid merupakan senyawa alami yang bersifat basa dan
mengandung satu atau lebih atom nitrogen®. Alkaloid dapat
diklasifikasikan menurut prekursor molekuler, struktur, atau jalur
metabolisme dalam pembentukan molekulnya, yaitu alkaloid sejati dan
protoalkaloid yang dihasilkan dari asam amino, serta pseudoalkaloid

yang tidak berasal dari asamamino.

Buah mengkudu mengandung alkaloid, terutama xeronine,
yang memiliki efek imunomodulator dan antiinflamasi. Meskipun
kadar pastinya belum banyak dilaporkan, ekstrak mengkudu
mengandung sekitar 1-4 mg alkaloid ekuivalen quinine per gram.
Alkaloid berperan menurunkan kadar sitokin proinflamasi, sehingga
meredam inflamasi dan mempercepat fase proliferasi. Ekstrak ini juga
mendukung peningkatan growt factor, yang penting untuk aktivasi

fibroblas dan pembentukan jaringan baru. Kombinasi efek ini
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membantu mempercepat proses penyembuhan luka.>*

Kandungan alkaloid dapat diketahui dengan menggunakan Uji
Mayer yang ditandai dengan adanya endapan putih, Uji Wagner yang
ditandaidengan terbentuknya endapan coklat muda-kuning, dan UJI
Dragendorff yangditandai dengan terbentuknya endapan coklat muda-
oranye. Alkaloid berperansebagai antimikroba yang memiliki aktivitas
penyembuhan luka dengan mengurangi periode epitelisasi.*

Flavonoid

Flavonoid adalah hasil metabolit sekunder polifenol yang
memiliki sifat anti-oksidatif, anti-inflamasi, anti-mutagenik, anti-
karsinogenik dan dapat memodulasi fungsi enzim seluler utama.’
Struktur flavoneid terdiri dari dua cincin aromatik C6 yang terhubung
oleh sebuah cincin benzena unit C3. Penempatan cincin katekol pada
cincin benzena merupakan faktor yang membedakan flavonoid (2-

fenillkromana) dengan isoflavonoid (3- fenilkromana).’’

Flavonoid dalam buah mengkudu memiliki beberapa
mekanisme molekuler penting. Flavonoid menghambat enzim patogen
seperti lipase, protease, dan pf-glukosidase, yang menghambat
pertumbuhan mikroorganisme. Flavonoid meningkatkan permeabilitas
membran sel mikroba, menyebabkan kerusakan dan kematian sel
mikroba, serta mencegah infeksi. Flavonoid juga memiliki efek
antiinflamasi dengan menghambat COX-2, mengurangi produksi

prostaglandin, dan mengurangi peradangan. Selain itu, flavonoid
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menghambat produksi sitokin proinflamasi seperti IL-1, IL-6, dan
TNF-0, yang membantu meredakan peradangan dan melindungi
jaringan sehat.>®

Flavonoid lebih dominan berperan sebagai antiinflamasi pada
luka, dengan menekan jalur pensinyalan inflamasi seperti NF-xB dan
COX-2, serta menurunkan kadar IL-1B, TNF-a, dan IL-6 yang
meningkat pada fase awal luka. Efek ini penting untuk mempercepat
transisi ke fase proliferasi. Sementara, peran antioksidan flavonoid
lebih bersifat protektif dan menunjang, bukan pengatur utama proses
penyembuhan.*

Saponin

Saponin merupakan senyawa glikosida yang terbentuk dari
triterpen dansteroid. Saponin memiliki kemampuan menghasilkan busa
seperti sabun danbersifat amfifilik yang berasal dari struktur yang
mengandung aglikon yang berasal dari isoprenoid-derived aglycone
(sapogenin) yang terikat pada satu atau lebih rantai gula melalui ikatan
eter atau ester.>* Saponin dibagi menjadi dua kelompok utama, yaitu
saponin triterpenoid dan saponin steroid. Berdasarkan aktivitas
biologisnya, saponin memiliki aktivitas sebagai imunostimulan,
antioksidan, antimikroba antiinflamasi, dan dapat memengaruhi

pertumbuhan, serta permeabilisasi membran. %!

Saponin dalam buah mengkudu memiliki mekanisme

molekuler yang mendukung efek antimikroba dan antiinflamasi.
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Pertama, saponin dapat merusak membran sel mikroba dengan
meningkatkan permeabilitasnya, yang menyebabkan kematian patogen
dan menghentikan infeksi. Selain itu, saponin menghambat jalur NF-
kB, yang mengurangi produksi sitokin proinflamasi seperti TNF-a, IL-
I, dan IL-6, sehingga mengurangi peradangan dan mencegah
kerusakan jaringan. Saponin juga menghambat proliferasi mikroba
dengan mengganggu proses metabolik mereka, seperti sintesis protein
dan asam nukleat. Selain itu, saponin memodulasi sistem kekebalan
tubuh dengan meningkatkan aktivitas sel imun, seperti makrofag dan
sel T, untuk lebih efektif melawan patogen. Bersama dengan flavonoid,
saponin bekerja sinergis dalam mempercepat penyembuhan luka dan

mengurangi komplikasi infeksi.*:4

Buah mengkudu diketahui mengandung senyawa saponin dalam
kadar yang cukup tinggi, tergantung pada bentuk dan metode
ekstraksinya. Pada sediaan bubuk buah mengkudu, kandungan saponin
tercatat berkisar antara 21,9 hingga 37,1 mg AE/g (oleanolic acid
equivalent per gram). Hasil ekstraksi dengan etanol pada suhu 80 °C
selama 3 jam dapat menghasilkan saponin hingga 227,25 mg/g ekstrak
kering, setara dengan 22,7% dari berat ekstrak. Saponin berperan
penting terutama sebagai agen antimikroba dalam proses penyembuhan
luka. Efek dominan ini berasal dari sifat surfaktan alaminya yang
mampu merusak membran sel mikroba, sehingga menjaga luka tetap

steril dan bebas infeksi—faktor krusial dalam mencegah gangguan
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pada fase penyembuhan. Flavonoid dan saponin dalam buah mengkudu
berkontribusi signifikan terhadap aktivitas antimikroba sehinhgga
{ 3842

menjadi bahan alam yang potensial untuk terapi infeksi aku

Tannin

Tanin merupakan senyawa polifenol yang dapat membentuk
kompleks dengan polisakarida serta dapat mengendapkan protein.
Tanin memiliki berat molekul antara 500 dan 3000 yang dapat larut
dalam air dan mengendapkan alkaloid, gelatin, dan protein lainnya.
Tanin memiliki peran sebagai zat penyusut yang mampu menghentikan
keluarnya cairan dan perdarahan ringan,sehingga dapat mempercepat

proses penyembuhan luka.

Buah mengkudu mengandung senyawa tanin dalam jumlah yang
cukup, dengan kadar sekitar 0,22% pada daging buah dan 0,27% pada
bijinya berdasarkan berat kering. Tanin termasuk dalam kelompok
senyawa fenolik yang dikenal memiliki berbagai aktivitas biologis,
seperti antiinflamasi, antibakteri, dan antioksidan. Namun, dalam
konteks penyembuhan luka, fungsi paling dominan tanin adalah
sebagai antioksidan. Aktivitas ini berperan penting dalam menetralisir
radikal bebas (ROS) yang terbentuk di area luka, sehingga melindungi
sel fibroblas dan keratinosit dari kerusakan oksidatif. Perlindungan ini
mendukung kelangsungan fase proliferasi dan remodeling jaringan,
serta mempercepat pemulihan struktur kulit yang rusak akibat luka

iris.®
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2.5 Luka iris

Luka didefinisikan sebagai gangguan pada struktur anatomi, yang biasanya
merusak epidermis kulit Luka dapat diklasifikasikan berdasarkan jenis cedera
atau faktor pemicu, waktu, dan kedalamannya. Berdasarkan jenis cederanya,
luka dapat dikelompokkan menjadi luka bersih, luka terkontaminasi, luka
destruktif, luka potong,dan luka bakar.* Berdasarkan waktu penyembuhannya,
luka dibagi menjadi dua, yaitu luka akut yang dapat secara alami sembuh dengan
sendirinya, dan luka kronis yang biasanya membutuhkan perawatan khusus.*
Luka berdasarkan kedalamannya dibagi menjadi dua, yaitu partial-thickness
yang hanya melibatkan lapisan epidermis kulit atau menembus sebagian dermis
dan full-thickness yang menembus kulit ke jaringan di bawahnya seperti
jaringan adiposa, otot, tendon, atau tulang.*®

Salah satu jenis luka adalah luka iris yang mengalami kerusakan jaringan
yang cukup luas, dibanding dengan luka gesekan yang hanya melukai bagian
permukaan epidermis. Luka iris merujuk pada luka yang terjadi ketika jaringan
dipotong oleh benda tajam menembus area dermis.*® Benda tajam seperti kaca,
silet, dan pisau, dapat menimbulkan luka iris yang berbentuk garis dengan ciri
permukaan luka tampak teratur, sudut luka tajam, tidak ada jembatan jaringan,
tidak terdapat memar pada areasekitar luka, dan kedalaman luka lebih kecil
dibanding panjang luka. Tipe-tipe luka iris yang paling umum adalah sayatan
garis tengah dan sayatan melintang.*¢

Proses fisiologi penyembuhan luka adalah suatu proses yang rumit dan
dinamis yang bertujuan untuk mengganti dan mengembalikan struktur serta

fungsi jaringan lukaagar kembali seperti semula’ proses penyembuhan melalui
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empat fase, yaitu fase hemostasis, fase inflamasi, fase proliferatif dan fase

remodeling.*’

1.

Fase Hemostasis

Fase pertama dari hemostasis dimulai segera setelah terjadinya luka,
dengan penyempitan pembuluh darah dan pembentukan bekuan fibrin.
Bekuandan jaringan luka di sekitarnya melepaskan sitokin pro-inflamasi
dan faktor pertumbuhan seperti transforming growth factor (TGF)-B,
platelet-derivedgrowth factor (PDGF), fibroblast growth factor (FGF), dan
epidermal growth factor (EGF). Setelah perdarahan terkontrol, sel-sel
inflamasi bermigrasi ke dalam luka (kemotaksis) dan mempromosikan fase
inflamasi, yang ditandai dengan infiltrasi berurutan dari neutrofil,
makrofag, dan limfosit Peran penting dari neutrofil adalah untuk
menghilangkan mikroorganisme dan sisa- sisa sel yang masuk ke dalam
area luka. Neutrofil juga menghasilkan senyawa seperti protease dan
reactive oxygen species (ROS) yang dapat menyebabkan kerusakan
tambahan pada jaringan di sekitarnya.*’

Fase Inflamasi

Fase selanjutnya dari penyembuhan luka, yaitu inflamasi, terjadi
dalam24 jam pertama setelah cedera dan dapat berlangsung hingga 2
minggu pada luka normal, dan jauh lebih lama pada luka kronis yang sulit
sembuh. Sel-sel mastosit melepaskan granula yang berisi enzim, histamin,
dan amina aktif lainnya, yang bertanggung jawab atas tanda-tanda khas

peradangan, seperti kemerahan, panas, pembengkakan, dan Nyeri di sekitar
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lokasi luka. Neutrofil, monosit, dan makrofag merupakan sel-sel kunci
selama fase inflamasi.*® Membersihkan luka dari infeksi dan sisa-sisa sel
yang rusak, serta melepaskan mediator mediator larut seperti sitokin
proinflamasi (termasuk IL-1, IL-6, IL- 8, dan TNF-a) serta faktor
pertumbuhan (seperti PDGF, TGF-B, TGF-a, IGF- 1, dan FGF) yang
terlibat dalam rekrutmen dan aktivasi fibroblas dan sel epitelial sebagai

persiapan untuk fase penyembuhan selanjutnya.*’

. Fase Proliferasi

Tahapan-tahapan = penting dalam fase proliferasi meliputi
penggantian matriks fibrin provisional dengan matriks baru yang terdiri dari
serat kolagen, proteoglikan, dan fibronectin untuk mengembalikan struktur
dan fungsi jaringan.*® Kejadian penting lainnya dalam proses penyembuhan
adalah angiogenesis, yaitu pertumbuhan pembuluh darah baru untuk
menggantikan pembuluh yang sebelumnya rusak dan mengembalikan
sirkulasi darah. Peristiwa penting lainnya dalam fase penyembuhan ini
adalah pembentukan jaringan granulasi dan epitelialisasi. Fibroblas adalah
sel-sel kunci dalam fase proliferasi penyembuhan.!”

Fase remodelling

Remodeling adalah fase terakhir dari proses penyembuhan. Selama
fase ini, permukaan luka mengalami kontraksi. Fenomena utama dari
kontraksi luka adalah diferensiasi fenotipik fibroblas yang sudah ada
menjadi miofibroblas. Miofibroblas mengandung serat-serat mikrofilamen

aktin alpha smooth muscleactin (a-sma), memberikan sel-sel tersebut sifat
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kontraksi. Selanjutnya, reseptor integrin a1 31 dan a2 1 berinteraksi dengan
tempat-tempat khusus pada kolagen dan berperan dalam kontraksi jaringan
granulasi yang terjadi pada minggu kedua penyembuhan, sehingga
miofibroblas menjadi populasi sel yangpaling banyak jumlahnya dalam

jaringan granulasi.!”

Berdasarkan uraian di atas, pada fase hemostasis terjadi penyempitan
pembuluhdarah, agregasi platelet, degranulasi, dan pembentukan fibrin.
Pada fase inflamasi, terjadi infiltrasi neutrofil, infiltrasi monosit dan
berdiferensiasi menjadi makrofag, dan infiltrasi limfosit. Pada fase
proliferasi, terjadi re-epitelisasi, -angiogénesis, sintesis kolagen, dan
pembentukan matriks ekstraseluler. Pada fase remodelling, terjadi

remodelling kolagen, maturasi dan regresi vaskuler. !

2.6 Hubungan kadar IL-1 dan ekspresi PDGF terhadap penyembuhan luka
iris

Pasca terjadinya luka iris, serangkaian peristiwa kompleks teraktivasi

untuk memulai proses penyembuhan. Pada fase inflamasi awal, yang
berlangsung beberapa jam hingga beberapa hari setelah cedera, terjadi
peningkatan signifikan pada kadar Interleukin-1 (IL-1) dan ekspresi Platelet-
Derived Growth Factor (PDGF) di area luka. Peningkatan kadar IL-1 dipicu
oleh kerusakan sel-sel jaringan seperti keratinosit, fibroblas, dan sel endotel
yang melepaskan Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPs) seperti

HMGBI dan ATP ekstraseluler. DAMPs ini kemudian mengaktifkan sel-sel
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imun bawaan seperti makrofag dan sel mast melalui reseptor pola pengenalan
(PRRs) seperti Toll-like receptors (TLRs), terutama TLR4, serta mengaktivasi
inflammasom seperti NLRP3, yang selanjutnya memicu produksi dan pelepasan
IL-1B. Secara molekuler, IL-1 berperan penting dalam merekrut sel-sel
inflamasi lainnya (neutrofil, monosit) ke lokasi luka melalui peningkatan
ekspresi molekul adhesi pada sel endotel dan produksi kemokin, serta
memperkuat respons inflamasi awal dengan meningkatkan produksi sitokin pro-
inflamasi lainnya seperti TNF-a dan IL-6. Bersamaan dengan itu, ekspresi
PDGF juga meningkat. Aktivasi trombosit saat pembentukan sumbatan
hemostatik melepaskan PDGF dari granul alfa mereka. Sel-sel jaringan yang
rusak dan teraktivasi di sekitar luka juga mulai memproduksi PDGF sebagai
respons terhadap sitokin pro-inflamasi (termasuk IL-1 dan TNF-a) dan faktor
pertumbuhan lainnya. PDGF memainkan peran krusial dalam fase proliferasi
penyembuhan luka dengan menstimulasi migrasi dan proliferasi fibroblas untuk
pembentukan matriks ekstraseluler dan jaringan granulasi, serta berperan dalam

angiogenesis dan kontraksi luka.*’

Krim ekstrak buah mengkudu (Morinda citrifolia) menunjukkan potensi
signifikan dalam memengaruhi proses penyembuhan luka berkat kandungan
beragam senyawa bioaktifnya, termasuk flavonoid, iridoid (seperti asperuloside
dan aucubin), serta polisakarida. Penggunaan topikal krim ini dapat memodulasi
kadar IL-1 dan ekspresi PDGF melalui beberapa mekanisme. Pertama, ekstrak
mengkudu memiliki potensi efek anti-inflamasi. Senyawa flavonoid dan iridoid

di dalamnya terbukti aktif menghambat jalur pensinyalan pro-inflamasi seperti
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NF-kB dan MAPK. Penghambatan jalur NF-xB secara khusus dapat mengurangi
transkripsi gen IL-1PB pada sel-sel imun dan jaringan yang aktif di area luka,
yang berujung pada penurunan kadar IL-1.>" Secara molekuler, flavonoid dalam
mengkudu dapat menghambat aktivasi IxB kinase (IKK), sebuah langkah krusial
dalam aktivasi NF-xB, sehingga menurunkan produksi mRNA dan protein IL-
1B. Kedua, pengaruh ekstrak mengkudu terhadap ekspresi PDGF kemungkinan
lebih kompleks dan bergantung pada konsentrasi serta fase penyembuhan luka.
Pada fase proliferasi, beberapa penelitian mengindikasikan bahwa mengkudu
dapat meningkatkan proliferasi fibroblas dan produksi kolagen, yang secara
tidak langsung terkait dengan regulasi PDGF melalui stimulasi jalur pensinyalan
seperti PI3K/Akt atau FRK1/2 oleh polisakarida dalam mengkudu. Pada fase
inflamasi lanjut, efek anti-inflamasi mengkudu yang menekan IL-1 dan sitokin
pro-inflamasi lainnya dapat membantu menormalkan ekspresi PDGF, mencegah
produksi berlebihan yang berpotensi menyebabkan fibrosis. Kandungan
antioksidan yang tinggi dalam ekstrak mengkudu dapat membantu mengurangi
stres oksidatif di luka, yang sering memperburuk peradangan dan menghambat
penyembuhan, sehingga secara tidak langsung memengaruhi regulasi sitokin

dan faktor pertumbuhan.'>>!-%2



BAB III
KERANGKA TEORLKERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Teori

Luka iris merupakan luka sayatan yang mencapai lapisan epidermis
hingga dermis dan memicu respon biologis kompleks melalui beberapa fase.
Pada fase hemostasis, terjadi vasokonstriksi dan pembentukan bekuan darah
dengan aktivasi trombosit dan pelepasan faktor pertumbuhan seperti PDGF.
Fase inflamasi kemudian dimulai dengan aktivasi sel imun, seperti neutrofil
dan makrofag, yang melepaskan sitokin proinflamasi IL-1 untuk
meningkatkan permeabilitas pembuluh darah dan memicu inflamasi lokal.
Selanjutnya, fase proliferasi ditandai dengan peran PDGF dalam merekrut
fibroblas, merangsang sintesis kolagen, dan mempercepat proses re-epitelisasi

kulit.

Ekstrak buah mengkudu mempercepat penyembuhan luka melalui
mekanisme pada fase inflamasi, senyawa bioaktif seperti flavonoid, alkaloid,
dan asam askorbat dalam ekstrak mengkudu menghambat jalur NF-xB,
sehingga menurunkan ekspresi sitokin proinflamasi IL-1 dan mengurangi
respon inflamasi berlebihan. Pada fase proliferasi, ekstrak buah mengkudu
meningkatkan ekspresi PDGF melalui aktivasi jalur PI3K/Akt dan efek
antioksidan yang menurunkan stres oksidatif. Kombinasi mekanisme ini
membantu mempercepat regenerasi jaringan, meningkatkan sintesis kolagen,

dan menciptakan kondisi yang optimal untuk penyembuhan luka.

31



32

Antioksidan dalam ekstrak buah mengkudu berperan sebagai scavenger
radikal bebas dengan menyumbangkan elektron untuk menetralkan Reactive
Oxygen Species (ROS), seperti superoksida (O27) dan hidrogen peroksida
(H202). Mekanisme ini tidak hanya melindungi sel kulit dari kerusakan
oksidatif tetapi juga menjaga kesehatan sel fibroblas yang berperan penting
dalam penyembuhan luka. Sel fibroblas yang sehat mampu meningkatkan
ekspresi Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) secara optimal, yang
mendukung proses proliferasi dan regenerasi jaringan. Selain itu, antioksidan
dalam mengkudu juga menghambat aktivasi jalur Mitogen-Activated Protein
Kinase (MAPK) yang biasanya dipicu oleh ROS. Jalur MAPK ini dikenal
dapat meningkatkan @ produksi sitokin proinflamasi, sehingga dengan
menekannya, ekstrak mengkudu menciptakan kondisi yang lebih kondusif
bagi PDGF untuk mempromosikan pembentukan jaringan baru dan

mempercepat penyembuhan luka.
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Gambar 3.1 Kerangka Teori

|



3.2 Kerangka Konsep

Kadar IL-1

Dosis krim ekstrak
buah Mengkudu

y

Ekspresi PDGF

Gambar 3.2 Kerangka Konsep

3.3 Hipotesis Penelitian
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Terdapat pengaruh pemberian krim ekstrak buah mengkudu terhadap kadar IL-

1 dan ekspresi PDGF pada jaringan kulit tikus Wistar model luka iris.



BAB IV
METODE PENELITIAN

4.1 Jenis penelitan dan rancangan penelitian

Penelitian in1 merupakan eksperimen dengan post test-only control group
design yang mengevaluasi perbedaan pada kelompok kontrol dan perlakuan.
Pada desain ini, ditentukan lima kelompok yaitu kelompok tikus sehat (K1),
kelompok kontrol negatif (K2) diberi perlakuan model luka iris dan diberi
basic cream, kelompok kontrol positif (K3) diberi perlakuan model luka iris
dan diberi salep povidone iodine, Perlakuan 1 (K4) perlakuan model luka iris
dan diberikan secara topikal krim ekstrak buah mengkudu 15%, dan perlakuan

2 (P2) diberikan secara topikal krim ekstrak buah mengkudu 30%.

Desain penelitian ini dipilih untuk meminimalkan pengaruh variabel luar
yang tidak diinginkan dan memastikan bahwa perbedaan hasil antara
kelompok kontrol dan perlakuan disebabkan oleh perlakuan yang diberikan,
pengobatan standar pada kelompok kontrol dan ekstrak mengkudu pada
kelompok perlakuan. Setelah dilakukan perlakuan pada kedua kelompok,
dilakukan pengukuran pada kadar IL-1 dan ekspresi PDGF pada jaringan kulit

tikus wistar model luka iris untuk dianalisis lebih lanjut.
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Gambar 4.1 Alur Rancangan Penelitian

Keterangan:

S : Sampel

A : Adaptasi

R : Randomisasi

K1 : Kelompok tikus sehat

K2  :Kelompok kontrol negatif (basic cream)

K3 : Kelompok kontrol positif (salep povidone iodine)
K4  : Perlakuan 1 (krim ekstrak buah mengkudu 15%)
K5  : Perlakuan 2 (krim ekstrak buah mengkudu 30%)
OK1 : Observasi kelompok tikus sehat

OK2 : Observasi kontrol negatif

OK3 : Observasi kontrol positif

OK4 : Observasi perlakuan 1

OKS5 : Observasi perlakuan 2

4.2 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

36

Variabel penelitian dan definisi operasional yang terdapat pada penelitian ini

sebagai berikut:

4.2.1 Variabel Bebas

Variabel bebas adalah krim ekstrak buah mengkudu (Morinda Citrifolia

L.
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4.2.2 Variabel Terikat

Variabel terikat adalah kadar IL-1 dan ekspresi PDGF.

4.2.3 Definisi Operasional

a. Krim ekstrak buah mengkudu

Ekstrak buah mengkudu yang digunakan pada penelitian ini diperoleh
dari tanaman warga didaerah Kedung Mundu Kota Semarang, Kemudian
dilakukan proses ekstraksi menggunakan pelarut etanol 70% dengan tahap
pembuatan simplisia, maserasi dan evaporasi, dibuat di laboratorium
Integrated biomedical laboratories Fakultas Kedokteran Universitas
Islam Sultan Agung oleh laboran bagian kimia. Ekstrak buah mengkudu
dibuat sediaan krim dengan komposisi basic krim terdiri dari (4sam
stearate, Trietanolamin, Glycerine, Potasium hidrokside, aquadest) dan
ditambahkan ekstrak buah mengkudu konsentrasi 15% dan 30%. Krim
dioleskan secara topikal 1 kali sehari pada bagian luka iris sebanyak 0,2
gram selama 7 hari.

Skala : Nominal

b. Kadar IL-1

Kadar IL-1 adalah banyaknya IL-1 pada sampel jaringan kulit tikus setelah
perlakuan luka iris dan diberikan krim ekstrak buah mengkudu selama 7
hari yang dinyatakan dalam satuan pg/mL. Pada hari ke 8 jaringan kulit
diambil untuk dianalisis kadar IL-1 menggunakan metode ELISA

(Enzyme-linked immunosorbent assay) menggunakan reagen Mouse IL-1
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ELISA kit merk Thermo Fisher Scientific oleh analis di laboratorium
Integrated biomedical laboratories Fakultas Kedokteran Universitas Islam
Sultan Agung

Skala : Rasio.

c. Ekspresi PDGF

Ekspresi gen PDGF merupakan jumlah ekspresi relatif gen PDGF pada
jaringan kulit tikus wistar setelah perlakuan krim ekstrak buah mengkudu
pada luka iris selama 7 hari, Pada hari ke 8 jaringan kulit diambil untuk
dianalisis menggunakan metode RTq-PCR (Real-Time Quantitative
Reverse Transcription Polymerase chain reaction test) pada jaringan kulit
tikus putih galur wistar setelah perlakuan krim ekstrak buah mengkudu

pada luka iris selama 7 hari.

Skala : Rasio.

4.3 Subyek Penelitian dan Sampel Penelitian

4.3.1 Subyek Penelitian

Subyek penelitian menggunakan tikus Wistar sebanyak 30 ekor sesuai

ketentuan federer.

4.3.2 Sampel Penelitian
a. Kriteria Inklusi
1. Tikus jantan berusia 2-3 bulan
2. Berat badan antara 200-220 gram

3. Luka iris dengan lebar 1cm kedalaman maksimal 2 mm



39

4. Tidak ada anomali secara makroskopis.

b. Kriteria Drop Out
Kriteria droup out adalah tikus yang sakit dan mati pada saat

penelitian.

4.4 Teknik Pengambilan Sampel Penelitian
Sampel penelitian dibagi dengan teknik simple random sampling,
Berikut langkah-langkah penentuan sampel dengan teknik simple random
sampling:
L. Tikus secbagai sampel penelitian dengan model luka iris pada kulit

2. Jumiah sampel ditentukan dengan total sebesar 30 ekor

3. Subjek dibagi 5 kelompok yang terdiri atas 5+1 cadangan tikus

dalam 1 kandang box

4. Tikus pada tiap kelompok box diberi nomor 1-6 sesuai kelompok
perlakuan.

4.5 Besar sampel

Besar sampel ditentukan berdasarkan rumus Federer sebagai berikut.

n—1)(t—-1)=>15
mn-DB-1D=15
n—1)4) =15
dn-4>15+4
4n >19
n >19/4
n >4,75
n=>=5
Keterangan:
t = jumlah kelompok
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n = besar sampel dalam setiap kelompok
Jumlah sampel pada setiap kelompok adalah 5 ekor. Dengan demikian,

jumlah sampel minimal yang diperlukan adalah 25 ekor tikus, ditambah
cadangan untuk menghindari tikus sakit atau mati, sehingga total sampel

menjadi 30 ekor tikus.

4.6 Alat dan Bahan

Berikut adalah beberapa alat yang dapat digunakan dalam penelitian
pengaruh ekstrak buah mengkudu terhadap kadar IL-1 dan ekspresi PDGF pada
jaringan kulit tikus wistar model luka iris antar lain seperti oven, Inkubator,
Mikroskop, Timbangan analitik, Blender, Gelas kimia, Cawan petri, Kain
pembersih, Rodamobilkainkal, Alkohol 70%, Gunting bedah, Jarum dan
benang bedah, Pembalut luka, Mikropipet, Centrifuge, Spektrofotometer UV-

Vis.

Alat untuk ekstraksi RNA dan PCR, seperti Trizol, RNase inhibitor,
cDNA synthesis kit, PCR primer, dan enzim Taq polymerase.
Sedangkan bahan-bahan yang diperlukan dalam penelitian ini antara lain:

1. Tikus putih galur wistar dewasa
2. Ekstrak buah mengkudu

3. Bahan kimia untuk membuat buffer dan medium kultur
sel, larutan bufferfosfat (PBS)

4. Larutan formalin

5. Larutan xylazine dan ketamine
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4.7 Cara Penelitian

Penelitian pengaruh ekstrak buah mengkudu terhadap kadar IL-1 dan
ekspresi PDGF dapat dilakukan dengan metode eksperimental laboratorium.

Berikut adalah langkah-langkah penelitian yang dapat dilakukan:

4.7.1 Perizinan Ethical Clearance

Penelitian akan dilakukan setelah setelah mendapat persetujuan dengan terlebih
dahulu melakukan pengajuan ethical clearance agar sesuai dengan prinsip-
prinsip bioetika kepada Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas

Islam Sultan Agung Semarang.

4.7.2 Persiapan sampel

Tikus putih galur wistar sebanyak 30 ekor disiapkan di Laboratorium IBL
Kedokteran FK UNISSULA. Pada kelompok perlakuan, area luka iris
pada  tikus diberikan kiim ekstrak buah mengkudu, sedangkan pada
kelompok kontrol = tidak diberikan perlakuan/pengobatan standar.
Kemudian tikus diaklimatisasi selama 7 hari di lingkungan yang telah

disiapkan, dan diberikan pakan dan air secara ad libitum.

4.7.3 Pembuatan ekstrak buah mengkudu
Prosedur pembuatan ekstrak buah mengkudu dimulai dengan:

1. Memilih buah mengkudu yang segar dan setengah matang (buah
bewarna hijau kekuning kuningan) sebanyak 2 kg, kemudian

mencucinya hingga bersih untuk menghilangkan kotoran.

2. Buah mengkudu kemudian dipotong tipis dan dikeringkan dalam oven
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pada suhu sekitar 50°C hingga mencapai kondisi kering sempurna.

. Buah kering dihaluskan menggunakan blender hingga menjadi serbuk
(simplisia) yang kemudian disimpan dalam wadah tertutup rapat di

tempat kering.

. Proses ekstraksi dilakukan dengan merendam simplisia dalam etanol
70% dengan perbandingan 1:10 (simplisia:pelarut) melalui metode

maserasi selama 2-3 hari di tempat gelap, sambil diaduk sesekali.

Setelah maserasi, larutan ekstrak disaring menggunakan kain atau kertas
saring untuk memisahkan ampas, dan penyaringan dapat diulang untuk

mendapatkan filtrat yang lebih jernih.

. Pelarut kemudian divapkan menggunakan rotary evaporator pada suhu

sekitar 40-50°C hingga diperoleh ekstrak kental.

. Proses dilanjutkan dengan menggunakan freeze dryer, ekstrak yang telah
jadi disimpan dalam botol kaca gelap atau wadah tertutup rapat, dan
diletakkan di tempat scjuk serta terhindar dari cahaya langsung untuk

menjaga stabilitasnya.

4.7.4 Pembuatan krim ekstrak buah mengkudu

Prosedur pembuatan krim ekstrak buah mengkudu dengan
konsentrasi 15% dan 30% dimulai dengan menyiapkan bahan-bahan,
yaitu ekstrak buah mengkudu, asam stearat (15 g), trietanolamin (2 g),
gliserin (5 g), kalium hidroksida (0,5 g), dan akuades hingga mencapai

total 100 g.
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1. Pembuatan basis krim dimulai dengan persiapan fase minyak, yaitu
memanaskan asam stearat pada suhu 70°C hingga meleleh sempurna.
Pada fase air, kalium hidroksida dilarutkan dalam sebagian akuades,
kemudian ditambahkan gliserin dan trietanolamin, lalu dipanaskan hingga

suhu 70°C.

2. Fase minyak dan fase air kemudian dicampurkan secara perlahan sambil
terus diaduk menggunakan magnetic stirrer hingga membentuk krim

dasar homogen dengan suhu turun hingga sekitar 40°C.

3. Ekstrak buah mengkudu ditimbang sesuai konsentrasi yang diinginkan,
yaitu 3 g untuk krim 15% dan 6 g untuk krim 30%. Ekstrak kemudian
ditambahkan ke dalam krim dasar yang sudah dingin, lalu diaduk perlahan

hingga terdispersi merata.

4. Krim yang sudah jadi kemudian dikemas dalam wadah steril

menggunakan teknik aseptik untuk menghindari kontaminasi.

5. Wadah krim disimpan di tempat sejuk, kering, dan terhindar dari sinar

matahari langsung, sebelum digunakan.

4.7.5 Perlakuan model luka iris pada kulit tikus

Prosedur pembuatan model luka iris pada kulit tikus Wistar sesuai

dengan protokol etika penelitian hewan.

1. Setelah hewan coba diadaptasikan selama 7 hari di laboratorium dengan
suhu 22-25°C, siklus cahaya 12 jam terang/gelap, serta akses bebas ke

pakan dan air untuk mengurangi stres. Anestesi dilakukan dengan
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kombinasi ketamin (50-80 mg/kg) dan xylazine (5-10 mg/kg) secara

intraperitoneal, memastikan tikus tidak merasakan nyeri selama prosedur.

Kondisi anestesi dipastikan dengan tidak adanya respon terhadap
rangsangan nyeri ringan. Area punggung tikus dicukur menggunakan
mesin pencukur listrik hingga kulit terlihat jelas (diameter 3 cm) dan

dibersihkan dengan antiseptik serta alkohol 70% untuk mencegah infeksi.

. Luka iris dibuat menggunakan pisau bedah steril (scalpel No. 11) dengan

panjang 1 cm dan kedalaman maksimal 2 mm. Proses dilakukan tegak

lurus sehingga luka mencapai lapisan epidermis hingga dermis atas.

Tikus dipantau hingga sadar penuh dalam kandang pemulihan yang

hangat.

Krim ekstrak mengkudu dengan konsentrasi 15% atau 30% kemudian

diaplikasikan langsung pada luka setiap hari sesuai desain penelitian.

4.7.6 Pengambilan Sampel Jaringan untuk pemeriksaan metode ELISA

Setelah pemberian perlakuan, hari ke 8 dilakukan pengambilan jaringan

Kulit tikus.

1.

Tikus diterminasi dengan menggunakan uap dietil eter sehingga tikus
kehilangan kesadaran dan akhirnya mati.

Buat sayatan jaringan pada bagian luka iris, menggunakan gunting dan
pinset. Sampel jaringan dipotong dan di timbang, selanjutnya jaringan
ditambahkan dengan PBS (PH 7,4).

Sampel jaringan di homogenisasi (dihancurkan) dalam kondisi dingin,
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4°C. selanjutnya setrifus dengan kecepatan 2000-3000 rpm, selama 20
menit.

4. Supernatan yaitu substansi hasil sentrifugasi yang memiliki bobot jenis
yang lebih rendah diambil dan digunakan sebagai sampel uji.

Penyimpanan sampel pada suhu -20°C.

4.7.7 Pengukuran kadar IL-1 menggunakan ELISA
Sampel jaringan kulit yang sudah diperoleh kemudian dianalisis

kadar IL-1 menggunakan metode ELISA. Analisis ELISA kadar IL-1

dilakukan menggunakan reagen Mouse [L-1 ELISA kit merk Thermo

Fisher Scientific dengan mengikuti prosedur yang dilampirkan dalam

produk. Pembacaan kadar IL-1 menggunakan microplater reader dengan

panjang gelombang 450nm. Tahapan pemeriksaan ELISA :

1. Pembuatan standard
Sepuluh sumuran pada mikroplate disiapkan untuk standard.

2. Ditambahkan Capture antibodi pada tiap sumuran. Kemudian
dilakukan inkubasi seclama 30 menit pada suhu 37°C atau selama
semalam pada suhu 4°C.

3. Persiapan wash solution : larutkan wash solution 30x dengan aquadest
(1 ml wash solution ditambahkan 29 ml aquadest). Buang cairan dari
sumuran dan cuci sumuran sebanyak 5 kali dengan larutan pencuci
yang telah disiapkan pada tahap 3.

4. Ditambahkan blocking buffer, untuk membuat antigen pada sampel

menempel pada plate.
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Inkubasi plate selama 60 menit, pada suhu 370C atau selama semalam
pada suhu 4°C.

Masukkan 10 ul sampel dan 40 ul 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.

Tambahkan 100 ul biotinylated antibodi pada tiap sumuran, inkubasi
plate selama 60 menit, pada suhu 370C atau selama semalam pada
suhu 4°C.

Buang cairan dari sumuran dan cuci sumuran sebanyak 5 kali dengan
larutan pencuci yang telah disiapkan pada tahap 3. Tambahkan 100 ul
ABC solution pada tiap sumuran, Inkubasi selama 30 menit pada suhu
37°C.

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

Kemudian ditambahkan 90 ul HRP-conjugate dan 90 ul TMB pada
tiap sumuran.

Inkubasi plate selama 30 menit, pada suhu 37°C, Selanjutnya,
ditambahkan 100 ul stop solution pada tiap sumuran, sehingga akan
terjadi perubahan warna dari biru menjadi kuning.

Selanjutnya, baca nilai OD (optical density) pada panjang gelombang

450 nm pada ELISA reader
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14. Selanjutnya, akan didapatkan nilai OD dari sampel.

4.7.8 Preparasi jaringan, ekstraksi DNA dan Analisis PCR terhadap

ekspresi PDGF

1.

Sampel jaringan kulit diambil berukuran 6 mm pada area kulit bagian
tengah punggung yang mengalami luka iris, kemudian disimpan
dalam tabung berisi RNA later dan ditempatkan dalam freezer bersuhu
-80°C.

Proses 1solasi RNA dimulai dengan memotong jaringan kulit bagian
tengah punggung tikus seberat 10-30 mg dari masing-masing sampel.
Jaringan kemudian dihancurkan menggunakan tissue grinder dalam
nitrogen cair dan dipindahkan ke tabung bebas RNAse.

Selanjutnya, ditambahkan 0,3 mL Binding Buffer 4 (yang telah
dicampur dengan (-mercaptoetanol) dan 15 pL proteinase K untuk
setiap 10 mg jaringan,

Homogenisasi dilakukan dengan vortex. Campuran ini diinkubasi
selama 10-20 menit pada suhu 56°C untuk memastikan lisis sel yang
optimal.

Sampel disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 x g selama 5 menit
pada suhu kamar, lalu supernatant yang dihasilkan dipindahkan ke

tabung bebas RNAse yang baru untuk tahap analisis selanjutnya.

Proses uji ekspresi gen diawali dengan:

1.

Menyiapkan RNA dari masing-masing sampel serta house-keeping
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gene (B-actin) sebagai kontrol perbandingan.

Selanjutnya, disiapkan master mix dengan komposisi yang mencakup
2x PerfectStart Green One-Step qQRT-PCR SuperMix sebanyak 10 pL,
forward primer (10 pM) dan reverse primer (10 pM) masing-masing
0,4 uL, TransScript® RT/RI Enzyme Mix 0,4 uL, Passive Reference
Dye (50x) sebanyak 0,4 pL, RNA sampel 5 pL, serta RNAse-free
Water 3,4 uL, sehingga total volume dalam setiap reaksi mencapai 20
uL.

Setelah semua komponen tercampur, pastikan tidak ada gelembung
udara dalam campuran. Master mix kemudian dimasukkan ke dalam
masing-masing well pada strip tube, dihomogenkan menggunakan
vortex, dan dilakukan spindown sebelum PCR dimulai.

. Program PCR diatur sebagai berikut: tahap reverse transcription pada
suhu 50°C selama 5-15 menit (1 siklus), tahap RT dan denaturasi
DNA pada suhu 94°C selama 30 detik (1 siklus), diikuti dengan tahap
PCR amplifikasi pada suhu 94°C selama 5 detik dan tahap annealing
& extension pada suhu 58°C selama 30 detik, yang berlangsung
selama 45 siklus. Fluoresensi SYBR Green akan dideteksi pada tahap
annealing & extension.

Sampel dalam strip tube dimasukkan ke dalam alat PCR, dan program
dijalankan sesuai waktu yang telah ditentukan untuk memperoleh data
ekspresi gen yang diinginkan.

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

kontrol internal.

4.8 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian telah dilakukan di Laboratorium Bagian Kimia untuk
pembuatan ekstrak dan krim ekstrak buah mengkudu, sedangkan perlakuan
terhadap hewan coba dilakukan di Laboratorium Hewan Coba IBL Unissula,
analisis sampel jaringan kulit untuk kadar IL-1 dan ekspresi PDGF dilakukan
di Laboratorium CITO Yogyakarta. Penelitian ini dilakukan pada Mei-Juni

2025.

4.9 Analisa Data

Data yang diperoleh dianalisis menggunakan metode statistik untuk
menentukan apakah krim ekstrak buah mengkudu memiliki pengaruh
signifikan terhadap kadar IL-1 dan ekspresi PDGF pada jaringan kulit tikus

putih galur wistar pasca luka iris.

Hasil data dilakukan uji statistik deskriptif yang dilanjutkan dengan
normalitas dengan uji Shapiro Wilk dan uji homogenitas data dengan uji
Levene. Data hasil didapatkan normal dan homogen (P>0,05), terhadap kadar
IL-1 dan ekspresi PDGF maka dilakukan uji beda uji One Way Anova untuk

mengetahui perbedaan antar semua kelompok perlakuan, namun hasil
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menunjukkan perbedaan yang tidak signifikan terhadap kadar IL-1 dan ekspresi
PDGEF sehingga tidak dilanjutkan dengan uji untuk mengetahui perbedaan antar
dua kelompok perlakuan, uji Post Hoc LSD maupun Post Hoc Temhane.
Keputusan untuk diterima atau ditolak hipotesis penelitian berdasarkan a 5 %

dan pengolahan analisis data dengan menggunakan aplikasi SPSS 27.
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4.10 Alur Penelitian
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Berikut adalah alur penelitian pengaruh krim ekstrak buah mengkudu

(Morinda citrifolia L.) terhadap kadar IL-1 dan ekspresi PDGF pada jaringan

kulit tikus wistar model luka iris:

30 ekor tikus

v

Adaptasi 7 hari

v

Harike 1,
Pencukuran
bulu punggung
diameter 3cm

\4

Randomisasi

v

Hari ke 1, Pencukuran bulu punggung diameter 3cm dan
pembuatan model luka iris dengan panjang 1cm kedalaman 2mm

v

\4

\4

K1: Tikus
sehat tanpa
diberikan
perlakuan luka
iris selama 7
hari

K2: Tikus model
luka iris
diberikan basic
selama 7 hari
setiap hari
sebanyak 0,2g

K3: Tikus model
luka iris diberikan
salep povidone
iodine selama 7
hari setiap hari
sebanyak 0,2g

P2: Tikus model
luka iris diberikan
topikal krim EBM
15% selama 7 hari

setiap hari
sebanyak 0,2g

P3: Tikus model
luka iris diberikan
topikal krim EBM
30% selama 7 hari

setiap hari
sebanyak 0,2g

\ 4

Hari ke 8, Pemeriksaan kadar IL-1 dengan metode ELISA dan ekspresi

PDGF dengan metode PCR pada jaringan kulit tikus

v

Analisa data dan kesimpulan

Gambar 4.2 Alur penelitian




BAB V
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN
5.1 Hasil Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental in vivo yang dilakukan
pada bulan Mei-Juni 2025 di Integrated Biomedical Laboratory (IBL), Fakultas
Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang. Sampel yang digunakan
adalah tikus Wistar jantan (Rattus norvegicus) yang dibagi ke dalam lima
kelompok, yaitu kelompok tikus sehat (K1), kelompok luka iris yang diberikan
basic cream (K2), kelompok luka iris yang diberikan salep povidone iodine (K3),
kelompok luka iris yang diberikan krim ekstrak buah mengkudu dosis 15% (K4),
dan kelompok luka iris yang diberikan krim ekstrak buah mengkudu dosis 30%
(K5).

Hasil penelitian menyajikan analisis kadar Interleukin-1 (1L-1) menggunakan
metode ELISA dan ekspresi Platelet-Derived Growth Factor (PDGF)
menggunakan metode PCR terhadap jaringan kulit tikus pasca luka iris, hasil
pengujian kandungan senyawa bioaktif dari ekstrak buah mengkudu, serta
pembahasan dilakukan dengan mengaitkan hasil penelitian dengan teori dan
literatur terdahulu, untuk menjelaskan kemungkinan mekanisme molekuler dari
efek pemberian krim ekstrak buah mengkudu terhadap proses penyembuhan luka.
5.1.1 Hasil Analisis Kandungan Flavonoid dan Fenol Total Ekstrak Buah

Mengkudu

Analisis kandungan senyawa bioaktif dalam ekstrak buah mengkudu

(Morinda citrifolia L.) dilakukan untuk mengidentifikasi fitokimia dengan uji
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kandungan flavonoid total dilakukan dengan metode spektrofotometri
menggunakan standar kuersetin, sedangkan analisis fenol total dilakukan
menggunakan metode Folin Ciocalteu dengan standar asam galat.

Hasil pengujian menunjukkan bahwa ekstrak buah mengkudu mengandung
flavonoid total sebesar 0,00305 mg QE/g ekstrak dan fenol total sebesar 90,3 ppm.
Kandungan flavonoid diperoleh berdasarkan nilai rata-rata absorbansi sebesar
0,244 dari tiga kali replikasi pada konsentrasi 5000 ppm, yang dihitung terhadap
kandungan flavonoid total awal sebesar 15,3 mg/L. Kandungan fenol diperoleh
berdasarkan nilai rata-rata absorbansi sebesar 0,481 dari tiga kali replikasi pada
konsentrasi 5000 ppm, yang dihitung terhadap kandungan total fenol awal sebesar
90,3 mg/L. Perolehan nilai ini menunjukkan bahwa ekstrak mengkudu memiliki
kandungan fenol yang cukup tinggi, yang berpotensi berkontribusi terhadap
aktivitas antioksidan, mengingat senyawa fenolik dikenal mampu menangkap
radikal bebas dan menghambat reaksi oksidasi.

Senyawa fenolik dan flavonoid ni diketahui memiliki kemampuan dalam
menetralkan radikal bebas serta menekan aktivitas sitokin proinflamasi seperti
Interleukin-1 (IL-1). Senyawa fenol juga diketahui mampu meningkatkan ekspresi
faktor pertumbuhan seperti Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) yang berperan
dalam fase proliferatif penyembuhan luka, meskipun kadar flavonoid dalam ekstrak
tergolong rendah, keberadaan senyawa fenolik yang cukup tinggi mendukung
potensi biologis ekstrak buah mengkudu sebagai agen topikal dalam proses
penyembuhan luka, terutama melalui mekanisme molekuler antiinflamasi dan

regeneratif.



54

5.1.2 Gambaran makroskopis pada tikus Wistar model luka iris
Hasil pengamatan makroskopis luka iris pada tikus Wistar menunjukkan
dinamika penyembuhan pada setiap kelompok perlakuan, yang ditandai dengan
perubahan ukuran luka, warna jaringan, pembentukan krusta, serta eksudat

sebagai indikator fase inflamasi, proliferasi, dan awal remodeling (Gambar 5.1).

Gambar 5.1 Makroskopis tikus Wistar model luka iris pada tiap
kelompok

Pengamatan makroskopis luka iris pada tikus Wistar memperlihatkan
perbedaan progres penyembuhan antar kelompok. Hari pertama, semua
kelompok menunjukkan tepi luka jelas dengan warna kemerahan. Pada kelompok
povidone iodine dan krim ekstrak buah mengkudu 30% mulai terbentuk krusta
tipis lebih awal, sedangkan kelompok basis krim tampak lebih basah dengan

eksudat. Memasuki hari ketiga, krusta semakin jelas pada kelompok povidone
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iodine dan krim ekstrak buah mengkudu 30%, sementara krim ekstrak buah
mengkudu 15% mulai membentuk krusta, dan basis krim masih menunjukkan
eksudat dengan krusta tipis. Hari kelima, kelompok krim ekstrak buah mengkudu
30% mengalami penyembuhan lebih cepat dengan diameter luka mengecil, krusta
mengering, dan sebagian mulai terlepas, menandakan fase proliferasi dan
pembentukan jaringan granulasi yang baik. Kelompok krim ekstrak buah
mengkudu 15% menunjukkan pola penyembuhan serupa namun lebih lambat,
sedangkan basis krim masih memiliki krusta tebal dan basah yang menandakan
penyembuhan terhambat. Hari ketujuh, krim ekstrak buah mengkudu 30% hampir
menutup sempurna dengan krusta tipis yang tersisa, sedangkan krim ekstrak buah
mengkudu 15% mulai menutup dengan jaringan baru yang lebih matang.
Kelompok povidone iodine mengalami penyembuhan moderat, sementara basis
krim masih tampak krusta yang belum lepas. Secara keseluruhan, krim ekstrak
buah mengkudu 30% memberikan efek percepatan penyembuhan luka paling
optimal dibandingkan kelompok lainnya, ditandai dengan pembentukan krusta

ebih cepat, penurunan eksudat, dan kontraksi luka lebih signifikan.
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5.1.3 Hasil pemeriksaan kadar IL-1 jaringan kulit tikus setelah hari ke 7
perlakuan

Hasil analisis rerata kadar IL-1 setelah hari ke 7 perlakuan pada masing-
masing kelompok ditunjukkan pada tabel 5.1 sebagai berikut:

Tabel 5.1 Hasil uji deskriptif rerata kadar IL-1 (ng/mL) dan uji One way anova
setelah hari ke 7 perlakuan

K1 K2 K3 K4 K5
Kelompok Kelompok Basic Povidone Krim EBM Krim P

Sehat Cream lodine 15% EBM 30%  value
Mean 8.50 8.65 10.49 9.27 8.17
SD 1.24 1.60 1.44 1.29 1.01
Shapiro-Wilk 0.204* 0,764*  0,808* 0,564* 0,699*
Leuvene Test 0.839%
One way anova 0,088

Keterangan: * Shapiro-Wilk = Normal (p>0,05)

* Leuvene Test = = Homogen (p>0,05)

* One way anova = Signifikan (p<0,05)
Rerata kadar IL-1 dilakukan uji normalitas menggunakan uji Shapiro-
Wilk dan menunjukkan bahwa data pada seluruh kelompok terdistribusi normal
dengan nilai p > 0,05, yaitu K1 sebesar 0,204, K2 sebesar 0,764, K3 sebesar
0,808, K4 sebesar 0,564, dan K5 sebesar 0,699. Uji homogenitas varians
menggunakan Levene Test menunjukkan hasil sebesar 0,839 (p>0,05), yang
berarti data memiliki variansi yang homogen. Berdasarkan hasil uji normalitas
dan homogenitas, maka dilanjutkan dengan uji One Way ANOVA untuk
mengetahui perbedaan rerata antar kelompok. Hasil uji One Way ANOVA
menunjukkan nilai p sebesar 0,088 (p<0,05), sehingga dapat disimpulkan

bahwa tidak terdapat perbedaan yang signifikan secara statistik terhadap kadar

IL-1 antar kelompok perlakuan.
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Berdasarkan tabel 5.1, rerata kadar IL-1 tertinggi ditemukan pada
kelompok K3 (povidone iodine) sebesar 10,49 + 1,44, sedangkan nilai terendah
terdapat pada kelompok K5 (krim EBM 30%) sebesar 8,17 + 1,01. Kelompok
sehat (K1) menunjukkan rerata kadar sebesar 8,50 £ 1,24, kelompok basic
cream (K2) sebesar 8,65 + 1,60, dan kelompok krim EBM 15% (K4) sebesar
9,27 + 1,29. Meskipun secara statistik tidak signifikan, terdapat kecenderungan
penurunan kadar IL-1 pada kelompok yang diberikan krim EBM 15% dan 30%
dibandingkan kelompok povidone iodine (Gambar 5.1)

12 —t . LB RN D

10

Kadar IL-1 (ng/mL)

K5

Kelompok

Gambar 5.2 Grafik rerata kadar IL-1 (ng/mL) tiap kelompok

5.1.4 Hasil pemeriksaan Ekspresi PDGF jaringan kulit setelah hari ke 7
perlakuan

Hasil analisis rerata ekspresi PDGF setelah hari ke 7 perlakuan pada

masing-masing kelompok penelitian ditunjukkan pada tabel 5.3 sebagai

berikut:
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Tabel 5.2 Hasil uji deskriptif rerata ekspresi PDGF (fold change) dan One way
anova setelah hari ke 7 perlakuan

K1 K2 K3 K4 K5
Kelompok Kelompok Basic Povidone Krim EBM Krim P
Sehat Cream lodine 15% EBM 30%  value
Mean 0.95 0.97 0.94 1.11 1.01
SD 0.70 0.11 0.09 0,08 0.09
Shapiro-Wilk 0,727* 0,783* 0,910* 0,082* 0,740*
Leuvene Test 0,671%*
One way anova 0,056
Keterangan:  * Shapiro-Wilk = Normal (p>0,05)
* Leuvene Test = Normal (p>0,05)
* One way anova = Signifikan (p<0,05)

Hasil rerata ekspresi PDGF dianalisis menggunakan uji normalitas
Shapiro-Wilk untuk menentukan distribusi data pada masing-masing kelompok
perlakuan. Seluruh kelompok menunjukkan nilai p > 0,05, yaitu K1 (p=0,727),
K2 (p =0,783), K3 (p = 0,910), K4 (p = 0,082), dan K5 (p = 0,740), sehingga
dapat disimpulkan bahwa data terdistribusi normal. Selanjutnya, hasil uji
homogenitas varians menggunakan Levene Test menunjukkan nilai p = 0,671
(p>0,05), yang menandakan bahwa data memiliki varians yang homogen antar
kelompok.

Karena data memenuhi asumsi normalitas dan homogenitas, maka
dilakukan uji lanjut menggunakan One Way ANOVA untuk mengetahui
perbedaan rerata ekspresi PDGF antar kelompok. Berdasarkan hasil uji,
diperoleh nilai p = 0,056 (p<0,05), yang menunjukkan bahwa tidak terdapat
perbedaan yang bermakna secara statistik terhadap ekspresi PDGF antar
kelompok perlakuan. Meskipun demikian, nilai p yang mendekati batas
signifikansi mengindikasikan adanya kecenderungan perbedaan yang mungkin

memiliki relevansi biologis.
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Secara deskriptif, rerata ekspresi PDGF tertinggi ditemukan pada
kelompok K4 (krim EBM 15%) sebesar 1,11 + 0,08, diikuti oleh K5 (krim
EBM 30%) sebesar 1,01 + 0,09, dan K1 (kelompok sehat) sebesar 0,95 = 0,70.
Sedangkan rerata ekspresi PDGF terendah tercatat pada kelompok K3
(povidone iodine) sebesar 0,94 £ 0,09 dan K2 (basic cream) sebesar 0,97 +
0,11. Meskipun perbedaan ini tidak signifikan secara statistik, variasi rerata
yang muncul antar kelompok menunjukkan potensi peran dari formulasi krim

EBM dalam memodulasi ekspresi PDGF selama proses penyembuhan luka.

Ekspresi PDGF (fold change)

K5

Kelompok

Gambar 5.3 Grafik rerata ekspresi PDGF (fold change) tiap kelompok

Hasil uji One Way ANOVA menunjukkan nilai p = 0,056 (p > 0,05), yang
secara statistik tidak signifikan. Namun, karena nilai p berada mendekati
ambang signifikansi, maka perbedaan rerata antar kelompok dianggap
menunjukkan kecenderungan adanya perbedaan yang potensial, meskipun

belum dapat disimpulkan secara pasti. Hal ini dapat menjadi dasar untuk



60

penelitian lebih lanjut dengan ukuran sampel yang lebih besar atau rentang
dosis yang lebih variatif.
5.2 Pembahasan

Berdasarkan hasil rerata kadar IL-1 menunjukkan tidak terdapat
perbedaan yang bermakna secara statistik antar kelompok perlakuan, namun
data deskriptif menunjukkan adanya variasi rerata kadar IL-1 antar kelompok.
Kelompok yang diberikan povidone iodine (K3) memiliki kadar IL-1 tertinggi,
sedangkan kadar terendah terdapat pada kelompok krim EBM 30% (KS5).
Kelompok sehat (K1), basic cream (K2), dan krim EBM 15% (K4)
menunjukkan kadar [L-1 yang berada di antara kedua kelompok tersebut.

Kelompok yang diberi povidone iodine memiliki kadar IL-1 tertinggi
dibandingkan seluruh kelompok lainnya. ‘Hal ini mencerminkan bahwa
meskipun povidone iodine efektif sebagai antiseptik, penggunaannya dapat
memperpanjang fase inflamasi akibat iritasi lokal.> Kelompok yang diberi
krim ekstrak buah mengkudu dosis 30% menunjukkan kadar IL-1 terendah,
bahkan lebih rendah dibandingkan kelompok sehat. Hal ini mengindikasikan
bahwa ekstrak buah mengkudu mampu menekan respon inflamasi secara
efektif. Efek ini berasal dari kandungan senyawa fenolik dan flavonoid yang
telah diketahui dapat menghambat jalur NF-kB, yaitu jalur pensinyalan utama
dalam produksi IL-1 dan sitokin proinflamasi lainnya.’®>¢ Penelitian oleh
Sinambela et al. (2022) mendukung temuan ini, di mana krim ekstrak
mengkudu dengan konsentrasi tinggi terbukti menurunkan kadar IL-1 pada

model luka tikus, sehingga mempercepat fase inflamasi menuju fase
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proliferasi."

Nilai p yang mendekati ambang batas signifikansi (0,05)
mengindikasikan bahwa meskipun tidak signifikan secara statistik, terdapat
kecenderungan biologis adanya perbedaan kadar IL-1 antar kelompok. Hal ini
sering disebut sebagai trend toward significance dan dapat mengandung makna
penting secara biologis, terutama dalam konteks jumlah sampel yang terbatas.>®
Jumlah sampel yang relatif kecil per kelompok (n=5) menurunkan kekuatan uji
(statistical power), sehingga perbedaan aktual antar kelompok mungkin tidak
terdeteksi secara signifikan. Dalam studi in vivo, variasi biologis antar hewan
uji juga berkontribusi terhadap sebaran data yang lebar, sebagaimana
dilaporkan bahwa respon imun pada hewan model dapat bervariasi meskipun
perlakuannya identik.>*

Waktu pengambilan sampel yang hanya dilakukan pada hari ke-7 juga
dapat menjadi faktor penting. IL-1 sebagai sitokin proinflamasi umumnya
menunjukkan puncak ekspresi pada fase awal luka (2472 jam pertama), dan
kemudian menurun seiring berjalannya waktu dan transisi ke fase proliferasi.’’
Jika penurunan IL-1 sudah mulai terjadi secara alami pada hari ke-7 di semua
kelompok, maka selisih antar kelompok menjadi kurang mencolok secara
statistik. Penurunan IL-1 pada kelompok krim EBM 30% dibandingkan
kelompok povidone iodine dan basic cream tetap mendukung hipotesis bahwa
ekstrak buah mengkudu mengandung senyawa antiinflamasi seperti flavonoid
dan fenol yang bekerja menekan aktivasi jalur inflamasi, khususnya NF-xB.*

Penelitian terdahulu telah melaporkan bahwa flavonoid dari tanaman obat
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dapat menurunkan kadar IL-1 pada luka secara bermakna, terutama pada
konsentrasi yang cukup tinggi.>

Hasil yang tidak signifikan secara statistik dalam penelitian ini perlu
diinterpretasikan dengan mempertimbangkan aspek biologis, jumlah sampel,
waktu pengambilan data, serta kemungkinan perlunya pengujian pada fase
inflamasi yang lebih awal. Penelitian lanjutan dengan jumlah sampel yang
lebih besar dan pengambilan data multitimepoint (misalnya hari ke-1, ke-3, dan
ke-7) sangat disarankan untuk mendapatkan gambaran dinamika kadar IL-1
yang lebih representatif.

Hasil analisis ekspresi PDGF pada hari ke-7 menunjukkan bahwa
meskipun terdapat variasi rerata antar kelompok, perbedaan tersebut tidak
mencapai signifikansi (p = 0,056). Nilai p ini sedikit lebih tinggi dari batas
signifikansi (0,05), yang mengindikasikan bahwa secara statistik tidak terdapat
perbedaan bermakna dalam ekspresi PDGF antar kelompok perlakuan.

Kelompok krim EBM dosis 15% menunjukkan ekspresi PDGF tertinggi
di antara seluruh kelompok, mengindikasikan efek stimulasi optimal terhadap
regenerasi jaringan. Senyawa fenolik dan flavonoid dapat meningkatkan
ekspresi PDGF melalui aktivasi jalur PI3K/Akt dan MAPK/ERK, yang

berperan dalam diferensiasi dan proliferasi sel fibroblas.”” Kandungan fenol

dalam ekstrak buah mengkudu yang tinggi memperkuat potensi ini. Kelompok
povidone iodine menunjukkan ekspresi PDGF paling rendah. Hal ini konsisten
dengan kadar IL-1 yang tinggi, menandakan bahwa respon inflamasi yang

berkepanjangan dapat menghambat fase proliferasi, termasuk ekspresi faktor
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pertumbuhan.

Secara keseluruhan, pada penelitian ini krim ektrak buah mengkudu
belum berpengaruh terhadap kadar IL-1 dan ekspresi PDGF, meskipun pada
penelitian ini krim ekstrak buah mengkudu dosis 30% paling baik menekan
inflamasi, sedangkan dosis 15% paling baik dalam merangsang ekspresi
PDGF. ekstrak mengkudu menunjukkan potensi sebagai agen topikal
penyembuhan luka dengan efek ganda: antiinflamasi dan stimulasi regenerasi.
Perbedaan antar dosis juga menunjukkan bahwa efek terapeutik dari ekstrak
mengkudu bersifat dosis-responsif, dan perlu diteliti lebih lanjut untuk
menentukan dosis optimal yang seimbang antara efek antiinflamasi dan
regeneratif, 316!

Hasil ini memiliki beberapa keterbatasan yang perlu diperhatikan dalam
interpretast. Ukuran sampel yang kecil (n=5 per kelompok) membatasi
kekuatan statistik dan berpotensi menyebabkan kesalahan yaitu kegagalan
mendeteksi perbedaan yang sebenarnya ada. Pengambilan sampel hanya
dilakukan pada satu titik waktu (hari ke-7), yang tidak merepresentasikan
dinamika penuh proses penyembuhan luka dan ekspresi sitokin seperti IL-1
maupun faktor pertumbuhan seperti PDGF. Pengukuran pada beberapa titik
waktu akan lebih menggambarkan kurva ekspresi biomarker dan
meminimalkan kemungkinan salah interpretasi terhadap fase penyembuhan
luka. Penelitian ini belum menyertakan analisis histopatologis jaringan luka
sebagai data pendukung untuk memvalidasi temuan molekuler. Evaluasi

jaringan secara mikroskopis penting untuk memastikan korelasi antara kadar
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sitokin dan keadaan morfologis luka, termasuk infiltrasi sel inflamasi,

reepitelisasi, dan pembentukan jaringan granulasi.

UNISSULA
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

. Pemberian krim ekstrak buah mengkudu tidak memberikan perbedaan

yang signifikan terhadap kadar IL-1 dan ekspresi PDGF pada jaringan
kulit tikus wistar model luka iris.
Rerata kadar IL-1 antar kelompok tidak berbeda secara signifikan setelah

pemberian krim ekstrak buah mengkudu dosis 15% dan 30%

. Rerata ekspresi PDGF antar kelompok tidak berbeda secara signifikan

setelah pemberian krim ekstrak buah mengkudu dosis 15% dan 30%

6.2. Saran

1.

Penelitian selanjutnya menggunakan jumlah hewan uji yang lebih besar
per kelompok agar meningkatkan kekuatan wji statistik dan mengurangi
risiko kesalahan.

Penelitian berikutnya melakukan analisis dan pengambilan data pada
beberapa titik waktu (multitimepoint sampling) untuk mendapatkan
gambaran dinamika inflamasi dan regenerasi jaringan secara lebih
komprehensif.

Melakukukan pemeriksaan analisis histopatologis jaringan luka

Menilai stabilitas dan karakteristik formulasi krim dengan uji stabilitas
fisikokimia krim ekstrak mengkudu, termasuk pH, homogenitas, dan daya
sebar, untuk memastikan bahwa senyawa aktif tetap efektif selama

aplikasi topikal.
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