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ABSTRAK

Latar belakang Paparan sinar ultraviolet B (UVB) memicu inflamasi kulit dan
proses photoaging melalui stres oksidatif, peningkatan sitokin proinflamasi, serta
degradasi matriks ekstraseluler. Interleukin-6 (IL-6) dan Matrix Metalloproteinase-
1 (MMP-1) merupakan penanda penting respons inflamasi dan kerusakan kolagen
akibat UVB. Ciplukan (Physalis angulata) berpotensi sebagai agen antiinflamasi,
namun pengaruhnya terhadap IL-6 dan MMP-1 masih terbatas. Penelitian ini
dilakukan untuk menilai potensi gel ekstrak buah ciplukan sebagai agen protektif
kulit.

Metode Penelitian: Penelitian eksperimental in vivo dengan desain post-test only
control group melibatkan 24 mencit BALB/c betina yang dipapar UVB akut dan
dibagi menjadi 4 kelompok perlakuan, dimana terdiri dari kelompok sehat (KI),
kelompok kontrol (K2), kelompok GEBC konsentrasi 10% (K3) dan
konsentrasi 20% (K4). Perlakuan gel ekstrak buah ciplukan 10% dan 20%
diberikan secara topikal selama lima hari. Kadar IL-6 dan MMP-1 dianalisis
menggunakan ELISA dan data diuji dengan One Way ANOVA serta uji post hoc
LSD.

Hasil: Hasil penelitian menunjukkan bahwa rerata + standar deviasi kadar MMP-1
pada kelompok (K1) sebesar 694,57 + 75,34 ng/mL (K2) 788,31 £ 151,25 ng/mL,
(K3) 718,00 £ 159,45 ng/mL., dan (K4) 822,55 + 87,11 ng/mL, sedangkan rerata +
standar deviasi kadar IL-6 sebesar (K1) 136,38 £ 21,69 pg/mL (K2) 141,61 + 22,04
pg/mL (K3) 122,38 + 10,20 pg/mL, dan (K4) 155,66 £ 9,91 pg/mL. Hasil uji One
Way ANOVA menunjukkan tidak terdapat perbedaan bermakna kadar MMP-1
seluruh kelompok (p = 0,275), namun terdapat perbedaan bermakna kadar IL-6
seluruh kelompok perlakuan (p = 0,024).

Kesimpulan: Pemberian gel ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata) secara
topikal tidak berpengaruh terhadap kadar MMP-1 namun berpengaruh terhadap
kadar IL-6 pada mencit yang dipapar UVB akut.

Kata Kunci: Photoaging,UVB, Inflamation, ciplukan
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ABSTRACT

Background: Ultraviolet B (UVB) radiation induces skin inflammation and
photoaging through mechanisms involving oxidative stress, increased pro-
inflammatory cytokine production, and extracellular matrix degradation.
Interleukin-6 (IL-6) and Matrix Metalloproteinase-1 (MMP-1 are key biomarkers
of UVB-induced inflammatory responses and collagen damage. Ciplukan (Physalis
angulata) has potential anti-inflammatory properties. However, its effects on IL-6
and MMP-1 remain insufficiently explored. The study aimed to evaluate the
potential of ciplukan fruit extract gel as a topical skin-protective agent.

Methods: This in vivo experimental study with a post-test only control group design
involved 24 female BALB/c mice exposed to acute UVB radiation and divided into
four groups: a healthy group (K1), a control group (K2), and treatment groups
receiving 10% (K3) and 20% (K4) concentrations of groundcherry fruit extract gel
(GEBC). Topical application of 10% and 20% groundcherry fruit extract gel was
administered for five consecutive days. Levels of IL-6 and MMP-1 were analyzed
using ELISA, and the data were statistically analyzed using one-way ANOVA
followed by the LSD post hoc test.

Results: The results showed that the mean + standard deviation of MMP-1 levels
in groups K1, K2, K3, and K4 were 694.57 + 75.34 ng/mL, 788.31 + 151.25 ng/mL,
718.00 £ 159.45 ng/mL, and 822.55 + 87.11 ng/mL, respectively; the mean *
standard deviation of IL-6 levels were 136.38 + 21.69 pg/mL in K1, 141.61 + 22.04
pg/mL in K2, 122.38 + 10.20 pg/mL in K3, and 155.66 + 9.91 pg/mL in K4. One-
way ANOVA revealed no significant differences in MMP-1 levels among all groups
(p = 0.275); however, significant differences were observed in IL-6 levels among
all the treatment groups (p = 0.024).

Conclusion: Topical application of ciplukan fruit extract gel (Physalis angulata)
did not significantly affect MMP-1 levels but significantly influenced IL-6 levels in
mice exposed to acute UVB irradiation.

Keywords: Photoaging, UVB, inflammation, Physalis angulata
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Radiasi sinar ultraviolet berpotensi menyebabkan kerusakan pada
dermis melalui kerusakan DNA, peradangan, stres oksidatif, dan apoptosis
yang mengarah pada tanda eksternal kulit.2 Salah satu efek utama UVB pada
kulit adalah peningkatan produksi Reactive Oxygen Species (ROS).2 Paparan
UVB sekitar 5-10% radiasi UV yang mencapai bumi berenergi tinggi dan
merangsang  keratinosit - melepaskan sitokin proinflamasi seperti IL-
6.14Ciplukan (Physalis angulata) kaya metabolit sekunder dengan aktivitas
antioksidan, antiinflamasi, dan antifibrotik, serta terbukti menurunkan IL-6
dan mediator inflamasi lain secara in vitro.>® UVB tidak hanya meningkatkan
MMP-1 tetapi juga memicu pelepasan IL-6 yang berperan dalam peradangan
kronis dan memperburuk kerusakan jaringan.”® Kedua biomarker ini
dianggap penting sebagai indikator tingkat kerusakan kulit akibat radiasi. Hal
ini menunjukkan masih adanya kesenjangan penelitian sebab studi yang
secara spesifik mengevaluasi pengaruh gel ekstrak buah ciplukan terhadap
MMP-1 dan IL-6 pada kulit terpapar UVB in vivo belum dibuktikan. Perlu
diteliti tidak hanya ditujukan untuk mengisi kekurangan penelitian
sebelumnya tetapi juga untuk memperkuat dasar ilmiah pemanfaatan

ciplukan sebagai kandidat bahan alami pencegah photoaging.

Insidensi kerusakan kulit akibat sinar matahari dan penipisan ozon



meningkat 2-6% per tahun dalam dua dekade terakhir, berdampak pada
lonjakan kasus global.® Penelitian global menunjukkan penyakit kulit lebih
banyak terjadi pada wanita remaja akibat paparan UV serta menekankan
pentingnya pencegahan.® Paparan kronis sinar UV dilaporkan menjadi faktor
risiko utama kanker kulit non-melanoma, dengan estimasi lebih dari 320.000
kasus baru setiap tahun. Indonesia merupakan negara tropis dengan intensitas
dan durasi paparan sinar matahari yang tinggi sepanjang tahun. Indonesia
memiliki indeks UV rata-rata 9—11+ (Sangat tinggi—ekstrem) yang termasuk
tertinggi di dunia sehingga meningkatkan risiko kerusakan hingga kanker
kulit.*t

Physalis angulata adalah anggota keluarga tanaman Solanaceae
(Nightshade) yang banyak ditemukan di daerah tropis dan subtropis.
Indonesia yang beriklim tropis merupakan habitat dari sejumlah besar
tanaman obat.? Ciplukan mengandung beberapa fitokonstituen seperti
alkaloids, flavonoid, steroid, physalin A, vamonolide, physangulide, asam
klorogenat, dan withaphysanolide.> Physalis angulata mengandung senyawa
yang menetralkan ROS, menurunkan IL-6, serta menekan aktivasi MMP-1,
sehingga berpotensi melindungi kolagen dan jaringan kulit sebagai agen
antioksidan, antiinflamasi, dan antifibrotik alami.*? Penelitian sebelumnya
menunjukkan krim ekstrak daun Physalis angulata 10% menurunkan IL-4
secara signifikan, serta menurunkan IL-6 dan IgE.!® Ekstrak etanol buah
Physalis angulata dilaporkan menekan inflamasi pada acute lung injury

dengan menghambat polarisasi makrofag M1 dan menurunkan 1L-6.



1.2.

1.3.

Berdasarkan wuraian diatas Physalis angulata menunjukkan efek
terhadap inflamasi namun studi mengenai pemanfaatannya terhadap
parameter MMP-1 dan IL-6 akibat paparan UVB masih terbatas. Penelitian
mengenai pengaruh pemberian gel ekstrak buah Physalis angulata pada
mencit sebagai model in vivo yang terpapar UVB akut penting dilakukan
untuk membuktikan potensi ekstrak ciplukan sebagai agen terapi dan
mencegah kerusakan kulit akibat paparan UVB. Hasil dari penelitian ini
diharapan mampu menurunkan kadar MMP-1 dan IL-6 serta mampu menjadi
dasar pengembangan bahan alam sebagai terapi preventif dermatologi dan

kosmetik.

Rumusan Masalah
Apakah terdapat pengaruh pemberian gel ekstrak buah ciplukan
(Physalis angulata) terhadap kadar MMP-1 dan IL-6 pada mencit yang

dipapar sinar UVB?

Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Tujuan umum penelitian ini adalah untuk menganalisis
pengaruh pemberian gel ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata)
terhadap kadar MMP-1 dan IL-6 pada mencit yang terpapar sinar

UVB.

1.3.2. Tujuan Khusus



1. Untuk menganalisis pengaruh pemberian gel ekstrak buah
ciplukan (Physalis angulata) dengan kadar 10% dan 20%
terhadap kadar MMP-1 pada mencit yang dipapar sinar UVB.

2. Untuk menganalisis pengaruh pemberian gel ekstrak buah
ciplukan (Physalis angulata) dengan kadar 10% dan 20%
terhadap kadar IL-6 pada mencit yang dipapar sinar UVB.

3. Untuk menganalisis perbedaan pemberian gel ekstrak buah
ciplukan (Physalis angulata) terhadap IL-6 antara kelompok

kontrol dan kelompok perlakuan

1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1.

1.4.2.

Manfaat Teoritis
Sebagai dasar ilmiah untuk menjelaskan pengaruh gel ekstrak
buah ciplukan (Physalis angulata) topikal terhadap kadar MMP-1

dan kadar IL-6 pada kulit yang terpapar oleh sinar matahari.

Manfaat Praktis
Dapat menambah pengetahuan masyarakat mengenai manfaat
gel ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata) topikal terhadap kulit

yang mengalami dampak negatif akibat terpapar oleh sinar matahari.



1.5. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

No. Peneliti&  Judul Metode Jurnal Hasil
Tahun

1. Abdul Anti- Eksperimental in South African Menunjukkan
Nasir- inflammat  vivo dan in vitro; Journal of bahwa ekstrak
Deen, ory and ekstraksi metanol Botany, 133: metanol daun
AY., wound daun P. angulata; 124-131 Physalis
Boakye, healing uji  antiinflamasi angulata
Y.D.,, properties  (model edema memiliki
Osafo, N., of kaki tikus) dan aktivitas
Agyare, methanol  penyembuhan antiinflamasi
C., dkk leaf luka eksisi; dan
(2020) extract of analisis penyembuhan

Physalis - histopatologi luka..
angulata
L; L 2By _ 0| J B L —

2. Vargas- Untargete Eksperimental la =~ Antioxidants Profil senyawa
Arana et d boratorium; (MDPI) dari buah,
al., 2025  Chemical = metabolomik daun, akar,

Profile, untargeted (LC- kelopak.  Uji
Antioxida ~ MS); uji antioksidan
nt, and antioksidan (DPPH,
Enzyme (DPPH,  ABTS, ABTS, FRAP)
Inhibition  FRAP); uji dan enzim
Activity of inhibisi enzim inhibisi.
Physalis Ekstrak buah
angulata memiliki
L. From aktivitas
the tinggi.
Peruvian
1 rsbuia ) | oty lal ot sl

3. Wiraswati . Antioxida  Eksperimental in Journal of Ekstrak etanol

etal., 2024 nt, vitro; ekstraksi Inflammation diuji pada sel
Antiinfla  etanol; uji pada Research fibroblas 3T3-
mmation, sel fibroblas 3T3- L1 (model
and L1 (model fibrosis).
Antifibroti  fibrosis); Menurunkan
¢ Activity pengukuran IL-6 IL-6 dan HIF-
of dan HIF-/a la,
Ciplukan mempercepat
(Physalis penyembuhan
angulata luka. Tidak
L). menggunakan
Extract gel, hanya

ekstrak  cair

tanpa sediaan
topikal.




No. Peneliti&  Judul Metode Jurnal Hasil
Tahun

4, De Phenolic ~ South African Eksperimental Buah matang
Oliveira,  acids Journal of Botany analitik kimia; memiliki TPC
AM.,Mal from ekstraksi dan kapasitas
unga, fruits  of metanol antioksidan
L.N., Physalis buah;fraksinas lebih tinggi
Perussello  angulata i senyawa
,CA,, L. In two fenolik;

Beta, T., stages of analisis

Ribani,R.( maturatio HPLC-PDA;

2020) n uji TPC dan
DPPH

5. Jayachithr  Chemical  Molecules, Eksperimental  Daun
a Compositi  27(5):1480 in vitro menunjukkan
Ramakris  on komparatif; aktivitas
hna Pillai Analysis, ekstraksi sitotoksik dan
et al. Cytotoxic, bertingkat antioksidan
(2022) Antimicro daun & buah ; lebih  tinggi;

bial - and uji antioksidan buah lebih
Antioxida (DPPH,H202). aman secara
nt ;TPC 7 TFEC ; sitotoksisitas
Activities GC-MS; uji dan

of sitotoksik mengandung
Physalis (MTT) dan = antioksidan
angulata antibakteri lipofilik  (a-
5 A tocopherol,
Comparat asam linoleat,
ive Study sterol)

of Leaves

anchErUi ey, g .

6. Widiatmo  Inhibition  Clinical, Cosmetic = Eksperimental  Ekstrak pP.
ko, A., Effect of and in vitro; angulata
Fitri, L.E.,  Physalis Investigational ekstrak etanol menghambat
Endharti, angulata  Dermatology, 16: daun P. viabilitas
AT, Leaf 23652373 angulata; fibroblas
Murlistyar  Extract on kultur primer keloid (ICso 6,3
ini, S., dkk Viability, fibroblas pg/mL);
(2023) Collagen keloid menurunkan

Type |, manusia; uji kolagen tipe |

and viabilitas dan TIMP-1,

TIMP-1 of (MTT); ELISA tetapi tidak

Keloid kolagen tipe I, berpengaruh

Fibroblas TIMP-1, dan signifikan

t Culture PAI-1 terhadap PAI-
1; belum
diaplikasikan
sebagai
sediaan

topikal/gel




No. Peneliti&  Judul Metode Jurnal Hasil
Tahun
7. Hsu et al. Ultraviole Frontiers in Cell Eksperimental Paparan UVB
(2022) t B and in vivo; mencit 360  mJ/cm?
irradiatio  Developmental C57BL/6 menyebabkan
n Biology dipapar UVB kerusakan kulit
differentia 0, 90, 180, dan paling
Iy 360 mJd/cm?; signifikan dan
regulate analisis perubahan
miRNAs histologi  kulit ekspresi
expressio dan ekspresi mMIRNA terkait
n in skin miRNA foto-aging;
photoagin dosis
g digunakan
sebagai

paparan UVB
tinggi standar
model hewan

Berdasarkan tabel diatas terdapat penelitian yang dilakukan oleh Abdul
Nasir im pada tahun 2020 menunjukkan bahwa ekstrak daun Physalis
angulata memiliki aktivitas antiinflamasi dan mempercepat penyembuhan
luka melalui peningkatan proliferasi fibroblas dan kolagen.'® Penelitian lain
oleh Vargas-Arana et al. tahun 2025 meneliti aktivitas antioksidan ekstrak
buah dan daun tanaman ini, tetapi belum melibatkan pengujian secara
topikal.> Wiraswati dan rekan pada tahun 2024 meneliti aktivitas
antiinflamasi ekstrak ciplukan terhadap sel fibroblas, namun tidak dalam
bentuk gel dan tidak menggunakan model kerusakan kulit akibat UVB. ?
Penelitian De Oliveira et al menunjukkan bahwa buah Physalis angulata pada
tahap matang memiliki kandungan fenolik total dan aktivitas antioksidan
lebih tinggi berdasarkan analisis HPLC-PDA dan uji DPPH. Namun,
penelitian ini terbatas pada analisis kimia dan belum mengkaji aplikasi topikal
atau model kerusakan kulit.*® Jayachithra dkk membandingkan daun dan buah

Physalis angulata dan menemukan bahwa ekstrak buah lebih aman secara



sitotoksisitas serta mengandung antioksidan lipofilik, meskipun aktivitas
antioksidannya lebih rendah dibandingkan daun. Penelitian ini belum
mengembangkan sediaan topikal.” Penelitian ~ Widiatmoko et al
menunjukkan bahwa ekstrak daun Physalis angulata menghambat proliferasi
fibroblas keloid dan menurunkan sintesis kolagen, tetapi masih bersifat in
vitro dan belum diaplikasikan dalam bentuk gel maupun pada model
kerusakan kulit akibat UVB.'® Hsu et al menetapkan paparan UVB 360
mJ/cm? sebagai dosis yang menyebabkan kerusakan kulit paling signifikan
pada model hewan foto-aging, namun tidak menguji agen topikal berbahan
alam sebagai proteksi atau terapi.*

Penelitian ini memiliki kelebihan tersendiri karena hingga saat ini
belum ditemukan penelitian yang secara -khusus mengevaluasi pengaruh
pemberian gel topikal dari ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata)
terhadap kadar Matrix Metalloproteinase-1 (MMP-1) dan Interleukin-6 (IL-
6) pada kulit mencit yang terpapar radiasi UVB. Berdasarkan tinjauan
terhadap beberapa penelitian sebelumnya, sebagian besar studi masih terbatas
pada penggunaan ekstrak daun atau bagian tanaman lainnya, baik secara oral
maupun in vitro, dan belum dikembangkan dalam bentuk sediaan gel topikal.

Kombinasi antara pemanfaatan ekstrak buah ciplukan, formulasi dalam
bentuk sediaan gel topikal, serta pengujian terhadap biomarker molekuler
spesifik seperti MMP-1 dan IL-6 pada model in vivo kulit yang terpapar UVB,
menjadikan penelitian ini memiliki pendekatan yang berbeda dan berpotensi

memberikan kontribusi ilmiah baru. Penelitian ini juga membuka peluang



bagi pengembangan bahan alam sebagai agen preventif terhadap kerusakan
kulit akibat sinar UV, serta mendukung pemanfaatan sumber daya lokal untuk
formulasi fitokosmetik yang aplikatif dalam bidang dermatologi dan estetika

medik.
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BAB I

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Matrix Metalloproteinase-1 (MMP-1)
2.1.1. Definisi dan Struktur MMP-1

Matrix Metalloproteinase-1 (MMP-1) dikenal juga sebagai
interstitial collagenase merupakan enzim proteolitik yang termasuk
dalam keluarga matrix metalloproteinases (MMPs). Enzim ini
berperan penting dalam degradasi komponen matriks ekstraseluler,
terutama kolagen fibriler tipe I, 11, dan Ill, yang merupakan struktur
utama jaringan ikat.'® Aktivitas MMP-1 sangat penting dalam proses
fisiologis seperti remodeling jaringan, penyembuhan luka, dan
perkembangan embrio, tetapi juga terlibat dalam kondisi patologis
seperti arthritis, kanker, dan fibrosis.?

MMP-1 adalah enzim bergantung seng (Zn2*) dan kalsium
(Ca?"). Enzim ini disintesis dalam bentuk proenzim tidak aktif (pro-
MMP-1) dengan berat molekul sekitar 6575 kDa, yang kemudian
diaktifkan melalui pemotongan proteolitik domain propeptida.?

MMP-1 memiliki kemampuan unik untuk memutus triple helix
kolagen pada posisi spesifik, menghasilkan fragmen kolagen dengan
ukuran sepertiga dan dua pertiga dari molekul asal. Aktivitasnya
dikontrol secara ketat oleh Tissue Inhibitors of Metalloproteinases
(TIMPs) untuk mencegah degradasi matriks yang berlebihan.?%2

Ekspresi MMP-1 diatur oleh berbagai faktor seperti sitokin

10
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proinflamasi (IL-1, TNF-a), radiasi UV, stres oksidatif, serta faktor
pertumbuhan. Aktivitas berlebih dari enzim ini sering diasosiasikan
dengan proses penuaan kulit, kerusakan jaringan akibat inflamasi

kronis, serta metastasis kanker. 202

(S

\
\
\

-

Gambar 2.1. Struktur dan bagian MMP- 122

Berdasarkan gambar 2.1 diatas MMP-1 tersusun atas satu rantai
polipeptida tunggal dengan domain fungsional spesifik yang
memungkinkan aktivitas enzimatiknya. Bagian N-terminal dari
MMP-1 mengandung domain propeptida yang menjaga enzim dalam
bentuk tidak aktif (proMMP-1) hingga diaktifkan oleh protease lain.
Selanjutnya domain Kkatalitik yang terletak setelah propeptida
mengandung situs aktif dengan ion seng (Zn?*) sebagai kofaktor
esensial, yang berperan dalam aktivitas proteolitik terutama untuk
memotong kolagen tipe I, I, dan I1l. Pada bagian C-terminal, terdapat
domain hemopexin yang penting dalam pengikatan substrat kolagen
serta menentukan spesifisitas substrat. MMP-1 juga dapat mengalami

modifikasi pascatranslasi, seperti glikosilasi, yang memengaruhi
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stabilitas, aktivitas, dan regulasi enzim. Struktur modular ini
menjadikan MMP-1 sebagai mediator kunci dalam degradasi matriks
ekstraseluler, khususnya kolagen dermal, sehingga berperan penting
dalam proses fisiologis seperti remodeling jaringan maupun patologis

seperti inflamasi dan photoaging kulit.??

Klasifikasi dan Fungsi Matrix Metalloproteinase

MMPs diklasifikasikan menjadi beberapa kelompok utama
berdasarkan struktur dan substrat yang dihidrolisis, seperti
kolagenase, gelatinase, stromelisins, matrilisins, membrane-type
MMPs (MT-MMPs), dan kelompok lainnya. Klasifikasi ini penting
karena setiap kelompok memiliki peran khas, misalnya kolagenase
mampu memutus triple helix kolagen fibriler, sedangkan gelatinase
mendegradasi gelatin serta kolagen terdenaturasi.?®?42

MMP diklasifikasikan berdasarkan substrat utama yang
didegradasi serta peran biologisnya. Tabel berikut merangkum

klasifikasi utama MMP beserta fungsi utamanya.1%20:21
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Tabel 2.1. Klasifikasi & fungsi MMP

Kelompok Anggota Utama Fungsi Utama

Kolagenase MMP-1, MMP-8, MMP- Degradasi kolagen fibrilar tipe I,
13 I1, dan 111

Gelatinase MMP-2, MMP-9 Mendegradasi ~ gelatin  dan

kolagen terdenaturasi

Stromelisin MMP-3, MMP-10, Degradasi proteoglikan, laminin,
MMP-11 fibronectin

Matrilisin MMP-7, MMP-28 Degradasi komponen matriks

Metalloelastase
Membrane-type

MMP-12
MMP-14, MMP-15,

ekstraseluler non-kolagen
Mendegradasi elastin
Aktivasi pro-MMP lain,

(MT-MMP) MMP-16, MMP-26 degradasi komponen ECM
Lain-lain MMP-21, MMP-20, Fungsi spesifik pada jaringan
MMP-25, MMP-30 tertentu

2.1.3. Peran MMP-1 Dalam Degradasi Kolagen dan Elastin Pada Kulit

MMP-1 juga dikenal sebagai kolagenase interstisial merupakan
enzim. kunci yang bertanggung jawab untuk memulai degradasi
kolagen fibriler terutama kolagen tipe I dan I[II yang menjadi
penyusun utama matriks ekstraseluler (ECM) kulit. Peningkatan
aktivitas MMP-1 sering kali menjadi respons terhadap faktor
ekstrinsik seperti paparan radiasi ultraviolet (UVR) yang merupakan
pemicu utama photoaging. Paparan kronis terhadap UVR
menyebabkan fibroblas kulit secara terus-menerus meningkatkan
ekspresi MMP-1 hingga pada gilirannya menyebabkan fragmentasi
dan penurunan kolagen lokal.?* Degradasi kolagen yang dimediasi
oleh MMP-1 ini merupakan ciri khas penuaan seluler dan perubahan
struktural pada kulit yang secara fundamental berkontribusi pada

pembentukan kerutan dan penurunan elastisitas.?
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Aktivitas MMP-1 tidak hanya dipicu oleh paparan UV tetapi
juga oleh faktor-faktor inflamasi. Salah satu faktor tersebut adalah
Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a) yang merupakan sitokin pro-
inflamasi diproduksi oleh berbagai sel kulit seperti keratinosit dan
fibroblas. TNF-o dapat menginduksi ekspresi gen MMP-1 melalui
aktivasi faktor transkripsi seperti EGR-1 yang pada akhirnya
mempercepat degradasi kolagen.?* Studi genetik menunjukkan bahwa
ekspresi MMP-1 yang berlebihan pada fibroblas dermis tidak hanya
meningkatkan fragmentasi kolagen tetapi juga menghambat produksi
kolagen baru sehingga dapat memperburuk tanda-tanda penuaan
seperti keriput dan penurunan kekencangan kulit.?’

Meskipun MMP-1 secara khusus dikenal karena perannya
dalam degradasi kolagen akan tetapi masih ada enzim lain seperti
MMP-12 dan MMP-7 lebih dominan dalam memecah elastin.
Degradasi elastin juga dapat secara tidak langsung memengaruhi
aktivitas MMP-1. Fragmentasi elastin yang disebabkan oleh enzim-
enzim tersebut dapat memicu ekspresi MMP-1 yang dapat
menciptakan sebuah lingkaran umpan balik yang mempercepat
kerusakan keseluruhan matriks kulit.?* Implikasi klinis dari peran
MMP-1 dalam degradasi kolagen sangat penting. Penemuan ini telah
mendorong pengembangan strategi anti-penuaan yang menargetkan
MMP-1 seperti penggunaan antisense oligonucleotide untuk

menghambat ekspresi gennya dan menunjukkan potensi untuk
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melindungi kulit dari kerusakan dan mempertahankan struktur

kolagen.?’

Teknik Deteksi dan Pengukuran MMP-1

Terdapat beberapa metode yang digunakan untuk mengukur
MMP-1 termasuk kolagen zimografi, ELISA, uji strip cepat, dan
metode penginderaan elektrokimia.

Kolagen zimografi adalah metode berbasis SDS-PAGE yang
dirancang untuk mendeteksi bentuk proenzim dan enzim aktif dari
kolagenase. Metode Ini dianggap mudah dan tidak mahal
dibandingkan dengan teknik lain seperti western blot dan ELISA.
Sensitivitasnya memungkinkan deteksi aktivitas kolagenase sekecil 1
ng.

Prinsip dasar metode ini adalah memisahkan protein dalam gel
SDS-PAGE yang telah dikopolimerisasi dengan substrat spesifik
seperti kolagen. SDS menginduksi aktivasi proenzim secara non-
proteolitik yang kemudian memicu degradasi substrat oleh enzim
aktif. Area yang tercerna muncul sebagai pita bening dengan latar
belakang gelap saat gel diwarnai. Metode ini telah digunakan untuk
mengevaluasi aktivitas MMP-1 pada sel kanker tiroid manusia.?®

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) adalah metode
yang sangat sensitif untuk mengukur kandungan protein termasuk
MMP-1. Metode ini telah divalidasi sebagai penanda diagnostik yang

kuat untuk kanker mulut dengan tingkat MMP-1 yang diukur pada
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sampel air liur dan plasma pasien kanker yang secara signifikan lebih
tinggi daripada kelompok non-kanker. Uji strip cepat Rapid Strip
Test(RST) yang baru dikembangkan juga dapat mendeteksi MMP-1
dalam sampel air liur dengan sensitivitas tinggi. Tingkat MMP-1 yang
diukur dengan RST sangat sebanding dengan hasil ELISA dan kedua
uji ini efektif dalam membedakan antara pasien kanker mulut dan non-
kanker. RST juga dianggap sebagai perangkat diagnostic in vitro
(IvD) yang hemat waktu dan menjanjikan sehingga cocok untuk
pemantauan di tempat perawatan (point-of-care).?®

Terdapat metode yang lebih baru dan sangat sensitif untuk
mengukur konsentrasi MIMP-1 yaitu Biosensor elektrokimia. Metode
ini melibatkan pencetakan epitop protein MMP-1 pada polimer
konduktif yang dicetak secara molekuler (MIP). Konsentrasi MMP-1
kemudian ditentukan menggunakan voltametri siklik. Metode ini
menawarkan biaya rendah dan sensitivitas tinggi dengan batas deteksi

hingga 0,2 fg/mL.3°

Faktor-faktor yang Mempengaruhi MMP-1

MMP-1 dipengaruhi oleh berbagai faktor yaitu lingkungan,
mediator inflamasi, regulasi genetik, serta aktivitas faktor transkripsi.
Faktor lingkungan seperti paparan polusi udara, khususnya gasoline
exhaust particles, dan radiasi UVB terbukti meningkatkan ekspresi
MMP1 melalui pembentukan reactive oxygen species (ROS). ROS ini

kemudian mengaktivasi jalur sinyal seperti MAPK dan faktor
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transkripsi  (misalnya ATF3 dan AP-1) yang pada akhirnya
mendorong transkripsi gen MMPL. Stres oksidatif baik dari sumber
eksternal maupun internal semakin memperkuat proses ini. Sitokin
pro-inflamasi seperti TNF-a, IL-1B, IFN-y, IL-21A, dan IL-23
merupakan stimulator kuat ekspresi MMP1. Contohnya TNF-a
mampu menginduksi MMP1 melalui aktivasi faktor transkripsi EGR-
1 dan jalur MAPK (ERK1/2, JNK, p42), sehingga kondisi inflamasi
kronis dapat memperburuk regulasi MMP1%* Stres oksidatif juga
memperkuat efek int, baik dari sumber eksternal (UV, polusi) maupun
internal.®!

Sitokin pro-inflamasi merupakan faktor yang berperan sebagai
stimulator kuat dalam regulasi MMP1. Beberapa sitokin utama yang
berpengaruh adala TNF-a, IL-1B, IFN-y, serta sitokin dari subset sel
T seperti IL-21A dan IL-23. TNF-o dapat menginduksi ekspresi
MMP1 melalui aktivasi faktor transkripsi early growth response-1
(EGR-1) dan jalur MAPK yang melibatkan ERK1/2, JNK, dan p42.
Lingkungan inflamasi yang kaya akan sitokin-sitokin tersebut
memperkuat ekspresi MMP1 terutama pada kondisi penyakit
inflamasi kronis, kanker, dan penuaan kulit akibat paparan UV.3220

Ekspresi MMP1 tidak hanya dipengaruhi oleh faktor
lingkungan dan sitokin inflamasi tetapi juga ditentukan oleh regulasi
genetik serta epigenetik. Salah satu bentuk regulasi genetik yang

penting adalah polimorfisme pada promoter MMP1 khususnya varian
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-1697 1G/2G. Polimorfisme ini menciptakan situs pengikatan
tambahan bagi faktor transkripsi AP-1 sehingga meningkatkan
aktivitas transkripsi MMP1. Akibatnya individu dengan varian 2G
memiliki risiko lebih tinggi terhadap penyakit yang berkaitan dengan
degradasi matriks seperti kanker, fibrosis, dan lesi inflamasi kronis.
Selain daripada itu mekanisme epigenetik juga berperan terutama
melalui  metilasi DNA. Promoter MMP1 yang mengalami
hipometilasi akan lebih mudah diakses oleh faktor transkripsi yang
mengakibatkan ekspresi MMP1 meningkat. Kondisi ini banyak
ditemukan pada kanker resisten obat yang menunjukkan bahwa
deregulasi epigenetik dapat memperkuat peran MMP1 dalam
progresivitas penyakit.?

Sejumlah faktor transkripsi telah diidentifikasi sebagai regulator
utama ekspresi MMP1. Kompleks AP-1 (terdiri atas c-Fos dan c-Jun)
adalah faktor kunci yang langsung berikatan dengan promoter MMP1
untuk menginduksi ekspresinya terutama setelah aktivasi oleh jalur
MAPK. Selain AP-1 faktor fain seperti EGR-1, CSRNP1, dan Slug
juga berperan penting dalam mengatur ekspresi MMP1, baik pada
kondisi fisiologis maupun patologis. Tidak hanya itu, interaksi antar
sel ikut memengaruhi regulasi MMP1. Misalnya fibroblas yang
berinteraksi dengan sel kanker atau monosit dapat menghasilkan
sinyal parakrin yang merangsang peningkatan MMP1. Hal ini relevan

pada proses remodelling jaringan, metastasis kanker, dan peradangan
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kronis. Komunikasi antar sel memperkuat lingkungan pro-degradasi
matriks.3233

Salah satu faktor penting yang memengaruhi aktivitas Matrix
Metalloproteinase-1 (MMP1) adalah regulasi post-translasi oleh
Tissue Inhibitor of Metalloproteinases (TIMP) Mekanisme ini
terutama dimediasi oleh TIMP-1 yang berperan sebagai pengendali
langsung aktivitas MMPL1. Regulasi post-translasi oleh TIMP bekerja
melalui dua mekanisme utama. TIMP-1 berikatan langsung dengan
domain Kkatalitik “MMP1, sehingga menghambat kemampuan
proteolitiknya dalam mendegradasi matriks ekstraseluler. Mekanisme
selanjutnya berfungsi sebagai sistem pengendalian alami untuk
menjaga homeostasis jaringan yaitu keseimbangan antara degradasi

dan perbaikan jaringan.3

Mekanisme Pembentukan dan Aktivasi MMP-1

Pembentukan MMP-1 melibatkan  serangkaian proses
terkoordinasi yang meliputi ekspresi gen, aktivasi enzim, dan regulasi
oleh berbagai faktor seluler serta lingkungan. Sintesis MMP-1 dimulai
di tingkat nukleus sel. Ekspresi gen di dalam inti sel dipicu oleh
berbagai sinyal ekstraseluler, termasuk sitokin pro-inflamasi seperti
IL-1, TNF, faktor pertumbuhan, dan kondisi stres oksidatif. Sinyal-
sinyal ini mengaktifkan jalur persinyalan intraseluler (seperti jalur
MAPK) yang pada akhirnya mengaktifkan faktor transkripsi spesifik

(seperti AP-1) untuk berikatan dengan promotor gen . Proses ini
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menghasilkan mRNA.*®

mMRNA bergerak ke sitoplasma dan diterjemahkan menjadi
proMMP-1, vaitu bentuk inaktif (zimogen), yang kemudian
disekresikan keluar sel ke lingkungan ekstraseluler .*°

Tahap selanjutnya adalah Aktivasi proMMP-1 menjadi bentuk
MMP-1 yang aktif. ProMMP-1 memiliki domain propeptida yang
harus dipotong agar enzim dapat berfungsi. Pemotongan domain
propeptida ini terjadi melalui kerja enzim protease lain yang sudah
aktif, seperti MMP lain contohnya MMP-3 atau plasmin, atau melalui
interaksi dengan molekul di lingkungan ekstraseluler . MMP-1 yang
telah teraktivasi inilah yang mampu memulai degradasi kolagen.
Untuk menjalankan fungsi degradasi kolagen dan protein matriksnya
(aktivitas kolagenase), Aktivitas katalitik MMP-1 sangat bergantung
pada ion seng sebagai kofaktor esensial di situs aktifnya.>>2°

Aktivitas degradasi kolagen diimbangi oleh inhibitor spesifik
seperti TIMP. TIMP berikatan dengan MMP1 menetralkan aktivitas
proteolitiknya, sehingga menjaga keseimbangan antara sintesis dan

degradasi ECM. 3520
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2.2. Interleukin-6 (1L-6)

2.2.1.

2.2.2

Definisi 1L-6

IL-6 merupakan sitokin yang memiliki fungsi ganda
(pleiotropic), sebagai sitokin pro-inflamasi dan anti-inflamasi yang
dimediasi melalui jalur pensinyalan berbeda. IL-6 adalah salah satu
anggota keluarga sitokin IL-6 yang tersusun atas 204 asam amino dan
mengalami proses glikosilasi. Struktur proteinnya terdiri dari empat
a-heliks antiparalel dengan pola "up-up-down-down" dua mengarah
ke atas dan dua ke bawah, membentuk struktur khas yang penting
untuk pengikatan reseptor dan fungsi biologisnya. IL-6 diproduksi
oleh berbagai sel imun seperti sel B, sel T, sel dendritik, dan
makrofag, tetapi juga dapat dihasilkan oleh sel non-imun seperti
fibroblas dan miosit. Pelepasan IL-6 biasanya dipicu oleh aktivasi
pattern recognition receptors atau sebagai respons terhadap stres,
sehingga menyebabkan peningkatan kadar 1L-6 yang signifikan.
Sitokin ini berperan dalam banyak proses fisiologis penting untuk
kesehatan, tetapi juga sangat terkait dengan hampir semua penyakit

inflamasi sehingga menjadi target terapi yang penting.3=37

Fungsi dan Peran IL-6

IL-6 adalah sitokin pleiotropik yang berperan penting dalam
proses fisiologis maupun patologis. Pada tahun sebelumnya sebagai
faktor stimulasi sel B, IL-6 diketahui terlibat dalam perkembangan

organ, respon fase akut, regulasi inflamasi, dan sistem imun. Aktivitas
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biologis IL-6 dijalankan melalui tiga mekanisme utama: classic
signaling yang cenderung bersifat protektif dan regeneratif, trans-
signaling yang dominan pro-inflamasi dan berhubungan dengan
penyakit kronis serta kanker, serta cluster signaling yang berperan
dalam pembentukan sel T helper 21 (Th21) patogenik.®

IL-6 menjembatani sistem imun bawaan dan adaptif dengan
mengatur diferensiasi sel T (antara Treg dan Th21), mengaktivasi sel
B untuk menghasilkan antibodi, serta menstimulasi hati untuk
memproduksi protein fase akut seperti CRP dan fibrinogen dalam
keadaan normal. [1L-6 juga berperan dalam hematopoiesis,
metabolisme energi, fungsi sistem saraf (neurogenesis, nyeri, regulasi
suhu) serta regenerasi organ seperti hati.*

IL-6 bersifat paradoksal saat terjadi metabolisme. Infus IL-6
pada manusia sehat terbukti meningkatkan sensitivitas insulin,
disposal glukosa, oksidasi lemak, dan pengeluaran energi. akan tetapi
asal seluler 1L-6 menentukan efek biologisnya IL-6 dari adiposit dapat
memicu infiltrasi makrofag dan inflamasi. Sedangkan IL-6 yang
berasal dari otot (myokine) justru bersifat protektif dengan menekan
inflamasi. IL-6 juga berperan dalam homeostasis energi melalui sinyal
hipotalamus serta meningkatkan sekresi insulin melalui jalur incretin
seperti GLP-1.%'

IL-6 berperan pada berbagai kondisi patologis termasuk

autoimunitas, kanker, fibrosis, dan inflamasi kronis.3® Pada kulit IL-6
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berperan ganda yaitu mempercepat penyembuhan luka dengan
merekrut leukosit, mengaktifkan fibroblas, dan merangsang
pembentukan kolagen, namun bila tidak terkontrol dapat
menyebabkan fibrosis berlebihan, parut hipertrofik, keloid, maupun
skleroderma melalui lingkaran umpan balik IL-6/TGF-B. Faktor usia,
obesitas, dan diabetes memperburuk proses ini dengan
memperpanjang inflamasi dan meningkatkan sel Th21.%

Disisi lain IL-6 juga berperan dalam kerusakan vaskular.
Penelitian -~ menunjukkan IL-6 meningkatkan produksi ROS
mitokondria di sel endotel aorta manusia, yang menurunkan
ketersediaan nitric oxide (NO) sehingga menyebabkan disfungsi
endotel. Efek-ini terkait dengan aktivasi jalur STAT3 dan terbukti
dapat dipulihkan dengan antioksidan target-mitokondria. Temuan ini
menegaskan peran IL-6 sebagai penghubung antara inflamasi, stres
oksidatif, dan penyakit kardiovaskular seperti aterosklerosis dan

hipertensi.*°

Proses Pembentukan dan Mekanisme Kerja IL-6

IL-6 merupakan sitokin pleiotropik yang diproduksi oleh
berbagai jenis sel. Baik sel imun seperti limfosit T dan B, makrofag,
sel dendritik, maupun sel non-imun seperti fibroblas, keratinosit, sel
otot rangka, hepatosit, dan sel endotel. IL-6 terbentuk sebagai respons
tubuh terhadap infeksi, trauma, maupun kerusakan jaringan. Proses ini

berawal ketika sel imun seperti makrofag dan monosit mengenali
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keberadaan molekul PAMPs (pathogen-associated molecular
patterns) atau sinyal kerusakan jaringan DAMPs (damage-associated
molecular patterns) melalui reseptor pengenal pola (pattern
recognition receptors PRRs), khususnya Toll-like receptors (TLRS).
Aktivasi reseptor ini memicu kaskade sinyal intraseluler melalui jalur
NF-xB dan MAPK, yang kemudian mengaktifkan faktor transkripsi
penting termasuk NF-xB dan Activator Protein-1 (AP-1). AP-1
terbentuk dari dimerisasi protein c-Fos dan c-Jun, yang bersama NF-
kB berikatan pada promoter region gen IL6 untuk memperkuat proses
transkripsi. mRNA [L-6 yang terbentuk ditranslasi di ribosom
menjadi protein sitokin lalu disekresikan ke ruang ekstraseluler.®
Setelah - disekresikan IL-6 dapat bekerja secara autokrin,
parakrin, maupun endokrin, tergantung pada sel target yang terlibat.
IL-6 bekerja dengan cara berikatan pada reseptor spesifiknya (IL-6R)
yang tersedia dalam dua bentuk yaitu reseptor membran (mIL-6R) dan
reseptor larut (sl-6R). Ikatan ini kemudian merekrut glikoprotein
132 (gp132) suatu molekul transmembran yang diekspresikan luas
hampir di semua jenis sel. Kompleks IL-6/IL-6R/gp132 akan
mengalami homodimerisasi dan mengaktivasi Janus kinases (JAKS),
yang selanjutnya memfosforilasi gpl32 dan merekrut Signal
Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3). STAT3 yang
teraktivasi akan berdimerisasi masuk ke dalam inti sel dan memicu

ekspresi berbagai gen target.®®
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Gambar 2.2. Persinyalan Interleukin-6

Berdasarkan =~ Gambar 2.4.2 diatas terdapat tiga mode
persinyalan utama IL-6 yaitu classic signaling yang terjadi melalui
mlIL-6R dan umumnya bersifat protektif serta regeneratif misalnya
pada hepatosit yang menghasilkan protein fase akut (C-reactive
protein, fibrinogen) atau pada proses perbaikan jaringan. trans-
signaling yang terjadi melalui sIL-6R dan memungkinkan IL-6
mengaktivasi hampir semua sel yang mengekspresikan gpl32.
Mekanisme ini dominan pada proses inflamasi kronis, autoimunitas,
fibrosis, maupun kanker; Serta trans-presentation yaitu mekanisme
yang spesifik pada interaksi antara sel dendritik dan sel T di mana
kompleks IL-6-mIL-6R dipresentasikan ke sel T yang
mengekspresikan gp130 sehingga mendorong diferensiasi ke arah sel
T helper 17 (Th17) yang bersifat pro-inflamasi.#

Selain jalur JAK/STATS3 aktivasi gp130 juga memicu jalur lain

seperti MAPK/ERK vyang berperan dalam proliferasi sel dan
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remodeling jaringan dan PI3K/AKT yang berhubungan dengan
regulasi metabolisme kelangsungan hidup sel dan aktivasi faktor
transkripsi NF-xB.3” Melalui mekanisme inilah 1L-6 mampu
mengatur berbagai fungsi fisiologis seperti diferensiasi sel B menjadi
sel plasma modulasi keseimbangan antara sel T regulator (Treg) dan
Th17, hematopoiesis, metabolisme energi serta regenerasi jaringan.
Namun ketika produksinya berlebihan dan berlangsung kronis 1L-6
justru berperan dalam patogenesis berbagai penyakit seperti inflamasi
kronis, autoimunitas, = fibrosis, kanker, hingga penyakit
kardiometabolik.3®

[L-6 adalah sitokin multifungsi yang bekerja melalui classic
signaling, trans-signaling,  dan  trans-presentation  dengan
mengaktifkan jalur JAK/STAT, MAPK, dan PI3K. Dalam kadar
seimbang, IL-6 berperan protektif untuk regulasi imun, inflamasi,
metabolisme, dan regenerasi jaringan. Akan tetapi produksi berlebih
atau tidak terkontrol menjadikannya pemicu inflamasi kronis,
autoimunitas, dan berbagai penyakit degeneratif, sehingga
keseimbangan aktivitas 1L-6 sangat diperlukan untuk menjaga

homeostasis tubuh.

Faktor yang mempengaruhi IL-6
IL-6 adalah sitokin multifungsi yang produksinya dipengaruhi
oleh faktor usia, imunologis, metabolik, genetik, serta lingkungan.

Penelitian terbaru menegaskan bahwa sumber seluler, konteks
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biologis, dan jalur sinyal yang terlibat akan sangat menentukan kadar
serta efek IL-6 dalam tubuh.®

Kadar IL-6 menunjukkan variasi berdasarkan usia. Pada anak-
anak kadar IL-6 cenderung menurun seiring bertambahnya usia.
Sedangkan pada orang dewasa terjadi peningkatan progresif seiring
penuaan. Hal ini menunjukkan adanya keterkaitan antara inflamasi
kronis tingkat rendah pada lansia dan peningkatan kadar 1L-6.%

Beberapa sitokin pro-inflamasi seperti IL-1p dan TNF-a
merupakan stimulator kuat produksi IL-6 pada berbagai jenis sel.
Termasuk makrofag, fibroblas, dan sel endotel. Selain itu infeksi
bakteri maupun virus yang mengaktivasi Toll-like receptor (TLR)
pada sel imun juga terbukti meningkatkan ekspresi IL-6 secara
signifikan. Kondisi stres seluler dan peningkatan prostaglandin yang
memicu kenaikan kadar cyclic adenosine monophosphate (CAMP)
intraseluler turut mendorong sekresi IL-6, sehingga faktor lingkungan
internal sel sangat berperan dalam regulasinya.®’

Faktor metabolik juga tidak kalah penting. Contohnya Jaringan
adiposa sebagai salah satu sumber utama IL-6 yang dilepaskan ke
sirkulasi. IL-6 yang diproduksi adiposit terbukti meningkatkan
infiltrasi makrofag dan memperkuat inflamasi pada jaringan lemak.
Sebaliknya IL-6 yang berasal dari otot rangka (myokine) memiliki
efek protektif dengan menekan infiltrasi makrofag, sekaligus

membantu meningkatkan sensitivitas insulin. Pada kondisi obesitas
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dan resistensi insulin terjadi peningkatan produksi IL-6 kronis dari
jaringan lemak yang berkontribusi pada inflamasi sistemik tingkat
rendah. Sebaliknya aktivitas fisik seperti olahraga meningkatkan
kadar IL-6 secara sementara, namun dengan fungsi adaptif yaitu
mendukung metabolisme energi, oksidasi lemak, dan perbaikan
sensitivitas insulin.®’

Selain faktor imunologis dan metabolik, aspek genetik juga
berperan dalam mengatur kadar IL-6. Variasi polimorfisme pada gen
IL-6 terbukti berhubungan dengan peningkatan risiko penyakit
kardiovaskular, gangguan metabolisme, dan respons inflamasi yang
berlebihan. Polimorfisme ini dapat memengaruhi tingkat ekspresi IL-
6 maupun sensitivitas terhadap stimulus inflamasi, sehingga individu
dengan predisposisi genetik tertentu lebih rentan terhadap penyakit
kronis yang melibatkan 1L.-6.% Kadar dasar IL-6 memiliki komponen
heritabilitas cukup tinggi, dengan studi kembar memperkirakan
kontribusi genetik antara 15-70%. Beberapa varian genetik yang
berhubungan dengan kadar IL-6 diidentifikasi pada gen IL6R dan
ABO, meskipun kontribusi varian ini relatif kecil (sekitar 2% variasi
kadar IL-6) Penelitian Genome Wide Association Study (GWAS) awal
memiliki keterbatasan jumlah sampel. Namun studi meta-GWAS
terbaru dengan melibatkan lebih dari 76.000 individu keturunan Eropa
berhasil mengidentifikasi varian baru yang terkait kadar IL-6

sekaligus menjelaskan mekanisme genetik yang mendasari peran



2.2.5.

29

sitokin ini.*!

Teknik Deteksi dan Pengukuran I1-6

Untuk menilai kadar 1L-6 telah dikembangkan berbagai metode
pengukuran, mulai dari teknik laboratorium konvensional hingga
teknologi biosensor yang lebih modern. Metode yang paling umum
digunakan adalah Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) dan
Electrochemiluminescence Immunoassay (ECLIA). Kedua metode ini
sangat populer karena sensitivitas tingginya yang mampu mendeteksi
IL-6 pada konsentrasi rendah dalam serum maupun plasma serta
memiliki tingkat reprodusibilitas yang baik. ECLIA bahkan dianggap
lebih unggul karena dapat memberikan hasil yang stabil dengan waktu
analisis relatif singkat, sehingga sering dipakai pada laboratorium
diagnostik rumah sakit.*?

Perkembangan teknologi mendorong hadirnya Fluorescence
Immunoassay (FIA), salah satunya iChroma 54. Alat ini dirancang
sebagai sistem portabel yang mampu memberikan hasil cepat dalam
hitungan menit. Penelitian menunjukkan bahwa hasil FIA memiliki
korelasi sangat baik dengan ECLIA. Sehingga metode ini dinilai
efisien untuk fasilitas kesehatan yang memiliki keterbatasan sumber
daya.®®

Seiring meningkatnya kebutuhan pemeriksaan sitokin dalam
jumlah kecil dan waktu cepat. Muncul teknologi berbasis biosensor.

Beberapa di antaranya adalah Surface Plasmon Resonance imaging
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(SPRi) dan imunosensor elektrokimia. Keduanya memungkinkan
deteksi IL-6 pada konsentrasi sangat rendah bahkan hingga level
pikogram per mililiter hanya dengan jumlah sampel kecil dan tanpa
memerlukan pewarnaan atau label tambahan. Pendekatan ini
dianggap menjanjikan untuk aplikasi klinis karena menggabungkan
kecepatan, sensitivitas, serta efisiensi biaya.*!

Inovasi terbaru adalah Vertical Flow Assay (VFA) berbasis
nanopartikel emas. Metode ini dapat mengukur IL-6 hanya dalam
waktu 15 menit. Sehingga sangat potensial digunakan sebagai alat
skrining cepat pada kasus inflamasi akut misalnya sepsis atau
COVID-21. Kelebihan lain dari VFA adalah kemampuannya
mendeteksi kadar sitokin dengan mudah tanpa memerlukan instrumen
kompleks, sehingga cocok untuk aplikasi di lapangan maupun daerah
dengan akses laboratorium terbatas.*

Kadar IL-6 dalam kondisi fisiologis normal umumnya sangat
rendah. Yaitu berkisar antara < 5-7 pg/mL atau bahkan tidak
terdeteksi pada individu sehat.*** Namun kadarnya dapat meningkat
hingga 10-30 pg/mL dalam kondisi inflamasi ringan. Pada penyakit
inflamasi kronis seperti rheumatoid arthritis atau inflamasi jaringan
lainnya kadar IL-6 meningkat secara signifikan. Pada kondisi
patologis berat seperti sepsis, sindrom badai sitokin, atau COVID-21
berat, kadar 1L-6 dapat melonjak ratusan hingga ribuan pg/Ml. 4445

Peningkatan ekstrem ini umumnya berkorelasi dengan tingkat
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keparahan inflamasi, derajat kerusakan jaringan, dan prognosis

penyakit.

2.3. Ciplukan (Physalis Angulata Linn)
2.3.1. Klasifikasi Ciplukan
Physalis angulata L atau yang lebih dikenal masyarakat
Indonesia sebagai ciplukan merupakan tanaman herba dari keluarga
Solanaceae (suku terung-terungan). Tanaman ini tumbuh subur di
daerah tropis dan subtropis termasuk Asia Tenggara dan sering
digunakan dalam pengobatan tradisional untuk berbagai kondisi,
mulai dari demam hingga gangguan kulit. Klasifikasi Physalis
angulata dalam sistem botani modern adalah:®’
Kingdom : Plantae

Divisio : Magnoliophyta (Angiospermae)

Kelas : Magnoliopsida (Eudicots)
Ordo : Solanales

Famili : Solanaceae

Genus : Physalis

Spesies  : Physalis Angulata Linn
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Gambar 2.3. Buah Ciplukan (physalis angulata linn
Physalis angulata merupakan organisme multiseluler eukariotik
yang memiliki- kemampuan fotosintesis berkat pigmen klorofil yang
terdapat dalam kloroplas. Proses fotosintesis ini tidak hanya berperan
dalam sintesis energi tetapi juga penting dalam mendukung siklus
oksigen di ekosistem. Physalis angulata . digolongkan ke dalam
kelompok Angiospermae secara taksonomi yaitu tumbuhan berbunga
sejati dengan biji yang terlindungi dalam buah. Karakteristik ini
memberi keuntungan evolusioner berupa perlindungan embrio
sekaligus meningkatkan keberhasilan dalam penyebaran generasi
berikutnya melalui agen lingkungan maupun hewan penyerbuk.*®
Dalam tingkat Magnoliopsida (Eudicots), Physalis angulata
menunjukkan karakteristik tumbuhan dikotil sejati. Biji memiliki dua
daun lembaga (kotiledon), sistem vaskuler tersusun teratur, dan bunga
biasanya memiliki bagian kelipatan empat atau lima. Sementara itu
pengelompokan ke dalam Ordo Solanales didasarkan pada kesamaan

bentuk bunga yang radial simetris dan tipe buah buni, serta
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keseragaman ciri daun sederhana yang dimiliki oleh anggotanya.
Kelompok ini juga mencakup tanaman pangan penting seperti
ciplukan, kentang, dan cabai yang secara genetik memiliki kedekatan
dengan Physalis.*’

Famili Solanaceae merupakan salah satu keluarga tumbuhan
yang sangat penting. Tidak hanya secara agronomis tetapi juga dalam
bidang farmakologi. Anggota keluarga ini menghasilkan berbagai
metabolit sekunder yang berperan sebagai senyawa bioaktif seperti
alkaloid tropan, nikotin, dan steroid lakton. Physalis angulata sendiri
dikenal mengandung physalin yaitu suatu withanolida dengan struktur
steroid lakton yang terbukti memiliki aktivitas antiinflamasi,
antimikroba, -antiparasit, hingga antikanker dalam berbagai uji
praklinis.*4®

Pada tingkat Genus Physalis terdapat lebih dari 75-90 spesies
yang tersebar di wilayah tropis dan subtropis. Semua anggotanya
ditandai dengan kaliks berbentuk lampion yang menutupi buah suatu
fenomena evolusioner yang dikenal sebagai inflated calyx syndrome.
Adaptasi morfologi ini diyakini tidak hanya melindungi buah dari
kondisi lingkungan dan herbivora tetapi juga mendukung
keberhasilan penyebaran biji. Spesies Physalis angulata merupakan
tanaman herba semusim dengan batang tegak, bercabang, berdaun
lonjong bergerigi, dan bunga kecil berwarna kuning pucat. Buah bulat

yang dilindungi kaliks inilah yang kemudian dikenal luas dan
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dikonsumsi masyarakat sebagai buah ciplukan.*®

Morfologi dan karakteristik Physalis angulata

Physalis angulata adalah herba semusim yang secara
morfologis menunjukkan rangkaian fitur yang relevan untuk kajian
farmakologi karena organ vegetatifnya (daun, batang, akar) maupun
organ generatif seperti buah memiliki kandungan fitokimia yang
berperan dalam aktivitas biologis. Physalis angulata dideskripsikan
sebagai sistem tap-root (akar tunggang) yang relatif tebal dan mampu
menembus lapisan tanah lebih dalam disertal percabangan akar lateral
untuk penyerapan tambahan dan stabilitas mekanik. Karakter ini
menjelaskan daya tahan tanaman di habitat terganggu dan juga
distribusi metabolit akar yang relevan untuk ekstraksi senyawa
bioaktif. 1449

Batang tanaman umumnya tegak, bersudut (several-ridged), dan
berongga. Warna bisa hijau sampai kemerahan, kadang ungu.
Permukaan batang sering hampir tak berbulu, tetapi trikom (termasuk
trikom kelenjar) tersebar pada beberapa bagian sehingga berperan
sebagai barier protektif dan tempat akumulasi metabolit sekunder.
Panjang tumbuhan bervariasi menurut populasi dan kondisi
dilaporkan mencapai hingga 1-2 m pada populasi tertentu.'*

Daun tersusun berseling (alternate), lamina berbentuk ovate
hingga ovate-oblong dengan tepi bergerigi (serrate). Ukuran daun

bersifat variabel antar populasi (panjang dan lebar yang dilaporkan
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berbeda antar studi), namun secara konsisten mempunyai petiol yang
jelas dan permukaan adaksial yang relatif halus, sedangkan abaksial
sering menunjukkan bulu halus atau trikom tersebar. Karakter
morfologi daun ini penting untuk identifikasi taksonomi sekaligus
menentukan organ yang kaya antioksidan untuk ekstraksi.>

Bunga Physalis angulata tumbuh soliter dari aksil daun dengan
mahkota kuning pucat berbintik ungu pada bagian pangkal mahkota,
bersifat hermafrodit lengkap dengan lima kelopak hijau dan lima petal
kuning menyatu — membentuk corolla. menyerupai terompet.
Androecium terdiri atas lima benang sari berantera biru hingga ungu
yang epipetal dan membuka memanjang untuk melepaskan polen,
sedangkan gynoecium memiliki ovarium superior dengan plasentasi
aksial multiovulat serta stilus gynobasik. Fase anthesis berlangsung
2-3 hari, bunga mulai membuka sekitar pukul 06.00, mencapai
keterbukaan penuh pukul 08.00, lalu menutup menjelang sore. Suatu
mekanisme protektif terhadap kondisi lingkungan yang merugikan.
Mahkota dan antera rontok setelah terjadi pembuahan berlanjut
meninggalkan ovarium yang tertutup kelopak membentuk struktur
khas menyerupai lentera. Mahkota bunga menunjukkan refleksi
cahaya ultraviolet yang berfungsi sebagai panduan visual bagi lebah,
sementara antera dan petalnya menghasilkan senyawa volatil yang
memancarkan aroma, sehingga kombinasi sinyal visual dan kimia ini

menjadikan bunga Physalis angulata sangat efektif dalam menarik
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serangga penyerbuk, khususnya lebah.>!

Buah Physalis angulata termasuk jenis buah berry berdaging
lunak dengan bentuk bulat hingga lonjong, dengan diameter sekitar
1,5-2,5 ¢cm dan bobot antara 4-10 gram. Buah ini tertutup oleh
kelopak (calyx) yang mengembang dan menetap, menyerupai
selubung tipis seperti kertas yang berfungsi sebagai pelindung alami.
Saat matang, warna buah berubah menjadi kuning cerah hingga
oranye, dengan permukaan halus serta daging buah yang berair dan
mengandung banyak biji kecil. Calyx yang mengembang merupakan
ciri khas genus Physalis. Struktur ini tidak hanya melindungi buah
selama masa pertumbuhan, tetapi juga meningkatkan daya simpan
pascapanen karena bertindak layaknya kemasan alami sehingga

mampu mengurangi kerusakan mekanis maupun serangan patogen.>2

Kandungan Fitokimia Physalis Angulata

Buah Physalis angulata diketahui mengandung berbagai
metabolit sekunder yang berperan penting dalam aktivitas
biologisnya. Senyawa khas utama yang ditemukan adalah
withanolides dan physalins, yang termasuk dalam kelompok lakton
steroidal. Senyawa ini berkontribusi terhadap aktivitas antiinflamasi
dan antikanker pada Physalis angulata . Temuan terbaru bahkan
melaporkan adanya senyawa baru seperti physangulidines A—C yang
menunjukkan aktivitas antiproliferatif yang kuat, sehingga

memperkuat potensi buah ini sebagai kandidat terapi kanker berbasis
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bahan alam.>?

Buah Physalis angulata juga kaya akan flavonoid dan senyawa
fenolik yang memiliki potensi antioksidan signifikan. Beberapa
flavonoid yang berhasil diidentifikasi antara lain adalah kaempferol,
myricetin-3-O-neohesperidoside, dan mangiferin. berbagai asam
fenolik juga ditemukan dalam buahnya. Studi melaporkan keberadaan
asam galat, asam kafeat, dan asam ellagat yang berkontribusi terhadap
sifat antioksidan dan antiinflamasi.>® Uji fitokimia menunjukkan
bahwa buah ini mengandung alkaloid, glikosida, flavonoid, tanin, dan
fenolik, dengan aktivitas penangkap radikal bebas yang mendekati
efektivitas asam askorbat. Kandungan ini memberikan efek protektif
terhadap kerusakan oksidatif yang berhubungan dengan penuaan
maupun penyakit degeneratif.t’

Komposisi fitokimia buah Physalis angulata juga meliputi
asam lemak esensial (palmitic acid, linoleic acid, oleic acid), vitamin
E (a-tocopherol), serta fitosterol (stigmasterol, ergost-5-en-3-ol),
yang berperan dalam menjaga integritas membran sel, mengurangi
inflamasi, serta meningkatkan fungsi imun.**®® Skrining fitokimia
modern juga menunjukkan adanya alkaloid, terpenoid, saponin,
tannin, kumarin, dan anthraquinones pada berbagai bagian tanaman,
yang  mendukung  aktivitas  biologis  tambahan  seperti
imunomodulator, antimikroba, dan sitotoksik.>

Berikut ini adalah tabel yang menyajikan kandungan kimia
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dan fitokimia utama buah Physalis angulata, meliputi komposisi
makronutrien, mikronutrien, serta senyawa bioaktif yang berperan
dalam aktivitas biologisnya.

Tabel 2.2. Kadar dan Kandungan Ciplukan®#>3-6.16

Komponen/Kandungan ﬁadar . /Satuan
onsentrasi

Air 72,80-93,29 % berat
Protein 2,87-10,97 % berat
Lemak 0,2-0,3 % berat
Karbohidrat 12,5-15,2 % berat
Serat 0,76-1,45 % berat
Vitamin C 20,91-50,97 mg/100 g
Natrium (Na) 689,52 mg/100 g
Fenilalanin + Tirosin 5,24 g/100g protein
Leusin 5,16 0/100g protein
Fitrat 8,68 mg/100g
Oksalat 3,23 mg/100 g
Asam fenolat total (TPC) 2,895 mg GAE/g ekstrak
Asam ferulat &p-hidroksibenzoat 0,49-1,20 Mg/g ekstrak kering
Flavonoid (total) 1,5-2,8 mg QE/g
Physalin 0,05-0,2 % berat kering
Withanolide 0,1-03 % berat kering
Antioksidan (DPPH) 90,87 % inhibisi (pulp buah)
Mineral lain (K, Mg, P, Fe, Zn, Mn, Terde:\tek_5|
Cu, B, Co, Li. Si, V) (kualitatif & —

kuantitatif)

2.3.4. Formulasi Gel ekstrak Buah Ciplukan
Formulasi gel dari ekstrak buah merupakan salah satu
pendekatan penting dalam pengembangan sediaan topikal berbasis
herbal karena memiliki sejumlah keunggulan dibandingkan bentuk
semisolid lain seperti krim atau salep. Gel bersifat ringan, mudah

diaplikasikan, tidak lengket, cepat menyerap, serta memberikan
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sensasi nyaman pada kulit. Penggunaan basis gel juga dapat
meningkatkan stabilitas zat aktif yang terkandung dalam ekstrak buah,
seperti flavonoid, fenolik, vitamin, dan terpenoid yang rentan
mengalami degradasi akibat paparan cahaya panas maupun oksidasi.>’

Beberapa penelitian telah mengeksplorasi penggunaan berbagai
buah sebagai sumber bioaktif dalam formulasi gel. Formulasi gel
dengan ekstrak apel (Malus domestica) menekankan pentingnya
kombinasi gelling agent dengan bahan tambahan seperti humektan
(gliserin atau propilen glikol)  untuk menjaga kelembapan dan
meningkatkan penetrasi bahan aktif. Evaluasi menunjukkan bahwa
gel ekstrak apel memiliki aktivitas antioksidan in vitro yang
signifikan, yang mendukung penggunaannya dalam sediaan anti-
aging dan protektif kulit.>’

Penelitian oleh Krongrawa et al. menunjukkan Gel berbasis
Carbopol Ultrez 23 yang mengandung ekstrak kernel kelapa (TCO06)
tidak hanya stabil secara fisik tetapi juga mampu mempertahankan
aktivitas antioksidan selama penyimpanan.°®

Penelitian lain yang menggunakan ekstrak semangka (Citrullus
lanatus) menunjukkan manfaat formulasi gel pelembap. Variasi
konsentrasi ekstrak (5-15% wi/v) terbukti memengaruhi parameter
fisik seperti viskositas, homogenitas, daya sebar, dan adhesivitas.
Hasil uji menunjukkan bahwa gel ini efektif dalam meningkatkan

kelembaban kulit serta memiliki aktivitas antioksidan yang baik.>®
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Sedangkan pada gel dengan ekstrak mentimun (Cucumis
sativus) diformulasi menggunakan Carbopol, gliserin, dan
triethanolamine (TEA) sebagai agen penetral, dengan hasil evaluasi
meliputi organoleptik, homogenitas, pH, dan daya sebar. Studi ini
menekankan bahwa pemilihan bahan dasar gel serta penyesuaian pH
berperan penting dalam menghasilkan sediaan yang stabil dan
nyaman diaplikasikan pada kulit.°

Hasil dari berbagai penelitian secara umum konsisten
menunjukkan bahwa formulasi gel dengan ekstrak buah memiliki
prospek besar dalam bidang farmasi dan kosmetik. Faktor-faktor
penting yang memengaruhi keberhasilan formulasi mencakup
pemilihan gelling agent, penambahan humektan, penyesuaian pH,
serta evaluasi mutu fisik (viskositas, pH, homogenitas, spreadability,
dan stabilitas).

Formulasi gel ekstrak buah pada dasarnya melalui beberapa
tahapan penting yang saling berkaitan. Tahap pertama adalah
ekstraksi bahan aktif, di mana simplisia buah segar atau kering
diekstrak menggunakan pelarut organik maupun polar, seperti etanol
70-96% atau air. Metode ekstraksi yang umum digunakan meliputi
maserasi, soxhletasi, hingga metode modern seperti microwave-
assisted extraction untuk memperoleh ekstrak kental yang kaya
fitokonstituen.®* Tahap berikutnya adalah persiapan basis gel, yang

dibuat dengan melarutkan bahan pembentuk gel (gelling agent)
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seperti Hydroxypropyl Methylcellulose (HPMC), Carbopol 938/944,
sodium alginate, atau sodium carboxymethylcellulose ke dalam air
dengan pengadukan hingga terbentuk massa gel yang stabil. Basis gel
yang sudah siap kemudian dilakukan pencampuran ekstrak ke dalam
basis gel dengan konsentrasi tertentu, umumnya berkisar antara 0,5—
10% tergantung tujuan penelitian dan potensi aktivitas biologis
ekstrak yang diuji.®2%® Formulasi kemudian dapat ditambahkan bahan
tambahan misalnya pengawet (metil paraben atau propil paraben),
penstabil pH (seperti triethanolamine untuk mengatur pH mendekati
fisiologis), humektan (gliserin, propilen glikol) untuk menjaga
kelembaban, serta parfum bila diperlukan untuk meningkatkan
penerimaan - organoleptik.>®* Tahap = selanjutnya  adalah
homogenisasi, yakni pengadukan berulang agar ekstrak dan basis gel
bercampur merata sehingga sediaan seragam. Gel yang telah homogen
harus menjalani evaluasi fisik meliputi pemeriksaan organoleptik
(warna, bau, konsistensi), pengukuran pH, viskositas, daya sebar,
daya lekat, hingga uji stabilitas dalam kondisi penyimpanan tertentu.
Evaluasi ini bertujuan untuk memastikan bahwa sediaan gel ekstrak
yang diformulasikan memiliki kualitas yang memenuhi persyaratan

farmasetika serta tetap stabil selama masa penyimpanan. 37

2.4. Ultraviolet (UV)
2.4.1. Definisi Ultraviolet (UV)

Istilah ultraviolet secara harfiah berarti “melampaui ungu”,
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merujuk pada bagian spektrum cahaya dengan panjang gelombang
yang lebih pendek dibandingkan cahaya tampak (khususnya ungu),
tetapi lebih panjang daripada sinar-X. Radiasi ini memiliki rentang
panjang gelombang sekitar 100440 nm dan tidak dapat ditangkap
oleh indra penglihatan manusia.®®

Berdasarkan perbedaan panjang gelombangnya, radiasi UV
dibagi menjadi tiga kategori utama, yaitu UVA (369-440 nm), UVB
(300-369 nm), dan UVC (200-300 nm)."* Masing-masing subtipe ini
mempunyai karakteristik dan dampak biologis yang berbeda. UVA
dengan panjang gelombang terpanjang dapat menembus lebih dalam
ke lapisan dermis dan berperan besar dalam proses penuaan kulit
(photoaging), UVB hanya mampu menembus hingga epidermis akan
tetapi memiliki energi lebih tinggi sehingga dapat menyebabkan
eritema, kerusakan DNA, dan mutasi genetik. Sedangkan UVC
meskipun sangat berbahaya namun sebagian besar terserap oleh
lapisan ozon dan tidak mencapai permukaan bumi.®’

Salah satu sifat khas radiasi UV adalah kemampuannya memicu
reaksi fotokimia pada molekul biologis. Hal ini membedakannya dari
cahaya tampak biasa, karena UV mampu menginduksi perubahan
struktural DNA, protein, maupun lipid seluler. Dampak biologis
tersebut dapat berujung pada imunosupresi, kerusakan jaringan,
hingga karsinogenesis. Namun tidak semua efek UV bersifat

merugikan. Contohya paparan UVB dalam jumlah terbatas memicu
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konversi 7-dehidrokolesterol menjadi vitamin D3 di lapisan epidermis

yang esensial bagi metabolisme tulang dan sistem imun.%®

2.4.2. Klasifikasi Ultraviolet (UV)
Radiasi sinar ultraviolet dibedakan dalam tiga kategori utama,
yaitu:%®
1. Radiasi Ultraviolet A (UVA)

Sinar UVA memiliki panjang gelombang terpanjang dalam
spektrum ultraviolet, yaitu 369-440 nm, dan merupakan jenis
sinar UV yang paling banyak mencapai permukaan bumi, sekitar
90-95% dari total radiasi UV. Karakteristik utama dari sinar UVA
adalah kemampuannya menembus kulit lebih dalam dibandingkan
sinar UVB. mencapai hingga lapisan dermis. Penetrasi UVA
sekitar 100 kali lebih dalam dibandingkan UVB. Radiasi UVA
dapat memengaruhi keratinosit pada epidermis maupun fibroblas
pada dermis, sehingga menyebabkan perubahan struktur dan
fungsi kulit dalam jangka panjang.

Walaupun kontribusi UVA terhadap karsinogenesis kulit
lebih rendah dibandingkan UVB karena absorpsinya terhadap
DNA relatif kecil. Radiasi ini tetap berperan dalam kerusakan
DNA secara tidak langsung. Mekanisme utama kerusakan DNA
akibat UVA adalah melalui reaksi fotosensitisasi yang
menghasilkan 8-hydroxy-2’-deoxyguanine (8-OHdG) sebagai

biomarker stres oksidatif. Paparan UVA yang diserap kromofor
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kulit memicu pembentukan reactive oxygen species (ROS), yang
kemudian menimbulkan stres oksidatif pada epidermis dan
dermis.

Stres oksidatif ini berperan penting dalam patogenesis
photoaging melalui aktivasi jalur mitogen-activated protein
kinases (MAPKSs) dan nuclear factor-kappa B (NF-kB). Aktivasi
kedua jalur ini meningkatkan ekspresi matrix metalloproteinases
(MMPs), yaitu enzim yang merombak protein struktural kulit
seperti - kolagen dan elastin. Degradasi protein tersebut
mengakibatkan hilangnya elastisitas kulit dan terbentuknya
keriput sebagai tanda penuaan kulit. Paparan UVA dari tanning
bed juga dilaporkan meningkatkan risiko eritema serta melanoma,
dengan kontribusi UVA sebesar 54-80% terhadap eritema akibat
penggunaan tanning bed.

Radiasi Ultraviolet B (UVB)

Sinar UVB memiliki panjang gelombang lebih pendek
dibanding UVA, yaitu 300-369 nm. Hanya menyumbang sekitar
1-10% dari total radiasi UV yang mencapai bumi. sinar UVB
merupakan penyebab utama kerusakan kulit yang bersifat
karsinogenik. Radiasi ini terutama diserap pada lapisan epidermis,
namun dapat menembus hingga bagian atas dermis.®”

Paparan sinar UVB pada kulit menyebabkan kerusakan

DNA keratinosit, terutama berupa pembentukan Cyclobutane
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Pyrimidine Dimers (CPDs). Kerusakan DNA ini mengaktifkan
jalur pensinyalan seluler yang melibatkan protein p53, yang
kemudian menstimulasi  sekresi  a-melanocyte-stimulating
hormone (a-MSH) dari keratinosit. Hormon ini akan berikatan
dengan reseptor MC1R pada melanosit di lapisan basal epidermis.
Aktivasi reseptor MC1R memicu jalur ;CAMP/PKA yang berujung
pada aktivasi MITF (microphthalmia-associated transcription
factor) yaitu faktor transkripsi utama pengatur melanogenesis.
MITF kemudian meningkatkan ekspresi enzim kunci tirosinase,
TRP-1, dan TRP-2, yang bertanggung jawab dalam sintesis
melanin  dari  prekursor = tirosin. Akibatnya melanosit
meningkatkan produksi melanin dan mengemasnya ke dalam
melanosom yang ditransfer ke keratinosit, menghasilkan
hiperpigmentasi kulit. Proses ini dibuktikan dengan peningkatan
ekspresi Melan-A, yaitu penanda spesifik melanosit aktif.5”

Paparan sinar ultraviolet B (UVB) juga memberikan
dampak yang bervariasi terhadap kulit baik dalam jangka pendek
maupun jangka panjang. UVB dapat menimbulkan eritema atau
sunburn yang ditandai dengan kemerahan akibat peningkatan
aliran darah ke kulit. Paparan ini juga memicu respon inflamasi,
terbentuknya hiperkeratosis, peningkatan pigmentasi, serta
penurunan densitas kolagen pada jaringan dermis.%®

Dalam jangka panjang paparan UVB yang berulang terbukti



46

mempercepat proses penuaan kulit atau photoaging. Mekanisme
ini ditandai dengan munculnya keriput, perubahan elastisitas kulit,
serta akumulasi mutasi genetik yang pada akhirnya meningkatkan
risiko terjadinya kanker kulit khususnya karsinoma sel basal dan
sel skuamosa.®’

UVB juga memiliki efek imunomodulator. Paparan UVB
terbukti menekan respons imun lokal melalui penurunan jumlah
sel Langerhans sehingga kulit menjadi lebih rentan terhadap
infeksi maupun perkembangan kanker kulit. Meskipun demikian
efek imunomodulator dari UVB. dimanfaatkan secara Klinis
khususnya pada terapi narrow-band UVB untuk pengobatan
penyakit kulit tertentu seperti psoriasis dan vitiligo.Walaupun
terapi Ini - efektif, risiko paparan kumulatif yang dapat
menimbulkan mutasi DNA tetap perlu diantisipasi dengan
pemantauan jangka panjang.®®

Berbagai penelitian  telah menguatkan pemahaman
mengenai  mekanisme biologis UVB pada kulit. Penelitian
menjelaskan bahwa UVB berperan dalam jalur molekuler yang
berhubungan dengan karsinogenesis. Penelitian oleh Vats et al.
menemukan bahwa paparan UVB dapat memicu kematian
keratinosit melalui mekanisme ferroptosis yang kemudian
menginisiasi respon inflamasi pada kulit. Pada penelitian oleh

Blackstone et al menunjukkan bahwa paparan UVB kronis



47

berkontribusi terhadap perubahan biomekanik kulit melalui
kerusakan kolagen, penurunan elastisitas, serta perubahan
ekspresi microRNA yang berperan dalam regulasi genetik.

. Radiasi Ultraviolet C (UVC)

Sinar UVC memiliki panjang gelombang terpendek, yaitu
100-300 nm, dan merupakan bentuk radiasi UV yang paling
berenergi sehingga bersifat paling berbahaya. Namun, lapisan
ozon atmosfer bumi secara efektif menyerap seluruh radiasi
UVC.% Radiasi UVC dari matahari tidak mencapai permukaan
bumi karena diserap lapisan ozon. Paparan UVC pada manusia
hanya mungkin terjadi melalui sumber buatan seperti lampu
merkuri bertekanan rendah, lampu germisidal, atau teknologi far-
UVC (207-242 nm) yang belakangan dikembangkan untuk tujuan
medis dan desinfeksi.”° Paparan UVC tidak berkontribusi
terhadap kerusakan kulit akibat paparan sinar matahari sehari-

haREE



BAB III

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori

Paparan sinar ultraviolet B (UVB) pada kulit memicu serangkaian
peristiwa biologis yang berujung pada inflamasi dan kerusakan jaringan.
Energi foton UVB diserap oleh kromofor seluler, terutama DNA, sehingga
menyebabkan kerusakan langsung berupa terbentuknya cyclobutane
pyrimidine dimers (CPD) dan 6-4 photoproducts (6-4PP). Lesi DNA ini
mendistorsi struktur heliks ganda sehingga mengganggu replikasi dan
transkripsi, sekaligus memicu aktivasi protein sensor kerusakan seperti p53.
Paparan UVB juga menghasilkan reactive oxygen species (ROS) melalui
proses fotosensitisasi- oleh kromofor intraseluler dan gangguan fungsi
mitokondria. Akumulasi ROS menimbulkan stres oksidatif yang merusak lipid,
protein, dan basa DNA, serta berperan sebagai sinyal untuk mengaktifkan jalur
inflamasi.

Kerusakan sel akibat CPD dan ROS melepaskan damage-associated
molecular patterns (DAMPS) yang dikenali oleh reseptor pola seperti Toll-like
receptors (TLR). Aktivasi ini menginduksi jalur transduksi sinyal intraseluler
termasuk mitogen-activated protein kinase (MAPK: ERK, JNK, p38) dan
kompleks IKK yang memicu aktivasi dua faktor transkripsi utama, yaitu NF-
kB dan AP-1. Kedua faktor transkripsi tersebut masuk ke nukleus dan mengikat
promoter gen proinflamasi salah satunya gen IL6 sehingga mendorong

transkripsi mMRNA IL-6. Stabilitas mRNA IL-6 meningkat setelah paparan
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UVB yang menjadikan produksi protein IL-6 bertahan lebih lama. Protein IL-
6 yang terbentuk kemudian disekresikan oleh keratinosit, fibroblas, dan
makrofag yang bekerja secara autokrin, parakrin, maupun endokrin. IL-6
memperkuat respon inflamasi ,menarik sel imun, dan menstimulasi produksi
protein fase akut.

Aktivasi AP-1 juga menginduksi ekspresi matrix metalloproteinase-1
(MMP-1) vyaitu enzim proteolitik yang berperan memecah kolagen tipe I dan
1l pada dermis. Aktivitas MMP-1 menyebabkan degradasi matriks
ekstraseluler yang mengakibatkan hilangnya elastisitas kulit dan timbulnya
tanda-tanda photoaging. MMP-1 juga dapat mengaktifkan MMP lain sehingga
memperluas kerusakan jaringan. Secara normal aktivitas MMP dikendalikan
oleh Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMP). Pada paparan UVB
kronis keseimbangan ini terganggu sehingga degradasi kolagen lebih dominan.
Kombinasi dari inflamasi akibat IL-6, stres oksidatif oleh ROS, dan degradasi
kolagen oleh MMP-1 menjadikan kulit rentan terhadap kerusakan kronis yang
ditandai dengan Keriput, kehilangan kelembapan, serta peningkatan risiko
karsinogenesis akibat mutasi DNA yang tidak diperbaiki.

Ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata) mengandung berbagai
senyawa bioaktif seperti flavonoid, withanolide, dan physalin yang diketahui
memiliki sifat antioksidan, antiinflamasi, dan imunomodulator. Flavonoid
berperan dalam menetralisir ROS sehingga menurunkan stres oksidatif,
sementara withanolide dan physalin mampu menekan aktivasi jalur NF-xB dan

AP-1. Efek ini berimplikasi pada penurunan transkripsi IL-6 dan MMP-1,
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sehingga inflamasi dapat diredam dan degradasi kolagen berkurang. Ciplukan
juga berkontribusi terhadap perbaikan struktur dan kelembapan kulit melalui
perlindungan matriks ekstraseluler. Sehubungan dengan hal tersebut ciplukan
dapat bekerja sebagai agen protektif terhadap paparan UVB dengan cara
menurunkan kadar IL-6 dan MMP-1, menjaga kolagen dermis, serta mencegah

terjadinya photoaging.
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3.2. Kerangka Konsep
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Penelitian ini adalah penelitian eksperimental dengan rancangan post

test only control group design terhadap hewan coba mencit BALBI/c.

» Kl OK1
K2 OK2
P R
K3 » OK3
K4 » OK4

Gambar 4.1. Skema Rancangan Penelitian

Keterangan:

P : Populasi

R : Random Sampling

K1 . Mencit sehat yang diberi pakan standard tanpa diberi paparan
sinar UV-B

K2 : Kelompok kontrol negatif yang diberi pakan standard dan diberi
paparan sinar UV-B dengan pemberian base gel.

K3 : Mencit dengan paparan sinar UVB dengan pemberian gel ekstrak
buah ciplukan dosis 10%.
K4 : Mencit dengan paparan sinar UVB dengan pemberian gel ekstrak

buah ciplukan dosis 20%.
OK 1 : Observasi pada kelompok 1
OK 2 : Observasi pada kelompok 2
OK 3 : Observasi pada kelompok 3
OK 4 : Observasi pada kelompok 4

4.2. Populasi Penelitian dan Sampel Penelitian
Subyek penelitian yaitu Mencit BALB/c betina berusia 6-8 minggu,

dengan berat 18-35 gram, yang dinyatakan layak digunakan dan dipelihara
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dari animal IBL Semarang. Mencit dipelihara di ruangan dengan ventilasi
cukup dengan suhu ruangan 28-32°C di laboratorium. Mencit diberi makanan
pelet dan minuman air putih secukupnya. Mencit diadaptasikan selama 5 hari
sebelum diberi perlakuan.
4.2.1. Teknik Pengambilan Sampel Penelitian
Teknik pengambilan sampel penelitian ini menggunakan cara
simple random sampling. Mencit BALB/c betina sebanyak 24 ekor
yang memenuhi kriteria inklusi dibagi menjadi 4 kelompok secara
acak sederhana, yaitu kelompok kontrol dan tiga kelompok perlakuan.
4.2.1.1. Kriteria Inklusi
a. Mencit sehat, bergerak aktif, makan dan minum cukup
b. Secara makroskopis mencit tidak ada kelainan morfologi
c. Jenis kelamin betina
d. Usia 6-8 minggu
e. Berat 18-35 gram
4.2.1.2. Kriteria Drop Out

Mencit sakit atau mati saat penelitian berlangsung.

4.2.2. Besar Sampel
Menurut WHO besar sampel perkelompok minimal 5 ekor
dengan cadangan 10% (1 ekor) untuk menghindari loss of follow.
Sampel dirandomisasi menggunakan cara simple random
sampling, dibagi menjadi 4 kelompok yaitu 1 kelompok mencit sehat

dan 3 kolompok perlakuan. Jumlah keseluruhan sampel mencit yang
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digunakan dan dianalisa dalam penelitian ini sebanyak 24 ekor.

4.3. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.3.1. Variabel Penelitian
4.3.1.1. Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah pemberian
dosis gel Ekstrak Buah Ciplukan (Physalis angulata)
4.3.1.2. Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah kadar

MMP-1 dan kadar IL-6.

4.3.2. Definisi Operasional
4.3.2.1. Gel Ekstrak Buah Ciplukan(GEBC)

Ektrak buah Ciplukan dalam sediaan dosis gel 10% dan
20 % dibuat di Laboratorium IBL Semarang yang diberikan
secara topikal sebanyak 0,3g pada kelompok perlakuan dosis
10% (K4) dan 20% (K5) seluruh permukaan punggung
mencit BALB/c yang sudah dicukur yang sebelum nya
dipapar sinar UVB 360mJ/cm? dengan jarak 1mWatt/cm?
dengan waktu 15 menit selama 5 hari.*®
Satuan :%

Skala : Ordinal

4.3.2.2. Kadar MMP-1
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Kadar MMP-1 di jaringan kulit hewan coba yang dikur
dengan metode ELISA antibodi MMP-1 yang dinyatakan
dalam satuan pg/ml menggunakan sampel jaringan kulit.
Pengukuran kadar MMP-1 dilakukan di hari ke-11 dilakukan
di Laboratorium IBL Semarang.

Satuan : pg/mL
Skala : Rasio
4.3.2.3. Kadar IL-6

Kadar IL-6 di jaringan hewan coba yang diukur
menggunakan ELISA antibodi IL-6 yang dinyatakan dalam
satuan pg/ml sampel diambil dari jaringan kulit. Pengukuran
kadar IL-6 dilakukan pada hari ke-11 dilakukan di
Laboratorium IBL Semarang.

Satuan : pg/mL

Skala : Rasio

4.4. Alat dan Bahan Penelitian
4.4.1. Alat
1. Alat yang digunakan untuk membuat gel ekstrak buah ciplukan
yaitu tempat penyimpanan steril, sendok kaca steril, Vacuum dryer,
rotator evaporator, blender, dan labu erlemeyer. Alat yang
digunakan untuk pemeliharaan hewan coba mencit, yaitu kandang
dengan kelengkapan tempat makanan dan minum, jarum 28G, spuit

1 cc, alat cukur, sarung tangan, tempat fiksasi, dan timbangan
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analitik. ®*™

2. Alat yang digunakan untuk pemeliharaan hewan coba mencit yaitu
kandang dengan kelengkapan tempat makanan dan minum, jarum
28G, spuit 1 cc, alat cukur, sarung tangan, tempat fiksasi, dan
timbangan analitik.

3. Alat yang digunakan untuk pembuatan preparat yaitu kaca glass,
kaca penutup, pisau scalpel, pinset, talenan, saringan, tissue,
Freezer (-20°C), microtome, waterbath 46°C, mesin vacuum dan
mesin bloking.

4. Alat yang digunakan untuk ELISA yaitu assay plate, mikropipet.
Inkubator, tabung eppendorf, vorteks.

5. Alat yang digunakan untuk Paparan UVB yaitu Lampu UV-B tipe
Narrowband TL- 20W/01. Sinar UV-B adalah jumlah intensitas
sinar UV-B yang diberikan berasal dari mesin sinar UV-B tipe
narrowband TL- 20W/01. Alat ini memancarkan sinar UV-B
dengan daya 20 watt, dengan “01” menunjukkan bahwa lampu ini
memiliki suhu warna yang terang. Paparan sinar UV-B diberikan
selama 5 hari. Dosis paparan sinar UV B diberikan sebanyak 1
MED dan setiap paparan diberikan selama 15 menit dengan jarak

penyinaran ImWatt/cm?.

4.4.2. Bahan



Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari : /%4

1.

2.

8.

O

Bahan gel dasar

Gel ekstrak buah ciplukan dengan dosis 10 %; 20 %
Pengukur dosis radiasi (Dosimetri)

Standard solution

Assay diluent A dan B

Wash buffer concentrate

Substrate solution A dan B

Stop solution

Plate sealer

10. Distilled water

4.5. Cara Penelitian

4.5.1. Perolehan Ethical Clearance

4.5.2.
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Penelitian ini akan meminta izin dari komisi etik Fakultas

Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang.

Pembuatan Ekstrak Buah Ciplukan

Buah ciplukan £500gram dikeringkan pada suhu 50 — 60°C dan

dihaluskan menjadi bubuk kering. Bubuk kering diekstraksi melalui

proses maserasi menggunakan etanol 70% selama 72 jam kemudian

disaring dan filtrat tersebut ditampung, residu kemudian dimaserasi

kembali dengan metode yang sama. Kandungan etanol diuapkan

menggunakan rotary evaporator untuk mendapatkan ekstrak kental.
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Kandungan ekstrak divalidasi dengan mengukur senyawa metabolit
sekunder secara kualitatif dengan reaksi tetes yaitu pengukuran
flavonoid, alkaloid, terpenoid, tannin, saponin, dan steroid. Ekstrak

kental yang diperoleh kemudian disimpan dalam suhu 2-8°C. 7164

Penetapan Dosis

Sebelum dilakukan penelitian terlebih dahulu ditentukan dosis
yang akan digunakan untuk penelitian. Penelitian sebelumnya
konsentrasi 10% ekstrak buah ciplukan bersifat sebagai konsentrasi
efektif dan aman (safe and effective dose) yang mampu menurunkan
mediator inflamasi tanpa menimbulkan iritasi.** Sediaan gel dipilih
karena gel bersifat nyaman, stabil, mudah diformulasikan, sesuai
dengan sifat ekstrak ciplukan, meningkatkan penetrasi kulit, serta
lebih efektif sebagai sediaan topikal untuk menurunkan inflamasi.54%°
Konsentrasi 20% ditambahkan untuk mengevaluasi apakah
peningkatan konsentrasi memberikan efek lebih baik (dose
dependent). Penelitian ini menggunakan dosis 10% karena telah
terbukti aman dan efektif pada penelitian sebelumnya, sedangkan 20%
dipilih untuk melihat efek peningkatan dosis (dose-dependent)

terhadap penurunan kadar IL-6 dan MMP-1 akibat paparan UVB.

4.5.4. Pembuatan Sediaan Gel

Berdasarkan penelitian sebelumnya pembuatan Formulasi basis
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gel dilakukan dengan melarutkan Carbopol 940 sebanyak 1-1,5%
weight/volume ke dalam sebagian air deionisasi, kemudian dibiarkan
mengembang sempurna sambil diaduk hingga homogen. Gliserin 10%
w/v ditambahkan sebagai humektan untuk menjaga kelembapan kulit
dan meningkatkan konsistensi gel. Sebagai bahan pengawet
digunakan benzyl alcohol 1% wi/v, sedangkan Triethanolamine (TEA)
1-2% w/v ditambahkan secara bertahap untuk menetralkan pH hingga
berada pada kisaran fisiologis kulit (pH 6,8-7,0).°° Selanjutnya
ekstrak buah Physalis angulata dimasukkan ke dalam basis gel
dengan konsentrasi 10% wi/v (10 g ekstrak dalam 100 mL sediaan gel)
dan 20% wi/v (20 g ekstrak dalam 100 mL sediaan gel). Ekstrak yang
telah ditambahkan dilakukan penambahan air deionisasi secukupnya
hingga mencapai volume akhir 100 mL, kemudian campuran

dihomogenisasi hingga diperoleh sediaan gel yang stabil.

Pembagian Kelompok
Kelompok perlakuan dibagi menjadi 4 dan tiap kelompok
terdiri dari 6 ekor sampel.
1. Kelompok I: Mencit Sehat (tidak mendapatkan paparan apapun).
2. Kelompok Il: Kelompok Kontrol (Kontrol Negatif, mencit dipapar
UV-B dengan pemberian base gel secara topikal)
3. Kelompok Ill: Kelompok perlakuan 1 (Perlakuan 1, mencit
dipapar UV-B dengan perlakuan gel ekstrak buah ciplukan 10%

secara topikal)
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4. Kelompok 1V: kelompok perlakuan 2 (Perlakuan 2, mencit
dipapar UV-B dengan perlakuan gel ekstrak buah ciplukan 20%

secara topikal)

Penyinaran UVB pada Subyek Penelitian
Penyinaran UV-B menginduksi terjadinya photoaging ditandai

awal dengan kulit terlihat erymatouse pada area yang dipapar sinar
UVB dan tampak kerutan yang semakin dalam. Berikut tahapan nya
yaitu;
1. Mencit babl/c yang sudah diadaptasi 5 hari

Bulu pada bagian punggung dicukur dengan ukuran 2 x 3 cm
2. Punggung ‘mencit disinari UV-B dengan jarak 1mWatt/cm? cm

dengan minimal erythema dose (1 MED 360mJ/cm?) selama 15

menit 1x sehari selama 5 hari.*

Prosedur Pemeriksaan MMP-1

Prosedur yang dilakukan pada pemeriksaan MMP-1 yaitu :"*

1. Pembuatan Standar: Persiapan standar yang mengandung kadar
yang diketahui dari MMP-1 untuk membuat kurva standar

2. Blocking (Blokir): Tahap untuk mencegah ikatan nonspesifik
dengan menuntun sisa-sisa area kosong pada mikrotiter plate.

3. Pemberian Sampel dan Kontrol: Penambahan sampel (serum,
plasma, supernatan sel dan jaringan) yang akan diuji, serta kontrol

positif dan negatif.
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Inkubasi: Inkubasi plate sehingga MMP-1 dan IL-6 dari sampel
dan standar tertangkap oleh antibodi yang terdapat pada plate.
Washing: Membersihkan mikrotiter plate dari zat-zat yang tidak
terikat.

Pemberian  Antibodi  Deteksi  (Detection  Antibody):
Menambahkan antibodi deteksi spesifik terhadap MMP-1 yang
terikat target.

Penambahan Enzim Konjugat: Menambahkan enzim yang terikat
pada antibodi deteksi.

Pemberian Substrat: Pnambahan substrat enzimatik yang akan
menghasilkan sinyal berwarna.

Pemberhentian Reaksi dan Pembacaan: Reaksi dihentikan dan
intensitas warna diukur dengan spektofotometer.

Analisa Data: Hasil absorbansi diplot pada kurva standar untuk

menentukan kadar MMP-1 dalam sampel.

Prosedur Pemeriksaan [L.-6

Prosedur yang dilakukan pada pemeriksaan 1L-6 yaitu :"*

1.

Pembuatan Standar: Persiapan standar yang mengandung kadar
yang diketahui dari IL-6 untuk membuat kurva standar

Blocking (Blokir): Tahap untuk mencegah ikatan nonspesifik
dengan menuntun sisa-sisa area kosong pada mikrotiter plate.
Pemberian Sampel dan Kontrol: Penambahan sampel (serum,

plasma, supernatan sel dan jaringan) yang akan diuji, serta kontrol
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positif dan negatif.

Inkubasi: Inkubasi plate sehingga IL-6 dari sampel dan standar
tertangkap oleh antibodi yang terdapat pada plate.

Washing: Membersihkan mikrotiter plate dari zat-zat yang tidak
terikat.

Pemberian  Antibodi  Deteksi  (Detection  Antibody):
Menambahkan antibodi deteksi spesifik terhadap IL-6 yang
terikat target.

Penambahan Enzim Konjugat: Menambahkan enzim yang terikat
pada antibodi deteksi.

Pemberian Substrat: Pnambahan substrat enzimatik yang akan
menghasilkan sinyal berwarna.

Pemberhentian Reaksi dan Pembacaan: Reaksi dihentikan dan
intensitas warna diukur dengan spektofotometer.

Analisa Data: Hasil absorbansi diplot pada kurva standar untuk

menentukan kadar IL-6 dalam sampel.

Prosedur Perlakuan dan Cara Pemeriksaan Kadar MMP-1 dan

IL-6

Prosedur perlakuan dan cara pemeriksaan kadar MMP-1 adalah

sebagai berikut:""2

1.

Sejumlah 24 ekor mencit betina strain BALB/C usia 6-8 minggu
dengan berat 18-35 gram yang telah diadaptasi selama 5 hari

disiapkan.
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Kemudian cukur punggung mencit seluas 2x3 cm

Penyinaran dilakukan pada area punggung mencit dengan sinar
UV-B dengan dosis minimal 1 MED dengan jarak 1mWatt/cm?
selama 15 menit.

Perlakuan diberikan pada kelompok mencit (setiap kelompok 6
mencit), 1 kelompok mencit sehat tanpa perlakuan, 1 kelompok
mencit dipapar UV-B dengan pemberian base gel, kelompok
kelompok perlakuan 1: diolesi gel ekstrak buah ciplukan 10%,
dan perlakuan 2: di olesi gel ekstrak buah ciplukan 20%

Setelah hari ke-5, istirahatkan mencit

Periksa kadar MMP-1 dan kadar IL-6

Siapkan reagen dan larutan untuk ELISA

Lakukan pengenceran standard solution 120 pL ke dalam
standard diluent 120 uL .

LLakukan pengenceran wash buffer concentrate 15 mL ke dalam
distilled water 320 mL

Tambahkan 50 pL standard ke masing-masing plate

Tambahkan 40 pL sampel ke plate

Tutup well menggunakan sealer

Inkubasi selama 60 menit pada suhu 37°C

Buka sealer, cuci well sebanyak 3 kali dengan wash buffer
Tambahkan 50 pL substrate solution A dan 50 pL substrate

solution B ke masing-masing well
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16. Inkubasi selama 10 menit pada suhu 37°C

17. Tambahkan 50 pL stop solution ke masing-masing well

18. Baca hasil absorbansi menggunakan ELISA Reader pada panjang
gelombang 450 nm dalam 10 menit setelah penambahan stop

solution.

Tempat dan Waktu penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Integrated Biomedical
Laboratories (IBL) FK UNISSULA Semarang. Pemeliharaan hewan coba
dan perlakuan hewan coba dilakukan di Laboratorium Laboratorium
Integrated Biomedical Laboratories (IBL) FK UNISSULA Semarang.
Pembuatan gel ekstrak buah ciplukan dilakukan di Laboratorium Integrated

Biomedical Laboratories (I1BL) FK UNISSULA Semarang Semarang.

Analisa Data

Analisis data pada penelitian ini diawali dengan uji normalitas dan uji
homogenitas untuk menentukan metode statistik yang digunakan. Hasil uji
tersebut menunjukkan bahwa pendekatan analisis statistik disesuaikan
dengan karakteristik distribusi data serta kesamaan varians antar kelompok.
Data yang berdistribusi normal dan homogen dianalisis menggunakan uji One
Way ANOVA dengan tingkat signifikansi 5% (o = 0,05). Hasil uji One Way
ANOVA dengan nilai signifikansi kurang dari 0,05 yaitu pada variabel kadar
IL-6 dilanjutkan dengan uji post hoc Least Significant Difference untuk

mengetahui pasangan kelompok yang memiliki perbedaan bermakna. Hasil
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uji One Way ANOVA pada variable kadar MMP-1 yang tidak menunjukkan
perbedaan bermakna tidak dilanjutkan dengan analisis post hoc karena tidak
memenuhi dasar statistik. Seluruh proses pengolahan dan analisis data
dilakukan menggunakan aplikasi SPSS versi 27.0. Keputusan penerimaan

atau penolakan hipotesis ditetapkan berdasarkan nilai p yang diperoleh.
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4.8. Alur Penelitian

24 Mencit sehat diadaptasi selama 5 hari

A 4

Randomisasi
Kelompok K1 Kelompok K2 Kelompok K3 Kelompok K4
(Kontrol) (Perlakuanl) (Perlakuan 2)
\ 4 v l A 4
Mencit diberi Mencit diberi Mencit diberi
paparan sinar paparan sinar paparan sinar
UVB 360 UVB 360 UVB 360
: mJ/cm? selama mJ/cm? selama mJ/cm? selama
Mencit Sehat 15 menit dan 15 menit dan 15 menit dan
dilanjutkan dilanjutkan dilanjutkan
pengolesan gel pengolesan pengolesan
base 1x selama GEBC 10% 1x GEBC 20% 1x
5 hari selama 5 hari selama 5 hari

\4

Hari ke-11 Pengambilan Sampel

'

Pengecekan kadar MMP-1 dan IL-6

Analisis Data

Gambar 4.2. Alur Penelitian
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan pengaruh pemberian Gel Ekstrak
Buah Ciplukan (GEBC) terhadap kadar Matrix Metalloproteinase-1 (MMP- 1) Dan
Interleukin-6 (IL-6) pada mencit yang dipapar UVB secara akut. Penelitian
eksperimental In Vivo dilakukan di bulan Januari tahun 2025 di Laboratorium IBL
(Integrated Biomedical Laboratories) Universitas Sultan Agung Semarang. Tujuan
umum penelitian ini untuk mengetahui pengaruh pemberian gel ekstrak buah
ciplukan (GEBC) terhadap terhadap kadar MMP-1 dan IL-6 pada mencit yang
terpapar sinar UVB. Penelitian ini menggunakan mencit Balb/c betina sebagai
subjek penelitian. Jumlah mencit yang digunakan adalah 24 ekor mencit sesuai
rumus Federer. Mencit pada penelitian ini dibagi menjadi 4 kelompok perlakuan,
yaitu mencit sehat (K1), mencit model dengan gel base (K2), mencit model dengan
GEBC 10% (K3), dan mencit model dengan GEBC 20% (K4). GEBC dibuat dari
buah ciplukan yang sudah dijadikan bubuk kering kemudian diekstraksi melalui
proses maserasi menggunakan etanol 70% selama 72 jam.
5.1. Hasil Penelitian
5.1.1. Intepretasi Hasil Kadar MMP-1
Penelitian Pengaruh Pemberian Gel Ekstrak Buah Ciplukan
(GEBC) terhadap Kadar Matrix Metalloproteinase-1 (MMP-1) pada
Mencit yang Terpapar UVB akut telah dilakukan selama 11 hari
dengan jumlah hewan coba sebanyak 24 ekor. Hasil penelitian

tersebut tertera pada table 5.1.

68
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Tabel 5.1. Hasil Analisis Rerata, Uji Normalitas, Uji Homogenitas,
pada Kadar MMP-1

Kelompok
Variabel K1 K2 K3 K4  Sig.(p)
N=6 N=6 N=6  N=6

Kadar MMP-1
(ng/mL)
Mean 694,57 788,31 718,00 822,55
Std.deviasi 75,34 151,25 159,45 87,11
Shapiro Wilk 0,707* 0,642* 0,775* 0,077*
Levene Test 0,199**
One Way Anova 0,275

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

Rerata Kadar
MMP-1 (ng/mL.)

mmmm Sehat (K1) “wom Base Gel (K2) mmmm GEBC 10% (K3)
1000 s GEBC 20% (KA4) Standar Deviasi
788,31 822.55

800 A
600
200

0

Sehat (K1) Base Gel (K2) GEBC 10% (K3) GEBC 20% (K4)

Gambar 5.1. Grafik Rerata Kadar MMP-1

Rerata kadar MMP-1 tertinggi pada Tabel 5.1 terdapat pada
kelompok K4 yaitu mencit yang dipapar UVB dan dioleskan gel
ekstrak ciplukan 20% secara topikal dengan nilai rerata sebesar
822,55 ng/mL. Rerata kadar MMP-1 pada kelompok K2 yaitu mencit
yang dipapar UV-B dengan pemberian base gel secara topikal sebesar
788,31 pg/mL. Rerata kadar MMP-1 pada kelompok K3 yaitu mencit

yang dipapar UV-B dengan perlakuan sesuai kelompok K3 sebesar
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718,00 pg/mL. Rerata kadar MMP-1 terendah terdapat pada kelompok
K1 yaitu mencit sehat dengan nilai sebesar 694,57 ng/mL.

Hasil uji normalitas menggunakan Shapiro—Wilk menunjukkan
bahwa data kadar MMP-1 pada seluruh kelompok berdistribusi
normal dengan nilai p > 0,05. Hasil uji homogenitas menggunakan
Levene Test menunjukkan bahwa varians data antar kelompok
bersifat homogen dengan nilai p sebesar 0,199. Analisis dilanjutkan
menggunakan uji One Way ANOVA. Hasil uji One Way ANOVA
menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan kadar MMP-1 yang
bermakna seluruh kelompok dengan nilai p sebesar 0,275. Perbedaan
kadar MMP-1 antar dua kelompok tidak dianalisis lebih lanjut
menggunakan-uji post hoc LSD karena hasil uji One Way ANOVA

tidak signifikan dan menunjukkan nilai p > 0,05.

Interpretasi IL-6

Penelitian Pengaruh Pemberian Gel Ekstrak Buah Ciplukan
(GEBC) terhadap Kadar IL-6 pada Mencit yang Terpapar UVB akut
telah dilakukan selama 11 hari dengan jumlah hewan coba sebanyak

24 ekor. Hasil penelitian tersebut tertera pada tabel 5.2.
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Tabel 5.2. Hasil Analisis Rerata, Uji Normalitas, Uji Homogenitas,
pada Kadar IL-6

Kelompok
Variabel K1 K2 K3 K4 Sig.(p)
N=6  N=6 N=6  N=6

Kadar IL-6
(pg/mL)
Mean 136,38 141,61 122,38 155,66
Std.deviasi 21,69 22,04 10,20 9,91
Shapiro Wilk 0,366* 0,328* 0,710* 0,264*
Levene Test 0,322**
One Way Anova

0,024***

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

Rerata kadar 1L-6 tertinggi pada Tabel 5.2 terdapat pada
kelompok K4 yaitu mencit yang dipapar sinar UV-B dengan
perlakuan gel ekstrak buah ciplukan 20% secara topikal dengan nilai
rerata sebesar 155,66 pg/mL. Rerata kadar IL-6 berikutnya terdapat
pada kelompok K2 yaitu mencit yang dipapar sinar UV-B dengan
pemberian base gel secara topikal dengan nilai rerata sebesar 141,61
ng/mL. Kelompok K1 yaitu mencit sehat menunjukkan rerata kadar
IL-6 sebesar 136,38 ng/mL, sedangkan rerata terendah terdapat pada
kelompok K3 yaitu mencit yang dipapar sinar UV-B dengan
perlakuan gel ekstrak buah ciplukan 10% secara topikal dengan nilai
rerata sebesar 122,38 pg/mL.

Hasil uji normalitas Shapiro-Wilk menunjukkan bahwa seluruh
kelompok memiliki distribusi data normal dengan nilai p>0,05,
sedangkan hasil uji homogenitas Levene menunjukkan bahwa data

seluruh kelompok bersifat homogen dengan nilai p=0,322. Hasil uji
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One Way ANOVA menunjukkan adanya perbedaan rerata kadar 1L-6
yang bermakna seluruh kelompok perlakuan dengan nilai p=0,024
(p<0,05). Perbedaan rerata kadar IL-6 antar dua kelompok selanjutnya

dianalisis menggunakan uji post hoc LSD yang disajikan pada Tabel

5.2.

Tabel 5.3. Perbedaan Kadar IL-6 antar 2 Kelompok
Kelompok p-Value
K1 vs K2 0,601
K1 vs K3 0,169
K1 vs K4 0,064
K2 vs K3 0,064
K2 vs K4 0,168
K3vs K4 0,003*

*Uji Pos Hoc LSD dengan nilai signifikan p<0.05

s Sehat (K1) murm Base gel (K2)
= GEBC 10% (K3) mom GEBC 20% (K4)
—— Standar Deviasi
© 200 "
~
—
g2
3]
¥g
T =
)
© 100
<)
e
0
Sehat (K1) Base gel (K2) GEBC 10% (K3) GEBC 20% (K4)
*p<0,05

Gambar 5.2. Gambar Grafik Rerata IL-6

Hasil uji post hoc LSD menunjukkan bahwa kadar variabel
penelitian pada Kelompok K2 tidak menunjukkan perbedaan
bermakna terhadap kelompok K3 (p=0,064). Kelompok K2 tidak

menunjukkan perbedaan bermakna terhadap kelompok K4 (p=0,168).
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Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa pemberian gel
ekstrak buah ciplukan pada konsentrasi 10% maupun 20% belum
memberikan perbedaan yang bermakna secara statistik terhadap kadar
variabel penelitian apabila dibandingkan dengan kelompok model

yang hanya mendapatkan base gel (K2).

5.2. Pembahasan

Senyawa aktif buah ciplukan seperti flavonoid dan withanolide
memiliki aktivitas antioksidan dan antiinflamasi yang berperan dalam
menekan aktivasi jalur NF-kB dan MAPK vyang terlibat dalam induksi Matrix
Metalloproteinase-1 akibat paparan sinar ultraviolet B.** Namun pada
penelitian ini efek tersebut belum tampak secara statistik yang kemungkinan
disebabkan beberapa faktor. Dosis yang belum optimal dapat menyebabkan
senyawa bioaktif seperti flavonoid dan polifenol belum cukup efektif
menekan stres oksidatif akibat paparan UVB, sementara pada dosis lebih
tinggi efektivitasnya bisa tidak meningkat secara linier akibat keterbatasan
penetrasi atau potensi efek pro-oksidan. Tingkat kematangan buah dapat
memengaruhi kandungan senyawa bioaktif karena perubahan metabolit
selama proses pematangan. Waktu pengukuran MMP-1 juga berperan karena
ekspresinya bersifat dinamis setelah paparan UVB, sehingga waktu sampling
yang kurang tepat dapat memengaruhi hasil yang diperoleh. Teori photoaging
menyatakan bahwa puncak aktivitas MMP-1 biasanya terjadi pada fase
lanjutan setelah inflamasi awal, ketika aktivasi faktor transkripsi Activator

Protein-1 (AP-1) berlangsung lebih persisten dan berulang akibat paparan
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UVB yang berkelanjutan. Pada fase ini degradasi kolagen tipe | dan il
menjadi lebih nyata, fragmentasi matriks meningkat, dan kadar MMP-1
menunjukkan peningkatan yang lebih konsisten dan bermakna.” Oleh karena
itu pengukuran MMP-1 yang dilakukan pada fase inflamasi awal atau fase
akut, seperti pada penelitian ini, secara teoritis belum mencerminkan puncak
aktivitas degradasi matriks.

Secara deskriptif berdasarkan nilai rerata kadar MMP-1, kelompok
kontrol normal (K1) memiliki rerata sebesar 694,57 ng/mL, sedangkan
kelompok kontrol basis gel (K2) menunjukkan rerata yang lebih tinggi yaitu
788,31 ng/mL. Pada kelompok perlakuan gel ekstrak buah ciplukan
konsentrasi 10% (K3) rerata kadar MMP-1 menurun menjadi 718,00 ng/mL,
sementara pada konsentrasi 20% (K4) justru meningkat menjadi 822,55
ng/mL. Secara teori kandungan flavonoid, asam fenolat, dan withanolide
dalam buah ciplukan berperan sebagai antioksidan yang dapat menekan
pembentukan MMP-1 melalui penghambatan jalur NF-xB dan MAPK akibat
paparan UVB. Namun pada penelitian ini penurunan rerata MMP-1 hanya
tampak secara deskriptif pada konsentrasi 10% dan tidak berlanjut pada
konsentrasi 20%. Kondisi tersebut menunjukkan bahwa efek protektif
ciplukan terhadap degradasi matriks belum konsisten secara dosis dan belum
cukup kuat untuk menghasilkan perbedaan yang bermakna secara statistik,

sehingga hasil penelitian ini hanya sebagian sesuai dengan teori yang ada.

Hasil analisis statistik kadar Interleukin-6 menunjukkan bahwa uji One
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Way ANOVA menemukan perbedaan yang bermakna seluruh kelompok
perlakuan dengan nilai p=0,024. Berdasarkan hasil tersebut analisis
dilanjutkan dengan uji post hoc Least Significant Difference. Hasil uji post
hoc menunjukkan bahwa perbandingan antara kelompok K2 dan K3 tidak
menunjukkan perbedaan yang bermakna secara statistik dengan nilai
p=0,064. Perbandingan antara kelompok K2 dan K4 juga tidak menunjukkan
perbedaan yang bermakna secara statistik dengan nilai p=0,168. Perbedaan
yang bermakna secara statistik hanya ditemukan pada perbandingan antara
kelompok K3 dan K4 dengan nilai p=0,003 yang menunjukkan adanya
perbedaan kadar IL-6 antara kedua kelompok tersebut. Hasil analisis statistik
tersebut sejalan dengan teori respon inflamasi akut akibat paparan UVB. IL-
6 merupakan sitokin. fase awal inflamasi- yang meningkat cepat setelah
paparan UVB dan relatif sensitif terhadap intervensi antiinflamasi topikal.
Tidak ditemukannya perbedaan bermakna antara kelompok K2 dan K3 serta
antara K2 dan K4 menunjukkan bahwa pemberian gel ekstrak buah ciplukan
belum sepenuhnya mampu menekan peningkatan kadar 1L-6 yang dipicu oleh
paparan UVB akut. Kondisi ini sesuai dengan teori bahwa pada fase inflamasi
awal, produksi IL-6 berlangsung cepat dan masif sehingga intervensi topikal
dengan durasi terbatas sulit menghasilkan perbedaan yang nyata

dibandingkan kelompok kontrol UVB.

Rerata kadar IL-6 antar kelompok perlakuan bervariasi. Kelompok K1

memiliki rerata kadar IL-6 sebesar 136,38 pg/mL. Kelompok K2 yang
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mendapatkan base gel menunjukkan rerata kadar IL-6 sebesar 141,61 pg/mL,
yang secara deskriptif lebih tinggi dibandingkan kelompok normal dan
mencerminkan respons inflamasi akibat paparan UVB tanpa intervensi zat
aktif. Kelompok K3 yang mendapatkan gel ekstrak buah ciplukan konsentrasi
10% menunjukkan rerata kadar IL-6 terendah yaitu 122,38 pg/mL, sedangkan
kelompok K4 yang mendapatkan konsentrasi 20% justru memiliki rerata
kadar IL-6 tertinggi sebesar 155,66 pg/mL. Rerata tersebut sejalan dengan
teori bahwa senyawa bioaktif dalam buah ciplukan seperti flavonoid, asam
fenolat, physalin, dan withanolide memiliki aktivitas antiinflamasi melalui
penekanan jalur NF-kB dan MAPK sehingga menurunkan produksi sitokin
proinflamasi termasuk 1L.-6.*

Berdasarkan hasil analisis statistic pemberian gel ekstrak buah ciplukan
menunjukkan adanya pengaruh terhadap kadar IL-6 namun pengaruh tersebut
belum sesuai dengan efek yang diharapkan apabila dibandingkan antara
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. Secara deskriptif penelitian ini
menunjukkan penurunan kadar 1L-6 pada pemberian gel ekstrak buah
ciplukan konsentrasi 10%, sedangkan kadar IL-6 tertinggi ditemukan pada
konsentrasi 20%. Kondisi tersebut dikarenakan pada konsentrasi 10%
keseimbangan antara jumlah zat aktif dan kemampuan penetrasi kulit berada
pada kondisi optimal sehingga efek antiinflamasi dapat tercapai secara efektif
dan tercermin pada penurunan rerata kadar I1L-6. Sebaliknya pada konsentrasi
20% peningkatan kadar IL-6 dapat dijelaskan oleh konsep dosis optimal

sediaan topikal di mana konsentrasi ekstrak yang terlalu tinggi berpotensi
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menurunkan efektivitas biologis akibat keterbatasan penetrasi, perubahan
stabilitas formulasi, atau munculnya efek iritasi ringan pada kulit yang justru
dapat memicu respons inflamasi.” Beberapa senyawa antioksidan pada dosis
rendah hingga sedang berperan menurunkan stres oksidatif dengan
menetralisir reactive oxygen species, namun pada konsentrasi yang terlalu
tinggi antioksidan dapat berperilaku sebagai prooksidan. Kondisi ini terjadi
akibat auto-oksidasi senyawa fenolik atau interaksinya dengan ion logam
transisi di jaringan kulit sehingga justru meningkatkan pembentukan radikal
bebas. Peningkatan stres oksidatif tersebut dapat mengaktivasi kembali jalur
inflamasi seperti NF-kB dan MAPK sehingga produksi sitokin proinflamasi
termasuk IL-6 meningkat. Konsentrasi ekstrak pada sediaan topical yang
tinggi juga berpotensi menurunkan stabilitas - formulasi, menghambat
penetrasi zat aktif, serta memicu iritasi ringan yang dapat memperkuat
respons inflamasi. ’°

Keterbatasan penelitian ini terletak pada tidak dilakukannya analisis
kandungan senyawa aktif dalam Gel Ekstrak Buah Ciplukan sehingga profil
fitokimia yang berperan dalam penurunan kadar IL-6 dan MMP-1 masih
berdasarkan asumsi sesuai literatur. Variasi dosis gel ekstrak buah ciplukan
(Physalis angulata) yang digunakan masih terbatas sehingga belum dapat
menentukan dosis optimal dalam menurunkan kadar Interleukin-6 dan MMP-
1 secara lebih komprehensif. Lama paparan UVB juga belum sepenuhnya
disesuaikan dengan standar minimal erythema dose (MED) dan waktu

pengukuran parameter belum divariasikan sesuai dinamika respons biologis,
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sehingga kemungkinan perubahan kadar IL-6 dan MMP-1 belum terdeteksi

secara optimal.

UNISSULA
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

6.2.

Berdasarkan hasil penelitian tentang pengaruh Gel Ekstrak Buah

Ciplukan terhadap kadar IL-6 dan MMP-1 pada mencit betina BALB/c yang

dipapar sinar ultraviolet B akut maka dapat disimpulkan sebagai berikut.

1.

Pemberian gel ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata) tidak
berpengaruh terhadap kadar MMP-1 tetapi berpengaruh terhadap kadar
IL-6 jaringan kulit mencit yang dipapar sinar ultraviolet B.

Pemberian gel ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata) konsentrasi
10% dan 20% tidak berpengaruh terhadap kadar MMP-1 jaringan kulit
mencit yang dipapar sinar ultraviolet B.

Pemberian gel ekstrak buah ciplukan (Physalis angulata) konsentrasi
10% dan 20% tidak berpengaruh terhadap kadar IL-6 jaringan kulit
mencit yang dipapar sinar ultraviolet B.

Tidak terdapat perbedaan kadar IL-6 jaringan kulit mencit antara
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan pemberian gel ekstrak buah

ciplukan (Physalis angulata)

Saran

Penelitian selanjutnya perlu mengukur kandungan senyawa aktif

berupa flavonoid fenolik dan vitamin dalam gel ekstrak buah ciplukan serta

menganalisis perannya dalam menekan stres oksidatif dan menghambat
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aktivasi jalur AP-1 yang berkontribusi terhadap penurunan ekspresi MMP-1.
Penelitian berikutnya juga disarankan menggunakan variasi dosis (5%-20%)
gel ekstrak buah ciplukan yang lebih luas untuk menentukan dosis optimal
dalam menurunkan kadar IL-6 dan kadar MMP-1 dapat dilakukan secara
lebih optimal. Lama paparan UVB perlu disesuaikan dengan standar minimal
erythema dose (MED) agar efek biologis yang dihasilkan lebih representatif.
Waktu pengukuran parameter juga sebaiknya divariasikan atau disesuaikan
dengan puncak respons parameter, sehingga perubahan yang terjadi dapat

terdeteksi secara lebih akurat.
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