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Nurul Hidayah. Program Studi Pendidikan Dokter Spesialis Dermatologi dan Venereologi,
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Efek Ekstrak Ethanol Ciplukan (Physalis
angulata) Terhadap Kadar TGF-31 Pada Kultur Fibroblas Keloid In Vitro. Pembimbing:
Aunur Rofig, Arif Widiatmoko.
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Keloid adalah tumor jinak sebagai respon hiperproliferasi berupa pertumbuhan
berlebihan dari jaringan fibrosa akibat ketidakseimbangan proses reparasi yang dapat
berakibat ke gangguan psikogenik yang mempengaruhi kualitas hidup. Transforming
Growth Factor (TGF-3) memainkan peran utama dalam patofisiologi pembentukan keloid.
Tidak ada modalitas terapi tunggal terbaik untuk keloid. Penelitian eksplorasi agen
farmakologis untuk keloid terutama yang berasal dari tumbuhan alami semakin diminati
dimana senyawa aktif pada tanaman herbal menunjukkan kemampuan antikeloid yang
dapat menjadi terapi alternatif potensial tanpa efek samping berat. Senyawa aktif pada
ciplukan (Physalis angulata) menunjukkan aktivitas biologis yang luas yaitu antiproliferasi,
antiinflamasi, antimunomodulator, dan lainnya.

Pada keloid terdapat peningkatan selularitas dermal, rasio kolagen tipe | dan Il serta
ekpresi dermal beberapa matriks ekstraselular. TGF-31 sebagai modulator utama fibrosis
dimana pensinyalan dihasilkan melalui protein Smad, akan menstimulasi proliferasi fibroblas
keloid dan sintesis = kolagen, menghambat aktivitas kolagen-degradasi —matriks
metalloproteinase (MMP) serta menginduksi molekul efektor lainnya. P.angulata
menunjukkan kandungan flavonoid, alkaloid, phenol, physalin, withanolide, dan lain-lain.
Studi terdahulu menunjukkan pemberian senyawa withangulin dari P.angulata pada sel
stellata berpotensi sebagai anti fibrogenik. Oleh karena itu diperlukan penelitian mengenai
efek ekstrak ethanol P.angulata dalam mensupresi aktivitas fibroblas keloid melalui jalur
sinyal TGF-3 / Smad dengan mengukur kadar TGF-31 secara in vitro dimana penelitian ini
tidak dapat dilakukan pada hewan coba.

Penelitian ini bertujuan untuk mengukur kadar TGF-31 pada media kultur fibroblas
keloid yang diberikan ekstrak ethanol P.angulata dengan berbagai konsentrasi secara in
vitro. Studi eksperimental laboratorik yang dilakukan di Poliklinik Kulit dan kelamin RSUD
Dr. Saiful Anwar Malang dan Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya Malang dengan sampel berupa jaringan keloid dari 1 orang pasien yang
didiagnosis keloid, memenuhi kriteria eksklusi dan inklusi serta menandatangani inform
consent. Kemudian dilakukan bedah eksisi shave terhadap jaringan keloid pasien,
selanjutnya jaringan dikultur pada media terkondisi dan dilakukan subkultur sebanyak tiga
kali. Ekstrak ethanol seluruh bagian P.angulata diperoleh dari Laboratorium Farmakologi FK
Unibraw. Selanjutnya pada kultur fibroblas keloid diberikan 3 macam dosis yang ditentukan
berdasarkan penelitian terdahulu dan disesuaikan hasil MTT assay yaitu 0,25 pg / mL, 0,5
g / mL dan 1 pg / mL. Setelah inkubasi 24 jam dari supernatan fibroblas keloid kelompok
perlakuan dan kontrol negatif dilakukan pengukuran kadar TGF-R1 dengan metode ELISA
Sandwich.

Rerata kadar TGF-B1 dari sampel kelompok fibroblas kontrol 124,34+3,22 ng/ml
sedangkan rerata kadar TGF-B1 dari sampel kelompok fibroblas dengan tambahan ekstrak
ethanol P.angulata dosis 0,25 pg/ml yaitu 150,63+30.29 ng/ml, rerata dosis 0,5 pg/ml yaitu
129,83+14,59 ng/ml dan rerata dosis 1 pg/ml yaitu 154,94+22,77 ng/ml. Oleh karena
distribusi data tidak normal, analisis data menggunakan uji Kruskal Wallis dan kadar TGF-
B1 tidak berbeda signifikan pada kelompok perlakuan dan kontrol negatif (p>0,05). Hal ini
mungkin dapat disebabkan bahwa ekstrak ethanol P.angulata memberikan efek anti
inflamasi dan imunomodulator terhadap fibroblas keloid. Kemudian perbedaan konsentrasi
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pada penelitian fitofarmaka juga dapat menimbulkan efek yang berbeda. Selain itu ekstrak
ethanol P.angulata juga menghambat ikatan reseptor TGF-1 sehingga TGF-B1 tidak dapat
masuk ke intrasel. Kemudian pada patogenesis keloid melibatkan banyak jalur pensinyalan.

Kesimpulan dari penelitian ini adalah kadar TGF-B1 pada kelompok perlakuan lebih
tinggi dibandingkan kontrol. Perlu studi lebih lanjut dengan rentang dosis yang lebih sempit,
menggunakan senyawa aktif yang lebih dominan dan spesifik serta berefek anti proliferatif
yaitu withangulin dengan metode yang juga dapat menilai kadar TGF-B1 intraselular. Efek
P.angulata terhadap fibroblas keloid pada jalur intraselular seperti Smad, PAI-1 dan sintesis
kolagen juga dapat dipertimbangkan untuk diteliti lebih lanjut.

Kata kunci : TGF-31, fibroblas keloid, ciplukan (Physalis angulata)
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SUMMARY

b

Nurul Hidayah. Dermatology and Venereology Specialist Program, Medical Faculty of
Universitas Brawijaya. Effect of Ciplukan (Physalis angulata) Ethanol Extract towards TGF-
31 Levels on Keloid Fibroblast Culture In Vitro. Advisors: Aunur Rofig, Arif Widiatmoko.

Keloid is a benign tumor as a hyperproliferation response in the form of excessive
growth of fibrous tissue due to an imbalance of the repair process that can result in
psychogenic disorders that affect quality of life. Transforming Growth Factor Beta (TGF-R3)
plays a major role in the pathophysiology of the formation of keloid. There is no single
therapeutic modality that works best for all types of keloids. There is growing interest in
explorative studies on pharmacological agents for keloids, particularly agents from natural
plants that contain antioxidant, anti-proliferative, and anti-inflammatory properties. These
types of plants can potentially become alternative medication without severe side effects for
keloids. The active compounds in ciplukan (Physalis angulata) showed extensive biological
activity namely anti-proliferation, antiinflammatory, antimmunomodulatory, and others.

repository

In keloids, there is an increase in dermal cellularity, the ratio of type | and Il collagen,
and dermal expression of several extracellular matrices. TGF-R1 as the main modulator of
fibrosis where the superfamily member signals are produced through Smad protein, will
stimulate proliferation of keloid fibroblasts and collagen synthesis, inhibit collagen-
degradation activity of matrix metalloproteinase (MMP) and induce other effector molecules.
P.angulata show flavonoids, alkaloids, phenols, physalin, and withanolide content as well as
other substances. Previous study shows that administration of withangulin from P.angulata
in stellate cells has antifibrogenic potential. Therefore, there is a need for research on effects
of P.angulata ethanol extract in suppressing keloid fibroblast activity through the TGF-3/
Smad signaling pathway by measuring TGF-31 levels in vitro which may not be carried out
to animals.

This study aimed to measure the level of TGF-B1 on keloid fibroblast culture media
given various concentrations of P.angulata ethanol extract in vitro. This laboratory
experimental study was conducted at the Dermatology and Venerology Polyclinic of Dr.
Saiful Anwar Malang Hospital and Laboratory of Biomedicine of the Faculty of Medicine
Universitas Brawijaya. The samples were keloid tissue from 1 patient diagnosed with keloid
which met the exclusion and inclusion criteria and had signed informed consent. The
procedure was to perform shave excision surgery on the keloid tissue of the patient. The
tissue was then cultured on conditioned media and subcultures were carried out three times.
Ethanol extract from all parts of P.angulata was obtained from the Laboratory of
Pharmacology, Faculty of Medicine Universitas Brawijaya. Furthermore, keloid fibroblast
cultures were given 3 types of dosage determined based on previous studies and MTT
assays namely, 0.25 pug / mL, 0.5 pg / mL-and 1 ug / mL. After a 24-hour incubation of the
keloid fibroblast supernatant in the treatment group and the negative control, TGF-31 levels
were measured using the ELISA Sandwich method.

Average TGF-B1 level from the control fibroblast group was 124.34 + 3.22 ng/ ml
while mean of TGF-B1 level from the fibroblast group sample with 0.25 pg/ ml, 0.5 pg/ ml
and 1 ug/ ml of ethanol extract P.angulata was 150.63 + 30.29 ng/ ml, 129.83 + 14.59 ng/
ml and 154.94 + 22.77 ng/ ml consecutively. Because the data were not distributed normally,
the result of Kruskal Wallis test, the data analysis method, did not show significant difference
between TGF-B1 levels of the treatment groups and negative controls (p> 0.05). This is
probably due to the fact that P.angulata ethanol extract provides anti-inflammatory and
immunomodulatory effects on keloid fibroblasts. Besides that, the different concentration in
the fitopharmaca study can also result in different effects. In addition, the P.angulata ethanol
extract also inhibits the TGF-B1 receptor bond so that TGF-B1 cannot enter the intracellular.
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Furthermore, in the pathogenesis, keloids involve many signaling pathways that may cause
overlapping between one another.

The conclusion is that level of TGF-B1 in treatment groups higher than control
groups. Future researchers should conduct further study with a narrow range of doses which
involves more dominant and specific active compounds and anti-proliferative effects using
methods that can assess intracellular TGF-B1 levels. Future researchers should also
conduct further investigation on effect of P.angulata on keloid fibroblasts in the intracellular
pathways such as Smad, PAI-1 and collagen synthesis.

Keywords : TGF-B1, keloid fibroblast, ciplukan (Physalis angulata)
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EFEK EKSTRAK ETHANOL CIPLUKAN (Physalis angulata)
TERHADAP KADAR TGF-p1 PADA KULTUR FIBROBLAS
KELOID IN VITRO

Nurul Hidayah!

1 FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS BRAWIJAYA RUMAH SAKIT UMUM DAERAH Dr.

SAIFUL ANWAR MALANG

ABSTRAK

Latar Belakang : Keloid adalah tumor jinak sebagai respon hiperproliferasi berupa
pertumbuhan berlebihan dari jaringan fibrosa akibat ketidakseimbangan proses
reparasi yang dapat berakibat ke gangguan psikogenik yang mempengaruhi kualitas
hidup, dimana tidak ada modalitas terapi tunggal yang terbaik untuk keloid.
Transforming Growth Factor-Beta 1 (TGF-R1) berperan dalam patofisiologi keloid.
Penelitian eksplorasi agen farmakologis untuk keloid semakin diminati dimana
senyawa aktif pada tanaman herbal menunjukkan kemampuan anti-keloid yang dapat
menjadi terapi alternatif potensial tanpa efek samping berat. Senyawa aktif pada
tanaman ciplukan (Physalis angulata) telah banyak diteliti dan menunjukkan aktivitas
biologis yang luas antara lain anti proliferasi, anti inflamasi, dan anti imunomodulator.
Tujuan : Untuk mengukur kadar TGF-B1 pada media kultur fibroblas keloid yang
diberikan ekstrak ethanol P.angulata dengan berbagai konsentrasi secara in vitro.
Metode : Studi eksperimental laboratorik yang dilakukan di Poliklinik Kulit dan
kelamin RSUD Dr. Saiful Anwar Malang dan Laboratorium Biomedik Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya dengan sampel berupa jaringan keloid dari 1 orang
pasien yang didiagnosis keloid, memenuhi kriteria eksklusi dan inklusi serta
menandatangani inform consent. Pengambilan jaringan keloid dengan bedah eksisi

shave, selanjutnya jaringan dikultur pada media terkondisi dan disubkultur 3 kali.
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Selanjutnya pada kultur fibroblas keloid diberikan 3 macam dosis ekstrak ethanol
ciplukan yang ditentukan berdasarkan penelitian terdahulu dan MTT assay yaitu 0,25
png/mL, 0,5 ug/ mL dan 1 pg/ mL. Setelah inkubasi 24 jam dari supernatan fibroblas
keloid kelompok perlakuan dan kontrol negatif dilakukan pengukuran kadar TGF-R1
dengan metode ELISA Sandwich. Hasil : Rerata kadar TGF-B1 dari sampel kelompok
fibroblas kontrol 124,34+3,22 ng/ml sedangkan rerata kadar TGF-B1 dari sampel
kelompok fibroblas dengan tambahan ekstrak ethanol P.angulata dosis 0,25 pg/ml
yaitu 150,63+30.29 ng/ml, dosis 0,5 pg/ml yaitu 129,83+£14,59 ng/ml dan dosis 1 pg/ml
yaitu 154,94+22 77 ng/ml. Oleh karena distribusi data tidak normal, analisis data
menggunakan uji uji Kruskal Wallis kadar TGF-B1 tidak berbeda signifikan pada
kelompok perlakuan dan kontrol negatif (p>0,05). Kesimpulan dari penelitian ini
adalah kadar TGF-p1 pada kelompok perlakuan lebih tinggi dibandingkan kontrol.

Kata kunci : Keloid, Transforming Growth Factor-1 (TGF-R1), ciplukan (Physalis

angulata)

ABSTRACT

Background : Keloid is a benign tumor as a hyperproliferation response in the form of
excessive growth of fibrous tissue due to an imbalance of the repair process that can
result in psychogenic disorders that affect quality of life and there is no single
therapeutic modality that works best for all types of keloids. Transforming Growth
Factor Beta 1 (TGF-31) plays a role in the pathophysiology of the formation of keloid.
There is growing interest in explorative studies on pharmacological agents for keloids,
as active compounds from natural plants can potentially become alternative medication
without severe side effects for keloids. The active compounds in ciplukan (Physalis
angulata) showed extensive biological activity namely anti-proliferation,
antiinflammatory, antiimmunomodulatory, and others. Objective : This study aimed to

measure the level of TGF-B1 on keloid fibroblast culture media given various
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concentrations of P.angulata ethanol extract in vitro. Material and Methods : This
laboratory experimental study was conducted at the Dermatology and Venerology
Polyclinic of Dr. Saiful Anwar Malang Hospital and Laboratory of Biomedicine of the
Faculty of Medicine Universitas Brawijaya. The samples were keloid tissue from 1
patient diagnosed with keloid which met the exclusion and inclusion criteria and had
signed informed consent. The procedure was to perform shave excision surgery on the
keloid tissue of the patient. The tissue was then cultured on conditioned media and
subcultures three times. Furthermore, keloid fibroblast cultures were given 3 types of
dosage of P.angulata ethanol extract, determined based on previous studies and MTT
assays 0.25 ug / mL, 0.5 pg / mL and 1 pg / mL. After a 24-hour incubation of the
keloid fibroblast supernatant in the treatment group and the negative control, TGF-1
levels were measured using the ELISA Sandwich method. Results : Average TGF-p1
level from the control fibroblast group was 124.34 + 3.22 ng/ ml while mean of TGF-
B1 level from the fibroblast group sample with 0.25 pg/ ml, 0.5 pg/ ml and 1 pg/ ml of
ethanol extract P.angulata was 150.63 £ 30.29 ng/ ml, 129.83 + 14.59 ng/ ml and
154.94 + 22.77 ng/ ml consecutively. Because the data were not distributed normally,
the result of Kruskal Wallis test, the data analysis method, did not show significant
difference between TGF-B1 levels of the treatment groups and negative controls (p>
0.05). The conclusion is that level of TGF-B1 in treatment groups higher than control

groups.

Keywords : TGF-B1, keloid fibroblast, ciplukan (Physalis angulata)



-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

IVERSITA

BRAWIJAYA

BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Keloid adalah tumor jinak, berbatas tegas, konsistensi padat kenyal
sebagai respon hiperproliferasi dan merupakan pertumbuhan berlebihan dari
jaringan fibrosa yang meluas melampaui defek asli serta sering terjadi pada area
dengan regangan tinggi yaitu bahu, dada, leher, dan lengan atas. Konsekuensi
kosmetik sering terjadi dan berakibat ke gangguan psikogenik dan depresi (Kakar
et al., 2006; Baldwin, 2010). Selain itu rasa gatal dan nyeri akan mempengaruhi
kualitas hidup (Shaheen A.A., 2017).

Kulit yang mengalami luka akan memicu kaskade yang sangat kompleks
baik lokal maupun sistemik yang mengikuti urutan waktu tertentu dan
dikategorikan ke dalam empat fase yaitu hemostasis, peradangan, proliferasi dan
remodeling. Ketidakseimbangan proses reparasi menyebabkan penyembuhan
luka terganggu dan mengakibatkan penyembuhan berlebihan akibat deposisi
berlebihan jaringan ikat yang dikenal sebagai keloid (Bran et al., 2009).

Insiden keloid di Inggris dilaporkan kurang dari 1% dimana insidennya
paling sering terjadi di antara 15-20% kulit hitam, Hispanik dan Timur dan kurang
umum pada ras Kaukasia (Seifert, 2006; Bran et al., 2009). Jumlah kasus keloid
di poli kulit dan kelamin RSUD Dr. Saiful Anwar Malang pada tahun 2013 sampai
dengan 2017 yaitu 163 kasus baru dan 479 kasus lama (Tidak dipublikasikan).

Lesi kulit yang bersifat kronis seperti keloid berhubungan dengan interaksi
psikososial yang dapat menginduksi stigmatisasi, menimbulkan stress mental dan

menjadi hal yang negatif. Pasien yang mengalami skar patologis tidak hanya
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menyadari kelainan kulitnya tetapi juga merasakan konsekuensi psikologis. Studi
Quality of Life oleh Bock et al., (2006) menunjukkan keloid terjadi pada usia
produktif dan berlangsung lama serta sering terjadi pada area dada sehingga
timbul reaksi menutup diri atau menghindari tempat umum. Gangguan secara fisik
berupa rasa gatal dan nyeri juga mengganggu sehingga membatasi mobilitas.
Semua hal tersebut ternyata menurunkan Quality of Life sehingga pasien keloid
seringkali merasa ditolak dan kehilangan kepercayaan diri (Bock et al., 2006).

Transforming Growth Factor (TGF-B) adalah salah satu faktor
pertumbuhan yang memainkan peran utama dalam patofisiologi pembentukan
bekas luka yang berlebihan seperti keloid (Bran et al., 2009). Shah et al., (1992)
menunjukkan aplikasi antibodi penetralisir TGF-B menyebabkan peningkatan
kualitas penyembuhan luka dan berkurangnya pembentukan jaringan parut.
Namun penelitian Campaner et al., (2006) menunjukkan ekspresi berlebihan TGF-
31 merupakan komponen penting bukan faktor independen, membuktikan keloid
adalah proses multifaktorial.

Fibroblas keloid lebih sensitif terhadap rangsangan TGF-3 serta merespon
konsentrasi rendah dibanding dengan fibroblas normal. Isoform TGF-B1 dan 32
diekspresikan berlebihan pada fibroblas keloid, disertai peningkatan ekspresi
reseptor TGF-B1 dan 32 dan fosforilasi Smad3 (Wang et al., 2007; Bran et al.,
2009). Studi Seifert (2007) menunjukkan kultur fibroblas keloid mengekspresikan
peningkatan TGF-B1 mRna, penurunan tingkat TGF-33 mRna, ekspresi Smad3
mRna rendah dan penurunan rasio Smad2/3 mRna, mengimplikasikan sinyal
Smad yang terganggu.

Tidak ada modalitas terapi tunggal yang terbaik untuk semua keloid antara

lain bedah eksisi, injeksi kortikosteroid, terapi kompresi dan terapi laser. Lokasi,
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ukuran, kedalaman lesi, usia pasien dan respons terhadap pengobatan terdahulu
menentukan jenis terapi yang digunakan (Shaheen A., 2017). Penelitian eksplorasi
agen farmakologis untuk keloid terutama yang berasal dari tumbuhan alami
semakin diminati. Dalam beberapa tahun terakhir, ada lebih banyak penelitian
yang mengeksplorasi sifat antikeloid dari senyawa fitokimia dan ekstrak herbal.
Senyawa dengan sifat antioksidan, antiproliferatif, dan antiinflamasi pada tanaman
herbal menunjukkan kemampuan antikeloid yang dapat menjadi terapi alternatif
potensial tanpa efek samping berat (Unahabokha et al., 2011).

Tanaman ciplukan (Physalis angulata) berasal dari Amerika Selatan dan
Utara merupakan salah satu tanaman familia solanaceae yang banyak tumbuh di
Jawa. Ciplukan mengandung banyak senyawa aktif yaitu physalin, withanolides
atau withangulin, physagulin dan physanolide, carotenoid, myrecetine phygerine
dan asam oleanolik. Senyawa aktif pada ciplukan telah banyak diteliti dan
menunjukkan aktivitas biologis yang sangat luas antara lain aktivitas sitotoksik,
antiproliferasi, antiinflamasi,  antinosiseptik, analgetik,  antialergi, efek
imunosupresi dan imunomodulator, antikanker, dan lain lain (Mahalaksmi dan
Nidavani, 2014; Salgado dan Varagas-Arana, 2013).

Studi El-Gengahihi et al., (2013) menunjukkan kemampuan proteksi
ekstrak akar Physalis peruviana terhadap fibrosis organ liver dan ginjal tikus. Studi
Liu et al., (2010) menunjukkan pemberian senyawa withangulin Physalis angulata
pada sel stelata menurunkan fosforilasi jalur AkK/mTOR/p70S6K yang mengontrol
proliferasi sel, serta mensupresi TGF-3 dan fosforilasi Smad2 serta Smad3,
sehingga disimpulkan bahan ini berpotensi sebagai antifibrogenik.

Studi lain oleh Hseu et al., (2011) dimana pada pemberian ekstrak ethanol

ciplukan terhadap sel karsinoma skuamosa oral manusia (HSC-3) dan sel endotel
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vena umbilicus manusia (HUVECS) in vitro didapatkan supresi aktivitas dan
ekspesi matrix metalloproteinase (MMP)-9 dan -2 serta aktivator plasminogen
urokinase (u-PA) serta meningkatkan ekspresi endogen inhibitor dari MMP yaitu
TIMP-1 dan -2 dan inhibitor aktivator plasminogen (PAI-1 dan -2). Serta aktivitas
penghambatan vascular endothelial growth factor (VEGF)-induced proliferation.
Selain itu studi oleh Lestari et al., (2016) menunjukkan ekstrak methanol daun
ciplukan menurunkan fibrosis ventricular melalui inhibisi kadar TNF-a ventricular
pada tikus yang mengalami ovariektomi.

Berdasarkan uraian di atas, maka penulis tertarik untuk meneliti efek
ekstrak ethanol ciplukan (Physalis angulata) dalam mensupresi aktivitas fibroblas
keloid melalui jalur sinyal TGF-3 / Smad dengan mengukur kadar TGF-R1 secara
in vitro. Sebatas pengetahuan penulis belum didapatkan penelitian efek ekstrak
ethanol ciplukan dalam mensupresi aktivitas fibroblas keloid dengan mengukur
kadar TGF-R1 secara in vitro dimana penelitian in vivo pada hewan coba tidak

dapat dilakukan.

1.2 Rumusan Masalah
Bagaimanakah pengaruh pemberian ekstrak ethanol ciplukan (Physalis

angulata) terhadap kadar TGF-31 dari kultur sel fibroblas keloid secara in vitro?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak ethanol ciplukan (Physalis

angulata) terhadap kadar TGF-31 dari kultur sel fibroblas keloid.
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l 1.4 Manfaat Penelitian

1.

1.3.2 Tujuan Khusus

Untuk mengukur kadar TGF-31 pada media kultur fibroblas keloid yang
diberikan ekstrak ethanol ciplukan (Physalis angulata) dengan
konsentrasi 5 pg/ml secara in vitro.

Untuk mengukur kadar TGF-31 pada media kultur fibroblas keloid yang
diberikan ekstrak ethanol ciplukan (Physalis angulata) dengan
konsentrasi 10 pg/ml secara in vitro.

Untuk mengukur kadar TGF-R1 pada media kultur fibroblas keloid yang
diberikan ekstrak ethanol ciplukan (Physalis angulata) dengan
konsentrasi 15 pg/ml secara in vitro.

Untuk mengukur kadar TGF-R1 pada media kultur fibroblas keloid yang
tidak diberikan ekstrak ethanol ciplukan (Physalis angulata) secara in
vitro.

Untuk menguji perbedaan kadar TGF-R1 pada media kultur fibroblas
keloid yang diberikan berbagai konsentrasi ekstrak ethanol ciplukan
(Physalis angulata) dengan yang tidak diberikan ekstrak ethanol

ciplukan (Physalis angulata).

Apabila ekstrak - ethanol = ciplukan (Physalis angulata) terbukti dapat
mensupresi aktivitas fibroblas keloid secara in vitro, maka penelitian ini akan

memiliki manfaat yaitu :

Menghasilkan karya ilmiah dan produk hasil penelitian yang dapat

menjadi dasar informasi bagi penelitian berikutnya



2. Menambah khazanah ilmu pengetahuan dalam pengembangan
tanaman obat sebagai antifibrosis alami demi kemajuan ilmu

pengetahuan di bidang dermatovenereologi
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3. Memberikan dasar ilmiah untuk pengembangan dan penggunaan

ciplukan (Physalis angulata) sebagai pengobatan keloid di Indonesia
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2.1 Keloid
2.1.1 Definisi

Keloid adalah pertumbuhan jaringan fibrotik yang berlebihan dan jinak yang
membentang di luar batas defek asli dan sering mengalami prolongasi menyerupai
clawlike (cleloid) (Lovell, 2010; James et al., 2010). Istilah keloid berasal dari
bahasa Yunani khele atau cakar kepiting (Ladin et al., 1995). Deskripsi lesi keloid
ditemukan pada papyrus Smith sekitar 3000 SM (Breasted, 1992). Keloid
merupakan jaringan parut hasil dari penyembuhan luka yang tidak teratur (James
et al., 2010; Naylor dan Brisset, 2012). Keloid dapat berkembang dalam waktu 3
bulan hingga beberapa tahun setelah cedera ringan dan bahkan dapat terbentuk

secara spontan pada dada tanpa adanya cedera sebelumnya (Murray, 1994).

2.1.2 Epidemiologi

Prevalensi keloid bervariasi dari 0,009% di Inggris menjadi 16% di Kongo
(Huang et al., 2016). Sebuah survei terhadap anak-anak Taiwan melaporkan
prevalensi keloid 0,3-0,6% (Lovell, 2010). Keloid paling sering terjadi pada 15-20%
kulit hitam, Hispanik dan Timur dan jarang pada Kaukasia menunjukkan
kecenderungan genetik pada kulit yang lebih gelap (Al Attar, 2007; Robles et al.,
2008). Bekas luka keloid terjadi 3 hingga 18 kali lebih sedikit pada pasien kulit putih

dibandingkan pada kulit hitam (Shaffer et al., 2002).
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insidennya lebih tinggi pada wanita serta juga meningkat pada kehamilan dan




pubertas (Kakar et al., 2006; Seifert, 2008; Shaheen A., 2017). Keloid umumnya
muncul di situs anatomi dengan regangan tinggi seperti dada, bahu, belakang

leher dan kulit kepala (Shaheen A.A., 2017).
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2.1.3 Etiologi

Keloid dapat berkembang setelah jejas kulit non inflamasi seperti luka
bakar, trauma, operasi, tindikan, atau kondisi peradangan kulit seperti jerawat
vulgaris, folikulitis, infeksi varicella, atau vaksinasi (terutama vaksinasi BCG)
dimana prevalensi keloid tunggal lebih tinggi daripada keloid multipel dan keloid
yang disebabkan oleh dua penyebab berbeda sangat jarang (Perdanakusuma,

2006). Keloid dapat muncul berkembang secara spontan (Lovell, 2010).

Sebum hypothesis Immunogenetic hypothesis

‘Autoimmunity’ (Laurentaci efal, 1977; Brown efal,
(Abdalla etal, 1078 & Yagi etal, 2008; Lu et al, 2008 & 2010 & Shih et
1078) al.,2012)

Viral hypothesis Neurogenic inflammation

(Alonso efal, 7008) hypothesis
(Akaishiefal, 1978)

‘Collagen degradation & synthesis
imbalance
{Ulrich efal, 2010 & Al-Afar ef al, 2006)

Defective stress-induced Immune - related
Senescence
(Blazic etal, 2006)

Keloid Extracellular

Cell eycle Hypomeses matrix Altered growth factor milieu

(Ulrich efal,, 2010)

Increased proliferation &

decreased apoptosis
(Ulrich e¢al, 2010 & Al-Atar et al,, 2006)

Xia
(Hunt efal, 2010)

Mechanical stress or dermal
stress

(Dgawa etal, 2008 & Bux ef al, 2012)

Gambar 2.1. Hipotesis yang Berhubungan dengan Formasi Keloid. Terdapat 4 kategori
yaitu matriks ekstraselular, siklus sel, stress mekanik dan imunitas (Bagabir, 2013)

Ada beberapa teori etiologi keloid, yang sebagian besar terkait dengan

disfungsi fibroblas seperti lokus genetik potensial (Marneros et al., 2004), teori

tegangan luka (Ogawa, 2008), hipotesis sebum (Mowlem et al., 1951; Akaishi et
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al., 2008) dan hipotesis peradangan neurogenik (Akaishi et al., 2008), serta

keterlibatan oksida nitrat (Cobboland, 2001).

2.1.3.1 Hipotesis imunologi

Peningkatan konsentrasi IgG yang signifikan pada lesi keloid diikuti IgA dan
IgM. Infiltrasi sel imun di keloid termasuk limfosit T dan sel dendritik serta
peningkatan jumlah makrofag, sel Langerhans epidermal dan sel mast (Seifert,
2008). Pelepasan sitokin, terutama interleukin dan TGF-3, menstimulasi
kemotaksis sel mast dan produksi fibroblas (Bran et al., 2009). Lesi fibrotik sering
dikaitkan dengan peningkatan kepadatan sel mast dimana pada degranulasi akan
dilepaskan histamine, serotol-rin, asam hidrolase, netral protease serta heparin
yang menyebabkan proliferasi sel endotel mikrovaskular dan pruritus (Butler et al.,
2008; Arbi et al., 2015). Peningkatan aktivitas chymase mempromaosikan proliferasi
fibroblas dan sintesis kolagen melalui aktivasi TGF-3 dan induksi pensinyalan
Smad (Dong et al., 2014). Kadar histamin meningkat dalam jaringan keloid akan
meningkatkan pembentukan kolagen oleh fibroblas. Lysyl oxidase menghasilkan
hubungan silang kolagen yang abnormal dan berkontribusi pada peningkatan

jumlah kolagen larut dalam keloid (Placik dan Lewis, 1992).

2.1.3.2 Hipotesis genetik

Studi familial menunjukkan pewarisan autosomal dominan dan didapatkan
lokus potensial keloid terkait di Jepang, Afrika-Amerika, Cina telah diidentifikasi
pada kromosom 223, 7pl1, dan 10923 (Lovell, 2010; Ong et al., 2010). Pada
populasi Jepang, didapatkan 4 SNP (single nucleotide polymorphism) loci

(rs873549, rs1511412, rs940187, dan rs8032158) di 3 daerah kromosom (1941,
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3022.3-23, dan 15921.3) yang berhubungan dengan keloid (Nakashima et al.,
2010). Hubungan yang relevan ditemukan pada tipe HLA-DR5, HLADQw3, HLA-
DQA1, HLA-DQB1 dengan potensiasi perkembangan fenotip dan formasi keloid
(Luetal., 2008). Banyak gen telah ditemukan terkait dengan generasi keloid / HSs,
termasuk TGF-B (Niessen et al., 2001; Campaner et al., 2006), PDGF (Haisa et
al., 1994; Niessen et al., 2001), VEGF (Steinbrech, 1999), p53 (Ladin et al.,1998;

Tanaka et al., 2004), dan HSP47 (Naitoh et al., 2001).

2.1.3.3 Hipotesis mekanik (teori regangan injury-wound)

Stres mekanik karena peregangan kulit dari gerakan tubuh dapat
menstimulasi proliferasi fibroblast, sintesis kolagen dan remodeling vascular serta
dermal (Al-Attar, 2006; Wang et al., 2006). Kekuatan mekanik menghasilkan dan
mendorong pertumbuhan keloid / skar hipertrofi menunjukkan adanya proses
seluler atau neurologis yang mendeteksi kekuatan mekanik yang hiperresponsif.
Kekuatan mekanik dapat dirasakan oleh dua jenis reseptor yaitu mekanoreceptor
seluler (mekanosensor) dan reseptor pada serabut saraf (nosiseptor
mekanosensitif) (Yamada et al., 2000; Sasamoto et al., 2005). Sensasi somatik
kekuatan mekanik yang dihasilkan akan ditanggung saluran mekanosensitif,
terutama filamen aktin - dan desmosome (Furuichi et al., 2008; Hayakawa et al.,
2008). Penelitian menunjukkan tegangan kulit yang tinggi pada tepi keloid (Akaishi

et al., 2008; Ogawa, 2008).

2.1.3.4 Hipotesis inflamasi neurogenik

Peradangan neurogenik adalah vasodilatasi antidromik kulit dan

ekstravasasi plasma, dimediasi oleh pelepasan neuropeptida dari ujung sensoris
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(Zegarska et al., 2006). Nosiseptor mekanosensitif dengan akson tanpa myelin (C-
fibers dan Ad-fibers) dapat dirangsang saat kulit direntangkan (Zheng et al., 2002).

Eritema lokal dihasilkan refleks aksonal dan stimulasi antidromik saraf sensorik
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yang diinduksi dari faktor vasodilatif yaitu neuropeptida seperti substansi P (SP)
dan peptida terkait gen kalsitonin (CGRP) (Zegarska et al., 2006).

Neuropeptida dapat memodulasi fungsi keratinosit, sel Langerhans, sel
mast, sel endotel mikrovaskular dermal, fibroblas, dan sel imun yang menginfiltrasi
(Yamaoka et al., 2007). Neuropeptida antara lain substance P (SP), calcitonin
generelated peptide (CGRP), neurokinin A (NKA), vasoactive intestinal peptide
(VIP), dan somatostatin (SOM) secara efektif memodulasi fungsi sel kulit dan
kekebalan, seperti proliferasi sel, produksi sitokin, presentasi ' antigen,
neurotransmisi sensorik, degradasi sel mast, vasodilatasi, dan meningkatkan
permeabilitas pembuluh darah di bawah kondisi fisiologis atau patofisiologi.
Reseptor neuropeptida (SP-NK1R dan CGRPCGRP1R) berada pada berbagai sel
di kulit, termasuk keratinosit, fibroblas, sel mast, dan sel endotel (Akaishi et al.,
2008). Neural Growth Factor (NGF) berlebih dapat menyebabkan pelepasan
berlebihan neuropeptida dari serat sensorik, sehingga akumulasi neuropeptida
dapat berlanjut tanpa tekanan mekanik (Yamaoka et al., 2007). SP juga secara
langsung menginduksi pelepasan sitokin TNFa dan IL-6, dari subpopulasi leukosit

(Okabe et al., 2000; Delgado dan Mcmanus, 2003).

2.1.3.5 Hipotesis sebum

Distribusi fenomena keloid spontan di punggung, dada, bahu dan wajah

AS

lagi menunjukkan peran kelenjar sebasea (Fong dan Bay, 2002). Keratin dari
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pada struktur pilosebaceous, menyebabkan kebocoran sebum. Stimulan antigenik
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pada individu yang sensitif memicu pengenalan dan proliferasi limfosit T spesifik-
antigen yang mirip dengan reaksi hipersensitivitas delayed type. Hasilnya adalah
ekspansi klonal limfosit Thermigrasi ke situs stimulasi. Limfosit T yang teraktivasi
mensekresi TGF3, selain sitokin lain yang merangsang respon inflamasi. Sebagian
progeni berkembang menjadi sel T-memaori spesifik antigen, yang memulai respon
imun sekunder yang lebih besar setelah terpapar antigen. Perkembangan tepi
keloid menjerat dan mengganggu unit pilosebaseus yang berdekatan, dan setiap
pertemuan dengan antigen memicu kaskade yang menyebabkan fitur periodik dari

aktivitas dan pruritis pada keloid (Fong dan Bay, 2002).

2.1.3.6 Hipotesis melanin

Ketika luka terjadi, jaringan epidermis yang rusak merubah lingkungan
mikro kulit lokal, mendorong proliferasi melanosit dan pembentukan melanin
(Zheng et al., 2002). Setelah tahap eksudasi inflamasi fibroblas bisa bersentuhan
dengan melanosit dari lapisan basal dari area yang tidak rusak, dan saling
mempengaruhi satu sama lain. Tingkat melanin yang tinggi menyebabkan
penurunan histologis pH, menghambat kolagenase, dan mengganggu degradasi
kolagen (Perdanakusuma, 2006; Gao et al., 2013). Taylor et al., (2000)
menemukan bahwa a-melanocyte-stimulating hormone (a-MSH), yang diproduksi
oleh melanosit di kulit, dapat meningkatkan sekresi TGF-B dan menghambat
produksi IFN-a dengan mengaktifkan sel T, sehingga menstimulasi multiplikasi
fibroblas. Studi Gao et al., (2013) dengan kultur melanosit dan fibroblas in vitro
membuktikan bahwa melanosit dapat merangsang pertumbuhan dan proliferasi
fibroblas, meningkatkan sintesis kolagen dan deposisi matriks ekstraseluler,

mengaktifkan jalur sinyal TGF-B, dan meningkatkan perkembangan jaringan parut
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patologis, tergantung pada jumlah melanosit, distribusi di kulit, status aktivasi, dan

faktor lainnya.

2.1.4 Patogenesis

Proses bagaimana keloid berkembang sulit dipahami karena hanya dapat
diamati pada manusia (Chike-Obi et al., 2015). Terganggunya regulasi pada setiap
fase penyembuhan luka telah dilaporkan sebagai asal pembentukan bekas luka
abnormal (Bran et al., 2009). Faktor pertumbuhan dan sitokin dilepaskan dari fase
inflamasi memicu migrasi dan proliferasi sel-sel kulit termasuk keratinosit dan
fibroblas. Fibroblas keloid ditemukan lebih responsif terhadap beberapa faktor
pertumbuhan fibrogenik dibandingkan dengan fibroblas normal, misalnya, faktor
pertumbuhan yang berasal dari platelet derived growth factor (PDGF), vascular
endothelial growth factor, fibroblas growth factor B (FGF-B) dan insulin-like growth
factor | dan protein lain yang berhubungan dengan ECM (Babu et al., 1992;
Bettinger et al.,1996; Brown dan < Bayat, 2009). Fibroblas keloid juga
mengekspresikan peningkatan kadar heat shock protein (HSP), stimulus lain untuk
sintesis kolagen (Lovell, 2010).

Regulasi abnormal jalur apoptosis telah diklaim sebagai penyebab utama
pembentukan keloid (Brown dan Bayat, 2009). Sel fibroblas keloid memiliki tingkat
apoptosis yang lebih rendah dan menunjukkan penurunan regulasi gen terkait
apoptosis termasuk p53 (Chike-Obi et al., 2015). Resistensi terhadap apoptosis,
menyebabkan fibroblas keloid tidak memiliki kemampuan untuk menghentikan
proliferasi dan produksi kolagen berakibat ketidakseimbangan akumulasi dan
degradasi kolagen berkontribusi pada deposisi kolagen-matriks (Chodon et al.,

2000; Al-Attar, 2006; Diao et al., 2011). Jika keseimbangan penyembuhan luka
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terjadi pergeseran ke arah peningkatan produksi ECM atau penurunan degradasi
keloid dapat terjadi (Seifert, 2008).

Keloid berbeda dari kulit yang sehat karena adanya peningkatan selularitas
dermal, rasio tipe | hingga tipe Il kolagen meningkat dan ada ekspresi dermal yang
lebih besar dari beberapa protein matriks ekstraseluler termasuk fibronektin,
versikan, elastin dan tenascin; sebaliknya, ada penurunan ekspresi fibrillin 1 dan
decorin serta periostin yang diekspresikan oleh fibroblas keloid dalam kondisi
hipoksia dan menstimulasi sintesis kolagen (Lovell, 2010). Pada keloid bisa
didapatkan bentuk fibroblas yang terdiferensiasi, myofibroblas (Slemp dan
Kirschner, 2006; Gauglitz et al., 2011). Karakteristik penanda sel dari myofibroblas
yang aktif, seperti transglein, cytoglobin / STAP, dan prolyl 4-hydroxylase 3 dan
adanya a-smooth muscle actin (aSMA)-positif myofibroblas, semuanya terlibat
dalam kondisi fibrotik, dalam jaringan keloid, menunjukkan peran potensial dalam
patogenesis (Luo et al., 2013).

Formasi keloid diatur oleh beberapa sitokin dan faktor pertumbuhan. Selain
langsung, efek Smad memediasi ekspresi gen, TGF-B menstimulasi akumulasi
ECM secara tidak langsung melalui up-regulasi PDGF, dimana PDGF
menginduksi mitogenesis kemotaksis sel otot polos dan fibroblas ke dasar luka,
proliferasi dan migrasi, serta percepatan pembentukan jaringan granulasi dan
merangsang produksi kolagen (Niessen et al., 1999). Vascular Endhotelin Growth
Factor (VEGF) adalah mitogen yang sangat spesifik untuk sel-sel endotel yang
mempromosikan angiogenesis fisik dan patologis dengan cara yang bergantung
pada dosis (Ferrara et al., 2003; Hoeben et al., 2004). Progenitor sel pro-
angiogenik (EPCs) disirkuler didapatkan pada tingkat yang lebih tinggi pada pasien

dengan keloid (Dong et al., 2014). Vascular Endhotelin Growth Factor (VEGF)
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berikatan dengan reseptor spesifik, VEGFR, pada EPC, yang mengarah ke
mobilisasi dan pematangan EPC ke sel-sel endotel. Dengan peningkatan aktivitas
angiogenik, VEGF membantu dalam penyembuhan luka dan aktivitasnya yang

berlebihan dapat meningkatkan pembentukan keloid (Fujiwara et al., 2005).
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Gambar 2.2 Jalur Pensinyalan Fibrosis Pada Keloid (Andrews Et Al., 2016)

Pada fibrosis TGF-B menyebabkan akumulasi kolagen yang berlebihan
dan terbukti bertindak sebagai modulator utama fibrosis dengan menstimulasi
proliferasi. fibroblas keloid dan sintesis kolagen serta menghambat aktivitas
kolagen-degradasi matriks metalloproteinase (MMP). Selain itu, pensinyalan TGF-
B menginduksi banyak molekul efektor lainnya, seperti Fn-EDA, VEGF dan PDGF,
lebih lanjut mempromosikan sintesis kolagen dan angiogenesis jaringan. Pada
keloid, konsentrasi IL-6, TNFa dan IFN-3 meningkat, semua yang mempromosikan
migrasi sel dan proliferasi dan sinyal respon inflamasi untuk merekrut sel T ke situs
luka. Sebaliknya, konsentrasi IFN-a, IFN- disirkulasi, TNF-, yang berperan pada

regulasi sintesis kolagen dan proliferasi fibroblas, berkurang menyebabkan
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hilangnya inhibisi dan promosi berikutnya dari produksi kolagen yang tidak
terkontrol (Andrews et al., 2015).

Aktivitas enzim proteolitik meningkat di tepi perifer lesi keloid, tepi awal luka
asli, sehingga terjadi peningkatan remodelling luka. Secara khusus, MMP-1, -2, -
3, dan -9 terbukti meningkat pada fibroblas yang berasal dari keloid, ketika diisolasi
dari pinggiran superfisial dan pusat lesi. Sintesis dan aktivasi protease serta MMP,
khususnya adalah proses kompleks yang sebagian besar diatur oleh TGF-31 dan
Smad 3 serta 4 (Wall et al., 2002; Sadick et al., 2008). Epithelial-mesenchymal
cross-talk juga terlibat diantara keratinosit dan fibroblas dermal (Huang et al.,
2016). Keratinosit yang diisolasi dari jaringan keloid telah terbukti menginduksi
karakter seperti keloid di fibroblas normal, dan ko-kultur keratinosit dan fibroblas
menghasilkan peningkatan tingkat proliferasi baik dalam fibroblas normal dan
keloid-turunan (Lim et al., 2001). Efek ini ditemukan dimediasi melalui sekresi
beberapa faktor pertumbuhan, hypoxia-inducible factor-1a (HiF-1 a) dan
pelepasan IL-1 (Hahn et al., 2013). Keratinosit juga telah terbukti berkontribusi
pada penurunan tingkat fibroblas apoptosis melalui paracrine dan pensinyalan
parakrin ganda (Chen et al., 2015).

Toll Like Receptor (TLR) juga merupakan faktor penting dalam patogenesis
fibrosis. Setelah jejas kulit, pola molekuler ligan endogen TLR4, biasanya tidak
dapat diakses ke sistem inate, dilepaskan secara pasif ke dalam ruang
ekstraseluler. Ligan ini dikelompokkan bersama sebagai damage-associated
molecular patterns (DAMPs), memungkinkan sistem imun bawaan untuk
merespon kerusakan jaringan steril (Beutler, 2007). Konsentrasi beberapa sitokin
pro-inflamasi dan pro-fibrotik meningkat sebagai respons terhadap rangsangan

TLR di makrofag, perubahan ekspresi gen fibroblas dan respons TGF- yang
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terjadi mengarah ke peningkatan produksi kolagen (Maung et al., 2005;
Bhattacharyya et al., 2014). Pada keloid efek auto aktivasi fibronektin EDA
(FNEDA) berperan melalui TLR4- dan integrin-mediated pathways (Bhattacharyya
et al., 2014). Juga telah ditunjukkan bahwa penurunan ekspresi TLR7 dikaitkan
dengan pembentukan keloid (Andrews et al., 2015).

Fibronektin atau Fn-EDA adalah komponen struktural ECM serta molekul
sinyal yang mengatur proses seluler adhesi, proliferasi dan migrasi diketahui
didapatkan pada keloid (To dan Midwood, 2011). Selain itu Fn-EDA muncul
sebagai ligan endogen untuk TLR4, dimana ikatan menstimulasi produksi TGF-31
downstream, yang pada gilirannya akan mengatur lebih lanjut Fn-EDA, yang
mengarah ke lingkaran setan fibrosis (Andrews et al., 2015; Shinde et al., 2015).
Interaksi fibroblas dengan ECM di sekitarnya ditetapkan oleh reseptor integrin
dimana ekspresinya dipengaruhi oleh sitokin seperti TGF-B. Integrin a131, a2l31
dan a 3R1 mengikat kolagen, dengan beberapa anggota seperti laminin (a131)
atau fibronektin (a3R1) juga mengikat komponen ECM lainnya. Reseptor
fibronektin utama adalah integrin a5i31 yang juga dikenal oleh fibroblas. Ekspresi
integin diatur oleh sitokin dan faktor pertumbuhan yang dilepaskan dari ECM
melalui proteolisis terbatas atau dari sel yang berdekatan dengan mekanisme
autokrin dan parakrin. Kolagen dikenali-oleh integrin a131 dan a231. Pengikatan
a 1B1 integrin ke kolagen | merupakan pengaturan umpan balik negatif. Reduksi
abnormal dalam ekspresi a131 dapat menyebabkan gangguan pada umpan balik
negatif yang bisa menjelaskan peningkatan sintesis kolagen dalam jaringan keloid

(Bran et al., 2009).
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2.1.5 Manifestasi klinis

Secara klinis, keloid berupa massa lobular, permukaan menonjol, yang
bervariasi dalam warna dari merah muda keunguan ke lesi kulit hiperpigmentasi
(Al Attar, 2006; Gauglitz et al., 2011). Permukaan keloid biasanya halus, tetapi
dapat nodular dan batas halus, tetapi bisa tidak teratur dengan ukuran bervariasi
dari 2 hingga 3 mm berupa papula hingga tumor besar yang berjumbai. Bentuknya
bervariasi dari tonjolan simetris yang rata berkontur dengan margin biasa hingga
proyeksi seperti cakar yang tidak teratur (Kakar et al., 2006; Ko et al., 2012).
Margin keloid perilesi dapat merupakan pinggiran peradangan yang belum matur
dengan eritema yang gatal dan nyeri, sedangkan inti atau pertengahan keloid
(intralesi) sering merupakan bekas luka matur dengan rasa gatal yang minimal dan

peningkatan rasa sakit (Bayat, 2004; Lee, 2004; Akaishi et al., 2010).

Gambar 2.3. Manifestasi Klinis Keloid. A.Keloid khas pada dada anterior
dengan gambaran crab’s claw shape menunjukkan pertumbuhan vertikal dan horizontal;
B. Keloid khas pada bahu dengan gambaran butterfly shape karena regangan dari
pergerakan anggota gerak atas fleksibilitas tubuh; C. Keloid khas pada daun telinga.
(Ogawa, 2008)

Predileksi perkembangkan keloid yaitu tempat regangan yang tinggi,
seperti bahu, tulang dada, rahang bawah, dan lengan serta mempengaruhi daun
telinga, dengan ulserasi. Keloid dapat didiagnosis banding dengan lobomycosis,
keloidal scleroderma / morphea dan histiositosis sel non-Langerhans (Ko et al.,

2012). Keloid tumbuh dan menyebar tidak hanya secara vertikal tetapi juga secara
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horizontal, seperti tumor ganas. Arah pertumbuhan horisontalnya menghasilkan

bentuk-bentuk karakteristik yang bergantung pada lokasi (Ogawa, 2008).

2.1.6 Histologi

Keloid pada tahap inflamasi awal berupa fibroplasia dengan peningkatan
vaskularisasi dan infiltrasi mononuklear perivaskular moderat bersama dengan
produksi awal proteoglycan dan bundel serat kolagen. Infiltrasi seluler ditandai
oleh sejumlah sel mast, sel plasma dan limfosit. Dalam pembentukan keloid,
fibroplasia berlangsung dan gagal mencapai puncaknya pada minggu ke-3 dari
waktu penyembuhan luka. Proliferasi vaskular dengan fibroblas yang membesar
dan berubah menjadi massa kolagen dan proteoglikan yang tebal. Transformasi
yang terus-menerus dari gugus fibroblas seperti pusaran ke dalam bundel kolagen

ini penting untuk perkembangan keloid (Kakar et al., 2006).

R
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Gambar 2.4 Pemeriksaan Histopatologis Pada Keloid. A. Gambaran makroskopik
keloid dengan margin yang meradang. B. Margin dari keloid & kulit normal yang
berdekatan dengan keloid (Pewarnaan Haematoxylin & eosin dengan perbesaran 3.3) .
C. Papilaris dermis tanpa kelainan (Pewarnaan Haematoxylin & eosin dengan
perbesaran 26.3). D. Kolagen hialinisasi eosinofilik pada dermis retikularis keloid
(Pewarnaan Haematoxylin & eosin dengan perbesaran 26.3) (Bagabir, 2013)
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Epidermis di atas lesi keloid biasanya lebih tebal daripada kulit normal dan
ditandai oleh rete ridges rata. Serat kolagen terorganisir secara acak dan
heterogen. Vaskularisasi minimal dan tidak adanya pembuluh darah yang
berorientasi vertikal. Perbedaan bisa disebabkan oleh heterogenitas zona yang

berbeda dari keloid (Lee et al., 2004; Ueda et al., 2004).

2.1.7 Terapi

Tidak ada modalitas terapi tunggal yang terbaik untuk semua keloid.
Lokasinya, ukuran, dan kedalaman lesi; usia pasien dan respon masa lampau
terhadap pengobatan menentukan jenis terapi yang digunakan. Ada beberapa
pilihan dalam perawatan keloid antara lain dressing oklusif, terapi kompresi, dan
suntikan kortikosteroid intralesi (Shaheen A.A., 2017).

Kortikosteroid, terutama injeksi kortikosteroid intralesi, telah menjadi terapi
andalan dengan mereduksi jaringan parut yang berlebihan dengan mengurangi
sintesis kolagen, dan mengurangi produksi mediator inflamasi dan proliferasi
fibroblas selama penyembuhan luka. Injeksi kortikosteroid intralesi sebagai
modalitas tunggal dan sebagai tambahan untuk eksisi telah terbukti dalam
berbagai penelitian dan dapat mencegah tingkat kekambuhan hingga 80% dengan
mengurangi - pruritus dan nyeri (Wang et al., 2009). Kortikosteroid dapat
dikombinasi dengan modalitas terapi lain untuk meningkatkan perbaikan. Reduksi
tingkat rekurensi didapatkan pada bedah eksisi dengan tambahan kortikosteroid
post operatif. Teknik bedah bervariasi sesuai dengan ukuran, lokasi dan bentuk
keloid. Keloid pedunkuler dengan dasar yang kecil dapat dieksisi dan ditutup
secara primer dengan regangan minimal. Terapi bedah harus ditambah dengan

teknik lain antara lain steroid, radioterapi dan interferon (Lawrence, 1991).
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Dalam beberapa tahun terakhir, ada lebih banyak penelitian yang
mengeksplorasi sifat anti-keloid dari senyawa fitokimia dan ekstrak herbal. Terapi
senyawa herbal memiliki efek yang menjanjikan dalam pentargetan jalur sinyal
molekuler dalam terjadinya keloid dan mampu menekan perkembangan jaringan
parut. Senyawa dengan sifat antioksidan, antiproliferatif, dan antiinflamasi seperti
quercetin, asiaticoside, Astragalus membranaceus Bunge (Leguminosae), dan
Salvia miltiorrhiza Bunge. Ekstrak (Lamiaceae) curcuminoids dan oxymatrine

menunjukkan aktivitas antikeloid (Unahabokha et al., 2014).

22  TGF-B
2.2.1 TGF-B superfamili dan fungsi biologis

Transforming growth factor-8 (TGF-B) merupakan sekelompok sitokin yang
secara kolektif disebut superfamili TGF- yang mengatur pertumbuhan sel epitel,
diferensiasi, moatilitas, organisasi, apoptosis dan tumorogenesis dan sebagai
protein ekstraseluler yang terutama dihasilkan oleh subset T-sel dan diekspresikan
hampir oleh semua sel. Sumber utama TGF-B yaitu trombosit, makrofag, neutrofil,
tulang dan jaringan lunak seperti plasenta, ginjal, endometrium dan sel malignansi
yang menghasilkan efek autokrin dan parakrin dengan tiga isoform yaitu TGF-31,
TGF-B2 dan TGF-B3 (Chin et al., 2004; Yu et al., 2003). TGF-B dilepaskan oleh
alfa granula dari trombosit setelah digranulasi oleh thrombin (Khalil, 1991).

Transforming growth factor-8 (TGF-B) adalah stimulator dan penghambat
replikasi seluler dan mengontrol produksi matriks ekstraseluler (Streuli et al.,
1997). TGF-B menstimulasi sintesis kolagen, fibronektin, proteoglikan, tenascins,
thrombospondin, plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), tissue inhibitor

metalloprotease-1 (TIMP-1). TGF-B8 menginduksi apoptosis dan mengontrol
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morfogenesis dengan memediasi deposisi matriks ekstraseluler dan remodeling.
(Chin et al., 2004). Studi oleh Locci et al., (2001) membuktikan bahwa Human
Desmoid Fibroblast Cell Line memproduksi TGF-3, mengekspresikan dari MRNA
TGF-B dan didapatkan jumlah reseptor TGF- yang banyak. Benson et al., (1996)
menunjukkan sekresi TGF- oleh sel fibroblas kultur tumor payudara in vitro. TGF-
B yang dihasilkan sel fibroblas terdapat dalam bentuk yang disekresi (secretory
form) yang beraksi ekstrasel melalui reseptor membran dan bentuk yang
terlokalisir atau ditranslokasi di nucleus (nuclear form) dimana kontrol jumlahnya
ada di tingkat molekul MRNA TGF-B1. TGF-f1 baik dalam bentuk yang
disekresikan atau ditranlokasi dalam nucleus dapat dikode oleh single MRNA
molekul sebagai 2" in phase initiation codon yang ada didalam wilayah coding dari
molekul MRNA TGF-1 yang akan mengalami sekuensing untuk inisiasi translasi

(Benson et al., 1996).

2.2.2 Aktivasi TGF-8

Transforming growth factor-B (TGF-B) disintesis dalam bentuk precursor,
pembelahan di dekat N-terminus melepaskan latency associated peptide (LAP),
yang mengikat TGF-f homodimer matur dan memfasilitasi penambahan LTBP
(Robertson et al., 2015). Latent TGF-B binding protein (LTGF-B) biasanya
dikomplekskan dengan  protein pengikat TGF-B-laten (LTBP), membutuhkan
aktivasi menjadi bentuk matur untuk berikatan dengan reseptor dan aktivasi
berikutnya dari jalur transduksi sinyal. Kompleks TGF-B / LAP / LTBP laten
menyimpan TGF-B dalam bentuk tidak aktif, yang tidak dapat berinteraksi dengan

TGFR1 atau TGFR2. Sehingga TGF-B diaktifkan ketika kompleks TGF- laten

dihilangkan LTBP secara ekstrasel melalui pembelahan proteolitik pada bagian
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amino-terminal dari protein. Pada ruang ekstraseluler, kompleks TGF-f laten
dapat dipecah oleh berbagai protease termasuk plasmin, matriks
metalloproteinase (MMP) 2 dan MMP9, thrombospondin, untuk melepaskan TGF-
18 aktif. Protease plasmin MMP-2 dan -9, yang mempromosikan degradasi
matriks, mengaktifkan TGF-B. Thrombospondin-1 (TSP-1), memodulasi adhesi
sel, promosi angiogenesis, dan rekonstruksi matriks. Aktivator integrin, biasanya
kadarnya rendah hanya di epitel, diinduksi selama luka atau peradangan (Leask

dan Abraham, 2004)

2.2.3 TGF-Breseptor

Hampir semua sel dalam tubuh manusia memiliki reseptor Transforming
Growth Factor-B (TGF-B) (Massague, 1992). Kehilangan TBRI dan TPRI
berkorelasi dengan hilangnya respon seluler terhadap TGF-f (Wu, 2000).
Reseptor famili TGF-B semuanya memiliki aktivitas intrinsik serin / threonin kinase
dan oleh karena itu, menginduksi kaskade sinyal transduksi yang berbeda (Wells,
1997). Reseptor tipe | memiliki Gly / Ser-rich yang dikonservasi (kotak GS) di
upstream dari domain kinase. Tanpa ligan, TBRI dan TBRI hadir sebagai
homodimer di membran plasma (Gilboa et al., 1998). lkatan ligan menginduksi
perakitan reseptor tipe I dan tipe I menjadi kompleks, di mana TBRI
memfosforilasi dan mengaktifkan TBRI. Peristiwa fosforilasi ini terkait dengan
aktivasi TRRI kinase dan selanjutnya downstream pensinyalan (Ten Dijke dan Hill,

2004).
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2.2.4 Sinyal TGF-B dan protein SMAD

Semua sinyal anggota superfamili Transforming Growth Factor-B (TGF-£3)
dihasilkan melalui protein Smad (Liu et al., 1996). Transformasi jalur pensinyalan
TGF-B terutama diaktifkan dengan mengubah faktor pertumbuhan Subunit § dan
Serin / Threonine Kinase reseptor | dan Il bentuk ligan stabil - kompleks yang
aktivitasnya dengan downstream Smad dan mengaktifkan reseptornya (Lopez et
al., 1993). Pembentukan sinyal Smad dan interaksinya adalah kompleks yang
mengakibatkan sinyal diangkut dengan cepat ke dalam nukleus dari sitoplasma
dan terlibat dalam mekanisme kompleks regulasi gen dalam hubungan dengan
kromatin dan faktor transkripsi serta regulasi proliferasi fibroblas, diferensiasi dan
sintesis matriks ekstraseluler. Protein Smad kemudian terdegradasi di sitoplasma
(Miyazono, 2000; Massague, 2000).

PRE— Type | raceptor Ligand trap (e.g. LAP, decorin)
A pinding P @
‘/d TGF-f
)

O A4
R i S
(W wer ] [ we |- L /5@3‘

HLS

[ et ] [(wee | | CoSmad g 0.,
NLS NES ==
smur1z Type Il
binging receplors  Type
receptors
PY
[ w2 ] I-Smads [] ser/mr kinase domain
(Emaci,) [ Glycine-serine-rich (W]
domain (GS) @?xs sxss- {3
® MAPK phosphorylation sites 8
© CaMKN phospharylation sites GENE TRANSCRIPTION m
® PKC phosphorylation sites (See Module 2: Figure Smad signalling) -

BMPs/GDFs

Gambar 2.5. Protein Smad. A. Struktur domain dari tiga anggota famili Smad; B.
Aktivasi dari reseptor superfamili TGF-[3; (C) Jalur pensinyalan Smad menghubungkan
reseptor permukaan sampai transkripsi gen (Berridge, 2012)
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Daerah GS terfosforilasi pada reseptor tipe | menyediakan situs dok untuk
domain homologi MAD 1 (MH1) domain Smad2 atau Smad3 (Chin et al., 2004;
Berridge, 2012). Ketika dipisahkan dari ligand trap, TGF-3 dapat diambil oleh salah
satu reseptor aksesori seperti betaglycan dan kemudian berikatan dengan dua
komponen reseptor TGF- untuk membentuk kompleks agonis / reseptor. Ketika
dua tipe reseptor telah dikomplekskan oleh TGF-B, domain kinase serin / treonin
pada reseptor Tipe Il memfosforilasi residu serin pada daerah glycine / serine-rich
(GS) dari reseptor Tipe | (Berridge, 2012; Chin et al., 2004).

Rekrutmen Smad ke membran difasilitasi oleh Smad anchor untuk aktivasi
reseptor (SARA). Setelah melekat pada reseptor, SSXSmotif dibawa ke dalam
kontak dengan serine / threonine kinase domain dalam Smotif-SS (M / V) pada
ekstrem C terminus, dan dua residu serin terfosforilasi. Setelah Smad?2 / 3 telah
terfosforilasi, afinitasnya untuk kedua kompleks reseptor dan SARA berkurang,
serta dua protein masuk ke sitoplasma (Chin et al., 2004; Berridge, 2012). Setelah
R-Smad terfosforilasi pada maotif SSXS C-terminal, R-Smad meninggalkan
reseptor, dan bergabung dengan Smad4 untuk membentuk dimer yang kemudian
mentranslokasi ke dalam nukleus. Setelah dimer memasuki nukleus, dimer
mengenali dan berikatan dengan motif DNA tertentu. Aktivitas transkripsi Smad
difasilitasi dengan menghubungkan dengan faktor transkripsi spesifik wilayah
lainnya. Aktivitasnya juga dimodulasi oleh koaktivator dan represor. Smad4
mengikat langsung ke coactivator p300. Smad4 digunakan sebagai mitra untuk
proses translokasi, dan proses transkripsi (Chin et al., 2004; Berridge, 2012).

Modulasi jalur sinyal Smad adalah dengan peningkatan ekspresi I-Smad,
yang menargetkan reseptor permukaan sel untuk degradasi, dimediasi oleh Smad

ubiquitin-regulatory factors (Smurfs), yang merupakan famili ubiquitin E3 ligases
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yang berikatan pada motif PY di daerah penghubung I-Smad. |I-Smad bersaing
dengan R-Smad untuk mengikat TBRI yang diaktitkan dan dengan demikian
menghambat fosforilasi R-Smad dan / atau merekrut ligase E3-ubiquitin untuk

mengaktifkan TBRI, menghasilkan degradasi reseptor (Verrechia et al, 2007).

2.2.5 TGF-B regulator ekspresi gen matriks ekstraselular

Transforming Growth Factor-B (TGF-B) telah terbukti meningkatkan
ekspresi kolagen tipe I, 11l VI, VII, dan X, fibronektin, dan proteoglikan. Stimulasi
produksi ECM oleh TGF-B ditingkatkan melalui  inhibisi degradasi matriks,
pengurangan sintesis protease dan peningkatan protease inhibitor (Bonniaud et
al., 2004). Kolagen tipe | merupakan komponen utama ECM terdiri dari dua rantai

a1 (I')dan satu rantai a2 ( I ) yang merupakan produk dari dua gen, COL1Al dan
COL1A2. Setelah translasi, rantai polipeptida pro-a1 (I ) dan pro-a2 (I) masuk

ke dalam reticulum endoplasma di mana proline spesifik dan residu lisin
dihidroksilasi untuk membentuk hidroksiprolin dan hidroksisin. Kejadian ini
memungkinkan rantai pro-a untuk bergabung dengan rantai lain dengan ikatan
hidrogen dan membentuk struktur prokolagen triple helix. Prokolagen kemudian
disekresikan melalui aparatus golgi di ruang ekstraseluler, di mana propeptida N-
terminal dan C-terminal dibelah oleh protease spesifik. Agregat kolagen yang
diproses secara matang membentuk kolagen yang lebih besar (Verrechia et al.,
2007). Penumpukan jaringan berlebihan dari kolagen tipe | selama proses fibrotik
sebagian besar disebabkan oleh peningkatan laju transkripsi gen (Trojanowska et
al., 1998; Ghosh et al., 2002).

Rangkaian responsif Transforming Growth Factor-B (TGF-8) mengenai

promotor COL1A1 terletak antara 174 dan 84 bp dari wilayah awal transkripsi, yang
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wilayahnya berisi wilayah pengikatan untuk Sp1 dan elemen dengan motif ikatan
NF-1 kanonik (Jimenez et al., 1994). Promotor COL1A2 menunjukkan bahwa
wilayah promotor 135-bp dalam 330-bp dari wilayah awal transkripsi dapat
memberikan respon terhadap TGF-B (Inagaki et al., 1994). Respons TGF-
menjadi lebih baik pada wilayah antara nukleotida -271 dan -235. Selanjutnya
pada wilayah potensial cis-elemen yang tumpang tindih untuk Smad dan AP-1,
keduanya terlibat dalam transaktivasi COL1A2 oleh TGF- (Verrechia et al., 2007).
Smad yang diaktivasi TGF-B berikatan secara langsung ke SBE dan TFE
(transcription factor) yaitu promotor gen yang mengkode PAI (Miyazono, 2000).
Kerjasama antara Smad3 dan Spl untuk melakukan transaktivasi promotor
COL1A2 menunjukkan interaksi Smad-p300 / CBP sangat penting untuk TGF-B
driven COL1A2 gene transactivation. Koaktivator transkripsi lainnya seperti SRC-
1 juga dapat berpartisipasi dalam efek TGF-B. Semua target gen Smad
mengidentifikasi downstreamTGF- yaitu Smad3-dependent termasuk COL7A1,
PAI-1, dan COL1A2 (Verrechia et al., 2007; Denton dan Abraham, 2001). Jalur
pensinyalan Smad sangat penting untuk aktivasi simultan gen kolagen fibrillar kulit

(COL1A1, COL1A2, COL3A1 dan COL5A2) oleh TGF-B (Mori et al., 2003).

2.2.6 TGF-B dan keloid

Transforming Growth Factor-B (TGF-£) memainkan peran penting dalam
patogenesis keloid dan jaringan parut hipertrofik melalui mekanisme molekuler
yang berbeda. TGF-1 dan TGF-B2 diyakini untuk mempromosikan fibrosis dan
pembentukan bekas luka, sedangkan TGF-B3 bukan menginduksi ataupun
mengurangi bekas luka. Konsentrasi protein TGF-81 dan TGF-32 lebih tinggi pada

biakan fibroblas keloid dibandingkan dengan kultur fibroblas dermal manusia
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ditemukan dalam keloid dibandingkan dengan fibroblas dermal manusia normal
adalah bukti peran TGF-B1 dan TGF-B2 sebagai sitokin yang menginduksi fibrosis.
TGF-B1 meningkatkan sintesis kolagen dalam fibroblas yang berasal dari keloid
dibandingkan dengan fibroblas yang berasal dari dermis normal (Lee et al., 1999).

Peningkatan sintesis kolagen oleh fibroblas yang berasal dari keloid yang
diterapi dengan TGF-B1 diikuti oleh peningkatan yang terkait pada kadar mRNA
tipe | pada prokolagen (Bettinger et al., 1996). Sebaliknya ketika digunakan
antisense TGF-B1, apoptosis dan inhibisi dari proliferasi fibroblas keloid terjadi
(Shang et al., 2001). Hasil ini menunjukkan sensitivitas unik fibroblas keloid
terhadap TGF-B1 dan peran yang mungkin untuk mediator ini dalam patogenesis
keloid membuktikan keloid dapat dimediasi oleh aktivitas faktor pertumbuhan
abnormal termasuk dari target TGF-B1 dan down stream (Chin et al., 2004). Selain

itu, peningkatan ekspresi TBRI dan TBR1II, dan peningkatan fosforilasi Smad3 di

fibroblas keloid, juga telah dilaporkan. Aktivasi sinyal Smad, yang penting dari
Smad3, tampaknya menjadi salah satu factor interaksi epitelial-mesenkimal
kompleks dalam patogenesis keloid, menghasilkan proliferasi keratinosit aktif dan

produksi kolagen oleh fibroblas (Verrechia et al., 2007).

2.3 Ciplukan (Physalis angulata)
2.3.1 Nama dan klasifikasi ciplukan (Physalis angulata)

Ciplukan memiliki nama ilmiah Physalis angulata. Ciplukan di Indonesia

IVERSITA

dikenal dengan nama yang berbeda yaitu ceplukan (Jawa), cecendet (Sunda), yor-

BRAWIJAYA
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yoran (Madura) dan keceplokan (Bali). Sedangkan nama asing ciplukan yaitu
Morel berry (Inggris), deng lao cao (Cina) (Santoso, 2008). Klasifikasi Physalis
angulata yaitu divisi Spermatophyta, sub divisi Angiospermae, klas Asteridae /
dicotyledonae, bangsa Solanales, suku Solanaceae, marga Physalis dan spesies

Angulata (Mahalaksmi dan Nidavani, 2014).

2.3.2 Karakter fisik ciplukan (Physalis angulata)

Ciplukan (Physalis angulata) tumbuh di tepi hutan, tegalan kering, tepi
jalan, sawah, di tanah yang subur dan gembur, tidak tergenang air, dapat hidup di
dataran rendah hingga dataran tinggi dengan ketinggian sekitar 1500 m dari
permukaan laut. Tanaman ini mudah dan banyak ditemukan pada musim hujan
(Pitojo, 2002).

Bentuk daun lonjong dengan panjang 8 — 11 cm, lebar 5 — 7 cm, tepi
bergelombang Tanaman ciplukan berbentuk semak berakar tunggang dengan
tinggi sekitar 90 cm. Batangnya tegak, berbentuk segi empat, berkayu lunak, dan
berwarna hijau pucat. Daunnya tunggal, letaknya berseling, dengan panjang
tangkai daun 3 — 6 cm., ujung runcing, pangkal tumpul, pertulangan menyirip, dan

berwarna hijau (Santoso, 2008).
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Gambar 2.6 Tanaman, Buah, Daun Bunga dan Biji Buah Ciplukan (Santoso, 2008;
Mahalaksmi dan Nidavani, 2014)
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Bunga ciplukan termasuk bunga tunggal, berbentuk corong yang terletak

di ketiak daun. Kelopak daun berwarna hijau berlekatan terdiri dari 5 helaian. Putik

hanya 1, benang sari 5 dengan tangkai sari berwarna kuning dan kepala sari

berwarna biru. Panjang mahkota bunga 1 — 2,3 cm, berbulu, berwarna kuning

pucat. Buahnya lonjong terbungkus kelopak, ketika muda berwarna hijau, dan

setelah tua berwarna kuning pucat. Bijinya berbentuk bulat pipih, ketika muda

berwarna hijau kekuningan, dan menjadi coklat setelah tua (Santoso, 2008).

2.3.3 Kandungan Fitokimia

Studi fitofarmaka pada Physalis angulata menunjukkan kandungan

flavonoid, alkaloid dan berbagai jenis senyawa aktif lainnya. Komposisi yang

terkandung pada ciplukan (Physalis angulata) disajikan pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Komposisi Ciplukan (Physalis angulata)

Komposisi umum

Lemak total 2%

Total karbohidrat 13,22

Kelembaban 80,97 + 1,65

Karbon 0,80 + 0,03

Total lipid 3,16 £ 0,32

Energi 88,72 kkal / 372,62 kJ

Protein 1,85 + 0,31

Sukrosa diikuti glukosa & fruktosa

Asam Lemak

Asam linoleat sebesar 70,5%,

Asam lemak jenuh mewakili 12,87%

Asam oleat sebesar 13%,

Triena sekitar 22,7%

Asam palmitat, asam y-linolenat, asam
palmitoleat

Gamma-linolenat (18,8% dari total
methylesters), w-3 asam lemak (asam a-
linolenat) & dihomo-y-linolenat

Asam gadoleat, dihomo-y-linolenat,
erusat, lignoserat dan asam nervonic

Fitosterol (A5-avenasterol dan
campesterol)

0,2% minyak,

Asam stearat sebesar 2,57%

Min

eral

Besi 1,47 mg /100 g

Natrium 1,1 mg /100 g

Motassium 347,00 mg /100 g

Mangan 0,26 mg /100 g

Kalium, Magnesium, Zink, Fe

Caretenoid

All trans B carotene 76,8%

| All-trans-acryptoxanthin 3,4-3,6%

Fenol dan Flavonoid

Fenol 6,09 -6,30 mg / 100 g (Quercetin,
myricetin dan kaempferol)

Fenol 6,09 -6,30 mg / 100 g (Quercetin,
myricetin dan kaempferol)

Vitamin

Asam askorbat 46 mg/100 gr

| Vitamin E (a dan A tokoferol)

(Ramadhan dan Mérsel, 2003; Zheng, 2013)

30



-
o
<

e
s |
—
jE—
o

G
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

Physalins

Serangkaian pseudo-steroid yang dikenal sebagai physalins, diisolasi dan
hanya didapat dari Physalis sp. (Soares et al., 2006). Physalins adalah lactone
steroid berdekatan dengan famili Solanaceae. Physalins secara biogenetis
berhubungan dengan withanolides. Dari batang dan daun ciplukan, isolasi 5
physalins baru E, F, H, | dan K, bersama dengan physalins B, G dan D. Dua
physalin baru, physalins U dan V, bersama dengan 7 senyawa steroid tipe
ergostane diisolasi dari ekstrak metanol P. angulata. Dilaporkan isolasi dari
physalin minor baru, physalin W (Rengifo-Salgado dan Vargas-Arana, 2013).
Konstituen aktif utama P. peruviana L. adalah physalins A, B, D, F dan glikosida
dengan aktivitas antikanker, antioksidan dan antiinflamasi (Wu et al., 2004).
Withanolides

Withanolides adalah kelompok steroid alami yang dibangun di atas rangka
ergostane, di mana C-22 dan C-26 dioksidasi untuk membentuk cincin lakton.
Senyawa khusus untuk keluarga Solanaceae, dan, khususnya, untuk genera
Withania, Acnistus, Dunalia, Physalis, Datura, Lycium dan Jaborosa. Aktivitas dari
withanolides, termasuk antikanker, antikonvulsan, imunosupresif, antioksidan,
antimikroba, antitumor, antiinflamasi,  hepatoprotektif, atau  aktivitas
imunomodulator dan antifeedent serangga (Zheng et al., 2013). Banyak glikosida
withanolide telah diisolasi dari bagian aerial P.peruviana, seperti perulactone,
perulactone B, blumenol A, dan (p)-(S)-dehydrovomifoliol. Kemudian 2 tipe-
perulactone baru yaitu perulactone C dan perulactone D. Dalam beberapa tahun
terakhir 7 withanolides baru vyaitu phyperunolide A, phyperunolide B,
phyperunolide C, phyperunolide D, phyperunolide E, phyperunolide F, dan

peruvianoxide, dari ekstrak P. peruviana (Lan et al., 2009). Physagulin A, B, C dan
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D, diperoleh dari ekstrak metanol dari daun segar dan batang P. angulata (Shingu
et al., 1991; Shingu et al., 1992). Isolasi dari seluruh bahan tanaman P.peruviana
didapatkan withaphysanolide dan viscosalactone B (Zheng et al., 2013).

Bagian aerial P.angulata didapatkan physagulins A, B, C, dan F,
withangulatin A, whitaminimin dan empat physagulins baru H, |, J dan K. Ekstrak
metanol bagian aerial P.angulata menghasilkan isolasi baru physalin L, M dan N
(Abe et al., 2006). He et al., (2007) melaporkan isolasi dari 4 senyawa baru,
physagulins L, M, N dan O; dan 7 withanolide yang diidentifikasi sebagai
withangulatin A, physagulin K, withaminimin, physagulin J, physagulin B,
pubesenolide dan physagulin D. Uiji sitotoksik fraksinasi ekstrak metanol P.
angulata menghasilkan isolasi novel withaniloide, physanolide A, dengan kerangka
yang belum pernah terjadi sebelumnya (Kuo et al., 2006). Fraksinasi CHCI3 dan
n-BuOH larut ekstrak MeOH dari seluruh tanaman dengan uji aktivitas sitotoksik in
vitro menggunakan kultur HONE-1 dan sel NUGC menunjukkan isolasi 7
withanolide baru yaitu withangulatins B, C, D, E, F, G dan H (Damu et al., 2007).
Lee et al., (2008) melaporkan isolasi dengan struktur minor withanolides yaitu
withangulatin | dari P.angulata. Jin et al., (2012) melaporkan penemuan tiga
antiproliferatif withanolides dengan kerangka karbon yang tidak biasa, yaitu,
physangulidines A, B dan C, isolat dari P. angulata (Rengifo-Salgado dan Vargas-
Arana, 2013).

Lain —lain

Glikosida flavonol, myricetin 3-O-neohesperidoside diisolasi dari ekstrak

MeOH sitotoksik daun P. angulata (Ismail dan Alam, 2001). Isolasi dan identifikasi

asam oleanolic dari P. angulata, menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap
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patogen oral. Phygrine adalah alkaloid yang hadir dalam spesies Physalis,

termasuk P. angulata (Rengifo-Salgado dan Vargas-Arana, 2013).

2.3.4 Bioaktivitas

P. angulata L. menunjukkan cakupan aktivitas farmakologik yang luas
dengan korelasinya terhadap kemungkinan mekanisme suatu kelainan dan
aktivitas farmakologis. Aktivitas sitioksik ditunjukkan oleh senyawa aktif myrecetine
3-neohesperidoside dan Physalin B yang bisa diekstrak baik dengan methanol
ataupun ethanol dari daun atau seluruh tanaman ciplukan. Aktivitas sitotoksik kuat
dari ekstrak daun pada sel kultur sel leukemia murine, karsinoma epidermoid
nasofaring sel dan adenocarcinoma paru. Physalin B juga memiliki kemampuan
kemoterapi yang potensial dan efektif untuk pengobatan melanoma maligna, juga
mengganggu fungsi proteasome dengan menginduksi peningkatan kadar protein
NOXA proapoptosis, yang diidentifikasi sebagai komponen keseluruhan
mekanisme kematian inhibitor sel proteasome (Zheng et al., 2013).

Ekstrak methanol seluruh tanaman ciplukan menunjukkann aktivitas
induksi arrest fase G2/M dan apoptosis pada kultur sel kanker mammae manusia.
Ekstrak etil asetat seluruh tanaman menunjukkan aktivitas antimetastasis dan
antiangiogenik in vitro dan invivo. Ekstrak aqueous akar ciplukan menunjukkan
aktivitas antininflamasi dengan mengganggu jalur COX, proliferasi limfosit, dan
produksi NO danTGF-a. Aerial parts yang diekstraksi dengan ekstrak ethanol dan
fraksi kloroform menunjukkan penurunan produksi yang signifikan dari NO, iNOS,
COX-2, TNF- a, dan IL-6. Aktivitas antiproliferasi ditunjukkan oleh ekstrak etil
asetat seluruh tanaman ciplukan pada hematotopoietic stem cell dan HUVECs

(Rengifo-Salgado dan Vargas-Arana, 2013; Zheng et al., 2013).
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Aktivitas lain yaitu imunomodulator dari senyawa aktif ethanol, physalin
B/D/F/G/, secosteroid dari batang ciplukan. Aktivitas imunosupresi dari senyawa
aktif withangulin A dari aerial parts ciplukan dan Physalin H dari seluruh tanaman.
Aktivitas antinosiseptik dari akar ciplukan, aktivitas analgetik dari bunga ciplukan.
Aktivitas antiinflamasi dari aerial parts, bunga, akar dari senyawa aktif Physalin E
— secosteroid dan senyawa campuran. Selain itu juga dididapatkan aktivitas
antiasma, antialergi, antibakterial, antimikobakterial, antileismanisasis, dan
antimalaria (Rengifo-Salgado dan Vargas-Arana, 2013; Zheng et al., 2013).

Studi El-Gengahihi et al., (2013) yaitu ekstrak akar Physalis peruviana
menunjukkan kemampuan proteksi terhadap fibrosis pada organ liver dan ginjal
tikus. Studi Liu et al., (2010) menunjukkan bahwa pemberian senyawa withangulin
P.angulata pada sel stellata berpotensi sebagai antfibrogenik. Selain itu studi oleh
Lestari et al., (2016) menunjukkan ekstrak methanol daun ciplukan menurunkan
fibrosis ventricular melalui inhibisi kadar TNF-a ventricular pada tikus yang
mengalami ovariektomi. Studi oleh Hseu et al., (2011) menggunakan ekstrak
ethanol Physalis angulata terhadap Human Oral Squamous Carcinoma 3 (HSC-3)
dan HUVECS in vitro dengan dosis 5, 10, 15 dan 20 pug/ml. Dosis 20 pg/ml bersifat
sitotoksik, sedangkan dosis 5-15 pg/ml terhadap sel HSC 3 bersifat non atau
subtoksik. Dosis 5-15 pg/ml menurunkan invasi, aktivitas MMP9/ MMP2 /u-PA
[TIMP1 /TIMP2 /PAI 1 /PAI 2, ekspresi protein MMP 2/ u-PA, dan pelepasan VEGF
dimana signifikan secara statistik (. p<0.05). Dosis 5-15 upg/ml terhadap sel
HUVECs menurunkan VEGF menginduksi proliferasi, migrasi dan menghambat
sekresi MMP 9 serta menghambat formasi neovasasi in vivo.

Penelitian mengenai efek ciplukan (Physalis angulata) terhadap keloid

belum pernah dilaporkan sebelumnya, namun dengan adanya aktifitas antifibrosis
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maka diharapkan fitofarmaka ini dapat menjadi salah satu terapi baru dalam

manajemen penatalaksanaan keloid.

2.3.5 Toksikologi

Studi toksisitas akut, ekstrak metanol daun Physalis angulata tidak
menunjukkan mortalitas pada 2000 mg / kg, sehingga aman pada penelitian in vivo
(Rathore et al., 2011). Nilai LD50 jus buah lebih dari 5000 mg / kg dan diperoleh
kadar kalium yang tinggi pada periode akut dan subkronik (Perk et al., 2013).
Pengobatan tikus dengan ekstrak air yang diperoleh dari akar ciplukan (10-60mg
/" kg) tidak menunjukkan perubahan perilaku, munculnya gerakan tak sadar,
piloereksi, efek stimulasi atau sedatif, depresi pernapasan pada 4, 24 atau 48 jam
setelah pemberian ekstrak air sehingga ekstrak agueous P. angulata menunjukkan
toksisitas akut yang rendah (Bastos et al., 2006).

Alves et al., (2008) menunjukkan efek genotoksik ekstrak air Physalis
angulata pada limfosit manusia in vitro. Berbeda dengan penelitian oleh Perk et
al.,, (2013) jus buah lyophilized Physalis peruvalis tidak menunjukkan efek
genotoksik pada hewan coba dan tidak ada efek hematologi, hati, dan atau

toksisitas ginjal.
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BAB 3

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Konseptual Penelitian

| DAMP || FnEDA || LPS

~J7

LAP & Laten
TGF-

Ill TLR4 |

Sel T, limfosit,
monosit, makrofag,
neutrofil, sitokin

Plasmin

TGF-R1R

™\

Smad2
(R-Smad)

Smad3 SmadT (I-
(R-Smad) Smad)

Integrin

a&fp

Ekspresi Gen
Prokolagen 1
& ECM lain,

TIMP, PAI-1

Upregulasi PAI-1
& TIMP
Downregulasi
kolagenase & PA

Degradasi kolagen
& fibrin |

—F———
| TGFB 1 n P
Neuropeptida | J——
dari ujung f 1
SENSOTis Smad 2/3 + Co
+p Smad 4
Sebocyte,
Melanosit Sel
mast
Kompleks Smad (2/3+4)
+ P300/SBE/TFE3
TGF- nuclear & Transkripsi
TGF-g secretory t
r
Ekspresi Gen Ekspresi Gen Integrin
MRNA TGF-p 1
Keterangan : Abnormal reduksi ekspresi a1p1
Variabal yang ditalit meemaaeas l
Wariabel yang tidak diteliti - Umpan balik negative terganggu
Inhibisi —] l
[ - Pedakusn Sintesis kolagen, FNEDA

& materi ECM lainnya?

3.2 Penjelasan Kerangka Konsep Penelitian

I Jaringan parut 1|
keloid |

Etiopatogenesis keloid bersifat multifaktorial. Ligan yang berikatan dengan

TLR4 antara lain DAMPS, LPS dan fibronektin (ligan endogen TLR4) akan
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mengaktifkan sistem imun terhadap kerusakan jaringan steril. Makrofag, limfosit,
monosit dan neutrofil yang teraktivasi akan mensekresikan TGFB. Beberapa
sitokin proinflamasi dan profibrotik meningkat sebagai respons terhadap stimulasi
TLR di makrofag. Tanggapan proinflamasi juga menyebabkan peradangan
neurogenik. Neuropeptida dilepaskan dari ujung sensoris karena proses regangan
mekanis, dimana secara langsung menginduksi pelepasan sitokin, subpopulasi
leukosit. Neuropeptida memodulasi fungsi sel mast, fibroblas dan meregulasi
ekspresi gen faktor pertumbuhan seperti TGF-B dan NGF dalam berbagai sel di
dermis termasuk fibroblas. Stimulasi sebosit sebagai antigen memicu limfosit T
dan mengaktivasi sel T sehingga mensekresi TGFB, begitupula dengan a-
melanocyte-stimulating hormone (a-MSH) yang diproduksi melanosit. Degranulasi
sel mast menyebabkan proliferasi sel endotel mikrovaskular serta aktivasi TGF-3

serta induksi signaling Smad.

Transforming Growth Factor-B (TGF-g) dihasilkan antara lain oleh neutrofil,
limfosit, monosit, makrofag, trombosit, fibroblas dan organ lain. TGF-$ berikatan
dengan dua komponen reseptor TGF-f untuk membentuk kompleks agonis /
reseptor. Fosforilasi TBRII akan mengaktifkan TBRI sehingga setelahnya Smad2 /
3 terfosforilasi, R-Smads bergabung dengan Smad4 untuk membentuk dimer yang
kemudian mentranslokasi ke dalam nukleus. Setelah dimer memasuki nukleus,
dimer akan mengenali dan berikatan dengan motif DNA tertentu. Smad4 mengikat
langsung ke koaktivator p300, selanjutnya terjadi regulasi gen dengan kromatin
dan mengaktifkan transkripsi sehingga terjadi ekspresi dari gen prokolagen I dan
materi matriks ekstraselular lainnya begitupula sintesis PAI-1 dan TIMP serta
integrin. Upregulasi dari sintesis factor inhibitor yaitu PAI-1 dan TIMP dan

downregulasi dari kolagenase serta PA sehingga terjadi reduksi degradasi kolagen
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dan fibrin menyebabkan akumulasi ECM. Terjadi reduksi dari ekspresi reseptor
integrin a1B1 yang memegang peranan pada interaksi antara fibroblas dan ECM
sehingga umpan balik negative terganggu dan terjadi peningkatan sintesis
kolagen. TGF-B yang dihasilkan sel fibroblas dalam bentuk yang disekresi
(secretory form) yang beraksi ekstrasel melalui reseptor membran dan bentuk
yang terlokalisir atau ditranslokasi di nucleus (nuclear form) dimana kontrol

jumlahnya ada di tingkat molekul MRNA TGF-(3.

Ekstrak ethanol ciplukan (Physalis angulata) menghambat fosforilasi Smad
2 dan 3 sehingga tidak terjadi proses transkripsi dengan hasil akhir penurunan

kadar TGF-B1 pada fibroblas keloid.

3.3 Hipotesis Penelitian

Kadar TGF-B1 akan lebih rendah pada kelompok yang mendapat ekstrak
ethanol ciplukan (Physalis angulata) pada kultur fibroblas keloid in vitro

dibandingkan dengan kelompok yang tidak mendapat perlakuan.
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian ekperimental laboratorik. Pengukuran
TGF-B1 dilakukan untuk mengetahui pengaruh ekstrak ciplukan (Physalis
angulata) pada kultur fibroblas keloid. Pada penelitian ini dibuat dua kelompok,
yaitu kelompok perlakuan dan kelompok kontrol. Kelompok kontrol adalah
kelompok yang tidak mendapat perlakuan (kontrol negatif). Kelompok perlakuan
yaitu kelompok kultur fibroblas yang direncanakan diberi ekstrak ethanol ciplukan
dengan 3 konsentrasi yaitu 5, 10 dan 15 pg / mL dari hasil penelitian Hseu et al.,

(2011).

4.2 Sampel Penelitian
Jaringan fibroblas keloid diperoleh dari 1 buah jaringan keloid aktif dari 1

orang pasien yang menjalani pembedahan eksisi shave keloid di Divisi Tumor
Instalasi Rawat Jalan Kulit dan Kelamin RSUD Dr. Saiful Anwar Malang sesuai
dengan PPK PERDOSKI 2017 (PERDOSKI, 2017) dan memenuhi kriteria inklusi
dan ekslusi. Jaringan keloid diambil setelah disetujui komite etik RSUD Dr Saiful
Anwar Malang.
4.2.1 Kriteriainklusi

1. Subyek laki - laki / perempuan usia 17 — 32 tahun (Tang et al., 2011)

2. Subyek didiagnosis keloid berdasar anamnesis dan gambaran klinis

3. Keloid aktif (masih mengalami pertumbuhan, hiperemi, gatal atau nyeri)

(Viegas et al., 2010)
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4. Keloid yang tidak mendapat terapi keloid apapun (injeksi atau steroid
topikal selama 1 tahun terakhir)

5. Bersedia menjadi subyek penelitian serta menandatangani informed
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consent
4.2.2 Kriteria eksklusi

1. Subyek yang menderita penyakit yang dapat mengkontaminasi kultur sel

fibroblas atau berisiko bagi lingkungan dan petugas kesehatan :

a. HIV (+) yang dikonfirmasi dengan hasil rapid test positif

b. Hepatitis B yang dikonfirmasi dengan pemeriksaan HbsAg (+)

c. Hepatitis C yang dikonfirmasi dengan pemeriksaan HCV (+)
(Uphoff, 2010; Shioda, 2018)

2. Subyek yang menderita penyakit kulit fibrosis yang mempengaruhi
kadar TGF-B jaringan kulit yang dikonfirmasi dengan anamnesis dan
pemeriksaan fisik yaitu :

a. Scleroderma sistemik dan localized (morphea)
b. Nephrogenic fibrosing dermatopathy
c. Eosinophilic fasciitis
d. Scleromyxedema (Firestein, 2012)
3. Subjek yang tidak dapat menjalani tindakan bedah eksisi
a. Mengalami gangguan faal hemostasis yang dikonfirmasi dengan
hasil pemeriksaan faal hemostasis yang memanjang
b. Riwayat alergi obat bius lolal (pehacain injeksi) yang dikonfirmasi

dengan anamnesis.

BRAWIJAYA
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4.2.3 Estimasi Besar Sampel (Pengulangan)

Pada penelitian ini, digunakan 3 macam konsentrasi perlakuan
berbeda dan 1 kontrol negatif, sehingga jumlah pengulangan dihitung
dengan Estimasi Besar Sampel berdasarkan rumus Federer.

P (n-1)=15 4(n-1)215
4n-4215 4n 219
n=4,75 =5 (Solimun, 2001)
Keterangan: n = jumlah pengulangan P = jumlah perlakuan
Jadi pada masing — masing perlakuan pada penelitian ini akan dilakukan 6

kali pengulangan.

4.3 Variabel Penelitian

Variabel pada penelitian yaitu variabel tergantung dan variabel bebas.
4.3.1 Variabel tergantung

Variabel tergantung pada penelitian ini adalah kadar TGF-B1 dari
supernatan kultur sel fibroblas keloid.
4.3.2 Variabel bebas

Variabel bebas pada penelitian ini adalah pemberian ekstrak ethanol
ciplukan (Physalis angulata) dengan konsentrasi 5, 10 dan 15 pg / mL. Konsentrasi

perlakuan ditentukan berdasarkan hasil penelitian Hseu et al., (2011).

4.4 Lokasi dan waktu penelitian

Pengambilan sampel jaringan keloid dilakukan di Poli Kulit dan Kelamin

Rumah Sakit Saiful Anwar Malang. Penelitian kultur fibroblas dilakukan di
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laboratorium Biomed Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang yang

dilakukan pada bulan Januari 2019 sampai dengan April 2019.

4.5 Instrumen Penelitian

Instrumen yang digunakan pada penelitian ini terdiri dari alat dan bahan.
451 Alat

Alat yang digunakan untuk mengambil jaringan keloid adalah scalpel no.15,
alkohol swab, kassa steril, spuit 1 cc. Alat pembuatan ekstrak ethanol ciplukan
adalah pisau, mortar dan pestle, neraca analitik, kertas saring, gelas Erlenmeyer,
gelas beaker 250 mL, tabung ekstraktor soxhlet, dan rotary evaporator vacuum.

Alat untuk . kultur fibroblas dan pengukuran TGF-B1 adalah tabung
sentrifuge, cawan petri, gunting steril, scalpel steril, culture dish, glass cover slip,
inkubator, mikropipet, filter, TC plate, culture flask, hemosimeter dan kamera.
4.5.2 Bahan

Bahan yang digunakan untuk mengambil jaringan keloid adalah pehacain
injeksi, salep gentamicin. Bahan pembuatan ekstrak ethanol ciplukan (Physalis
angulata) adalah ethanol 96%, aquades murni, seluruh bagian ciplukan. Bahan
yang digunakan untuk kultur dan pengukuran TGF-§ adalah fosfat-buffered saline,
Dulbecco's Modified Eagle Medium, tripsin 0,25 %, fetal bovine serum, penstrep

0.1%, Human TGF-B1 ELISA kit.

4.6 Definisi Operasional
1. Keloid adalah tumor jinak, berbatas tegas, konsistensi padat kenyal yang
meluas melampaui defek asli serta sering terjadi pada area dengan

regangan tinggi (Baldwin, 2010). Keloid yang diambil pada penelitian ini
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adalah keloid yang aktif dan dari bagian sentral (Tsujita-Kyutoku et al.,
2005; Jumper et al., 2017)

Ciplukan (Physalis) angulata yaitu spesies tanaman herbal tahunan dari
genus Physalis dan famili Solanacea (Mahalaksmi et al., 2014). Serbuk
kering ciplukan yang digunakan pada penelitian ini berasal dari seluruh
bagian tanaman ciplukan yang didapat dari- Laboratorium Farmakologi
Universitas Brawijaya. Serbuk kering diektraksi dengan pelarut ethanol
96% menggunakan metode maserasi. Ekstrak yang dihasilkan dianggap
sebagai 100%.

Kultur fibroblas adalah kultur dari jaringan keloid aktif yang dieksisi shave
dan diambil pada bagian sentral dari pasien keloid kemudian diisolasi dan
selnya ditumbuhkan pada Dulbecco's Modified Eagle Medium: sehingga
didapatkan sel fibroblas keloid dan dilakukan subkultur sebanyak 3 kali
(Kurniawati et al., 2015).

Pengukuran sitokin TGF-B1 dari supernatan sel subkultur fibroblas keloid
subkultur ke 3, diukur dari supernatan kelompok yang tidak mendapat
perlakuan dan kelompok yang mendapat perlakuan dengan 3 konsentrasi
ekstrak ethanol ciplukan (Physalis angulata) dengan metode ELISA dan
satuan ng/ml dengan nilai cut off TGF-B1 fibroblas keloid 30,98 — 51,18
serta dilakukan pengukuran masing — masing 2 kali (Hseu et al., 2011;
Kurniawati dkk., 2016)

Kontrol negatif adalah kelompok kontrol yaitu subkultur fibroblas keloid

tanpa penambahan ekstrak ethanol ciplukan
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4.7 Prosedur Penelitian
4.7.1 Pemilihan subjek penelitian

Pasien yang datang ke Divisi Tumor Poliklinik Kulit dan RSUD Dr. Saiful
Anwar Malang dilakukan pemeriksaan melalui proses anamnesis dan
pemeriksaan fisik. Pasien yang terdiagnosis keloid akan dilakukan penilaian untuk
kriteria inklusi dan eksklusi. Pasien akan diperiksa rapid test, HbsAg, HCV dan faal
hemostasis. Pasien keloid yang memenuhi kriteria, diberi penjelasan mengenai
tujuan dan manfaat penelitian serta keuntungan dan kerugian turut serta dalam
penelitian ini. Pasien yang setuju mengikuti penelitian dijadikan sebagai subyek
penelitian, dan —menandatangani persetujuan secara tertulis berupa
penandatanganan lembar informed consent. Selanjutnya dilakukan dokumentasi

menggunakan kamera.

4.7.2 Pengambilan jaringan keloid dengan bedah eksisi shave

Bedah eksisi shave pada jaringan keloid setelah dilakukan KIE, inform
consent, assessment pra-operasi termasuk riwayat alergi terhadap obat bius dan
gangguan perdarahan. Prosedur operasi dilakukan dengan tahap desinfeksi area
operasi kemudian meletakkan duk lubang yang steril. Dilakukan injeksi bius lokal
pehacain, selanjutnya dilakukan eksisi shave pada daerah dasar lesi keloid
dengan menggunakan pisau ukuran 15 dari satu tepi yang satu ke tepi yang lain
sebisa mungkin tidak melukai area kulit yang sehat sampai semua jaringan fibrous
terangkat. Kemudian luka eksisi diberikan salep gentamicin selanjutnya luka di
tutup dengan dressing beberapa lapis kassa, penyembuhan luka secara sekunder.
Jaringan keloid yang dari hasil eksisi langsung dimasukan kedalam tabung

sentrifuge 50 ml berisi media DMEM, penstrep 1% dan amfoterisin F.
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Pada pasien diberikan cefadroxil tablet 2xX500 mg, asam mefenamat tablet
3x500 mg serta salep gentamicin 2xsehari selama 1 minggu. Setelah hari ke 7
pasien akan dilakukan injeksi kortikosteroid intralesi dan secara rutin setiap 1-2
minggu sekali serta silicone sheet sampai sisa jaringan keloid tipis dan hampir rata
dengan sekitarnya. Terapi keloid berdasarkan Panduan Praktik Klinis PERDOSKI

2017 (PERDOSKI, 2017).

4.7.3 Isolasi dan kultur fibroblas keloid metode skin explant

Jaringan keloid yang dari hasil eksisi shave yang dimasukan kedalam
tabung sentrifuge 50 ml berisi media DMEM, penstrep 1% dan amfoterisin F dicuci
dengan cara menggoyangkan tabung secara perlahan, pencucian dilakukan
minimal 3 kali masing-masing selama 10 menit. Sampel diambil dari bagian sentral
jaringan keloid, kemudian sampel diletakkan dalam cawan petridisk dan dibuang
bagian epidermis dengan menggunakan gunting dan skapel steril, sehingga
jaringan fibrosa saja yang diambil lalu cuci kembali dengan PBS steril. Sampel
diletakan dalam lid of a 100 mm tissue culture dish lalu potong kecil-kecil sebesar
2-3 mmZ. Potongan sampel 5-10 diletakkan pada 35 mm tissue culture dish yang
ditutup dengan 22 mm glass coverslip. Beberapa tetes media kultur DMEM 4°C
ditambahkan dibawah cover glass, teteskan perlahan dari bagian tepi, lalu
tambahkan kembali 1-2 ml DMEM perlahan tanpa terendam. Kultur diletakkan
dalam inkubator dengan kelembapan suhu 37 ° C dan tekanan CO2 5% atmosfir.
Dalam 24 — 74 jam setelah isolasi sel fibroblas akan menjadi sel fibroblas utuh
dengan morfologi berbentuk spindel dan tumbuh pada tepi explant. Pengecekan

pertumbuhan fibroblas setiap 3-4 hari dan ganti medium. Jika pertumbuhan
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fibroblas sudah merata sampai dasar dish kurang lebih 80-90% dapat dilakukan

panen (subkultur) (Kim et al., 2015; Kurniawati dkk., 2015).

4.7.4 Subkultur fibroblas keloid

Panen sel atau subkultur dilakukan dengan menyedot semua medium pada
petridesk, cuci dish dengan PBS steril, tambahkan tripsin 0,25 % dimasukkan
sebanyak 1 ml kemudian diinkubasi dalam suhu 37°C selama 3-5 menit akan
terjadi perubahan bentuk sel dari bentuk kumparan menjadi bentuk bulat.
Selanjutnya, masukkan medium lengkap sebanyak 3 ml, dan dilakukan pipetting
sampai sampai semua sel lepas dari dasar dish dan membentuk suspensi sel.
Suspensisel diisap lalu dipindahkan kedalam tabung setrifuge steril untuk
dilakukan sentrifugasi 150 G selama 10 menit, setelah itu supernatan dibuang.
Pellet dari tabung diambil dan ditambahkan 100-200 pl medium kultur fresh 4°C,
lalu campurkan 10-20 pul suspensi sel dengan jumlah yang sama 0,4% trypan
blue/PBS dalam tabung sentrifuge 50 ml. Hitung sel menggunakan hemositometer,
untuk dilakukan subkultur maka sel yang hidup harus lebih dari 90%. Setelah
dilakukan penghitungan sel, masukkan sejumlah sel yang hidup ke dalam 5 ml
medium dalam 25cm? tissue culture flask. Medium diganti setiap 3-4 hari sampai
pertumbuhan sel 60-80% untuk dapat dilakukan subkultur lagi dan digunakan

setelah splitting / passage 3 kali (Keira et al., 2014; Kurniawati dkk., 2015).

4.7.5 Ekstraksi ciplukan (Physalis angulata)
Bubuk kering (simplisia) ciplukan (Physalis angulata) diperoleh dari balai
tanaman obat Laboratorium Farmakologi FK Unibraw. Bubuk kering (simplisia) 100

gram dibungkus dengan kertas saring, kemudian dimasukkan corong ekstraksi
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dan direndam sehari semalam dengan etanol absolut. Larutan dari hasil rendaman
kemudian dikumpulkan dan diendapkan serta dimasukkan ke dalam sokhlet 250
ml, di bagian bawah sokhlet dipasang labu pelarut yang telah diisi beberapa butir
porselen sebagai isolator panas. Setelah pendingin dipasang, air dialirkan ke
pendingin tersebut melalui kran lalu water bath dinyalakan agar labu menjadi
panas. Saat etanol mendidih akan terjadi kondensasi uap etanol ke dalam
pendingin. Tetesan etanol akan memenuhi sokhlet sehingga mencapai ketinggian
tertentu kemudian destilat etanol akan turun ke dalam labu. Jika cairan dalam
sokhlet ini sudah jernih, proses ekstraksi dihentikan. Setelah dingin, destilat etanol
dimasukkan ke dalam rotary evaporator vacuum dan dilakukan penguapan hingga
pelarut etanol terpisah dari minyak ceplukan. Setelah diuapkan, minyak ciplukan
murni dipanaskan dalam oven pada suhu 70°C untuk menghilangkan sisa-sisa
pelarut etanol yang mungkin masih tertinggal di dalam minyak ciplukan (Lestari et
al., 2016; Tarannita et al., 2010). Dari ekstraksi simplisia ciplukan sebanyak 100

gr akan diperoleh hasil 5 — 7 gr pasta pekat berwarna hijau tua kehitaman.

4.7.6 Uji viabilitas dan sitotoksik dengan 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT assay)

Penguijian viabilitas fibroblas keloid terhadap ekstrak ciplukan sesuai
standar protokol MTT assay. Setelah subkultur ke 3, pada setiap sumur
dimasukkan 80 ul media yang berisi fibroblas dengan kepadatan 10.000 sel /
sumur, kemudian dimasukkan ekstrak ethanol ciplukan dengan dosis 1 pg/ml, 5
pg/ml, 10 ug/ml, 20 pg/ml dan 40 ug/ml pada masing-masing 4 sumur dan pada 4
sumur lainnya sebagai kontrol negatif. Kemudian lempeng sumur diinkubasi

selama 24 jam pada suhu 36,8° C. Setelah itu, pada setiap sumur dimasukkan 15
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pl MTT yang telah dilarutkan dalam PBS, diinkubasi kembali selama 1,5 jam dan
suhu 36,8° C. Selanjutnya media diambil dari setiap sumur, dan pada setiap sumur
ditambahkan 100 yl DMSO dan dipipet naik turun.

Setelah terjadi reduksi menjadi purple formazan oleh NADH dilakukan
pembacaan dengan spektofotometer dengan panjang gelombang 560 nm.
Kemudian dilakukan analisis data Lethal Concentration 50 (LCse) dengan
menggunakan program software EPA probit. Nilai LCse digunakan untuk
menyesuaikan dan menentukan dosis yang akan diberikan yang tidak bersifat

sitotoksik kepada sel fibroblas keloid.

4.7.7 Pemberian ekstrak ciplukan pada kultur fibroblas keloid

Untuk menentukan efek ekstrak ciplukan (Physalis angulata) pada keloid
fibroblas, sel keloid fibroblas disemaikan ke dalam 24 sumur culture dishes dan
ditanam di media yang mengandung 10-20% FBS ke dalam sel monolayer yang
hampir konfluen. Ketika sudah konfluen, monolayer diambil dengan menggunakan
tip mikropipet 200 L, dicuci dua kali dengan PBS, dan diinkubasi dengan berbagai
konsentrasi ekstrak PA dalam media FBS 1% dengan atau tanpa VEGF (20 ng /
mL) selama 24 jam (Hseu et al, 2011). Sel kontrol ditumbuhkan di DMEM/10%

FBS tanpa tambahan ekstrak ciplukan.

4.7.8 Pengukuran sitokin TGF-B1

Pengukuran sitokin TGF-B1 dilakukan yaitu dengan mengambil supernatan
kultur sebanyak 100ul diambil dan diukur dengan Human TGF-B1 ELISA sandwich
immunoassay. Pada setiap well dimasukkan 100 pl standar protein solusio dan

supernatan, tutup well dan inkubasi selama 2,5 jam pada suhu ruangan. Kemudian
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cairan dibuang dan dicuci 4 kali dengan wash solution, dicuci dengan 300 pl wash
buffer/well dengan pipet. Setelah dicuci, buang wash buffer dengan mengaspirasi,
balik plate dan keringkan. Selanjutnya biotinylated antibody 100 pl/well
ditambahkan dan diinkubasi pada suhu ruang selama 1 jam. Ulangi proses
pencucian. Kemudian steptavidin 100 pl/well ditambahkan dan diinkubasi pada
suhu ruang selama 45 menit. Cairan dibuang dan ulangi kembali proses
pencucian. Selanjutnya Reagen TMB One-Step Substrate 100 pl/well
ditambahkan dan diinkubasi pada suhu ruang selama 30 menit pada kondisi gelap.
Terakhir, ditambahkan 100 pl stop solution per well. Selanjutnya dibaca pada A
450 nm dengan ELISA reader. Pada semua kelompok dilakukan pengukuran. Data

yang didapat kemudian disajikan dalam bentuk tabel.
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4.8 Alur Penelitian

Pasien yang datang ke divisi tumor poliklinik kulit dan kelamin R334
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Subjek Penelitian

Penandatanganan inform consent  [— —1— —_— Dokumentasi

Eksisi Shave Jaringan Keloid

!

Isolasi dan Kultur Fibroblas Keloid Metode Shin Explant pada media kultur
DMEM sampai perfumbuhan sel 20-90% dan disubkultur sampai dengan
3 kali

'

Fibroblas keloid disemai ke 24 sumur culfvre dishes dan ditanam di media
yang mengandung 10%-20% FBES sampai sl monadayer kenfluen

v

Uji viabilitas dan sitotoksik WTT azsay dengan LCs, menjadi penentu
penentuan dan penyesuaian dosis perlakuan

4

Ekstrak ethanol ciplukan (FPhysalis anguiata)

} | |

Kontrol i
negatif Perskuan | Parzkuan Il Periakuan |11

Setelah inkubasi 24 jam, dari supermnatan kultur diukur kadar TGF-E1
dengan specific sandwich ELISA immunoassay

'

Analisis Data

Gambar 4.1 Alur Kerja Penelitian Pemberian Ekstrak Ethanol Ciplukan (Physalis
angulata) pada Kultur Fibroblas Keloid
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49 Analisis Data

Data yang diperoleh dari penelitian ini-adalah data yang bersifat kuantitatif
yaitu kadar TGF-B1 dari supernatan subkultur sel fibroblas keloid setelah splitting
/ passage 3 kali dan diinkubasi pada media FBS 1% selama 24 jam tanpa diberi
perlakuan dan setelah diberi perlakuan 3 macam konsentrasi perlakuan ekstrak

ciplukan (Physalis angulata).

Data kuantitatif diolah kemudian dilakukan uji normalitas Shapiro Wilk.
Apabila data terdistribusi normal akan dilanjutkan dengan one way ANOVA untuk
menganalisa perbedaan diantara keempat grup. Apabila distribusi data tidak
normal menggunakan uji Kruskal-Wallis. Dalam penelitian ini, besar kepercayaan

yang akan dipakai adalah 0,95 untuk tingkat signifikansi (a) = 0,05.
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HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA
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5.1 Hasil Penelitian
Kultur fibroblas keloid pada penelitian ini didiapatkan dari lesi keloid
seorang laki-laki berusia 23 tahun. Jaringan keloid yang diambil berasal dari area

di lengan kanan atas. Keloid yang muncul terjadi secara spontan.

Gambar 5.1. Lesi Keloid. Lesi keloid pada area lengan kanan atas

5.1.1 Kultur fibroblas keloid

Kultur fibroblas keloid dilakukan dengan metode skin explant. Subkultur
dilakukan saat fibroblas sudah merata sampai dasar dish lebih kurang 80%.
Subkultur dilakukan sebanyak 3 kali dimana dari hasil kultur didapatkan sel dengan

morfologi spindel, aderen dan tumbuh dari tepi explant.
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Gambar 5.2. Morfologi Fibroblas Keloid In Vitro. A-B. Fibroblas keloid in vitro pada
subkultur kedua. C-D. Fibroblas keloid in vitro pada subkultur ketiga.

5.1.2 Pengaruh ekstrak ethanol ciplukan (Physalis angulata) terhadap
keloid fibroblas in vitro dengan uji viabilitas dan sitotoksik dengan 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenyltetrazolium ~ bromide  (MTT)
assay
Penguijian  viabilitas fibroblas keloid terhadap ekstrak ciplukan sesuai

standar protokol untuk MTT assay. Pada setiap sumur dimasukkan 80 ul media

yang berisi sel dengan kepadatan 10.000 sel / sumur, kemudian dimasukkan

ekstrak ethanol ciplukan dengan dosis 1 ug/ml, 5 ug/ml, 10 pg/ml, 20 ug/ml dan 40

pg/ml pada masing-masing 4 sumur dan pada 4 sumur lainnya sebagai kontrol

negatif. Kemudian lempeng sumur diinkubasi selama 24 jam pada suhu 36,8° C.
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Setelah itu, pada setiap sumur dimasukkan 20 yl MTT yang telah dilarutkan dalam
PBS, diinkubasi kembali selama 1,5 jam dan suhu 36,8° C. Selanjutnya media
diambil dari setiap sumur, dan pada setiap sumur ditambahkan 200 yl DMSO dan

dipipet naik turun.

Gambar 5.3. Uji Viabilitas dan Sitotoksik MTT Assay

Reduksi menjadi purple formazan oleh NADH menunjukkan determinasi
fungsi mitokondria dan pembacaan pada spektofotometer dengan panjang
gelombang 450 nm menunjukkan jumlah sel yang viabel yaitu pada kontrol negatif
dan dosis ekstrak ethanol ciplukan 1 pg/ml. Hasil MTT assay didapatkan hasil
LC50 yaitu LCso = 3,541ug/ml sehingga ditentukan dosis perlakuan ekstrak ethanol

ciplukan pada penelitian ini menjadi 0,25 pg/ml, 0,5 pg/ml dan 1 pg/mil.

5.1.3 Efek ekstrak ethanol ciplukan (Physalis angulata) pada kadar TGF-B1
dari supernatan kultur fibroblas keloid dengan metode ELISA
Sandwich
Inkubasi masing-masing dosis ekstrak ethanol ciplukan dan kontrol negatif

pada 3 sumur kultur keloid fibroblas selama 24 jam pada inkubator dengan suhu

36,8°C. Pengukuran kadar TGF-B1 pada supernatan kultur fibroblas keloid setelah

24 jam inkubasi dimana pada masing-masing sumur diambil 2 sampel supernatan
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untuk diukur kadar TGF-B1. Selanjutnya diperoleh 6 hasil TGF-B1 untuk setiap

dosis ekstrak ethanol ciplukan.

Gambar 5.4. Supernatan Kultur Fibroblas Keloid yang Akan Diukur Kadar TGF-B1
dengan ELISA Sandwich

Pengukuran kadar Transforming Growth Factor- 8 1 (TGF-B1) pada sel
kultur fibroblas keloid pada kelompok kontrol dan perlakuan dengan metode ELISA
Sandwich dilakukan berdasarkan optical density (absorben) dan dengan
menggunakan Cuve Expert 1.4 sehingga dapat menentukan kadar konsentrasi

TGF-B1. Tabel hasil pengukuran optical density (absorben) dan kadar konsentrasi

TGF-B1 yang dihasilkan setiap sumur adalah sebagai berikut.
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Optical Konsentrasi
Sampel )
Density (ng/l)
0,334 122,856
0,333 122,174
0,338 125,589
Kontrol
0,339 126,273
0,343 129,008
0,330 120,126
0,327 118,079
0,351 134,486
) 0,333 122,174
Dosis 0,25 pg/ml
0,391 162,012
0,435 192,558
0,409 174,474
0,336 124,223
0,375 150,974
g 0,355 137,229
Dosis 0,5 pg/ml
0,314 109,226
0,332 121,491
0,353 135,857
0,337 124,906
0,384 157,179
. 0,347 131,746
Dosis 1 ug/mi
0,425 185,591
0,395 164,777
0,396 165,469

5.2  Analisis Data

Data yang diperoleh merupakan data kuantitatif yang kemudian diolah dan
dilakukan uji normalitas Shapiro Wilk. Apabila data terdistribusi normal akan
dilanjutkan dengan one way ANOVA untuk menganalisa perbedaan diantara

keempat grup. Apabila distribusi data tidak normal menggunakan uji Kruskal-

BRAWIJAYA
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Wallis. Homogenitas ragam data diuji dengan Uji Levene. Besar kepercayaan yang

akan dipakai adalah 0,95 untuk tingkat signifikansi (a) = 0,05.

5.2.1 Ujinormalitas data

Uji normalitas data dilakukan dengan uji Shapiro Wilk, dimana apabila nilai
signifikasi >0,05 maka sebaran data normal. Data kadar TGF-1 mempunyai nilai
signifikansi 0,006 (<0,05), dan disimpulkan sebaran data tidak normal sehingga
dilakukan uji beda dengan menggunakan uji Kruskal-Wallis. Hasil uji normalitas
disajikan pada Tabel 5.2.

Tabel 5.2. Hasil Uji Normalitas Data Kadar TGF-B1

Variabel Shapiro Wilk Nilai p
Kadar TGF-B1 (ng/ml) 0,875 0,006*
*p<0,05: data tidak berdistribusi normal berdasar uji Shapiro Wilk

5.2.2 Uji homogenitas ragam

Uji homogenitas dilakukan dengan uji Levene dimana apabila nilai
signifikansi >0,05 maka ragam data antara kelompok homogen. Data kadar TGF-
B1 mempunyai nilai signifikansi 0,002 (<0,05), dan disimpulkan bahwa data antar
kelompok tidak memiliki ragam yang homogen. Hasil uji homogenitas ragam
disajikan pada Tabel 5.3.

Tabel 5.3. Hasil Uji Homogenitas Ragam Data Kadar TGF-1

Levene Statistics Nilai p
7,167 0,002*

*p<0,05: data tidak memiliki ragam yang homogen berdasar uji Levene

5.2.3 Nilai rerata dan median
Rerata kadar TGF-B1 dari sampel kelompok fibroblas kontrol (tanpa

perlakuan) adalah 124,34+3,22 ng/ml dengan median 124,22+3,76 ng/ml,
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sedangkan rerata kadar TGF-1 dari sampel kelompok fibroblas dengan tambahan
ekstrak ciplukan (Physalis angulata) dosis 0,25 pg/ml adalah 150,63+30,29 ng/ml
dengan median 148,25+46,11 ng/ml, rerata dosis 0,5 pug/ml adalah 129,83+14,59
ng/ml dengan median 130,04+14,71 ng/ml, dan rerata dosis 1 pg/ml adalah
154,94+22,77 ng/ml dengan median 160,98+27,19 ng/ml.

Beda rerata kadar TGF-B1 dari masing-masing dosis ekstrak ethanol

ciplukan disajikan pada Grafik 5.1.

Grafik 5.1. Beda Rerata Kadar Tgf-B1 dari Beberapa Dosis
Ekstrak Ethanol Ciplukan

200.00 -
180.00 -
160.00 -
140.00 -
120.00 - I
100.00 -

TGF-B1 (ng/L)

80.00 -
60.00 -
40.00 -

20.00 -
124.34 150.63

0.00

Kontrol Dosis 0,25 pg/ml Dosis 0,50 pg/ml  Dosis 1 pug/ml
Dosis Ekstrak Ciplukan

5.2.4 Uji Kruskal-Wallis

Hasil uji normalitas data tidak memenuhi asumsi normalitas, terdapat 4
kelompok dan variabel bebas pada penelitian ini bersifat tidak berpasangan
sehingga uji hipotesis komparatif yang digunakan adalah uji non parametrik

Kruskal-Wallis.
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Berdasarkan uji Kruskal-Wallis didapatkan bahwa rerata kadar kadar TGF-
B1 antar 4 kelompok tidak berbeda bermakna secara statistik, ditunjukkan dengan

nilai signifikansi 0,100 > 0,05. Hasil uji Kruskal Wallis disajikan pada Tabel 5.4.
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Tabel 5.4. Hasil Uji Kruskal Wallis Kadar TGF-B1 Berdasarkan Kelompok Perlakuan

Kadar TGF-B1 (ng/ml)

Sampel Nilai p
Rerata + SD Median *IQR
Kontrol 124,34 13,22 124,22 +3,76
Dosis 0,25 pg/ml 150,63 +30,29 148,25 146,11 0.100*
Dosis 0,50 pg/ml 129,83 +14,59 130,04 +14,71
Dosis 1 pg/mi 154,94 122,77 160,98 +27,19

*p>0,05: data tidak bermakna secara statistik berdasar uji Kruskal-Wallis

BRAWIJAYA
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BAB 6

PEMBAHASAN

Upaya pemahaman mengenai patofisiologi yang tepat dan abnormalitas
molekular = pada ' keloid yang merupakan = produk akhir ' penyimpangan
penyembuhan luka telah banyak dilakukan, namun sampai dengan sekarang
patogenesisnya pasti masih belum dapat ditentukan (Mari, 2016; Shaheen, 2017).
Patogenesis keloid dapat terjadi karena durasi inflamasi yang lebih lama dan
peningkatan produksi beberapa faktor seperti TGF-B1 yang menyebabkan
peningkatan proliferasi fibroblas dan sintesis kolagen (Kurniawati et al., 2016).
Kerumitan tambahan dari jalur pensinyalan TGF-B1 adalah kemampuan untuk
bersinggungan atau berhubungan dengan kaskade pensinyalan lainnya (Javelaud
dan Mauviel, 2005). Penelitian ini dilakukan untuk membuktikan efek antiproliferasi
dari berbagai dosis ekstrak ethanol ciplukan (Physalis angulata) terhadap fibroblas
keloid in vitro dengan pengukuran kadar TGF-B1 dengan metode ELISA Sandwich

dimana sebelumnya belum pernah dilakukan penelitian yang serupa.

6.1 Inflamasi Kronis dan Peranan Nitrit Oksida Pada Keloid

Lapisan retikular pada keloid dan skar hipertrofik mengandung sel
inflamasi, peningkatan jumlah fibroblas, neovaskularisasi, dan deposit kolagen.
Berbagai faktor lokal meningkatkan dan atau memperpanjang inflamasi pada
dermis retikular selama penyembuhan luka, dipengaruhi kekuatan mekanik lokal
dan faktor lain (Ogawa, 2017). Gen proinflamasi pada pasien keloid sensitif
terhadap trauma, yaitu lebih siap diregulasi karena cedera pada dermis dan lebih

cenderung mempertahankan peningkatan regulasi tersebut (Dong et al., 2013).
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Peningkatan faktor proinflamasi pada keloid juga menunjukkan, alih-alih menjadi
tumor kulit, keloid adalah gangguan inflamasi kulit, khususnya pada dermis
retikular (Ogawa, 2017).

Nitrit oksida (NO) berperan penting dalam tahap inflamasi penyembuhan
luka. NO eksogen meningkatkan ekspresi kolagen dan meningkatkan level seluler
cGMP- dimana jalur NO / Cgmp secara positif mempengaruhi perkembangan
pembentukan keloid melalui ekspresi TGF-B1 dalam fibroblas keloid. Peningkatan
kadar cGMP menginduksi produksi TGF-B1 autokrin pada fibroblas keloid (Hsu et
al., 2007). Paparan NO eksogen pada fibroblas keloid menunjukkan sintesis
kolagen diaktivasi oleh NO dan peningkatan ekspresi kolagen tipe | tergantung
dosis pada fibroblas keloid. Ekspresi iNOS dan produksi NO juga meningkat pada

jaringan keloid (Hsu et al., 2006).

6.2 TGF-B1 Sebagai Sitokin Pleiotropik dan Signalling Pathway Pada

Keloid

Transforming growth factor (TGF-$1) melalui reseptor serin / treonin kinase
merupakan sitokin pleiotropik yang mengatur berbagai proses seluler seperti
pertumbuhan, migrasi, adhesi sel, dan respons imun dimana TGF-$1 termasuk
jalur pensinyalan yang mendasari progresivitas keloid beserta mitogen-activated
protein kinase (MAPK), insulin-like growth factor-l (IGF-I), dan integrin (Shi dan
Massagué, 2003; Javelaud dan Mauviel, 2005; Yan et al., 2009).

Mekanisme TGF-B1/Smad dikelompokkan menjadi tiga jalur pensinyalan
yang berbeda namun saling terkait yaitu jalur pensinyalan non-Smad yang secara
langsung memodifikasi fungsi Smad, protein non-Smad yang fungsinya secara

langsung dimodulasi oleh Smad dan yang mentransmisikan sinyal ke jalur lain;
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dan protein non-Smad yang secara langsung berinteraksi dengan atau menjadi
terfosforilasi oleh reseptor TGF-B1 dan tidak serta merta mempengaruhi fungsi
Smads (Moustakas dan Heldin, 2005). Werner et al., (2000) melaporkan bahwa
Smad3 adalah efektor penting yang bertanggung jawab atas penghambatan
aktivasi gen makrofag termasuk iNOS oleh TGF-B1, dan persaingan untuk
koaktivator  esensial seperti p300 mungkin merupakan penentu penting dalam
mengatur tingkat aktivasi makrofag dan penghambatan oleh TGF-1. TGF-B1 juga
dapat mengaktifkan pensinyalan MAPK melalui PI3K, PP2A, Par6, Rho GTPases
independen dari pensinyalan Smad, serta Smad7 dapat bertindak sebagai protein
perancah. Plastisitas pensinyalan TGF-f1 ini memungkinkan pensinyalan dengan

pengaruh pleiotropik (Yan et al., 2009).

6.3 Morfologi Fibroblas Keloid

Penelitian Kim et al., (2015) menunjukkan morfologi fibroblas pada kultur
fibroblas keloid berupa bentukan spindel dan berukuran besar, menempati lebih
banyak ruang dan membentuk matriks ekstraselular yang melimpah. Fibroblas
keloid yang digunakan pada penelitian ini berasal dari jaringan keloid dari 1 orang
pasien keloid dan kemudian dilakukan eksisi shave. Sampel selanjutnya diproses
di media sementara dan diinkubasi di -media komplit, setelah beberapa hari
didapatkan pertumbuhan sel dengan karakter spindel, aderen dan tumbuh dari tepi

yang diidentifikasi sebagai fibroblas.
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Agen fisik seperti ekstrak ciplukan (Physalis angulata) dapat menyebabkan
toksisitas pada sel dengan mekanisme destruksi membran sel, ikatan ireversibel
dengan  reseptor, = mencegah sintesis protein, ~menghambat elongasi
polideoksinucleotida dan reaksi enzimatik (Riss, 2017).

Pada penelitian ini MTT assay menggunakan kelipatan 2 dari dosis
terendah penelitian terdahulu yaitu 5 yg/ml, 10 pyg/ml dan 15 pg/ml dan dosis
dibawahnya sehingga dosis perlakuan pada MTT assay adalah 1 ug/ml, 5 pg/ml,
10 pg/ml, 20 pg/ml dan 40 pg/ml. Kemudian berdasarkan hasil MTT assay
didapatkan hanya grup kontrol dan dosis 1 pug/ml yang menunjukkan sel yang
viabel. Berdasarkan hasil LCsyp sebesar 3.541ug/ml sehingga dilakukan
penyesuaian dosis perlakuan ekstrak ethanol ciplukan pada penelitian ini menjadi
0.25 pg/ml, 0.5 pg/ml dan 1 pg/ml.

Pada suatu uji toksisitas oleh Sari (2010) serial dosis yang digunakan dapat
merupakan kelipatan tetap dari dosis terendah dosis penelitian terdahulunya.
Sehingga peneliti menggunakan kelipatan dosis 2 kali dari dosis terendah
penelitian terdahulu dan ditambahkan dosis dibawahnya menjadi 1 pg/ml, 5 ug/ml,
10 pg/ml, 20 ug/ml dan 40 ug/ml. Dari uji sitotoksisitas dapat diperoleh LCso yang
merupakan parameter ketoksikan sehingga dapat diketahui kisaran kadar yang
berefek toksik terhadap suatu sel yang memerlukan pengurangan dosis dimana
dosis yang diujikan dibawah kadar LCso agar sel dapat diamati pertumbuhan dan

morfologinya karena sel tidak terlalu banyak yang mati (Zhang et al., 2007; Rahma
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dona et al., 2014). Oleh karena itu pada penyesuaian dosis peneliti menggunakan

dosis viabel yang sudah diuji dan dibagi 2 yaitu 0.25 pg/ml, 0.5 pyg/ml dan 1 ug/ml.

6.5 Bioaktivitas, Senyawa Aktif Sekunder dan Ekstraksi Ciplukan

(Physalis angulata)

Ekstrak atau infus dari ciplukan (Physalis angulata) telah digunakan untuk
pengobatan berbagai kondisi patologis antara lain antiinflamasi dan imunomulator,
sitotoksik, menghambat aktivitas makrofag, antifibrosis, dan lain lain (Sutrisnha,
2012; Soares et al., 2003). Beberapa senyawa aktif dari ciplukan telah diisolasi
dimana didapatkan sekelompok secosteroid dan pseudosteroid, yang dikenal
sebagai - physalins, withanolide, dan withagulatin serta senyawa dengan
kemampuan antioksidan yang tinggi terutama phenol, asam gallik, flavonoid, asam
phenol dan quercitrin (Puente et al., 2011, Medina-Medrano et al., 2015).

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak seluruh bagian
tanaman ciplukan, sehingga digunakan pelarut ethanol yang bersifat polar pada
proses ekstraksi. Agar mendapatkan senyawa aktif sekunder campuran seperti
flavonoid, physalin dan withagulin dari seluruh bagian tanaman ciplukan dilakukan
proses ekstraksi maserasi dengan menggunakan pelarut ethanol 96%. Meskipun
menggunakan ethanol, efek antiproliferasi, antiinflamasi dan imunomodulator
ekstrak ciplukan terhadap fibroblas keloid bukan disebabkan pelarut, karena dalam
proses pembuatannya ethanol telah dievaporasi pada suhu 80°C sedangkan titik
didih ethanol adalah 78°C. Melalui metode tersebut dapat diasumsikan bahwa
seluruh pelarut ethanol sudah menguap. Hasil ekstrak yang didapatkan dari proses

ekstraksi dan evaporasi berupa pasta pekat berwarna hijau tua kehitaman.
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Metode ekstraksi yang berbeda banyak digunakan untuk mendapatkan
ekstrak kasar dari bahan tanaman. Namun, tidak ada protokol ekstraksi universal
karena setiap tanaman atau metabolit memerlukan kondisi ekstraksi spesifik untuk
pemulihan senyawa yang optimal, terutama yang bertanggung jawab untuk
aktivitas  biologis.  Efek dari = proses ekstraksi sangat penting untuk
mempertahankan dan bahkan meningkatkan efek fisiologis (Cardona et al., 2017).
Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi biomolekul dari tanaman dipilih
berdasarkan polaritas zat terlarut. Suatu pelarut dengan polaritas yang mirip
dengan zat terlarut akan dengan baik melarutkan zat terlarut (Altemimi et al.,
2017). Ciplukan (Physalis angulata) mempunyai sejumlah gugus hidroksil yang tak
tersulih, atau suatu gula, dan flavonoid merupakan senyawa polar yang umumnya
larut dalam pelarut polar seperti etanol, metanol, butanol, aseton, dimetil-
sulfoksida, dimetilformamida, serta air (Markham, 1988). Penelitian oleh Cardona
et al., (2017) menunjukkan polaritas ethanol 70% adalah yang paling mirip dengan
senyawa aktif fenol yang terkandung pada calyx dari ciplukan. Senyawa aktif
withagulin yang diekstraksi dengan ethanol 70% menunjukkan kemampuan anti
proliferatif terhadap fibrosis liver (Liu et al., 2010).

Suatu tanaman menghasilkan beragam senyawa aktif sekunder dengan
sifat biologis dan farmakologis serta spektrum bioaktivitas yang luas dimana
bioaktivitasnya dapat disebabkan oleh bagian tanaman mengandung senyawa-
senyawa aktif sekunder dan interaksi sinergisnya. Senyawa aktif sekunder dapat
bekerja pada target utama sel atau pada beberapa target molekul, dimana
mekanisme utamanya diperankan oleh senyawa utama (Wink, 2015) Kandungan

senyawa fitokimia pada tanaman tergantung pada pelarut ekstraksi, waktu panen,
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tempat tumbuh, bagian tanaman dan proses pengeringannya (Iswahyudi dkk.,
2015).

Studi oleh Iswahyudi dkk., (2015) menunjukkan bahwa sampel
pengeringan ciplukan - memiliki kandungan alkaloid, fenol, flavonoid, saponin,
steroid/terpenoid dan tanin. Withangulin sebagai bagaian dari withanolide
merupakan grup  steroid yang diisolasi - dari ciplukan dimana pada studi
menunjukkan aktivitas anti proliferasi terhadap suatu fibrosis liver (Liu et al., 2010).
Ekstraksi metabolit sekunder memerlukan proses yang lebih kompleks yaitu
dengan teknik kromatografi antara lain dengan lapis tipis kromatografi, Gas
Chromathography-Mass Spectrometry (GC-MS) dan Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) dimana metabolit campuran yang
kompleks akan lebih mudah dipisahkan (Bertoli et al., 2011; Dewi et al., 2017).

Pada penelitian fitofarmaka dapat terjadi suatu perbedaan konsentrasi
menimbulkan efek yang berbeda. Timoteo et al., (2019) menunjukkan efek
nanopartikel perak (AgNPs) pada kultur in vitro P.peruviana, pada konsentrasi
rendah dapat meningkatkan biomassa benih sedangkan pada konsentrasi yang
lebih tinggi menyebabkan pengurangan ukuran benih dan sistem akar. Studi Shu
et al., (2015) menunjukkan bahwa fraksi EtOH 50% dari fraksinasi resin makropor
AB-8 dari ekstrak EtOH 70% dari P. Alkekengi (50-EFP) dimana physalin dan
flavonoid mungkin memiliki aktivitas antibakteri dan / atau anti-inflamasi baik pada
in vivo dan in vitro.

Eukariota serine/threonine-specific protein kinases dihambat oleh berbagai
metabolit sekunder bioaktif yang dihasilkan dari tanaman termasuk flavonoid
seperti quercetin dan genistein, kumarin, xanthones, antrakuinon, tanin,

triterpenoid asam, alkaloida isoquinoline, dan stilbene piceatannol turunan
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senyawa fenolik (Akiyama et al., 1987; Geahlen and McLaughin, 1989; Wang et
al., 1997). Penelitian Wang et al., (1997) menunjukkan minimnya atau tidak
adanya kandungan fenol menurunkan kemampuan inhibisi ' dimana
kemampuannya tergantung sifat alami, jumlah dan disposisi dari hidroksi fenol.
Senyawa aktif yang terkandung di dalam ciplukan antara lain flavonoid dan fenol
yang menginhibisi serine/threonine-spesific protein kinases sehingga tidak ada
ikatan dengan reseptor dan kadar TGF-$1 intrasel lebih rendah daripada yang

diekstrasel ataupun dimedia.

6.6 Rerata dan Median Kadar TGF-B1 Fibroblas Keloid

Rerata kadar TGF-B1 dari sampel kelompok fibroblas kontrol (tanpa
perlakuan) adalah 124,34+3,22 ng/ml dengan median 124,22+3,76 ng/ml,
sedangkan rerata kadar TGF-B1 dari sampel kelompok fibroblas dengan tambahan
ekstrak ciplukan (Physalis angulata) dosis 0,25 ug/ml adalah 150,63+30,29 ng/ml
dengan median 148,25+46,11 ng/ml, rerata dosis 0,5 pug/ml adalah 129,83+14,59
ng/ml dengan median 130,04+14,71 ng/ml, dan rerata dosis 1 pg/ml adalah
154,94+22,77 ng/ml dengan median 160,98+27,19 ng/ml.

Didapatkan data rerata yang tidak linier walaupun semua rerata dari
kelompok perlakuan semuanya berada di atas kontrol. Hal tersebut diperkirakan
dari respon ekspresi TGF-f1 yang distimulasi oleh ciplukan sesuai dosis yang
diberikan, walaupun dosis dan ekspresi tidak teratur. Studi oleh Lutz., (1990)
menunjukkan beberapa hal diperkirakan mempengaruhi hubungan dosis dengan
efek suatu terapi pada karsinogenesis dapat dipengaruhi dosis, tingkat
penambahan DNA, induksi perubahan genetik, dan insiden. Pada populasi yang

homogen, non linieritas dapat disebabkan fenomena induksi atau saturasi aktivitas
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enzimatik terutama pada dosis yang lebih tinggi dan sifat karsinogenesis. Selain
itu kurva yang sangat non linier yang terlihat pada penelitian pada hewan dapat
disebabkan oleh heterogenitas populasi, jika sensitivitas individu terhadap pajanan
karsinogen diatur oleh sejumlah besar faktor genetik dan gaya hidup.

Berdasarkan uji komparasi, dapat diketahui bahwa kadar TGF-1 berbagai
dosis menunjukkan nilai signifikansi sebesar 0,100 (p>0,005) sehingga kadar
TGF-B1 tidak menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna. Pada penelitian
ini dosis yang diperkirakan dapat memberikan efek anti proliferasi terhadap
fibroblas melalui penurunan kadar TGF-B1 ternyata meningkatkan kadar sitokin
tersebut, dimana diperkirakan pada konsentrasi 0,25 pg/ml, 0,5 ug/ml dan 1 pg/ml
terjadi efek imunomodulator dan antiinflamasi yang ditandai dengan peningkatan
kadar TGF-B1. Dosis yang digunakan berdasarkan penelitian sebelumnya yaitu
kemampuan antiproliferasi ciplukan (Physalis angulata) terhadap fibrosis liver dan
hasil uji viabilitas dan sitotoksisitas dengan MTT assay.

Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian Bastos et al., (2008) yaitu
ekstrak aquos lipofilik akar ciplukan (Physalis angulata) meningkatkan kadar TGF-
B1 dimana hasil tersebut menunjukkan efek anti inflamasi dan imunomodulator
dengan mempengaruhi produksi dari PGE2 dan meningkatkan kadar TGF-B1 yang
akan menghambat INOS dan mereduksi kadar nitrit yang diproduksi dari makrofag
yang teraktivasi. Penelitian Vodovotz et al., (1993) pada makrofag peritoneal tikus
yang teraktivasi dan diberikan terapi dengan TGF-B1 didapatkan penurunan
stabilitas dan translasi INOS mRNA serta degradasi protein iINOS. Matsuno et al.,
(2001) juga menunjukkan bahwa TGF-B1 mensupresi produksi NO dengan up
stream transkripsi mMRNA INOS. Sehingga disimpulkan kemampuan

imunomodulator dari TGF-B1 dengan mensupresi produksi NO oleh makrofag.
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6.7 Asumsi dan Keterbatasan Pada Penelitian

Hasil dari berbagai penelitian tersebut dapat mendukung adanya asumsi
bahwa ekstrak ethanol ciplukan (Physalis angulata) memberikan efek antiinflamasi
dan imunomodulator terhadap fibroblas keloid. Perbedaan konsentrasi pada
penelitian fitofarmaka juga dapat menimbulkan efek yang berbeda. Selain itu
ekstrak ethanol ciplukan juga menghambat ikatan reseptor TGF-1 sehingga TGF-
B1 tidak dapat masuk ke intrasel. Kemudian patogenesis keloid melibatkan banyak
jalur pensinyalan yang dapat bersinggungan atau overlapping satu dengan
lainnya.

Pada penelitian ini terdapat beberapa keterbatasan antara lain jumlah
dosis pada kelompok perlakuan hanya 3 dosis dan pada uji sitotoksik dan viabilitas
yang digunakan hanya 5 dosis. Selain itu kadar TGF-B1 yang diukur tidak bisa
dibedakan apakah bebas atau terikat di reseptor atau merupakan TGF-1 aktif
atau inaktif. Serta pemeriksaan ELISA sandwich yang dilakukan diperkirakan
hanya dapat mengukur kadar TGF-B1 yang disekresikan di media kultur bukan

intrasel.
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7.1 Kesimpulan
Hasil penelitian eksperimental laboratorik yang dilakukan terhadap kultur

fibroblas keloid in vitro adalah sebagai berikut:

1. Pada penelitian ini didapatkan rerata kadar TGF-B1 dari sampel kelompok
fibroblas kontrol 124,34+3,22 ng/ml sedangkan rerata kadar TGF-B1 dari
sampel kelompok fibroblas dengan tambahan ekstrak ethanol cipukan
(Physalis angulata) dosis 0,25 pg/ml yaitu 150,63+30.29 ng/ml, rerata dosis 0,5
pg/ml yaitu 129,83+14,59 ng/ml dan rerata dosis 1 pg/ml yaitu 154,94+22,77
ng/ml.

2. Tidak terdapat perbedaan bermakna pada rerata kadar kadar TGF-1 antar 4
kelompok ditunjukkan dengan nilai p = 0,100

Pada hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa kadar TGF-B1 pada
kelompok yang mendapat ekstrak ethanol ciplukan (Physalis angulata) pada kultur
fibroblas keloid in vitro lebih tinggi dibandingkan kontrol meskipun tidak didapatkan

perbedaan bermakna secara statistik (nilai p = 0,100).

7.2 Saran
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut efek ekstrak ethanol ciplukan (Physalis

angulata) terhadap fibroblas keloid dengan rentang dosis yang lebih sempit.

IVERSITA

BRAWIJAYA

70




-
o
<

A
—
—
jE—
o

G
L= ]
o
o T
[« B
j=—

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan senyawa aktif ciplukan (Physalis

angulata) yang lebih dominan dan spesifik yaitu withangulin agar mendapatkan
efek antiproliferasi terhadap fibroblas keloid.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efek antiproliferasi,
antiinflamasi dan imunomodulator dari ekstrak ethanol ciplukan (Physalis
angulata) terhadap fibroblas keloid yang dinilai dari kadar TGF-B1 intraselular.
Perlu dilakukan pengembangan penelitian efek ekstrak ethanol ciplukan
(Physalis angulata) terhadap fibroblas keloid pada ekspresi protein efektor
TGF-B1 jalur intraselular seperti protein Smad, PAI-I, TIMP, prokolagen, COL1

dan lain-lain.
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Lampiran 1
PEMILIHAN PASIEN KELOID

Nomor RM :

Nama : Bapak/lIbu/Saudara/Saudari
Pekerjaan :

Alamat

Nomor Telepon

Umur

Jenis Kelamin

Tanggal Periksa

1. Apakah berusia lebih dari 17 tahun dan kurang dari 32 Ya/
Tidak
2. Diagnosis Keloid (Anamnesis dan Pemeriksaan Fisik) Ya/
Tidak
3. HIV (konfirmasi rapid test) Ya/
Tidak
4. Hepatitis B (konfirmasi HbsAQ) Ya/
Tidak
5. Hepatitis C (konfirmasi HCV) Ya/
Tidak
6. Menggunakan terapi keloid berupa injeksi steroid atau Ya/
topical steroid selama 1 tahun terakhir Tidak
7. Penyakit kulit lainnya: scleroderma sistemik, morphea, Ya/
nephrogenic fibrosing dermatopathy, eosinophilic fasciitis, Tidak
scleromyxedema
8. Mengalami gangguan faal hemostasis (konfirmasi faal | Ya/ Tidak
hemostasis)
9. Riwayat alergi obat bius local (pehacain injeksi) Ya/ Tidak

Bila Ada Satu Jawaban Ya, Pasien Tidak Bisa Diikutkan Dalam Penelitian Ini
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Lampiran 2

PENJELASAN DAN INFORMASI PENELITIAN

(Information for Informed Consent)

Saya, dr. Nurul Hidayah akan melakukan penelitian untuk mengetahui kadar
TGF-B1 pada sel kultur fibroblas keloid yang diberikan ekstrak ethanol ciplukan,
maka saya akan jelaskan sebagai berikut :

Keloid adalah pertumbuhan jaringan fibrotik yang berlebihan dan jinak
yang membentang di luar batas defek asli, tidak regresi spontan dan dapat
merupakan jaringan parut hasil penyembuhan luka yang tidak teratur.
Manfaat subyek dari keikutsertaan dalam penelitian ini adalah akan diterapi
keloidnya yaitu dengan bedah eksisi jaringan keloid dan diteruskan dengan
terapi injeksi intralesi pada sisa jaringan sampai dengan tipis dan rata
dengan jaringan kulit sekitar. Jaringan keloid yang diambil akan diproses
dan dikultur, kultur sel fibroblas keloid akan diberikan ekstrak ethanol
ciplukan kemudian diukur kadar sitokin TGF-B1. Sehingga dapat diketahui
pengaruh ekstrak ciplukan terhadap keloid dan menjadi salah satu
pengobatan keloid yang tidak invasif; biaya pemeriksaan tidak dibebankan
pada subyek penelitian; hasil penelitian akan disampaikan kepada pasien.
Bapak/Ibu/Saudara/Saudari telah memenuhi kriteria yang telah ditentukan
dan dapat ikut serta dalam penelitian ini tanpa dikenakan biaya tambahan
apapun yang berkaitan dengan pelaksanaan penelitian.

Pada penelitian ini akan dilakukan pemeriksaan pada Kkulit, pengisian
kuesioner, pemeriksaan darah dan bedah eksisi jaringan keloid.
Pemeriksaan pada kulit dan pengisian kuesioner dilakukan dengan cara
pemeriksaan kulit secara langsung dengan dilihat dengan mata, kemudian
wawancara. Kemudian akan dilakukan bedah eksisi pada jaringan keloid
setelah dilakukan KIE, inform consent, assessment pra-operasi termasuk
riwayat alergi terhadap obat bius dan gangguan perdarahan. Prosedur
operasi dilakukan dengan tahap desinfeksi area operasi kemudian
meletakkan duk lubang yang steril. Dilakukan injeksi anestesi lokal
pehacain, selanjutnya dilakukan eksisi shave pada daerah dasar lesi keloid
dengan menggunakan pisau ukuran 15 dari satu tepi yang satu ke tepi

yang lain sebisa mungkin tidak melukai area kulit yang sehat sampai
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1

10.

semua jaringan fibrous terangkat. Kemudian luka eksisi diberikan salep
gentamicin selanjutnya luka di tutup dengan dressing beberapa lapis
kassa. Jaringan keloid yang dari hasil eksisi langsung dimasukan kedalam
tabung sentrifuge 50 ml yang telah di isi fosfat-buffered saline (PBS) dan
dikirim ke laboratorium Biomed FK UB.

Pada pasien diberikan cefadroxil tab 2x500mg dan asam mefenamat tablet
3x500mg  serta salep gentamicin 2xsehari selama 1 minggu. Pasien
selanjutnya akan dilakukan injeksi kortikosteroid intralesi secara rutin
setelah 7 hari setiap 1-2 minggu sekali dan silicone sheet sampai dengan
sisa jaringan keloid tipis dan hampir rata dengan jaringan kulit sekitarnya.
Efek samping bedah eksisi jaringan keloid kemungkinan menyebabkan
rasa nyeri dan infeksi pada tempat bekas eksisi. Namun karena proses ini
dilakukan oleh tenaga yang professional (Dokter Spesialis Kulit dan
Kelamin Divisi Tumor) serta dilakukan secara steril sehingga kemungkinan
terjadinya efek samping tersebut kecil, dan efek samping tersebut bersifat
sementara serta dapat disembuhkan dengan cara dikompres dan minum
obat penghilang rasa sakit serta obat antibiotik.

Walaupun jaringan sudah diangkat dan diterapi tetap akan ada
kemungkinan untuk kambuh dan tumbuh kembali. Hal ini disebabkan
banyaknya faktor yang dapat mencetuskan keloid dan kekambuhan keloid.
Semua data dan informasi yang diperoleh dalam penelitian ini bersifat
RAHASIA dan hanya dapat diketahui oleh peneliti. Hasil penelitian ini
mungkin akan dipublikasikan TANPA memaparkan identitas. Hal-hal yang
ingin - diketahui sehubungan dengan penelitian ini dapat ditanyakan
langsung kepada peneliti.

Bapak/Ibu/Saudara/Saudari dapat mengundurkan diri dari keikutsertaan
penelitian setiap saat dengan memberitahukan kepada dokter yang
merawat atau peneliti, tanpa syarat , dan tidak akan mengurangi kualitas
pelayanan terhadap Anda.

Jika setuju untuk ikut serta, maka Bapak/Ibu/Saudara/Saudari dimohon
untuk menandatangani lembar persetujuan mengikuti penelitian dan
lembar persetujuan tindakan khusus yang telah dipersiapkan untuk

penelitian ini.
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11. Sebagai tanda terimakasih karena telah berpartisipasi dalam penelitian ini,
pelembab diberikan tanpa biaya untuk perawatan bekas luka dan kulit

harian.

PENELITI

dr. Nurul Hidayah
NIM. 158071400111001
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Lampiran 3
PERNYATAAN PERSETUJUAN UNTUK BERPARTISIPASI DALAM

PENELITIAN

Saya yang bertandatangan dibawah ini meyatakan bahwa :

1. Saya telah mengerti tentang apa yang tercantum dalam lembar penjelasan
diatas dan telah dijelaskan oleh peneliti

2. Dengan ini saya menyatakan bahwa secara sukarela bersedia untuk ikut
serta menjadi subyek penelitian yang berjudul EFEK EKSTRAK
ETHANOL CIPLUKAN (Physalis angulata) TERHADAP KADAR TGF-B1

PADA KULTUR FIBROBLAS KELOID IN VITRO

Malang, .......ccccccoeiiieinn. , 2019
Peneliti Yang membuat peryataan
dr. Nurul Hidayah (eeerrrrieeneeeen LA Univers )
NIM 158071400111001
Saksi | Saksi ll

sIs ins Sravhays o ) PEpins egwiaye DanpieG )
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Lampiran 4

PERNYATAAN PERSETUJUAN TINDAKAN MEDIS

Saya yang bertandatangan dibawah ini meyatakan bahwa :

1. Saya telah mengerti tentang apa yang tercantum dalam lembar penjelasan
dan memberikan PERSETUJUAN untuk dilakukan tindakan medis berupa
pengambilan darah dan pengambilan jaringan keloid dengan bedah eksisi
shave dengan prosedur pembedahan secara steril dengan didahului
anestesi lokal.

2. Yang tujuan, sifat dan perlunya tindakan medis tersebut diatas serta resiko
yang ditimbulkan cukup dijelaskan oleh dokter dan saya mengerti
sepenuhnya, serta tidak akan melakukan tuntutan apapun berkaitan

dengan penelitian ini

Malang, ..................... , 2019
Peneliti Yang membuat peryataan
dr. Nurul Hidayah (Il AT )
NIM 158071400111001
Saksi | Saksi Il
(iversitas Brawijaya... Ll ) érsitas.Brawijaya...Universit: )
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Lampiran 5

SURAT KETERANGAN LAIK ETIK PENELITIAN
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Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
TGF beta (ng/L) 24 100.0% 0 0.0% 24 100.0%
Descriptives
Statistic Std. Error
TGF beta (ng/L) Mean 139.93654 4.740267

95% Confidence Interval for Lower Bound 130.13055
Mean Upper Bound 149.74253
5% Trimmed Mean 138.70181
Median 130.37700
Variance 539.283
Std. Deviation 23.222473
Minimum 109.226
Maximum 192.558
Range 83.332
Interquartile Range 38.459
Skewness .934 AT72
Kurtosis -.239 .918
Range 8.563
Interquartile Range 3.508
Skewness .032 472
Kurtosis -.859 918
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= Tests of Normality

g Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

(-5

Foer Statistic df Sig. Statistic df Sig.

TGF beta (ng/L) .213 24 .006 .875 24 .006

*, This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

Normal Q-Q Plot of TGF beta (ngiL)
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Dev from Normal

Detrended Normal Q-Q Plot of TGF beta (ngiL)
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Descriptive Statistics
N Mean Std. Deviation Minimum Maximum
TGF beta (ng/L) 24 139.93654 23.222473 109.226 192.558
Dosis 24 2.50 1.142 1 4

Kruskal-Wallis Test

Ranks
Dosis N Mean Rank
TGF beta (ng/L) Kontrol 6 8.08
0.25 ug/L 6 14.42
0.5 ug/L 6 10.17
1 ug/L 6 17.33
Total 24

96




repository

UNIVERSITAS

.ub.ac.id

Test StatisticsaP

<
<
s
:

TGF beta (ng/L)
Chi-Square 6.241
df 3
Asymp. Sig. .100
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Dosis
Hynpothesis Test Summany
Mull Hypothesis Test Sig. Deci=ian
The distribution of TGF_b_1 is th “;;';f:g‘jent' Retain the
1 same across categories of Frushal- 100 null .
Kelompok_Perlakuan. Wrallis Test hypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05,
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.aC.|

-2
= T fH ity of Vari
est of Homogeneity of Variances
e
o TGF beta (ng/L)
i . -
= Levene Statistic dfl df2 Sig.
— 7.167 3 20 002
L
-
ANOVA
TGF beta (ng/L)
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 4110.026 3 1370.009 3.304 .041
Within Groups 8293.489 20 414.674
Total 12403.514 23

Post Hoc Tests

Multiple Comparisons
Dependent Variable: TGF beta (ng/L)

LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval
() Dosis (J) Dosis (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Kontrol 0.25 ug/L -26.292833" 11.756905 .037 -50.81731 -1.76836
0.5 ug/L -5.495667 11.756905 .645 -30.02014 19.02881
1 ug/L -30.607000" 11.756905 .017 -55.13147 -6.08253
0.25 ug/L Kontrol 26.292833" 11.756905 .037 1.76836 50.81731
0.5 ug/L 20.797167 11.756905 .092 -3.72731 45.32164
1 ug/L -4.314167 11.756905 718 -28.83864 20.21031
0.5 ug/L Kontrol 5.495667 11.756905 .645 -19.02881 30.02014
0.25 ug/L -20.797167 11.756905 .092 -45.32164 3.72731
1 ug/L -25.111333" 11.756905 .045 -49.63581 -.58686
1 ug/L Kontrol 30.607000" 11.756905 .017 6.08253 55.13147
0.25 ug/L 4.314167 11.756905 718 -20.21031 28.83864
0.5 ug/L 25.111333" 11.756905 .045 .58686 49.63581

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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SERTIFIKAT BEBAS PLAGIASI
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Dengan Judul Tesis

Efek Ekstrak Ethanol Ciplukan (Physalis angulata) terhadap Kadar TGF-B1 Pada Kultur
Fibroblas Keloid in Vitro

Telah dideteksi tingkat plagiasinya secara enline pada tanggal 13 Mei 2019
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