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ABSTRAK

Keloid adalah lesi kulit yang diakibatkan oleh proliferasi fibroblas abnormal dan pengendapan
kolagen pada proses penyembuhan luka. Terapi medis untuk keloid relatif terbatas dan sebagian besar
memiliki beberapa efek samping. Studi baru-baru ini menunjukkan bahwa 5a-oleandrin dari Nerium indicum Mill.
(N. indicum) memiliki efek anti keloid dengan menghambat (proliferasi, aktivitas migrasi dan ekspresi TGF-£1)
fibroblas keloid. Penelitian lanjut dengan ekstrak N. indicum dengan marker 5a-oleandrin perlu dilakukan untuk
mengembangkannya sebagai agen anti keloid dengan melihat hambatan proliferasi, timbunan kolagen, dan
migrasi fibroblas keloid. Aktivitas antifibrotik ekstrak N. indicum terhadap proliferasi fibroblas keloid diukur
dengan MTT assay, sedangkan timbunan kolagen diamati dengan metode Sirius Red. Pengamatan migrasi
fibroblas keloid dengan metode scratch assay menurut Liang et al. (2009). Ekstrak etanol N. indicum dengan
marker 5a-oleandrin dapat menghambat proliferasi fibroblas keloid dengan ICso 0.458 ug/mlL, juga menghambat
timbunan kolagen dengan ICso 0.055 pg/mL pada inkubasi selama 72 jam. Pada inkubasi 48 jam setelah
pemberian ekstrak etanol 1.0 ug/mL terjadi penghambatan migrasi secara signifikan dibandingkan dengan
kontrol.

Katakunci: Keloid, Nerium indicum Mill, proliferasi, kolagen, migrasi sel.

ABSTRACT

Keloid is a skin lesion caused by an abnormal proliferation of fibroblasts and the deposition of
collagen in the wound healing process. Therapy for keloids is relatively limited and mostly has side effects.
Recent studies show that 5a-oleandrin from N. indicum Mill. (N.indicum) has anti-keloid effect by inhibiting
(proliferation, migration activity and TGF-f1 expression) keloid fibroblast. Further studies with N. indicum extract
standardized 5a-oleandrin should be conducted to develop it as an anti-keloid agent by performing at proliferative
effects, collagen accumulation, and keloid fibroblast migration. The antifibrotic activity of N. indicum extract on
the proliferation of keloid fibroblasts was measured by MTT assay, whereas collagen deposits were observed by
Sirius Red method. Observation of keloid fibroblast migration by scratch assay is according to Liang et al. (2009).
Ethanol extract of N. indicum standardized 5a-oleandrin can inhibit the proliferation of keloid fibroblas with ICso
0.458 ug/mlL, also inhibited collagen deposits with ICso 0.055 ug/mL at incubation for 72 hours. In incubation 48
hours after treatment with ethanol extract of 1.0 ug/mL occurred inhibition of migration significantly
compared with control.

Keywords: Keloid, Nerium indicum Mill, proliferation, collagen, cell migration.

PENDAHULUAN
Keloid merupakan pertumbuhan jaringan
ikat padat yang menginvasi ke luar batas luka

makroskopis struktur, fungsi normal, bahkan
diketahui memiliki fibroblas yang fenotipnya
berbeda dengan fibroblas kulit normal (Naitoh et

yang sebenarnya. Ciri-ciri dari keloid adalah lesi
menonjol, terfiksasi, seringkali terasa gatal dan
nyeri, dan tidak regresi spontan (Chike-Obi et al.,
2009). Keloid pada kulit merupakan kelainan
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al, 2001). Pada jaringan parut keloid terdapat
fase inflamasi yang memanjang disertai infiltrasi
sel imun sehingga aktivitas fibroblas lebih besar
dan lebih banyak matriks ekstraseluler yang
terdeposisi, dan terjadi degradasi kolagen yang
tidak seimbang (Brown & Bayat, 2009; Seo et al.,
2013). Penyakit keloid dapat berdampak pada
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keadaan fisik, estetik, psikologis, dan sosial
penderita (Bayat et al., 2005).

Sampai saat ini banyak pilihan terapi dalam
penatalaksanaan keloid namun belum
memberikan hasil yang memuaskan dan sering
didapatkan respon yang kurang maupun
kekambuhan yang masih tinggi (Goldsmith et al.,
2007; Gauglitz et al, 2011). Oleh karena itu,
penelitian terus dilakukan khususnya penggunaan
bahan herbal yang diyakini mampu menghasilkan
efek yang baik dengan efek samping minimal
(Arno et al., 2014).

Akhir-akhir ini banyak penelitian dilakukan
untuk mencari alternatif pengobatan keloid
menggunakan bahan alam yang diyakini dapat
menyembuhkan dan menekan efek samping obat.
Salah satu bahan alam berkhasiat obat yang
banyak diteliti manfaatnya untuk kasus seperti
kanker dan keloid adalah tanaman Nerium
indicum Mill. (N. indicum). Menggunakan metode
Bioassay guided isolation, senyawa 16f-asetoksi-
3B-oleandrosa-14{-hidroksi-53-kardenolida (5f3-
oleandrin) berhasil diisolasi dari fraksi aktif daun
N. indicum (Wahyuningsih et al., 2000). Senyawa
5B-Oleandrin  mempunyai efek  sitotoksik
terhadap berbagai sel kanker tetapi juga toksis
pada sel normal secara in vitro (Wahyuningsih et
al., 2004). Isolasi lebih lanjut terhadap fraksi aktif
N. indicum Mill didapatkan senyawa 5a-oleandrin
(BM= 576), dengan sifat sitotoksik selektif pada
sel HeLa dengan ICso. 8,38 x 10-°mM dan tidak
toksik pada sel normal (Wahyuningsih et al,
2006; 2008).

Studi baru-baru ini menunjukkan bahwa
S5a-oleandrin memiliki efek anti keloid dengan
menghambat proliferasi, menghambat aktivitas
migrasi dan ekspresi TGF-B1 fibroblas keloid
(Dahlan, 2015; Dahlan et al, 2018). Penelitian
lanjut dengan ekstrak kloroform N. indicum yang

telah dilakukan oleh Muhammad (2017)
menunjukkan bahwa ekstrak kloroform N.
indicum  memiliki  aktivitas  antiproliferasi

terhadap kultur fibroblas keloid dengan nilai ICso
3,147 pg/ml pada inkubasi 72 jam. Hal yang
menarik pada aktivitas N. indicum terhadap
Fibroblas keloid terletak pada ekstrak etanolnya.
Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan untuk
mengkaji ekstrak etanol N. indicum Mill dengan
marker 5a-oleandrin dalam penghambatan
proliferasi fibroblas keloid, timbunan kolagen, dan
aktivitas migrasinya secara in vitro.

METODOLOGI
Bahan

Fibroblas keloid subkultur passase III dan
IV koleksi dari Laboratorium Teknologi Kesehatan
Departemen IKKK, FKKMK, UGM. Daun N. indicum
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diambil dari daerah Pogung, Januari 2016, dan
telah dideterminasi di dept. Biologi Farmasi, FF-
UGM. Povidone lodine 10%, DMEM (Gibco), Fetal
Bovine Serum (FBS) (Gibco), Amfoterisin B
(Fungison-GibcoTM), Penisilin - Streptomisin
(Gibco BRL), Ceftriakson, Tripsin EDTA 0,25%
(Gibco), MTT  {3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolium bromida} (Sigma), Dimetil
Sulfoksida (DMSO) 99%, Formaldehid 10%,
Phosphate Buffered Saline (PBS), KCI, KH2POs,
NaCl, Na2HPOs, Akuades (H20), Bouin solution,
Bahan pewarna picrosirius red, HCl 0,1N, dan
NaOH 0,5N.

Alat

Laminary air flow hood steril (Ebsco), flask
steril, 96 well plate (Iwaki), pipet pasteur, pipet
ukur 10ml (Pyrex), pipet aid (Falcon), mikropipet
(Biohit), yellow tip, blue tip, white tip, Tabung

sentrifus  (Biologix), Appendorf (Stardec),
inkubator CO2 (Galaxy S), petri steril, sentrifus,
mikroskop inverted (Euromed), Handheld

Automatic Cell Counter (Milipore Scapter), plate
shaker, filter mikro 0,22nm (Millex™), multiplate
reader (Imark biorad).

Ekstraksi daun N. indicum Mill

Satu kg serbuk daun N. indicum diekstraksi
secara maserasi dengan kloroform sebanyak 1
liter. Campuran diaduk secara berulang dan
didiamkan selama 24 jam hingga kemudian
didapatkan maserat. Maserat disaring dengan
menggunakan  corong  Buchner  sehingga
dihasilkan sari dan residu. Residu dimaserasi lagi
dengan cara yang sama sampai sebanyak tiga kali
proses maserasi. Sari yang dihasilkan diuapkan
menggunakan vakum rotary evaporator sampai
didapatkan ekstrak agak kental yang kemudian
dituangkan ke dalam cawan porselin. Ekstrak
kloroform dalam cawan porselin diuapkan lagi
sampai menjadi ekstrak kental yang aktivitasnya
telah dikerjakan oleh Muhammad et al. (2017).
Residu terakhir dimaserasi dengan etanol 100%
menggunakan cara yang sama seperti ekstrak
kloroform. Ekstrak kental yang diperoleh dengan
rendemen 8,2%. Ekstrak Etanol N. indicum inilah
yang dilakukan untuk penelitian ini.

Pengamatan keberadaan 5a-oleandrin dalam
ekstrak etanol N. indicum

Menggunakan metode Kromatografi Lapis
Tipis (KLT) dengan membandingkan ekstrak
etanol N. indicum Mill dengan marker 5a-
oleandrin. Fase diam yang dipakai adalah silika
gel GF2s4 dan fase gerak adalah Petroleum eter:
Etil asetat (1:3, v/v), kemudian dihitung nilai Rf
nya.
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Pembuatan kadar uji ekstrak etanol N. indicum

Ekstrak etanol N. indicum Mill sebanyak 5
mg dilarutkan dengan 100 pL DMSO sehingga
didapatkan konsentrasi larutan stok 50.000
pg/mL. Kemudian dibuat 6 serial kadar (0.3125;
0.625; 1.25; 2.5; 5 dan 10) pg/mL

Perlakuan uji ekstrak etanol N. indicum Mill

Sejumlah  2x105sel fibroblas Kkeloid/
sumuran dimasukkan kedalam 96 well plate
diinkubasi dalam inkubator CO2 5%, suhu 37°C
selama 24 jam. Setelah inkubasi 24 jam, semua
media pada 96 well plate dibuang dan diganti
dengan ekstrak N. indicum dengan serial kadar
(0.3125; 0.625; 1.25; 2.5; 5 dan 10) pg/mL, yang
masing-masing seri kadar ekstrak diberikan
rangkap tiga (triplikasi). Kontrol negatif hanya
berisi fibroblas dan media. Sel Fibroblas keloid
didalam 96 well plate diinkubasi selama tiga
hari pada inkubator COz dengan suhu 37°C.
Pada hari ke tiga, dilakukan pengukuran
hambatan proliferasi fibroblas keloid dengan MTT
Assay.
Pengamatan proliferasi fibroblas keloid
dengan MTT assay

Pemeriksaan proliferasi fibroblas keloid
menggunakan MTT assay diawali dengan
menghisap semua medium yang ada pada tiap
sumuran. Kemudian medium komplit baru
sebanyak 200 pL dimasukkan pada tiap sumuran
dengan 50 pL larutan MTT dengan konsentrasi
5mg/mL ditambahkan ke dalam sumuran
tersebut. Selanjutnya plate dibungkus dengan
aluminium foil, lalu diinkubasi dengan inkubator
CO2, 37°C selama 6 jam. Medium dan larutan
MTT dalam sumuran dihilangkan, diganti dengan
200 upL DMSO pada setiap sumuran lalu
digoyangkan. Selanjutnya glisin buffer 25 pL
dimasukkan pada tiap sumuran. Absorbansi
dibaca menggunakan multiple reader pada
panjang gelombang 570nm.

Pengamatan sintesis kolagen keloid dengan
metode sirius red

Sejumlah 2x105 sel Fibroblas keloid/sumuran
dimasukkan pada 96 well plate diinkubasi dalam
inkubator CO2 5%, suhu 370C selama 24 jam.
Paska inkubasi 24 jam, semua media pada 96 well
plate dibuang dan diganti dengan ekstrak N.
indicum dengan serial kadar (0.3125; 0.625; 1.25;
2.5; 5 dan 10) pg/mL, yang masing-masing seri
kadar ekstrak diberikan rangkap tiga (triplikasi).
Kontrol negatif hanya berisi fibroblas dan media.
Sel Fibroblas keloid didalam 96 well plate
diinkubasi selama tiga hari pada incubator CO2
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dengan suhu 37°C. Pada hari ke tiga, dilakukan
pengukuran sintesis kolagen fibroblas keloid
dengan metode Sirius Red.

Medium dari 96 well plate dihisap lalu
dicuci dengan PBS 200 pL tiap sumuran sebanyak
3 kali. Fiksasi dilakukan dengan Bouin solution
selama 1 jam, dicuci dengan air mengalir hingga
warna kuning hilang, plate dikeringkan satu
malam, selanjutanya masing-masing sumuran
ditambahkan 200pL sirius red yang telah
dilarutkan  dengan saturated picric acid,
diinkubasi selama 1 jam, lalu sirius red yang tidak
terikat dibuang dan dicuci dengan 200uL HCl 0,1
N sebanyak 3 kali hingga warna sirius red bersih
dari dinding dan supernatan. Kemudian
ditambahkan 200 pL NaOH 0,5 N, dibiarkan
selama 30 menit. Absorbansi dibaca pada panjang
gelombang 550 nm dengan multiplate reader.

Pengamatan aktivitas migrasi Fibroblas keloid
dengan metode scratch assay.

Pengukuran migrasi sel dengan metode in
vitro scratch assay Liang et al. (2009) dan
dianalisa dengan metode yang digunakan
Straatman (2008). Pembuatan luka pada migrasi
sel kultur dilakukan dengan cara menggores atau
scratch dasar sumuran dengan menggunkan 200-
1000 uL pipet tip (blue tip). Setelah perlakuan
selesai semua kelompok di inkubasi selama 48
jam, namun setiap 24 jam dilakukan pengambilan
gambar dimikroskopis menggunakan kamera
miticam 350 dengan format JPG atau mikroskop
inverted (EUROMED). Gambar yang diperoleh dari
masing-masing Well Plate sampel kemudian
dianalisa dengan menggunakan software image ]
sehingga diperoleh persentase area goresan.
Persentase migrasi sel ditentukan dengan 100%-
persentase area goresan.

Analisis hasil

Setelah diperoleh persentase penghambatan
proliferasi fibroblas dan timbunan keloid tiap
serial kadar, maka dapat dihitung konsentrasi seri
kadar ekstrak yang mampu menghambat
pertumbuhan 50% populasi sel dan timbunan
kolagen (nilai ICs0) dengan analisis regresi probit
menurut SPSS versi 21. Data pemeriksaan migrasi
sel terdistribusi normal maka dilanjutkan dengan
uji one way ANOVA.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini telah mendapat persetujuan
dari komite etik Fakultas Kedokteran, Kesehatan
Masyarakat dan Keperawatan (FKKMK), UGM No.
Ref: KE/FK/1254/EC/2016 dan No. Ref:
KE/FK/0728/EC/2017.

Traditional Medicine Journal, 23(1), 2018



Hasil pengamatan keberadaan senyawa 5a-
oleandrin dalam ekstrak etanol N. indicum

Keberadaan senyawa 5a-oleandrin dalam
ekstrak etanol N. indicum dilakukan dengan
metode KLT menggunakan fase diam Silika gel
GF2s4 dan fase gerak PE: EtOAc (1:3, v/v).
Visualisasi hasil dengan UV 254 dan 366 nm, serta
reagen serium sulfat. Perhitungan Nilai Rf

Jarak yang ditempuh komponen
Jarak yang ditempuh pelarut

Rf=

0.405

Pada Gambar 1 terlihat bahwa ekstrak
etanol N. indicum (spot no 3) mengandung
senyawa 5a-oleandrin (spot no. 2) dengan nilai Rf
0,405 setelah disemprot dengan pereaksi serium
sulfat. Untuk ekstrak kloroform (spot no. 1)
dengan reagen serium sulfat tidak nampak adanya
bercak 5a-oleandrin  (spot no.2), hal ini
menandakan bahwa 5a-oleandrin terkonsentrasi
pada ekstrak etanol. Hasil penelitian efek ekstrak
kloroform N. indicum terhadap proliferasi
fibroblas keloid dengan metode MTT didapatkan
Nilai ICso 3,147 pg/mL (Muhammad et al, 2017).
Nilai ICso ekstrak Kkloroform ini lebih tinggi
dibandingkan dengan ICso ekstrak etanol yaitu
0.458 pug/mL. Hal ini berarti bahwa ekstrak etanol
N. indicum dinyatakan lebih berpotensi dapat
dikembangkan untuk agen antikeloid dimasa
mendatang  dibandingkan  dengan  ekstrak
kloroform. Disamping itu berdasarkan gambar 1,
dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol daun N.
indicum telah mengandung senyawa 5a-oleandrin
sebagai marker dengan harga Rf 0.405. Solven
etanol dapat melarutkan senyawa yang bersifat
polar sampai semi polar, walaupun kadang
senyawa non polar juga masih terlarut kalau
proses ekstraksinya belum sempurna, tetapi
apabila proses ekstraksinya sempurna maka
senyawa-senyawa non polar akan masuk didalam
pelarut kloroform yang sudah dilakukan oleh
Muhammad et al. (2017). Keberadaan senyawa
S5a-oleandrin dalam ekstrak etanol N. indicum
sangat berperan dalam aktivitasnya sebagai
antifibrotik. Hal ini telah banyak dibuktikan pada
beberapa penelitian tentang aktivitas senyawa
tersebut baik untuk antikanker maupun
antikeloid. Keloid diketahui memiliki fibroblas
yang fenotipnya berbeda dengan fibroblas kulit
normal (Naitoh et al, 2005). Karakteristik
fibroblas keloid justru sama dengan karakteristik
sel kanker secara umum, hanya perbedaannya
adalah fibroblas keloid tidak dapat melakukan
metastasis seperti yang terjadi pada sel kanker
(Hanahan dan Weinberg, 2000). Hasil uji
sitotoksik 5a-oleandrin menggunakan metode

Traditional Medicine Journal, 23(1), 2018

Efek Antifibrotik Ekstrak Etanol Nerium indicum Mill

MTT terhadap berbagai sel kanker (EVSA-T; MCF-
7; TA7D; A498; H226, IGROV; M19; WiDR; Hela
dan Vero) secara in vitro, senyawa 5a-oleandrin
paling selektif terhadap sel HeLa (ICso = 8,38 x 10-
6 mM), sedangkan 5f-oleandrin tidak selektif
karena terhadap sel normal juga bersifat toksik
(Wahyuningsih et al, 2004; 2006; dan 2008).
Mekanisme kerja senyawa 5Sa-oleandrin pada sel
HeLa dapat meningkatkan apoptosis melalui
penurunan  ekspresi  protein Bcl-2  dan
peningkatan ekspresi Bax (Wahyuningsih et al,
2017)

Hasil pengamatan proliferasi fibroblas keloid

Dari hasil pengamatan proliferasi fibroblas
keloid tampak setiap sumuran yang berisi
fibroblas berwarna ungu. Warna ungu ini
merupakan garam formazan yang dihasilkan dari
reaksi antara reagen MTT dengan enzim suksinat
dehidrogenase sel fibroblas keloid. Pembacaan
densitas optik (OD) dilakukan pada setiap
sumuran untuk menentukan serapan gelombang
cahaya sesuai dengan kepekatan larutan yang
berbading lurus dengan konsentrasi fibroblas
keloid yang ada. Pembacaan ini dilakukan dengan
menggunakan ELISA Reader pada panjang
gelombang 570 nm. Persentase penghambatan
dihitung menggunakan rumus:

(4-0)-(B-0)

0
B-0) x100%

% penghambatan s =

Keterangan :

A : Rata-rata absorbansi sampel uji B : Rata-rata
absorbansi media + sel; C : Rata-rata absorbansi
media

Persentase penghambatan yang sudah
dihitung kemudian dianalisis dengan analisis
regresi probit menggunakkan software SPSS
Statistic 21 version Windows untuk mencari nilai
ICso. Hasil absorbansi dan  persentase
penghambatan proliferasi fibroblast keloid pada
serial kadar 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125 pg/m
dengan inkubasi 72 jam (Tabel I).

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
aktivitas antifibrotik ekstrak etanol daun N.
indicum. Suatu bahan dikatakan memiliki aktivitas
antifibrotik apabila bahan tersebut memiliki efek
penghambatan proliferasi fibroblas, sintesis
kolagen yang menyebabkan penurunan timbunan
kolagen pada sel yang hidup. Pada inkubasi
selama 72 jam dengan penggunaan konsentrasi
kadar  ekstrak  0,3125 pg/mL  terjadi
penghambatan proliferasi fibroblas keloid sebesar
37.80% (Tabel I). Nilai ICso didapatkan melalui
analisis regresi probit (Gambar 2) dengan
menggunakan SPSS versi 21 untuk Windows.
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A

k4

Gambar 1. Hasil KLT ekstrak N. indicum dan marker 5a-oleandrin; 1: Ekstrak CHClz; 2: Marker 5a-
oleandrin; 3. Ekstrak EtOH; Fase diam : Gel silika GFzs4; Fase gerak : PE:EtoAc (1:3,v/v); A: UV 254 nm;

B: UV 366 nm; C: Serium Sulfat

Tabel 1. Rerata absorbansi dan persentase penghambatan proliferasi fibroblas Keloid pada inkubasi 72Jam

Ekstrak EtOH N. indicum

Kadar (pg/ml) Rerata absorbansi Rerata penghambatan proliferasi fibroblas keloid (%)

10 0,1377 95.68
5 0,1340 96.30
2,5 0,1663 90.86
1,25 0,2477 77.17
0,625 0,3663 57.21
0,3125 0,4817 37.80

ICs0 0.458 pg/mL

(Sumber dari Rahmawati DY, 2017)

Setelah dilakukan perhitungan ICso dengan
analisis probit berdasarkan SPSS wversi 21
didapatkan nilai ICs0 0.458 pg/mL. Pada Gambar 2.
terlihat bahwa penghambatan pertumbuhan
Fibroblas keloid meningkat setelah pemberian
ekstrak etanol N. indicum. Presentase ini terus
meningkat seiring dengan peningkatan
konsentrasi serial kadar ekstrak N. indicum yang
digunakan, akan tetapi pada konsentrasi kadar 10
pg/mL persentase penghambatan mengalami
penurunan. Hal ini mungkin disebabkan hanya
karena human error saja. Berdasarkan Prayong et
al. (2008) sifat sitotoksik suatu bahan
diklasifikasikan sebagai berikut: bahan dikatakan
aktif apabila ICso< 100 pg/mL, moderate active
(100 pg/mL < ICso< 1000 pg/mL), tidak aktif
(IC50>1000 pg/mL). Pada penelitian ini dapat
dikatakan bahwa ekstrak etanol N. indicum
dengan marker 5a-oleandrin bersifat aktif/toksik
terhadap fibroblas keloid dengan nilai ICso, 0.458.
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Hasil pengamatan timbunan kolagen fibroblas
keloid

Pengamatan timbunan kolagen
menggunakan metode pewarnaan Sirius Red
untuk mengetahui efek penghambatan pada
timbunan kolagen yang telah terbentuk, kemudian
dilakukan = pembacaan  optical  dense-nya.
Pewarnaan sirius Red mampu mewarnai kolagen
dengan bereaksi pada ikatan asam sulfat dan grup
asam basa yang terdapat dalam molekul kolagen.
Berikut ini tabel Rerata hasil pengamatan efek
ekstrak etanol N. indicum terhadap timbunan
kolagen (Tabel II)

Efek antifibrotik ekstrak etanol N. indicum
dengan marker b5a-oleandrin salah satunya
dengan mengukur timbunan kolagen fibroblas
keloid yang hasilnya dinyatakan dengan nilai ICso.
Nilai ICso didapatkan melalui analisis regresi
probit dengan menggunakan SPSS versi 21 untuk
Windows (Gambar 3).
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Gambar 2. Kurva perhitungan IC50 ekstrak etanol N. indicum terhadap penghambatan pertumbuhan

Fibroblas Keloid

Tabel II. Rerata absorbansi dan rerata persentase penghambatan sintesis timbunan kolagen keloid pada

inkubasi 72 Jam

Ekstrak N. indicum (EtOH)

Kadar (ug/ml) Rerata absorbansi Rerata Penghambatan sintesis kolagen (%)
10 0.092 81.57
5 0.093 80.65
2,5 0.092 80.31
1,25 0.079 80.70
0,625 0.090 80.44
0,3125 0.193 45.66
0 0 0
ICso 0.055 pg/mL

(Sumber dari Pratiwi AN, 2017)

Setelah dilakukan perhitungan ICso dengan
analisis probit berdasarkan SPSS versi 21
didapatkan nilai ICso 0.055 pg/mL. Pada gambar 3
terlihat bahwa semakin meningkat kadar ekstrak
etanol N. indicum seirama dengan peningkatan
penghambatan sintesis timbunan kolagen pada
fibroblas keloid. Fibroblas merupakan sel yang
memproduksi antara lain adalah kolagen.
Peningkatan produksi kolagen dipengaruhi oleh
terjadinya proliferasi yang berlebihan sehingga
jumlah matriks ekstraseluler pada keloid (Shaffer,
2002). Aktivitas antifibrotik dinyatakan dengan
penghambatan proliferasi fibroblas, sintesis
kolagen yang menyebabkan penurunan timbunan
kolagen pada sel yang hidup. Senyawa b5a-
oleandrin diketahui memiliki potensi
menghambat plasminogen activator inhibitor-1,
sehingga menyebabkan penurunan kadar enzim
kolagenase yang memiliki peran penting pada
proses degradasi kolagen pada jaringan parut. 5a-
oleandrin diketahui memiliki efek menghambat
pompa Na+K+-ATPase yang memiliki peran
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penting terhadap proses homeostasis dan sinyal
kimiawi pada sel (Yang et al., 2010). Hal ini sesuai
dengan penelitian serupa dari Dahlan (2015)
bahwa salah satu kandungan mayor dari N.
indicum adalah 5a-oleandrin yang memiliki
aktivitas menghambat timbunan kolagen fibroblas
keloid, proliferasi fibroblas keloid, menghambat
aktivitas migrasi fibroblas keloid, serta
menghambat sintesis TGF-131 fibroblas keloid.

Hasil pengamatan aktivitas migrasi fibroblas
keloid

Pengamatan aktivitas migrasi fibroblas
keloid antara kelompok kontrol dan perlakuan
dengan kadar 2xICso (1.0 pg/mL) , ICso (0,5
pg/mL), dan 1/2xICs0(0,25 pg/mL) mengacu
penelitian dari Rahmawati (2017) mengenai uji
proliferasi ekstrak etanol N. indicum terhadap
fibroblas keloid. Hasil rerata perhitungan aktivitas
migrasi sel pada kelompok kontrol dan perlakuan
dengan inkubasi selama 48 jam diamati (Tabel III,
Gambar 4).
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Gambar 3. Kurva perhitungan ICso ekstrak etanol N. indicum terhadap penghambatan timbunan kolagen

Fibroblas Keloid

Tabel III. Nilai rata-rata persentase aktivitas migrasi sel fibroblas setelah perlakuan selama 48 jam dengan

ekstrak etanol N. indicum

Perlakuan Rata-rata aktivitas migrasi sel fibroblas keloid (%)
FK* 100,0 + 1,64
NiE 0.25 pg/mL. 96,74 + 3,32
NiE 0.5 pg/mL. 90,04 + 3,82
NiE 1.0 ug/mL. 37,57 +£3,71

Keterangan: FK+= Fibroblas Keloid, NiE= Nerium etanol, kadar %xICso= 0,25pg/mL; ICso= 0,5pug/mL, dan

2x1Cso= 1,0 pg/mL.

Pada Tabel III. setelah dilakukan
perhitungan aktivitas migrasi dengan mikroskop
inverted (EUROMED) pada 48 jam perlakuan
dengan ekstrak etanol N. indicum menunjukkan
rerata perhitungan migrasi sel tertinggi pada
kadar 1.0 pg/mL terjadi penurunan aktivitas
migrasi sel fibroblas keloid. Pada kadar sedang
yaitu 0,5ug/mL dan kadar rendah 0,25ug/mlL,
efek penurunan migrasi fibroblas keloid tidak
berbeda bermakna jika dibandingkan dengan
kontrol. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian
ekstrak etanol N. indicum pada kadar 0,25pg/mL
tidak memberikan efek hambatan migrasi
fibroblas keloid. Namun demikian pebedaan
antara kadar pemberian ekstrak etanol N. indicum
dengan kelompok kontrol fibroblas keloid
bermakna statistik (p<0,05).

Pada gambar 4 terlihat area goresan
setelah pemberian ekstrak etanol N. indicum
kadar (NiE 1.0 pg/mL) selama 48 jam belum
mengalami penutupan dibandingkan dengan
kontrol fibroblas keloid (FK+). Aktivitas migrasi
pada kelompok kontrol (FK+) memiliki aktivitas
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migrasi yang lebih tinggi dibandingkan dengan
kelompok perlakuan. Hal ini dapat dilihat pada
gambar 4 terjadi penutupan area goresan sel pada
well plate lebih cepat dibandingkan dengan
kelompok perlakuan. Fibroblas berperan penting
pada fase proliferasi dalam proses penyembuhan
luka dengan meningkatkan berbagai faktor
pertumbuhan seperti VEGF, PDGF. FGF2, TGF-§,
dan CTGF. Peningkatan faktor pertumbuhan
memiliki peran dalam meningkatkan produksi
ekstraselular matrix (ECM), dengan membentuk
struktur kolagen dan diferensiasi sel. Fibroblas
bermigrasi dan berproliferasi ke daerah luka
kemudian  akan  berdiferensiasi = menjadi
miofibroblas yang ditandai dengan adanya
ekspresi a-smooth muscle actin («-SMA). Migrasi,
proliferasi dan diferensiasi fibroblas sangat
penting untuk meningkatkan daya kontraktil luka,
pematangan jaringan granulasi, mendukung sinyal
angiogenesis dan  merangsang terjadinya
epitelisasi (Desmouliere et al., 2014). Salah satu
senyawa utama yang terkandung dalam N.
indicum adalah 5a-oleandrin yang terbukti aktif
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sebagai antifibrotik terhadap sel fibroblas keloid
dengan mekanisme kerja menghambat proliferasi,
timbunan kolagen, migrasi keloid dan ekspresi
TGF-B1 fibroblas Keloid lebih bagus dibandingkan
dengan kontrol Mitomysin C (Dahlan et al., 2017

FK(+)

NiE 1.0 pg/mL

Gambar 4. Contoh aktivitas migrasi sel fibroblas
keloid pada 48 jam setelah perlakuan dengan
ekstrak N. indicum 1.0 pg/mL (100x). FK+=
Fibroblas Keloid; NiE= Ekstrak etanol N.indicum,

kadar 2IC50= 1.0pg/mL; Anak panah
menunjukkan penghambatan migrasi.
KESIMPULAN

Ekstrak etanol N. indicum dengan marker

S5a-oleandrin dapat menghambat proliferasi
fibroblas keloid dengan nilai ICso: 0.458 pg/mlL,
mampu menghambat timbunan kolagen fibroblas
keloid dengan nilai ICso: 0.055 pg/mL pada
inkubasi selama 72 jam. Pada inkubasi selama 48
jam setelah pemberian ekstrak etanol N. indicum
dengan marker 5a-oleandrin 1.0 pg/mL terjadi
penghambatan  migrasi  secara  signifikan
dibandingkan dengan kontrol.
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