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 BAB II
 TINJAUAN PUSTAKA
 A. Penelitian Terdahulu
 Studi invivo yang dilakukan pada kelinci percobaan dengan pemakaian
 ekstrak pegagang yang mengandung senyawa aktif asam oleanolat pada
 konsentrasi 2,5 %, 5%, 10% menunjukan bahwa pengobatan dengan
 konsentrasi asam oleanolic yang berbeda selama 22 hari secara signifikan
 menghambat jaringan parut hipertrofik pada jaringan telinga kelinci. Tingkat
 TGF-β (1), kolagen I dan kolagen III mengalami penurunan yang signifikan
 dan menunjukkan perbaikan yang signifikan pada jaringan parut
 (Zhang et al., 2012).
 Pengujian ekstrak Allium cepa yang dilakukan secara invitro pada sel
 fibroblas menunjukan bahwa pemberian ekstrakAllium cepa yang mengandung
 senyawa aktif kuersetin dapat menghambat proliferasi sel fibroblast dan
 menghambat sintesis protein kolagen (Cho et al., 2010).
 Kuersetin dalam pengujian secara invitro pada sel fibroblas menunjukan
 bahawa kuersetin dapat menghambat proliferasi fibroblast melalui
 penangkapan siklus sel dan menghambat kontraksi fibroblast populated
 collagen lattice. Kuersetin juga secara signifikan menghambat ekspresi
 reseptor TGF-beta 1 dan 2( TT et al., 2003).
 Ekstrak etanol daun jambu biji pada percobaan terhadap sel kanker
 payudara MCF-7 menunjukan nilai IC50 35 dan ekstrak etanol daun jambu biji
 tersebut mampu menghambat pertumbuhan sel kanker payudara MCF-7 secara
 maksimal pada konsentrasi 100 ppm tanpa menghambat pertumbuhan sel
 normal (Lenna, 2014)
 Perbedaan penelitian yang akan dilakukan dengan penelitian terdahulu adalah
 sampel uji yang digunakan dan pada penelitian terdahulu mengamati kolagen
 pada sel fibroblas yang telah diberi perlakuan. Persamaan penelitian yang akan
 dilakukan dengan penelitian terdahulu yaitu penelitian dilakukan secara invitro
 menggunakan sel fibroblas.
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 B. Landasan Teori
 1. Deskripsi dan klasifikasi tanaman jambu biji (Psidii guajava)
 Gambar 2.1 Tanaman dan daun Jambu biji (foto diambil pada tanggal 14 mei 2017 Desa
 Dukuhwaluh, Kecamatan Kembaran, Kabupaten Banyumas)
 a. Klasifikasi tanaman jambu biji (Badan POM RI, 2008 ).
 Divisi :Spermatophyta
 Sub divisi :Angiospermae
 Kelas :Dicotyledoneae
 Bangsa :Myrtales
 Suku :Myrtaceae
 Marga :Psidium
 Jenis :Psidium guajava L
 b. Deskripsi daun jambu biji
 Daun berupa daun tunggal berbentuk bulat telur dengan pertulangan
 menyirip. Ujung daun tumpul dan pangkalnya membulat. Tepi daun
 rata. Daun tumbuh saling berhadapan. Panjang daun 6-14 cm dan
 lebarnya 3-6 cm. Daun berwarna hijau kekuningan atau hijau. Bunga
 tunggal, bertangkai dan berada di ketiak daun (Badan POM RI,2008).
 Pada pengamatan secara mikroskopik pada daun jambu biji,
 fragmen pengenal adalah epidermis bawah dengan kristal kalsium
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 oksalat, rambut penutup, stomata tipe anomositik, berkas pengangkut
 dan mesofil dengan kelenjar minyak (Departemen Kesehatan RI, 2008).
 c. Kegunaandaun jambu biji
 Daun jambu biji dapat digunakan penyembuhan luka, sakit gigi, anti
 inflamasi, obat kumur, bisul, adstringen,antiamoeba,antibakteri,
 laringitis dan pembengkakkan pada mulut(Gutirezet al., 2008).
 d. Kandungan Daun Jambu Biji
 Daun jambu biji mengandung minyak atsiri dengan komponen
 utama α-pinene, β-pinene, limonene, mentol, terpenyl asetat,
 isopropil alkohol, longicyclene, caryophyllene, β-bisabolene, cineol,
 caryophyllene oksida,β-copanene, farnesene, humulene, selinene,
 cardinene (Zakaria dan Mohd, 1994; Li et al., 1999). Flavonoid dan
 saponin yang dikombinasikan dengan asam oleanolic telah diisolasi dari
 daun (Arima dan Danno, 2002). Dalam daun matang konsentrasi
 terbesar dari flavonoid yang ditemukan : Myricetin (208,44 mg kg-1),
 quercetin (2883,08 mg kg-1), luteolin (51,22 mg kg-1) dan kaempferol
 (97,25 mg kg-1) (Vargas et al., 2006).
 2. Keloid
 a. Definisi keloid
 Keloid adalah jaringan parut yang tumbuh secara abnormal yang
 umum dijumpai dalam proses penyembuhan luka kulit yang disebabkan
 oleh sintesis dan deposisi yang tidak terkontrol dari jaringan kolagen
 pada dermis(Sukasah, 2007).
 Keloid dapat dipicu oleh berbagai faktor termasuk lokasi cedera dan
 latar belakang etnis dapat mempengaruhi pengembangan bekas luka
 keloid. Beberapa jenis cedera kulit termasuk operasi, piercing, luka
 bakar, luka, lecet, penempatan tato, vaksinasi, gigitan serangga, dan
 proses inflamasi seperti jerawat, varicella, atau folikulitis, berbagai jenis
 cidera tersebut dapat menginduksi terjadinya keloid. Ketegangan pada
 luka telah terlibatsebagai faktor dalam pengembangan pembentukan
 parut keloid dan hipertrofik. Ketegangan pada luka yang terjadi
 kemungkin hasil dari upaya untuk menutup luka yang telah ada,
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 meskipun banyak ahli bedah menekankan pentingnya meminimalkan
 ketegangan pada seluruh luka untuk meminimalkan terjadinya jaringan
 parut keloid,namun tidak ada studi terkontrol yang telah dilakukan untuk
 membuktikan hipotesis ini dan banyak studi menunjukkan tingkat
 kekambuhan masih tinggi meskipun perbaikan bedahtelah dilakukan
 (Alster, 2003).
 b. Mekanisme pembentukan keloid
 Keloid terbentuk karena adanya penyembuhan luka yang tidak
 sempurna. Proses penyembuhan luka yang sempurna akan melalui 4
 tahap fase penyembuhan luka yaitu fase hemostatis, fase inflamasi, fase
 poliferasi, dan fase maturasi(Orsted et al., 2011).Proses pembentukan
 keloid akan terjadi pada proses proliferasi yang tidak sempurna yang
 diakibatkan dengan adanya produksi kolagen yang berlebih oleh sel
 fibroblast (Ye et al., 2015).
 Mekanisme perbaikan luka akan melibatkan berbagai jenis sel,
 matriks ekstraselular, sitokin dan lainnya. Setelah terjadiadanya luka,
 proses perbaikan akan diawali dengan fase hemostatis dimana disitu akan
 terjadi proses pembentukan gumpalan darah (proses koagulasi). Setelah
 terjadinya proses koagulasi akan terbentuk klot fibrin di mana banyak
 trombosit terperangkapdi dalamnya(Tuanet al., 1998).Setelah
 itutrombosit akan mengeluarkan plateletderivedgrowth factor (PDGF)
 yang akan menarik neutrofil.Kemudian neutrofil akan mencerna bakteri
 dan mengaktivasi sel fibroblas dan keratinosit. Sel fibroblas berperan
 dalam menghasilkan kolagen dan sel keratinosit yaitu sel padakulit yang
 akan berproliferasi membentuk epitel baru. Limfositdan monosit juga
 akan berperan dalam penyembuhan luka dan dalam fase proliferasi
 (Sukasah, 2007).
 Dari fase awal ke fase proliferasi akan membutuhkan waktu sekitar
 48 sampai 72 jam dan fase proliferasi bisaberlangsung hingga 3 sampai 6
 minggu dalam fase proliferasi fibroblas akan mensintesis jaringan
 reparatif yang disebut matriks ekstraselular (ECM).Jaringan granulasi ini
 terbuat dari prokolagen, elastin, proteoglikan dan asam hyaluronic dan
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 membentuk kerangka perbaikan struktural untuk memperbaiki luka dan
 memungkinkan ingrowth vaskular. Kemudian fibroblas
 akandimodifikasi, yang disebut myofibroblasts, myofibroblast
 mengandung filamen aktin yang membantu untuk memulai kontraksi
 luka.Setelah luka ditutup, bekas luka yang belum matang dapat transisi
 ke fase pematangan akhir atau fase maturasi. Fase maturasi dapat
 berlangsung beberapa bulan.Matriks ekstraselular (ECM) yang berlimpah
 kemudian terdegripe III dari awal luka dapat dimodifikasi menjadi
 kolagen tipe I. Transformasi bekas luka ke jaringan granulasi
 membutuhkan keseimbangan antara matriks ekstraselular (ECM) protein
 dan degradasi dan ketika proses ini terganggu akan muncul kelainan
 padajaringan parut yang akan menghasilakan pembentukan bekas luka
 keloid(Gauglits, 2011).
 Gambar 2.2 Mekanisme pembentukan keloid (Huang, 2013)
 c. Pengobatan keloid
 Pada dunia medis banyak sekali pengobatan yang dilakukan untuk
 menghilangkan bekas luka keloid diantaranya dengan cara
 1) Radiasi, terapi radiasi biasanya hanya digunakan sebagai terapi
 tambahan pada pengobatan keloid dan dosis minimal yang diberikan
 pada terapi ini sebanyak 1500Gy. Tingkat kekambuhan pada terapi
 ini sekitar 10-20% (Alster, 2003).
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 2) Pemberian silicon gel, pada terapi ini aplikasi pemberian silicon gel
 dilakukan pada stadiumawal silicone sheet diaplikasikan pada
 stadium awal ketika jaringan parut sudah mulai menunjukan tanda
 mulai berkembangannya ke jarimgan parut keloid. Pada terapi ini
 dtemukan perbaikan sebanyak 80% selama pengamatan 6 bulan
 (Sukasah, 2007).
 3) Terapi tekanan, terapi tekanan diberikan terus menerus pada keloid
 sesuai denga ukuran dan ketebalan keloid, dalamterapai ini
 menunjukan adanya keefektifan dalam pengobatan (Alster, 2003).
 4) Dan pemberian 5-fluorourasil, bleomicin, metrotexat, triamsinolon
 (Kakaret al, 2003).
 Akan tetapi pengobatan keloid setiap individu berbeda-beda tergantung
 pada distribusi, ukuran, ketebalan, dan konsistensi dari lesi dan asosiasi
 peradangan(Mutalk, 2005).
 3. Kolagen
 Kolagen adalah komponen dari protein yang jumlahnya paling
 melimpah dari matriks ekstraseluler (ECM) yang tersusun atas mikrofibril
 dan fibril (Ramshaw, 2003). Kolagen merupakan komponen utama lapisan
 dermis yang dibuat oleh sel fibroblast. Kolagen temasuk senyawa protein
 rantai panjang yang tersusun lagi asam amino alanin, arginin, lisin, glisin,
 prolin, serta hiroksiproline (Hartati dan Kurniasari, 2010).Kolagen
 mempunyai kandungan kurang lebih 35% glisin dan kurang lebih 11%
 alanin, presentase dalam asam amino pada kolagen cukup tinggi yang lebih
 menonjol adalah kandungan prolin dan 4-hidroksiprolin (Katili, 2009).
 Kerusakan kolegen pada kulit dapat disebabkan oleh paparan radiasi UV-A
 dan UV-B dari matahari (Alhana, 2015).
 Sintesa kolagen dilakukan oleh sel fibroblas (Clark, 1985). Fibroblas
 merupakan sel yang banyak didapat pada jaringan ikat terutama pada kulit.
 Sel fibroblas terlibat secara aktif dalam pembentukan serat-serat terutama
 serat kolagen dan matriks amorf ekstraseluler (Kurniawati et al.,
 2015).Fibroblas akan menjadi aktif dan akan bergerak ke dalam rongga
 luka, rangsang tersebut diduga akibat adanya beberapa factor, seperti
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 Fibroblast Growth Factor dan chemoatractant (Clark, 1985). Tipe kolagen
 bermacam- macam misalnya untuk membentuk jaringan fibril kolagen yang
 berperan adalah type I, II, III, V and XI (Gelse, 2003). Dan kolagen tipe I
 dan tipe III merupakan komponen utama dari dermis kulit (Bonteet al.,
 1995).
 Kolagen tipe I merupakan komponen yang paling banyak yang ada pada
 dermis dan jaringan ikat yang lainnya. Membentuk lebih dari lebih dari 90%
 dari kolagen total yang terdapat pada dermal. Kolagen tipe I tersusun atas 3
 rantai polipeptida yang membentuk untaian rangkap tiga (triple helix) yang
 biasanya dibentuk heteroditer oleh dua rantai yang identik α1(I) dan satu
 rantai α2(I)(Gelse, 2003).
 Kolagentipe III adalah bentuk kolagen yangberbeda secara genetik,
 terutama akan ditemukan pada pembuluh darah dan saluran cerna dan
 jumlahnya hampir 10% dari kolagen total pada bagian dermis. Kolagen tipe
 II terdiridari 3 rantai α, α1 (III), dibedakan dengan rantai kolagen tipe I
 karena kandungan yang relatif tinggi pada hidroksiprolin dan glisin, dan
 dengan adanya sisa sistein (Uitto et al.,2003)
 Sintesis kolagen yang dilakukan oleh sel fibroblas diakibatkan oleh sel
 fibroblast yang menjadi aktif dan akan bergerak menuju rongga perlukaan,
 hal tersebut,dipicu oleh rangsangan beberapa factor diantaranya: Fibroblast
 Growth Factor dan Chemoatractant yang terbentuk ketika adanya luka.
 Selama proses penyembuhan luka pada dermis akan terjadi sintesis kolagen
 tipe I dan tipe III pada masa pembentukan jaringan granulasi. Kolagen tipe
 V disintesisi selama masa pembentukan pembuluh darah dalam jaringan
 granulasi (Clark, 1985).
 Adanya kolagen didalam rongga luka akan menyebabkan meningkatnya
 kekuatan tarikan pada luka sehingga akan terjadi adanya kontraksi luka dan
 akan menyebabkan epidermal growth factor menempel pada reseptormya,
 sehingga terjadi peningkatan mitosis epidermis dan repitasisasi (Clark,
 1985).
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 4. Sel Fibroblas
 Fibroblas merupakan sel yang banyak didapat pada jaringan ikat
 terutama pada kulit. Sel fibroblas terlibat secara aktif dalam pembentukan
 serat serat terutama serat kolagen dan matriks amorf ekstraseluler. Selain itu
 fibroblas menghasilkan serat-serat retikulin, elastin, glikosamin, dan
 glikoprotein dari substansi interseluler amorf. Fibroblas terlibat dalam
 pertumbuhan normal, proses penyembuhan luka dan aktifitas fisiologis dari
 tiap jaringan dan organ dalam tubuh. Fungsi utama fibroblas adalah menjaga
 integritas jaringan pendukung dengan cara mengatur perubahan umur
 matriks ekstraseluler secara berkesinambungan. Sel fibroblas mudah untuk
 dikultur karena memiliki kemampuan tumbuh dan melekat yang tinggi dan
 regenerasi cepat(Kurniawati et al., 2015).Fibroblast NIH3T3 biasa
 digunakan untuk investigasi obat antifibrotik (Liu et al., 2000).
 Sel fibroblas merupakan sel yang paling umum di temui pada jaringan
 ikatdan mensintesisi beberapa komponen matriks ekstraseluler (kolagen,
 retikuler, elastin), beberapa makromolekuler anionik (glikosaminoglikans,
 proteoglikans) serta glikoprotein multiadesif (laminin dan fibronektin) yang
 dapatmendorong perlekatan sel pada substrat. Sel fibroblas mengsekresikan
 sitokin dan beberapa growt factors, diantaranya yang dapat mengstimulasi
 poliferasi sel dan menghambat proses diferesiensi (Djuwita et al., 2010).
 Kultur sel fibroblas telah banyak digunakan antara lain untuk penelitian
 proses penyembuhan luka, mekanisme penuaan kulit. Metode ini banyak
 digunakan untuk melihat perkembangan sel, proliferasi kinetik seluler serta
 biosintesis komponen matriks ekstraseluler. Media yang banyak digunakan
 untuk transport dan media pertumbuhan fibroblas adalah Dulbecco’s
 ModifiedEagle Medium (DMEM), atau Roswellr Park Memorial Institute
 (RPMI). Medium ini ditambahkan penisilin, streptomisin danfetal bovine
 serum (FBS) atau fetalcalf serum (FCS ) (Kurniawati et al., 2015).
 Teknik kultur primer fibroblas ada 2 cara yaitu skin explant dan dissociated
 fibroblast. Pada skin explant, fibroblas ditumbuhkan dari kulit
 langsung.Spesimen kulit yang sudah dipotong halus diletakan pada media
 partumbuhan dan diamati pertumbuhannya sesuai prosedur. Cara kultur
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 dissociated fibroblast lebih rumit dari skin explant Beberapa teknik kultur
 fibroblas telah dilakukan di Laboratorium Kultur Sel dan Jaringan dengan
 berbagai sampel antara lain kulit normal, keloid dan embrio mencit
 (Kurniawati et al., 2015).
 5. Siklus sel
 Siklus sel pada sel eukaryotik merupakan suatu tahapan kompleks
 meliputi penggandaan materi genetik, pengaturan waktu pembelahan sel,
 dan interaksi antara protein dan enzim (Campbell et al., 2003).
 Siklus sel terdiri dari beberapa fase yaitu fase Gap 1 (G1), S (Sintesa), Gap
 2 (G2), dan M (Mitosis) (Rang et al., 2003).Lamanya siklus tersebut
 berbeda-beda pada berbagai macam organisme.Pada sel normal manusia
 sekitar 20-24 jam.Fase G1 membutuhkan waktu 8-10 jam, fase S 6-8 jam,
 fase G2 5 jam dan fase M 1 jam. Waktu generasi untuk kultur sel pada
 umumnya sama dengan sel normal (Freshney, 2000).Pada proses
 perkembangan sel dikenal beberapa tipe siklus sel yaitu siklus sel
 embrionik, siklus sel somatis, siklus endoreduplikasi, dan siklus sel miosi
 (van et al., 2005). Masing-masing tipe siklus sel mempunyai komponen
 protein dan enzim yang berbeda dalam regulasi siklus sel.
 Pada siklus sel dimulai fase awal dari fase dengan G1, pada fase ini sel
 mulai mempeersiapkan untuk melakukan sintesa DNA dan juga melakukan
 biosintesa RNA dan protein (Sjamsuhidayat, 1997). Selanjutnya fase S,
 dimana pada fase S ini terjadi replikasi DNA. Pada akhir fase S telah berisi
 DNA ganda dan kromosom telah mengalami replikasi (Shengli, 2001).
 Setelah fase S berakhir sel masuk dalam fase pra mitosis (G2) dengan ciri:
 sel berbentuk tetraploid mengandung dua kali lebih banyak DNA dari pada
 sel fase lain dan masih berlangsungnya sintesis RNA dan protein. Sewaktu
 mitosis berlangsung fase M sintesis protein dan RNA berkurang secara tiba
 tiba dan terjadi pembelahan menjadi 2 sel. Setelah itu memasuki fase
 istirahat (G0). Sel dalam fase G0 yang masih potensial untuk berproliferasi
 disebut sel klonogenik atau sel induk (stem cell) (Soetamto, 2004)
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 Gambar 2.3 Skema Siklus sel (Lapenna et al., 2009)
 Tabel 2.1 Pengaktifan Cyvlin- CDK (cyclin-dependent kinases) pada siklus sel
 (Alberts et al., 2008)
 Perubahan dari fase satu ke fase berikutnya pada siklus sel diatur oleh
 beberapa chekpoint. Kontrol chekpointberguna untuk memastikan bahwa
 kromosom utuh dan tahap-tahap kritis siklus sel telah sempurna sebelum
 memasuki tahap selanjutnya (Alfred, 1997). Pengaturan checkpointakan
 melibatkan aktivitas dan degradasi cyclin, aktivasi cyclin dependent kinase
 (CDKs), cycle dependent kinase inhibitor(CdkIs). Ketiga kelas protein
 tersebut berperan mengontrol berbagai tahap siklus sel, mencegah sel
 menuju ke tahap selanjutnya jika terjadi kerusakan DNA melalui
 checkpoint(Shengli, 2001).
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 Huang et al dalam penelitian terhadap kultur fibroblast yang diberikan 5FU
 dosis rendah menyatakan bahwa 5FU secara signifikan menghambat
 proliferasi sel fibroblast keloid, menginduksi apoptosis sel dalam berbagai
 tingkatan tetapi tidak serta merta membunuh sel fibroblast keloid, dan juga
 menyebabkan siklus sel terhenti pada fase G2/M.
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 C. Kerangka Konsep
 Gambar 2.4 Kerangka konsep
 Daun jambu biji mengandung senyawa quersetin (Vargas et al., 2006) dan
 asam oleanolat (Arima dan Danno, 2002).
 Senyawa quersetin memiliki efektifitas antiproliferasi pada sel fibroblas
 dan asam olenolat memiliki efektifitas menghambat jaringan parut dan
 mampu mengurangi jaringan parut (Ye et al., 2015)
 Identifikasi golongan senyawa
 terpenoid dan flavonoid
 Perlakuan sel fibroblas NIH 3T3 dengan
 konsentrasi berbeda pada setiap
 perlakuan
 Uji sitotoksik menggunakan
 metode MTT assaydengan
 konsentrasi50µg/mL,
 125µg /mL,
 250 µg /mL, 500 µg / mL,
 1000 µg /mL
 Proliferasi sel
 menggunakan metode
 MTT assay dengan
 konsentrsi 33,5 µg / mL,
 67 µg / mL,
 134 µg / mL.
 Siklus sel menggunakan
 metode flowcytometry
 dengan konsentrasi
 33,5 µg/ mL dan
 134 µg/ mL
 IC50 Viabilitas sel
 % akumulasi sel
 Ekstrak daun jambu biji diduga memiliki potensi sebagai anti
 keloid
 semakin tinggi viabilitas sel maka sel yang hidup semakin banyak begitu
 sebaliknya semakin kecil viabilitas sel maka sel yang hidup sedikit
 Pengaruh Pemberian Ekstrak…, Nur Fina Mafazah, Fakultas Farmasi, UMP, 2017
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 D. Hipotesis
 1. Ekstrak etanol daun jambu biji memiliki aktivitas sitotoksik pada sel
 fibroblast NIH 3T3.
 2. Ekstrak daun jambu biji dapat menghambat proliferasi sel fibroblast NIH
 3T3.
 3. Ekstrak etanol daun jambu biji dapat memperkirakan penghambatan pada
 siklus sel.
 Pengaruh Pemberian Ekstrak…, Nur Fina Mafazah, Fakultas Farmasi, UMP, 2017
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