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Efektivitas ekstrak etanol teripang emas terhadap
ekspresi endoglin pada fase maturasi penyembuhan
tikus yang mengalami ulkus traumatikus
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The Expression of Endoglin in The Maturation Phase of
Healing Mice With Traumatic Ulcers)
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ABSTRACT

Background: The traumatic ulcer is the most common oral soft tissue lesion that cause
physiologic dissorder (pain) in patients, so it need a medicine to improving healing
processs.Stichopus hermanii contains glycosaminoglycans, omega-3 and other agents that
accelerate wound healing. Their influence againts signaling cell for proliferation and
angiogenic for healing procce. Endoglin plays in a number of cellu- lar processes and the
elevated expression during wound healing. Purpose: Knowing the effectivity of ethanol extract
of Stichopus hermanii towards the expression on traumatic ulcer maturation phase in oral
mucosa. Materials and Methods: The research subjects were forty eight wistar rats divided
into 6 groups. Traumatic ulcer was made in the center-rat’s-labial-mucosa. The Xi group was
smeared with sterilized aquades as the control group. The X, was smeared with 0,2% hialuronic
acid, Xz with 60% ethanol extract, and X4 with 80% ethanol extract. They were smeared once
a day during 4 days. On the sixth day, the rat’s labial mucosa was biopsied to make histological
preparation in order to study the amount of fibroblast. Results: Kruskal-Wallis test showed not
significant difference (p=0,000) after applying Stichopus hermanii extract for expression of
endoglin in Conclusions: ethanol extractStichpus hermanii not effective for expression of
endoglin on traumatic ulcer maturation phase in healing procces.
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PENDAHULUAN

Ulser merupakan lesi umum yang
dijumpai pada pasien kedokteran gigi,
didefinisikan sebagai erosi yang
umumnya berupa kerusakan superfisial
yang menyebabkan hilangnya epitel
rongga mulut oleh karena berbagai
penyebab.!

Ulser yang paling sering terjadi
dalam masyarakat adalah  ulkus
traumatikus dan Stomatitis Aphtosa
Recurrent (SAR). Masyarakat sering
menganggap kedua ulser ini sama dan
menyebut keduanya sebagai sariawan,
karena ulkus traumatikus dan SAR
memiliki gambaran klinis yang serupa.?
Perbedaannya pada ulkus traumatikus
harus ada riwayat trauma atau
penyebab trauma, sedangkan pada SAR
biasanya timbul dengan sendirinya
karena keadaan yang multifaktorial,
walaupun terkadang juga dapat dipicu
oleh trauma.!

Lesi ini dapat sembuh dengan
sendirinya dalam waktu 7 sampai 10
hari, namun karena berada di rongga
mulut, maka dapat menyebabkan nafsu
makan menurun dan kemungkinan
proses penyembuhan luka terganggu.
Pengobatan yang dapat dilakukan
hanyalah bersifat simptomatis, dengan
mengurangi rasa sakit dan
mengeliminasi  faktor kemungkinan
penyebab terjadinya ulser. * Upaya
mempercepat penyembuhan luka mulai
digunakan dengan menggunakan obat
kimia yang berbahan dasar asam
hyaluronat yang merupakan suatu
komponen glykosaminoglikan (GAGSs)
yang banyak ditemukan pada matriks
ekstraseluler.* Selain asam hyaluronat,
komponen lain dari GAGs yang banyak
ditemukan pada matriks ekstraseluler
adalah  kondroitin  sulfat. Namun
pemanfaatannya masih  digunakan
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dalam pengobatan nyeri sendi, seperti
osteoarthritis.*

Teripang merupakan kekayaan
alam yang belum banyak dieksplorasi
terutama di bidang kedokteran gigi.
Teripang ini banyak  jenisnya,
diantaranya adalah teripang pasir,
teripang keling, teripang emas. Namun
dari berbagai macam teripang tersebut
yang banyak kandungan protein dan
kolagennya adalah teripang emas (+
80%), selain kandungan tersebut juga
terdapat GAGs (kondroitin sulfat) dan
CGF.5" Hal ini terbukti pada penelitian
sebelumnya  dimana  pada  uji
karakterisasi  menunjukkan  hasil
dimana teripang emas mempunyai
kandungan GAGs yang lengkap, yaitu
Asam Hialuronat, Kondroitin Sulfat,
Dermatan Sulfat, Heparin, Heparan
Sulfat, dimana konsentrasi yang paling
tinggi adalah dermatan sulfat.®

MATERI DAN METODE

Jenis penelitian yang digunakan
adalah true experimental. Rancangan
penelitian adalah the post test only
control group design. Penelitian ini
menggunakan  parameter  jumlah
fibroblas pada fase maturasi. Sampel
yang digunakan adalah tikus wistar
yang memiliki kesehatan fisik yang
berjumlah 48 ekor, sampel diambil
secara simple random sampling dan
terbagi menjadi 6 kelompok, yaitu
kelompok kontrol (X1), kelompok asam
hialuronat 0,2% (X2), kelompok
ekstrak kasar teripang emas 60% (X3)
dan 80% (Xa4) serta kelompok ekstrak
etanol teripang emas 60% (Xs) dan
80% (Xs). Tikus yang digunakan
berjenis kelamin jantan, berat badan
200-300 g dengan usia sekitar 3 bulan.
Tikus wistar diadaptasi selama 1
minggu dengan diberi makan dan
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minum tiap hari. Lokasi penelitian
dilakukan di Laboratorium Biokimia
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas
Hang Tuah.

Alat-alat yang digunakan adalah
timbangan tikus, tabung kaca besar
tempat pemberian anestesi secara
inhalasi, kapas, gunting kecil, cotton
buds, pinset anatomi, amalgam stopper,
plastic filling instrument, tabung untuk
spesimen, mikroskop cahaya, kamera
digital, burner dengan spiritus, rotari
evaporator dan freeze dryer. Bahan
yang digunakan adalah ekstrak kasar
dan etanol teripang emas, NaCMC, gel
asam hialuronat 0,2%, aquades steril,
eter, alkohol 70%, etanol 96%,
formalin 10%, DMSO 5% dan bahan
untuk membuat sediaan histopatologi
anatomi beserta bahan pewarna gram
Hematoxylin Eosin (HE).

Prosedur pembuatan ekstrak
teripang emas diawali  dengan
membersihkan teripang segar dari
kotoran-kotoran kemudian teripang
dicuci dengan air bersih. Teripang emas
diletakkan di bawah air mengalir pada
ayakan dengan ukuran partikel 30-40
mesh dan diremas-remas untuk
mengeluarkan saponin yang berbentuk
busa. Setelah itu teripang emas dicuci
dan diblender sampai diperoleh
konsistensi  halus. Teripang emas
tersebut dilakukan pengeringan dengan
alat freeze dryer sehingga
menghasilkan ekstrak kasar teripang
emas®. Ekstrak kasar dilarutkan lagi
dengan pelarut polar, yaitu etanol 96%.
Kemudian diuapkan dengan alat rotari
evaporator dengan suhu 50°C. Hasil
penguapan  didinginkan  sehingga
menghasilkan ekstrak etanol teripang
emas.

Pembuatan traumatic ulcer pada
mukosa labial tikus dengan
menggunakan  amalgam  stopper.
Diameter amalgam stopper = 2 mm dan
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batas kedalaman antara 0,06 mm
sampai 1 mm.1% Tikus dianestesi
dengan eter secara inhalasi. Amalgam
stopper disterilkan dan dipanaskan
dengan api burner selama + 45 detik
kemudian disentuhkan ke mukosa
labial tikus selama 1 detik. Pada hari
kedua dilakukan pengamatan ulser
sudah terbentuk atau belum. Setelah itu
tiap  kelompok  diolesi  sesuai
pembagian kelompok selama 4 hari.
Pada hari keenam semua kelompok
dikorbankan  untuk  pengambilan
mukosa labial tikus untuk dilakukan
pengamatan jumlah fibroblas dengan
pewarnaan HE (Hematoxylin Eosin).
Pengamatan  menggunakan  sistem
skoring dengan metode melihat sebaran
(0=0=tidak terdeteksi imunoreaktivitas
/ negatif ;1= kurang dari 10% sel yang

terdeteksi; 2 = 10-50% sel yang
terdeteksi; 3 = 51-80% sel yang
terdeteksi; 4 = >80% sel yang
terdeteksi) dan intensitas
warnanya(0=tidak terdeteksi
imunoreaktivitas /  negatif; 1=
pewarnaan lemah; 2 = pewarnaan
sedang; 3 = pewarnaan kuat)*?
HASIL

Pembuktian  untuk  melihat

efektivitas ekstrak etanol teripang emas
terhadap pemulihan jaringan mukosa
rongga mulut, maka perlu dilakukan
pengamatan ekspresi CD 105 sebagai
indikator. Data hasil  penelitian
mencakup data variabel tergantung,
kemudian data tersebut dianalisis
secara  statistik  deskriptif  yang
bertujuan untuk memperoleh gambaran
distribusi dan peringkasan data guna
memperjelas penyajian hasil.
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Tabel 5.1. Rerata dan Simpangan Baku
ekspresi CD 105
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KELOMPOK CD 105
KONTROL NEGATIF 3,12+0,991
ASAM HYALURONAT  3,00+1,773
TERIPANG EMAS 60% 3,86 + 0,69
TERIPANG EMAS 80% 4,00 + 0,926

Hasil pengamatan pada penelitian ini
dapat divisualisasikan dengan grafik
sebagai berikut :

35 1

23549
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05 7

KONTROL
NEGATIF

Gambar 1. Grafik Rerata ekspresi CD 105,
Kolagen tipe I dan MMP-9

ASAM
HYALURONAT

TERIPANG
EMAS 60%

TERIPANG
EMAS 80%

Sebelum melakukan analisis data
hasil penelitian dengan Anova, maka
data diuji normalitas  distribusinya
dengan uji Shapiro-Wilk seperti pada
tabel 5.2.

Tabel 5.2 Hasil uji normalitas

KELOMPOK CD 105
KONTROL NEGATIF .156
ASAM HYALURONAT .876
TERIPANG EMAS 60% .099
TERIPANG EMAS 80% .030

Berdasarkan tabel 5.2 dapat
dilihat bahwa ekspresi CD 105 tidak
berdistribusi normal (p<0.05), maka
untuk proses selanjutnya dilakukan uji
non parametrik dengan menggunakan
Kruskal Wallis
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Tabel 5.3. Hasil uji KRUSKAL WALLIS

Chi- Asymp.
Square Sig.
CD 105 4776 .189
Hasil analisis Kruskall Wallis

menunjukkan bahwa ekspresi CD 105
tidak menunjukkan adanya perbedaan
yang bermakna (p>0,05) seperti terlihat
pada tabel 5.3.

PEMBAHASAN

Secara fisiologi, penyembuhan
luka merupakan proses yang kompleks
meliputi  koordinasi temporal dan
spasial berbagai siknyaling, kekuatan
biomekanikal dan jalur siknyaling
biokimiapada kondisi hipoksia dan non
hipoksia. Meskipun banyak faktor yang
mempengaruhi kesuksesan perbaikan
jaringan secara fisiologi, ekspresi
transforming growth factor beta (TGF-
) berperan dalam mengatur banyak
proses yang terlibat dalam perbaikan
jaringan, termasuk produksi matriks
ekstra seluler (MES), proteases,
protease inhibitors, migrasi,
kemotaksis, dan proliferasi makrofag,
fibroblas, epitel dan pembuluh darah
kapiler. TGF- memediasi efek-efek ini
dengan menstimulasi jalur siknyaling
melalui suatu reseptor kompleks yang
mengandung endoglin (CD 105).
Endoglin diekspresikan dalam
spektrum proliferasi yang luas dan
meregulasi fungsi seluler yang penting
seperti proliferasi dan adesi melalui
siknyaling Smad.™

Endoglin merupakan koreseptor
penunjang tipe I (TBRII) untuk
TBRIIL, ALK1 dan activin like kinase 5
(ALK5), dan berinteraksi dengan
anggotaTGF-B family yang lain.
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Endoglin diekspresikan pada
permukaan sel sebagai 180 kDa
homodimeric protein transmembran.
Banyak  sekali  interaksi  yang
diprakarsai olenh endoglin  yang
mengatur sejumlah fungsi sel seperti
adesi sel, migrasi, permeabilitas,
apoptosis dan proliferasi dari berbagai
jenis sel.14

Teripang emas yang banyak
mengandung glikosaminoglikan pada
penelitian ini ternyata cukup mampu
mempertahankan keberadaan endoglin
pada tahap maturasi, untuk dapat
memberikan siknyaling pada sel terkait
untuk tetap mengadakan proses
remodeling hingga akhir penyembuhan
luka. Karena meskipun secara Klinis
luka dinyatakan sembuh, namun pada
jaringan granulasi masih ada aktivitas
dalam proses penyembuhan luka. Hal
ini juga berkaitan dengan pernyataan
Valuru®® yang menyebutkan bahwa
sirkulasi ekspresi endoglin pada sel

progenitor mesenkim juga dapat
terlihat pada kondisi normal dan
meningkat selama adanya induksi

karena luka bakar yang berperan dalam
proses penyembuhan, juga terlihat pada
hasil penelitian yang mana pada tahap
maturasi pun, endoglin ini masih sangat
banyak pada kelompok.
Glikosaminoglikan yang terdapat
pada teripang emas cukup lengkap. Hal

ini membuat kinerja yang saling
berkaitan satu sama lain dalam
berkolaborasi pada proses
penyembuhan  dan  meningkatkan

ekspresi endoglin.®® Hal ini tidak
sebanding dengan yang terlihat pada
kelompok asam hyaluronat, dimana
pada kelompok ini ekspresi endoglin
hampir sama pada kelompok kontrol

negatif.
Pemberian teripang emas dengan
konsentrasi yang lebih tinggi pun

ternyata tidak menunjukkan hasil yang
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baik. Hal ini mungkin disebabkan
karena pada kelompok teripang emas
80%, selain glikosaminoglikan juga
terdapat triterpene glikosida yang dapat
menghambat jalur siknyaling pada
famili TGF.

Dalam kelompok TGFp, TGFf1
berperan  penting dalam  proses
inflamasi,  angiogenesis,  regulasi
pembentukan jaringan ikat, remodeling
matriks  ekstraseluler dan proses
reepitelisasi.'? TGFB  juga
menstimulasi  proses  kemotaksis
fibroblas, inhibisi produksi kolagen dan
fibronektin, menghambat degradasi
kolagen karena peningkatan atau
penurunan inhibitor protease.

Remodeling merupakan fase
terakhir dalam proses penyembuhan
luka dan melibatkan regresi pembuluh
darah dan pembentukan jaringan ikat
yang direkatkan oleh matriks ekstra
seluler.’®  Fibroblas dan  fibrosit
berperan penting dalam rekonstruksi
matriks ekstraseluler, dengan
mengganti kolagen tipe 11l yang sudah
tua dengan kolagen tipe | dan berikatan
dengan molekul kolagen.Segera setelah
matrik ekstrasel terbentuk, dimulailah
reorganisasi. Serabut elastin juga
diturunkan dan kekuatan tarik pada
luka meningkat ke arah yang normal.!’
Bagaimanapun, kekuatan akhir
penyembuhan luka tetap kurang
dibanding dengan kulit yang tidak
pernah terluka, dengan kekuatan
tahanan maksimal jaringan parut hanya
70 % dari kulit utuh.

Pada proses remodeling jaringan
faktor pertumbuhan seperti PDGF,
FGF, TGF B dan IL 1, TNF a selain
menstimulasi  sintesis kolagen serta
jaringan ikat lain yang selanjutnya
sitokin dan faktor pertumbuhan
memodulasi  sintesis dan aktivasi
metaloproteinase, suatu enzim yang
berfungsi untuk degradasi komponen
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ECM. Proses degradasi kolagen dan
protein ECM lain dilaksanakan oleh
metalopreteinase. Metalopreteinase
terdiri atas interstitial kolagenase dan
gelatinase, diproduksi oleh beberapa
macam sel fibroblas, makrofag,
netrofil, sel sinovial dan beberapa sel
epitel.

Remodeling kolagen selama fase
maturasi tergantung pada
berlangsungnya sintesis kolagen dan
adanya degradasi kolagen. Kolagenase
dan metalloproteinase di dalam luka
membuang kelebihan kolagen
sementara sintesis kolagen yang baru
tetap. Sintesa kolagen dimulai hari ke-3
setelah injuri dan berlangsung secara
cepat sekitar minggu ke 2 — 4. Sintesis
kolagen dikontrol oleh kolagenase dan
faktor-faktor lain yang merusak
kolagen sebagai kolagen yang baru.8

Ada banyak matriks
metalloproteinase  yang  disintesis,
namun yang paling banyak berfungsi
untuk mendegradasi kolagen, terutama
kolagen tipe | adalah MMP-9 yang
banyak ditemukan di epitel dan juga
banyak ditemukan di sekitar fibroblas,
dimana MMP-9 ini bergabung dengan
MMP-2  terlibat pada  proses
angiogenesis pada tahap awal
terjadinya luka.!?

Pada penelitian ini ekstrak etanol
teripang emas dengan konsentrasi 60%
menunjukkan  hasil yang tinggi
dibanding yang lain dalam
mempercepat pembentukan kolagen
tipe I. Hal ini disebabkan kandungan
polisakarida glikosaminoglikan yang
terdapat pada teripang sangat lengkap.

Komponen glycosaminoglycans
sangat  diperlukan  pada  proses
penyembuhan luka. Hal ini berkaitan
karena komponen-komponen
glycosaminoglycans, seperti asam
hyaluronat, dermatan sulfat, kondroitin
sulfat, heparin dan heparin sulfat sangat
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dibutuhkan dalam penyembuhan luka.®
Asam hialuronat penting pada proses
inflamasi awal karena dapat memicu
peningkatan infiltrasi sel radang dan
produk sitokin proinflamasi, serta
penting dalam pengontrolan
angiogenesis selama perbaikan jaringan
berfungsi melindungi jaringan
granulasi dari kerusakan akibat ROS
(Reactive Oxygen Species).'®

Kondroitin ~ sulfat  berperan
dalam pengaturan pembentukan
jaringan granulasi selama

penyembuhan luka. Kondroitin sulfat
ini memiliki kemampuan berikatan
dengan Fibroblast Growth Factor-2
(FGF-2) sehingga dapat membantu
FGF-2 dalam memicu terjadinya
proliferasi sel terutama sel fibroblast.?

Heparan sulfat dan dermatan
sulfat diproduksi dalam keadaan aktif
secara fungsional. Heparan sulfat dan
dermatan sulfat merupakan kompenen
besar dalam cairan luka dan menjadi
larut. Dermatan sulfat yang larut ini
memiliki kemampuan untuk
mengaktifkan faktor pertumbuhan,
seperti FGF-2 dan FGF-7 dan juga
keratinocyte growth factor sehingga
memicu proliferasi sel. Apabila terjadi
defisiensi dermatan sulfat akan
mengakibatkan kerapuhan luka (20).
Ukuran minimal dari dermatan sulfat
yang dibutuhkan untuk memicu
pertambahan FGF-2 adalah
oktasakarida.?

Selain itu, rantai dermatan sulfat
dapat meregulasi koagulasi awal dalam
proses inflamasi, karena adanya ikatan
dermatan sulfat dengan HCII (Heparin
Cofactor 1), sebuah inhibitor protease
serine yang menghambat efek-efek
prokoagulan dari trombin. Regulasi
awal oagulasi juga dapat terjadi karena
ikatan dermatan sulfat dengan platelet
factor-4 (PF-4).2
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Pada respon tubuh secara normal,
apabila  terjadi  luka, omega-3
dihasilkan dari pelepasan komponen
fosfolipid bilayer dari membran sel,
sehingga omega-3 ini yang berperan
dalam pengontrolan proses inflamasi
akibat terjadinya luka.?® Peran dari
EPA dan DHA banyak terjadi pada fase

inflamasi. EPA dan DHA ini
merupakan mediator kunci dalam
mengontrol proses inflamasi pada
proses penyembuhan luka.?* Pada
penelitian McDaniel dkk* menyatakan
bahwa EPA dan DHA dapat
menyebabkan  peningkatan  IL-1,

dimana IL-1 ini mengatur proliferasi
fibroblas dan sintesis kolagen sehingga
akan menghasilkan kolagen yang sehat.
Keuntungan yang didapat adalah
meminimalkan pembentukan jaringan
parut dan meningkatkan kekuatan
jaringan ikat. IL-1 juga berperan
meningkatkan pertumbuhan keratinosit
untuk reepitelisasi dan menstimulasi
angiogenesis.

Selain itu kandungan beberapa
mineral yang terkandung di dalam
tubuh Stichopus hermanii berperan
dalam proses penyembuhan luka. Seng
merupakan kofaktor esensial yang
secara fisiologis berperan dalam
pertumbuhan dan replikasi sel normal
dan banyak terlibat dalam reaksi enzim
yang berbeda. Secara langsung seng
berperan dalam proses epitelisasi dan
proliferasi fibroblas sebagai enzim
metal, seperti RNA polimerase, DNA
polimerase, dan DNA transkriptase.?®

Mineral lain, seperti tembaga dan
magnesium memicu VEGF. Tembaga
dapat mempercepat proses
penyembuhan luka untuk stimuli
angiogenesis. Dalam penelitian in vitro,
tembaga dan seng menstimulasi
ekspresi integrin pada keratinosit pada
lapisan  basal yang  diketahui
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merupakan  bagian  dari

penyembuhan luka.

proses
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