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ABSTRAK

Penuaan kulit merupakan akumulasi berbagai perubahan progresif yang terjadi pada sel dan
jaringan kulit. Kulit manusia terdiri matriks ekstraseluler (MES) dermal dengan protein
penyusunnya adalah kolagen. Selama penuaan, kolagen tipe | mengalami perubahan
organisasi dan struktural, penurunan sintesis protein MES, dan terjadi peningkatan degradasi
metaloproteinase mengakibatkan hilangnya kekuatan mekanik. Studi menunjukkan peran
penurunan fungsi penghalang kulit terkait usia dalam penuaan pada tikus. Tujuan penelitian
ini untuk mengetahui deposisi kolagen tipe | berdasarkan usia pada jaringan kulit tikus Wistar.
Desain penelitian merupakan observasional analitik cross-sectional. Penelitian menggunakan
tikus Wistar yang telah memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi. Tikus dikelompokkan menjadi
kelompok usia 3 bulan, 6 bulan, 12 bulan, dan 18 bulan. Pengambilan jaringan kulit dengan
biopsi plong dilanjutkan pembuatan preparat dengan pewarnaan Trichome masson.
Perhitungan deposisi kolagen dilakukan pada area berwarna biru dan diinterpretasikan (%)
menggunakan software ImageJ. Rerata persentase deposisi kolagen terbesar pada kelompok
usia 3 bulan dengan nilai 57,6+0,17% dan 57,5£0,43% pada pembesaran 40x dan 100x.
Persentase deposisi kolagen terendah terdapat pada kelompok usia 18 bulan dengan nilai
12,1+1,6% dan 6,9+0,52% pada pembesaran 40x dan 100x. Pada penelitian ini dapat
disimpulkan bahwa terdapat penurunan deposisi kolagen jaringan kulit tikus Wistar seiring
dengan pertambahan usia akibat proses penuaan, dengan deposisi kolagen jaringan kulit tikus
Wistar kelompok usia muda lebih besar dibandingkan kelompok usia yang lebih tua.

Kata kunci: kolagen tipe I, kulit, penuaan, tikus wistar, usia
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ABSTRACT

Skin aging is the accumulation of various progressive changes that occur in skin cells and
tissues. Human skin consists of dermal extracellular matrix (ECM) with the constituent
protein being collagen. Type | collagen undergoes organizational and structural changes,
decreases ECM protein synthesis, and increases metalloproteinases resulting in decreased
mechanical strength. Studies show a role for age-related decline in skin function in aging in
mice. Thus, the purpose of this study was to determine the deposition of type | collagen-based
on age in the skin tissue of Wistar rats. The study design was cross-sectional analytic
observational. The study used Wistar rats that had met the inclusion and exclusion criteria.
Rats were divided into 3, 6, 12, and 18 months age groups. Taking the skin with a Plong
biopsy followed by Trichome Masson staining. Calculation of collagen deposition was
carried out in the blue area and interpreted (%) using ImageJ software. The highest
percentage of collagen deposition was in the 3 months age group with values of 57.6+0,17%
and 57.520,43% at 40x and 100x, respectively. The lowest percentage of collagen deposition
was in the 18 months age group with values of 12.1+1,6% and 6.9+0,52% at 40x and 100x,
respectively. Accordingly, the decrease in collagen deposition in rat skin tissue with age due
to the aging process, with collagen deposition in rat skin tissue in the younger age group
greater than in the older age group.

Keywords: age, aging, skin, type I collagen, wistar rat

PENDAHULUAN
Proses penuaan pada  kulit Kulit manusia terdiri atas matriks

merupakan akumulasi dari  berbagai ekstraseluler (MES) dermal dengan salah

perubahan progresif yang terjadi pada sel
dan jaringan kulit. Proses penuaan yang
kompleks dipengaruhi oleh faktor intrinsik
dan faktor ekstrinsik." Penuaan intrinsik
didefinisikan sebagai perubahan yang
terletak di dalam sel induk dan
keturunannya, termasuk ekspresi mikro
RNA (miRNA), panjang telomer, ekspresi
protein apoptosis, regulator siklus sel,
sekretom seluler, reseptor transmembran,
dan ekspresi gen.' Penuaan intrinsik
dipengaruhi oleh usia, faktor genetik,
hormonal, serta radikal bebas. Sedangkan
penuaan ekstrinsik dipengaruhi oleh gaya
hidup dan faktor lingkungan, terutama

radiasi sinar ultraviolet (UV)."*

satu protein penyusunnya adalah kolagen
yang diproduksi oleh sel mesenkim
fibroblas.” Kolagen berperan memberikan
dasar pembentukan matriks pada fase
proliferasi  dan  remodeling.® Secara
keseluruhan, terdapat 28 macam kolagen
yang diekspresikan oleh tubuh, akan tetapi
kolagen utama yang berkontribusi dalam
histologi dan fisiologi kulit adalah kolagen
tipe 1 dan kolagen tipe 111.*>" Kolagen tipe
| merupakan bagian utama matriks
ekstraseluler fibrial (kolagen serat) dengan
jumlah terbanyak sehingga berperan dalam
memberikan integritas struktural dan
ketahanan mekanis kulit.® Komposisi fibril

kolagen tipe | pada kulit muda mencapai
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85-90% dengan struktur heliks rangkap
tiga rantai panjang.*>° Selama penuaan,
kolagen tipe | mengalami perubahan
organisasi dan struktural, penurunan
sintesis protein  MES, dan terjadi
peningkatan degradasi metaloproteinase
yang memicu fragmentasi fibril kolagen
sehingga mengakibatkan hilangnya
kekuatan mekanik secara menyeluruh.’
Berbeda dengan kulit muda, yang memiliki
fibril kolagen utuh, melimpah, padat, serta
terorganisir  dengan baik, penurunan
kolagen pada kulit tua mengakibatkan kulit
mengalami  kerutan  (wrinkle)  dan
hilangnya elastisitas.’? Keadaan ini
mengakibatkan berbagai produk anti-aging
berfokus pada proses inhibisi mekanisme
tersebut.™*

Studi terkini menunjukkan bukti
yang mendukung peran penurunan fungsi
penghalang kulit terkait usia dalam
penuaan sistematik pada tikus.> Tikus
Wistar merupakan model sistem mamalia
yang unggul dan telah diakui.®**** Dengan
karakteristik tikus Wistar berupa kepala
lebar, telinga panjang, dan ukuran ekor
yang lebih pendek dari panjang tubuhnya,
serta diketahui lebih aktif. Perbedaan usia
merupakan faktor penting pada tikus yang
menandakan variasinya dalam anatomi,
fisiologi, dan proses perkembangannya
yang  harus  dipertimbangkan  saat
menganalisis hasil atau memilih dosis

penelitian pada tikus.***> Demikian, tujuan
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pada penelitian ini untuk mengetahui
deposisi kolagen tipe | berdasarkan usia

pada tikus Wistar.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini merupakan penelitian
observasional  analitik  cross-sectional
dengan membandingkan deposisi kolagen
tipe 1 pada kulit tikus galur Wistar
berdasarkan usia. Penelitian dilakukan di
Laboratorium  Universitas Setia Budi
Surakarta, Laboratorium Klinik
Bioteknologi Dermama Surakarta, dan
Laboratorium Patologi Anatomi
Universitas Sebelas Maret Surakarta
selama bulan Desember 2021-Januari 2022.

Penelitian ini merupakan penelitian
in vivo dengan menggunakan subjek
penelitian berupa tikus galur Wistar.
Dengan penetapan kriteria inklusi berupa
tikus Wistar jantan usia 3 bulan, 6 bulan,
12 bulan, dan 18 bulan. Sedangkan kriteria
eksklusi penelitian ini berupa tikus dengan
kecacatan, umur tidak sesuai, dan tikus
yang sakit selama pengambilan data. Tikus
Wistar yang telah memenuhi Kkriteria
ditempatkan dalam kondisi dan situasi
yang sama dan dibagi menjadi 4
kelompok, yaitu kelompok usia 3 bulan,
kelompok usia 6 bulan, kelompok usia 12
bulan, dan kelompok usia 18 bulan.

Pengambilan jaringan kulit perut
tikus Wistar menggunakan biopsi plong 10

mm hingga kedalaman subkutan. Jaringan
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ditempatkan di tabung kontainer biopsi
yang berisi larutan formalin  10%.
Pembuatan

preparat histopatologi

menggunakan  pewarnaan  Trichrome
masson dengan interpretasi spesifik serabut
kolagen berupa warna biru. Tahapan
pembuatan preparat histopatologi kulit
dengan pewarnaan Trichrome masson
sebagai berikut: 1) Fiksasi, dengan
memasukkan jaringan ke dalam larutan
buffer formalin selama 18-24 jam
kemudian jaringan dimasukkan ke dalam
akuades selama 1 jam guna menghilangkan
larutan fiksasi; 2) Dehidrasi, yaitu jaringan
dimasukkan ke dalam alkohol konsentrasi
bertingkat. Jaringan yang telah didehidrasi
akan menjadi lebih jernih dan transparan
kemudian jaringan dimasukkan ke dalam
larutan alkohol-xylol selama 1 jam
dilanjutkan ke dalam larutan xylol murni
selama 2x2 jam; 3) Impregnasi, Yaitu
pemotongan jaringan lalu dimasukkan ke
dalam parafin cair selama 2x24 jam,

setelah itu masuk dalam tahap pengeringan.

Preparat yang telah disimpan dalam bentuk
blok parafin akan bertahan hingga 5 tahun
dengan penyimpanan yang benar pada
tempat kering atau lemari es; 4)
Deparafinisasi, yaitu dengan memanaskan
preparat pada oven selama 10 menit; 5)
Pewarnaan Trichrome masson dengan cara
jaringan diberi larutan neutral red 0,5%
selama 5 menit kemudian dicuci dengan air

mengalir selama 5 menit dan dibilas

186 |

akuades selanjutnya diteteskan larutan acid
fuchsin selama 5 menit dan dibilas akuades
selama 5 menit, kemudian jaringan diberi
larutan phosphomolybdic acid selama 5
menit dengan kelebihan larutan dapat
dibuang. Pada tahap selanjutnya, jaringan
diberi larutan methyl blue selama 2-5 menit
dan dicuci menggunakan akuades selama 5
menit. Larutan terakhir yang diberikan
pada jaringan adalah asam asetik 1%
selama 2 menit dilanjutkan dengan
dehidrasi alkohol. Tahap akhir adalah
clearing dan mounting menggunakan
kanada balsam.

Pengamatan preparat dilakukan
menggunakan mikroskop pembesaran 40x
dan 100x pada 5 lapang pandang.
Perhitungan deposisi kolagen dilakukan
pada area berwarna biru yang secara
spesifik merupakan kolagen melalui
pewaranaan Trichrome masson.
Interpretasi  hasil pengamatan kolagen
dilakukan oleh ahli patologi anatomi
dengan pembacaan berulang. Data rerata
kuantitatif kepadatan kolagen didapatkan
dengan mengolah gambar menggunakan
software imageJ untuk  mengetahui
kepadatan kolagen yang diinterpretasikan
dengan persen (%) area berwarna biru pada

pengamatan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengamatan  preparat  deposisi

kolagen pewarnaan Trichrome masson
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dilakukan pada pembesaran 40x dan 100x
pada 5 lapang pandang menggunakan alat
bantu optilab. Deposisi kolagen
diinterpretasikan dengan warna biru dan
dilakukan perhitungan kuantitatif (%)
menggunakan software imageJ oleh ahli
patologi anatomi dengan pembacaan
berulang. Hasil pengamatan ditampilkan
pada tabel 1.

Pada tabel 1

gambaran histopatologi jaringan kulit tikus

menunjukkan

pewaranaan Trichrome masson yang
diambil melalui optilab pada pembesaran
40x. Preparat kelompok usia muda, yaitu
usia 3 bulan dan usia 6 bulan menunjukkan
warna biru (kolagen) yang lebih luas
dibandingkan pada kelompok usia yang
lebih tua vyaitu 18 bulan. Preparat
kelompok wusia 18 bulan menunjukkan
distribusi warna biru (kolagen) yang lebih
sempit dibandingkan kelompok lainnya.
Rerata persentase kuantitatif deposisi
kolagen menggunakan software ImageJ
ditampilkan pada gambar 1. Hasil deposisi
kolagen pada pembesaran 40X

menunjukkan rerata persentase deposisi
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kolagen pada kelompok usia 3 bulan, 6
bulan, 12 bulan, dan 18 bulan sebesar
57,6+0,17; 24,5+0,86; 22,7+1,47; dan
12,1+1,6 secara berurutan. Di satu sisi,
pada pembesaran 100x didapatkan deposisi
kolagen pada kelompok wusia 3 bulan
sebesar 57,5+0,43%, pada kelompok usia 6
bulan sebesar 14,9+0,95%, pada kelompok
usia 12 bulan sebesar 12,8+0,34%, dan
pada kelompok usia 18 bulan sebesar
6,9+0,52%. Persentase deposisi kolagen
baik pada pembesaran 40x maupun 100x
menunjukkan persentase terbesar pada
kelompok wusia 3 bulan dengan nilai
57,6£0,17% pada pembesaran 40x dan
57,5£0,43% pada pembesaran 100x.
Kemudian, persentase deposisi kolagen
terendah terdapat pada kelompok usia 18
bulan dengan deposisi kolagen sebesar
12,1+1,6% pada pembesaran 40x dan
6,9+0,52% pada pembesaran 100x. Hasil
penelitian menunjukkan adanya penurunan
persentase deposisi kolagen jaringan kulit
tikus Wistar seiring dengan peningkatan
usia dengan rentang usia tikus Wistar pada

penelitian adalah 3-18 bulan.
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Tabel 1 Gambaran deposisi kolagen pada jaringan kulit tikus wistar pembesaran 40x dengan
trichrome sasson staining dan pengamatan melalui ImageJ

Kelompok Trichrome masson ImageJ

Usia 3 Bulan

Usia 6 Bulan

Usia 12 Bulan

Usia 18 Bulan

—&o—Perbesaran 40x  —#—Perbesaran 100x

100

DEPOSISI
KOLAGEN (%)
(o)

o o

3 6 12 18

USIA TIKUS WISTAR (BULAN)

Gambar 1 Rerata deposisi kolagen.
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Penelitian ini menggunakan sampel
berupa jaringan kulit tikus Wistar dengan
usia 3 bulan, 6 bulan, 12 bulan, dan 18
bulan. Hasil dari penelitian menunjukkan
adanya penurunan persentase deposisi
kolagen kulit secara progresif seiring
dengan peningkatan usia tikus Wistar,
dengan deposisi kolagen jaringan kulit
tikus Wistar tertinggi didapatkan pada
kelompok usia 3 bulan dan terendah pada
kelompok usia 18 bulan. Oleh sebab itu,
dapat diinterpretasikan bahwa terdapat
adanya pengaruh usia terhadap deposisi
kolagen kulit. Proses yang mendasari
penurunan kolagen kulit seiring
peningkatan usia pada penelitian ini adalah
proses penuaan atau ageing. Secara
general, penuaan didefinisikan sebagai
dampak dari akumulasi berbagai kerusakan
molekuler dan seluler seiring
bertambahnya usia  diikuti  dengan
penurunan bertahap terhadap kapasitas
fisik serta mental, peningkatan risiko
penyakit, dan diakhiri dengan kematian.®
Penuaan pada jaringan kulit secara spesifik
definisikan sebagai perubahan pada kulit
yang dapat dikategorikan  sebagai
perubahan histologis, morfologis, dan
fisiologis yang terjadi karena proses
degeneratif.'’  Kulit yang mengalami
penuaan akan kehilangan karakteristik
struktural dan fungsionalnya, penuaan

pada kulit dapat dikategorikan menjadi
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penuaan intrinsik dan penuaan ekstrinsik.”

Penuaan ekstrinsik diakibatkan oleh
faktor  oksidatif  lingkungan,  seperti
ultraviolet (UV) matahari, gaya hidup,
asap rokok, dan faktor polusi lainnya.*
Studi  terkini  menunjukkan etiologi
terbanyak penuaan ekstrinsik adalah
akumulasi dan paparan sinar matahari yang
tidak terlindungi atau photoaging.**®
Degenerasi kulit oleh radiasi UV adalah
proses kumulatif dengan laju
degenerasinya tergantung pada frekuensi,
durasi, dan intensitas paparan sinar
matahari serta perlindungan alami oleh
pigmentasi kulit. Penuaan kulit ekstrinsik
ditandai dengan kerutan yang dalam,
hilangnya elastisitas, kekeringan,
kekasaran atau bertekstur, teleangiektasis,
dan gangguan pigmentasi. Penampilan
kulit yang menua secara ekstrinsik cukup
berbeda dari kulit yang mengalami
penuaan intrinsik.**?

Penuaan intrinsik dipengaruhi oleh
usia, faktor genetik, hormonal, serta
radikal bebas." Penuaan kulit secara
intrinsik  terjadi sangat lambat dan
bervariasi antar individu dalam populasi
dari etnis yang sama maupun berbeda.™**
Pada dasarnya penuaan kulit intrinsik
hanya mampu terlihat pada usia yang
cukup tua, ditandai dengan kulit yang lebih
tipis, kering, kurang elastis, dan keriput

halus.™*® Penuaan intrinsik terjadi di dalam
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jaringan melalui pengurangan sel mast
dermal, fibroblas, produksi kolagen, serta
hilangnya rete ridges.. Kerusakan oksidatif
bertahap untuk basa DNA dalam kode gen
kolagen dan elastin  menyebabkan
berkurangnya ekspresi kolagen pada kulit
yang menua.t

Secara umum, baik penuaan
intrinsik ~ maupun  ekstrinsik  hanya
memiliki perbedaan pada etiologi, nhamun
keduanya mengakibatkan reaksi
biokimiawi yang serupa terhadap jaringan
dermis pada struktur dan organisasi MES,
yang mana penyusun utama MES adalah
elastin dan serabut kolagen.®® Dalam
proses sintesisnya, kolagen memiliki 2
regulator utama yaitu sitokin transforming
growth factor (TGF-B) dan faktor
transkripsi activator protein (AP-1). TGF-
B dan AP-1 akan bekerja secara
kontradiktif, yang mana TGF-f akan
memicu produksi kolagen sedangkan AP-1
akan memicu inhibisi sintesis kolagen dan
penghancuran kolagen. Penurunan TGF-$3
dan Reactive Oxygen Species (ROS)
merupakan kontributor dominan pada
penuaan intrinsik, sedangkan paparan sinar
UV/photoaging merupakan kontributor
utama penuaan ekstrinsik.?>?* Di dalam sel
mesenkim fibroblas, TGF-p akan berikatan
dengan reseptornya sehingga
mengakibatkan fosforilasi dari Smad2,
Smad2 akan membentuk kompleks Smad

dengan Smad4. Selanjutnya, kompleks

190 |

Smad mengalami translokasi ke nukleus
guna aktivasi protein transkripsi, termasuk
Collagen Type | Alpha 2 Chains Gene
(COL1A2) yang merupakan gen pengode
prokolagen tipe 1.2% TGF-B juga
menginduksi  protein  perantara, Yaitu
connective tissue growh factor (CTGF)
yang berperan dalam  menstimulasi
prokolagen tipe 1.2%%*%* Jaras tersebut
merupakan proses fisiologis  sintesis
kolagen, sedangkan pada proses penuaan
yang dipicu oleh penurunan TGF-f akan
mengakibatkan jaras yang berlawanan
yaitu penurunan kadar prokolagen tipe |
diikuti dengan penurunan deposisi kolagen
tipe 1.2

Di satu sisi, penuaan intrinsik juga
mengakibatkan  metabolisme  oksidatif
yang memicu  pembentukan  ROS,
pembentukan ROS juga dipicu oleh
photoaging dari penuaan ekstrinsik yang
menyebabkan terjadinya akumulasi ROS
berlebih. Akumulasi ROS akan
merangsang sitokin dan growth factor
receptor (GFR) sehingga mengaktifkan
jalur p38 dan JNK untuk memproduksi
Nuclear Factor-kappa Beta (NF-kB), c-
Fos, dan c-Jun.?®?* Protein c-Fos dan c-Jun
merupakan proto-onkogen yang
meregulasi aktivasi AP-1.** Aktivasi dari
AP-1  mampu menginduksi  matrix
metalloproteinase (MMP) mRNA yang
berperan  dalam

degradasi  kolagen

sehingga  mengakibatkan  penurunan
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deposisi kolagen tipe 1.° Lalu, aktivasi
NF-xB  akan

dependent attraction of neutrophils yang

menginduksi  cytokine-

mengandung kolagenase neutrofil yang
terlibat dalam degradasi kolagen.? Proses

| Penuaan Intrinsik

A 4

penuaan intrinsik dan ekstrinsik yang
menyebabkan penurunan deposisi kolagen

tipe 1 digambarkan melalui gambar 2.

| Photoaging l

TGF-p v ROS ]
Reseptor Tipe 11 # Sitokin, Growth Factor
Fibroblas Reseptor Tipe | p38, INK

.

Smad2

v

Smad complex

CTGF ¥

A

Prokolagen tipe | mRN.-\l

!

NF-«B, ¢-Fos, ¢c-Jun

JV

AP-1 I

A 4
L MMP mRNA J

N

Kolagen tipe 1 ‘ /

Gambar 2 Proses Penurunan deposisi kolagen tipe | pada proses penuaan.”

Penelitian  sebelumnya terkait

produksi  kolagen secara kronologis
berdasarkan usia menunjukkan penurunan
kolagen sebesar 68% pada kulit tua
dibandingkan pada kulit muda. Penurunan
kolagen pada kulit tua terjadi akibat
penurunan sintesis mMRNA kolagen tipe |
3 kali lipat lebih

dibandingkan pada kulit muda.? Penelitian

hingga rendah
tersebut memiliki hasil serupa dengan
penelitian ini, yang mana pada penelitian
ini  menunjukkan

penurunan  deposisi

kolagen hingga 88% pada pembesaran
100x pada kelompok wusia 3 bulan
dibandingkan kelompok usia 18 bulan.
Hasil  penelitian  lain  menunjukkan
penurunan tingkat ekspresi gen TGF-f,
CTGF, dan prokolagen tipe I sebesar 30%;
50%; dan 25% secara berurutan pada
dermis tua dibandingkan dermis muda.
Penurunan tersebut mengakibatkan
penurunan kolagen pada kulit tua, hal ini
dapat menjelaskan bahwa regulasi protein
sintesis

persinyalan kolagen  utama

MK | Vol.5 | No.2 | JUNI 2022
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dimediasi oleh TGF-B.*? Penelitian lain
juga menunjukkan penurunan kolagen
sekitar 25% selama 4 dekade, dengan
persentase kolagen wusia 25-34 tahun
sebesar 73,28+14.3 sedangkan pada usia
65-74 turun menjadi 55,3+13,1. Literatur
juga menyatakan bahwa  seiring
bertambahnya usia, sintesis kolagen secara
alami mengalami penurunan sekitar 1-
1,5% pertahun.” Penurunan kolagen akibat
penuaan kulit, selain berdampak pada
wajah, juga berdampak pada bagian kulit
tubuh secara keseluruhan, seperti keratosis
seboroik, solaris lentigo, pruritus senilis,
dan actinic keratosis.”

Demikian, secara teoritis dan
dengan membandingkan penelitian ini
dengan hasil penelitian sebelumnya yang
serupa, didapatkan bahwa hasil penelitian
ini memiliki hasil yang sesuai. Pada
penelitian ini menyatakan bahwa terdapat
adanya penurunan deposisi kolagen tipe |
seiring dengan bertambahnya usia pada
jaringan kulit tikus Wistar akibat proses
penuaan. Keterbatasan pada penelitian ini
berupa masih sedikit variasi kelompok usia
tikus yang digunakan. Diharapkan untuk
penelitian selanjutnya dilakukan observasi
gambaran deposisi kolagen tipe | terhadap
usia pada kelompok usia hewan coba yang
lebih beragam dan dilakukan penelitian
lanjutan dengan pemberian perlakuan pada
hewan coba untuk menghambat proses

degradasi kolagen tipe I.

192 |

KESIMPULAN

Penelitian menunjukkan persentase
deposisi  kolagen kulit kelompok muda
lebih tinggi dibandingkan persentase
deposisi kolagen kulit kelompok tua.
Penurunan deposisi kolagen seiring dengan
pertambahan usia dipengaruhi oleh proses

penuaan.
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