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INTISARI

Sel punca mesenkimal (MSCs) memiliki kemampuan diferensiasi serta
mampu mensekresisitokin dan faktor pertumbuhan yang berguna bagi
penyembuhan luka, termasuk 7ransforming Growth Factor- beta (1GF-f) Kultur
hipoksia mampu meningkatkan kualitas MSC dari segi proliferasi, kemampuan
bertahan hidup, serta lebih banyak mensekresi sitokin dan faktor pertumbuhan
seperi TGF-B.  Tujuan Penelitian ini untuk mengetahui pengaruh MSC
hipoksia terhadap kadar TGF-B pada penyembuhan luka fase proliferasi dan
remodeling.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan menggunakan
rancangan “posttest only control group design” dengan menggunakan hewan
coba. Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan  menggunakan cara
randomized sampling. Tikus putih jantan galur Wistar dirandomisasi dan
dikelompokkan menjadi empat kelompok: Kelompok I (tidak diberikan perlakuan,
sham). Kelompok II (pemberian phospat builer saline, Kontrol), Kelompok III
(pemberian MSC normoksia). Kelompok IV (pemberian MSC hipoksia).

Hasi rerata kadar TGF-B berdasarkan kelompok dan hari adalah sebagai
berikut antara kelompok Sham, kontrol, P1 dan P2. Hari ke 12 (240,6; 398,9;
262,0; 250,8 pg/ml), hari ke 18 (267,4; 352,0; 225,0; 226,9 pg/ml), hari ke 24
(240,4; 264,8; 2534;  206,8 pg/ml). Hasil Uji One Way Anova pada
pengamatan hari ke 12 (p<0,05), nilai p menunjukkan bahwa kadar TGF-f pada
semua kelompok menunjukan perbedaan yang signifikan. Pengamatan ke 18 dan
24 di dapatkan (p>0,05) kadar TGF-B menunjukan perbedaan yang tidak
signifikan

Kesimpulan penelitian ini menunjukan terdapat pengaruh MSC hipoksia
terhadap kadar TGF-f pada penyembuhan luka fase proliferasi dan remodeling.

Kata kunci: Penyembuhan luka, TGF-f, Hipoksia, MSC, Fase proliferasi, fase
remodeling
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BABI

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Jaringan rusak akan digantikan oleh jaringan baru pada proses
penyembuhan luka. Penyembuhan luka kulit merupakan proses fisiologis
yang sangat terorganisir yang memulihkan integritas kulit setelah cedera
(Hu et al, 2014). Metode yang saat ini paling banyak dikaji untuk
menyembuhkan luka adalah mesenchymal stem cell (MSC) karena memiliki
kemampuan  diferensiasi serta mampu - mensekresisitokin dan faktor
pertumbuhan yang berguna bagi penyembuhan luka, termasuk 7ransforming
Growth Factor- beta (TGF-B) (Aydemir ef al, 2016). Penggunaan
MSC masih  kurang optimal schingga diperlukan kondisi perlakuan
seperti hipoksia untuk meningkatkan kualitasnya (Madrigal et al, 2014).
Transforming Growth factor-beta adalah faktor pertumbuhan yang berperan
penting terhadap semua tahap penyembuhan Iuka, terutama pada
fase proliferasi dan remodeling (Gilbert ef al, 2016; Ramirez ef al, 2014).
Melalui kemampuan parakrinnya, MSC dapat mensekresi TGF- selama
fase remodeling untuk mencegah pembentukan jaringan parut berlebih,
membantu proses angiogenesis serta mengontrol kadar TGF-B selama
fase remodeling (Cerqueira et al, 2016; Lu et al, 2016). Peran MSC
hipoksia terhadap kadar TGF-B dalam mekanisme penyembuhan luka
masih sedikit di teliti terutama selama fase proliferasi dan remodeling, oleh

sebab itu, diperlukan penelitian tentang pengaruh MSC hipoksia terhadap



kadar TGF-p pada penyembuhan luka pada fase proliferasi dan remodeling
pada hari ke 12, 18 dan 24.

Luka merupakan masalah kesehatan global. Di Inggris dan Denmark,
setidaknya 3 - 4 orang terluka per 1000 penduduk. Awalnya, banyak luka
akut menjadi luka kronis karena metode penyembuhan yang tidak
efektif. Sayangnya menurut penelitian sebelumnya 15% luka tidak sembuh
satu tahun pasca onset. (Lindholm dan Searle, 2016). Sementara itu,
prevalensi kejadian luka di Indonesia berdasarkan hasil Riset Kesehatan
Dasar pada tahun 2013 yakni sebesar 8,2% dan jenis luka tertinggi yang
dialami penduduk Indonesia adalah luka lecet sebesar 70,9% dan diikuti
luka robek sebesar 23.,2%. Sementara itu untuk etiologi luka terbanyak
adalah akibat jatuh yakni sebanyak 40,9% kemudian disusul kecelakaan
lalulintas sebanyak 40,6% (Riskesdas, 2013). Luka akut yang tidak segera
sembuh akan berkembang menjadi luka kronis apabila gagal pengalami
penyembuhan (Augustin ef al, 2014). Luka yang sulit sembuh akan
berdampak pada pasien yakni menimbulkan stres, cemas, waktu tinggal
pasien yang lama di rumah sakit, rasa sakit terus menerus dan bahkan
beresiko kematian (Lindholm dan Searle, 2016).

Prakondisi hipoksia pada kultur MSC sering digunakan untuk
meningkatkan efek terapeutiknya. Kultur hipoksia memperkuat stemness
dari MSC (Saller et al, 2012). Peningkatan regulasi fungsi terapeutik
MSC sangat terbantu oleh adanya Hypoxia inducible factor - I1a (HIF-1a)

(Gonzalez-King et al, 2017). Hypoxia inducible factor - la (HIF-1a)



1.1.

1.2

meningkatkan fungsi trofik dan pengeluaran sejumlah faktor pertumbuhan
dan sitokin (Hu et al, 2018).

Penelitian yang dilakukan oleh Caliari-Oliveira et a/ (2016) pada
tikus model luka bakar dengan perlakuan MSC diperoleh hasil peningkatan
kadar TGF-P secara signifikan pada hari ke 15 dibandingkan kontrol PBS
dan penurunan kadar TGF- sampai hari ke 30 dan 45 dimana kadarnya

tidak ada beda antara kelompok MSC dengan kelompok kontrol.

Rumusan Masalah
Adakah pengaruh MSC hipoksia terhadap kadar TGF-f pada
penyembuhan luka fase proliferasi dan remodeling?
Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Mengetahui pengaruh MSC hipoksia terhadap kadar TGF-f
serum tikus model luka eksisi selama fase proliferasi dan
remodeling yakni pada hari kel2, 18, dan 24.
1.3.2. Tujuan Khusus
1. Mengukur kadar TGF- pada penyembuhan luka fase proliferasi
dan remodeling pada kelompok sham
2. Mengukur kadar TGF- pada penyembuhan luka fase proliferasi
dan remodeling pada kelompok kontrol
3. Mengukur kadar TGF- pada penyembuhan luka fase proliferasi

dan remodeling pada kelompok MSC normoksia



4. Mengukur kadar TGF-P pada penyembuhan luka fase proliferasi

dan remodeling pada kelompok MSC hipoksia

1.3. Manfaat Penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritis
Memberikan  sumbangan ilmu pengetahuan tentang
penggunan pemberian MSC hipoksia terhadap kadar TGF-B fase
proliferasi dan remodeling pada tikus model luka eksisi.
1.4.2. Manfaat Praktis
MSC hipoksia sebagai terobosan inovasi terapi regeneratif

untuk mempercepat proses penyembuhan luka.



BABII

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Transforming Growth Factor-B (T GF-B)
2.1.1.  Definisi TGF-B
Transforming growth factor beta (TGF-f) merupakan
protein yang berfungsi dalam mengatur proliferasi, diferensiasi
serta kematian dari berbagai jenis sel. TGF-B dapat memicu
proses angiogenesis walaupun dapat menghambat proliferasi sel
endotelial, TGF-B juga termasuk senyawa kemotaktis yang kuat
bagi makrofag (Kumar et a/., 2018). TGF- merupakan famili dari
sitokin pluripoten yang terdiri dari tiga isoform yakni TGFB-1, 2,
dan 3 dengan peran dominan TGFB-1 dalam penyembuhan luka
kulit (Ramirez et al., 2014).
2.1.2. Fungsi TGF-B
Transforming growth factor beta (TGF-f) merupakan
sitokin multifungsional dimana berperan secara umum dalam
beberapa proses seluler seperti proliferasi, diferensiasi, migrasi,
serta apoptosis yang diperlukan dalam menjaga homeostasis suatu

jaringan (Oshimori dan Fuchs, 2012).

2.1.3. Peran TGF-f Dalam Penyembuhan Luka
Transforming growth factor beta (TGF-B1,2,3) memainkan

peran penting pada semua fase penyembuhan luka. Pada fase


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=id&prev=/search%3Fq%3DTGF-%25CE%25B2%26biw%3D910%26bih%3D444&rurl=translate.google.co.id&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Protein&usg=ALkJrhimu7SZnE-r01DuuZgSIJ7giKpzSA
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homestasis dan inflamasi, isoform TGF-f mempengaruhi pada
fase ini, dimana TGF-B1 dan 2 menstimulasi proses migrasi dan
aktivasi sel-sel inflamasi, sedangkan TGF-B berpotensi
menghambat terjadinya migrasi dan aktivasi sel-sel inflamasi.
Pada fase proliferasi isoform TGF-f1 dan 2 menstimulasi proses
re epitelisasi, angiogenesis dan deposisi matriks ekstraselular,
namun TGF-B3 menjadi penghambat dari deposisi matriks
ektraselular. Pada fase remodeling isoform TGF-f menstimulasi
ataupun menghambat perubahan fibroblast menjadi myofibroblast
dimana dapat menentukan hasil akhir luka terbentuk escar
atau tidak. Berikut (gambar 2.1) adalah gambaran menganai peran

1soform TGF-f pada proses penyembuhan luka.
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Gambar 2.1. Peran isoform TGF-f pada penyembuhan

luka kulit. Panah hijau: stimulasi; garis merah terus menerus:



penghambatan; garis merah putus-putus: berpotensi menghambat

(Gilbert et al., 2016).

2.2. Penyembuhan Luka
Proses penyembuhan luka secara normal meliputi proses-proses
sebagai berikut (Maxson et al., 2012; Yolanda et al, 2014):
1.  Reaksi Homeostasis dan peradangan atau inflamasi

Kerusakan jaringan menyebabkan rusaknya pembuluh darah
serta ekstravasasi darah. Sesaat sebelum permulaan tahap inflamasi,
kaskade koagulasi terjadi melalui jalur intrinsik dan ekstrinsik. Proses
ini menyebabkan agregasi trombosit dan pembentukan bekuan darah
untuk meminimalkan kehilangan darah di jaringan. Pembentukan
trombus adalah “proses hemostasis  yang membantu menyediakan
matriks ekstraseluler sementara yang membantu dalam migrasi sel.
Ketika pendarahan berhenti, tahap inflamasi dimulai

Fase inflamasi dimulai dengan dikeluarkannya molekul Damage
Associate Molecule Pattern (DAMP) oleh sel-sel yang rusak atau mati.
DAMP akan memicu makrofag residen untuk mengeluarkan sitokin
proinflamasi seperti PDGF, TNF-a, TGF-fB, IL-6 dan IL-8. TNF-a
berperan dalam menarik sel-sel leukosit ke daerah Iuka untuk
membersihkan jaringan mati atau pun infeksi dari bakteri yang masuk
ke daerah luka. Sedangkan PDGF dan TGF- berfungsi dalam
mengaktivasi sel fibroblast menjadi myofibroblast yang akan

memproduksi kolagen. Fase inflamasi sangat penting karena berfungsi



membersihkan daerah luka dari agen-agen yang dapat menghambat

proses penyembuhan luka.
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Gambar 2.2. Proses penyembuhan luka, fase inflamasi (Sun et al.,
2014).

2. Proliferasi

Umumnya fase proliferasi dimulai pada hari ke 3 sampai hari
ke 14 setelah cedera. Ditandai dengan adanya migrasi fibroblast dan
deposisi ECM dan bertindak sebagai pengganti jaringan sementara
yang terdiri dari fibronektin serta fibrin. Pada tingkat makroskopik,
tahap penyembuhan luka ini dapat dilihat sebagai terbentuknya jaringan
granulasi yang melimpah. Pada fase ini sel-sel fibroblast yang
teraktivasi menjadi myofibroblas oleh PDGF dan TGF beta bermigrasi
ke area luka. Setelah berada di area luka, myofibroblas akan
berproliferasi dan memproduksi fibronectin, protein matriks hyaluronan,
proteoglikan serta prokolagen tipe 1 dan 3. Semua produk tersebut

disalurkan secara lokal di area lokasi.



Fase proliferasi juga terdapat proses sintesis kolagen oleh
fibroblas. Pada tahap penyembuhan luka kolagen memiliki peranan
penting dimana kolagen memberikan integritas pada jaringan, terutama
pada fase proliferasi dan fase remodeling. Kolagen berfungsi sebagai
penambambah kekuatan luka sehingga memperkecil kemungkinan luka
terbuka kembali.

Migrasi sel epitel dimulai di tepi luka dalam beberapa jam setelah
luka. Sebuah monolayer sel pertama kali terbentuk pada defek, dengan
peningkatan aktivitas mitosis sel epitel di sekitar margin luka. Sel-sel
yang bermigrasi menempel pada matriks sementara. Ketika sel-sel
epitel yang bergerak bertemu, mereka berhenti bermigrasi dan mulai

membentuk membran basal.

fcra V' rers i EdE
VEGF TGFE ~ FGFs @
[
c HGF. i

Proliferation  Endothelial cells |

TGFB.FGFs, TOTOPIStS v FGrs, IGFs, IFNS,
PDGF, IL-1 va Y + TGFp, VEGF, HGF,
TNFa extracellular matrix

Gambar 2.3. Proses penyembuhan luka, fase proliferasi (Sun ef al, 2014).
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Pematangan dan remodeling

Remodeling adalah fase terakhir dari penyembuhan luka.
Pada fase ini permukaan luka berkontraksi. Fenomena kunci pada
proses ini adalah perubahan fibroblast menjadi myofibroblast.
Reseptor integrin bereaksi pada kolagen dan memperantarai kontraksi
dari jaringan granulasi. Transformasi ini berjalan pada minggu ke-2
fase penyembuhan. Selama fase ini jaringan granulasi akan
berkembang lebih matang membentuk jaringan parut diikuti
peningkatan kekuatn jaringan. Proporsi kolagen akan berubah dimana

kolagen tipe | akan meningkat menggantikan kolagen tipe III.

- —l——
Matrix remodeling

TGFp, PDGF, FGF2
MMPs, TIMPs

Gambar 2.4. Proses penyembuhan luka, fase pematangan
dan remodeling(Sun et al., 2014).

2.3. Faktor-Faktor Yang Mempengaruhi Penyembuhan Luka

Faktor-faktor yang mempengaruhi penyembuhan luka antara lain

(Kumar et al., 2018):



5.

11

Infeksi merupakan penyebab tunggal keterlambatan penyembuhan luka
dan memperpanjang fase peradangan.

Nutrisi,  terutama  kekurangan  vitamin C  dan  protein
mengganggu sintesis kolagen serta memperpanjang dari
penyembuhan luka.

Glukokortikoid atau steroid memiliki efek anti inflamasi. Pemberian
steroid menghasilkan pengurangan jaringan parut dan fibrosis karena
penghambatan TGF-f.

Arteriosklerosis, pada kondisi ini ketersediaan darah pada tempat luka
tidak mencukupi.

Ukuran, lokasi dan jenis luka mempengaruhi proses penyembuhan luka.

2.4. Histologi Kulit

Kulit dikenal dengan istilah lain yaitu Integumen (L. Integumentum,

yang berarti penutup/pelapis). Kulit terbagi atas dua bagian utama: bagian

epidermis yang superfisial dan lebih tipis dan bagian dermis yang terletak

tepat di bawah epidermis dan lebih tebal. Di bawah dermis terdapat lapisan

subkutan yang berist jaringan adiposa dan pembuluh darah yang

memvaskularisasi dermis dan epidermus.
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Gambar 2.5. Gambaran umum kulit dan struktur didalamnya. (Junqueira,
2010).

1. Epidermis
Epidermis = dilapisi epitel squamous kompleks berkeratin.
Terdapat 4 sel utama penyusun epidermis: keratinosit, melanosit, sel
langerhans, dan sel merkel. Epidermis sebagian besar tersusun oleh
keratinosit (sekitar 90%) yang tersusun menjadi 4 atau 5 lapis serta

menghasilkan protein keratin dan granula lamellar.

Pada jenis kulit tebal seperti di telapak tangan dan kaki terdapat
5 lapis susunan keratinosit (stratum basale, stratum spinosum, stratum

granulosum, startum lusidum, dan stratum korneum yang tebal)

Keratinosit mati

>— Stratum lucidum
Stratum
granulosum

g —Keratinosit hidup
I Stratum spinosum—

‘Stratum basale — | : = Melanosit

5 S Sel dendritik
epidermal
Membran basal
Sel taktil
Ujung saraf sensorik

Dermis
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Gambar 2.6. Struktur histologi lapisan epidermis pada kulit tebal.
(Junqueira, 2010).

pada jenis kulit tipis yang melapisi seluruh bagian tubuh lainnya
hanya terdapat 4 lapisan yang menyusun epidermis (stratum basale,
stratum spinosum, stratum granulosum dan stratum kornerum yang
tipis). Pertemuan antara dermis dan epidermis di kulit tipis ditahan
bersama-sama dengan erat oleh pasak epidermis yang saling mengunci
(EP, epidermal pegs) dan papilla dermis (DP). Dermis (D) lebih
banyak mengandung sel dan tervaskularisasi lebih baik ketimbang
kulit tebal, dengan elastin dan lebih sedikit berkas kasar kolagen
Epidermis biasanya hanya memperlihatkan empat lapisan di kulit tipis:
stratum basale dengan ketebalan satu sel (B) yang mengandung
sebagian besar sel mitosis; stratum spinosum (S) tempat sintesis
sejumlah besar keratin dan protein lain; stratum granulosum (G); dan
stratum corneum (C), yang terdiri atas skuama mati yang sebagian

besar terdiri atas keratin.

Gambar 2.7. Struktur histologi lapisan epidermis pada kulit tipis.
(Junqueira, 2010).
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Dermis

Dermis merupakan jaringan ikat yang menunjang epidermis
dan mengikatnya pada jaringan sub-kutan (Hipodermis). Dermis
terdiri atas 2 bagian, yaitu pars papillaris yang terletak dekat dengan
epidermis dan pars retikularis yang terletak dekat dengan jaringan
subkutan. Pars papillaris menyusun 1/5 bagian total dari dermis,
mengandung serat kolagen dan serat elastik halus. Permukaan pars
papillaris membentuk tonjolan-tonjolan seperti jari yang melekat erat
dengan struktur epidermis, disebut papilla dermis. Setiap papilla
dermis terdapat [loop Kkapiler, kadangkala terdapat kurpuskulum
meissner (untuk sensasi raba) dan ujung saraf bebas. Lapisan ini
tersusun atas jaringan ikat longgar dengan serabut kolagen (tipe 1 dan

3), sel makrofag, sel mast, leukosit lainnya, beserta fibroblast.

Pars retikularis melekat kuat dengan lapisan subkutan di
bawahnya, berukuran lebih tebal dari pars papillaris dermis di atasnya.
Pars retikularis tersusun atas jaringan ikat padat ireguler berupa serat
kolagen tebal (kebanyakan tipe I), fibroblast yang tersebar dan
beberapa sel imun (misalnya makrofag). Terdapat beberapa sel adipose
di dasar dari pars retikularis, bersama dengan serabut elastik kasar.
Diantara serat-seratnya, terdapat pembuluh darah, serabut saraf, folikel
rambut, kelenjar keringat (glandula sudorifera) dan kelenjar minyak
(glandula sebasea) di pars retikularis. Jarang ditemukan sel-sel lain
seperti halnya pada pars papillars di bagian ini. Kombinasi adanya
serat kolagen dan elastik pada lapisan ini membuatnya bersifat kuat,
bisa meregang (extensibility) dan mampu kembali lagi ke bentuk
asalnya (elasticity). Diantara kedua jenis serabut, terdapat proteoglikan

yang kaya akan dermatan sulfate.
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3. Jaringan Subkutan

Lapisan subkutan terdiri atas jaringan ikat longgar yang
mengikat kulit secara longgar pada organ-organ dibawahnya, yang
memungkinkan kulit bergeser dia atasnya. Lapisan tersebut yang juga
disebut hipodermis atau fascia superficialis, sering mengandung sel-sel
lemak yang jumlahnya bervariasi sesuai daerah tubuh dan ukuran yang
bervariasi sesuai dengan status gizi. Suplai vaskular yang luas
dilapisan subkutan meningkatkan ambilan insulin dan obat yang

disuntikan.

2.5. Mesenchymal Stem Cell (MSC) Hipoksia
2.5.1 Definisi MSC

Mesenchymal stem cell (MSC) merupakan sel multipotensi
yang dapat berdiferensiasi menjadi berbapa sel dewasa seperti
osteosit, adiposity, dan neurosit. Beberapa jaringan seperti adipose,
folikel rambut, hingga wharton jelly dari tali pusat merupakan
sumber MSC. Secara morfologi MSC memiliki bentuk menyerupai
sel fibroblast atau jarum pintal dan secara fenotype, MSC
mengekspresikan beberapa marker spesitik antara lain CD44, CD73,
CD90, dan CD 105 namun tidak mengekspresikan marker

hematopoetic stem cell (Halim, 2010).
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Gambar 2.8. Morfologi MSC yang memiliki bentuk seperti
fibroblas (Putra, 2020)
2.5.2  Sumber MSC
Beberapa jaringan yang dapat menjadi sumber MSC antara
lain sumsum tulang, jaringan adiposa, folikel rambut, warthonjelly

dari tali pusat, dan plasenta (Lee ez al, 2016).
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| Mesenchymal stem oells|

Gambar 2.9. Sumber mesenchymal stem cell (MSC) (Lee ef al., 2016).
2.5.3 Karakteristik MSC
Mesenchymal stem cell mampu berdiferensiasi menjadi
beberapa sel dewasa seperti adipocytes, chondrocytes, osteoblasts,

cardiomyocytes dan sel saraf (Hofmann et al., 2014)
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Gambar 2.10. MSC mampu diferensiasi menjadi adiposit, kondrosit,
osteoblas, kardiomiosit dan sel saraf (Hofmann et a/, 2014)
2.5.4 Faktor-Faktor Yang Dikeluarkan MSC
MSC mampu mengeluarkan = berbagai faktor - faktor yang
berperan dalam regenerasi jaringan, seperti pada tabel berikut:

Tabel 2.1. Faktor-Faktor Parakrin yang Dihasilkan oleh MSC (Williams dan

Hare; 2011)
Faktor yang Disekresi Fungsi
Pro Angiogenesis

FGF-2 Menginduksi-  sel  endotelial dan
proliferasi otot polos

FGF-7 Menginduksi proliferasi sel endotel

MCP-1 Menginduksi angiogenesis, merekrut
monosit

PDGF Proliferasi sel otot polos

PIGF Mempromosikan angiogenesis

TGF-B Pematangan pembuluh darah

VEGF Proliferasi sel endotel, migrasi dan

pembentukan pembuluh darah
Remodeling Matriks Ekstraseluler

MMP-1 Meregangkan matriks dan pembentukan
tubulus

MMP-2 Meregangkan matriks dan pembentukan
tubulus

MMP-9 Meregangkan matriks

Plasminogen activator Degradasi molekeul matriks

TNF-a Degradasi molekeul matriks, proliferasi
sel

Proliferasi Stem Cell, rekuitmen
dan bertahan hidup
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2.5.5 Kultur MSC

Kultur “MSC  dapat
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Meningkatkan proliferasi endotel dan
sel otot polos

Meningkatkan proliferasi dan
diferensiasi neutrofil

Mengatur  pertumbuhan  sel dan
proliferasi; menghambat apoptosis
Meningkatkan proliferasi dan
diferensiasi monosit

Progenitor cell homing

Meningkatkan perkembangan sel

Menghambat proliferasi sel T
Menghambat proliferasi sel T CD4 +
Menghambat proliferasi sel imun
bawaan dan adaptif

Menghambat peradangan

Mengatur peradangan, Induksi VEGF
Menghambat peradangan

dilakukan dengan o-MEM (alpha-

modified essential medium) yang merupakan medium pertumbuhan

sel dan juga dapat menggunakan penambahan seperti  fetal bovine

serum (FBS), ampoterasin, steptomisin serta penisilin. Sel dapat

diinkubasi pada suhu 37°C dengan CO, 5% dalam waktu 24 jam.

Untuk mengkultur dan mengisolasi MSC menggunakan Formulasi

medium pertumbuhan antara lain o-MEM, BGjb, DMEM-F12,

Dullbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM), RPMI 1640 dan

McCoy's 5A. Formulasi medium pada umumnya menggunakan

10% FBS sebagai campuran beberapa faktor pertumbuhan yang

belum teridentifikasi (Fedik, et al, 2014).
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2.5.6 Respon MSC Pada Lingkungan Hipoksia

Hipoksia merupakan keadaan tidak tersedianya suplai
oksigen pada jaringan. Hipoksia bersifat merusak bagi berbagai jenis
sel dan pada kondisi hipoksia jangka panjang dapat memicu
terjadinya apoptosis sel. Namun menurut beberapa penelitian kondisi
hipoksia dapat meningkatkan kemampuan proliferasi, self renewal,
dan pelekatan MSC. Selain itu kondisi hipoksia memicu produksi
molekul Hipoxie Induce Factor (HIF) yang berperan dalam
peningkatan produksi sitokin-sitokin dari MSC (Madrigal et al,
2014).

Hipoxic Induce Factor (terutama HIF-1) merupakan regulator
utam a respon scluler terhadap  kondisi  hipoksia. HIF-la
memainkan peranan penting selama dalam adaptasi MSC dalam
kondisi hipoksia (Widowati ef al, 2017). Kondisi hipoksia dapat
meningkatkan kualitas MSC dalam  beberapa proses seluler
seperti proliferasi, diferensiasi, kemampuan hidup dan senyawa

aktif yang disekresikan (Lakatos et al., 2015).
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Gambar 2.11. Mekanisme hipoksia pada MSC (Widowati et al., 2017)

Hubungan MSC Hipoksia Terhadap Kadar TGF-B Pada Penyembuhan
Luka Fase Proliferasi Dan Remodeling

MSC secara alamai hidup di lingkungan hipoksia dengan kadar O»
2 sampai 5%, tetapi proses Kkultur biasanya menggunakan kadar oksigen
normal 19 sampai 20% (Lv ef al, 2017). Hipoksia mendifusikan oksigen
yang tersedia dari sitosol ke dalam mitokondria, menciptakan lingkungan
sitosol hipoksia. Ini menghambat aktivitas procollagen-hydroxylase, yang
mengarah pada aktivasi hypoxia-inducing factor (HIF). Molekul HIF
adalah heterodimer yang terdiri dari subunit (1o dan 2a) dan subunit. Studi
sebelumnya telah mengidentifikasi peran subunit  dalam proses yang
meningkatkan angiogenesis, pembaruan diri, stabilitas, dan menghambat

diferensiasi MSC (Mas-Bargues et al, 2019). mengaktifkan jalur glikolitik
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(Heikkinen et al., 2015). Stabilisasi HIF1a mengurangi fosforilasi oksidatif,
yang menghasilkan  pembukaan saluran MitoKATP, menghasilkan
aktivasi protein kinase C (PKC). PKC mengaktifkan transduksi
sinyal faktor nuklir kappa beta (NFkb) dan meningkatkan ekspresi protein
antioksidan dan anti-apoptosis. NFkb juga meningkatkan fungsi nutrisi dari
produksi faktor pertumbuhan dan sitokin, yaitu sekresi PDGF, FGF, TGF,
VEGF dan IL10 (Madrigal et al, 2014; Sart ef al.,2014).

Salah satu peran MSC dalam penyembuhan luka proliferatif adalah
menginduksi proliferasi dan migrasi fibroblas pada area luka melalui jalur
TGF-B/SMAD2 (Camodes et al, 2020). Selama  fase remodeling
penyembuhan luka, MSC meningkatkan produksi faktor pertumbuhan HGF
dan mengurangi kadar TGFB. Seckresi HGF dan VEGF oleh MSC
menyeimbangkan kadar family TGF, yaitu TGFp1 dan TGFB3(Cerqueira et

al, 2016).
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2.7. Kerangka Teori

- Kondisi infeksi
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Gambar 2.12. Kerangka teori

2.8. Kerangka Konsep

MSC hipoksia Kadar TGF-B

A 4

Gambar 2.13. Kerangka konsep

2.9. Hipotesis
Terdapat pengaruh MSC hipoksia terhadap kadar TGF-B pada

penyembuhan luka fase proliferasi dan remodeling.
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BABIII

METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Penelitian ini  merupakan penelitian  eksperimental dengan
menggunakan rancangan “posttest only control group design” dengan

menggunakan hewan coba.

3.2. Variabel Penelitian
3.2.1. Variabel Bebas
Variabel bebas dari penelitian ini yaitu, MSC hipoksia.
3.2.2. Variabel Terikat

Variabel terikat dari penelitian ini yaitu, kadar TGF-f.

3.3. Definisi Operasional
3.3.1. MSC Hipoksia
Mesenchymal Stem Cell merupakan stem cell yang memiliki
bentuk spindle-shaped yang dapat menempel pada wadah plastik.
MSC diisolasi dari tikus galur Wistar yang hamil 19 hari. Hipoksia
merupakan kondisi terjadinya defisiensi oksigen. Hipoksia dilakukan
dengan pengaliran CO, memalui selang yang terhubung ke
chamber dan diamati dengam oxygen meter yang diletakkan
didalam chamber schingga kadar O tetap berada pada kadar
1,5% - 5%.

Skala:Rasio
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3.3.2. Kadar TGF-p

Transforming growth factor-beta (TGF-B) merupakan suatu
protein yang dihasilkan oleh isolasi serum tikus luka eksisi pada
kelompok perlakuan kelompok I (sham), kelompok II (kontrol),
kelompok III (MSC normoksia) dan kelompok IV (MSC hipoksia)
dan dianalisis dengan ELISA. Darah diambil dari vena orbital
menggunakan  tabung hematokrit  dan disentrifugasi pada 3000
rpm  selama 10 menit untuk mendapatkan serum. Serum
dikumpulkan selama fase pertumbuhan dan remodeling pada hari ke
12, 18 dan 24 setelah perlakuan. Pengukuran kadar TGFf dilakukan
dengan mencampurkan antibodi monoklonal TGF kemudian diukur
dengan menggunakan Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
dengan panjang gelombang 450 nm.

Skala:Rasio.

3.4. Subyek Penelitian dan Sampel Penelitian
3.4.1. Subjek Penelitian
Subjek penelitian adalah tikus jantan galur Wistar.
3.4.2. Sampel Penelitian
Sampel pada penelitian adalah tikus putih jantan galur Wistar
dengan memiliki kriteria sebagai berikut:

Kriteria inklusi:
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1. Umur 2-3 bulan
2. Tidak dalam kondisi sakit
3. Berat badan 200-250 gram
Kriteria eksklusi
1. Memiliki kelainan anatomis
2. Sudah pernah digunakan untuk penelitian sebelumnya
Kriteria drop uut
1. Mati selama penelitian
Cara Pengambilan Sampel Penelitian

Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan menggunakan
cara randomized sampling. Tikus putih jantan galur Wistar dirandom
1sasi dan dikelompokkan menjadi 4 kelompok, yaitu:
1. Kelompok I (sham, tidak diberikan perlakuan).
2. Kelompok II (kontrol, pemberian phospat bufier saline /PBS).
3. Kelompok IIT (pemberian MSC normoksia dengan dosis 1,5 x10°

sel).
4. Kelompok IV (pemberian MSC hipoksia dengan dosis 1,5 x10°
sel).

Besar Sampel

Dengan berdasar pada kriteria WHO, besar sampel penelitian
ini digunakan sejumlah 20 ekor tikus putih jantan galur wistar,

masing-masing 5 ekor per-kelompok.
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3.5.1. Alat
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Alat yang dibutuhkan dalam penelitian ini antara lain:

1.

10:

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Micropipette  with  tip 18.

(vellow tip, blue tip, pink 19.

tip)

Pipette filler

Conical tube (15 ml dan 50

ml)

Cryotube 1. ml
Inverted microscope
Scissor

Pinset

Scalpel

Bisturi
Thermostirrer
Aluminium foil

Dish

Flask

Tabung CO;
Biosafety Cabinet class 2

CO, incubator

20.

21.

R2.

8

24.

25.

26.

27.

28.

2N

30.

31.

32.

33.

34.

Cell counter

24 well plate

Pipet kapiler
Sentrifuge tube
Freezer

Kapas

Punch biopsy 6 mm
Timbangan digital
Pipet tetes

Mortir

Stemper

Kertas label

Flow cytometry
Chamber hypoxic
Oxygen meter
Sentrifige (Sarvall MC 12
V)

ELISA reader
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17. Heparin tube

3.5.2. Bahan

Bahan yang dibutuhkan dalam penelitian ini antara lain:

1. Umbilical cord 9. Aquades

2. NaCl 0,9% 10. Fluorescein  isothiocyanate
3. FBS (FITC)

4. PBS 11. Allophycocyanin (APC)

5. Medium dMEM 12. Phycoerythrin (PE)

6. Fungizon 0,5% 13.Antibodi CD105, CD90,

7. Streptomusin-penicilin 1% CD73;
(penstrep) 14.Ketamine 90%
8. Tikus putih jantan galur15. Xy/asine.

Wistar 16. TGF-B ELISA kit

3.6. Cara Penelitian
3.6.1. Pengajuan Ethical Clearance
Ethical clearence penelitian diajukan Fakultas Kedokteran
Universitas Islam Sultan Agung Semarang.
3.6.2. Teknik Isolasi Mesenchymal Stem Cell dari Umbilical Cord
Seluruh proses dilakukan dalam lemari biosafety Kelas 2 yang

dilengkapi dengan alat sterilisasi dan teknologi yang sangat steril.



10.

11.

12.
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Masukkan umbilical cord kedalam wadah yang berisi kan NaCl
0,9%.

Ambil umbilical cord dengan pinset dan letakan pada perti disk
Cuci bersih umbilical cord dengan PBS

Potong 3-5cm Umbilical cord dengan pisau steril dan pindahkan
ke dalam petri dish.

Hancurkan potongan dengan bisturi sehingga ukuran umbilical
cord menjadi Imm

Ambil potongan kecil dengan pinset dan tempatkan di cawan
kultur jaringan

Medium komplit dibersihkan

Inkubasi dengan CO> 5% pada suhu 37°C

Lakukan pengamatan setiap 24 jam (kira-kira selama 14hari sel
akan keluar dari explan)

Tiap 2-3 hari sekali ganti medium. Gunakan micropipette
untuk membuag sebagian medium  dan diganti fresh medium
dengan ukuran yang sama.

Medium komplit ditambahkan 5 ml apabila sel muncul dari
explain.

Setelah 24 sampai 72 jam, sel yang mengapung dipindahkan ke

cawan petri jaringan yang baru.

3.6.3. Kultur Sel

1.

Ditanam pada cawan petri jaringan



2.

3.
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Inkubasi pada inkubator dengan CO; 5% pada suhu 37°C
Tiap 2 sampai 3 hari sekali ganti setengah medium sampai

konfluens sel 80%

3.6.4. Proses Pemanenan Sel

3.6.5.

1.

6.

Panen sel menggunakan panen sel ketiga yang dipindahkan ke
cover slip.

Untuk memisahkan medium dan sel gunakan PBS 1ml dan
tripsin 1ml

Inkubasi pada suhu 37°C selama 3 menit

Gunakan mikroskop untuk melihat sel yang sudah lepas

Ambil PBS dan tripsin dengan micropipette apabila sel
dipastikan sudah lepas

Ganti menggunakan medium komplit.

Proses Penghitungan Sel

1.

2.

10ul sel disiapkan dan di masukan ke eryotube

Menambahkan triptofan blue 90ul ke dalam cryotube

10uL dipipetkan ke dalam bilik hitung yg sudah ditutup dengan
deck glass

Diamati dengan mikroskop inverted pada 4 bilik hitung

Cara penghitungan:

e Hitung sel pada 4 bilik hemositometer.

e Sel yang hidup=> bening terang.

e Selyang mati = biru gelap.
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Gambar 3.1. Bilik Hitung
Gambar diatas menunjukan kotak pada haemocyfometer yang
digunakan untuk menghitung jumlah sel yang digunakan adalah 4
kotak paling pojok (kiri, kanan, atas, dan bawah). Sedangkan kotak
tengah tidak digunakan. Hitung jumlah sel dengan menggunakan

rumus:

Yni+3n2+3n3+3n4

: X10%Xpengencerar

3.6.6. Pembacaan CD73, CD90 dan CD10S dengan Flow Cytometry

1. Lepaskan sel dari flask dengan menggunakan BD™
accutase™ cell detachment solution (cat No. 561527) atau
larutan detachment soluution yang lain, cuci sel dan lakukan
resuspensi dengan konsentrasi 1x107 sel /ml  di dalam BD
Pharmingen™ Stain Buffer (cat. No. 554656) atau Phospat
Buffer Saline (PBS) buffer. Sel dapat diresuspensi pada
kosentrasi 5x 10° sel/ml jika jumlah sel terbatas.

2. Tabung falcon 5Sml dan label sebagai berikut :
Tabel 3.1. Reagen yang digunakan dalam Flow Cytometry

Volume yang
dimasukan

Tabung Reagen
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1 FITC mouse anti-human CD90 Sul
2 PE mouse anti-human CD44 Sul
3 PerCP-CyTmn5.5 mouse anti-human sul
CD105 H
4 APC Mouse anti-human CD73 Sul
5 Kosong -
hMSC positive isotype control
: 20ul
6 cocktail
hMSC negative isotype control
. 20ul
cocktail
7 hMSC positive cocktail 20ul
PE hMSC negative cocktail 20ul

Tabung ke 5 sampai 7 diulang untuk setiap penambahan sampel.

Ambil 100ul sampel, masukan kedalam masing-masing tabung.

Tapping atau vortex.

Inkubasi dalam ruang gelap dan pada suhu kamar selama 30

menit.

Cuci sebanyak 2 kali

300 sampai 500ul stain bufer PBS atau satu kali FBS.

Baca pada flow cytometry

dengan PBS dan resuspensi dengan

Gunakan tabung 1 sampai 5 sebagai kontrol untuk set wup

cytometry (sebagai

Prosedur Hipoksia

1.

2.

Chamber disiapkan
Well yang berisi

Oxygenmeter dileta

kompensast).

MSC dimasukkan kedalam chamber

kkan ke dalam chamber

Chamber dipastikan tertutup rapat

CO; dialirkan melalui selang yang sudah terhubung ke chamber

Oxygenmeter diamati sampai kadar Oz 1,5-5%
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8.
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Inkubasi selama 24jam

Oxygen meter tetap diamati agar kadar Oz tetap 1,5% - 5%.

3.6.8. Pembuatan Luka Pada Hewan Coba

3.6.9.

1.

2.

Selama tiga hari tikus diadaptasi.

Selanjutnya, 20 ekor tikus dirandomisasi dan dibagi jadi 4
kelompok.

Tikus dibuat sedasi, dengan cara injeksi xylasine 10% + 0.5cc
ketamine 90% pada bagianperut kiri bawa tikus.

Apabila tikus sudah tersedasi, area perlukaan dilakukan pen
cukuran.

Bersihkan dengan kasa dan povidine iodine di area perlukaan
Dengan punch biopsy 6 mm tikus dilukai sampai ke area dermis
Masukkan seluruh tikus sesuai kelompok pada kandang yang
tersedia, kemudian dibiarkan tanpa perlakuan dan tetap diberi

pakan standar selama 24 jam.

Perlakuan Pada Luka Hewan Coba

Masing-masing kelompok mendapatkan perlakuan sebagai

berikut:

Kelompok I : tikus luka tidak diberikan perlakuan (sham).

Kelompok I : tikus luka diberikan PBS (Phospat Bufter Saline)

secara sub kutan (kontrol)

Kelompok III :  tikus luka diberikan MSC normoksia dengan dosis

1,5 x 10° dalam PBS secara sub kutan
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Kelompok IV: tikus luka diberikan MSC hipoksia dengan dosis
1,5 x 10° dalam PBS secara sub kutan

1. Siapkan tikus sesuai kelompok (pasca 24 jam pembuatan luka
pada hewan coba)

2. Siapkan sejumlah 15 spuit masing-masing berisi 1cc dosis untuk
tiap kelompok II, I dan IV tersedia 5 spuit perkelompok

3. Sebelum penyuntikan, pada bagian penyuntikan diberi alcohol
swab

4. Lakukan penyuntikan dengan teknik injeksi sub kutan di 4 sisi
luka (kanan, kiri, atas dan bawah), dengan jarak 0.5 cm dari tepi
luka.

5. Setelah perlakuan dihitung sebagai hari pertama.

3.6.10. Pengambilan Sampel Darah Tikus

1. Pengambilan menggunakan tabung hematokrit dan sampel darah
diambil melalui vena orbita tikus.

2. Untuk mendapatkan serum lakukan sentrifuge pada kecepatan
3000 rpm selama 10 menit.

3. Lakukan pengambilan serum pada hari ke 12, 18 dan 24

3.6.11. Perhitungan Kadar TGF-B

1. Menyampurkan standard dan dilusi standard menjadi
konsentrasi 300, 150, 75, 37,5, 18,7 , dan 0 pg/ml.

2. Siapkan sumur sampel, sumur standard dan sumur kosong.

3. Tambahkan 50pl cairan konjugasi ke dalam sumur standard.
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4. Tambahkan 10ul sampel dan dilusi spesial 40pl

5. Tambahkan 50ul horse radish peroxidase pada tiap lubang

6. Inkubasi dengan suhu 37°C selama 60 menit.

7. Cairan dibuang dam tiap sumuran dikeringkan

8. Tambahkan cairan pencuci lalu kocok selama 30 menit, dan
ulangi sebanyak lima kali lalu dikeringkan.

9. Pada tiap sumuran masukan 50ul chromogen solution A dan B .
Aduk rata dan inkubasi pada suhu 37°C selama 10 menit.

10. Tiap sumuran diberi larutan Stopper 50l

11. Pembacaan menggunakan ELISA dengan panjang gelombang

450 nm.

3.7. Tempat dan Waktu Peneltian
3.7.1. Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan di laboratorium Stem Cell & Cancer

Research FK Unissula (SCCR) Semarang.

3.7.2. Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan pada bulan Agustus 2021.
3.8. Analisa Data
Data penelitian ini kemudian ditabulasi, disunting dan disesuaikan.
Kemudian dilakukan uji deskriptif yang meliputi variabel bebas (skala rasio)
dan variabel tergantung (skala rasio). Selanjutkan dilakukan uji Shapiro

Wilk untuk melakukan uji normalitas dan wuji homogenitas dengan
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menggunakan uji  /evene. Kemudian dilanjutkan dengan uji beda
menggunakan One Way Anova apabila di dapatkan hasil varian data sama
(p>0,05) dan sebaran data normal (p>0,05). Jika uji beda di dapatkan hasil
(p<0,05) maka akan di dengan uji beda dua kelompok dengan uji Post Hoc
Tamhane. Dilanjutkan dengan Uji kruskal walis apabila didapatkan varian
tidak sama (p<0,05) dan sebaran data tidak normal (p<0,05). Dilanjutkan
dengan uji mann whitney apabila didapatkan hasil uji kruskal walis

(p<0,05). Analisa data penelitian dikelolah dengan SPSS 22.0 for windows.



3.9. Alur Penelitian

Tikus putih jantan galur Wistar 20 ekor

v

Adaptasi selama 3 hari

v
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Pembuatan luka eksisi diameter 6 mm pada punggung tikus bagian tengah

v

Randomisasi

v

Pembagian tikus menjadi 4 kelompok

v

Dibiarkan tanpa perlakuan selama I hari dan diberi pakan standar (Hari ke-0)

v

v

v

v

Kelompok [
(Tikus luka tidak
diberi perlakuan)

(H-1)

Kelompok IT

(Tikus luka, injeksi

PBS sub kutan)
(H-1)

Kelompok IIT
(Tikus luka, . -injeksi
MSC normoksia 1,5 x 10°
dalam PBS sub kutan) (H-

Kelompok IV
(Tikus luka, injeksi
MSC hipoksia 1,5 x 10°
dalam PBS sub kutan) (H-

v

Pemberian pakan standar sampai hari ke-24

v

Pengambilan darah melalui sinus orbita tikus pada hari ke 12, 18 dan 24

v

Pemeriksaan kadar TGF-§ dengan ELISA pada hari ke 12, 18 dan 24

v

Pengolahan dan analisa data

Gambar 3.2. Alur penelitian




37

BABIV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil Penelitian

4.1.1 Deskripsi data kadar transforming growth factor-B
Berdasarkan 3 (tiga) kali pengamatan yaitu pada hari ke-12, 18
dan 24 pada 4 (empat) kelompok uji diperoleh deskripsi/gambaran

kadar TGF-(3 yang disajikan dalam bentuk nilai rerata sebagai berikut :

Mean Kadar TGF-f3 Antar Kelompok dan Hari
Pengamatan

450
400
350
300
250
200
160
100

50

Kadar TGF-B (pg/ml)

Hari 12 Hari 18 Hari 24

B Sham B Kontrol WPl H P2

Gambar 4.1. Grafik mean kadar TGF-B antar kelompok dan hari

pengamatan

Grafik bar di atas memperlihatkan bahwa kadar TGF-[3 pada
ketiga hari pengamatan di kelompok kontrol adalah yang tertinggi
dibandingkan dengan 3 (tiga) kelompok lainnya. Pada pengamatan hari

ke-12, kadar TGF-3 tersebut paling tinggi yaitu mencapai angka 398,9
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pg/ml. Pada kelompok sham, kadar TGF-[(3 hari ke-12 relatif sama
dengan hari ke-24 (240,6 dan 240,4 pg/ml) dan lebih rendah daripada
hari ke-18 (267,4 pg/ml). Pada kelompok P1, pengamatan hari ke-12
terlihat lebih tinggi (262 pg/ml), menurun pada hari ke-18 (225,0 pg/ml)
dan kembali naik pada hari ke-24 (253,5 pg/ml). Pada kelompok P2,

menunjukkan trend menurun dari hari ke-12 hingga hari ke-24.

4.1.2 Analisis perbedaan kadar TGF-3
Perbedaan kadar TGF- [ dilakukan menggunakan analisis
parametrik dengan uji onec way anova pada tiap hari pengamatan.
Analisis ini dilakukan karena data terbukti menyebar normal dan atau
memiliki =~ varian homogen. Hasil analisis secara rinci ditunjukkan
sebagai berikut:
1. Pengamatan Hari Ke-12

Tabel 4.1 Normalitas sebaran data, homogenitas varian dan

perbedaan TGF-f antar kelompok pada hari ke-12

p-value
No Kel K Shap }r o tVW]k Levene Test
0 elompo es Uji One Way
Data Aktual Data Hasil Transformasi Anova
Aktual ke log natural
1 Sham 0,987*
2 Kontrol 0,794*
0,002 0,000 0,008
3 P1 0,341*
4 P2 0,542*

Keterangan: * = distribusi normal, * = berbeda bermakna
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Berdasarkan Tabel 4.1 tampak bahwa sebaran data TGF- (3
pada masing-masing kelompok normal (p>0,05) namun tidak
homogen (p<0,05) meskipun juga sudah ditransformasi ke bentuk
logaritma natural (Lampiran 3). Pengujian dengan one way anova
didapatkan p-value lebih kecil dari 0,05 yaitu sebesar 0,008
artinya kadar TGF- 3 diantara empat kelompok memiliki beda
signifikan. Beda signifikan tersebut selanjutnya diuji dengan post
hoc Tamhane test terkait varian data yang tidak homogen (Dahlan,
2016). Hasil uji post hoc disajikan sebagai berikut:

Tabel 4.2 Analisis perbedaan kadar TGF-f tiap 2 (dua) kelompok

pada pengamatan hari ke-12

Kelompok Sham Kontrol P1 P2
Sham - 0,009* 1,000 0,995
Kontrol - 0,342 0,013*
A - 1,000
P2 -

Keterangan: * = ada beda bermakna

Perbedaan kadar TGF-[3 yang signifikan hanya terdapat pada
kelompok sham dan kontrol, serta pada kelompok kontrol dan P2
(nilai p yang didapatkan masing-masing dibawah 0,05). Hasil ini
memberikan makna bahwa pada model luka eksisi terjadi
peningkatan kadar TGF- 3 , dan pemberian MSC hipoksia

menurunkan kadar TGF-f3 tersebut.



2. Pengamatan Hari Ke-18
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Tabel 4.3 Normalitas sebaran data, homogenitas varian dan
perbedaan TGF-f antar kelompok pada hari ke-18

p-value
Shapiro Wilk
No  Kelompok Levene Uji One
Data  Hasil Transformasi ke test Way Anova
Aktual logaritma
1 Sham 0,757*  0,678*
2 Kontrol 0,378*  0,357*
0,083%* 0,130
3 P1 0,378* 0,248%*
4 P2 0,030  0,176*

Keterangan: * = distribusi normal, ** = varian homogen

Sebaran kadar TGF-[3 pada kelompok P2 tidak normal

karena memiliki nilai p di bawah 0,05 yaitu sebesar 0,030,

namun setelah ditransformasi ke logaritma dapat diperoleh

sebaran data normal (p =

0,176). Varian data TGF-3 di hari ke-18

ini juga homogen sehingga perbedaannya dianalisis menggunakan

uji one way anova dan didapatkan p-value diatas 0,05 yaitu senilai

0,130 sehingga dinyatakan bahwa kadar TGF-[3 antar keempat

kelompok pada hari ke-18 tidak signifikan sehingga tidak ada uji

lanjutan.
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3. Pengamatan Hari Ke-24

Tabel 4.4 Normalitas sebaran data, homogenitas varian dan

perbedaan TGF-f antar kelompok pada hari ke-24

p-value

No Kelompok ji
. ] Levene  Uji One

Shapiro Wilk test Way Anova
1 Sham 0,767*
2 Kontrol 0,147*

0,295** 0,689

3 P1 0,136*
4 P2 0,691°%*

Keterangan: * = distribusi normal, ** = varian homogen

Syarat asumsi untuk uji beda parametrik kadar TGF-[3 hari ke-
24 semua terpenuhi yaitu distribusi tiap kelompok uji normal dan
varian data homogen. Berdasarkan uji one way anova didapatkan
p-value di atas 0,05 yaitu senilai 0,689 sehingga dinyatakan bahwa
kadar TGF-(3 antar keempat kelompok pada hari ke-24 juga tidak
berbeda signifikan dan tidak ada uji lanjutan. Hasil analisis kadar
TGF-B3 pada hari ke-18 dan 24 menunjukkan bahwa MSC hipoksia
yang diberikan sudah tidak memengaruhi kadar TGF-(3 pada model

luka eksisi.

4.2. Pembahasan
Kadar TGF-[3 tertinggi yang ditunjukkan oleh kelompok kontrol pada

hari ke-12 mencirikan peran TGF-[(3 dalam menstimulasi mitogenik serta
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kemotaktik dalam mengaktivasi migrasi keratinosit ke daerah luka dan
menginisiasi pembentukan epitel hingga terjadi angiogenesis (Nauta et al.,
2011). Hari ke-12 termasuk dalam fase proliferasi penyembuhan luka secara
fisiologis dimana pada fase ini kadar TGF-[3 biasanya tinggi (Al-Shaibani et
al., 2016).

Kadar TGF-{3 yang tinggi tersebut menurun melalui pemberian MSC
hipoksia dalam dosis 1,5x10° sel, menandakan bahwa telah terjadi percepatan
fase proliferasi dalam proses penyembuhan luka, karena umumnya fase
proliferasi berlangsung hingga hari ke-14. Menurut penelitian terdahulu,
penurunan kadar TGF-[3 berkaitan dengan peningkatan HGF yang umum
ditemukan pada fase remodelling dari proses penyembuhan luka secara
normal (Cerqueira et a/., 2016).

Percepatan fase proliferasi yang terjadi ini merupakan efek dari
stimulasi lingkungan hipoksia yang dapat membantu MSC berproliferasi,
berdiferensiasi dan meningkatkan survival serta mensekresi zat-zat aktif yang
memiliki peran dalam mempercepat tahap-tahap pemulihan cedera/luka
(Lakatos et al., 2015). Kondisi hipoksia mengaktifkan faktor transkripsi
HIF-1a (Madrigal et al., 2014) yang dibutuhkan untuk menginisiasi proses
ekspresi gen yang responsif terhadap hipoksia misalnya faktor pertumbuhan
endotel vaskular (VEGF) (Zainuri & Rif’ati, 2014) dan bFGF (Chen et al.,
2014) yang merupakan faktor-faktor pertumbuhan yang memiliki peran
menstimuli angiogenesis (Razban et al., 2012).  Peran tersebut terjadi

karena adanya mediasi HIF-la yang berdimerisasi dengan HIF- 3 untuk
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membentuk HIF-1 dan kemudian mengikatkan diri pada elemen-elemen
perespon hipoksia dalam gen promotor (Zainuri & Rif’ati, 2014).

Peran MSC hipoksia terhadap kadar TGF-3 pada pengamatan hari ke-
18 dan 24 tidak terbukti. Terdapat dugaan bahwa MSC hipoksia
mempengaruhi marker lain, karena pada hari ke-18 sudah memasuki fase
remodelling pada proses normal penyembuhan luka. Pada hari ke-18 dan
24 ini juga sudah terlihat adanya penutupan luka, menandakan bahwa luka
sudah mulai sembuh. Pada penelitian sebelumnya bahkan melaporkan bahwa
penutupan luka sudah mulai terjadi di hari ke-11 hingga ke-14 setelah luka
pada mencit diobati dengan MSC hipoksia secara topikal. Penutupan luka
tersebut lebih cepat daripada yang ditunjukkan pada kelompok perlakuan
MSC normoksia dan sham (Chen et al., 2014). Pada hari ke-18 dan 24 ini
terdapat kemungkinan bahwa pemberian MSC. hipoksia mempengaruhi
marker-marker seperti FGF2, MMP, PDGF, TIMPs, kolagen dan marker-
marker lain yang umumnya muncul pada fase maturasi dan remodelling (Sun
etal., 2014).

Berdasarkan penelitian terdahulu dilaporkan bahwa MSC hipoksia
meningkatkan proliferasi diri, dan meningkatkan pengaturan ekspresi bFGF,
IGF-1, IL-6, IL-8 dan IL-13, mRNA, isoform TGF-$3 2 dan 3, dan VEGF-
A secara in vitro. bFGF dan VEGF-A adalah faktor pertumbuhan yang terkait
dengan angiogenesis, perpindahan sel ke daerah luka, proliferasi, dan
sebagainya. Proliferasi MSC meningkatkan efek mitogenik, kemoatraktif dan

angiogenik sehingga dapat mempercepat proses penutupan luka. MSC
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hipoksia menstimuli vaskularisasi baru dan meningkatkan perekrutan
makrofag inflamasi, juga menurunkan kolagen I dan III untuk meningkatkan
kualitas pemulihan luka (Chen ef al., 2014).

Hasil penelitian ini memunculkan ide baru untuk meneliti pengaruh
pemberian MSC hipoksia terhadap kadar HGF dan VEGF-A pada hari ke-18
dan 24 pada tikus model luka eksisi. Penelitian ini namun demikian
masih memiliki beberapa keterbatasan yaitu kondisi hipoksia dilakukan pada
kadar oksigen 1,5 — 5% sedangkan penelitian lain menggunakan kadar
oksigen 2%. Keterbatasan = berikutnya yaitu tidak secara spesifik
mengidentifikasi isoform dari TGF- B yang berkaitan dalam proses
penyebuhan luka misalnya TGF- 31 hingga TGF-[3 3 mengingat isoform-
isoform tersebut memiliki peran berbeda. TGF-{3 1 dan TGF- (3 2 selain
menstimuli reepitelisasi dan angiogenesis serta deposisi matriks ekstraseluler,
tetapi TGF-[33 berperan sebaliknya yaitu menghambat deposisi. Pada tahap
remodelling, TGF- B 3 menghambat proses transisi fibroblas menjadi
miofibroblas sehingga menghasilkan kesembuhan luka tanpa jaringan parut,

tetapi TGF-(3 1 dan 2 menstimulasi proses tersebut sehingga menghasilkan

kesembuhan luka dengan jaringan parut (Gilbert et al., 2016).
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BABYV

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

5.1.1

Kesimpulan penelitian dinyatakan bahwa:

Hasil pengamatan hari ke 12 (p<0,05), nilai p menunjukkan bahwa
kadar TGF-B pada keempat kelompok berbeda bermakna, hasil
tersebut menunjukkan bahwa pemberian MSC hipoksia menurunkan
kadar TGF-f. Pada hari pengamatan 18 & 24 di dapatkan (p>0,05)
menunjukan bahwa kadar TGF-B tidak berbeda bermakna, yang
menunjukkan bahwa MSC hipoksia yang diberikan sudah tidak

memengaruhi kadar TGF-f.

Kadar TGF- di kelompok sham pada hari ke-12, 18 dan 24 secara

berturut-turut yaitu 240,6; 267.,4; dan 240,4 pg/ml.

. Kadar TGF-3 di kelompok kontrol pada hari ke-12, 18 dan 24 secara

berturut-turut yaitu 398.9; 352,0; dan 264,84 pg/ml.

. Kadar TGF-B di kelompok MSC normoksia (P1) pada hari ke-12, 18

dan 24 secara berturut-turut yaitu 262,0; 225,0; dan 253,4 pg/ml.

. Kadar TGF-[3 di kelompok MSC hipoksia (P2) pada hari ke-12, 18 dan

24 secara berturut-turut yaitu 250,8; 226,9; dan 206,8 pg/ml
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5.2 Saran
Mengacu pada keterbatasan penelitian ini, maka pada penelitian
mendatang perlu untuk:

5.2.1. Meneliti efek MSC hipoksia terhadap kadar TGF-31, TGF-[32 atau
TGF-[33 pada fase proliferasi dan remodelling di tikus Wistar model
luka eksisi.

5.2.2. Meneliti efek MSC hipoksia terhadap kadar HGF dan VEGF-A pada
fase proliferasi dan remodelling di tikus Wistar model luka eksisi.

5.2.3. Meneliti perbandingan efek MSC hipoksia pada kadar oksigen yang
beragam terhadap kadar TGF-[3 di fase proliferasi dan remodelling di

tikus Wistar model luka eksisi.
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Hasil Analisis Deskripsi Kadar TGF-f3 Hari 12, 18 dan 24 (D12, D18 dan D24)

Descriptives
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Std. Lower Upper
N Mean | Deviation| Error Bound Bound | Minimum | Maximum
Kadar TGF- sham 5(240.600 | 29.0826 | 13.0062 | 204.489 | 276.711 203.0 280.0
BDI12
kontrol 51398.850 | 57.0350|25.5068 | 328.032| 469.668 3373 478.0
P1 51262.000 [ 122.8800 | 54.9536 | 109.424 | 414.576 131.0 412.0
P2 51250.800 | 28.7524112.8585 | 215.099| 286.501 208.0 278.0
Total 20| 288.063 | 92.6429 | 20.7156 | 244.704 | 331.421 131.0 478.0
Kadar TGF- sham 51267.400 | 30.3859|13.5890 | 229.671 | 305.129 229.0 303.0
BDI18
kontrol 51351.950 | 108.2680148.4189 | 217.518 | 486.382 208.5 453.0
P1 51224.950 | 108.2680148.4189 | 90.518 | 359.382 81.5 326.0
P2 51226.900 | 89.5654140.0549 | 115.690| 338.110 159.0 383.5
Total 201267.800 | 98.0086|21.9154| 221.931| 313.669 81.5 453.0
Kadar TGF- sham 51240.400 | 51.2669]22.9273 | 176.744| 304.056 180.0 310.0
B D24
kontrol 51264.800 | 105.7300 | 47.2839 | 133.519| 396.081 184.0 434.5
P1 51253.400 | 60.3854127.0052| 178.422| 328.378 204.8 355.0
P2 5(206.800 | 88.7789|39.7031 96.566 | 317.034 104.0 325.0
Total 201241350 76.3611|17.0749| 205.612| 277.088 104.0 434.5
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Hasil Analisis Normalitas Data Kadar TGF-$ Hari 12, 18 dan 24 (D12, D18 dan

D24)

Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Total

Group N Percent N Percent N Percent
Kadar TGF-f D12 sham 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%

kontrol 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%

Pl 5 100:0% 0 0.0% 5 100.0%

P2 ) 100.0% 0 0.0% 5 100.0%
Kadar TGF-$ D18  sham 3 100.0% 0 0.0% 5 100.0%

kontrol 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%

Pl 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%

P2 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%
Kadar TGF- D24  sham 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%

kontrol 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%

Pl 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%

P2 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%

Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

Group Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Kadar TGF-3 D12 sham .163 5 200" .992 5 .987

kontrol .189 5 200" .958 5 794

Pl 242 5 200" .887 5 341

P2 .199 5 200" 922 5 542
Kadar TGF-f D18  sham .199 5 200" 953 5 157

kontrol 213 5 200" .894 5 378

Pl 213 5 200" .894 5 378
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P2 367 .026 751 5 .030
Kadar TGF-$ D24  sham 197 .200" .954 5 167
kontrol 286 200" .833 5 147
P1 263 200" .829 5 136
P2 207 200" .944 5 .691

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

a. Lilliefors Significance Correction

Hasil Homogenitas Varian Kadar TGF-f3 Hari 12 dan 18 (D12 dan D18)

Test of Homogeneity of Variances

Levena

Statistic df df2 Sig.
Kadar TGF-R D12 7.953 16 anz
Kadar TGF-g D18 2662 16 083
Kadar TGF-R D24 1.344 16 2495

Hasil Analisis Normalitas Data Kadar TGF-$ Hari 12, 18 dan 24 (D12, D18 dan
D24) Setelah Transformasi

Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Total

Group N Percent Percent Percent
log D12 sham 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%

kontrol 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%

P1 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%

P2 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%
log D18 sham 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%

kontrol 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%

P1 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%

P2 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%
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log D24 sham 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%
kontrol 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%
P1 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%
P2 5 100.0% 0 0.0% 5 100.0%
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Group Statistic df Sig. Statistic df Sig.
log D12 sham 175 5 .200" .987 5 .966
kontrol .186 b 200" .965 5 .840
Pl 283 5 .200" .841 5 .169
P2 201 3 .200" .881 5 314
log D18 sham 211 S .200" 942 5 678
kontrol k233 5 .200° .890 5 357
P1 253 5 200" .865 5 248
P2 311 5 128 .844 5 176
log D24 sham 224 3 .200" .956 5 782
kontrol 264 S .200" .880 5 308
P1 248 5 200" .885 5 334
P2 256 5 200" 935 5 .629

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

a. Lilliefors Significance Correction
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Hasil Analisis Homogenitas Varian Data Kadar TGF-f Hari 12, 18 dan 24 (D12,
D18 dan D24) Setelah Transformasi

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic df1l df2 Sig.
log D12 17.088 3 16 .000
log D18 3.960 3 16 .027
log_D24 2.568 3 16 .091

Hasil Analisis Perbedaan Kadar TGF-$ Hari 12, 18 dan 24 (D12, D18 dan D24)

dengan Uji One Way Anova
Oneway
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
ladarTGF-R D12  Betwean Groups 82971534 3 27657178 H 525 .oos
Within Groups 20095 950 16 5006.247
Total 163071.454 19
Kadar TGF-p D18 Between Groups B2051.575 3 17650.525 2.180 130
Within Groups 1289556.625 16 B097.259
Total 182508.200 149
Kadar TGF-B D24  Between Graups 5448.550 3 3149517 487 GBA
Within Groups 101340.875 16 6333.805
Total 110789.425 149
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Hasil Analisis Perbedaan Kadar TGF-p Hari 12 (D12) dengan Uji Post Hoc

Tamhane
Multiple Comparisons
Dependent Variable: ~ Kadar TGF-p D12
Tamhane
95% Confidence Interval
Mean Difference
(D) Group  (J) Group I Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
sham kontrol -158.2500" 28.6314 .009 -268.740 -47.760
P1 -21.4000 56.4718 1.000 -275.099 232.299
P2 -10.2000 18.2893 995 -73.564 53.164
kontrol sham 158.2500" 28.6314 .009 47.760 268.740
R 136.8500 60.5846 342 -102.453 376.153
P2 148.0500" 28.5646 .013 37.505 258.595
P1 sham 21.4000 56.4718 1.000 -232.299 275.099
kontrol -136.8500 60.5846 342 -376.153 102.453
P2 11.2000 56.4379 1.000 -242.705 265.105
P2 sham 10.2000 18.2893 .995 -53.164 73.564
kontrol -148.0500" 28.5646 .013 -258.595 -37.505
P1 -11.2000 56.4379 1.000 -265.105 242.705

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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