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ABSTRAK

Latar Belakang: Luka adalah rusaknya struktur dan fungsi anatomis normal akibat
proses patologis yang berasal dari internal maupun eksternal dan mengenai organ
tertentu. Terapi menggunakan Mesenchymal Stem Cell (MSC) dinilai efektif dalam
meningkatkan penyembuhan luka kulit karena memiliki potensi diferensiasi dan
imunoregulasi serta tidak adanya potensi penolakan pasca pengobatan. Penelitian ini
bertujuan untuk membuktikan pengaruh secretome hipoksia mesenchymal stem cell
(SH-MSC) terhadap ekspresi gen PDGF dan IFN-y tikus Wistar dengan
model luka eksisi.

Metode: Penelitian eksperimental in vivo dengan desain penelitian Post test Only
Control Group Design. Jumlah sampel 18 ekor tikus Wistar jantan dengan model luka
eksisi, dibagi menjadi tiga kelompok. Kelompok Negatif (-) gel placebo, kelompok
(+) Clobetasol dosis 0,25g/kg, dan kelompok P1 gel SH-MSC dosis 400 ul/kgBB,
diberikan perlakuan selama 5 hari. Hari ke 6 jaringan kulit diperiksa dengan metode
RT-PCR untuk melihat ekspresi gen PDGF dan IFN-y diuji menggunakan uji One Way
Anova dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD.

Hasil: Rata-rata ekspresi gen PDGF di kelompok P1 yang tertinggi, kemudian diikuti
oleh rerata ekspresi gen PDGF kelompok K+. Selanjutnya rerata ekspresi gen PDGF
kelompok K- dengan nilai terendah. Rata-rata ekspresi gen IFN-y di kelompok K- yang
tertinggi, kemudian diikuti oleh rerata ekspresi gen IFN-y kelompok K+. Selanjutnya
rerata ekspresi gen IFN-y kelompok P1 dengan nilai terendah.
Kesimpulan:Pemberian gel topikal SH-MSCs 400ul/kgBB dapat meningkatkan
ekspresi PDGF dan menurunkan kadar |FN-y pada tikus jantan galur wistar model luka
eksisi.

Kata Kunci: SH-MSCs, Hipoksia, Ekpresi gen PDGF, Ekpresi gen IFN-y, Luka eksisi
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ABSTRACT

Background: Wounds are damage to normal anatomical structure and function due to
pathological processes originating internally or externally and affecting certain organs.
Therapy using Mesenchymal Stem Cells (MSC) is considered effective in improving
skin wound healing because it has differentiation and immunoregulatory potential and
there is no potential for post-treatment rejection. This study aims to prove the effect of
hypoxic mesenchymal stem cell (SH-MSC) secretome on PDGF and IFN-y gene
expression in Wistar rats using an excision wound model.

Method: In vivo experimental research with a Post test Only Control Group Design
research design. The total sample was 18 male Wistar rats with excision wound models,
divided into three groups. The Negative (-) placebo gel group, the (+) Clobetasol group
at a dose of 0.25g/kg, and the P1 group at the SH-MSC gel at a dose of 400 pl/kgBW,
were treated for 5 days. On day 6, skin tissue was examined using the RT-PCR method
to see the expression of the PDGF and IFN-y genes, tested using the One Way Anova
test followed by the Post Hoc LSD test.

Results: The average PDGF gene expression in the P1 group was the highest, followed
by the average PDGF gene expression in the K+ group. Furthermore, the average
PDGF gene expression in the K- group had the lowest value. The average IFN-y gene
expression in the K- group was the highest, followed by the average IFN-y gene
expression in the K+ group. Furthermore, the average expression of the IFN-y gene in
the P1 group had the lowest value.

Conclusion: Topical administration of 400 pl/kgBB SH-MSCs gel can increase PDGF
expression and reduce IFN-y levels in male Wistar mice in the excision wound model.

Keywords: SH-MSCs, Hypoxia, PDGF gene expression, IFN-y gene expression, Excision
wounds
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Luka adalah rusaknya struktur dan fungsi anatomis normal akibat proses
patologis yang berasal dari internal maupun eksternal dan mengenai organ tertentu.’
Diperkirakan 1,5-2 juta orang di Eropa menderita luka akut atau kronis. Luka-luka ini
mendapatkan perawatan di rumah sakit maupun klinik. Pasien yang menderita luka
melaporkan konsekuensi fisik, mental dan sosial, sehingga tuntutan waktu perawat
yang meningkat dengan biaya yang tidak sedikit, populasi yang menua dan
meningkatnya tingkat morbiditas yang terkait dengan luka.? Proses penyembuhan luka
terdiri dari empat fase yang sangat terintegrasi dan tumpang tindih yaitu fase
hemostasis, inflamasi, proliferasi, dan remodeling atau resolusi jaringan.® Fase dan
fungsi biofisiologisnya harus terjadi dalam urutan yang tepat, pada waktu tertentu, dan
berlanjut selama durasi tertentu pada intensitas optimal. Perbaikan luka kulit adalah
rangkaian respons seluler yang sangat terkoordinasi terhadap cedera yang berfungsi
memulihkan integritas epidermis.* Terapi menggunakan Mesenchymal Stem Cell
(MSC) dinilai efektif dalam meningkatkan penyembuhan luka kulit karena memiliki
potensi diferensiasi dan imunoregulasi serta tidak adanya potensi penolakan pasca
penyuntikan.®

Sel punca merupakan sel prekursor yang mampu berdiferensiasi menjadi sel-sel

lain serta kemampuannya dalam membentuk koloni, kemampuan ini yang



menyebabkan sel punca mampu memperbaiki fungsi jaringan yang mengalami
kerusakan sel.® Sel punca mensekresikan sejumlah protein (secretome), Sekretom sel
punca adalah molekul kaya dan kompleks yang disekresi oleh sel hidup atau diambil
dari permukaan sel. Sekretom sel punca memiliki fungsi untuk mencegah kerusakan
jaringan akut.” Sekretom penting dalam berbagai fungsi biologis seperti pertumbuhan
sel, replikasi, diferensiasi, transduksi sinyal, apoptosis, adhesi, dan angiogenesis.
Sekretom mengandung banyak protein, growth factor, faktor angiogenesis, hormone,
sitokin, protein matriks ekstraselular, protease matriks ekstraselular, hormone,
mediator lemak, dan materi genetik.®

Teknik kultur kondisi lingkungan hipoksia mampu meningkatkan kualitas MSC
dari segi proliferasi, kemampuan bertahan hidup, serta lebih banyak mensekresi sitokin
dan faktor pertumbuhan seperti Platelet-derived growth factor (PDGF).° PDGF
diregulasi oleh rangsangan eksternal, seperti hipoksia, trombin hiperglikemia dan
sitokin lainnya.® PDGF mempercepat infiltrasi sel inflamasi dan fibroblas, deposisi
matriks ekstraseluler dan pembentukan kolagen menghasilkan proses penyembuhan
yang cepat.!! PDGF mempunyai beberapa isoform, yaitu PDGF-A, PDGF-B, PDGF-
C, dan PDGF-D. Akan tetapi, PDGF-B merupakan isoform utama yang ditemukan di
dalam platelet.*? Reepitelisasi dan pembentukan growth factor seperti PDGF berperan
penting dalam penyembuhan luka.'* PDGF meningkatkan sintesis kolagen dengan
meransang transforming growth factor-p (TGF- f).1*'® TGF-B sebagai sitokin anti

inflamasi yang kuat dalam mengatur respon inflamasi yang tidak terkendali.®



Saat terjadinya Luka,kadar oksigen yang rendah mengaktivasi adenosine
monophosphate (AMP) yang diketahui mengaktifkan hypoxia inducible factor 1 alpha
(HIF1a) kemudian melalui IL-17 dan IL-22 yang diproduksi oleh sel T residen di lokasi
cedera.!” IL-1 mengaktivasi toll like reseptors (TLR), dan interferon (IFN), serta TNF-
a yang mendorong diferensiasi makrofag M1. Peralihan dari makrofag M1 ke makrofa
M2 serta fungsi AMP yang berbeda merupakan pengatur penting fase reparatif.
Reepitelisasi luka membutuhkan proliferasi, migrasi, dan diferensiasi keratinosit yang
diatur, yang dipandu sebagian melalui produksi faktor pertumbuhan dan AMP.%/

Efek imunomodulator IFN-y diproduksi oleh sel imun mempengaruhi perilaku
sel imun yang berbeda, IFN-y memainkan peran utama dalam mengaktifkan kekebalan
antikanker, dengan mempromosikan aktivitas sel T helper tipe 1 CD4, limfosit T
sitotoksik CD8 (CTL), natural Killer sel (NK), sel dendritik (DC), dan makrofag,
mempromosikan presentasi antigen. Selain itu, IFN-y mengaktifkan makrofag menuju
fenotipe yang lebih pro-inflamasi. dan tumoricidal (mirip M1). Atau, IFN-y
menghambat sel T (Treg) pengatur, diferensiasi dan fungsi Th2 dan Th17.1®

Sel punca mensekresikan sejumlah protein (secretome) termasuk growth factor,
kemokin, sitokin, metabolit dan lipid bioaktif yang mengatur secara autokrin atau
parakrin sambil merekayasa interaksi dengan lingkungan mikro sekitarnya.'® Beberapa
stimulan dapat ditambahkan pada medium kultur, yaitu prekondisi hipoksia, inflamasi,
dan penumbuhan sel kultur dalam bidang 3 dimensi akan merangsang sekresi dari
berbagai faktor terapeutik potensial.?® Sel punca mesenkimal dewasa merupakan sel

multipoten yang dapat berdiferensiasi menjadi beberapa tipe sel mesenkimal khusus



tahap akhir seperti osteoblas, kondrosit, adiposit, tenosit, dan lain-lain.? Mesenchymall
stem/stromal cells (MSCs) mengontrol respons peradangan yang berlebihan dengan
modulasi berbagai sel kekebalan termasuk monosit /makrofag.??

Penelitian Kuntardjo at all. (2018) melaporkan efektivitas gel topikal
Mesenchymal stem cells condition conditioned (MSC-CM) teraktivasi TNF-a
dibandingkan dengan kombinasi injeksi topikal-subkutan terhadap percepatan
penyembuhan luka dengan dosis gel 100 pL dan 200 pL, terdapat peningkatan yang
signifikan pada PDGF dan kepadatan fibroblas pada hari ke 6 pada kelompok topikal
bila dibandingkan dengan kelompok kombinasi, pemberian MSC-CM secara topikal
lebih efektif dibandingkan dengan kombinasi topikal-injeksi subkutan, Penelitian Oh
et al. (2014) menunjukkan bahwa sel punca mesenkimal manusia mengurangi aktivasi
inflammasome NLRP3 pada makrofag manusia atau makrofag tikus yang distimulasi
dengan LPS dan ATP.?

Terapi Hypoxic Mesenchymal Stem Cell (H-MSC) dapat mempercepat proses
penyembuhan luka melalui mekanisme parakrin dengan meningkatkan ekspresi
mengubah faktor pertumbuhan-p (TGF-B).2* Hipoksia merupakan salah satu faktor
yang dapat memicu pelepasan inflamasi dan vaskulogenik sitokin selama regenerasi
jaringan 2°. Penelitian yang dilakukan oleh Jun et, all pada tahun 2014, menunjukkan
bahwa MSC yang berasal dari cairan ketuban manusia pada kondisi hipoksia dapat
mempercepat penyembuhan luka dengan meningkatkan faktor parakrin melalui
aktivasi Mothers against decapentaplegic homolog 2 (SMAD2) dan jalur fosfatidil-

inositol-3-kinase/protein kinase B (PI3K)/AKT10.26 Namun, penelitian secretome



hipoxia mesenchymal stem cell terhadap ekspresi PDGF dan IF-Gamma belum
dilakukan. Berdasarkan hal tersebut, peneliti melakukan penelitian pengaruh secretome
hipoxia mesenchymal stem cell terhadap ekspresi PDGF dan IF-Gamma tikus Wistar
dengan model luka eksisi.
1.2 Perumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas maka disimpulkan rumusan masalah pada
penelitian ini “pengaruh pemberian secretome hipoxia mesenchymal stemcell
terhadap ekspresi gen PDGF dan IF-Gamma tikus wistar dengan
model luka eksisi*?
1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan pengaruh secretome hipoksia
mesenchymal stem cell (SH-MSC) terhadap ekspresi gen PDGF dan IF-
Gamma tikus Wistar dengan model luka eksisi.
1.3.2 Tujuan Khusus
1. Membuktikan pengaruh pemberian gel secretom hypoxia mesencymal stem
cell (SH-MSCs) pada dosis 400 ul/kgBB dalam peningkatan ekspresi gen
PDGF antar kelompok perlakuan dibanding kontrol.
2. Membuktikan pengaruh pemberian gel secretom hypoxia mesencymal stem
cell (SH-MSCs) pada dosis 400 pl/kgBB dalam penurunan ekspresi gen IF-

Gamma antar kelompok perlakuan dibanding kontrol.



1.4 Originalitas Penelitian

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian

Peneliti Judul Metode Hasil Penelitian
Shiddiqi, T., Pengaruh Eksperimental Secretome sel punca
Arifin Adnan,  Secretome sel In Vivo mesenkimal menurunkan
Z., punca mesenkimal ekspresi IL-1p dan Caspase-1
Nurudhin.?”  terhadap ekspresi pada mencit model lupus
IL-18 dan dengan induksi pristan®’
capcase-1
Wiet Pengaruh Eksperimental Penelitian ini menunjukkan
Ramadhanti, Pemberian In'Vivo bahwa terjadi peningkatan
O., Putra, A., Mesenchymal IL-10 yang signifikan pada
Anna Stem Cell hari ke-3 dan 6 setelah
Chalimah Hipoksia dan perlakuan H-MSCs dan
Sadyah, N.,  Normoksia menurun pada hari ke-9
Hidayah, N.  Terhadap Ekspresi dibandingkan dengan
& Prasetyo,  IL-10 pada Tikus perlakuan N-MSCs.
A% Model Luka
Eksisi
Jeschke, M. Allogeneic Eksperimental Responden saat diobati

G., Rehou, S., mesenchymal stem In Vivo dengan MSC alogenik,




McCann, M.  cells for treatment penyembuhan luka menjadi

R. & of severe burn lebih cepat.

Shahrokhi, injury.

8.29

Jun, E. K. et Hypoxic Eksperimental AF-MSC-hypoCM

al.% conditioned In Vivo meningkatkan penyembuhan
medium from luka melalui peningkatan

human amniotic
fluid-derived
mesenchymal stem
cells accelerates
skin wound
healing through

TGE-B/SMAD?.

yang diinduksi hipoksia
faktor parakrin melalui
aktivasi jalur TGF-5/SMAD?2

dan PISK/AKT.%

Kuntardjo, N.,
Dharmana, E.,
Chodidjah, C.,
Nasihun, T. R.

& Putra, A. &

TNF-a-Activated
MSC-CM Topical
Gel Effective in
Increasing PDGF
Level, Fibroblast
Density, and

Wound Healing

Eksperimental

In Vivo

Peningkatan kadar PDGF
dan jumlah fibroblas yang
signifikan pada hari ke-6
pada MSC-CM gel topikal
dibandingkan dengan
kombinasi topikal-injeksi

subukutan.




Process pemberian MSC-CM secara
Compared to topikal lebih efektif
Subcutaneous dibandingkan dengan
Injection kombinasi topikal-injeksi
Combination. subkutan.

1.5 Manfaat Penelitian
1.5.1 Manfaat Teoritis
Manfaat penelitian ini secara teori adalah untuk memberikan pengetahuan
tentang pengaruh secretome hipoksia mesenchymal stemcell terhadap
ekspresi PDGF dan IF-Gamma tikus wistar dengan model luka eksisi.
1.5.2 Manfaat Praktis
Manfaat secara praktis dari penelitian ini antara lain adalah:
1. Memberikan sumber informasi pada masyarakat tentang pengaruh
secretome hipoksia mesenchymal stemcell terhadap ekspresi PDGF dan
IF-Gamma tikus wistar dengan model luka eksisi.

2. Hasil penelitian dapat menjadi landasan teori bagi penelitian selanjutnya.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Tinjauan Umum Tentang Luka
2.2.1 Definisi

Luka adalah terganggunya integritas jaringan biologis, meliputi kulit,
selaput lendir, dan organ. Hilangnya fungsi dan kerusakan struktur dari berbagai
jenis trauma dapat menyebabkan luka.*

2.2.2 Klasifikasi Luka

Luka dapat diklasifikasikan menurut anatomi, sifat, proses penyembuhan
dan waktu penyembuhannya. Secara anatomi, luka dibedakan menjadi tiga bagian
yaitu luka superfisial, luka dengan ketebalan lokal, luka dengan ketebalan penuh.
Luka superfisial adalah luka yang menutupi bagian fuar kulit, epidermis, dan
terkadang dapat mencapai lapisan atas dermis. Luka dengan ketebalan lokal adalah
luka yang melibatkan epidermis dan dermis. Sedangkan, luka dengan ketebalan
penuh adalah luka yang menutupi seluruh lapisan kulit dari epidermis, dermis,
lapisan lemak dan fasia hingga kulit.*?

Luka berdasarkan sifatnya dibagi menjadi luka abrasi, kontusio, insisi,
laserasi, tembak, puncture, dan lain-lain. Luka abrasi/lecet adalah luka yang terjadi
akibat gesekan luka dengan benda lain (biasanya disebabkan oleh benda tumpul)
yang kedalamannya tidak mencapai jaringan subkutis. Luka kontusio atau memar

adalah luka yang biasanya disebabkan oleh benturan benda tumpul yang
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menyebabkan kerusakan kapiler. Luka insisi merupakan luka yang terjadi akibat
potongan instrumen tajam. Luka laserasi merupakan luka yang memiliki tepi yang
tidak rata. Luka tembak merupakan luka yang terjadi akibat benda seperti peluru,
dan memiliki luka masuk dan luka keluar. Sedangkan luka puncture adalah luka
yang terjadi akibat luka kecil dengan dasar yang sulit dilihat. Luka puncture
disebabkan oleh tusukan pakuatau benda yang runcing, ukuran luka kecil, dengan
dasar yang sulit dilihat.

Ditinjau dari proses penyembuhannya, luka dikategorikan menjadi luka
dengan penyembuhan primer, penyembuhan sekunder, dan penyembuhan tersier.
Luka dengan penyembuhan primer (healing by primary intention) merupakan
penyembuhan pada luka dengan kondisi yang bersih dan berlangsung dari internal
ke eksternal. Luka penyembuhan primer biasanya terjadi pada penyembuhan luka
insisi sehingga tepi luka dapat menyatu kembali, tampak bersih, serta tidak ada
jaringan yang hilang. Luka dengan penyembuhan primer cenderung memerlukan
waktu yang singkat untuk sembuh dan menutup lebih cepat dengan bantuan
penjahitan. Pada penyembuhan luka sekunder (healing by secondary intention),
sebagian jaringan luka hilang, luka kotor dan lama untuk sembuh, fase
penyembuhan akan dibiarkan secara alamiah sehingga proses penyembuhan luka
akan mulai setelah terbentuknya jaringan granulasi di dasar luka dan sekitarnya.
Sedangkan pada penyembuhan luka tersier (delayed primary healing),
penyembuhan luka berlangsung lambat karena tidak dapat dilakukan penjahitan

luka secara langsung akibat terdapat infeksi atau kontaminasi, luka dibiarkan
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terlebih dahulu selama 4-7 hari dan dilanjut penjahitan.?® Dilihat dari lama
penyembuhannya, Luka dapat dibagi menjadi 2 yaitu luka akut dan kronik. Pada
proses penyembuhan luka akut akan mengikuti proses penyembuhan luka secara
fisiologis, sehingga waktu penyembuhan dapat diprediksi. Luka akan menutup
dengan minimal scar sekitar 2-3 minggu. Penyembuhan luka akut menggunakan
tipe penyembuhan primer, tetapi juga dapat melalui proses penyembuhan sekunder
pada luka yang tepiannya tidak dapat disatukan. Pada proses luka kronik tidak
tampak tanda-tanda sembuh dalam jangka lebih dari 4-6 minggu. Yang termasuk
dari luka kronik meliputi keganasan, ulkus tungkai, ulkus dekubitus, dan ulkus
yang diakibatkan dari gangguan metabolisme seperti diabetes melitus.
2.2.3 Mekanisme molekuler pada Luka

Salah satu jalur pensinyalan intra seluler melibatkan p38 dan miR-21. miR-
21 mempengaruhi beberapa aktor seluler dalam penyembuhan luka dengan berbagi
cara. Promotornya mengandung 3 situs activator protein 1 (AP1), sebuah PU situs,
dan situs faktor nuklir kappa B (NF-xB). Di dalam makrofag miR-21 memainkan
peran kunci dalam transisi dari peradangan menjadi anti-inflamasi fenotip. Jalur
stres p38/Jun diaktifkan oleh PAMPs dan DAMPs, yang menyebabkan sekresi

sitokin inflamasi seperti IL-1, TNF, dan IL-6.Y7
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Gambar 2.1 Plastisitas makrofag dalam penyembuhan luka.’

Makrofag bermain berbagai peran dalam penyembuhan luka. Pada tahap
awal penyembuhan luka, makrofag melepaskan sitokin inflamasi yang
meningkatkan respons inflamasi dengan merekrut dan mengaktifkan leukosit
tambahan. Makrofag juga penting untuk dekontaminasi luka dari mikroba dan
membersihkan sel-sel apoptosis, sehingga membuka jalan untuk resolusi
peradangan dan awal fase proliferasi penyembuhan luka. Saat lingkungan mikro
berubah di dalam dasar luka, makrofag mengalami peralihan fenotipik ke keadaan
antiinflamasi, pengatur, dan reparatif, yang merangsang keratinosit, fibroblas, dan
endotel sel untuk meningkatkan regenerasi jaringan. Dengan cara ini, makrofag
mempromaosikan transisi ke fase proliferasi penyembuhan. Beberapa jalur adalah
penting dalam peralihan makrofag ini dari M1 ke M2 dan termasuk IL-4, 1L-13,
Stimulasi TLR, pensinyalan adenosin, CXCL1, dan CCL18. Lebih-lebih lagi,
miRNA-21 menargetkan fosfatase dengan motif tensin (PTEN) dan selanjutnya

pengurangan PTEN memperpanjang aktivasi protein kinase B (AKT), yang
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mematikan keadaan peradangan dan mempromosikan keadaan anti-inflamasi.'’
2.2.4 Urutan proses penyembuhan luka

Identifikasi faktor seluler dan molekuler yang mengganggu penyembuhan
luka, seperti sitokin proinflamasi terbuka, disregulasi makrofag, dan
ketidakseimbangan molekul imunoregulasi seperti adenosin dan nitric oxide (NO),

dapat memberikan target terapi baru untuk membantu respon penyembuhan luka.’

Hemostasis Inflammation e Remodeling
[ sec to min 2 houss-2days 3days-weeks weeks-months-years >
Relative time after injury ﬁ

Gambar 2.2 Urutan Proses penyembuhan luka.t’

Agregasi platelet dan pelepasan ADP, PDFG, TGF-B, dan CXCL4
mengaktifkan sel lokal (fibroblas dan keratinosit) dan kaskade imun untuk
memulai inflamasi. Keratinosit, sebagai jenis sel utama epidermis, melepaskan
sitokin proinflamasi dan peptida dan protein antimikroba (AMP). Bersama-sama,

respon imun ini bertujuan untuk mendekontaminasi dasar luka dengan merekrut
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neutrofil dan makrofag ke dalam dasar luka. Neutrofil serta makrofag adalah sel
pembunuh mikroba profesional yang memunculkan spesies oksigen reaktif (ROS),
oksida nitrat (NO), dan AMP. Sementara itu, sel endotel di venula dermal
mengekspresikan E dan P-selektin, yang memandu penggulungan dan penarikan
leukosit ekstravasasi ke dasar luka. Sel T residen kulit di satu sisi dan sel T
infiltrasi di sisi lain berpartisipasi dalam tahap inflamasi melalui produksi 1L-17,
IL-22, dan TNF-a yang semakin memperkuat respons pertahanan inang. Selain itu,
sel T residen kulit juga dapat menghasilkan faktor pertumbuhan yang merangsang
proliferasi keratinosit. Aktivasi makrofag, neutrofil, dan keratinosit menyebabkan
sterilisasi luka dan kemudian resolusi peradangan. Pada saat ini, proliferasi
keratinosit dan fibroblas merangsang penutupan luka. Langkah ini diarahkan
melalui regulasi yang halus dari proses inflamasi ke proses reparatif dan peralihan
dalam lingkungan mikro sitokin luka. Makrofag yang akiif dalam fase inflamasi,
disebut makrofag M1, mengalami peralihan fenotipik menjadi fenotipe M2 anti-
inflamasi dan reparatif. Peralihan ini diatur secara ketat oleh sitokin dan molekul
lain. Makrofag M2 mengaktifkan fibroblas —untuk menghasilkan faktor

pertumbuhan yang merangsang proliferasi dan migrasi keratinosit.!’
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2.2 Tinjauan Umum Tentang Hipoksia
2.2.1 Definisi

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 MSCs. Selain itu kondisi hipoksik memicu produksi molekul
Hipoxic Induce Factor (HIF) yang berperan dalam peningkatan produksi sitokin-
sitokin dari MSCs.

2.2.2 Mekanisme Fisiologi Seluler

Ketergantungan kuat pada oksigen untuk homeostasis metabolik dan
kelangsungan hidup menyebabkan evolusi awal mekanisme molekuler yang
memungkinkan sel, jaringan, danorganisme untuk beradaptasi dengan hipoksia.
Respon adaptif ini terutama diatur oleh keluarga faktor transkripsi yang disebut
hypoxia-inducible factors (HIFs).

HIF adalah heterodimer yang terdiri dari subunit protein HIFa,yang hanya
diekspresikan selama hipoksia, dan subunit protein HIF1p yang diekspresikan
secara konstitutif. Selama normoksia, subunit HIFa dihambat oleh kompleks VHL
dan ditargetkan untuk degradasi proteasomal.

Interaksi yang bergantung pada normoksia antara subunit HIFa dan kompleks

VHL membutuhkan hidroksilasi dari dua residu prolin dalam domain oxygen-
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dependent degradation (ODD) dari HIFa. Reaksi hidroksilasi ini, yang dikatalisis
oleh HIF- regulating prolyl-4-hydroxylases, digabungkan dengan dekarboksilasi
oksidatif-ketoglutarat menjadi suksinat dan karbondioksida.

Hipoksia terjadi apabila adanya subunit HIF-a lolos dari degradasi konstitutif,
menjadi stabil di sitoplasma, dimerisasi dengan HIF-13 dan heterodimer inti
mengatur ulang pola ekspresi gen sel hipoksia. Hal ini terutama, menginduksi gen
yang memediasi peralihan dari metabolisme bergantung oksigen ke metabolisme
anaerobik. HIF-1o diekspresikan di sebagian besar jaringanmanusia, sementara
HIF-2a dan HIF-3a diekspresikan pada jaringan yang lebih terbatas dan pada tahap
perkembangan, seperti paru-paru janin atau endotel vaskular yang berkembang.
Dalam merefleksikan pola ekspresi jaringan spesifik mereka, HIF-10 memainkan
peran secara luas dalam regulasi transkripsi semua sel sebagai responsterhadap
hipoksia, sedangkan HIF-2a dan HIF-3a memainkan peran yang lebih terbatas atau
terspesialisasi dalam homeostasis oksigen.

2.3 Tinjauan Umum Tentang Mesenchymal Stem Cell (MSC)

MSC merupakan sel multipoten yang mampu bereplikasi menjadi sel yang
memiliki daya berdifereniasi menjadi sel lain. MSC memiliki potensi unuk
berdiferensiasi menjadi banyak prekursor jaringan mesenkim seperti osteosit,
adiposit, dan kondrosit. Benih dari indukan tersebut dapat digunakan dalam terapi
sel %

Dari hasil penelitian dengan menggunakan flow-cytometry oleh Ghaneialvar

et al, pada 2018 ekspresi CD marker pada permukaan antigen. Hasilnya, sel punca
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mesenkim manusia dan tikus positif mengekspresikan CD44, CD166, CD105 dan
CD90 sedangkan, ekspresi CD34 dan CD45 negatif.®* Kesimpulannya, meskipun
semua sel induk mesenkim menunjukkan splastisitas dan diferensiasi tri-garis
keturunan, tidak semua mengekspresikan panel antigen permukaan yang sama
seperti yang dijelaskan untuk sel punca mesenkim manusia. Panel penanda CD
tambahandiperlukan untuk mengkarakterisasi potensi regeneratif dan kemungkinan
penerapan sel induk ini dalam pengobatan regeneratif dan implantologi.
Sel induk mesenkim dapat diisolasi dari spesies dan jaringan yang berbeda.
Sel tersebut diambil dari jaringan ikat seperti sumsum tulang, jaringan adiposa, hati
janin dan lainnya, dan dapat berhasil diperluas secarain vitro.®
2.4 Ekspresi gen Platelet Derived Growth Factor (PDGF)
2.4.1 Definisi PDGF
Platelet-derived growth factors (PDGFs) terdiri dari PDGF-A (211amino
acids, 24 kDa), PDGF-B (241 aminao acids, 27 kDa), PDGF-C (345 amino acids,
39 kDa), dan PDGF-D (370 amino acids, 43 kDa) yang memiliki kemampuan
dalam mengendalikan proliferasi sel fibroblast.*®*" Faktor pertumbuhan PDGF
mampu merangsang pertumbuhan sel targetnya dan dapat mempengaruhi
kemotaksis dan reorganisasi sistem filamen aktin.*® Faktor pertumbuhan PDGF
juga dapat mempengaruhi diferensiasi jenis sel tertentu seperti sel fibroblast

menjadi myofibroblas yang aktif memproduksi kolagen.3%40
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2.4.2 Fungsi Ekspresi PDGF

Ekspresi gen PDGF berperan dalam proses penyembuhan luka. PDGF
dilepaskan dari degranulasi trombosit pada cedera sehingga akan menstimulasi
mitogenesis dan kemotaksis neutrofil, makrofag, fibroblas, dan sel otot polos
menuju lokasi luka untuk membantu inisiasi respons inflamasi. Studi in vivo
menunjukkan bahwa PDGF penting dalam merekrut pericytes dansel otot
polos ke kapiler sehingga meningkatkan integritas struktural kapiler. Selama fase
epitelisasi penyembuhan luka, PDGF meningkatkan produksi insulin growth
factor 1 (IGF-1) dan trombospondin-1. Selain itu, IGF-1 telah terbukti
meningkatkan motilitas keratinosit dan trombospondin-1, yang melindungi
degradasi proteolitik dari PDGF dan meningkatkan pertumbuhan fibroblas in
vitro. PDGF juga meningkatkan proliferasi fibroblast untuk membangun matriks
kolagen.*

Growth factors mengikat reseptor yang sesuai pada permukaan sel dan
akan mengaktifkan ~molekul = pensinyalan  yang relevan untuk dapat
mengaktifkan protein sitoplasma atau menginduksi transkripsi protein baru.
Kondisi-kondisi seperti tipe seldan lingkungan mikro, growth factor dan reseptor
yang sama dapat mengaktifkan jalur transduksi sinyal yang berbeda dan
menunjukkan respons seluler yang berbeda. Growth factor berperan dalam
memodulasi respon peradangan yang dapat meningkatkan pembentukan jaringan
granulasi, dan menginduksi angiogenesis yang penting dalam pembentukan

matriks selama proses penyembuhan luka. Defisiensi faktor pertumbuhan,
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termasuk penurunan kadar Fibroblast Growth Factor (FGF), PDGF, Epidermal
Growth Factor (EGF), dan TGF-p.%?

Platelet Activation & Fibrin Clot Inflammation

ibrin plug; platelets release PDGF
and TGF in response to contact with exposed

Day 1-2: Circulating immune cells are recruited to
control infection; fibroblasts and myofibroblasts
proliferate; dead tissue is removed

Cell Proliferation Matrix Remodeling m Epithelial cells (epidermis)

@ Fibroblast
*Myof broblast

Neutrophil
and other immune cells

Red blood cell
Macrophage
Platelet
Collagen

Fibrin

several months: Basement membrane

Day 3-4: Re-epi e
proliferate and mlgrate and dermal matrix reformed and remodeled

Blood vessel

Gambar 2.3 Koordinasi spatiotemporal penyembuhan luka.*

Penyembuhan luka terjadi dalam urutan fase yang sangat terorganisir:
peradangan, proliferasi sel, dan remodeling matrik. Selama fase inflamasi luka
ditutup oleh fibrin, yang bertindak sebagai matriks sementara. Sel-sel kekebalan
yang bersirkulasi menyerang matriks baru, membuang jaringan mati, dan
mengendalikan infeksi. Fibroblas yang berkembang biak direkrut dan
mengeluarkan kolagen untuk membentuk jaringan granulasi dan angiogenesis
MMP, penghambat jaringan TIMPS dari MMP. Myofibroblast yang berasal dari

fibroblas lokal mengekspresikan a-smooth muscle actin dan mengontraksi area
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luka. Re-epitelisasi terjadi saat populasi SC lokal dimobilisasi untuk

berproliferasi dan bermigrasi dari tepi luka.*®

2.4.3 Reseptor PDGF

PDGF terdiri dari lima isoform yaitu empat homodimer (PDGF-AA,
PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD) dan satu heterodimer (PDGF-AB). Kelima
isoform PDGF tersebut mampu berikatan pada reseptor PDGF (PDGF-R). Dari
kelima isoform PDGF, PDGF-BB adalah isoform yang paling kuat untuk
merangsang proliferasi fibroblast. Ketika PDGF-BB berikatan dengan
reseptornya (PDGF-R) maka akan terjadi penarikan molekul sinyal ke daerah
luka sperti fosfolipase-C dan fosfatidilynositol-3 kinase. Aktivasi molekul
sinyal tersebut menyebabkan aktivasi protein tirosin kinase. Aktivase protein
tirosin kinase ini akan menyebabkan aktivasi MAPK (mitogen activated protein
kinase) sehingga memicu migrasi- sel fibroblast. Sel fibroblast sendiri
berkembang dari sel mesenkim yang belum berdiferensiasi atau dari sel fibrosit.
Sel fibrosit merupakan sel yang terdapat dalam jaringan ikat dan dalam keadaan
tidak aktif, apabila sel fibrosit tersebut aktif, maka disebut dengan sel fibroblast.**

2.5 Ekspresi gen Interferon gamma (IFN-y)

2.5.1 Definisi IFN-y

IFN-y adalah sitokin pengatur sistem pertahanan inang dengan memediasi
respon imun bawaan dan adaptif. Pensinyalan IFN-y terkait peradangan dan

respons imun yang dimediasi oleh sel. Pensinyalan IFN-y berfungsi mengatur
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fungsi seluler yang berbeda termasuk imunomodulasi, apoptosis, anti-mikroba,
dan peran anti dan pro-tumorigenik, bentuk aktif biologis IFN-y adalah
homodimer yang dibentuk oleh interlocking anti-paralel monomer IFN-y. Setiap
monomer IFN-y terdiri dari inti enam heliks alfa dan wilayah terminal C yang
diperluas.®

Gen pengkode protein IFN-y terletak pada kromosom 12g15 pada manusia
dan pada genom tikus ditemukan pada kromosom 10D2, gen manusia untuk IFN-
y terdiri dari empat ekson dan tiga wilayah intervening, meliputi 5,4 kb. IFN-y
diproduksi oleh sel T helper tipe 1 (Th1) limfosit, limfosit CD8, sel B, sel NKT,
dan sel penyaji antigen (monosit, makrofag, dan sel dendritik). Sitokin IL 12 dan
IL-18 menginduksi produksi IFN-y, sedangkan IL-4, I1L-10, transforming growth
factor-beta dan gluko kortikoid adalah regulator negatif dari produksi IFN-y.*
2.5.2 Transduksi Pensinyalan I[FN-y

IFN-y memberi sinyal melalui jalur Jak-Stat, jalur yang digunakan oleh
lebih dari 50 sitokin, faktor pertumbuhan, dan hormon untuk memengaruhi
regulasi gen. Pensinyalan Jak-Stat melibatkan perekrutan reseptor berurutan dan
aktivasi anggota keluarga Janus kinase (Jaks: Jaks 1-3 dan Tyk?2) dan Stats (Stats
1-6, termasuk Stat5a dan Stat5b) untuk mengontrol transkripsi gen target melalui
elemen respon tertentu. Pensinyalan Jak-Stat yang diinduksi IFN telah muncul
sebagai paradigma global untuk transduksi sinyal reseptor sitokin kelas 11.4°

Subunit IFNGR1 dan IFNGR2 dari reseptor IFN- dianggap tidak

berasosiasi kuat satu sama lain tanpa adanya ligan, setelah pengikatan ligan,
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domain intraseluler dari rantai reseptor terbuka untuk memungkinkan asosiasi
komponen pensinyalan hilir. IFN-y yang aktif secara biologis adalah homodimer
nonkovalen yang dibentuk oleh self-association dari dua polipeptida dewasa
dalam orientasi antiparalel dan dengan demikian mengikat IFNGR1 dalam
stoikiometri pengikatan 2:2. Ligand binding menginduksi autofosforilasi dan
aktivasi Jak2, yang memungkinkan transfosforilasi Jakl oleh Jak2. Jakl yang
diaktifkan secara fungsional memfosforilasi ty rosin kritis pada residu 440 dari
setiap rantai IFNGR1 untuk membentuk dua situs dok yang berdekatan untuk

domain SH2 dari Stat1 laten.*®

% % ! ié Cytosol

Nucleus

eg. ICAM-1
MIG

GAS IFN-regulated gene SRE
IRF-1 5\
4,—5—-— —
IRF-E/GAS/IRF-E

eg. IRF-2
iNOS
IFNj

GAS E

Gambar 2.4 Transduksi Pensinyalan IFN-y.4’

Pasangan Statl yang direkrut reseptor difosforilasi di dekat terminal C di
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Y701, oleh Jak2, fosforilasi menginduksi disosiasi homodimer Statl (juga
dikenal sebagai faktor aktivasi y-IFN) dari reseptor. Empat tirosin Kritis
(dikandung oleh Jakl, Jak2, IFNGR1, dan Statl) difosforilasi dalam 1 menit
pengobatan IFN-y.4

2.5.3 Peran IFN-y pada luka

a Acute wound

commensals

Keratinocyte

y 1""'&."’1“ differentiation
[) "'\ :‘Mahnocy(e

e Aferation

Gambar 2. 5 Luka akut patway.*’

Respons AMP ditingkatkan dengan kadar O2 yang rendah pada luka, yang
diketahui mengaktifkan HIF1a dan melalui IL-17 dan IL-22 yang diproduksi oleh
sel T residen di lokasi cedera. IL-1, aktivasi TLR, dan interferon (IFN)c, serta
TNFa mendorong diferensiasi makrofag M1. Setelah dekontaminasi luka
berhasil, fase inflamasi menghilang dan tahap reparatif, yang ditandai dengan

proliferasi keratinosit dan fibroblas, dimulai. Peralihan dari makrofag M1 ke
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makrofag mirip M2 serta fungsi AMP yang berbeda merupakan pengatur penting
fase reparatif. Reepitelisasi luka membutuhkan proliferasi, migrasi, dan
diferensiasi keratinosit yang diatur, yang dipandu, setidaknya sebagian, melalui
produksi faktor pertumbuhan dan AMP. Namun, dalam kondisi patogenik,
seperti ulkus diabetik.t’

2.6 Tikus Putih (Rattus Norvegicus)

Tikus putih (Rattus norvegicus) banyak digunakan sebagai hewan coba
karena mempunyai respon yang cepat serta dapat memberikan gambaran secara
ilmiah, yang mungkin terjadi pada manusia maupun hewanlain. Dalam kode etik
penelitian kesehatan dicantumkan bahwa salah satu prinsip dasar riset biomedis,
dimana manusia sebagai subjek harus memenuhi prinsip ilmiah yang telah diakui
dan harus didasarkan atas eksperimen laboratorium dan hewan percobaan yang
memadai, serta berdasarkan pengetahuan yang lengkap dari literatur ilmiah.
Tikus putih (Rattus norvegicus) termasuk hewan nokturnal dan sosial. Salah satu
faktor yang mendukung kelangsungan hidup tikus putih (Rattus norvegicus)
dengan baik ditinjau dari segi lingkungan adalah temperatur dan kelembaban.
Temperatur yang baik untuk tikus putih (Rattus norvegicus), yaitu 19°C-23°C,

sedangkan kelembaban 40-70%.%

Gambar 2.6 Tikus Wistar putih (Rattus norvegicus).
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Kelebihan dari tikus putih (Rattus norvegicus) sebagai binatang percobaan
antara lain bersifat omnnivora (pemakan segala), mempunyaijaringan yang
hampir sama dengan manusia, dan gizi yang dibutuhkan juga hampir sama
dengan manusia. Selain itu dari segi ekonomi memilik harga yang murah, ukuran
yang kecil, dan berkembang dengan cepat. Tikus putih (Rattus norvegicus)
percobaan galur Wistar yang dikembangkan secara luas sangat mudah
menyesuaikan diri dengan lingkungan. Makanan tikus putih (Rattus norvegicus)
juga mempunyai variasi susunan, meliputi: protein 20- 25 %, karbohidrat 45-
50%, serat 5%. Setiap hart seekor tikus putih (Rattus norvegicus) dewasa
membutuhkan makanan antara 12-20 gr, air minumantara 20-45 ml, mineral
berupa besi sebesar 35 mg/kg.*®

2.7 Pengaruh SH-MSCs terhadap ekspresi gen PDGF dan IFN-y tikus wistar
dengan model luka eksisi

Penggunaan secretome dari MSC sebagai terapi alternatif yang efektif
untuk terapi berbasis sel punca karena mengandung berbagai faktor pertumbuhan
dan sitokin.*® Dengan kemampuan berdiferensiasi menjadi berbagai jenis
jaringan, MSC berkontribusi dalam mempercepat regenerasi jaringan yang
rusak. Penelitian terbaru telah melaporkan bahwa MSC yang dikondisikan
hipoksia meningkatkan kapasitas parakrinnya.®°

Sitokin IL-1B, TNFa dan IFNy yang disekresikan oleh makrofag dan sel T
memiliki peran besar dalam proses kerusakan sel. Sekretome mengandung

berbagai faktor anti-inflamasi diantaranya yaitu IL-10, TGFB, TGFa, bFGF,
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EGF, VEGF, PDGF, KGF, G-CSF, GM-SCF, IGF-1, dan HGF. IL-10
merupakan sitokin anti-inflamasi yang disekresi oleh sekretom yang dapat
menurunkan sitokin pro-inflamasi (IL-6, TNFa, dan IL-1pB).>! Reepitelisasi dan
pembentukan growth factor seperti PDGF berperan penting dalam penyembuhan
luka. %2

Hipoksia prakondisi meningkatkan fungsi sitoprotektif MSC,
memungkinkan MSC mempertahankan multipotensinya sehingga meningkatkan
laju proliferasi dan mengidentifikasi lokasi cedera.>® Kemampuan sekresi MSC
untuk berdiferensiasi untuk memperbaiki jaringan yang terluka, Peran sekresi
MSC dalam menginduksi respon inflamasi menghasilkan komponen inflamasi
berjalan langsung ke tempat penyembuhan luka, mempercepat respon inflamasi
dan meningkatkan proliferasi sel, sintesis matriks ekstraseluler, faktor
pertumbuhan rilis, dan neovaskularisasi, di antara aspek lain dari kondisi

kekebalan tubuh.>*



BAB Il
KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN HIPOTESIS
3.1 Kerangka Teori

Agregasi platelet dan pelepasan ADP, PDFG, TGF-8, dan CXCL4
mengaktifkan sel lokal (fibroblas dan keratinosit) dan kaskade imun untuk
memulai inflamasi. Keratinosit, sebagai jenis sel utama epidermis, melepaskan
sitokin proinflamasi, peptida dan AMP. Neutrofil serta makrofag mengkatifasi
ROS, oksida nitrat (NO) dan AMP. Sementara itu, sel endotel di venula dermal
mengekspresikan E dan P-selektin, yang memandu penggulungan dan penarikan
leukosit ekstravasasi ke dasar luka. Sel T residen kulit di satu sisi dan sel T
infiltrasi di sisi lain berpartisipasi dalam tahap inflamasi melalui produksi
interleukin (IL) -17, 1L-22, dan TNFa yang semakin memperkuat respons
pertahanan inang. Aktivasi makrofag, neutrofil, dan keratinosit menyebabkan
sterilisasi luka dan kemudian resolusi peradangan.*’

Makrofag yang aktif dalam fase inflamasi, disebut makrofag M1 mengalami
peralihan fenotipik menjadi fenotipe M2 anti-inflamasi dan reparatif. Peralihan ini
diatur secara ketat oleh sitokin dan molekul lain. Makrofag M2 mengaktifkan
fibroblas untuk menghasilkan faktor pertumbuhan yang merangsang proliferasi
dan migrasi keratinosit.'’

Pensinyalan intra seluler melibatkan p38 dan miR-21. miR-21

mempengaruhi beberapa aktor seluler dalam penyembuhan luka dengan activator
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protein 1 (AP1), dan NF-kB. Di dalam makrofag, miR-21 memainkan peran kunci
dalam transisi dari peradangan menjadi anti-inflamasi fenotip. Jalur stres p38/Jun
diaktifkan oleh PAMPs dan DAMPs, yang menyebabkan sekresi sitokin inflamasi,
seperti IL-1, TNF, dan IL-6." Beberapa jalur penting dalam peralihan makrofag
ini dari M1 ke M2 dan termasuk IL-4, IL-13, Stimulasi TLR, pensinyalan
adenosin, CXCL1, dan CCL18. Aktifasi miRNA-21 menargetkan PTEN dan
selanjutnya pengurangan PTEN memperpanjang aktivasi protein kinase B (AKT),
yang mematikan keadaan peradangan dan mempromosikan keadaan anti-
inflamasi.*’

PDGF-BB adalah isoform yang paling kuat untuk merangsang proliferasi
fibroblast. Ketika PDGF-BB berikatan dengan reseptornya (PDGF-R) maka akan
terjadi penarikan molekul sinyal ke daerah luka sperti fosfolipase-C dan
fosfatidilynositol-3 kinase. Aktivasi molekul sinyal tersebut menyebabkan
aktivasi protein tirosin Kinase. Aktivasi protein tirosin kinase ini akan
menyebabkan aktivasi MAPK (mitogen activated protein kinase) sehingga
memicu migrasi sel fibroblast. Sel fibroblast sendiri berkembang dari sel
mesenkim yang belum berdiferensiasi atau dari sel fibrosit. Sel fibrosit merupakan
sel yang terdapat dalam jaringan ikat dan dalam keadaan tidak aktif, apabila sel
fibrosit tersebut aktif, maka disebut dengan sel fibroblast.**

Prekondisi hipoksia berpengaruh dalam meningkatkan kemampuan
bertahan hidup dan proliferasi MSCs. MSCs hipoksia akan mengekspresikan

molekul soluble berupa sitokin, kemokin dan growth faktor lebih banyak dari pada
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kondisi normal.*® Berbagai sitokin dan mediator yang muncul sebagai respon MSC
terhadap adanya hipoksia, salah satunya adalah IL-10.>® Berbagai sitokin tersebut
yang diekspresikan pada medium, difiltrasi menggunakan TFF yang selanjutnya
disebut sebagai SH-MSCs.

IL-10 yang berasal dari SH-MSCs mengaktifkan jalur STAT3 melalui
translokasi JAK-1 dari membrane intraseluler menuju sitoplasma. Hal ini
berdampak pada fosforilasi STAT3 yang berujung pada translokasinya menuju
nukleus. Translokasi STAT3 menuju nukleus dapat mengaktivasi gen SOCS3
untuk selanjutnya disintesis menjadi protein yang dilepaskan menuju sitoplasma.
Ekspresi SOCS3 pada sitoplasma menghambat jalur pensinyalan intraseluler NF-
kB sehingga mencegah. translokasi NF-k ke nukleus sehingga tidak terjadi
ekspresi gen pro-inflamasi. Melalui sintesis SOCS3 dan penghambatan NF-kB,
IL-10 dapat menekan ekspresi berbagai molekul pro-inflamasi, termasuk sitokin
TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, 1L-12, dan IFN-y.>’

Sel punca mesenkim —mampu mengekspresikan dan memproduksi
bermacam-macam growth factor dan sitokin yang aktif. Adapun beberapa
secretome yang dimaksud adalah fibroblast growth factor, seperti IL-1, IL-6, TGF-
B, dan VEGF. Reepitelisasi dan pembentukan growth factor seperti PDGF
berperan penting dalam penyembuhan luka.5? Adapun kerangka teori dapat dilihat

sebagai berikut:
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Gambar 3.1 Skema Kerangka Teori
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3.2 Kerangka Konsep
Adapun kerangka konsep penelitian berdasarkan kategori variabel yang

diteliti pada tabel kerangka teori, yang digambarkan sebagai berikut:

Luka Eksisi

A

Ekspresi IFN-y

Dosis Gel Topikal
MSCS

Ekspresi PDGF

Gambar 3. 2 Skema Kerangka Konsep

3.3 Hipotesis

1. Ada pengaruh pemberian gel Secretom Hypoxia Mesencymal Stem cell
(SH-MSCs) pada dosis 400 ul/kgBB terhadap peningkatan ekspresi gen
PDGF tikus Wistar dengan model luka eksisi.

2. Ada pengaruh pemberian gel Secretom Hypoxia Mesencymal Stem cell
(SH-MSCs) pada dosis 400 ul/kgBB terhadap penurunan ekspresi gen IF-
Gamma tikus Wistar dengan model luka eksisi.

3. Ada pengaruh secretome hipoxia mesenchymal stem cell (SH-MSC)
terhadap perbedaan ekspresi gen PDGF dan IF-Gamma antara kelompok

perlakuan dengan kelompok kontrol.



BAB IV
METODE PENELITIAN
4.1 Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini adalah penelitian laboratorium eksperimental dengan
hewan coba menggunakan rancangan penelitian “Post Test Only Control Group
Design”. Penelitian ini menggunakan 3 kelompok yaitu: 1 kelompok perlakuan
dan intervensi, 1 kelompok perlakuan yang tidak mendapatkan intervensi
(kontrol positif) dan 1 kelompok tikus sehat. Pengukuran data dilakukan sesudah
intervensi.

Tahap dalam rancangan penelitian dengan memilih subjek penelitian
(Tikus) Sehat, berikutnya melakukan adaptasi selama 7 hari dengan pemberian
pakan standar, subjek dilakukan validasi untuk memastikan semua subjek masuk
dalam kriteria inklusi penelitian setelah itu dilakukan randomisasi unruk
membagi kelompok menjadi 3. Kelompok 1 merupakan kontrol negatif (Tikus
luka eksisi dengan perlakuan basic gel placebo), kelompok perlakuan 2
merupakan kontrol positif (Tikus dengan luka eksisi dengan perlakuan diberi
clobetasol dosis 0,25g/kg).>® dan Perlakuan 3 merupakan tikus dengan luka
eksisi di olesi gel topikal SH-MSCs dosis 400uL/kgBB.

4.2 Populasi dan Sampel Penelitian
4.2.1 Populasi
Populasi penelitian menggunakan tikus Wistar dari Laboratorium Stem

Cell and Cancer Research Fakultas Kedokteran UNISSULA.
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4.2.2 Sampel
4.2.2.1 Kriteria Inklusi
1. Tikus Wistar sehat tanpa bekas luka
2. Berat badan 200-250 gram
3. Tikus berumur 2-3 bulan
4. Tikus luka eksisi yang divalidasi dengan dibuatkan luka diameter
6mm dengan kedalaman 2 mm.
4.2.2.2 Kriteria Ekslusi
1. Tikus Wistar jantan yang mati selama perlakuan
2. Kondisi tikus tidak sehat, tidak lincah dan terdapat bekas luka.
3. Memiliki kelainan anatomi.
4. Sudah pernah digunakan pada penelitian sebelumnya.
4.2.2.3 Kriteria Drop Out
Tikus Wistar jantan yang mengalami infeksi atau mati selama
penelitian.
4.2.2.4 Besaran Sampel
Sampel jumlah minimal mengikuti kriteria WHO sebanyak 5 ekor
per kelompok. Pengambilan sampel dilakukan satu kali pada hari
ke-6 setelah pemberian pertama perlakuan, sehingga jumlah
sampel minimal pada penelitian ini adalah 18 ekor tikus wistar.
Besar sampel yang diperlukan dalam penelitian ini menggunakan

rumus sampel eksperimental dari Federer 107, dengan rumus:
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(t-1)(n-1)>15
(4-1)(n-1)>15
3n-3>15
3n> 18 n > 6 — Pembulatan menjadi 6.
Keterangan : t = banyaknya perlakuan
n = banyaknya sampel setiap perlakuan.
4.3 Variabel Dan Definisi Operasional
4.3.1 Variabel Penelitian
1. Variabel Bebas
Variabel bebas penelitian ini adalah gel topikal SH-MSCs dosis 400
uL/kgBB.
2. Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah ekspresi gen PDGF dan IF-
Gamma.
4.3.2 Definisi Operasional
1. Variabel = : Gel Topikal SH-MSCs
Pengertian : Gel MSCs diperoleh dari Lab SCCR, yang dioles pada luka
eksisi setiap 1x/hari pada punggung tikus dengan dosis 400
pL/kgBB selama 5 hari tiap kelompok.
Skala : Ordinal
2. Variabel  : Ekspresi PDGF dan IF-Gama
Pengertian : Ekspresi PDGF dan IF-Gama pada tikus Wistar yang

diambil dari jaringan kulit diperiksa pada hari ke-6
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menggunakan RT-qPCR.
Skala : Rasio
3. Variabel  : Perlakuan luka eksisi sebagai variabel pra kondisi
Pengertian : Tikus Wistar dibius, rambut pada punggung tikus dicukur
lalu dilukai dengan diameter 6mm dengan kedalaman 2mm
menggunakan cater dan diisolasi sesuai kelompok.
4.4 Alat Dan Bahan Penelitian

4.4.1 Alat

Penelitian ini menggunakan peralatan berupa perlengkapan kultur sel
yang terdiri Biosafety Cabinet (BSC), mikropipet, inkubator CO, dissecting
kit, dan flask 75T. Kondisi kultur hipoksia didapatkan dengan menggunakan
hypoxic chamber. Oxygen meter digunakan untuk mengukur kadar oksigen di
dalam hypoxic chamber. Selain itu, penelitian ini juga steril swab untuk
mengoleskan gel SH-MSC. Alat yang digunakan untuk analisis ekspresi PDGF
dan IF-Gama.

4.4.2 Bahan

Bahan dari penelitian ini terdiri dari bahan kultur yang tersusun atas tali
pusat tikus, Dinitrophenyl-bovine serum albumin (DNP-BSA), gel aluminium
hidroksida (Al(OH)), 2,4-Dinitrochlorobenzene 1,5% (DNCB), aseton-minyak
zaitun NaCl 0.9%, PBS, DMEM, FBS, fungizone, dan penstrep. Sedangkan
bahan yang digunakan untuk proses perlakuan adalah krim berbasis air, alkohol

70%, PBS, Ketamin, dan Xylasine.
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4.5 Cara Penelitian

4.5.1 Ethical Clearance

Ethical clearence penelitian diajukan Fakultas Kedokteran Universitas

Islam Sultan Agung Semarang.

4.5.2 Teknik Isolasi Mesenchymal Stem Cell dari Umbilical Cord

Seluruh proses dilakukan di dalam biosafety cabinet class 2,

menggunakan peralatan yang steril dan dikerjakan dengan teknik sterilitas

yang tinggi.

1.

Umbilical cord dikumpulkan dan ditaruh dalam wadah steril yang
mengandung NaCl 0.9%

Dengan menggunakan pinset, umbilical cord diletakkan ke petri dish,
umbilical cord dicuci sampai bersih menggunakan PBS

Umbilical cord dipisahkan dari janin tikus dan pembuluh darah
dibuang.

Umbilical cord dicacah hingga halus dan diletakkan pada flask 25T
secara merata dan diamkan selama 3 menit hingga jaringan melekat
pada permukaan flask.

Medium komplit yang terdiri dari DMEM, fungizon, penstrep, dan
FBS) ditambahkan secara pelan-pelan hingga menutupi jaringan.
Eksplan diinkubasi di dalam inkubator pada suhu 37°C dan 5% CO,.

Sel akan muncul setelah kurang lebih 14 hari dari awal proses kultur.
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8. Penggantian medium dilakukan setiap 3 hari sekali dengan cara
membuang separuh medium dan diganti dengan medium komplit
baru.

9. Pemeliharaan sel dilakukan hingga sel mencapai konfulensi 80%.

4.5.3 Proses Hipoksia

1. MSC yang telah mencapai 80% konfluensi ditambahkan medium
komplit hingga 10 mL.

2. Flask yang telah berisi MSC kemudian masukkan ke dalam hypoxic
chamber.

3. Gas nitrogen disalurkan melalui katup inlet dan oxygen meter
ditempatkan pada lubang sensor untuk mengukur konsentrasi oksigen
di dalam chamber.

4. Nitrogen ditambahkan hingga jarum indikator menujukkan
konsentrasi 5% oksigen.

5. Chamber yang telah berisi flask diinkubasi selama 24 jam pada suhu
37°C.

6. Setelah 24 jam, media kultur diambil dan disaring dengan
menggunakan TFF untuk mendapatkan SH-MSC yang selanjutnya
dicampur dosis 400 pL.

4.5.4 Pembuatan Sediaan Gel

1. Pembuatan sediaan gel SH-MSC dilakukan dengan cara

mencampurkan basis gel hydrogel (Katecho) sebanyak 400 mg dengan

sekretom pada K3
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2. Pengadukan dilakukan dalam kondisi aseptis hingga membentuk
campuran homogen dari karakteristik fisik pengamatan di bawah
mikroskop.

4.5.5 Pembuatan Preparat dan Pemberian Perlakuan pada Subjek
Percobaan

1. Tikus yang sudah diadaptasi selama 1 minggu dibius dengan
campuran ketamine (60mg/kgbb) dan xylasine (20mg/kgbb).

2. Rambut pada bagian punggung tikus potong hingga bersih.

3. Permukaan kulit yang telah bersih menggunakan bovidon iodin untuk
menghindari infeksi selama pembuatan luka. Pembuatan luka
dilakukan dengan menggunakan biopsi punch ukuran 6 mm dengan
kedalaman 2mm.

4. Selanjutnya dengan pemberian gel topikal setiap hari selama 5 hari
yang mengandung SH-MSC dosis 400 uplL/kgBB. Tikus kontrol
negatif diberikan perlakuan base gel, Tikus kontrol positif diberikan
perlakuan Clobetasol 0,25g/kg.>®

5. Sampel kulit pada semua kelompok diambil untuk dibuat preparat
histologi dengan metode parafin dan pewarnaan Hematoksilin-Eosin
(HE).

6. Sampel kulit tikus pada semua kelompok diambil dan difiksasi dalam
larutan NBF 10%.

7. Sampel kulit dibilas dengan alkohol 70% sampai bersih dari sisa

larutan fiksatif.
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Sampel kulit dimasukkan ke dalam alkohol 70%, 80%, 90%, 96%, dan
alkohol absolut masing-masing selama 30 menit untuk proses
dehidrasi.

Sampel kulit dimasukkan ke dalam toluol sampai jernih atau
transparan selama 1 jam.

Infiltrasi ke dalam parafin dilakukan di dalam oven pada suhu 56-60°C
dengan cara memasukkan sampel kulit ke dalam campuran toluol dan
parafin dengan perbandingan 3:1, 1:1, dan 1:3 masing-masing selama
30 menit. Sampel kulit dimasukkan ke dalam parafin murni I, parafin
murni I, dan parafin murni I} masing-masing perlakuan selama 30
menit.

Embedding, sampel kulit dari parafin murni ditanamkan ke dalam
cetakan blok parafin yang telah berisi parafin cair dan ditunggu hingga
parafin mengeras.

Sampel kulit dalam blok paraffin diiris dengan ketebalan irisan
sebesar 6 pm menggunakan mikrotom.

Irisan sampel jaringan ditempelkan pada gelas benda dengan cara
mengoleskan Mayer’s albumin dan ditetesi sedikit akuades lalu
dipanaskan di atas hot plate hingga irisan menempel dengan
sempurna.

Sediaan histologis dideparafinasi dengan cara dimasukkan ke dalam

xylol selama 24 jam.
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15. Staining (pewarnaan) dilakukan dengan pewarna hematoksilin-eosin.
Kandungan xylol diserap dengan kertas saring, kemudiaan berturut-
turut dimasukkan ke alkohol 96%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%,
30%, dan akuades masing-masing dilakukan selama 1-2 menit.
Preparat dimasukkan ke dalam pewarna Hematoksilin selama 5-10
detik, lalu dibilas dengan air mengalir selama 10 menit. Proses
selanjutnya preparat dicelupkan ke dalam alkohol 30%, 40%, 50%,
60%, 70% masing-masing selama 3-5 menit. Preparat dimasukkan ke
dalam easin selama 5-10 menit, kemudian dicelupkan ke alkohol 70%,
80%, 90%, dan 96% masing-masing selama 3-5 menit, lalu
dikeringkan dengan kertas saring. Preparat dimasukkan ke dalam
xylol selama 15 menit, kemudian sediaan histologis ditetesi canada
balsam.

16. Preparat ditutup kaca penutup, diberi label, dan disimpan dalam kotak
sediaan.

4.5.6 Ekstraksi RNA dan sintesis cDNA

1. Sampel darah diambil dan dilakukan proses sentrifugasi bertingkat
menggunakan Ficoll Paque sehingga didapatkan PBMCs.

2. Sampel kulit difiksasi dalam formalin 10% dan dibuat menjadi blok
paraffin.

3. Sampel kulit sebanyak 50 mg kemudian dipotong menjadi bagian-
bagian kecil dimasukkan kedalam tube yang terlah terisi 50 mL RNA

Iso Plus.
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Sisi lain, PBMCs sebanyak 107 sel masing-masing ditransfer ke mikro
tube dan diberi 50 mL RNA Iso Plus.

Potongan kulit ditumbuk menggunakan micropastle dan ditambahkan
lagi larutan phenol (Trizol )sebanyak 1 mL dan disimpan di suhu
ruang selama 5 menit.

Ditambahkan 0,2 mL chloroform dan divortex hingga larutan menjadi
putih susu.

Inkubasi pada suhu ruang selama 10 menit, serta disentrifugasi pada
15.000 xg selama 15 menit pada suhu 4°C hingga larutan dalam tube
terlihat memiliki 3 lapisan. Lapisan yang paling atas berupa RNA
(fase liquid), lapisan kedua berupa DNA (fase semisolid) dan lapisan
bawah mengandung debris-debris sel.

Lapisan paling atas dipindahkan ke tabung centrifuge baru dan
volumenya diukur, dan ditambahkan isopropanol dengan volume
yang sama dengan RNA yang diambil dari lapisan paling atas.
Tabung Eppendorf digoyang-goyangkan hingga muncul benang-
benang putih, kemudian disentrifugasi pada 12.000 xg selama 10
menit pada suhu 4°C. Supernatan dibuang sampai terlihat pelet
berwarna putih di dasar tabung.

Setelah kering ditambahkan 1 ml etanol 70% dalam larutan NFW (
Nuclease free water ) lalu bolak-balikkan berulang kali serta

disentrifugasi kembali pada 7500 xg selama 5 menit pada suhu 4°C.
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11. Supernatan dibuang dan ditambahkan NFW sebanyak 100 pm.
Campuran diinkubasi pada suhu 4°C selama 10 menit. Selanjutnya
didapatkan total RNA solution dan disimpan pada suhu -80°C. RNA
dikuantifikasi dengan Nanodrop. Hasil kuantifikasi dihitung untuk
dijadikan 260 nanometri.

12. Sintesis cDNA dengan membuat campuran dengan mencampurkan
sampel RNA yang telah dihitung, ditambah enzim 1 puL Revartrace
dengan suhu 37°C selama 15 menit, 50°C selama 15 menit dan 95°C

selama 5 menit.

4.6 Analisis Data
Data yang diperoleh kemudian diproses, disunting, dan ditabulasi, untuk

dilakukan uji deskriptif yang dilanjutkan dengan normalitas data dengan uji
Shapiro Wilk dan uji homogenitas data dengan uji Levene. Data yang dihasilkan
terdistribusi normal dan homogen, maka dilakukan uji beda uji One Way Anova
dan dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD untuk mengetahui perbedaan masing-
masing kelompok. Pengolahan analisis data dilakukan dengan menggunakan
SPSS 26.0.

4.7 Jadwal Pelaksanaanya Penelitian
Penelitian direncanakan di lakukan di laboratorium SCCR Fakultas Kedokteran

Universitas Islam Sultan Agung Semarang, pada bulan Juli 2023.



4.8 Alur Penelitian

18 ekor tikus Wistar

v

6 hari diadaptasi

Random Alokasi

v
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Luka eksisi dibuat pada punggung bagan tengah diameter 6 mm

v

Pembagian kelompok tikus (3 kelompok)

\ 4

Adaptasi 1x24 jam dan diberi pakan standar

Kelompok 1
Tikus dengan luka eksisi
diolesi basic gel placebo
selama 5 hari. Diambil
jaringan kulit hari ke-6
untuk diperiksa kadar
PDGF dan IF-Gamma
RT-qPCR

Kelompok 11
Tikus dengan luka eksisi
diberi clobetasol selama
5 hari. Hari ke-6 diambil

jaringan kulit untuk
diperiksa kadar PDGF
dan IF-Gamma dengan
RT-gPCR

Kelompok I11
Tikus dengan luka eksisi
diolesi gel topical MSCs
dosis 400p1/kgBB selama
5 hari. Hari ke-6 diambil

jaringan kulit untuk
diperiksa kadar PDGF
dan IF-Gamma dengan
RT-gPCR

\4

Pengamatan secara makroskopis
melihat percepatan dalam penyembuhan luka dengan dokumentasi foto dan diukur
perbesaran penutupan luka

A\ 4
Hasil

y

Olah data

Gambar 4. 1 Skema Alur Penelitian




BAB V
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan pengaruh pemberian gel
secretom hypoxia mesencymal stem cell (SH-MSC) terhadap ekspresi gen PDGF
dan IFN-y pada tikus Wistar dengan model luka eksisi. Studi eksperimental In
Vivo dilakukan selama bulan Juli-Agustus 2023 di laboratorium Stem Cell and
Cancer Research (SCCR) Fakultas Kedokteran Unissula Semarang.

Penelitian dengan subjek tikus jantan sebanyak 18 ekor dengan model luka
eksisi dengan kriteria tikus sehat, Usia berkisar 2-3 bulan, dan berat badan 200-
250 gram. tikus jantan yang sesual Kriteria lalu dianestesi dan pada bagian
punggung bulu dicukur untuk dibuat luka menggunakan biopsi punch dengan
diameter 6 mm dan kedalaman 2 mm. Tikus yang telah diberi luka kemudian
randomisasi dan dibagi 3 kelompok, yaitu kelompok I (basic gel placebo),
kelompok 11 (Clobetasol dosis 0,25g/kg) dan kelompok 111 (gel topikal SH-MSCs
dosis 400 pl/kgBB).
5.1 Hasil Penelitian

Secretome hipoksia MSC yang digunakan dalam penelitian ini diambil
dari Umbilical Cord tikus bunting berumur 21 hari, Kemudian dilakukan validasi
dengan menggunakan analisis fenotipik sel menggunakan alat flowcytrometry
dan menguji kapasitas diferensiasi osteogenik. Sel-sel yang diverifikasi
kemudian dikultur dalam lingkungan hipoksia.

Hasil isolasi selanjutnya dikultur pada cawan petri menggunakan medium

khusus yaitu Dulbeccos’s modified eagle medium (DMEM). Sel-sel yang terlihat
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secara mikroskopis dalam kultur SH-MSCs setelah tahap kelima bagian bawah

memiliki morfologi yang mirip dengan spindle.

Gambar 5.1 Kultur MSC berbentuk spindle (perbesaran 100x).

SH-MSCs tervalidasi menggunakan marker CD90, CD29, CD45, dan
CDa31 selanjutnya dilakukan perlakuan hipoksia dimana SH-MSCs diinkubasi ke
dalam hypoxic chamber dengan kadar oksigen mencapai 5% selama 24 jam pada
suhu 37°C. Tahapan akhir yaitu melakukan pemeliharaan sel hingga SH-MSCs

mencapai konfulensi 80% untuk mendapatkan hipoksia SH-MSCs.

Penelitian ini-menunjukan bahwa SH-MSCs mampu mengekspresikan
CD90 (97,3%), CD29 (97,0%) dan sedikit mengekpresikan CD45 (1,2%) dan CD31

(4,8%)
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Gambar 5. 2 Ekspresi CD90, CD29, CD45 dan CD31 pada Flow cytrometry.

Setelah pemberian penanda, secretom MSC dalam proses hipoksia,

langkah selanjutnya adalah mempertahankan sel agar menghasilkan secretom

hypoxia MSC.

Studi ini juga menguji kapasitas MSC untuk berkembang menjadi
berbagai jenis sel dewasa. MSC dibedakan menjadi osteofit dan adiposit
menggunakan media yang berbeda. Hasil dari pekerjaan int menunjukkan bahwa
MSC dapat berkembang menjadi osteofit dan adiposit, seperti yang terlihat oleh
endapan kalsium dan lemak yang tampak merah ketika pewarna Alizarin Red dan

oil Red digunakan masing-masing dalam kultur osteogenik dan adipogenik.

Gambar 5.3 (A) MSC berdiferensiasi menjadi osteosit dan (B) MSC berdiferensiasi
menjadi Adiposit setelah pemberian pewarnaan alizarin red dan oil red

pada pembesaran 400x
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Ekspresi gen PDGF berperan dalam proses penyembuhan luka. PDGF
dilepaskan dari degranulasi trombosit pada cedera sehingga akan menstimulasi
mitogenesis dan kemotaksis neutrofil, makrofag, fibroblas, dan sel otot polos
menuju lokasi luka untuk membantu inisiasi respons inflamasi.** Faktor
pertumbuhan PDGF mampu merangsang pertumbuhan sel targetnyadan dapat
mempengaruhi kemotaksis dan reorganisasi sistem filamen aktin.*® Faktor
pertumbuhan PDGF juga dapat mempengaruhi diferensiasi jenis sel tertentu seperti
sel fibroblast menjadi myofibroblas yang aktif memproduksi kolagen.34°

Hasil makroskopis luka eksisi tiap kelompok menunjukkan perbaikan
penyembuhan luka jika dibandingkan antara hari ke dua dengan hari ke 6.
Pemberian gel secretom hypoxia mesencymal stem cell (SH-MSCs) pada dosis 400
pl/kgBB terbukti secara makroskopis mempercepat penyembuhan luka dibuktikan
dengan gambar secretome H6 yang memiliki diameter luka yang kecil

dibandingkan dengan kelompok clobetasol maupun kelompok base gel.
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5.1.1 Pengaruh pemberian SH-MSC dosis 400 pL terhadap ekspresi

gen PDGF dan IFN-y.

Hasil analisis ekpresi gen PDGF dan IFN-y pada hari ke 6,
menggunakan metode RT-PCR menggunakan alat Eco Real-Time PCR
Illumina didapatkan hasil sebagai berikut:

Tabel 5.1 Data Hasil Penelitian ekspresi gen PDGF

Kelompok
Variabel K- K+ P1 P value
N=6 N=6 N=6

Ekpresi gen PDGF (pg/mL.)
Mean + SD 0,63+0,23° 084+£0,15 '2,32+0,22

Shapiro wilk 0,49* 0,76* 0,18*

Levene test 0,35**
One way 0,000***
anova

Keterangan :

*Uji Saphiro Wilk (p > 0,05 = normal)
** Levene’s Test (p > 0,05 = homogen)
*** One Way Anova (p < 0,05 = ada beda makna)

Berdasarkan hasil penelitian pada tabel diatas, Rata-rata ekspresi
gen PDGF di kelompok P1 yang tertinggi, kemudian diikuti oleh rerata
ekspresi gen PDGF kelompok K+. Selanjutnya rerata ekspresi gen PDGF
kelompok K- dengan nilai terendah.

Data ekspresi gen PDGF ketiga kelompok semuanya berdistribusi
normal, ditunjukkan dengan hasil Shapiro Wilk diperoleh nilai p>0,05 dan
juga memiliki varian data yang homogen ditunjukkan dengan hasil
Levene’s Test dengan nilai p=0,35 (p>0,05). Distribusi dan varian data

ekspresi gen PDGF normal dan homogen, maka dilakukan analisa statistik
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dengan uji One Way Anova menghasilkan nilai p=0,000 (p<0,05) sehingga
dinyatakan terdapat perbedaan rerata ekspresi gen PDGF yang bermakna

diantara ketiga kelompok.

2.5 2.32

1.5

0.84
0.63
5 Al 5N

Ekspresi gen PDGF

mK- mK+ ®P1

Gambar 8. Grafik Kadar PDGF Pada Seluruh Kelompok

Tabel 5. 2 Data Hasil Penelitian ekspresi.gen IFN-y

Kelompok
Variabel K- K+ P1 P value
N=6 N=6 N=6

Ekpresi gen IFN-y. (pg/mL)
Mean + SD 255+0,10 0,21+0,08 0,15%0,12

Shapiro wilk 0,78* 0,49* 0,26*

Levene test 0,70**
One way 0,000***
anova

Keterangan :

*Uji Saphiro Wilk (p > 0,05 = normal)
** Levene’s Test (p > 0,05 = homogen)
*** One Way Anova (p < 0,05 = ada beda makna)

Berdasarkan hasil penelitian pada tabel diatas, Rata-rata ekspresi

gen IFN-y di kelompok K- yang tertinggi, kemudian diikuti oleh rerata
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ekspresi gen IFN-y kelompok K+. Selanjutnya rerata ekspresi gen IFN-y
kelompok P1 dengan nilai terendah.

Data ekspresi gen IFN-y ketiga kelompok semuanya berdistribusi
normal, ditunjukkan dengan hasil Shapiro Wilk diperoleh nilai p>0,05 dan
juga memiliki varian data yang homogen ditunjukkan dengan hasil Levene’s
Test dengan nilai p=0,70 (p>0,05). Maka dilakukan analisa statistik dengan
uji One Way Anova menghasilkan nilai p=0,000 (p<0,05) sehingga
dinyatakan terdapat perbedaan rata-rata ekspresi gen IFN-y yang bermakna
diantara ketiga kelompok. Hasil uji One Way Anova yang signifikan
dilanjutkan dengan uji Post Hoc untuk melihat kelompok mana yang paling

berpengaruh.

2.5

1%

0.5
0 ]

Ekspresi gen IFNgamma

HK- WK+ mPl

Gambar 5.4 Grafik Kadar IFN-y Pada tiap Kelompok
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5.1.2 Analisis perbedaan rata-rata ekspresi PDGF dan IFN-y
Perbedaan ekspresi gen PDGF ditunjukkan oleh pasangan kelompok,

dengan hasil uji post hoc LSD pada tabel dibawah ini:

Tabel 5. 3 Uji Post Hoc LSD kadar PDGF pada Masing-masing Kelompok

Kelompok Kelompok Sig. Interval
Perbandingan Kepercayaan 95%
Batas Batas
Bawah Atas
K- K+ 0,102 -0.4620 0.0467
P1 0,000* -1.9394  -1.4306
K+ K- 0,102 -0.0467 0.4620
P1 0,000* -1.7318 -1.2230
P1 K- 0,000* 1.4306 1.9394
K+ 0,000* 1.2230 1.7318

Tanda * menunjukkan kelompok yang berbeda signifikan.

Berdasarkan data diatas didapatkan perbandingan K- dengan K+
(0,102) maupun K+ dengan K- (0,102) tidak terdapat perbedaan bermakna,
K- dengan P1, K+ dengan P1, P1 dengan K-, dan P1 dengan K+ terdapat
perbedaan hermakna (p <0,005). Hasil uji Post Hoc LSD dengan
pemberian gel topikal SH-MSCs 400pl/kgBB dapat meningkatkan

ekspresi PDGF pada tikus Wistar jantan model luka eksisi.
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Tabel 5.4 Uji Post Hoc LSD kadar IFN-y pada tiap kelompok.

Kelompok Kelompok Sig. Interval
Perbandingan Kepercayaan 95%
Batas Batas
Bawah Atas
K- K+ 0,000* 0,8207 1.3406
P1 0,000* 1.0029 1.5228
K+ K- 0,000* -1.3406  -0.8207
P1 0,156 -0.0778 0.4421
P1 K- 0,000* -1.5228  -1.0029
K+ 0,156 -0.4421 0.0778

Tanda * menunjukkan kelompok yang berbeda signifikan.

Berdasarkan data diatas didapatkan rerata K- dengan K+ (0,000)

terdapat perbedaan yang bermakna, hal yang sama pada K- dengan P1, K+

dengan K- dan P1 dengan K- terdapat perbedaan bermakna, sedangkan K+

dengan P1 dan P1 dan K+ tidak berbeda bermakna antar kedua kelompok.

Hasil uji Post Hoc LSD menunjukkan bahwa pemberian gel secretom hypoxia

mesencymal stem cell (SH-MSC) dosis 400ul/kgBB dapat menurunkan kadar

IFN-y pada tikus jantan galur Wistar model luka eksisi.
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5.2 Pembahasan

Luka eksisi merupakan salah satu jenis luka yang terjadi pada permukaan
kulit, bagian bawah lapisan yang terpotong dengan kedalaman yang bervariasi
dengan pinggiran luka yang teratur.>® Penyembuhan luka kulit sebagai proses
fisiologis penting yang melibatkan kolaborasi berbagai strain sel dan
produknya. Pemulihan dari lesi yang disebabkan oleh agresi lokal dimulai pada
awal tahap inflamasi. Perbaikan yang terdiri dari penggantian struktur khusus
disebabkan oleh deposisi dan regenerasi kolagen, sesuai dengan proses
proliferasi dan diferensiasi sel secara posterior melalui jaringan sel punca.®

Transisi dari fase inflamasi ke fase proliferasi merupakan langkah kunci
selama penyembuhan luka. Fase inflamasi sangat penting untuk mengarah ke
hemostasis dan perekrutan sistem kekebalan bawaan, yang melindungi tubuh
dari serangan patogen dan membantu mengangkat jaringanmati. Peradangan
yang berkepanjangan dapat menghambat tahap normal penyembuhan luka dan
juga dikaitkan dengan jaringan parut yang berlebihan.5! Transisi dari fase
inflamasi ke fase proliferasi merupakan langkah yang paling krusial selama
proses penyembuhan luka.®

Pada penelitian ini Mesenchymal stem cell dikondisikan dalam kondisi
hipoksik kemudian dilakukan dioles hypoxic MSC di sekitar area luka untuk
dapat mempercepat penyembuhan luka dengan mempersingkat masa peralihan
dari fase inflamasi menuju ke fase proliferasi. Mesenchymal stem cell yang
dioles akan melakukan migrasi ke area luka.®® Menurut penelitian sebelumnya

Oleh Chen et al, 2014, Widowati, et al 2017, Peruzzaro et al, 2019 dan Putra et
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al., 2019. Prekondisi MSC dengan lingkungan hipoksia memiliki survival
chance yang lebih tinggi pada area luka dibandingkan dengan MSC yang
dikultur pada kondisi normoksia. Pada saat kondisi hipoksia, dimana
konsentrasi oksigen pada niche sel punca 2-9% dapat mendorong Hypoxia-
Inducible Factor 1-o (HIF-1a) meningkat sehingga menurunkan tingkat
Reactive Oxygen Species (ROS) dalam mitokondria MSC, mengaktifkan
Nuclear Factor Kappa B (NFkB). HIF-1a juga merangsang sintesis Prion
Protein Celuler Normal (PrPC), dan NFkB mempromosikan ekspresi protein
anti-apoptosis, memperbaiki faktor pertumbuhan, dan enzim antioksidan.45

Analisis terhadap medium yang dikondisikan MSC menunjukkan
bahwa MSC mengeluarkan banyak mediator perbaikan jaringan yang dikenal
termasuk faktor pertumbuhan, sitokin, dan kemokin, khususnya VEGF, PDGF,
bFGF, EGF, faktor pertumbuhan keratinosit (KGF), dan TGF-p.%¢ Peningkatan
kemampuan MSC dalam memicu polarisasi disebabkan oleh lebih banyaknya
sekresi IL10 oleh MSC akibat inkubasi pada kondisi hipoksia. Kondisi hipoksia
diketahui mampu mendorong MSC untuk mensekresikan lebih banyak
sitokin.®’

MSC dapat meningkatkan penyembuhan luka melalui dua mekanisme
utama yaitu dengan memberikan isyarat yang diperlukan untuk penyembuhan
luka melalui pelepasan mediator inflamasi, bersama-sama dengan sitokin dan
faktor pertumbuhan (growth factor), selanjutnya melalui MSC sendiri
berpartisipasi dalam proses penyembuhan luka.® MSC berkomunikasi dengan

sel lain dalam tubuh manusia dan mengalami proses homing ke daerah cedera
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sebagai upaya untuk menanggapi sinyal dari kerusakan sel, yang dikenal
sebagai sinyal homing. Keadaan homing terjadi apabila terdapat TNF-a yang
merupakan mediator pro-inflamasi keluar ketika jaringan mengalami
kerusakan sehingga MSC akan bermigrasi ke jaringan yang rusak tersebut.®®

MSC juga berperan dalam setiap fase penyembuhan luka. Pada fase
inflamasi MSC berperan dalam regulasi proses inflamasi, supresi TNF-a,
blokade proliferasi dari sel T. Pada fase prolifer MSC berperan dalam produksi
growth factor (VEGF, HGF, PDGF dan FGF), perekrutan dari keratinosit,
fibroblas dermal, dan niche stem cell. Pada fase remodelling MSC berperan
dalam produksi TGF-B, KGF, regulasi dari MMPs/TIMPS dan regulasi dari
deposisi kolagen.™

Penelitian ini sejalan dengan penelitian lainnya yang menggunakan gel
sekretom MSC dosis 400u1 dimana terdapat penurunan inflamasi pada adhesi
peritoneal.”* Pada penelitian ini didapatkan hasil pemberian gel secretom
hypoxia mesencymal stem cell (SH-MSC) dasis 400ul/kgBB menurunkan
kadar IFN-y pada tikus jantan galur Wistar model luka eksisi, Sejalan dengan
penelitian oleh Anggarwan, at al. dengan penambahan MSC ke dalam respon
imun aktif menurunkan sekresi sitokin proinflamasi TNF-a dan interferon-
(IFN-y) sementara sekaligus meningkatkan produksi anti-inflamasi sitokin

interleukin-10 (IL-10) dan 1L-4.%



BAB VI

KESIMPULAN

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian maka dapat disimpulkan:

1.

6.2 Saran

Pemberian gel Secretome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (SH-
MSCs) dosis 400 uLL/kgBB terbukti secara bermakna berpengaruh
terhadap peningkatan ekspresi gen PDGF pada tikus model luka
eksisi.

Pemberian gel Secretome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (SH-
MSCs) dosis 400 nL/kgBB terbukti secara bermakna berpengaruh
terhadap penurunan ekspresi gen IFN-y pada tikus model luka

eksisi.

Sebagai saran untuk penelitian int adalah:

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang gel topikal Secretome

Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (SH-MSCs) terhadap ekspresi
gen PDGF-AA, PDGF BB, PDGF AB dan PDGF DD pada fase
proliferasi dan remodelling tikus model luka eksisi.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang gel topikal Secretome
Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (SH-MSCs) terhadap ekspresi
gen molekuler lain pada tikus model luka eksisi yang dipapar

bakteri.
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