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ABSTRAK

Latar belakang: Luka infeksi superfisial menyebabkan delay remodelling akibat
penenkanan ekspresi gen alpha smooth musle actin (a-SMA) sehingga
mengahambat sintesis kolagen. Secretom hipoksia mesenchymal stem cells (SH-
MSCs) mengandung berbagai sitokin dan growth factor yang berperan dalam
percepatan penyembuhan luka dan penekanan infeksi. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui pengaruh pemberian gel SH-MSCs terhadap ekspresi gen a-
SMA dan densitas kolagen pada jaringan kulit tikus yang mengalami luka infeksi
superfisial.

Metode: Desain penelitian ini adalah posttest only control grup dengan metode
rancang acak lengkap. Sample yang diteliti 24 ekor tikus yang mengalami luka
infeksi superfisial akibat induksi bakteri Staphylococcus aureus 5x10° CFU/mL
sebanyak 100 pl. Penelitian int dilakukan empat kelompok yaitu kelompok sehat
(K1), kelompok kontrol negatif (K2), perlakuan 1 (P1) dengan gel SH-MSCs
dosis 10% dan perlakuan 2 (P2) dengan gel SH-MSCs dosis 20%. Ekspresi gen
a-SMA dianalisis menggunakan qRT-PCR dan densitas kolagen dianalisis dengan
pewarnaan trichome masson.

Hasil: Analisis gRT-PCR menunjukkan bahwa terdapat peningkatan ekspresi gen
a-SMA dikelompok P2 yang tertinggi (10,03+3,78), kemudian di ikuti oleh rerata
ekspresi gen a-SMA kelompok P1 (4,96£2,77). Rasio terendah pada kelompok
perlakuan kontrol negatif sebesar 0,46+0,09. Analisis densitas kolagen juga terjadi
peningkatan densitas kolagen dikelompok P2 (35,68+5,28) yang tertinggi,
kemudian di ikuti oleh rerata densitas kolagen kelompok P1 (34,78+1,72). Data
densitas kolagen terendah vyaitu pada kelompok kontrol negatif sebesar
17,39+2,47.

Kesimpulan: Pemberian gel SH-MSCs dapat meningkatkan ekpresi gen a-SMA
dan densitas kolagen pada tikus model luka infeksi superfisial.

Kata kunci : Luka infeksi superfisial, staphylococcus aureus, a-SMA, densitas
kolagen, secretom MSCs
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ABSTRACT

Background: Superficial wound infections lead to delayed remodeling due to the
suppression of alpha-smooth muscle actin (a-SMA) gene expression, thus
inhibiting collagen synthesis. Secretome from hypoxia mesenchymal stem cells
(SH-MSCs) contains various cytokines and growth factors that play a role in
accelerating wound healing and suppressing infections. This study aims to
determine the influence of SH-MSCs gel administration on the a-SMA gene
expression and collagen density in the skin tissue of rats with superficial wound
infections.

Method: The research design was a posttest-only control group with a complete
randomized design. The study sample comprised 24 rats with superficial wound
infections induced by Staphylococcus aureus bacteria at a concentration of
5x1077 CFU/mL in 100 pl. The study included four groups: healthy group (K1),
negative control group (K2), treatment 1 (P1) with 10% dose of SH-MSCs gel,
and treatment 2 (P2) with 20% dose of SH-MSCs gel. The a-SMA gene expression
was analyzed using gRT-PCR, and collagen density was analyzed using Masson's
trichrome staining.

Results: gRT-PCR analysis showed increased a-SMA gene expression in the P2
group, which was the highest (10.03+3.78), followed by the mean o-SMA gene
expression in the P1 group (4.96+2.77). The lowest ratio was observed in the
negative control treatment group, at 0.46+0.09. Collagen density analysis also
revealed increased collagen density in the P2 group (35.68+5.28), which was the
highest, followed by the mean collagen density in the P1 group (34.78+1.72). The
lowest collagen density data was observed in the negative control group, at
17.39+2.47.

Conclusion: Administration of SH-MSCs gel can increase o-SMA gene expression
and collagen density in a rat model of superficial wound infection.

Keywords: Superficial wound infection, Staphylococcus aureus, o-SMA, collagen
density, MSCs secretome
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Luka infeksi superfisial (LIS) merupakan infeksi yang muncul di
permukaan kulit dan dapat disebabkan oleh berbagai faktor eksternal,
seperti virus, bakteri, jamur, atau parasite.! LIS paling umum disebabkan
oleh bakteri Staphylococcus aureus dan Streptococcus. Luka sayatan,
goresan, atau gigitan dapat memungkinkan bakteri tersebut masuk ke area
luka dan menyebabkan LIS.?

LIS dikaitkan erat dengan respon inflamasi berlebih, yang ditandai
dengan aktivasi faktor transkripsi nuclear factor kappa beta (NF-kB) dan
hambatan proses penutupan luka akibat supresi kolagen.®* Penelitian
Grande et al melaporkan aktivasi NF-kB akibat infeksi bakteri menghambat
sintesis kolagen sebagai respon terhadap inflamasi berlebih melalui
penurunan regulasi alfa smooth muscle actin (a-SMA).” Infeksi bakteri juga
menghambat penutupan luka melalui inaktivasi jalur transforming growth
factor beta (TGF-B) dan mencegah pembentukan a-SMA.°

LIS merupakan suatu keadaan yang sampai saat ini belum ada
obatnya, beberapa terapi standart LIS seperti pemberian antibiotik dan
kortikosteroid menimbulkan efek samping seperti iritasi dan resistensi .

Oleh karena itu, pendekatan terapi yang aman dan efektif diperlukan untuk
pengobatan LIS, salah satunya menggunakan secretome hypoxia

mesenchymal stem cells (SH-MSCs).



Prevalensi LIS yaitu 24,6 pasien per 1000 pasien pertahun. Duapuluh
persen diantaranya disebabkan oleh bakteri Staphylococcus aureus . Satu
koma enam persen kasus LIS di Amerika Serikat membutuhkan rawat inap
pada tahun 2012 °. Peningkatan kasus LIS hingga dua kali lipat yang
disebabkan infeksi Staphylococcus aureus, 48% diantaranya mengalami

resistensi

. Japanese Healthcare Associated Infections Surveillance
melaporkan 3,5% kasus LIS akibat Staphylococcus aureus, kasus meningkat
hingga 6,5% pasca operasi °. Berbagai penelitian tersebut menunjukkan
dibutuhkannya terapi alternatif untuk pengobatan LIS.

Studi preklinis menunjukkan bahwa SH-MSCs mengandung berbagai
sitokin anti-inflamasi, seperti interleukin-10 (1L-10), transforming growth
factor (TGF-B)™* yang dapat memicu efek anti-inflamasi dan menginduksi
produksi kolagen . SH-MSCs adalah medium kultur mesenchymal stem
cells (MSCs) yang dikondisikan hipoksia dan telah melalui proses filtrasi
menggunakan teknik Tangential Flow Filtration (TFF)'. Peran conditioned
media atau secretome MSC dengan IL-10 dan TGF-B yang tinggi dapat
menghambat respon inflamasi yang berlebih akibat infeksi pada LIS B
Penelitian terdahulu melaporkan bahwa IL-10 dapat menghambat proses
inflamasi melalui penahanan aktivasi NF-xB '*. TGF-p berperan dalam
menginduksi a-SMA sehingga fibroblast berubah menjadi myofibroblast
1518 Myofibroblast yang terbentuk menginduksi pembentukan kolagen yang

berperan penting dalam proses penyembuhan dan penutupan luka *"*°.



1.2.

1.3.

Berbagai penelitian melaporkan bahwa secretome MSCs mampu

menekan sekresi sitokin pro-inflamasi 2°. Pemberian secretome MSCs dosis
200ul dan 400ul dapat menghambat respon inflamasi melalui peningkatan
sitokin anti-inflamasi interleukin-10 (IL-10) pada wound healing 2.
Pemberian secretome MSCs 100 pul dapat menginduksi percepatan
penutupan luka pada tikus model luka eksisi dengan menginduksi ekpresis

a-SMA dan sintesis kolagen %

. Namun, pemberian krim SH-MSCs
terhadap ekspresi gen a-SMA dan jumlah kolagen pada tikus model luka
infeksi superfisial masih sedikit penelitiannya. Berdasarkan latar belakang
tersebut, perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui pengaruh pemberian

SH-MSCs terhadap ekspresi gen a-SMA dan jumlah kolagen pada tikus

galur wistar model luka infeksi superfisial.

Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang penelitian diatas, rumusan masalah pada
padalah "Apakah ' terdapat pengaruh pemberian secretom hipoksia
mesenchymal stem cells (SH-MSCs) terhadap ekspresi gen a-SMA dan

densitas kolagen pada tikus galur Wistar model luka infeksi superfisial?

Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui
pengaruh pemberian SH-MSCs terhadap ekspresi gen a-SMA dan

densitas kolagen pada tikus model luka infeksi superfisial.



1.3.2. Tujuan Khusus

Penelitian ini bertujuan khusus antara lain untuk :

1. Membuktikan pengaruh SH-MSCs dosis 10% dan 20% dalam
sediaan gel terhadap peningkatan ekspresi gen a-SMA antar
kelompok perlakuan dibanding kontrol pada tikus galur Wistar
model luka infeksi superfisial.

2. Membuktikan pengaruh SH-MSCs dosis 10% dan 20% dalam
sediaan gel terhadap peningkatan jumlah kolagen antar
kelompok perlakuan dibanding kontrol pada tikus galur Wistar

model luka infeksi superfisial.

1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1. Teoritis
Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah pengetahuan
mengenai peran pemberian SH-MSCs terhadap ekspresi gen a-

SMA dan jumlah kolagen pada perbaikan luka infeksi superfisial.

1.4.2. Praktis
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan pemanfaatan
SH-MSCs dalam memperbaiki luka infeksi superfisial pada jaringan

kulit.



1.5. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

Nama Peneliti

Judul Penelitian

Metode

Hasil Penelitian

Maryam Mirsheka
r, Hamed Afkhami
, Shabnam Razauvi,
Faramarz,
Masjedian Jazi, D
avood Darban, EIn
az Ohadi, Majid
Mottaghi Nezhad,
Roya Karimi®®

Potential antibacterial
activity and healing
effect of topical

administration of bone
marrow and adipose
mesenchymal stem cells
encapsulated in
collagen-fibrin hydrogel
scaffold on 3rd degree
burn wound infection
caused by Pseudomonas
aeruginosa

Eksperimental
in vitro

Bone marrow
MSCs dan adipose
MSCs menurunkan
infeksi hingga 54
CFU/gr dan
menginduksi
collagen-fibrin
hingga 80% pada
wound healing.

Ji. Hyun Kim,
Denethia S Green,

Identification and
characterization of stem

Eksprimental in
Vvivo

Secretom
mengekspresikan

Young Min Ju, cell secretome-based ANG-1, FGF-7,
Mollie Harrison, J recombinant  proteins Follistatin, HGF,
William Vaughan, for  wound healing IL-6, Insulin,
Anthony  Atala, applications TGFp-1, UuPAR,
Sang Jin Lee, John dan VEGF yang
D Jackson, Cory secara  signifikan
Nykiforuk, James mempercepat

J Yoo* migrasi dan

penutupan luka
Brysa M Silveira, Secretome from human Eksprimental in Normoxia dan

Tiago O Ribeiro,
Railane S Freitas,
Ana C. O.
Carreira, Marilda
Souza Goncalves,
Mari Sogayar,
Roberto  Meyer,
Alexander
Birbrair,

Fortuna®%

Vitor

adipose-derived

mesenchymal stem cells
promotes blood vessel
formation and pericyte
coverage in
experimental skin repair

vitro. dan 'in

Vivo

hypoxia prekondisi
medium
mempercepat
penutupan
dengan
meningkatkan
ekpresi NG2 dan
nestin diarea luka.

luka

Young Hyeon An,
Dae Hyun Kim,
Eun Jung Lee,
Dabin Lee, Mihn
Jeong Park,
Junghyeon Ko,
Dong Wook Kim,
Jiwan Koh, Hyun

High-Efficient
Production of Adipose-

Derived  Stem  Cell
(ADSC) Secretome
Through Maturation
Process and Its Non-

scarring Wound Healing
Applications

Eksprimental in
Vivo

Pemberian
secretom  ADSC
menginduksi
peniutupan  luka
melalui  aktifitas
angiogenik,  dan
epitelisasi




Sook Hong,
Youngsook  Son,
Je-Yoel Cho, Ji-
Ung Park, Sun-
Dong Kim,
Nathaniel S
Hwang®®

Song JY, Kang
HJ, Ju HM, Park
A, Park H, Hong
JS, Kim CJ, Shim
JY, Yu J, Choi ’

Umbilical cord-derived
mesenchymal stem cell
extracts
atopic dermatitis in mice
by reducing the T cell
responses

Eksperimental
in vitro dan in

ameliorate vivo

Ekstrak dari UC-
MSC menurunkan
sitokin  inflamasi
(IL-6, IL-1B, 1L-4,
IL-5 and TNF-a),
INOS and NF-«B,
dan meningkatkan

sitokin anti-
inflamasi IL-10
dan TGF- B1.
Ekstrak dari UC-

MSC memperbaiki

kondisi DA
berdasarkan  skor
Klinis pada
Aspergillus

fumigatus (Af)-

induced AD rats

Hadi S, Setyo T,
Agung P, Nur AC,
Ar;/a T, Chodijah
C2

The Role of Hypoxic
Mesenchymal Stem
Cells Conditioned
Medium "“in Increasing
Vascular ~ Endothelial
Growth Factors (VEGF)
Levels and Collagen
Synthesis to Accelerate
Wound Healing

Eksperimental
in vivo

Secretom hipoksia
MSCs pada dosis
200uL dan 400uL

mempercepat
penutupan luka
eksisi dengan

meningkatkan
ekspresi gen VEGF
dan sintesis
kolagen

Penelitian terdahulu melaporkan bahwa pemberian bone marrow

MSCs dan adipose MSCs dapat menurunkan infeksi hingga 54 CFU/gr dan

menginduksi collagen-fibrin hingga 80% pada wound healing . Penelitian

tersebut berbeda dengan penelitian ini dimana gel SH-MSCs akan

ditreatment

pada tikus luka

infeksi

superfisial

yang diinduksi



Staphylococcus aureus dan dianalisis ekspresi gen a-SMA dan jumlah
kolagen. Penelitian terdahulu melaporkan bahwa secretom mengekspresikan
ANG-1, FGF-7, Follistatin, HGF, IL-6, Insulin, TGFB-1, uPAR, dan VEGF
yang secara signifikan mempercepat migrasi dan penutupan luka®.
Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian ini dimana gel SH-MSCs akan
ditreatment pada tikus luka infeksi superfisial yang diinduksi
Staphylococcus aureus dan dianalisis ekspresi gen a-SMA dan jumlah
kolagen *. Penelitian terdahulu melaporkan normoxia dan hypoxia
prekondisi medium mempercepat penutupan luka dengan meningkatkan
ekpresi NG2 dan nestin diarea luka *°, Penelitian tersebut berbeda dengan
penelitian ini dimana gel SH-MSCs akan ditreatment pada tikus luka infeksi
superfisial yang diinduksi Staphylococcus aureus dan dianalisis ekspresi
gen a-SMA dan jumlah kolagen. Penelitian terdahulu melaporkan
pemberian secretom ADSC menginduksi peniutupan luka melalui aktifitas
angiogenik, dan epitelisasi. Penelitian terdahulu juga melaporkan ekstrak
dari UC-MSC menurunkan sitokin inflamasi (IL-6, IL-1p, IL-4, IL-5 and
TNF-a), iNOS and NF-xB, dan meningkatkan sitokin anti-inflamasi 1L-10
dan TGF- B1 %. Ekstrak dari UC-MSC memperbaiki kondisi DA
berdasarkan skor klinis pada Aspergillus fumigatus (Af)-induced AD rats.
Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian ini dimana gel SH-MSCs akan
ditreatment pada tikus luka infeksi superfisial yang diinduksi

Staphylococcus aureus dan dianalisis ekspresi gen a-SMA dan jumlah

kolagen. Penelitian terdahulu melaporkan bahwa Secretom hipoksia MSCs



pada dosis 200uL dan 400uL mempercepat penutupan luka eksisi dengan
meningkatkan ekspresi gen VEGF dan sintesis kolagen.?’ Penelitian tersebut
berbeda dengan penelitian ini dimana gel SH-MSCs akan ditreatment pada
tikus luka infeksi superfisial yang diinduksi Staphylococcus aureus dan

dianalisis ekspresi gen a.-SMA dan jumlah kolagen.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Alpha-Smooth Muscle Actin

2.1.1.

2.1.2.

Definisi

Alpha-Smooth Muscle Actin (o -SMA) adalah isoform aktin
yang mendominasi dalam sel pembuluh darah smooth-muscle dan
memainkan peran penting dalam fibrogenesis dengan berat molekul
42 kDa. o-SMA diekspresikan oleh myofibroblast dan ekspresi o-
SMA berkorelasi dengan aktivasi myofibroblast 2. Myofibroblast
merupakan bentuk sel fibroblas yang telah berdiferensiasi sebagian
menuju - fenotipe smooth-muscle termasuk ke dalam fibroblas
metabolik, dan. memiliki morfologis yang khas. Myofibroblast yang
teraktivasi akan berhenti berproliferasi dan memulai proses sintesis
komponen protein extracellular matrix (ECM), termasuk kolagen
dalam jumlah yang banyak '’. a-SMA yang diekspresikan oleh
myofibroblast merupakan sumber utama kolagen fibrillar, yaitu
kolagen tipe I, 11, 111, V, dan XI yang sangat penting untuk tensile
strength dan mechanical properties kulit, sehingga mempercepat

penutupan luka 2°*°.

Aktivasi dan Mekanisme Seluler a-SMA dalam Sintesis Kolagen
Luka dapat mengubah regulasi homeostasis kolagen oleh

fibroblast sehingga tidak adanya keseimbangan antara sintesis dan
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degradasi kolagen. Kolagen merupakan ECM paling penting di
dermis kulit, sehingga hilangnya kolagen secara langsung dapat
menyebabkan kulit kendur, menua, dan menurunnya elastisitas.
Adanya luka terbuka dapat menginduksi penghentian siklus sel pada
fase GO/G1 dan menyebabkan kerusakan ireversibel dengan

perubahan fungsi sel 3%

Interaksi serat kolagen, fibroblast
mengekspresikan  reseptor adhesi  permukaan sel yang
mempromosikan hubungan antara molekul adhesi ekstraseluler,
seperti fibronectin, dan protein sitoskeletal intraseluler, seperti o-
SMA. a-SMA adalah stress fibers yang terlibat dalam aktivitas
kontraktil fibroblas dan reorganisasi kolagen®.

Myofibroblast yang mengekspresikan a-SMA diregulasi oleh
sitokin transforming growth factor beta (TGF-f). TGF-B1 yang
diaktifkan akan berikatan dengan kompleks TGF-f receptor (TGF-
BR) yang menstimulasi pensinyalan intraseluler yang mendorong
produksi a-SMA. Transduksi mekanis ektraseluler matriks melalui
jalur focal adhesion (FA) akan menginduksi produksi stress fibers a-
SMA.*** Selain itu, TGF-B1 juga mengaktifkan extra-domain A
containing fibronectin (EDA-FN) dalam ECM dapat mengubah
konformasi latency associated peptide (LAP) melalui interaksi
integrin.**3* Hal tersebut menyebabkan perakitan G-aktin (monomer

a-SMA) menjadi F-aktin (stress fibers) memungkinkan keluarnya

myocardin-related transcription factor (MRTF) dari sekuestrasi G-
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aktin di sitosol dan translokasi nuklirnya serta aktivasi serum
response factor (SRF), yang pada gilirannya menyebarkan a-SMA
dan produksi stress fibers (Gambar 2.1). Produksi a-SMA yang
meningkat menyebabkan terjadinya sintesis kolagen dan dapat

memodulasi remodeling kolagen.

Fiorillin EDA_____ EDA-FN

o
.
s

WINEIS S UE A
W*&‘*’b eluzmsia,

el L——- : 1]

Gambar 2.1. Aktivasi a-SMA yang diregulasi oleh sitokin TGF-p%

2.2. Kolagen

2.2.1. Definisi
Kolagen Merupakan protein (polipeptida) ekstraseluler utama
dalam tubuh manusia yang ditemukan pada hampir semua organ

tubuh. Sampai saat ini sudah ditemukan sebanyak 21 tipe kolagen,
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jumlah dan jenisnya berbeda-beda pada berbagai organ tubuh
manusia *°.

Kolagen-1 merupakan jenis serabut kolagen terbanyak yang
dijumpai dalam tubuh manusia seperti pada tendon, tulang, kulit.
Serabut kolagen-1 berperan penting dalam pembentukan jaringan
parut. Kolagen-2, kolagen-9, kolagen-10, kolagen-11 ditemukan
pada kartilago. Kolagen-3 banyak dijumpai pada kulit, dinding
pembuluh darah, pada jaringan yang ada serabut retikuler, seperti
pada jaringan yang mengalami pertumbuhan cepat terutama pada
tahap awal penyembuhan luka. Kolagen-3 penyebarannya hampir
sama dengan kolagen-1. Sedangkan kolagen-7 kebanyakan lokasinya
terletak pada-anchoring fibril di dermal epidermal junction pada
kulit, mukosa dan servik. Kolagen-7 juga banyak terdapat pada

dinding pembuluh darah *°.

epidermis

age spot

dermis 4 |

younger

subcutaneus
fat layer

Gambar 2.2. Perbedaan Kolagen Pada Kulit Muda dan Kulit Tua.
Jumlah Kolagen pada kulit yang lebih muda lebih banyak
dibandingkan kulit yang lebih tua *'.
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Tipe kolagen yang mendominasi organ kulit adalah kolagen-1
dan kolagen-3 yang berfungsi pada pertahanan mekanik. Akan tetapi
tipe kolagen lain yang juga ada pada kulit, seperti kolagen-5,
kolagen-6, kolagen-7, kolagen-12 ditemukan dalam jumlah minimal
yang diperkirakan ikut menunjang, akan tetapi peran yang pasti
belum jelas **. Karena kolagen-1 yang mendominasi organ kulit,
maka kolagen- 1 yang akan diukur pada penelitian kali ini.

Jumlah kolagen pada umumnya akan berkurang pada kondisi
luka. Pada luka rasio kolagen tipe 1 dan 3 akan mengalami
ketidakseimbangan, yaitu penurunan kolagen-3 dan peningkatan
kolagen-1. Kolagen-1 terus meningkat sampai terjadi proses
penutupan luka, saat kulit mencapai puncak kekuatan mekanik,
setelah itu kolagen-1 akan menurun dan digantikan dengan
peningkatan kolagen tipe 3.° Hal ini sebabkan kolagen tipe 3 adalah
kolagen immature yang mendominasi ketikan proses inflamasi sudah
selesai saat luka. Sehingga pada fase awal penyembuhan luka terjadi
penurunan kadar kolagen tipe 3.

Kolagen merupakan serat utama pada lapisan dermis kulit dan
merupakan protein yang berfungsi untuk kekuatan mekanik dan
penyangga kulit. Walaupun kolagen-1 merupakan kolagen utama
pada lapisan dermis kulit akan tetapi kolagen tipe lain juga tidak
kalah peranan pentingnya. Kolagen-7 yang terbanyak pada

anchoring fibril terletak pada membrana basalis yang melekatkan
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membrana basalis ke papila dermis. Pada pasien dengan luka terbuka
akan menurunkan jumlah kolagen-7 dan akan mengakibatkan
perlekatan antara membrana basalis dengan papilla dermis menurun
sehingga ikatan epidermis dan dermis menjadi lemah. Pada satu
penelitian didapatkan bahwa luka kulit terbentuk akibat lemahnya
ikatan antara dermis dan epidermis oleh karena degenerasi
anchoring fibril. Hal ini ditambah adanya bukti adanya penurunan

kolagen pada luka %,

Perubahan pada kolagen

Produksi dan  pembentukan kolagen dapat terganggu pada
kondisi infeksi luka. Infeksi menyebabkan aktivasi sistem imun dan
peningkatan —produksi ~ zat-zat -~ yang —mempengaruhi  proses
penyembuhan luka, seperti cytokine dan enzim proteolitik. Cytokine
menyebabkan peningkatan aktivitas sel-sel imun dan menurunkan
produksi kolagen. Enzim proteolitik menghancurkan matriks
ekstraseluler dan kolagen yang sudah ada. Hasilnya adalah produksi
kolagen yang terganggu dan proses penyembuhan luka yang
melambat. Kondisi ini dapat menyebabkan luka yang sulit sembuh
dan berkembang menjadi infeksi yang lebih serius. Oleh karena itu,
penting untuk mengatasi infeksi luka secepat mungkin untuk
mempercepat proses penyembuhan dan meminimalkan kerusakan

jaringan 3,
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2.2.3. Mekanisme kerusakan kolagen

Kolagen adalah protein utama yang membentuk jaringan ikat
dan merupakan bagian penting dari proses penyembuhan luka.
Kerusakan kolagen akibat luka dapat mempengaruhi proses
penyembuhan luka dan menyebabkan komplikasi seperti keloid,
hipertrofi jaringan parut, dan jaringan parut yang tidak teratur.
Patofisiologi kerusakan kolagen akibat luka terjadi saat jaringan ikat
rusak dan sel-sel yang memproduksi kolagen mati. Hal ini memicu
respons inflamasi, setelah fase inflamasi selesai akan terjadi respon
peningkatan jumlah sel-sel fibroblast, yang memproduksi kolagen
untuk memulihkan jaringan ikat yang rusak. Sel fibroblast adalah
komponen utama dalam tubuh -untuk “memperoduksi kolagen.
Namun, peningkatan produksi kolagen yang tidak terkontrol dapat
menyebabkan hipertrofi jaringan parut dan pembentukan jaringan
parut yang tidak teratur *.

Proses penyembuhan luka melibatkan tiga tahap utama:
pembersihan, perbaikan, dan remodelasi. Pada tahap pembersihan,
sel-sel imun menghilangkan jaringan mati dan membantu mencegah
infeksi. Pada tahap perbaikan, sel-sel fibroblast memproduksi
kolagen baru dan memulihkan jaringan ikat yang rusak. Pada tahap
remodelasi, kolagen baru diteruskan dan diorganisasi untuk

membentuk jaringan ikat yang kuat dan stabil **“2.
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Sintesis Kolagen

Polipeptida dibentuk di dalam ribosom dari retikulum
endoplasma kasar yang disebut rantai prokolagen a, dimana terjalin
dalam sistena retikulum endoplasma sehingga terbentuk triple
helices. Setiap asam amino ketiga pada rantai a disebut sebagai
glisin; dua asam amino kecil lainnya terbanyak di dalam kolagen
dihidroksilasi setelah proses translasi menjadi bentuk hidroksiprolin

dan hidroksilisin®,

Sintesis Prokolagen

Bentuk triple helix dari rantai a berbetnuk molekul prokolagen
seperti sebuah batang, dimana kolagen tipe 1 dan 2 berukuran
panjang, 300nm dan lebar 1,5nm. Molekul prokolagen mungkin
homotrimerik, dimana ketiga rantainya identik, atau heterotrimerik,
dimana dua atau ketiga rantainya memiliki sekuen yang berbeda.
Kombinasi dari banyak rantai prokolagen o sangat bertanggung
jawab atas bermacam-macam tipe dari kolagen dengan struktur dan
fungsi yang berbeda.Pada kolagen tipe I, Il, I1l, molekul kolagen
bersatu dan menjadi berkelompok bersama- sama membentuk
fibril™.

Jumlah kolagen tipe I sangat banyak, maka didapatkan banyak
penelitian tentang sintesis kolagen ini. Sintesis dari protein penting

ini meliputi beberapa tingkat, dimana disimpulkan pada gambar 2.3

45,
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. lipetida rantai prokolagen a diproduksi pada ikatan poliribosom
yang berikatan dengan membrane dari Retikulum Endoplasma
yang kasar dan ditranslokasi di dalam sisterna dan dilanjutkan
dengan sinyal peptide.

Hidroksilasi prolin dan lisin diawali sesudah rantai peptide telah
mencapai panjang minimum tertentu dan masih terikat pada
ribosom. Enzim yang menyertai adalah prolil hidroxilase dan lisil
hidroksilase dan reaksi yang membutuhkan O2, Fe** dan asam
askorbat (vitamin C) sebagai kofaktor.

. Terjadi glikosilasi pada heberapa sisa hidroksilisin, dengan
bermacam-macam tipe dari kolagen yang memiliki jumlah ikatan
galaktosa-hidrosilisin yang berbeda-beda.

. Gugus amino dan karboksil akhir dari setiap rantai o« membentuk
polipetida non helix; kadang disebut propeptida ekstensi, dimana
membantu rantai o (o1, 02) membentuk dengan posisi yang
benar menjadi - triplehelix. Sebagai tambahan, propeptida
nonhelix membuat molekul prokolagen soluble dan mencegah
pembentukan intraseluler prematur dan pengendapan dari fibril
kolagen. Prokolagen ditranspotasikan melalui jaringan golgi dan
dieksositosis ke lingkungan ekstraselular.

Diluar sel, protease spesifik disebut peptidase prokolagen
menyingkirkan perpanjangan propeptida, perubahan dari molekul

prokolagen menjadi molekul kolagen. Sekarang ini sesuai untuk
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pembentukan sendiri kedalam fibril kolagen polimerik, biasanya
pada tempat tertentu dekat dengan permukaan sel.

6. Pada beberapa tipe kolagen, fibril berkumpul membentuk fiber.
Proteoglikan tertentu dan tipe kolagen (tipe V dan tipe XI)
bergabung pada kumpulan molekul kolagen untuk membentuk
fibril-fibril dan formasi fiber yang berasal dari fibril dan
berikatan dengan struktur dari komponen-komponen ektraselular
matrik lainnya.

7. Struktur fibriler ditarik oleh formasi kovalen yang berikatan
silang antara molekul-molekul kolagen, sebuah proses dikatalisis

oleh enzim lisil oksidase.
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Gambar 2.3. Sintesis Kolagen “°
Proses Hidrosilasi dan glikosilasi pada rantai a prokolagen dan
pembentukan menjadi triple helices terjadi pada RER (Rough
Endoplasmic Reticulum) dan pembentukan menjadi fibril terjadi

pada Extracelular Matrix sesudah mengekskresikan prokolagen.
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Karena ada sedikit perbedaan pada gen rantai o prokolagen dan
produksi kolagen tergantung pada beberapa kejadian setelah translasi
meliputi beberapa enzim lainnya, banyaknya penyakit kegagalan

sintesa kolagen yang telah dijelaskan *'.

S ™

ocollagen. In the maee i

Gambar 2.4. Procollagen %

Bentuk dari kolagen yang paling banyak, tipe 1, setiap molekul
prokolagen terdir dari dua rantai peptide yaitu ol dan 02. Massa 1
buah molecular kira-kira 100 kDa, terjalin helix pada sisi kanan dan
bergabung bersama oleh interaksi ikatan hidrogen dan hidrofobik.
Setiap putaran. lengkap dari pilinan helix, dengan jarak 8,6 nm.
Panjang setiap molekul tropokolagen adalah 300nm dan lebarnya 1,5

nm .

2.3.  Mesenchymal Stem Cells (MSCSs)
2.3.1. Definisi
Mesenchymal stem cells (MSCs) adalah sel yang bersifat
multipotensi sehingga dapat berdiferensiasi menjadi sel dewasa lain
seperti osteosit, adiposity, dan neurosit. Mesenchymal stem cell
dapat diisolasi dari beberapa jaringan antara lain jaringan adipose,
folikel rambut, hingga Wharton Jelly dari tali pusat *. Secara umum,

MSCS diidentifikasi sebagai sel yang dapat menempel pada
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permukaan plastik dan bentuk menyerupai sel fibroblast atau jarum.
Secara fenotype, MSCS yang diisolasi dari tikus, dimana MSCS
tikus tidak mengekspresikan beberapa marker spesifik antara lain
CD44 dan CD29, namun mengekspresikan marker spesifik CD45

dan CD31 dan bersifat osteogenic .

Sumber MSCs
MSCs dapat diperoleh dari beberapa jaringan antara lain
sumsum tulang, jaringan adiposa, folikel rambut, warthonjelly dari

tali pusat, dan plasenta *®.

Gambar 2.5. Sumber mesenchymal stem cell (MSCs) *°
Karakteristik MSCs

MSCs memeliki beberapa karakteristik antara lain memiliki
kemampuan self renewal, mampu berdiferensiasi menjadi beberapa
sel dewasa seperti, seperti osteoblas, adiposit, kondrosit, tenosit, dan
51

miosit °°. Selain itu MSCs juga memiliki kemampuan sebagai

imunomodulator karena mampu mengeksresi beberapa sitokin baik
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pro atau pun anti inflamasi. Hal ini menjadikan MSCs memiliki

potensi yang besar dalam regenrasi kulit **

Mesenchymal stem cells
Sg -
-

Adipocytes ‘

Chondrocytes
(cartilage-forming cells)

Nerve cells

Cardiomyocytes

Osteoblasts
thona-formina cells)

Gambar 2.6. Kemampuan diferensiasi dari MSCs >
2.3.4. Peran MSCs

MSCs berfungsi dalam proses regenerasi suatu jaringan secara
in vivo. Peran MSCs dalam regenerasi jaringan berkaitan dengan
kemampuan MSCs dalam berdiferensiasi dan meregulasi kondisi
imun dalam tubuh. Kemampuan diferensiasi MSCs memungkinkan
untuk dapat mengganti jaringan yang rusak. Sedangkan kemampuan
MSCs sebagai imunoregulator berkaitan dengan kemampuan MSCs
untuk berubah menjadi MSCs tipe 1 yang bersifat pro-inflamasi atau
menjadi MSCs tipe 2 yang bersifat anti-inflamasi. MSCs tipe 1
berperan dalam memicu proses inflamasi yang menyebabkan
beberapa komponen inflamasi segera menuju ke lokasi inflamasi.
Hal ini menyebabkan proses inflamasi akan berlangsung lebih cepat

dibandingkan dengan kondisi normal. Ketika proses inflamasi
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selesai, MSCS akan berubah peran menjadi MSCs tipe 2 yang
bersifat  anti-inflamasi dan  memiliki kemampuan dalam
mengeksresikan sitokin-sitokin yang berperan dalam menghentikan

proses inflamasi >**°.

2.4. 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 MSCs *°. Selain itu
kondisi hipoksik memicu produksi molekul Hipoxic Induce Factor (HIF)
yang berperan dalam peningkatan produksi sitokin-sitokin dari MSCs
(Gambar 2.6).

HYPOXIA

1-2% 02

.-.(. ) /! cosi‘if
R— F asma’ ,

~ Caspase 3
Bcl-2
MTP.-2
TGF-p1

Gambar 2.7. Lingkungan hipoksia mengaktivasi MSCS >’
2.5. Sekretom Mesenchymal Stem Cell
MSCs diketahui mengeluarkan senyawa bioaktif aktif yang disebut
sekretom, biasanya diklasifikasikan sebagai sitokin, kemokin, molekul

adhesi sel, mediator lipid, IL, growth factor (GF), hormon, eksosom,
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mikrovesikel, faktor antiinflamasi dll °®°

. Faktor-faktor ini dianggap
sebagai protagonis untuk berpartisipasi dalam perbaikan dan regenerasi
jaringan melalui parakrin yang memediasi pensinyalan sel ke sel. Dalam hal
regenerasi kulit, salah satu sitokin yang bertanggung jawab yaitu TGFp °*®!,
TGFB memiliki peran kunci dalam regulator sintesis prokolagen I %2, TGFpB
secara signifikan terbukti menginduksi produksi a-SMA. TGFB juga
menginduksi produksi kolagen °#®%, Disisi lain TGFp menghambat PKA
sehingga menyebabkan CREB tidak teraktivasi dan kolagen teraktivasi ®.
Kandungan IL-10 yang tinggi pada secretom dapat menghambat produksi
ROS sehingga menurunkan inflamasi dan aktivasi p53 . Secretom MSCs

memiliki dosis efektif dalam menginduksi kolagen pada kondisi luka

terbuka mulai dosis 100uL °.

Luka Infeksi Superfisial

Luka superfisial adalah luka yang terbatas pada lapisan atas kulit atau
membran mukosa. Biasanya, luka ini melibatkan kerusakan epidermis
(lapisan luar kulit) dan mungkin juga melibatkan dermis (lapisan tengah
kulit). Infeksi terjadi ketika mikroorganisme patogen (seperti bakteri, virus,
atau jamur) masuk ke dalam luka dan mulai berkembang biak. Faktor-faktor
yang dapat meningkatkan risiko infeksi meliputi kebersihan yang buruk,
kurangnya sirkulasi darah yang memadai, atau penurunan sistem kekebalan
tubuh. Pada umumnya infeksi luka superfisial dapat disebabkan oleh
berbagai jenis mikroorganisme, tetapi yang paling umum adalah bakteri

Staphylococcus aureus dan Streptococcus pyogenes.?
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Infeksi merupakan masuknya mikroorganisme yang memperbanyak
diri di jaringan tubuh yang menyebabkan peradangan. Infeksi luka adalah
infeksi yang sering ditemukan yang berhubungan dengan pelayanan
kesehatan atau nosokomial. Infeksi luka akibat operasi merupakan salah
satu contoh infeksi nosokomial yang terjadi dalam kurun waktu 30 hari
pasca operasi, dan infeksi tersebut sangat berhubungan dengan operasi, dan
melibatkan suatu bagian anatomis tertentu pada tempat insisi saat operasi.®
Salah satu jenis luka infeksi adalah superficial ncision SSI (ITP Superfisial)
merupakan infeksi yang terjadi paska operasi dalam kurun waktu 30 hari
dan infeksi tersebut hanya melibatkan kulit dan jaringan subkutan pada
tempat insisi dengan setidaknya ditemukan salah satu tanda sebagai berikut:
a. Terdapat cairan purulent.

b. Kuman dari cairan atau tanda dari jaringan superfisial.
c. Terdapat minimal 1 dari tanda-tanda inflamasi.
Tanda-tanda inflamasi meliputi kemerahan, panas, bengkak, nyeri,

fungsi laesa terganggu.
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A. Acute Wound

B. Chronic Wound
RNA I Inhibiting e
Peptide o

Macrophaca' Apoplotic Cest  Regulstory TCe  Fumgus  Pethogens

Gambar 2.8. Target molekuler menginduksi penutupan luka pada luka
infeksi®

Luka akut seperti luka bakar dan luka eksisi terbuka mengandung
mikrobioma yang mungkin atau mungkin tidak memiliki populasi yang
sangat berbeda dari yang ada di kulit sehat yang berdekatan. Mikroba yang
hadir pada luka akut tidak selalu menghambat respons peradangan sehingga
memungkinkan terjadinya penyembuhan luka. Beberapa sel fibroblas, dan
sel inflamasi seperti makrofag, neutrofil, dan Sel T sangat terlibat dalam
proses penyembuhan luka infeksi. Produksi asam lipoteikoid oleh
Staphylococcus  epidermidis  mengurangi  peradangan.  Keratinosit
mengeluarkan peptida antimikroba (AMP) sebagai respons terhadap S

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus Grup A
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yang memberikan perlindungan terhadap bakteri patogen. Suplementasi
dengan probiotik (misalnya, Lactobacillus reuteri) mempercepat
penyembuhan luka meskipun mekanismenya belum diketahui. Sel T CD8+
sebagai respons terhadap Staphylococcus epidermidis meningkatkan
perkembangan keratinosit yang cepat melalui Toll-like receptor (TLR).
Selain itu, Pseudomonas mempercepat epitelisasi dan pertumbuhan
pembuluh darah melalui sinyal transforming growth factor beta-activated
kinase 1 (TAK1).%

Penurunan  populasi Staphylococcus - aureus  menghasilkan
superantigen (Sag) yang mengurangi interleukin (IL-17) dan selanjutnya
mempromosikan penyembuhan luka. Jumlah fibroblas, makrofag, dan
neutrofil yang sehat di sekitar tempat luka dan pembuluh darah yang utuh
yang penting dalam proses penyembuhan. Di sebelah luka terdapat kulit
yang tidak rusak (sehat) yang mengandung makrofag, fibroblas, dan
komunitas ekologis mikroorganisme yang sehat yang mencakup Gram
Negatif, Gram Positif, fungi, dan virus di dalam epidermis dan batang
rambut.®®

Luka kronis mengandung biofilm dan populasi mikroorganisme yang
padat termasuk bakteri anaerob yang menghambat penyembuhan luka
dengan mencegah antibiotik topikal mencapai tempat luka. Quorum sensing
dalam biofilm mempromosikan pembentukan biofilm, sedangkan topikal
eksogen seperti peptida penghambat RNA menghambat pembentukan

biofilm. Biofilm meningkatkan ekspresi sitokin IL-1B, IL-6, ligand kemokin
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(CXCL) 1 dan 8. Bakteri dalam biofilm meningkatkan tingkat IL-8 yang
merupakan kemotaktan neutrofil yang kuat. Selain itu, biofilm
meningkatkan tingkat TNF-o, dan mengurangi IL-6, MMP-3, dan vascular
endothelial growth factor (VEGF). Protein yang mengandung domain
pengikat oligomerisasi nukleotida 2 (NOD2) menstimulasi respons inang
dan sangat diekspresikan dalam luka kronis. Hilangnya pembuluh darah ke
tempat luka juga mencegah migrasi faktor yang terkait dengan kekebalan
dan pengiriman terapi eksogen. Migrasi fibroblas terhambat oleh
pembentukan biofilm. Perhatikan epidermis hiperproliferatif di bagian luar
tempat luka dalam upaya epitelisasi luka. Meskipun peradangan hadir dalam
luka kronis, jumlah fibroblas dan makrofag yang berfungsi normal secara

keseluruhan rendah yang lebih lanjut menghambat penyembuhan.®®

Sediaan Gel

Beberapa bentuk sediaan topikal antara lain gel, krim, pasta dan salep.
Bentuk sediaan yang nyaman untuk pengunaan topical adalah bentuk sedian
gel. Gel terdiri dari suspensi semipadat yang terbuat dari partikel anorganik
kecil atau molekul organic besar, yang terpenetrasi oleh suatu cairan.
Sediaan gel memiliki kelebihan antara lain mempunyai sifat tiksotropi
sehingga bila dioles mudah merata, tidak mudah mengalir pada permukaan
kulit karena mempunyai viskositas dan daya lekat yang tinggi, tidak
berbekas, hanya lapisan tipis seperti film saat dipakai, terdapat sensasi

dingin saat digunakan dan mudah dicuci dengan air, penetrasinya lebih
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dalam dibandingkan krim, dapat digunakan pada area berambut dan secara
kosmetika lebih disukai, gel cepat mencair bila kontak dengan kulit .

Polimer-polimer yang umum digunakan untuk membuat gel-gel
farmasetik antara lain pektin gom alam tragakan, karagen, asam alginat,
agar, serta bahan semisintetis dan sintetis seperti hidroksi etil selulosa, metil
selulosa, karboksi metil selulosa, dan karbopol yang merupakan polimer
vinil sintetis dengan gugus karboksil yang terionisasi. Gel dibuat melalui
proses peleburan, atau memerlukan prosedur khusus berkaitan dengan sifat
mengembang gel. Bahan pembentuk gel idealnya harus bersifat inert, tidak
ada perubahan viskositas pada penyimpanan yang normal, aman dan tidak
bereaksi dengan bahan-bahan lain dalam formula .

Konsistensi gel dikarenakan bahan pembentuk gel yang setelah
mengabsorpsi air akan membentuk strukiur tiga dimensi. Gel mengabsorpsi
larutan dan mengembang, dengan meningkatkan volume. Pengembangan
merupakan tahap awal disperse yaitu terjadi penetrasi fase dari luar kedalam
matriks gel dan menimbulkan interaksi diantara pembentuk gel dan solven.
Gel merupakan interaksi diantara unit-unit fase koloidal dari senyawa
anorganik dan organic, tidak terpisah dari fase luar, membentuk structural
viscosity. Karakteristik gel harus disesuaikan dengan tujuan penggunaan gel,
misalnya pada gel topikal jangan terlalu liat, konsentrasi dan berat molekul
bahan pembentuk gel yang digunakan jangan terlalu tinggi sehingga dapat

menyebabkan gel sulit didispersikan dan dioleskan ™.
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Pemilihan basis dalam pembuatan gel, dapat mempengaruhi karakter
gel yang terbentuk. Basis gel terbagi atas basis gel hidrofilik dan hidrofobik.
Basis gel hidrofilik memilki sifat yang memperlambat pengeringan sehingga
cocok digunakan secara topikal karena kemampuannya bertahan lama di
permukaan kulit. Gel hidrofilik mempunyai sistem koloid yang lebih stabil
dan lebih mudah dibuat dibandingkan gel hidrofobik. Gel hidrofobik
memiliki dasar yang terdiri atas fase anorganik, hanya sedikit interaksi
diantara dasar gel hidrofobik dengan fase pendispersinya. Bahan hidrofobik
tidak menyebar dengan spontan.

Karakteristik cairan gel terbagi menjadi gel hidrofilik dan gel
hidrofobik ":

a. Gel hidrofilik, mempunyai basis terdiri dari molekul organik yang besar
dan larut dengan fase pendispersi. Sistem koloidnya lebih stabil dan lebih
mudah dibuat dibandingkan hidrofobik. Gel hidrofilik mengandung
bahan pengembang, penahan lembab, air, dan pengawet. Karakteristik
gel hidrofilik ini mempunyai aliran tiksotropik, kompatibel dengan
beberapa eksipien, tidak lengket, farut dalam air, mudah menyebar dan
mudah dibersihkan.

b. Gel hidrofobik, basisnya mengandung minyak lemak atau polietilen dan
parafin cair dengan bahan pembentuk gel koloidal silika atau zink sabun
atau aluminium. Gel ini tersusun dari partikel anorganik, kemudian akan
terjadi interaksi dengan basis gel jika ditambahkan ke dalam fase

pendispersi. Basis gel hidrofobik tidak secara spontan menyebar.
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Kontrol kualitas sediaan gel, meliputi ":

a. Organoleptis, merupakan diskripsi sediaan gel yang terdiri atas warna,
bentuk, bau, dan kejernihan. Pengamatan dilakukan secara makroskopis.

b. Homogenitas, sediaan gel yang dihasilkan harus tercampur homogen dan
merata. Pengujian homogenitas dapat dilakukan dengan cara visual.
Homogenitas gel diamati di atas kaca objek dengan adanya bantuan
cahaya.

c. Daya sebar, berkaitan dengan kenyamanan pada pemakaian, mudah
dioles tanpa perlu penekanan yang berlebih. Sediaan topikal diharapkan
memiliki daya sebar yang baik.

d. Daya lekat, adalah kemampuan menempel pada lapisan epidermis,
pengujiannya untuk mengetahui kemampuan melekat atau waktu retensi
yang dihasilkan saat digunakan.

e. Viskositas, mempengaruhi sifat sediaan dalam campuran dan sifat alirnya
pada saat proses produksi, proses pengemasan, serta sifat-sifat penting
pada saat pemakaian, seperti daya sebar, konsisitensi atau bentuk, dan
kelembaban. Selain itu, viskositas dapat mempengaruhi bioavailabilitas
dan stabilitas fisik. Semakin tinggi viskositas, menyebabkan daya
lekatnya semakin besar, sedangkan daya sebarnya akan semakin kecil.
Viskositas sediaan dapat dinaikkan dengan penambahan polimer.

f. pH, diukur segera pada saat sediaan telah selesai dibuat diharapkan nilai

pHnya sama dengan nilai pH tempat pemakaian atau kulit untuk
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mencegah terjadi iritasi. Kulit manusia memiliki pH normal antara 4,5-

6,5.

2.8. Farmakinetik Obat Topikal

Farmakokinetik sediaan topikal merupakan gambaran terhadap
jalannya bahan aktif yang diaplikasikan ke kulit pada konsentrasi tertentu,
lalu diserap oleh lapisan kulit, kemudian didistribusikan secara sistemik. Hal
ini penting dalam menentukan sediaan topikal yang akan dipakai untuk
terapi *. Sediaan topikal setelah diaplikasikan secara umum akan melewati
tiga bagian yaitu: permukaan kulit, stratum korneum, dan jaringan yang
sehat. Stratum korneum merupakan reservoir bagi vehikulum, dimana
kandungan didalam obat kontak dengan permukaan kulit tetapi belum
terjadi penetrasi, namun tidak dapat dihilangkan walaupun dihapus oleh
pakaian atau digosok.

Sediaan obat tertentu dapat menyebabkan bahan aktif langsung
menembus hipodermis. Vehikulum sediaan topikal mengandung unsur yang
dapat mengalami evaporasi, sehingga kemudian zat aktif berikatan pada
lapisan yang dilewatinya misalnya epidermis, dermis, selanjutnya zat aktif
akan diserap oleh vaskuler dermis dan hipodermis kulit ".

2.8.1. Jalur Penetrasi Sediaan Topikal
a. Penetrasi transepidermal
Penetrasi transepidermal melalui jalur interseluler dan
intraseluler. Jalur penetrasi yang utama melalui interseluler,

menembus lapisan stratum korneum melewati ruang antar sel
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korneosit yang dikelilingi lapisan lipid, berdifusi pada matriks
lipid protein stratum korneum, kemudian akan menembus
epidermis di bawahnya, dan berdifusi ke pembuluh kapiler. “°
Jalur penetrasi intraseluler, obat berdifusi menembus dinding sel
korneosit dan melewati matriks lipid protein startum korneum,
kemudian menuju sel di lapisan bawahnya sampai ke pembuluh
kapiler di bawah stratum basal epidermis dan berdifusi ke
kapiler.
b. Penetrasi transfolikular

Penetrasi folikular diperlihatkan pada percobaan in vivo,
terdapat molekul yangkecil seperti kafein berpenetrasi melalui
rute folikular selain melalui sel korneum. Difusi obat melewati
celah folikel rambut serta kelenjar sebasea dan selanjutnya

berdifusi ke pembuluh kapiler ™.

2.8.2. Absorpsi Sediaan Topikal Secara Umum
Absorpsi sediaan topikal yang dioleskan ke kulit, melalui
beberapa fase:

a. Lag phase, fase ini saat sediaan dioleskan ke kulit dan belum
menembus stratum korneum, sehingga bahan aktif obat pada fase
ini belum ada dalam pembuluh darah.

b. Rising phase, sebagian sediaan sudah mulai menembus stratum
korneum kulit, dan masuk pembuluh kapiler dermis, sehingga obat

sudah ditemukan di pembuluh darah.
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c. Falling phase, adalah fase dimana bahan aktif obat dilepaskan dari
permukaan kulit dan dibawa ke pembuluh kapiler lapisan dermis.
Gel mampu berpenetrasi menembus lapisan hipodermis, serta
mampu membentuk lapisan absorpsi yang menyebabkan difusi secara
transfolikulernya juga baik, sehingga banyak digunakan pada sediaan

gel analgetik yang memerlukan penetrasi yang baik .

2.9. Efek Secretom Hipoksia Mesenchymal Stem Cells Terhadap a-SMA dan
kolagen

MSCs mensekresikan mediator-mediator dan. growth faktor yang
mendukung regenerasi kulit, antara lain seperti sitokin antiinflamasi (IL-10),
vascular endothelial growth factor (VEGF), platelet derived growth factor
(PDGF), tumor necrosis factor alfa (TNF-a), fibroblast growth factor (FGF),
transforming growth factor (TGF B1), angiopoictin, IL-1, IL-6, dan IFN y
yang akan merangsang pembentukan kolagen dan mempercepat regenerasi
kulit. Kondisi hipoksia akan semakin memicu MSCs untuk mensekresikan
molekul soluble yang mengandung lebih banyak mediator-mediator
antiinflamasi dan growth factor ***® selanjutnya di sebut SH-MSCs.

IL-10 yang berasal dari sekretom memiliki kemampuan untuk
menghambat aktivasi NF-kB sehingga mencegah ekpresi MMP dalam hal
ini MMP-1 yang paling bereperan di kulit. MMP-1 adalah mediator utama
timbulnya degradasi fibril kolagen dan elastin, sehingga dengan adanya IL-
10 dari secretom degradasi kolagen dapat dicegah. Disisi lain sekretom juga

mengandung TGF-B yang berperan dalam produksi procollagen type 1 °.
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TGF-B yang berikatan dengan reseptor membrane sel fibroblas akan
mengaktifkan protein pada sitoplasma sampai ke nucleus (jalur proliferasi)
sehingga terjadi proliferasi fibroblas dan terjadi kenaikan jumlah fibroblast

sehingga terjadi proses penutupan luka *’

. Penelitian sebelumnya juga
melaporkan bahwa IL-10 secara langsung mampu menghambat ekspresi
NF-kB. Kandungan lain dari sekretom adalah TGFpB yang terbukti secara
signifikan menghambat jalur PI3K sehingga terjadi a-SMA yang berujung

padainduksi kolagen %%

. a-SMA adalah protein yang menunjukkan
aktivitas myofibroblast yang mengendalikan sintesis dan pembentukan
kolagen. Studi menunjukkan bahwa pemberian secretom, seperti cytokine
dan growth factor, dapat mempengaruhi aktivitas a-SMA dan meningkatkan
sintesis kolagen dalam proses penyembuhan luka *. Maka dengan adanya
sekretom, merupakan kandidat yang mampu mempercepat penyembuhan

luka infeksi superfisial .
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KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori

LIS dikaitkan erat dengan inflamasi berkepanjangan, penurunan
ekspresi a-SMA dan penurunan densitas kolagen. Ekspresi a-SMA dan
densitas kolagen mengalami penurunan saat kondisi pro-inflamasi dan
infeksi yang dominan, sehingga memicu penghambatan penutupan dan
penyembuhan luka 2%,

Proses aktivasi- reseptor molekul pro-inflamasi yang di induksi
lipopolisakaride dari bakteri menyebabkan disosiasi kompleks IKK, yang
mempengaruhi transfer NF-kB ke nukleus “®. Mekanismenya melibatkan
fosforilasi salah satu protein yang membentuk kompleks IKK, yaitu IxB,
yang mengarah ke ubikuitinasi dan degradasi IkB oleh proteasome. Transfer
NFkB ke gen target menginduksi aktivasi dan ekspresi berbagai molekul

" Peningkatan

pro-inflamasi yang memengaruhi overaktivasi sel imun
kadar ROS dapat meningkatkan ekspresi MAPK sehingga menginduksi
pelepasan matrix metalloproteinase (MMPs) yang akan mendegradasi

kolagen. ™

IL-10 yang diekspresikan oleh secretom MSCs dapat
menginduksi pelepasan enzim antioksidan seperti SOD dan GPx melalui
aktivasi jalur Nrf2, sehingga menekan pembentukan ROS. ®

Prekondisi hipoksia berpengaruh dalam meningkatkan kemampuan

bertahan hidup dan proliferasi MSCs. MSCs hipoksia akan

mengekspresikan molekul soluble berupa sitokin, kemokin dan growth

35
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faktor lebih banyak dari pada kondisi normal®. Berbagai sitokin dan
mediator yang muncul sebagai respon MSC terhadap adanya hipoksia, salah
satunya adalah IL-10 dan TGF-BBZ. 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-«f3 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-o, IL-1, 1L-6, 1L-8, IL-12, dan
IFN-y*°,

TGF-B yang berasal dari SH-MSCs mengaktifkan jalur PI3K melalui
jalur TGF-p yang melibatkan TGF-B reseptor | dan Il. Aktivasi PI3K akan
mengaktifkan Akt yang berdampak pada aktivasi mMTOR. mTOR yang aktif
akan menginduksi ekspresi SMAD2/3 yang berujung pada aktivasi
SMAD?2/3. SMAD2/3 yang dilepaskan memicu pelepasan a-SMA sehingga

terjadi perubahan fibroblast menjadi myofibroblast yang berujung pada
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sintesis kolagen *®%. Hal ini akan menyebabkan percepatan penyembuhan

luka infeksi.

Luka infeksi superfisial
(Jumlah bakteri)

Dosis gel Secretom MSCs
(Kadar IL-10 dan TGF-B)

Kadar Kadar Kadar Kadar Kadar
IL-10 FGF VEGF PDGF TGF-p
Kadar LPS bakteri l 1 l
Ekspresi | | Ekspresi IL-10R Jumlah Ekspresi TBR I/11
Nrf2 endothelial
Kadar DAMPs l sel
Ekspresi JAK1 Ekspresi PI3K
Jumlah resident Ekffpmﬁi l
makrofag a“é‘“k“ Ekspresi STAT3 Ekspresi Akt
‘ an
Ekspresi SOSC3 Ekspresi mTOR.
Tumlah ROS || Ekspresi SMAD2/3
. e
Ekspresi NF-kB Ekspresi a-SMA
Jumlah Myofibroblast
- Ekspresi Ekspresi
Ekspresi MAPK —_— AP-1 MMPs

|
| | Jumlah Densitas Kolagen | «———— Kelembapan 50-60%

Gambar 3.1. Kerangka Teori

3.2. Kerangka Konsep

Konsentrasi SH-MSCs

\4

Ekspresi Gen a-SMA

—

Gambar 3.2. Kerangka Konsep

Suhu 22-26°C

Siklus Pencahayaan

Jumlah Densitas

Kolagen
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3.3. Hipotesis

Hipotesis penelitian ini adalah :

1. Terdapat pengaruh SH-MSCs dosis 10% dan 20% dalam sediaan gel
terhadap peningkatan ekspresi gen a-SMA antar kelompok perlakuan
dibanding kontrol pada tikus galur Wistar model luka infeksi
superfisial.

2. Terdapat pengaruh SH-MSCs dosis 10% dan 20% dalam sediaan gel
terhadap peningkatan jumlah kolagen antar kelompok perlakuan
dibanding kontrol pada tikus galur Wistar model luka infeksi

superfisial.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental in vivo dengan
menggunakan rancangan penelitian Post Test Only Control Group Design.
Penelitian ini menggunakan 4 kelompok dengan rincian sebagai berikut: 2
kelompok perlakuan dan intervensi, 1 kelompok perlakuan yang tidak
mendapatkan intervensi (kontrol negatif) dan 1 kelompok tikus sehat.

Pengukuran data dilakukan sesudah intervensi.

K1 01

A\ 4

r- P2 » 04
Gambar 4.1. Skema Rancangan Penelitian
Keterangan :
S : Subjek Penelitian (Tikus) Sehat
A . Adaptasi
\ - Validasi
R : Randomisasi
Perlakuan : K1: Tikus Sehat
Perlakuan : K2: Kontrol Negatif (Tikus model Luka Infeksi Superfisial
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Perlakuan

Perlakuan

o)
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dengan perlakuan base gel)

P1: Tikus model Luka Infeksi Superfisial dengan
pemberian gel SH-MSCs dosis 10% dalam sediaan gel.

P2: Tikus model Luka Infeksi Superfisial dengan
pemberian gel SH-MSCs dosis 20% dalam sediaan gel.

: Observasi

4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.2.1. Variabel Peneltian

4.2.1.1. Variabel bebas

Variabel bebas pada penelitian ini adalah gel SH-

MSCs dosis 10% dan 20% dalam sediaan gel.

4.2.1.2. Variabel Terikat

Variabel terikat pada penelitian ini adalah ekspresi

gen a-SMA dan jumlah densitas kolagen.

4.2.2. Defenisi Operasional

4.2.2.1. Gel SH-MSCs

Gel SH-MSCs adalah gel yang mengandung molekul
larut dan vesikel ekstraseluler yang disekresikan oleh
MSCs. Molekul larut meliputi faktor biologis aktif seperti
sitokin, kemokin, dan faktor pertumbuhan. Sekretom
diperoleh dari medium hasil prekondisi MSCs secara
hipoksia, kemudian difiltrasi dengan menggunakan
Tangential Flow Filtration. SH-MSCs sebanyak 100

uL~0,1 ml dan 200 uL~0,2 ml kemudian dicampur dengan
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gel sebanyak 1000 mg sebagai campuran. Sehingga
menghasilkan dosis SH-MSC 10% dan 20%.Gel sekretom
terbagi dalam beberapa kelompok vyaitu kelompok P3
diberikan SH-MSCs dosis 10% dan kelompok P4 diberikan
SH-MSC dosis 20% dalam sediaan gel. Gel sebanyak 100
mg dioleskan pada bagian LIS sekali sehari selama 14 hari.
Skala: Ordinal
Ekspresi gen a-SMA
Ekspresi gen o-SMA adalah gene isoform aktin

yang mendominasi dalam sel pembuluh darah smooth-
muscle dan memainkan peran penting dalam fibrogenesis.
Ekspresi gen a-SMA dianalisis dari jaringan kulit yang
diambil pada hari ke 15 dan dilakukan dengan ekstraksi
RNA untuk dianalisis dengan metode quantitative real
time-polymerase chain reaction (QRT-PCR) yang disajikan
dalam bentuk multiple.
Skala: Rasio
Densitas kolagen

Densitas kolagen adalah protein matriks ekstraseluler
yang dihasilkan oleh fibroblast yang teraktivasi setelah
awal pemberian perlakuan dan berwarna biru pada
pengecatan Masson Trichome. Metode penghitungan

jumlah kolagen berdasarkan perhitungan setiap perseratus
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lapang pandang dengan menggunakan aplikasi computer
ImageJ.

Skala: Rasio

4.3. Subjek Penelitian dan Sampel Penelitian
4.3.1. Subjek Penelitian
Subjek pada penelitian ini merupakan Tikus jantan Galur
Wistar berusia 2-3 bulan dengan bobot badan 200-250-gram yang
dinyatakan sehat dan layak digunakan untuk penelitian yang
diperoleh dari. Animal House Integrated Biomedical Laoratory,
Fakultas Kedokteran Universitas Sultan Agung Semarang.
4.3.1.1. Kiriteria Inklusi adalah sebagai berikut:
1. Tikus putih jantan galur Wistar yang mengalami luka
infeksi superfisial.
2. Luka superfisial yang divalidasi adanya populasi
bakteri pada area luka dengan pengecatan gram.
3. Umur 8-12 minggu.
4. Berat badan 200-250 gram.
4.3.1.2. Kriteria Eksklusi
1. Tikus sakit selama waktu adaptasi
2. Tikus dengan luka yang menunjukkan tanda-tanda
pendarahan berlebihan dan nekrosis
4.3.1.3. Kiriteria Drop Out

Tikus mati selama penelitian.
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4.3.2. Cara Pengambilan Sampel Penelitian

4.3.3.

Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan menggunakan
cara Randomized Sampling. Tikus putih jantan galur Wistar dibagi
menjadi 4 perlakuan yaitu perlakuan K1 (tikus sehat), K2 (tikus
diinduksi luka superfisial dan diinfeksi bakteri Staphylococcus
aureus dan diberi base gel 100 mg), P1 (Pemberian gel SH-MSCs

dosis 10%), dan P2 (Pemberian gel SH-MSCs dosis 20%).

Besar Sampel
Besar sampel dilakukan dengan rumus sampel eksperimental
dari Federer yaitu (t-1)(n-1) > 15 sehingga didapat hasil 15.
Keterangan untuk nilai t adalah banyaknya perlakuan dan n adalah
banyaknya sampel setiap perlakuan.
Rumus Federer “(t-1)(n-1)> 15
Sampel tiap Kelompok  : (4-1)(n-1) > 15
3n-3>15
3n>18
n>6
Perhitungan dengan menggunakan rumus federer didapatkan
jumlah tikus 6 ekor perkelompok. Jumlah sampel yang digunakan
peneliti yaitu minimal 6 ekor tikus perkelompok.
Keterangan:
t= banyaknya perlakuan

n= banyak sampel setiap perlakuan
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4.4. Alat dan Bahan

44.1. Alat

4.4.2.

Penelitian ini menggunakan beberapa peralatan untuk
membuat hewan model antara lain, pisau cukur, kandang paparan,
kandang pemeliharan, tempat air minum tikus dan pemotong rambut.
Alat yang digunakan untuk pengumpulan data adalah vacutainer,
tabung hematokrit, pot 5 mL, 6 mm biopsy punch, sentrifus,
mikropipet, 1000 uL mikropipet tip, dan vial tube 1,5 mL. Alat yang
digunakan untuk analisis data antara lain microplate reader,
mikroskop, staining jar, coated desk glass, cover glass, dan laptop.
Alat yang digunakan untuk analisis ekspresi a-SMA dan analisis

jumlah densitas kolagen.

Bahan

Penelitian ini menggunakan beberapa bahan yang terdiri
bahan kultur yang tersusun atas tali pusat tikus, NaCl 0.9%, PBS,
DMEM, FBS, fungizone, dan penstrep. Sedangkan bahan yang
digunakan untuk proses perlakuan adalah gel berbasis air, alcohol
70%, PBS, Ketamin, Xylasine, kloroform, Primer a-SMA, Primer

GAPDH, dan Tricome masson.
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45. Cara Penelitian

45.1.

45.2.

Perolehan Ethical Clearance
Ethical clearance penelitian diajukan Fakultas Kedokteran

Universitas Islam Sultan Agung Semarang.

Prosedur 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 beserta janin tikus diletakkan dalam wadah
steril yang mengandung NaCl 0.9%

2. Dengan menggunakan pinset, umbilical cord beserta janin tikus
diletakkan ke petri dish, kemudian dicuci sampai bersih
menggunakan PBS

3. Umbilical cord dipisahkan dari janin tikus lalu dipotong
sepanjang 3 — 5 cm kemudian pembuluh darah dibuang.

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

5. Medium komplit yang terdiri dari DMEM, fungizon, penstrep,
dan FBS ditambahkan secara pelan-pelan hingga menutupi
jaringan.

6. Eksplan diinkubasi di dalam inkubator pada suhu 37°C dan 5%

CO,.
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Sel akan muncul setelah kurang lebih 14 hari dari awal proses
kultur.

Penggantian medium dilakukan setiap 3 hari sekali dengan cara
membuang separuh medium dan diganti dengan medium
komplit baru.

Pemeliharaan sel dilakukan hingga sel mencapai konfulensi

80%.

45.3. Pembacaan CD90, CD29, CD45, dan CD31 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 1x10” 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.

Siapkan tabung falcon 5ml yag berisi reagen flowcytometry
(Tabel 4.1).

Ulangi tabung 5 sampai 7 untuk setiap penambahan sempel yang
dianalisis.

Ambil 100 ul sampel kedalam masing masing tabung.

Vortex atau tapping.

Inkubasi 30 menit suhu kamar, dalam ruang gelap.
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Cuci sebanyak 2 kali dengan stain buffer (PBS) dan resuspensi
dengan 300-500ul stain bufer (PBS) atau 1 kali washing buffer
(FBS).

Baca di flow cytometry gunakan tabung 1-5 sebagai kontrol

untuk set up cytometry ( sebagai kompensasi).

Tabel 4.1. Reagen yang digunakan dalam flow cytometry

Volume yan
Tabung Reagen dimasuzang

1 FITC mouse anti-human 5l
CD29 H

2 PE mouse anti-human CD90 5ul

3 PerCP-CyTm 5.5 mouse anti- 50l
human CD45 H

4 APC Mouse anti-human 50l
CD31 H

5 Kosong -
hMSC positive isotype 0ul

. control cocktail H
hMSC negative isotype 0ul
control cockiail H

. hMSC positive cocktail 20pl
PE hMSC negative cocktail 20pl

4.5.4. Proses Hipoksia dan TFF

1.

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

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

Gas nitrogen disalurkan melalui katup inlet dan oxygen meter
ditempatkan pada lubang sensor untuk mengukur konsentrasi

oksigen di dalam chamber.
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Nitrogen ditambahkan hingga jarum indicator menujukkan
konsentrasi 5% oksigen.

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

Setelah 24 jam, media kultur diambil dan saring dengan
menggunakan TFT untuk mendapatkan SH-MSCs yang
selanjutnya dicampurkan dengan gel berbasis air sesuai dengan

dosis P1 dan P2.

455, Pembuatan Sediaan Gel

1.

Pembuatan sediaan gel  SH-MSCs dilakukan dengan cara
mencampurkan SH-MSC dengan gel sehingga konsentrasi gel
SH-MSCs mempunyai kandungan dosis 10% (P3) dan 20%
(P4).

Pengadukan dilakukan dalam kondisi aseptis hingga membentuk
campuran homogen dari karakteristik fisik pengamatan di bawah

mikroskop.

4.5.6. Pembuatan Model Luka Superfisial dan Pemberian Perlakuan

pada Subjek Percobaan

1.

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

Tikus disinfeksi terlebih dahulu dengan menggunakan usapan
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kapas alcohol di bagian perut Kiri bawah, lalu dilakukan
penyuntikan pada intraperitoneal tikus.

Sesudah tikus dalam keadaan tenang atau mengantuk, rambut
pada bagian punggung tikus dilakukan pencukuran hingga
bersih, kemudian disinfeksi pada daerah yang akan dilukai
dengan kassa povidine iodine.

Punggung tikus dieksisi pada bagian epidermis dengan ukuran
2x2 cm kedalaman 1 mm dan diinduksi infeksi dengan bakteri
Staphylococcus aureus 5x10” CFU/mL sebanyak 100 pl dengan
menggunakan micropipet dan spatula untuk meratakannya.
Tunggu 1-2 jam setelah pemberian bakteri S.aureus agar sedasi
pada tikus hilang atau tikus bangun. Kemudian masukkan tikus
kembali kedalam kendang berdasarkan kelompok.

Luka infeksi ditreatment dengan pemberian gel topical yang
mengandung SH-MSCs 10% dan 20% sebanyak 100 mg 1 kali
sehari selama 14 hari dimulai 1 hari setelah pembuatan luka.
Tikus sehat tidak diberikan treatmen apapun, sedangkan tikus
kontrol diberikan perlakuan basis gel.

Terminasi tikus dilakukan pada hari ke 15.

Sampel kulit pada semua kelompok diambil untuk dibuat
preparat histologi dengan metode parafin dan pewarnaan gram.
Sampel kulit tikus pada semua kelompok diambil dan difiksasi

dalam larutan NBF 10%



10.

11.

12.

13.

14.

15.

50

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

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 1, parafin murni Il, dan parafin murni 111
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 um 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.
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16. Sediaan histologis dideparafinasi dengan cara dimasukkan ke
dalam xylol selama 24 jam.

17. Staining (pewarnaan) dilakukan dengan pewarna gram.
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 eosin 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.

18. Preparat ditutup kaca penutup, diberi label, dan disimpan dalam

kotak sediaan.

4.5.7. Terminasi dan pengambilan jaringan
1. Terminasi tikus dilakukan hari ke 15 setelah terapi dengan
menggunakan cocktail dosis lethal sebelum dilakukan
pengambilan organ. Untuk pembuatan 10 mL cocktail

digunakan Ketamine 50 mg/kgBB, Xylazine 10 mg/kgBB dan
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Acepromazine 2 mg/kgBB yang diinjeksikan  secara
intramuskular.

2. Setelah tikus meninggal, dilakukan koleksi organ kulit
kemudian disimpan dalam cryotube yang bebas dari RNAase

dan disimpan pada suhu -80°C dalam RNA later.

4.5.8. Ekstraksi RNA dan sintesis cDNA

1. Sampel kulit sebanyak 100 mg diambil dari RNA later
kemudain dipotong menjadi bagian-bagian kecil dimasukkan
kedalam tube yang terlah terisi 50 mL RNA Iso Plus.

2. Potongan kulit ditumbuk ~menggunakan micropastle dan
ditambahkan lagi RNAlso Plus sebanyak 50 mL. dan disimpan di
suhu ruang selama 5 menit.

3. Ditambahkan 20 mL chloroform dan divortex hingga larutan
menjadi putih susu.

4. Inkubasi pada suhu ruang selama 2-3 menit, serta disentrifugasi
pada 15.000 rpm selama 15 menit pada suhu 40°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.

5. Lapisan paling atas dipindahkan ke tabung centrifuge baru dan

volumenya diukur, dan ditambahkan isopropanolol dengan
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volume yang sama dengan RNA yang diambil dari lapisan
paling atas.

Tabung Eppendorf digoyang-goyangkan hingga muncul benang-
benang putih, kemudian disentrifugasi pada 15.000 rpm selama
10 menit pada suhu 40°C. Supernatan dibuang sampai terlihat
pelet berwarna putih di dasar tabung.

Setelah kering ditambahkan 100 mL etanol 70% dalam larutan
(Diethyl pyrocarbonat) DEPC lalu bolak balikkan berulang kali
serta disentrifugasi kembali pada 15.000 rpm selama 5 menit
pada suhu 40C.

Supernatan dibuang dan ditambahkan DEPC sebanyak 30-50
pm. Campuran diinkubasi pada suhu 55°C selama 10 menit.
Selanjutnya didapatkan total RNA solution dan disimpan pada
suhu -80°C. RNA dikuantifikasi dengan Nanodrop. Hasil
kuantifikasi dihitung untuk dijadikan 3000 ng.

Sintesis cDNA dengan membuat campuran A dengan
mencampurkan sampel RNA yang telah dihitung, 1 pl OligoDT
serta PCR water hingga mencapai volume 10 pl, kemudian
diinkubasi selama 5 menit dalam suhu 70°C.

Campuran A ditambah dengan campuran B yang terdiri dari 5X
buffer 4 pl, DEPC-Treated H20 5 pl, ReverTraAce 1 pl.
Campuran tersebut diinkubasi pada suhu 250C selama 5 menit,

42°C selama 50 menit dan 85°C selama 5 menit.
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45.9. Pembacaan a-SMA dengan Real Time-Polymerase Chain

Reaction (RT-PCR)

1. Ekspresi mRNA dari a-SMA dianalisis menggunakan Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).

2. Campuran dari 3 pul cDNA sampel, Tag master mix (dNTPs, Taq
DNA polymerase, reaction buffer and MgCl,) sebanyak 12,5 pl,
primer spesfik pada masing-masing gen target sebanyak 0,6 pl
untuk primer forward dan reverse dan 8,3 pl Nuclease Free
Water.

3. PCR produk kemudian dianalisis menggunakan qRT-PCR
illumine.

4. Peningkatan ekspresi gen di analisis dalam ratio peningkatan
terhadap housekeeping gen dengan mengunakan software
EcoStudy.

Tabel 4.2. Komponen PCR Mix a-SMA
Komponen Jenis

Forward o.-SMA
Primer a- 5’- AGTTCGGACATCAGGAGAATGGCA-3

SMA Reverse a-SMA
5’- TCACCATTCACCTCGCACTTCTCA -3’
Primer Forward GAPDH
GAPDH 5’- GAGCTAGCG AGA ATC CCA AAAGCC
TCA A-3’

Reverse GAPDH
5’- CTCTCGAGG CGG GGT TGC AGA AGT

GT -3’
Reagen Trizol Reagen
RNA High Capacity cDNA Reverse Transcription

transcribed
cDNA SYBR Green
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4.5.10. Pembuatan Blok Parafin

1. Dehidrasi, masukan potongan jaringan dalam alkohol bertingkat

dari 30%, 40%, 60%, 50%, 70%, 80%, 90%, 96% (bertingkat)
untuk mengeluarkan cairan dari dalam jaringan. Masukan
jaringan ke dalam larutan alkohol-xylol selama 1 jam kemudian
masukan jaringan pada larutan xylol murni selama 2 x 2 jam.
Parafinisasi dan Embedding dengan memasukan jaringan dalam
parafin cair selama 2 x 2 jam. Tunggu hingga parafin memadat,
potong jaringan dalam parafin setebal 4 mikron dengan
mikrotom.

Hasil dari potongan jaringan ditempelkan pada object glass yang
sebelumnya telah diolesi polilisin sebagai perekat.

Masukan jaringan pada kaca obyek deparafinasi dalam
inkubator dan dipanaskan dengan suhu 56-58°C hingga parafin

mencair.

4.5.11. Analisis Jumlah Densitas Kolagen

1.

2.

Slide jaringan dideparafinisasi.

Cairan Bouin dipanaskan pada suhu 54-64°C.

Slide diinkubasi dalam Cairan Bouin yang dipanaskan selama 60
menit dan dinginkan selama 10 menit, kemudian dibilas dengan
air mengalir.

Slide diinkubasi dalam Hematoxylin Besi Weigert selama 5

menit, kemudian bilas dengan air.
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5. Slide diinkubasi dalam larutan Biebrich Scarlet/Acid Fuchsin
selama 15 menit, kemudian dibilas dengan air.

6. Slide diinkubasi dalam larutan asam fosfomolibdat/fosfotungstat
selama 10-15 menit.

7. Slide diinkubasi dalam larutan Aniline Blue selama 5-10 menit,
kemudian dibilas dengan air.

8. Slide diinkubasi dalam larutan asam asetat selama 3-5 menit.

9. Slide dilakukan proses dehidrasi, kemudian pasang desk glass.

Tempat dan Waktu Peneltian
4.6.1. Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan di laboratorium Stem Cell and Cancer

Research (SCCR) FK Unissula Semarang.

4.6.2. Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan pada bulan Mei-Juni 2023 .

Analisa Data

Data yang diperoleh dari penelitian ini selanjutnya dilakukan uji
deskriptif menggunakan skala data rasio. Analisis normalitas dan variasi
data kemudian dilakukan menggunakan uji Shapiro Wilk dan Levene’s Test.
Uji ekspresi gen a-SMA diperoleh data normal (P>0,05), namun tidak
homogen (P<0,05), maka dilakukan uji beda One Way Anova. Terdapat
perbedaan signifikan (p<0,05) pada semua kelompok penelitian setelah uji

One Way Anova, maka dilanjutkan dengan uji Post Hoc Tamhane untuk
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mengetahui signifikansi perbedaan antar kelompok penelitian. Nilai
signifikansi p<0,05 menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan antar
kelompok penelitian. Data densitas kolagen memiliki sebaran data tidak
normal (p<0,05), maka dilakukan uji Kruskal Wallis. Terdapat perbedaan
signifikan (p<0,05) pada semua kelompok penelitian setelah uji Kruskal
Wallis, maka dilanjutkan dengan uji Mann Whitney untuk mengetahui
signifikansi perbedaan antar kelompok penelitian. Nilai signifikansi p<0,05
menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok penelitian.
Pengolahan analisis data pada penelitian ini menggunakan aplikasi dekstop

SPSS 26.0 for Windows.



4.7. Alur Penelitian

Tikus putih jantan galur Wistar 24

v

Aklimatisasi selama 7 hari

1

A 4

58

Tikus Bunting

Pengkondisian Luka Infeksi Superfisial

Validasi
Randomisasi
v v " 4 v
P1 P2
K1 K2 (Pemberian gel (Pemberian gel
(Tikus (Kontrol SH-MSCs dosis SH-MSCs dosis
Sehat Negati 10% dalam 20% dalam
) ETH) sediaan gel) sediaan gel)

v
Isolasi Umbilical
v
Isolasi dan kultur
v
Pemanenan Sel
v
Perhitungan Uji
Validasi MSC
v

Prekondisi hipoksia
pada chamber oksigen
5% (pembuatan
sekretom) 24 jam

v

Pengambilan sampel kulit dan foto pada hari ke-15

¥

Pemeriksaan Ekspresi gen a.-SMA dan jumlah densitas kolagen

v

Pengolahan dan analisa data

Gambar 4.2. Alur Penelitian

v

Isolasi medium
kondisional MSC

v

Filtrasi dengan
TFF

v

SH-MSCs

v

Gel SH-MSCs




BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji pengaruh pemberian sekretom hipoksia
mesenchymal stem cell (SH-MSCs) terhadap ekspresi gen a-SMA dan densitas
kolagen pada tikus model luka infeksi superfisial. Penelitian ini merupakan
penelitian eksperimental yang dilakukan selama bulan Juli sampai Agustus 2023
bertempat di laboratorium Stem Cell and Cancer Research (SCCR) Indonesia,
Semarang.

Penelitian ini menggunakan tikus Wistar jantan sebagai subjek penelitian.
Jumlah tikus yang digunakan adalah 24 ekor tikus sesuai kriteria fedderer. Pada
penelitian ini tikus dibagi menjadi 4 kelompok, kelompok sehat, kelompok
kontrol negatif, kelompok pemberian gel SH-MSCs dosis 10% dan kelompok
pemberian gel SH-MSCs dosis 20%.

MSCs yang digunakan dalam penelitian ini diisolasi dari Umbilical Cord tikus
usia kehamilan 21 hari. Validasi MSCs dilakukan menggunakan analisis kemampuan
differensiasi osteogenic, adipogenik serta analisis fenotip sel menggunakan
flowcytrometri . Sel yang telah tervalidasi kemudian di inkubasi pada kondisi
hipoksia.

5.1. Hasil Penelitian
5.1.1. Isolasi Sekretom Hipoksia Mesenchymal Stem Cells
Isolasi MSCs dilakukan di Laboratorium Stem Cell and
Cancer Research (SCCR) Indonesia, Semarang yang menggunakan

umbilical cord tikus bunting usia 21 hari. Hasil isolasi kemudian
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dilakukan kultur pada flask plastik dengan medium khusus. Hasil
kultur MSCs setelah pasase ke 5 didapatkan gambaran sel yang
melekat pada dasar flask dengan morfologi spindle-like cell dalam

pengamatan mikroskopis (gambar 5.1).

Gambar 5.1. Isolasi MSCs dengan sel berbentuk spindle-like (ditunjuk
anak panah) pada pembesaran 100x.

Hasil isolasi sel punca mesenkimal divalidasi menggunakan flow
cytrometry  untuk  menunjukankan — kemampuan MSCs dalam
mengekspresikan berbagai surface marker khusus. Pada penelitian ini
menunjukan bahwa MSCs mampu mengekspresikan CD90 (97,60%),
CD29 (97,70%) dan sedikit mengekpresikan CD45 (1,50%) dan CD31

(3,20%) (Gambar 5.2).
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Gambar 5.2. Analisis Flow cytrometry terhadap ekspresi CD90, CD29,
CD45 dan CD31

Penelitian ini juga menganalisis kemampuan MSCs dalam
berdiferensiasi menjadi berbagai macam sel matur. MSCs diberi medium
khusus agar dapat berdiferensiasi masing-masing menjadi osteofit dan
adiposit. Penelitian ini menunjukan bahwa MSCs mampu berdiferensiasi
menjadi-osteosit dan adiposit yang diindikasikan dari endapan kalsium
dan lemak berupa penampakan merah menggunakan pewarnaan alizarin

red dan oil red dye pada masing-masing kultur osteogenik dan

adipogenik (Gambar 5.3).

Gambar 5.3. (A) MSCs mampu berdiferensiasi menjadi osteosit dan (B)
berdiferensiasi menjadi Adiposit setelah pemberian pewarnaan alizarin red dan
oil red pada pembesaran 100x (ditunjukan dengan panah putih).
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Sel MSCs kemudian diinkubasi dalam kondisi hipoksia dengan
konsentrasi O, 5% selama 24 jam menggunakan chamber hypoxia.
Medium kultur sel punca mesenkimal yang mengandung sekretom
kemudian dikumpulkan dan difiltrasi menggunakan metode
tangential flow filtration (TFF) berdasarkan molekular weight cut off
tertentu hinga diperoleh molekul berukuran 10-50kDa yang
mengandung sitokin interleukin-10 atau IL-10 dan Transforming

growth factor -p&®.

IL-10 merupakan molekul antiinflamasi
monomer berukuran ~18kDa yang berfungsi dominan dalam proses
imunosupresi dan dapat disekresikan oleh sel MSCs pada kondisi
hipoksia.®® TGF-B merupakan molekul growth factor dimer

berukuran 25kDa yang memiliki peran mencegah proses inflamasi

berlangsung lebih lama.

Sebelum hipoksia

Setelah hipoksia 24 jam

. e
L \
3

Gambar 5.4. Morfologi MSCs sebelum dan setelah kondisi hipoksia
5.1.2. Validasi model luka infeksi superfisial
Penelitian ini menggunakan model luka infeksi superfisial.
Hewan model diinduksi luka dengan sayatan hingga bagian

epidermis dan diinisiasikan dengan bakteri Staphylococcus aureus



63

untuk menginduksi infeksi. Validasi luka infeksi superfisial di amati
pada hari ke-6 setelah induksi. Pada pewarnaan HE terlihat bahwa
kelompok luka infeksi superfisial mengalami inflamasi, hal ini
terkonfirmasi dari banyaknya neutrophil yang terbentuk (tanda
panah hitam pada perbesaran 100x) (Gambar 5.5). Pada pewarnaan
gram terlihat koloni berwarna biru di area epidermis (panah hitam)
jika dibandingkan pada kelompok sehat yang tidak muncul warna
biru pada daerah epidermis. Hal ini menunjukkan bahwa hewan

model terkonfirmasi mengalami [uka infeksi superfisial.

Kelompok Luka Infeksi
Superfisial

Kelompok sehat

Perbesaran 100x

Perbesaran 1000x

Pewarnaan Gram

Gambar 5.5. Validasi luka infeksi superfisial dengan pewarnaan HE dan
pewarnaan gram. Panah hitam menunjukan infeksi bakteri gram positif



64

5.1.3. Efek pemberian gel SH-MSCs dosis 10% dan 20% terhadap
ekspresi gen a-SMA
Peneliti mendapatkan hasil bahwa gel SH-MCs mampu
meningkatkan ekspresi a-SMA pada tikus model luka infeksi
superfisial secara signifikan bergantung dosis (Tabel 5.1; Gambar
5.6).
Tabel 5.1. Data hasil Penelitian Ekspresi Gen a-SMA dan
Kolagen Tipe 1
Variabel Kelompok pvalue

Sehat Kontrol gel SH- gel SH-MSCs 20%
n=5 negative n=5 MSCs 10% n=5 Mean+SD

MeanzSD Mean+SD n=5 (P2)
(K1) (K2) Mean=SD
(P1)
Ekspresi gen a-SMA - 1,00£0.01 0,46+0,09 4,96+2,77 10,03+3,78
Saphiro wilk 0,070* 0,518* 0,090* 0,393*
Levene test 0,002
One way ANOVA 0,000***
Densitas kolagen 54,25+0,82 17,39+2,47 34,78+1,72 35,68+5,28
Saphiro wilk 0,560* 0,489* 0,983* 0,010
Levene test 0,000
Kruskal-Wallis Test 0,000****
Keterangan :

*Uji Saphiro Wilk (p > 0,05 = normal)

** Levene’s Test (p > 0,05 = homogen)

*** One Way Anova (p < 0,05 = ada beda makna)

****Kruskal-Wallis Test (p<0,05 = ada beda makna)

Berdasarkan hasil penelitian yang di tunjukkan pada tabel 5.1.

Rerata ekspresi gen o-SMA dikelompok P2 vyang tertinggi
(10,03£3,78), kemudian di ikuti oleh rerata ekspresi gen a-SMA
kelompok P1 (4,96+2,77). Rasio terendah pada kelompok perlakuan

kontrol negatif sebesar 0,46+0,09. Data ekspresi gen o-SMA
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keempat kelompok semuanya berdistribusi normal, ditunjukkan
dengan hasil Shapiro Wilk diperoleh nilai p>0,05 dan juga memiliki
varian data yang tidak homogen ditunjukkan dengan hasil Levene’s
Test dengan nilai p=0,002 (p<0,05). Distribusi dan varian data
ekspresi gen a-SMA normal dan tidak homogen, maka dilakukan
analisis statistik parametrik dengan uji One Way Anova
menghasilkan nilai p=0,000 (p<0,05) sehingga dinyatakan terdapat
perbedaan rerata ekspresi gen o-SMA yang bermakna diantara
keempat kelompok. Hasil uji One Way Anova yang signifikan
dilanjutkan dengan uji Post Hoc Tamhane untuk melihat kelompok

mana yang paling berpengaruh.
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Sehat Kontrol Gel SH-  Gel SH-
negatif MSCs MSCs
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Gambar 5.6. Grafik ekspresi gen a-SMA Pada Seluruh Kelompok Penelitian
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Tabel 5.2. Uji Post Hoc Tamhane ekspresi gen a-SMA pada
Masing-masing Kelompok

Kelompok Kelompok Sig. Interval Kepercayaan 95%
Perbandingan Batas Bawah  Batas Atas
K2 P1* 0,031 -8,47 -0,51
p2* 0,005 -14,99 -4,13
P1 K2* 0,031 0,51 8,47
P2 0,077 -10,64 0,51
P2 K2* 0,005 4,13 14,99
P1 0,077 -0,51 10,64

5.1.4.

Tanda * menunjukkan kelompok yang berbeda signifikan.
Berdasarkan data diatas didapatkan rerata perbandingan antara
kelompok K2 dengan P1 (0,031) dan K2 dengan P2 (0,005) yang
menunjukan  terdapat perbedaan - yang bermakna, sedangkan
perbandingan kelompok P1 dan P2 (0,077) tidak ada perbedaan yang
bermakna. Pada perbandingan K2 dan P2 diperoleh nilai 0,005 (p
<0,05) sehingga terdapat perbedaan yang bermakna antara kedua
kelompok tersebut. Peningkatan ekspresi a-SMA paling signfikan
ditunjukkan pada pemberian SH-MSCs 20% dengan nilai batas
bawah -14,99 dan nilai batas atas -4,13. Hasil uji Post Hoc Tamhane
pada data eksprest gen a-SMA menunjukkan bahwa pemberian gel
SH-MSCs yang dapat meningkatkan ekspresi gen a-SMA pada tikus

jantan galur wistar model luka infeksi superfisial.

Efek pemberian gel SH-MSCs dosis 10% dan 20% terhadap
densitas kolagen
Penelitian ini didapatkan hasil bahwa gel SH-MCs mampu

meningkatkan densitas kolagen pada tikus model luka infeksi
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superfisial secara signifikan bergantung dosis (Tabel 5.1; Gambar
5.7).

Berdasarkan hasil penelitian yang di tunjukkan pada tabel 5.1.
Rerata densitas kolagen dikelompok P2 (35,68+5,28) yang tertinggi,
kemudian di ikuti oleh rerata densitas kolagen kelompok P1
(34,78+1,72). Data densitas kolagen terendah yaitu pada kelompok
kontrol negatif sebesar 17,39+2,47. Data densitas kelompok K1, K2,
dan P1 berdistribusi normal, namun data kelompok P2 (0,010) tidak
terdistribusi normal berdasarkan hasil Shapiro Wilk diperoleh nilai
p<0,05. Distribusi data densitas kolagen tidak normal, maka
dilakukan analisis statistik parametrik dengan uji Kruskal-Wallis
menghasilkan-nilai p=0,000 (p<0,05) sehingga dinyatakan terdapat
perbedaan rerata densitas kolagen yang bermakna diantara keempat
kelompok. Hasil uji- Kruskall-Wallis yang signifikan dilanjutkan
dengan uji Mann-Whitney untuk melihat kelompok mana yang

paling berpengaruh.
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A Sehat Kontrol negatif Gel SH-MSCs 10% Gel SH-MSCs 20%

_andih
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*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Gambar 5.7. (A) Hasil pewarnaan kolagen dengan masson trichome. (B) Grafik
densitas kolagen pada seluruh kelompok penelitian

Tabel 5.3. Uji Mann-Whitney densitas kolagen pada Masing-masing

Kelompok

Kelompok Kelompok Sig. Interval Kepercayaan 95%
Perbandingan Batas Bawah Batas Atas

K2 il 0,000 0,000 0,153

Sl 0,000 0,000 0,531

P1 K2* 0,000 0,000 0,153

P2 0,176 0,675 -0,786

P2 K2* 0,000 0,000 0,531

P1 0,176 0,675 -0,786

Tanda * menunjukkan kelompok yang berbeda signifikan.
Berdasarkan data diatas didapatkan perbandingan rerata K2
(kontrol negatif) dengan P1 (SH-MSCs 10%) (0,000) dan P2 (SH-
MSCs 20%) (0,000) yang berarti terdapat perbedaan yang bermakna,
sedangkan P1 dan P2 (0,176) tidak ada perbedaan yang bermakna.

Pada perbandingan kelompok K2 dan P2 diperoleh nilai 0,000 (p
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<0,05) sehingga terdapat perbedaan yang bermakna antara kedua
kelompok tersebut. Nilai densitas kolagen tertinggi palig signifikan
ditunjukkan pada pemberian SH-MSCs 20% dengan nilai batas
bawah 0,000 dan nilai batas atas 0,531. Hasil uji Mann-whitney pada
data densitas kolagen menunjukkan bahwa pemberian gel SH-MSCs
yang dapat meningkatkan densitas kolagen pada tikus jantan galur

wistar model luka infeksi superfisial.

5.2. Pembahasan Hasil Penelitian

Luka infeksi dikaitkan erat dengan inflamasi berkepanjangan,
penurunan ekspresi a-SMA dan penurunan densitas kolagen. Ekspresi a-
SMA dan densitas kolagen mengalami penurunan saat kondisi pro-inflamasi
dan infeksi yang dominan, sehingga memicu penghambatan penutupan dan
penyembuhan luka 2%, Penggunaan MSCs dalam penyembuhan luka telah
terbukti dapat meningkatkan penyembuhan cedera kulit, termasuk luka akut.
Namun, penelitian terbaru menunjukkan bahwa sekretom hipoksia MSCs,
yang mengandung beberapa molekul dan sitokin dapat menginduksi
regenerasi jaringan dan imunomodulasi, juga dapat meningkatkan
penyembuhan luka. Sekretom MSCs telah terbukti meningkatkan jumlah
fibroblas dermal dan pembuluh darah serta kepadatan kolagen, yang
merupakan mediator penting dalam penyembuhan luka.

Penelitian ini menunjukkan bahwa ekspresi gen o-SMA pada
kelompok P1 (SH-MSCs 10%) dan P2 (SH-MSCs 20%) mengalami

peningkatan secara signifikan dibandingkan kelompok tikus luka infeksi
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superfisial yang tidak mendapatkan terapi (Kontrol negatif). Hal ini
menujukan bahwa peningkatan ekspresi gen a-SMA dapat meningkatkan
penyembuhan luka dengan meningkatkan jumlah fibroblas dan pembuluh
darah serta meningkatkan pembentukan kolagen, yang merupakan
komponen penting dari matriks ekstraseluler.

TGF-B yang berasal dari SH-MSCs mengaktifkan jalur PI3K melalui
jalur TGF-p yang melibatkan TGF-B reseptor | dan Il. Aktivasi PI3K akan
mengaktifkan Akt yang berdampak pada aktivasi mMTOR. mTOR yang aktif
akan menginduksi ekspresi SMADZ2/3 yang berujung pada aktivasi
SMADZ2/3. SMAD2/3 yang dilepaskan memicu pelepasan o-SMA sehingga
terjadi perubahan fibroblast menjadi myofibroblast yang berujung pada
percepatan penyembuhan luka **%*,

Hasil dari penelitian ini menunjukkan peningkatan ekspresi a-SMA
inline dengan peningkatan densitas kolagen sehingga terjadi percepatan
penutupan luka. Kelompok P1 dan P2 meningkatan densitas kolagen secara
signifikan dibandingkan kontrol negatif. Hal ini diduga disebabkan karena
adanya pengaruh dari IL-10 yang terkandung dalam SH-MSCs yang
memiliki fungsi sebagai anti inflamasi dengan cara menghambat jalur NF-
kB melalui mekanisme 1L-10 STAT3 Pathways.®” Penelitian ini sejalan
dengan penelitian lainnya yang menggunakan gel sekretom SH-MSCs dosis
400ul dimana terdapat penurunan inflamasi pada adhesi peritoneal.90 Pada
penelitian lainnya juga menunjukkan bahwa terjadi penurunan inflamasi

melalui aktivasi jalur IL-10 STAT3 pathways. 1L-10 akan berikatan dengan
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IL-10R menghasilkan aktivasi dari JAK 1 yang menginduksi fosforilasi
STATS3. Protein STAT3 akan masuk ke nucleus dan mengaktivasi sekuens
MRNA SOSC3 yang kemudian akan diekspresikan secara intraseluler dan
dapat menekan jalur pensinyalan proinflamasi, yaitu NF-kB. Penckanan
pada jalur NF-xB akan menyebabkan penurunan sekresi sitokin

proinflamasi salah satunya adalah 1L-6."%

Percepatan penutupan luka
yang ditandai dengan terbentuknya kolagen pada P1 dan P2 menandakan
bahawa SH-MSCs mempercepat fase inflamasi akibat kandungan IL-10
pada SH-MSCs %. Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa sekretom
MSCs telah terbukti memiliki karakteristik sekretori, homing, dan
imunomodulator, yang penting untuk regenerasi jaringan dan
imunomodulasi.

Secretom MSCs dapat mempercepat penutupan luka dan
meningkatkan angiogenesis dengan bertindak melalui interaksi parakrin.
Penelitian terdahulu melaporkan SH-MSCs mengeluarkan berbagai sitokin
dan kemokin, termasuk TGF-p, VEGF, dan IGF-1, yang mendorong migrasi
dan proliferasi fibroblas dan keratinosit sehingga menginduksi pembentukan
kolagen.*® TGF-B pada SH-MSCs dapat mengatur sintesis kolagen dengan
mendorong diferensiasi fibroblas menjadi miofibroblas, yang bertanggung
jawab untuk deposisi kolagen.”* SH-MSCs juga mengeluarkan kolagen tipe

1 dan fibronektin, yang terlibat dalam perbaikan jaringan setelah terjadi

luka.®> Penggunaan SH-MSC dalam penyembuhan luka telah terbukti
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menjadi pendekatan yang menjanjikan untuk perbaikan jaringan dan
penyembuhan luka.

Kelemahan dari penelitian ini adalah tidak dilakukan pemeriksaan
kadar IL-10 setelah di berikan perlakuan gel SH-MSCs sehingga tidak
diketahui langsung terkait proses inflamasi pada luka infeksi superfisial
lebih lanjut. Pada penelitian ini juga tidak dilakukan analisis ekspresi gen
TGF-B, dimana TGF-B adalah growth factor utama dalam proses
remodeling penyembuhan luka yang mengatur ekspresi o-SMA. Pada
penelitian ini juga tidak menganalisis keberadaan bakteri pada luka diakhir
waktu pengamatan untuk memastikan bahwa bakteri sudah sepenuhnya

mati.



6.1.

6.2.

BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian maka dapat disimpulkan:

1.

Pemberian SH-MSCs dosis 10% dan 20% dalam sediaan gel terbukti
secara bermakna berpengaruh terhadap peningkatan ekspresi gen o-
SMA pada tikus galur Wistar model luka infeksi superfisial.

Pemberian SH-MSCs dosis 10% dan 20% dalam sediaan gel terbukti
secara bermakna berpengaruh terhadap peningkatan densitas kolagen

pada tikus galur Wistar model luka infeksi superfisial.

Saran

Saran untuk penelitian ini adalah:

1.

Perlu dilakukan pemeriksaan lebih lanjut tentang pengukuran kadar IL-
10 setelah dilakukan pemberian SH-MSCs pada tikus galur Wistar
model luka infeksi superfisial.

Perlu dilakukan pemeriksaan lebih lanjut tentang pengukuran kadar
TGF-B setelah dilakukan pemberian SH-MSCs pada tikus galur Wistar
model luka infeksi superfisial.

Perlu dilakukan pemeriksaan bakteri pada waktu penyembuhan luka

infeksi.
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