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ABSTRAK 

 

Latar Belakang : Hiperpigmentasi adalah kondisi kulit yang disebabkan oleh 

peningkatan produksi melanin, paling banyak disebabkan karena paparan sinar 

UVB yang mengaktifkan jalur MAPK/ERK dan meningkatkan ekspresi PKA dan 

VEGFR, yang berperan dalam proses melanogenesis. Terapi hiperpigmentasi saat 

ini memiliki keterbatasan, termasuk efek samping dan risiko kesehatan. Exosome 

Hypoxia Mesenchymal Stemcell menunjukkan potensi dalam menurunkan 

aktivitas PKA dan VEGFR. Penelitian ini menguji efek exosome terhadap 

aktivitas PKA dan VEGFR, sebagai alternatif terapi yang minim risiko efek 

samping. Tujuan : untuk melihat pengaruh Exosome Hypoxia Mesenchymal 

Stemcell terhadap ekspresi PKA dan VEGFR pada mencit hiperpigmentasi. 

Metode : Penelitian experimental in vivo menggunakan subjek 30 ekor mencit 

C57bl/6 yang dibagi menjadi 5 kelompok, yang diberi paparan sinar UV selama 2 

minggu, seminggu 3x selama 9 menit , setelah hari ke 7 perlakuan dengn Exosome 

dilakukan metode Polymerase Chain Reaction (PCR). 

Hasil : Penelitian ini mengkaji pengaruh Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem 

Cell (MSCs) terhadap ekspresi Protein Kinase A (PKA) dan Vascular Endothelial 

Growth Factor Receptor (VEGFR) pada model hiperpigmentasi yang diinduksi 

sinar UV-B pada mencit C57BL/6. Mencit dibagi menjadi lima kelompok, 

termasuk kelompok kontrol dan kelompok perlakuan yang menerima injeksi 

exosome sebanyak 200 µL dan 300 µL. Uji One Way ANOVA menunjukkan 

perbedaan signifikan pada ekspresi PKA dan VEGFR antar kelompok (p<0,05). 

Analisis Post Hoc menunjukkan bahwa injeksi retinol dan exosome menurunkan 

ekspresi PKA dan VEGFR, dengan dosis exosome yang lebih tinggi 

menghasilkan penurunan yang lebih besar. Temuan ini menunjukkan bahwa 

exosome berpotensi menjadi terapi untuk hiperpigmentasi. 

Kesimpulan : Pemberian Exosome-MSCs dengan dosis 200 µL dan 300 µL 

terbukti menurunkan kadar PKA dan VEGFR secara signifikan pada mencit 

dengan hiperpigmentasi dibandingkan dengan kelompok kontrol. 

 

Kata kunci : PKA, VEGFR, Exosome, Hiperpigmentasi 
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ABSTRACT 

 

Background: Hyperpigmentation is a skin condition caused by increased melanin 

production, primarily triggered by UVB exposure that activates the MAPK/ERK 

pathway and increases the expression of PKA and VEGFR, both of which play 

roles in melanogenesis. Current treatments for hyperpigmentation have 

limitations, including side effects and health risks. Hypoxia Mesenchymal Stem 

Cell (MSC)-derived exosomes have shown potential in reducing PKA and VEGFR 

activity. This study aims to investigate the effects of these exosomes on PKA and 

VEGFR activity as a low-risk therapeutic alternative. 

Objective: To determine the effect of Hypoxia MSC-derived exosomes on PKA 

and VEGFR expression in a mouse model of hyperpigmentation. 

Methods: This in vivo experimental study used 30 C57BL/6 mice divided into five 

groups, exposed to UV radiation for 2 weeks, 3 times per week for 9 minutes each 

session. From day 7, treatments with exosomes were administered, and PKA and 

VEGFR expression levels were measured using Polymerase Chain Reaction 

(PCR). 

Results: This study examined the effect of Hypoxia MSC-derived exosomes on 

PKA and VEGFR expression in UV-B-induced hyperpigmentation in C57BL/6 

mice. Mice were divided into control and treatment groups, with the latter 

receiving exosome injections of 200 µL and 300 µL. One-way ANOVA revealed 

significant differences in PKA and VEGFR expression between groups (p<0.05). 

Post Hoc analysis showed that both retinol and exosome injections reduced PKA 

and VEGFR expression, with higher exosome doses achieving greater reductions. 

These findings indicate that exosomes have potential as a therapeutic option for 

hyperpigmentation. 

Conclusion: Administration of MSC-derived exosomes at doses of 200 µL and 

300 µL significantly reduced PKA and VEGFR levels in hyperpigmented mice 

compared to controls. 

 

Keywords : PKA, VEGFR, Exosome , Hyperpigmentation 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang  

Hiperpigmentasi adalah kondisi kulit di mana terjadi peningkatan 

produksi melanin, sehingga menyebabkan area kulit menjadi lebih gelap 

dibandingkan dengan kulit di sekitarnya. Terapi hiperpigmentasi saat ini 

seperti Hydroquinon, Retinol, Oral therapy, chemical peeling, dan Laser 

Therapy dapat efektif dalam menangani kasus hiperpigmentasi. Namun 

memiliki efek samping yang perlu diperhatikan seperti penggunaan 

chemical peeling berisiko menyebabkan inflamasi, dan bekas luka. 

Pengobatan oral, dapat menyebabkan iritasi kulit spesifik, sensasi terbakar, 

dan eritema. Terapi laser pada beberapa kasus menimbulkan post 

inflammatory hyperpigmentation. Sedangkan penggunaan agen topikal 

seperti hidrokuinon, meskipun efektif, terbatas oleh larangan Food and 

Drug Administration karena potensi karsinogenik, menunjukkan risiko 

kesehatan yang serius
1
. 

Hiperpigmentasi dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti sinar 

matahari, genetik, obat-obatan dan sebagainya. Salah satu penyebab yang 

paling sering ialah sinar matahari yaitu UVB
2,3,4

.
 
Paparan UVB dapat 

menginduksi stres oksidatif yaitu ROS (Reactive Oxygen Species) yang 

dapat memicu berbagai jalur sinyal dalam sel-sel kulit 
2,3,4,5,6

. Pada 

penelitian sebelumnya, beberapa jalur UV terhadap hiperpigmentasi yaitu 

jalur MAPK, jalur NFKB dan jalur P53
7,8,9

. 



2 
 

 

Salah satu jalur sinyal yang terlibat yang berhubungan dengan 

penilitian ini adalah UVB merangsang ROS dan masuk ke jalur 

MAPK/ERK yang dapat mempengaruhi peningkatan ekspresi PKA, yang 

dapat mempengaruhi berbagai aspek biologis dalam melanosit, termasuk 

regulasi profilerasi sel, aktivitas tirosinase, dan produksi melanin
9, 

10,11
.VEGFR dapat diaktifkan oleh paparan UVB, melalui jalur PKA.

 
PKA 

memfosforilasi protein tertentu yang berfungsi sebagai faktor transkripsi 

atau regulator transkripsi. Faktor-faktor ini kemudian meningkatkan 

ekspresi gen VEGFR
12,13,14

. Untuk itu, terjadi peningkatan transkripsi dan 

sintesis protein VEGFR, lebih banyak reseptor ini tersedia di permukaan sel, 

membuat sel-sel tersebut lebih responsif terhadap sinyal VEGF. Aktivasi 

VEGFR dapat mempengaruhi melanogenesis, proses produksi melanin oleh 

melanosit
13,14

.Maka perlu diteliti efek Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem 

Cell terhadap PKA dan VEGFR.  

Pada penelitian sebelumnya, ditemukan kasus hiperpigmentasi yang 

rentan didapatkan oleh ras Asia. Prevalensi tinggi pada usia reproduktif, 

dengan tipe kulit Fitzpatrick III-V dan orang-orang yang tinggal di daerah 

dengan paparan sinar matahari yang tinggi. Di Indonesia, diperkirakan 

sekitar 0,25-4% dari semua kasus penyakit kulit
15,16

. 

Aktivitas MAPK dan VEGFR diketahui dapat dipengaruhi oleh 

exosome dalam penelitian sebelumnya
17,18

. Exosome merupakan nanovesikel 

ekstraseluler berukuran 100-500 kda (50-150 nm) yang dilepaskan oleh sel, 

dan telah banyak dieksplorasi untuk potensinya dalam bidang kosmetik, 



3 
 

 

perawatan kulit, regenerasi jaringan, serta penyakit dermatologis
19,20

. Nilai 

terapeutik exosome terletak pada kemampuannya untuk mengatur 

microenviromental, mengontrol ekspresi gen, dan merangsang diferensiasi 

sel, yang berdampak positif pada kesehatan kulit
21

. Dalam bidang estetika, 

digunakan untuk mengurangi kerutan, meningkatkan tekstur dan hidrasi 

kulit, serta memperbaiki elastisitas kulit, mengurangi peradangan dan 

kerusakan akibat radiasi UV
22

. 

Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan untuk membuktikan 

penurunan aktivitas PKA dan VEGFR dalam kasus hiperpigmentasi dengan 

exosome, untuk mengatasi hiperpigmentasi dengan lebih efektif , terapi 

yang minim efek samping dibandingkan dengan terapi-terapi 

hiperpigmentasi yang sudah pernah ada sebelumnya.  

 

1.2. Rumusan Masalah  

Rumusan masalah yang dikemukakan dalam penelitian ini adalah: 

"Apakah terdapat pengaruh Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell 

terhadap ekspresi PKA dan VEGFR pada mencit model hiperpigmentasi 

yang diinduksi paparan sinar UVB?”  

 

1.3. Tujuan Penelitian 

1.3.1. Tujuan Umum 

Untuk mengetahui pengaruh Exosome Hypoxia MSCs terhadap 

ekspresi VEGFR dan PKA pada kulit mencit model hiperpigmentasi 

yang diinduksi paparan sinar UVB. 
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1.3.2. Tujuan Khusus 

1. Untuk membuktikan penurunan ekspresi PKA pada kulit mencit 

model hiperpigmentasi yang diinduksi paparan sinar UVB dan 

pemberian Exosome Hypoxia MSCs kelompok perlakuan pada 

dosis 200µl dan 300 µl dibandingkan dengan kelompok kontrol.  

2. Untuk membuktikan penurunan ekspresi VEGFR pada kulit 

mencit model hiperpigmentasi yang diinduksi paparan sinar 

UVB dan pemberian Exosome Hypoxia MSCs kelompok 

perlakuan pada dosis 200 µl dan 300 µl dibandingkan dengan 

kelompok kontrol.  

 

1.4. Manfaat penelitian 

1.4.1. Manfaat Teoritis 

Memberikan informasi ilmiah mengenai pengaruh Exosome 

Hypoxia MSCs dalam dunia kedokteran sebagai agen regeneratif 

yang berpengaruh terhadap regenerasi/ perbaikan kulit akibat 

paparan sinar UVB.  

 

1.4.2. Manfaat Praktis 

Penelitian ini dapat mengungkapkan peran Exosome Hypoxia 

MSCs dalam regenerasi/ perbaikan kulit dan pencegah 

hiperpigmentasi yang efektif. Selain itu penelitian ini dapat 

memberikan sumber informasi pada masyarakat mengenai pengaruh 
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Exosome Hypoxia MSCs terhadap perbaikan/regenerasi kulit. 

Penelitian lebih lanjut dapat di aplikasikan bagi masyarakat.  

 

1.5. Originalitas Penelitian 

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian  

Peneliti,Tahu

n 

Judul Metode Hasil 

Bochenek I W, 

2023 

Evaluation of the 

Reduction of Skin 

Hyperpigmentation 

Changes under the 

Influence of a 

Preparation 

Containing Kojic 

Acid Using 

Hyperspectral 

Imaging—

Preliminary 

Study
23

. 

In vivo, 

eksperimental 

Studi dengan kamera 

hiperspektral 

menunjukkan asam 

kojic meningkatkan 

kecerahan kulit pada 

75% pasien, 

mengurangi kontras 

pada 83%, dan 

meningkatkan 

homogenitas pada 67% 

pasien. 

Wei Zhu,Jian. 

2020 

 

Tranexamic Acid 

Inhibits 

Angiogenesis and 

Melanogenesis in 

Vitro by Targeting 

VEGF Receptors
24

. 

In vitro, 

eksperimental 

Penelitian menunjukkan 

asam traneksamat (TA) 

menghambat 

pertumbuhan HUVEC 

dan melanosit tanpa 

merusak sel. TA 

menurunkan ekspresi 

dan aktivasi VEGFR 

yang dipicu VEGF165, 

menghambat 

proliferasi, migrasi, dan 

pembentukan pembuluh 

darah pada HUVEC, 

serta menurunkan 

aktivitas tirosinase dan 

produksi melanin pada 

melanosit. TA 

berpotensi mencegah 

pembentukan pembuluh 

darah dan melanin 

melalui penghambatan 

sinyal VEGFR, berguna 

untuk pengobatan 

melasma. 
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Li, Jing. 2022 Atraric Acid 

Ameliorates 

Hyperpigmentation 

through the 

Downregulation of 

the 

PKA/CREB/MITF 

Signaling 

Pathway
25

. 

In vitro dan in 

vivo. 

Eksperimenta

l 

Penelitian ini 

menunjukkan atraric 

acid (AA) mengurangi 

hiperpigmentasi yang 

diinduksi α-MSH pada 

sel PIG1 dan UVB pada 

guinea pig tanpa efek 

sitotoksik pada 250 

µM. AA lebih efektif 

dibanding arbutin 

dalam menurunkan 

melanin dan aktivitas 

tirosinase. Mekanisme 

AA melibatkan 

penghambatan 

PKA/CREB/MITF dan 

ekspresi MC1R, serta 

fosforilasi, dengan 

dosis 3% efektif 

mengurangi 

hiperpigmentasi tanpa 

efek samping pada hati 

dan ginjal. 

Wei Ju,Zhian. 

2019 

Activation of 

VEGF receptors in 

response to UVB 

promotes cell 

proliferation and 

melanogenesis of 

normal human 

melanocytes
14

. 

 

In vitro, 

eksperimental 

Penelitian ini 

menunjukkan 

VEGF165 dan UVB 

meningkatkan ekspresi 

VEGFR-1, VEGFR-2, 

dan NRP-1 di 

melanosit, serta 

memicu stres oksidatif 

dan hipoksia. Aktivasi 

VEGFRs meningkatkan 

ekspresi protein 

melanogenik, 

proliferasi sel, aktivitas 

tirosinase, dan produksi 

melanin. Netralisasi 

VEGFR-2 terutama 

mengurangi efek ini. 

Tranexamic acid (TA) 

menurunkan tirosinase 

dan melanin dengan 

menghambat aktivasi 

VEGFRs dan ekspresi 

protein melanogenik. 
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Seung Cho, 

Byong. 2020 

Skin Brightening 

Efficacy of 

Exosomes Derived 

from Human 

Adipose Tissue-

Derived 

Stem/Stromal 

Cells: A 

Prospective, Split-

Face, Randomized 

Placebo-Controlled 

Study
26

. 

In 

vitro,eksperi

mental 

Studi ini mengisolasi 

eksosom ASC dari sel 

punca adiposa 

berukuran 138.0 ± 1.9 

nm dengan marker 

CD9, CD63, dan CD81. 

Eksosom tidak toksik 

terhadap sel melanoma 

B16F10 hingga 3.0 × 

10¹¹ partikel/mL dan 

mengurangi produksi 

melanin, baik tanpa 

atau dengan α-MSH. 

Uji klinis pada 21 

wanita menunjukkan 

penurunan signifikan 

melanin setelah 8 

minggu, terutama pada 

wanita di bawah 50 

tahun, tanpa efek 

samping. 

Yu Wang, 

Xiao.2021 

Human amniotic 

stem cells-derived 

exosmal miR-

181a-5p and miR-

199a inhibit 

melanogenesis and 

promote 

melanosome 

degradation in skin 

hyperpigmentation, 

respectively
27

. 

In vitro dan in 

vivo 

eksperimental 

hASCs dan CM secara 

signifikan mengurangi 

hiperpigmentasi yang 

diinduksi α-MSH dan 

UVB pada sel B16F10, 

tikus, dan kulit manusia 

dengan menekan 

sintesis melanin dan 

memicu degradasi 

melanosom. MiR-181a-

5p dan miR-199a dari 

eksosom hASCs 

menghambat 

melanogenesis dengan 

menekan MITF. 

Temuan ini mendukung 

potensi hASCs dan 

eksosom sebagai terapi 

non-seluler untuk 

gangguan 

hiperpigmentasi. 

Kim, Hee 

Song. 2023 

Interruption of 

p38MAPK-MSK1-

CREB-MITF-M 

pathway to prevent 

In Vivo. 

eksperimental 

BI2B topikal 

mengurangi 

hiperpigmentasi akibat 

UV-B dengan 
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hyperpigmentation 

in the skin
28

. 

menghambat tirosinase, 

MITF-M, POMC, dan 

jalur MKK3-

p38MAPK, serta 

mengurangi transfer 

melanosom. BI2B 

berpotensi mencegah 

gangguan pigmentasi 

kulit. 

 

Ulasan hasil penelitian diatas.  Penelitian -penelitian sebelumnya ada  

beberapa tatalaksana untuk mengatasi  mekanisme hiperpigmentasi serta 

pengembangan agen terapetik baru yang lebih efektif dan aman. Penelitian 

mencakup berbagai senyawa aktif, teknologi modern, serta pendekatan 

molekuler yang inovatif. Beberapa penelitian sebelumnya mempengaruhi 

jalur ROS, MAPK/PKA yang mempengaruhi aktivitas VEGFR. Sementara 

itu, asam traneksamat (TA) telah terbukti tidak hanya menghambat 

melanogenesis tetapi juga angiogenesis melalui penghambatan sinyal 

VEGFR. Dengan menurunkan ekspresi dan aktivasi VEGFR , aktivitas 

tyrosinase dapat menekan produksi melanin, dan proliferasi melanosit. 

Pendekatan multitarget ini memberikan wawasan baru bahwa angiogenesis 

dan hiperpigmentasi saling terkait melalui jalur VEGFR, yang dapat 

dimanfaatkan untuk pengobatan hiperpigmentasi. 

Di sisi lain, atraric acid (AA) dapat menghambat jalur 

PKA/CREB/MITF .Penelitian ini memperkuat relevansi jalur PKA dalam 

regulasi melanogenesis dan perannya sebagai target terapetik. Penelitian 

sebelumnya didapatkan exosome yang berasal dari sel punca adiposa 

(adipose-derived stem cells atau ASC) menjadi terobosan menarik dalam 



9 
 

 

terapi hiperpigmentasi. Exosome, dengan miRNA seperti miR-181a-5p dan 

miR-199a, menghambat melanogenesis melalui penekanan ekspresi MITF. 

Exosome  juga memengaruhi jalur MAPK, PKA, dan VEGFR, yang 

semuanya berperan penting dalam regulasi pigmentasi. Jalur MAPK dikenal 

memicu proliferasi melanosit dan produksi protein melanogenik, sedangkan 

jalur PKA/CREB/MITF merupakan jalur utama dalam aktivasi tirosinase. 

Dengan menekan aktivasi VEGFR, exosome dapat menekan VEGF165 yang 

bersifat meningkatkan stres oksidatif, hipoksia, dan melanogenesis. Studi 

klinis menunjukkan Exosome ASC dapat secara signifikan mengurangi 

melanin dalam 8 minggu tanpa efek samping, terutama pada wanita di 

bawah 50 tahun. 

Secara keseluruhan, penelitian ini menyoroti pendekatan baru dalam 

terapi hiperpigmentasi, mempengaruhi sinyal MAPK, PKA dan VEGFR 

sebagai target utama. Temuan-temuan ini memberikan landasan kuat untuk 

pengembangan agen terapeutik inovatif, yang tidak hanya efektif tetapi juga 

aman dalam jangka panjang. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Hiperpigmentasi  

2.1.1. Definisi  

Hiperpigmentasi kulit adalah kondisi dermatologis umum di 

mana warna kulit menjadi lebih gelap akibat berbagai faktor internal 

dan eksternal, seperti perubahan hormonal, peradangan, jerawat, 

eksim, obat-obatan tertentu, dan paparan sinar UV. Warna dan 

pigmentasi kulit diatur oleh proses biologis yang melibatkan 

produksi melanin, pigmen kulit yang dihasilkan oleh melanosit di 

berbagai lapisan kulit. Perubahan dalam produksi atau distribusi 

melanin oleh melanosit dapat menyebabkan gangguan 

hiperpigmentasi, yang membuat kulit tampak lebih gelap
1,28

. 

 

2.1.2. Proses Hiperpigmentasi  

 Hiperpigmentasi akan terjadi apabila kulit terpapar sinar UVB 

secara berulang dalam kurun waktu tertentu
29

. Hiperpigmentasi 

disebabkan oleh paparan sinar UVB dan melibatkan beberapa jalur 

molekuler yang saling terkait. Jalur-jalur utama yang berperan dalam 

proses ini mencakup jalur MAPK, jalur protein p53, dan jalur NF-

κB. Masing-masing jalur ini memiliki mekanisme spesifik yang 

mempengaruhi produksi melanin, yang pada akhirnya menyebabkan 

hiperpigmentasi
28,30,31

. 
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Ketika kulit terpapar sinar UVB, terjadi pembentukan DAMPs 

yang meningkat , setelah itu terjadi peningkatan produksi reactive 

oxygen species (ROS), yaitu molekul oksigen reaktif yang dapat 

menyebabkan stres oksidatif dan kerusakan sel. Kemudian 

mengaktivasi TLR-4 yang merupakan reseptor yang dapat mengenali 

DAMPs. ROS ini berfungsi sebagai sinyal yang mengaktifkan jalur 

Mitogen-activated Protein Kinase (MAPK), sebuah keluarga protein 

kinase yang mengatur berbagai fungsi seluler, termasuk proliferasi, 

diferensiasi, dan respons terhadap stres
7,32

. 

 

 

Gambar 2.1. Sinar UV dapat menginduksi ROS yang 

mengakibatkan berbagai proses jalur sinyal seperti mempengaruhi 

penurunan kolagen, respon inflamasi, dan hiperpigmentasi 
32

. 
 

MAPK terdiri dari tiga subkeluarga utama: ERK 

(Extracellular signal-regulated Kinase), JNK (c-Jun N-terminal 

kinase), dan p38 MAPK. UVB menyebabkan peningkatan ROS yang 

mengaktifkan ERK. ERK kemudian mengaktivasi microphthalmia-

associated transcription factor (MITF), faktor transkripsi utama 
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dalam melanogenesis. MITF meningkatkan ekspresi gen-gen yang 

mengkode enzim tirosinase, TRP-1, dan TRP-2, yang semuanya 

esensial dalam produksi melanin
7,33

. 

Selain ERK, p38 MAPK juga diaktifkan oleh ROS. Aktivasi 

p38 MAPK meningkatkan ekspresi MITF, yang dapat meningkatkan 

aktivitas enzim tirosinase dan memicu produksi melanin lebih 

banyak. JNK, meskipun kontribusinya terhadap hiperpigmentasi 

tidak sebesar ERK dan p38 MAPK, juga dapat berinteraksi dengan 

MITF dan meningkatkan aktivitasnya
9,33

. 

 

Gambar 2.2. ROS mempengaruhi komplek MAPK dan NFKb 
34

. 

 

Paparan sinar UVB juga menyebabkan kerusakan DNA yang 

memicu aktivasi protein p53. Aktivasi p53 terjadi melalui fosforilasi 

oleh kinases seperti ATM (ataxia telangiectasia mutated) dan ATR 

(ATM- and Rad3-related). Aktivasi p53 meningkatkan ekspresi pro-

opiomelanocortin (POMC), yang kemudian diproses menjadi alpha-

melanocyte-stimulating hormone (α-MSH). α-MSH berikatan 
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dengan melanocortin 1 receptor (MC1R) pada permukaan 

melanosit, mengaktifkan jalur cAMP-PKA yang meningkatkan 

ekspresi MITF dan tirosinase, yang pada akhirnya menyebabkan 

peningkatan produksi melanin
8
. 

 Selain itu, paparan sinar UVB juga mengaktifkan jalur NF-κB 

melalui pembentukan ROS dan kerusakan DNA. NF-κB adalah 

kompleks protein yang berfungsi sebagai faktor transkripsi penting 

dalam respons inflamasi dan stres seluler. Aktivasi NF-κB 

meningkatkan ekspresi sitokin pro-inflamasi seperti TNF-α, IL-1, 

dan IL-6. Sitokin-sitokin ini dapat mempengaruhi melanosit secara 

langsung atau melalui mediator lain, yang meningkatkan produksi 

melanin. NF-κB juga berinteraksi dengan jalur MAPK dan p53, 

memperkuat sinyal yang mengarah pada peningkatan produksi 

melanin. Selain itu, NF-κB meningkatkan ekspresi molekul adhesi 

seperti ICAM-1 yang mempengaruhi interaksi antara keratinosit dan 

melanosit, mempercepat transfer melanin
35,36,37

. 
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Gambar 2.3. Paparan UV mempengaruhi ROS memasuki jalur 

NFkB mempengaruhi IL 1, TNF dan EGF yang pada akhirnya 

mempengaruhi komplek MAPK terjadi proses photoaging
37

. 

 

2.2. PKA (Protein Kinase A) 

2.2.1. Definisi 

Protein kinase A (PKA), enzim penting yang terlibat dalam 

berbagai proses seluler, termasuk metabolisme, transkripsi gen, dan 

siklus sel.  

PKA adalah holoenzim yang terdiri dari dua subunit regulator 

(R) dan dua subunit katalitik (C). Dalam kondisi tidak aktif, subunit 

regulator dan katalitik membentuk kompleks heterotetramerik 

(R2C2), di mana subunit katalitik terikat oleh subunit regulator, 

sehingga menghalangi aktivitas katalitik. Aktivasi PKA dapat 

dimediasi oleh berbagai cara yaitu signal MAPK/ERK melalui 

AKAP dan dapat juga melalui CAMP yang merupakan sebuah 

molekul messenger kedua yang diproduksi sebagai respons terhadap 

berbagai sinyal ekstraseluler, seperti hormon dan 

neurotransmiter
10,11,12

. 
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Gambar 2.4. Fosforilasi PKA (Protein Kinase A) dengan AKAP / 

Scaffold Protein. PKA memiliki dua subunit regulatorik dan satu 

subunit katalitik
10

. 

 

2.2.2. Fungsi PKA  

PKA dapat mengatur berbagai proses biologis melalui 

fosforilasi protein target. Beberapa fungsi utama PKA meliputi: 

1. Mengatur jalur metabolik seperti glikogenolisis (pemecahan 

glikogen) dan lipolisis (pemecahan lemak) dengan 

memfosforilasi enzim yang terlibat dalam proses ini
10,11,12

. 

2. Mempengaruhi ekspresi gen dengan memfosforilasi faktor 

transkripsi seperti CREB (cAMP response element-binding 

protein), yang kemudian mengikat elemen respons cAMP pada 

DNA dan mengaktifkan transkripsi gen target
39,40

. 

3. Memodulasi fungsi sinaptik dan plastisitas sinaptik dengan 

memfosforilasi protein yang terlibat dalam transmisi sinaptik dan 

pembentukan memori. 

4. Dalam kasus Hiperpigmentasi, PKA dapat mengaktivasi 

transkripsi gen melanogenik, peningkatan enzim melanogenesis, 
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stimulasi diferensiasi dan proliferasi melanosit, peningkatan 

transport melanin 

Aktivitas PKA diatur ketat oleh beberapa mekanisme, termasuk: 

5. Tingkat cAMP yang mengatur aktivitas PKA sangat dipengaruhi 

oleh enzim adenylyl cyclase (yang menghasilkan cAMP) dan 

fosfodiesterase (yang memecah cAMP)
40

. 

6.  PKA dapat diangkut ke lokasi spesifik dalam sel melalui protein 

A-kinase anchoring proteins (AKAPs), yang memastikan 

fosforilasi yang tepat dari substrat target di lokasi yang 

diperlukan
38,41

. 

 

2.2.3. Mekanisme PKA 

Jalur MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) dapat 

mempengaruhi aktivitas PKA (Protein Kinase A) tanpa melalui 

cAMP, dapat melalui interaksi dengan protein AKAP (A-Kinase 

Anchoring Proteins). Mekanisme ini kompleks dan melibatkan 

berbagai interaksi molekuler yang memastikan regulasi tepat dari 

produksi melanin, yang kemudian berkontribusi pada 

hiperpigmentasi
42

. 

Ketika faktor eksternal seperti sinar UV atau hormon 

mengaktifkan reseptor di permukaan sel melanosit, jalur pensinyalan 

MAPK diaktifkan. Aktivasi ini dimulai dengan aktivasi protein Ras, 

yang memicu kaskade sinyal dengan mengaktifkan Raf, yang 

kemudian mengaktifkan MEK (MAPK/ERK kinase), dan akhirnya 
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mengaktifkan ERK (extracellular signal-regulated kinase). ERK 

yang aktif kemudian dapat masuk ke dalam nukleus atau berinteraksi 

dengan berbagai protein lain di sitoplasma untuk melanjutkan 

sinyalnya
43

. 

AKAP berfungsi sebagai jangkar untuk PKA, 

menempatkannya di lokasi spesifik dalam sel dan memungkinkan 

interaksi dengan protein target tertentu. Dalam konteks interaksi 

dengan jalur MAPK, AKAP memainkan peran kunci dalam 

memfasilitasi komunikasi antara PKA dan komponen lain dari jalur 

pensinyalan. Ketika ERK diaktifkan dalam jalur MAPK, ERK dapat 

memfosforilasi AKAP atau protein lain yang berinteraksi dengan 

PKA. Fosforilasi ini menyebabkan perubahan konformasi atau 

aktivitas AKAP, yang pada gilirannya dapat memodifikasi interaksi 

PKA dengan subunit regulatornya
45,46

. 

 Modifikasi ini dapat mengaktifkan PKA tanpa memerlukan 

peningkatan konsentrasi cAMP. Salah satu cara ini dapat terjadi 

adalah melalui perubahan konformasi AKAP yang meningkatkan 

pengikatan PKA ke protein target tertentu atau memfasilitasi 

pelepasan subunit katalitik PKA dari subunit regulatornya. Aktivasi 

PKA kemudian memungkinkan fosforilasi langsung dari berbagai 

protein target di sitoplasma dan nukleus
47

. 

Salah satu target utama dari PKA yang diaktifkan adalah 

CREB (cAMP response element-binding protein). Meskipun 
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biasanya diaktifkan oleh PKA melalui jalur cAMP, dalam konteks 

ini, PKA yang diaktifkan melalui jalur MAPK juga dapat 

memfosforilasi CREB. Fosforilasi CREB mengaktifkannya sebagai 

faktor transkripsi, memungkinkan CREB mengikat elemen respons 

cAMP pada DNA dan meningkatkan transkripsi gen MITF 

(microphthalmia-associated transcription factor)
48

. 

MITF adalah faktor transkripsi utama yang mengatur ekspresi 

gen yang terlibat dalam produksi melanin, seperti tirosinase, TRP-1, 

dan TRP-2. Peningkatan ekspresi MITF mengarah pada peningkatan 

sintesis dan aktivitas enzim-enzim ini, yang berperan dalam 

biosintesis melanin. Tirosinase, misalnya, mengkatalisis konversi 

tirosin menjadi DOPA dan kemudian menjadi dopaquinone, yang 

merupakan langkah awal dalam produksi melanin. TRP-1 dan TRP-2 

memproduksi melanin
48.49

. 

PKA juga dapat menstabilkan aktivitas VEGFR dengan 

memfosforilasi residu tertentu pada VEGFR atau protein adaptor 

yang berinteraksi dengan VEGFR, mencegah degradasi VEGFR, 

sehingga memperpanjang durasi dan kekuatan sinyal
14

. Dalam 

konteks melanogenesis, atau produksi melanin, aktivasi VEGFR 

yang diperkuat oleh PKA memicu peningkatan aktivitas jalur 

MAPK/ERK serta jalur pensinyalan lainnya yang berkontribusi pada 

peningkatan produksi melanin. 
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Gambar 2.5. Aktivasi PKA oleh VEGFR-2 membutuhkan asosiasi 

PKA dengan VEGFR-2 yang dimediasi oleh AKAP1. Aktivasi 

PKA besfosforilasi dengan p38MAPK, yang kemudian 

menghambat penurunan regulasi VEGFR-2
50

. 

 

2.3. VEGFR  

2.3.1. Definisi 

VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor) 

adalah kelompok reseptor yang memiliki afinitas tinggi terhadap 

faktor pertumbuhan endotel pembuluh darah (VEGF) dan berperan 

penting dalam regulasi proses angiogenesis, sebagai pembentukan 

pembuluh darah. VEGFR juga terlibat dalam proses biologis selain 

angiogenesis, seperti proliferasi sel dan melanogenesis. VEGFR-2 

memiliki peran yang lebih kuat sebagai reseptor VEGF, karena 

menunjukkan aktivasi tirosin kinase yang lebih kuat dan berperan 

utama dalam regulasi angiogenesis. Namun, VEGFR-1 juga 

memiliki peran yang signifikan dalam berbagai proses biologis, 

meskipun dengan aktivasi yang kurang kuat dibandingkan dengan 

VEGFR-2. Aktivasi VEGFR oleh VEGF, baik dalam respons 
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terhadap sinar UVB atau dalam kondisi normal, memicu serangkaian 

jalur sinyal internal yang mengatur berbagai proses biologis, 

termasuk proliferasi sel, regulasi ekspresi gen melanogenik, dan 

aktivitas enzim-enzim yang terlibat dalam melanogenesis
13,14

. 

 

2.3.2. Mekanisme  

Jalur sinyal VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor 

Receptor) memainkan peran penting. Paparan sinar UVB memicu 

aktivasi VEGFR-1, VEGFR-2, pada melanosit kulit manusia. VEGF, 

yang dihasilkan oleh keratinosit sebagai respons terhadap kerusakan 

UV, berinteraksi dengan VEGFRs di permukaan melanosit, memicu 

serangkaian jalur sinyal internal yang mengatur proses-proses 

biologis yang berkontribusi pada hiperpigmentasi. Aktivasi VEGFR 

meningkatkan ekspresi gen-gen seperti MITF (Microphthalmia-

Associated Transcription Factor), yang mengatur ekspresi gen-gen 

melanogenik seperti tyrosinase, TRP-1, dan TRP-2. Selain itu, 

VEGFR juga mempengaruhi proliferasi sel melanosit secara 

langsung
13,14

. 

Interaksi antara VEGFR dengan faktor-faktor eksternal, seperti 

sitokin-sitokin yang dihasilkan oleh keratinosit atau molekul-

molekul lainnya, juga memperkuat respons melanosit terhadap 

stimuli pigmentasi seperti paparan UV 
13,14

. 
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Gambar 2.6. Pengaruh PKA terhadap VEGF

12
. 

 

2.4. Mesenchymal Stem Cell (MSCs) 

2.4.1. Definisi  

Mesenchymal Stem Cell (MSCs) merupakan jenis sel yang 

memiliki kemampuan multipotensi, yang dapat berubah menjadi 

berbagai jenis sel dewasa lainnya, seperti sel osteosit, adiposit, dan 

neurosit. MSCs dapat ditemukan dan diisolasi dari berbagai sumber 

jaringan dalam tubuh manusia, yaitu jaringan adiposa, folikel 

rambut, dan Wharton Jelly yang terdapat dalam tali pusat bayi. 

Karakteristik umum dari MSCs adalah kemampuannya untuk 

menempel pada permukaan plastik dan memiliki bentuk yang mirip 

dengan sel fibroblast atau jarum
27,51

. 

Secara fenotipik, MSCs yang diisolasi dari mencit memiliki 

beberapa perbedaan dengan MSCs dari sumber lain. MSCs dari 

mencit, misalnya, tidak mengekspresikan marker spesifik seperti 
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CD44 dan CD29, tetapi mengekspresikan marker lain seperti CD45 

dan CD31. Meskipun memiliki perbedaan dalam marker yang 

diekspresikan, MSCs mencit tetap memiliki sifat osteogenik, yang 

berarti memiliki kemampuan untuk berdiferensiasi menjadi sel-sel 

tulang
52

. 

 

Gambar 2.7. Mesenchymal Stem Cell (MSCs) dapat berubah 

menjadi sel osteosit, adiposit, dan neurosit. Dan diisolasi dari 

berbagai sumber jaringan dalam tubuh manusia, termasuk jaringan 

adiposa, folikel rambut, dan Wharton Jelly yang terdapat dalam tali 

pusat
27

. 

 

2.4.2. Karakteristik MScs 

 MSCs memiliki beberapa karakteristik yang sangat baik 

dalam regenerasi jaringan. Salah satunya adalah kemampuan self-

renewal, di mana sel-sel ini mampu memperbanyak diri secara 

mandiri. Selain itu, MSCs juga memiliki kemampuan untuk 

berdiferensiasi menjadi berbagai jenis sel dewasa, seperti osteoblas 



23 
 

 

(sel pembentuk tulang), adiposit (sel lemak), kondrosit (sel 

kartilago), tenosit (sel tendon), dan miosit (sel otot) 
53

. 

Tidak hanya itu, MSCs juga dikenal sebagai imunomodulator 

karena mampu mengeluarkan berbagai jenis sitokin, baik yang 

bersifat pro-inflamasi maupun anti-inflamasi. Kemampuan ini 

memberikan MSCs peran penting dalam mengatur respons imun 

tubuh dan melalui proses penyembuhan yang tepat dan regenerasi 

kulit
53,54

. 

 

Gambar 2.8. Karakteristik MSCs seba imunomodulator, 

mengeluarkan berbagai jenis sitokin
55

. 

 

2.4.3. Hipoksia 

 Hipoksia adalah ketika jaringan tidak mendapatkan cukup 

oksigen, yang dapat merusak berbagai jenis sel. Dalam jangka 

panjang, kondisi ini dapat menyebabkan kematian sel. Namun, 

beberapa penelitian menunjukkan bahwa hipoksia bisa 

meningkatkan kemampuan sel-sel induk mesenkimal (MSCs) untuk 
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berkembang biak, memperbarui diri, dan melekat pada jaringan. 

Selain itu, hipoksia juga merangsang produksi Hipoksia Induksi 

Faktor (HIF), yang memainkan peran penting dalam meningkatkan 

produksi sitokin-sitokin oleh MSCs
56

. 

 

Gambar 2.9. Hypoxia MSCs
56

. 

 

2.4.4. Exosome 

Exosome Hypoxia MSC (Hypoxic Mesenchymal Stem Cell-

derived Exosomes) adalah vesikel kecil yang dilepaskan oleh sel 

punca mesenkimal (MSC) ke dalam lingkungan sekitarnya. 

Exosome ini berukuran sekitar 50-150 nanometer dan berfungsi 

sebagai mediator komunikasi antar sel, mengandung berbagai 

macam molekul bioaktif, seperti protein, lipid, RNA, dan 

microRNA, yang dapat mempengaruhi fungsi sel target
56

. 
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Gambar 2.10. Exosome HMScs sebagai transportasi antar sel, 

mengandung protein, lipid dan RNA 
57

. 
 

Exosome  HMSCs memiliki kemampuan dalam proses 

regenerasi dan peremajaan kulit, yang mengandung berbagai 

molekul bioaktif yang dapat berproliferasi dan berdiferensiasi, 

mempercepat proses regenerasi sel-sel kulit yang rusak atau mati. 

Sehingga membuat kulit tampak lebih muda, sehat, dan bercahaya. 

Salah satu manfaat  dari exosome MSC adalah dapat 

meningkatkan produksi kolagen di kulit. Dengan merangsang 

fibroblas kulit untuk memproduksi lebih banyak kolagen, exosome 

hypoxia MSCs membantu mengatasi anti penuaan dengan 
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mengurangi kerutan dan garis halus, memperbaiki tekstur kulit, dan 

membuat kulit tampak lebih kencang.  

Selain itu, exosome hypoxia MSCs memiliki sifat anti-

inflamasi yang dapat mengurangi peradangan pada kulit, dapat 

mengatasi berbagai kondisi kulit seperti jerawat, rosacea, dan 

dermatitis. Efek antioksidan dari exosome hypoxia MSCs juga 

melindungi kulit dari kerusakan akibat radikal bebas dan stres 

oksidatif, faktor-faktor utama yang menyebabkan penuaan kulit
57

. 

Pada kondisi hiperpigmentasi, exosome hypoxia MSCs dapat 

mengatur aktivitas melanosit, sel penghasil melanin, sehingga 

menurunkan produksi melanin yang berlebihan dan membantu 

meratakan warna kulit. 

Dapat mempercepat pembaruan sel kulit, menggantikan sel 

kulit yang hiperpigmentasi dengan sel kulit baru yang sehat, 

sehingga bercak gelap perlahan memudar. Kemampuan mengurangi 

peradangan juga membantu mencegah eksaserbasi hiperpigmentasi, 

terutama yang disebabkan oleh peradangan kronis.  

Selain itu, dengan meningkatkan penyembuhan luka dan 

mengurangi pembentukan jaringan parut, exosome hypoxia MSCs 

juga dapat membantu mengurangi hiperpigmentasi pasca-inflamasi, 

memberikan efek pencerahan pada kulit dan membuat tampak lebih 

cerah dan merata
57,58

. 
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Exosome hypoxia MSCs banyak digunakan dalam formulasi 

serum dan krim perawatan kulit, serta dalam terapi profesional 

seperti microneedling atau injeksi yang mengantarkan langsung ke 

lapisan kulit yang lebih dalam. Dengan sifat regeneratif, anti-

inflamasi, dan kemampuan untuk mengatur produksi melanin, 

exosome hypoxia MSCs mengalami peningkatan dalam kesehatan 

dan penampilan kulit, termasuk dalam mengatasi masalah 

hiperpigmentasi
57,58,59

. 

 

Gambar 2.11. Fungsi Exosome Hypoxia MSCs
 
dapat membantu 

proses regenerasi, anti aging, hiperpigmentasi, pertumbuhan 

rambut
 58

. 

 

 

2.4.5. Hubungan antar variabel Pengaruh Exosome Hypoxia 

Mesenchymal Stem Cell terhadap PKA dan VEGFR model 

mencit hiperpigmentasi 

Exosome Hypoxia Mesenchymal Stemcell mengandung berbagai 

faktor bioaktif, termasuk miRNA dan protein, yang dapat memengaruhi 

jalur sinyal spesifik di sel target. 
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PKA (Protein Kinase A) dalam konteks ini diketahui terlibat dalam 

regulasi pigmentasi,  melalui jalur MAPK yang dimediasi oleh AKAP (A-

Kinase Anchoring Proteins)
47

. Pada penelitian sebelumnyaa aktivitas 

MAPK dapat menurun kadarnya dengan Exosome HMScs17
. Sehingga 

dapat terjadi penurunan aktivitas PKA. Pada penelitian sebelumnya juga di 

dapatkan bahwa PKA dapat mempengaruhi peningkatan aktivitas VEGFR.  

VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor), sebagai regulator 

angiogenesis, mendukung aktivitas melanosit. Dalam kondisi 

hiperpigmentasi, aktivitas VEGFR yang tinggi dapat memperburuk 

hiperpigmentasi dengan meningkatkan suplai nutrisi dan oksigen ke 

melanosit. Exosome pada penelitian sebelumnya  dapat menurunkan 

aktivitas VEGFR baik melalui transfer molekul bioaktif, seperti miRNA 

spesifik yang menghambat ekspresi VEGFR, sehingga produksi melanin 

dapat ditekan
18

.  
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BAB III 

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN HIPOTESIS 

  

3.1. Kerangka Teori 

Paparan sinar UVB akan meningkatkan produksi ROS dalam 

keratinosit dan melanosit. Konsentrasi ROS yang tinggi menyebabkan 

kerusakan DNA, MAPK diaktifkan melalui serangkaian fosforilasi yang 

dimulai dari reseptor di membran sel dan berlanjut hingga aktivasi MAPK. 

Di sisi lain, PKA, adalah enzim yang diaktifkan oleh cAMP (Cyclic 

Adenosine Monophosphate). PKA terdiri dari subunit katalitik dan 

regulatori, di mana subunit katalitik tidak aktif saat terikat pada subunit 

regulatori
10,12,13,60

. 

Namun ada jalur lain selain melalui CAMP, yaitu A-Kinase Anchoring 

Proteins (AKAP) adalah protein yang berperan dalam menargetkan PKA ke 

lokasi spesifik dalam sel dengan mengikat subunit regulatori PKA. AKAP 

berfungsi sebagai scaffold protein, yang dapat mengatur lokasi subseluler 

dari PKA dan juga mendekatkan berbagai kinase dan fosfatase ke PKA 

untuk regulasi yang lebih efektif
38,39,40,41,42

. 

MAPK mengaktivasi PKA melalui fosforilasi yang melibatkan AKAP 

tanpa keterlibatan cAMP, MAPK dapat berinteraksi langsung dengan 

AKAP yang telah terikat pada kompleks PKA. Interaksi ini membawa 

MAPK ke dekat PKA, memungkinkan MAPK untuk memfosforilasi subunit 

regulatori PKA pada situs spesifik. Fosforilasi oleh MAPK ini 

mengakibatkan perubahan konformasi pada subunit regulatori PKA, yang 
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kemudian menyebabkan pelepasan subunit katalitik PKA. Kemudian terjadi 

induksi ekspresi MITF, pusat regulasi yang berperan dalam sintesis melanin 

yang menyebabkan terjadinya hiperpigmentasi 
25,28

. 

Exosom, vesikel kecil yang disekresikan oleh berbagai jenis sel 

termasuk sel punca mesenkimal (MSC), memainkan peran penting dalam 

komunikasi antar sel. Dalam konteks hiperpigmentasi, exosom MSC dapat 

menghambat aktivitas Protein Kinase A (PKA) dan Vascular Endothelial 

Growth Factor Receptor (VEGFR), yang keduanya terlibat dalam proses 

pigmentasi kulit
17

. 

Penghambatan ini dilakukan melalui mekanisme yang melibatkan 

jalur MAPK dan protein AKAP tanpa keterlibatan jalur cAMP, serta 

penghambatan langsung aktivitas VEGFR. Dalam menghambat aktivasi 

PKA, exosom MSC mengirimkan molekul bioaktif seperti microRNA 

(miRNA) dan protein yang dapat mempengaruhi jalur sinyal MAPK 

(Mitogen-Activated Protein Kinase).  

 MAPK adalah salah satu jalur penting yang mengatur berbagai proses 

seluler termasuk proliferasi, diferensiasi, dan stress seluler. Exosome 

Hypoxia Mesenchymal Stemcell mengandung miRNA yang dapat 

menargetkan komponen spesifik dari jalur MAPK, mengurangi aktivasi 

jalur ini dan dampaknya pada aktivasi PKA. 

Selain itu, Exosome Hypoxia MSCs membawa protein yang dapat 

berinteraksi dengan A-kinase anchoring proteins (AKAPs), yang bertindak 

sebagai scaffold untuk PKA dan protein lainnya, memfasilitasi lokalisasi 
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PKA pada tempat-tempat tertentu dalam sel dan mengatur aktivitasnya. 

Protein yang dibawa oleh exosom HMSCs dapat mengganggu interaksi 

antara PKA dan AKAP, mencegah aktivasi PKA tanpa melalui jalur cAMP. 

Dengan demikian, sinyal yang biasanya meningkatkan produksi melanin 

melalui aktivasi PKA dapat dihambat, mengurangi aktivitas melanosit dan 

produksi melanin, yang pada akhirnya mengurangi hiperpigmentasi. 

Dalam hal menghambat aktivitas VEGFR, exosom MSC juga 

memainkan peran penting. VEGFR adalah reseptor untuk Vascular 

Endothelial Growth Factor (VEGF), yang berperan dalam angiogenesis dan 

juga dapat mempengaruhi pigmentasi kulit melalui peningkatan 

melaninogenesis dan proliferasi melanosit. Exosom HMSCs mengandung 

miRNA dan protein yang dapat menekan ekspresi VEGFR atau menghambat 

jalur sinyal VEGF/VEGFR
17

. 

 MicroRNA dalam exosom dapat menargetkan mRNA VEGFR, untuk 

menghambat translasi, mengurangi jumlah reseptor VEGFR yang tersedia 

pada permukaan sel. Selain itu, exosom membawa molekul yang dapat 

menghambat aktivitas enzimatik VEGFR secara langsung. Molekul ini 

dapat berfungsi sebagai inhibitor tirosin kinase yang menghambat aktivitas 

enzimatik VEGFR, mencegah transduksi sinyal yang diperlukan untuk 

angiogenesis dan melaninogenesis
62

. 

Dengan mengurangi aktivitas VEGFR, sinyal yang mempromosikan 

proliferasi melanosit dan produksi melanin dapat ditekan, yang pada 

akhirnya mengurangi hiperpigmentasi. Efek kombinasi dari penghambatan 
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PKA melalui jalur MAPK dan AKAP serta penghambatan langsung 

VEGFR oleh komponen exosom HMSCs menghasilkan pengurangan 

produksi melanin berlebih, membantu dalam mengelola kondisi 

hiperpigmentasi. 
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Gambar 3.1. Kerangka Teori 
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3.2. Kerangka Konsep 

 

 

 

Gambar 3.2. Kerangka Konsep 

 

3.3. Hipotesis 

1. Terdapat pengaruh pemberian Exosome Hypoxia MSCs terhadap 

ekspresi PKA pada kulit mencit model hiperpigmentasi yang diinduksi 

paparan sinar UVB. 

2. Terdapat pengaruh pemberian Exosome Hypoxia MSCs terhadap 

ekspresi gen VEGFR pada kulit mencit model hiperpigmentasi yang 

diinduksi paparan sinar UVB. 
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Ekspresi Gen 

VEGFR 
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

 

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian 

Jenis penelitian yang akan dilaksanakan adalah penelitian 

eksperimental laboratorium dengan rancangan penelitian randomized post 

test only control group design (rancang acak lengkap dengan lima kali 

pengulangan). Objek penelitian menggunakan mencit C57bl/6 dengan bobot 

berat badan 20-25 gram
63

.Perlakuan terdiri dari : 

 Kelompok : Mencit sehat 

 Kelompok : Kontrol negative dengan Nacl 300 ml 

 Kelompok : Kontrol positif retinol 0,1 % dalam 200 µl minyak 

zaitun
64

. 

 Kelompok : P1 (pemberian Exosome-Hypoxia MSCs dosis 200 µl) 

 Kelompok  : P2 (pemberian Exosome-Hypoxia MSCs dosis 300 µl) 

  

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1. Rancangan Penelitian 
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Keterangan : 

S  : Subjek  

A  : Adaptasi  

I  : Induksi  

V : Validasi  

R  : Randomisasi  

P  : Perlakuan  

O  : Observasi 

 

4.2. Variabel dan Definisi Operasional 

4.2.1. Variabel Penelitian 

4.2.1.1. Variabel Bebas 

Exosome Hypoxia MSCs dosis 200 µl dan 300 µl. 

4.2.1.2. Variabel Antara 

Ekspresi gen PKA pada hiperpigmentasi 

4.2.1.3. Variabel Tergantung 

Ekspresi VEGFR pada hiperpigmentasi 

 

4.2.2. Definisi Operasional 

4.2.2.1. Dosis Exosome-Hypoxia MSCs 

Dosis Exosome Hypoxia MSCs adalah pemberian 

injeksi subkutan yang mengandung Exosome Hypoxia 

MSCs dengan dosis 200 µl dan 300 µl. Exosome adalah 

larutan hasil filtrasi medium menggunakan TFF dengan 

ukuran filter 100-500kda, MSCs yang dikondisikan 

hipoksia 5% selama 24 jam. 

Skala pengukurannya adalah skala ordinal. 
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4.2.2.2. Ekspresi PKA 

Ekspresi PKA adalah jumlah ekspresi relative mRNA 

PKA yang diekspresikan oleh jaringan kulit pada sampel 

penelitian pada hari ke-28. Ekspresi PKA diukur 

menggunakan metode qRT-PCR. 

Skala pengukurannya adalah skala rasio. 

4.2.2.3. Ekspresi VEGFR 

Ekspresi VEGFR adalah jumlah ekspresi relative 

mRNA VEGFR yang diekspresikan oleh jaringan kulit pada 

sampel penelitian pada hari ke-28. Ekspresi VEGFR diukur 

menggunakan qRT-PCR. 

Skala pengukurannya adalah skala rasio. 

 

4.3. Populasi dan Sampel Penelitian 

4.3.1. Populasi Penelitian 

4.3.1.1. Populasi Target 

Mencit C57bl/6 yang dikembangkan di Animal Lab 

Model Stem Cell and Cancer Research Semarang. 

4.3.1.2. Populasi Terjangkau 

Mencit berusia 2 – 3 bulan, dengan bobot badan ± 20-

25 gram yang dinyatakan layak digunakan untuk penelitian 

oleh dokter hewan dari Animal Lab Model Stem Cell and 

Cancer Research dan timbul hiperpigmentasi dengan 

paparan UVB 302 nm dengan MED 180 mJ/cm
263

. 
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4.3.2. Sampel Penelitian 

4.3.2.1. Cara Pengambilan Sampel 

Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan 

menggunakan cara randomized sampling. Mencit C57bl/6 

dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan, yaitu kelompok 

mencit sehat, K- (diberi paparan UVB 180 mJ/cm
2
) dan 

Nacl 300, K + (diberi sinar UVB dan retinol 0,1 %), P1 

(diberi sinar UVB dan pemberian Exosome MSCS kadar 

200µl), dan P2 (diberi sinar UVB dan pemberian Exosome 

HMSCs kadar 300 µl). 

4.3.2.2. Besar Sampel 

Jumlah sampel yang digunakan dalam penelitian ini 

dibagi menjadi 5 kelompok. Sampel diambil dari populasi 

tersebut dan besarnya ditentukan berdasarkan rumus 

Federer sebagai berikut :  

 

 

Keterangan : 

n = Jumlah sampel tiap kelompok (5 kelompok) 

t = Jumlah kelompok 

 

Sampel tiap Kelompok :  

 (n-1) x (t-1) ≥ 15  

(n-1) x (5-1) ≥ 15 

(n-1) x 4 ≥ 15 

4n–4   ≥ 15 

n    ≥ 4,75  

n    ≥ 5 (dibulatkan)  

(n-1) x (t-1) ≥ 15 
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Besar sampel untuk penelitian eksperimental ini 

berdasarkan rumus federer yakni setiap kelompok minimal 

5 ekor. Jumlah kelompok pada penelitian ini sebanyak 5 

kelompok, ditentukan jumlah hewan coba tiap kelompok 

sebesar 6 ekor, maka besar sampel secara keseluruhan 

adalah 30 ekor mencit C57bl/6. 

1. Kriteria Inklusi 

Mencit C57bl berusia 2 – 3 bulan, dengan bobot 

badan ± 20-25 gram, aktif bergerak, tidak cacat, nafsu 

makan normal, tidak terdapat luka luar, dan mengalami 

hiperpigmentasi yang divalidasi dengan masson- 

fontana. 

2. Kriteria Eksklusi 

Mencit C57bl, antara lain memiliki kelainan 

anatomis, sudah pernah digunakan penelitian 

sebelumnya, mencit yang sakit sebelum masa penelitian. 

3. Kriteria Drop Out 

Mencit mengalami infeksi atau mati selama 

penelitian. 

 

4.4. Alat dan Bahan Penelitian 

4.4.1. Alat Penelitian 

Penelitian ini menggunakan peralatan berupa perlengkapan 

kultur sel yang terdiri dari biosafety cabinet (BSC), mikropipet, 
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incubator CO2, dissecting kit, dan flask 75T. Kondisi kultur hipoksia 

didapatkan dengan menggunakan hypoxic chamber. Oxygen meter 

digunakan untuk mengukur kadar oksigen di dalam hypoxic 

chamber. Penelitian ini juga menggunakan peralatan berupa UVB 

light (broadband dengan peak emission pada 302 nm) dengan energi 

180 mJ/cm
2
 yang diberikan sebanyak 3 kali selama satu minggu 

hingga dua minggu untuk menginduksi hiperpigmentasi pada 

punggung mencit, steril swab untuk Injeksi Exosome HMScs. Alat 

yang digunakan untuk analisis ekspresi PKA dan VEGFR adalah RT 

– PCR (Ilumina). 

 

4.4.2. Bahan Penelitian 

Bahan penelitian ini terdiri dari bahan kultur yang tersusun 

atas tali pusat mencit, NaCl 0,9%, PBS, DMEM, FBS, fungizone, 

dan penstrep. Sedangkan bahan yang digunakan untuk proses 

perlakuan adalah retinol, alkohol 70%, PBS, ketamin, xylazine.  

 

4.5. Cara Penelitian 

4.5.1. Cara Perolehan Etichal Clearance  

Etichal clearance penelitian ini didapatkan dari Komisi Etik 

Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang. 
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4.5.2. Prosedur Isolasi Mesenchymal Stem Cells (MSCs) 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 waktu steril 

yang mengandung NaCl 0,9%. 

2. Dengan menggunakan pinset, umbilical cord diletakkan di petri 

dish, umbilical cord dicuci sampai bersih menggunakan PBS. 

3. Umbilical cord dipisahkan dari janin mencit dan 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, fungizone, penstrep, 

dan FBS) ditambahkan secara pelan – pelan hingga menutupi 

jaringan.  

6. Eksplan diinduksi di dalam inkubator pada suhu 37
o
C dan 5 % 

CO2. 

7. Sel akan muncul setelah kurang lebih 14 hari dari awal proses 

kultur. 



42 
 

 

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 Hypoxia 

1. MSCs yang telah mencapai 80 % konfluensi ditambahkan 

medium komplit hingga 10 ml. 

2. Flask yang telah berisi MSCs 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 menunjukkan 

konsentrasi 5 % oksigen. 

5. Chamber yang telah berisi flask diinkubasi selama 24 jam pada 

suhu 37
o
C. 

 

4.5.4. Pembacaan CD90, CD29, CD45, CD31 dengan Flow Cytometry  

1. Lepaskan sel dari flask dengan menggunakan BD
TM

 accutase
TM 

cell detachment solution (cat. No. 561527) atau larutan 

detachment solution yang lain, cuci sel dan lakukan resuspensi 

dengan konsentrasi 1 x 10
7
 sel / ml di dalam BD pharmingan

TM
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stain buffer (cat. No. 554656) atau phosphate buffer saline (PBS) 

buffer. Sel dapat diresuspensi pada konsentrasi 5 x 10
6 

sel / ml 

jika jumlah sel terbatas. 

2. Siapkan tabung falcon 5 ml yang berisi reagen flowcytometry 

(tabel 2.1).  

3. Ulangi tabung 5 sampai 7 untuk setiap penambahan sampel yang 

dianalisis. 

4. Ambil 100 µl sampel ke dalam masing – masing tabung. 

5. Vortex atau tapping. 

6. Inkubasi 30 menit suhu kamar, dalam ruang gelap. 

7. Cuci sebanyak 2 kali dengan stain buffer (PBS) dan resuspensi 

dengan 300 – 500 µl stain buffer (PBS) atau 1 kali washing 

buffer (FBS). 

8. Baca di flow cytometri, gunakan tabung 1 – 5 sebagai kontrol 

untuk set up cytometry (sebagai kompensasi). 

Tabel 4.1. Reagen yang Digunakan dalam Flow Cytometry 

Tabung Reagen Volume yang 

Dimasukkan 

1 FITC mice anti-human CD29 5 µl 

2 PE mice anti-human CD90 5 µl 

3 PerCP-CyTm 5.5 mice anti-

human CD45 

5 µl 

4 APC mice anti-human CD31 5 µl 

5 Kosong  

 

- 

6 hMSC positive isotype control 

coktail 

hMSC negative isotype control 

cocktail 

20 µl 

 

 

 20 µl 

7 hMSC positive cocktail 

PE hMSC negative coktail 

20 µl 

20 µl 
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4.5.5. Pembuatan Exosome Hypoxia Mesenchymal Stemcell 

Exosome MScs diisolasi menggunakan metode TFF. Langkah 

yang dilakukan antara lain media kultur MSCs dikumpulkan di 

dalam botol steril dan disaring menggunakan alat uPulse TFF 

dengan filter 100 kDa dan 500 kDa untuk menyisihkan partikel 

besar. Hasil filtrasi kemudian dilakukan validasi kandungan EH-

MSCs menggunakan flowcytometry dengan penanda permukaan 

berupa CD81, CD63 , dan CD9. Hasil yang telah tervalidasi 

mengandung EH-MSCs disimpan dalam tabung 2,5 ml dan dalam 

suhu 2-8 °C. 

 

4.5.6. Pemaparan Hiperpigmentasi dan Pemberian Perlakuan pada 

Subjek Penelitian 

1. Mencit diadaptasi selama 7 hari  

2. Rambut pada bagian punggung mencit dicukur dengan clipper 

hingga bersih 

3. Punggung mencit yang telah dicukur seluas 5x5 cm di irradiasi 

dengan UVB light (broadband dengan peak emission 302 nm) 

dengan 180 mJ/cm
2
 sebanyak 3 kali seminggu (hari 1, 3, dan 5) 9 

menit selama 2 minggu. 
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4.5.7. Setelah pemaparan UVB selama 2 minggu, mencit kontrol 

negative diberikan Nacl 300 ml , mencit kontrol positif diberikan 

retinol 0,1% dalam 200µl minyak zaitun , mencit perlakuan 

diberikan injeksi exosome 1x di hari ke-15 dengan dosis 200 µl 

dan 300 µl/kgBB.  

 

4.5.8. Terminasi dan Pengambilan Jaringan 

1. Terminasi mencit dengan menggunakan cocktail dosis lethal 

sebelum dilakukan pengambilan organ. Untuk pembuatan 10ml 

cocktail digunakan ketamine 50 mg/kgBB, xylazine 10 mg/kgBB 

dan acepromazine 2 mg/kgBB yang diinjeksikan IP. 

2. Setelah mencit mati, dilakukan koleksi organ kulit kemudian 

disimpan dalam cryotube yang bebas dari RNAase dan disimpan 

pada suhu -80
o
C dalam RNA later. 

 

4.5.9. Ekstraksi RNA dan Sintesis cDNA 

1. Sampel kulit difiksasi dalam formalin 10 % dan dibuat menjadi 

blok paraffin. 

2. Sampel kulit sebanyak 100 mg diambil dari RNA later kemudian 

dipotong menjadi bagian – bagian kecil dimasukkan ke dalam 

tube yang telah terisi 50 ml RNA Iso Plus. 

3. Potongan kulit ditumbuk menggunakan micopastle dan 

ditambahkan lagi RNAIso Plus sebanyak 50 ml dan disimpan 

disuhu ruang selama 5 menit. 
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4. Ditambahkan 20 ml chloroform dan divortex hingga larutan 

menjadi putih susu. 

5. Inkubasi pada suhu ruang selam 2 – 3 menit, serta disentrifugasi 

pada 15.000 rpm selama 15 menit pada suhu 40
o
C hingga larutan 

dalam tube terlibat memiliki 3 lapisan. Lapisan yang paling atas 

berupa RNA (fase liquid), lapisan kedua berupa DNA (fase 

semisolid) dan lapisan bawah mengandung debris – debris sel. 

6. Lapisan paling atas dipindahkan ke tabung sentrifuge baru dan 

volumenya diukur, dan ditambahkan isopropanolol dengan 

volume yang sama dengan RNA yang diambil dari lapisan paling 

atas. 

7. Tabung Eppendorf digoyang – goyangkan hingga muncul 

benang – benang putih, kemudian disentrifugasi pada 15.000 

rpm selama 10 menit pada suhu 40
o
C. Supernatan dibuang 

sampai terlihat pellet berwarna putih didasar tabung. 

8. Setelah kering ditambahkan 100 ml etanol 70 % dalam larutan 

(diethyl pyrocarbonat) DEPC lalu bolak balikkan berulang kali 

serta disentrifugasi kembali 15.000 rpm selama 5 menit pada 

suhu 40
o
C. 

9. Supernatan dibuang dan ditambahkan DEPC sebanyak 30 – 50 

µm. campuran pada suhu 55
o
C selama 10 menit. Selanjutnya 

didapatkan total RNA solution dan disimpan padasuhu -80
o
C 



47 
 

 

RNA dikuantifikasi dengan nanodrop. Hasil kuantifikasi 

dihitung dijadikan 3000 ng. 

10. Sintesis cDNA dengan membuat campuran A dengan 

mencampurkan sampel RNA yang telah dihitung, 1 µl oligoDT 

serta PCR water hingga mencapai volume 10 µl, kemudian 

diinkubasi selama 5 menit dalam suhu 70
o
C. 

11. Campuran A ditambah dengan campuran B yang terdiri dari 5 X 

buffer 4 µl, DEPC-Treated H2O 5 µl, revertraAce 1 µl. 

Campuran tersebut diinkubasi pada suhu 25
o
C selama 5 menit, 

42
o
C selama 50 menit dan 85

o
C selama 5 menit. 

 

4.5.10. Prosedur Pembuatan Preparat dan Pembacaan Hiperpigmentasi  

1. Sampel kulit difiksasi dalam formalin 10 % dan dibuat menjadi 

blok paraffin. 

2. Sampel diwarnai dengan masson- fontana staining. 

3. Ketebalan setiap bagian epidermis dari lapisan basal ke stratum 

korneum diukur dengan menggunakan mikroskop yang 

dilengkapi dengan mikrometer okuler. 

4. Ketebalan setiap bagian ditentukan dengan imageJ software. 

5. Hasil pengukuran kemudian dibandingkan dengan kontrol dan 

mencit sehat. 
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4.5.11. Prosedur Pembacaan Ekspresi PKA dan VEGFR dengan Real 

Time-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

1. Ekspresi mRNA dari PKA dianalisis menggunakan RT-PCR. 

Campuran dari 3 µl cDNA sampel, Taq master mix (dNTPs, Taq 

DNA polymerase, reaction buffer and MgCl2) sebanyak 12,5 µl, 

primer spesfik pada gen PKA target sebanyak 0,6 µl untuk 

primer forward 5'-ATGACAGACCTTCCTGAGCA-3′ dan 

reverse 5'-CTCCTTGGGACTTGGCTTTG-3' dan 8,3µl 

Nuclease Free Water.  

2. Ekspresi mRNA dari VEGFR dianalisis menggunakan RT-PCR. 

Campuran dari 3 µl cDNA sampel, Taq master mix (dNTPs, Taq 

DNA polymerase, reaction buffer and MgCl2) sebanyak 12,5 µl, 

primer spesfik pada gen VEGF-R target sebanyak 0,6 µl untuk 

primer forward 5′-GTTCAGAGCGGAGAAAGCATT-TG-3′ 

dan reverse 5′-CACATCTGCAAG-TACGTTCGTTT-3′ dan 

8,3µl Nuclease Free Water.  

3. Ekspresi gen house keeping GAPDH digunakan sebagai baseline 

dengan primer forward 5'-GAAGGTGAAGGTCGAGTC-3’ dan 

reverse 5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'.  

4. PCR produk dianalisis menggunakan qRT-PCR illumina.  

5. Peningkatan ekspresi gen dianalisis dalam ratio peningkatan 

terhadap housekeeping gen mengunakan software EcoStudy. 
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4.6. Tempat dan Waktu Penelitian 

4.6.1. Tempat Penelitian 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Stem Cell & Cancer 

Research (SCCR),  

 

4.6.2. Waktu Penelitian 

Penelitian dilakukan pada bulan Agustus 2024 

 

4.7. Analisis Data 

Data yang sudah didapat, diproses, disunting, ditabulasi, dan 

dibersihkan, kemudian dilakukan uji deskriptif. Kemudian dilakukan uji 

normalitas data dengan uji Saphiro Wilk dan uji varian data dengan uji 

Levene Statistic. Pada uji normalitas dan homogenitas didapatkan p > 0,05, 

maka data berdistribusi normal dan homogen, sehingga dapat dilanjutkan 

dengan uji statistik parametrik yaitu One Way Anova, dilanjutkan dengan uji 

Post Hoc LSD untuk mengetahui perbedaan masing – masing kelompok. 

Apabila terdapat data berdistribusi normal dan tidak homogen, maka 

dilakukan uji statistik parametrik One Way Anova, dilanjutkan dengan uji 

Post Hoc Tamhane untuk mengetahui perbedaan masing – masing 

kelompok. Apabila terdapat sebaran data tidak normal dan tidak homogen, 

maka dilakukan uji statistik non parametrik Kruskal Wallis dan dilanjutkan 

dengan uji Mann Whitney untuk mengetahui perbedaan masing – masing 

kelompok. Pengolahan analisis data dilakukan dengan menggunakan SPSS 

22.0 for windows 
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4.8. Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.2. Alur Penelitian 

Mencit 30 ekor 

(sehat,K-, K+, perlakuan 1, 

perlakuan 2) 

Inkubasi 7 hari 26◦C  

Terminasi 

Pemeriksaan ekspresi PKA dan VEGFR 

Pengolahan dan analisa data 

Mencit bunting 
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Isolasi dan kultur 

Pemanenan sel 

Perhitungan dan validasi 

MSCs 

Prekondisi hipoksia pada 

chamber oksigen 5% 

(pembuatan exosome) 24 jam 

Isolasi medium 

kondisional MSCs 

Filtrasi dengan TFF 
 

Exosome MSCs 

K ( -) UVB + 

Nacl 300 ml 

K(+ ) UVB 

+Inj. retinol 
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200 µl 

minyak 

zaitun 

P1 UVB 

+ 

exosome 

200 µl 

P2 UVB+ 
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00 µl 

Adaptasi 7 hari 

Sehat (6 ekor) UV 24 ekor (4 kelompok), 

3x seminggu 9 menit 

selama 2 minggu 
 

Validasi Masson Fontana 
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BAB V 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

5.1. Hasil Penelitian 

5.1.1. Hasil Validasi MSCs 

 Mesenchymal stem cell diisolasi di Laboratorium SCCR 

Indonesia, Semarang, dengan menggunakan tali pusat mencit 

bunting yang berusia 21 hari. Setelah isolasi, sel-sel ini dikultur 

dalam cawan petri yang berisi medium spesifik yang dirancang 

untuk mendukung pertumbuhan dan perkembangan sel punca. 

Selama proses kultur, sel-sel tersebut diperhatikan dan dirawat 

dengan hati-hati untuk memastikan kondisi optimal. Setelah 

mencapai pasase kelima, gambaran sel-sel tersebut menunjukkan 

adhesi yang kuat pada dasar cawan petri dengan morfologi sel yang 

menyerupai spindle saat diamati di bawah mikroskop, menunjukkan 

karakteristik khas dari mesenchymal stem cell yang sehat dan aktif 

(lihat Gambar 5.1). 
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Gambar 5.1. (A) morfologi MSC berbentuk fibroblas-like (ditunjuk oleh 

anak panah) pada perbesaran 100x. (B) Pengecatan Alizarin Red 

menandakan adanya deposisi kalsium. (C) Pengecatan Oil Red O 

menandakan adanya deposisi lemak. (D) Analisis flow cytometry terhadap 

ekspresi CD90, CD29, CD45, dan CD31 

  

Marker sel MSC kemudian divalidasi menggunakan analisis 

flow cytometry untuk menunjukkan kemampuan MSC dalam 

mengekspresikan berbagai surface marker khusus. Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa sel yang diisolasi dapat mengekspresikan CD29 

(97,7%) dan CD90 (98,80%), sementara hanya sedikit 

mengekspresikan CD45 (1,9%) dan CD31 (3,7%). Penelitian ini juga 

mengevaluasi kemampuan MSC untuk berdiferensiasi menjadi 

berbagai jenis sel dewasa. MSC diberi medium penginduksi 

diferensiasi osteosit maupun adiposit. Hasilnya menunjukkan bahwa 

sel yang diisolasi dapat berdiferensiasi menjadi osteosit dan adiposit, 
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yang ditandai dengan adanya endapan kalsium dan lemak yang 

terwarnai merah menggunakan pewarna Alizarin Red dan Oil Red 

O. 

Sel MSCs kemudian ditempatkan dalam kondisi hipoksia 

dengan kadar oksigen 5% selama 24 jam menggunakan chamber 

hipoksia. Setelah itu, medium kultur MSC yang mengandung 

exosome dikumpulkan dan difiltrasi menggunakan metode filtrasi 

aliran lateral (TFF) berdasarkan berat molekul tertentu sehingga 

molekul dengan ukuran 100-500 kDa diperoleh yang mengandung 

exosome. 

 

5.1.2. Hasil Validasi Exosome 

Sel MSCs kemudian diinkubasi dalam kondisi Hypoxia. 

Berdasarkan hasil analisis penghitungan kada Exosome ditemukan 

bahwa terdapat 0,7 ug/100 uL. 
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Parameter Hasil 

Kadar Exosom 0.75 ug/100 uL 

 

Gambar 5.2. Grafik menunjukkan sumbu X sebagai jumlah fluoresensi 

yaitu jumlah DNA relatif , sumbu Y adalah jumlah sel yang diukur . 

Semakin banyak fluoresnsi yang dipancarkan, semakin ke kanan data sel 

akan muncul pada histogram. Exosome yang semakin ke kanan semakin 

tinggi konsentrasinya dan peak 10
3
 digunakan karena paling jauh jarak 

dengan yang lainnya, antara peak warna biru 0,5 dan warna coklat 1 ug 

diestimasikan 0,75µg. 

 

Selanjutnya Hypoxia MScs divalidasi menggunakan 

Flowcytometry untuk memastikan bahwa sel terfiltrasi mengandung 

marker exosome caranya dengan melihat kuantifikasi marker 

Exosome yang terbaca yaitu CD63, CD81, CD9. Hasilnya, jumlah 

exosome yang terbaca dianalisisis Flowcytometry menggunakan 

marker CD81 , CD63, CD9 Positif 9,1 %.  
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A.  B.   

Gambar 5.3. (A). Grafik menunjukkan exosom yang mengekspresikan 

penanda permukaan CD63 (sumbu X) dan CD81 (sumbu Y) dengan 

28,2% bead singlet, yang artinya setiap bead hanya mengikat satu 

eksosom. (B) Hanya 9,1% exosom dalam sampel mengekspresikan 

penanda CD9. 

 

5.1.3. Hasil Validasi Hiperpigmentasi 

  

Gambar 5.4. Gambar Validasi Hiperpigmentasi. Tikus kelompok 

schat warna kulit masih normal (A). tikus yang disinari UVB- 

terlibat jelas wara kulit sudah berwarna gelap (B), Melanin yang 

ditunjukkan dengan warna pink lebih banyak terlihat pada tiku sehat 

(C), dibandingkan dengan tikus yang terpapar UVB atau tikus yang 

sudah mengalami hiperpigmentasi (D). 
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Setelah mencit mengalami hiperpigmentasi, kemudian mencit 

dibagi menjadi 4 kelompok yaitu K- (control negatif dengan Nacl 

300 ml), K+ (mencit yang diinjeksikan retinol 0,1 % dalam 200 µl 

minyak zaitun), P1 (mencit yang diinjeksikan Exosome MScs dosis 

200 μL) dan P2 (mencit yang diinjeksi Exosome- MSCs dosis 300 

μL). Kemudian Mencit diinkubasi selama 7 hari dalam suhu 26 °C. 

 

5.1.4. Ekspresi PKA dan VEGFR 

 Data diuji distribusi normalitas dan homogenitas pada masing-

masing kelompok. Hasil analisis menunjukkan bahwa distribusi data 

kadar PKA dan kadar VEGFR pada keempat kelompok tersebut 

adalah normal (p>0,05). Uji homogenitas varian data menggunakan 

uji Levene menunjukkan bahwa PKA homogen dan VEGFR bersifat 

tidak homogen. 

Berdasarkan hasil uji normalitas dan homogenitas untuk PKA 

dan VEGFR, analisis data dilanjutkan menggunakan uji One Way 

Anova untuk menilai perbedaan distribusi data dengan nilai p<0,05. 

Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa data kadar PKA dan 

VEGFR berbeda secara signifikan (p<0,05). Hal ini menunjukkan 

bahwa pemberian Exosome- MSCS berpengaruh signifikan terhadap 

kadar PKA dan VEGFR minimal pada satu kelompok perlakuan 
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Tabel 5.1. Data Hasil Analisis Kadar PKA dan VEGFR (dari 

data deskriptif 

  Kelompok   

Variabel SH  K-  

 

K+  

 

P1  

 

P2  

 

 

VEGF-R        

Nilai 1,03 

±0,01 

 3,29±0,01  2,45 ±0,07 1,77±0,08 1,19 ±0,07   

Shapiro Wilk 

(dari data uji 

normalitas) 

          >0,05 

Lavene test 

(dari data uji 

homogenitas) 

          <0,05 

One Way 

Anova 

          <0,05 

PKA        

Nilai 1,05±0,0

2 

 3,09±0,11 2,43 ±0,12 1,63±0,07 1,13±0,07   

Shapiro Wilk           >0,05 

Lavene test           > 0,05 

One way 

anova 

          <0,05 

  

Berdasarkan analisis One Way Anova PKA yang signifikan, 

data dianalisis dengan uji Post Hoc LSD agar dapat menentukan 

perbandingan kelompok dengan signifikansi p<0,05. Hasilnya 

analisis Post hoc data PKA seperti yang ditampilkan pada tabel 5.2 

menunjukkan bahwa K+ yang diinjeksikan retinol , dapat 

menurunkan ekspresi PKA 22 %, P1 yang diinjeksikan Exosome 

200 µg dapat menurunkan ekspresi PKA 47 %, P2 yang diinjeksikan 

Exosome 300 µg , dapat menurunkan ekspresi PKA 63 %.  
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Tabel 5.2. Uji Post Hoc LSD PKA 

Kelompok Kelompok 

Perbandingan 

Signifikansi 

SH K- 

K+ 

P1 

P2 

<0,001 

<0,001 

<0,001 

0,191 

K- SH 

K+ 

P1 

P2 

<0,001 

<0,001 

<0,001 

<0,001 

K+ SH 

K- 

P1 

P2 

<0,001 

<0,001 

<0,001 

<0,001 

P1 SH 

K- 

K+ 

P2 

<0,001 

<0,001 

<0,001 

<0,001 

P2 SH 

K- 

K+ 

P1 

0,191 

<0,001 

<0,001 

<0,001 

  

 Berdasarkan data kadar VEGFR yang memiliki beda nyata 

setelah uji parametrik One Way ANOVA. Selanjutnya, untuk 

mengevaluasi hubungan antar kelompok, dilakukan uji Post Hoc 

Tamhane, karena data bersifat normal dan tidak homogen. Data hasil 

uji post hoc tersebut ditampilkan dalam Tabel 5.3. Berdasarkan hasil 

analisis data ditemukan bahwa K+ yang diinjeksikan retinol 

menurunkan ekspresi VEGFR sebesar 25 %,  

P1 yang diinjeksikan Exosome 200µg menurunkan ekspresi 

VEGFR sebesar 46%, dan P2 yang diinjeksikan Exosome 300 µg 

menurunkan ekspresi VEGFR sebesar 65 %. 
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Tabel 5.3. Uji Post Hoc Tamhane VEGFR 

Kelompok Kelompok 

Perbandingan 

Signifikansi 

SH K- 

K+ 

P1 

P2 

<0,001 

<0,001 

<0,001 

<0,031 

K- SH 

K+ 

P1 

P2 

<0,001 

<0,001 

<0,001 

<0,001 

K+ SH 

K- 

P1 

P2 

<0,001 

<0,001 

<0,001 

<0,001 

P1 SH 

K- 

K+ 

P2 

<0,001 

<0,001 

<0,001 

<0,001 

P2 SH 

K- 

K+ 

P1 

<0,031 

<0,001 

<0,001 

<0.001 

 

Berdasarkan hasil analisa statistika, didapatkan bahwa terdapat 

penurunan ekspresi PKA dan VEGFR dengan dosis injeksi yang 

lebih besar.  

 

Gambar 5.5.  Grafik Ekspresi Relatif gen PKA 
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Pada Grafik Ekspresi relatif gen PKA menandakan, 

perbandingan antara Kelompok SH dengan K- memiliki signifikansi 

p <0,001, K- dengan P1 memiliki signifikansi p< 0,001, K- dengan 

P2 memiliki signifikansi p <0,001. Yang berarti terdapat perbedaan 

signifikan antara kelompok SH dan K-, K- dengan P1 , K- dengan 

P2. 

 

Gambar 5.6. Grafik Kadar  VEGFR  

 

Pada Grafik Ekspresi relatif gen VEGFR menandakan, 

perbandingan antara Kelompok SH dengan K- memiliki signifikansi 

p <0,001, K- dengan P1 memiliki signifikansi p< 0,001, K- dengan 

P2 memiliki signifikansi p <0,001. Yang berarti terdapat perbedaan 

signifikan antara kelompok SH dan K-, K- dengan P1 , K- dengan 

P2. 

 

5.2. Pembahasan Hasil Penelitian 

Hiperpigmentasi pada penelitian ini, disebabkan karena pengaruh 

UVB sehingga mengaktifkan DAMPS , molekul yang dilepaskan oleh sel-
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sel tubuh yang mengalami kerusakan atau stres. Molekul-molekul ini 

memicu respon inflamasi untuk melawan ancaman sehingga dapat memicu 

produksi ROS, kemudia DAMPS ini dapat dikenali oleh TLR-4 yaitu 

reseptor yang dapat menerima DAMPS
70

, dan mempengaruhi faktor 

transkripsi NFkb  yang dapat memicu sitokin proinflamasi yaitu TNF-α 

yang nantinya akan mempengaruhi kompleks MAPK yang menggunakan 

AKAP untuk berfosforilasi dengan PKA sehingga PKA aktivitasnya akan 

meningkat , dengan peningkatan   PKA akan mempengaruhi peningkatan 

aktivitas VEGFR. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi dmpak pemberian 

Exosome -MSCs dengan kadar berbeda (200 uL dan 300 uL) pada  mencit 

dengan hiperpigmentasi. Temuan penelitian menunjukkan bahwa kedua 

dosis injeksi Exosome-MSCs berhasil menurunkan kadar PKA dan VEGFR. 

Selain itu, hasil menunjukkan bahwa injeksi Exosome-MSCs dengan kadar 

200 uL dan 300 uL memiliki kemampuan yang lebih baik dalam 

menurunkan PKA dan VEGFR. Selain itu, penelitian ini juga menemukan 

bahwa injeksi Exosome-MScs kadar 200 uL berbeda dengan dosis yang 

lebih tinggi (300 uL). 

Mesenchymal Stem Cell yang digunakan dalam penelitian ini 

memiliki keunggulan dengan sifat anti-inflamasi
53

. Dalam konteks 

hiperpigmentasi, peradangan kronis sering kali memperburuk masalah 

dengan memicu produksi melanin berlebih. MSC, melalui sekresi eksosom 

dan sitokin, dapat menurunkan peradangan dengan menghambat jalur pro-
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inflamasi seperti NF-κB dan MAPK, yang pada akhirnya membantu 

mengurangi hiperpigmentasi. Selain itu, MSC memiliki kemampuan untuk 

mengatur proses melanogenesis, yaitu produksi melanin di kulit. Exosom 

yang dilepaskan oleh MSC mengandung berbagai miRNA dan protein yang 

berperan penting dalam mengontrol jalur-jalur molekuler seperti MITF 

(Microphthalmia-associated transcription factor), yang merupakan factor 

sintesis melanin. Dengan menekan jalur ini, MSC berperan dalam 

mengurangi aktivitas melanosit, sehingga mencegah peningkatan melanin 

yang menyebabkan hiperpigmentasi. Selain itu, MSC juga dapat 

meregenerasi dan penyembuhan kulit. MSC dapat memperbaiki dan 

meremajakan jaringan kulit yang rusak, yang penting dalam pemulihan 

setelah trauma atau kerusakan akibat paparan sinar UV, salah satu penyebab 

utama hiperpigmentasi. Dengan merangsang produksi kolagen dan elastin, 

MSC mendukung pembentukan kulit baru yang lebih sehat, memperbaiki 

tekstur kulit, dan mengurangi dampak kerusakan yang disebabkan oleh 

hiperpigmentasi
71,72

. 

Dalam hal jalur molekuler, MSC juga dapat memodulasi sinyal yang 

terlibat dalam produksi melanin, seperti jalur MAPK/ERK. Dengan 

menghambat jalur, MSC menekan aktivitas melanosit dan mengurangi 

pigmentasi berlebihan pada kulit
18,

. 

Selain itu, terapi MSC lebih bersifat natural dan non-invasif 

dibandingkan dengan beberapa prosedur pengobatan hiperpigmentasi 

lainnya, seperti penggunaan laser atau pengelupasan kimia. MSC bekerja 
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secara alami dalam tubuh, memperbaiki kulit dari dalam tanpa merusak 

jaringan di permukaan kulit. 

Penggunaan MSC tidak hanya memberikan efek jangka pendek dalam 

mengatasi pigmentasi, tetapi juga memiliki manfaat jangka panjang dengan 

memperbaiki struktur dan fungsi kulit secara keseluruhan. Hal ini 

memberikan hasil yang lebih tahan lama, berbeda dengan beberapa terapi 

lain yang mungkin hanya memberikan perbaikan sementara
71,72

. 

Pada penelitian sebelumnya terbukti bahwa Exosome dapat 

menghambat ROS dimana exosome mengandung enzim antioksidan seperti 

superoxide dismutase yang mampu menetralisir ROS di sel target
65,18

. 

Exosome juga dapat mengangkut miRNA-146a dan 146b yang dapat 

menurunkan ekspresi protein TRAF6, sehingga menghambat aktivasi 

NFKB
66

. Selain itu, Exosome memiliki miR-330-5p, miR-137, atau miR-

143 yang dapat menghambat jalur MAPK
18,68,69

. Pada penelitian 

sebelumnya, Exosome menghambat MITF sehingga menekan produksi 

melanin
27

. Exosome memiliki miR-330-5p, miR-181a-5p dan miR-199a 

menghambat proses melanogenesis sehingga mengurangi produksi melanin 

27,67
.  

Exosome- MSCs menunjukkan potensi besar dalam mengatasi 

hiperpigmentasi akibat paparan UVB. Dalam konteks ini, jalur terlibat 

dalam regulasi produksi melanin adalah MAPK dan PKA yang dimediasi 

oleh AKAP. Paparan UVB merangsang keratinosit dan fibroblas kulit untuk 

memproduksi VEGF, yang berinteraksi dengan reseptor VEGFR pada 
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melanosit. Aktivasi VEGFR memulai sinyal yang berjalan melalui jalur 

MAPK. Jalur MAPK adalah jalur sinyal penting yang terlibat dalam 

berbagai proses seluler, termasuk pertumbuhan dan diferensiasi sel. Dalam 

melanosit, aktivasi MAPK memicu ekspresi enzim yang penting untuk 

produksi melanin, seperti tyrosinase, yang berperan dalam proses 

melanogenesis. Hubungan antara MAPK dan PKA diatur oleh AKAP yang 

merupakan protein penyangga , yang mengarahkan PKA ke lokasi-lokasi 

spesifik dalam sel. 

Setelah PKA diaktifkan melalui jalur ini, ia juga dapat memengaruhi 

sinyal VEGFR secara langsung. PKA dapat mempengaruhi VEGFR dengan 

memfasilitasi fosforilasi komponen hilir dari reseptor ini, yang 

meningkatkan sensitivitas reseptor terhadap ligannya, yakni VEGF. Ini 

berarti bahwa aktivitas PKA tidak hanya berperan dalam peningkatan 

melanogenesis, tetapi juga dapat memperkuat sinyal yang diterima oleh 

VEGFR, memperparah produksi melanin. 

Exosome MSCs mengintervensi jalur ini pada beberapa titik penting. 

Exosome mengandung molekul bioaktif, seperti miRNA, yang dapat 

menekan ekspresi AKAP di dalam sel melanosit. Dengan menurunkan 

ekspresi AKAP, exosome MSCs secara efektif mengganggu hubungan 

antara MAPK dan PKA, sehingga menurunkan aktivasi PKA dan menekan 

proses fosforilasi CREB. Ini akan menurunkan ekspresi gen-gen 

melanogenesis seperti tyrosinase, yang mengarah pada penurunan produksi 

melanin. 
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Dengan menurunkan aktivitas PKA, exosome MSCs juga dapat 

mengurangi aktivitas VEGFR. Hal ini dilakukan dengan menekan 

sensitivitas VEGFR terhadap VEGF, yang mengurangi sinyal 

melanogenesis lebih lanjut yang diinduksi oleh paparan UVB. Dengan cara 

ini, exosome MSCs tidak hanya mengganggu jalur MAPK-PKA melalui 

AKAP, tetapi juga memutus umpan balik positif antara PKA dan VEGFR, 

sehingga lebih efektif dalam menekan produksi melanin dan mengurangi 

hiperpigmentasi. 

Penelitian ini memberikan wawasan yang berharga, namun tidak 

terlepas dari beberapa keterbatasan yang perlu diperhatikan untuk penelitian 

lanjutan.  Beberapa keterbatasan penelitian yaitu model hewan yang 

digunakan, yaitu mencit, meskipun memiliki perbedaan signifikan, tidak 

dapat sepenuhnya merefleksikan kompleksitas kulit manusia. Sistem imun, 

struktur kulit, dan metabolisme mencit berbeda dengan manusia, yang dapat 

memengaruhi hasil penelitian. Untuk keterbatasan yang lainnya, walaupun 

grafik ekspresi PKA dan VEGFR dalam penelitian ini dosis Exosome 

Hypoxia Mesenchymal Stem Cell sudah sama dengan kelompok sehat, 

penelitian selanjutnya juga dapat meneliti dosis exosome yang lebih tinggi 

untuk mengetahui dosis maksimal dan apakah dengan dosis lebih tinggi ada 

potensi efek samping yang mungkin terjadi.  
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BAB VI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

6.1. Kesimpulan 

Hasil penelitian tentang pengaruh pemberian Exosome-MSCs terhadap 

penurunan kadar PKA dan VEGFR pada mencit dengan hiperpigmentasi: 

1. Terbukti adanya perbedaan kadar PKA pada kelompok P1 dan P2 yang 

diberi Exosome dengan dosis 200uL dan 300uL dibandingkan dengan 

kelompok kontrol. 

2. Terbukti adanya perbedaan kadar VEGFR pada kelompok P1 dan P2 

yang diberi Exosome dengan dosis 200uL dan 300uL dibandingkan 

dengan kelompok kontrol. 

 

6.2. Saran 

Studi yang akan datang diharapkan dapat menganalisa pengaruh 

exosome terhadap manusia agar lebih aplikatif. Dan dosis yang ditingkatkan 

dapat dipertimbangkan untuk mengetahui apakah dengan dosis yang lebih 

tinggi ada potensi menimbulkan efek samping. Sehingga dosis maksimal 

dari exosome dapat diketahui lebih detail.  
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