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ABSTRACT

Background: Metabolic Syndrome (MetS) is characterized by obesity, insulin
resistance, and chronic inflammation, marked by elevated IL-6 and CD68 levels.
Hypoxia-induced Secretome from Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs), which
contains growth factors and anti-inflammatory molecules, holds potential as a
therapy to reduce inflammation and metabolic dysregulation in MetS.

Methods: SH-MSCs secretome was cultured under hypoxic conditions and
fractionated using tangential flow filtration (10-100 kDa). Thirty Wistar rats fed a
high-fat, high-glucose diet for four weeks were divided into five groups: healthy
control (K1), untreated MetS control (K2), positive control receiving Fenofibrate
(K3), and treatment groups receiving SH-MSCs secretome intravenously at 150
puL (K4) and 300 pL (K5). IL-6 and CD68 expression in adipose tissue was
analyzed using RT-PCR, with statistical analysis performed using ANOVA
(p<0.05).

Results: K2 exhibited the highest expression of CD68 (2.71 + 0.07) and IL-6
(1.71 £ 0.11), indicating severe inflammation. K5 showed the lowest expression
of CD68 (0.85 £ 0.05) and IL-6 (0.54 + 0.11), confirming a strong anti-
inflammatory effect of high-dose SH-MSCs. Intermediate responses in K3 and K4
suggested a dose-dependent ~ therapeutic  effect. SH-MSCs modulated
inflammation by inhibiting  macrophage activation and pro-inflammatory
signaling through IL-10 and TGF- secretion.

Conclusion: SH-MSCs effectively reduce IL-6 and CD68 expression,
highlighting their potential as an anti-inflammatory therapy for managing
metabolic syndrome.

Keywords: SH-MSCs, IL-6, CD68, Anti-inflammatory, Metabolic Syndrome
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INTISARI

Latar Belakang: Sindrom Metabolik (MetS) melibatkan obesitas, resistensi
insulin, dan peradangan kronis yang ditandai dengan peningkatan IL-6 dan CD68.
Sekretom Hipoksia dari Sel Punca Mesenkim (SH-MSCs) yang mengandung
faktor pertumbuhan dan molekul antiinflamasi berpotensi sebagai terapi untuk
mengurangi inflamasi dan disregulasi metabolik pada MetS.

Metode: Sekretom SH-MSCs dikultur dalam kondisi hipoksia dan difraksinasi
menggunakan filtrasi aliran tangensial (10-100 kDa). Tikus Wistar (n=30) yang
diberi diet tinggi lemak dan glukosa selama 4 minggu dibagi menjadi lima
kelompok: sehat (K1), kontrol negatif (K2), kontrol positif Fenofibrate (K3), dan
perlakuan SH-MSCs dosis 150 pL (K4) serta 300 puL (K5). Ekspresi I1L-6 dan
CD68 dalam jaringan lemak diukur menggunakan RT-PCR, dengan analisis
statistik ANOVA (p<0,05).

Hasil: K2 menunjukkan ekspresi tertinggi CD68 (2,71 = 0,07) dan IL-6 (1,71 £
0,11), menandakan inflamasi yang tinggi. K5 menunjukkan ekspresi terendah
CD68 (0,85 + 0,05) dan IL-6 (0,54 + 0,11), menegaskan efek antiinflamasi kuat
dari SH-MSCs dosis tinggi. Respons intermediet pada K3 dan K4 menunjukkan
efek terapi yang bergantung pada dosis. SH-MSCs bekerja dengan menekan
aktivasi makrofag dan jalur proinflamasi melalui 1L-10 dan TGF-p.

Kesimpulan: SH-MSCs secara efektif menurunkan ekspresi IL-6 dan CD68,
menunjukkan potensinya sebagai terapi antiinflamasi dalam pengelolaan sindrom
metabolik.

Kata Kunci: SH-MSCs, IL-6, CD68, Anti-inflamasi, Sindrom Metabolik
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Sindrom Metabolik (MetS) sering kali digambarkan sebagai
komplikasi dari beberapa gangguan metabolisme yang saling berkaitan dari
sistem metabolik, lingkungan dan genetika dengan manifestasi meliputi
obesitas sentral, resistensi insulin, disglikemia, dislipidemia aterogenik
(hipertrigliseridemia dan atau kadar kolesterol lipoprotein densitas tinggi
yang rendah), dan hipertensi.*? Terjadinya sekumpulan manifestasi tersebut
merupakan gambaran kompleksitas proses inflamasi berkepanjangan dalam
tingkat rendah yang mengakibatkan = peningkatan ekspresi genetik
Interleukin 6 (IL-6) dan CD68 dalam proses patogenesis Sindroma
metabolik yang apabila tidak ditata laksana dengan baik akan secara
signifikan. meningkatkan keterkaitannya dengan peningkatan risiko
terjadinya penyakit kardiovaskular dan diabetes mellitus.**

Penyakit kardiovaskuler merupakan penyebab utama morbiditas dan
mortalitas di seluruh dunia, sehingga pentingnya meneliti lebih mendalam
tentang MetS untuk mengurangi prevalensi dan beban yang diakibatkan oleh
penyakit tersebut terus dilakukan dan berkembang secara eksponensial
dalam beberapa dekade terakhir.” Penggunaan terapi Sekretom Sel Punca
Mesenchymal (SH-MSCs) telah menjadi fokus penelitian yang menarik
dalam pengelolaan sindrom metabolik dan diharapkan dapat menjadi pilihan

serta terobosan baru dalam penatalaksanaan Sindroma Metabolik. ®’



Sindroma Metabolik telah mengalami peningkatan prevalensi yang
mencolok dalam beberapa dekade terakhir, terutama di negara-negara
dengan gaya hidup modern yang didorong oleh pola makan yang tidak sehat
dan kurangnya aktivitas fisik.®>® Data dari National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES) dari tahun 2011 hingga 2016 menyebutkan
angka kejadian Sindoma Metabolik adalah 19,5% pada usia 20-39 tahun dan
semakin meningkat menjadi 48,6% pada usia setelahnya (40 tahun) hingga
60 tahun.® Kecenderungan peningkatan yang signifikan pada kejadian
Sindroma Metabolik terjadi pula di Asia. ** Menurut data Riset Kesehatan
Dasar (RISKESDAS) tahun 2018 ada 13,6% orang dewasa diatas 18 tahun
keatas dengan indeks massa tubuh >25,0 s/d < 27,0 mengalami berat badan
lebih (overweight) dan sebanyak 21,8% mengalami obesitas dengan indeks
massa tubuh >27,0.'> Data Survei Kesehatan Indonesia (SKI) 2023
menunjukkan bahwa angka Penyakit Tidak Menular (PTM) mencapai
53,5% dengan keberadaan faktor risiko terjadinya Hipertensi dan Diabetes
yang lebih tinggi pada kelompok yang memiliki faktor risiko obesitas
sentral atau aktivitas fisik yang kurang.*®

Faktor peradangan telah diidentifikasi sebagai salah satu komponen
kunci dalam patofisiologi sindrom metabolik.* Inflamasi kronis yang terjadi
baik ditingkat sistemik dan lokal yang terutama pada jaringan adiposa,
menyebabkan peningkatan pelepasan sitokin pro-inflamasi dan mediator
peradangan lainnya, seperti 1L-6 dan CD68." Tingkat peradangan yang

berkelanjutan ini dapat menyebabkan peningkatan beban kardiometabolik,



gangguan metabolisme, resistensi insulin serta berkontribusi pada
perkembangan komplikasi dari berbagai kondisi tersebut.’*!’ Berbagai
proses patogenesis yang berkontribusi terhadap perkembangan MetS
berpuncak pada keadaan pro-inflamasi yang menjelaskan peningkatan
berbagai penanda inflamasi seperti IL-6, protein C-reaktif (CRP), dan TNFa
yang terlihat pada individu dengan MetS."®'° Seperti yang disebutkan
sebelumnya, resistensi insulin dan stes oksidan sistemik yang disebabkan
oleh obesitas mengaktifkan kaskade inflamasi, yang menyebabkan fibrosis
jaringan, aterogenesis, dan = kemudian penyakit kardiovaskular.??
Interleukin-6 merupakan salah satu sitokin yang dilepaskan oleh makrofag
dan adiposit, dan kadarnya terbukti meningkat seiring dengan resistensi
insulin dan obesitas.?***** Faktanya, IL-6 diketahui mengatur metabolisme
lemak dan glukosa, dan memediasi resistensi insulin melalui berbagai
mekanisme kompleks.??® Sitokin ini bekerja pada berbagai jaringan, yang
menyebabkan efek metabolic pada obesitas.®?" Disaat yang bersamaan,
terjadi pula peningkatan ekspresi CD68 sebagai respon peradangan yang
terus berlangsung.”® Beberapa penelitian telah menunjukkan peningkatan
signifikan ekspresi CD68 dalam makrofag sebagai respons terhadap
rangsangan inflamasi seperti paparan oxLDL.%*

Pengobatan konvensional yang tersedia untuk Sindrom Metabolik,
seperti Fenofibrat memiliki efektivitas dalam menurunkan kadar TG, LDL,

dan HDL meskipun belum sepenuhnya berhasil menekan produksi sitokin

pro-inflamasi secara efektif.** Penelitian terdahulu menemukan bahwa



1.2.

pemberian Fenofibrat mampu memperbaiki kerusakan endotel pada tikus.
Model Sindoma Metabolik.** Namun, Fenofibrate dapat menyebabkan
sejumlah efek samping negatif, termasuk gangguan pencernaan, nyeri otot,
dan peningkatan risiko batu empedu serta pada penggunaan jangka Panjang
dapat mempengaruhi fungsi hati dan ginjal pada individu yang rentan.*
Dalam beberapa tahun terakhir, terapi dengan menggunakan sekretom
sel punca mesenchymal (SH-MSCs) telah menjadi fokus penelitian yang
menarik dalam pengelolaan sindrom metabolik.***® Selain mengandung
molekul regeneratif seperti TGF beta, PDGF, dan VEGF. SH-MSCs juga
mengandung molekul yang memiliki efek imunomodulasi dan anti-inflamasi
potensial untuk mengatasi peradangan dan gangguan metabolisme yang
mendasari  sindrom metabolik.***® Namun, peran SH-MSCs dalam
pengelolaan sindrom metabolic masih menjadi area penelitian yang realtif
baru dan belum sepenuhnya dipahami. Oleh karena itu, penelitian lebih
lanjut diperlukan untuk menyelidiki potensi terapi SH-MSCs dalam
mengatasi sindrom metabolik dan perannya dalam mengatur parameter

peradangan seperti 1L-6 dan CD68.

Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian pada latar belakang, dapat dirumuskan masalah
pada penelitian ini sebagai berikut:

Adakah pengaruh pemberian SH-MSCs terhadap ekspresi gen
Interleukin 6 (IL-6) dan CD68 pada Tikus Jantan Galur Wistar Model

Sindrom Metabolik?



1.3. Tujuan Penelitian

1.3.1.

1.3.2.

Tujuan Umum

Menganalisis pengaruh pemberian Secretome dari Hypoxia-
Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs) terhadap ekspresi gen
Interleukin 6 (IL-6) dan CD68 pada jaringan adiposa visceral Tikus
Jantan Galur Wistar Model Sindrom Metabolik.
Tujuan Khusus

Menganalisis pengaruh pemberian SH-MSCs dengan variasi
dosis 150 pL dan 300 pL terhadap ekspresi gen Interleukin-6 (IL-6)
dan CD68 pada jaringan adiposa visceral tikus jantan galur Wistar
model Sindrom Metabolik, serta membandingkannya dengan

kelompok kontrol negatif dan kontrol positif.

1.4. Manfaat penelitian

1.4.1.

1.4.2.

Manfaat Praktis

Diharapkan SH-MSCs dapat memberikan manfaat dalam
pencegahan dan pengobatan yang berperan sebagai anti inflamasi
dan anti oksidan dengan cara mengontrol inflamasi dan mencegah
atau mengurangi stres oksidatif pada Tikus Galur Wistar Jantan
Model Sindrom Metabolik.
Manfaat lImiah

Menambah ilmu pengetahuan baru tentang potensi anti

inflamasi dari SH-MSCs dalam menurunkan ekspresi gen Interleukin



6 (IL-6) dan CD68 pada Tikus Jantan Galur Wistar Model Sindrom

Metabolik.
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1.5. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

Pranowo, Danis
Pertiwi, Agung
Putra ’

Secretome in vivo
Hypoxic
Mesenchymal
Stem Cells on
Prolnflammatory
and Anti-
Inflammatory
Markers
Expression (in
Vivo
Experimental
Study on the
Macrophage Cell
Polarization of
Wistar Male Mice
Type 1 DM
Model)

No Peneliti Judul Metode Hasil
1 Silvia Moreno- High Fat/High Eksperimental  Hasil penelitian
Fernandez, Marta  Glucose Diet in vivo menunjukkan glukosa
Garcés-Rimon, Induces lebih efektif daripada
Gema Vera, Julien  metabolic fruktosa dalam
Astier, Jean Syndrome in an memicu sindrom
Francois Landrier,  Experimental metabolik pada tikus
Marta Miguel ** Rat Model dengan diet tinggi
lemak-tinggi glukosa
2 Mamikutty N, The Eksperimental Tikus Wistar jantan
Thent ZC, Sapri establishment of in vivo yang diberi makan
SR, Sahruddin metabolic FDW 20% selama 8
NN, Mohd Yusof  syndrome model minggu  mengalami
MR, Haji Suhaimi- by induction of parameter  obesitas
F.%2 fructose yang jauh lebih tinggi
drinking water dibandingkan dengan
in male Wistar yang - diberi makan
rats FDW 25%. Terjadi
hipertrofi adiposit,
hipertensi sistolik,
hipertrigliseridemia,
dan hiperglikemia
pada kedua kImpk.
3 A’an Haries The Effect of Eksperimental Pemberian SH-MSC

0,5 cc dan 1 cc pada
polarisasi sel
makrofag dapat
menurunkan ekspresi
protein CD68 dan
meningkatkan
ekspresi CD163 pada
tikus model DMTL.



Wilkinson, Timoth
y B.

Plante, Charles D.
Nicoli, Suzanne E.
Judd, Debora
Kamin Mukaz, D.
Leann Long, Nels
C. Olson, Mary
Cushman *

Aneta Pierzynova,
Jaromir Sramek,
Anna Cinkajzlova,
Helena
Kratochvilova,
Jaroslav Lindner,
Martin Haluzik,

Toméas Kudera. *°

Renata Belfort,
Rachele Berria,
John Cornell,

Kenneth Cusi %

Syndrome in a
Biracial Cohort:
The Reasons for
Geographic and
Racial
Differences in
Stroke Cohort.

The number and
phenotype of
myocardial and
adipose tissue
CD68+ cells is
associated with
cardiovascular
and metabolic
disease in heart
surgery patients,
Nutrition,
Metabolism and
Cardiovascular
Diseases

Eksperimental
in vivo

Fenofibrate
Reduces
Systemic
Inflammation
Markers
Independent of
Its Effects on
Lipid and
Glucose
Metabolism in
Patients with the
Metabolic
Syndrome

Eksperimental
in vivo

No Peneliti Judul Metode Hasil

4 Brittney J. Interleukin-6, Biracial IL-6 lebih tinggi pada
Palermo, Katherine Diabetes, and Cohort peserta berkulit hitam
S Metabolic daripada pada peserta

kulit ~ putih  dan
mereka yang
memiliki  adipositas
sentral. Hasil
penelitian mendukung
konsep intervensi
untuk  menurunkan
peradangan dalam

pencegahan diabetes

Sel CD68+ ditemukan
dalam inflamasi
tingkat rendah pada
jaringan adiposa yang
terlibat dalam
patogenesis gangguan

terkait obesitas
termasuk diabetus
melitus tipe 2 dan
penyakit

kardiovaskuler.

Proporsi sel CD68+
lebih tinggi pada EAT
daripada SAT, dan
pada SAT, CDG68+

lebih sering
ditemukan pada
pasien CAD.
Fenofibrate secara
signifikan
menurunkan
trigliserida  plasma,
apolipoprotein  (apo)

Cll, apo CllII, dan apo

E, secara  nyata
menurunkan  protein
C-reaktif dan IL-6,
namun tidak
memperbaiki sekresi
insulin, jaringan
adiposa,  sensitivitas



No Peneliti Judul Metode Hasil
insulin hati/otot serta
tidak merubah kadar
adiponektin dan TNF-

QL.

7 Sari MI, Jusuf NK, The Role of Eksperimental Ditemukan penurunan
Munir D, Putra A,  Mesenchymal in vivo signifikan kadar TNF-
Bisri T, llyas S, Stem Cell o serum pada
Farhat F, Muhar Secretome in the kelompok tikus septik
AM, Rusda M, Inflammatory setelah pemberian
Amin MM ¥ Mediators and the sekretom MSC pada
Survival Rate of dosis 150 pL dan
Rat Model of 300uL dibandingkan
Sepsis dengan kelompok

kontrol.

Berdasarkan dari penelitian yang telah dilakukan sebelumnya
menunjukkan-bahwa glukosa lebih efektif daripada fruktosa dalam memicu
sindrom metabolik pada hewan model tikus diet tinggi lemak tinggi
glukosa.** Pemberian minum Fructose Drinking Water (FDW) 20% dalam
rentang waktu 8 minggu ternyata mampu menyebabkan hewan model
mengalami parameter obesitas yang jauh lebih tinggi dibandingkan dengan
yang diberi minuman FDW 25%, selain itu terjadi pula hipertrofi adiposit,
hipertensi sistolik, hipertrigliseridemia, dan hiperglikemia pada kedua
kelompok hewan model penelitian.** Didalam penelitian ini akan dilakukan
induksi pakan tinggi lemak dan tinggi glukosa pada tikus model selama 4
minggu.

Peradangan yang terjadi pada sindroma metabolik melepaskan
berbagai mediator radang yang dapat digunakan dalam mengukur berbagai

kerusakan pada tingkat molekuler, ** seperti adanya ekspresi gen Interleukin
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6 (IL-6) dan CD68 yang banyak ditemukan dalam inflamasi pada jaringan
adiposa yang mengalami proses patogenesis terkait obesitas dengan diabetus
melitus tipe 2 dan penyakit kardiovaskuler. * Pada penelitian sebelumnya
ditemukan bahwa CD68 ditemukan dalam inflamasi ringan pada jaringan
adiposa dan proporsinya menjadi lebih tinggi pada Epicardial Adipose
Tissue (EAT) daripada Subcutaneous Adipose Tissue (SAT), dan pada SAT,
CD68 lebih sering ditemukan pada pasien Coronary Arterial Disease
(CAD).”

Salah satu pengobatan standar yang digunakan dalam tata laksana
pada sindroma metabolik yaitu Fenofibrate. Dalam penelitian sebelumnya,
Fenofibrate disebutkan secara signifikan menurunkan trigliserida plasma,
apolipoprotein (apo) Cll, apo CIlI, dan apo E (semuanya P < 0,01), dengan
peningkatan pada kolesterol lipoprotein densitas tinggi. Dalam penelitian
tersebut juga disebutkan Fenofibrate secara nyata menurunkan protein C-
reaktif sensitivitas tinggi plasma dan IL-6. Namun, pengobatan dengan
Fenofibrate tidak memberikan perbaikan pada sekresi insulin maupun
jaringan adiposa, sensitivitas insulin hati atau otot ataupun oksidasi
glukosa/lipid. Begitupun dengan kadar adiponektin dan TNF-a yang tidak
berubah setelah pemberian Fenofibrate.***” Sehingga dibutuhkan terobosan
tingkat molekuler dalam mengatasi peradangan yang disebabkan dari
berbagai proses patogenesis akibat dari metabolik sindrome.

Pada penelitian yang berfokus pada pemberian SH-MSCs, kelompok

perlakuan dengan pemberian sebanyak 0,5 cc dan 1 cc dapat menurunkan
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ekspresi protein CD68 dan meningkatkan ekspresi CD163 pada polarisasi
sel makrofag pada tikus model DMT1’ dan ditemukan penurunan signifikan
kadar TNF-a serum pada kelompok tikus septik setelah pemberian sekretom
MSC pada dosis 150 pL dan 300uL dibandingkan dengan kelompok
kontrol. Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian yang akan dilakukan
ini, karena menggunakan SH-MSCs pada tikus model sindrom metabolik
yang dikaji dari parameter ekspresi IL-6 dan CD-68 dan akan dibandingkan

dengan kelompok kontrol sehat dan kontrol negatif sekaligus positif .
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Sindroma Metabolik (MetS)

Sindrom metabolik (MetS) merupakan sekumpulan gejala disregulasi
metabolik yang ditandai dengan terjadinya resistensi insulin, dislipidemia
aterogenik, obesitas sentral, dan hipertensi."*® Proses patogenesis yang
mendasari terjadinya MetS adalah resistensi insulin dan peradangan tingkat
rendah yang berlangsung terus menerus.* Jika tidak ditatalaksana dengan
baik, Sindrom metabolik (MetS) secara signifikan terkait dengan terjadinya
diabetus melitus tipe 2 hingga 5 kali lipat, penyakit kardiovaskular hingga 2
kali lipat, dan 1,5 kali lipat pada semua penyebab kematian.>*>> Sindroma
ini juga dikaitkan dengan komorbiditas lain termasuk keadaan-keadaan
seperti pro-trombotik dan pro-inflamasi, steatohepatitis non-alkoholik dan
gangguan reproduksi.’” Bahkan lebih jauh lagi sekarang ini semakin banyak
literatur yang menghubungkan MetS dengan jenis kanker tertentu.*®

Peningkatan prevalensi MetS yang terjadi secara global akibat dari
gaya hidup yang tidak sehat dengan kecenderungan malas bergerak
(sedenteary lifestyle), dan perubahan pola makan yang didorong oleh
urbanisasi membuat urgensi yang sangat besar untuk mengatasi sindrom
ini.*® Sekitar 20% hingga 30% dari populasi dewasa mengalami sindrom
metabolik yang bervariasi di berbagai negara.”® Di kawasan Asia-Pasifik
bahkan menghadapi pandemi baru dimana hampir 1/5 atau lebih dari

populasi orang dewasanya mengalami MetS dengan prevalensi kejadian

12
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yang meningkat secara eksponensial.®® Demikian pula yang terjadi di
Amerika Serikat, menurut survei yang dilakukan oleh National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES) pada kurun waktu 2011 hingga
2018, didapatkan hasil peningkatan prevalensi yang signifikan dengan
angka 37,6% pada tahun 2011-2012 meningkat menjadi 41,8% pada tahun
2017-2018.>*

Faktor risiko sindrom metabolik meliputi peningkatan lingkar
pinggang atau lemak perut, hipertrigliseridemia, hipertensi, peningkatan
kadar gula dalam darah, dan kadar lipoprotein densitas tinggi (HDL)
plasma yang rendah.> Jika seorang pasien memiliki tiga dari lima faktor
risiko  tersebut  maka  diagnosis sindrom - metabolik = sudah dapat

48,49.

ditegakkan. Meskipun banyak faktor yang berkontribusi pada
patofisiologi sindrom metabolik, beberapa penelitian menunjukkan bahwa
stres oksidatif, bersamaan dengan kondisi inflamasi kronis, merupakan inti
dari perkembangan Sindroma Metabolik.*®>* Ketidakseimbangan antara
oksidan dan antioksidan, yang sering kali condong kearah oksidan, adalah
penyebab stress oksidatif, yang pada gilirannya menyebabkan gangguan
pada sinyal redoks dan regulasi serta kerusakan pada tingkat selular dan
molekuler.>® Sindrom metabolik ditandai dengan masalah terkait obesitas,
yang menunjukkan hubungan antara obesitas dan sindrom metabolik.>
Inflamasi  dan stress oksidatif memainkan peran penting dalam

perkembangan komorbiditas metabolik seperti hiperlipidemia, tekanan

darah tinggi, dan peningkatan intoleransi glukosa, yang semuanya
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menyebabkan disfungsi metabolik.**®" Beberapa penelitian telah
menunjukkan bahwa risiko sindrom metabolik dapat dikurangi secara
signifikan dengan mengurangi berat badan dan memfokuskan intervensi
pada perubahan pola makan seperti pembatasan waktu makan, diet khusus
seperti diet Mediterania, termasuk meningkatkan latihan fisik, perubahan
pola tidur, atau bahkan mengurangi stress.*

2.1.1. Komponen Sindroma Metabolik (MetS)

Komponen sindrom metabolik saling terkait dan kompleks
yang melibatkan obesitas dan. resistensi insulin sebagai faktor
utama.*® Obesitas adalah faktor risiko utama dalam perkembangan
Diabetus Mellitus tipe 2 (T2DM), dan diperkirakan sekitar 90 persen
orang yang menderita T2DM mengalami kelebihan berat badan atau
obesitas.>"®® Obesitas juga dikaitkan dengan peningkatan risiko
Penyakit kardiovaskular .yang mencakup kondisi seperti tekanan
darah tingoi, aterosklerosis, infark miokard akut, dan gagal
jantung.>® Obesitas sentral didefinisikan sebagai memiliki lingkar
perut yang lebih besar dari 102 cm untuk pria dan lebih besar dari 88
cm untuk wanita.®° Obesitas dikaitkan dengan peradangan tingkat
rendah yang dapat menyebabkan resistensi insulin, defisiensi insulin,
dan gangguan metabolik.*® Insulin adalah hormone peptida yang
dilepaskan oleh sel beta pankreas sebagai respons terhadap
peningkatan glukosa dalam darah darah yang menyebabkan

penghambatan lipolysis dan glukoneogenesis hati, serta menghalangi
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penyerapan glukosa di hati, otot, dan jaringan adiposa.”* Resistensi
insulin  merupakan respons fisiologis yang berubah terhadap
stimulasi insulin pada jaringan target, seperti hati, otot, dan jaringan
adiposa.®? Resistensi tersebut menghambat metabolisme glukosa,
sehingga menyebabkan hipertrofi sel beta, peningkatan produksi
insulin sel beta, dan pada akhirnya menyebabkan kondisi

hiperinsulinemia®-®3

Resistensi  insulin  dapat menyebabkan
sekumpulan kondisi diantaranya adalah hiperglikemia, hipertensi,
dislipidemia, obesitas viseral, hiperurisemia, peningkatan penanda
inflamasi, disfungsi endotel, dan trombosis, yang secara kompleks
disregulasi tersebut mengarahkan pada sindrom metabolik.*®°"

Metabolisme lipid sangat penting untuk etiologi resistensi
insulin ~ dan - perkembangan sindrom metabolik selanjutnya.®*
Perubahan lipid juga berkontribusi pada Kriteria diagnostik untuk
sindrom metabolik, dan dua lipid utama meliputi trigliseridemia
puasa >150 mg/dL dan konsentrasi kolesterol HDL <40 mg/dL.
Gangguan lipid ini ditandai dengan peningkatan sintesis lipoprotein
densitas sangat rendah (VLDL), penurunan Kkapasitas lipolitik
plasma, dan peningkatan aktivitas protein transfer ester kolesterol.®
Mekanisme dan Peran ROS (Reactive Oxygen Species) dalam
Perkembangan Sindroma Metabolik

Pembentukan Reactive Oxygen Species (ROS) diatur secara

ketat melalui mekanisme sensing dan redox signaling, yang
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dipengaruhi oleh sumber ROS, jenis sel, serta lingkungan jaringan.
Proses ini dapat terjadi dalam kondisi fisiologis normal maupun
sebagai respons maladaptif akibat gangguan metabolik serta sinyal
inflamasi.®®®” Sumber utama ROS dalam sel berasal dari dua sistem
utama, yaitu Enzim Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate
(NADPH) Oxidase (NOX) serta mitokondria. %

Kelompok enzim NOX terdiri dari beberapa isoform, termasuk
NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1, dan DUOX2, yang
berlokasi di membran sel.®® Dari kelompok ini, NOX2 dan NOX3
memainkan peran  krusial dalam berbagai kondisi patologis.
Sementara itu, dalam mitokondria, ROS terbentuk selama proses
fosforilasi oksidatif, yang terjadi- akibat oksidasi Nikotinamida
Adenina Dinukleotida (NADH) menjadi NAD*.”*"*

Anion superoksida yang dihasilkan oleh mitokondria dan
NOX2 secara cepat dikonversi oleh Superoksida Dismutase menjadi
Hidrogen Peroksida (H;0,).”” Molekul ini berperan sebagai sinyal
penting dalam sel dan merupakan agen oksidasi kuat, sehingga
keseimbangannya harus dijaga agar produksinya tidak berlebihan
atau terlalu rendah.”*"

Untuk mengendalikan kadar H,O,, sel mengekspresikan
berbagai protein antioksidan, seperti Peroxiredoxin, Catalase,

Glutathione (GSH), dan Thioredoxin, yang berfungsi mengubah
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H,0, menjadi air guna mengurangi dampak stres oksidatif.”?
NADPH \ Cell uptake of
Injurious oxidase \ microbes,
agents M @ nanoparticles,
xenobiotics
e@ S0D2
Metabollce ~ Oxi’:iati\llel
s pa-sartierey
ER stress and
et L

Gambar 2.1. Sumber Spesies Oksigen Reaktif.

Pengendalian - Reactive - Oxygen Species (ROS) melalui
mekanisme redox regulating, sensing, dan signaling yang ketat
sangat penting dalam menjaga keseimbangan fisiologis. Regulasi ini
berkontribusi pada aktivasi berbagai faktor transkripsi, salah satunya
Hypoxia-Inducible Factor (HIF), yang memiliki peran utama dalam
angiogenesis.” Selain itu, ROS juga dapat mengaktifkan jalur
Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B Cells
(NF-xB), yang dalam kondisi normal berfungsi untuk mencegah
apoptosis dengan mempertahankan kelangsungan hidup sel. Hal ini
terjadi melalui stimulasi jalur Mitogen-Activated Protein Kinase

(MAPK), yang memiliki peran utama dalam proliferasi seluler.”
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Kelebihan produksi Reactive Oxygen Species (ROS) dapat
terjadi sebagai dampak dari berbagai kondisi patologis seperti
obesitas, gangguan sensitivitas insulin, kadar glukosa darah tinggi,
peradangan kronis, serta kelainan metabolisme lipid. """ Stres
oksidatif yang muncul akibat kondisi ini berdampak buruk bagi sel
karena menyebabkan kerusakan struktur DNA dan memicu
peroksidasi lipid akibat paparan berlebih terhadap ROS. " Lipid
yang menyusun membran plasma, mitokondria, serta retikulum
endoplasma menjadi sasaran utama serangan ROS, sehingga
mengalami  proses  peroksidasi  yang melibatkan  banyak
makromolekul dalam sel. ”° Hasil akhir dari proses peroksidasi lipid
ini dapat menghasilkan senyawa toksik yang merugikan sel serta
memerlukan glutathione untuk dikeluarkan dari tubuh, namun
mekanisme pengeluarannya cukup kompleks dan belum sepenuhnya
dipahami. ® Sejumlah penelitian telah mengungkapkan bahwa
individu dengan sindrom metabolik mengalami penurunan aktivitas
enzim antioksidan dalam plasma, disertai dengan peningkatan
biomarker yang menunjukkan kerusakan akibat stres oksidatif.
Akibatnya, kondisi ini semakin memperburuk kerentanan sel
terhadap stres oksidatif, yang dapat mempercepat progresivitas
gangguan metabolik dan komplikasi yang menyertainya.’®®
Melalui proses yang serupa dengan peroksidasi lipid, protein

dan asam nukleat juga dapat mengalami peroksidasi serta modifikasi
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melalui nitrosilasi.’2  Kendati demikian, produk akhir dari
peroksidasi kedua molekul ini umumnya tidak langsung bersifat
toksik terhadap sel.”2 Namun, jika terjadi penumpukan protein yang
tidak aktif, hal ini dapat membebani kapasitas sel dalam
memetabolisme komponen tersebut, yang pada akhirnya dapat
menyebabkan kerusakan DNA. Akumulasi protein yang berlebih
juga dapat memicu mekanisme apoptosis, berkontribusi terhadap
kematian sel.”® Selain itu, protein yang mengalami modifikasi
struktural akan mengalami penurunan  fungsi, sehingga dapat
menyebabkan disfungsi seluler yang signifikan dan hilangnya
aktivitas biologis normal dalam jaringan yang terdampak.>®®""
Produksi Reactive Oxygen Species (ROS) yang berlebihan
menciptakan kondisi stres oksidatif yang dapat mengganggu kontrol
redoks dan sinyal seluler, sehingga berdampak negatif pada regulasi
ekspresi gen. Ketidakseimbangan ini dapat merangsang faktor
pertumbuhan yang memicu respons stres seluler dan mengaktifkan

mekanisme  apoptosis.®®®’

Disrupsi  redox signaling juga
berkontribusi terhadap aktivasi jalur pro-inflamasi serta pro-fibrotik,
yang pada akhirnya mempengaruhi sinyal metabolisme insulin dan
mengganggu fungsi endotel. Selain itu, kondisi ini dapat
mempercepat terjadinya peradangan serta fibrosis pada organ vital

seperti ginjal dan sistem kardiovaskular, yang kemudian dapat

memicu kerusakan organ target.°®® Ilustrasi pada gambar 2 berikut
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dapat memberikan gambaran ringkas mengenai peran serta

mekanisme ROS dalam patogenesis sindrom metabolic.

S
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Gambar 2.2. Mekanisme Sindrom Metabolik.

Dalam berbagai kondisi patologis seperti obesitas, inflamasi
kronis, dan hiperglikemia, produksi Reactive Oxygen Species (ROS)
dapat meningkat secara berlebihan. Pembentukan ROS ini dipicu
oleh aktivasi berbagai enzim yang terdapat dalam sitosol, membran
sel, serta mitokondria.”®  Peningkatan kadar ROS yang tidak
diimbangi oleh mekanisme pertahanan antioksidan akan mengarah

pada stres oksidatif.%

Akumulasi stres oksidatif berpotensi merusak
sel secara intraseluler, mengganggu keseimbangan redoks, serta
mengakibatkan penumpukan produk oksidasi yang tidak dapat

dikembalikan (ireversibel).”" Kondisi ini memicu disfungsi endotel,

yang pada akhirnya berkontribusi terhadap munculnya resistensi
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insulin, hipertensi, dislipidemia, dan berlanjut hingga berkembang
menjadi sindrom metabolik.”
Mekanisme Peradangan dan Produksi Radikal Bebas Melalui
Obesitas pada Sindroma Metabolik

Obesitas merupakan gangguan metabolik yang ditandai dengan
akumulasi lemak tubuh yang berlebihan atau distribusi lemak yang
tidak optimal, yang dapat memicu berbagai dampak negatif bagi
kesehatan.”®®%2 Kondisi ini dapat berperan baik sebagai penyebab
maupun akibat dari stress oksidatif.23 Asupan tinggi lemak,
karbohidrat, serta asam lemak jenuh, terutama asam lemak trans,
mampu mengaktifkan jalur intraseluler tertentu yang pada akhirnya
meningkatkan produksi Reactive Oxygen Species (ROS). Mekanisme
ini terjadi melalui berbagai proses, termasuk pembentukan
superoksida dalam fosforilasi oksidatif, autoksidasi gliseraldehida,
aktivasi protein kinase - C, serta stimulasi jalur poliol dan
heksosamin.”® Berbagai penelitian berbasis kultur sel dan hewan
telah menunjukkan bahwa stres oksidatif memainkan peran kausal
dalam perkembangan obesitas. Proses ini berkontribusi terhadap
peningkatan proliferasi pra-adiposit, diferensiasi sel lemak, serta
ekspansi jaringan adiposa putih, yang pada akhirnya turut
memengaruhi pola asupan makanan individu. ®

Obesitas dapat memicu terjadinya stres oksidatif sistemik

akibat meningkatnya aktivitas enzim NOX serta stres retikulum
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endoplasma pada adiposit. Selain itu, gangguan metabolisme pasca
makan yang tidak normal juga berkontribusi terhadap peningkatan
produksi ROS, hiperleptinemia, peradangan kronis, serta disfungsi
jaringan yang diperparah oleh rendahnya kadar antioksidan.®*
Terdapat hubungan erat antara stres oksidatif dan inflamasi dalam
patofisiologi obesitas. Pada individu dengan obesitas, aktivasi faktor
transkripsi pro-inflamasi, seperti NF-xB dan aktivator protein-1 (AP-
1), yang peka terhadap perubahan redoks, menginduksi pelepasan
sitokin inflamasi, seperti Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a),
interleukin-/4 (IL-1B), dan iInterleukin-6 (lIL-6). Peningkatan
produksi sitokin ini memicu produksi ROS lebih lanjut, menciptakan
siklus peradangan yang berkelanjutan. ° Stres oksidatif dan
inflamasi menjadi elemen kunci dalam perkembangan berbagai
komplikasi obesitas, termasuk aterosklerosis, resistensi insulin,
diabetes tipe 2, serta kanker.*®

Dalam berbagai mekanisme yang berkontribusi terhadap stres
oksidatif pada obesitas, perubahan metabolisme lipid dan glukosa—
seperti hiperglikemia, peradangan kronis, disfungsi jaringan, serta
hiperleptinemia—berperan penting.®® Selain itu, produksi ROS yang
tidak terkendali setelah konsumsi makanan dapat semakin
meningkatkan stres oksidatif pada individu dengan obesitas. "*%
Proses glikolisis dan siklus asam trikarboksilat (TCA) berperan

dalam menghasilkan NADH (nikotinamida adenin dinukleotida)
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sebagai donor elektron, serta FADH, (flavin adenin dinukleotida)
yang mengalami reduksi dalam rantai transpor elektron
mitokondria.®®* Ketidakseimbangan asupan energi, terutama akibat
kelebihan konsumsi glukosa, mempercepat metabolisme melalui
jalur glikolisis dan TCA, sehingga meningkatkan akumulasi NADH
dan FADH,.®*® Peningkatan gradien proton dalam mitokondria
dapat menyebabkan kebocoran elektron, yang pada akhirnya
memicu pembentukan senyawa reaktif seperti anion superoksida—
baik melalui aktivasi NADPH oksidase maupun dari proses transpor
elektron yang terganggu.®* Enzim superoksida dismutase kemudian
mengonversi superoksida menjadi hidrogen peroksida, yang dapat
menimbulkan- efek toksik lebih lanjut.®” Selain itu, radikal bebas
yang berlebihan dapat menghambat kerja enzim gliseraldehida-3-
fosfat dehidrogenase (GAPDH), yang pada akhirnya menyebabkan
perubahan jalur metabolisme utama. Gangguan ini dapat memicu
peningkatan  produksi  radikal bebas tambahan, sekaligus
menurunkan Kkapasitas antioksidan seluler, sehingga semakin
memperburuk kondisi stres oksidatif.®*

Empat jalur alternatif tersebut meliputi : (1) Aktivasi jalur
poliol, yang melibatkan reduksi glukosa menjadi sorbitol melalui
aldolase  reduktase, yang menggunakan NADPH, vyang
mengakibatkan penipisan NADPH sitosol dan selanjutnya

meningkatkan produksi ROS.®# (2) Fruktosa-6-fosfat diubah
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menjadi glukosamin-6-fosfat, yang menghambat aksi tioredoksin dan
menyebabkan stres oksidatif.?> (3) Triosa fosfat menghasilkan
metilglioksal, prekursor utama produk akhir glikasi lanjutan
(AGEs).22 AGEs mengaktifkan jalur NOX, yang meningkatkan
produksi ROS/spesies nitrogen reaktif (RNS), sedangkan NF-xB
mengubah ekspresi gen dan menyebabkan transkripsi sitokin pro-
inflamasi (termasuk TNF-a dan IL-6), molekul adhesi, microRNA
(miR), dan inducible nitric oxide synthase (iNOS), yang terlibat
dalam - adipogenesis, inflamasi, dan stress oksidatif. % (4)
Dihidrokstaseton fosfat  diubah - menjadi diasilgliserol, yang
mengaktifkan jalur protein kinase C (PKC), yang memainkan peran
penting dalam perkembangan komplikasi= kardiovaskular melalui

aktivasi kaskade MAPK.® (Gambar 4)
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Gambar 2.3. Mekanisme Stres Oksidatif Terkait Dengan
Adiposit.
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Obesitas memiliki ciri intake berlebih dan hipertrofi adiposit,
serta pelepasan dan akumulasi mediator pro-inflamasi seperti asam
lemak bebas (FFA), hiperglikemia, produk akhir glikasi lanjut,
sitokin, dan sitokin pro-inflamasi yang terkait dengan protein kinase
C (PKC) dan jalur poliol.®** Dengan mengaktifkan NADPH oksidase
(NOX), sintase oksida nitrat, NOS endotel tak berpasangan (eNOS),
dan mieloperoksidase, kamponen-komponen ini dapat memicu stres
oksidatif jaringan. Peradangan kronis juga dapat berkontribusi pada
modifikasi keseimbangan ' redoks  jaringan adiposa dengan
mengaktifkan transduksi sinyal stres, yang berkontribusi pada
peningkatan autofagi dan apoptosis, produksi adipokine yang tidak
terkendali, dan peradangan jaringan adiposa.” Perubahan fungsional
yang dihasilkan dapat lebih lanjut merusak fungsi jaringan adiposa
dengan memengaruhi jalur-intraseluler yang menghasilkan sitokin
pro-inflamasi, yang mengakibatkan peningkatan daya tarik, infiltrasi,
dan aktivasi sel imun, serta peningkatan peradangan jaringan
adiposa, sehingga menciptakan fingkaran setan antara stres oksidatif
dan peradangan jaringan adiposa, serta penurunan aktivitas sistem
antioksidan, yang pada akhirnya menyebabkan disfungsi

metabolik. 88!

2.2. Interleukin-6 (IL-6)
Interleukin 6 (IL-6) merupakan sitokin yang dihasilkan oleh berbagai

jenis sel, termasuk makrofag, sel T, dan sel B. Sitokin ini memiliki fungsi
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proinflamasi dan dikenal dengan beberapa nama lain, seperti interferon-f32
(IFN-B2), faktor stimulasi sel B-2, serta faktor pertumbuhan hibridoma atau
plasmasitoma.® IL-6 memiliki peran multifungsi yang krusial dalam
berbagai respons imun dan inflamasi fisiologis. Salah satu fungsinya adalah
mengoordinasikan sistem imun, merangsang produksi antibodi, serta
mengatur proliferasi dan diferensiasi sel.** Mekanisme kerja IL-6
melibatkan interaksi dengan reseptor spesifiknya, IL-6R, yang terdapat pada
permukaan sel target. Aktivasi reseptor ini kemudian memicu kaskade
sinyal intraseluler melalui jalur STAT (signal transducer and activator of
transcription) dan MAPK (mitogen-activated protein kinase), yang berperan
dalam regulasi ekspresi gen yang terkait dengan inflamasi.*°

Karena peranannya Yyang sangat penting dalam memulai,
mempertahankan, serta menyelesaikan proses inflamasi, regulasi IL-6
menjadi fokus utama dalam penelitian berbagai penyakit, termasuk
gangguan  autoimun, inflamasi kronis, serta berbagai jenis keganasan.*!
Dengan pemahaman yang lebih dalam mengenai mekanisme IL-6 dalam
berbagai kondisi patologis, penelitian di bidang ini dapat mengarah pada
pengembangan strategi terapeutik yang lebih efektif, baik untuk
menghambat maupun memanfaatkan efek biologis IL-6 sesuai dengan
kebutuhan klinis.

Makrofag, sel T, dan sel B adalah elemen utama dalam sistem imun
yang berperan dalam produksi interleukin-6 (IL-6) sebagai respons terhadap

berbagai kondisi biologis.**** Makrofag, yang berfungsi sebagai sel
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fagositik utama dalam sistem kekebalan tubuh, menghasilkan IL-6 sebagai
bagian dari mekanisme pertahanan terhadap infeksi dan benda asing.*®
Selain itu, sel T, khususnya subkelompok T-helper, turut berkontribusi
dalam sekresi IL-6 guna memperkuat respons imun adaptif terhadap
patogen.* Sel B, yang bertanggung jawab atas produksi antibodi, juga
merupakan sumber utama IL-6 dalam regulasi kekebalan tubuh. Fibroblas
dan sel endotel pembuluh darah juga dapat menghasilkan IL-6 sebagai
respons terhadap situasi tertentu seperti cedera atau peradangan.® Sel-sel ini
melepaskan IL-6 sebagai respons terhadap berbagai stimulus, termasuk
infeksi, peradangan, atau stres. IL-6 yang dihasilkan oleh sel-sel ini
memiliki peran penting dalam mengatur respon imun, proses peradangan,
dan keseimbangan sistem kekebalan tubuh. Tidak hanya terbatas pada sel-
sel imun, fibroblas dan sel endotel yang melapisi pembuluh darah juga
mampu memproduksi IL-6, terutama ketika tubuh mengalami cedera atau
peradangan.**® Pelepasan IL-6 oleh berbagai jenis sel ini dapat dipicu oleh
beragam faktor, termasuk infeksi, stres, dan inflamasi, sehingga
menjadikannya sebagai mediator kunci dalam pengaturan keseimbangan
sistem imun. *

Interleukin-6 memiliki peran penting dalam penyakit metabolik
seperti obesitas, diabetes tipe 2, dan sindrom metabolic yang diproduksi
oleh jaringan lemak, terutama adiposit, dan sel-sel imun dalam respon
terhadap peradangan dan stress metabolik.*” Dalam kondisi normal, IL-6

berfungsi dalam proses antiinflamasi dan pengaturan metabolisme.*®
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Dengan fungsinya yang luas, IL-6 tidak hanya berkontribusi dalam
mekanisme pertahanan terhadap ancaman luar tetapi juga berperan dalam
regulasi berbagai proses biologis yang mempengaruhi kesehatan manusia.
45,47

Interleukin-6 berperan dalam regulasi keseimbangan energi tubuh dan
pengaturan metabolisme glukosa serta lemak.*®*° Dalam situasi patologis,
peningkatan kadar IL-6 dapat menyebabkan resistensi insulin, mengganggu
regulasi glukosa darah, dan meningkatkan proses inflamasi kronis, yang
sering terkait dengan penyakit metabolik. Lebih lanjut, IL-6 berperan dalam
menyebabkan disfungsi sel beta pankreas yang memproduksi insulin.>
Sekresi IL-6 dipengaruhi oleh sejumlah faktor, termasuk kondisi fisiologis
dan patologis dalam tubuh. Infeksi, peradangan, dan stres merupakan
pemicu utama yang dapat merangsang produksi IL-6. Selain itu, kelebihan
berat badan, terutama penumpukan lemak di jaringan adiposa, dikenal
sebagai faktor peningkat produksi 1L-6. Diet yang tidak seimbang, terutama
yang kaya lemak jenuh, dapat memicu produksi IL-6 secara berlebihan.™

Sekresi 1L-6 juga dipengaruhi oleh aktivitas fisik. Latihan fisik dan
aktivitas fisik yang teratur cenderung mengurangi produksi IL-6, sementara
gaya hidup yang kurang aktif cenderung meningkatkan kadar IL-6 dalam
tubuh.®® Faktor usia juga memainkan peran produksi IL-6 cenderung
meningkat seiring bertambahnya usia. Selain itu, hormon seperti estrogen
dan kortisol memiliki efek pada produksi IL-6. Estrogen cenderung

menekan produksi IL-6, sementara kortisol, hormon stres, dapat
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meningkatkan produksinya. Kondisi medis tertentu seperti penyakit
autoimun, kanker, atau penyakit jantung juga dapat menyebabkan

peningkatan produksi IL-6.%

CD 68 (Cluster of Differentiation 68)

Makrofag Tipe-1 (M1) adalah jenis makrofag yang diaktifkan oleh
PAMPs dan IFN-y yang dihasilkan oleh sel NK dan sel Thl.>® Fenotip
Makrofag Tipe-1 (M1) bisa muncul karena adanya rangsangan dari IFN-y,
TNF-a, atau bahkan akibat produk mikroba seperti lipopolisakarida (LPS).
Pada Makrofag Tipe-1 (M1) terjadi peningkatan molekul permukaan seperti
MHC kelas Il dan B-7 (CD86), yang membuat mereka mampu melakukan
presentasi antigen. Makrofag Tipe-1 (M1) juga memiliki kemampuan untuk
membunuh patogen.  Kemampuan mereka dalam membunuh patogen
ditingkatkan melalui induksi enzim sintase oksida nitrat (iNOS) yang
menghasilkan nitrat oksida (NO). Makrofag Tipe-1 (M1) menggunakan
Arginin sebagai substrat untuk membentuk INOS dan menghasilkan nitrat
oksida yang bersifat mikrobisidal.>*

Di dalam jaringan adiposa obesitas, terdapat makrofag yang dapat
dibagi menjadi dua fenotip yang berbeda yaitu 1) Makrofag Tipe-1 (M1)
yang aktif secara klasik dan 2) Makrofag Tipe-2 (M2) yang merupakan
makrofag residen. Makrofag Tipe-1 (M1) mengeluarkan sitokin
proinflamasi seperti TNF, IL-6, dan MCP-1, yang berperan dalam
menyebabkan resistensi insulin.>® Di sisi lain, makrofag M2, yang

merupakan makrofag utama dalam jaringan adiposa yang kurus dan
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memiliki rasio M1:M2 yang berhubungan dengan resistensi insulin yang
lebih baik. Ekspresi penanda M1 meningkat ketika makanan tinggi lemak
dikonsumsi, sementara penanda makrofag M2 tidak mengalami perubahan
yang signifikan. Sekresi TNF o dari adiposit yang membesar diyakini
menjadi pemicu utama rekrutmen ekspresi Makrofag Tipe-1 (M1) dengan
menarik monosit ke dalam jaringan adiposa dan merangsang diferensiasi
Makrofag Tipe-1 (M1) di daerah jaringan adiposa tikus obesitas yang

diinduksi oleh diet tinggi lemak- tinggi glukosa.®

Secretome Hypoxia-Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs)

Secretome  Hypoxia-Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs) merujuk
pada kumpulan molekul dan faktor yang dilepaskan oleh Mesenchymal Stem
Cells ke lingkungan sekitarnya. SH-MSCs ini terdiri dari beragam protein,
peptida, sitokin, faktor pertumbuhan, dan eksosom yang dihasilkan oleh
Mesenchymal Stem Cells.>"*® Pentingnya Secretome Hypoxia-Mesenchymal
Stem Cells (SH-MSCs) terletak pada potensi terapeutiknya yang signifikan.
Hal ini disebabkan oleh efek yang dimiliki faktor-faktor dalam SH-MSCs
terhadap sel-sel dan jaringan di sekitarnya, seperti interaksi dengan jalur
sinyal, modulasi respons imun, serta kemampuan regenerative pada tingkat
seluler dan jaringan. Selain itu SH-MSCs memiliki efek seperti berikut:

a. Efek Anti-Inflamasi
Secretome Hypoxia-Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs)
memiliki kapasitas untuk mengurangi respons peradangan dengan

menekan aktivitas system kekebalan tubuh serta menghambat produksi
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sitokin proinflamasi. Faktor-faktor yang terkandung dalam secretome,
seperti protein, eksosom, dan faktor pertumbuhan, dapat memodulasi
respon imun tubuh, mengurangi pelepasan sitokin proinflamasi, serta
mempengaruhi jalur sinyal yang terlibat dalam peradangan. Kemampuan
ini memberikan potensi terapi yang signifikan dalam mengendalikan
kondisi peradangan kronis atau penyakit autoimun. Melalui interaksi
dengan lingkungan sekitarnya, SH-MSCs menawarkan potensi dalam
meredakan respon peradangan, yang penting dalam berbagai kondisi
medis yang melibatkan proses inflamasi yang berlebihan.>’
Efek Regeneratif

Secretome Hypoxia-Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs), yang
terdiri dari sejumlah faktor seperti protein, peptida, dan eksosom,
memiliki kemampuan unik untuk merangsang pertumbuhan sel serta
mengatur diferensiasi sel-sel punca mesenkimal yang berada di dekat
dengan sel target. Ini membantu dalam mempromosikan penyembuhan
jaringan dan regenerasi. Faktor-faktor yang terkandung dalam SH-
MSCs, seperti faktor pertumbuhan dan sitokin, memfasilitasi proliferasi
sel serta proses diferensiasi yang diperlukan untuk memperbaiki dan
memperbarui jaringan. Hal ini menawarkan potensi yang signifikan
dalam perbaikan kerusakan jaringan, pemulihan cedera, serta
mendukung proses regenerasi di berbagai kondisi medis yang

membutuhkan regenerasi atau perbaikan jaringan.®
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Efek Angiogenesis

Sejumlah komponen dalam Secretome Hypoxia-Mesenchymal
Stem Cells (SH-MSCs) memiliki kemampuan untuk merangsang
pembentukan pembuluh darah baru, proses yang krusial dalam
menyediakan suplai oksigen dan nutrisi ke jaringan yang rusak. Faktor-
faktor seperti Vaskular Endothelial Growth Factor (VEGF) dan
Angiopoietin  dapat memainkan peran penting dalam proses
angiogenesis, mempromosikan pertumbuhan pembuluh darah baru yang
mendukung - pemulihan *jaringan. - Denganmemicu perkembangan
jaringan vaskular baru, Secretome Hypoxia-Mesenchymal Stem Cells
(SH-MSCs) memberikan potensi terapi yang signifikan dalam
menyokong perbaikan jaringan, mempercepat pemulihan cedera, dan
memperkuat regenerasi di lingkungan yang membutuhkan penyediaan
sumber daya vital ke jaringan yang rusak.®*
Efek Imunomodulasi

Secretome  Hypoxia-Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs)
memiliki kemampuan untuk mengontrol respons imun tubuh dengan
mengatur aktivitas sel-sel imun seperti sel T dan sel-sel kekebalan tubuh
lainnya. Faktor-faktor yang terdapat dalam SH-MSCs, seperti sitokin
dan interleukin, memiliki peran dalam modulasi aktivitas sel-sel imun.
Mereka dapat mempengaruhi diferensiasi sel-sel imun, meredakan
reaksi inflamasi berlebihan, dan menyeimbangkan respon kekebalan

tubuh. Melalui kemampuannya dalam mengatur interaksi antara sel-sel
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kekebalan tubuh, secretome menawarkan potensi dalam meredakan
peradangan berlebihan, menyokong respon imun yang seimbang, serta
bermanfaat dalam pengobatan kondisi medis yang melibatkan disfungsi

sistem kekebalan tubuh.%°%!

2.5. Pengaruh SH-MSCs terhadap IL-6 dan CD68

Pemberian SH-MSCs memiliki pengaruh yang signifikan terhadap IL-
6 dan CD68 dalam tubuh. SH-MSCs mengandung sejumlah faktor yang
dapat memengaruhi perilaku sel-sel imun, khususnya CD68 dan regulasi IL-
6, memiliki dampak penting dalam respon inflamasi dan imun tubuh.>®

Interleukin 6 (IL-6), sitokin pro-inflamasi, terlibat dalam regulasi
respons imun dan merupakan target yang penting dalam pengobatan kondisi
inflamasi.* Pemberian SH-MSCs telah terbukti mengurangi produksi IL-6
dalam beberapa studi, mengimbangi respon inflamasi tubuh. Faktor-faktor
dalam Secretome Hypoxia-Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs)
memainkan peran dalam menekan sekresi IL-6, sehingga mengontrol
peradangan berlebihan.**

Macrophage type-1 yang dikenal sebagai sel pro-inflamasi, biasanya
memiliki respons pro-inflamasi yang kuat. SH-MSCs mampu mengubah
Macrophage type-1 ke arah fenotip yang lebih anti-inflamasi. Faktor-faktor
dalam SH-MSC, seperti interleukin-10 (IL-10) dan Transforming Growth
Factor-Beta (TGF-B), dapat memodulasi aktivitas makrofag. Ini

memungkinkan peralihan dari makrofag pro-inflamasi ke Macrophage type-
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2 yang memiliki sifat anti-inflamasi, memperbaiki respons imun tubuh
secara keseluruhan.'?

Selain itu, pemberian SH-MSCs juga dapat menghambat aktivasi dan
proliferasi makrofag. Faktor-faktor tertentu dalam SH-MSCs mampu
menghambat transformasi makrofag menjadi bentuk yang lebih pro-
inflamasi, mengurangi respons imun berlebihan yang sering terjadi dalam
kondisi patologis.

Dengan pengaruhnya terhadap IL-6 dan CD-68, SH-MSCs
memberikan potensi dalam terapi anti-inflamasi. Mengubah respons sel-sel
imun utama seperti makrofag, serta mengatur sitokin pro-inflamasi seperti
IL-6, menunjukkan SH-MSCs sebagai agen yang menjanjikan dalam
pengendalian kondisi inflamasi dan penyakit autoimun. Namun, masih
diperlukan penelitian lebih lanjut untuk memahami mekanisme interaksi
antara SH-MSCs dan sel-sel imun secara lebih mendalam, serta untuk

menerjemahkan penemuan ini ke dalam terapi klinis yang efektif.'?
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KERANGKA TEORI, KONSEP, DAN HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori
Sindroma Metabolik terbukti berkaitan dengan terjadinya berbagai
tingkat peradangan secara molekuler. Komponen sindrom metabolik saling
terkait dan kompleks yang melibatkan obesitas dan resistensi insulin sebagai
faktor utama.”® Obesitas dikaitkan dengan peradangan tingkat rendah yang
dapat menyebabkan resistensi insulin, defisiensi insulin, dan gangguan
metabolik.>® Resistensi insulin merupakan respons fisiologis yang berubah
terhadap stimulasi insulin pada jaringan target, seperti hati, otot, dan
jaringan adiposa.®? Resistensi tersebut menghambat metabolisme glukosa,
sehingga menyebabkan hipertrofi sel beta, peningkatan produksi insulin sel
beta, dan pada akhirnya menyebabkan kondisi hyperinsulinemia ®-®®
Metabolisme lipid sangat penting untuk etiologi resistensi insulin dan
perkembangan sindrom metabolik selanjutnya.®* Perubahan lipid juga
berkontribusi pada kriteria diagnostik untuk sindrom metabolik.®® Gangguan
lipid ini ditandai dengan peningkatan sintesis lipoprotein densitas sangat
rendah (VLDL), penurunan kapasitas lipolitik plasma, dan peningkatan
aktivitas protein transfer ester kolesterol.®®
Resistensi insulin dapat menimbulkan akumulasi berlebihan jaringan
adiposa, terutama disekitar perut yang memicu peningkatan dan

ketidakseimbangan konsentrasi ROS. Peningkatan kadar ROS akan memicu

aktivasi jalur AKT yang berujung pada peningkatan produksi HIF-1 a yang

35
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turut berperan dalam respons peradangan melalui aktivasi NF-kB dan
memicu pelepasan sitokin-sitokin pro-inflamasi seperti TNF-o dan IL-6.
HIF-1a juga dapat berinteraksi dengan elemen respons hipoksia (HRE) pada
gen IL-6, memungkinkan transkripsi gen-gen yang mengarah pada
peningkatan produksi I1L-6.

Produksi Reactive Oxygen Species (ROS) diregulasi secara ketat
melalui mekanisme sensing dan redox signaling yang dipengaruhi oleh
sumber ROS, jenis sel, dan lingkungan jaringan yang terlibat dalam proses
fisiologis normal atau respon maladaptif akibat disfungsi metabolik dan
signal inflamasi.®®®” Selain itu peningkatan kadar ROS secara langsung
dapat mendegradasi DNA dan memicu aktivasi NF-kB dan menambah
produksi sitokin proinflamasi, termasuk IL-6. Produksi berlebih IL-6 dapat
memicu perubahan arah pada makrofag menjadi M1 yang mengekspresikan
CD-68 yang menandakan sifat pro-inflamasi dan memperburuk kondisi
peradangan.®

Produksi ROS yang berlebihan “menghasilkan lingkungan stress
oksidatif, yang juga mengganggu signal dan redox control sehingga
menyebabkan efek buruk pada ekspresi gen, meningkatkan faktor
pertumbuhan elemen respons stres, dan mengaktifkan jalur apoptosis. °*®’
Gangguan redox signaling juga mendorong jalur pro-inflamasi dan pro-
fibrotik yang mempengaruhi sinyal metabolisme insulin, disfungsi endotel,
serta mendorong peradangan dan fibrosis pada ginjal dan kardiovaskular

yang kemudian mengakibatkan kerusakan organ target.®®#°
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Pemberian SH-MSCs memiliki pengaruh yang signifikan terhadap IL-
6 dan CD68 dalam tubuh. SH-MSCs mengandung sejumlah faktor yang
dapat memengaruhi perilaku sel-sel imun, khususnya CD68 dan regulasi IL-
6, memiliki dampak penting dalam respon inflamasi dan imun tubuh.>®

Interleukin 6 (IL-6), sitokin pro-inflamasi, terlibat dalam regulasi
respons imun dan merupakan target yang penting dalam pengobatan kondisi
inflamasi.®* Pemberian SH-MSCs telah terbukti mengurangi produksi IL-6
dalam beberapa studi, mengimbangi respon inflamasi tubuh. Faktor-faktor
dalam Secretome Hypoxia-Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs)
memainkan peran dalam menekan sekresi I1L-6, sehingga mengontrol
peradangan berlebihan.’” Selain itu, pemberian SH-MSCs juga dapat
menghambat aktivasi dan proliferasi makrofag. Faktor-faktor dalam SH-
MSCs, seperti interleukin-10 (IL-10) dan Transforming Growth Factor-Beta
(TGF-B), dapat memodulasi aktivitas makrofag, mengurangi respons imun
berlebihan yang sering terjadi dalam kondisi patologis. Ini memungkinkan
peralihan dari ‘makrofag pro-inflamasi ke Macrophage type- 2 yang
memiliki sifat anti-inflamasi, memperbaiki respons imun tubuh secara
keseluruhan.® Kandungan faktor seperti Vaskular Endothelial Growth
Factor (VEGF) dan Angiopoietin dalam dapat SH-MSCs memainkan peran
penting dalam proses angiogenesis, mempromosikan pertumbuhan
pembuluh darah baru yang mendukung pemulihan jaringan. Dengan
pengaruhnya terhadap IL-6 dan CD-68, SH-MSCs memberikan potensi

dalam terapi anti-inflamasi.*>*
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3.3. Hipotesis
Ada pengaruh pemberian SH-MSCs dengan variasi dosis 150 puL dan
300 pL terhadap Ekspresi Gen interleukin 6 (IL-6) dan CD68 pada Tikus

Jantan Galur Wistar Model Sindroma Metabolik.

UNISSULA
el | gl leluinda




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 5 (lima) kelompok, yang terbagi menjadi 3
kelompok, yaitu kelompok sehat (K1), kelompok kontrol yaitu kontrol
negatif dan positif (K2 dan K3), dan 2 kelompok perlakuan dengan dosis

yang berbeda (K4 dan K5). Data diukur setelah intervensi.

» KL |—» O
G » O
S — A 1 —V—‘R—
L5 | K3 » O
— | K4 » O

Gambar 4.1. Rancangan Penelitian

Keterangan :

S : Subjek

A : Adaptasi

I > Induksi

\% : Validasi

R : Randomisasi
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: Kelompok Sehat, tikus diberi pakan dengan diet normal selama 4

minggu dan tidak mendapatkan pemberian atau perlakuan apapun

setelahnya.

: Kelompok Kontrol Negatif, tikus diberi pakan tinggi lemak tinggi

glukosa selama 4 minggu dan tidak mendapatkan pemberian atau
perlakuan apapun setelahnya.

Kelompok Kontrol Positif, tikus diberi pakan tinggi lemak tinggi
glukosa selama 4 minggu dan setelahnya mendapatkan pemberian
per oral Fenofibrate 1,65 mg/hari/ekor tikus selama 4 kali dalam 14
hari yaitu pada hari ke 1, 4, 7 dan 10.

Kelompok Perlakuan 1, tikus diberi pakan tinggi lemak tinggi
glukosa selama 4 minggu dan setelahnya mendapatkan pemberian
SH-MSCs secara intra vena dengan dosis 150 ul./ ekor tikus selama
4 kali dalam 14 hari yaitu pada hari ke 1, 4, 7 dan 10.

Kelompok Perlakuan 2, tikus diberi pakan tinggi lemak tinggi
glukosa selama 4 minggu dan setelahnya mendapatkan pemberian
SH-MSCs secara intra vena dengan dosis 300 uL/ ekor tikus selama

4 kali dalam 14 hari yaitu pada hari ke 1, 4, 7 dan 10.

: Observasi

4.2. Populasi dan Sampel

4.2.1. Populasi

Sampel dalam penelitian ini menggunakan tikus galur wistar

jantan berusia 8 minggu dengan berat badan + 200 gram dipilih
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secara purposive sampling berdasarkan karakteristik yang telah
diketahui sebelumnya.
Sampel Penelitian
Besar sampel dalam penelitian ini ditentukan berdasarkan
rumus Federer yaitu:
(n-1) (t-1)>15
(n-1) (4-1)>15
(n-1)3>15
3n>18
n > 6 ekor
Keterangan:
t : jJumlah kelompok perlakuan
n : besar sampel setiap kelompok perlakuan
Berdasarkan perhitungan - menggunakan rumus Federer
didapatkan besar sampel minimal 6 ekor. Jadi total sampel yang
digunakan dalam penelitian adalah sebanyak 30 ekor tikus.
4.2.2.1. Kriteria Inklusi
1. Tikus galur Wistar jantan (Rattus norvegicus),
2. Usia 8-12 minggu untuk memastikan bahwa tikus
berada dalam tahap perkembangan metabolisme yang
optimal dan berat badan dalam rentang 150-250 gram

untuk memastikan keseragaman metabolisme.
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3. Tikus yang telah menerima diet tinggi lemak dan
glukosa selama 4 minggu untuk menginduksi kondisi
sindrom metabolik.

4. Mengalami Sindroma Metabolik atau memiliki tanda-
tanda resistensi insulin dan inflamasi, yang
dikonfirmasi melalui parameter biokimia atau klinis

5. Memiliki Indeks Lee lebih dari 300.

6. Tikus menerima intervensi dengan secretome SH-MSCs
dalam dosis yang telah ditentukan (150 pL atau 300
uL).

7. Tikus yang menerima kontrol positif (misalnya,
fenofibrat) untuk perbandingan terapi.

8. Tikus dengan sampel jaringan adiposa visceral yang
cukup untuk analisis RT-PCR ekspresi IL-6 dan CDG68.

9. Tidak memiliki kelainan fisik atau infeksi yang dapat
mengganggu hasil penelitian.

4.2.2.2. Kriteria Ekslusi
1. Memiliki berat badan terlalu rendah atau terlalu tinggi
diluar rentang yang telah ditentukan.
2. Usia tikus tidak sesuai
3. Memiliki kelainan kongenital atau cacat fisik yang
dapat mempengaruhi metabolisme dan respons

terhadap intervensi.
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4. Tidak mengalami Sindroma metabolic setelah periode
induksi, karena hal ini akan mengganggu interpretasi
data terhadap efek SH-MSC:s.

5. Tikus mengalami infeksi atau penyakit akut selama
masa penelitian, karena dapat menyebabkan respons
imun yang tidak terkait dengan penelitian utama.

6. Tikus yang mengalami stres berlebihan atau cedera,
yang dapat mengubah regulasi sistem imun dan
metabolism.

7. Tikus dengan gangguan metabolik lain yang tidak
terkait dengan sindrom metabolik (misalnya, kelainan
genetik yang memengaruhi metabolisme glukosa atau
lipid).

8. Tikus yang menunjukkan resistensi terhadap prosedur
pemberian injeksi SH-MSCs atau mengalami
komplikasi akibat injeksi.

9. Tikus yang mengalami kematian sebelum pengambilan
sampel, sehingga data mereka tidak dapat digunakan

dalam analisis.

4.3. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Stem Cell and Cancer

Research (SCCR) pada bulan Desember 2024- Januari 2025.



4.4. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.4.1. Variabel Penelitian

1. Variabel Bebas

Pemberian SH-MSCs

2. Variabel Terikat

Ekspresi gen Interleukin 6 (IL-6) dan CD68

3. Variabel Prekondisi

Induksi pakan tinggi lemak tinggi glukosa

4.4.2. Definisi Operasional

Tabel 4. 1. Definisi Operasional
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Variabel

Definisi Operasional

Skala

SH-MSCs

SH-MSCs adalah - protein soluble molekul
yang mengandung factor IL-10, VEGF dan
TGF-{. Diperoleh dari medium kultur sekresi
MSC Umbilical Cord (karteristik ekspresi
CD73, CD90 dan CD105 serta - tidak
mengekspresikan CD13, CD14, CD16, CD21
pada suhu 37°C pada kondisi 5% 0, selama 24
jam.

Ordinal

Ekspresi gen
Interleukin 6
(IL-6)

interleukin 6 (IL-6) adalah ekspresi sitokin
pro-inflamasi yang dihasilkan oleh sejumlah
jenis sel, terutama sel-sel makrofag, monosit,
dan sel dendritik, sebagai respons terhadap
inflamasi kronis, obesitas, stess fisiologis dan
infeksi akut. Dari sampel jaringan lemak dan
dianalisis dengan metode RT-PCR (Real Time
— Polymerite Chain Reaction)

Rasio

Ekspresi gen
CD 68

CD 68 adalah protein penanda inflamasi dan
akitivasi makrofag pada permukaan sel dan
memfasilitasi fagositosis. Analisa Ekspresi
CD 68 dihitung dari sampel jaringan lemak
dengan metode RT-PCR (Real Time -
Polymerite Chain Reaction)

Rasio
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Bahan Penelitian

Bahan utama pada penelitian ini yaitu hewan coba model sindroma
metabolik, jenis yang digunakan adalah tikus jantan galur Wistar dewasa
sehat yang berusia 8-12 minggu dengan berat 150-200 gram. Tikus jantan
galur wistar diperoleh dari Animal Model Research Center SCCR Semarang
sebanyak 30 ekor. Bahan kultur yang terbuat dari tali pusat tikus,
Fenofibrate, NaCl 0,9 %, PBS tanpa Ca dan Mg, DMEM low glucose, FBS,

fungizone, reagen buffer, primer spesifik gen IL-6 dan CD68.

Alat Penelitian

Penelitian ini menggunakan beberapa peralatan yang digunakan
dalam beberapa kegiatan seperti : alat yang digunakan untuk membuat
hewan model antara lain berupa sonde/ spuite untuk memberi makan tinggi
lemak-tinggi glukosa, pisau cukur, kandang paparan, kandang pemeliharan,
tempat air minum tikus, tabung Ependorf, timbangan tikus “Daihan
Scientific”, Pinset cirurgic, dan gunting kecil. Alat yang digunakan untuk
pengumpulan data adalah sarung tangan, kapas, counter, vacutainer, tabung
hematokrit, centrifuge/ Microcentrifuge, mikropipet 1000 uL micropipet 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,
pplate, Spektrofotometer Multiscan SkyHigh, Instrumen RT-PCR dan

laptop.



4.7.

4.8.

4.9.

47

Cara Induksi Sindrom Metabolik pada Tikus

Induksi Sindrom Metabolik pada Tikus dilakukan dengan diet tinggi
lemak tinggi glukosa diberikan melalui pakan yanag terdiri dari pakan
standar 50%, tepung terigu 25%, lemak kambing 10%, minyak babi 8-9%,
kuning telur 5%, minyak kelapa 1%, NaCl 0,9 %, dan larutan glukosa 20%.
Diet ini diberikan selama 4 minggu (28 hari). Diet tinggi lemak tinggi
glukosa diberikan ad libitum 20 g per tikus/hari dalam bentuk blok palet.
Evaluasi berat badan tikus dilakukan tiap 7 hari dengan penimbangan berat

badan tikus.

Cara Pengukuran Indeks Lee

Setelah 4 minggu, tikus ditimbang dan diukur untuk menghitung
Indeks Lee. Dikatakan mengalami sindroma metabolik jika Indeks Lee lebih
dari 300, dan terjadi peningkatan profil lemak dan gula darah puasa. Indeks
Lee dilakukan dengan cara mengukur naso-anal lenght atau Panjang badan
dan berat badan pada Tikus dengan rumus perhitungan yaitu : berat badan
(gram) 1/3 x 1000/ Panjang naso-anal tikus (cm).
Tikus dengan hasil perhitungan indeks Lee lebih dari 300 dianggap
mengalami obesitas.!**
Pemberian SH-MSCs

Dosis SH-MSCs yang diberikan pada kelompok perlakuan adalah 150
pL/ekor tikus pada kelompok perlakuan K4 dan 300 pL /ekor tikus pada
kelompok perlakukan K5 selama 4 kali dalam 14 hari yaitu yang diberikan

pada hari ke 1, 4, 7 dan 10 secara Intra vena. *
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4.10. Cara Kerja Penelitian

4.10.1. Perolehan Ethical Clearance

4.10.2.

Ethical clearence penelitian diajukan Fakultas Kedokteran

Universitas Islam Sultan Agung Semarang.

Cara Kerja Penelitian

Sebanyak 30 ekor tikus dibagi menjadi 5 perlakuan secara

acak lengkap sebagai berikut:

K1 :

K2

K3 :

K4 :

K5 :

pemberian diet normal, selanjutnya tidak mendapatkan
apapun/ tanpa pemberian intervensi lanjutan.

: pemberian diet tinggi lemak tinggi glukosa, selanjutnya tidak
mendapatkan apapun/ tanpa pemberian intervensi lanjutan
pemberian diet tinggi lemak tinggi glukosa, dengan
pemberian Fenofibrate 1,65 mg/ekor / hari pada hari ke 1, 4, 7
dan 10 secara oral.

pemberian diet tinggi lemak tinggi glukosa, dengan
pemberian SH-MSCs dengan dosis 150 pL/ ekor/ hari pada
hari ke 1, 4, 7 dan 10 secara intra vena.

pemberian diet tinggi lemak tinggi glukosa, dengan
pemberian SH-MSCs dengan dosis 300 pL/ ekor/ hari pada
hari ke 1, 4, 7 dan 10 secara intra vena.

Hari ke 15 tikus diterminasi menggunakan inhalasi CO,

dosis lethal dan diambil sampelnya berupa jaringan lemak
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peritoneum untuk dilakukan pemeriksaan ekspresi gen IL-6 dan

CD68.

Cara Pengukuran Trigliserida
Pengukuran kadar trigliserida digunakan sebagai validasi
tikus yang telah mengalami peningkatan trigliserida yang
berkorelasi terhadap sindrom metabolik.*® Pengukuran trigliserida
dilakukan dengan cara sebagai berikut:
1. Siapkan blanko, standar, dan sampel serum darah tikus.
2. Masukkan reagent trigliserida hingga 1000 pl ke dalam tiga
tabung reaksi, masing-masing berisi 1000 pl.
3. Masukkan standar trigliserida hingga 10 pl ke dalam tabung
yang sudah berist 1000 ul reagen trigliserida.
4. Masukkan serum hingga 10 ul ke dalam reagen trigliserida.
5. Inkubasi selama sepuluh menit pada suhu 37°C.
6. Dalam 60 menit, baca hasil menggunakan spektrofotometer
dengan panjang gelombang 546 nm.
Cara Pemeriksaan High-Density Lipoprotein (HDL)
Peningkatan HDL diketahui menjadi salah satu penanda
terjadinya sindrom metabolik sehingga pengukuran ini perlu untuk
dilakukan analisis. Analisis HDL dilakukan dengan cara

sebagai berikut:
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Pembuatan working reagent: siapkan satu botol kosong untuk
menggabungkan empat bagian reagen kolesterol hingga 4000
ul dan 1000 pl aquadest pada satu bagian.

Pembuatan supernatant: tabung pertama biasanya digunakan,
berisi working reagent sebanyak 500 pl, dan tabung kedua
berisi sampel, dimasukkan 200 ul serum, dan kemudian
dihomogenkan.

Inkubasi selama sepuluh menit pada suhu 20-25 °C dan
centrifugasi selama sepuluh menit pada 4000 rpm.

Prosedur kerja analisis kolestrol HDL: berikan tiga tabung,
kemudian masukkan larutan supernatant standar sebanyak 100
mililiter; larutan supernatant sampel sebanyak 100 mililiter,
dan tabung blanko, supernatant sampel, dan reagent kerja
masing-masing sebanyak 1000 mililiter.

Inkubasi selama sepuluh menit pada suhu 37°C.

Baca hasil menggunakan spektrofotometer dengan panjang

gelombang 546 nm.

4.10.5. Cara Pemeriksaan Low-Density Lipoprotein (LDL)

1.

2.

Siapkan blanko, standar, dan sampel serum darah tikus.
Masukkan reagent LDL hingga 1000 pl ke dalam tiga tabung
reaksi, masing-masing berisi 1000 pl.

Masukkan standar LDL hingga 10 pl ke dalam tabung reaksi

yang sudah berisi 1000 pl reagent LDL.
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4. Masukkan serum hingga 10 ul ke dalam reagent LDL. Inkubasi
selama sepuluh menit pada suhu 37 °C.

5. Baca hasil menggunakan spektrofotometer dengan panjang
gelombang 546 nm.

4.10.6. Cara Pemeriksaan Tikus Galur Wistar Jantan Menggunakan

RT-PCR

1. Ambil 100 mg sampel lemak, potong kecil, dan masukkan ke
dalam tabung yang sudah berisi 50 mL RNA Iso Plus.

2. Hancurkan potongan lemak dengan micropastle, tambahkan 50
mL RNA Iso Plus, dan biarkan selama 5 menit pada suhu
ruang.

3. Tambahkan 20 mL chloroform dan aduk hingga larutan
menjadi berwarna putih susu.

4. Inkubasi pada suhu ruang selama 2-3 menit, lalu sentrifugasi
pada 15.000 rpm selama 15 menit pada suhu 40°C. Hasilnya
adalah tiga lapisan dalam tabung: lapisan atas berisi RNA (fase
cair), lapisan kedua berisi DNA (fase setengah padat), dan
lapisan bawah berisi debris sel.

5. Alihkan lapisan paling atas (RNA) ke tabung sentrifuge baru,
ukur volumenya, dan tambahkan isopropanol dengan volume
yang sama dengan RNA yang diambil dari lapisan atas.

6. Lakukan gerakan menggoyang tabung campuran hingga

muncul benang-benang putih, lalu sentrifugasi pada 15.000 rpm
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selama 10 menit pada suhu 40°C. Buang supernatant hingga
pellet berwarna putih terlihat di dasar tabung.

Setelah pengeringan, tambahkan 100 mL etanol 70% dalam
larutan DEPC (Diethyl pyrocarbonate) dan lakukan
pengadukan ulang, lalu sentrifugasi lagi pada 15.000 rpm
selama 5 menit pada suhu 40°C.

Buang supernatant dan tambahkan DEPC sebanyak 30-50 pm.
Campuran diinkubasi pada suhu 55°C selama 10 menit.
Hasilnya adalah total RNA solution yang disimpan pada suhu -
80°C. Kuantifikasi RNA dilakukan menggunakan Nanodrop,
dengan target 3000 ng.

Sintesis ¢cDNA dimulai dengan mencampur sampel RNA yang
sudah dikuantifikasi, 1 pL Oligo(dT), dan PCR water hingga
mencapai volume 10 pL, lalu diinkubasi selama 5 menit pada
suhu 70°C.

Campuran A dicampur dengan campuran B yang terdiri dari 5X
buffer (4 uL), DEPC-Treated H20 (5 uL), dan ReverTraAce (1
pL). Campuran ini diinkubasi pada suhu tertentu (25°C selama
5 menit, 42°C selama 50 menit, dan 85°C selama 5 menit)

untuk menghasilkan cDNA.



53

4.10.7. Pembacaan ekspresi gen IL-6 dan CD68 dengan Real Time-

Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

1.

Ekspresi gen IL-6 dan CD68 dievaluasi melalui metode
Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).
Dalam reaksi PCR, digunakan campuran yang terdiri dari 3 pL
cDNA sampel, 12,5 uL Tag master mix yang mencakup
dNTPs, Tag DNA polymerase, reaction buffer, dan MgCl,, 0,6
uL primer spesifik untuk masing-masing gen target (primer
forward dan reverse), dan 8,3 pL. Nuclease Free Water.

Primer - yang digunakan untuk gen IL-6 adalah F: 5'-
CTGTCACGGAGACCAATGTGG-3’ dan R: 5'-
AAGGCGTAGCTGAACAAGGTG-3'. Sedangkan primer
yang digunakan untuk gen CD68 adalah F: 5'-
CTGCTGAGGAGGATTGTCCAC-3’ dan R: 5'-
CACAACAGCAAGGAGGTGA-3".

Produk PCR kemudian dianalisis menggunakan metode qRT-
PCR Ilumina.

Peningkatan ekspresi gen dievaluasi dengan menghitung rasio
peningkatan terhadap gen housekeeping, dan data ini dianalisis

menggunakan perangkat lunak EcoStudy.
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4.11. Alur Penelitian

30 ekor tikus jantan galur Wistar sehat diadaptasi selama 7 hari

K1 K2, K3, K4, K5

: }
Pakan diet normal
selama 4 minggu

Pakan induksi diet tinggi lemak tinggi
glukosa selama 4 minggu

v

Pengambilan darah untuk validasi kadar profil lipid
(HDL, LDL, TG, Kolesterol total), indeks Lee (hari ke-29)

Randomisasi
‘ v v
K1 K2 K3 K4 K5
] 1 ! v !
Fenofibrate SH-MSCs SH-MSCs
tanpa tanpa 1,65mg/ekor/ 150 300
intervensi intervensi hari uL/ekor/hari pL/ekor/hari
(4x selama 14 (4x selama (4x selama
hari, H- 14 hari, H- 14 hari, H-
1,4,7,10) 1,4,7,10) 1,4,7,10)
v \ 4 l 47 JV

Pengambilan jaringan adiposa pada hari ke -15 untuk pemeriksaan ekspresi gen IL-6

dan CD 68

v

Analisa hasil

Gambar 4.2. Alur Penelitian
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4.12. Analisis Data
Data yang diperoleh dari eksperimen ini diuji deskriptif menggunakan
skala data rasio. Analisis normalitas dan variasi data dikerjakan dengan uji
Shapiro Wilk dan Levene’s Test dan dilanjutkan uji beda menggunakan uji
One Way Anova dengan Post Hoc LSD. Analisis data dilakukan

menggunakan perangkat lunak SPSS 26.0 for Windows.



BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1. Hasil Penelitian
5.1.1. Hasil Validasi SH-MSC

Mesenchymal stem cells (MSCs) diisolasi di Laboratorium
SCCR Indonesia, Semarang, dengan menggunakan tali pusat tikus
sebagai sumber pada usia kehamilan 21 hari. Setelah proses isolasi,
sel-sel dikultur dalam flask kultur yang berisi media DMEM. Pada
pasase kelima, pengamatan morfologi dilakukan menggunakan
mikroskop. Hasil analisis menunjukkan bahwa sel-sel tersebut
memiliki karakteristik khas MSCs, yaitu bentuk menyerupai spindle
(fusiform) dan kecenderungan untuk melekat pada permukaan flask
kultur. — Selain itu, MSC 'secara morfologi ditandai dengan
pertumbuhan yang homogen dalam kultur, menunjukkan
keseragaman ukuran dan orientasi sel, yang menjadi indikasi
stabilitas seluler dalam kondisi kultur (Gambar 5.1A).

Berdasarkan  analisis  morfologi, sel yang dikultur
menunjukkan karakteristik khas MSCs. Namun, validasi lebih lanjut
dilakukan menggunakan metode flowcytometry untuk memastikan
ekspresi spesifik marker permukaan sel. Flowcytometry digunakan
untuk mengidentifikasi dan mengukur ekspresi protein tertentu pada
permukaan sel, yang penting untuk memastikan identitas MSCs.

Analisis ini mengevaluasi ekspresi marker seperti CD90, CD29,

56
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CD45, dan CD31 pada sel yang dikultur. Hasil analisis menunjukkan
bahwa sel-sel tersebut secara dominan mengekspresikan CD90
(99,50%) dan CD29 (96,10%), yang merupakan marker positif
MSC, sementara hanya sedikit mengekspresikan CD45 (1,30%) dan
CD31 (6,60%), yang merupakan marker negatif MSC (Gambar
5.1B). Hal ini mengonfirmasi bahwa sel yang dikultur sesuai dengan

karakteristik MSC berdasarkan profil surface marker.

Histogram
Histogram
Histogram
Histogram

97.7%

99.8% |

CD90.1 CD29 CD45 . CD31

Gambar 5.1. Morfologi MSCs. (A) morfologi MSCs berbentuk fibroblas-like
(ditunjuk oleh anak panah) pada pembesaran 100x. (B) Analisis flow cytometry
terhadap ekspresi CD90, CD29, CD45, dan CD31.

Setelah tervalidasi menggunakan metode flowcytometri, syarat
International Society of Cell Therapy (ISCT), MSCs harus mampu
melakukan diferensiasi menjadi jenis sel lainnya. Oleh karena itu,
sel diinduksi untuk bisa mengetahui kemampuan diferensiasi

menjadi sel lain. Pada penelitian ini memverifikasi kemampuan
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diferensiasi MSCs menjadi berbagai jenis sel dewasa, seperti
osteosit dan adiposit, dengan memberikan medium spesifik yang
dirancang untuk menginduksi proses diferensiasi tersebut. Validasi
kemampuan diferensiasi ini penting untuk mengonfirmasi potensi
multipoten MSCs, yang merupakan salah satu karakteristik utama
sel punca. Hasil penelitian menunjukkan bahwa MSCs berhasil
berdiferensiasi menjadi osteosit, yang ditandai dengan pewarnaan
positif menggunakan Alizarin Red, serta adiposit, yang ditunjukkan
oleh pewarnaan dengan Oil Red O. Hal ini membuktikan bahwa
MSCs memiliki kapasitas untuk berkembang menjadi tipe sel

fungsional tertentu di bawah kondisi yang sesuai. (Gambar 5.2 A

dan B).

< o, } Ol
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Gambar 5.2. Kemampuan MSCs berdiferensiasi menjadi osteosit pada
pewarna alizarin red dan (B) Adiposit pada pewarnaan oil red o
(ditunjukkan dengan panah hitam, perbesaran 400x).

MSCs kemudian diinkubasi dalam kondisi hipoksia dengan
kadar oksigen 5% selama 24 jam menggunakan box hipoksia.
Setelah itu, medium kultur MSCs yang mengandung sekretom

MSCs dikumpulkan dan difiltrasi menggunakan metode TFF dengan

ukuran 10-100 kDa sehingga dapat diperoleh SH-MSCs.
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5.1.2. Hasil Validasi Sindroma Metabolik
Validasi pembentukan model syndroma metabolik pada tikus
dilakukan mengukur HDL, LDL, TG, Kolesterol total dan Indeks
Lee pada hari ke-29 dan didapatkan hasil seperti pada tabel 5.1.

Tabel 5.1. Hasil Validasi Tikus Sindroma Metabolik

Parameter Nilai Standar Nilai Analisis
Kolesterol Total 10-54 mg/dL 73 mg/dL
HDL 35 mg/dL 28 mg/dL
LDL 75 mg/dL 112 mg/dL
TG 150 mg/dL 172 mg/dL
Index Lee 300 315

Setelah tikus tervalidasi mengalami Sindroma metabolik, tikus
dibagi menjadi 4 kelompok perlakuan secara acak yaitu K2 (tikus
Sindroma metabolik tanpa intervensi), K3 (tikus Sindroma metabolik
dengan terapi - Fenofibrate 1,65mg/ekor/hari), K4 dan K5 (tikus
Sindroma metabolik dengan injeksi SH-MSCs dengan dosis masing-
masing 150 ulL/ekor/hari dan 300 pl/ekor/hari secara intravena
sebanyak 4 Kkali injeksi selama 14 hari, yang diberikan pada hari ke-
1,4, 7dan 10).

Pengambilan sampel jaringan dilakukan pada hari ke-15.
Sampel jaringan adiposit peritoneum tikus kemudian dihomogenisasi
menggunakan trizole RNAse inhibitor untuk menghambat kerusakan
RNA yang diekstraksi. Setelah RNA didapatkan, analisis ekspresi

IL-6 dan CD68 dilakukan mengguna RT-PCR.
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5.1.3. Ekpresi IL-6 dan CD68

Hasil pembacaan ekspresi CD68 dan IL-6 pada lima kelompok
perlakuan menunjukkan adanya variasi nilai rata-rata di setiap
kelompok. Untuk ekspresi CD68, kelompok K1 memiliki nilai 1,06
+ 0,01, K2 sebesar 2,71 + 0,07, K3 sebesar 1,76 + 0,11, K4 sebesar
1,07 + 0,13, dan K5 sebesar 0,85 + 0,05. Kelompok K2
menunjukkan ekspresi tertinggi, sedangkan K5 memiliki ekspresi
terendah. Kelompok K1 dan K4 memiliki nilai yang hampir sama,
sementara K3 berada di antara K2 dan K1/K4.

Pada ekspresi 1L-6, kelompok K1 memiliki nilai 1,06 + 0,01,
K2 sebesar 1,71 £ 0,11, K3 sebesar 1,70 + 0,16, K4 sebesar 1,35 +
0,10, dan K5 sebesar 0,54 + 0,11. Kelompok K2 menunjukkan
ekspresi  tertinggi, diikuti K3, sementara K5 memiliki ekspresi
terendah. Nilai K1 dan K4 berada di tengah, dengan K4 sedikit lebih
tinggi dari K1.

Analisis statistik  menunjukkan bahwa data dari kedua
parameter memiliki sebaran normal berdasarkan uji Shapiro-Wilk.
Hasil uji homogenitas menggunakan Levene's Test juga menyatakan
data homogen (P > 0,05). Dengan demikian, data memenuhi asumsi
normalitas dan homogenitas, memungkinkan analisis lebih lanjut
menggunakan uji parametrik untuk mengidentifikasi perbedaan

signifikan antar kelompok. Variasi ekspresi CD68 dan IL-6 ini
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mencerminkan respons biologis yang berbeda terhadap perlakuan

pada masing-masing kelompok. Data tersaji pada tabel 5.2.

Tabel 5.2. Hasil Analisis Statistik Data Ekspresi CD68 dan IL6

Kelompok
Variabel K1 K2 K3 K4 K5 P

CD68 1,06 2,71 1,76 1,07 0,85

Std. deviasi 0,01 0,07 0,11 0,13 0,05

Shapiro Wilk >0,05
Lavene test >0,05
One Way <0,00
Anova

IL-6 1,06 1,71 1,70 1,35 0,54

Std. deviasi 0,01 Ul 0,16 0,10 0,11

Shapiro Wilk >0,05
Lavene test >0,05
One Way <0,00
Anova

Data yang dinyatakan signifikan pada analisis One Way Anova

dilanjutkan dengan uji LSD untuk mengetahui hubungan antar

kelompok perlakuan. Hasil analisis LSD ditampilkan pada table 5.3

Tabel 5.3. Hasil Analisis LSD Data Ekspresi CD68 dan IL6

Kelompok Kelom_pok CD68 IL-6
K1 i £ainiryliz] 0,00 0,00
K3 0,00 0,00

K4 0,90 0,00

K5 0,01 0,00

K2 K3 0,00 0,93
K4 0,00 0,00

K5 0,00 0,00

K3 K4 0,00 0,00
K5 0,00 0,00

K4 K5 0,01 0,00
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Hasil analisis uji LSD menemukan bahwa ekspresi CD68 dan
IL-6 perlakuan K4 dan K5 secara signifikan berbeda dibandingkan

dengan perlakuan K3 (P<0,05).

Korelasi CD68: -0.62 Korelasi IL-6: -0.79
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Gambar 5.3. Gambar grafik Analisis korelasi dan regresi data
CD68 dan IL-6

Dari gambar grafik diatas hasil analisis Korelasi antara dosis
SH-MSCs dan ekspresi CD68 adalah sebesar -0.62, yang artinya
korelasi negatif sedang menunjukkan bahwa semakin tinggi dosis
SH-MSCs, semakin rendah ekspresi CD68. Ini menunjukkan bahwa
SH-MSCs berperan dalam menekan jumlah makrofag proinflamasi
(M1). Hasil analisis korelasi antara dosis SH-MSCs dan ekspresi IL-
6 adalah sebesar -0.79, yang artinya ada korelasi negatif kuat, yang
berarti semakin tinggi dosis SH-MSCs, semakin rendah ekspresi IL-
6. Hasil ini menunjukkan bahwa SH-MSCs memiliki efek
antiinflamasi yang signifikan dalam menekan produksi IL-6.

Interpretasi dari grafik Regresi adalah sebagai berikut, regresi
CD68 (Garis Merah di Grafik Pertama) pola regresi menunjukkan

penurunan ekspresi CD68 seiring peningkatan dosis SH-MSCs,
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tetapi dengan variabilitas antar kelompok. Hasil ini mendukung
bahwa SH-MSCs memodulasi makrofag, mengurangi inflamasi pada
jaringan adiposa. Regresi IL-6 (Garis Merah di Grafik Kedua)
menunjukkan penurunan IL-6 sangat tajam pada dosis 300 pL,
menunjukkan bahwa dosis tinggi SH-MSCs sangat efektif dalam
menekan jalur inflamasi. Korelasi yang lebih kuat dibandingkan
CD68 menunjukkan bhahwa SH-MSCs lebih dominan dalam
menghambat inflamasi melalui I1L-6 daripada hanya memodulasi
makrofag. Analisis ini membuktikan bahwa SH-MSCs secara
signifikan menekan 1-6 dan CD68 dalam cara yang bergantung
pada dosis. Efek antiinflamasi SH-MSCs lebih kuat terhadap IL-6
dibandingkan CD68, menunjukkan bahwa selain menekan makrofag
M1, SH-MSCs juga mengatur ekspresi sitokin inflamasi langsung.
Dosis 300 uL memiliki efek paling signifikan, tetapi perlu dipastikan
apakah efek ini tidak terlalu menekan respons imun secara

keseluruhan.

5.2. Pembahasan
Penelitian ini menganalisis ekspresi CD68 dan IL-6 pada jaringan
lemak tikus yang mengalami sindroma metabolik, dengan lima kelompok
perlakuan berbeda. Kelompok K1, sebagai kontrol, merupakan tikus sehat
dengan ekspresi CD68 (1,06 + 0,01) dan IL-6 (1,06 + 0,01). Kelompok K2,
tikus dengan sindroma metabolik tanpa intervensi, menunjukkan

peningkatan signifikan pada ekspresi CD68 (2,71 + 0,07) dan IL-6 (1,71
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0,11). Hal ini mencerminkan kondisi inflamasi kronis yang sering terjadi
pada sindroma metabolik, ditandai oleh peningkatan makrofag proinflamasi
(M1) dan sitokin inflamasi, seperti IL-6, yang memicu kerusakan jaringan
serta disfungsi metabolik. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekspresi IL-
6 pada kelompok K2 (Sindrom Metabolik tanpa intervensi) dan K3
(Sindrom Metabolik dengan Fenofibrat) memiliki nilai yang hampir sama
(K2: 1,71 £ 0,11; K3: 1,70 + 0,16). Ini menandakan bahwa pemberian
Fenofibrat tidak memberikan efek yang signifikan terhadap penurunan
ekspresi IL-6 pada model sindrom . metabolik dibandingkan dengan
kelompok tanpa perlakuan (K2). Untuk memahami fenomena ini, berikut
adalah analisis mendalam dari perspektif mekanisme biomolekuler,
farmakologi, dan inflamasi. Fenofibrat adalah agonis PPAR-a (Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor Alpha), yang bekerja dengan meningkatkan
metabolisme lipid dan menurunkan trigliserida dan meningkatkan kadar
HDL serta mengurangi akumulasi lipid dalam jaringan adiposa sehingga
mencegah lipotoksisitas. Namun, PPAR-a memiliki efek terbatas terhadap
jalur inflamasi sistemik, terutama pada jalur NF-xB dan produksi sitokin
inflamasi seperti IL-6. Fenofibrat tidak signifikan dalam Menekan IL-6
karena lebih berfokus pada metabolisme lipid, bukan pada inflamasi
langsung. Jalur PPAR-o tidak secara langsung menekan aktivasi NF-«B,
yang merupakan regulator utama IL-6 dalam inflamasi kronis. Sindrom
metabolik pada K2 telah menyebabkan inflamasi sistemik yang tinggi,

sehingga pengobatan dengan Fenofibrat tidak cukup kuat untuk
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membalikkan efek inflamasi yang sudah berjalan. Berbeda dengan K4 dan
K5 yang diberikan SH-MSCs yang mengandung 1L-10 dan TGF-p, yang
dapat mengubah makrofag M1 ke M2, sehingga ekspresi IL-6 turun drastic,
hal inilah yang menjelaskan mengapa hanya kelompok K4 dan K5 yang
berhasil menekan IL-6 secara signifikan, sedangkan K3 (yang mendapat
Fenofibrat) tidak.

Kelompok K3, tikus sindroma metabolik yang menerima injeksi
fenofibrat (1,65 mg/ ekor), menunjukkan penurunan ekspresi CD68 (1,76 +
0,11) dan IL-6 (1,70 = 0,16) dibandingkan K2. Fenofibrat, sebagai agonis
PPAR-a, memiliki efek antiinflamasi yang mampu menekan aktivitas
makrofag M1 dan produksi sitokin inflamasi seperti IL-6. Namun,
penurunannya relatif-terbatas, mengindikasikan bahwa fenofibrat terutama
bekerja pada jalur metabolik lipid dengan efek antiinflamasi yang moderat.

Pada kelompok K4, tikus sindroma metabolik yang menerima injeksi
secretome SH-MSCs (150 ul/200 gBB), ekspresi CD68 (1,07 = 0,13) dan
IL-6 (1,35 + 0,10) menunjukkan penurunan signifikan dibandingkan K2 dan
K3. Secretome MSCs, yang kaya akan faktor imunomodulator seperti TGF-
B, IL-10, dan prostaglandin E2 (PGE2), berperan penting dalam
menghambat peradangan kronis. Secretome SH-MSCs diketahui mampu
memicu polarisasi makrofag dari fenotipe proinflamasi M1 menjadi fenotipe
antiinflamasi M2, yang ditandai dengan ekspresi penanda seperti CD163 dan

IL-10. Polarisasi ini melibatkan berbagai jalur, termasuk aktivasi STAT3
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dan peningkatan sinyal PPAR-y, yang berkontribusi pada resolusi inflamasi
dan perbaikan jaringan.'*?

Kelompok K5, tikus sindroma metabolik yang menerima dosis lebih
tinggi secretome SH-MSCs (300 pl/200 gBB), menunjukkan ekspresi CD68
(0,85 £ 0,05) dan IL-6 (0,54 = 0,11) yang paling rendah di antara semua
kelompok. Hal ini menunjukkan efektivitas dosis tinggi secretome SH-
MSCs dalam menekan inflamasi jaringan lemak. Jalur yang terlibat dalam
respons ini mencakup pelepasan eksosom yang mengandung mikroRNA
antiinflamasi (misalnya, miR-146a) dan peningkatan ekspresi enzim
antioksidan seperti heme oxygenase-1 (HO-1). Mekanisme ini tidak hanya
menekan aktivasi makrofag M1 tetapi juga meningkatkan fungsi makrofag
M2, yang mendukung regenerasi jaringan dan homeostasis metabolik. 31

Pada kelompok K5 (SH-MSCs dosis tinggi 300 uL), ekspresi CD68
(0,85 £ 0,05 dan IL-6 (0,54 + 0,11) menunjukkan penurunan drastis
dibandingkan kelompok lain. Sekilas, ini tampak menguntungkan, karena
inflamasi ditekan. Namun, apakah kondisi ini benar-benar ideal atau bisa
berdampak negatif dalam jangka Panjang membutuhkan penelitian lanjutan.
Kadar CD68 yang rendah menunjukkan bahwa makrofag dalam jaringan
adiposa berkurang, yang berarti penurunan respons imun lokal, dan kadar
IL-6 yang rendah menandakan berkurangnya peradangan sistemik, tetapi
juga bisa menunjukkan penekanan berlebihan pada sistem imun. Makrofag
(CD68) bukan hanya pro-inflamasi (M1), tetapi juga memiliki peran penting

dalam pembersihan jaringan mati, perbaikan luka, dan regenerasi sel. Jika
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CD68 terlalu rendah, bisa terjadi penurunan kemampuan tubuh dalam
memperbaiki jaringan yang rusak akibat sindrom metabolic. Pada kasus
obesitas, makrofag diperlukan untuk membersihkan debris sel akibat
lipotoksisitas.

Begitupun dengan IL-6 juga Memiliki Fungsi Protektif, dimana
meskipun IL-6 adalah sitokin pro-inflamasi, ia juga memiliki peran dalam
metabolisme glukosa dan lipid. 1L-6 yang sangat rendah bisa menghambat
sensitivitas insulin di otot, karena IL-6 berperan dalam transpor GLUT4 ke
membran sel otot untuk meningkatkan pengambilan glukosa. IL-6 juga
penting untuk aktivasi respons imun saat tubuh menghadapi infeksi atau
cedera. CD68 dan IL-6 yang terlalu rendah bisa menjadi masalah, karena
sistem imun yang terlalu ditekan bisa menyebabkan gangguan dalam
perbaikan jaringan dan keseimbangan metabolik. >

Untuk mencapai keseimbangan imunomudulasi, akan terjadi potensi
umpan balik biomolekuler jika CD68 dan IL-6 terlalu rendah. Efek pada
Makrofag dan regulasi imun akan terjadi penurunan drastis CD68 bisa
mengurangi populasi makrofag M2, yang diperlukan untuk perbaikan
jaringan dan produksi IL-10 serta TGF-B. Jika IL-10 juga ikut menurun,
tubuh bisa kehilangan sinyal untuk mengaktifkan respons imun adaptif dan
perbaikan jaringan. Dalam jangka panjang, kondisi ini bisa menyebabkan
penurunan pertahanan jaringan adiposa terhadap lipotoksisitas, sehingga
meningkatkan risiko disfungsi metabolik berulang. Efek pada Sensitivitas

Insulin dan Metabolisme Energi, IL-6 dalam jumlah rendah tapi tidak nol
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dibutuhkan untuk memfasilitasi sensitivitas insulin dan metabolisme glukosa
melalui aktivasi AMPK di otot dan hati. Jika IL-6 terlalu rendah, ekspresi
GLUT4 bisa menurun, menyebabkan resistensi insulin di jaringan otot,
meskipun inflamasi sistemik telah ditekan. Kemungkinan aktivasi jalur
kompensatori, ketika IL-6 turun drastis, tubuh bisa mengaktifkan jalur
alternatif, seperti peningkatan TNF-a atau IL-1B sebagai mekanisme
kompensasi. Jika hal ini terjadi, maka meskipun IL-6 rendah, peradangan
tetap bisa muncul melalui jalur lain yang lebih berbahaya.

Berdasarkan data yang diperoleh, penelitian menunjukkan hubungan
langsung antara ekspresi CD68 dan IL-6 dengan derajat inflamasi pada
jaringan lemak tikus yang mengalami sindroma metabolik. Ekspresi CD68,
sebagal penanda makrofag, mencerminkan kehadiran makrofag M1 yang
bersifat proinflamasi, sementara IL-6 merupakan indikator aktivitas
inflamasi  sistemik.**>**" Pada tikus dengan sindroma metabolik tanpa
intervensi (K2), tingginya ekspresi CD68 dan IL-6 menunjukkan dominasi
makrofag M1 dan lingkungan proinflamasi.**® Intervensi menggunakan
fenofibrat (K3) menurunkan inflamasi, namun efeknya masih terbatas.
Sementara itu, pemberian secretome SH-MSCs, terutama pada dosis tinggi
(K5), secara signifikan menekan ekspresi CD68 dan IL-6, yang
menunjukkan efektivitas SH- MSCs dalam memodulasi respons imun.

Secretome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs) memainkan
peran sentral dalam menekan inflamasi melalui berbagai mekanisme. Selain

memicu polarisasi M1 menjadi M2, SH-MSCs juga memodulasi respons
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imun adaptif dengan menghambat aktivasi sel T proinflamasi dan
meningkatkan produksi sel T regulator. Jalur-jalur penting yang terlibat
meliputi  sinyal IDO  (indoleamine  2,3-dioxygenase), COX-2
(cyclooxygenase-2), dan pelepasan faktor imunomodulator seperti galectin-1
dan HGF (Hepatocyte Growth Factor). Efek ini mendukung perbaikan
jaringan dan restorasi fungsi metabolik, sehingga memberikan peluang besar
untuk pengelolaan sindroma metabolik. %%

Dengan demikian, penelitian ini mengonfirmasi potensi SH-MSCs,
terutama pada dosis tinggi (300 ul/ekar tikus), dalam menekan inflamasi
dan mengembalikan keseimbangan imun. Intervensi ini mampu mereduksi
ekspresi penanda inflamasi (CD68 dan IL-6) secara signifikan, dengan
memodulasi polarisasi makrofag dan memberikan efek terapi pada sindroma
metabolik. Namun demikian penelitian ini tidak mengkaji ekspresi CD163
yang merupakan penanda M2 serta IL-10 yang merupakan faktor

antiinfamasi  yang menjadikan  keterbatasan pada penelitian ini.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan
Hasil penelitian tentang pengaruh injeksi SH-MSCs secara intravena
terhadap ekspresi CD68 dan IL-6 pada tikus jantan galur Wistar model
sindroma metabolik menunjukkan hal-hal berikut:

1. Terbukti adanya perbedaan kadar CD68 pada kelompok K4 dan K5
yang diinjeksi SH-MSCs secara intravena dengan dosis 150uL
/ekor/hari dan 300 pl/ekor/hari dibandingkan dengan kelompok
kontrol.

2. Terbukti adanya perbedaan kadar IL-6 pada kelompok K4 dan K5
yang diinjeksi SH-MSCs secara intravena dengan dosis 150uL
lekor/hari dan 300 pl/ekor/hari dibandingkan dengan kelompok

kontrol.

6.2. Saran
Berdasarkan analisis yang telah dilakukan terhadap penelitian ini,
terdapat beberapa aspek yang masih dapat ditingkatkan untuk memperkuat
validitas dan generalisasi hasil. Selain itu, ada beberapa celah penelitian
yang bisa menjadi dasar eksplorasi lebih lanjut dalam studi mendatang.
Penelitian ini memiliki keterbatasan penelitian yang pertama yaitu
tidak mengukur peran makrofag M2 secara spesifik. Permasalahan dalam

penelitian ini, meskipun penelitian ini telah menganalisis ekspresi CD68

70
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sebagai penanda makrofag, namun belum dilakukan pengukuran spesifik
terhadap makrofag M2 yang berperan dalam proses anti-inflamasi dan
perbaikan jaringan. Oleh karenanya untuk studi lanjutan, dapat dilakukan
pengukuran CD163 sebagai penanda makrofag M2 dan IL-10 atau TGF-j
sebagai sitokin yang berperan dalam polarisasi makrofag ke arah M2.

Keterbatasan yang kedua dalam penelitian ini adalah tidak mengkaji
jalur inflamasi alternatif (TNF-a dan IL-1B). Penurunan IL-6 yang tidak
sejalan dengan eksprest CD68 pada kelompok kontrol negatif (K2)
menunjukkan kemungkinan bahwa jalur inflamasi lainnya seperti TNF-a
dan IL-18 lebih dominan. Sehingga pada studi lanjutan dapat dilakukan
pengukuran ekspresii TNF-0. dan IL-1$ untuk mengkonfirmasi apakah
inflamasi di K2 lebih banyak dimediasi oleh jalur ini.

Keterbatasan yang ketiga dalam penelitian ini adalah tidak
menyelidiki  regulasi negatif I1L-6 (umpan balik homeostasis).
Penelitian ini tidak mengeksplorasi mekanisme umpan balik negatif yang
dapat menekan produksi IL-6 meskipun inflamasi masih terjadi.
Pengukuran ekspresi SOCS3 (Suppressor of Cytokine Signaling 3) dapat
dilakukan untuk mengetahui apakah terdapat mekanisme umpan balik yang
menekan IL-6.

Keterbatasan selanjutnya dalam penelitian ini adalah tidak
mengevaluasi efek jangka panjang pemberian SH-MSCs dan tidak ada
pengukuran stres oksidatif yang lebih spesifik. Dalam penelitian ini hanya

mengukur efek SH-MSCs dalam jangka pendek (14 hari) tanpa
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mengevaluasi efeknya dalam periode yang lebih panjang. Penelitian lanjutan
perlu dilakukan dengan desain longitudinal study yang mengamati efek SH-
MSCs dalam beberapa minggu atau bulan serta menembahkan pengukuran
parameter yang berhubungan dengan stres oksidatif seperti MDA
(Malondialdehyde) atau SOD  (Superoxide  Dismutase)  untuk
mengkonfirmasi apakah efek anti-inflamasi SH-MSCs berkaitan dengan
reduksi stres oksidatif.

Penelitian ini telah menunjukkan bahwa SH-MSCs berpotensi
menekan inflamasi dan memperbaiki sindrom metabolik melalui modulasi
ekspresi 1L-6 dan CD68. Namun, masih ada beberapa keterbatasan yang
perlu diperbaiki, seperti kurangnya eksplorasi mekanisme polarisasi
makrofag, regulasi IL.-6, dan jalur inflamasi alternatif. Penelitian selanjutnya
dapat menguji jalur molekuler spesifik, efek jangka panjang, serta potensi
kombinasi terapi untuk meningkatkan efektivitas SH-MSCs dalam
pengelolaan sindrom metabolik. Dengan memperbaiki aspek-aspek tersebut,
penelitian di masa depan akan lebih mampu mengkonfirmasi mekanisme
kerja SH-MSCs dan membuka peluang aplikasinya dalam terapi klinis bagi

pasien dengan sindrom metabolik.
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