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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Paparan radiasi ultraviolet (UV) dari matahari merupakan faktor
lingkungan yang terlibat dalam proses penuaan dan masalah kulit. Radiasi
UV meningkatkan risiko kerusakan kulit jangka panjang, termasuk penuaan,
penurunan daya tahan tubuh, karsinogenesis, dan kerusakan pada protein
kolagen dan elastin kulit!. Radiasi UV merangsang pembentukan radikal
reactive oxygen species (ROS) sebagal perantara sekunder yang
mengaktifkan jalur mitogen activated protein kinase (MAPK) sehingga
menyebabkan kerusakan yang persisten®. Mekanisme tersebut ditandai
dengan peningkatan - ekspresi activating protein-1 (AP-1) dan matrix
metalloproteinases (MMPs), yang berkontribusi pada proses penuaan kulit®.
Radiasi UV juga dapat menurunkan ekspresi inhibitor MMPs, yaitu tissue
inhibitors of matrix metalloproteinase (TIMP), yang bertanggung jawab atas
degradasi kolagen. Peningkatan kadar malondialdehyde (MDA) juga
berkorelasi dengan kerusakan jaringan dan inflamasi akibat ROS hasil
radiasi UV*. Paparan UVB dapat merusak struktur kulit lebih dalam,
termasuk jaringan kolagen®.

Hyaluronic Acid (HA) memainkan peran penting dalam menjaga
kesehatan kulit dan mencegah kehilangan kolagen. Dengan menjaga hidrasi,
mendukung struktur kulit, melindungi terhadap kerusakan, dan memperbaiki

jaringan, HA berkontribusi signifikan terhadap kesehatan dan elastisitas



kulit. HA sering digunakan untuk mencegah hilangnya kolagen akibat
paparan UVB namun karena HA secara alami terurai dalam tubuh, terapi ini
hanya memberikan efek sementara dan diperlukan aplikasi berulang, serta
terapi ini lebih efektif dalam hidrasi kulit lapisan atas®. Dengan kata lain,
HA tidak dapat menekan inflamasi dan radikal bebas akibat radiasi yang
dipaparkan oleh UVB. Untuk mempertahankan efek manfaat dari HA,
diperlukan penggunaan yang berkelanjutan. Sehingga pada penelitian ini,
ingin menggunakan eksosom stem sel mesenkimal sebagai kemungkinan
opsi terapi yang lebih efektif.

Peningkatan insidensi gangguan kulit yang disebabkan oleh paparan
sinar UV terjadi setiap tahun, sejalan dengan penipisan lapisan ozon®.
Temuan dari studi di-Australia menunjukkan bahwa tingkat gangguan kulit
yang terkait dengan sinar UV mencapai 72% pada laki-laki dan 47% pada
perempuan yang berusia kurang dari 30 tahun®. Studi epidemiologi pada
populasi Amerika Utara dengan-tipe kulit Fitzpatrick I-111 menunjukkan
tingkat insidensi kerusakan kulit yang lebih tinggi, mencapai 80-90%’.

Penelitian terdahulu melaporkan bahwa UVB dapat merangsang
fibroblas dalam dermis untuk meningkatkan ekspresi MMP-18, Paparan
UVB memicu aktivasi protein p53 dan c-Jun, yang berfungsi sebagai faktor
transkripsi untuk mengatur ekspresi MMP-18. Sisi lain, paparan UVB juga
dapat menghasilkan MDA sebagai produk sampingan dari peroksidasi
lipid®>. MDA merupakan suatu indikator dari stres oksidatif dan kerusakan

seluler yang disebabkan oleh radikal bebas akibat paparan sinar UVB?,



1.2.

Penelitian terdahulu telah mengkaji peran penting sitokin dan growth
factor, seperti interleukin-10 (IL-10) dan transforming growth factor- 8
(TGF-B) stres oksidatif akibat UVB!!. Sitokin dan growth factor tersebut
memiliki dampak positif terhadap penurunan kadar MMP-1 dan
pengurangan stres oksidatif3. Penelitian lain juga melaporkan bahwa sitokin
dan growth factor tersebut juga terkandung dalam eksosom yang diproduksi
oleh mesenchymal stem cell yang diprekondisi hipoksia (H-MSCs)*?. Selain
itu, penelitian lain juga menunjukkan bahwa eksosom MSC mengandung
mikroRNA seperti miR-21 yang dapat mengatur jalur inflamasi seperti I1L-6
dan TNF-alpha yang diproduksi berlebih pada inflamasi berkepanjangan?3.
Temuan ini menggambarkan potensi eksosom MSC sebagai agen protektif
melalui pengaturan kadar MMP-1 dan MDA, namun demikian, belum ada
penelitian yang mengkaji pengaruh eksosom MSC terhadap kadar MMP1
dan MDA pada tikus yang terpapar UV-B.

Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini bertujuan untuk mengkaji
pengaruh H-MSCs terhadap kadar MMP1 dan MDA pada kulit tikus yang

terpapar UV-B.

Rumusan Masalah
Apakah terdapat pengaruh pemberian EH-MSC terhadap kadar MMP-

1 dan MDA pada tikus galur Wistar yang diinduksi sinar UVB?



1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Mengetahui pengaruh pemberian EH-MSC terhadap kadar
MMP-1 dan MDA vyang diinduksi sinar UVB pada tikus galur

Wistar.

1.3.2. Tujuan Khusus
1. Membuktikan perbedaan kadar MMP-1 pada tikus galur Wistar
yang diinduksi sinar UVB yang diberikan injeksi EH-MSC 200
uL dan 300 uL dibandingkan kontrol.
2. Membuktikan perbedaan kadar MDA pada tikus galur Wistar
yang diinduksi sinar UVB yang diberikan injeksi EH-MSC 200

uL dan 300 uL dibandingkan kontrol.

1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritis
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan bukti ilmiah
mengenai peran pemberian EH-MSC terhadap kadar MMP-1 dan

MDA pada tikus galur Wistar yang diinduksi sinar UVB.

1.4.2. Manfaat Praktis
Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi edukasi bagi
masyarakat mengenai manfaat EH-MSC pada tubuh. Bagi klinisi,

hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi masukan mengenai



terapi menggunakan EH-MSC sebagai antiinflamatori pada individu

dengan paparan sinar UVB tinggi.

1.5. Originalitas Penelitian
Hasil pencarian sumber pustaka menunjukkan saat ini belum ada
secara molekuler tentang penelitian yang menilai pengaruh pemberian EH-
MSC terhadap kadar MMP-1 dan MDA yang diinduksi sinar UVB pada
tikus galur Wistar. Beberapa penelitian yang berhubungan dengan penelitian

ini diantaranya:



Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

No  Peneliti Judul Metode Ha§|!
Penelitian
1 Gaoetal, Exosome Derived Experimental EH-MSC  dapat
2021 from ADSCs in vitro efektif
Attenuates mengaktifkan jalur
Ultraviolet B- TGF-p/Smad
mediated untuk
Photoaging in meningkatkan
Human Dermal ekspresi
Fibroblasts prekolagen tipe |
2 Hwanget Gallic acid regulates Experimental Pemberian
al., 2014  skin photoaging in In vivo eksposur UVvB
UVB-exposed selama 3 minggu
fibroblast and menurunkan
hairless mice densitas kolagen
3 Yanetal, Bone marrow Experimental BMSCs-exo-miR-
202316 mesenchymal stem in vitro 29b-3p  berpran
cell-derived exosome dalam
miR-29b-3p meningkatkan
alleviates UV fungsi peremajaan
irradiation-induced kulit akibat
phaotoaging in skin paparan sinar
fibroblast matahari
4  Putra et MSC-released TGF-  Experimental TGF beta yang
al., 202017 B regulate a-SMA in vivo dilepas MSC
expression of meningkatkan
myofibroblast during ekspresi  Alpha-
wound healing SMA pada
penyembuhan
kulit
5 Guanet Topical application — Experimental ST266 yang
al., 2017*®  of ST266 reduces in vivo berasal dari
UV-induced skin exosome sel
damage amnion dapat
menurunkan
inflamasi dan
kerusakan  DNA
akibat UVB

Penelitian sebelumnya telah melaporkan peran eksosom MSC pada

photoaging melalui pathway TGF-B/Smad!*!>. Studi lain mengungkapkan

peran miR-29b-3p dalam eksosom MSC sumsum tulang meningkatkan



peremajaan kulit dengan menekan MMPs?6. Penelitian lain juga melaporkan
MSCs mampu meningkatkan eksosom dan TGFb untuk memperbaiki
kolagen pada myofibroblast!’. Penelitian in vivo pada tikus Wistar juga
mengungkap peran eksosom amnion dalam menurunkan inflamasi dan
kerusakan DNA akibat UVB?8, Studi di atas berbeda dengan penelitian yang
akan dilakukan, yang mana berfokus pada kemampuan eksosom MSC
umbilical cord hipoksia dalam memperbaiki kulit yang terpapar UVB

melalui sudut pandang analisis parameter kadar MMP-1 dan MDA.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Matrixmetalloproteinase-1 (MMP-1)
2.1.1. Definisi MMP-1

Matrix metalloproteinases (MMPSs) adalah endopeptidase yang
mengandung zinc dengan berbagai spesifisitas substrat dan terikat
dengan membran yang memiliki kemampuan untuk mendegradasi
berbagai komponen protein extracellular matrix (ECM)¥*-2,
Berdasarkan struktur dan spesifisitas substratnya, MMPs dapat
dikategorikan ke dalam lima subkelompok utama, yaitu (1)
kolagenase (MMP-1, MMP-8 dan MMP-13); (2) gelatinase (MMP-2
dan MMP-9); (3) stromelisin (MMP-3, MMP-10 dan MMP-11); (4)
matrilisin (MMP-7 dan MMP-26); dan (5) MMP tipe membran (MT)
(MMP-14, MMP-15, dan MMP-16)%. Endopeptidase ini
disekresikan oleh keratinosit dan fibroblas dermal sebagai respons
terhadap berbagai rangsangan seperti stres oksidatif, radiasi
ultraviolet, dan sitokin?3.

Hingga saat ini, setidaknya ada 28 jenis MMPs yang berbeda
telah diidentifikasi dan memainkan peran penting dalam berbagai
proses patofisiologis termasuk penyembuhan luka, pertumbuhan
tulang dan remodelling, arthritis, inflamasi, angiogenesis, kanker,
dan photoaging?*2?>. Beberapa penelitian terdahulu mengungkapkan

bahwa radiasi UV meningkatkan setidaknya tiga MMPs yang



2.1.2.

berbeda pada kulit manusia secara in vivo, Yyaitu interstitial
collagenase (MMP-1), stromelysin-1 (MMP-3), dan 92 -kD
gelatinase (MMP-9)26-28, Ketiga faktor tersebut secara kuat diinduksi
oleh actovating protein 1 (AP1) yang secara cepat diinduksi dan
diaktifkan oleh radiasi UV pada kulit manusia secara in vivo serta
memiliki kapasitas untuk mendegradasi sebagian besar protein yang

menyusun ECM dermal?®:32,

Peran dan Mekanisme Seluler MMP-1 dalam Kolagen Loss
Kolagen loss merupakan penuruan kadar kolagen pada kulit
yang disebabkan oleh paparan UVA dan UVB yang dapat
menginduksi stres oksidatif pada kulit manusia dan menyebabkan
kerusakan genetik temporal dan persisten, peningkatan regulasi
aktivitas AP1, dan peningkatan ekspresi- MMP32-%, Dalam proses
penurunan kadar kolagen, ROS intraseluler berlebih yang diinduksi
UV mengaktifkan mitogen-activated protein kinase (MAPKS) dan
nuclear factor-kappa B (NF-xB) yang berpuncak pada regulasi
transkripsi MMP, dan menghasilkan degradasi kolagen dan elastin,

yang berlanjut ke photoaging (Gambar 1).
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Gambar 2.1. Peran MMPs dalam Proses Penurunan Kolagen®

Menariknya, di antara MMPs yang diekspresikan pada kulit
manusia normal, hanya tiga yang diinduksi secara signifikan sebagai
respons terhadap penyinaran ultraviolet (UV), yaitu MMP-1
(kolagenase), MMP-3 (stromelysin-1), dan MMP-9 (92kD
gelatinase). Keratinosit epidermis dan fibroblas dermal mensekresi
kolagenase MIMP-1 yang yang mendegradasi kolagen fibrilar tipe |
dan Il menjadi fragmen-fragmen spesifik di dalam triple heliks
sentral. Gelatinase MMP-9 kemudian menghidrolisis fragmen ini
yang pada akhirnya merusak fungsi dermis kaya kolagen®® Iradiasi
UV menginduksi peningkatan sintesis dan ekspresi gen MMP-1 oleh
fibroblast dermal, yang dirangsang oleh pembentukan reactive
oxygen species (ROS) berlebih, dan memainkan peran penting dalam
penurunan kolagen. Iradiasi UV menginduksi kelebihan ROS
intraseluler seperti oksigen singlet (*Oz), anion superoksida (O2’),
hidrogen peroksida (H202), dan radikal hidroksil (OH:) yang

mengaktifkan mitogen-activated protein kinase (MAPK)3"-
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Mitogen-activated protein kinase (MAPK) adalah keluarga
dari kinase Ser/Thr yang diarahkan oleh prolin yang terdiri dari
extracellular signal-regulated kinases (ERKs) yang menstimulasi
ekspresi c-Fos, p38 dan c-Jun NHa-terminal kinase (JNK) yang
menstimulasi ekspresi c¢-Jun®. Kombinasi c-Jun dengan c-Fos
membentuk faktor transkripsi AP-1 yang memainkan peran penting
dalam regulasi transkripsi MMP-1, MMP-3, dan MMP-9 dan
mengakibatkan degradasi kolagen®’. Selain itu, AP-1 menghambat
transforming growth factor-g (TGF-B) yang merupakan pengatur
utama produksi prokolagen tipe | pada kulit manusia sehingga
menyebabkan penurunan sintesis prokolagen®°. Selain AP-1, ROS
juga menginduksi aktivasi transkripsi yang dimediasi NF-xB dan
regulasi ekspresi gen MMP. Aktivitas NF-kB bertanggung jawab
atas up-regulasi MMP-1 dan MMP-3 pada fibroblas dermal“%4L,
Aktivasi AP-1 vyang -diinduksi UV meningkatkan ekspresi gen
MMP-1, MMP-3, dan MMP-9. Ketiga MMP tersebut mendegradasi
sejumlah besar protein ECM, seperti kolagen tipe IV, V, IX, dan X,
gelatin, fibrillin-1, fibronektin, laminin, dan proteoglikan. Fungsi
utama MMP-3 adalah mengaktivasi pro-MMP seperti kolagenase,
gelatinase B, dan matrilisin selama pergantian ECM. Produksi
MMP-1 dan MMP-3 sangat penting untuk mengaktifkan sebagian

pro-MMP-142,
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2.2. Malondyaldehyde (MDA)
2.2.1. Definisi

Malondyaldehyde (MDA) adalah senyawa organik dengan
rumus nominal CH2(CHO)z. Ini adalah senyawa yang sangat reaktif
yang terjadi secara alami dan merupakan penanda stres oksidatif?,
MDA sebagian besar ada dalam bentuk enol, dan dalam pelarut
organik, isomer cis lebih disukai, sedangkan dalam air, isomer trans
lebih dominan*4. MDA dihasilkan dari peroksidasi lipid asam lemak
poliunsaturasi dan merupakan produk utama dalam sintesis
tromboksan A2%,

MDA digunakan sebagai biomarker stres oksidatif dalam
banyak masalah kesehatan seperti-kolagen loss, hiperpigmentasi,
allergy, periodontitis dan kanker**. MDA bereaksi dengan
deoksiasenosin dan deoksiguanosin dalam DNA dan dapat
menyebabkan mutasi. Pada orang dewasa yang lebih tua, MDA telah
dikaitkan dengan mortalitas akibat semua penyakit*®. MDA
diproduksi oleh lipid membran sebagai respons terhadap ROS dan
dapat digunakan sebagai indikator untuk mengevaluasi tingkat
kerusakan membran plasma sel*®, MDA adalah salah satu produk
akhir peroksidasi asam lemak poliunsaturasi dalam sel dan dapat
menyebabkan kerusakan dan lisis protein pada sistem membran sel

dan menyebabkan kematian sel kulit dalam kasus yang parah“®.
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2.2.2. Aktivasi dan Mekanisme Seluler MDA pada Kulit yang
Terpapar UVB dan Penurunan Kolagen

Peningkatan kadar MDA telah dilaporkan oleh berbagai
penelitian defisiensi kolagen pada kulit*®. MDA adalah dialdehida
tiga karbon yang sangat reaktif yang dihasilkan sebagai produk
samping dari peroksidasi asam lemak poliunsaturasi dan asam
arakidonik*®, MDA merupakan penanda stres oksidatif dan dapat
bereaksi dengan deoksiasenosin dan deoksiguanosin dalam DNA
yang dapat menyebabkan mutasi®®.

Penelitian terdahulu melaporkan bahwa MDA berperan
penting dalam defisiensi kolagen pada kulit yang terpapar sinar
matahari dan berkontribusi pada kerusakan kulit*®. Peran stres
oksidatif dalam kelainan collagen loss kulit dapat diprediksi oleh
temuan Klinis kadar kolagen kulit yang abnormal pada beberapa
penyakit kulit akibat UVB?*. Paparan UVB pada kulit dapat
menghasilkan peningkatan jumlah ROS, yang menyebabkan
ketidakseimbangan antara produksi ROS dan mekanisme pertahanan
antioksidan, yang mengakibatkan stres oksidatif. Stres oksidatif
dapat menyebabkan kerusakan DNA dan produksi sitokin
proinflamasi, yang dapat berkontribusi pada perkembangan collagen
loss. Stres oksidatif tersebut yang memicu aktivasi jalur dan ekspresi

MDA dalam kulit>°,
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Berbagai stresor termasuk radiasi UV dapat meningkatkan
produksi MDA vyang berdampak pada kerusakan DNA dan
penghentian siklus sel melalui jalur p53/p21 sehingga melibatkan
kaskade P38/MAPK dan jalur NF-xB®. Telah ditunjukkan bahwa
kulit manusia yang terpapar sinar UV memiliki akumulasi sel tua
yang sangat tinggi. Akumulasi fibroblas tua dapat mempercepat
penuaan kulit dengan mensekresi faktor-faktor fenotipe sekretori
terkait penuaan (SASP), termasuk IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, dan
MMPs. Faktor SASP yang - disekresikan dari fibroblas tua
bertanggung jawab atas peradangan kronis serta degradasi ECM.
Gambar 2.2 menjelaskan jalur pensinyalan utama yang terlibat
dalam penurunan kolagen hingga photoaging yang diperantarai

Uv®2.
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Gambar 2.2. Jalur Pensinyalan Utama Collagen Loss dan Photoaging®
2.3. MSCs

MSCs dicirikan mempunyal kemampuan untuk memperbarui diri dan
mampu berdiferensiasi ke dalam banyak garis keturunan jaringan, seperti
osteoblas, adiposit, kondrosit, tenosit, dan miosit. MSC diperoleh dari
sejumlah jaringan, termasuk sumsum tulang, jaringan adiposa, dan tali
pusat, MSC juga ditandai oleh ekspresi permukaan CD penanda, termasuk
CD44+, CD73+, CD90 +, dan CD105+, dan dibedakan dari sel
hematopoietik oleh kurangnya CD34, CD45, CD14, dan HLA-DR. MSC
kemampuan imunomodulator, reparatif, dan regeneratif melalui pensinyalan

parakrin, yang memiliki potensi terapi yang besar®2,
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Gambar 2.3. Kemampuan Diferensiasi dari MSC53
2.3.1. Fungsi

MSC berfungsi dalam proses regenerasi suatu jaringan. Hal ini
dikarenakan stem cell memiliki kemampuan untuk berproliferasi dan
berdiferensiasi serta mampu untuk menghasilikan berbagai produk
seperti faktor pertumbuhan dan sitokin. Stem cell juga mampu
berkomunikasi secara parakrin maupun autokrin melalui sitokin
yang dihasilkan. Kemampuan stem cellberkomunikasi secara
parakrin yaitu dengan cara menstimulasi pengaktifan sel lain dalam
proses penyembuhan. Stem cell juga memiliki kemampuan untuk
homing yaitu kemampuan sel unuk menuju organ target sebagai
mekanisme awal proses penyembuhan sebelum akhirnya menempel,

proliferasi dan berdiferensiasi menyadi sel yang dibutuhkan®.
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Kemampuan berdiferensiasi menjadi berbagai jaringan sel
membuat MSC menarik secara klinik. Berbagai jurnal penelitian
melaporkan MSC terlibat kuat dalam restorasi dan regenerasi
berbagai kerusakan dan atau regenerasi jaringan®®, diantaranya
adalah:

1. Neurodeneratif, seperti  stroke, Parkinson,  Alzheimer
danHuntington.

2. Lesi Kardiovaskuler, seperti infark miokard dan peripheral
vaskuler iskemia.

3. Disfungsi dan disufisiensi hormonal, seperti penyakit diabetes
mellitus.

4. Sistem imunitas, seperti autoimun.

5. Muskuloskeletal, seperti fraktur, osteoporosis dan osteoatritis

6. Luka kulit kronis, ulkus kornea

Mobilisasi MSC

Sudah dibuktikan bahwa MSC, ketika ditransplantasikan
secara sistemik, menunjukkan kemampuan untuk menuju ke lokasi
kerusakan jaringan pada hewan coba. Hal ini menunjukkan bahwa
MSC memiliki kapasitas untuk bermigrasi. Mekanisme migrasi MSC
masih tetap belum jelas. Reseptor kemokin serta ligannya dan
molekul adhesi memainkan peranan yang penting dalam mekanisme
homing pada jaringan yang spesifik melalui leukosit. Banyak

penelitian telah melaporkan ekspresi fungsional berbagai reseptor
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kemokin dan molekul adhesi pada MSC manusia. Memanfaatkan
potensi migrasi dari MSC oleh modulasi interaksi reseptor kemokin
merupakan cara yang ampuh untuk meningkatkan kemampuan MSC
untuk memperbaiki kelainan bawaan dari jaringan mesenchymal atau
memfasilitasi perbaikan jaringan in vivo®e.

Mediator sinyal akan dilepaskan oleh suatu jaringan yang
rusak yang tujuannya -untuk memobilisasi MSCagar menuju
ketempat jaringan yang rusak tersebut. Terdapat banyak jenis
mediator sinyal yaitu VEGF (vascular endothelial growth factor),
granulocyte colony stimulating factor (GCSF),
chemokines,erythropoietin (EPO), stromal-derived factor-1 (SDF-1),
granulocyte ‘macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF),
fibroblast growth factor, angiopoietin-2, platelet-derived growth
factor-CC, stem cell factor (SCF), placental growth factor (PIGF),

dan interleukin (IL)-8, IL-6, IL-3, IL-2, serta IL-1B°".

Konsep Small Molecule Growth Factor MSC

Terminologi fungsional MSC didasarkan pada kemampuannya
dalam menskresi berbagai soluble molecule secara parakrin. Konsep
parakrin adalah komunikasi MSC dengan sel dan matriks sekitarnya
melalui molekul sinyal tertentu yang dilepaskan oleh MSC. Secara
spesifik, konsep small molecule growth factor MSC didasarkan

pada®®:
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1. Kompleksitas teknik isolasi MSC
Sebagaimana diketahui teknik dan metode dalam
mengisolasi MSC membutuhkan teknik yang komplek disamping
kerja aseptis serta waktu kultur (selama beberapa minggu) untuk
mendapatkan turunan MSC yang homogen dengan potensi
stemness tinggi, terutama kemampuan multi-diferensiasi menjadi
berbagai sel jaringan spesifik. Berbagai faktor harus dikendalikan
untuk mencapai hasil optimum, karena banyak faktor yang ikut
menentukan hasil akhir isolasi.
2. Waktu paruh kehidupan MSC yang singkat
Berbagai hasil penelitian melaporkan bahwa waktu paruh
kehidupan MSC ketika berintegrasi dalam jaringan cedera pasca
transplantasi- adalah singkat, sehingga kemungkinan MSC
melakukan fungsi regenerasi tidak optimal. Berbagai faktor
internal yang terjadi dalam jaringan cidera ikut mempengaruhi
waktu paruh kehidupan MSC.
3. Konsep molekul parakrin MSC dalam regenerasi
Laporan penelitian terkini mengungkapkan bahwa sebagian
besar MSC yang diberikan lewat intravena akan terjebak dalam
paru sebagai small emboli (tidak menimbulkan oklusi vaskuler).
Sekalipun demikian, MSC yang terjebak tersebut tetap akan
melepaskan berbagai molekul antiinflamasi, disamping pro-

regenerasi. Hal ini memunculkan spekulasi bahwa small
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molecule dan exosome yang dilepas oleh MSC secara parakrin

merupakan faktor utama dalam regenerasi jaringan.

2.3.4. Induksi Small Molecule dan Exosome MSC
Begitu pentingnya peranan small molecule dan exosome MSC
ini, sehingga memunculkan berbagai upaya dalam menghasilkan
small molecule dan exosome secara in-vitro. Secara spesifik induksi
small molecule growth factor MSC dapat dibagi menjadi 2%, yaitu:
1. Induksi MSC dengan stimulasi molekul pro-inflamasi
Secara teoritis, MSC vyang diaktivasi sebelumnya oleh

TNF-q dapat melepas berbagai molekul anti-inflamasi.
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Gambar 2.4. Lingkungan Inflamasi Mengaktivasi MSC®
2. Induksi MSC dengan teknik hipoksia
MSC vyang diinkubasi dalam keadaan hipoksia akan
melepaskan  berbagai molekul pro-regenerasi. Hal ini

memunculkan teori hypoxic preactivated MSC-induced soluble
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molecule yaitu berbagai molekul terlarut dalam medium dilepas
MSC yang mengalami hipoksia. Kondisi hipoksia pada MSCs
diketahui dapat meningkatkan sekresi sitokin anti-inflamasi
seperti IL-10 sebagai small molecule dan ekspresi berbagai
macam antioksidan, seperti GPX, superoxide dysmuthase
(SOD)1, SOD2, catalase (CAT) dan sirtuin (SIRT)1 dan 3 yang
terakumulasi di dalam exosome. Produksi IL-10 oleh MSCs dapat
menghambat faktor trasnkripsi nuclear factor kappa B yang
merupakan pemicu overekspresi ROS. Sisi lain, berbagai macam
antioksidan yang diekspresikan secara langsung oleh MSCs
melalui exosome, seperti GPX mampu mengaktivasi faktor
transkripsi:- NRF2 yang berujung pada peningkatan ekspresi
antioksidan®?. Sisi lain, berbagai miRNA yang terkandung dalam
exosome MSCs hypoxia juga mampu berperan dalam inhibisi

stres oksidatif, seperti miR21, miR-22-3p dan miR-215-5p%%63,

2.4. Ultraviolet B (UVB)
Radiasi ultraviolet (UV) sinar matahari dibagi menjadi UVA (315—
400 nm), UVB (280-315 nm) dan UVC (200-280 nm). Sekitar 90% Sinar
UV yang mencapai bumi merupakan UVA, 10% merupakan UVB,
sedangkan UVC seluruhnya diserap oleh atmosfer bumi. Berdasarkan kedua
UV yang mampu menembus permukaan bumi, UVB merupakan UV yang
dapat menembus epidermis dan mencapai bagian atas dermis dan dapat

menginduksi kerusakan DNA sel-sel kulit dengan meningkatkan konsentrasi
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Reactive Oxygen Species (ROS)®. Paparan jangka panjang terhadap UVB

dapat menyebabkan photoaging yang memfasilitasi penuaan kulit dan

melanogenesis®.

2.4.1. Photoaging

Photoaging merupakan

penuaan

kulit ekstrinsik yang

menyebabkan penuaan dini pada kulit melalui paparan kumulatif

radiasi ultraviolet (UV) dari Matahari maupun sumber UV buatan®,

Photoaging secara klinis ditandai dengan warna kulit yang tidak

merata (hiperpigmentasi), rona kulit yang memucat kekuningan,

kerutan (bisa halus, kasar atau keduanya), kulit yang atrofi, kulit

menjadi kendur, telangiektasis, solar elastosis, actinic purpura,

hingga pembentukan lesi prakanker, kanker kulit, dan melanoma®®.

Tabel 2.1. Perbandingan perubahan histologis dan klinis yang
terbukti pada penuaan kronologis dan Photoaging®’

Chronological aging Photoaging
Histological Kolagen longgar, Elastosis
features pendek, tipis, tidak Fragmentasi kolagen
teratur, Atrofi Ketebalan epidermis  tidak
epidermis  Hilangnya teratur
rete  pegs, Perataan Peningkatan glikosaminoglikan
sambungan epidermis- dan proteoglikan
dermal Berkurangnya Peningkatan penanda inflamasi
melanosit, Langerhans, (sel mast, eosinofil, sel
dan sel mast mononuklear)
Melanogenesis
Clinical Kulit tipis Kulit atrofi
features Kerutan halus Kerutan kasar
Xerosis Kulit kasar
Kelembekan Lentigo
Angioma ceri Penampilan kecokelatan

Keratosis seboroik

Penampilan seperti batu bulat
berwarna kuning Telangiektasia
Memar, Dermatitis akibat sinar
matahari
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Sinar UV yang mencapai lapisan dermis lebih banyak pada
kulit yang berwarna cerah dibandingkan dengan kulit berwarna gelap
sehingga individu dengan tipe kulit Fitzpatrick rendah cenderung
lebih rentan terhadap photoaging®. Terdapat enam tipe warna kulit
yang diklasifikasikan Fitzpatrick berdasarkan reaksinya terhadap
paparan sinar matahari serta radiasi sinar UV, mulai dari sangat
pucat (tipe kulit 1) hingga sangat gelap (tipe kulit VVI). Warna alami
atau pigmentasi kulit ditentukan oleh jumlah, tipe dan susunan
melanin di kulit. Pigmen melanin memberikan perlindungan alami
terhadap paparan sinar UV yakni Sun Protection Factor (SPF)%.
Kulit yang gelap lebih tahan terhadap kerusakan kulit akibat paparan
sinar UV dikarenakan kulit yang lebih gelap memiliki SPF alami
yang lebih tinggi yakni 13,4 jika dibandingkan kulit bangsa
Kaukasia yang hanya memiliki SPF alami 3-4 atau bahkan kurang,
sehingga manifestasi penuaan kulit lebih ringan dan terjadi lebih
lambat 10 hingga 20 tahun dibandingkan dengan kulit yang lebih

terang’’.

Kolagen

Kolagen Merupakan protein (polipeptida) ekstraseluler utama
dalam tubuh manusia yang ditemukan pada hampir semua organ
tubuh. Sampai saat ini sudah ditemukan sebanyak 21 tipe kolagen,
jumlah dan jenisnya berbeda-beda pada berbagai organ tubuh

manusia’t. Kolagen-1 merupakan jenis serabut kolagen terbanyak
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yang dijumpai dalam tubuh manusia seperti pada tendon, tulang,
kulit. Serabut kolagen-1 berperan penting dalam pembentukan
jaringan parut. Kolagen-2, kolagen-9, kolagen-10, kolagen-11
ditemukan pada kartilago. Kolagen-3 banyak dijumpai pada kulit,
dinding pembuluh darah, pada jaringan yang ada serabut retikuler,
seperti pada jaringan yang mengalamipertumbuhan cepat terutama
pada tahap awal penyembuhan luka. Kolagen-3 penyebarannya
hampir sama dengan kolagen-1. Sedangkan kolagen-7 kebanyakan
lokasinya terletak pada anchoring fibril di dermal epidermal junction
pada kulit, mukosa dan servik, Kolagen-7 juga banyak terdapat pada
dinding pembuluh darah”.

Telah - banyak dibuktikan- bahwa tipe kolagen yang
mendominasi organ kulit adalah kolagen-1 dan kolagen-3 yang
berfungsi pada pertahanan mekanik. Akan tetapi tipe kolagen lain
yang juga ada pada kulit, seperti kolagen-5, kolagen-6, kolagen-7,
kolagen-12 ditemukan dalam jumlah minimal yang diperkirakan ikut
menunjang, akan tetapiperan yang pasti belum jelas’®. Karena
kolagen-1 yang mendominasi organ kulit, maka kolagen- 1 yang
akan diukur pada penelitian kali ini.

Pada kulit yang mengalami Photoaging, serat kolagen
mengalami disorganisasi. Serabut kolagen dan kumpulan serat
kolagen berkurang serta mengalami homogenisasi. Kulit yang

mengalami Photoaging prekursor kolagen Tipe | dan IlI dan
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crosslink-nya berkurang’®. Dengan menggunakan antibody terhadap
kolagen Tipe I, tidak ditemukan ada perubahan kolagen setelah
radiasi UVB-B selama 10 minggu. Peningkatan kolagen pada Tipe
11 dimulai setelah terpapar UVB-B selama 12 minggu (5 hari
perminggu dengan % MED setiap pemaparan)’.

Kolagen dipengaruhi oleh faktor intrinsik dan ekstrinsik.
Faktor intrinsik meliputi sinar ultraviolet, polusi, dan diet. Faktor
ekstrinsik dapat memperberat kerusakan kolagen yang disebabkan
oleh faktor intrinsik. Pengaruh faktor genetika tampak pada studi
penuaan kulit pada berbagai etnis. Etnis dengan pigmentasi lebih
gelap, seperti ras Afrika-Amerika, memiliki daya perlindungan yang
lebih tinggi terhadap Ultraviolet. Sinar Ultraviolet memicu
pembentukan radikal bebas sehingga merusak kolagen kulit.Kulit ras
Afrika - Amerika mengandung lipid interseluler lebih banyak
daripada ras Kaukasia sehingga lebih resisten terhadap
penuaan.Kerutan wajah pada ras Asia terjadi lebih lambat dan lebih
ringan daripada ras Kaukasia’®.

Penurunan kolagen kulit tampak signifikan pada wanita
menopause. Kolagen kulit orang dewasa berkurang 1 % setiap tahun.
Penurunan kolagen ini lebih tampak pada wanita daripada pria. Kulit
kendor dan kerutan wajah disebabkan kerusakan akumulasi kolagen.

Sinar ultraviolet juga memicu pembentukan radikal bebas, yang
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dapat bereaksi dengan protein seperti kolagen sehingga terjadi
kerusakan kolagen’®.

Pada beberapa penelitian menunjukkan bahwa paparan pada
kultur fibroblast yang menunjukkan bahwa paparan pada kultur
fibroblast kulit yang mengalami kerusakan akibat Ultraviolet. Pada
kulit yang terlindungi sinar matahari dengan kolagen Tipe | yang
terdegradasi sebagian diperoleh melalui percobaan in-vitro kolagen
yang dicampur dengan MMPs yang diinduksi oleh sinar Ultraviolet,
yang terjadi melalui 2 mekanisme, yaitu; mekanisme secara
langsung terjadi degradasi kolagen secara tidak langsung melalui
hambatan sintesis kolagen oleh degradasi kolagen yang terbentuk
dari MMP. Kolagen Tipe | yang terfragmentasi memberikan umpan
balik negatif terhadap sintesisnya’’. Model yang menggambarkan
kerusakan akibat paparan sinar UVB pada jaringan kulit. Paparan
ultraviolet (panah bergerigi) mengaktifkan faktor pertumbuhan dan
reseptor sitokin pada permukaan Keratinosit dan fibroblast. Reseptor
aktif menstimulasi jalur sinyal transduksi dan merangsang faktor
transkripsi AP-1, yang mempengaruhi transkripsi gen MMP. Dalam
fibroblas, AP-1 juga menghambat ekspresi gen prokolagen. MMP
disekresikan oleh keratinosit dan fibroblas dan memecah kolagen
dan protein lain yang terdapat pada matriks ekstraselular dermis.
Perbaikan kerusakan kulit yang tidak sempurnaakan menggangu

integritas fungsional dan struktural dari matriks ekstraseluler.
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Paparan sinar matahari berulang menyebabkan akumulasi kerusakan
kolagen yang akhirnya menghasilkan kerutan yang spesifik

(photodamage skin)?@.

2.5. Pengaruh EH-MSCs terhadap Kadar MMP-1 dan MDA pada Tikus
yang dipapar UVB

Paparan terhadap radiasi UVB dapat menginduksi penuaan kulit dini
(photoaging) dan penurunan kadar kolagen dermal®. Mekanisme molekuler
yang terlibat dalam photoaging yang diinduksi UVB termasuk kerusakan
DNA, produksi ROS dan peradangan?. Jalur pensinyalan NFKB memainkan
peran penting dalam respons terhadap generasi ROS yang diinduksi UVB di
kulit. Iradiasi UVB menginduksi respon sinyal inflamasi melalui aktivasi
faktor transkripsi, NF-xB yang kemudian akan meningkatkan produksi ROS
disamping sitokin proinflamasi. Produksi ROS dan peningkatan aktivitas
NFkB akan menginduksi ekspresi gen yang terlibat dalam respons inflamasi
dan proliferasi sel, termasuk MMP-13.

Peningkatan produksi ROS secara normal mampu mengaktivasi
pathway NRF2 untuk memproduksi berbagai enzim antioksidan, sehingga
kondisi sel dapat kembali homeostasis. Namun, paparan UVB yang berlebih
berdampak pada ketidakseimbangan kadar ROS dan antioksidan intraseluler
sehingga berujung pada photoaging dan collagen loss*. Ketidakseimbangan
ROS dan antioksidan intraseluler secara spesifik dapat menghasilkan
kerusakan yang signifikan pada berbagai struktur seluler, termasuk lipida.

Kerusakan lipid ini dapat menghasilkan produk sampingan seperti MDA,
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yang menjadi tanda kerusakan oksidatif yang luas pada tingkat molekuler?®.
Akumulasi MDA dapat menjadi indikator stres oksidatif yang signifikan dan
dapat berujung pada berbagai kondisi patologis, termasuk penuaan kulit*’.
MSCs prekondisi hipoksia mensekresikan vesikel ekstraseluler yang
mengandung berbagai macam molekul antiinflamasi dan antioksidan, seperti
IL-10, TGFb, GPX, superoxide dysmuthase (SOD)1, SOD2, catalase (CAT)
dan sirtuin (SIRT)1 dan 3%%. Molekul anti-inflamasi dalam EH-MSCs dapat
menghambat faktor transkripsi NFKB yang merupakan pemicu overekspresi
ROS dan MMP1Y. Sisi lain, berbagai macam antioksidan yang
diekspresikan secara langsung oleh MSCs melalui  eksosom mampu
mengaktivasi faktor transkripsi NRF2 yang berujung pada peningkatan

ekspresi antioksidan, penahanan ROS dan hambatan produksi MDA'?.



BAB Il

KERANGKA TEORI

3.1. Kerangka Teori

Paparan UVB dapat menyebabkan kerusakan langsung pada DNA sel
kulit, mengaktifkan jalur p53 sebagai respons terhadap kerusakan DNA'®,
Aktivasi p53 menyebabkan pelepasan sitokrom C dari mitokondria sebagai
respons terhadap stres oksidatif. Pelepasan sitokrom C mengaktifkan jalur
kematian sel melalui aktivasi caspase 3, yang merupakan mediator utama
dalam proses apoptosis. Apoptosis sel akibat paparan UVB akan
menyebabkan terbentuknya DAMP. yang dideteksi oleh sel imun melalui
reseptor TLR. lkatan antara DAMP dan TLR akan memicu aktibasi
Phosphoinositide 3-Kinase (PI3K). Pada paparan UVB, aktivasi PI3K akan
menfosforiasi dan mengaktifkan NF-xB melalui pemecahan kompleks
inhibitor IKK.8 Aktivasi NF-xB menginduksi ekspresi gen yang terlibat
dalam respons inflamasi dan proliferasi sel, termasuk MMP-13,

Paparan UVB memicu stres oksidatif melalui aktivasi NADPH
oksidase yang memicu pelepasan elektron dari molekul oksigen,
membentuk superoksid yang termasuk kelompok ROS Senyawa ROS ini
bertindak sebagai molekul reaktif yang sangat berbahaya, yang dapat
mengoksidasi berbagai molekul dalam sel, termasuk lipid, protein, dan
DNA.? Peningkatan produksi ROS, terjadi aktivasi dari mekanisme seluler
pengaturan antioksidan, terutama melalui jalur NRF2. Secara normal, NRF2

terikat pada protein Keapl (Kelch-like ECH-associated Protein 1), yang
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bertanggung jawab untuk menargetkannya untuk degradasi. Namun, dalam
kondisi stres oksidatif, ROS menyebabkan perubahan konformasi pada
Keapl, yang memungkinkan NRF2 untuk terlepas dan bermigrasi ke inti sel.
Di inti sel, NRF2 berikatan dengan elemen respon antioksidan (ARE), yang
mengontrol ekspresi gen yang terlibat dalam pertahanan antioksidan. Ini
termasuk enzim seperti Superoxide Dismutase (SOD) dan Glutathione
Peroxidase (GPX), yang bertugas menghilangkan ROS dan mencegah
kerusakan sel yang lebih lanjut®.

Namun demikian, paparan UVB yang berlangsung terus-menerus atau
terlalu intens, mekanisme pertahanan antioksidan dapat terganggu, yang
menyebabkan akumulasi ROS dalam sel. Hal ini dapat menghasilkan
kerusakan yang signifikan pada berbagai struktur seluler, termasuk lipida®.
Kerusakan lipid inidapat menghasilkan produk sampingan seperti
Malondialdehyde (MDA), yang menjadi tanda kerusakan oksidatif yang luas
pada tingkat molekuler®. Akumulasi MDA dapat menjadi indikator stres
oksidatif yang signifikan dan dapat berujung pada berbagai kondisi
patologis, termasuk penuaan kulit°.

MSCs prekondisi hipoksia mensekresikan vesikel ekstraseluler yang
mengandung berbagai macam molekul antiinflamasi dan antioksidan, seperti
IL-10, TGFb, GPX, superoxide dysmuthase (SOD)1, SOD2, catalase (CAT)
dan sirtuin (SIRT)1 dan 3%%. Molekul anti-inflamasi dalam EH-MSCs dapat
menghambat faktor transkripsi NFKB yang merupakan pemicu overekspresi

ROS dan MMP1Y. Sisi lain, berbagai macam antioksidan yang
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diekspresikan secara langsung oleh MSCs melalui eksosom mampu
mengaktivasi faktor transkripsi NRF2 yang berujung pada peningkatan
ekspresi antioksidan, penahanan ROS dan hambatan produksi MDA

Gambar kerangka teori terlihat pada Gambar 3.1.
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3.2. Kerangka Konsep
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Gambar 3.2. Kerangka Konsep
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini adalah eksperimen in-vivo yang melibatkan tikus yang
mengalami kehilangan kolagen akibat paparan sinar UVB sebagai objek
studi. Desain penelitian yang diterapkan adalah Randomized Post Test only
Control Group Design. Pemilihan desain ini dilakukan untuk memastikan
validitas hasil dengan membandingkan kelompok kontrol yang tidak
mendapat perlakuan dengan kelompok perlakuan setelah intervensi atau
perlakuan dilakukan. Dengan demikian, efek perlakuan yang diamati dapat
diatribusikan secara lebih pasti kepada intervensi yang diberikan,
menghasilkan kesimpulan yang lebih kuat tentang dampak paparan sinar
UVB pada collagen loss pada tikus.

Penelitian ini terdiri dari 5 perlakuan sebagai berikut:

\4

K1 —| O1

Gambar 4.1. Rancangan Penelitian
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Keterangan :
S = Sampel
A = Aklimatisasi
R = Randomisasi
I = Induksi UVB
K1 = Tikus sehat tanpa paparan UVB
K2 = Tikus menerima paparan UVB diberi perlakuan injeksi secara
subcutan larutan NaCl 0.9% dengan dosis 200 uL
K3 = Tikus menerima paparan UVB diberi perlakuan injeksi secara

subcutan larutan Hyaluronic Acid (HA) dengan dosis 200 uL

K4 = Tikus menerima paparan UVB diberi perlakuan injeksi secara
subcutan larutan EH-MSC dengan dosis 200 uL

K5

Tikus menerima paparan UVB diberi perlakuan injeksi secara
subcutan larutan EH-MSC dengan dosis 300 uL
O = Observasi MMP-1 dan kadar MDA
4.2. Variabel penelitian dan definisi operasional
4.2.1. Variabel penelitian

a. Variabel Bebas

Penelitian ini menggunakan variabel bebas berupa injeksi secara

subcutan EH-MSC dosis 200 uL dan 300 uL
b. Variabel Tergantung

Variabel terikat penelitian ini adalah Kadar MMP-1 dan MDA
c. Variabel Prakondisi

Variabel prakondisi dalam penelitian ini adalah Sinar UV-B
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d. Variabel Terkendali

Variabel terkendali penelitian ini antara lain :

1.

Intensitas dan jumlah paparan sinar UVB yang diberikan
pada masing-masing percobaan.

Durasi paparan UVB yang diterapkan.

Faktor-faktor lingkungan selama penelitian, termasuk
kondisi suhu, kelembaban udara, dan kecerahan cahaya di
dalam ruang penelitian tikus.

Komposisi makanan yang diberikan kepada tikus.
Karakteristik seperti usia dan jenis kelamin tikus, yang
dapat mempengaruhi respons terhadap paparan sinar UVB.
Kondisi kesehatan awal sistem kekebalan dan kondisi kulit

tikus sebelum terkena paparan sinar UVB.

4.2.2. Definisi Operasional Variabel

4.2.2.1. EH-MSC

Eksosom yang dihasilkan dari mesenchymal
stem cell (MSC) dalam kondisi hipoksia merupakan
vesikel ekstraseluler yang dilepaskan ke dalam
medium kultur oleh sel MSC. Vesikel ini memiliki
ukuran antara 30 hingga 150 nanometer dan
mengekspresikan protein permukaan antara lain CD9,
CD63, dan CD81. Proses isolasi eksosom ini

dilakukan menggunakan metode tangential flow



4.2.2.2.

4.2.2.3.

filtration. Eksosom hipoksia mesenchymal stem cell
diinjeksikan secara subkutan di daerah dorsal yang
terpapar sinar UVB.
Satuan :mL
Skala :rasio
Kadar MMP-1

MMP-1 adalah enzim protease yang terlibat
dalam degradasi kolagen dalam proses penuaan kulit.
Analisis kadar MMP-1 diambil dari sampel jaringan
kulit yang dikoleksi pada hari ke-15, kemudian
dihomogenisasi dan dianalisis menggunakan teknik
ELISA. Pembacaan dilakukan  menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 450 nm.
Satuan : pg/mL
Skala ":ratio
Kadar MDA

Malondialdehyde adalah produk sampingan dari
oksidasi lipid yang dapat digunakan sebagai indikator
stres oksidatif. Penilaian kadar MDA dianalisis dari
sampel jaringan kulit yang dikumpulkan pada hari ke-
15 setelah  dihomogenisasi dan  dianalisis
menggunakan metode ELISA. Pembacaan dilakukan

menggunakan alat spektrofotometer pada panjang
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gelombang 450 nm.
Satuan : pg/mL
Skala :rasio
4.2.2.4. Sinar UV B

Sinar UV-B dihasilkan oleh perangkat UV-B
narrowband model TL-F72-100W/12. Paparan sinar
UV-B dilakukan secara teratur, lima kali dalam
seminggu, selama tiga minggu berturut-turut. Dosis
paparan sinar UV-B setara dengan 1 MED, dengan
setiap paparan berlangsung selama 8 menit pada jarak

20 cm.

4.3. Subyek Penelitian dan Sample Penelitian
4.3.1. Obyek penelitian

Obyek penelitian terdiri dari tikus jantan galur Wistar berusia
6-8 minggu, dengan berat sekitar 225+22,5 gram (CV=10%), dan
telah mendapat persetujuan dari dokter hewan. Tikus dipelihara
dalam lingkungan dengan suhu berkisar antara 20 hingga 25°C.
Mereka diberi makanan pellet dan air minum secara bebas. Sebelum
dilakukan perlakuan, tikus diaklimatisasi dalam kandang selama 1

minggu.
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4.3.2. Sampel Penelitian
4.3.2.1. Kriteria inklusi
a) Tikus jantan galur Wistar
b) Usia 6-8 minggu
c) Berat badan 225+22,5 gram (CV=10%)
d) Dinyatakan sehat tanpa kelainan anatomis
4.3.2.2. Kriteria Eksklusi
a) Memiliki kelainan anatomis.
b) Pernah menjadi subyek penelitian sebelumnya.
c) Tikus sakit selama masa penelitian.
4.3.2.3. Kiriteria Drop Out
a) Tikus mengalami infeksi atau

b) Tikus mati selama penelitian.

4.3.3. Besar Sampel
Jumah tikus (n) yang digunakan dalam penelitian ini dihitung
dengan menggunan rumus dari Federer sebagai berikut :

(n-1)(t-1)>15
(n-1)B-1)>15
4(n—1)>15
4n—-42>15
4n>19
n>4,75 > 5 (pembulatan)
Berdasarkan perhitungan tersebut dan mempertimbangkan

adanya resiko kematian tikus selama proses penelitian, sejumlah 10%
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tikus ditambahkan untuk mengantisipasi mortalitas selama penelitian,

sehingga jumlah sampel subyek penelitian ditambahkan satu ekor

tikus per kelompok. Dengan demikian, total tikus Wistar jantan yang

digunakan adalah 30 ekor.

4.4. Alat dan Bahan

4.4.1. Alat penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain :

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

BSC

CO2 inkubator

Sentrifuge

Upulse tangential flow filtration
Membran filtrasi TFF berukuran 100 kda dan 500 kda
Flowcytometer

Mikroskop inverted

Incubator

Mikropipet

Tabung sentrifuge

Pelat kultur sel

Botol beher

Shaker

Ph meter

Autoclave

Lampu UV
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4.4.2. Bahan penelitian
Bahan yang dipakai dalam penelitian meliputi bahan kultur
yang terdiri dari
1. DMEM
2. Fetal Bovine Serum
3. Phospat Buffer Saline
4. Antibiotik dan antijamur
5. Flask kultur
6. sentrifuge tube
7. pippet tip.
8. NaCl
9. Aquabidest
10. alkohol 70%
11. kapas steril
12. ketamin
13. xylazine
14. vial tube
15. RIPA buffer
16. pisau bisturi.
17. Elisa Kit Rat MDA (Elabscience No Cat: E-EL-R2856)

18. Elisa Kit Rat MMP-1 (Elabscience No Cat: E-EL-R2491).
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45. Cara Penelitian

45.1.

45.2.

45.3.

Ethical clearance
Setelah mendatkan persetujun dari pembimbing dan penguji
Ethical clearance penelitian diajukan ke Komisi Etik Fakultas

Kedokteran Universitas Sultan Agung Semarang.

Pembuatan Eksosom

Ekosom MSC diisolasi dengan menggunakan metode TFF.
Tahapan yang dilakukan meliputi pengumpulan media kultur MSC
dalam botol steril dan penyaringan menggunakan alat uPulse TFF
dengan filter 100 kDa dan 500 kDa untuk menghilangkan partikel
besar. Hasil penyaringan kemudian divalidasi untuk kandungan EH-
MSC menggunakan flow cytometry dengan penanda permukaan
berupa CD81, CD63, dan CD9. Setelah divalidasi, hasil yang
mengandung EH-MSC disimpan dalam tabung 2,5 mL dan disimpan

pada suhu 2-8°C.

Penyinaran UV-B pada subyek penelitian

Setelah beradaptasi selama periode 7 hari, tikus disuntik
dengan campuran ketamine (60mg/kgbb) dan xylazine (20mg/kgbb)
secara intramuskular. Bagian punggung tikus kemudian dicukur
dengan ukuran 2 x 3 cm. Tikus kemudian dikenai paparan sinar UV-
B pada area yang telah dicukur dengan satu kali dosis minimal

erythema (150mJ/cm2) selama 8 menit, dilakukan 5 kali dalam
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seminggu selama tiga minggu. Setelah paparan UVB, perlakuan
diberikan. Tikus pada kelompok K1 menerima suntikan NaCl
sebanyak 200 ulL, K2 tidak mendapatkan perlakuan apapun,
sementara tikus pada kelompok K3 menerima suntikan HA sebanyak
200 uL. Sedangkan tikus pada kelompok perlakuan EH-MSC dosis 1
(K4) dan 2 (K5) menerima suntikan EH-MSC masing-masing
dengan dosis 200 uL dan 300 uL pada hari ke-1 setelah tikus
dinyatakan mengalami collagen loss. Prosedur ini dilakukan untuk
mengevaluasi dampak perlakuan terhadap tikus setelah paparan

UVB.

Validasi Hewan Coba
4.5.4.1. Makroskopis
Validasi makroskopis dilakukan untuk memverifikasi
secara klinis keberhasilan dalam menciptakan model
kehilangan kolagen pada hewan percobaan melalui paparan
UVB. Hal ini dilakukan dengan melakukan pemeriksaan
visual langsung pada kulit untuk mengevaluasi kerusakan
kolagen pada hewan yang terpapar UVB, dibandingkan
dengan mereka yang tidak terpapar. Tikus yang terpapar
sinar UVB kemungkinan akan menunjukkan tanda-tanda
kerutan kulit dibandingkan dengan tikus yang tidak terpapar

UVB.
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4.5.4.2. Histopatology

Validasi  histopatologi  menggunakan  metode
pengecatan Masson  Trichrome dilakukan  melalui
serangkaian langkah. Pertama, sampel preparat direndam
dalam larutan hematoxylin untuk memberikan warna biru
pada inti sel. Langkah selanjutnya, sampel direndam dalam
larutan asam fosfat untuk melarutkan sitoplasma dan
memberikan latar belakang merah muda. Kemudian, sampel
direndam dalam larutan trichrome, yang memberikan warna
hijau kebiruan pada jaringan kolagen dan merah pada
elastin. -~ Tahap terakhir  meliputi proses dehidrasi,
pembersihan, dan penutupan slide preparat sebelum diamati
di bawah mikroskop. Keberhasilan pembuatan model hewan
dianggap tercapai apabila terdapat penurunan kolagen
dibandingkan- dengan tikus yang tidak terkena paparan

UvVvB.

45.5. Analisis kadar MMP-3 dan MDA menggunakan ELISA
1. Pilihlah sumur yang telah ditetapkan untuk standar, blanko, dan
sampel yang akan diuji.
2. Masukkan 100 pL dari larutan standar, blanko, dan sampel ke

masing-masing sumur yang telah dipilih.



10.

11.

12.

13.
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Tutuplah pelat sumur dengan plastik penutup secara rapat untuk
mencegah penguapan reagen, lalu inkubasikan selama 90 menit
pada suhu 37°C.

Buang cairan dari tiap sumur tanpa membilas, dan segera
tambahkan 100 pL larutan Antibodi Deteksi Biotinilasi ke
masing-masing sumur.

Tutupi pelat dengan penutup baru dan inkubasikan selama 1 jam
pada suhu 37°C.

Lakukan pencucian dengan menambahkan 350 pL larutan wash
buffer ke tiap sumur, diulangi sebanyak 3 kali.

Tambahkan 100 pL. Konjugat HRP ke setiap sumur.

Tutupi pelat dengan penutup baru, dan inkubasikan selama 30
menit pada suhu 37°C.

Buang larutan dari tiap sumur, lalu lakukan proses pembilasan
sebanyak 5 kali seperti pada langkah 3.

Tambahkan 90 pL. Reagen Substrat ke setiap sumur.

Tutupi pelat dengan penutup baru, dan inkubasikan selama
sekitar 15 menit pada suhu 37°C.

Tambahkan 50 pL larutan Stop ke setiap sumur.

Ukurlah Optical Density (OD) dari masing-masing sumur
menggunakan Spektofotometer pada panjang gelombang 450

nm.
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Tempat dan Waktu Penelitian
Kegiatan penelitian meliputi Pembuatan EH-MSC, pemeliharaan,
induksi hewan coba, dan perlakuan hewan coba dilakukan di Laboratorium

SCCR Indonesia Semarang pada September-Oktober 2024.

Analisa Data

Data yang terhimpun telah dianalisis dan dipresentasikan secara
statistik menggunakan perangkat lunak SPSS for Windows. Informasi
tentang kadar MMP-3 dan MDA pada tikus dalam penelitian ini dievaluasi
melalui analisis deskriptif menggunakan skala data rasio. Selanjutnya,
dilakukan pemeriksaan normalitas dan homogenitas data menggunakan uji
Shapiro-Wilk dan Levene’s Test. Apabila distribusi data menunjukkan
normalitas (p>0,05) dan homogenitas (p>0,05), maka uji One-Way ANOVA
dilaksanakan. Jika terdapat perbedaan yang signifikan (p<0,05) antara
kelompok, uji Post Hoc LSD digunakan untuk mengevaluasi perbedaan
secara signifikan. Namun, apabila data menunjukkan distribusi normal tetapi
tidak homogen (p<0,05), One-Way ANOVA tetap dilakukan, diikuti oleh uji
Post Hoc Tamhane. Jika distribusi data tidak normal (p<0,05), uji Kruskal-
Wallis digunakan, dengan uji Mann-Whitney untuk mengevaluasi perbedaan
antar kelompok. Analisis data dilakukan menggunakan perangkat lunak

SPSS 26.0.



4.8. Alur Penelitian

Tikus Wistar 30 Ekor

v

Randomisasi &

Aklimatisasi 7 hari

A
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Isolasi MSC

v

Koleksi Medium

'

TFF filtrasi

Penyinaran UVB 1 MED 5 kali
seminggu pada punggung mencit

'

v

Validasi Makroskopis

EH-MSC

dan Histologi
I
v v v v v
K1 K2 K3 K4 K5
(tanpa perlakuan) (HA) (EH-MSC 200uL{ [(EH-MSC 300uL|
v 2 v v v

Pemberian Perlakuan dan pakan standar hingga hari ke -14

¢

v

Terminasi dan pengambilan sampel di hari ke-15

v

Analisis ELISA MMP1 dan MDA

v

Analisis Statistik

Gambar 4.2. Alur Penelitian



BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental yang dilakukan selama bulan
September sampai Oktober 2024 di Laboratorium Stem Cell and Cancer Research
(SCCR) Indonesia, Semarang. Subjek penelitian ini adalah tikus jantan galur
wistar dengan berat 200-250 gram dan berumur 2-3 bulan yang di induksi UVB
302 nm dengan satu kali dosis minimal erythema (150mJ/cm2) selama 8 menit,
dilakukan 5 kali dalam seminggu selama dua minggu. Penelitian ini menggunakan
30 ekor dan tidak ada yang eksklusi selama penelitian berlangsung. Pada
penelitian ini di bagi menjadi 5 kelompok yaitu, kelompok K1 menerima suntikan
NaCl sebanyak 200 uL, K2 tidak mendapatkan perlakuan apapun, sementara tikus
pada kelompok K3 menerima suntikan HA sebanyak 200 uL secara subkutan.
Sedangkan tikus pada kelompok perlakuan EH-MSC ‘dosis 1 (K4) dan 2 (K5)
menerima suntikan EH-MSC masing-masing dengan dosis 200 uL dan 300 uL
secara subkutan pada hari ke-1 setelah tikus dinyatakan mengalami collagen loss.
Pengamatan secara makroskopis dilakukan untuk melihat adanya collagen loss
akibat paparan UVB dan berdasarkan hasil pengamatan terlihat adanya collagen
loss pada mencit yang terpapar UVB dibandingkan dengan yang tidak terpapar
sebagaimana terlihat pada Gambar 5.1. Selain itu untuk memperkuat validasi,
analisis secara anatomi dilakukan dengan menggunakan pengecatan Masson
Trichome untuk melihat densitas elastin akibat paparan UVB. Berdasarkan
penelitian terdahulu, elastin dapat terlihat sebagai gambaran merah pada

pengecatatn tersebut. Berdasarkan hasil pengamatan secara anatomi didapatkan
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hasil bahwa bahwa terjadi collagen loss pasca paparan sebagaimana yang

ditunjukkan pada Gambar 5.1.

Gambar 5.1. Tidak terdapat kemerahan dan kerutan (A) , Tampak memerah
dan kerutan (B), Masson Thrichrome dengan warna biru yang menandakan
adanya produksi kolagen (C), Kulit tikus UVB dengan menunjukkan warna
merah yang menandakan ekspresi kolagen terhambat (D).
5.1. Hasil Penelitian

5.1.1. Hasil Validasi E-MSCs
Isolasi MSCs dilakukan di Laboratorium Stem Cell and Cancer
Research Indonesia (SCCR), Semarang, menggunakan umbilical

cord tikus bunting usia 19 hari. Hasil isolasi kemudian dilakukan

kultur pada flask kultur dengan medium khusus. Hasil kultur MSCs
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setelah pasase ke-4 didapatkan gambaran sel yang melekat pada
dasar flask dengan morfologi spindle shape (Gambar 5.2 A).

Sel MSCs dikultur dalam medium induksi osteogenik dan
adipogenik selama 14 hari untuk mengetahui kemampuan
diferensiasi menjadi osteosit dan adiposit sebagai salah satau metode
validasi MSCs. Diferensiasi adipogenik MSCs ditunjukkan oleh sel
yang berisi akumulasi droplet lipid dengan pewarnaan Oil Red O
(Gambar 5.2 B). Gambaran diferensiasi osteogenik MSCs
ditunjukkan oleh sel yang berisi deposit kalsium dengan pewarnaan
Alizarin Red Gambar 5.2 C. Deposisi kalsium dan lemak hasil
diferensiasi E-MSCs menjadi osteosit dan adiposit ditunjukkan

dengan warna merah pada masing-masing kultur.

MSCs passage 4 konfluensi MSCs diferensiasi osteogenik MSCs diferensiasi adipogenik
80% (Perbesaran 40x) (Perbesaran 400x) (Perbesaran 400x)

Gambar 5.2. (A) MSCs passage 4 konfluensi 80% (Perbesaran 40x), (B)
Gambaran desposisi kalium dengan pewarnaan Alizarin Red (perbesaran
400x), dan (C) Gambaran desposisi lemak dengan pewarnaan Oil Red O
(perbesaran 400x).
Hasil isolasi MSCs divalidasi menggunakan flow cytrometry
untuk menunjukankan kemampuan MSCs dalam mengekspresikan

berbagai surface marker khusus. Hasil secara kuantitatif berupa
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persentase ekspresi positif CD 90.1 (99,8%), CD 29 (97,7%), dan

ekspresi negatif dari CD 45 (1,9%), dan CD 31 (3,7%) (Gambar 5.3).

Hjstugrnm
Histogram
Hiztogram

Hiztozram

D901 il CD29 i D45 i D3l

Gambar 5.3. Ekspresi CD90, CD29, CD45, dan CD31 pada MSCs
Medium MSCs yang diduga berisi eksosom dilakukan filtrasi
menggunakan teknik Tangential Flow  Filtration (TFF), lalu
persentase  eksosom  dianalisis menggunakan metode Flow
Cytometry. Hasil analisis menunjukkan bahwa teknik filtrasi berhasil
mengisolasi eksosom sebesar 9.1% dengan nilai MFI rata-rata

1056.35 dan nilai kadar eksosom rata-rata adalah 960 ng/mL

(Gambar 5.4).
|
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Gambar 5.4. Validasi Eksosom
5.1.2. Efek Pemberian EH-MSCs terhadap Kadar MDA
Penelitian Exosome Hypoxia Mesencymal Stem Cell (EH-

MScs) terhadap kadar MDA dan MMP-1 Tikus Galur Wistar yang di
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induksi paparan sinar UVB telah dilakukan selama 14 hari. Hasil

penelitian tersebut tertera pada tabel 5.1.

Tabel 5.1. Hasil Analisis Rerata, Uji Normalitas, Uji
Homogenitas pada Kadar MDA dan MMP-1
Kelompok
Variabel K1 K2 K3 K4 K5 Sig.(p)
N=6 N=6 N=6 N=6 N=6
Ekspresi Gen
MDA
Mean 196,58 686,58 543,25 368,33 329,33
Std.deviasi 64,11 119,01 120,31 59,67 82,06
Shapiro Wilk 0,875*  0,482* 0,444*  0,503*  0,659*
Levene test 0,101**
One Way 0.000***
ANOVA
Ekspresi Gen
MMP-1 0,06 0,33 0,09 0,08 0,07
Mean 0,03 0,06 0,05 0,04 0,04
Std.deviasi
Shapiro Wilk 0,517* . 0,986* 0,482* . 0,946*  0,151*
Levene test 0,591**
One Way 0.000***
ANOVA

Keterangan: *Normal p>0,05 **Homogen p=>0,05 ***Signifikan

p<0,05

Tabel 5.1 menunjukkan bahwa rerata ekspresi MDA terendah

yaitu pada kelompok tikus sehat yang mendapatkan NaCl 0,9%

200uL (K1), kemudian diikuti oleh kelompok perlakuan (K5) tikus

dipapar UVB diberi perlakuan EH-MSCs 300uL secara subkutan,

dan kelompok perlakuan (K4) tikus dipapar UVB diberi perlakuan

EH-MSCs 200uL secara subkutan. Rerata ekspresi MDA tertinggi

adalah kelompok perlakuan (K2) Tikus dipapar UVB dan tidak

diberi perlakuan apapun, selanjutnya kelompok perlakuan (K3) tikus

dipapar UVB diberi perlakuan HA 200uL secara subkutan. Seluruh
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kelompok kadar MDA berdasarkan uji shapiro wilk berdistribusi
normal dengan nilai p-value >0,05 dan uji homogenitas dengan
menggunakan lavene test hasilnya homogen nilai p-value (p>0,05)
maka analisis data menggunakan uji parametrik one way ANOVA.
Hasil uji one way ANOVA menunjukkan perbedaan bermakna semua
kelompok dengan nilai pvalue 0,000 (p<0.05), kemudian dilanjutkan
dengan uji post hoc LSD untuk mengetahui kelompok mana yang
paling berpengaruh.

Rerata kadar MMP-1 terendah yaitu pada kelompok tikus sehat
yang diberikan NaCl 0,9% 200uL (K1), kemudian diikuti oleh
kelompok perlakuan (K5) tikus dipapar UVB diberi perlakuan EH-
MSCs 300ul dan diikuti oleh kelompok perlakuan (K4) Tikus
dipapar UVB diberi perlakuan EH-MSCs 200uL. secara subkutan.
Rerata ekspresi gen MMP-1 tertinggi adalah kelompok (K2) Tikus
dipapar UVB dan tidak diberi perlakuan apapun dan diikuti
kelompok perlakuan (K3) tikus dipapar UVB diberi perlakuan HA
200uL. Seluruh kelompok ekspresi gen MMP-1 berdasarkan uji
shapiro wilk berdistribusi normal dengan nilai p-value >0,05 dan uiji
homogenitas dengan menggunakan lavene test hasilnya homogen
nilai p-value (p>0,05) maka analisis data menggunakan uji
parametrik one way ANOVA. Hasil uji one way ANOVA

menunjukkan perbedaan bermakna semua kelompok dengan nilai
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pvalue 0,000 (p<0.05), kemudian dilanjutkan dengan uji post hoc
LSD untuk mengetahui kelompok mana yang paling berpengaruh.

Tabel 5.2. Perbedaan Kadar MDA Antar 2 Kelompok

Kelompok p-Value

K1 vs K2 0,000*
K1 vs K3 0,000*
K1vs K4 0,004*
K1 vs K5 0,020*
K2 vs K3 0,013*
K2 vs K4 0,000*
K2 vs K5 0,000*
K3 vs K4 0,003*
K3 vs K5 0,001*
K4 vs K5 0,473

*Uji Post hoc LSD dengan nilai signifikan p<0.05

Hasil uji post hoc LSD kadar MDA pada tabel 5.2
menunjukkan kadar MDA pada kelompok Tikus sehat diberi
perlakuan NaCl 0,9% (K1) terdapat perbedaan signifikan terhadap
kelompok Tikus dipapar UVB tanpa diberi perlakuan apapun (K2),
juga berbeda secara signifikan dengan semua kelompok perlakuan
baik kontrol positif (K3) maupun dengan perlakuan EH-MSCs
200uL (K4) dan EH-MSCs 300uL (K5) dengan nilai p <0,05.
Kemudian kelompok Tikus dipapar UVB tanpa diberi perlakuan
(K2) terdapat perbedaan signifikan terhadap kelompok tikus dipapar
UVB diberi EH-MSCs dosis 200uL secara subkutan (K4) dengan
nilai p-value 0,000 (p<0.05) dan terdapat perbedaan signifikan pada
kelompok Tikus dipapar UVB diberi perlakuan EH-MSCs dosis
300uL secara subkutan (K5) dengan nilai p-value 0,000 (p<0,05),

serta juga berbeda secara signifikam dengan kelompok kontrol
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positif (K3) yang diberi perlakuan HA 200uL dengan nilai p 0,013
(p<0,05). Perlakuan kelompok kontrol positif K3 juga berbeda
secara signifikan dengan kelompok perlakuan EH-MSCs 200uL dan
300uL dengan nilai p <0,05. Tikus kelompok perlakuan K4 dan K5
tidak berbeda signifikan yang ditandai dengan niali p>0,05 (0,473).
Berdasarkan data diatas dapat disimpulkan bahwa pemberian
pemberian E-MSCs dosis 200uL dan 300uL berpengaruh secara
signifikan terhadap kadar MDA pada tikus jantan galur wistar yang

dipapar UVB, sehingga pernyataan hipotesis diterima.

Kk

*hk

*kk
800.00 -
5

> 60000 4 . K1
E m K2
% 400.00 = K3
§ n K4
m K5

200.00

0.00

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

Gambar 5.5. Ekspresi Relatif mMRNA MDA, tabel ditampilkan dengan
nilai rata-rata dari 6 hewan model + SD

5.1.3. Efek Pemberian EH-MSCs terhadap Kadar MMP-1
Rerata kadar MMP-1 setelah analisis uji post hoc LSD di

sajikan pada tabel 5.3.
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Tabel 5.3. Perbedaan Kadar MMP-1 Antar 2 Kelompok

Kelompok p-Value

K1 vs K2 0,000*
K1 vs K3 0,278
K1 vs K4 0,345
K1 vs K5 0,600
K2 vs K3 0,000*
K2 vs K4 0,000*
K2 vs K5 0,000*
K3 vs K4 0,885
K3 vs K5 0,569
K4 vs K5 0,670

*Uji Post hoc LSD dengan nilai signifikan p<0.05

Hasil uji post hoc LSD pada tabel 5.3 menunjukkan ekspresi
gen MMP-1 pada kelompok tikus sehat yang diberi perlakuan NaCl
0,9% (K1) terdapat perbedaan signifikan terhadap kelompok Tikus
dipapar UVB tanpa perlakuan (K2) dengan nilai p 0,000 (p<0,05),
namun tidak herbeda signifikan terhadap kelompok kontrol positif
(K3) yang diberi perlakuan HA 200uL, kelompok perlakuan (K4)
EH-MSCs 200uL, dan kelompok (K5) EH-MSCs 300uL. Kelompok
kontrol negatif (K2) berbeda secara signifikan terhadap semua
kelompok dengan nilai p 0,000 (p<0,05). Kelompok kontrol positif
(K3) tidak berbeda signifikan terhadap kelompok yang diberi EH-
MSCs dosis 200uL secara subkutan (K4) nilai p-value 0,885
(p>0.05) dan kelompok tikus dipapar UVB diberi E-MSCs dosis
300uL secara subkutan (K5) nilai p-value 0,569 (p>0.05). Tikus
kelompok perlakuan K4 dan K5 tidak berbeda signifikan yang
ditandai dengan niali p>0,05 (0,760). Berdasarkan data diatas dapat

disimpulkan bahwa pemberian pemberian EH-MSCs dosis 200uL
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dan 300uL berpengaruh secara signifikan terhadap kadar MMP-1
pada tikus jantan galur wistar yang dipapar UVB, sehingga

pernyataan hipotesis diterima.

dedede

kK
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Ekspresi Relatif MMP-1
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0.00 -

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

Gambar 5.6. Ekspresi Relatif mMRNA MMP-1, tabel ditampilkan dengan
nilai rata-rata dari 6 hewan model + SD

5.2. Pembahasan

Radiasi sinar UVB merupakan penyebab utama berkurangnya kolagen
kulit yang ditandai dengan kondisi stress oskdatif yang berlebihan®. Respon
stress oksidatif yang diinduksi UVB mengaktivasi jalur pensinyalan NF-kB
di epidermis yang berdampak pada penekanan sitokin anti inflammasi
seperti IL-10 sehingga menginduksi berbagai jalur, salah satunya produksi
enzim MMP-18182, Penelitian terdahulu melaporkan bahwa peningkatan
ROS akan mengaktifkan MDA sehingga akan menginduksi faktor
transkripsi NF-kB dan melepaskan sitokin proinflamasi yang berperan

penting dalam maintance dan ekspansi proses berkuranganya kolagen pada
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kulit®38  Hal ini mengesankan bahwa penekanan MDA dan MMP-1
diharapkan dapat menekan proses collagen loss yang diinduksi radiasi sinar
UVB.

Peningkatan kadar ROS akibat paparan sinar UVB menginduksi
ekspresi sirtuins 1 (Sirtll) yang akan mengaktifkan protein PPARYy
coactivator 1a (PGC-1a). Aktifasi PGC-1a menginduksi ubiquitinasi kelch-
like ECH-associated protein 1 (Kaepl), jika Kaepl terekspresi maka akan
menekan ekspresi enzim antioksidan yang menyebabkan MDA terekspresi
tinggi”’. Degradasi kolagen adalah perubahan merusak utama yang diamati
pada kulit yang menua. Degradasi kolagen diperburuk oleh aktivasi matriks
metalloproteinase (MMP). Nrf2 adalah faktor transkripsi utama untuk
regulator antioksidan seluler, yang mengikat elemen respons antioksidan
dan memainkan peran penting dalam kerusakan fotooksidatif melalui
pengurangan ekspresi MMP-1. Ekspresi Nrf2 juga telah terbukti
mempengaruhi perbaikan luka kulit pada tikus dengan meningkatkan
transkripsi COL1A1%,

Hasil analisis menunjukkan bahwa EH-MSCs dosis 300ul mampu
secara signifikan menurunkan ekspresi MDA. Hal ini diduga karena EH-
MSCs dapat menginduksi berbagai enzim antioksidan, seperti  etc, dan
mengandung molekul anti-inflamasi untuk menghambat ROS dan akhirnya
berdampak pada penurunan MDA.. Regulasi keseimbangan antara level ROS
dan antioksidan sangat penting dalam beberapa jalur transduksi sinyal

seluler di antaranya pengaturan sintesis kolagen®. MDA dapat menghambat
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respirasi mitokondria, menyebabkan disfungsi mitokondria, dan memiliki
efek toksik pada enzim tertentu, yang dapat berdampak pada pembentukan
ROS%°L, Hasil pada penelitian ini sesuai dengan penelitian terdahulu yang
menjelaskan bahwa MSCs resisten terhadap rangsangan oksidatif dan
nitrosatif in vitro yang berhubungan dengan enzim antioksidan yang
diekspresikan secara konstitutif SOD1, SOD2, katalase (CAT) dan
glutathion peeroksidase tingkat tinggi sehingga dapat menurunkan kadar
MDA™. Secara spesifik, EH-MSCs yang diproduksi oleh MSCs yang
hipoksia mengandung mengandung berbagai senyawa seperti growth factors
transforming growth factor-B (TGF-B), plateletderivded growth factors
(PDGF), fibroblast growth factor (FGF), dan hepatocyte growth factor
(HGF), disamping itu juga mengandung sitokin antiinflamasi IL-10, Lipid,
MRNA, miRNA, dan mtRNA yang mampu meningkatkan SOD, melalui
jalur Nrf2 sehingga dapat menekan MDA 8081,

Aktivasi jalur Nrf2, exosome yang diturunkan dari MSC dapat
meningkatkan ekspresi dan aktivitas enzim antioksidan seperti SOD, yang
secara efektif dapat menetralkan dan mengais ROS, sehingga mengurangi
stres oksidatif MDA. MDA yang netral menyebabkan penurunan MMP-1
sehingga kolagen tidak terdegradasi®®. Studi menunjukkan bahwa SOD
berinteraksi dengan kolagen tipe | dan tipe IV melalui domain pengikatan
matriks sehingga demikian melindungi mereka dari kerusakan oksidatif dan
menghambat cedera yang dimediasi kolagen. Demikian pula, tingkat

ekspresi MMP-1 yang diinduksi UVB ditemukan berkurang pada tikus
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transgenik SOD-overexpressing dibandingkan dengan tikus tipe liar (WT).
Dengan demikian, SOD dapat memainkan peran penting dalam mengatur
penuaan kulit®3, Hasil analisis menunjukkan bahwa EH-MSCs dosis 300ul
juga mampu secara signifikan menurunkan kadar MMP-1. EH-MSCs
mensekresikan vesikel ekstraseluler yang mengandung berbagai macam
molekul antiinflamasi dan antioksidan, seperti 1L-10, TGFb, GPX,
superoxide dysmuthase (SOD)1, SOD2, catalase (CAT) dan sirtuin (SIRT)1
dan 3%, Molekul anti-inflamasi dalam EH-MSCs dapat menghambat faktor
transkripsi NFkB yang merupakan pemicu overekspresi ROS dan MMP-185,
Temuan ini menunjukkan bahwa menekan MMP-1 bisa menjadi strategi
terapi yang menjanjikan untuk mencegah degradai kolagen akibat paparan
UVB.

Keterbatasan pada penelitian ini tidak melakukan analisa efek EH-
MSCs terhadap kadar stress oksidatif (ROS) yang merupakan pemicu utama
terjadinya kolagen loss. Disamping itu penelitian ini juga tidak menganalisis
pada jalur transkripsi MDA dan MMP-1 melalui NF-KB. Penelitian ini juga
belum menganalisis dowstream pathway NF-KB yang terkait dengan

regulator MMP-1 yaitu PI3K dan MAPK.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan
1. Terdapat pengaruh pemberian EH-MSC terhadap kadar MMP1 dan MDA
yang diinduksi sinar UVB pada tikus galur wistar.
2. Terdapat perbedaan kadar MMP-1 pada tikus galur Wistar yang diinduksi
sinar UVB yang diberikan injeksi EH MSC 200 dan 300 dibandingkan
kontrol dengan p-value <0,05.
3. Terdapat perbedaan kadar MDA pada tikus galur Wistar yang diinduksi
sinar UVB yang diberikan injeksi EH MSC 200 dan 300 dibandingkan

kontrol dengan p-value <0,05.

6.2. Saran

1. Diharapkan studi yang akan datang dapat menganalisis pathway utama
mengenai bagaimana EH-MSCs mampu menghambat Reactive Oxygen
Species (ROS), apakah melalui pathway Sirtl/PGCla, PI3K/Akt/MAPK, atau
NFKB.

2. Pada penelitian ini sudah menunjukkan hasil yang positif pada hewan model,
diharapkan penelitian selanjutnya bisa dilakukan penelitian klinis selanjutnya

ke human untuk mengetahui efektifitasnya dan efek yang ditimbulkan.
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