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ABSTRAK

Latar Belakang: Hiperpigmentasi merupakan kondisi kulit yang terjadi sebagai

akibat dari paparan sinar UVB yang dapat menyebabkan berbagai kerusakan pada
kulit seperti kemerahan, pengerasan, penumpukan melanin, penuaan kulit, dan

bahkan kanker. TGF-B dapat menghambat akumulasi melanin melalui penurunan
regulasi MITF. Penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh exosome
mesenchymal stem cell hypoxia (EH-MSC) dan glutathione dengan vitamin C
terhadap ekspresi gen TGF-f dan MITF mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi.

Metode: Penelitian ini merupakan eksperimen in vivo dengan desain post-test only
control group design, menggunakan 30 mencit jantan C57BL/6 yang dibagi dalam
5 kelompok: mencit sehat (K1), mencit dengan paparan UVB (K2), injeksi
glutathione dan vitamin C (K3), injeksi exosome (K4), serta injeksi kombinasi
exosome, glutathione, dan vitamin C (K5). Ekspresi gen TGF-f dan MITF
dianalisis menggunakan RT-qPCR.

Hasil: Analisis ekspresi gen TGF-B menunjukkan perbedaan signifikan antar semua
kelompok dengan uji Kruskal Wallis p 0,011 (p<0,05), rata-rata ekspresi terendah
terdapat pada kelompok K5 1,00£0,20 dan paling tinggi pada kelompok K2
2,72+0,64, sedangkan rata rata ekspresi MITF paling tinggi terdapat pada
kelompok K4 1,28+0,97, dan terendah pada kelompok K3 0,36+0,17, terdapat
perbedaan signifikan diantara semua kelompok penelitian dengan uji One Way
Anova didapatkan nilai p 0,035 (p<0,05).

Kesimpulan: Pemberian injeksi EH-MSC dan glutathione dengan vitamin C
berpengaruh terhadap ekspresi gen TGF-f dan MITE mencit C57BL/6 model
hiperpigmentasi.

Kata Kunci: Hiperpigmentasi, Injeksi EH-MSC, ekspresi TGF-, MITF.
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ABSTRACT

Background: Hyperpigmentation is a skin condition that occurs as a result of UVB
exposure that can cause various damage to the skin such as redness, hardening,
melanin accumulation, skin aging, and even cancer. TGF-f can inhibit melanin
accumulation by downregulating MITF. This study aims to determine the effect of
exosome mesenchymal stem cell hypoxia (EH-MSC) and glutathione with vitamin
C on the expression of TGF-f and MITF genes in C57BL/6 mice with a
hyperpigmentation model.

Methods: This study is an in vivo experiment with a post-test only control group
design, using 30 male C57BL/6 mice divided into 5 groups: healthy mice (K1),
mice with UVB exposure (K2), glutathione and vitamin C injection (K3), exosome
injection (K4), and a combination injection of exosome, glutathione, and vitamin
C (K5). TGF-$ and MITF gene expression were analyzed using RT-qQPCR.
Results: TGF-f gene expression analysis showed significant differences between
all groups with the Kruskal Wallis test p 0.011 (p <0.05), the lowest average
expression was in the K5 group 1.00 + 0.20 and the highest in the K2 group 2.72
+ 0.64, while the highest average MITF expression was in the K4 group 1.28 +
0.97, and the lowest in the K3 group 0.36 + 0.17, there were significant differences
between all research groups with the One Way Anova. test obtained a p value of
0.035 (p <0.05).

Conclusion: Administration of EH-MSC and glutathione injections with vitamin C
affected the expression of TGF-g and MITF genes in C57BL/6 mice with a
hyperpigmentation model.

Keywords: Hyperpigmentation, EH-MSC injection, TGF-£ expression, MITF.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Hiperpigmentasi merupakan kondisi kulit yang terjadi sebagai akibat dari
paparan sinar ultraviolet B (UVB), yang dapat menyebabkan berbagai kerusakan
pada kulit seperti kemerahan, pengerasan, penumpukan melanin, penuaan kulit, dan
bahkan kanker.! Transforming growth factor (TGF-p) dapat menghambat
akumulasi melanin dan aktivitas tirosinase melaiui penurunan regulasi jalur kinase
yang diatur sinyal ekstraseluler (ERK)/Microphthalmia-associated transcription
factor (MITF).2 TGF-B dapat menjadi agen pertahanan komprehensif terhadap
gangguan  hiperpigmentasi.> Pengobatan  hiperpigmentasi = menggunakan
hidrokuinon sudah menjadi baku emas lebih dari 50 tahun, namun saat ini sangat
dibatasi karena tidak sepenuhnya memberantas lesi kulit karena memiliki efek
dermatitis alergi atau iritan dan okronosis.* Dengan demikian, ada kebutuhan yang
meningkat untuk mengembangkan pilihan pengobatan alternatif yang lebih spesifik
dan efektif.® Diketahui pemberian Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSC)
secara subcutan dengan dosis 300uL berpengaruh terhadap kadar TNF-a dan GPx
pada kulit yang terpaparan sinar UVB.® Kombinasi injeksi glutathione dan
vitatamin c juga diketahui secara signifikan mengurangi insiden dan keparahan
Chemotherapy-induced peripheral neuropathy (CIPN), berefek meningkatkan
kepadatan kolagen pada luka insisi.2 Masih minimnya penelitian yang melaporkan
injeksi exosome yang dikombinasi dengan glutation dan vitamin c terhadap

hiperpigmentasi, sehingga perlu dilakukan penelitian lebih lanjut.



Perawatan hiperpigmentasi menggunakan exosome menjadi pengobatan yang
populer pada saat ini.® Alternatif aplikasi lainnya menggunakan glutathione dengan
vitamin C dalam perawatan hiperpigmentasi dapat mengurangi produksi melanin
dan melindungi kulit dari kerusakan oksidatif.}%!* Exosome yang berasal dari sel
punca mesenkimal (MSCs) menjadi fokus utama, karena exosome ini telah terbukti
memiliki sifat regeneratif dan imunomodulator yang kuat.!’> Exosome dapat
memengaruhi sifat-sifat seluler dari sel targetnya dengan mentransfer materi
genetik seperti RNA dan DNA, serta protein dan lipid spesifik.’* Di samping itu,
exosome juga dapat berfungsi sebagai perantara komunikasi antar sel, mengirimkan
sinyal-sinyal penting yang mengatur proliferasi, diferensiasi, dan fungsi seluler
lainnya®. Exosome adalah nanovesikel ekstraseluler yang dihasilkan oleh berbagai
jenis sel dan merupakan komponen penting dari komunikasi seluler. Exosome
memiliki ukuran sekitar 30-150 nanometer dan mengandung berbagai macam
materi genetik, protein, lipid, dan faktor bioaktif lainnya. * Exosome yang
dihasilkan oleh MSCs dapat berperan dalam berbagai proses biologis, termasuk
pemulihan jaringan, modulasi respons imun, dan regulasi sinyal seluler.

Studi pada tahun 2015 menunjukkan bahwa sekitar 4.2% dari 142 subjek yang
terpapar tiga kali minimal erythema dose (MED) UVB mengalami
hiperpigmentasi.’® Paparan UVB juga telah terkait dengan 8% kasus kanker kulit,
termasuk karsinoma skuamosa yang memiliki potensi metastasis tinggi.’® Pada
tahun 2020, kasus hiperpigmentasi terus meningkat, dengan lebih dari 100.350
kasus baru dan 6.850 kasus kematian karena perkembangan menjadi kanker kulit.

ROS yang berlebihan memicu perjalanan sinyal dan aktivasi faktor transkripsi



nuclear factor-kappa B (NF-kp), yang berperan dalam mengatur respons inflamasi,
meningkatkan ekspresi sitokin inflamasi seperti tumor necrosis factor-a (TNF- o),
interleukin-/a (IL-1a), IL-6, dan interleukin-8 (IL-8) pada kultur sel primer.
Peningkatan ini tidak hanya mempengaruhi produksi melanin, tetapi juga
menghambat sintesis kolagen dan menyebabkan proses inflamasi yang memainkan
peran kunci dalam terjadinya hiperpigmentasi.t

Jalur sinyal TGF-$ dan MITF telah terbukti terlibat dalam regulasi berbagai
aspek dari proses melanogenesis, yang merupakan pembentukan melanin dalam
melanosit.” TGF-B, misalnya, dapat mempengaruhi ekspresi MITF, yang pada
gilirannya mengatur ekspresi gen-gen yang terlibat dalam produksi melanin, seperti
tyrosinase.t’*® MITF juga memainkan peran penting dalam mengontrol proliferasi
dan diferensiasi melanosit. Exosome dapat berperan sebagali mediator dalam
mengatur jalur sinyal TGF-p dan MITF.*® Exosome dapat mengirimkan molekul
sinyal seperti RNA, protein, dan faktor pertumbuhan yang dapat memengaruhi
ekspresi gen TGF-B dan MITF dalam melanosit.*® Selain itu, exosome juga dapat
mengatur aktivitas jalur sinyal TGF-B dan MITF melalui interaksi dengan reseptor
spesifik atau molekul sinyal lainnya di permukaan sel target.?°

Adanya potensi EH-MSCs sebagai agen alternatif untuk mencegah
hiperpigmentasi pada kulit akibat paparan sinar UVB. Maka, dalam penelitian ini
akan diivestigasi pengaruh EH-MSCs pada konsentrasi 42ul terhadap ekspresi
TGF-B dan MITF pada kulit mencit model hiperpigmentasi yang diinduksi iradiasi

UVB secara in vivo.



1.2.

1.3.

Rumusan Masalah
Apakah terdapat pengaruh pemberian exosome mesenchymal stem cell
hypoxia (EH-MSC) glutathione dan vitamin C terhadap ekspresi gen TGF-p

dan MITF terhadap mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi?

Tujuan Penelitian
1.3.1. Umum
Tujuan umum  penelitian ini untuk mengetahui pengaruh
exosome mesenchymal stem cell hypoxia (EH-MSC) glutathione dan
vitamin C terhadap ekspresi gen TGF- dan MITF mencit C57BL/6
model hiperpigmentasi.
1.3.2. Khusus
1. Untuk mengetahui pengaruh pemberian exosome mesenchymal
stem cell hypoxia (EH-MSC) dosis 42ul, glutathione dosis 6,24l
dan vitamin C dosis 1,26l terhadap ekspresi gen TGF-p antar
kelompok perlakuan dengan kelompok kontrol pada mencit
C57BL/6 model hiperpigmentasi.
2. Untuk mengetahui pengaruh pemberian exosome mesenchymal
stem cell hypoxia (EH-MSC) dosis 42ul, glutathione dosis 6,24l
dan vitamin C dosis 1,26l ekspresi gen MITF antar kelompok
perlakuan dengan kelompok kontrol pada mencit C57BL/6 model

hiperpigmentasi.



1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1. Teoritis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah pengetahuan

mengenai peran pemberian exosome mesenchymal stem cell hypoxia

(EH-MSC) glutathione dan vitamin C terhadap ekspresi gen MITF

mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi.

1.4.2. Praktis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan pemanfaatan

pemberian exosome mesenchymal stem cell hypoxia (EH-MSC),

glutathione dan vitamin C terhadap ekspresi gen MITF mencit

C57BL/6 model hiperpigmentasi.

1.5. Originalitas Penelitian
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Kim, You (BJ-5ta-Ex) in
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A. Yeon
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BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Transforming Growth Factor-p (TGF-p)

Transforming Growth Factor-Beta (TGF-p) adalah sitokin multifungsi

yang memainkan peran penting dalam berbagai proses biologis, termasuk

pertumbuhan sel, diferensiasi, respons imun, dan perombakan jaringan.

Keterlibatannya dalam pigmentasi kulit dan hiperpigmentasi sangat

penting.?

Peran TGF-p dalam Hiperpigmentasi

1.

2.

Regulasi Aktivitas Melanosit

TGF-B dapat mempengaruhi proses melanogenesis (produksi melanin)
pada melanosit. TGF-B diketahui dapat menghambat melanogenesis
dengan mengurangi ekspresi enzim-enzim kunci yang terlibat dalam
produksi melanin, seperti tirosinase. TGF-3 dapat menekan proliferasi
melanosit, yang mungkin membantu mengendalikan pigmentasi
berlebihan dalam kondisi tertentu.

Interaksi dengan Faktor-Faktor Lain

TGF-B mempengaruhi interaksi antara melanosit dan keratinosit (tipe sel
utama di epidermis). Keratinosit dapat mengeluarkan berbagai faktor
yang mempengaruhi perilaku melanosit, dan TGF-p dapat memodulasi
interaksi ini. TGF-B berperan dalam respons inflamasi, yang erat

kaitannya dengan hiperpigmentasi. Mediator inflamasi dapat



merangsang melanogenesis, dan TGF-f, dengan memodulasi inflamasi,
secara tidak langsung mempengaruhi pigmentasi.
3. Penyembuhan Luka dan Pembentukan Jaringan Parut

Selama proses penyembuhan luka, TGF-B terlibat dalam perombakan
jaringan dan fibrosis. Hiperpigmentasi pasca-inflamasi (PIH) sering
terjadi dalam konteks penyembuhan luka, dan peran TGF-f dalam proses
ini dapat mempengaruhi tingkat hiperpigmentasi yang terjadi setelah
cedera atau inflamasi kulit.

TGF-B merupakan regulator penting dari pigmentasi kulit, yang
mempengaruhi fungsi melanosit, respons inflamasi, dan proses penyembuhan
luka.?? Perannya dalam hiperpigmentasi menunjukkan potensinya sebagai
target untuk intervensi terapeutik dalam gangguan pigmentasi. Memahami
mekanisme kompleks bagaimana TGF- mempengaruhi pigmentasi dapat
mengarah pada pengelolaan dan pengobatan yang lebih baik untuk kondisi
hiperpigmentasi.”

Jalur sinyal TGF-B dimulai ketika ligan TGF-B berikatan dengan
reseptor tipe Il (TGF-BRII) di permukaan sel. Setelah berikatan, TGF-BRII
merekrut dan memfosforilasi reseptor tipe | (TGF-BRI). Aktivasi TGF-BRI
kemudian memicu fosforilasi protein Smad2 dan Smad3, yang kemudian
memungkinkan berikatan dengan Smad4 untuk membentuk kompleks
Smad2/3/4.%2 Kompleks Smad ini kemudian berpindah ke inti sel (nucleus)
untuk mengatur ekspresi gen target. Dalam konteks pigmentasi kulit,

kompleks Smad di dalam inti sel mengikat elemen promotor gen dan
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mengatur ekspresi gen yang terlibat dalam melanogenesis, seperti tirosinase.
Dengan mengurangi ekspresi enzim tirosinase, TGF-p menghambat produksi
melanin dalam melanosit.?* Selain itu, TGF-p juga dapat menekan proliferasi
melanosit, mengurangi jumlah sel yang memproduksi melanin. TGF-B juga
berinteraksi dengan berbagai sinyal seluler lain yang mempengaruhi
pigmentasi, termasuk sinyal dari keratinosit dan sel inflamasi. Sinyal
inflamasi dapat merangsang melanogenesis, namun TGF-3 dapat memodulasi
respons ini dan mengurangi efeknya, sehingga memainkan peran penting
dalam pengaturan pigmentasi dan proses hiperpigmentasi.?

Microphthalmia-associated Transcription Factor (MITF)

MITF (Microphthalmia-associated Transcription Factor) memainkan
peran penting dalam regulasi produksi -melanin, yang terkait dengan
hiperpigmentasi. MITF terlibat dalam mengontrol ekspresi gen yang terlibat
dalam sintesis melanin, termasuk enzim-enzim kunci seperti tyrosinase.?®
MITF berfungsi sebagai faktor transkripsi yang mengikat ke daerah
pengaturan pada DNA untuk mengaktifkan atau menekan ekspresi gen
tertentu. Dalam konteks hiperpigmentasi, MITF dapat mempengaruhi jumlah
dan aktivitas melanosit, sel yang menghasilkan melanin, serta produksi
melanin itu sendiri.?’

Studi menunjukkan bahwa MITF memiliki peran dalam regulasi
produksi melanin yang berlebihan yang terjadi dalam beberapa kondisi
hiperpigmentasi seperti melasma dan lentigo.?” Faktor-faktor eksternal

seperti paparan sinar matahari berlebihan atau perubahan hormon dapat
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mempengaruhi ekspresi dan aktivitas MITF, yang pada gilirannya
mempengaruhi produksi melanin. Selain itu, mutasi atau variasi genetik pada
gen MITF dapat menyebabkan gangguan dalam regulasi melanogenesis
(proses pembentukan melanin) dan berkontribusi pada hiperpigmentasi yang
terkait dengan kondisi seperti sindrom piebaldisme atau sindrom

Waardenburg.?

Peran MITF (Microphthalmia-associated Transcription Factor) dalam
hiperpigmentasi melibatkan pengaturan produksi melanin yang berlebihan
oleh melanosit, sel-sel yang menghasilkan  pigmen - melanin.®® MITF
merupakan regulator utama dalam jalur biokimia yang terlibat dalam
melanogenesis, yaitu proses produksi melanin. MITF mengontrol ekspresi
gen-gen yang terlibat dalam sintesis melanin, termasuk gen-gen seperti TYR
(tyrosinase), TYRPL (tyrosinase-related protein 1), dan DCT (dopachrome
tautomerase). Gen-gen ini berperan dalam konversi asam amino tirosin
menjadi melanin. Dengan mengatur ekspresi gen-gen ini, MITF
mempengaruhi jumlah dan aktivitas enzim-enzim yang terlibat dalam
produksi melanin.*

Dalam kondisi hiperpigmentasi, aktivitas MITF dapat meningkat,
mengarah pada peningkatan produksi melanin. Faktor-faktor seperti paparan
sinar matahari berlebihan, perubahan hormonal, atau peradangan dapat
mempengaruhi aktivitas MITF.3! Misalnya, dalam melasma, peningkatan

aktivitas MITF dapat disebabkan oleh perubahan hormon seperti kehamilan
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atau kontrasepsi hormonal.®? Secara molekuler, MITF (Microphthalmia-

associated Transcription Factor) berperan dalam regulasi produksi melanin

yang berlebihan terkait dengan hiperpigmentasi melalui interaksi dengan

jalur-jalur sinyal dan komponen seluler yang terlibat dalam melanogenesis.

Berikut adalah beberapa aspek molekuler MITF dalam regulasi produksi

melanin yang berlebihan:3

1.

Aktivasi gen-gen melanogenesis: MITF berikatan ke daerah pengaturan
pada DNA untuk mengaktifkan ekspresi gen-gen yang terlibat dalam
produksi melanin, seperti TYR (tyrosinase), TYRP1 (tyrosinase-related
protein 1), dan DCT (dopachrome tautomerase). Ini melibatkan interaksi
protein-protein dan pengenalan dengan motif pengikatan DNA khusus.
Transkripsi melalui kompleks transkripsi: MITF bekerja sebagai faktor
transkripsi yang terlibat dalam kompleks transkripsi, yang melibatkan
interaksi dengan komponen seperti koaktivator, korepresor, dan faktor-
faktor transkripsi - lainnya. Ini memodulasi proses transkripsi dan
mempengaruhi tingkat ekspresi gen-gen melanogenesis.

Interaksi dengan faktor-faktor transkripsi fainnya: MITF berinteraksi
dengan faktor-faktor transkripsi lainnya, seperti SOX10 dan PAX3, yang
juga terlibat dalam regulasi produksi melanin. Interaksi ini dapat
memperkuat pengaruh MITF dalam mengatur ekspresi gen-gen
melanogenesis dan melibatkan proses molekuler seperti pembentukan

kompleks protein-protein.
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4. Pengaruh pos-translasi: MITF mengalami modifikasi pos-translasi,
termasuk fosforilasi dan glikosilasi, yang dapat mempengaruhi stabilitas,
aktivitas, dan translokasi MITF. Modifikasi pos-translasi ini dapat
memodulasi regulasi MITF dalam produksi melanin yang berlebihan.

5. Regulasi melalui sinyal jalur terkait: MITF juga dapat terpengaruh oleh
berbagai jalur sinyal terkait, seperti jalur Wnt/p-katenin, jalur MAPK,
dan jalur B-adrenergik. Sinyal-sinyal ini dapat memengaruhi aktivitas
dan ekspresi MITF, serta memodulasi produksi melanin yang berlebihan.

Dengan interaksi kompleks dan regulasi melalui jalur sinyal serta modifikasi

pos-translasi, MITF secara molekuler berperan dalam mengatur produksi

melanin yang berlebihan pada hiperpigmentasi. Memahami aspek molekuler

MITF dalam regulasi-ini dapat membantu dalam pengembangan pendekatan

terapeutik yang ditargetkan untuk mengendalikan produksi melanin

berlebihan dan mengurangi hiperpigmentasi.®**

Hiperpigmentasi

Hiperpigmentasi merupakan kondisi yang ditandai oleh peningkatan
produksi melanin, pigmen yang memberikan warna pada kulit, rambut, dan
mata. Hal ini menyebabkan timbulnya area kulit yang lebih gelap dari warna
kulit normal. Hiperpigmentasi dapat terjadi akibat berbagai faktor, termasuk
paparan sinar matahari, perubahan hormon, peradangan, dan kondisi genetik.

Salah satu bentuk hiperpigmentasi yang umum adalah melasma, yang

ditandai oleh munculnya bercak gelap pada wajah, terutama di daerah pipi,

dahi, dan dagu. Melasma sering kali terkait dengan perubahan hormonal,
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seperti kehamilan atau kontrasepsi hormonal, serta paparan sinar matahari
berlebihan.®

Selain melasma, ada juga kondisi hiperpigmentasi lainnya, seperti
lentigo, efelides (bintik-bintik tahi lalat), postinflamasi hiperpigmentasi (PIH)
akibat peradangan atau luka, serta beberapa kondisi genetik seperti sindrom
piebaldisme atau sindrom Waardenburg. Dalam hiperpigmentasi, peran
utama dalam produksi melanin berlebihan dijalankan oleh MITF
(Microphthalmia-associated Transcription Factor).3” MITF adalah faktor
transkripsi yang mengontrol ekspresi gen-gen yang terlibat dalam
melanogenesis, termasuk gen-gen yang mengodekan enzim-enzim seperti
tyrosinase, tyrosinase-related protein 1 (TYRP1), dan dopachrome
tautomerase (DCT). Paparan sinar matahari dan faktor-faktor lain dapat
mempengaruhi aktivitas MITF, yang pada gilirannya meningkatkan produksi
melanin. Aktivasi MITF melibatkan berbagai jalur sinyal intraseluler, seperti
jalur INK/AP-1, jalur p38 MAPK, jalur cAMP/PKA, dan jalur Wnt/B-
catenin.®®

Dalam penelitian terkait hiperpigmentasi, penting untuk memahami
mekanisme molekuler yang terlibat dalam regulasi produksi melanin oleh
MITF serta jalur-jalur sinyal yang berperan. Pemahaman ini dapat membantu
dalam pengembangan pendekatan terapeutik yang ditargetkan untuk
mengendalikan  produksi  melanin  berlebihan atau  mengurangi

hiperpigmentasi secara efektif.>
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2.4. Mesenchymal stem cells (MSCs)

Mesenchymal stem cells (MSCs) dikenal dengan kemampuan untuk
memperbaharui diri dan berdiferensiasi menjadi berbagai jenis sel jaringan,
termasuk osteoblas, adiposit, kondrosit, tenosit, dan miosit. MSC dapat
diperoleh dari berbagai sumber jaringan seperti sumsum tulang, jaringan
adiposa, dan tali pusat. Ciri khas MSC termasuk ekspresi penanda permukaan
CD seperti CD44+, CD73+, CD90+, dan CD105+, serta tidak memiliki
penanda hematopoietik seperti CD34, CD45, CD14, dan HLA-DR. MSC juga
memiliki kemampuan imunomodulasi, reparatif, dan regeneratif melalui

sinyal parakrin, yang memberikan potensi besar dalam terapi.*®*2
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Gambar 2.1. Kemampuan Diferensiasi dari MSC.40#
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2.4.1. Fungsi

Mesenchymal stem cells (MSC) berperan penting dalam
regenerasi jaringan karena kemampuannya untuk berkembang biak
dan berdiferensiasi serta memproduksi berbagai faktor seperti faktor
pertumbuhan dan sitokin. Stem cell dapat berkomunikasi melalui
mekanisme parakrin dan autokrin dengan memanfaatkan sitokin yang
dihasilkan.*®* Melalui komunikasi parakrin, MSC menstimulasi
aktivasi sel lain dalam proses penyembuhan. Selain itu, stem cell
memiliki kemampuan homing, yaitu kemampuan untuk mencapai
organ target sebagai langkah awal dalam proses penyembuhan
sebelum menempel, berkembang biak, dan berdiferensiasi menjadi sel
yang dibutuhkan. Kemampuan berdiferensiasi menjadi berbagai jenis
sel membuat MSC sangat menarik untuk aplikasi klinis. Berbagai
penelitian melaporkan keterlibatan MSC dalam restorasi dan
regenerasi berbagai kerusakan jaringan, termasuk: 444°
1. Penyakit neurodegeneratif seperti stroke, Parkinson, Alzheimer,

dan Huntington.
2. Lesi kardiovaskular seperti infark miokard dan iskemia vaskular
perifer.

3. Disfungsi hormonal seperti diabetes mellitus.
4. Gangguan sistem imunitas seperti penyakit autoimun.
5. Kondisi muskuloskeletal seperti fraktur, osteoporosis, dan

osteoartritis.
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6. Luka kulit kronis dan ulkus kornea.

2.4.2. Mobilisasi Msc

Telah terbukti bahwa Mesenchymal Stem Cells (MSC), ketika
ditransplantasikan secara sistemik, memiliki kemampuan untuk
bermigrasi ke lokasi kerusakan jaringan pada hewan uji. Ini
menunjukkan bahwa MSC memiliki kapasitas migrasi.*® Mekanisme
migrasi MSC masih belum sepenuhnya dipahami. Reseptor kemokin
dan ligannya, serta molekul adhesi, memainkan peran penting dalam
proses homing pada jaringan tertentu melalui leukosit.'* Banyak
penelitian telah menunjukkan ekspresi fungsional berbagai reseptor
kemokin dan molekul adhesi pada MSC manusia. Memanfaatkan
potensi migrasi MSC melalui modulasi interaksi reseptor kemokin
adalah cara yang efektif untuk meningkatkan kemampuan MSC dalam
memperbaiki  kelainan bawaan jaringan mesenchymal atau
memfasilitasi perbaikan jaringan in vivo.*’

Mediator sinyal yang dilepaskan oleh jaringan yang rusak akan
memobilisasi MSC untuk menuju ke lokasi kerusakan tersebut.
Berbagai jenis mediator sinyal termasuk VEGF (vascular endothelial
growth factor), granulocyte colony stimulating factor (GCSF),
kemokin, erythropoietin (EPO), stromal-derived factor-1 (SDF-1),
granulocyte macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF),

fibroblast growth factor, angiopoietin-2, platelet-derived growth
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factor-CC, stem cell factor (SCF), placental growth factor (PIGF),

dan berbagai interleukin (IL-8, IL-6, IL-3, IL-2, dan IL-1p).4850

Konsep Small Molecule Growth Factor MSC

Terminologi fungsional MSC didasarkan pada kemampuannya

dalam sekresi berbagai molekul larut secara parakrin. Konsep

parakrin ini mengacu pada komunikasi MSC dengan sel dan matriks

sekitarnya melalui molekul sinyal spesifik yang dilepaskan oleh MSC.

Secara spesifik, konsep faktor pertumbuhan molekul kecil MSC

didasarkan pada; -3

1.

Kompleksitas teknik isolasi MSC: Teknik dan metode yang
digunakan untuk mengisolasi MSC memerlukan prosedur yang
kompleks, . termasuk kerja aseptis dan waktu kultur selama
beberapa minggu untuk mendapatkan turunan MSC yang
homogen dengan potensi stemness yang tinggi, terutama
kemampuan untuk berdiferensiasi menjadi berbagai sel jaringan
spesifik. Berbagai faktor harus dikontrol untuk mencapai hasil
optimal karena banyak faktor yang mempengaruhi hasil akhir
isolasi.

Waktu paruh kehidupan MSC vyang singkat: Penelitian
menunjukkan bahwa waktu paruh kehidupan MSC setelah
integrasi dalam jaringan cedera pasca transplantasi adalah
singkat, sehingga kemungkinan MSC melakukan fungsi

regenerasi secara optimal menjadi berkurang. Faktor-faktor
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internal dalam jaringan cedera juga mempengaruhi waktu paruh
kehidupan MSC.

Konsep molekul parakrin MSC dalam regenerasi: Penelitian
terkini mengungkapkan bahwa sebagian besar MSC yang
diberikan secara intravena akan terjebak di paru sebagai emboli
kecil (tanpa menyebabkan oklusi vaskuler). Meskipun demikian,
MSC vyang terjebak ini tetap melepaskan berbagai molekul
antiinflamasi dan pro-regenerasi. Hal ini menunjukkan bahwa
molekul kecil dan eksosom yang dilepaskan oleh MSC secara

parakrin merupakan faktor utama dalam regenerasi jaringan.

Induksi Small Molecule dan Exosome MSC

Pentingnya peran molekul kecil dan exosome MSC telah

mendorong berbagai upaya untuk memproduksi molekul kecil dan

exosome ini secara in vitro. Induksi molekul kecil faktor pertumbuhan

MSC dapat dibagi menjadi dua metode: %153

1.

Induksi MSC dengan stimulasi molekul pro-inflamasi: Secara
teoritis, MSC yang diaktifkan oleh TNF-a dapat melepaskan

berbagai molekul anti-inflamasi.

Gambar 2.2. Lingkungan Inflamasi Mengaktivasi MSC. 4%51-53
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2. Induksi MSC dengan teknik hipoksia: MSC yang diinkubasi
dalam kondisi hipoksia akan melepaskan berbagai molekul pro-
regenerasi. Teori ini dikenal sebagai hypoxic preactivated MSC-
induced soluble molecule, yaitu molekul-molekul terlarut yang
dilepaskan MSC dalam kondisi hipoksia. Kondisi hipoksia pada
MSC diketahui dapat meningkatkan sekresi sitokin anti-inflamasi
seperti 1L-10 sebagai molekul kecil dan ekspresi berbagai
antioksidan seperti GPX, superoksida dismutase (SOD)1, SOD2,
katalase (CAT), dan sirtuin (SIRT)1 dan 3 yang terakumulasi
dalam eksosom. Produksi IL-10 oleh MSC dapat menghambat
faktor transkripsi nuclear factor kappa B yang memicu
overekspresi ROS. Selain itu, antioksidan yang diekspresikan
langsung oleh MSC melalui eksosom, seperti GPX, dapat
mengaktivasi faktor transkripsi NRF2 yang meningkatkan
ekspresi antioksidan. Selain itu, berbagai miRNA dalam eksosom
MSC hipoksia, seperti miR-21, miR-22-3p, dan miR-215-5p,

juga berperan dalam menghambat stres oksidatif.

Injeksi Glutahione dengan Vitamin C

Kombinasi glutathione dengan vitamin C dalam perawatan
hiperpigmentasi bekerja melalui mekanisme molekuler yang saling
melengkapi untuk mengurangi produksi melanin dan melindungi kulit dari
kerusakan oksidatif.>*->® Glutathione menghambat aktivitas enzim tyrosinase,

yang merupakan enzim kunci dalam proses melanogenesis atau produksi
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melanin, dengan mengurangi konversi L-tyrosine menjadi DOPA dan
DOPAquinone yang akhirnya membentuk eumelanin. Selain itu, glutathione
mengarahkan produksi melanin menuju pembentukan pheomelanin yang
lebih terang. Sebagai antioksidan yang kuat, glutathione juga menetralkan
radikal bebas, mencegah kerusakan oksidatif pada sel-sel kulit yang dipicu
oleh paparan sinar UV.

Vitamin C atau asam askorbat juga berperan penting dalam
menghambat tyrosinase, baik secara langsung maupun dengan mereduksi
DOPAquinone kembali menjadi DOPA, sehingga mengurangi jumlah
substrat yang tersedia untuk produksi melanin. Sebagai antioksidan, vitamin
C menetralkan radikal bebas dan membantu dalam regenerasi glutathione dari
bentuk teroksidasi - (GSSG) kembali ke bentuk tereduksi (GSH),
meningkatkan efektivitas glutathione sebagai antioksidan. Selain itu, vitamin
C adalah kofaktor yang penting dalam biosintesis kolagen, yang membantu
memperbaiki dan menjaga kekenyalan serta kekencangan kulit, memperbaiki
kerusakan akibat radikal bebas, dan mendukung struktur kulit yang sehat. >"8

Ketika digunakan bersama, glutathione dan vitamin C memberikan efek
sinergis dalam menghambat aktivitas tyrosinase dan mengurangi produksi
melanin melalui mekanisme yang sedikit berbeda namun saling melengkapi.
Kombinasi ini juga memberikan perlindungan antioksidan ganda terhadap
radikal bebas dan kerusakan oksidatif, dengan vitamin C membantu
meregenerasi glutathione agar tetap aktif lebih lama dalam melawan radikal

bebas®®*!, Selain itu, vitamin C memperkuat produksi kolagen, membantu
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memperbaiki dan mempertahankan struktur kulit yang sehat, sementara
glutathione menjaga keseimbangan redoks dalam sel kulit. Dengan
pemahaman ini, dapat disimpulkan bahwa kombinasi glutathione dan vitamin
C bekerja secara sinergis dan efektif dalam mengatasi hiperpigmentasi,
memberikan solusi yang lebih holistik untuk masalah kulit ini.>*®°

Peneliti melaporkan pemberian vitamin C subkutan disekitar luka insisi
dermal berefek pada pembentukan kolagen yang lebih padat dalam proses
penyembuhan luka. Metode eksperimental ini menggunakan tikus Wistar
dilakukan insisi di punggung sepanjang 2 cm. Kelompok perlakuan diberi
suntikan vitamin C subkutan disekitar luka insisi dermal sebanyak 9 mg
(0,09ml), hasil kepadatan kolagen pada hari kelima menunjukkan perbedaan
yang bermakna dari efek penyuntikan vitamin C subkutan terhadap kepadatan
kolagen. Penyuntikan vitamin C subkutan disekitar luka insisi dermal efektif
dalam meeningkatan kepadatan kolagen.®

Penelitian lainnya dengan  penggunaan  glutathione yang
dikombinasikan dengan mekobalamin dalam pencegahan dan pengobatan
neuropati perifer (PN) pada pasien mieloma muitipel (MM). Pasien dalam
kelompok studi diberikan 2,4 g glutathione secara intravena sekali sehari 2—
3 hari sebelum kemoterapi, dikombinasikan dengan 500 pg mecobalamin
yang diberikan secara intravena sekali setiap dua hari hingga akhir siklus
kemoterapi. Glutathione yang dikombinasikan dengan mecobalamin secara
signifikan mengurangi insiden dan keparahan CIPN pada pasien MM, dan

tidak meningkatkan reaksi merugikan pada pasien MM. Diabetes dan
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bortezomib intravena meningkatkan insiden dan keparahan PN pada pasien
MM.’
Pengaruh Exosome dan Glutahione dengan Vitamin C terhadap ekspresi
gen TGF-B dan MITF
Exosome, Glutathione, dan Vitamin C adalah komponen yang secara
sinergis dapat memodulasi jalur molekuler (pathway) yang terlibat dalam
pengaturan hiperpigmentasi kulit, terutama melalui pengaruhnya terhadap
ekspresi gen TGF-B (Transforming Growth Factor-Beta) dan MITF
(Microphthalmia-associated Transcription Factor). Exosome adalah vesikel
kecil yang dikeluarkan oleh sel dan mengandung berbagai molekul bioaktif
seperti protein, RNA, dan lipida. Dalam konteks pengaturan hiperpigmentasi,
exosome memainkan peran penting dalam modifikasi jalur sinyal seluler.5-%4
Exosome dapat membawa miRNA atau protein yang mempengaruhi jalur TGF-
B, yang mengatur proliferasi sel, diferensiasi, dan migrasi. Jalur TGF-B
melibatkan aktivasi reseptor TGF-B di permukaan sel yang kemudian
mengaktifkan SMAD protein, yang masuk ke dalam inti sel dan memodulasi
transkripsi gen target. Dengan memodulasi aktivitas TGF-B melalui komponen
exosome, regenerasi sel kulit dapat ditingkatkan dan inflamasi dapat dikurangi,
sehingga membantu mengatasi hiperpigmentasi. Selain itu, exosome dapat
mempengaruhi ekspresi MITF dengan membawa molekul regulator seperti
miRNA yang menargetkan mMRNA MITF. MITF adalah faktor transkripsi kunci
dalam sintesis melanin, yang mengendalikan ekspresi gen-gen seperti

tirosinase, TRP-1, dan TRP-2 yang terlibat dalam produksi melanin. Dengan



23

mengatur ekspresi MITF, exosome dapat membantu mengurangi produksi
melanin dan mengatasi hiperpigmentasi.®®

Glutathione adalah antioksidan kuat yang berperan dalam detoksifikasi
dan pertahanan terhadap stres oksidatif. Glutathione dapat mempengaruhi jalur
TGF-B dengan mengurangi stres oksidatif yang berlebihan dan menstabilkan
lingkungan seluler. Dengan mengurangi stres oksidatif, glutathione dapat
menormalkan ekspresi TGF-B, yang pada gilirannya mengatur proses perbaikan
jaringan dan mengurangi respon inflamasi yang berlebihan. Selain itu,
glutathione dapat mengurangi aktivitas MITF melalui jalur redoks, sehingga
menghambat produksi melanin dan mengatasi hiperpigmentasi.®®%” Glutathione
juga mempengaruhi produksi melanin dengan menghambat oksidasi tirosin
menjadi melanin melalui regulasi redoks. Selain itu, glutathione dapat
mempengaruhi jalur ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) dan p38
MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), yang berperan dalam regulasi
MITF. Penghambatan jalur ERK -dan p38 MAPK oleh glutathione dapat
menurunkan aktivitas MITF dan produksi melanin.5":%®

Vitamin C (asam askorbat) adalah antioksidan yang kuat dan esensial
untuk berbagai fungsi biologis. Vitamin C dapat merangsang produksi kolagen
dan regenerasi kulit melalui aktivasi jalur TGF-B. Aktivasi TGF-B oleh
Vitamin C mengarah pada aktivasi SMAD protein yang meningkatkan
transkripsi gen yang terlibat dalam produksi kolagen dan perbaikan jaringan,
membantu mengurangi hiperpigmentasi dan meningkatkan penyembuhan kulit.

Vitamin C juga mengurangi produksi melanin dengan menghambat aktivitas
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tirosinase, enzim yang mengkatalisis tahap awal sintesis melanin. Vitamin C
juga dapat mengurangi ekspresi MITF melalui jalur redoks dan modulasi jalur
ERK dan p38 MAPK. Dengan menghambat jalur ini, Vitamin C menurunkan
aktivitas MITF dan mengurangi produksi melanin, membantu mencerahkan
kulit dan mengurangi bintik-bintik gelap.®8°

Kombinasi ketiga komponen ini menawarkan pendekatan multifaset dalam
mengatasi hiperpigmentasi. Pengurangan stres oksidatif dan inflamasi oleh
exosome, glutathione, dan vitamin C membantu mengurangi peradangan dan
stres oksidatif, fakitor utama yang memicu hiperpigmentasi. Modulasi jalur
TGF-B oleh exosome dan vitamin C meningkatkan regenerasi sel kulit dan
produksi kolagen, serta mengurangi inflamasi, sementara glutathione
membantu menstabilkan ekspresi TGF-B dengan mengurangi stres oksidatif.
Regulasi ekspresi MITF oleh exosome, glutathione, dan vitamin C menghambat
jalur ERK dan p38 MAPK, menurunkan aktivitas MITF dan produksi melanin.
Vitamin C juga menghambat tirosinase, mengurangi sintesis melanin. Dengan
demikian, penggunaan exosome, glutathione, dan vitamin C bersama-sama
dapat memberikan efek sinergis dalam mengatasi hiperpigmentasi melalui
berbagai jalur molekuler, meningkatkan regenerasi kulit, mengurangi stres

oksidatif dan inflamasi, serta menghambat produksi melanin.”®"
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KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori

Hiperpigmentasi terjadi akibat kulit terpapar sinar UV-B berlebih
menyebabkan meningkatnya jumlah melanin.”? Inflamasi yang dimediasi
melalui ROS yang memengaruhi melanosit di epidermis.” Melanogenesis
melalui p53 memicu peningkatan ekspresi POMC untuk mensekresikan a-
MSH yang mengatur ekspresi MITF, selanjutnya memicu enzim tyrosinase,
Tyrpl dan Tyrp2. Selain itu, radiasi UV-B ROS meningkatkan ROS dalam
sel keratin dan- melanosit, dan menyebabkan kerusakan DNA.> TGF-B
menurunkan sintesis. melanin melalui penurunan regulasi ekspresi mRNA
MITF melalui aktivasi ERK.Pensinyalan ERK mengurangi sintesis melanin
melalui degradasi MITF.?2 TGF-B memediasi penurunan regulasi aktivitas
promotor MITF, mengurangi produksi tirosinase, TYRP-1, TYRP-2 dan
kadar protein MITF. TGF-f1 menghambat faktor transkripsi dan pengatur
utama MITF dalam melanosit, memengaruhi jalur ERK dan menurunkan
regulasi MITF serta produksi enzim melanogenik.”

TGF-p dan MITF memiliki peran penting dalam regulasi
melanogenesis, yang mempengaruhi proses hiperpigmentasi. Jalur sinyal
TGF-B dimulai ketika TGF-f berikatan dengan reseptornya, mengaktifkan
protein SMAD melalui fosforilasi. Kompleks SMAD yang diaktifkan
kemudian masuk ke dalam inti sel dan mengatur ekspresi gen, termasuk gen

yang dapat menekan MITF (Microphthalmia-associated Transcription
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Factor). TGF-B berfungsi sebagai penghambat proliferasi melanosit dan
sintesis melanin dengan menurunkan ekspresi MITF, sehingga mengurangi
enzim melanogenik seperti tyrosinase, TRP-1 dan TRP-2, 41424445

MITF merupakan regulator utama perkembangan dan fungsi melanosit
yang diaktifkan oleh beberapa jalur, termasuk jalur Wnt/B-catenin dan
CAMP/PKA. Aktivasi MITF meningkatkan transkripsi enzim melanogenik
yang penting untuk produksi melanin. Exosome dari beberapa jenis sel dapat
mentransfer miRNA atau protein yang menghambat atau merangsang
melanogenesis.*®*1%3%6 © Misalnya, miRNA dalam exosome dapat
menargetkan mMRNA MITF untuk degradasi, sehingga mengurangi sintesis
melanin. Glutathione, sebagai antioksidan kuat, mengurangi stres oksidatif
dalam melanosit, mempengaruhi melanogenesis, dan dapat mempengaruhi
keseimbangan antara produksi eumelanin dan pheomelanin. Vitamin C
bertindak sebagal agen reduktor yang menghambat enzim tyrosinase,
sehingga mengurangi sintesis melanin. Vitamin C juga berkontribusi pada
pertahanan antioksidatif dalam melanosit, yang berpotensi mengurangi
hiperpigmentasi. -2

Secara keseluruhan, sinyal TGF-f secara negatif mengatur
melanogenesis dengan menghambat MITF, sementara MITF yang diaktifkan
melalui berbagai jalur mempromosikan produksi melanin. Exosome,
glutathione, dan vitamin C memodulasi jalur-jalur ini pada titik-titik yang
berbeda, mempengaruhi proses pigmentasi secara keseluruhan dan berpotensi

mengurangi hiperpigmentasi. %%
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3.2. Kerangka Konsep

Ekspresi gen
TGF-B

Dosis EH-MSCS
dengan glutatione dan
vitamin C

Ekspresi gen
MITF

Gambar 3.2. Kerangka Konsep

3.3. Hipotesis

1. Terdapat pengaruh ekspresi gen TGF-B dengan pemberian exosome
mesenchymal stem cell hypoxia (EH-MSC) pada dosis 42ul dan
glutathione dosis 6,24l dengan vitamin C dosis 1,26l antar kelompok
perlakuan dibanding kontrol ~pada mencit C57BL/6 model
hiperpigmentasi.

2. Terdapat pengaruh ekspresi gen MITF dengan pemberian exosome
mesenchymal stem cell hypoxia (EH-MSC) pada dosis 42ul, glutathione
dosis 6,24ul dan vitamin C dosis 1,26pl antar kelompok perlakuan

dibanding kontrol pada mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Penelitian merupakan post test only control group dengan metode
rancang acak lengkap dengan lima kali ulangan per perlakuan. Objek
penelitian adalah mencit jantan galur C57BL/6 dengan bobot badan 20-25 gr,

perlakuan terdiri dari:

v

Ki % O

Gambar 4.1. Alur Rancangan Penelitian

Keterangan:

S :Sampel

A Aklimatisasi

R : Randomisasi

I :Induksi UVB

V :Validasi

K1 : Mencit sehat tanpa paparan UVB.

K2 : Kontrol Negatif (Mencit dengan paparan UVB)

K3 : Perlakuan 1 (Mencit dengan paparan UVB dan perlakuan injeksi
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glutathion 6,24ul dan vitamin C 1,26pl)

K4 : Perlakuan 2 (Mencit dengan paparan UVB dan perlakuan
Injeksi exosome 42ul).

K5 : Perlakuan 3 (Mencit dengan paparan UVB dan perlakuan injeksi
glutathion 6,24ul + vitamin C 1,26l dan perlakuan injeksi exosome
42ul)

4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.2.1. Variabel Penelitian
4.2.1.1 Variabel bebas
Injeksi exosome, dan glutation dengan Vitamin C
4.2.1.2 Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah ekspresi gen TGF-
B dan MITF
4.2.2. Definisi Operasional
4.2.2.1 Exosome, Glutation-dan Vit C
Kombinasi dosis Exosome, Glutathione, dan Vitamin C
diaplikasikan pada mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi
untuk mengevaluasi efek sinergisnya terhadap ekspresi TGF-
B dan MITF, yang berperan dalam regulasi pigmentasi kulit.
Exosome yang digunakan berasal dari Mesenchymal Stem
Cells yang dikondisikan dalam kondisi hypoxia (EH-MSCYS)
dan mengandung berbagai biomolekul yang berperan dalam

modulasi seluler. Glutathione diberikan sebagai antioksidan
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tripeptida yang berfungsi menekan stres oksidatif serta
menghambat produksi melanin, sedangkan Vitamin C
digunakan sebagai agen antioksidan yang tidak hanya
mendukung peningkatan kadar glutathione, tetapi juga
berperan dalam modulasi ekspresi gen yang terkait dengan
pigmentasi. Kombinasi dosis ini dirancang untuk menilai
interaksi serta potensi efek terapeutik dalam menekan
hiperpigmentasi melalui modulasi ekspresi TGF-B dan MITF

pada mencit model hiperpigmentasi.

Skala  : Ordinal
Satuan :mg
4.2.2.2 TGF-B

Ekspresi TGF-B pada jaringan kulit mencit C57BL/6
model hiperpigmentasi, pengukuran ekspresi CD163 pada
jaringan kulit setelah terpapar sinar UVB dilakukan pada hari
ke 8 dengan ekstraksi RNA untuk dianalisa dengan metode

gRT-PCR, di laboratorium SCCR Semarang.

Skala data : rasio
Satuan : m TGF- RNA relative expression (x)
4.2.2.3 MITF

Ekspresi MITF pada jaringan kulit mencit C57BL/6
model hiperpigmentasi, pengukuran ekspresi MITF pada

jaringan kulit setelah terpapar sinar UVB dilakukan pada hari
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ke 8 dengan ekstraksi RNA untuk dianalisa dengan metode
gRT-PCR, di laboratorium SCCR Semarang.
Skala data > rasio
Satuan : m MITF RNA relative expression (x)
4.3. Subjek Penelitian dan Sampel Penelitian
4.3.1. Subjek Penelitian
Subjek pada penelitian ini adalah mencit jantan galur C57BL/6
berusia 2-3 bulan dengan bobot badan 20-25 gram yang dinyatakan
sehat dan layak digunakan untuk penelitian oleh Animal Model

Research Center SCCR Indonesia.

4.3.2. Sampel Penelitian

Sampel penelitain ini adalah mencit C57BL/6 yang diberi

paparan UVB 180mJ/cm?.
R
mencit C57BL/6
4.3.2.1 Kriteria Inklusi
Kriteria inklusi yang diterapkan dalam penelitian ini antara lain
sebagai berikut

1. Mencit jantan galur C57BL/6

2. Umur 2-3 bulan.
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3. Mendapatkan paparan UVB
4. Mencit sehat dan aktif selama masa aklimatisasi

5. Berat badan 20-25 gram.

4.3.2.2 Kriteria Eksklusi
Mencit jantan galur C57BL/6 dengan kriteria:
1. Memiliki kelainan anatomis.
2. Sudah pernah digunakan untuk penelitian sebelumnya.
4.3.2.3 Kriteria Drop Out
Mencit yang masuk Kriteria drop out pada peneitian ini adalah
mencit mati atau infeksi selama penelitian.
4.3.3. Cara Pengambilan Sampel Penelitian
Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan menggunakan
cara Randomized Sampling. Mencit jantan galur C57BL/6J dibagi
menjadi 4 kelompok yaitu kelompok 1 mencit sehat tanpa paparan
UVB , Kelompok 2 kontrol negatif mencit dengan dengan paparan
UVB), kelompok 3 perlakuan mencit dengan paparan UVB dan
perlakuan injeksi glutathion 6,24ul dan vitamin C 1,26pul, kelompok
4 perlakuan mencit dengan paparan UVB dan perlakuan exosome
42ul, kelompok 5 perlakuan mencit dengan paparan UVB dan
perlakuan injeksi glutathion 6,24pl  + vitamin C 1,26ul  dan

perlakuan exosome 42l
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4.3.4. Besar Sampel

Jumlah sampel dihitung berdasarkan sampel eksperimental dari
Federer. Rumus Frederer yaitu: (t-1) (n-1) > 15 ,dari rumus tersebut
didapat hasil n adalah 6. Keterangan untuk nilai t adalah banyaknya
perlakuan yaitu 4 dan n adalah banyaknya sampel setiap perlakuan.
Sehingga sampel yang digunakan adalah 6 ekor per kelompok
kemudian diambil secara acak. Dibagi menjadi 5 kelompok sehingga
jumlahnya adalah 30 ekor mencit ditambah cadangan 5 ekor menjadi

total 35 ekor.

4.4. Alat dan Bahan
4.4.1. Alat
Penelitian ini menggunakan beberapa peralatan untuk membuat
hewan model antara lain, UV chamber, pisau cukur, kandang paparan,
kandang pemeliharan, tempat air minum mencit dan pemotong
rambut. Alat yang digunakan untuk pengumpulan data adalah
vacutainer, tabung hematokrit, pot 5 mL, 6 mm biopsy punch,
sentrifus, 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, dan

laptop
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Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari bahan
untuk perlakuan seperti water base gel, ketamin, xylazine, etanol,

akuades, pakan mencit, dan chloroform.

Cara Penelitian

45.1.

45.2.

Perolehan Ethical Clearance
Permohonan ethical clearence penelitian diajukan kepada
komisi etik Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung

Semarang.

Prosedur Isolasi Mesenchymal Stem Cell dari Umbilical Cord

Seluruh proses dilakukan di dalam biosafety cabinet class 2,
menggunakan peralatan yang steril dan dikerjakan dengan teknik
sterilitas yang tinggi.

1. Umbilical cord yang telah dipisahkan dari pembuluh darah
diletakkan ke petri dish dan dicuci sampai bersih menggunakan
PBS

2. Umbilical cord dicacah hingga halus dan diletakkan pada flask
75T secara merata dan diamkan selama 3 menit dalam inkubator
hingga umbilical cord melekat pada permukaan flask.

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

4. Umbilical cord diinkubasi di dalam inkubator pada suhu 37°C

dan 5% CO2.
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5. Penggantian medium dilakukan setiap 3 hari sekali dengan cara
membuang sebagian medium dan diganti dengan medium kultur
baru.

6. Sel akan muncul setelah kurang lebih 3 hari dari awal proses
kultur dan dapat dipanen setelah 14 hari

7. Pemeliharaan sel dilakukan hingga sel mencapai kerapatan 80%.

Proses Hypoxia

1. MSC yang telah mencapai kerapatan 80% dimasukkan ke dalam
hypoxia chamber.

2. Gas nitrogen dimasukkan melalui katup inlet hingga indicator
kadar O2 dalam hypoxia chamber menunjukkan konsentrasi 5%.

3. Chamber yang telah berisi flask diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 370C.

4. Setelah 24 jam, media kultur diambil dan saring dengan
menggunakan TFF untuk mendapatkan exosome.

Pembuatan sediaan injeksi exosome

Pembuatan sediaan injeksi dilakukan dengan cara

mengambil cairan exosome sesuai dosis menggunakan spuit 1cc.

Penetapan Dosis

Penelitian sebelumnya menggunakan exosome sebanyak 300ul
untuk injeksi subcutan pada tikus yang dikonversi pada mencit (x
0,14) sehingga menjadi 42ul yang diinjeksikan secara subcutan pada

kulit yang terpapar UVB. Dosis Glutathione yang digunakan
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berdasarkan Hao et al (2021) dimana penggunaan glutathione yang
dikombinasikan dengan mekobalamin dalam pencegahan dan
pengobatan neuropati perifer (PN) pada pasien mieloma multipel
(MM), Pasien dalam kelompok penelitian diberikan 2,4g glutathione
secara intravena yang dikonversi ke dosis mencit (x 0,0026), sehingga
didapat dosis glutathione adalah 6,24 pl/20gBB mencit.” Penelitian
Darma et al menggunakan tikus Wistar Kelompok perlakuan diberi
suntikan vitamin C subkutan disekitar luka insisi dermal sebanyak 9
mg (0,09ml), Vitamin C dengan dosis 9mg pada tikus dikonversi ke
mencit (0,14) sehingga didapat dosis vitamin C 1,26ul/20gBB
mencit.®
Rekomendasi maksimum untuk perfakuan subcutan pada
mencit adalah 0,25ml, perlakuan dosis kombinasi jika dijumlahkan
yaitu glutation 6,24 pl + vitamin C 1,26 pl dan perlakuan injeksi
exosome 42 ul, Total Volume Dosis yaitu 49,5 ul.
4.5.4. Paparan UV-B
1. Mencit di adaptasikan selama 7 hari
2. Setelah itu seluruh mencit di randomisasi dan di bagi menjadi 4
kelompok
3. Mencit di buat sedasi, dilakukan di infeksi terlebih dahulu dengan
alkohol swab pada perut kiri bawah mencit, kemudian injeksi 0,5

cc ketamine 90% + xylasine 10%di bagian Intraperitoneal mencit
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4. Cukur bagian punggung mencit selebar 2x2cm, tunggu mencit
sampai terbebas dari efek sersedasi
5. Mencit dipapar UVB 180mJ/cm?di alam UV chamber selama 10
menit, enam kali dalam dua minggu.
6. Seluruh mencit di masukkan ke kandang sesuai kelompok, di
biarkan tanpa perlakuan dan di beri pakan standar selama 24 jam
7. Validasi dilakukan dihari ke-14 untuk dilakukan pewarnaan
Masson Fontana
455 Pengambilan dan Penyimpanan Sampel Jaringan
Mencit setelah 24 jam pemberian perlakuan terakhir dimatikan
dengan cara servikal dislokasi untuk proses pengambilan jaringan.
Jaringan kulit diambil menggunakan biopsi punch 6 mm di bagian
kulit yang diinduksi. Sampel jaringan kulit dipreservasi dalam larutan
RNA later untuk mempertahankan kualitas RNA. Sampel kulit dalam
RNA disimpan dalam suhu -20°C hingga proses analisis PCR
dilakukan.
4.5.6 Analisis pewarnaan Masson Fontana untuk Pengecekan Kadar
Melanin
Langkah-langkah pengecatan Masson fontana merupakan teknik
pewarnaan histologi yang digunakan untuk menyoroti melanin pada

jaringan. Langkah-langkahnya adalah sebagai berikut:

Jaringan kulit di potong secara membujur untuk pengamatan

histologis secara lengkap. Pembuatan preparat jaringan dilakukan di
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Laboratorium Kesehatan Hewan Jawa Tengah. Pengecatan melanin
dilakukan dengan menggunakan protokol pengecatan Masson Fontana
dengan tahapan pertama deparafinisasi slide jaringan dengan
pemanasan cairan bouin ke 54-64°C. Inkubasi slide dalam Bouin's Fluid
yang dipanaskan selama 60 menit dan dinginkan selama 10 menit,
dilanjutkan dengan inkubasi slide di hematigoksin besi weigert selama
5 menit. Inkubasi slide dalam larutan Biebrich Scarlet / Acid Fuchsin
selama 15 menit dan inkubasi dalam larutan asam fosfomolibdat/
fosfotungstat selama 10-15 menit, dilanjutkan dengan inkubasi slide
dalam larutan Aniline Blue selama 5-10 menit. Inkubasi slide dalam
larutan asam asetat selama 3-5 menit dan diamati di bawah mikroskop.
Apabila terdapat peningkatan jumlah melanin secara signifkan di
bandingkan kelompok sehat yang di tandai dengan munculnya warna

kehitaman pada bagian epidermis.”

4.7.8 Analisis Ekspresi TGF-f dan MITF Menggunakan Metode RT(g-
PCR

1. Ekstraksi RNA dan sintesis cDNA'® Isolasi RNA jaringan kulit

dilakukan dengan menggunakan reagen TRIzol®, (Invitrogen Life

Technologies) dan pembuatan cDNA menggunakan iScript cDNA

Syntesis Kit (Bio-Rad iScript gDNA Clear cDNA synthesis Kit

Catalog) menggunakan Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR)

thermal cycler C1000 (Bio-Rad).
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2. Penentuan ekspresi gen MITF dan TGF-B diamplifikasi dengan
menggunakan Teknik PCR-RFLP, menggunakan PCR 2x PCR
Master mix solution (iNtRON®, nomer katalog 25027) di dalam
tabung vial 0,2 mL dengan volume total 50 uL untuk 1 sampel.
PCR dilakukan menggunakan siklus termal DNA: Terapan
Biosistem Veriti.

3. Perhitungan ekspresi gen ekspresi gen MITF dan TGF- dihitung
dalam nilai rasto dibandingkan dengan ekpresi house keeping gen
GAPDH sehingga satuan perhitungan adalah rasio mRNA level

ekpresi gen terhadap ekspresi gen house keeping.



4.6 Alur Penelitian
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Paparan UVB 180mJ/cm?selama 10 menit, jarak 20 cm selama Koleksi Medium
6kali dalam 2minggu (hari ke 1,3, dan 5 setiap minggu) v
TFF filtrasi
Validasi Makroskopis dan Histologis jaringan ¢
dengan pewarnaan Masson Fontana EH-MSCs
\4 A $ l ¢
K1 (Tikus K2 (Tikus K3 (Injeksi K4 (Injeksi K3 (Injeksi
Sehat) Tanpa glutation Exosome glutation
perlakuan) 6,24l dan 42 ul) 6,24l dan vit
vit C1,26 ul) C 1,26 pl dan
Exosome 42 pl)

A

\ 4

A

v

A

Pemberian perlakuan injeksi satu kali setia

p hari dan pakan standar hingga tujuh hari

4_

Terminasi dan pengambilan sampel jaringan kulit hari ke 8 atau 24 jam setelah

perlakuan terakhir

v

metode RTg-PCR

Pemeriksaan ekspresi gen TGF-B dan MITF dengan

:

Analisa statistik dan
kesimpulan

Gambar 4.2 Alur Penelitian
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4.7 Tempat dan Waktu Peneltian
Penelitian dilakukan di laboratorium Animal Model Research Center

SCCR Indonesia. Penelitian dilakukan pada November-Desember 2024,

4.8 Analisa Data

Data dianalisis menggunakan uji  deskriptif, normalitas, dan
homogenitas. Data yang dihasilkan untuk ekspresi TGF-p didapatkan tidak
normal dan tidak homogen (P>0,05), maka dilakukan uji Kruskal Wallis
(P<0,05) dilanjutkan dengan uji Mann Whitney untuk mengetahui perbedaan
masing-masing kelompok. Hasil data analisis ekspresi MITF yang diperoleh
normal dan tidak homogen, maka dilakukan uji One Way ANOVA dan
dilanjutkan dengan uji Post Hoc Tamhane untuk mengetahui perbedaan
masing-masing kelompok. Pengolahan analisis data dilakukan dengan

menggunakan SPSS 22.0.



BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 HASIL PENELITIAN

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh exosome
mesenchymal stem cell hypoxia (EH-MSC) dan glutathione dengan vitamin C
terhadap ekspresi gen TGF-p dan MITF mencit C57BL/6 model
hiperpigmentasi. Penelitian eksperimental yang dilakukan selama bulan
November-Desember 2024 di laboratorium Stem Cell and Cancer Research

(SCCR) Semarang.

Subjek pada penelitian menggunakan mencit galur C57BL/6 berjumlah
30 ekor mencit yang dibagi menjadi 5 kelompok, Kelompok (K1) mencit sehat
paparan UVB, kelompok (K2) kontrol negatif mencit dengan paparan UVB
tanpa perlakuan, kelompok perlakuan 1 (K3) mencit dengan paparan UVB dan
perlakuan injeksi glutathion 6,24ul-dan vitamin C 1,26pl, kelompok perlakuan
2 (K4) mencit dengan paparan UVB dan perlakuan injeksi exosome dosis 42l,
dan kelompok perlakuan 3 (K5) mencit dengan paparan UVB dan perlakuan
injeksi glutathion 6,24pl + vitamin C 1,26ul dan perlakuan injeksi exosome

42ul.

5.1.1 Validasi exosome mesenchymal stem cell hypoxia (EH-MSC)
MSC yang digunakan dalam penelitian ini diambil dari tali pusat
mencit bunting yang diisolasi di laboratorium Animal Model Research

Center SCCR Indonesia. Selanjutnya, hasil isolasi ini dikultur pada

43
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flask plastik yang telah dilengkapi dengan medium khusus. Setelah
mencapai pasase ke-5, hasil kultur MSCs menunjukkan gambaran sel
yang melekat pada dasar flask dengan morfologi yang menyerupai sel
berbentuk spindle-like cell saat diamati di bawah mikroskop,

ditunjukkan pada gambar 5.1.

spindle-/ike dengan pembesaran 100x.

Validasi MSC diperiksa dengan flow cytometry yang bertujuan
untuk menguji kemampuan MSC dalam - mengungkapkan berbagai
penanda khusus permukaan. Temuan dalam analisis menunjukkan MSC
mengekpresikan CD90,1 sebanyak 97,6%, CD29 sebanyak 97,7%,
sementara CD45 hanya diekspresikan sekitar 1,5%, dan CD31 sekitar 3,2%,

seperti pada gambar 5.2.

Bead-singlet
28.2%.

CD81
Count

CD63 CD9

5.2 Validasi exosome terhadap ekspresi marker
CDS81, CD63 dan CD9.
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Penelitian ini juga memvalidasi kemampuan MSC untuk mengalami
diferensiasi menjadi jenis sel dewasa yang berbeda. MSC diberi medium
yang dirancang khusus untuk memfasilitasi diferensiasi menjadi osteosit dan
adiposit. Hasil penelitian menunjukkan bahwa MSC mampu mengalami
diferensiasi menjadi osteosit dan adiposit, yang dapat diidentifikasi melalui
endapan kalsium serta pengamatan adanya lemak berwarna merah dalam
pewarnaan Alizarin Red dan pewarnaan oil Red dye pada masing-masing

kultur osteogenik dan adipogenik.

Gambar 5.3 MSCs mampu berdiferensiasi menjadi osteosit
(kiri) dan (kanan) berdiferensiasi menjadi Adiposit setelah
pemberian pewarnaan alizarin red dan oil red pada pembesaran
100x (ditunjukan dengan panah orange)

Sel MSCs dilakukan inkubasi dalam kondisi hipoksia dengan
konsentrasi Oz 5% selama 24 jam menggunakan hipoksia chamber.
Media kultur MSCs yang mengandung secretome kemudiandifiltrasi
mengunakan metode TFF (Tangential Flow Filtration) berdasarkan
molecular weight cut-off didapat molekul berukuran 100-500 kDa yang

12,77,78

mengandung exosome. Selanjutnya Exosome Hipoksia MSC

divalidasi menggunakan flowcytometry untuk memastikan bahwa sel
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yang ter-filtrasi mengandung marker exosome, caranya dengan melihat
kuantifikasi marker exosome yang terbaca yaitu CD63, CD81, dan CD9.
Hasilnya, jumlah exosome yang terbaca dalam analisis flowcytometry
menggunakan marker CD81, CD63 dan CD9 positif adalah 9.1%.
5.1.2 Validasi jaringan kulit mencit model hiperpigmentasi
Hasil validasi makroskopis dan mikroskopis pengecatan Masson
fontana pada jaringan kulit mencit didapatkan gambaran seperti pada

berikut:

Gambar 5.4 (A) Jaringan kulit tanpa paparan UVB, (B) Jaringan kulit yang
dipapar UVB, (C) Histologi jaringan kulit tanpa paparan UVB, (D)
Histologi jaringan kulit yang dipaparan UVB.

Validasi jaringan kulit mencit model hiperpigmentasi dilakukan
secara makroskopis untuk mengamati perubahan warna kulit secara
visual setelah paparan UVB dan secara mikroskopis dengan pengecatan
Masson fontana untuk mendeteksi melanin dalam jaringan histologis,

memvisualisasikan pigmen melanin, karena melanin memiliki sifat kimia
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yang memungkinkan pengendapan logam berat, melanin mereduksi
larutan perak nitrat menjadi perak metalik, yang mengendap dan tampak
hitam di bawah mikroskop. Hasil validasi mengkonfirmasi pada jaringan
kulit mencit terjadi hiperpigmentasi, sehingga model hiperpigmentasi ini

valid.

5.1.3 Hasil gambaran makroskopis jaringan kulit mencit model
hiperpigmentasi setelah perlakuan
Perlakuan menggunakan kombinasi EH-MSC dan glutathione
dengan vitamin C pada kulit mencit model hiperpigmentasi
memengaruhi warna, -tekstur, -dan kondisi fisik kulit. Penurunan
Pigmentasi warna kulit (Re-pigmentasi), area Yyang awalnya
hiperpigmentasi-menjadi lebih cerah dibandingkan sebelum perlakuan,
selama periode pemantauan, perubahan warna terlihat secara bertahap,
warna kulit menjadi lebih merata dibandingkan kelompok kontrol
hiperpigmentasi. Gambaran. hasil makroskopis seperti pada gambar

berikut:

Gambar 5.5 Gambaran makroskopis setiap kelompok pada
jaringan kulit mencit setelah perlakuan
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Perlakuan kombinasi eksosom, glutathione, dan vitamin C pada
kulit mencit memberikan efek sinergis dalam mengurangi pigmentasi,
memperbaiki tekstur kulit, dan meningkatkan regenerasi kulit.
Komponen ini bekerja secara sinergis mempercepat perbaikan
hiperpigmentasi sekaligus meningkatkan kesehatan kulit secara
keseluruhan, dimana eksosom meregenerasi sel kulit dan mengurangi
peradangan, glutathione mengurangi produksi melanin dan melindungi
dari stres oksidatif, dan vitamin C meningkatkan efek pencerahan kulit
dan memperbaiki struktur jaringan.

5.1.4 Efek injeksi exosome mesenchymal stem cell hypoxia (EH-MSC) dan
glutathione dengan vitamin C terhadap ekspresi gen TGF-§

Hasil penelitian didapatkan analisis ekspresi gen TGF-B dengan
kombinasi injeksi EH-MSC, glutation dan vitamin C lebih rendah pada
kulit mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi. Berdasarkan hasil yang di
tunjukkan pada tabel 5.2. Rata rata ekspresi TGF-f3 terendah terdapat
pada kelompok K5 dengan nilai TGF-p 1,00+0,20 dan ekspresi TGF-3
paling tinggi pada kelompok K2 2,72+0,64. Terlampir pada tabel 5.1

sebagai berikut.
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Tabel 5.1 Data hasil analisis statistik ekspresi gen TGF-f

Variabel Kelompok p

K1 K2 K3 K4 K5
Rerata zSD Rerata #SD ReratazSD RerataxSD RerataxzSD

Ekspresigen TGF-p 1,05+ 0,02 2,72+0,64 1,32+058 1,00+0,20 1,40+0,92

Saphiro wilk 0,135 0,392 0,011 0,764 0,224

Levene’s Test 0,001

Kruskal Wallis 0,011
Keterangan:

o Uji Saphiro Wilk (p > 0,05 = normal)
o Levene’s Test (p> 0,05 = homogen)
o Kruskal Wallis (p<0,05) = perbedaan signifikan)

Hasil ekspresi gen TGF-B tidak terdistribusi normal, ditunjukkan
pada kelompok K3 0,011 p>0,05 yang diperoleh dengan uji Shapiro
Wilk. Selain itu, varian data juga tidak homogen dengan hasil uji Levene's
Test yang ditunjukkan dengan nilai p=0,001 (p>0,05). Distribusi dan
varian data ekspresi gen TGF-f didapatkan tidak normal dan tidak
homogen, maka dilakukan analisis statistik non-parametrik dengan uji
Kruskal Wallis didapatkan nilai p=0,011 (p<0,05) sehingga dinyatakan
terdapat perbedaan signifikan diantara semua kelompok perlakuan. Hasil
statistik uji Kruskal Wallis yang signifikan dilanjutkan dengan uji Mann

Whitney untuk melihat antar 2 kelompok yang memiliki perbedaan pada

kulit mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi.

Pada penelitian ini di dapatkan rata rata ekspresi TGF-f tertinggi
pada kelompok K2 2,72 + 0,64, pada kelompok K3 lebih rendah yaitu
1,32 £ 0,58 dan kelompok K4 dengan nilai 1,00 £ 0,20, dan kelompok K5
ekspresi gen TGF-p lebih tinggi dengan nilai sebesar 1,40 £+ 0,92 (gambar

5.4).
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Relatif TGF

Ekspresi

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

Gambar 5.6 Grafik ekspresi TGF-$ pada tiap kelompok perlakuan

Hasil statistik non-parametrik uji Kruskal wallis yang signifikan
dilanjutkan dengan uji Mann Whitney untuk membandingkan antar dua
kelompok  perlakuan. Hasil analisis tabel 5.2 menunjukkan adanya
perbedaan bermakna antara kelompok K2, dengan kelompok perlakuan

K3, K4 dan K5.

Tabel 5.1 Uji Mann Whitney ekspresi TGF-f pada masing-masing

kelompok
Kelompok K1 K2 K3 K4 K5
K1 - 0,004* 0,334 0,627 0,334
K2 - - 0,010* 0,004* 0,016*
K3 - - - 0,629 0,688
K4 ] ; - - 0,423

Tanda * menunjukkan kelompok yang berbeda bermakna.

Perbandingan antara kelompok K1 beda bermakana dibandingkan
kelompok K2, kelompok K2 beda bermakna dibandingkan kelompok

K3, kelompok K2 beda bermakna dibandingkan kelompok K4,
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kelompok K2 beda bermakna dibandingkan kelompok K5, ekspresi
TGF-p lebih rendah pada kelompok K3, K4 dan K5 namun memiliki

perbedaan yang tidak bermakna.

5.1.5 Efek injeksi exosome mesenchymal stem cell hypoxia (EH-MSC) dan
glutathione dengan vitamin C terhadap ekspresi MITF

Hasil analisis kombinasi injeksi EH-MSC dan glutation dengan

vitamin C lebih rendah terhadap ekspresi MITF pada kulit mencit

C57BL/6 model hiperpigmentasi. Berdasarkan hasil penelitian yang di

tunjukkan pada tabel 5.3. rata rata ekspresi MITF paling tinggi terdapat

pada kelompok K4 dengan nilai MITF 1,28 +£0,97, dan rata rata ekspresi

MITF terendah terdapat pada kelompok K3 dengan nilai MITF
0,36x0,17 Terlampir pada tabel 5.1 sebagai berikut.

Tabel 5.2 Data hasil analisis statistik ekspresi gen MITF

Variabel Kelompok p

K1 K2 K3 K4 K5
Rerata £SD  Rerata SD RerataxSD RerataxSD RerataxSD

Ekspresi gen MITF 1,06+027 111+038 0,36+0,17 1,28+0,97 0,66 0,48

Saphiro wilk 0,093 0,457 0,831 0,067 0,320

Levene’s Test 0,001

Oneway Anova 0,035
Keterangan:

o Uji Saphiro Wilk (p > 0,05 = normal)
o Levene’s Test (p > 0,05 = homogen)
o One way Anova (p<0,05) = perbedaan signifikan)

Hasil ekspresi MITF semuanya terdistribusi normal, ditunjukkan
oleh nilai p>0,05 yang diperoleh dengan uji Shapiro Wilk. Selain itu,

varian data yang tidak homogen dengan hasil uji Levene's Test yang
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ditunjukkan dengan nilai p=0,001 (p>0,05). Distribusi dan varian data
ekspresi gen MITF didapatkan normal dan tidak homogen, maka
dilakukan analisis statistik parametrik dengan uji One Way Anova
didapatkan nilai p=0,035 (p<0,05) sehingga dinyatakan terdapat
perbedaan signifikan diantara semua kelompok penelitian. Hasil uji One
Way Anova yang signifikan dilanjutkan dengan uji Post hoc Tamhane
untuk melihat perbandingan antar dua kelompok pada kulit mencit

C57BL/6 model hiperpigmentasi.

Hasil rata rata ekspresi MITF tertinggi pada kelompok K4 1,28 +
0,97, pada kelompok K3 paling rendah 0,36 + 0,17 dan kelompok K5

dengan nilai 0,66 + 0,48 (gambar 5.5).

2,5 1

Relatif MITF
%

Ekspresi

=}
ta

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

Gambar 5.7 Grafik ekspresi MITF pada tiap kelompok
penelitian

Hasil statistik parametrik uji One Way Anova yang signifikan
dilanjutkan dengan uji Post Hoc Tamhane untuk melihat perbandingan
antar dua kelompok terhadap ekspresi MITF pada kulit mencit C57BL/6

model hiperpigmentasi.



53

Tabel 5.2 Uji Post Hoc Tamhane MITF pada masing-
masing kelompok

Kelompok K1 K2 K3 K4 K5
K1 - 1,000 0,002* 1,000 0,654
K2 - - 0,034* 1,000 0,675
K3 - - - 0,514 0,897
K4 - - - - 0,898

Tanda * menunjukkan kelompok yang berbeda bermakna.

Perbandingan antara dua kelompok K1 beda bermakana
dibandingkan kelompok K3, kelompok K2 beda bermakna dibandingkan
kelompok K3. Ekspresi MITF pada kelompok K3 lebih rendah jika
dibandingkan kelompok K5, sedangkan kelompok K4 lebih tinggi
terhadap ekspresi MITF pada kulit mencit C57BL/6 model

hiperpigmentasi.

5.2 PEMBAHASAN

Hiperpigmentasi mengakibatkan peningkatan produksi atau penumpukan
melanin pada kulit, pigmen alami yang memberikan warna pada kulit, kondisi
ini menyebabkan area kulit menjadi lebih gelap dibandingkan warna kulit
sekitarnya. TGF-B mempengaruhi proses melanogenesis (produksi melanin)
pada melanosit, dengan mengurangi ekspresi enzim-enzim kunci yang terlibat
dalam produksi melanin, seperti tirosinase. TGF-B menekan proliferasi
melanosit, dan membantu mengendalikan pigmentasi berlebihan. TGF-f sebagai

molekul reparatif dan regulator melanogenesis, mengurangi aktivitas
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melanogenesis dengan menghambat ekspresi MITF dan menekan aktivitas

melanosit.

TGF-f merupakan sitokin multifungsi yang berperan dalam berbagai
proses seluler, termasuk penghambatan proliferasi melanosit serta penurunan
produksi melanin. Ekspresi TGF-p yang meningkat dapat menghambat aktivitas
melanosit, sehingga produksi melanin menurun dan hiperpigmentasi dapat
berkurang. Sebaliknya, jika ekspresi- TGF-f menurun, aktivitas melanosit
meningkat, yang menyebabkan produksi melanin berlebih, sehingga

memperparah kondisi hiperpigmentasi pada kulit.

MITF berperan dalam mengendalikan ekspresi enzim melanogenesis,
sehingga perubahan ekspresi MITF akan langsung memengaruhi produksi
melanin dan kondisi hiperpigmentasi kulit. Jika ekspresi MITF meningkat, maka
ekspresi TYR, TYRP1, dan DCT juga meningkat, yang menyebabkan aktivitas
melanogenesis meningkat serta produksi melanin bertambah, sehingga
memperparah hiperpigmentasi. Sebaliknya, jika ekspresi MITF menurun, maka
ekspresi TYR, TYRP1, dan DCT juga berkurang, mengakibatkan aktivitas
melanogenesis menurun, sehingga produksi melanin  berkurang dan
hiperpigmentasi menjadi lebih terkendali. Agar hiperpigmentasi berkurang,
ekspresi MITF harus ditekan, karena MITF merupakan faktor utama yang
mengaktifkan enzim melanogenesis serta meningkatkan produksi melanin. Oleh
karena itu, dalam strategi terapi atau intervensi untuk mengurangi

hiperpigmentasi, salah satu pendekatan yang digunakan adalah menghambat
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ekspresi MITF, baik melalui peningkatan TGF-f3 maupun modulasi jalur sinyal

lain yang dapat menekan aktivasi MITF secara efektif.

Hasil penelitian menunjukkan ekspresi TGF- lebih rendah pada semua
kelompok perlakuan, kelompok yang diinjeksi EH-MSC didapatkan ekspresi
TGF-p paling rendah. Hal ini disebabkan molekul bioaktif pada exosome seperti
microRNA (miRNA), protein, dan lipid yang memiliki sifat anti-inflamasi.
Molekul seperti miR-21, miR-146a, dan miR-155 yang terkandung dalam
exosome dapat menghambat jalur inflamasi seperti NF-xB, sehingga menekan
peradangan di area hiperpigmentasi, dengan menekan inflamasi, produksi TGF-
B yang biasanya meningkat sebagai respons terhadap stres inflamasi dapat
ditekan.” Eksosom juga memiliki sifat antioksidan yang membantu
mengembalikan keseimbangan mikrolingkungan kulit, mengurangi kebutuhan

ekspresi TGF-P akibat stres inflamasi atau oksidatif yang diinduksi UVB.8

Hasil penelitian mengungkapkan eksosom juga memodulasi ekspresi
TGF-B, menyebabkan miofibroblas muncul sementara, mendorong kontraksi
luka dan reorganisasi serat kolagen.®* Fibroblas yang berproliferasi berlebihan
dan kolagen yang diendapkan berlebihan dapat mengakibatkan pembentukan
jaringan parut. Sebaliknya, ADSC-exos mengurangi pengendapan kolagen
setelah injeksi ke jaringan yang cedera secara in vivo, meningkatkan rasio
kolagen Il terhadap kolagen I, dan menghambat pengendapan berlebihan ECM
dengan mengeluarkan Matrix metalloproteinase-1 (MMP-1), yang melemahkan

pembentukan jaringan parut.8284
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Hasil penelitian pada kelompok kontrol negatif menunjukkan ekspresi gen
tertinggi dibandingkan dengan perlakuan lainnya. Hal ini menunjukkan bahwa
tanpa intervensi, kondisi mencit tetap memiliki tingkat ekspresi gen yang lebih
baik, sedangkan perlakuan dengan EH-MSC, glutatione dan vitamin C justru
menghasilkan ekspresi yang lebih rendah. Ada beberapa hal yang perlu
dipertimbangkan dalam membahas hasil ini. Pertama, efektivitas dosis dan metode
pemberian EH-MSC dan glutatione serta vitamin C harus dievaluasi. Mungkin
dosis yang digunakan tidak cukup untuk memberikan efek yang signifikan atau
waktu pemberian tidak memadai untuk melihat hasil yang diharapkan. Selain itu,
perlu juga diperhatikan bahwa kombinasi antara EH-MSC, glutation, dan vitamin

C mungkin tidak berfungsi secara sinergis dalam mengurangi ekspresi gen TGB-p.

Mekanisme -aksi dari masing-masing komponen juga penting untuk
dianalisis. EH-MSC memiliki sifat antioksidan dan anti-inflamasi, tetapi jika tidak
ada kerusakan oksidatif yang cukup pada kontrol negatif, maka efeknya mungkin
tidak terlihat. Vitamin C sebagai antioksidan juga berperan dalam melindungi sel
dari stres oksidatif, tetapi jika kadar glutation sudah terpengaruh oleh faktor lain,
hasilnya mungkin tidak optimal. Hasil penelitian ini memiliki implikasi penting
untuk pengembangan terapi hiperpigmentasi. Meskipun kontrol negatif
menunjukkan hasil terbaik, hal ini menunjukkan bahwa terapi yang diuji mungkin
perlu disesuaikan atau dikombinasikan dengan pendekatan lain untuk mencapai

hasil yang lebih baik.

Paparan UVB yang berulang dapat menyebabkan penurunan ekspresi TGF-f3

secara kronis. Hal ini dikaitkan dengan kerusakan akumulatif pada fibroblas,
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penurunan kemampuan reparatif kulit, aktivasi jalur inflamasi kronis yang
menghambat produksi TGF-p.2° Stres oksidatif akibat radikal bebas dapat merusak
mekanisme pengaturan gen yang mengontrol ekspresi TGF-B. Penurunan ekspresi
TGF-B pada kejadian melanogenesis disebabkan oleh paparan UVB, inflamasi,
deregulasi jalur sinyal, atau kondisi genetik. Faktor-faktor ini menghilangkan
fungsi TGF-p sebagai penghambat melanogenesis.?® Berbeda dengan hasil
penelitian ini dimana ekspresi TGF-f menurun karena diberikan perlakuan EH-
MSC, glutation dan vitamin C. Penurunan ekspresi TGF-B dalam melanogenesis
umumnya terjadi akibat faktor eksternal seperti UVB, inflamasi, dan deregulasi
sinyal, yang menghilangkan fungsinya sebagai penghambat produksi melanin.
Namun, dalam penelitian ini, penurunan TGF-f terjadi akibat perlakuan EH-MSC,
Glutathione, dan Vitamin C, yang kemungkinan-bekerja melalui modulasi sinyal
seluler, efek antioksidan, atau mekanisme epigenetik, sehingga memengaruhi

ekspresi TGF-J secara berbeda dibandingkan faktor eksternal.

Hasil penelitian menunjukkan hasil perlakuan injeksi exosome menghasilkan
ekspresi gen MITF tertinggi, sementara perlakuan glutation kombinasi vitamin C
menghasilkan ekspresi terendah. Selain itu, kombinasi exosome dan glutaione serta
vitamin C, memiliki ekspresi yang lebih rendah dibandingkan dengan perlakuan
yang hanya menggunakan exosome. Hasil ini menunjukkan bahwa exosome
memiliki efek yang lebih kuat dalam meningkatkan ekspresi gen MITF
dibandingkan kombinasi glutation dan vitamin C. Hal ini dapat disebabkan oleh
komponen spesifik dalam exosome yang berperan dalam regulasi gen MITF,

sedangkan glutation dan vitamin C mungkin tidak cukup efektif dalam konteks ini.
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Exosome tidak cocok dikombinasikan karena perbedaan mekanisme
molekuler, exosome mengandung berbagai biomolekul, seperti RNA, protein, dan
faktor pertumbuhan, yang dapat mengaktifkan jalur sinyal tertentu yang berperan
dalam meningkatkan ekspresi MITF, sehingga merangsang melanogenesis dan
mempercepat produksi melanin. Sebaliknya, glutation dan vitamin C berperan
sebagai antioksidan yang membantu menghambat stres oksidatif serta menekan
ekspresi MITF, yang justru mengurangi aktivitas melanogenesis. Perbedaan
mekanisme ini menyebabkan adanya potensi efek antagonis antara exosome dan
kedua antioksidan tersebut. Jika tujuan utama terapi adalah menekan
hiperpigmentasi, maka exosome mungkin tidak cocok dikombinasikan dengan
glutation dan vitamin C, karena mekanisme kerja mereka yang berlawanan dalam
regulasi MITF dapat mengurangi efektivitas terapi yang diinginkan. Dari data yang
diperoleh, exosome memiliki efek yang lebih kuat dalam meningkatkan MITF
dibandingkan ' kombinasi glutation dan vitamin C, sehingga dalam konteks
pengurangan hiperpigmentasi, kombinasi ini mungkin kurang efektif atau bahkan
tidak cocok. Namun, kombinasi masih dapat dieksplorasi lebih lanjut dengan
modifikasi formulasi atau dosis, untuk mencari keseimbangan efek yang

diinginkan.

Penting untuk mengevaluasi dosis yang digunakan dalam penelitian. Dosis
exosome yang lebih tinggi mungkin memberikan efek yang lebih baik dalam
meningkatkan ekspresi gen MITF. Sebaliknya, dosis glutation dan vitamin C
mungkin tidak optimal atau tidak bekerja secara sinergis dengan exosome.

Exosome dari MSCs diketahui mengandung berbagai sitokin dan faktor
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pertumbuhan yang dapat mempengaruhi proses biologis di tingkat seluler.
Penjelasan tentang bagaimana komponen dalam exosome berinteraksi dengan jalur
sinyal yang mempengaruhi ekspresi MITF perlu dianalisis lebih lanjut. Di sisi lain,
glutation dan vitamin C sebagai antioksidan mungkin tidak cukup untuk mengatasi

faktor-faktor yang mempengaruhi ekspresi gen dalam konteks hiperpigmentasi.

Glutathione dan vitamin C bekerja secara sinergis untuk mengurangi ekspresi
MITF, berkontribusi pada mitigasi hiperpigmentasi melalui mekanisme
pengurangan stres oksidatif pada melanosit yang disebabkan oleh radiasi UVB,
dengan membersinkan ROS, mencegah kerusakan oksidatif yang biasanya
meningkatkan jalur melanogenesis, termasuk aktivasi MITF, pengatur utama gen
sintesis melanin seperti tirosinase dan protein terkait tirosinase (TYRP1 dan
TYRP2). GSH memengaruhi keadaan redoks dalam melanosit, yang mendukung
kondisi yang menurunkan melanogenesis.8” GSH menurunkan ekspresi MITF
dengan mempertahankan homeostasis redoks seluler.®#° Vitamin C meningkatkan
regenerasi GSH yang tereduksi dan berinteraksi secara langsung dengan jalur yang
diatur MITF dengan menghambat aktivitas tirosinase. Peran ganda ini menekan

melanogenesis sekaligus melindungi sel kulit dari kerusakan akibat sinar UV-B."%

Hasil penelitian ini memiliki implikasi penting dalam pengembangan terapi
untuk hiperpigmentasi. Meskipun kombinasi glutation dan vitamin C sering
dianggap bermanfaat, temuan ini menunjukkan bahwa pendekatan berbasis
exosome mungkin lebih efektif. Oleh karena itu, rekomendasi untuk penelitian
selanjutnya mencakup pengujian variasi dosis dari masing-masing perlakuan serta

studi tentang kombinasi lain yang mungkin lebih baik. Selain itu, analisis
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mendalam mengenai mekanisme aksi exosome terhadap ekspresi gen MITF akan
sangat berguna untuk memahami interaksi biologis yang terjadi dan

mengoptimalkan terapi di masa depan.

Dengan membahas hasil penelitian ini secara komprehensif dapat
memperoleh pemahaman yang lebih baik tentang efektivitas berbagai perlakuan
terhadap hiperpigmentasi serta potensi terapi baru menggunakan exosome

mesenchymal stem cell hipoksia (EH-MSC).



BAB VI

KESIMPULAN

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa:

6.1.1 Terdapat pengaruh exosome mesenchymal stem cell hypoxia (EH-
MSC) dan glutathione dengan vitamin C terhadap ekspresi gen TGF-
B dan MITF mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi.

6.1.2 Terdapat pengaruh pemberian exosome mesenchymal stem cell
hypoxia (EH-MSC) dosis 42l dan glutathione dosis 6,24ul dengan
vitamin C dosis 1,26l terhadap ekspresi gen TGF-f antar kelompok
perlakuan dengan kelompok kontrol pada mencit C57BL/6 model
hiperpigmentasi.

6.1.3 Terdapat pengaruh pemberian exosome mesenchymal stem cell
hypoxia (EH-MSC) dosis 42111 dan glutathione dosis 6,24ul dengan
vitamin C dosis 1,26ul terhadap ekspresi gen MITF antar kelompok
perlakuan dengan kelompok kontrol pada mencit C57BL/6 model
hiperpigmentasi.

6.2 Saran

Saran untuk penelitian berikutnya antara lain:

6.2.1 Melakukan pengujian variasi dosis dari masing-masing perlakuan
untuk mengamati efektifitas tiap dosis terhadap perbaikan kulit

hiperpigmentasi
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6.2.1 Melakukan penelitian menggunakan kombinasi terapi lain yang lebih
baik untuk dikombinasikan dengan exosome sehingga dapat

meningkatkan efektivitas dalam mengatasi hiperpigmentasi.
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