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ABSTRAK

Latar Belakang: Hiperpigmentasi pada kulit merupakan akibat dari paparan
UVB yang menyebabkan stres oksidatif akibat peningkatkan ROS sehingga
menimbulkan sejumlah masalah kulit termasuk penumpukan melanin. Exosome
sebagai vesikel kecil yang dilepaskan oleh sel, dapat memengaruhi aktivitas
melanosit dan peran penting dalam berbagai proses hiperpigmentasi. Penelitian
bertujuan untuk mengetahui pengaruh exosome mesenchymal stem cell hypoxia
(EH-MSC) dan glutathione dengan vitamin c terhadap ekspresi gen IL-10 dan
CD163

Metode: Penelitian eksperimental in vivo dengan rancangan Post Test Only
Control Group Design, subjek menggunakan 30 ekor mencit, dibagi menjadi 5
kelompok perlakuan, yaitu kelompok 1 mencit sehat, kelompok 2 kontrol tanpa
intervensi, kelompok 3 perlakuan injeksi glutathion dan vitamin C, kelompok 4
perlakuan exosome, kelompok 5 perlakuan injeksi exosome dan glutathion serta
vitamin C. Ekspresi gen IL-10 dan ekspresi CD-163 dilakukan uji One Way Anova
Hasil: Hasil rata rata ekspresi gen IL-10 tertinggi pada kelompok K4 1,94+2,06,
kelompok K3 didapatkan nilai terendah 0,44+0,23. kelompok K2 0,99+0,87, dan
kelompok K5 0,88 + 0,37. Hasil uji One Way Anova menunjukkan perbedaan
yang tidak signifikan antar semua kelompok p=0,135 (p<0,05). Rata rata ekspresi
gen CD-163 tertinggi pada kelompok K5 24,14+0,94, kelompok K1 dengan nilai
terendah 6,38+0,94, kelompok K4 20,84+0,93, kelompok K3 19,06 + 0,89 dan
kelompok K2 7,41+1,09 Hasil analisis uji One Way Anova menunjukkan
perbedaan signifikan antar semua kelompok p= 0,000 (p<0,05)

Kesimpulan: Pemberian EH-MSC dan glutathione dengan vitamin C tidak
berpengaruh terhadap ekspresi IL-10, namun mempengaruhi ekspresi CD163
lebih tinggi pada jaringan kulit model hiperpigmentasi.

Kata Kunci: Ekspresi IL-10, ekspresi CD163, hiperpigmentasi, exosome
mesenchymal stem cell hypoxia (EH-MSC)
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ABSTRACT

Background: Hyperpigmentation of the skin is a result of UVB exposure that
causes oxidative stress due to increased ROS, causing a number of skin problems
including melanin accumulation. Exosomes as small vesicles released by cells can
affect melanocyte activity and play an important role in various
hyperpigmentation processes. The study aims to determine the effect of exosome
mesenchymal stem cell hypoxia (EH-MSC) and glutathione with vitamin C on IL-
10 and CD163 gene expression.

Method: In vivo experimental study with Post Test Only Control Group Design,
subjects using 30 mice, divided into 5 treatment groups, namely group 1 healthy
mice, group 2 control without intervention, group 3 glutathione injection and
vitamin C treatment, group 4 exosome treatment, group 5 exosome injection and
glutathione and vitamin C treatment. IL-10 gene expression and CD-163
expression were tested by One Way Anova

Results: The average result of the highest IL-10 gene expression was in group K4
1.94 £ 2.06, group K3 obtained the lowest value of 0.44 + 0.23. group K2 0.99 +
0.87, and group K5 0.88 + 0.37. The results of the One Way Anova test showed no
significant difference between all groups p = 0.135 (p <0.05). The average
expression of the CD-163 gene was highest in the K5 group 24.14 + 0.94, the K1
group with the lowest value of 6.38 + 0.94, the K4 group 20.84 + 0.93, the K3
group 19.06 = 0.89 and the K2 group 7.41 + 1.09 The results of the One Way
Anova test analysis showed a significant difference between all groups p = 0.000
(p <0.05)

Conclusion: Administration of EH-MSC and glutathione with vitamin C did not
affect IL-10 expression, but affected higher CD163 expression in skin tissue of
hyperpigmentation models.

Keywords: IL-10 expression, CD163 expression, hyperpigmentation, exosome
mesenchymal stem cell hypoxia (EH-MSC)
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Hiperpigmentasi pada kulit merupakan hasil dari paparan sinar ultraviolet B
(UVB) yang menyebabkan stres oksidatif akibat peningkatkan reactive oxygen
species (ROS).! Peningkatan ROS mengakibatkan sejumlah masalah kulit
termasuk kemerahan, pengerasan, penumpukan melanin, penuaan kulit, dan
bahkan risiko kanker.” Penumpukan melanin dan proses inflamasi menjadi faktor
penting penyebab hiperpigmentasi.>> Exosome sebagai vesikel kecil yang
dilepaskan oleh sel, telah menunjukkan peran penting dalam berbagai proses
biologis, termasuk hiperpigmentasi.® Exosome dapat memengaruhi aktivitas
melanosit.® Exosome juga dapat memengaruhi jalur sinyal yang terlibat dalam
produksi IL-10 dan ekspresi CD163 dalam sel target.’

Paparan UVB juga terkait dengan 8% kasus kanker kulit, termasuk jenis
karsinoma skuamosa yang bisa metastasis. Pada tahun 2020, kasus
hiperpigmentasi meningkat dengan signifikan, mencatat lebih dari 100.350 kasus
baru dan 6.850 kasus kematian akibat perkembangan menjadi kanker kulit. Pada
penelitian 2022, tingkat asam askorbat (AA) pada epidermal dan dermal dikulit
menua alami adalah 69% (usia 76,1 tahun) dan 63% (usia 21 tahun). Photoaging
dan penuaan alami disarankan pemberian suplementasi eksternal untuk membantu
memperlambat penuaan kulit. Efek AA dalam meningkatkan kolagen kulit terlihat
jelas pada pasien dengan kadar kolagen rendah dan orang dengan kulit yang

menua karena sinar matahari maupun menua secara alami.®



ROS yang berlebihan memicu aktivasi faktor transkripsi nuclear factor-
kappa S (NF-kB), yang bertanggung jawab atas respon inflamasi dalam tubuh.*>
Selain itu, paparan UVB meningkatkan ekspresi sitokin inflamasi.® CD163 adalah
molekul permukaan sel yang umumnya dianggap sebagai marker untuk makrofag
yang berperan dalam resolusi peradangan dan memelihara homeostasis jaringan.®
Peran penting dalam mengatur respon imun dan meredakan peradangan dari
sitokin antiinflamasi IL-10 (Interleukin-10) dihasilkan oleh berbagai jenis sel,
termasuk makrofag, sel T, dan sel B.® IL-10 sebagai sitokin antiinflamasi dapat
meredakan peradangan yang terkait dengan hiperpigmentasi, sedangkan CD163,
sebagai marker untuk makrofag yang terlibat dalam resolusi peradangan, juga
dapat memainkan peran dalam mengatur respons inflamasi yang berkaitan dengan
gangguan pigmentasi kulit.*"*? Aplikasi menggunakan antioksidan yang berperan
dalam fotoproteksi seperti vitamin C dapat menghambat enzim tirosinase,
sehingga mengurangi  pembentukan melanin, serta digunakan untuk
menghilangkan bintik-bintik hiperpigmentasi.*®> Sama halnya dengan penggunaan
glutathione yang memiliki sifat pengatur pada melanogenesis. Glutathione sebagai
agen pencerah kulit dengan menghambat enzim tirosinase, yang membantu
pembentukan melanin dan mengubah produksi eumelanin menjadi pheomelanin,
sehingga menghasilkan pemutihan kulit.***°

Exosome Mesenchymal Stem Cells (MSCs) berkontribusi pada proses
biologis seperti penyembuhan jaringan, pengaturan respons imun, dan kontrol
sinyal seluler. Exosome mengubah sifat-sifat sel target dengan mengirimkan

materi genetik seperti RNA dan DNA, serta protein dan lipid tertentu. Selain itu,



exosome juga berperan sebagai perantara dalam komunikasi antar sel,
menyampaikan sinyal penting yang mengatur pertumbuhan, diferensiasi, dan
fungsi sel."*° Exosome adalah partikel kecil berukuran sekitar 30-150 nanometer
yang diproduksi oleh berbagai jenis sel dan memiliki peran vital dalam
komunikasi seluler.” Exosome mengandung beragam materi genetik, protein,
lipid, dan faktor bioaktif lainnya.® Exosome yang berasal dari sel punca
mesenkimal (MSCs) menjadi fokus penelitian utama karena kemampuannya yang
terbukti dalam regenerasi dan modulasi sistem kekebalan tubuh. Penelitian pada
2015 menunjukkan bahwa sekitar 4.2% dari subjek yang terpapar tiga kali
minimal erythema dose (MED) UVB mengalami hiperpigmentasi.’> Pada
penelitian 2023, penyerapan nano partikel glutathione (GSH), meningkatkan
fungsi kekebalan terhadap respon imun. Glutathione merupakan antioksidan
intraseluler penting yang bertanggung jawab untuk dapat menetralkan ROS,
antioksidan berfungsi sebagai kofaktor glutathione peroksidase untuk mengurangi
radikal bebas dan peroksida. Pemberian GSH oral terbukti memulihkan kadar
GSH mengurangi stress oksidatif, dan juga meningkatkan respons imun tubuh
terhadap infeksi.'®

Berdasarkan hal tersebut peneliti ingin melakukan penelitian untuk
mengetahui pengaruh pemberian Exosome Hypoxia (EH) MSCs konsentrasi 300
ul dengan mengkombinasi glutathione dan vitamin C terhadap pada kulit mencit

model hiperpigmentasi yang diinduksi iradiasi UVB secara in vivo.



1.2. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang diatas maka disimpulkan rumusan masalah pada
penelitian ini, apa pengaruh Exosome mesenchymal stem cell hypoxia (EH-MSC)
dan glutathione dengan vitamin C terhadap ekspresi gen IL-10 dan CD163 mencit

C57BL/6 model hiperpigmentasi?

1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Umum
Tujuan umum penelitian ini  untuk membuktikan pengaruh
pemberian exosome mesenchymal stem cell hypoxia (EH-MSC) dan
glutathione dengan vitamin c terhadap ekspresi gen IL-10 dan CD163
mencit C57BL/6 madel hiperpigmentasi.
1.3.2. Khusus
1. Membuktikan pengaruh pemberian exosome mesenchymal stem cell
hypoxia (EH-MSC) dan glutathione dengan vitamin C terhadap
ekspresi gen IL-10 mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi antar
kelompok perlakuan dibanding kontrol.
2. Membuktikan pengaruh pemberian exosome mesenchymal stem cell
hypoxia (EH-MSC) dan glutathione dengan vitamin C terhadap
ekspresi gen CD163 mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi antar

kelompok perlakuan dibanding kontrol.



1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1.

1.4.2.

Teoritis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah pengetahuan
mengenai peran pemberian exosome mesenchymal stem cell hypoxia (EH-
MSC) dan glutathione dengan vitamin C terhadap ekspresi gen IL-10 dan
CD163 mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi.
Praktis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan pemanfaatan
pemberian exosome mesenchymal stem cell hypoxia (EH-MSC) dan
glutathione dengan vitamin C terhadap ekspresi gen IL-10 dan CD163

mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi.



1.5. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

Peneliti Judul Metode Hasil
Wang XY, Guan Human amniotic stem In Vivo miR-181a-5p dan
XH, Yu ZP, Wu J, cells-derived exosmal Eksperime miR-199a yang
Huang QM, Deng miR-181a-5p and miR-  ntal berasal dari
KY, Xin HB, 2021.>  199a inhibit exosome hASCs
melanogenesis and menghambat
promote melanosome melanogenesis
degradation in skin dengan menekan
hiperpigmentation, MITF
respectively
Jung Min Lee, Jung  Anti-melanogenic In Vitro Pengobatan dengan
Ok Lee, Yujin Kim,  effect of exosomes Eksperime BJ-5ta-Ex
You Na Jang, A. derived from human ntal meningkatkan
Yeon Park, Su- dermal fibroblasts (BJ- kecerahan jaringan
Young Kim, Hye 5ta-Ex) in C57BL/6 dan mengurangi
Sung Han, 2023 mice and B16F10 distribusi
melanoma cells melanosom.
Lu W, Zhang J, Wu -~ Engineered NF-xB In Vivo Ketika tikus
Y, Sun W, Jiang Z,  siRNA-encapsulating Eksperime dengan lesi kulit
Luo X., 2023 exosomes as a modality -~ ntal diolesi dengan si-
for therapy of skin ADMSC-EXOs,
lesions. perbaikan kulit
yang terkena lesi
menjadi lebih cepat
dan ekspresi sitokin
inflamasi menurun.
Liguan Wang a, Exosomes from human  In Vivo ADSC-Exo  yang
Tianhao Li a, Xuda  adipose-derived dan In terverifikasi
Ma a, Yunzhu Lia, — mesenchymal stem cells  Vitro membatasi
Zhujun Li a, Ziming  attenuate localized Eksperime proliferasi dan
Lia, 2023 scleroderma fibrosis by  ntal migrasi LSF
the let-7a-5p/TGF-
BR1/Smad axis
Cita Rosita Sigit The effects of amniotic  Clinical amniotic
Prakoeswa, Febrina  membrane stem cell- study, membrane stem
Dewi Pratiwi, Nanny conditioned medium on  Eksperime cell-conditioned
Herwanto, Irmadita  hiperpigmentasi ntal medium

Citrashanty, Diah
Mira Indramaya,
Dwi Murtiastutik,
Hari Sukanto, Fedik
A Rantam, 2019

memperbaiki
kondisi
hiperpigmentasi
pada 24 subjek
wanita




Penelitian terdahulu menggunakan Human amniotic stem cells (hASC)
memiliki antihiperpigmentasi yang kuat pada kulit secara in vivo dan in vitro.
human amniotic epithelial stem cells (hAESC) dan human amniotic mesenchymal
stem cells (hAMSC) diidentifikasi melalui RT-PCR, analisis sitometri aliran, dan
imunofluoresensi. Efek hASC dan hASC-CM pada pigmentasi dievaluasi dalam
sel B16F10 yang distimulasi dengan hormon perangsang o-melanosit (a-MSH),
dan telinga tikus atau pengganti kulit manusia yang diobati dengan radiasi
ultraviolet B (UVB). Ekspresi protein utama yang terkait dengan melanogenesis
dan fluks autofagik dideteksi melalui western blot dalam sel B16F10 untuk
mengeksplorasi lebih lanjut efek dan mekanisme dasar hAESC-CM dan hAMSC-
CM pada melanogenesis dan degradasi melanosom. miRNA yang berasal dari
exosome hAMSC ditentukan melalui pengurutan. RT- PCR, western blot, analisis
kandungan melanin dan uji aktivitas luciferase digunakan untuk menentukan
hipopigmentasi miR- 181a- 5p dan miR=199a.° Penelitian mengenai efek
depigmentasi BJ-5ta-Ex yaitu exosome BJ-bta (BJ-5ta-Ex) yang berasal dari
fibroblas kulit manusia mengatur melanogenesis dan melakukan eksperimen
menggunakan model kulit manusia yang direkonstitusi tiga dimensi dan model
tikus yang diradiasi ultraviolet B (UVB).

Penelitian eksperimen dengan mengembangkan strategi biologi sintetis yang
mengintegrasikan exosome dengan sirkuit genetik buatan untuk memprogram
ulang sel induk mesenkimal adiposa untuk mengekspresikan dan merakit sSiRNA
menjadi exosome dan memfasilitasi pengiriman siRNA in vivo untuk terapi model

tikus lesi kulit. Tikus dengan lesi kulit diolesi dengan siRNA enriched exosomes



(si-ADMSC-EXOs).> Penelitian lainnya dilakukan pada 48 wanita yang dibagi
secara acak menjadi dua kelompok; 24 wanita menerima Amniotic membrane
stem cell-conditioned medium (AMSC-CM) dan 24 wanita lainnya menerima
salin normal (NS). Perlakuan pengobatan diberikan sebanyak 3 kali dengan
interval 2 minggu. Microneedling digunakan untuk meningkatkan penetrasi
epidermis. Kemudian mengevaluasi perkembangan photoaging pada minggu ke-0,
ke-4 dan ke-8, serta efek sampingnya.’

Penelitian terdahulu dengan ADSC-Exo diisolasi dan diidentifikasi. Efek
ADSC-Exo dianalisis untuk melihat kemampuan proliferasi dan migrasi fibroblas
turunan LS (LSF) dinilai masing-masing dengan uji CCK-8 dan scratch. gRT-
PCR, western blot, dan imunofluoresensi dilakukan untuk mendeteksi LSF yang
distimulasi dengan ADSC-Exo, ADSC-Exo Anti-let-7a—5p, virus let-7a-5p
mimic/TGF-BR1 shRNA, dan kontrol negatif. Dampak ADSC-Exo pada tikus LS
C57BL/6j dievaluasi dengan morfologi fotografis, hematoxylin-eosin (H&E),
Masson trikrom, dan pewarnaan imunohistokimia. Berbeda dengan beberapa
penelitian terdahulu, penelitian ini menggunakan Exosome mesenchymal stem cell
hypoxia (EH-MSC) dan glutathione dengan vitamin C terhadap ekspresi gen IL-
10 dan CD163 mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi yang diberikan intervensi

selama 7 hari.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Interleukin-10 (1L10)

Interleukin-10 (IL-10) adalah sitokin anti-inflamasi yang memainkan peran
penting dalam regulasi respon imun dan inflamasi, pada kondisi hiperpigmentasi,
IL-10 berperan dalam mengatur aktivitas sel-sel kulit dan respon terhadap
peradangan yang diinduksi oleh faktor-faktor eksternal seperti paparan sinar
ultraviolet (UV), khususnya UVB. Paparan UVB dapat menyebabkan kerusakan
sel kulit dan memicu respon inflamasi lokal. Sel-sel keratinosit yang terpapar
UVB melepaskan berbagai sitokin pro-inflamasi seperti TNF-a dan IL-1p, yang
memicu migrasi dan aktivasi sel-sel imun seperti makrofag dan sel dendritik ke
area kulit yang terpapar.’” ™

IL-10 diproduksi oleh berbagai jenis sel imun termasuk makrofag, sel
dendritik, dan limfosit T regulator. Ketika dilepaskan, IL-10 bertindak sebagai
pengatur negatif respon inflamasi dengan menghambat produksi sitokin pro-
inflamasi dan mengurangi aktivitas sel efektor imun yang berlebihan. IL-10
mencapai efek ini terutama melalui penghambatan jalur sinyal NF-xB, yang
merupakan jalur utama yang menginduksi ekspresi gen-gen pro-inflamasi. Selain
itu, IL-10 juga mengaktifkan jalur Signal transducer and activator of
transcription 3 (STAT3) yang mendorong ekspresi gen-gen anti-inflamasi dan
sitokin penekan peradangan lainnya.?® %

IL-10 mengurangi peradangan Yyang sering menjadi pemicu atau

memperburuk hiperpigmentasi. Peradangan yang tidak terkontrol dapat
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merangsang melanogenesis, proses di mana melanosit menghasilkan melanin,
pigmen yang memberi warna pada kulit. Sitokin pro-inflamasi dapat
meningkatkan aktivitas enzim tirosinase dalam melanosit, sehingga meningkatkan
produksi melanin dan menyebabkan hiperpigmentasi.?*

Respon inflamasi ditekan melalui jalur Nuclear factor kappa B (NF-xB) dan
meningkatkan aktivitas jalur STAT3, IL-10 membantu mengurangi aktivitas
tirosinase dan produksi melanin. Ini berarti bahwa IL-10 tidak hanya mengurangi
kerusakan kulit akibat inflamasi tetapi juga secara langsung berkontribusi dalam
mengendalikan proses pigmentasi yang berlebihan. Oleh karena itu, IL-10
memiliki peran dual dalam mengelola hiperpigmentasi yaitu mengurangi
peradangan yang memicu produksi melanin dan mengatur aktivitas melanosit
untuk mencegah produksi melanin yang berlebihan.?*#

Pendekatan terapeutik yang meningkatkan ekspresi atau aktivitas IL-10,
seperti penggunaan antioksidan kuat seperti glutathione dan vitamin C, dapat
sangat efektif dalam mengatasi hiperpigmentasi. Kedua zat ini dapat menekan
jalur NF-xB dan mendukung jalur anti-inflamasi yang melibatkan IL-10, sehingga
membantu mengurangi peradangan dan pigmentasi yang tidak diinginkan pada
kulit. Dengan demikian, IL-10 dan jalurnya memainkan peran krusial dalam

menjaga keseimbangan inflamasi dan pigmentasi kulit.2®?®

2.2. CD163
CD163 adalah reseptor scavenger yang diekspresikan terutama oleh
makrofag, dan memainkan peran penting dalam resolusi peradangan dan proses

pembersinan heme. CD163 memiliki kemampuan untuk mengikat dan
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internalisasi haptoglobin-hemoglobin kompleks, yang kemudian dimetabolisme di
dalam sel makrofag. Fungsi utama dari CD163 adalah untuk membersihkan agen
hemelitik yang bersifat pro-inflamasi dan pro-oksidan, sehingga membantu
mengurangi stres oksidatif dan peradangan.?’?°

CD163 berperan dalam mengatur respons inflamasi yang berhubungan
dengan paparan sinar ultraviolet (UV), khususnya UVB. Paparan UVB dapat
menyebabkan kerusakan pada sel-sel kulit dan memicu respon inflamasi. Sel
keratinosit yang rusak akibat UVB melepaskan berbagai sitokin pro-inflamasi
seperti Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) dan Interleukin 1 beta (IL-1pB), yang
mengaktifkan makrofag dan sel imun lainnya. Aktivasi makrofag ini bisa
mengarah pada polaritas makrofag M1 yang pro-inflamasi, tetapi ekspresi CD163
terkait dengan makrofag M2 yang anti-inflamasi dan reparatif .*¢*°

Makrofag M2 yang mengekspresikan CD163 berperan dalam resolusi
peradangan dengan melepaskan sitokin anti-inflamasi seperti IL-10 dan
Transforming growth faktor beta (TGF-B). CD163 sendiri diinduksi oleh sitokin
anti-inflamasi 1L-10 dan glukokortikoid. Dengan mengikat kompleks haptoglobin-
hemoglobin, CD163 mengurangi jumliah heme bebas, yang pada gilirannya
mengurangi produksi radikal bebas dan stres oksidatif di lingkungan kulit. Hal ini
penting karena stres oksidatif dapat memicu produksi melanin oleh melanosit, sel
yang menghasilkan pigmen kulit, sebagai mekanisme pertahanan.?**
Jalur sinyal yang melibatkan CD163 termasuk jalur Nrf2 (nuclear factor

erythroid 2-related factor 2), yang merupakan faktor transkripsi utama yang

mengatur ekspresi gen-gen antioksidan. Aktivasi jalur Nrf2 oleh CD163
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membantu meningkatkan kapasitas antioksidan sel, mengurangi stres oksidatif,
dan mempromosikan penyembuhan jaringan. Selain itu, CD163 dapat mengurangi
respon inflamasi dengan menghambat aktivasi jalur NF-kB, yang mengurangi
ekspresi sitokin pro-inflamasi dan molekul adhesi yang merekrut lebih banyak sel
imun ke lokasi peradangan.?®*

Peradangan kronis dan stres oksidatif adalah faktor utama yang merangsang
produksi melanin berlebihan. Dengan menginduksi makrofag M2 dan ekspresi
CD163, proses peradangan bisa diredam dan stres oksidatif berkurang, yang pada
akhirnya menurunkan = stimulasi. melanosit - untuk . memproduksi melanin.
Pendekatan terapeutik yang meningkatkan ekspresi CD163, seperti penggunaan
vitamin C dan glutathione, dapat membantu mengurangi hiperpigmentasi dengan
menurunkan peradangan dan stres oksidatif di kulit.***

Vitamin C dan glutathione bekerja sinergis dengan meningkatkan jalur Nrf2
dan mengurangi jalur NF-xB, yang mendukung ekspresi CD163 dan fungsi anti-
inflamasi serta antioksidannya. Dengan demikian, CD163 memainkan peran
penting dalam mengatasi hiperpigmentasi melalui modulasi respon inflamasi dan
kapasitas antioksidan, membantu menyeimbangkan produksi melanin dan

menjaga kesehatan kulit.** %

2.3. Hiperpigmentasi

Hiperpigmentasi adalah kondisi terjadinya bercak pada kulit yang
menyebabkan kulit terlihat menjadi lebih gelap karena terjadinya peningkatan
melanin. Beberapa faktor terjadinya hiperpigmentasi karena faktor usia, intrinsik

dan ekstrinsik. Faktor utama adalah faktor usia dengan bertambahnya usia
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produksi dari melanin dan melanosit menjadi tidak merata sehingga fungsi
regeneratif kulit menjadi menurun, dan dapat menyebabkan penumpukan melanin
pada daerah tertentu pada kulit. Hiperpigmentasi akibat penambahan usia terlihat
sebagai bintik penuaan (age spot) atau disebut sebagai lentigines yang lebih
terlihat pada area kullit yang sering terpapar oleh sinar matahari.*

Faktor intrinsik seperti genetika, hormon, dan kesehatan umum berpengaruh
terhadap hiperpigmentasi seseorang, kulit yang semakin gelap memiliki resiko
semakin tinggi terjadinya hiperpigmentasi. Perubahan hormonal seperti
kehamilan, menopause atau pada penggunaan kontrasepsi dapat memacu
terjadinya hipergmentasi. Faktor ekstrinsik meliputi paparan sinar matahari,
polusi, dan penggunaan kosmetik tertentu serta trauma pada kulit. Asap
kendaraan, polusi lingkungan memicu stress oksidatif pada kulit, dapat
memperburuk hiperpigmetasi. Beberapa kosmetik dan perawatan kulit bisa
menyebabkan ~ iritasi  maupun . alergi  dimana dapat memperburuk
hiperpigmentasi.*®

Faktor ekstrensik seperti penuaan dini yang ditandai hiperpigmentasi pada
kulit yang disebabkan oleh paparan berulang oleh radiasi UVB, terutama dari
matahari tetapi juga dapat disebabkan oleh sumber UVB buatan. Hiperpigmentasi
berbeda dari penuaan intrinsik dimana efek merusak dari sinar UVB mengubah
struktur kulit normal secara cepat dan signifikan.***” Ditandai dengan cepatnya
proliferasi keratinosit, dan serat kolagen mengalami degradasi, menjadikan

kerutan dan banyak melanosit pigmentasi.*
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Hiperpigmentasi akan terjadi apabila kulit terpapar sinar UVB secara kronik
dan berulang dalam kurun waktu tertentu. Pejanan kronis sinar UVB dan UVB
sangat berperan dalam terjadinya hiperpigmentasi dan photocarcinogenesis.
Kerusakan kulit pada hiperpigmentasi dapat terjadi pada komponen epidermis,
dermis maupun jaringan appendages kulit. Salah satu perubahan mikroskopis
yang terjadi pada lapisan dermis kulit yang mengalami hiperpigmentasi dapat
berupa meningkatnya jumlah melanin dan berkurangnya jumlah kolagen secara
bermakna. Kolagen merupakan bagian terbesar dari lapisan dermis, berkontribusi
sekitar 70% dari massa kering kulit, sehingga kerusakannya merupakan penyebab
utama manifestasi penuaan kulit berupa kerutan (wrinkle), hilangnya elastisitas,
kekenduran (sagging) dan pigmentasi. Pigmentasi kulit disebabkan karena
meningkatnya kadar melanin yang sugnifikan akibat paparan dari luar.3"

Dua regulator utama pada proses pembentukan kolagen oleh sel fibroblas
adalah Transforming growth factor p (TGF-B) dan AP-1. TGF-B merupakan
sitokin yang merangsang produksi- kolagen, sedangkan AP-1 merupakan faktor
transkripsi yang menghambat produksi kolagen serta merangsang pemecahan
kolagen. Kulit adalah lapisan terluar pelindung dari tubuh manusia dan karena itu
segala kerusakan yang terjadi pasti akan cukup telihat. Kerusakan dan penuaan
kulit dapat disebabkan oleh faktor instrinsik dan juga faktor ekstrinsik. Penuaan
ekstrinsik yang terutama disebabkan oleh radiasi sinar UVB (hiperpigmentasi)
akan menyebabkan peningkatan produksi ROS pada lapisan dermis.®® ROS
tersebut akan memicu serangkaian reaksi molekuler berantai sehingga

meningkatkan pembentukan AP-1 yang akan menstimulasi proses transkripsi



15

enzim Matrix metalloproteinase (MMP) yang berperan dalam proses degradasi
kolagen. ROS bersama dengan AP-1 juga memiliki peranan dalam menghambat
sintesis kolagen dengan cara menghambat reseptor tipe 2 dari TGF-p. Serangkaian
proses tersebut pada intinya akan menyebabkan peningkatan pemecahan kolagen
serta penurunan produksi kolagen yang merupakan dasar patofisiologi dari

penuaan kulit.*°
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Gambar 2.1. Skema Hiperpigmentasi Akibat Iradiasi UVB
2.4. MSCs
Mesenchymal stem cells memiliki sifat memperbarui diri dan dapat

berdiferensiasi menjadi berbagai jenis sel seperti osteoblas, adiposit, kondrosit,
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tenosit, dan miosit. MSC ditemukan dalam berbagai jaringan termasuk sumsum

tulang, jaringan adiposa, dan tali pusat. Mereka ditandai dengan penanda
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Gambar 2.2 Kemampuan Diferensiasi dari MSC

permukaan CD seperti CD44+, CD73+, CD90+, dan CD105+ serta dibedakan dari
sel hematopoietik yang tidak memiliki CD34, CD45, CD14, dan Human leucocyt
Antigen-  Isotipe - DR - (HLA-DR) MSC juga memiliki kemampuan
imunomodulator, reparatif, dan regeneratif melalui pensinyalan parakrin, yang
membuatnya sangat potensial untuk aplikasi terapeutik.***
2.4.1. Fungsi
Mesenchymal stem cells memiliki fungsi dalam proses regenerasi
jaringan karena kemampuan mereka untuk proliferasi, diferensiasi, dan
menghasilkan berbagai produk seperti faktor pertumbuhan dan sitokin.
Stem cell dapat berkomunikasi melalui mekanisme parakrin dan autokrin
dengan menggunakan sitokin yang dihasilkan. Dalam komunikasi
parakrin, mereka merangsang aktivasi sel lain dalam proses penyembuhan.
Stem cell juga memiliki kemampuan homing, yaitu kemampuan untuk

menuju organ target sebagai tahap awal dalam proses penyembuhan
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sebelum menempel, berkembang biak, dan berdiferensiasi menjadi sel
yang dibutuhkan. Kemampuan MSC untuk berdiferensiasi menjadi
berbagai jenis sel menjadikannya menarik untuk aplikasi klinis. Berbagai
penelitian telah melaporkan keterlibatan MSC dalam pemulihan dan
regenerasi berbagai kerusakan jaringan, termasuk:>*-#?
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 imun seperti penyakit autoimun.
5. Kondisi muskuloskeletal seperti fraktur, osteoporosis, dan osteoartritis.
6. Luka kulit kronis.dan ulkus kornea.
Mobilisasi MSC

MSC ketika ditransplantasikan  secara sistemik, memiliki
kemampuan untuk bermigrasi ke lokasi kerusakan jaringan pada hewan
uji, mengindikasikan kapasitas migrasi MSC. Namun, mekanisme migrasi
MSC masih belum sepenuhnya diketahui. Reseptor kemokin dan ligannya,
serta molekul adhesi, memainkan peran krusial dalam proses homing pada
jaringan tertentu melalui leukosit. Berbagai penelitian telah melaporkan
ekspresi fungsional dari reseptor kemokin dan molekul adhesi pada MSC
manusia.>***?

Memanfaatkan potensi migrasi MSC melalui modulasi interaksi

reseptor kemokin adalah metode yang kuat untuk meningkatkan
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kemampuan MSC dalam memperbaiki kelainan bawaan jaringan

mesenchymal atau memperbaiki jaringan secara in vivo. Mediator sinyal

yang dilepaskan oleh jaringan yang rusak berfungsi untuk memobilisasi

MSC menuju lokasi kerusakan. Beberapa mediator sinyal tersebut meliputi

vascular endothelial growth factor (VEGF ), 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 factor-CC, stem cell factor (SCF), placental growth factor

(PIGF), dan interleukin (IL-8, 1L-6, 1L-3, IL-2, dan IL-1p).**

Konsep Small Molecule Growth Factor MSC

Terminologi fungsional MSC didasarkan pada kemampuannya untuk
mengeluarkan berbagai molekul larut secara parakrin. Konsep parakrin
mengacu pada komunikasi MSC dengan sel dan matriks sekitarnya
melalui molekul sinyal tertentu yang dilepaskan oleh MSC. Konsep faktor
pertumbuhan molekul kecil MSC mencakup beberapa aspek:*’

1. Kompleksitas teknik isolasi MSC: Teknik dan metode isolasi MSC
memerlukan prosedur yang kompleks, termasuk kerja aseptis dan
waktu kultur yang lama (beberapa minggu) untuk mendapatkan MSC
yang homogen dengan potensi stemness tinggi, terutama kemampuan
multi-diferensiasi menjadi berbagai jenis sel jaringan spesifik. Banyak
faktor yang harus dikontrol untuk mencapai hasil optimal karena

banyak hal yang mempengaruhi hasil akhir isolasi.
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Waktu paruh kehidupan MSC yang singkat: Penelitian menunjukkan
bahwa waktu paruh kehidupan MSC setelah integrasi dalam jaringan
cedera pasca transplantasi adalah singkat, sehingga fungsi regenerasi
MSC mungkin tidak optimal. Faktor-faktor internal dalam jaringan
cedera juga mempengaruhi waktu paruh kehidupan MSC.

Konsep molekul parakrin MSC dalam regenerasi: Penelitian terbaru
menunjukkan bahwa sebagian besar MSC yang diberikan secara
intravena akan terjebak di paru sebagai emboli kecil (tanpa
menyebabkan oklusi vaskuler). Namun, MSC yang terjebak ini tetap
melepaskan berbagai molekul antiinflamasi dan pro-regenerasi. Ini
menunjukkan bahwa molekul kecil dan exosome yang dilepaskan oleh
MSC secara parakrin merupakan faktor utama dalam regenerasi

jaringan.

Induksi Small Molecule dan Exosome MSC

Karena peran penting molekul kecil dan exosome MSC, berbagai

upaya telah dilakukan untuk memproduksi molekul kecil dan exosome ini
secara in vitro. Induksi molekul kecil faktor pertumbuhan MSC dapat

dibagi menjadi dua metode:*®

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

molekul anti-inflamasi.
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Gambar 2.3. Lingkungan Inflamasi Mengaktivasi MSC

Induksi MSC dengan teknik hipoksia: MSC yang diinkubasi dalam
kondisi hipoksia akan melepaskan berbagai molekul pro-regenerasi.
Teori Ini disebut 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 IL-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 exosome. 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 exosome, seperti GPX,
dapat mengaktivasi faktor transkripsi NRF2 yang meningkatkan

ekspresi antioksidan. Selain itu, berbagai miRNA dalam exosome
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MSC hipoksia, seperti miR-21, miR-22-3p, dan miR-215-5p, juga

berperan dalam menghambat stres oksidatif.

2.5. Glutahione dan Vitamin C

Kombinasi injeksi glutathione dan vitamin C memiliki potensi yang
signifikan dalam mengatasi hiperpigmentasi kulit melalui mekanisme yang saling
melengkapi. Glutathione adalah antioksidan yang sangat penting dalam melawan
stres oksidatif di dalam sel. Ketika disuntikkan, glutathione dapat mengurangi
produksi melanin dengan cara menghambat enzim tirosinase, yang merupakan
enzim kunci dalam biosintesis melanin. Selain itu, glutathione memiliki
kemampuan untuk meningkatkan ekspresi [IL-10, sebuah sitokin anti-inflamasi,
dengan menekan jalur sinyal NF-xB dan p38 Mitogen activated protein kinase
(MAPK) yang biasanya meningkatkan peradangan.*”*°

Vitamin C, atau asam askorbat, adalah antioksidan kuat lainnya yang tidak
hanya berperan dalam sintesis kolagen, tetapi juga mengurangi produksi melanin
dengan menurunkan aktivitas tirosinase. Ketika digunakan bersamaan dengan
glutathione, vitamin C meningkatkan efektivitasnya dengan cara memperkuat sifat
antioksidan glutathione dan menambah kemampuannya untuk mengurangi stres
oksidatif. Vitamin C juga berperan dalam menekan jalur sinyal NF-kB dan AP-1,
serta meningkatkan Adenosina monofosfat siklik (CAMP), yang semuanya
berkontribusi pada pengurangan peradangan dan peningkatan ekspresi IL-10.%>°
Vitamin C meningkatkan jalur Nuclear factor erythroid 2-related factor 2

(Nrf2), yang meningkatkan ekspresi CD163 pada makrofag, reseptor yang terkait

dengan resolusi peradangan dan proses penyembuhan kulit. Dengan mengurangi
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peradangan dan stres oksidatif, serta langsung menurunkan produksi melanin,
kombinasi injeksi glutathione dan vitamin C secara sinergis mengurangi
hiperpigmentasi. Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk memahami sepenuhnya
mekanisme ini, tetapi bukti yang ada menunjukkan bahwa kombinasi ini efektif
dalam memodulasi ekspresi gen dan jalur yang terlibat dalam hiperpigmentasi,
sehingga menawarkan solusi potensial untuk terapi dermatologis yang lebih

efisien.>®>2

2.6. Pengaruh Exosome dan Glutahione dengan Vitamin C terhadap

ekspresi gen 1L-10 dan CD163

Exosome, glutathione, dan vitamin C memiliki peran penting dalam
modulasi ekspresi gen dan pengaruhnya terhadap proses inflamasi serta
pigmentasi kulit, termasuk hiperpigmentasi. Exosome adalah vesikel kecil yang
dikeluarkan oleh berbagai jenis sel dan berfungsi dalam komunikasi antar sel
dengan membawa molekul bioaktif seperti RNA, protein, dan lipid yang dapat
mempengaruhi ekspresi gen pada sel target. Dalam konteks ekspresi gen IL-10
dan CD163, exosome dapat mengangkut microRNA dan protein yang
meningkatkan atau menurunkan ekspresi IL-10, sebuah sitokin anti-inflamasi
yang membantu mengurangi peradangan dan menenangkan respons imun yang
berlebihan.>***** Hal ini sangat bermanfaat dalam mengatasi hiperpigmentasi
yang disebabkan oleh inflamasi. Exosome juga dapat memodulasi ekspresi
CD163, reseptor scavenger yang diekspresikan oleh makrofag dan terkait dengan

resolusi peradangan, dengan meningkatkan kemampuannya dalam membersihkan
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hemoglobin dan produk degradasinya, sehingga membantu meredakan proses
inflamasi pada kulit.>**®

Glutathione adalah antioksidan penting yang berperan dalam melawan stres
oksidatif di dalam sel. Peningkatan kadar glutathione dapat meningkatkan
ekspresi 1L-10 dengan mengurangi stres oksidatif dan menekan produksi sitokin
pro-inflamasi seperti TNF-a. dan IL-1B. Dengan demikian, glutathione dapat
membantu mengurangi peradangan yang berkontribusi pada hiperpigmentasi.
Selain itu, glutathione dapat meningkatkan ekspresi CD163, karena mengurangi
stres oksidatif dalam makrofag dan meningkatkan kemampuan mereka untuk
membersihkan sisa-sisa sel yang rusak dan molekul pro-inflamasi.>®*’

Vitamin C, atau asam askorbat, adalah antioksidan kuat yang berperan
dalam sintesis kolagen dan melanin. Vitamin C dapat menurunkan produksi
sitokin pro-inflamasi dan meningkatkan produksi IL-10, sehingga membantu
mengurangi inflamasi dan mencegah hiperpigmentasi akibat peradangan kronis.
Vitamin C juga dapat meningkatkan ekspresi CD163 melalui pengurangan stres
oksidatif dan modifikasi respons inflamasi makrofag.>"*®

Kombinasi exosome, glutathione, dan vitamin C dapat memberikan efek
sinergis pada pengaturan ekspresi gen IL-10 dan CD163. Exosome dapat
berfungsi sebagai pembawa yang efektif untuk molekul-molekul ini,

%960 gementara itu,

meningkatkan stabilitas dan bioavailabilitas mereka.
glutathione dan vitamin C sebagai antioksidan kuat dapat memperkuat aktivitas
anti-inflamasi  dan antioksidan, yang berkontribusi pada pengurangan

hiperpigmentasi dengan mengatur kembali ekspresi gen yang terlibat dalam proses
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inflamasi dan perbaikan jaringan. Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk
memahami mekanisme spesifik dari interaksi ini dalam konteks hiperpigmentasi

kulit, tetapi potensi manfaat kombinasi ini dalam modulasi ekspresi gen IL-10 dan

61-63

CD163 sangat menjanjikan untuk terapi dermatologis.
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BAB Il

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori

Exosome, glutathione, dan vitamin C berperan penting dalam modulasi
ekspresi gen dan pengaruhnya terhadap inflamasi serta pigmentasi kulit, termasuk
hiperpigmentasi, melalui beberapa jalur molekuler yang terlibat.’ Exosome
adalah vesikel kecil yang berfungsi dalam komunikasi antar sel dengan membawa
molekul bioaktif seperti RNA, protein, dan lipid. Dalam konteks ekspresi gen IL-
10 dan CD163, exosome dapat mengangkut microRNA dan protein yang
mempengaruhi jalur NF-xB dan STAT3.** Exosome yang membawa
microRNA tertentu dapat menekan jalur NF-kB;, yang umumnya terlibat dalam
produksi sitokin pro-inflamasi, dan sekaligus mengaktifkan jalur STAT3 yang
meningkatkan ekspresi IL-10, sitokin anti-inflamasi yang membantu mengurangi
peradangan. Exosome juga dapat memodulasi ekspresi CD163, reseptor scavenger
pada makrofag yang terlibat dalam resolusi peradangan, melalui jalur sinyal yang
menginduksi polaritas makrofag ke fenotip M2 yang anti-inflamasi.*® *?

Glutathione adalah antioksidan utama dalam sel yang berperan dalam
melawan stres oksidatif dan mengatur redoks homeostasis. Glutathione
mempengaruhi ekspresi 1L-10 melalui penghambatan jalur MAPK (p38 MAPK)
dan mengurangi aktivasi NF-kB, yang mengurangi produksi sitokin pro-inflamasi
seperti TNF-a dan IL-1B, sekaligus meningkatkan ekspresi IL-10.>° Dengan

demikian, glutathione membantu meredakan inflamasi yang berkontribusi pada

25
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hiperpigmentasi. Selain itu, glutathione dapat meningkatkan ekspresi CD163
melalui pengurangan stres oksidatif dalam makrofag, yang meningkatkan
kemampuan mereka untuk membersihkan sisa-sisa sel yang rusak dan molekul
pro-inflamasi, serta melalui peningkatan jalur Nrf2 yang juga terkait dengan
mekanisme antioksidan.>’*

Vitamin C, atau asam askorbat, adalah antioksidan kuat yang juga berperan
dalam sintesis kolagen dan melanin. Vitamin C dapat memodulasi sistem imun
dengan cara menurunkan produksi sitokin pro-inflamasi melalui penghambatan
jalur NF-xB dan AP-1, serta meningkatkan produksi IL-10 melalui jalur STAT3
dan cAMP.%*®® Dengan meningkatkan IL.-10, vitamin C membantu mengurangi
inflamasi dan mencegah hiperpigmentasi akibat peradangan kronis. Vitamin C
juga meningkatkan ekspresi CD163 melalui pengurangan stres oksidatif dan
peningkatan aktivitas jalur Nrf2 dalam makrofag, yang memperkuat kapasitas
antioksidan dan anti-inflamasi mereka.®® ®°

Kombinasi exosome, glutathione, dan vitamin C memberikan efek sinergis
pada pengaturan ekspresi gen 1.-10 dan CD163. Exosome dapat berfungsi sebagai
pembawa yang efektif untuk molekul-molekul ini, meningkatkan stabilitas dan
bioavailabilitas mereka. Sementara itu, glutathione dan vitamin C sebagai
antioksidan kuat memperkuat aktivitas anti-inflamasi dan antioksidan,
berkontribusi pada pengurangan hiperpigmentasi dengan mengatur kembali
ekspresi gen yang terlibat dalam proses inflamasi dan perbaikan jaringan melalui

jalur sinyal NF-kB, STAT3, Nrf2, dan MAPK. Penelitian lebih lanjut diperlukan

untuk memahami mekanisme spesifik dari interaksi ini dalam konteks
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hiperpigmentasi kulit, tetapi potensi manfaat kombinasi ini dalam modulasi

ekspresi gen IL-10 dan CD163 sangat menjanjikan untuk terapi dermatologis.?"®*
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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:

» K1 |—— O1K1

K2 02 K2

S A R | Vv K3 03 K3
K4 04 K4

K5 O5K5

Gambar 4.1. Alur Rancangan

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 glutathion
100ul dan vitamin C 100ul)

K4 : Perlakuan 2 (Mencit dengan paparan UVB dan perlakuan injeksiexosome
300ul).

K5 : Perlakuan 3 (Mencit dengan paparan UVB dan perlakuan injeksi glutathion

100ul + vitamin C 100ul dan perlakuan injeksi exosome 300ul)

30
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4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.2.1. Variabel Penelitian

42.1.1.

4.2.1.2.

Variabel bebas
Injeksi exosome dan Glutation dengan Vit C
Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah ekspresi gen IL-

10 dan CD168.

4.2.2. Definisi Operasional

4.2.2.1.

4.2.2.2.

EH-MSC

Exosome adalah vesikel kecil yang mengandung materi
genetik dan protein, yang dilepaskan oleh sel dan berfungsi
sebagai perantara komunikasi antar sel. Injeksi exosome terbagi
dalam beberapa kelompok yaitu Perlakuan 2 (Mencit dengan
paparan UVB dan perlakuan exosome 300ul (konversi dosis tikus
ke mencit menjadi 42ul)) dan Perlakuan 3 (Mencit dengan
paparan UVB dan perlakuan injeksi glutathion 100ul (6,24ul) +
vitamin C 100ul (1,26ul) dan perlakuan exosome 300ul (42ul).
Skala : Rasio
Ekspresi IL-10

Ekspresi IL-10 adalah ekspresi IL-10 yang diproduksi oleh
jaringan kulit pada sampel penelitian. Kadar IL-10 dianalisis
menggunakan gRT-PCR.

Unit: %
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Skala: rasio
Ekspresi CD163

Ekspresi CD163 adalah jumlah ekspresi CD163 pada fraksi
area melanin yang diekspresikan oleh jaringan kulit pada sampel
penelitian. Ekspresi CD163 dianalisis menggunakan metode
spesifik staining imunohistokimia.
Unit: persen fraksi area (%)
Skala: rasio
Glutation dan Vit C

Glutation dan Vit C adalah terapi gold standar berupa
sediaan injeksi, terbagi dalam beberapa kelompok yaitu perlakuan
1 (Mencit dengan paparan UVB dan perlakuan injeksi glutathion
100ul dan vitamin C 100ul) dan perlakuan 3 (Mencit dengan
paparan UVB dan perlakuan injeksi glutathion 100ul + vitamin C
100ul dan perlakuan exosome 300ul).

Skala: Rasio

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 20-25gr yang dinyatakan sehat dan

layak digunakan untuk penelitian oleh Animal Model Research Center

SCCR Indonesia.
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4.3.2. Sampel Penelitian
Sampel penelitian ini adalah mencit C57BL/6 yang diberi paparan

UVB 180mJ/cm?.

Gambar 4.2. Mencit C57BL/6
4.3.2.1. Kiriteria Inklusi
Kriteria inklusi yang diterapkan dalam penelitian ini antara
lain sebagai berikut
1. Mencit jantan galur C57BL./6
2. Umur 2-3 bulan.
3. Mendapatkan paparan UVB
4. Mencit sehat dan aktif selama masa aklimatisasi
5. Berat badan 20-25 gram.
4.3.2.2. Kiriteria Eksklusi
Mencit jantan galur C57BL/6 dengan kriteria:
1. Memiliki kelainan anatomis.
2. Sudah pernah digunakan untuk penelitian sebelumnya.
4.3.2.3. Kiriteria Drop Out
Tikus yang masuk kriteria drop out pada peneitian ini

adalah Tikus mati atau infeksi selama penelitian.
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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
100ul dan vitamin C 100ul, kelompok 4 perlakuan mencit dengan paparan
UVB dan perlakuan exosome 300ul, kelompok 5 perlakuan mencit dengan
paparan UVB dan perlakuan injeksi glutathion 100ul + vitamin C 100ul
dan perlakuan exosome 300ul.
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

44.1.

Alat
Penelitian ini menggunakan beberapa peralatan untuk membuat
hewan model antara lain, UV chamber, pisau cukur, kandang paparan,

kandang pemeliharan, tempat air minum tikus dan pemotong rambut. Alat
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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
Bahan

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

tikus, dan chloroform.

45. 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.



7.

36

Medium kultur yang terdiri dari DMEM, fungizon, penstrep, dan
FBS ditambahkan secara pelan-pelan hingga menutupi jaringan.
Umbilical cord diinkubasi di dalam inkubator pada suhu 37°C dan
5% CO2.

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

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

Pemeliharaan sel dilakukan hingga sel mencapai kerapatan 80%.

Proses Hypoxia

i

MSC vyang telah mencapai kerapatan 80% dimasukkan ke dalam
hypoxia chamber

Gas nitrogen dimasukkan melalui katup inlet hingga indicator
kadar O2 dalam hypoxia chamber menunjukkan konsentrasi 5%.
Chamber yang telah berisi flask diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37°C.

Setelah 24 jam, media kultur diambil dan saring dengan
menggunakan TFF untuk mendapatkan S-MSCH yang selanjutnya
dicampurkan dengan gel berbasis air dengan dosis 5% (P1) dan

10% (P2).
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Pembuatan sediaan injeksi secretome
Pembuatan sediaan injeksi dilakukan dengan cara mengambil
cairan secretome sesuai dosis menggunakan spuit 1cc.
Penetapan Dosis
Sebelum dilakukan penelitian, terlebih dahulu ditentukan dosis yang
akan digunakan untuk penelitian. Penelitian sebelumnya menggunakan
exosome sebanyak 300ul untuk injeksi subcutan pada tikus Wistar secara
subkutan.
Paparan UV-B
1. Mencit di adaptasikan selama 7 hari
2. Setelah itu selurun 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
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
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8. Pengamatan dilakukan oleh spesialis patologi anatomi, hasil analisis
terdapat peningkatan jumlah melanin di tandai dengan munculnya
warna kehitaman pada bagian epidermis.”

45.5. Validasi dengan pewarnaan Masson Fontana untuk Pengecekan
jumlah Melanin
Jaringan kulit di potong secara membujur untuk pengamatan

histologis secara lengkap. Pembuatan preparat jaringan dilakukan di

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.”
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4.5.6. 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.

4.6. Tempat dan Waktu Peneltian
Penelitian dilakukan pada Oktober-November 2024 di laboratorium Animal

Model Research Center SCCR Indonesia.

4.7. Analisa Data

Data dianalisis ekspresi IL-10 dan CD163 menggunakan uji deskriptif,
normalitas, dan homogenitas. Rata-rata hasil ekspresi IL-10 didapatkan normal
dan tidak homogen (P>0,05), sehingga dilakukan uji beda uji One Way Anova
(P<0,05) dilanjutkan dengan uji Post Hoc Tamhane untuk mengetahui perbedaan
masing-masing kelompok. Data ekspresi CD163 didapatkan normal dan homogen
(P>0,05), sehingga dilakukan uji beda uji One Way Anova (P<0,05) dilanjutkan
dengan uji Post Hoc LSD untuk mengetahui perbedaan masing-masing kelompok.

Pengolahan analisis data dilakukan dengan menggunakan SPSS 22.0.



4.8. Alur Penelitian

Mencit CS7BL/6

Randomisasi dan
Aklimatihsasi 7 hari

l

Paparan UVB
6 kali dalam 14 hari

KS injeksi glutation
100ul, vit C 100ul
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BAB V

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Riset ini bertujuan mengetahui pengaruh EH-MSCs (Exosome mesenchymal
stem cell hypoxia) dan glutathione dengan vitamin c terhadap ekspresi gen IL-10
dan CD163 pada mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi. Riset dilaksanakan
pada bulan September-Desember 2024 di laboratorium Animal Model Research
Center SCCR Indonesia. Penelitian eksperimental in vivo dengan rancangan Post
Test Only Control Group Design. Penelitian ini menggunakan 30 ekor Mencit
jantan galur C57BL/6 sebagai subjek penelitian yang dibagi menjadi 5 kelompok
perlakuan, yaitu kelompok 1 mencit sehat tanpa paparan UVB, Kelompok 2
kontrol negatif mencit dengan paparan UVB . tanpa intervensi, kelompok 3
perlakuan mencit dengan paparan UVB dan perlakuan injeksi glutathion 100ul
dan vitamin C 100ul, kelompok 4 perlakuan mencit dengan paparan UVB dan
perlakuan exosome 300ul, kelompok 5 perlakuan mencit dengan paparan UVB
dan perlakuan injeksi glutathion 100ul + vitamin C 100ul dan perlakuan exosome
300ul.
5.1. Hasil Penelitian
5.1.1. Validasi EH-MSCs (Exosome mesenchymal stem cell hypoxia)
Penggunaan tali pusar mencit yang hamil, diisolasi MSCs
ditambahkan media yang terdiri dari DMEM (Dulbeccos Modified Eagle
Medium), fungizone, penstrep, dan FBS, hasil isolasi kemudian dikultur

dalam labu plastik. Ketika hasil kultur MSCs diperiksa di bawah
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mikroskop, sel-sel dengan bentuk sel seperti gelendong yang menempel di

dasar labu pada konfluensi 80%, seperti pada gambar 5.1.

Gambar-5.1. Hasil kultur MSCs.

Validasi hasil proses isolasi sel MSCs dilakukan dengan melihat
kemampuan MSsC. untuk berkembang  menjadi sel osteogenik dan
adipogenik. Dalam uji diferensiasi adipogenik, pewarnaan oil red O
digunakan untuk menunjukkan terbentukan lipid droplet berwarna merah.
Terbentuknya endapan kalsium terlihat jelas pada warna merah dan
ditunjukkan dengan uji diferensiasi osteogenik menggunakan pewarnaan

Alizarin red.
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Gambar 5.2. Uji diferensiasi adipogenik, pewarnaan oil red O uji
diferensiasi osteogenik menggunakan pewarnaan Alizarin red.

Hasil isolasi MSCs hipoxia menunjukkan kemampuan untuk
mengekspresikan berbagai penanda permukaan khusus, yang dikonfirmasi oleh
flow cytometry. MSC mengekspresikan CD45 (97,6%), CD31 (97,7%), CD90
(1,5%), dan CD29 (3,2%).

Penelitian ini-melakukan isolasi terhadap MSCs untuk mendapatkan
MSCs murni menggunakan sekretom yang diisolasi dari MSCs prekondisi
hipoksia 5% konsentrasi O, menggunkan Tangential flow filtrasi (TFF),
berdasarkan molecular weight cut-off, maka molekul berukuran 100-500
kDa didapatkan mengandung exosome. “ ™ EH-MSCs tervalidasi dengan
menggunakan flowcytometry untuk melihat kandungan marker exosome
yang terbaca yaitu CD63, CD81, dan CD9. Hasilnya, jumlah exosome

yang terbaca positif menggunakan marker CD81, CD63 dan CD9.
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CDS81
Count

CD63 CD9

Gambar 5.3. Validasi exosome terhadap ekspresi marker CD81, CD63
dan CD9.

5.1.2. Validasi makroskopis dan histologi jaringan kulit mencit C57BL/6

model hiperpigmentasi

Validasi makroskopis bertujuan untuk memastikan bahwa paparan
UVB berhasil menginduksi hiperpigmentasi pada kulit mencit, serta untuk
mendokumentasikan perubahan fisik yang dapat diukur atau diamati secara
visual. Hal -ini penting untuk mengevaluasi keberhasilan model
hiperpigmentasi. Analisis makroskopis dilakukan dengan membandingkan
kondisi mencit setelah paparan UVB dengan kelompok kontrol. Hasil
pengamatan yang dilakukan terjadi perubahan warna kulit (seperti
penggelapan) pada area yang dipapar UVB, Jika dibandingkan dengan
kulit yang tidak dipapar atau kulit mencit kontrol, seperti gambar

makroskopis berikut.
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Gambar 5.4. Makroskopis dan morfologi kulit mencit yang dipapar UVB
selama 14 hari.

Validasi hasil pewarnaan Masson fontana pada sampel kulit pada
kelompok perlakuan yang dipapar UVB menunjukan hasil warna hitam
pada bagian melanosit kulit. Sintesis melanin berlebihan menginduksi
kerusakan kulit dan hiperpigmentasi. Melanin dapat menyerap radiasi
UVB dan memberikan fotoproteksi serta berinteraksi dengan keratinosit
dalam proses sintesis melanin.”” Akumulasi melanin yang berlebihan
menyebabkan gangguan hiperpigmentasi pada kulit. Perubahan
mikroskopis yang terjadi pada lapisan dermis kulit berupa meningkatnya

jumlah melanin seperti pada hasil analisis pewarnaan Masson Fontana.
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5.1.3. Hasil analisis ekspresi gen IL-10 dan CD-163 pada kulit mencit
C57BL/6 model hiperpigmentasi

Hasil analisis ekspresi IL-10 pada kulit mencit dengan metode RTQ-

PCR, kemudian dilakukan uji statistik normalitas data (Shapiro wilk) dan

uji homogenitas data (Levene’s Test) didapatkan hasil seperti pada tabel

berikut:
Tabel 5.1. Data hasil deskriftif ekspresi IL-10
Variabel Kelompok p
K1 K2 K3 K4 K5
Rerata +SD=erata #SD  ReratatS ReratatSD ReratatSD
D

Ekspresigen  1,02+0,01 0,99+£040 044+ 1,94+206 0,88+0,37
IL-10 0,23
Saphiro wilk 0,167 0,870 0,918 0,152 0,315
Levene’s Test 0,002
Oneway 0,135
Anova

Keterangan:

+ Uji Saphiro Wilk (p > 0,05 = normal)
» Levene’s Test (p > 0,05 = homogen)
» Oneway Anova (p<0,05) = perbedaan signifikan)

Hasil rata rata ekspresi gen IL-10 didapatkan nilai tertinggi pada
kelompok K4 1,94 + 2,06, pada kelompok K3 didapatkan nilai terendah
0,44 + 0,23. kelompok K2 dengan nilai 0,99 £ 0,87, dan kelompok K5

ekspresi gen IL-10 dengan nilai 0,88 + 0,37, seperti pada grafik berikut.



5.1.4.
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Gam bar 5.5. Graf ik ekspresi IL-10 pada tiap kelompok

Perbandingan ekspresi IL-10 dengan hasil statistik parametrik
dengan uji One Way Anova 0,135 menunjukkan perbedaan yang tidak
signifikan karena nilai p>0,05, namun secara klinis kelompok injeksi EH-
MSC (K4) menunjukkan ekspresi gen IL-10 lebih tinggi dibandingkan
dosis kombinasi K5 dan K3 pada mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi.
Hasil analisis ekspresi CD-163 pada kulit mencit C57BL/6 model
hiperpigmentasi

Hasil analisis ekspresi CD-163 pada kulit mencit diperoleh dengan
metode imunohistokimia terlebih dahulu dilakukan uji statistik normalitas

dan homogenitas seperti pada tabel berikut:
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Tabel 5.2. Data hasil deskriftif ekspresi CD-163 dan uji parametrik
One way anova

Variabel Kelompok p
K1 K2 K3 K4 K5
Rerata +SD Rerata +SD ReratatS RerataxSD Rerata+SD
n=6 n=6 D n=6 n=6
n=6
Ekspresi gen 6,38+0,69 7,14+1,09 19,06+ 20,84 +0,93 24,14+ 0,94
CD-163 (%) 0,89
Saphiro wilk 0,558 0,879 0,943 0,738 0,326
Levene’s Test 0,844
Oneway Anova 0,000
Keterangan:

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

Hasil rata rata didapatkan nilai tertinggi pada kelompok K5
24,14+0,94, kelompok K4 dengan nilai 20,84 + 0,93, kelompok K3 19,06
+ 0,89 dan kelompok K2 7,41+£1,09 sementara kelompok K1 didapatkan
ekspresigen  CD-163 dengan nilai terendah 6,38+0,94, seperti
tergambarkan pada grafik 5.6. Hasil analisis uji One Way Anova
menunjukkan hasil yang signifikan dengan nilai p= 0,000 (p<0,05),

sehingga disimpulkan terdapat perbedaan yang signifikan pada semua

kelompok perlakuan terhadap ekspresi CD-163.
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Hasil yang signifikan ekspresi CD-163 dilanjutkan dengan uji Post

Hoc LSD untuk melihat perbandingan antar dua kelompok terhadap

ekspresi CD163 pada kulit mencit model

perbandingan antar dua kelompok dilampirkan pada tabel 5.3:

hiperpigmentasi.

Hasil

Tabel 5.3. Uji Post Hoc LSD CD-163 pada masing-masing kelompok

Kelompok .
RTTT Perbandingan Yy
K1 K2 0.166
K3 *0.000
K4 *0.000
K5 *0.000
K2 K3 *0.000
K4 *0.000
K5 *0.000
K3 K4 *0.003
K5 *0.000
K4 K5 *0.000

Keterangan p<0,05 * menunjukkan kelompok yang berbeda

bermakna.
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Pada penelitian ini didapatkan hasil EH-MSC lebih tinggi terhadap
ekspresi CD163 pada kulit mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi secara
signifikan pada dosis kombinasi injeksi exosome dan glutathion dengan

vitamin C pada kulit mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi.

5.2. Pembahasan

Penelitian ini melakukan experimen terhadap pengaruh pemberian exosome
mesenchymal stem cell hypoxia (EH-MSC) dan glutathione dengan vitamin c
terhadap ekspresi gen IL-10 dan CD163 mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi.
Ekspresi gen IL-10 serta CD-163 pada kondisi hiperpigmentasi berperan dalam
respon inflamasi dan imunoregulasi. I1L-10 adalah sitokin anti-inflamasi yang
dapat meningkatkan aktivitas makrofag tipe M2, yang sering ditandai dengan
ekspresi CD-163. CD-163 sendiri adalah reseptor spesifik pada makrofag M2
yang berperan dalam fungsi imun anti-inflamasi.””*°

Paparan UVB yang menginduksi stres oksidatif merangsang pelepasan IL-
10, terutama oleh keratinosit dan sel imun, sebagai mekanisme untuk membatasi
inflamasi, mengaktifasi jalur NF-kB dan MAPK yang berkontribusi pada regulasi
IL-10. IL-10 menekan aktivitas sel imun proinflamasi, seperti Th1l dan Th17, serta
mengurangi produksi sitokin proinflamasi (IL-6, TNF-a). Peningkatan IL-10
akibat paparan UVB juga mendorong diferensiasi makrofag menjadi M2 dan
meningkatkan ekspresi CD163. CD163 berperan dalam membersihkan debris
jaringan yang rusak akibat UVB.

Hasil penelitian Scuteri et al. 2018 melaporkan pada kondisi mencit model

hiperpigmentasi akibat paparan UVB dan diberi perlakuan injeksi exosome (K4)
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secara signifikan meningkatkan ekspresi IL-10. Molekul bioaktif pada exosome
termasuk miRNA dan protein anti-inflamasi, mempolarisasikan makrofag ke
fenotipe M2. Makrofag M2 dikenal memproduksi IL-10 dalam jumlah besar
sebagai bagian dari fungsi anti-inflamasi untuk mengatur regenerasi jaringan.”
Exosome menginduksi ekspresi IL-10 melalui jalur sinyal seperti STAT3. Jalur
STAT3 ini penting dalam meningkatkan produksi IL-10 pada berbagai sel imun,
termasuk keratinosit dan makrofag, pada kejadian hiperpigmentasi, peningkatan
IL-10 dapat membantu mengurangi kerusakan inflamasi, yang berpotensi
mencegah hiperstimulasi melanogenesis.”®  Wu et al.2021 menyatakan
peningkatan 1L-10 dapat membantu mengurangi kerusakan inflamasi, yang
berpotensi mencegah hiperstimulasi melanogenesis. Exosome juga menurunkan
ekspresi sitokin pro-inflamasi, penurunan ini menciptakan lingkungan imun yang
lebih kondusif untuk produksi IL-10, sehingga mengurangi inflamasi kronis yang
sering terkait dengan hiperpigmentasi.’® 1L-10, melalui exosome, dapat
menghambat jalur inflamasi yang - memengaruhi melanogenesis. Dengan
mengurangi stres oksidatif dan inflamasi lokal, IL-10 dapat mencegah aktivasi
berlebihan MITF, regulator utama dalam sintesis melanin.® Exosome dapat
mengangkut microRNA dan protein yang meningkatkan atau menurunkan
ekspresi IL-10, sebuah sitokin anti-inflamasi yang membantu mengurangi
peradangan dan menenangkan respons imun yang berlebihan.***** Hal ini sangat
bermanfaat dalam mengatasi hiperpigmentasi yang disebabkan oleh inflamasi.**>°
Hasil ekspresi IL-10 pada kelompok injeksi EH-MSC (K4) menunjukkan

nilai lebih tinggi dibandingkan perlakuan lainnya, Kelompok EH-MSC Memiliki
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Efek Imunomodulator yang lebih kuat, diketahui memiliki potensi
imunomodulator yang kuat. Exosome ini mengandung berbagai molekul bioaktif
seperti RNA, protein, dan lipid yang dapat memodulasi aktivitas sel imun,
termasuk meningkatkan ekspresi IL-10. IL-10 adalah salah satu mekanisme utama
dalam pengurangan inflamasi, dan efek EH-MSC dapat bekerja melalui stimulasi
makrofag M2 atau sel T regulator (Treg) yang meningkatkan produksi IL-10.2°
Sedangkan pada kelompok glutation dan vitamin ¢ (K3) maupun kelompok
kombinasi exosome, glutation dan vitamin ¢ menunjukkan nilai lebih rendah.
Glutation dan vitamin C adalah antioksidan kuat yang bertindak untuk
menetralkan radikal bebas dan mengurangi stres oksidatif. Meskipun memiliki
manfaat protektif terhadap kerusakan sel, mereka tidak secara langsung
memengaruhi jalur produksi IL-10. Dengan demikian, kelompok ini menunjukkan
nilai 1L-10 yang lebih rendah dibandingkan dengan EH-MSC karena peran
mereka lebih fokus pada pengurangan stres oksidatif daripada regulasi sitokin
anti-inflamasi.

Kombinasi Exosome, Glutation, dan Vitamin C, dalam kelompok ini,
meskipun exosome hadir, efek imunomodulatornya mungkin tereduksi karena
interaksi dengan glutation dan vitamin C. Kombinasi ini mungkin mengarahkan
respons imun lebih ke arah mengurangi stres oksidatif tanpa memberikan sinyal
kuat untuk produksi IL-10. Selain itu, adanya potensi efek antagonis atau
kompetisi di antara molekul bioaktif ini dapat menghambat optimalisasi efek

masing-masing.
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Namun pada kelompok sehat (K1) dan kelompok terpapar UVB tanpa
perlakuan cenderung lebih tinggi. Produksi IL-10 terjadi sebagai bagian dari
homeostasis alami tanpa gangguan dari faktor eksternal. Hal ini menunjukkan
kondisi optimal untuk produksi sitokin anti-inflamasi. Pada Kelompok UVB
Tanpa Perlakuan, tubuh secara alami mencoba menyeimbangkan efek inflamasi
UVB dengan meningkatkan sitokin anti-inflamasi seperti 1L-10. Namun, tanpa
perlakuan tambahan (seperti exosome atau antioksidan), efek ini hanya bersifat
kompensasi parsial.

Pengaruh pada jalur inflamasi yang lebih kuat misalnya jalur inflamasi
proinflamasi TNF-a, I1L-6, IL-1f) lebih dominan menyebabkan ekspresi I1L-10
menjadi terhambat. Aktivasi IL-10 memerlukan jalur sinyal spesifik (STAT3).
Jika jalur ini terganggu, IL-10 tidak akan bekerja efektif. Perlakuan yang
menyebabkan efek pada IL-10, penting untuk mengevaluasi ulang mekanisme
kerja bahan dan jalur inflamasi yang relevan.®®

Hasil penelitian dengan injeksi EH-MSC dan glutation dengan vitamin C
terhadap ekspresi gen CD-163 pada model mencit hiperpigmentasi, hasil
menunjukkan bahwa perlakuan injeksi EH-MSC dan glutation dengan vitamin C
menghasilkan ekspresi gen CD-163 tertinggi, peningkatan ekspresi CD163 pada
kondisi hiperpigmentasi kulit yang dipapar sinar UVB terutama terkait dengan
peran makrofag yang mengalami aktivasi dan polarisasi ke arah fenotipe M2 anti-
inflamasi. CD163 adalah reseptor scavenger yang diekspresikan oleh makrofag
M2 dan berfungsi dalam proses fagositosis, pengurangan peradangan, serta

penyembuhan jaringan.®>%
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Ekspresi CD163 tertinggi pada kombinasi exosome, glutation, dan vitamin
C dibandingkan exosome tunggal atau kombinasi glutation-vitamin C terjadi
karena efek sinergi yang lebih kuat dari ketiganya dalam. Glutation dan vitamin
C menekan stres oksidatif, Exosome memodulasi imun secara langsung,
Kombinasi ketiganya mendukung perbaikan jaringan dan regenerasi. Exosome
tunggal tetap kuat sebagai imunomodulator, tetapi efeknya terbatas tanpa
dukungan antioksidan untuk menurunkan ROS. Sementara itu, kombinasi
glutation dan vitamin C lebih lemah karena kurangnya kemampuan langsung
untuk menginduksi makrofag M2 seperti exosome.

Penelitian Han et al. 2022 menunjukkan bahwa makrofag tipe M2, yang
ditandai dengan ekspresi CD163, berperan dalam meningkatkan hiperpigmentasi
kulit melalui interaksi dengan melanosit. Dalam sebuah studi, melanosit yang
dikultur bersama makrofag M2 mengalami peningkatan produksi melanin secara
signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa makrofag M2 dapat mendorong
hiperpigmentasi pada area kulit yang mengalami kerusakan selama proses
perbaikan jaringan.®” Pada paparan UVB, produksi stres oksidatif dan peradangan
lokal dapat merangsang makrofag untuk mengadopsi fenotipe M2, yang secara
langsung meningkatkan ekspresi CD163. Jalur sinyal yang relevan melibatkan
aktivasi faktor transkripsi seperti STAT3, yang dipicu oleh IL-10 atau TGF-p,
dua sitokin anti-inflamasi yang sering meningkat dalam mikroenvironment
inflamasi. Faktor ini selanjutnya meningkatkan ekspresi gen CD163 untuk
mengatasi kerusakan jaringan dan memfasilitasi regenerasi. Selain itu, injeksi

exosome, terutama EH-MSC memperkuat respons ini. Exosome membawa
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mikroRNA, protein, dan lipid bioaktif yang dapat merangsang makrofag untuk
beralih ke fenotipe M2 dan meningkatkan ekspresi CD163. Salah satu
mekanisme melibatkan transfer molekul seperti TGF-B atau mikroRNA yang
menekan pro-inflamasi dan meningkatkan aktivitas anti-inflamasi.®®2°
Peradangan kronis dan stres oksidatif adalah faktor utama yang merangsang
produksi melanin berlebihan. Dengan menginduksi makrofag M2 dan ekspresi
CD163, proses peradangan bisa diredam dan stres oksidatif berkurang, yang pada
akhirnya menurunkan stimulasi melanosit untuk memproduksi melanin.
Pendekatan terapeutik yang meningkatkan ekspresi CD163, seperti penggunaan
vitamin C dan glutathione, dapat membantu mengurangi hiperpigmentasi dengan
menurunkan peradangan dan stres oksidatif di kulit.**>> Vitamin C dan glutathione
bekerja sinergis dengan meningkatkan jalur Nrf2 dan mengurangi jalur NF-xB,
yang mendukung ekspresi CD163 dan fungsi anti-inflamasi serta antioksidannya.
Dengan demikian, CD163 memainkan peran penting dalam mengatasi
hiperpigmentasi melalui modulasi-respon inflamasi dan kapasitas antioksidan,
membantu menyeimbangkan produksi melanin dan menjaga kesehatan kulit.3*>*
Pada kondisi hiperpigmentasi, stres oksidatif akibat paparan UV dapat
memicu produksi IL-10 untuk meredam inflamasi. Namun, ekspresi IL-10 yang
meningkat juga dapat mendukung peningkatan aktivitas makrofag CD-163 yang
berperan dalam remodeling jaringan, termasuk produksi mediator yang dapat
memengaruhi melanogenesis. Penelitian menunjukkan bahwa CD-163 dapat

membantu menekan respons inflamasi lokal yang diinduksi oleh kerusakan kulit

akibat UV, Secara keseluruhan, IL-10 dan CD-163 berperan dalam menciptakan
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lingkungan imun yang lebih tolerogenik pada kulit yang mengalami kerusakan
akibat UV, vyang secara tidak langsung dapat memengaruhi proses
hiperpigmentasi melalui mekanisme pengaturan inflamasi dan regenerasi
jaringan.

Penelitian ini tidak menggunakan kelompok perlakuan obat standar yang
untuk mengobati hiperpigmentasi, tambahan kelompok perlakuan menggunakan
bahan pencerah kulit yang bekerja sebagai tyrosinase inhibitor sebagai pencegah
hiperpigmentasi, seperti asam askorbat, arbutin, asam kojik, maupun hidrokuinon
dianggap perlu sebagai pembanding. Meskipun terapi kombinasi injeksi exosome
dan glutathione dengan vitamin C menjanjikan untuk mengatasi hiperpigmentasi
kulit, pengembangan lebih lanjut diperlukan untuk memastikan keamanan dengan

melakukan uji klinis sehingga dapat diaplikasikan secara luas.



BAB VI

SIMPULAN DAN SARAN

6.1. Simpulan
1. Pemberian exosome mesenchymal stem cell hypoxia (EH-MSC) dan
glutathione dengan vitamin C tidak berpengaruh terhadap ekspresi gen
IL-10 mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi.
2. Pemberian exosome mesenchymal stem cell hypoxia (EH-MSC) dan
glutathione dengan vitamin C berpengaruh terhadap ekspresi gen

CD163 mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi.

6.2. Saran
1. Penelitian selanjutnya menambahkan kelompok pembanding dengan
obat standar menggunakan bahan pencerah kulit seperti asam askorbat,
arbutin, asam kojik, maupun hidrokuinon
2. Penelitian berikutnya melakukan uji Klinis dengan terapi kombinasi
injeksi exosome dan glutathione dengan vitamin C untuk mengatasi

hiperpigmentasi kulit.
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