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ABSTRAK

Latar Belakang : Radiasi UVB merupakan faktor utama penyebab
hiperpigmentasi. Exosome mesenchymal stem cells (E-MSCs) mengandung
soluble molecule bioaktif seperti growth factor dan sitokin anti-inflamasi yang
mampu mencegah sintesis melanin. Hingga saat ini peran E-MSCs terhadap
ekspresi gen FGF dab TRP pada pembentukan melanin masih belum jelas.
Tujuan : Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian E-
MSCSs terhadap ekspresi gen FGF dan TRP pada kulit tikus model
hiperpigmentasi yang diinduksi paparan sinar UVB Narrowband tipe TLF72-
100W/12 .

Metode : Penelitian eksperimental dengan post test control group design.
Kelompok penelitian terdiri dari kelompok Sham, kontrol negatif NaCl 0,9%,
kontrol positif injeksi retinol 200uL, E-MSCs 200ul. dan E-MSCs 300uL yang di
administrasikan secara subcutan. Mencit C57BL di induksi paparan sinar UVB
dengan MED 160 mJ/cm2 selama 9 menit/ hari dengan jarak 20cm selama 3 kali
seminggu sepanjang 2 minggu. Perlakuan terapi diberikan pada hari ke-15 dan
pada hari ke-21 dilakukan terminasi hewan uji. Analisis ekspresi gen TRP dan
FGF mengunakan gRT-PCR. Perbedaan antar kelompok perlakuan dilakukan
analisis statistika dengan one way ANOVA (FGF) dan Kruskall Wallis (TRP)
yang di lanjutkan uji beda perkelompok mengunakan Mann whitney (FGF) dan
post hoc LSD (TRP).

Hasil : Analisa ekspresi gen FGF mengalami peningkatan tertinggi pada
kelompok E-MSCs 300pL (4,87+2,51) diikuti kelompok E-MSCs 200uL
(3,69+1,46), sedangkan kelompok kontrol negatif memiliki nilai ekspresi gen FGF
terendah sebesar (0,68+0,46). Pada ekspresi gen TRP kelompok E-MSCs 300uL
memiliki nilai ekspresi gen TRP terendah (0,22+0,10) dan pada kelompok kontrol
negatif memiliki nilai ekspresi gen TRP tertinggi (1,07+0,52).

Kesimpulan : Pemberian E-MSCs berpengaruh secara bermakna terhadap
penurunan proses hiperpigmentasi dengan mengatur regulasi ekspresi gen TRP
dan FGF.

Kata Kunci : TRP, FGF, E-MSCs, Hiperpigmentasi.
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ABSTRACT

Background: UVB radiation is the main factor causing hyperpigmentation.
Exosome mesenchymal stem cells (E-MSCs) contain soluble bioactive molecules
such as growth factors and anti-inflammatory cytokines that can prevent melanin
synthesis. Until now, the role of E-MSCs on FGF and TRP gene expression in
melanin formation is still unclear.

Objective: This study aims to determine the effect of E-MSCSs on FGF and TRP
gene expression in the skin of mice with a hyperpigmentation model induced by
exposure to Narrowband UVB light type TLF72-100W/12.

Methods: Experimental study with post-test control group design. The study
groups consisted of the Sham group, 0.9% NaCl negative control, 200uL retinol
injection positive control, 200uL. E-MSCs and 300ul E-MSCs administered
subcutaneously. C57BL mice were induced by UVB exposure with MED 160
mJ/cm2 for 9 minutes/day at a distance of 20cm for 3 times a week for 2 weeks.
Therapeutic treatment was given on the 15th day and on the 21st day the test
animals were terminated. Analysis of TRP and FGF gene expression using qRT-
PCR. Differences between treatment groups were analyzed statistically using one-
way ANOVA (FGF) and Kruskall Wallis (TRP) which were continued with group
difference tests using Mann Whitney (FGF) and post hoc LSD (TRP). Results:
FGF gene expression analysis experienced the highest increase in the 300uL E-
MSCs group (4.87+2.51) followed by the 200ul. E-MSCs group (3.69+1.46),
while the negative control group had the lowest FGF gene expression value of
(0.68+0.46). In the TRP gene expression, the 300pL E-MSCs group had the
lowest TRP gene expression value (0.22+0.10) and the negative control group had
the highest TRP gene expression value (1.07£0.52).

Results: FGF gene expression analysis experienced the highest increase in the
300uL E-MSCs group (4.874#2.51) followed by the 200uL E-MSCs group
(3.69+1.46), while the negative control group had the lowest FGF gene expression
value of (0.68+0.46). In the TRP gene expression, the 300uL. E-MSCs group had
the lowest TRP gene expression value (0.22+0.10) and the negative control group
had the highest TRP gene expression value (1.07£0.52).

Conclusion: Administration of E-MSCs had a significant effect on reducing the
hyperpigmentation process by regulating the expression of TRP and FGF genes.

Keywords: TRP, FGF, E-MSCs, Hyperpigmentation.
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1. Latar Belakang

Irradiasi Ultraviolet (UV) dianggap sebagai salah satu faktor
eksternal berbahaya, yang mengakibatkan perubahan fisik dan kimia pada
organisme hidup. 12 Paparan sinar UV-B menginduksi terjadinya stress
oksidatif yang ditandai dengan peningkatan Reactive Oxygen Species
(ROS).Penumpukan kadar ROS dikulit akibat UV-B menginduksi
terjadinya kerusakan DNA ' pada sel fibroblast dan keratinosit. Paparan
kronik sinar Ultraviolet-B  (UV-B) menimbulkan peningkatan kadar
Reactive Oxygen Species (ROS) yang berdampak pada penurunan
jumlah collagen di kulit.>* Penelitian terdahulu ‘menyebutkan bahwa 82%
orang berusia dibawah 30 tahun mengalami penurunan collagen akibat
paparan UV-B yang berakibat munculnya kerutan dan penurunan
elastisitas ~ kulit.>  Peningkatan kadar ROS dapat  menginduksi
menghambat ~ fosforilasi ~ Protein Kinase B (Akt) Pathway °"
Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa Exosome Mesenchymal Stem
Cells (E-MSCs) mengandung berbagai sitokin dan Growth Factors (GF)
yang dapat menekan stress oksidatif, mencegah hiperpigmentasi akibat
UV-B® dan mencegah fibrosis pada luka. Paparan sinar UV-B
secara berlebih menyebabkan perubahan dalam struktur dan fungsi
kulit yang menyebabkan sunburn , tanning dan hiperpigmentasi,

sampai pada efek samping kronis seperti photoaging dan kanker kulit.



Hiperpigmentasi merupakan salah satu tanda penuaan kulit akibat
peningkatan jumlah melanin yang berdampak terhadap pembentukan
pigmen berwarna hitam dan terjadinya kerutan.!*Melanin adalah faktor
utama penentu warna kulit , memberikan pertahanan terhadap efek
berbahaya kerusakan kulit akibat sinar ultraviolet , ekspresi Tyrosinase-
Related Protein (TRP) yang diatur oleh Microphthalmia Associated
Transcription Factor (MITF) berperan penting dalam sintesis melanin.!2
Beberapa sitokin dan  Growth Factor (GF) seperti Fibroblast
Growth Factor  (FGF) pada Mesenchymal Stem Cells (MSCs) mengatur
Proliferasi, diferensiasi dan melanogenesis pada melanosit epidermal.t
E-MSCs vyang diketahui memiliki - efisiensi  penetrasi kulit yang
tinggi, dengan beragam molekul bioaktif ~ didalamnya termasuk
FGF, Exosome dapat memberikan manfaat kuratifnya melalui banyak
mekanisme terapi yang berbeda secara bersamaan, sehingga menghasilkan
efek biologis yang lebih baik dibandingkan senyawa molekul kecil.*
Exosome-MSCs  mengandung komponen spesifik MSC untuk memberikan
efek spesifik pada sel penerima, yang setara dengan efek terapeutik
MSCs.* Mekanisme yang mendasari aktivitas Exosome-MSCs terhadap
hiperpigmentasi hingga saat ini masih belum jelas , sehingga perlu
dilakukan penelitian.

Kasus hiperpigmentasi di Indonesia mencapai 0.25-4% dari seluruh
kasus penyakit  kulit.'® Paparan UV-B mengakibatkan 8% kasus

karsinoma skuamosa yang dikenal dengan kanker kulit melanoma
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dengan potensi metastasis tinggi.!® Kejadian hiperpigmentasi meningkat
pada tahun 2020 dengan 100-350 kasus baru dan 6.850 kasus kematian
akibat perkembangan menjadi kanker kulit.}” Gangguan hiperpigmentasi
diobati dengan berbagai agen pencerah kulit, namun pengobatan ini tidak
sepenuhnya memberantas lesi kulit. Dengan demikian, ada kebutuhan
yang meningkat untuk mengembangkan pilihan pengobatan alternatif
yang lebih spesifik dan efektif.!® Bahan pencerah kulit banyak
ditemukan dalam bahan kosmetik sebagai pencegah hiperpigmentasi,
diantaranya adalah ~ Asam Askorbat , Arbutin , Asam Kojik, dan
Hidrokuinon. Lebih dari 50 tahun krim hidrokuinon 4% sudah menjadi
standar  baku untuk  pengobatan = hiperpigmentasi. Hidrokuinon
memiliki efek dermatitis alergi atau irritan-dan okronosis. Oleh karena itu
penggunaan hidrokuinon saat ini sudah mulai sangat dibatasi.®

Exosome MSCs mengandung berbagai komponen yang disekresikan
oleh MSCs berupa sitokin, kemokin, dan faktor pertumbuhan yang terdiri
dari IL-10 , Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) , Platet Derived
Growth Factor (PDGF), Hepatocyte Growth Factor (HGF), dan TGF-
B.221 Molekul soluble vyang disekresikan MSCs termasuk IL-10 dan
TGF-p mengendalikan kerusakan kulit akibat radiasi sinar UV-B dengan
merangsang  fibroblast menghasilkan collagen .22 Menghambat
dalam pembentukan melanin  dan  meredam inflamasi.?* Hasil
penelitian  melaporkan bahwa paparan sinar UV-B yang menyebabkan

hiperpigmentasi diatur oleh gen , protein dan enzim, yaitu Tyrosinase,
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MITF , TRP-1 dan TRP-22.2°2%27 Sinar UV-B memicu Tyrosinase yang
bertangung jawab  dalam Hidroksilasi L-Tyrosine menjadi L-3, 4-
dihydroxyphenylalanine (L-DOPA). L-DOPA selanjutnya dioksidasi
menjadi L-DOPA kuinon untuk dibentuk menjadi eumelanin dan
pheomelanin dalam jalur produksi melanin.'* Exosome MSCs adalah
vesikel lipid bilayer berbentuk bola dengan diameter terdistribusi
berkisar antara 30-150 nm.*® Memiliki efisiensi penetrasi kulit yang
tinggi, mirip dengan nanopartikel liposom.?®%?® Hal ini memungkinkan
pemberian Exosome secara injeksi subcutan, membuat area luka
lebih ~ mudah ~ menerima  Exosome terapeutik .*°  Selain itu,
Exosome yang dikirimkan juga dapat bersifat kemotaktik pada lokasi
Inflamasi atau cedera. ketika terdapat jarak antara area yang diberikan dan
pusat lesi.>> Beragam molekul bioaktif pada Exosome dapat memberikan
manfaat = kuratif melalui banyak  mekanisme terapi yang berbeda
secara bersamaan , sehingga menghasilkan efek biologis yang lebih
baik dibandingkan senyawa molekul kecil.** Exosome yang dilepaskan
dapat mencapai sel targetnya melalui cara parakrin atau melalui sirkulasi
dan kemudian diinternalisasi oleh sel penerima dengan cara interaksi
ligan - reseptor , endositosis yang dimediasi molekul permukaan,
mikropinositosis , atau fagositosis; atau fusi membran plasma dengan sel
penerima. Setelah pelepasan isi Exosome yang tertutup di sitoplasma
penerima , perubahan jalur sinyal intraseluler terjadi pada sel penerima

untuk memodulasi proses dan fungsi seluler.*?> Dengan demikian
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menunjukkan ~ bahwa Exosome MSCs yang mengandung komponen
spesifik MSCs untuk memberikan efek spesifik padasel penerima,
yang setara dengan efek terapeutik MSCs.*

Pada penelitian sebelumnya melaporkan bahwa Exosome yang
bersumber dari MSCs dapat mempercepat proses perbaikan kulit terutama
pada kasus penyembuhan luka, penuaan dan hiperpigmentasi. 3839404142
Sumber MSCs paling banyak digunakan berasal dari sel adiposa dan tali
pusat bayi3839404142  Exosome MSCs diberikan baik dengan cara
topikal , injeksi intra lesi dan intravena. 38:3°404142 pada penelitian
sebelumnya telah dilakukan dengan dosis injeksi Exasome yang diisolasi
dari umbilical cord blood dengan dosis 20 pL menstimulasi penutupan luka
dengan menginduksi- produksi collagen melalui jalur TGF-BMSC dapat
melakukan perannya dalam perbaikan kulit sebagai anti inflamasi dengan
cara polarisasi makrofag Mi menjadi makrofag M2.%%4? Makrofag M2
mengekspresikan kadar IL-10 yang lebih tinggi disertai Growth Factor
seperti PDGF, VEGF dan TGEp..%% Penelitian sebelumnya berbeda
dengan penelitian ini  karena Exosome diberikan pada kasus kulit
hiperpigmentasi serta Exosome yang digunakan berasal dari MSC tali pusat
yang dikondisikan dalam keadaan Hypoxia. Pemberian Exosome pada
penelitian ini dilakukan melalui injeksi pada kulit.Penerapan secara injeksi
sub cutan menggunakan Exosome-MSCs dengan penetrasi kulit yang
tinggi dan ukuran molekulnya yang kecil sangat mudah untuk diabsorbsi

menembus barrier kulit menuju dermis.*282° Oleh karena itu,adanya potensi
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1.2.

1.3.

Exosome MSCs sebagai alternatif untuk mencegah hiperpigmentasi
pada kulit. Maka penelitian ini akan  melakukan pengamatan
secara invivo terhadap ekspresi FGF dan TRP pada kulit Mencit
C57BL Jantan model hiperpigmentasi yang diinduksi sinar UV-B yang
dihasilkan oleh perangkat UV-B Narrowband tipe TLF72-100W/12

Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan dalam mengkaji peran
Exosome MSCs pada hiperpigmentasi akibat paparan UV-B pada ekspresi

gen FGF dan TRP.

Rumusan Masalah

Rumusan masalah yang dapat dirumuskan adalah “Apakah terdapat
pengaruh pemberian Exosome Mesenchymal Stem Cells (E-MSCs) hypoxia
terhadap ekspresi gen FGF dan TRP pada Mencit C57BL jantan model
hiperpigmentasi dipapar sinar UV-B yang dihasilkan oleh perangkat UV-B

Narrowband tipe TLF72-100W/12 ? *

Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui
pengaruh pemberian Exosome Mesenchymal Stem Cells (E-MSCs)
hypoxia terhadap ekspresi gen FGF dan TRP pada Mencit C57BL
jantan model hiperpigmentasi dipapar sinar UV-B yang dihasilkan

oleh perangkat UV-B Narrowband tipe TLF72-100W/12.



1.3.2. Tujuan Khusus

Penelitian ini bertujuan khusus antara lain untuk :

a. Mengetahui ekspresi gen FGF pada Mencit C57BL jantan
model  hiperpigmentasi yang dipapar sinar UV-B setelah
diberi E-MSCs secara injeksi sub cutan dengan dosis 200ul dan
300ul dibandingkan kontrol secara in vivo.

b. Mengetahui ekspresi gen TRP pada Mencit C57BL jantan model
hiperpigmentasi yang dipapar sinar UV-B setelah diberi E-MSCs
secara injeksi sub cutan dengan dosis 200ul dan 300ul

dibandingkan kontrol secara in vivo.

1.4. Manfaat penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritis
Manfaat penelitian ini secara teori adalah memberikan ilmu
pengetahuan tentang pengaruh pemberian E-MSCs hypoxia terhadap
ekspresi gen FGF dan TRP pada Mencit C57BL jantan model
hiperpigmentasi yang dipapar sinar UV-B yang dihasilkan oleh

perangkat UV-B Narrowband tipe TLF72-100W/12 .

1.4.2. Manfaat Praktis
Manfaat secara praktis dari penelitian ini antara lain adalah :
1. Memberikan sumber informasi pada masyarakat tentang

pengaruh E-MSCs hypoxia terhadap ekspresi gen FGF dan TRP



pada Mencit C57BL jantan hiperpigmentasi yang dipapar sinar
UV-B.
2. Penelitian lebih lanjut diharapkan dapat diaplikasikan bagi

masyarakat.
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1.5. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

No Peneliti, Judul Metode Hasil

tahun

1 Yan Exosomes derived from In vivo, Eksosome yang diisolasi
Zhang et human umbilical cord blood eksperimen dari  umbilical cord
al, 2021* mesenchymal stem cells tal blood menstimulasi

stimulate regenerative wound penutupan luka dengan

healing via transforming menginduksi  produksi

growth  factor-B  receptor kolagen melalui jalur

inhibition TGF-B  pada  dosis
20pL.

2 Shigi Hu Needle-Free Injection of In vivo, Eksosome menyebabkan
et al, Exosomes Derived from eksperime peningkatan  ekspresi
2019% Human Dermal Fibroblast ntal prokolagen tipe | dan

Spheroids Ameliorates Skin penurunan ekspresi

Photoaging MMP-1 yang signifikan,
terutama melalui
penurunan regulasi
tumor necrosis factor-
alpha ' (TNF-0) dan
peningkatan regulasi
transforming growth
factor beta (TGF-p).

3 Yi You et Intradermally delivered " In  vivo, Pemberian eksosom
al , 2023* mRNA-encapsulating eksperime  MSCs  meningkatkan

extracellular  vesicles * for  ntal produksi collagen Al,
collagen-replacement therapy dan mencegah degradasi
ekstra seluler matriks

4 Jing Li et Exosomes from - human In  vivo, Eksosome dari human
al, 2022*  adipose-derived eksperime  adipose-MSCs

mesenchymal stem = cells ntal menhambat  produksi
inhibit production of ekstraseluler matriks
extracellular matrix in keloid melalui  downregulasi
fibroblasts via TGF-B2 dan Notch-1
downregulating transforming

growth factor-p2 and Notch-

1 expression

5 Raluca Human Mesenchymal In vitro, Eksosome human MSCs
Tutuian et  Stromal Cell-Derived experime  menghambat degradasi
al, 20213 Exosomes Promote In Vitro ntal kolagen melalui

Wound Healing by penghambatan ekspresi
Modulating the Biological kolagen tipe 1 dan lil,
Properties of Skin serta menghambat
Keratinocytes and ekspresi a-SMA,
Fibroblasts and Stimulating MMP2, dan MMP13,
Angiogenesis dan MMP14




No Peneliti, Judul Metode Hasil
tahun
6 Park  GH Efficacy of combined In vivo, = Kombinasi microneedling
et al, treatment with human adipose eksperi dengan adipose tissue stem
2023 tissue  stemcell-  derived mental cell-derived eksosome
exosome- containing solution menunjukkan efek anti-
and microneedling for facial inflamasi dan anti penuaan
skin aging:A 12week pada subjek berusia 40
prospective tahun  keatas  dengan
,randomized,split- face study menekan radikal bebas,
menekan produksi molekul
inflamasi dan
meningkatkan  produksi
kolagen yang ditandai
dengan berkurangnya
kerutan dan memudarnya
flek hitam pada wajah
7 Byong Skin = Brightening Efficacy In vivo, Adipose  stem  cell-
Seung of Exosomes  Derived from - eksperi exosome  meningkatkan
Cho Human  Adipos = Tissue- mental sintesis seramid,
et al, 2020 Derived Stem/Stromal Cells: dihidroseramida,
* A Prospective, Split-Face, sfingosin, dan sfingosin
Randomized Placebo- 1- fosfat (S1P) pada kulit
Controlled Study tikus dengan defek barier
yang diinduksi
oksazolone.
8 He X et al , MSC-Derived Exosome In vivo, MSC-derived  exosome
20194 Promotes * M2 ' Polarization ' eksperi mendorong polarisasi
and Enhances Cutaneous mental makrofag M2 pada luka.
Wound Healing. Ekspresi faktor spesifik
M2, seperti RELM-a dan
Arginase juga
menunjukkan
peningkatan pada luka.
Makrofag
mengekspresikan  kadar
IL-10 yang lebih tinggi
dan kadar TNF-o yang
lebih  rendah  setelah
pemberian MSC-derived
eksosome.
9 MaryamA  Umbilical cord as a In vivo, Tali pusat segar, sebagai
et al, 2021 source of mesenchymal stem eksperi masker wajah alami yang
e cells  improves mental mengandung MSC, dapat
melasma in memberikan perbaikan

parturients: aclinical
randomized trial

pada lesi hiperpigmentasi
melasma secara klinis.
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No Peneliti, Judul Metode Hasil
tahun
10 Zhu Zetal, Exosomes Derived In vivo, Umbilical cord
20224 From Umbilical ~ Cord experi mesenchymal  stemcell

Mesenchymal Stem Cells mental eksosome memberikan
Treat  Cutaneous  Nerve penyembuhan kulit yang
Damage and Promote Wound lebih cepat dibandingkan
Healing.Fibroblasts and dengan kelompok control
Stimulating Angiogenesis pada  mencit  karena

mengandung  banyak
factor pertumbuhan

Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa Exosome yang telah
diisolasi dari umbilical cord blood menstimulasi penutupan luka dengan
menginduksi collagen melalui jalur TGF- B pada dosis 20.2% Penelitian
tersebut berbeda dengan penelitian ini dimana E-MSCs akan ditreatment
pada tikus model collagen loss yang diinduksi sinar UV-B dan dianalisis
ekspresi gen FGF dan TRP. Penelitian terdahulu juga melaporkan bahwa
Exosome menyebabkan peningkatan ekspresi procollagen type | dan
penurunan ekspresi MIMP-1 yang signifikan, terutama melalui penurunan
regulasi Tumor Necrosis Factor-Alpha (TNF-a) dan peningkatan regulasi
Transforming Growth Factor-Beta (TGF-).3* Penelitian tersebut berbeda
dengan penelitian int dimana E-MSCs akan ditreatment pada tikus model
collagen loss yang diinduksi sinar UV-B dan dianalisis ekspresi gen FGF
dan TRP. Penelitian terdahulu menemukan bahwa pemberian Exsosome
MSCs meningkatkan produksi collagen Al, dan mencegah degradasi ekstra
seluler matriks.®. Penelitian terdahulu melaporkan bahwa Exosome dari
human adipose-MSCs menhambat produksi ekstraseluler matriks melalui

down regulasi TGF-B2 dan Notch-1 *.Penelitian tersebut berbeda dengan
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penelitian ini dimana E-MSCs akan ditreatment pada tikus model
hiperpigmentasi yang diinduksi sinar UV-B dan dianalisis ekspresi gen FGF
dan TRP. Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa Exosome Human MSCs
menghambat degradasi collagen melalui penghambatan ekspresi collagen
type 1 dan 11, serta menghambat ekspresi a-SMA, MMP2, dan MMP13,
dan MMP14. 3" Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian ini dimana E-
MSCs akan ditreatment pada tikus model hiperpigmentasi yang diinduksi

sinar UV-B dan dianalisis ekspresi gen FGF dan TRP.
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BAB |1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Fibroblast Growth Factor (FGF)

FGF adalah keluarga protein pemberi sinyal sel yang diproduksi oleh
berbagai jenis sel. Anggota pertama dari keluarga faktor pertumbuhan
fibroblast (FGF) (FGF1 dan FGF2) ditemukan pada tahun 1970-an dan
awalnya diberi nama FGF asam dan basa, masing-masing ** . FGF dapat
memengaruhi proliferasi banyak sel, termasuk sel endotel, neuron,
kondrosit, sel otot polos, melanosit, dan adiposit *4 . Mereka terlibat dalam
berbagai proses biologis, termasuk proliferasi seluler, kelangsungan hidup,
metabolisme, ~ morfogenesis,  diferensiasi, - perkembangan  embrio,
angiogenesis, perbaikan jaringan, dan- regenerasi “*°. FGF memicu
pensinyalan dengan berinteraksi dengan reseptor tirosin Kinase, yang
dikenal sebagali Reseptor FGF (FGFR). Keluarga reseptor tirosin kinase
FGFR, ditemukan pada tahun 1970-an, terdiri dari empat reseptor
transmembran: FGFR1-—4 46, Masing-masing mengandung tiga domain
pengikat imunoglobulin ekstraseluler, diikuti oleh domain transmembran
dan domain intraseluler yang merupakan tirosin kinase dua bagian #’. Untuk
transduksi sinyal oleh sebagian besar FGF, pengikatannya ke koreseptor,
baik protein Klotho atau proteoglikan Heparan Sulfat (HS), pada

permukaan sel target juga diperlukan
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Saat ini, 22 FGF (yaitu, ligan) diketahui, yang 18 berinteraksi dengan dan
menginduksi dimerisasi FGFR. Setelah stimulasi, reseptor ini mengaktifkan
kaskade pensinyalan hilir melalui domain intraselulernya. Dengan tidak
adanya ligan, konfigurasi tidak aktif dari kinase FGFR dihambat secara
alosterik oleh daerah engsel dan loop aktivasinya. Dengan adanya ligan
ekstraseluler, FGFR dimerisasi dan autofosforilasi. Dengan demikian, ia
meluncurkan beberapa jalur pensinyalan, misalnya, kaskade fosfolipase Cy
(PLCy), PI3K-AKT, dan RAS-MAPK *°. FGF diekspresikan dalam
berbagai jaringan dan menunjukkan ekspresi diferensial menurut kebutuhan
metabolik. Beberapa isoform FGF dan FGFR ada karena penyambungan
alternatif dan situs inisiasi translasi alternatif. Ekspresi FGF juga diatur pada
tingkat epigenetik dan pasca-translasi, termasuk fosforilasi, glikosilasi,
ubikuitinasi, dan pergerakan seluler *°. Gangguan pada sinyal FGF
berkontribusi terhadap banyak penyakit, termasuk berbagai jenis kanker,
cacat pada sistem rangka, penyakit perkembangan, kondrodisplasia,
neovaskularisasi kornea, dan rakhitis hipofosfatemia terkait kromosom X %%,
seperti yang ditunjukkan padaGambar 1. FGF21 telah diusulkan menjadi
biomarker potensial untuk penyakit mitokondria 2. Aktivitas abnormal dari
berbagai jenis FGF dapat mengakibatkan gangguan %4 FGF23
diekspresikan pada tingkat tinggi dalam sel-sel tulang, khususnya pada
osteoklas. Ekspresi FGF23 telah ditemukan meningkat pada kelainan tulang
dan penyakit ginjal kronis juga °>°°"%8 Fibroblas terkait kanker adalah

fibroblas aktif yang berfungsi sebagai komponen kunci dari lingkungan
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mikro tumor *°. Mereka memicu jalur MEK—Extracellular Signal-Regulated
Kinase (ERK) dan memodulasi MMP7 melalui FGFR4 untuk merangsang
pertumbuhan sel kanker dan angiogenesis ®°. Selain itu, FGF dihipotesiskan
berkontribusi pada pengembangan resistensi kemoterapi pada sel kanker ! .
Oleh karena itu, jelas bahwa aktivitas FGF yang abnormal dapat

menyebabkan beberapa kanker karena ekspresi ligan atau reseptor yang

A\ ONISSULA // A 4

Gambar 2.1. Peran FGF dalam proses perbaikan jaringan. 62
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2.2. Transient Receptor Potential (TRP)

Transient Receptor Potential (TRP) adalah saluran ion (permeabel Ca
2+ ) yang bertindak sebagai sensor seluler karena terlibat dalam
pendeteksian suhu (panas dan dingin), rangsangan kimia dan mekanik 53,
Pada mamalia, 28 gen saluran TRP yang berbeda telah diidentifikasi,
dibagi menjadi enam subfamili berdasarkan homologi sekuens: TRPA,
TRPV, TRPC, TRPM, TRPP dan TRPML %4 Karena ekspresi dan fungsi
saluran TRP dapat diatur oleh hormon dan faktor pertumbuhan yang ada di
endometrium, mereka adalah kandidat yang sangat baik untuk
menerjemahkan dan mengkodekan pesan dari lingkungan mikro
endometrium menjadi respons seluler ®°. Menariknya, laporan sebelumnya
telah mengidentifikasi pola ekspresi mRNA yang sangat berbeda dari
saluran TRP di ESC dan EEC 878 Tanda tangan saluran TRP yang
berbeda ini menunjukkan perbedaan dalam sensitivitas dan respons ESC
dan EEC terhadap lingkungan ekstraseluler. Dengan demikian, ekspresi
MRNA tinggi dari TRPV2 dan TRPC1 diamati dalam ESC sedangkan
ekspresi mMRNA tinggi dari TRPM4 mencirikan EEC. Sinyal kalsium
spasiotemporal divergen yang ditimbulkan oleh aktivasi saluran TRP
spesifik fenotipe ini mungkin terlibat dalam regulasi proses tertentu yang
terkait dengan fenotipe sel atau memfasilitasi transisi fenotipik. Oleh
karena itu, perubahan dalam pola ekspresi saluran TRP ini dapat memiliki

efek besar pada perilakunya, mungkin memfasilitasi perilaku ganas.
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Tinjauan umum tentang pengetahuan terkini tentang ekspresi dan aktivitas
saluran TRP dalam fenotipe seluler dan EMT disediakan di tempat lain .
Sejalan dengan ini, modifikasi dalam ekspresi saluran TRP telah diamati
dalam beberapa jenis kanker seperti kanker prostat, kanker payudara, dan

kanker usus besar 707172,

Tr]
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trp repressor
W i
4
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attenuator

———-regulatory region : structural genes—

high [Trp] low [Trp]

attenuated mRNA VW VWV

A J

trp mRNA VAANNAANVVVWVVWVVVVWWWWWWY

Gambar 2.2. Struktur Operon TRP 73
2.3. Mesenchymal Stem Cells (MSCs)
2.3.1. Definisi MSCs
Mesenchymal Stem Cells (MSCs) adalah sel yang bersifat
multipotensi sehingga dapat berdiferensiasi menjadi sel dewasa lain

seperti osteosit, adiposity, dan neurosit. Mesenchymal stem cell
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2.3.2.

dapat diisolasi dari beberapa jaringan antara lain jaringan adipose,
folikel rambut, hingga Wharton Jelly dari tali pusat 4. Secara umum
MSCs diidentifikasi sebagai sel yang dapat menempel pada
permukaan plastik dan bentuk menyerupai sel fibroblast atau jarum.
Secara fenotype MSCs yang diisolasi dari tikus, dimana MSCs tikus
tidak mengekspresikan beberapa marker spesifik antara lain CD44
dan CD29, namun mengekspresikan marker spesifik CD45 dan

CD31 dan bersifat osteogenic *°.

Sumber MSCs
MSCs dapat diperoleh dari beberapa jaringan antara lain
sumsum tulang, jaringan adiposa, folikel rambut, warthonjelly dari

tali pusat, dan plasenta .
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antara lain memiliki

/!

!n' B" H 5 E q“! U berc } siasi menjadi beberapa
\ *elleigolotolizma /]
‘L—.r‘ '

7. Selain itu MSCs juga memiliki kemampuan sebagai

sit, tenosit, dan miosit

imunomodulator karena mampu mengekskresi beberapa sitokin baik
pro maupun anti inflamasi. Hal ini menjadikan MSCs memiliki

potensi yang besar dalam regenerasi kulit 8.
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Gambar 2.4, Kemampuan diferensiasi dari MSCs ®
2.3.4. Peran MSCs

Secara in-vivo, MSCs berfungsi dalam proses regenerasi suatu
Jaringan. Peran MSCs dalam regenerasi jaringan berkaitan dengan
kemampuan MSCs dalam berdiferensiasi dan meregulasi kondisi
imun dalam tubuh. Kemampuan diferensiasi MSCs memungkinkan
untuk dapat mengganti jaringan yang rusak. Sedangkan kemampuan
MSCs sebagai imunoregulator berkaitan dengan kemampuan MSCs
untuk berubah menjadi MSCs tipe 1 yang bersifat pro-inflamasi atau
menjadi MSCs tipe 2 yang bersifat anti-inflamasi. MSCs tipe 1
berperan dalam memicu proses inflamasi yang menyebabkan
beberapa komponen inflamasi segera menuju ke lokasi inflamasi.
Hal ini menyebabkan proses inflamasi akan berlangsung lebih cepat

dibandingkan dengan kondisi normal. Ketika proses inflamasi
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selesai, MSCs akan berubah peran menjadi MSCs tipe 2 yang
bersifat  anti-inflamasi dan  memiliki kemampuan dalam
mengeksresikan sitokin-sitokin yang berperan dalam menghentikan

proses inflamasi 8081,

2.4. Exosome MSCs

2.5.

MSCs diketahui mengeluarkan senyawa bioaktif aktif yang biasanya
diklasifikasikan sebagai sitokin, kemokin, molekul adhesi sel, mediator
lipid, IL, Growth Factor (GF), hormon, exosome, mikrovesikel, faktor anti
inflamasi_dll 828 Faktor-faktor ini dianggap sebagai protagonis untuk
berpartisipasi dalam perbaikan dan regenerasi jaringan melalui parakrin
yang memediasi pensinyalan sel ke sel. Dalam hal regenerasi kulit, salah
satu sitokin yang bertanggung jawab yaitu TGFp %485, TGFB memiliki peran
kunci dalam regulator sintesis procollagen |- ®. Lebih lanjut TGFp
menginduksi penundaan aktivasi ERK signaling pathway 878, Disisi lain
TGFB menghambat PKA sehingga menyebabkan CREB tidak teraktivasi
dan MMP tidak aktif sehingga tidak ada degradasi collagen 8°. Kandungan
IL-10 yang tinggi pada Exosome dapat menghambat produksi ROS sehingga

menurunkan inflamasi .

Collagen
2.5.1. Definisi
Collagen merupakan protein (polipeptida) ekstraseluler utama

dalam tubuh manusia yang ditemukan pada hampir semua organ
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tubuh. Sampai saat ini sudah ditemukan sebanyak 21 tipe collagen
jumlah dan jenisnya berbeda-beda pada berbagai organ tubuh
manusia %.Collagen-1 merupakan jenis serabut collagen terbanyak
yang dijumpai dalam tubuh manusia seperti pada tendon, tulang,
kulit. Serabut Collagen-1 berperan penting dalam pembentukan
jaringan parut. Collagen-2, Collagen-9, Collagen-10, Collagen-11
ditemukan pada kartilago. Collagen-3 banyak dijumpai pada ; kulit,
dinding pembuluh darah, pada jaringan yang ada serabut retikuler,
seperti pada jaringan yang mengalami pertumbuhan cepat terutama
pada tahap awal penyembuhan luka. Collagen-3 penyebarannya
hampir sama dengan Collagen-1. Sedangkan Collagen-7 kebanyakan
lokasinya terletak pada anchoring fibril di dermal ,epidermal
junction pada kulit, mukosa dan servik. Collagen-7 juga banyak

terdapat pada dinding pembuluh darah °2.

epidermis

age spot

dermis 4 |

younger

subcutaneus
fat layer

Gambar 2.5. Perbedaan Collagen Pada Kulit Muda dan Kulit Tua *2.
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Telah banyak dibuktikan bahwa tipe collagen yang
mendominasi organ kulit adalah Collagen-1 dan Collagen-3 yang
berfungsi pada pertahanan mekanik. Akan tetapi tipe collagen lain
yang juga ada pada kulit seperti ; Collagen-5, Collagen-6, Collagen-
7, Collagen-12 ditemukan dalam jumlah minimal yang diperkirakan
ikut menunjang, akan tetapi peran yang pasti belum jelas ®. Karena
Collagen-1 yang mendominasi organ kulit, maka Collagen- 1 yang
akan diukur pada penelitian kali ini.

Pada umumnya jumlah collagen akan berkurang dengan
bertambah umur. Akan tetapi beberapa tipe collagen mengalami hal
yang tidak sama. Pada kulit anak mempunyai banyak Collagen-3
(biasanya pada jaringan dengan pertumbuhan cepat). Pada proses
penuaan  intrinsik akan - terjadi penurunan Collagen-3 dan
peningkatan Collagen-1. Collagen-1 terus meningkat sampai umur
35 tahun, saat kulit mencapai puncak kekuatan mekanik, setelah itu
Collagen-1 akan menurun. Hubungan umur dengan jumlah collagen
sampai saat ini belum jelas, akan tetapi jumlah collagen manusia
setelah umur 60 tahun secara keseluruhan secara signifikan
jumlahnya lebih sedikit dibandingkan dengan kulit umur lebih muda
91.

Collagen merupakan serat utama pada lapisan dermis kulit dan

merupakan protein yang berfungsi untuk kekuatan mekanik dan
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penyangga kulit. Semakin bertambah umur maka struktur protein
kulit dan komponen kulit lain akan berubah dan hal ini menyebabkan
penuaan kulit. Perubahan jumlah collagen merupakan bagian
integral dari proses penuaan kulit. Diperkirakan bahwa akan terjadi
penurunan collagen sekitar 1% pertahun perunit area kulit akan
tetapi pada kulit yang terpapar sinar UV-B dijumpai penurunan
sampai 59% seperti yang ditemukan pada kulit yang mengalami
photodamage *°.

Walaupun Collagen-1 merupakan kolagen utama pada lapisan
dermis kulit akan tetapi collagen tipe lain juga tidak kalah peranan
pentingnya. Collagen-7 yang terbanyak pada anchoring fibril
terletak pada membrana basalis yang melekatkan membrana basalis
ke papila dermis. Pada pasien dengan paparan sinar UV-B kronis
akan menurunkan jumlah Collagen-7 dan akan mengakibatkan
perlekatan antara membrana basalis dengan papilla dermis menurun
sehingga ikatan epidermis dan dermis menjadi lemah. Pada satu
penelitian didapatkan bahwa kerutan kulit terbentuk akibat lemahnya
ikatan antara dermis dan epidermis oleh karena degenerasi
anchoring fibril. Hal ini ditambah adanya bukti adanya penurunan
Collagen-7 pada dasar kerutan kulit di samping juga ditemukan

penurunan Collagen-4 pada tempat yang sama %3

2.5.2. Perubahan pada collagen
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Pada kulit yang mengalami Photoaging, serat collagen
mengalami disorganisasi. Serabut collagen dan kumpulan serat
collagen berkurang serta mengalami homogenisasi. Kulit yang
mengalami Photoaging prekursor Collagen Type | dan Il dan
crosslink-nya berkurang . Dengan menggunakan antibody terhadap
Collagen Type I, tidak ditemukan ada perubahan collagen setelah
radiasi UVB-B selama 10 minggu. Peningkatan Collagen Type Il
dimulai setelah terpapar UVB-B selama 12 minggu (5 hari per
minggu dengan Y2 MED setiap pemaparan).

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

Penurunan collagen kulit tampak signifikan pada wanita

menopause. Collagen kulit orang dewasa berkurang 1 % setiap tahun.
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2.5.3.

Penurunan collagen ini lebih tampak pada wanita daripada pria. Kulit
kendor dan kerutan wajah disebabkan kerusakan akumulasi collagen.
Ultraviolet juga memicu pembentukan radikal bebas, yang dapat
bereaksi dengan protein collagen sehingga terjadi kerusakan

collagen %.

Mekanisme kerusakan collagen

Pada beberapa penelitian menunjukkan bahwa paparan pada
kultur fibroblast yang menunjukkan bahwa paparan pada kultur
fibroblast kulit yang mengalami kerusakan akibat ultraviolet. Pada
kulit yang terlindungi sinar matahari dengan Collagen Type | yang
terdegradasi sebagian diperoleh melalui percobaan in-vitro collagen
yang dicampur dengan MMPs yang diinduksi oleh sinar ultraviolet,
yang terjadi melalui 2 mekanisme, yaitu; mekanisme secara
langsung terjadi degradasi collagen secara tidak langsung melalui
hambatan sintesis collagen oleh degradasi collagen yang terbentuk
dari MMP. Colagen Type | yang terfragmentasi memberikan umpan
balik negatif terhadap sintesisnya *. Model yang menggambarkan
kerusakan akibat paparan sinar UV-B pada jaringan kulit. Paparan
ultraviolet mengaktifkan faktor pertumbuhan dan reseptor sitokin
pada permukaan keratinosite dan fibroblast. Reseptor aktif
menstimulasi jalur sinyal transduksi dan merangsang faktor

transkripsi AP-1, yang mempengaruhi transkripsi gen MMP. Dalam
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2.5.4.

2.55.

fibroblast, AP-1 juga menghambat ekspresi gen procollagen. MMP
disekresikan oleh keratinosite dan fibroblast dan memecah collagen
dan protein lain yang terdapat pada matriks ekstraselular dermis.
Perbaikan kerusakan kulit yang tidak sempurna dapat menggangu
integritas fungsional dan struktural dari matriks ekstraseluler.
Paparan sinar matahari berulang menyebabkan akumulasi kerusakan
collagen yang akhirnya menghasilkan kerutan yang spesifik

(photodamage skin) 7%,

Sintesis Collagen

Awal polipeptida dibentuk di dalam ribosom dari retikulum
endoplasma kasar yang disebut rantai procollagen o, dimana terjalin
dalam sistena. retikulum endoplasma sehingga terbentuk triple
helices. Setiap asam amino ketiga pada rantai o disebut sebagai
glisin; dua asam amino kecil lainnya terbanyak di dalam collagen
dihidroksilasi setelah proses translasi menjadi bentuk hidroksiprolin
dan hidroksilisin®.
Sintesis Procollagen

Bentuk triple helix dari rantai o berbentuk molekul procollagen
seperti sebuah batang, dimana Collagen Type | dan Il berukuran
panjang, 300nm dan lebar 1,5nm. Molekul procollagen mungkin
homotrimerik, dimana ketiga rantainya identik, atau heterotrimerik,

dimana dua atau ketiga rantainya memiliki sekuen yang berbeda.
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Kombinasi dari  banyak rantai procollagen o  sangat

bertanggungjawab atas bermacam-macam tipe dari collagen dengan

struktur dan fungsi yang berbeda.Pada Collagen Type I, II, IIl,

molekul collagen bersatu dan menjadi berkelompok bersama- sama

membentuk fibril 1%,

Karena Collagen Type | sangat banyak, maka didapatkan

banyak penellitian tentang sintesis collagen ini. Sintesis ini meliputi

beberapa tingkat, dimana disimpulkan pada gambar 2.6 1°;

1.

3.

Lipetida rantai procollagen a diproduksi pada ikatan
polyribosome yang berikatan dengan membran dari Reticulum
Endoplasma yang kasar dan ditranslokasi di dalam sisterna dan
dilanjutkan dengan sinyal peptide.

Hidroksilasi prolin dan lisin diawali sesudah rantai peptide telah
mencapai panjang minimum tertentu dan masih terikat pada
ribosome. Enzim yang menyertai adalah prolil hidroxilase dan
lisil hidroksilase dan reaksi yang membutuhkan O2, Fe?* dan
asam askorbat (vitamin C) sebagai Cofactor.

Terjadi glikosilasi pada beberapa sisa hidroksilisin, dengan
bermacam-macam tipe dari collagen yang memiliki jumlah
ikatan galaktosa-hidrosilisin yang berbeda-beda.

Gugus amino dan karboksil akhir dari setiap rantai o
membentuk polipetida non helix, kadang disebut propeptida

ekstensi, dimana membantu rantai o (al, o2) membentuk
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dengan posisi yang benar menjadi triplehelix. Sebagai
tambahan, propeptida nonhelix membuat molekul procollagen
soluble dan mencegah pembentukan intraseluler prematur dan
pengendapan dari fibril collagen. Procollagen ditranspotasikan
melalui jaringan golgi dan dieksositosis ke lingkungan
ekstraselular.

. Diluar sel, protease spesifik disebut peptidase procollagen
menyingkirkan perpanjangan propeptida, perubahan dari
molekul procollagen menjadi molekul collagen. Sekarang ini
sesuai untuk pembentukan sendiri kedalam fibril collagen
polimerik, biasanya pada tempat tertentu dekat dengan
permukaan sel.

. Pada beberapa tipe collagen, fibril berkumpul membentuk fiber.
Proteoglikan tertentu dan tipe collagen (tipe V dan tipe XI)
hergabung pada kumpulan molekul collagen untuk membentuk
fibril-fibril dan formasi fiber yang berasal dari fibril dan
berikatan  dengan  struktur  dari  komponen-komponen
ektraselular matrik lainnya.

. Struktur fibriler ditarik oleh formasi kovalen yang berikatan
silang antara molekul-molekul collagen, sebuah proses

dikatalisis oleh enzim lisil oksidase.
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Reticulum) dan pembentukan menjadi fibril terjadi pada Extracelular
Matrix sesudah mengekskresikan procollagen. Karena ada sedikit
perbedaan pada gen rantai a procollagen dan produksi collagen tergantung
pada beberapa kejadian setelah translasi meliputi beberapa enzim lainnya,

banyaknya penyakit kegagalan sintesa collagen yang telah dijelaskan 1%,
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2.6

ocollagen. In the maee <L

Gambar 2.7. Procollagen %

Bentuk dari collagen yang paling banyak, tipe 1, setiap molekul
procollagen terdiri dari dua rantai peptide yaitu al dan 02. Massa 1 buah
molekular kira-kira 100 kDa, terjalin helix pada sisi kanan dan bergabung
bersama oleh interaksi ikatan hidrogen dan hidrofobik. Setiap putaran
lengkap dari pilinan helix, dengan jarak 8,6 nm. Panjang setiap molekul

procollagen adalah 300 nm dan lebarnya 1,5 nm %,

Paparan Sinar UV-B terhadap Hiperpigmentasi

Hiperpigmentasi adalah keadaan akumulasi-melanin yang berlebih
pada bagian kulit 11! Melanin adalah kelompok biopolimer yang
disintesis dari tyrosine yang berfungsi sebagai pigmen pemberi warna
kulit, terdapat pada melanosit tepatnya di dalam organel terkait lisosom
bermembran yang disebut melanosome %1% jumlah melanosit hanya 1%
pada sel epidermal dan setiap sel melanosit pada lapisan basal kulit
berasosiasi dengan 36 keratinosit dan 1 sel Langerhans!® . Jenis
hiperpigmentasi diantaranya adalah lentingines, melasma, hiperpigmentasi
pasca inflamasi, dan lingkaran hitam di bawah matal®® . Sebagian besar
faktor yang menjadi penyebab hiperpigmentasi adalah respon inflamasi

terhadap radiasi UV-B pada kulit 1°>10619 v-B adalah salah satu jenis
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sinar UV yang dihasilkan dari paparan sinar matahari yang dapat diserap
oleh kromofor kulit dan mempunyai panjang gelombang 280-320 nm yang
dapat menembus seluruh lapisan epidermis dan lapisan atas dermis 10110,

Radiasi UVB menginduksi inflamasi melalui Reactive oxygen
species (ROS) 1%619 ROS akan mencetuskan sinyal cedera DAMP yang
kemudian berikatan dengan TLR!% lkatan DAMP-TLR mengaktivasi
berbagai jalur inflamasi NF-xB dan MAPK pada sel radang !°. Aktivasi
jalur pensinyalan NF-xB dan MAPK dapat meregulasi gen inflamasi
diferensiasi monosit MO menjadi makrofag M1 yang diekspresikan oleh
CD68 . Aktivasi jalur tersebut memicu ekspresi kemokin MIP-1a
sebagal kemoatraktan M1 menuju area cedera. M1 memproduksi sitokin
proinflamasi 1:-1, TNF-o, dan IL-6 1,

Mediator inflamasi tersebut secara parakrin akan mengaktivasi
melanosit'®®, Sebagian besar TLR yang berikatan dengan sitokin inflamasi
juga dapat memicu  teraktivasinya MAPK sehingga menimbulkan
peningkatan ekspresi MITF **° Peningkatan ekspresi MITF kemudian
menyebabkan sintesis melanin dengan meningkatkan TYR, tyrosinase-
related protein 1 (TYRP1) dan tyrosinase-related protein 2 (TYRP2) 18
Melanosit mengaktifkan jalur MITF untuk menghasilkan enzim tyrosinase
yang berfungsi untuk mengubah tirosin asam amino menjadi pigmen
melanin sehingga melanosit melepas lebih banyak melanin dalam bentuk
melanosome sebagai respon perlindungan lebih lanjut terhadap sinar UV

100,101,103 'Melanosom melalui proses internalisasi keratinosit menyebabkan
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2.7

granul melanin tersebar pada epidermis'®.Makrofag M1 akan melakukan
fagositosis pada sel keratinosit yang mengalami cedera 1%.Sel tersebut
mengandung melanosome berisi granul melanin sehingga proses
fagositosis akan menyebabkan akumulasi melanofag menyebabkan

tampilan kulit lebih gelap 1°.

Efek Exosome MSCs terhadap Ekspresi Gen FGF dan TRP pada
Mencit yang dipapar Sinar UV-B

Degradasi collagen adalah kelainan kulit kronis yang disebabkan oleh
paparan sinar UV sebelum terjadinya hiperpigmentasi. Penetrasi UV-B pada
epidermis menghasilkan pembentukan ROS dan mengaktifkan protein
kinase sehingga mengaktifkan jalur NF-kB dan berujung pada produksi
molekul-molekul proinflamasi seperti TNF-a, IL-6, dan IL-1 serta produksi
matrixs  metalloproteinase = (MMPS) yang - menginduksi degradasi
collagen.

Exosome MSCs mengandung berbagai komponen yang disekresikan
oleh MSCs berupa sitokin, kemokin, dan faktor pertumbuhan yang terdiri
dari 1L-10, Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Platet Derived
Growth Factor (PDGF), Hepatocyte Growth Factor (HGF), dan TGF-.2%%
Molekul soluble yang di sekresikan MSCs termasuk IL-10 dan TGF-p
mengendalikan kerusakan kulit akibat radiasi sinar UVB dengan
merangsang fibroblast menghasilkan collagen.?*?® Menghambat dalam

pembentukan melanin dan meredam inflamasi.?®® Hasil penelitian
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melaporkan bahwa paparan sinar UV-B yang menyebabkan hiperpigmentasi
diatur oleh gen, protein dan enzim, yaitu Tyrosinase, MITF, TRP-1 dan
TRP-22.2" Sinar UV memicu Tyrosinase yang bertangung jawab dalam
hidroksilasi L-tyrosine menjadi L-3, 4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA).
L-DOPA selanjutnya dioksidasi menjadi L-DOPA kuinon untuk dibentuk
menjadi eumelanin dan pheomelanin dalam jalur produksi melanin. 4
Exosome MSCs diyakini sebagai terapi yang menjanjikan dalam
pengobatan regeneratif, dengan menghindari tumorigenisitas dan penolakan
imun. Proses  biologis ~SASP  berkaitan erat dengan penuaan
seluler. Exosome adalah jenis vesikel ekstraseluler (diameter 30-150 nm)
yang disekresikan oleh  MSCs. Exosome yang diturunkan dari MSCs
mengandung berbagai molekul bioaktif termasuk protein, RNA (mMRNA,
miRNA), lipid, dan faktor pemberi sinyal lainnya. Exosome yang diturunkan
dari MSC dapat mengurangi produksi ROS dan kerusakan oksidatif pada
berbagai jenis sel, termasuk keratinosit dan sel kulit yang terkena radiasi
UV. dapat mendorong sel untuk melanjutkan siklus sel setelah DNA

damage repair, yang penting untuk reparasi dan regenerasi jaringan.
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BAB Il1

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori

Paparan sinar UV-B menyebabkan kerusakan langsung pada DNA dan
komponen seluler lainnya, yang mengarah pada produksi ROS. ROS ini
termasuk radikal bebas seperti superoksida (O2e—), hidrogen peroksida
(H202), dan radikal hidroksil (*OH). ROS yang dihasilkan oleh UVB dapat
mengaktifkan jalur kinase yang diatur oleh mitogen (MAPK). Tiga jalur
utama MAPK yang terlibat adalah ERK (extracellular signal-regulated
kinase), JNK (c-Jun N-terminal kinase), dan p38 MAPK radiasi sinar UV-B
secara terus menerus dapat menginduksi ROS pada kulit. Selanjutnya MAPK
akan mengaktivasi MITF yang menyebabkan peningkatan produksi enzim
Tyrosinase yang mempercepat perubahan L-tyrosine menjadi L-DOPA yang
merupakan sumber utama terbentuknya Melanin 1%, Teraktivasinya MITF
memicu pelepasan enzyme Tyrosinase dan TRP 1% . Tyrosine yang
terakumulasi  dengan adanya enzyme Tyrosinase akan menghasilkan
produksi DOPA. Katalis yang sama akan menyebabkan DOPA berubah
menjadi Dopaquinon. Dari sini maka akan terbentuk dua jalur dari
Dopaquinon untuk menghasilkan melanin. Fase pertama yaitu mengubah
DOPA menjadi Sisteinildopa kemudian menghasilkan Fenomelanin. Fase
kedua vyaitu dimulai dengan Dopaquinone, yang kemudian menjadi
Dopachrome. TRP-2 yang diaktifkan oleh MITF, mengubah Dopakrom

menjadi Asam Dihidroksiindole Karboksilat. TRP 1 yang kemudian setelah
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itu dapat mengubah asam ini menjadi Asam Indolequinone Karboksilat,
yang membentuk Melanin (pigmen hitam pada kulit) 113,

E-MSCs diduga mengekspresikan molekul soluble berupa Sitokin, Kemokin
dan Growth Factor (GF) seperti IL-10, TGF-B, b-FGF, EGF, VEGF, dan
PDGF % Exosome yang berasal dari MSCs ini memberikan efek pada
polarisasi makrofag. Exosome menyebabkan pelemahan yang signifikan
pada peradangan melalui Polarisasi Makrofag M2 dan mendorong Polarisasi
M2 melalui Transaktivasi Arginase-1 oleh STAT3 aktif yang dibawa
Exosome 6,

Pemberian Exosome secara injeksi sub cutan, dapat membuat area lesi
lebih mudah menerima Exosome terapeutik. Selain itu, Exosome yang
dikirimkan juga dapat bersifat kemotaktik pada lokasi inflamasi atau lokasi
cedera ketika terdapat jarak antara area yang diberikan dan pusat lesi.
Dengan ‘heragam molekul bioaktif yang terdapat dalam E-MSCs, Exosome
dapat memberikan manfaat kuratif, sehingga menghasilkan efek biologis
yang lebih ‘haik. Exosome yang dilepaskan dapat mencapai sel targetnya
melalui cara Parakrin atau melalui sirkulasi dan kemudian diinternalisasi
oleh sel penerima dengan cara Interaksi Ligan-Reseptor; Endositosis yang
dimediasi molekul permukaan, Mikropinositosis, Fagositosis; atau Fusi
membran plasma dengan sel penerima. Setelah pelepasan isi Exosome
tertutup di sitoplasma penerima, perubahan jalur sinyal intraseluler terjadi
pada sel penerima untuk memodulasi proses dan fungsi seluler 32, Dengan

demikian menunjukkan bahwa Exosome-MSCs yang mengandung
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komponen spesifik MSCs untuk memberikan efek spesifik pada sel
penerima, yang setara dengan efek terapeutik MSCs % . Mekanisme ini
secara kolektif membantu melindungi kulit dari kerusakan yang diinduksi
oleh UV-B dan menjaga integritas collagen sehingga dapat memperbaiki

dan menghambat terjadinya Melanin.
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Gambar 3.1. Kerangka Teori
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3.2. Kerangka Konsep

Dosis E-MSCs

A 4 \ 4

Ekspresi gen FGF T Ekspresi gen TRP l

Gambar 3.2. Kerangka Konsep
3.3. Hipotesis
Hipotesis penelitian ini adalah Pemberian Exosome Mesenchymal
Stem Cells (E-MSCs) hypoxia dapat meningkatkan ekspresi gen FGF dan
menurunkan - ekspresi gen TRP pada Mencit C57BL Jantan model
hiperpigmentasi dipapar sinar UV-B yang dihasilkan oleh perangkat UV-B

Narrowband tipe TLF72-100W/12 .
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental in vivo yang
menggunakan rancangan penelitian berupa Post Test Only Control Group
dengan metode rancang acak lengkap menggunakan hewan coba Mencit
C57BL Jantan sebagai objek penelitian yang dipapar sinar UV-B. Pemilihan
Post Test Only Control Group Design dilakukan karena desain ini
memungkinkan evaluasi efek paparan sinar UV-B pada kelompok perlakuan
dan kelompok kontrol secara terpisah pada akhir penelitian, sehingga
memungkinkan identifikasi perbedaan akibat interfensi perlakuan E-MSCs
tersebut. Dengan menggunakan kelompok kontrol yang tidak diberi
intervensi perlakuan pasca terpapar sinar UV-B, penelitian dapat lebih
spesifik dalam menilai dampak langsung dari E-MSCs terhadap paparan
sinar UV-B terhadap tikus objek penelitian yang mengalami degradasi
collagen dan hiperpigmentasi. Objek penelitian adalah Mencit C57BL
Jantan dengan berat badan 20-25 gr berumur 6-8 minggu , dengan 5
kelompok penelitian dengan rincian sebagai berikut (Gambar 4.1) :
1. K1 (Mencit C57BL sehat tanpa penyinaran UV-B),
2. K2 (Kontrol negatif = Mencit C57BL  dipapar UV-B tanpa diberi

perlakuan, NaCl 0,9% secara sub cutan)
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3. K3 (Kontrol positif = Mencit C57BL dipapar UV-B dengan pemberian
kontrol positif injeksi Retinol dosis dosis 200uL secara sub cutan.

4. K4 (Mencit C57BL dipapar UV-B dengan perlakuan E-MSCs 200uL
secara sub cutan),

5. K5 (Mencit C57BL dipapar UV-B dengan perlakuan E-MSCs 300uL

secara sub cutan).

I|>K1 —»| O1K1

—» K2 |—»| 02K2

K3 |—»| O3K3

\ 4

UV-B(#) | Vv

%)
v
>
v
P
4

> | K4 [—»| O4K4

}

O5K5

Gambar 4.1. Alur Rancangan Penelitian

Keterangan:

S : Sample

A : Aklimatisasi

R : Randomisasi

V  :Validasi hiperpigmentasi dengan menggunakan Masson Fontana

K1 : Mencit C57BL sehat tidak diberi perlakuan

K2 : Mencit C57BL dipapar UV-B tanpa diberi perlakuan,NaCl 0,9%
sub cutan

K3 : Mencit C57BL dipapar UV-B diberi perlakuan injeksi Retinol 0,1%
dosis 200uL secara sub cutan

K4 : Mencit C57BL dipapar UV-B diberi E-MSCs dosis 200uL secara

sub cutan
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4.2.

K5

O1K1
02K2
O3K3
0O4K4
O5K5

Varia

4.2.1.

4.2.2.

: Mencit C57BL  dipapar UV-B diberi E-MSCs dosis 300uL secara
sub cutan
: Observasi ekspresi gen FGF dan TRP pada Kelompok 1
: Observasi ekspresi gen FGF dan TRP pada Kelompok 2
: Observasi ekspresi gen FGF dan TRP pada Kelompok 3
: Observasi ekspresi gen FGF dan TRP pada Kelompok 4
: Observasi ekspresi gen FGF dan TRP pada Kelompok 5

bel Penelitian dan Definisi Operasional
Variabel Peneltian
4.2.1.1. Variabel Bebas
E-MSCs dosis 200ul dan 300uL secara sub cutan.
4.2.1.2. Variabel Terikat
Variabel terikat : ekspresi gen FGF dan gen TRP
4.2.1.3. Variabel Prakondisi
Variabel prakondisi dalam penelitian ini adalah sinar UV-B.
4.2.1.4. Variabel Terkendali
Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah strain
tikus wistar, umur, jenis kelamin, berat badan, nutrisi/pakan
tikus, dan kondisi lingkungan tempat pemeliharaan hewan

coba.

Defenisi Operasional
4.2.2.1. E-MSCs
E-MSCs adalah vesikel yang terbentuk dari fusi

endosomal badan multivesikuler dengan plasma membran
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4.2.2.2.

4.2.2.3.

MSCs. E-MSCs dihasilkan melalui isolasi dari kultur MSCs
passage ke -4 dengan metode sentrifugasi. E-MSCs
kemudian di simpan dalam suhu 2-8°C.
Injeksi sub cutan E-MSCs

Injeksi sub cutan E-MSCs adalah Exosome dari
MSCs yang telah di sentrifugasi dan di sterilisasi dengan
metode filtrasi melalui nilon filter 0,22um dan di tempatkan
pada spuit 1 ml dengan needle 26G untuk diinjeksikan
secara sub cutan yaitu pada punggung Mencit C57BL
model dengan dosis 200uL dan 300uL.
Satuan: uL (mikroliter)
Skala: rasio
Ekspresi gen FGF

FGF adalah protein yang memiliki peran penting
sebagai pengatur siklus sel yang dianalisis dari kulit yang
diambil pada hari ke 22. Sampel jaringan kulit sebanyak 5
mg di area penyinaran diambil dan dilakukan ekstraksi
RNA untuk di analisis dengan metode reverse transcriptase
- polymerase chain reaction (RT-PCR) yang disajikan
dalam bentuk presentase. Pengukuran dilakukan di
Laboratorium SCCR Indonesia.
Satuan: Ekspresi relatif ( Ekspresi Gen FGF/ekspresi

house keeping Gen GAPDH)
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4.2.2.4.

4.2.2.5.

Skala : Rasio
Ekspresi gen TRP

TRP adalah protein yang terlibat dalam mengatur
perkembangan siklus sel sebagai penyeimbang akibat
tingginya kadar ROS iradiasi UV-B yang dianalisis dari
kulit yang diambil pada hari ke 22. Sampel jaringan kulit
sebanyak 5 mg di area penyinaran diambil dan dilakukan
ekstraksi RNA untuk di analisis dengan metode Reverse
Transcriptase - Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
yang disajikan dalam bentuk presentase. Pengukuran
dilakukan di Laboratorium SCCR Indonesia.
Satuan: Ekspresi relatif ( Ekspresi Gen TRP / ekspresi

house keeping Gen GAPDH.

Skala : Rasio
Sinar UV-B

Dalam penelitian ini, sinar UV-B merujuk kepada
radiasi UV-B yang dihasilkan oleh perangkat UV-B
narrowband tipe TLF72-100W/12. Paparan sinar UV-B
dilakukan selama 5 hari. Dosis paparan sinar UV-B dengan
UV light (broadband dengan peak emission 302 nm)
dengan Minimal Erythema Dose (MED) 160 mJ/cm? yang
dipapar sekitar 9 menit/hari dengan jarak 20cm selama 3

kali seminggu pada hari ke 1, 3, dan 5 selama 2 minggu °.
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4.3. Subjek Penelitian dan Sampel Penelitian
4.3.1. Subjek Penelitian

Subjek pada penelitian ini merupakan mencit C57BL jantan
berumur 6-8 minggu dan bobot 20-25 g, yang dinyatakan sehat dan
layak digunakan untuk penelitian yang diperoleh dari SCCR
Indonesia yang dipapar sinar UV light (broadband dengan peak
emission 302 nm) dengan minimal erythema dose (MED) 160
mJ/cm? yang dipapar sekitar 9 menit/hari dengan jarak 20cm selama
3 kali seminggu pada hari ke 1,3,dan 5 selama 2 minggu "° hingga

berkurangnya densitas collagen dan terjadi hiperpigmentasi.

4.3.2. Sampel Penelitian
4.3.2.1. Kriteria Inklusi
Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah sebagai
berikut :
1. Mencit C57BL jantan yang mengalami hiperpigmentasi
akibat paparan UV-B yang dihasilkan oleh perangkat
UV-B Narrowband tipe TLF72-100W/12 .
2. Umur 6-8 minggu.
3. Kondisi sehat.
4. Berat badan 20-25 gram.
4.3.2.2. Kriteria Eksklusi

Mencit C57BL jantan dengan kriteria:
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4.3.3.

4.3.4.

1. Memiliki kelainan anatomis.
2. Sudah pernah digunakan untuk penelitian sebelumnya.
3. Tidak mengalami hiperpigmentasi.

4.3.2.3. Kriteria Drop Out

Mencit mati atau infeksi selama penelitian.

Cara Pengambilan Sampel Penelitian

Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan menggunakan
cara Randomized Sampling. Mencit C57BL jantan dibagi menjadi 5
kelompok vaitu kelompok K1 (mencit sehat tanpa paparan UV-B),
K2 (mencit dipapar UV-B tanpa perlakuan), K3 (mencit dipapar UV-
B dengan perlakuan injeksi Retinol 0,1% dosis 200uL secara sub
cutan), K4 (mencit dipapar UV-B dengan perlakuan E-MSCs dosis
200uL secara sub cutan) dan K5 (mencit dipapar UV-B dengan

perlakuan E-MSCs dosis 300uL secara sub cutan)

Besar Sampel

Besar sampel dilakukan dengan rumus sampel eksperimental
dari Federer yaitu (t-1)(n-1) > 15 sehingga didapat hasil 15.
Keterangan untuk nilai t adalah banyaknya perlakuan dan n adalah
banyaknya sampel setiap perlakuan.
Rumus Federer t(t-1)(n-1)>15
Sampel tiap Kelompok  : (5-1)(n-1) > 15

4n-4 > 19
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4n>19
n>4,75
Keterangan:
t = banyaknya perlakuan
n = banyak sampel setiap perlakuan
Perhitungan dengan menggunakan Rumus Federer didapatkan
jumlah mencit 5 ekor perkelompok. Jumlah sampel yang digunakan

peneliti yaitu minimal 5 ekor mencit perkelompok, dengan tambahan

1 mencit perkelompok sebagai cadangan.

4.4. Alat dan Bahan
44.1. Alat
Penelitian Ini menggunakan beberapa peralatan untuk
membuat hewan model antara lain berupa:
1. UV-B light (broadband dengan peak emission pada 302 nm)
dengan energi 160 mJ/cm?
2. Pisau cukur
3. Kandang paparan
4. Kandang pemeliharan
5. Tempat air minum mencit
6. Pemotong rambut
7. Vacutainer
8. Tabung hematokrit

9. 6 mm biopsy punch
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

i

Sentrifuge

Mikropipet 1

1000 uL mikropipet tip
vial tube 1,5 mL

PCR machine illumina
Mikroskop

Staining jar

Coated desk glass
Cover glass

Laptop.

4.4.2. Bahan

Penelitian ini menggunakan beberapa bahan yang terdiri :

il

2.

Ketamin
Xylazine
Etanol
Aquades
Oroform
Primer FGF

Primer TRP

45. Cara Penelitian

45.1. Perolehan Ethical Clearance
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4.5.2.

Penelitian dimulai dengan pengajuan permohonan persetujuan
etik kepada Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas Sultan
Agung Semarang. Langkah ini diambil setelah mendapatkan
persetujuan proposal penelitian dari pembimbing dan penguiji.
Permohonan persetujuan etik ini diperlukan untuk memastikan
bahwa penelitian dilakukan sesuai dengan prinsip-prinsip etika
dalam penggunaan hewan percobaan. Selain itu, persetujuan etik
juga menjamin bahwa perlakuan terhadap hewan coba akan
dilakukan dengan memperhatikan kesejahteraan dan hak-hak hewan,

serta meminimalkan penderitaan yang tidak perlu.

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 beserta janin mencit dikumpulkan dan ditaruh
dalam wadabh steril yang mengandung NaCl 0.9%

2. Dengan menggunakan pinset, umbilical cord beserta janin
mencit diletakkan ke petri dish, kemudian dicuci sampai bersih
menggunakan PBS

3. Umbilical cord dipisahkan dari janin mencit dan pembuluh

darah dibuang.
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45.3.

Umbilical cord dicacah hingga halus dan diletakkan pada flask
25T secara merata dan diamkan selama 3 menit hingga jaringan
melekat pada permukaan flask.

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

Eksplan diinkubasi di dalam inkubator pada suhu 37°C dan 5%
CO,.

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

Penggantian medium dilakukan setiap 3 hari sekali dengan cara
membuang separuh medium dan diganti dengan medium
komplit baru.

Pemeliharaan sel dilakukan hingga sel mencapai konfulensi

80%.

Pembacaan CD90, CD29, CD45, dan CD31 dengan Flow

Cytometry

1.

Lepaskan sel dari flask dengan menggunakan BD™ accutase™
cell detachment solution (cat No. 561527) atau larutan
detachment soluution yang lain, cuci sel dan lakukan resuspensi
dengan konsentrasi 1x107 sel /ml di dalam BD Pharmingen™
Stain Buffer (cat. No. 554656) atau Phospat Buffer Saline (PBS)
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buffer. Sel dapat diresuspensi pada kosentrasi 5x 108 sel/ml jika
jumlah sel terbatas.

Siapkan tabung falcon 5ml yag berisi reagen Flow Cytometry
(Tabel 4.1).

Ulangi tabung 5 sampai 7 untuk setiap penambahan sempel yang
dianalisis.

Ambil 100 pl sampel kedalam masing masing tabung.

Vortex atau tapping.

Inkubasi 30 menit suhu kamar, dalam ruang gelap.

Cuci sebanyak 2 kali dengan stain buffer (PBS) dan resuspensi
dengan 300-500u! stain bufer (PBS) atau 1 kali washing buffer
(FBS).

Baca di flow cytometry gunakan tabung 1-5 sebagai kontrol
untuk set up cytometry ( sebagai kompensasi).

Tabel 4.1. Reagen yang digunakan dalam flow cytometry

Volume yang
Tabung Reagen dimasukan
1 FITC mouse anti-human 5l
CD29
2 PE mouse anti-human CD90 5ul
3 PerCP-CyTm 5.5 mouse anti- 5l
human CD45
4 APC Mouse anti-human 5l
CD31
Kosong -
hMSC positive isotype 200l
5 control cocktail
hMSC negative isotype 200l

control cocktail
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4.5.4.

hMSC positive cocktail 20pl
PE hMSC negative cocktail 20pl

Isolasi Exosome MSCs hypoxia

1. Condition medium yang sudah dikoleksi dari passage 4,

kemudian di sentrifuge 300xg selama 5 menit untuk
menghilangkan sel, selanjutnya di sentrifuge 2000xg selama 30

menit untuk menghilangkan debris.

. Supernatant yang sudah di sentrifuge kemudian di filtrasi dengan

metode TFF (Tangential Flow Filtration) menggunakan sterile

hollow fiber polyether—sulfone membrane 10, 50, 500 kD.

. MSCs yang telah mencapai 80% konfluensi ditambahkan

medium komplit hingga 10 mL.

. Flask yang telah berisi MSCs kemudian masukkan ke dalam

hypoxic chamber.

. Gas nitrogen disalurkan melalui katup inlet dan oksigen-meter

ditempatkan pada lubang sensor untuk mengukur konsentrasi

oksigen di dalam chamber.

. Nitrogen ditambahkan hingga jarum indikator menujukkan

konsentrasi 5% oksigen.

. Chamber yang telah berisi flask diinkubasi selama 24 jam pada

suhu 37°C.
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8. Setelah 24 jam, media kultur diambil dan saring dengan
menggunakan Tangential Flow Filtration (TFF) untuk
mendapatkan hipoksia MSCs-Exosome.

9. Cuci sebanyak 2 kali dengan stain buffer (PBS) dan resuspensi
dengan 300-500pl stain bufer (PBS) atau 1 kali washing buffer
(FBS).

10. Baca di flow cytometry gunakan tabung 1-5 sebagai kontrol

untuk set up cytometry (sebagai kompensasi).

45.5. Penyinaran UV-B dan Pemberian Perlakuan pada Subjek

Percobaan

1. Mencit yang sudah diadaptasi selama 1 minggu dibius dengan
campuran ketamine (60mg/kg BB) dan xylasine (20mg/kg BB).

2. Rambut pada bagian punggung tikus dipotong hingga bersih.

3. Punggung tikus dipapar dengan UV light (broadband dengan
peak emission 302 nm) dengan minimal erythema dose (MED)
160 mJ/cm? yang dipapar sekitar 9 menit/hari selama 14 hari ”°.

4. Mencit K3 kemudian diberi perlakuan secara subkutan
menggunakan E-MSCs yang diberikan satu kali pada hari ke-15
selama 7 hari. Mencit pada K4 diberi perlakuan secara sub cutan
menggunakan E-MSCs yang diberikan satu kali pada hari ke -15

selama 7 hari.
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4.5.6. Pengambilan Sampel Jaringan

Pengambilan sampel jaringan untuk analisis RT-PCR
dilakukan pada hari ke-22 setelah hari pertama pemberian perlakuan.
Seluruh mencit dimatikan terlebih dahulu dengan cara servikal
dislokasi sebelum jaringan diambil. Jaringan diambil menggunakan
biopsi punch 6 mm di bagian kulit yang terpapar UV-B. Sampel
jaringan dibagi menjadi dua untuk difiksasi dengan direndam dalam
formalin 10% selama 24 jam dan untuk dimasukkan ke dalam RNA
Later. Jaringan yang dimasukkan ke dalam formalin selama 24 jam
kemudian disimpan pada tabung yang berisi alkohol 70% dan
disimpan di suhu ruang sampai proses pembuatan preparat parafin.
Sampel yang dimasukkan ke dalam RNA later kemudian disimpan

dalam suhu -80°C hingga proses analisis RT-PCR

4.5.7. Pembuatan Blok Parafin.
1. Dehidrasi
Masukan potongan jaringan dalam alkohol bertingkat dari
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 96% (bertingkat) untuk
mengeluarkan cairan dari dalam jaringan. Masukan jaringan ke
dalam larutan alkohol-xylol selama 1 jam kemudian masukan
jaringan pada larutan xylol murni selama 2 x 2 jam.

2. Parafinisasi dan Embedding
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1.

Masukan jaringan dalam parafin cair selama 2 x 2 jam.
Tunggu hingga parafin memadat, potong jaringan dalam parafin
setebal 4 mikron dengan mikrotom. Hasil dari potongan jaringan
ditempelkan pada object glass yang sebelumnya telah diolesi
polilisin sebagai perekat. Masukan jaringan pada kaca obyek
deparafinasi dalam inkubator dan dipanaskan dengan suhu 56-

58°C hingga parafin mencair.

45.8. Validasi Hiperpigmentasi Akibat UV-B Menggunakan

Pengecatan

Validasi makroskopi  berupa terbentuk blackspot atau
pembentukan melanin dilakukan pada hari ke-15 setelah radiasi
dengan perangkat UVB narrowband tipe TLF72-100W/12. UV light
(broadband dengan peak emission 302 nm) dengan Minimal
Erythema Dose (MED) 160 mJ/cm2 durasi penyinaran 8 menit.
Validasi mikroskopis menggunakan metode blok parafin dan

pewarnaan Masson Fontana dengan prosedur sebagai berikut:

Sampel kulit mencit pada semua kelompok diambil dan  difiksasi

dalam larutan NBF 10%.

2. Sampel kulit dibilas dengan alkohol 70% sampai bersih dari sisa
larutan fiksatif.

3. Sampel kulit dimasukkan ke dalam alkohol 70% , 80%, 90%,

96%, dan alkohol absolut masing-masing selama 30 menit untuk
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proses dehidrasi.

. Sampel kulit dimasukkan ke dalam toluol sampai jernih atau
transparan selama 1 jam.

. Infiltrasi ke dalam parafin dilakukan di dalam oven pada suhu 56-
60°C dengan cara memasukkan sampel kulit ke dalam campuran
toluol dan parafin dengan perbandingan 3:1, 1:1, dan 1:3 masing-
masing selama 30 menit. Sampel kulit dimasukkan ke dalam
parafin murni |, paraffin murni Il, dan parafin murni I11 masing-
masing perlakuan selama 30 menit.

. Embedding, sampel kulit dari parafin murni ditanamkan ke dalam
cetakan blok parafin yang telah berisi parafin cair dan ditunggu
hingga parafin mengeras.

. Sampel kulit dalam blok parafin diiris dengan ketebalan irisan
sebesar 6 um menggunakan mikrotom.

. Irisan sampel jaringan ditempelkan pada gelas benda dengan cara
mengoleskan Mayer’s albumin dan ditetesi sedikit akuades lalu
dipanaskan diatas hot plate hingga irisan menempel dengan
sempurna.

. Sediaan histologis dideparafinasi dengan cara dimasukkan ke

dalam xylol selama 24 jam.

10.Staining  (pewarnaan) dilakukan dengan pewarna Masson

Fontana dengan prosedur sebagai berikut:

a. Slide dibersihkan dengan aquades.
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45.9.

. Slide yang dijadikan sebagai kontrol ditambahkan 10 tetes reagen

B dan 10 tetes reagen C , dibiarkan selama 20 menit, dan dibilas
dengan akuades. Setelah itu, ditambahkan 10 tetes reagen D dan

dibiarkan selama 5 menit kemudian dibilas dengan akuades.

. Box Inkubasi disiapkan, slide kontrol dan slide specimen

diletakkan pada box inkubasi, kemudian ditambahkan 10 tetes
reagen A pada slide, box inkubasi ditutup dan diinkubasi

overnight.

. Slide dicuci dengan aguades kemudian reagen E, dibiarkan

selama 5 menit.
Dibilas dengan aquades.
Ditambahkan 10 tetes reagen F dan dibiarkan selama 10 menit.

Dibilas dengan aguades.

. Slide dilakukan dehidrasi dengan alkohol bertingkat, kemudian

dilakukan proses mounting.

i. Slide diamati menggunakan mikroskop untuk mempelajari

komposisi dan struktur jaringan, khususnya melanin.

Analisis Kuantitatif Ekspresi gen FGF dan TRP menggunakan
RT-PCR

1. Ekstraksi RNA dan sintesis cDNA

Isolasi RNA jaringan kulit dilakukan dengan menggunakan

reagen TRIzol®, (Invitrogen Life Technologies) dan pembuatan
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cDNA menggunakan iScript cDNA Syntesis Kit (Bio-Rad iScript
gDNA Clear cDNA syntesis Kit Catalog) menggunakan Reverse
Transcriptase PCR (RT-PCR) thermal cycler C1000 (Bio-
Rad).Penentuan Ekspresi Gen FGF dan TRP
2. Penentuan Ekspresi Gen FGF dan TRP

Gen FGF dan TRP diamplifikasi dengan menggunakan
Teknik PCR-RFLP, menggunakan PCR 2x PCR Master mix
solution (Invitrogen Life Technologies®, 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 96.

4.6. Langkah Penelitian

1. Persiapkan 30 ekor mencit C57BL jantan berumur 6-8 minggu dan
bobot 20-25 g yang telah diadaptasi selama 7 hari.

2. Bius mencit dengan campuran ketamin dan xylazine

3. Cukur punggung mencit seluas 2x3 cm

4. Lakukan penyinaran pada punggung mencit dengan sinar UV-B dengan
dosis minimal UV light (broadband dengan peak emission 302 nm)
dengan minimal erythema dose (MED) 160 ml/cm? yang dipapar
sekitar 9 menit/hari sebanyak 3 kali seminggu selama 2 minggu dengan

jarak 20cm 4.

58



5. Setelah mencit yang terpapar UV-B tervalidasi mengalami
hiperpigmentasi, berikan perlakuan pada mencit sesuai kelompoknya
K1, K2, K3, K4, dan K5 sebanyak 1 kali pada hari ke 15 hari.

6. Hari ke-22, mencit diterminasi dan diambil biopsy jaringan kulit yang
terpapar UV-B untuk pemeriksaan gRT-PCR

7. Periksa ekspresi FGF dan TRP menggunakan qRT-PCR adalah sebagai
berikut:

a. alsolasi RNA: isolasi RNA dari sampel kulit dengan menggunakan
tryzole RNA isolation reagen, tambahkan kloroform dan vortex
hingga homogen. Selanjutnya dilakukan setrifugasi dengan
kecepatan 12.000G selama 15 menit untuk mengisolasi fase air yang
mengandung-RNA. Fase air yang - mengandung RNA dimurnikan
dengan isopropanol dan dipisahkan dengan sentrifugasi kembali.
Pelet yang terbentuk dari hasil sentrifugasi dicuci dengan etanol.

b. Sintesis cDNA: Sintesis cONA dilakukan dengan cDNA sintesis Kit
Il mengunakan alat PCR. RNA vyang telah diisolasi dihitung
kadarnya dengan nanodrop dan dilakukan sintesis cDNA.

c. Analisis gRT-PCR: Analisis qRT-PCR dengan menggunakan
primer spesifik FGF dan TRP dengan menggunakan reagen sybr
green Il.

d. Analisis Data: Hasil cq value pada analisis gRT-PCR dibandingkan

dengan housekeeping gen GAPDH dan dihitung nilai persentasenya.
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4.7.

4.8.

Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Stem Cell and Cancer Research
Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung, Semarang, Jawa

Tengah. Penelitian rencana akan dilakukan pada Oktober — November 2024.

Analisis Data

Data yang diperoleh dari penelitian ini selanjutnya dilakukan uji
deskriptif menggunakan skala data rasio. Analisis normalitas dan variasi
data kemudian dilakukan menggunakan uji Shapiro Wilk dan Levene’s Test.
Uji ekspresi gen a-SMA diperoleh data normal (P>0,05), namun tidak
homogen (P<0,05), maka dilakukan uji beda One Way Anova. Terdapat
perbedaan signifikan-(p<0,05) pada semua kelompok penelitian setelah uji
One Way Anova, maka dilanjutkan dengan uji Post Hoc Tamhane untuk
mengetahul signifikansi perbedaan antar kelompok penelitian. Nilai
signifikansi p<0,05 menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan antar
kelompok penelitian. Data densitas collagen memiliki sebaran data tidak
normal (p<0,05), maka dilakukan uji Kruskal Wallis. Terdapat perbedaan
signifikan (p<0,05) pada semua kelompok penelitian setelah uji Kruskal
Wallis, maka dilanjutkan dengan uji Mann Whitney untuk mengetahui
signifikansi perbedaan antar kelompok penelitian. Nilai signifikansi p<0,05
menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok penelitian.
Pengolahan analisis data pada penelitian ini menggunakan aplikasi dekstop
SPSS 26.0 for Windows.
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4.9. Alur Penelitian

Mencit C57BL Jantan 30 ekor

v

Adaptasi selama 7 hari dan Randomisasi

v

Dibagi menjadi 5 kelompok

Mencit Penyinaran UV-B 160 mJ/cm2 sebanyak 3 kali seminggu

selama 2 minggu

Mencit Sehat Validasi hewan coba: Mason Fontana
| Kontrol Kontrol Perlakuan 1 E- Perlakuan 2 E-
Norma Negatif Positif MSCs 200uL MSCs 300uL
Placebo Inj Retinol ! <
(NS 0,9% | |0.1% 200 uL Perlakuan pada hari ke 15 <
300 uL)
v 3 ‘

v

Isolasi MSCs

v

Validasi MSCs

y

Isolasi E-MSCs
Injeksi sub cutan E-
MSCs

Pemberian pakan standar sampai hari ke-21

v

Pengambilan jaringan kulit pada hari ke-22

v

Pemeriksaan kadar FGF dan TRP

v

Pengolahan dan Analisa data

Gambar 4.2. Alur Penelitian
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BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian Eksperimental dilakukan pada bulan Oktober sampai November
2024 di Laboratorium Stem Cell and Cancer Research (SCCR) Semarang
Indonesia. Subjek penelitian yaitu mencit C57BL jantan berumur 6-8 minggu dan
bobot 20-25 gr yang di induksi sinar UV-B 302 nm dengan intensitas energi 160
mJ/cm. Penelitian menggunakan 30 mencit C57BL jantan dan tidak ada tikus drop
out selama penelitian berlangsung. Penelitian terdiri dari 5 kelompok yaitu
kelompok (K1) kontrol mencit C57BL sehat tanpa perlakuan , kelompok (K2)
kontrol negatif pemberian NS 0,9% , kelompok (K3) kontrol positif adalah 6
hewan coba yang diberikan injeksi sub cutan Retinol 0,1% dosis 200 pL,
kelompok (K4) terdiri dari 6 hewan coba dengan pemberian injeksi sub cutan E-
MSCs dosis 200 pL dan kelompok (K5) terdiri dari 6 hewan coba dengan
pemberian injeksi sub cutan E-MSCs dosis 300 pL.

Pengamatan secara makroskopis dilakukan untuk melihat adanya
Hiperpigmentasi akibat paparan sinar UV-B dan berdasarkan hasil pengamatan
terlihat adanya Hiperpigmentasi pada mencit yang terpapar sinar UV-B
dibandingkan dengan yang tidak terpapar sebagaimana terlihat pada (Gambar
5.1). Selain itu untuk memperkuat validasi, analisis secara anatomi dilakukan
dengan menggunakan pewarnaan Masson Fontana untuk melihat densitas elastin
akibat paparan sinar UV-B. Berdasarkan penelitian terdahulu, melanin dapat

terlihat sebagai gambaran berwarna hitam dengan pewarnaan Masson Fontana.
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Berdasarkan hasil pengamatan secara anatomi didapatkan hasil bahwa terjadi

Hiperpigmentasi pasca paparan sebagaimana yang ditunjukkan pada Gambar 5.1.

Gambar 5.1. A) Mencit kelompok sehat warna kulit normal, (B) Mencit
yang diberi paparan UVB terlihat kulit berwarna gelap, (C)
Pigmen melanin normal pada mencit sehat, (D) Pigmen
melanin . mencit yang terpapar UVB sudah mengalami
hiperpigmentasi.
5.1. Hasil Penelitian
5.1.1. Hasil Validasi MSCs
Isolasi MSCs dilakukan di Laboratorium Stem Cell and
Cancer Research (SCCR) Semarang Indonesia, menggunakan
umbilical cord mencit bunting usia 19 hari. Hasil isolasi kemudian

dilakukan kultur pada flask kultur dengan medium khusus. Hasil

kultur MSCs setelah pasage ke-4 didapatkan gambaran sel yang
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melekat pada dasar flask dengan morfologi spindle shape
5.1.1.1. Deferensiasi Osteogenik dan Adipogenik
Sel MSCs dikultur dalam medium induksi osteogenik
dan adipogenik selama 14 hari untuk mengetahui
kemampuan diferensiasi menjadi osteosit dan adiposit.
Berdasarkan pengamatan mikroskop pada perbesaran 100x
dan 200x, morfologi sel kultur hasil isolasi memiliki bentuk
lonjong, panjang, inti sel satu dan bulat, memiliki serat-serat
yang menonjol yang menyerupai fibroblast dan melekat pada
dasar flask plastik (plastic - adherent) (Gambar 5.2).
Gambaran diferensiasi osteogenik MSCs ditunjukkan oleh
sel yang berisi deposit kalsium dengan pewarnaan Alizarin
Red (Gambar 5.3a). Diferensiasi adipogenik MSCs
ditunjukkan oleh sel yang berisi akumulasi droplet lipid
dengan pewarnaan Oil Red O (Gambar 5.3b). Deposisi
kalsium dan lemak hasil diferensiasi MSCs menjadi osteosit
dan adiposit ditunjukkan dengan warna merah pada masing-

masing kultur.
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Gambar 5.2. Karakter morfologi sel hasil Isolasi. Morfologi sel hasil Isolasi
memiliki karakter seperti MSC yaitu berbentuk bulat lonjong
inti sel satu dan bulat, memiliki serat-serat yang menonjol
(fibroblas-like) dengan perbesaran mikroskop 100x (a) dan
perbesaran 200x (b). Scale bar soum

Gambar 5.3. Kemampuan differensiasi sel hasil isolasi. (a) Sel hasil Isolasi
mampu mampu berdiferensiasi menjadi osteocyte pada
pengamatan pewarnaan Alizarin red dan (b) berdiferensiasi
menjadi adipocyte pada pengamatan pewarnaan Oil Red dye
pada pembesaran  400x. *Panah kuning: menunjukkan
deposisi kalsium, panah hitam: menunjukkan lipid droplet.

5.1.1.2. Surface Marker
Hasil isolasi MSCs divalidasi menggunakan Flow
Cytrometry untuk menunjukankan kemampuan MSCs
dalam mengekspresikan berbagai Surface Marker khusus.
Hasil secara kuantitatif berupa persentase ekspresi positif
CD 90.1 (99,8%), CD 29 (97,7%), dan ekspresi negatif dari
CD 45 (1,9%), dan CD 31 (3,7%) (Gambar 5.5).
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Gambar 5.4. Hasil analisis flowcytometry sel hasil isolasi. Sel hasil Isolasi
memikiki ekspresi CD90.1 dan CD29 yang tinggi serta
ekspresi CD45 dan CD31 yang rendah.

5.1.1.3. Validasi Exosome
Medium MSCs yang diduga berisi exosome dilakukan
filtrasi menggunakan teknik Tangential Flow Filtration
(TFF), lalu persentase Exosome dianalisis menggunakan
metode Flow Cytometry. Hasil analisis menunjukkan bahwa

teknik filtrasi berhasil mengisolasi Exosome sebesar 9.1%

(Gambar 5.6) dengan nilai kadar Exosome rata-rata adalah

7,5 ug/mL.

L
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Gambar 5.5. Hasil analisis flowcytometry Exosome-MSC. Exosome MSCs
membetuk populasi yang positif C81 dan CD63, serta positif
CD9 sebesar 9.1%.
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5.1.2. Efek Pemberian E-MSCs terhadap Ekspresi Gen FGF

Penelitian Exosome Mesencymal Stem Cell terhadap ekspresi
gen FGF dan ekspresi gen TRP pada mencit C57BL jantan yang di
induksi paparan sinar UV-B dan diberi perlakuan telah dilakukan
selama 21 hari. Hasil penelitian tersebut tertera pada (Tabel 5.1)

Tabel 5.1. Hasil Analisis Rerata, Uji Normalitas, Uji
Homogenitas pada ekspresi FGF dan ekspresi TRP

Variabel

Kelompok
K2 K3 K4 K5
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Ekspresi FGF

Mean
Std.deviasi

068+0,46 1,72+104 369+146 4,87+251

Shapiro Wilk** 0,430 0,001 0,264 0,021
Levene test***

Kruskall 0,001 *****
Wallis*****

Ekspresi TRP

Mean 107+£052 0,74+£050 0,39x0,18 0,22 +0,10
Std.deviasi

Shapiro Wilk* 0,399 0,091 0,688 0,278
Levene test***

ANOVA ***** 0,005

Keterangan: *Normal p>0,05 **Tidak Normal p<0,05 ***Homogen p>0,05
****Tidak Homogen p<0,05 *****Sijgnifikan p<0,05

Tabel 5.1 menunjukkan bahwa rerata ekspresi FGF terendah
yaitu pada kelompok perlakuan (K2) Mencit dipapar UV-B tanpa
diberi perlakuan NaCl 0,9%, selanjutnya diikuti oleh kelompok

perlakuan (K3) Mencit dipapar UV-B diberi perlakuan Retinol 0,1%
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dosis 200uL secara sub cutan, selanjutnya kelompok perlakuan (K4)
Mencit dipapar UV-B diberi E-MSCs dosis 200uL secara sub cutan,
kemudian diikuti kelompok perlakuan (K5) Mencit dipapar UV-B
diberi E-MSCs dosis 300uL secara sub cutan. Seluruh kelompok
kadar ekspresi FGF berdasarkan uji Shapiro Wilk berdistribusi tidak
normal dengan nilai p-value <0.05 dan uji homogenitas dengan
menggunakan Lavene Test hasilnya homogen nilai p-value (p>0.05)
maka analisis data menggunakan uji Kruskall Wallis. Hasil uji
Kruskall Wallis menunjukkan perbedaan bermakna semua kelompok
dengan nilai p-value 0.004 (p<0.05), kemudian dilanjutkan dengan
uji Mann Whitney untuk mengetahui kelompok mana yang paling
berpengaruh.

Tabel 5.2. Perbedaan Ekspresi FGF Antar 2 Kelompok

Kelompok

Parameter Kelompok Perbandingan Sig. |_|
Ekspresi K2 *K3 0,016
FGF *K4 0,004
*K5 0,004
K3 *K4 0,010
*K5 0,010
K4 K5 0,749

*Uji Mann Whitney dengan nilai signifikan p<0,05

Hasil uji Mann Whitney pada Tabel 5.2 dan Gambar 5.6

menunjukkan ekspresi FGF pada kelompok Mencit dipapar UV-B
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tanpa diberi perlakuan NaCl 0,9% (K2) terdapat perbedaan
signifikan terhadap kelompok perlakuan (K3) Mencit dipapar UV-B
diberi perlakuan Retinol 0,1% dosis 200uL secara sub cutan nilai p-
value 0,016 (p<0,05), kelompok Mencit dipapar UV-B tanpa diberi
perlakuan NaCl 0,9% (K2) terdapat perbedaan signifikan terhadap
kelompok Mencit dipapar UV-B diberi E-MSCs dosis 200uL secara
sub cutan (K4) nilai p-value 0,004 (p<0,05), kelompok Mencit
dipapar UV-B tanpa diberi perlakuan NaCl 0,9% (K2) terdapat
perbedaan signifikan terhadap kelompok Mencit dipapar UV-B
diberi E-MSCs dosis 300uL secara sub cutan (K5) nilai p-value
0,004 (p<0,05),Kemudian kelompok perlakuan (K3) Mencit dipapar
UV-B diberi perlakuan Retinol 0,1% dosis 200uL secara sub cutan
terdapat perbedaan signifikan terhadap kelompok Mencit dipapar
UV-B diberi E-MSCs dosis 200uL secara sub cutan (K4) nilai p-
value 0,010 (p<0,05), kelompok perlakuan (K3) Mencit dipapar UV-
B diberi perlakuan Retinol 0,1% dosis 200uL secara sub cutan
terdapat perbedaan signifikan terhadap kelompok Mencit dipapar
UV-B diberi E-MSCs dosis 300uL secara sub cutan (K5) nilai p-
value 0,010 (p<0,05).Berdasarkan data diatas dapat disimpulkan
bahwa pemberian pemberian E-MSCs dosis 200uL dan 300uL
berpengaruh secara signifikan terhadap ekspresi FGF pada mencit
C57BL jantan yang dipapar UV-B, sehingga pernyataan hipotesis

diterima.
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Ekspresi Relatif FGF
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*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Gambar 5.6. Ekspresi Relatif gen FGF pada jaringan kulit mencit model
hiperpigmentasi pada semua kelompok. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

5.1.3. Efek Pemberian E-MSCs terhadap Ekspresi TRP

Rerata ekspresi TRP terendah yaitu pada pada kelompok
perlakuan(K5) Mencit dipapar UV-B diberi E-MSCs dosis 300uL
secara sub cutan, selanjutnya diikuti kelompok perlakuan (K4) Tikus
dipapar UV-B diberi E-MSCs dosis 200ul. secara sub cutan,
selanjutnya diikuti kelompok perlakuan (K3) Mencit dipapar UV-B
diberi perlakuan Retinol 0,1% dosis 200uL secara sub cutan,
selanjutnya diikuti kelompok perlakuan (K2) Mencit dipapar UV-B
tanpa diberi perlakuan NaCl 0,9%. Seluruh kelompok kadar ekspresi
TRP berdasarkan uji Shapiro Wilk berdistribusi normal dengan nilai
p-value >0.05 dan uji homogenitas dengan menggunakan Lavene
Test hasilnya homogen nilai p-value (p>0.05) maka analisis data

menggunakan uji One Way Anova. Hasil uji One Way Anova
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menunjukkan perbedaan bermakna semua kelompok dengan nilai p-
value 0,001 (p<0.05), kemudian dilanjutkan dengan uji Post Hoc
LSD untuk mengetahui kelompok mana yang paling berpengaruh..

Tabel 5.3. Perbedaan Ekspresi TRP Antar 2 Kelompok

Interval Kepercayaan

Parameter Kelompok Kelompok Sig %
Perbandingan ' Batas Batas
Bawah Atas
Ekspresi K2 K3 0,144 -0,1232 0,7865
TRP *K4 0,005 0,2252 1,1348
k2 e 0,001 0,3885 1,2982
K3 K2 0,144 -0,7865 0,1232
K4 0,126 -0,1065 0,8032
*K5 0,029 0,0568 0,9665
K4 K 0,005 -1,1348 -0,2252
K3 0,126 -0,8032 0,1065
K5 0,463 -0,2915 0,6182
K5 *K2 0,001 -1,2982 -0,3885
*K3 0,029 -0,9665 -0,0568
K4 0,463 -0,6182 0,2915

*Uji Post Hoc LSD. dengan nilai signifikan p<0,05

Hasil uji Post Hoc LSD pada Tabel 5.3 dan Gambar 5.7
menunjukkan ekspresi TRP pada kelompok Mencit dipapar UV-B
tanpa diberi perlakuan NaCl 0,9% (K2) terhadap kelompok Mencit
dipapar UV-B diberi E-MSCs dosis 200uL secara sub cutan (K4)
dengan nilai p-value 0,005 (p<0,05), kelompok Mencit dipapar UV-
B tanpa diberi perlakuan NaCl 0,9% (K2) terdapat perbedaan
signifikan terhadap kelompok terhadap kelompok Mencit dipapar

UV-B diberi E-MSCs dosis 300uL secara sub cutan (K5) dengan
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nilai p-value 0,001 (p<0,05).Kemudian kelompok perlakuan (K3)
Mencit dipapar UV-B diberi perlakuan Retinol 0,1% dosis 200uL
secara sub cutan terdapat perbedaan signifikan terhadap kelompok
terhadap kelompok Mencit dipapar UV-B diberi E-MSCs dosis
300uL secara sub cutan (K5) dengan nilai p-value 0,029
(p<0,05).Kemudian kelompok Mencit dipapar UV-B diberi E-MSCs
dosis 200uL secara sub cutan (K4) terdapat perbedaan signifikan
terhadap kelompok Mencit dipapar UV-B tanpa diberi perlakuan
NaCl 0,9% (K2) dengan nilai p-value 0,005 (p<0,05). Kemudian
kelompok Mencit dipapar UV-B diberi E-MSCs dosis 300uL secara
sub cutan (K5) ) terdapat perbedaan signifikan terhadap kelompok
Mencit dipapar UV-B tanpa diberi perlakuan NaCl 0,9% (K2)
dengan nilai p-value 0,001 (p<0,05), kelompok Mencit dipapar UV-
B diberi E-MSCs dosis 300uL secara sub cutan (K5) ) terdapat
perbedaan signifikan terhadap kelompok perlakuan (K3) Mencit
dipapar UV-B diberi perlakuan Retinol 0,1% dosis 200uL secara sub
cutan dengan nilai p-value 0,029 (p<0,05) Berdasarkan data diatas
dapat disimpulkan bahwa pemberian pemberian E-MSCs dosis
200puL dan 300uL berpengaruh secara signifikan terhadap ekspresi
TRP pada mencit C57BL jantan yang dipapar UV-B, sehingga

pernyataan hipotesis diterima.
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Gambar 5.7. Ekspresi Relatif mMRNA TRP pada jaringan kulit mencit model
Hiperpigmentasi pada semua kelompok. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

5.2. Pembahasan

Paparan sinar UV-B menyebabkan kerusakan langsung pada DNA
dan komponen seluler lainnya, yang mengarah pada produksi ROS. ROS
yang dihasilkan oleh UVB dapat mengaktifkan jalur kinase yang diatur oleh
mitogen (MAPK). Tiga jalur utama MAPK vyang terlibat adalah ERK
(extracellular signal-regulated kinase), JNK (c-Jun N-terminal kinase), dan
p38 MAPK radiasi sinar UV-B secara terus menerus dapat menginduksi ROS
pada kulit. Selanjutnya MAPK akan mengaktivasi MITF yang menyebabkan
peningkatan produksi enzim Tyrosinase yang mempercepat perubahan L-
tyrosine menjadi L-DOPA yang merupakan sumber utama terbentuknya
Melanin 1%, Teraktivasinya MITF memicu pelepasan enzyme Tyrosinase
dan TRP % . Tyrosine yang terakumulasi dengan adanya enzyme

Tyrosinase akan menghasilkan produksi DOPA. Katalis yang sama akan
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menyebabkan DOPA berubah menjadi Dopaquinon. Dari sini maka akan
terbentuk dua jalur dari Dopaquinon untuk menghasilkan melanin. Fase
pertama yaitu mengubah DOPA menjadi Sisteinildopa kemudian
menghasilkan Fenomelanin. Fase kedua yaitu dimulai dengan Dopaquinone,
yang kemudian menjadi Dopachrome. TRP-2 yang diaktifkan oleh MITF,
mengubah Dopakrom menjadi Asam Dihidroksiindole Karboksilat. TRP 1
yang kemudian setelah itu dapat mengubah asam ini menjadi Asam
Indolequinone Karboksilat, yang membentuk Melanin (pigmen hitam pada
kulit) 123,

Hasil analisis menunjukkan bahwa E-MSCs dosis 200ul dan 300ul
mampu secara signifikan meningkatkan ekspresi gen FGF. Hal tersebut
dikarenakan E-MSCs diduga mengekspresikan molekul soluble berupa
Sitokin, Kemokin dan Growth Factor (GF) seperti IL-10, TGF-B, b-FGF,
EGF, VEGF, dan PDGF 1'% Exosome yang berasal dari MSCs ini
memberikan efek pada polarisasi makrofag. Exosome menyebabkan
pelemahan yang signifikan pada peradangan melalui Polarisasi Makrofag
M2 dan mendorong Polarisasi M2 melalui Transaktivasi Arginase-1 oleh
STAT3 aktif yang dibawa Exosome % sehingga dapat menghambat
hiperpigmentasi dan terbentuknya melanin.

Hasil analisis menunjukkan bahwa E-MSCs dosis 200ul dan 300ul
juga mampu secara signifikan menurunkan ekspresi gen TRP. Hal tersebut
dikarenakan E-MSCs diduga mengekspresikan molekul soluble berupa

Sitokin, Kemokin dan Growth Factor (GF) seperti IL-10, TGF-B, b-FGF,
74



5.3.

EGF, VEGF, dan PDGF !!* Kandungan senyawa aktif ini diduga akan
menghambat MITF,dengan terhambatnya MITF maka pembentukan Enzym
Tyrosinase dan TRP akan terhambat pula. Mekanisme ini yang akan
menhambat hiperpigmentasi dan terbentuknya melanin.
Keterbatasan Penelitian

Keterbatasan pada penelitian ini adalah tidak melakukan analisis
pathway utama mengenai bagaimana E-MSCs mampu menghambat
Reactive Oxygen Species (ROS), apakah melalui pathway Sirtl/PGCla,
PI3K/Akt/MAPK, atau NFkP. Jalur biokimia yang terlibat dalam respon
degradasi collagen dan hiperpigmentasi sangat kompleks. Penelitian ini
mungkin tidak sepenuhnya menjelaskan interaksi antara berbagai jalur dan
faktor lain yang mungkin terlibat. Studi lanjutan diperlukan untuk

memetakan secara lebih rinci mekanisme molekuler yang mendasari.
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

1. Terdapat peningkatan ekspresi gen FGF secara signifikan pada mencit
model hiperpigmentasi yang dipapar sinar UV-B setelah diberi E-MSCs
secara sub cutan dengan dosis 200ul dan 300pL dibandingkan kontrol
secara in vivo.

2. Terdapat penurunan ekspresi gen TRP secara signifikan pada mencit
model hiperpigmentasi yang dipapar sinar UV-B setelah diberi E-MSCs
secara sub cutan dengan dosis 200ul dan 300uL dibandingkan kontrol

secara in vivo.

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

atau NF-kB.
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