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ABSTRAK

Latar Belakang : Paparan kronis sinar UV-B menimbulkan tekanan oksidatif
yang memicu pelepasan sitokin proinflamasi IL-6 sehingga menginduksi enzim
MMP-3 untuk mengurai kolagen. Penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh
pemberian HMSCs terhadap kadar MMP-3 dan IL-6 pada tikus model penurunan
kolagen yang dipapar sinar UV-B.

Metode: Penelitian eksperimental pada hewan uji ini menggunakan rancangan
penelitian berupa posttest only control group dengan metode rancang acak
lengkap. Sinar UV-B dengan dosis MED 160mj/cm2 dipaparkan selama 8 menit
sebanyak 10 kali pada rentang dua minggu. Subjek pada penelitian ini merupakan
tikus jantan galur wistar yang dibagi menjadi 5 kelompok yaitu kelompok K1
(tikus sehat tanpa paparan UV-B), K2 (tikus dipapar UV-B tanpa perlakuan), K3
(tikus dipapar UV-B dengan perlakuan HA dosis 200uL secara subkutan), K4
(tikus dipapar UV-B dengan perlakuan HMSCs dosis 2,5x10° sel secara subkutan)
dan K5 (tikus dipapar UV-B dengan perlakuan HMSCs dosis 5x10° sel secara
subkutan) yang diberikan pada hari ke 15. Setiap kelompok terdiri dari 5 hewan
uji. Analisis kadar MMP-3 dan IL-6 dengan metode ELISA pada hari ke 22.
Analisis data selanjutnya dilakukan uji normalitas, homogenitas, dan dilanjutkan
dengan uji beda one-way ANOVA mengunakan SPSS versi 29.

Hasil: Pemberian HMSCs pada dosis 2,5x10° dan 5x10° sel secara signifikan
menurunkan kadar 1L.-6 hingga 66,22 dan 42,19 pg/mL. Pemberian HMSCs juga
menurunkan kadar MMP-3 secara signifikan, pada dosis 5x10° sel dapat
menurunkan kadar MMP-3 hingga 3329,00 pg/mL.

Kesimpulan: HMSCs memperbaiki kondisi collagen loss pada kulit akibat
paparan sinar UVB melalui penghambatan IL-6 dan MMP-3.

Keywords: HMSCs, IL-6, MMP-3, collagen loss
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ABSTRACT

Background: Chronic UV-B exposure induces oxidative stress, triggering the
release of proinflammatory cytokine IL-6, which in turn induces MMP-3 enzyme
to degrade collagen. This study aims to investigate the effect of HMSCs
administration on MMP-3 and IL-6 levels in a rat model of collagen reduction
exposed to UV-B radiation.

Methods: This experimental animal study employed a posttest-only control group
design with a completely randomized method. UV-B radiation with a Minimal
Erythema Dose (MED) of 160mj/cm2 was applied for 8 minutes, 10 times over
two weeks. Male Wistar rats were divided into 5 groups: K1 (healthy rats without
UV-B exposure), K2 (UV-B exposed rats without treatment), K3 (UV-B exposed
rats treated with 200ul. HA subcutaneously), K4 (UV-B exposed rats treated with
2.5x105 HMSCs subcutaneously), and K5 (UV-B exposed rats treated with 5x105
HMSCs subcutaneously). Treatments were administered on day 15. Each group
consisted of 5 animals. MMP-3 and IL-6 levels were analyzed using ELISA on day
22. Data analysis included normality and homogeneity tests, followed by one-way
ANOVA using SPSS version 29.

Results: HMSCs administration at doses of 2.5x105 and 5x105 cells significantly
reduced IL-6 levels to 66.22 and 42.19 pag/mL, respectively. HMSCs also
significantly decreased MMP-3 levels, with the 5x105 cell dose reducing MMP-3
levels to 3329.00 pg/mL.

Conclusion: HMSCs improve UVB-induced collagen loss in skin by inhibiting IL-
6 and MMP-3.

Keywords: HMSCs, IL-6, MMP-3, collagen loss
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Paparan kronik sinar Ultraviolet B (UVB) menimbulkan peningkatan
kadar nitrit oksida (NO) dan reactive oxygen species (ROS) yang
berdampak pada penurunan jumlah kolagen di kulit.*® Penelitian terdahulu
melaporkan bahwa paparan UVB  menyebabkan peningkatan ekspresi
matriks metalloproteinase (MMPs) sehingga menyebabkan degradasi
kolagen dan menghambat sintesis prokolagen. Disisi lain, overekspresi ROS
akibat sinar UVB mengaktifkan mitogenpactivated protein kinase (MAPK)
pathway yang menginduksi jalur nuclear factor kappa-f (NF-kB)
bertranslokasi ke nukleus. Aktivasi NF-kB ini menginduksi transkripsi
sitokin proinflamasi seperti interlukin-6 (I1L-6), IL-1, TNF-a, dan IFN-y. IL-
6 terbukti menginduksi ekspresi MMP-3 dan MMP-1 yang menyebabkan
penekanan sintesis kolagen. Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa
MSCs dapat menekan inflamasi dan stress oksidatif, dengan menekan
produksi I1L-6.*° Keunggulan pemberian hipoxia mesenchymal stem cells
(HMSCs) dibanding dengan senyawa lain diantaranya adalah HMSCs
adalah sel biologis ini tidak memiliki sifat imunogenisitas, sehingga tidak
menimbulkan efek samping.®’ Potensi HMSCs sebagai alternatif untuk
mencegah colagen loss pada kulit akibat paparan sinar UVB.2 Namun,
eksplorasi tentang pengaruh HMSCs terhadap kadar MMP-3 dan IL-6 data

masih sedikit, sehingga perlu di eksplorasi untuk mengetahui efek injeksi



subkutan pada dosis 2,5x10 sel dan 5x10* sel® terhadap kadar MMP-3 dan
IL-6 pada kulit tikus jantan galur wistar model kolagen loss yang diinduksi
iradiasi UVB secara in vivo.®

Penelitian terdahulu menyebutkan bahwa 83% orang berusia dibawah
30 tahun mengalami penurunan kolagen akibat paparan UVB yang berakibat
munculnya kerutan dan penurunan elastisitas kulit.’ Pada tahun 2015, 4.2%
dari 142 subjek positif mengalami penurunan kolagen setelah terpapar tiga
kali UVB minimal erythema dose (MED).'° Kasus wringkle dan pigmentasi
semakin meningkat pada tahu 2020 hingga ~100.350 kasus baru.'
Pengobatan standar pada penurunan kolagen Kkulit berfokus pada
perlindungan terhadap paparan UVB serta perbaikan kerusakan jaringan
dengan menggunakan bahan kimia seperti hyaluronic acid (HA).*> HA
dapat menginduksi kolagen dengan mekanisme membentuk ikatan pada
reseptor CD44 dikulit sehingga mengaktifkan signaling cascades untuk
menstimulasi sintesis kolagen. HA juga telah terbukti meningkatkan efek
growth factor seperti TGF-B and menginduksi proliferasi fibroblast yang
dapat meningaktkan jumlah collagen-producing cells.***® Pengunaan HA
terus menerus dapat menimbulkan efek samping seperti alergi, reaksi
kemerah, dehidrasi berlebihan pada kulit hingga menyebabkan kanker.*24%°
Kultur sel primer yang terpapar UVB 40-60% nya menunjukan peningkatan
sitokin proinflamasi IL-6 dan penurunan ekspresi berbagai growth factor®®,
seperti PDGF, TGF-R, dan basic fibroblast growth factor (bFGF)'" serta

peningkatan produksi MMPs.> Peningkatan MMPs ini menyebabkan



1.2.

mencegahan sintesis kolagen, dan terjadinya proses inflamasi yang berperan
pada pigmentasi kulit."®*°

Penelitian terdahulu melaporkan bahwa interleukin-10 (IL-10) dapat
menekan kadar ROS dengan meningkatakan Nrf2 melalui jalur NF-kp.2%
HMSCs dapat menginduski pelepasan sitokin antiinflammasi seperti 1L-10
dan growth factor seperti transforming growth factor-g (TGF-B), VEGF,
Platet Derived Growth Factor (PDGF), Hepatocyte Growth Factor
(HGF)??® yang dapat menginduksi peningkatan kadar kolagen®*. 1L-10 dan
TGF-B yang diinduksi oleh HMSCs terbukti mampu mengendalikan
kerusakan kulit akibat radiasi sinar UVB menurunkan kadar ROS?,
menurunkan inflamasi dan menginduksi produksi kolagen.?®*’ Dari uraian
di atas diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai efektivitas HMSCs

terhadap kadar MMP-3 dan IL-6 pada tikus model collagen loss dipapar

sinar UV-B.

Rumusan Masalah

Rumusan masalah yang dapat dirumuskan adalah "Apakah terdapat
pengaruh pemberian HMSCs secara injeksi subkutan terhadap kadar MMP-
3 dan kadar 1L-6 pada tikus jantan galur wistar model collagen loss yang

diinduksi dengan sinar UV-B?



1.3. Tujuan Penelitian

1.3.1.

1.3.2.

Tujuan Umum
Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui
pengaruh pemberian HMSCs secara injeksi subkutan terhadap kadar

MMP-3 dan kadar IL-6 pada tikus jantan galur wistar model

collagen loss yang diinduksi dengan sinar UV-B.

Tujuan Khusus

Penelitian ini bertujuan khusus antara lain untuk :

a. Mengetahui kadar MMP-3 pada tikus jantan galur wistar model
collagen loss yang diinduksi dengan sinar UV-B setelah diberi
HMSCs secara injeksi subkutan dengan dosis 2,5x10° sel
dibandingkan kontrol negatif dan kontrol poitif HA dosis 200uL
secara in Vvivo.

b. Mengetahui kadar MMP-3 pada tikus jantan galur wistar model
collagen loss yang diinduksi dengan sinar UV-B setelah diberi
HMSCs secara injeksi subkutan dengan dosis 5x10° sel
dibandingkan kontrol negatif dan kontrol poitif HA dosis 200uL
secara in vivo.

c. Mengetahui kadar IL-6 pada tikus jantan galur wistar model
collagen loss yang diinduksi dengan sinar UV-B setelah diberi
HMSCs secara injeksi subkutan dengan dosis 2,5x10° sel
dibandingkan kontrol negatif dan kontrol poitif HA dosis 200uL

secara in vivo.



d. Mengetahui kadar IL-6 pada tikus jantan galur wistar model
collagen loss yang diinduksi dengan sinar UV-B setelah diberi
HMSCs secara injeksi subkutan dengan dosis 2,5x10° sel
dibandingkan kontrol negatif dan kontrol poitif HA dosis 200uL

secara in vivo.

1.4. Manfaat penelitian
1.5.1. Manfaat Teoritis
Manfaat penelitian ini secara teori adalah memberikan ilmu
pengetahuan bahwa pemberian HMSCs terhadap kadar MMP-3 dan
kadar 1L-6 pada tikus jantan galur wistar model collagen loss yang
diinduksi dengan sinar UV-B.
1.5.2. Manfaat Praktis
Manfaat secara praktis dari penelitian ini antara lain adalah :

1. Memberikan sumber - informasi. pada masyarakat tentang
pengaruh HMSCs terhadap kadar MMP-3 dan kadar I1L-6 pada
tikus jantan galur wistar yang diinduksi dengan sinar UV-B.

2. Penelitian lebih lanjut diharapkan dapat diaplikasikan bagi

masyarakat.



1.5. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

No Peneliti, Judul Metode Hasil
tahun
1 Se-Ra Stem Cell and Its In vitro, MSCs meningkatkan

Park, Effect on Cellular  eksprimental kemampuan
Jae-Wan  Mechanisms proliferasi sel kulit
Kim, Relevant to Wound seperti fibroblast,
Hee- Healing keratinosit, dan epitel
Sook vascular,
Jun, Yoo meningkatkan
Young perbaikan kulit
Roh,
Hwa-
Yong
Lee, In-
Sun
Hong,
2017%®

2 Shiqi Needle-Free In vitro, MSCs menyebabkan
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MSCs dapat meningkatkan kemampuan proliferasi sel kulit seperti
fibroblast, keratinosit, dan epitel vascular, meningkatkan perbaikan kulit.®
Hasil tersebut diatas berbeda dengan penelitian ini dimana HMSCs akan
diinjeksikan secara subkutan pada tikus model collagen loss yang diinduksi
sinar UVB dan- dianalisis kadar MMP-3 dan IL-6. Penelitian lainnya
melaporkan bahwa HMSCs menyebabkan peningkatan ekspresi prokolagen
tipe | dan penurunan-ekspresi MMP-1 yang signifikan, terutama melalui
penurunan regulasi tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) dan peningkatan
regulasi transforming growth factor beta (TGF-B).*’ Sedangkan penelitian
yang akan dilakukan ini berbeda dengan penelitian tersebut dimana HMSCs
akan diinjeksikan secara subkutan pada tikus model collagen loss yang
diinduksi sinar UVB dan dianalisis kadar MMP-3 dan IL-6. Pemberian
HMSCs meningkatkan produksi collagen Al, dan mencegah degradasi
ekstra seluler matriks.*® Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian ini
dimana HMSCs akan diinjeksikan secara subkutan pada tikus model
collagen loss yang diinduksi sinar UVB dan dianalisis kadar MMP-3 dan
IL-6. Penelitian terdahulu melaporkan bahwa HMSCS menghambat aktivasi

Extra Cellular Matrix (ECM)/MMP sehingga terjadi sintesis kolagen.*



Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian ini dimana HMSCs akan
diinjeksikan secara subkutan pada tikus model collagen loss yang diinduksi
sinar UVB dan dianalisis kadar MMP-3 dan IL-6. Penelitian lainnya juga
melaporkan bahwa HMSCS mencegah diferensiasi myofibroblas dan
pembentukan ECM yang dapat menyebabkan turunnya produksi kolagen.
Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian ini dimana HMSCs akan
diinjeksikan secara subkutan pada tikus model collagen loss yang diinduksi
sinar UVB dan dianalisis kadar MMP-3 dan IL-6. Penelitian olen Utami et
al melaporkan secretom MSCs hipoksia menghambat stress oksidatif pada
DMT1 melalui peningkatan SOD dan penekanan sitokin proinflamasi 1L-6.2
Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian ini dimana HMSCs akan
diinjeksikan secara subkutan pada tikus model collagen loss yang diinduksi

sinar UVB dan dianalisis kadar MMP-3 dan IL-6.
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2.1. Matriks Metaloproteinase-3
2.1.1. Definisi MMP-3

Matrix metalloproteinases (MMPs) adalah endopeptidase yang
mengandung zinc dengan berbagai spesifisitas substrat dan terikat dengan
membran yang memiliki kemampuan untuk mendegradasi berbagai
komponen protein extracellular matrix (ECM)30,31,32° Struktur dan
spesifisitas  substrat MMPs dapat dikategorikan ke dalam lima
subkelompok utama, yaitu (1) kolagenase (MMP-1, MMP-8 dan MMP-
13); (2) gelatinase (MMP-2 dan MMP-9); (3) stromelisin (MMP-3, MMP-
10 dan MMP-11); (4) matrilisin (MMP-7 dan MMP-26); dan (5) MMP
tipe membran (MT) (MMP-14, MMP-15, dan MMP-16) *.
Endopeptidase ini disekresikan oleh keratinosit dan fibroblas dermal
sebagai respons terhadap berbagai rangsangan seperti stres oksidatif,
radiasi ultraviolet, dan sitokin34-

MMPs terdiri dari 28 jenis yang berbeda telah diidentifikasi dan
memainkan peran penting dalam berbagai proses patofisiologis termasuk
penyembuhan luka, pertumbuhan tulang dan remodelling, arthritis,
inflamasi, angiogenesis, kanker, dan photoaging®®35,36. Penelitian
sebelumnya mengungkapkan bahwa radiasi UV meningkatkan setidaknya
tiga MMPs yang berbeda pada kulit manusia secara in vivo, yaitu

interstitial collagenase (MMP-1), stromelysin-1 (MMP-3), dan 92 -kD

10
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gelatinase (MMP-9)37,38,39. MMP-1, MMP-3, and MMP-9 diatur secara
kuat oleh faktor transkripsi activator protein-1 (AP-1), yang secara cepat
diinduksi dan diaktifkan oleh radiasi UV pada kulit manusia secara in vivo
serta memiliki kapasitas untuk mendegradasi sebagian besar protein yang
menyusun ECM dermal40,41,42
Peran dan Mekanisme Seluler MMP-3 dalam Kolagen Loss

Kolagen loss merupakan penuruan kadar kolagen pada kulit yang
disebabkan oleh paparan UVA dan UVB yang dapat menginduksi stres
oksidatif pada kulit manusia dan . menyebabkan kerusakan genetik
temporal dan persisten, peningkatan regulasi aktivitas activator protein
(AP)-1, dan peningkatan ekspresi MIMP43-46= Proses penurunan kadar
kolagen, reactive -oxygen species (ROS) intraseluler berlebih yang
diinduksi UV mengaktifkan mitogen-activated protein kinase (MAPKS)
dan nuclear factor-kappa B (NF-xB) yang berpuncak pada regulasi
transkripsi MMP, dan menghasilkan degradasi kolagen dan elastin, yang
berlanjut ke photoaging (Gambar 2.1).

MMPs yang diekspresikan pada kulit manusia normal, hanya tiga
yang diinduksi secara signifikan sebagai respons terhadap penyinaran
ultraviolet (UV), yaitu MMP-1 (kolagenase), MMP-3 (stromelysin-1), dan
MMP-9 (92kD gelatinase). Pada kulit, keratinosit epidermis dan fibroblas
dermal mensekresi kolagenase MMP-1 yang yang mendegradasi kolagen
fibrilar tipe I dan Il menjadi fragmen-fragmen spesifik di dalam triple

heliks sentral. Gelatinase MMP-9 kemudian menghidrolisis fragmen ini
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yang pada akhirnya merusak fungsi dermis kaya kolagen®** 47 Iradiasi
UV menginduksi peningkatan sintesis dan ekspresi gen MMP-1 oleh
fibroblast dermal, yang dirangsang oleh pembentukan reactive oxygen
species (ROS) berlebih, dan memainkan peran penting dalam penurunan
kolagen. Iradiasi UV menginduksi kelebihan ROS intraseluler seperti
oksigen singlet (*O,), anion superoksida (O,), hidrogen peroksida (H-0>),

dan radikal hidroksil (OH’) yang mengaktifkan mitogen-activated protein

kinase (MAPK)48
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. Gambar 2.1. Peran MMPs dalam Proses Penurunan Kadar Kolagen®

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) adalah keluarga dari
kinase Ser/Thr yang diarahkan oleh prolin yang terdiri dari extracellular
signal-regulated kinases (ERKs) yang menstimulasi ekspresi c-Fos, p38
dan c-Jun NH.-terminal kinase (JNK) yang menstimulasi ekspresi c-Jun®.

Kombinasi c-Jun dengan c-Fos membentuk faktor transkripsi AP-1 yang
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memainkan peran penting dalam regulasi transkripsi MMP-1, MMP-3, dan
MMP-9 dan mengakibatkan degradasi kolagen®**®. Ekspresi AP-1 dapat
menghambat transforming growth factor-f (TGF-B) yang merupakan
pengatur utama produksi prokolagen tipe | pada kulit manusia sehingga
menyebabkan penurunan sintesis prokolagen49,50. ROS juga terbukti
menginduksi aktivasi transkripsi yang dimediasi NF-kB dan regulasi
ekspresi gen MMP. Aktivitas NF-kB bertanggung jawab atas up-regulasi
MMP-1 dan MMP-3 pada fibroblas dermal51,52. Aktivasi AP-1 yang
diinduksi UV meningkatkan ekspresi gen MMP-1, MMP-3, dan MMP-9.
Ketiga MMP tersebut mendegradasi sejumlah besar protein ECM, seperti
kolagen tipe 1V, V, IX, dan X, gelatin, fibrillin-1, fibronektin, laminin, dan
proteoglikan. Fungsi utama MMP-3 adalah mengaktivasi pro-MMP seperti
kolagenase, gelatinase B, dan matrilisin selama pergantian ECM. Produksi
MMP-1 dan MMP-3 sangat penting untuk mengaktifkan sebagian pro-

MMP-1¢53:

Interleukin-6
Definisi 1L-6
IL-6 adalah interleukin yang bertindak sebagai sitokin pro-inflamasi
dan miokin anti-inflamasi. Osteoblas mensekresi IL-6 untuk merangsang
pembentukan osteoklas. Sel otot polos di tunika media banyak pembuluh

darah juga memproduksi IL-6 sebagai sitokin pro-inflamasi. Peran IL-6
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sebagai miokin anti-inflamasi dimediasi melalui efek penghambatannya
pada TNF-alpha dan IL-1 dan aktivasi IL-1ra dan IL-10°".
2.2.2.Peran IL-6 pada penurunan kolagen

Konsentrasi IL-6 meningkat selama degradasi kolagen, dan tidak
tergantung pada etnis. Konsentrasi IL-6 yang cukup tinggi pada orang tua
memainkan peran penting dalam gangguan fungsional, termasuk gerak
rendah, fungsi kognitif dan mental, dan depresi. Tingkat yang sangat
tinggi dari sitokin ini bahkan dapat memprediksi peningkatan kematian
pada individu yang sangat tua. Di sisi lain, tingkat IL-6 yang rendah
mewakili “inflamasi* yang lebih rendah®.

Penurunan ' kadar kolagen adalah suatu kondisi yang
memungkinkan atau menyebabkan munculnya beberapa penyakit yang
terkait kolagen. Fibroblast yang mengalami abnormalitas menunjukkan
kemiripan dengan cancer associated fibroblast (CAFs), termasuk memiliki
ekspresi mMRNA IL-6 yang tinggi. Profil transkripsi fibroblas dermal wajah
pada anak-anak, dan orang dewasa yang sehat, fibroblas dermal yang rusak
akibat UVB pada pasien yang menderita karsinoma sel basal, dan CAF
pada karsinoma sel skuamosa basal memiliki kesamaan dalam ekspresi
pensinyalan IL-6. Janus kinase 2 (JAK2) transduser sinyal dan aktivator
transkripsi 3 (STAT3) menunjukkan tren peningkatan yang jelas dari
aktivitas yang sangat rendah pada fibroblas, hingga aktivitas pada fibroblas
dermal dalam memproduksi produksi kolagen berkaitan dengan

peningkatan derajat inflamasi’.
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Paparan UVB pada kulit dapat menghasilkan peningkatan jumlah
ROS yang menyebabkan ketidakseimbangan antara produksi ROS dan
mekanisme pertahanan antioksidan, yang mengakibatkan stres oksidatif*.
Stres oksidatif ini dapat meningkatkan produksi ROS, dan dapat memulai
peradangan dengan mengaktivasi sitokin pro-inflamasi, seperti interleukin-
2 (IL-2), IL-6, dan TNF-a, melibatkan beberapa jalur NF-kB, hypoxia-
inducible factor l-alpha (HIF-1a), nuclear factor erythroid 2-related
factor 2 (Nrf-2 ), dan activator protein 1 (AP-1)>*%. Sirtuins, suatu histone
deacetylase yang bergantung pada nikotinamida adenin dinukleotida
(NAD(+)), juga mendapat perhatian karena kemampuannya untuk
menunda penuaan seluler dan mendorong perbaikan kerusakan DNA.
SIRT1 terbukti memiliki efek anti-inflamasi dengan menghambat
pensinyalan NF-kB. UVB juga dapat menyebabkan peradangan kronis
dengan menurunkan regulasi ekspresi SIRT1 pada keratinosit manusia®'.

Berbagai stresor termasuk radiasi UV dapat mengaktifkan respon
kerusakan DNA yang dapat memulai penghentian siklus sel melalui jalur
p53/p21 yang melibatkan kaskade P38/MAPK dan jalur NF-xB. Kulit
manusia yang terpapar sinar UV memiliki akumulasi sel-sel tua yang
sangat tinggi. Akumulasi fibroblas tua dapat mempercepat penuaan kulit
dengan mensekresi faktor-faktor fenotipe sekretori terkait penuaan
(SASP), termasuk IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8, dan MMPs. Faktor SASP yang
disekresikan dari fibroblas tua bertanggung jawab atas peradangan kronis

serta degradasi ECM. Gambar 2.2 menjelaskan jalur pensinyalan utama
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yang terlibat dalam penurunan kolagen hingga photoaging yang

diperantarai UV®*®,
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Gambar 2.2. Jalur pensinyalan utama yang terlibat dalam hiperpigmentasi

yang dimediasi UV akibat aktivasi reseptor inflamasi®

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 dapat diisolasi dari
beberapa jaringan antara lain jaringan adipose, folikel rambut, hingga
Wharton Jelly dari tali pusat *. 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
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lain CD44 dan CD29, namun mengekspresikan marker spesifik CD45 dan

CD31 dan bersifat osteogenic ®.

2.3.2. Sumber MSCs

MSCs dapat diperoleh dari beberapa jaringan antara lain sumsum
tulang, jaringan adiposa, folikel rambut, warthonjelly dari tali pusat, dan

plasenta .

Gambar 2.3. Sumber mesenchymal stem cell (MSCs)

2.3.3. Karakteristik MSCs
MSCs memeliki beberapa karakteristik antara lain memiliki

kemampuan self renewal, mampu berdiferensiasi menjadi beberapa sel
dewasa seperti, seperti osteoblas, adiposit, kondrosit, tenosit, dan miosit *’.
Selain itu MSCs juga memiliki kemampuan sebagai imunomodulator karena
mampu mengeksresi beberapa sitokin baik pro atau pun anti inflamasi. Hal

ini menjadikan MSCs memiliki potensi yang besar dalam regenrasi kulit .
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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 bersifat pro-
inflamasi atau bersifat anti-inflamasi. MSCs 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
selesai, MSCs akan berubah peran bersifat anti-inflamasi dan memiliki
kemampuan dalam mengeksresikan sitokin-sitokin yang berperan dalam

menghentikan proses inflamasi "*"*.
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2.4. Kolagen
2.4.1. Definisi Kolagen

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

Kolagen-1 merupakan jenis serabut kolagen terbanyak yang
dijumpai dalam tubuh manusia seperti pada tendon, tulang, kulit. Serabut
kolagen-1 berperan penting dalam pembentukan jaringan parut. Kolagen-
2, kolagen-9, kolagen-10, kolagen-11 ditemukan  pada Kkartilago.
Kolagen-3 banyak dijumpai pada kulit, dinding pembuluh darah, pada
jaringan yang ada serabut retikuler, seperti pada jaringan yang
mengalamipertumbuhan cepat terutama pada tahap awal penyembuhan
luka. Kolagen-3 penyebarannya hampir sama dengan kolagen-1.
Sedangkan kolagen-7 kebanyakan lokasinya terletak pada anchoring
fibril di dermal epidermal junction pada kulit, mukosa dan servik.

Kolagen-7 juga banyak terdapat pada dinding pembuluh darah ™,
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Gambar 2.5. Perbedaan Kolagen Pada Kulit Muda dan Kulit Tua.
Jumlah Kolagen pada kulit yang lebih muda lebih banyak dibandingkan
kulit yang lebih tua ™.

Telah banyak dibuktikan bahwa tipe kolagen yang mendominasi
organ kulit adalah kolagen-1 dan kolagen-3 yang berfungsi pada
pertahanan mekanik. Akan tetapi tipe kolagen lain yang juga ada pada
kulit, seperti kolagen-5, kolagen-6, kolagen-7, kolagen-12 ditemukan
dalam jumlah minimal yang diperkirakan ikut menunjang, akan

2 Karena kolagen-1 yang

tetapiperan yang pasti belum jelas
mendominasi organ Kkulit, maka kolagen- 1 yang akan diukur pada
penelitian kali ini.

Pada umumnya jumlah kolagen akan berkurang dengan
bertambah umur. Akan tetapi beberapa tipe kolagen mengalami hal yang
tidak sama. Pada kulit anak mempunyai banyak kolagen-3 (biasanya pada

jaringan dengan pertumbuhan cepat). Pada proses penuaan intrinsik akan

terjadi penurunan kolagen-3 dan peningkatan kolagen-1. Kolagen-1 terus
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meningkat sampai umur 35 tahun, saat kulit mencapai puncak kekuatan
mekanik, setelah itu kolagen-1 akan menurun. Hubungan umur dengan
jumlah kolagen sampai saat ini belum jelas, akan tetapi jumlah kolagen
manusia setelah umur 60 tahun secara keseluruhan secara signifikan
jumlahnya lebih sedikit dibandingkan dengan kulit umur lebih muda ”.

Kolagen merupakan serat utama pada lapisan dermis kulit dan
merupakan protein yang berfungsi untuk kekuatan mekanik dan
penyangga kulit. Semakin bertambah umur maka struktur protein kulit
dan komponen kulit lain akan berubah dan hal ini menyebabkan penuaan
kulit. Perubahan jumlah kolagen merupakan bagian integral dari proses
penuaan kulit. Diperkirakan bahwa akan terjadi penurunan kolagen
sekitar 1% pertahun perunit area kulit akan tetapi pada kulit yang
terpapar sinar UVB dijumpai penurunan sampai 59% seperti yang
ditemukan pada kulit yang mengalami photodamage ““.

Walaupun kolagen-1 merupakan kolagen utama pada lapisan
dermis kulit akan tetapi kolagen tipe lain juga tidak kalah peranan
pentingnya. Kolagen-7 yang terbanyak pada anchoring fibril terletak
pada membrana basalis yang melekatkan membrana basalis ke papila
dermis. Pada pasien dengan paparan sinar UVB kronis akan menurunkan
jumlah kolagen-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
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karena degenerasi anchoring fibril. Hal ini ditambah adanya bukti adanya
penurunan kolagen-7 pada pada dasar kerutan kulit di samping juga
ditemukan penurunan kolagen-4 pada tempat yang sama .
2.4.2. Perubahan pada kolagen
Pada kulit yang mengalami Photoaging, serat kolagen mengalami
disorganisasi. Serabut kolagen dan kumpulan serat kolagen berkurang serta
mengalami homogenisasi. Kulit yang mengalami Photoaging prekursor

kolagen Tipe | dan Ill dan crosslink-nya berkurang .

Dengan
menggunakan antibody terhadap kolagen Tipe |, tidak ditemukan ada
perubahan kolagen setelah radiasi UVB-B selama 10 minggu. Peningkatan
kolagen pada Tipe Il dimulai setelah terpapar UVB-B selama 12 minggu (5
hari perminggu dengan %2 MED setiap pemaparan).

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

wajah pada ras Asia terjadi lebih lambat dan lebih ringan daripada ras

Kaukasia .
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Penurunan kolagen kulit tampak signifikan pada wanita menopause.
Kolagen kulit orang dewasa berkurang 1 % setiap tahun. Penurunan kolagen
ini lebih tampak pada wanita daripada pria. Kulit kendor dan kerutan wajah
disebabkan kerusakan akumulasi kolagen. Sinar ultraviolet juga memicu
pembentukan radikal bebas, yang dapat bereaksi dengan protein seperti
kolagen sehingga terjadi kerusakan kolagen .
2.4.3. Mekanisme kerusakan kolagen

Pada beberapa penelitian menunjukkan bahwa paparan pada kultur
fibroblast yang menunjukkan bahwa paparan pada kultur fibroblast kulit
yang mengalami kerusakan akibat Ultraviolet. Pada kulit yang terlindungi
sinar matahari dengan kolagen Tipe | yang terdegradasi sebagian diperoleh
melalui percobaan in-vitro kolagen yang dicampur dengan MMPs yang
diinduksi oleh sinar Ultraviolet, yang terjadi melalui 2 mekanisme, yaitu;
mekanisme secara langsung terjadi degradasi kolagen secara tidak langsung
melalui hambatan sintesis kolagen oleh degradasi kolagen yang terbentuk
dari MMP. Kolagen Tipe | yang terfragmentasi memberikan umpan balik

negatif terhadap sintesisnya '

. Model yang menggambarkan kerusakan
akibat paparan sinar UVB pada jaringan kulit. Paparan ultraviolet (panah
bergerigi) mengaktifkan faktor pertumbuhan dan reseptor sitokin pada
permukaan Kkeratinosit dan fibroblast. Reseptor aktif menstimulasi jalur
sinyal transduksi dan merangsang faktor transkripsi AP-1, yang

mempengaruhi transkripsi gen MMP. Dalam fibroblas, AP-1 juga

menghambat ekspresi gen prokolagen. MMP disekresikan oleh keratinosit
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dan fibroblas dan memecah kolagen dan protein lain yang terdapat pada
matriks ekstraselular dermis. Perbaikan kerusakan kulit yang tidak
sempurnaakan menggangu integritas fungsional dan struktural dari matriks
ekstraseluler. Paparan sinar matahari berulang menyebabkan akumulasi
kerusakan kolagen yang akhirnya menghasilkan kerutan yang spesifik
(photodamage skin) *%.
2.4.4. Sintesis Kolagen

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

Bentuk triple helix dari rantai a berbetnuk molekul prokolagen
seperti sebuah batang, dimana kolagen tipe 1 dan 2 berukuran panjang,
300nm dan lebar 1,5nm. Molekul prokolagen mungkin homotrimerik,
dimana ketiga rantainya identik, atau heterotrimerik, dimana dua atau ketiga
rantainya memiliki sekuen yang berbeda. Kombinasi dari banyak rantai
prokolagen o sangat bertanggungjawab atas bermacam-macam tipe dari
kolagen dengan struktur dan fungsi yang berbeda.Pada kolagen tipe I, 1, 111,
molekul kolagen bersatu dan menjadi berkelompok bersama- sama

membentuk fibril®,
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Karena kolagen tipe | sangat banyak, maka didapatkan banyak

penellitian tentang sintesis kolagen ini. Sintesis dari protein penting ini

meliputi beberapa tingkat, dimana disimpulkan pada gambar 2.3 :

1.

lipetida rantai prokolagen a diproduksi pada ikatan poliribosom yang
berikatan dengan membrane dari Retikulum 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 ribosom.
Enzim yang menyertai adalah prolil hidroxilase dan lisil hidroksilase
dan reaksi yang membutuhkan O2, Fe?" dan asam askorbat (vitamin C)
sebagai kofaktor.

Terjadi glikosilasi pada beberapa sisa hidroksilisin, dengan bermacam-
macam tipe dari kolagen 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 dengan posisi yang benar
menjadi triplehelix. Sebagai tambahan, propeptida nonhelix membuat
molekul prokolagen soluble dan mencegah pembentukan intraseluler
prematur dan pengendapan dari fibril kolagen. Prokolagen
ditranspotasikan melalui jaringan golgi dan dieksositosis ke

lingkungan ekstraselular.
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5. Diluar sel, protease spesifik disebut peptidase prokolagen

menyingkirkan perpanjangan propeptida, perubahan dari molekul
prokolagen menjadi molekul kolagen. Sekarang ini sesuai untuk
pembentukan sendiri kedalam fibril kolagen polimerik, biasanya pada
tempat tertentu dekat dengan permukaan sel.

Pada beberapa tipe kolagen, fibril berkumpul membentuk fiber.
Proteoglikan tertentu dan tipe kolagen (tipe V dan tipe XI) bergabung
pada kumpulan molekul kolagen 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 kolagen, sebuah proses dikatalisis oleh enzim

lisil oksidase.
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Gambar 2.6. Sintesis Kolagen
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Proses Hidrosilasi dan glikosilasi pada rantai a prokolagen dan
pembentukan menjadi triple helices terjadi pada RER (Rough Endoplasmic
Reticulum) dan pembentukan menjadi fibril terjadi pada Extracelular
Matrix sesudah mengekskresikan prokolagen. Karena ada sedikit
perbedaan pada gen rantai a prokolagen dan produksi kolagen tergantung
pada beberapa kejadian setelah translasi meliputi beberapa enzim lainnya,

banyaknya penyakit kegagalan sintesa kolagen yang telah dijelaskan .

ocollagen i the ma-v s

~ Gambar 2.7. Procollagen ®

Bentuk dari kolagen yang paling banyak, tipe 1, setiap molekul
prokolagen terdir dari dua rantai peptide yaitu a1 dan a2. Massa 1 buah
molecular kira-kira 100 kDa, terjalin helix pada sisi kanan dan bergabung
bersama oleh interakai ikatan hidrogen dan hidrofobik. Setiap putaran
lengkap dari pilinan helix, dengan jarak 8,6 nm. Panjang setiap molekul

tropokolagen adalah 300nm dan lebarnya 1,5 nm ®*.

Pengaruh HMSCs terhadap Kadar MMP-3 dan IL-6 pada tikus wistar

yang dipapar sinar UVB

HMSCs dapat menginduksi sekresi mediator-mediator dan growth
factor yang mendukung regenerasi kulit, antara lain seperti sitokin
antiinflamasi (IL-10), vascular endothelial growth factor (VEGF), platelet

derived growth factor (PDGF), hepatocyte growth factor (HGF), tumor
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necrosis factor alfa (TNF-a), fibroblast growth factor (FGF), transforming
growth factor (TGF B1), angiopoietin, IL-1, IL-6, dan IFN y yang akan
mencegah hiperpigmentasi *%’. Irradiasi UVB mengidnuksi pembentuk
ROS oleh mitokondria akibat stress oksidatif”. ROS mengaktivasi jalur
NF-kpB disitoplasma melalui berbagai mekanisme. ROS mengaktivasi NF-
kB melalui forsforilasi IKBa sehingga mengakibatkan degradasi IKBa
sehingga NF-kB dapat masuk kedalam nucleus untuk mengaktifkan
transkripsi®®. ROS juga dapat mempengaruhi sifat pengikatan DNA dari
protein NF-kp itu sendiri®®.

NF-kB yang aktif akan bertranslokasi ke nukleus dan menginduski
transkripsi target seperti 1L-6, IL-1p, IL-8 dan TNF-0®. IL-6 yg aktif akan
berikatan dengan reseptor CD126 sehingga mengaktifkan jalur STAT3 yang
menginduksi aktifasi-NF-kB untuk transkripsi sitokin inflamasi kembali®*.
Peningkatan ekspresi sitokin inflamasi ini menginduksi degradasi kolagen
melalui ekspresi MMP-3 dan menyebabkan terbentuknya wringkle®.
Sitokin IL-10 yang diinduksi HMSCs dapat mencegah secara langsung
produksi ekspresi ROS™. IL-10 mengaktifasi fosforilasi STAT3 untuk
membentuk homodimer yang mentraslokasi kedalam nucleus untuk
mengdiring ekspresi gen responsive STAT3, antara lain suppressor of
cytokine signaling 3 (SOSC3). Melalui sintesis SOCS3 de novo, IL-10 dapat
menghambat ekspresi sejumlah gen proinflamasi termasuk gen sitokin TNF-
a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, dan IFN-y. SOSC3 juga menghambat aktifasi

MAPK dan translokasi NF-kB kedalam nucleus schingga tidak terjadi
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ekspresi gen proinflamasi®*. Kandungan lain dari HMSCs adalah TGF-B
yang terbukti secara signifikan mengaktifasi fosforilasi SMAD2/3 untuk
masuk ke nucleus dan menginduksi ekspresi sitokin antiinflamasi®®>. Maka
dengan adanya HMSCs, merupakan kandidat yang mampu mencegah

terjadinya kolagen loss dengan menurunkan kadar IL-6 dan MMP-3.



BAB Il

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori

Paparan sinar UVB dari sinar matahari menginduksi peningkatan
produksi ROS yang kemudian akan megaktivasi MAPK Pathway. Aktivasi
MAPK akan mengaktivasi akan merangsang ekspresi ERK untk
menginduksi c-Fos. Disisi lain MAPK juga mengaktivasi p38 dan JNK
untuk mengingkatkan ekspresi c-Jun. Kompleks c-Jun dan c-Fos akhirnya
membentukan faktor transkripsi AP-1%°. AP-1 selanjutnya mengaktivasi
faktor transkripsi MMPs antara lain. MMP-3, aktivasi ini akan memecah
ECM sehingga terjadi degradasi kolagen®. Ekspresi ROS menginduksi
aktivasi transkripsional yang dimediasi NF-k dan meregulasi ekspresi gen
MMP-1  difibroblast kulit®®. ~Peningkatan “kadar ROS juga akan
mengaktivasi fosforilasi IKK sehingga akan mengaktivasi translokasi NF-
kB ke nukelus untuk menginduksi transkripsi sitokin proinflamasi IL-6.
Disisi lain ROS juga mengaktivasi jalur JNK yang akan mengaktifkan AP-
1 yang juga menginduksi inflamasi dengan terbentuknya IL-6.

Prekondisi hipoksia berpengaruh dalam meningkatkan kemampuan
bertahan hidup dan proliferasi MSCs. MSCs hipoksia akan
mengekspresikan molekul soluble berupa sitokin, kemokin dan growth
faktor lebih banyak dari pada kondisi normal ®. Sitokin-sitokin dan
mediator—mediator yang muncul sebagai respon terhadap adanya hipoksia

antara lain IL-10, TGFp, TGFa, bFGF, EGF, VEGF, PDGF, KGF, G-CSF,

30
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GM-SCF, TNF, IGF-1, dan HGF. Pada penelitian ini HMSCs diberikan
secara subkutan dengan pada daerah yang mengalami kolagen loss dari
hasil induksi irradiasi UVB. Aktivitas HMSCs akan turut mencegah
produksi ROS akibat peran IL-10, inaktivasi jalur ERK/MAPK akibat
peran TGF-B sehingga akan mencegah MMP-3 yang menginduksi
procollagen dan menginduksi SOD akibat peran IL-10 sehingga sehingga
degradasi kolagen tidak terjadi *°. HMSCs dapat mencegah aktivasi NF-kB
sehingga dapat mencegah transkripsi sitokin IL-6. Kondisi hipoksia pada
MSCs akan mentriger HIF-1 yang merupkan faktor transkripsi yang
menjadi stabil dan aktif dalam kondisi hipoksia *®°. Aktivasi HIF-1 pada
MSCs meningkatkan kemampuan proliferasi, kelangsungan hidup, dan
diferensiasi MSCs yang penting untuk regenerasi dan perbaikan jaringan
melalui peningkatan produksi faktor parakrin dan ekstra seluler vesikel.
Faktor-faktor ini termasuk molekul anti-inflamasi IL-10 yang membantu
mengurangi peradangan dengan menekan sitokin pro inflammasi 1L-6%.
MSCs dalam kondisi hipoksia dapat memodulasi ECM, yang penting
untuk menjaga struktur dan fungsi jaringan. Dengan mempengaruhi
komponen ECM seperti mencegah produksi enzim MMP-3, MSCs
membantu mencegah degradasi kolagen dan mendukung integritas

jaringan **.
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Dosis HMSCs
Paparan sinar UVB
Kadar ROS | «
Ekspresi MAPK Ekspresi IKK
Ekspresi c-jun/c-fos Ekspresi IKB
Ekspresi AP-1 Ekspresi NF-kB | 4=—=——
Kadar MMP-3 Kadar IL-6

Gambar 3.1. Kerangka Teori
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HMSCs

a
~

33

Kadar MMP-3

Kadar IL-6

Gambar 3.2. Kerangka Konsep
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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 Tikus jantan Galur Wistar dengan bobot badan 200-250 gr.

Perlakuan terdiri dari kelompok K1 yaitu tikus sehat tanpa penyinaran UV-

B), kelompok K2 yaitu kelompok kontrol negatif dimana tikus dipapar UV-

B dengan pemberian vehicle NaCl secara subkutan, kelompok K3 yaitu

kelompok kontrol positif dimana Tikus dipapar UV-B dengan pemberian

kontrol positif hyaluronic acid (HA) Staris® dosis 200uL secara subkutan,

kelompok K4 yaitu kelompok perlakuan 1 dimana tikus dipapar UV-B

dengan perlakuan HMSCs 2,5 x10° sel secara subkutan, dan kelompok K5

yaitu kelompok perlakuam dua dimana tikus dipapar UV-B dengan

perlakuan HMSCs 5 x10° sel secara subkutan.

UV-B ()

Gambar 4.1. Alur Rancangan Renelitian
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Keterangan:

S :
A :
R :

O1K1
02K2
O3K3
0O4K4
04K5

Sampel

Aklimasi

Randomisasi menjadi 4 kelompok
: Observasi Kelompok 1

: Observasi Kelompok 2

: Observasi Kelompok 3

: Observasi Kelompok 4

: Observasi Kelompok 5

Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.2.1.

4.2.2.

Variabel Peneltian
4.2.1.1. Variabel bebas
HMSCs dosis 2,5 x10° sel dan 5 x10° sel secara subkutan
4.2.1.2. Variabel Terikat
Variabel terikat: Kadar MMP-3 dan Kadar IL-6
4.2.1.3. Variabel Prakondisi
Variabel prakondisi dalam penelitian ini adalah sinar UVB.
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. HMSCs
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HMSC adalah stem cells yang memiliki bentuk
menyerupai sel fibroblas (fibroblast-shaped) yang pada
penelitian ini diisolasi dari tikus galur Wistar pada 19 hari masa
bunting dan dikultur menggunakan medium DMEM yang
dicampur dengan Fetal Bovine Serum (FBS), antijamur dan
antibiotik. MSCs passage 4 digunakan untuk penelitian dengan
di induksi hipoksia dengan O, 5% selama 24 jam lalu di panen
dan dilakukan validasi MSCs dengan flowcytometry
mengunakan parameter stemness marker dengan nilai persentase
CD29+, CD4+ dan negatif marker CD45- dan CD31-. Dosis
HMSCs yang digunakan sebanyak 2,5 x10° sel dan 5x10° sel
untuk masing-masing kelompok perlakuan diinjeksikan pada hari
e 13
Skala: Rasio

4.2.2.2. Kadar MMP-3
MMP-3 adalah endopeptidase yang mengandung zinc
dengan berbagai spesifisitas substrat dan terikat dengan
membran yang memiliki kemampuan untuk mendegradasi
berbagai komponen protein extracellular matrix. Sampel
jaringan kulit di isolasi pada hari ke-21 perlakuan dan di analisis
kadar MMP-3. Banyaknya MMP-3 dalam plasma darah tikus

yang dinyatakan dalam satuan ng/L, diukur menggunakan
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metode ELISA dengan reagen ELISA kit rat MMP-3 di
Laboratorium SCCR Indonesia.
Skala: Rasio
4.2.2.3.Kadar IL-6
IL-6 adalah sitokin proinflamasi yang memiliki peran
dalam proses degradasi kolagen akibat irradiasi UVB. Sampel
jaringan kulit di isolasi pada hari ke-21 perlakuan dan di analisis
kadar IL-6. Banyaknya IL-6 dalam plasma darah tikus yang
dinyatakan dalam satuan ng/L, diukur menggunakan metode
ELISA dengan reagen ELISA Kit rat IL-6 di Laboratorium SCCR
Indonesia
Skala : Rasio
4.2.2.4. Sinar UVB
Dalam penelitian ini, sinar UVB merujuk kepada radiasi
UVB yang dihasilkan oleh perangkat UVB narrowband tipe
TLF72-100W/12. Paparan sinar UVB dilakukan selama 5 kali
perminggu pada hari ke 1, 2, 4, 5, dan 7 selama 2 minggu.
Dosis paparan sinar UVB dengan UV light (broadband dengan
peak emission 302 nm) dengan minimal erythema dose (MED)
160 mJd/cm? yang dipapar sekitar 8 menit/hari dengan jarak

20cm. 1%
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4.3. Subjek Penelitian dan Sampel Penelitian
4.3.1. Subjek Penelitian

Subjek pada penelitian ini merupakan Tikus jantan Galur
Wistar berusia 2-3 bulan dengan bobot badan 200-250 gram yang
dinyatakan sehat dan layak digunakan untuk penelitian yang
diperoleh dari SCCR Indonesia yang dipapar sinar UV-B 302 nm
dengan MED 160 mJ/cm? yang dipapar sekitar 8 menit dengan jarak
20 cm selama 5 kali seminggu selama 2 minggu hingga

berkurangnya densitas kolagen.

4.3.2. Sampel Penelitian
4.3.2.1. Kriteria Inklusi
Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah sebagai berikut :
1. Tikus putih jantan Galur ~Wistar yang mengalami
collagen loss akibat paparan UV-B.
2.Umur 2-3 bulan.
3. Kondisi sehat.
4. Berat badan 200-250 gram.
4.3.2.2. Kriteria Eksklusi
Tikus putih jantan Galur Wistar dengan Kriteria :
1. Memiliki kelainan anatomis.
2. Sudah pernah digunakan untuk penelitian sebelumnya.

3. Tidak mengalami collagen loss.
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4.3.2.3. Kriteria Drop Out

Tikus mati atau infeksi selama penelitian.

Cara Pengambilan Sampel Penelitian

Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan menggunakan
cara Randomized Sampling. Tikus putih jantan Galur Wistar dibagi
menjadi 5 kelompok yaitu kelompok Sham (tikus sehat tanpa
paparan UV-B), Kontrol Negatif (tikus dipapar UV-B dengan
pemberian NaCl 0.9% secara subkutan), Kontrol positif (tikus
dipapar UV-B dengan pemberian HA dosis 200uL sevara subkutan)
Perlakuan 1 (tikus dipapar UV-B dengan perlakuan HMSCs dosis
2,5 x10° sel secara subkutan) dan Perlakuan 2 (tikus dipapar UV-B

dengan perlakuan HMSCs dosis 5 x10° sel secara subkutan)

Besar Sampel
Besar sampel dilakukan dengan rumus sampel eksperimental

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

4n-4>15

4n>19

n=>4775
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Perhitungan dengan menggunakan rumus federer didapatkan
jumlah tikus 5 ekor perkelompok. Jumlah sampel yang digunakan
peneliti yaitu minimal 5 ekor tikus perkelompok dan di tambahkan 1
hewan uji perkelompok sebagai cadangan.

Keterangan:
t= banyaknya perlakuan

n= banyak sampel setiap perlakuan

4.4. Alat dan Bahan

44.1. Alat

442

Penelitian ini  menggunakan beberapa peralatan untuk
membuat hewan model antara lain berupa UV light (broadband
dengan peak emission pada 302 nm) dengan energi 160 mJ/cm?,
pisau cukur, kandang paparan, kandang pemeliharan, tempat air
minum tikus dan pemotong rambut. Alat yang digunakan untuk
pengumpulan data adalah vacutainer, tabung hematokrit, pot 5 mL, 6
mm biopsy punch, sentrifus, mikropipet, 2000 uL mikropipet 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
Penelitian ini menggunakan beberapa bahan yang terdiri :

o seperti gel base,
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ketamin,
xylazine,

etanol,

akuades,
kloroform,

Elisa kit MMP-3

Elisa kit IL-6

45. Cara Penelitian

45.1. Perolehan Ethical Clearance

Ethical clearance penelitian diajukan Fakultas Kedokteran

Universitas Islam Sultan Agung Semarang.

4.5.2. Prosedur lsolasi Hypoxia 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 tikus dikumpulkan dan ditaruh
dalam wadah steril yang mengandung NaCl 0.9%

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

Umbilical cord dipisahkan dari janin tikus dan pembuluh darah

dibuang.
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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 CD3l1 dengan Flow

Cytometry

1.

103,104

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 1x10’ 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 10° sel/ml jika
jumlah sel terbatas.

Siapkan tabung falcon 5ml yag berisi reagen flowcytometry
(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 CD29 Sul
2 PE mouse anti-human CD90 S5ul
3 PerCP-CyTm 5.5 mouse anti-human Sul

CD45 "
4 APC Mouse anti-human CD31 S5ul
5 Kosong -
hMSC positive isotype control
. 20ul
cocktail
6
hMSC negative isotype control
. 20ul
cocktail
hMSC positive cocktail 20ul
7

PE hMSC negative cocktail 20ul
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4.5.4. Pembuatan Hypoksia MSCs (HMSC:s).

1. MSCs yang telah mencapai 80% konfulensi ditambahkan
medium komplit hingga 10 mL. MSCs didalam flask kemudian
di masukkan kedalam hipoksia chamber.

2. Gas nitrogen di salurkan melalui katub inlet dan O2 meter di
tempatkan di lubang sensor. Nitrogen di tambahkan hingga
sensor menunjukan 5% O2.

3. Chamber hipoksia kemudian di inkubasi selama 24 jam selama
37C.

4. Sel yang telah di hipoksia di panen dan di masukan dalam spuit

1 mL serta di tambahkan NaCl 0,9%.

455. Penyinaran UV-B dan Pemberian Perlakuan pada Subjek

Percobaan

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

2. Rambut pada bagian punggung tikus di potong 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 8 menit/hari dengan jarak 20cm
selama 5 kali seminggu (hari 1, 2, 4, 5, dan 7) selama 2 minggu *%.

4. Tikus Perlakuan 1 kemudian diberi perlakuan secara subkutan

menggunakan HMSCs yang diberikan satu kali pada hari 15 hari.
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Tikus pada Perlakuan 2 diberi perlakuan secara subkutan

menggunakan HMSCs yang diberikan satu kali pada hari 15 hari.

4.5.6. Pengambilan Sampel Darah
Sebanyak 3 mL sampel darah subjek penelitian diambil pada
hari ke-21 dari vena orbital menggunakan tabung hematokrit tanpa
pembiusan. Sampel darah dimasukkan ke dalam vacutainer EDTA
dan didiamkan selama 10 menit, kemudian disentrifus pada
kecepatan 400xG selama 10 menit. Kemudian diambil menggunakan
micropipet, dimasukkan ke dalam tabung vial 1,5 mL dan disimpan

pada suhu -80°C hingga proses analisis dilakukan.

4.5.7. Pembuatan Blok Parafin.
1. Dehidrasi
Masukan potongan jaringan dalam alkohol bertingkat dari
30%, 40%, 60%, 50%, 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
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
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polilisin sebagai perekat. Masukan jaringan pada kaca obyek
deparafinasi dalam inkubator dan dipanaskan dengan suhu 56-

58°C hingga parafin mencair.

45.8. Validasi Berkurangnya Kolagen Akibat UV-B Menggunakan
Pengecatan Kolagen
Pengecatan kolagen dilakukan dengan menggunakan metode

pengecatan Masson Trichome dengan tahapan sebagai berikut :

=

Slide jaringan dideparafinisasi.

2. Cairan Bouin dipanaskan pada suhu 54-64°C.

3. Slide diinkubasi dalam Cairan Bouin yang dipanaskan selama 60
menit dan dinginkan selama 10 menit, kemudian dibilas dengan air
mengalir.

4. Slide diinkubasi dalam Hematoxylin Besi Weigert selama 5 menit,
kemudian bilas dengan air.

5. Slide diinkubasi dalam larutan Biebrich Scarlet/Acid Fuchsin
selama 15 menit, kemudian dibilas dengan air.

6. Slide diinkubasi dalam larutan asam fosfomolibdat/fosfotungstat
selama 10-15 menit.

7. Slide diinkubasi dalam larutan Aniline Blue selama 5-10 menit,
kemudian dibilas dengan air.

12. Slide diinkubasi dalam larutan asam asetat selama 3-5 menit.

13. Slide dilakukan proses dehidrasi, kemudian pasang desk glass.
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4.5.9. Analisis Kuantitatif Kadar MMP-3 dan IL-6 dengan metode
ELISA
Sampel plasma darah yang telah diperoleh kemudian dianalisis
kadar MMP-3 dan IL-6 menggunakan metode Enzyme Linked
Immunoabsorbance Assay (ELISA). Sebelum proses analisis, plasma
darah dicairkan dalam suhu ruang dan diresuspensi untuk agar serum
tercampur secara merata. Analisis ELISA MMP-3 dan IL-6
dilakukan dengan metode kit dari Finetest ® (Wuhan, China).
Langkah-langkah analisis kadar MMP-3 dan IL-6 mengikuti protocol
yang sesuai dengan petunjuk ada. Pembacaan dilakukan dengan
menggunakan microplate reader pada panjang gelombang 450 nm.
Tempat dan Waktu Peneltian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Stem Cell and Cancer Research
Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung, Semarang, Jawa
Tengah. Penelitian rencana akan dilakukan pada September — Oktober 2024.
Analisa 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.
Pada penelitian ini peroleh data IL-6 adalah normal dan homogen yang
ditandai dengan (P>0,05), maka dilakukan uji beda One Way Anova. Pada
data MMP-3 diperoleh data normal dan tidak homogen, maka juga

dilakukan uji beda One Way Anova. Data varianel IL-6 dan MMP-3
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menunjukkan terdapat perbedaan signifikan (p<0,05) pada semua kelompok
penelitian setelah uji One Way Anova, maka dilanjutkan dengan uji Post
Hoc LSD untuk IL-6 dan post hoc Tamhane untuk MMP-3 yang bertujuan
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.



4.1. Alur Penelitian
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v

Pemeriksaan kadar MMP-3 dan IL-6
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Pengolahan dan analisa data

Gambar 4.2. Alur penelitian



BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental yang dilakukan selama bulan
Oktober hingga November 2024 di Laboratorium Stem Cell and Cancer Research
(SCCR) Indonesia, Semarang. Subjek penelitian ini adalah tikus jantan collagen
loss yang di induksi UVB 302 nm dengan dosis 160 mJ/cm2 selama 2 minggu.
Penelitian ini menggunakan 25 ekor dan tidak ada yang eksklusi selama penelitian
berlangsung. Pada penelitian ini di bagi menjadi 5 kelompok yaitu, kelompok
sehat, kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol positif, kelompok perlakuan
satu menerima suntikan hypoxia mesenchymal stem cells (HMSCs) 2,5x10° sel,
dan kelompok perlakuan dua menerima suntikan HMSCs 5x10° sel secara
subkutan pada hari ke 15 setelah penyinaran UVB. Pada penelitian ini, sebelum
penelitian dilaksanakan dilakukan validasi collagen loss dan terbukti bahwa
pemberian sinar UVB dengan dosis tersebut mampu menyebabkan collagen loss.
Pada penelitian ini diperoleh hasil bahwa pemberian HMSCs dapat menurunkan

kadar IL-6 dan MMP-3 secara signifikan.

Hasil pengamatan secara anatomis terlihat bahwa pada tikus yang
mendapatkan paparan sinar UVB pada hari ke-15 pengamatan, kulit bagian dorsal
terjadi kemerahan eritema dan kerutan jika dibandingkan kelompok sehat
(Gambar 5.1 A-B). Pengamatan secara mikroskopis dengan pewarnaan masson
trichome untuk mewarnain kolagen dilakukan pada hari ke 15 untuk melihat

adanya collagen loss akibat paparan UVB. Hasil pengamatan terlihat adanya
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collagen loss pada tikus yang terpapar UVB dibandingkan dengan yang tidak

terpapar (Gambar 5.1 C-D).

Gambar 5.1. Validasi kolagen (A) Tidak terdapat kemerahan dan kerutan pada
tikus sehat, (B) Tampak memerah dan kerutan pada tikus yang dipapar sinar UVB,
(C) Masson Thrichrome dengan warna biru yang menandakan adanya produksi
kolagen pada tikus sehat, dan (D) kulit tikus yang dipapar sinar UVB
menunjukkan warna merah yang menandakan ekspresi kolagen terhambat (D).
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5.1. Hasil Validasi Hypoxia Mesenchymal Stem Cells

Isolasi MSCs dilakukan di Laboratorium Stem Cell and Cancer
Research Indonesia (SCCR), Semarang, menggunakan umbilical cord tikus
bunting usia 19 hari. Hasil isolasi kemudian dilakukan kultur pada flask
kultur dengan medium khusus. Hasil kultur MSCs setelah pasase ke-4 dan
dilakukan hipoksia selama 24 jam didapatkan gambaran sel yang melekat
pada dasar flask dengan morfologi spindle shape (Gambar 5.2 A). Sel
hypoxia mesenchymal stem cells (HMSCs) dikultur dalam medium induksi
osteogenik dan adipogenik selama 14 hari untuk mengetahui kemampuan
diferensiasi menjadi sel osteosit dan adiposit sebagai salah satau metode
validasi MSCs. Gambaran diferensiasi osteogenik MSCs ditunjukkan oleh
sel yang berisi deposit kalsium dengan pewarnaan Alizarin Red Gambar 5.2
B. Diferensiasi adipogenik MSCs ditunjukkan oleh sel yang Dberisi
akumulasi droplet lipid dengan pewarnaan Oil Red O (Gambar 5.2 C).
Deposisi kalsium dan lemak hasil diferensiasi HMSCs menjadi osteosit dan
adiposit ditunjukkan dengan warna merah pada masing-masing kultur. Hasil
isolasi HMSCs divalidasi menggunakan —flow cytrometry untuk
menunjukkan kemampuan HMSCs dalam mengekspresikan berbagai
surface marker khusus. Hasil secara kuantitatif berupa persentase ekspresi
positif CD 90 (99,98%), CD 29 (95,25%), dan ekspresi negatif dari CD 45

(0,12%), dan CD 31 (0,05%) (Gambar 5.2 D).
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Gambar 5.2, Validasi HMSCs (A) HMSCs passage 4 konfluensi 80% (Perbesaran
40x), (B) Gambaran desposisi kalium dengan pewarnaan Alizarin Red (perbesaran
400x), dan (C) Gambaran desposisi lemak dengan pewarnaan Oil Red O
(perbesaran 400x). (D) Ekspresi surface marker HMSCs CD90, CD29, CD45, dan
CD31 pada MSCs
5.2. Hasil Penelitian
5.2.1. Efek Pemberian HMSCs terhadap Kadar Interluekin-6
Penelitian Hypoxia Mesencymal Stem Cell (HMScs) terhadap kadar
IL-6 dan MMP-1 pada tikus galur wistar yang di induksi paparan sinar UVB

dianalisis pada hari ke-22. Hasil penelitian tersebut tertera pada tabel 5.1.
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Tabel 5.1. Hasil Analisis Rerata, Uji Normalitas, Uji Homogenitas, dan
Uji Beda pada Kadar IL-6 dan MMP-3

Kelompok
Variabel K1 K2 K3 K4 K5 Sig.(p)
N=6 N=6 N=6 N=6 N=6

Kadar IL-6
Mean 37,13 272,02 220,94 66,23 42,19
Std.deviasi 9,40 12,74 17,31 17,48 5,30
Shapiro Wilk 0,784*  0,210* 0,225*  0,180*  0,879*
Levene test 0,376**
One Way <0,000***
ANOVA

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

p<0,05

Tabel 5.1 menunjukkan bahwa rerata ekspresi IL-6 terendah yaitu
pada kelompok tikus sehat sebesar 37,13+9,40 pg/mL, kemudian diikuti
oleh kelompok perlakuan K5 yaitu kelompok tikus yang disinari UVB dan
diberi perlakuan HMSCs 5x10° sel secara subkutan sebesar 42,19+5,30, dan
selanjutnya kadar IL-6 pada kelompok K4, kelompok tikus yang disinari
UVB dan diberi perlakuan HMSCs 2,5x10° sel secara subkutan sebesar
66,23+17,48. Rerata kadar IL-6 tertinggi 272,02+12,74 adalah kelompok
kontrol negatif yang disinart UVB dan hanya diberikan vehicle berupa NaCl
0,9% 200uL. Kelompok kontrol positif mengalami penurunan kadar IL-6
jika dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif. Seluruh kelompok
kadar IL-6 berdasarkan uji shapiro wilk berdistribusi normal dengan nilai p-
value >0,05 dan uji homogenitas dengan menggunakan lavene test diperoleh
hasil data yang homogen dengan nilai p-value (p>0,05). Sebaran data
normal dan homogen maka analisis data menggunakan uji parametrik one
way ANOVA. Hasil uji one way ANOVA menunjukkan terdapat perbedaan

signifikan pada kelompok penelitian dengan nilai p-value 0,000 (p<0.05).
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Hasil signifikan pada uji one way ANOVA kemudian dilanjutkan dengan uji
post hoc LSD untuk mengetahui kelompok mana yang paling berbeda
signifikan.

Tabel 5.2. Perbedaan Kadar IL-6 antara Kelompok Penelitian
K1 K2 K3 K4 K5

K1
K2

0,001* 0,001* 0,138 0,791
0,013* 0,001* 0,001*

0,001*

K3 0,001* 0,013* 0,001* 0,001*
K4 0,138 0,001* 0,001*
K5 0,791 0,001* 0,001*

*Uji Post hoc LSD dengan nilai signifikan p<0.05

Hasil uji post hoc LSD kadar IL-6 pada tabel 5.2 menunjukkan kadar
IL-6 pada kelompok. tikus sehat terdapat perbedaan signifikan terhadap
kelompok kontrol negatif tikus yang disinari UVB dan diberi perlakuan
NaCl 0,9% sebanyak 200uL (K2), juga berbeda secara signifikan dengan
kelompok kontrol positif (K3) dengan nilai p. <0,05. Kelompok tikus sehat
tidak berbeda signifikan dengan kelompok pelakuan HMSCs K4 dan Kb5.
Kelompok kontrol negatif berbeda signifikan dengan semua kelompok
kecuali kelompok kontrol positif K3 menyimpulkan bahwa kelompok
kontrol positif tidak efektif dalam menurunkan kadar IL-6. Kelompok
perlakuan HMSCs dosis 2,5x10° sel dan dosis 5x10° sel tidak berbeda
signifikan dengan nilai p>0,05. Berdasarkan data diatas dapat disimpulkan
bahwa pemberian pemberian HMSCs dosis dosis 2,5x10° sel dan dosis

5x10° sel berpengaruh secara signifikan terhadap kadar IL-6 pada tikus
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jantan galur wistar yang disinari UVB dibandingkan kelompok kontrol
negatif, namun pemberian dosis dosis 2,5x10° sel dan dosis 5x10° sel tidak
berbeda secara signifikan sehingga kedua dosis tersebut memiliki efektifitas
yang sama. Efektifitas yang sama dari kedua dosis yang diujikan terhadap
kadar sitokin pro-inflamasi IL-6 menunjukkan bahwa pengunaan dosis
rendah memiliki nilai efektifitas sama dengan dosis tinggi, sehingga
disarankan pengunaan dosis 2,5x10° sel lebih efektif dalam menurunkan

kadar IL-6.
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Gambar 5.3. Kadar IL-6 pada tikus model collagen loss. Data ditampilkan
dengan nilai rata-rata dari 6 hewan model + SD. * p<0,05 berbeda secara
signifikan dan ns p>0,05 tidak berbeda secara signifikan.
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5.2.2. Efek  Pemberian HMSCs terhadap Kadar  Matrix
Metaloproteinase-3

Tabel 5.3. Hasil Analisis Rerata, Uji Normalitas, Uji Homogenitas, dan
Uji Beda pada Kadar IL-6 dan MMP-3

Kelompok
Variabel K1 K2 K3 K4 K5 Sig.(p)
N=6 N=6 N=6 N=6 N=6

Kadar MMP-3
Mean 806,84 8065,20 5492,60 4099,80 3329,00
Std.deviasi 98,82 384,89 271,98 269,08 192,83
Shapiro Wilk 0,128* 0,637* 0,356* 0,145*  0,916*
Levene test 0,021
One Way <0,000***
ANOVA

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

Rerata ekspresi MMP-3 terendah yaitu pada kelompok tikus sehat
sebesar 806,84+98,82 pg/mL, kemudian diikuti oleh kelompok perlakuan
K5 yaitu kelompok tikus yang disinari UVB dan diberi perlakuan HMSCs
5x10° sel secara subkutan sebesar 3329,00+192,83 pg/mL, dan selanjutnya
kadar MMP-3 pada kelompok K4, kelompok tikus yang disinari UVB dan
diberi perlakuan HMSCs 2,5x10° sel secara subkutan sebesar
4099,80+269,08 pg/mL. Rerata kadar MMP-3 tertinggi 8065,20+384,89
pg/mL adalah kelompok kontrol negatif yang disinari UVB dan hanya
diberikan vehicle berupa NaCl 0,9% 200uL. Kelompok kontrol positif
(5492,60+271,98 pg/mL) mengalami penurunan kadar MMP-3 jika
dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif. Seluruh kelompok kadar

MMP-3 berdasarkan uji shapiro wilk berdistribusi normal dengan nilai p-
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value >0,05 dan uji homogenitas dengan menggunakan lavene test diperoleh
hasil data tidak homogen dengan nilai p-value 0,021 (p<0,05). Sebaran data
normal dan tidak homogen maka analisis data menggunakan uji parametrik
one way ANOVA. Hasil uji one way ANOVA menunjukkan terdapat
perbedaan signifikan pada kelompok penelitian dengan nilai p-value 0,000
(p<0.05). Hasil signifikan pada uji one way ANOVA kemudian dilanjutkan
dengan uji post hoc Tamhane untuk mengetahui kelompok mana yang
paling berbeda signifikan.

Tabel 5.4. Perbedaan Kadar MMP-3 antara Kelompok Penelitian
K1 K2 K3 K4 K5

K1
K2 0,001*

K3 0,001*
K4 0,001* 0,001* 0,064
K5 0,001* 0,001* 0,003*

0,001* 0,001* 0,001* 0,001*
0,009* 0,001* 0,001*
0,064 0,003*
0,411

0,009*

0,411

*Uji Post hoc Tamhane dengan nilai signifikan p<0.05

Hasil uji post hoc Tambhane pada tabel 5.3 menunjukkan kadar
MMP-3 pada kelompok tikus sehat (K1) terdapat perbedaan signifikan
terhadap semua kelompok penelitian baik kelompok tikus kontrol negatif
(K2), kelompok kontrol positif (K3), kelompok perlakuan HMSCs dosis
2,5x10° sel (K4) dan kelompok perlakuan HMSCs dosis 5x10° sel dengan
nilai p 0,001 (p<0,05). Kelompok kontrol negatif (K2) juga berbeda secara
signifikan dengan nilai p<0,05 terhadap semua kelompok penelitian.

Kelompok kontrol positif (K3) tidak berbeda signifikan dengan kelompok
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perlakuan HMSCs dosis 2,5x10° sel (K4) dengan nilai p>0,05 (0,064). Pada
kelompok perlakuan HMSCs dosis 2,5x10° sel (K4) juga tidak berbeda
signifikan dengan kelompok perlakuan HMSCs dosis 5x10° sel (K5) dengan
nilai p>0,05 (0,411). Berdasarkan data diatas dapat disimpulkan bahwa
pemberian pemberian HMSCs dosis 2,5x10° sel dan 5x10° sel berpengaruh
secara signifikan terhadap kadar MMP-3 pada tikus jantan galur wistar yang
disinari UVB dibandingkan kelompok kontrol negatif, namun pemberian
dosis dosis 2,5x10° sel dan dosis 5x10° sel tidak berbeda secara signifikan
sehingga kedua dosis tersebut memiliki efektifitas yang sama. Efektifitas
yang sama dari kedua dosis yang diujikan terhadap kadar MMP-3
menunjukkan bahwa pengunaan dosis rendah memiliki nilai efektifitas sama
dengan dosis tinggi, sehingga disarankan pengunaan dosis 2,5x10° sel lebih

efektif dalam menurunkan kadar MMP-3.
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Kadar MMP-3 (pg/mL)

Gambar 5.4. Kadar MMP-3 pada tikus model collagen loss. Data
ditampilkan dengan nilai rata-rata dari 6 hewan model + SD. * p<0,05
berbeda secara signifikan dan ns p>0,05 tidak berbeda secara signifikan.
5.3. Pembahasan

Radiasi sinar UVB merupakan penyebab utama berkurangnya kolagen
kulit yang ditandai dengan kondisi stress oksidatif yang berlebihan'®.
Respon stress oksidatif yang diinduksi UVB mengaktivasi jalur pensinyalan
NF-kB di epidermis yang berdampak pada penekanan sitokin anti
inflammasi seperti IL-10 dan peningkatan sitokin pro inflammasi seperti IL-
6 sehingga menginduksi berbagai jalur, salah satunya produksi enzim MMP-
31197 penelitian terdahulu melaporkan bahwa peningkatan ROS akan
menginduksi inflamasi melalui aktivasi faktor transkripsi NF-kB. NF-kB

yang teraktivasi akan bertranslokasi kenukleus untuk menginduksi
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transkripsi sitokin proinflamasi IL-6 '%. Peningkatan kadar IL-6 ini akan
menekan ekspresi faktor pertumbuhan TGF-B dan menginduksi ekspresi
enzim MMP-3 yang menyebabkan sel fibroblast gagal melakukan sintesis

kolagen %1%,

Hal ini menunjukkan bahwa penurunan kadar IL-6 dan
MMP-3 diharapkan dapat menghambat proses pengurangan kolagen yang
disebabkan oleh paparan sinar UVB.

Penelitian ini  menganalisis kadar IL-6 merupakan sitokin
proinflamasi yang berperan dalam induksi inflamasi salah satunya
diakibatkan paparan sinar UVB. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
terdapat penurunan kadar IL-6 secara signifikan pada kelompok perlakuan
HMSCs dosis 2,5x10° sel dan dosis 5x10° sel dibanding kontrol negatif,
dimana penurunan kadar IL-6 yang terrendah pada kelompok HMSCs
dosis 5x10° sel. Hal disebabkan karena semakain besar dosis HMSCs,
semakin banyak sel yang dapat menginduksi ekspresi sitokin antiinflamasi
IL-10 sehingga dapat menurunkan kadar IL.-6 *'°. Penelitian terdahulu
melaporkan bahwa IL-10 mampu berperan dalam penekanan inflamasi
melalui aktivasi beberapa protein intraseluler, salah satunya adalah
penekan sinyal sitokin 3 (SOSC3) '3 |L-10 akan berikatan pada
receptor dan mengaktivasi jalur pensinyalan signal transducer and
activator of transcription 3 (STAT-3) *!° Protein STAT3 akan masuk
ke nukleus dan mengaktivasi sekuens mMRNA SOSC3 . Protein SOSC3
kemudian diekspresikan secara intraseluler dan menekan berbagai jalur

pensinyalan proinflamasi, salah satunya adalah NF-kB *’. Penekanan jalur
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NF-kB akan berujung pada penurunan sekresi berbagai sitokin
proinflamasi, seperti IL-6 ™. Pada kelompok 3 pemberian HA hanya
sedikit menurunkan kadar IL-6, hal ini dimungkinkan karena dosis HA
yang digunakan tidak memiliki aktivitas antiinflamasi yang kuat. Pe
nelitian sebelumnya melaporkan bahwa HA dosis 1mg/mL dapat menekan
inflamasi melalui interkasi dengan reseptor membran TLR4. Interaksi ini
akan memicu aktivasi glikoprotein CD44 untuk menginduksi diferensiasi
keratinosit. Disisi lain, interaksi TLR4 akan mengaktifkan translokasi NF-
kB untuk menginduksi ekspresi sitokin proinflamasi IL-6 1,
Pada penelitian ini. kadar MMP-3 mengalami penurunan pada
kelompok kontrol negatif. Hal ini disebabkan UVB menginduksi
peningkatan kadar ROS dan kerusakan DNA pada sel-sel kulit, seperti

keratinosit dan fibroblast **%'#

. Kerusakan DNA mengaktifkan jalur
respons stres seluler, termasuk mitogen-activated protein kinase (MAPK)
yang menyebabkan fosforilasi dan aktivasi faktor transkripsi seperti AP-1
dan NF-kB 2% Faktor transkripsi yang diaktifkan mengikat elemen
respons spesifik dalam promotor gen MMP-3, yang memicu peningkatan

transkripsi gen MMP-3 %

. Enzim MMP-3 yang meningkat mampu
mendegradasi berbagai komponen matriks ekstraseluler seperti kolagen .
Peningkatan kadar MMP-3 selanjutnya dapat mengaktifkan MMPs family
dan protease lain, yang memperkuat respons degradasi kolagen 2%,

Pemberian HMSCs menunjukkan bahwa HMSCs dosis 2,5x10° sel

dan 5x10°> sel mampu secara signifikan menurunkan kadar MMP-3
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dibandingkan dengan kontrol negatif.  Penelitian ini sejalan dengan
penelitian sebelumnya yang melaporkan bahwa pemberian MSCs
menginduksi tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMPS) sehingga
menghambat MMPs termasuk MMP-3 dan MMP-1 serta menginduksi
kolagen tipe-1 pada model tikus wringkle hairless SKH-1 **. Pemberian
conditioned medium MSCs yang mengandung kadar sitokin pro-inflamasi
IL-10 tinggi terbukti menginduksi penurunan ekspresi MMPs pada model
tikus hiperpigmentasi >. MSCs yang ada di lingkungan mikro kulit dapat
merespon kondisi hipoksia dan inflamasi yang disebabkan oleh paparan
UVB sehingga MSCs mengaktifkan mekanisme survival, termasuk
stabilisasi faktor transkripsi hypoxia-inducible factor-Za (HIF-1a) 9%
HIF-1a bertranslokasi ke nukleus dan -membentuk kompleks dengan
kofaktor lain, yang kemudian mengikat hypoxia response element (HRE) di
daerah promotor gen target. Salah satu gen target yang diturunkan
regulasinya oleh kompleks HIF-1a adalah MMP-3 '**3!. Penekanan
ekspresi MMP-3 oleh HMSCs membantu mencegah degradasi kolagen yang
berlebihan '**. HMSCs juga dapat merangsang produksi komponen ECM,
termasuk kolagen, melalui aktivasi jalur pensinyalan lain seperti
transforming growth factor-B (TGF-B) *¥2!%, Semakin bedar dosis HMSCs
semakin menurunkan kadar MMP-3, namun penurunanya tidak berbeda
signifikan dengan dosis rendah 2,5x10° sel. Hal ini dapat dimungkinkan
karena waktu dan durasi terapi yang cukup pendek hanya 7 hari

pengamatan, sehingga perbedaan efek antar dosis belum terlihat. Interaksi
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antara HMSCs dengan kulit yang terpapar UVB juga melibatkan berbagai
jalur dan faktor yang komplek, misalkan penelitian sebelumnya
melaporakan bahwa MSCs juga memengaruhi berbagai sitokin inflamasi
lainnya seperti IL-6 dan TNF-a serta enzim antioksidan SOD-1. Interaksi
kompleks ini dapat menghasilkan efek yang bervariasi pada ekspresi MMPs
yang berbeda pada dosis yang berbeda .

HMSCs dapat menginduksi berbagai enzim antioksidan dan molekul
anti-inflamasi untuk menghambat ROS dan akhirnya berdampak pada
penurunan stress oksidatif. Regulasi keseimbangan antara level ROS dan
antioksidan sangat penting dalam beberapa jalur transduksi sinyal seluler di
antaranya pengaturan sintesis kolagen'**. Hasil pada penelitian ini sesuai
dengan penelitian terdahulu yang menjelaskan bahwa HMSCs resisten
terhadap rangsangan oksidatif dan nitrosatif in vitro yang berhubungan
dengan enzim antioksidan yang diekspresikan secara konstitutif SOD1,
SOD2, katalase (CAT) dan glutathion peeroksidase tingkat tinggi sehingga
dapat menurunkan kadar stress oksidatif dan level inflammasi*®* Stres
oksidatif yang netral menyebabkan penurunan MMP-3 sehingga kolagen
tidak terdegradasi*®****" Studi menunjukkan bahwa HMSCs dapat
meningkatkan produksi kolagen tipe | dan tipe IV melalui domain
pengikatan matriks sehingga mencegah kerusakan oksidatif. Tingkat
ekspresi MMP-3 yang diinduksi UVB ditemukan berkurang pada tikus
transgenik 1L-10-overexpressing dibandingkan dengan tikus wild type.

Dengan demikian, IL-6 dan MMP-3 dapat memainkan peran penting dalam
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mengatur kolagen kulit'*®

Temuan ini menunjukkan bahwa menekan MMP-
3 dan IL-6 bisa menjadi strategi terapi yang menjanjikan untuk mencegah
degradasi kolagen akibat paparan UVB.

Keterbatasan pada penelitian tidak menganalisis jalur transkripsi 1L-6
dan MMP-3 melalui NF-KB karena inaktivasi NF-KB dapat menghambat
jalur sintesis MMP-3 yang berpotensi mempengaruhi sintesis kolagen. Pada
penelitian ini terbukti bahwa kedua dosis HMSCs dapat menurunkan kadar
IL-6, namun dosis 5x10° sel tidak berbeda signifikan dengan dosis 2,5x10°
sel. Penurunan yang tidak berbeda secara signifikan ini dimungkinkan
karena mekanisme yang terjadi pada jalur NF-kB. NF-kB yang teraktivasi
akan bertranslokasi = kenukleus untuk menginduksi transkripsi sitokin
proinflamasi 1.-6 '*. Peningkatan kadar IL-6 ini akan menekan ekspresi
faktor pertumbuhan TGF-f dan menginduksi ekspresi enzim MMP-3 yang
menyebabkan sel fibroblast gagal melakukan sintesis kolagen *°'%°. Pada
penelitian ini belom dilakukan analisis pada ekspresi NF-kB untuk
menjawab kemungkinan hasil kedua dosis tidak berbeda signifikan,
sehingga menjadi keterbatasan pada penelitian ini. Pada penelitian ini juga
tidak dilakukan pengamatan polarisasi makrofag inflamasi (M1) menjadi
makrofag antiinflamasi (M2) yang diinduksi melalui jalur NF-kB dimana
telat terbukti bahwa pada penelitian ini IL-6 mengalami penurunan.
Keterbatasan pada penelitian ini berpotensi untuk dianalisis lebih mendalam
sebagai penelitian lanjutan. Pada penelitian ini hanya dilakukan pasa subjek

hewan coba dimana telah memperoleh hasil yang menjanjikan bahwa
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HMSCs dapat menurunkan kadar IL-6 dan MMP-3 sehingga mencegah
collagen loss, penelitian klinis pada sampel manusia perlu dilakukan untuk
mengamati efektifitas terapi dan efek samping yang mungkin ditimbulkan
setelah pengunaan HMSCs, dosis yang digunakan adalah dosis yang sama
dan telah dikonversi menjadi dosis manusia yaitu 56 kali lipat dari dosis

pada tikus.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

1. HMSCs berpengaruh terhadap penurunan kadar IL-6 secara signifikan
pada tikus jantan galur wistar model collagen loss yang diinduksi
dengan sinar UV-B setelah diberi HMSCs secara injeksi subkutan
dengan dosis 2,5x10° sel sel dibandingkan kontrol negatif dan kelompok
kontrol positif dengan dosis HA 200uL secara in vivo.

2. HMSCs berpengaruh terhadap penurunan kadar 1L-6 secara signifikan
pada tikus jantan galur wistar model collagen loss yang diinduksi
dengan sinar UV-B setelah diberi HMSCs secara injeksi subkutan
dengan dosis 5x10° sel dibandingkan kontrol negatif dan kelompok
kontrol positif dengan dosis HA 200uL secara in vivo.

3. HMSCs berpengaruh terhadap penurunan kadar MMP-3 secara
signifikan pada tikus jantan galur wistar model collagen loss yang
diinduksi dengan sinar UV-B setelah diberi HMSCs secara injeksi
subkutan dengan dosis 2,5x10° sel dibandingkan kontrol negatif dan
kelompok kontrol positif dengan dosis HA 200uL secara in vivo.

4. HMSCs berpengaruh terhadap penurunan kadar MMP-3 secara
signifikan pada tikus jantan galur wistar model collagen loss yang
diinduksi dengan sinar UV-B setelah diberi HMSCs secara injeksi
subkutan dengan dosis 5x10° sel dibandingkan kontrol negatif dan

kelompok kontrol positif dengan dosis HA 200uL secara in vivo.

67
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6.2. Saran

1. Penelitian selanjutnya diharapkan dapat menganalisis jalur utama
mengenai bagaimana HMSC mampu menurunkan inflamasi melalui
pathway NFkp.

2. Penelitian selanjutnya diharapkan dapat menganalisis jalur utama
mengenai bagaimana HMSC mampu menurunkan inflamasi melalui
analisa polarisasi makrofag M1 menjadi M2.

3. Pada penelitian ini sudah menunjukkan hasil yang positif pada hewan
model, diharapkan penelitian selanjutnya bisa dilakukan penelitian klinis
selanjutnya ke manusia untuk mengetahui efektifitasnya dan efek yang

ditimbulkan kedepannya.
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