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ABSTRAK

Latar Belakang: Alopecia adalah kondisi kerontokan rambut yang dapat berdampak
signifikan pada kualitas hidup dan kesejahteraan psikologis. Penelitian menunjukkan
bahwa Transforming Growth Factor-5 (TGF-B) dan Platelet-Derived Growth Factor
(PDGF) memiliki peran penting dalam regulasi siklus pertumbuhan rambut.
Eksosom dari sel punca mesenkim (Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells, EH-
MSCs) diketahui mengandung molekul bioaktif yang dapat mendukung regenerasi
jaringan dan mengatur siklus rambut. Namun, studi mengenai pengaruh EH-MSCs
terhadap kadar TGF-B dan PDGF pada model alopecia masih terbatas.

Metode: Studi eksperimental in vivo secara Randomized Post Test only Control
Group Design. Penelitian ini menggunakan model tikus wistar jantan yang diinduksi
alopecia oleh fluconazole. Tikus dibagi menjadi lima kelompok perlakuan, termasuk
kelompok kontrol sehat, kontrol fluconazole, terapi minoxidil, serta dua dosis injeksi
EH-MSCs (100 pg/kgBB dan 200 pg/kgBB). Analisis kadar TGF-B dan PDGF
dilakukan menggunakan metode ELISA pada sampel kulit tikus. ANOVA satu arah
dengan pengujian hubungan antar kelompok, dilakukan uji Post Hoc LSD diterapkan
dalam pemeriksaan statistik perbedaan antar kelompok perlakuan.

Hasil: Dibandingkan dengan kelompok kontrol, analisis kadar TGF-p pada K4
(28,47 = 1,64) dan K5 (34,14 + 1,77) tertinggi. Di sisi lain, kadar PDGF pada K4
(7,42 £ 0,09) dan K5 (8,68 + 0,40) tertinggi. Secara keseluruhan, hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa dosis 200 pg/kgBB EH-MSC dapat meningkatkan kadar TGF-
B dan PDGF secara signifikan.

Kesimpulan: Terdapat pengaruh pemberian (Exosome hypoxia mesenchymal stem
cell) EH-MSC dosis 100 pg/kgBB dan 200 pg/kgBB terhadap peningkatan kadar
TGF-p pada tikus model alopecia-like dibandingkan dengan kelompok control.

Kata Kunci: alopecia-like, TGF-5, PDGF dan EH-MSCs



XVii

ABSTRACT

Background: Alopecia is a hair loss condition that can have a significant impact on
quality of life and psychological well-being. Research shows that Transforming
Growth Factor-B (TGF-B) and Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) have an
important role in the regulation of the hair growth cycle. Exosomes of mesenchymal
stem cells (Exosomes Hypoxia Mesenchymal Stem Cells, EH-MSCs) are known to
contain bioactive molecules that can support tissue regeneration and regulate the hair
cycle. However, studies on the effect of EH-MSCs on TGF-$ and PDGF levels in
alopecia models are still limited.

Methods: Experimental study in vivo by Randomized Post Test only Control Group
Design. This study used a model of male wistar mice induced alopecia by
fluconazole. The mice were divided into five treatment groups, including a healthy
control group, a fluconazole control, minoxidil therapy, as well as two injection doses
of EH-MSCs (100 pg/kgBB and 200 pg/kgBB). The analysis of TGF-B and PDGF
levels was carried out using the ELISA method on rat skin samples. One-way
ANOVA with the testing of relationships between groups, the Post Hoc LSD test was
applied in examining the statistics of differences between treatment groups.
Results: Compared to the control group, the analysis of TGF-f levels in K4 (28.47
+ 1.64) and K5 (34,14 + 1,77) was the highest. On the other hand, PDGF levels in
K4 (7.42 £ 0.09) and K5 (8.68 £+ 0.40) were the highest. Overall, the results of this
study show that a doese of 200 pg/keBB EH-MSC can significantly increase TGF-3
and PDGF levels.

Conclusion: There was an effect of administration (Exosome hypoxia mesenchymal
stem cell) EH-MSC at doses of 100 1g/kgBB and 200 pig/kgBB on the increase in
TGF-B levels in alopecia-like model mice compared to the control group.

Key Words: alopecia-like, TGF-B, PDGF and EH-MSCs



BAB1
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Alopecia adalah kondisi di penipisan rambut secara tiba-tiba dan
berlebihan yang terjadi ketika siklus pertumbuhan rambut menjadi terganggu
dan menyebabkan lebih banyak rambut masuk ke dalam fase telogen dan
kemudian rontok.!2 Kualitas dan penampilan rambut dapat menjadi indikator
daya tarik dan seksualitas bagi banyak orang, dan kerontokan rambut yang
terlihat dapat memiliki dampak negatif yang besar, terutama pada beberapa
wanita, pada persepsi diri tentang karakteristik dan daya tarik feminin. Hal ini
tampaknya merupakan hasil dari penekanan dan pentingnya penampilan fisik
dan citra tubuh dalam lingkungan sosial. Beberapa penelitian menunjukkan
bahwa wanita dengan rambut rontok mengalami peningkatan rasa rendah diri,
perasaan tidak menarik, penarikan diri dari sosial, stres emosional, dan
kekhawatiran dibandingkan dengan wanita tanpa rambut rontok atau pria
dengan rambut rontok'®, karena rambut merupakan komponen penting dari
identitas dan citra diri, bahkan kerontokan rambut sebagian dapat
menyebabkan berbagai kesulitan psikologis dan berdampak negatif pada
kualitas hidup. Selain itu, jika dampak psikologis negatif tidak ditangani tepat
waktu, kondisi penyakit dapat semakin memburuk.” Meskipun tidak
mengancam jiwa, gangguan yang terlihat dapat secara langsung memengaruhi
cara berpikir tentang diri mereka sendiri dan orang lain serta berdampak

psikologis yang signifikan pada kesejahteraan mental.”® Untuk mengetahui



komorbiditas psikologis yang terkait, maka dari itu dapat direncanakan
intervensi tepat waktu untuk meminimalkannya dan memaksimalkan hasil

pengobatan.”

Alopecia areata (AA) adalah alopecia non-jaringan parut yang umum
dan dimediasi oleh kekebalan tubuh dan dapat dikaitkan dengan konsekuensi
psikologis yang parah.®® Dalam penelitian sebelumnya, di antara 23% peserta
yang mengalami alopecia areata, penyakit ini disebabkan oleh stres psikologis
pada hampir dua kali lebth banyak pasien dibandingkan dengan mereka yang
tidak stres.'® Pasien alopecia areata berisiko mengalami depresi dan
kecemasan, atopi, vitiligo, penyakit tiroid, dan kondisi autoimun lainnya.®*
Bahkan 47% pasien kemoterapi merasakan trauma pada alopecia.® Sebuah
studi yang dilakukan oleh Nihal altunisik, et al melaporkan bahwa 51% pasien
alopecia areata pediatrik memenuhi kriteria gangguan kecemasan.* Prevalensi
gangguan kejiwaan seumur hidup dilaporkan sebesar 66%—74% pada pasien
alopecia areata, dengan prevalensi seumur hidup sebesar 38%—-39% prevalensi
depresi dan prevalensi gangguan kecemasan umum sebesar 39%-62%
gangguan penyesuaian juga umum ditemukan pada alopecia areata.?? Alopecia
areata menyebabkan menurunnya kualitas hidup Quality of Life (QoL) pada
setengah dari penderitanya dan dikaitkan dengan sekitar 70% prevalensi
gangguan kejiwaan seumur hidup, yang paling umum adalah depresi,
kecemasan, dan gangguan penyesuaian yang dapat berujung pada masalah
sosial, pekerjaan, dan pribadi.®* Gangguan kualitas hidup terdeteksi pada

77,6% peserta dewasa, 65,9% dari mereka memiliki tanda-tanda depresi atau



kecemasan, dan 12,8% berisiko bunuh diri.%? Demikian pula hasil penelitian
Ozge askin, et al memberikan kesimpulan anak-anak dengan alopecia areata
juga ditemukan memiliki lebih banyak gejala kecemasan dan depresi, dan
tingkat harga diri yang lebih rendah dibandingkan dengan kelompok kontrol
sebanyak 61% peserta alopecia areata mengalami depresi.’®® Gangguan
kualitas hidup terdeteksi pada 76,7% peserta anak-anak, dan 6,3% dari mereka
menunjukkan tanda-tanda depresi dengan Skala Penilaian Diri Depresi

Birleson.1%?

Penyebab pasti dan patogenesis alopecia sampai sekarang belum
diketahui dengan jelas. Berbagai penelitian memperlihatkan genetik dan
lingkungan sebagai faktor predisposisi.”® Berdasarkan studi asosiasi genom
menunjukkan kecenderungan genetik terhadap alopecia areata. Gangguan
lingkungan, seperti infeksi virus, trauma, atau stres psikososial, juga diduga
mungkin berkontribusi terhadap perkembangan penyakit alopecia areata.®*
Banyak bukti menunjukkan bahwa alopecia areata merupakan penyakit
autoimun, bukti tersebut antara lain; (1) didapatkan peningkatan penyakit
autoimun lain pada pasien alopecia areata (2) peningkatan autoantibodi
spesifik organ pada pasien alopecia areata (3) karakteristik patologi berupa
infiltrasi limfosit-T pada hair bulb, (4) pada model hewan alopecia areata,
menurunnya sel-T CD4 dan CD8 berakibat pertumbuhan kembali rambut, dan
(5) alopecia areata memiliki asosiasi genetik dengan beberapa penyakit
autoimun lain, terutama dengan gen major histocompatibility complex (MHC).

Antigen yang berhubungan dengan folikel rambut mengaktifkan respons imun



yang tidak sesuai, menyerang folikel rambut pada fase anagen, menyebabkan
gangguan pertumbuhan. Pada etiologi autoimun, wilayah HLA (human
leukocyte antigens), yang mengkode molekul MHC pada manusia, awalnya

diidentifikasi sebagai kontributor utama terhadap fenotipe alopecia areata.%

Prinsip utama pengobatan alopecia areata yakni menghambat atau
mengubah respons imunologi dengan memodulasi proses peradangan yang
terjadi di sekitar folikel rambut. Beberapa pilihan pengobatan pada alopecia
areata diantaranya kortikosteroid topikal, injeksi, kortikosteroid intralesi,
imunomodulator, hingga terapi sel punca, tetapi terapi yang ada belum
memberikan hasil yang maksimal serta angka remisi spontan juga masih

tinggi.”™

Minoxidil merupakan salah satu terapi yang banyak digunakan untuk
terapi alopecia. Minoxidil bekerja sebagai vasodilatator untuk menigkatkan
aliran darah ke area yang terpapar. Meskipun diketahui memiliki efek untuk
dapat meningkatkan pertumbubhan rambut, pemakaian minoxidil dapat
menimbulkan beberapa efek seperti alergi dan iritasi. Selain itu Minoxidil tidak
dapat menurunkan inflamasi yang menjadi sumber permasalahan dari alopecia
sehingga akan terjadi reccurence dan resistensi.'® Beberapa efek sampingnya
yaitu hipertrikosis, hilangnya libido, disfungsi ereksi, volume ejakulasi, serta
ginekomastia. Pengobatan yang lainnya yang terbaru adalah Transplantasi
rambut (Hair transplantation) merupakan prosedur medis yang dirancang
untuk mengatasi kebotakan atau penipisan rambut dengan memindahkan

folikel rambut dari area yang memiliki rambut sehat ke area yang mengalami



kerontokan atau kebotakan. Prosedur ini sering digunakan untuk mengobati
kondisi seperti androgenetic alopecia dan dalam beberapa kasus alopecia
lainnya. Hasil restorasi rambut bersifat permanen namun transplantasi rambut
memiliki efek samping meliputi reaksi buruk terhadap anestesi, pendarahan,

nyeri, edema, nyeri intraoperatif atau pascaoperasi.’!

Penelitian terhadap sel punca masih terus di kembangkan termasuk
pengembangan dalam pengobatan alopecia, yaitu Exosome hypoxia
mesenchymal (EH-MSCs) merupakan microviscle diproduksi oleh MSC pada
medium kultur dalam kondisi hipoksia.® Eksosom MSC mengandung berbagai
macam protein, seperti faktor pertumbuhan dan sitokin, yang dapat merangsang
pertumbuhan rambut dan memodulasi siklus pertumbuhan rambut.'*? Selain
itu, eksosom MSC juga mengandung miRNA yang dapat mempengaruhi kadar

khususnya TGF- dan PDGF yang terlibat dalam regulasi siklus rambut.

Penelitian terdahulu melaporkan bahwa Exosome hypoxia MSC mampu
meregulasi TGF-B dan PDGE serta mempercepat penyembuhan luka dan
perbaikan jaringan baik in vitro maupun in vivo.®** Namun demikian,
penelitian mengenai pengaruh Exosome hypoxia MSC terhadap TGF-f dan
PDGF untuk alopecia masih sangat terbatas, sehingga perlu untuk dilakukan
kajian.

TGF-p adalah sitokin multifungsi yang berperan dalam regulasi
pertumbuhan, diferensiasi, dan apoptosis sel. Dalam folikel rambut, TGF-
memiliki kemampuan untuk menginduksi fase katagen, yaitu fase regresi dari

siklus rambut, yang diikuti dengan kematian sel papilla dermal melalui



mekanisme apoptosis. Penelitian yang dilakukan oleh Hibino dan Nishiyama
menunjukkan bahwa peningkatan ekspresi TGF-B di folikel rambut
berkontribusi pada transisi cepat dari fase anagen (pertumbuhan) ke fase
katagen, yang menyebabkan kerontokan rambut yang berlebihan dan memicu

alopecia.®®

PDGF berperan sebagai faktor pertumbuhan yang mendorong
proliferasi dan migrasi berbagai tipe sel, termasuk fibroblas dan sel otot polos,
yang mendukung perbaikan jaringan dan angiogenesis. PDGF juga memiliki
peran penting dalam mendukung pertumbuhan rambut dengan cara
merangsang pembentukan pembuluh darah di sekitar folikel rambut dan
mendukung pertumbuhan sel dermal papilla. Penurunan aktivitas PDGF telah
dikaitkan dengan berkurangnya vaskularisasi di sekitar folikel rambut, yang
berpotensi menyebabkan kondisi seperti alopecia. Penelitian yang dilakukan
oleh Philp et al menunjukkan bahwa PDGF-BB merangsang pertumbuhan sel
dermal papilla folikel rambut melalui jalur sinyal Akt, yang sangat penting

untuk regenerasi folikel rambut dan mencegah kerontokan rambut.!

Studi ini bermaksud guna membuktikan dampak Exosome hypoxia
MSC dalam sediaan injeksi pada kadar TGF- dan PDGF kulit tikus model

alopecia-like yang diinduksi fluconazole secara in vivo.



1.2.Rumusan Masalah

Apakah terdapat pengaruh pemberian Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem
Cell (EH-MSCs) terhadap kadar TGF-B dan PDGF pada Tikus model Alopecia like

yang diinduksi Fluconazole?

1.3.Tujuan Penelitian

1.3.1.  Tujuan umum
Tujuan umum yang ingin dicapai penelitian ini adalah mengetahui
pengaruh pemberian Exosome hypoxia MSC terhadap kadar TGF-p dan

PDGF yang diinduksi fluconazole pada Tikus Jantan Galur Wistar.

1.3.2.  Tujuan khusus

1.3.2.1. Penelitian ini bertujuan membuktikan perbedaan kadar TGF- antar
kelompok Exosome hypoxia MSC 100 ug/kgBB dan 200 pg/kgBB dengan
kelompok kontrol pada Tikus model Alopecia Like yang diinduksi
Fluconazole.

1.3.2.2. Penelitian ini bertujuan membuktikan perbedaan kadar PDGF antar
kelompok Exosome hypoxia MSC 100 pg/kgBB dan 200 pg/kgBB dengan
kelompok kontrol pada Tikus model Alopecia Like yang diinduksi

Fluconazole.



1.4.Originalitas Penelitian

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian

No Peneliti, Tahun  Judul Variabel Hasil
Bebas
1. Yangiao Li et Sekresi Eksosom Pemberian Terapi ADSC-
al, 20221 dari Sel Punca sekresi Exos
Adiposa (ADSC- eksosom dari meningkatkan
Exos) sebagai sel punca pertumbuhan
Terapi Alternatif adiposa rambut dengan
Alopecia  yang regulasi jalur
Dimediasi Imun pensinyalan miR-
22, Wnt / B-
catenin, dan TNF-a
pada alopecia yang
dimediasi imun.
2. DongHoBaket Peran  Ekspresi Pemberian hUCB-MSCs
al, 2018 Faktor sel  punca meningkatkan
Pertumbuhan oleh mesenkimal  protein untuk
Sel Punca darah tali induksi rambut
Mesenkimal pusat secara in vitro
Darah Tali Pusat manusiayang seperti IGFBP-1
Manusia yang direkayasa dan VEGF
Direkayasa (hUC
B-MSC) Dalam
Pertumbuhan
Rambut
3. Jia Yi Ding et Vesikel Pemberian Eksosom yang
al, 2020% ekstraseluler yang eksosom berasal dari MSC
berasal dari sel yang berasal menunjukkan
punca dari potensi besar
mesenkimal Mesenchyma dalam
dalam | Stem Cells mempercepat
penyembuhan (MSC) penyembuhan
luka kulit: peran, luka, meregenerasi
peluang, dan pembuluh  darah,
tantangan saraf, dan folikel
rambut.
4. Liang Y et al, Eksosom Berasal Pemberian miR-122-5p, yang
20233 Sel Stroma miR-122-5p sangat diperkaya
Mesenkim dalam dengan ADSC-
Adiposa yang eksosom EXxos,
Membawa MiR- meningkatkan

122-5p Melawan

regulasi ekspresi -
catenin




Efek dan versican
Penghambatan dengan
Dihidrotestostero menargetkan
n pada Folikel SMAD3 in vivo
Rambut dengan dan in vitro.
Menargetkan
TGF-B Jalur
Sinyal 1/SMAD3
Tomita Y et al, Isoform  PDGF Pemberian PDGF-AA dan -
2006% menginduksi dan injeksi BB terlibat
mempertahankan  PDGF-AA dalam induksi dan
fase anagen dan-BB pemeliharaan fase
folikel anagen dalam
rambut murine siklus rambut tikus
Pietro Autologous Pemberian Pemberian AA-
Gentile, Simon Activated AA-PRP dan PRP menyebabkan
e  Garcovich, Platelet-Rich A-PRP peningkatan  hair

2020%

Plasma (AA-PRP)
dan Non activated
(A-PRP) pada
Pertumbuhan
Rambut: evaluasi
retrospektif,
blinded, acak pada
Alopecia
Androgentk

density sebesar 31
+ 2%

Berdasarkan kajian beberapa penelitian diatas, ditemukan bahwa telah
dilakukan penelitian mengenai terapi alopecia, namun demikian belum ada
penelitian yang mengkaji pengaruh pemberian Exosome hypoxia MSC (EH-
MSCs) terhadap kadar TGF- dan PDGF pada tikus model alopecia-like yang

diinduksi fluconazole sehingga penelitian ini layak untuk dilakukan.
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1.5.Manfaat penelitian

1.5.1. Manfaat Teoritis
Manfaat yang ingin didapat dari penelitian ini adalah memberikan
bukti ilmiah peran exosome hypoxia mesenchymal stem cell terhadap kadar
TGF-p dan PDGF pada Tikus model Alopecia like yang diinduksi

Fluconazole.

1.5.2. Manfaat Praktis

1.5.2.1.Hasil penelitian ini dapat digunakan untuk alternatif terapi lanjutan

1.5.2.2.Hasil penelitian ini dapat menjadi tambahan landasan teori bagi penelitian
selanjutnya yang berkaitan dengan peran exosome hypoxia mesenchymal
stem cell terhadap kadar TGF-B dan PDGF pada Tikus model Alopecia like
yang diinduksi Fluconazole

1.5.2.3. Hasil penelitian ini dapat memberikan pengetahuan yang berguna bagi
masyarakat mengenai kegunaan Exosome hypoxia MSC untuk perlindungan

kulit.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1.Alopecia

2.1.1.

2.1.2.

Definisi

Alopecia adalah kondisi kerontokan rambut yang reversible dan
umum terjadi. Biasanya, kondisi ini ditandai dengan area kerontokan total
rambut di kulit kepala dan bagian tubuh lainnya, yang dalam beberapa kasus
dapat menyebabkan kerontokan seluruh rambut tubuh. Laki-laki dan
perempuan memiliki risiko yang sama untuk mengalami kondisi ini, namun
beberapa data menunjukkan bahwa laki-laki lebih mungkin mendapatkan
diagnosis dini dibandingkan perempuan pada masa remaja, terutama jika
ada keterlibatan kuku dan penyakit autoimun. Prevalensi kondisi ini berkisar

antara 0,1% hingga 0,2% secara global.
Alopecia areata (AA)

Alopecia areata adalah jenis kerontokan rambut atau alopecia yang
umum terjadi pada manusia, penyakit ini merupakan penyakit autoimun
dengan perjalanan penyakit yang bervariasi, biasanya kambuh atau remisi,
yang dapat berlangsung lama, terutama jika kerontokan rambut sangat
parah. Alopecia areata adalah alopecia tanpa jaringan parut yang paling
sering terjadi kedua, setelah alopecia pola pria dan wanita. Pola klinis
kerontokan rambut pada alopecia areata biasanya sangat berbeda. Pola yang

paling umum adalah lesi botak kecil berbentuk lingkaran atau tidak merata



12

(alopecia areata tidak merata), biasanya di kulit kepala, yang dapat
berkembang menjadi kerontokan total hanya pada rambut kulit kepala
(alopecia totalis), dan kerontokan total semua rambut tubuh (alopecia

universalis).%®

Patchy Alopecia Diffuse Alopecia AA reticularis

.

‘Perinevoid AA AA ophiasis AA sisaipho
Gambar 2.1. Klasifikasi klinis varian alopecia areata®

Patchy Alopecia, melibatkan kerontokan rambut yang terlokalisasi
pada satu atau beberapa bercak di kepala. Diffuse alopecia melibatkan
kerontokan rambut di seluruh ' kepala. Alopecia areata reticularis
melibatkan kerontokan rambut yang berpola retikularis tanpa bercak botak
yang jelas. Perinevoid Alopecia areata adalah kerontokan rambut yang
tidak merata dengan nevus melanositik yang ditemukan di bercak yang tidak
berambut. Alopecia areata ophiasis adalah kerontokan rambut yang
terlokalisasi di bagian belakang dan samping kulit kepala. Kerontokan
rambut Alopecia areata sisaipho tidak mengenai bagian belakang dan

samping kulit kepala, hal ini dianggap sebagai kebalikan dari Alopecia
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areata ophiasis, dan sebenarnya adalah ophiasis yang dikatakan terbalik.%

Secara klinis, alopecia ditandai dengan area sirkular atau oval yang
mengalami kerontokan non-scarring, seringkali diikuti oleh periode remisi
spontan dan eksaserbasi. Area yang terkena dapat berwarna merah muda
dengan rambut berbentuk exclamation point di tepinya. Rambut ini pendek
dan rusak, dengan porsi distal yang lebih lebar daripada bagian
proksimalnya. Kulit yang terkena menjadi lembut dan hampir tidak
memiliki rambut. Area yang sering terkena termasuk rambut tubuh, alis,
bulu mata, janggut, ketiak, pubis, dan seluruh tubuh. Kulit kepala adalah
area yang paling sering terkena, mencapai 90% kasus. Sebelum kerontokan
rambut, beberapa orang mungkin merasakan gatal atau sensasi terbakar,
meskipun ini tidak umum. Abnormalitas kuku juga dapat terjadi, yang dapat

kembali normal atau bertahan setelah restorasi rambut.

Hak istimewa kekebalan folikel rambut dapat dicapai melalui
beberapa strategi termasuk: penurunan regulasi MHC kelas | dan
B2mikroglobulin, yang biasanya merangsang sel pembunuh alami (NK);
produksi imunosupresan lokal; ekspresi sinyal imunoinhibitor (misalnya,
CD200; juga dikenal sebagai glikoprotein membran OX2); dan represi
fungsi sel penyaji antigen intrafolikular (APC), sel NK perifolikular, dan sel
mast karena peningkatan kadar faktor penghambat migrasi makrofag (MIF).
Peptida intestinal vasoaktif (VIP), yang dilepaskan oleh serabut saraf
sensorik perifolikular, juga diyakini sebagai neuropeptide imunoinhibitor

yang mungkin berperan dalam hak istimewa imun. Folikel rambut anagen
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akhir pada pasien dengan alopecia areata memiliki infiltrasi perifolikular
APC, sel CD4*dan CD8"Sel T, dan ekspresi abnormal molekul MHC kelas
| dan kelas Il. CD8"Sel T juga menyusup ke dalam selubung akar folikel
rambut. Molekul yang terlibat dalam kaskade ko-stimulasi limfosit terlibat
dalam patogenesis alopecia areata dan menyediakan target untuk intervensi
terapeutik. Tidak ada sel inflamasi yang ditemukan di sekitar folikel normal
pada fase anagen akhir. IFNy, interferon-y; IFNyR, reseptor IFNy; IL-2RB,
subunit-f reseptor IL-2; IL-15RA, subunit-a reseptor IL-15; JAK, kinase
Janus; NKG2D, reseptor sel NK D; NKG2DL, ligan NKG2D; P,
terfosforilasi; POMC, pro-opiomelanokortin; STAT1, transduser sinyal dan
activator transkripsi 1; TCR, reseptor sel T; TGFp, transforming growth

factor-B; VIPR, reseptor VIP.%

\ ! @APC
» D4
P ¥
P i L, l s
: S
( ®3 e
‘ iwi.e
= papila '.o ""f‘ @
@ @t )
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MHC kelas | —@If) NKG2DL + ~ C"; NIFNYR
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Gambar 2.2. Kerusakan hak kekebalan (immune) pada alopecia areata.*
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Pada folikel rambut alopecia areata, diyakini bahwa peningkatan
aktivitas MHC kelas | dan MHC kelas Il dikaitkan dengan perekrutan
leukosit ke umbi rambut. Gambar diatas menggambarkan runtuhnya hak
istimewa kekebalan folikel rambut, yang menyebabkan segerombolan sel
CD8* Sel T, CD4" Sel T, sel penyaji antigen, dan sel mast yang
mengelilingi folikel. Sel imunoinflamasi ini menyebabkan gangguan siklus

pertumbuhan rambut dan kerusakan folikel.*®

Normal Anagen Hair Follicle Hair Follicle in Alopecia Areata

Sebaceous
gland

t I ; Arrector
f muscle

collapse of immune privilege

- — —

Hair shaft
CD8+ T-cell
Antigen
presenting

i ok
& -
' '~ Mast cell 0 ‘ . ‘@
@_ NK Cell ‘
D4+ Tecell

Gambar 2.3. Penampakan infiltrat inflamasi "Swarm of Bees" %
2.2.Transforming Growth Factor-g (TGF- B)

2.2.1. Definisi

Transforming Growth Factor-beta (TGF-p) adalah sekelompok
protein yang memainkan peran penting dalam regulasi pertumbuhan dan
diferensiasi sel.'® TGF-p terdiri dari tiga isoform utama: TGF-B1, TGF-B2,
dan TGF-B3. Isoform-isoform ini memiliki ukuran molekul sekitar 25 kDa.

Gen yang mentranskripsikan TGF-p adalah TGFB1, TGFB2, dan TGFB3
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masing-masing untuk TGF-B1, TGF-B2, dan TGF-B3. TGF-B merupakan
bagian dari keluarga besar TGF-B superfamily, yang juga mencakup protein
lain seperti activins, inhibins, bone morphogenetic proteins (BMPs), dan
growth differentiation factors (GDFs).'8° Protein-protein ini terlibat dalam
berbagai proses biologis, termasuk embriogenesis, homeostasis jaringan,

dan respon imun.?

Hair follicle stem cells and signal pathways

Gambar 2.5. Jaringan interaktif jalur pensinyalan dalam sel

induk folikel rambut. 6t



2.2.2.

2.2.3.
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Peran TGF-3 pada Alopecia

Jalur cascade protein TGF-f memainkan peran penting dalam
berbagai proses perkembangan alopecia, yang merupakan kondisi
kehilangan rambut. TGF-B, setelah diaktifkan, mengikat reseptor TGF-f
tipe 1l pada permukaan sel, yang kemudian merekrut dan memfosforilasi
reseptor TGF-p tipe I. Aktivasi reseptor tipe I ini memulai fosforilasi protein
Smad2 dan Smad3. Smad2/3 yang terfosforilasi kemudian berikatan dengan
Smad4, dan kompleks ini berpindah ke nukleus untuk mengatur ekspresi
gen target. Salah satu peran utama aktivasi jalur TGF-f dalam folikel rambut
adalah menginduksi fase katagen, atau fase regresi dalam siklus rambut.?
TGF-B meningkatkan ekspresi gen-gen yang terkait dengan apoptosis sel-
sel matriks folikel rambut, yang menghentikan proliferasi sel dan membawa
folikel ke fase katagen.???® Selain itu, TGF-B juga dapat menghambat
proliferasi sel-sel dermal papilla, yang sangat penting untuk pemeliharaan
dan regenerasi folikel rambut. Ketika aktivitas sel-sel dermal papilla
menurun, miniaturisasi folikel rambut dapat lebih cepat terjadi yang menjadi

ciri khas alopecia.?
Faktor yang Mempengaruhi Produksi TGF-3

Produksi TGF-p pada alopecia dipengaruhi oleh berbagai faktor,
termasuk genetik, hormon, dan lingkungan, yang semuanya berkontribusi
pada regulasi kompleks dari jalur TGF- dalam folikel rambut. Faktor
genetik memainkan peran penting, di mana variasi genetik tertentu dapat

meningkatkan ekspresi TGF-f atau sensitivitas folikel rambut terhadap
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TGF-B. Misalnya, gen yang mengkode protein terkait dengan jalur TGF-p,
seperti SMAD4 atau TGFBR1/2, dapat memiliki varian yang memodulasi
aktivitas jalur ini, berkontribusi pada predisposisi individu terhadap

alopecia.?®

pre-pro-TGF-g1

v

pro-TGF-B1

Vp—

N —— =

Nerve axona! Immune Structuring Regulate cancer = Epiphyseal disease
regeneration esponse connective tissues

Gambar 2.6. Diagram skema jalur pensinyalan TGF-p dan efek

pengaturannya di berbagai jaringan.?°

Faktor lingkungan seperti stres, polusi, dan diet juga dapat
mempengaruhi produksi TGF-f. Stres kronis misalnya, dapat meningkatkan
kadar hormon stres seperti kortisol, yang telah terbukti mempengaruhi
ekspresi TGF-B di berbagai jaringan, termasuk kulit kepala. Polusi
lingkungan dan toksin juga dapat merusak sel-sel folikel rambut dan

meningkatkan produksi TGF-B sebagai respons terhadap kerusakan
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tersebut.?’ Diet yang tidak seimbang, kekurangan nutrisi penting seperti
vitamin D dan biotin, juga dapat mengganggu keseimbangan normal faktor

pertumbuhan dan hormon, termasuk TGF-B.28-%

Selain itu, proses peradangan lokal di kulit kepala dapat
meningkatkan produksi TGF-p. Peradangan kronis sering dikaitkan dengan
peningkatan ekspresi sitokin pro-inflamasi dan faktor pertumbuhan,
termasuk TGF-B, yang dapat mengganggu siklus normal pertumbuhan
rambut dan berkontribusi pada perkembangan alopecia. Akumulasi faktor-
faktor ini menciptakan - lingkungan yang kondusif untuk peningkatan
produksi TGF-f, yang secara langsung mempengaruhi kesehatan dan siklus

folikel rambut, serta berkontribusi pada kerontokan rambut yang progresif.

2.3. Platelet Derived Growth Factor (PDGF)
2.3.1. Definisi

Platelet-Derived Growth Factor adalah sekelompok faktor
pertumbuhan protein yang memainkan peran penting dalam berbagai proses
biologis, termasuk proliferasi sel, penyembuhan luka, dan angiogenesis.>!
PDGF terdiri dari empat polipeptida yang berbeda, yaitu PDGF-A, PDGF-
B, PDGF-C, dan PDGF-D.32-% Polipeptida ini dapat berikatan membentuk
dimer yang aktif secara biologis, baik sebagai homodimer (seperti PDGF-

AA, PDGF-BB) maupun heterodimer (seperti PDGF-AB).

Setiap dimer memiliki spesifisitas dan fungsi biologis yang unik.

Ukuran molekul dari PDGF bervariasi tergantung pada jenisnya; PDGF-A
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dan PDGF-B memiliki berat molekul sekitar 14-17 kDa per monomer,
sementara PDGF-C dan PDGF-D lebih besar, dengan berat molekul sekitar

23-24 kDa per monomer.

PDGF-A dan PDGF-B terlibat dalam proliferasi dan migrasi sel
dermal papilla, memainkan peran penting dalam pertumbuhan dan
regenerasi rambut. PDGF-C dan PDGF-D, meskipun masih belum banyak
dipahami dibandingkan PDGF-A dan PDGF-B, protein ini juga berperan

dalam proses angiogenesis dan penyembuhan luka.3?-%
Peran PDGF pada Alopecia

Platelet-Derived Growth Factor A (PDGF-A) memainkan peran
penting dalam proliferasi sel dan pertumbuhan rambut, yang memiliki

implikasi signifikan dalam pengobatan alopecia.*’

PDGF-AA dan reseptor faktor pertumbuhan turunan trombosit
(PDGFR)-alpha diekspresikan dalam folikel rambut manusia selama
perkembangan janin, dan peran PDGF-AA dalam perkembangan folikel
rambut diduga karena fakta bahwa pembentukan rambut terganggu.®®
PDGF-AA diproduksi oleh keratinosit epidermis plakoda dan meningkatkan
pembentukan kondensat dermal (agregat DPC) pada awal morfogenesis
folikel. Peran penting lain dari PDGF-AA adalah menginduksi dan
mempertahankan fase anagen dari siklus rambut. Pada fase anagen, HDPC
menghasilkan serangkaian faktor pertumbuhan untuk mengendalikan

pertumbuhan rambut dengan berinteraksi dengan sel-sel di sekitarnya,



21

seperti sel-sel matriks rambut. Aktivitas fisiologis ini mengonsumsi energi
seluler yang substansial dan, dengan demikian, fungsi mitokondria
kemungkinan berkorelasi dengan aktivitas yang membutuhkan energi ini

yang dipicu oleh PDGF-AA.*

(i) UNDIFFERENTIATED  (ii) PLACODE (ili) GERM (iv) PEG (v) BULBOUS PEG
EPITHELIUM

First dermal Promotion of placode:  Epithelial signal: Second dermal Differentiation of
signal: WNT10B WNT? signal: inner
B-CATENIN? B-CATENIN ACTBAFS? root sheath:
LEF1 Formation of HGF/MET? 2
FGF/FGFR2-IB dermal papilla: SOox18?
TGFp2 PDGF-A Differentiation of
MSX1, MSX2 SHH Proliferation of hair shaft:
EDA/EDAR follicuiar epithelium: NOTCH1
NOGGIN SHH BMP2, BMP4
DELTA-1/NOTCH1 WNT3
Polarity of the LEF1
Inhibition of placode fate hair follicle: Movo1
in surrounding cells: WNT? HOXC13
BMP2, BMP4 SHH? WHN
DELTA-1/NOTCH1 MSX1, MSX2?
Shape of follicle:

TGFu / EGFR
ETS2

Gambar 2.7. Peristiwa morfogenesis folikel rambut.*®

Jalur PIBK/AKT berperan dalam mempromosikan kelangsungan
hidup dan proliferasi sel. Ketika PI3K diaktifkan, ia mengonversi PIP2
menjadi PIP3, yang kemudian mengaktifkan AKT. AKT yang aktif
memberikan sinyal untuk pertumbuhan sel, proliferasi, dan kelangsungan
hidup dengan menginhibisi jalur-jalur pro-apoptosis. Dalam folikel rambut,
aktivasi jalur PI3BK/AKT oleh PDGF-A memastikan bahwa sel-sel dermal
papilla tetap aktif dan mampu mendukung fase anagen, fase pertumbuhan

dari siklus rambut.%°
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Gambar 2.8. Reseptor PDGF, ligan pengikatnya, dan jalur

pensinyalan hilir dengan beragam efek seluler.5

Pengikatan reseptor/ligan PDGF dapat mengaktifkan jalur PI3K/Akt
dan MAPK dan memengaruhi kelangsungan hidup sel, angiogenesis,
proliferasi, dan migrasi. Selain itu, jalur MAPK/ERK berperan dalam
regulasi pembelahan dan diferensiasi sel. Aktivasi jalur ini dimulai dengan
pengaktifan Ras, yang kemudian mengaktifkan serangkaian kinase
termasuk RAF, MEK, dan akhirnya ERK. ERK vyang terfosforilasi
berpindah ke nukleus dan mengatur ekspresi gen-gen yang terkait dengan
proliferasi dan diferensiasi sel. Dalam konteks folikel rambut, aktivasi jalur
MAPK/ERK oleh PDGF-A mendorong sel-sel dermal papilla untuk

mendukung pertumbuhan dan regenerasi rambut.
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Platelet Rich Plasma (PRP) plasma kaya trombosit sebelumnya
telah digunakan untuk mengobati berbagai jenis alopecia termasuk alopecia
areata.’?” PRP adalah plasma autolog terkonsentrasi pada trombosit yang
digunakan untuk merangsang pertumbuhan rambut dan regenerasi folikel.
Trombosit mengeluarkan lebih dari 20 faktor pertumbuhan dan sitokin
penting, termasuk faktor pertumbuhan yang berasal dari trombosit Platelet-

Derived Growth Factor (PGDF), faktor pertumbuhan transformasi (TGF).%

10.000 —
1000

100-

Konsentrasi (pg/ml)

10+

EGF FGF2 PDGF-EB VEGF GDNF “HGF TGFE-B1

Gambar 2.9. Konsentrasi faktor pertumbuhan dalam sampel plasma kaya

trombosit.5

Berdasarkan diagram diatas didapatkan bahwa di antara faktor

pertumbuhan ini, PDGF dan TGF- menunjukkan konsentrasi tertinggi.5
Faktor yang mempengaruhi kadar PDGF

Produksi Platelet-Derived Growth Factor A (PDGF-A) pada kulit
dipengaruhi oleh berbagai faktor yang kompleks, termasuk faktor genetik,
hormonal, dan lingkungan. Secara genetik, variasi dalam gen yang

mengkode PDGF-A atau reseptornya dapat menyebabkan perbedaan tingkat
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ekspresi PDGF-A di antara individu. Hormon seperti insulin-like growth
factor (IGF) dan androgen, termasuk testosteron dan dihidrotestosteron
(DHT), memainkan peran penting dengan meningkatkan produksi PDGF-
A% Androgen ini terutama berpengaruh dalam regenerasi dan siklus
pertumbuhan rambut, di mana mereka meningkatkan ekspresi PDGF-A di

folikel rambut.
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Gambar 2.10. Ekspresi PDGFR-a pada folikel rambut manusia dan sel DP

manusia yang dikultur 3D. ®

Selain faktor genetik dan hormonal, faktor lingkungan juga
memainkan peran signifikan dalam produksi PDGF-A. Paparan sinar
ultraviolet (UV) dari matahari dapat merangsang keratinosit untuk
menghasilkan PDGF-A sebagai respons terhadap kerusakan sel yang
disebabkan oleh radiasi UV. Polusi dan toksin lingkungan lainnya memicu
stres oksidatif dan kerusakan sel, yang pada gilirannya meningkatkan
produksi PDGF-A sebagai bagian dari mekanisme perbaikan tubuh. Stres,

baik fisik maupun psikologis, juga mempengaruhi produksi PDGF-A.
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Cedera fisik pada kulit, seperti luka, meningkatkan produksi PDGF-A untuk
mendukung penyembuhan, sementara stres psikologis, melalui peningkatan

hormon Kortisol, dapat merangsang ekspresi PDGF-A. 443

Nutrisi dan kondisi kesehatan juga berperan penting dalam regulasi
PDGF-A. Vitamin D, vitamin C, dan zinc merupakan nutrisi penting yang
mendukung produksi PDGF-A, dan kekurangan nutrisi ini dapat
menghambat produksi PDGF-A dan mempengaruhi kesehatan kulit.*44
Selain itu, kondisi inflamasi, baik akut maupun kronis, meningkatkan
produksi PDGF-A melalui pelepasan oleh sel imun dan fibroblas untuk
memperbaiki jaringan yang rusak. Akhirnya, proses. penuaan alami
menyebabkan  penurunan produksi PDGF-A, yang berkontribusi pada
berkurangnya kemampuan regenerasi kulit dan penyembuhan luka.
Memahami semua faktor ini adalah kunci dalam mengembangkan terapi
yang dapat meningkatkan produksi PDGF-A untuk memperbaiki kesehatan

kulit dan mengatasi kondisi seperti alopecia.*®
2.4.Hipoksia

Hipoksia merupakan kondisi dimana tidak terdapat pasokan oksigen ke
jaringan, dampak negatif dari berbagai tipe sel yang terpapar hipoksia yang
berkepanjangan dapat menyebabkan apopotosis sel. Sejumlah penelitian
menunjukkan bahwa lingkungan hipoksia dapat mengakibatkan adhesi,
proliferasi, dan pembaharuan dari MSCs. Lingkungan hipoksia menyebabkan
sintesis molekul Hypoxic Induce Factor (HIF), yang membantu MSCs

memproduksi lebih banyak sitokin.
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2.5.Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSC)

2.5.1.

2.5.2.

Definisi

Exosome dari mesenchymal stem cell (MSC) adalah vesikel
ekstraseluler berukuran 30-150 nm yang berperan dalam komunikasi antar
sel. Mereka memiliki marker permukaan spesifik seperti CD63, CD81, dan
CD9, yang digunakan untuk identifikasi dan isolasi. Exosome dibagi
berdasarkan ukuran menjadi tiga jenis utama: small exosome (30-50 nm),
medium exosome (50-100 nm), dan large exosome (100-150 nm). Exosome
MSC mengandung berbagai molekul bioaktif seperti miRNA, protein, dan
lipida yang berkontribusi pada regenerasi jaringan, anti-inflamasi, dan

modulasi imun, menjadikannya potensi besar dalam terapi medis.*"~*°
Kandungan Exosome MSC

Exosome dari mesenchymal stem cell (MSC) mengandung berbagai
molekul bioaktif yang memainkan peran penting dalam mengatasi alopecia,
suatu kondisi yang ditandai oleh kehilangan rambut yang dapat disebabkan
oleh berbagai faktor seperti genetika, hormon, stres, dan peradangan.
Berikut adalah beberapa komponen utama dari exosome MSC yang

berkontribusi dalam mengatasi alopecia:
a. MIRNA (MicroRNA)

Exosome MSC mengandung sejumlah miRNA yang diketahui
mengatur ekspresi gen dan memiliki peran penting dalam pertumbuhan

dan diferensiasi sel. Misalnya, miRNA-218 dan miRNA-31 telah
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terbukti mendorong proliferasi sel dermal papilla dan merangsang
pertumbuhan folikel rambut.>*°! Selain itu, mMiRNA-92a dan miRNA-
146a memiliki sifat anti-inflamasi yang membantu mengurangi
peradangan kulit kepala, yang sering dikaitkan dengan kerontokan

rambut.5%°3
b. Protein dan Enzim

Exosome MSC mengandung berbagai protein dan enzim yang
mendukung regenerasi jaringan dan pertumbuhan sel. Protein seperti
Wnt dan PDGF berperan dalam jalur sinyal yang penting untuk siklus
pertumbuhan rambut.>** Whnt, misalnya, terlibat dalam aktivasi fase
anagen folikel rambut, sementara PDGF membantu dalam regulasi

siklus rambut dan mencegah apoptosis sel dermal papilla.
c. Lipida

Komponen lipida dalam exosome MSC juga memainkan peran dalam
memodulasi respon seluler dan menjaga integritas membran sel. Lipida
seperti ceramide dan sphingomyelin dapat berperan dalam proses
penyembuhan luka dan perbaikan jaringan, yang mendukung

lingkungan yang sehat untuk pertumbuhan rambut.*
d. Cytokine dan Growth Factors

Exosome MSC mengandung berbagai sitokin dan faktor pertumbuhan
seperti PDGF, VEGF, dan IGF-1 yang berperan dalam angiogenesis,

proliferasi sel, dan penyembuhan luka. PDGF dan VEGF khususnya
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membantu meningkatkan suplai darah ke folikel rambut, memberikan
nutrisi dan oksigen yang diperlukan untuk pertumbuhan rambut. Insulin-
like Growth Factor 1 membantu merangsang pertumbuhan dan

proliferasi sel dermal papilla.>">®
2.5.3. Metode Isolasi Exosome MSC

Isolasi exosome dari mesenchymal stem cell (MSC) dari medium
kultur adalah proses penting untuk mempelajari fungsi dan aplikasi
terapinya. Beberapa metode isolasi telah dikembangkan untuk memastikan
kemurnian dan integritas exosome yang diisolasi. Berikut adalah beberapa

metode yang umum digunakan:
a. Ultrasentrifugasi Diferensial

Metode ini adalah yang paling umum digunakan untuk isolasi exosome.
Proses ini melibatkan beberapa tahap sentrifugasi pada kecepatan yang
berbeda untuk menghilangkan sel, debris seluler, dan partikel-partikel
yang lebih besar. Pertama, medium kultur disentrifugasi pada kecepatan
rendah “untuk menghilangkan sel-sel dan debris besar. Supernatan
kemudian disentrifugasi pada kecepatan lebih tinggi untuk
mengendapkan mikrovesikel dan partikel yang lebih besar dari
exosome. Akhirnya, supernatan disentrifugasi pada kecepatan sangat
tinggi (100,000-120,000 x g) untuk mengendapkan exosome. Pellet
exosome kemudian dicuci dan disentrifugasi ulang untuk meningkatkan

kemurnian.>®
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b. Ultrafiltrasi

Metode ini menggunakan membran filter dengan ukuran pori tertentu
untuk memisahkan exosome berdasarkan ukuran. Medium kultur
difiltrasi melalui membran untuk menghilangkan partikel yang lebih
besar dan molekul kecil, sementara exosome tertahan di membran.
Ultrafiltrasi sering digunakan sebagai langkah tambahan setelah

ultracentrifugasi untuk meningkatkan kemurnian exosome.>
c. Kromatografi Afinitas

Metode ini memanfaatkan interaksi spesifik antara molekul di
permukaan  exosome dengan ligan yang terikat pada matriks
kromatografi. Antibodi yang spesifik terhadap marker permukaan
exosome seperti CD63, CD81, dan CD9 sering digunakan. Medium
kultur dilewatkan melalui kolom yang mengandung ligan ini, sehingga
exosome yang mengandung marker permukaan yang sesuai akan

terperangkap dan kemudian dielusi.*
d. Presipitasi Polimer

Metode ini melibatkan penggunaan polimer, seperti polyethylene glycol
(PEG), yang menginduksi presipitasi exosome dari medium kultur.
Polimer ini ditambahkan ke medium kultur dan diinkubasi, kemudian
campuran disentrifugasi pada kecepatan rendah untuk mengendapkan

exosome. Metode ini relatif cepat dan sederhana, namun bisa
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menghasilkan eksosom dengan kemurnian yang lebih rendah

dibandingkan metode lain.>®
e. lIsolasi Berdasarkan Densitas

Metode ini melibatkan penggunaan gradien densitas, seperti gradien
sucrose atau iodixanol, untuk memisahkan exosome berdasarkan
densitas mereka. Medium kultur ditempatkan pada gradien densitas dan
disentrifugasi pada kecepatan tinggi. Exosome akan terpisah pada
lapisan yang sesuai dengan densitas mereka, yang kemudian dapat

diambil secara terpisah.>®

2.6. Efek Exosome hypoxia mesenchymal stem cell terhadap kadar TGF-p dan

PDGF pada Alopecia

Eksosom dari mesenchymal stem cell mengandung beberapa komponen
seperti miRNA, protein, enzim, lipida, sitokin dan growth factors (TGF- dan
PDGF) diantaranya yang berkontribusi dalam mengatasi alopecia.’ Sinyal
TGF-B dan PDGF sangat penting untuk diferensiasi dan pertumbuhan MSC.!'%
TGF-B mengatur sistem imun lokal di kulit kepala. Ekspresi TGF-f lebih tinggi
dapat menyebabkan aktivitas fibroblas lebih tinggi dan produksi matriks
ekstraseluler, yang menyebabkan fibrosis folikel rambut.?*?* Fibrosis ini dapat
menghalangi folikel rambut untuk kembali ke fase anagen, atau fase
pertumbuhan, yang memperburuk kondisi alopecia. Selain itu, TGF- juga
dapat mengontrol ekspresi protein lain yang terlibat dalam siklus rambut,
seperti inhibitor protease dan faktor pertumbuhan lain yang dapat berkontribusi

pada pertumbuhan rambut. Studi ini menunjukkan hasil positif dalam
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meningkatkan kepadatan rambut dan mengurangi area kebotakan.? Penelitian
menunjukkan bahwa MSC, terutama dari jaringan adiposa, dapat mengurangi
gejala alopecia areata dan merangsang pertumbuhan rambut baru.'%
Berdasarkan penelitian yang dilakukan Wu ef al. yang menunjukkan bahwa
ADSC-Exos bermanfaat bagi pertumbuhan rambut dari rambut yang
ditransplantasikan pada tikus telanjang dengan peningkatan faktor

pertumbuhan seperti faktor pertum
o
r

buhan turunan trombosit (PDGF) dan

l\.\'.

exosome WATWIIG 5 UL ’.'

Gambar 2.11. Efek Eksosom MSC pada kulit.!?
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BAB III

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

Kerangka Teori

Fluconazole, obat antijamur yang umum digunakan, telah diketahui
memiliki efek samping berupa alopecia yang dapat dijelaskan melalui
beberapa mekanisme biokimia kompleks. Salah satu mekanisme utama
adalah penghambatan enzim lanosterol 14-a-demethylase, yang merupakan
langkah penting dalam  biosintesis ergosterol pada jamur. Meskipun
manusia tidak memproduksi ergosterol, enzim ini memiliki kesamaan
struktural dengan enzim yang terlibat dalam sintesis kolesterol. Gangguan
ini tidak hanya menghambat fungsi membran sel folikel rambut, tetapi juga
berpotensi mengurangi produksi hormon steroid yang penting untuk

pertumbuhan rambut. 82 8

Selain gangguan struktural, fluconazole juga dapat meningkatkan
stres oksidatif dalam sel-sel folikel rambut. Stres oksidatif ini terjadi ketika
produksi spesies oksigen reaktif (ROS) melebihi kapasitas sel untuk
menghilangkannya. ROS yang berlebihan dapat merusak komponen seluler
penting seperti DNA, protein, dan lipid, yang pada akhirnya mengganggu
fungsi normal folikel rambut dan memicu proses inflamasi.® Alopecia juga
menyebabkan Apoptosis pada folikel rambut dengan peningkatan ekspresi
molekul MHC | pada permukaan sel-sel yang terinfeksi atau mengalami

transformasi. Peningkatan ekspresi ini memungkinkan sel T CD8+ untuk
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lebih efektif mengenali antigen yang dipresentasikan. Setelah pengenalan
antigen, sel T CD8+ menjadi aktif dan melepaskan zat sitotoksik seperti
perforin dan granzim.®”8 Perforin membantu membuka pori pada membran
sel target, sementara granzim masuk ke dalam sel dan memicu jalur

apoptosis sel.%

Pada folikel rambut AA, diyakini bahwa peningkatan aktivitas MHC
kelas | dan MHC kelas 1l dikaitkan dengan perekrutan leukosit ke umbi
rambut. Menggambarkan runtuhnya hak istimewa kekebalan folikel rambut,
yang menyebabkan segerombolan sel CD8" Sel T, CD4* Sel T, sel penyaji
antigen, dan sel mast yang mengelilingi folikel. Sel imunoinflamasi ini
menyebabkan gangguan siklus pertumbuhan rambut dan kerusakan folikel.
% Peningkatan ROS diketahui dapat meningkatkan produksi protein
penghambat regenerasi rambut termasuk TGF-f. TGF- dikenal memiliki
efek inhibisi terhadap pertumbuhan rambut dengan menghambat proliferasi
sel-sel folikel rambut dan memicu transisi dari fase pertumbuhan (anagen)
ke fase istirahat (telogen).® Di sisi lain, penurunan PDGF yang disebabkan
oleh efek fluconazole dapat mengurangi dukungan untuk proliferasi dan
survival sel-sel folikel rambut. PDGF secara normal memainkan peran
penting dalam menjaga kestabilan folikel rambut dengan mempromosikan
proliferasi sel-sel prekursor dan mendukung mikro lingkungan yang optimal
untuk pertumbuhan rambut®® ROS bertindak sebagai komponen
pensinyalan penting dalam imunitas sel T. ROS berdampak pada Aktivasi

Sel T.1® ROS juga telah terbukti sangat penting dalam memediasi beberapa
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aspek imunitas yang dimediasi limfosit T hilir dari pensinyalan TCR
termasuk proliferasi sel T, fungsi efektor, dan kematian.** NF-xB
memainkan peran utama dalam mengatur jumlah ROS dalam sel, ROS
memiliki berbagai peran penghambatan atau stimulasi dalam pensinyalan
NF-kB.}? NF-kB bertindak sebagai mediator utama yang menginduksi
transkripsi gen sitokin dan kemokin yang diperlukan untuk respons imun.’
Jalur NF-xB nonkanonik mengontrol produksi interferon.''® Ekspresi NF-

kB diharapkan pada jalur NF-kB dapat menghambat apoptosis.
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Gambar 3.1. Representasi skema untuk sumbu AR/miR-221/1GF1 yang

mengatur jalur MAPK dan jalur PISK/AKT.%

Terakhir, miRNA-221/222 berperan dalam mengatur siklus
pertumbuhan rambut dengan memodulasi ekspresi gen yang terlibat dalam
proliferasi sel-sel folikel rambut.®? Secara keseluruhan, kombinasi protein

dan miRNA yang terdapat dalam exosome MSC bekerja sinergis untuk
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mempengaruhi berbagai aspek alopecia, baik melalui pengaturan
peradangan, regenerasi jaringan, maupun regulasi siklus pertumbuhan
rambut secara langsung.®3 Sel regulator T (Treg), memainkan peran penting
dalam menekan respons imun.!** Sel regulator T (Treg) mengeluarkan
beberapa sitokin penghambat seperti IL-10 dan PDGF juga TGF-p.
Sehingga diharapkan dapat mengurangi kadar TGF-B untuk menekan
sitotoksitas sel T CD8 dan meningkatkan PDGF. TGF-§ dan IL-15 adalah
molekul yang terlibat dalam berbagai proses biologis, termasuk pengaturan
proliferasi sel, diferensiasi, dan kematian, dimana IL-15 merupakan key
cytokine for immunotherapy sehingga IL-15 diharapkan tidak mengganggu
sinyal yang diaktifkan oleh TGF-B, dimana IL-15 merupakan penginduksi

kuat aktivasi NF-kB.
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Gambar 3.2. Kerangka Teori
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3.2. Kerangka konsep

TGF-B
EH-MSC
PDGF
Gambar 3.3. Kerangka Konsep
3.3. Hipotesis

3.3.1. Terdapat pengaruh pemberian Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell
dosis 100 pg/kgBB-dan 200 [ig/kgBB terhadap kadar TGF-p pada Tikus
model Alopecia like yang diinduksi Fluconazole.

3.3.2. Terdapat pengaruh pemberian Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell
dosis 100 pg/kgBB dan 200 pg/kgBB terhadap kadar PDGF pada Tikus

model Alopecia like yang diinduksi Fluconazole.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian pada penelitian ini adalah eksperimental in vivo
secara Randomized Post Test only Control Group Design. Rancangan penelitian

menggunakan 5 perlakuan dengan skema penelitian sebagai berikut :

— K1 | OIKI

—»| K2 —»| O02K2

S |7 A [~ R I 1=V > K3 | O3K3

L »| K4 [ 04K4

L»| K5 | OS5K5

Gambar 4.1. Skema Rancangan Penelitian®

Keterangan:

S = Sampel

A = Aklimatisasi hewan coba
R = Randomisasi hewan coba
I = Induksi Fluconazole

V = Validasi

K1 = Tikus sehat, tidak diberi perlakuan
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K2 = Tikus diinduksi Fluconazole dengan diberi NaCl 0,9%
K3 = Tikus diinduksi Fluconazole dengan diberi Minoxidil 5%

K4 = Tikus diinduksi Fluconazole dengan diberi Exosome hypoxia MSC 100
pg/kgBB

K5 = Tikus diinduksi Fluconazole dengan diberi Exosome hypoxia MSC 200
pg/kgBB

O1K1 = Observasi kadar TGF-p dan PDGF kelompok K1

0O2K2 = Observasi kadar TGF-$ dan PDGF kelompok K2

O3K3 = Observasi kadar TGF-p dan PDGF kelompok K3

O4K4 = Observasi kadar TGF-p dan PDGF kelompok K4

O5K5 = Observasi kadar TGF-p dan PDGF kelompok K5

4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.2.1 Variabel penelitian
a. Variabel Bebas penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah

Exosome hypoxia MSC

b. Variabel Tergantung penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah

kadar TGF-p dan PDGF

c. Variabel Prakondisi penelitian ini adalah pemberian fluconazole 35

mg/kgBB per oral menggunakan sonde.
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4.2.2 Definisi Operasional
a. Injeksi exosome hypoxia MSC (EH-MSC)

Exosome dari mesenchymal stem cell (MSC) adalah vesikel ekstraseluler
yang mengandung berbagai molekul bioaktif seperti miRNA, protein,
dan lipida yang berkontribusi pada regenerasi jaringan, anti-inflamasi,
dan modulasi imun. Exosome MSC diisolasi dengan metode TFF. Media
kultur disaring menggunakan filter 100 kDa dan 500 kDa. Validasi
dilakukan dengan flow cytometry menggunakan penanda CD81, CD63,
dan CD9. Exosome hypoxia MSC yang tervalidasi disimpan di tabung 2,5
mL pada suhu 2-8 °C. Injeksi exosome terbagi dalam beberapa kelompok
yaitu dosis EH-MSC 100 p1g/mL secara subkutan sebanyak 0,1 cc dibagi
menjadi 5 titik, dosis EH-MSC 200 pg/mL secara subkutan sebanyak 0,2

cc dibagi menjadi 5 titik.
Skala: Ordinal

b. Kadar TGF-8

TGF-B adalah protein yang berperan dalam regulasi banyak proses
seluler, termasuk pertumbuhan sel, apoptosis, dan diferensiasi. Pada tikus
model alopecia yang diinduksi oleh fluconazole, pemberian exosome
MSC dapat mengurangi kadar TGF-p pada tikus yang diinduksi alopecia.
Diukur menggunakan metode ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay) dari sampel kulit tikus setelah perlakuan dengan exosome MSC

pada hari ke-29.
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Skala: Rasio
c. Kadar PDGF

Protein yang disebut Platelet derivated Growth Factor (PDGF) sangat
penting dalam penyembuhan luka, peretumbuhan, dan pembelahan.
PDGF terutama dilepaskan oleh trombosit darah, serta jenis sel lain
seperti makrofag. Pemberian exosome MSC dapat meningkatkan kadar
PDGF pada tikus model alopecia yang telah diinduksi oleh fluconazole.
Diukur menggunakan metode ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay) dari sampel kulit tikus setelah perlakuan dengan exosome MSC

pada hari ke-29.

Skala: Rasio

4.3. Subyek Penelitian dan Sampel Penelitian

4.3.1. Subyek penelitian
Tikus jantan galur Wistar berusia 6-8 minggu dengan berat 200-250
gram dipilih untuk penelitian ini setelah dianggap layak oleh dokter hewan
dari Laboratorium Stem Cell and Cancer Research (SCCR) Indonesia.
Tikus dipelihara di lab berventilasi cukup dan suhu ruangan 20-28°C dengan

makanan dan minuman diberikan secara ad libitum.

4.3.2. Sampel Penelitian
4.3.2.1. Kriteria inklusi
a. Tikus galur Wistar

b. Jenis kelamin jantan
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c. Usia 6-8 minggu
d. Berat badan 200-250 g
e. Tidak memiliki kelainan anatomis
f. Tikus bergerak secara aktif.
4.3.2.1.1. Model tikus kriteria inklusi
Tikus dengan alopecia: Tikus yang di induksi dengan fluoconazole dosis divalidasi

dengan sediaan HE

Secara makroskopis : Tikus yang diberi fluconazole oral selama 14 hari yang
divalidasi secara makroskopis, rambut tidak tumbuh setelah
dicukur, ditemukan. Gambaran sel papilla dermal (DPC)

mengecil HE.

4.3.2.2. Kriteria eksklusi

a. Memiliki kelainan anatomis.
b. Sudah pernah digunakan untuk penelitian sebelumnya.
c. Tikus yang sakit selama masa penelitian.

4.3.2.3. Kriteria drop out
a. Tikus mengalami infeksi atau

b. Tikus mati selama penelitian.

4.4. Teknik Pengambilan Sampel Penelitian

a. Lakukan pengambilan sampel jaringan kulit yang telah diberi perlakuan
menggunakan peralatan steril dan dilakukan di atas es secara cepat untuk

mencegah degradasi oleh protease.
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b. Letakkan jaringan yang telah diambil ke dalam tabung cryovial dan

rendam dalam nitrogen cair untuk melakukan "snap freeze".

c. Simpan sampel pada suhu -80°C untuk digunakan nanti atau simpan di

atas es untuk homogenisasi segera.

d. Untuk potongan jaringan sekitar ~5 mg, tambahkan sekitar ~300 pL
larutan radioimunopresipitasi (RIPA) buffer ditambah dengan protease
inhibitor ke dalam tabung dan homogenkan menggunakan homogenizer

Listrik selama 2 menit pada suhu 4°C

e. Bilas mata homogenizer dua kali dengan menggunakan 300 pL larutan

RIPA buffer

f. Lakukan sentrifugasi hasil homogeniasasi selama 20 menit pada 13.000

rpm pada suhu 4°C.

g. Setelah itu, letakkan tabung di atas es, ambil supernatan ke dalam tabung
yang baru dan dingin, dan simpan sampel pada suhu -80°C hingga proses

analisis berikutnya dilakukan.

4.5. Besar Sampel

Penelitian ini menggunakan 5 perlakuan dan besaran sampel dihitung

menggunakan rumus Federer sebagai berikut:

(n-1)(t-1)>15
n-1)(5-1)>15
4(n-1)>15

4dn—4>15

4n>19

n>4,75 > 5 (pembulatan)
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Berdasarkan perhitungan tersebut, penelitian menggunakan lima ekor

sampel per perlakuan. Untuk menghadapi risiko mortalitas pada tikus, setiap

kelompok ditambah sampel sebanyak satu ekor dari jumlah hitungan menjadi

total enam ekor per perlakuan. Dengan demikian, jumlah total sampel yang

digunakan adalah 30 ekor.

4.6. Alat dan Bahan

4.6.1.

4.6.2.

Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam kultur MSC dan isolasi exosome
antara lain meliputi BSC, CO2 inkubator, sentrifuge, uPulse tangential flow
filtration dan membran filtrasi TFF (Tangential Flow Filtration) berukuran
100 kda dan 500 kda digunakan untuk isolasi exosome dari medium kultur
MSC. Alat yang digunakan untuk validasi MSC dan Exosome hypoxia MSC
antara lain Flowcytometer, mikroskop inverted, incubator. Peralatan lain
yang digunakan antara lain mikropipet, tabung sentrifuge, pelat kultur sel,

botol beher, shaker, pH meter, autoclave dan lampu UV.

Bahan Penelitian

Bahan yang dipakai dalam penelitian meliputi bahan kultur yang
terdiri dari DMEM, Fetal Bovine Serum, Phospat Buffer Saline, Antibiotik
dan anti jamur, Flask kultur, sentrifuge tube, pipet tip. Bahan yang
digunakan untuk isolasi exosome antara lain NaCl, dan Aquabidest.

Bahan penelitian yang dibutuhkan dalam proses pembuatan animal

model dan pengambilan sampel antara lain alkohol 70% dan kapas steril,
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ketamin, xylazine, vial tube, RIPA buffer dan pisau bisturi. Bahan-bahan
yang diperlukan untuk analisis ELISA antara lain Elisa Kit Rat TGF-beta
(Elabscience No Cat: E-EL-R2856) dan PDGF (Elabscience No Cat: E-EL-

R2491).

4.7. Cara Penelitian

4.7.1. Ethical clearance

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

Universitas Sultan Agung Semarang.

4.7.2. Prosedur Isolasi Mesenchymal Stem Cell dari Umbilical Cord

Seluruh prosedur dilakukan di kabinet biosafety kelas 2 dengan tingkat

sterilitas dan peralatan steril yang tinggi.

a. Setelah dikumpulkan, umbilical cord dimasukkan ke dalam wadah
steril yang diberi NaCl 0,9%

b. Dengan menggunakan pinset, masukkan umbilical cord ke dalam
cawan petri-dan gunakan PBS untuk membersihkannya secara
menyeluruh

c. Umbilical cord janin tikus dipotong dan pembuluh darahnya dibuang

d. Setelah umbilical cord dicincang halus, diletakkan secara merata di
dalam labu 25T dan diamkan selama tiga menit agar tisu menempel
pada permukaan labu

e. Media (DMEM, fungizon, penstrep, dan FBS) ditambahkan sedikit

demi sedikit hingga jaringan tertutup
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f. Eksplan disimpan dalam inkubator dengan 5% CO; pada suhu 370°C

g. Setelah prosedur kultur dimulai, sel akan berkembang setelah sekitar
14 hari

h. Setiap tiga hari, media diganti dengan cara membuang setengahnyadan
menambahkan yang baru dan penuh sebagai gantinya

i. Pemeliharaan sel berlanjut hingga 80% sel konfulensi.

Proses Hipoksia

a. MSCs dengan konfluensi 80% dimasukkan, dan ditambahkan hingga 10

mL media penuh

b. Selanjutnya flask yang mengandung MSCs ditempatkan di dalam ruang
hipoksia

c. Dalam mengukur jumlah oksigen dalam ruangan, gas nitrogen dialirkan
melalui kKatup inlet dan pengukur oksigen ditempatkan pada lubang
sensor

d. Nitrogen disuntikkan sampai oksigen 5% ditunjukkan oleh jarum
indikator

e. Chamber yang telah diisi flask diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam

f. Media kultur dikeluarkan setelah 24 jam dan diisolasi dengan metode
TFF untuk menghasilkan EH-MSCs.

Pembuatan Exosome Hipoksia MSCs

Exosome MSC diisolasi menggunakan metode TFF. Langkah yang

dilakukan antara lain media kultur MSC dikumpulkan dalam botol steril dan
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kemudian disaring menggunakan alat uPulse TFF dengan filter 100 kDa dan
500 kDa untuk menyisihkan partikel besar. Hasil filtrasi kemudian
dilakukan validasi kandungan Exosome hypoxia MSC menggunakan
flowcytometri dengan penanda permukaan berupa CD81, CD63, dan CD9.
Hasil yang telah tervalidasi mengandung Exosome hypoxia MSC disimpan

dalam tabung 2,5 mL dan disimpan dalam suhu 2-8 °C.

ISOLASI dan KULTUR MSC VALIDASI MSC

\ MSC

1__I_

.4 “
Step 2-Mincing and Partial

i Validasi Morfologi dan

Q Diferensicisi MSC
P ‘. 1-2 mm tssue
M +TryptE o
N S 37°C for 30 min '\
‘ i3 '*br'
Step 3- Explant Culturing %
’ Validasi Marker MSC dengan
Flowcytometry

- Medium kultur MSC
\g hipoksia
\
Kultur sel MSC

} g
Lis

Filtrasi exosome MSC hipoksia

Proses Hipoksia ‘
‘ =
;’, .
Medium kultur MSC hipoksia ES-HMSCs

Gambar 4.2. Isolasi MSC dan Pembuatan Exosome
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4.7.5. Pembuatan alopesia dan pemberian perlakuan pada subjek percobaan

a.

Setelah satu minggu adaptasi, tikus diberikan kombinasi xylazine (20
mg/kgbb) dan ketamine (60 mg/kgbb) untuk menginduksi anestesi.
Mencukur rambut pada punggung tikus

Tikus kelompok K1 tidak di berikan treatmen apapun. Tikus kelompok
K2 sd K4 diberikan fluconazole 35 mg/kgBB per oral selama 14 hari
menggunakan sonde

Hari ke-22, dilakukan validasi

Dilakukan injeksi Subkutan pada punggung tikus. Injeksi NaCL
dilakukan pada K2, Injeksi Minoxidil 5% pada K3, injeksi Exosome
hipoksia MSC dosis 100ug/kgbb pada K4, dan Injeksi Exosome
hipoksia MSC dosis 200ug/kghb pada K5

Hari ke-29 dilakukan pemeriksaan sampel

Jaringan yang telah dihomogenisasi disimpan dalam -80°C hingga
proses analisis.

Periksa kadar TGF-$ dan PDGF menggunakan ELISA sesuai protokol

pabrik.

4.7.6. Metode Validasi

a.

Validasi secara makroskopis pada hari ke-22 dimana dinyatakan positif
jika daerah yang dicukur tidak menunjukkan pertumbuhan rambut

kembali

b. Validasi mikroskopis dengan pewarnaan Hematoksilin-Eosin (HE)

dimana dinyatakan mengalami alopecia jika tidak ditemukan folikel
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dalam fase anagen pada kulit tikus.

Untuk melakukan validasi mikroskopis dilakukan langkah-langkah sebagai

berikut:

1. Sampel kulit diperoleh dari masing-masing kelompok dan digunakan
untuk membuat potongan histologis menggunakan pewarnaan HE dan
teknik paraffin Sampel kulit tikus diperoleh dari masing-masing
kelompok dan diawetkan dalam larutan NBF 10% atau Neutral Buffer
Formalin

2. Sampel kulit dibersihkan dari sisa larutan fiksatif dengan membilasnya
menggunakan alkohol 70%

3. Sampel ditandai dan ditempatkan dalam keranjang tisu setelah difiksasi
dalam larutan BNF 10

4. Alkohol absolut dan alkohol bergradasi 70, 80%, 90%, dan 96%
digunakan untuk mendehidrasi sampel jaringan

5. Sampel dimasukkan ke dalam toluol selama satu jam, atau hingga
menjadi bening atau transparan

6. Sampel kemudian diinfiltrasi menggunakan parafin dalam oven bersuhu
560°C. Caranya dengan memasukkannya ke dalam kombinasi toluol dan
parafin dengan perbandingan 3:1, 1:1, dan 1:3 masing-masing selama
30 menit. Masing-masing selama tiga puluh menit, sampel kulit
direndam dalam parafin murni I, parafin murni I, dan parafin murni 111

7. Kemudian sampel ditanam (embedding) dalam parafin dan blocking

ditunggu hingga paraffin mengeras
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Dengan menggunakan mikrotom, potong blok jaringan menjadi irisan
berukuran 6um. Kemudian letakkan potongan-potongan tersebut di atas
permukaan kaca yang telah dilapisi perekat Mayer Albumin, ditetesi
sedikit air suling, dan dipanaskan di atas hot plate hingga menempel
sempurna

Sebelum pewarnaan jaringan, parafin dihilangkan (deparaffinisasi)
dengan xylol selama sehari penuh

Pewarna HE digunakan untuk pewarnaan. Kertas kering digunakan
untuk menyerap kandungan xylol, yang kemudian secara bertahap
ditambahkan ke air sulingan dan larutan alkohol dengan persentase yang
semakin rendah (96%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, dan 30% ),
masing-masing, untuk durasi 1- 2 menit

Setelah jaringan diwarnai selama 5-10 detik dengan hematoksilin,
jaringan dibilas lagi selama 10 menit dengan air mengalir

Selama 3-5 menit, preparata direndam dalam alkohol masing- masing
30%, 40%, 50%, 60%, dan 70%

Selanjutnya jaringan diwarnai dengan pewarnaan eosin selama 2 menit.
Kemudian dikeringkan dengan kertas saring dan dimasukkan ke dalam
larutan alkohol bertingkat (70%, 80%, 90%, dan 96%) masing-masing
selama 3-5 menit

Setelah 15 menit clearing xylol, balsam Kanada diteteskan ke dalam

sediaan histologi
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15. Memasang slide jaringan dengan kaca penutup, memberi label, dan

memasukkannya ke dalam kotak sediaan melengkapi prosedur ini.

Terminasi dan pengambilan jaringan

a.

Sebelum mengeluarkan organnya, matikan tikus dengan dosis koktail
yang mematikan. Ketamine 60 mg/kgBB dan Xylazine 20 mg/kgBB
diperlukan untuk membuat 10 mL cocktail

Organ kulit diambil dari bangkai tikus dan diawetkan dalam RNA later

pada suhu -80°C dalam cryotube bebas RNAase.

Preparasi Sampel

a.

Lakukan pengambilan sampel jaringan Kulit yang telah diberi perlakuan
menggunakan peralatan steril dan dilakukan di atas es secara cepat untuk

mencegah degradasi oleh protease

Letakkan jaringan yang telah diambil ke dalam tabung cryovial dan

rendam dalam nitrogen cair untuk melakukan "snap freeze"

Simpan sampel pada suhu -80°C untuk digunakan nanti atau simpan di

atas es untuk"homogenisasi segera

Untuk potongan jaringan sekitar ~5 mg, tambahkan sekitar ~300 pL
larutan RIPA buffer ditambah dengan protease inhibitor ke dalam
tabung dan homogenkan menggunakan homogenizer Listrik selama 2

menit pada suhu 4°C

Bilas mata homogenizer dua kali dengan menggunakan 300 pL larutan

RIPA buffer
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f. Lakukan sentrifugasi hasil homogeniasasi selama 20 menit pada 13.000

rpm pada suhu 4°C

g. Setelahitu, letakkan tabung di atas es, ambil supernatan ke dalam tabung
yang baru dan dingin, dan simpan sampel pada suhu -80°C hingga

proses analisis berikutnya dilakukan

4.7.9. Analisis ELISA

a. Tentukan sumuran untuk standar, blanko, dan sampel yang akan
dianalisis

b. Tambahkan sebanyak 100 pL larutan standar, blanko, dan sampel ke
sumur yang telah ditentukan

c. Tutup pelat sumuran menggunakan plastik penutup hingga rapat untuk
mencegah terjadinya penguapan reagen, kemudian inkubasi selama 90
menit pada suhu 37°C

d. Buang cairan dari setiap sumur, tanpa pembilasan. Segera tambahkan
100 pL larutan Antibodi Deteksi Biotinilasi ke setiap sumur

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

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

g. Tambahkan 100 pL Konjugat HRP ke setiap sumur

h. Tutupi pelat dengan penutup baru, inkubasi selama 30 menit pada suhu

37°C
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Buang larutan dari setiap sumur, dan lakukan proses pembilasan
sebanyak 5 kali seperti pada langkah 3

Tambahkan 90 pL. Reagen Substrat ke setiap sumur

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

Tambahkan 50 pL larutan Stop ke setiap sumur

. Ukur Optical Density (OD) dari setiap sumur sekaligus menggunakan

Spektofotometer pada panjang gelombang 450 nm.
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Tikus Wistar 30 Ekor
[

Aklimatisasi selama 7 hari

I
Fluconazol Oral
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Tikus Bunting

Isolasi Umbilical

Isolasi dan Kultur
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dengan dengan
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5% Filtrasi dengan TFF
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Terminasi dan pengambilan sampel kulit pada hari ke-28

Analisis TGF-f dan PDGF

v

Pengolahan Data

Gambar 4.3. Alur Penelitian

v

| |Exosome hypoxia MS(




55

4.9. Analisa Data

Selanjutnya, dilakukan analisis normalitas dan variasi data
menggunakan uji Shapiro-Wilk dan Levene’s Test dan dilanjutkan dengan
uji One-Way ANOVA. Analisis antar kelompok perlakuan dilanjutkan
dengan uji post hoc LSD untuk kadar TGF- dan uji Post Hoc untuk kadar
PDGF. Nilai signifikansi p<0,05 menunjukkan adanya perbedaan yang

signifikan antar kelompok penelitian.

4.10. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian yang meliputi pembuatan Exosome hypoxia MSC,
perlakuan hewan coba hingga analisis variabel terikat ini- dilakukan di
Laboratorium SCCR (Stem Cell and Cancer Research) Semarang, pada

Bulan November-Desember 2024.



BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1. Hasil Penelitian
5.1.1. Hasil Validasi EH-MSC (Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell)
Mesenchymal stem cell diisolasi di Laboratorium SCCR Indonesia
di Semarang, menggunakan sumber berupa tali pusat tikus pada usia berusia
21 hari kehamilan. Setelah proses isolasi, sel-sel tersebut dikultur dalam
Flask kultur yang berisi media DMEM. Setelah mencapai pasase kelima,
analisis morfologi sel, menunjukkan terdapat sel yang menyerupai spindle

saat diamati dengan mikroskop dan melekat di atas permukaan flask

(Gambar 5.1A).

A

Histogram
Histogram
Histogram

Histogranr

99.8%

CDDOT CD29

Gambar 5.1. Morfologi MSC. (A) morfologi MSC berbentuk fibroblas-
like (ditunjuk oleh anak panah) pada pembesaran 100x. (B) Analisis

flow cytometry terhadap ekspresi CD90, CD29, CD45, dan CD31.
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Analisis identitas sel menggunakan surface marker MSC
menggunakan metode flow cytometry menunjukkan bahwa sel yang dikultur
secara kuat mengekspresikan CD90 (99,50%) dan CD29 (96,10%), dan hanya
sedikit mengekspresikan CD45 (1,30%) dan CD31 (6,60%) (Gambar 5.1B).
Hal ini menunjukkan bahwa sel yang dikultur dari tali pusar memiliki

karakteristik MSC.

Penelitian ini juga memastikan kapasitas MSC dalam diferensiasi
menjadi berbagai jenis sel dewasa seperti sel osteosit dan sel adiposity
yaitu dengan cara memberi medium spesifik menginduksi diferensiasi,
baik menjadi osteosit maupun adiposit. Hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa MSC mampu mengalami diferensiasi menjadi
osteosit dan adiposity yang terlihat oleh Alizarin Red dan oil Red O.

(Gambar 5.2 A dan B).

Gambar 5.2. Kemampuan MSCs berdiferensiasi menjadi osteosit pada

pewarna alizarin red dan (B) Adiposit pada pewarnaan oil red o

(ditunjukkan dengan panah hitam, perbesaran 400x).

Setelah tervalidasi, MSC kemudian diinkubasi dalam kondisi

hipoksia dengan kadar oksigen 5% selama 24 jam menggunakan box
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hipoksia. Setelah itu, medium kultur MSC yang mengandung sekretom
MSC dikumpulkan dan difiltrasi menggunakan metode TFF dengan ukuran
100-500 kDa sehingga dapat diperoleh EH-MSC. Setelah diisolasi kadar
exosome dianalisis menggunakan metode flowcytometry dan didapatkan

bahwa kadar exosome yang didapatkan sebesar 0.74 ug/mL (Gambar 5.3).

=S
z — g
a Bead-sing/al g
@) 28.2% & l
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91%
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- |
CDe63 CD9

Gambar 5.3. Hasil Analisis Kadar Exosome menggunakan marker CD63

dan CD9

5.1.2. Hasil Validasi Alopecia-like

Validasi pembentukan model Alopecia-like pada tikus dilakukan
secara visual dengan membandingkan kondisi densitas rambut pada tikus
sehat dan tikus yang diinduksi fluconazole. Hasil pengamatan menunjukkan
bahwa tikus sehat memiliki densitas rambut yang lebih padat, sedangkan
tikus yang diinduksi fluconazole memiliki densitas rambut yang lebih

rendah, sebagaimana terlihat dalam Gambar 5.4.
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Alopesia

Gambar 5.4. Validasi Alopecia-like Tikus sehat

(A) memiliki kondisi densitas rambut yang lebih tinggi, sedangkan tikus

yang dipapar fluconazole memiliki densitas rambut yang lebih rendah (B)

P

Alopesia H14

Gambar 5.5. Hasil mikroskopis pasca pemberian EH-MSCs

Setelah tikus tervalidasi mengalami Alopecia-like, tikus yang tanpa
induksi fluconazole digunakan sebagai kontrol sehat (K1), sedangkan tikus
yang mengalami Alopecia-like akibat induksi floconazole dibagi menjadi 4
kelompok perlakuan secara acak yaitu K2 (tikus Alopecia-like dengan

injeksi Aquabides dengan dosis 100 uL secara subkutan), K3 (tikus
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Alopecia-like dengan injeksi minoxidil dengan dosis 100 uL secara
subkutan), K4 dan K5 (tikus Alopecia-like dengan injeksi EH-MSC dengan

dosis masing-masing 100 pg dan 200 ug secara subkutan).

Injeksi EH-MSC diberikan sekali pada hari ke-1 setelah tikus
dinyatakan mengalami alopecia-like, dan pengambilan sampel jaringan

dilakukan pada hari ke-14 setelah injeksi. Jaringan kulit kemudian

dihomogenisasi menggunaa buffer yang telah ditambahkan
inhibitor prote| erusakan protein. Setelah jaringan
terhomogenisas "-“?{)‘AM .5.0 sen rlfuga5| dilakukan, dan

> > (PN
&

\;‘."

F-B dan PDGF

Gambar 5.6. Validasi folikel HE

Panah hitam menunjukkan fase telogen dan panah merah menujukkan fase anagen
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5.1.3. Kad"_

\ & I
Varisbel | Ki' || K2 | K3. | K4 K5

p

 (pg/mL. g/mL) g/ml. (pg/mL) (pg/mL)

Ret MM’&&J@.%@L‘# I|{{erataﬂ:SD Rerata+SD
TGF-p 36,33£3,15  7,87+1,38  17,9342,41 28,47+1,64 34,14£1,77
Shapiro Wilk 0,78 0,55 0,31 0,84 0,33
Lavene test 0,26
One Way 0,001
Anova

Data kadar TGF-f dari lima kelompok (K1 hingga K5) menunjukkan
variasi yang signifikan dalam konsentrasi. Kelompok K1 memiliki kadar
TGF-p tertinggi, yaitu 36,33 + 3,15 pg/mL, diikuti oleh K5 dengan 34,14 +

1,77 pg/mL, dan K4 dengan 28,47 + 1,64 pg/mL. Kelompok K3 memiliki
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kadar yang lebih rendah sebesar 17,93 + 2,41 pg/mL, sementara kadar

terendah ditemukan pada K2 dengan 7,87 + 1,38 pg/mL.

Analisis  distribusi  data menggunakan uji  Shapiro-Wilk
menunjukkan bahwa distribusi data pada setiap kelompok adalah normal
(p>0,05). Selanjutnya, uji homogenitas varians menggunakan Levene test
mengonfirmasi bahwa data kadar TGF-f pada kelima kelompok memiliki

varians yang homogen (p>0,05).

Analisis perbedaan kadar TGF-f antar kelompok dilakukan
menggunakan One-Way ANOVA, yang menghasilkan nilai signifikan
secara statistik (p<0,05). Hasil ini menunjukkan adanya perbedaan
bermakna antara kelompok-kelompok tersebut. Dengan kata lain, perlakuan
atau kondisi pada setiap kelompok memberikan pengaruh yang signifikan

terhadap kadar TGF-(3.

Tabel 5.2. Perbedaan rerata kadar TGF-f3 antar dua kelompok dengan

Uji Post Hoc LSD

Kelompok Kelompok Perbandingan Signifikansi
K1 K2 0,001
K3 0,001
K4 0,001
K5 0,092
K2 K3 0,001
K4 0,001
K5 0,001
K3 K4 0,001
K5 0,001

K4 K5 0,001
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Berdasarkan data kadar TGF-f3 yang memiliki beda nyata setelah uji
uji parametrik One Way ANOVA. Selanjutnya, untuk mengevaluasi
hubungan antar kelompok, dilakukan uji post hoc LSD, karena data bersifat
normal dan homogen. Data hasil uji post hoc LSD tersebut ditampilkan
dalam Tabel 5.2. Berdasarkan hasil analisis data ditemukan bahwa K4
berbeda signifikan dibanding dengan seluruh (p<0,05), sedangkan K5
berbeda secara signifikan dengan kelompok K2, K3, dan K4 (p<0,05), dan
tidak berbeda secara signifikan dibanding dengan K1 (p>0,05). Data juga
menujukkan data kadar TGF-B KS lebih tinggi dibandingkan dengan

kelompok lainnya hingga ke kadar TGF-B yang sama dengan kelompok
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Gambar 5.8. Grafik Kadar TGF-f.
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*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Terdapat pola penurunan yang ditunjukkan adalah dose dependent manner

dimana dosis tertinggi menghasilkan kenaikan kadar TGF-p signifikan.
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5.14 Kadar PDGF

Tabel 5.3. Data Hasil Analisis Kadar PDGF

Kelompok
Variabel K1 K2 K3 K4 K5 P
(pg/mL)  (pg/mL)  (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)

ReratatSD Rerata:SD RerataxSD ReratatSD  ReratatSD
PDGF 8,68+0,40 4,12+0,47 6,01+0,18  7,42+0,09  7,99+0,44
Shapiro Wilk 0,54 0,06 0,33 0,42 0,44
Lavene test 0,01
One Way 0,001
Anova

Data kadar PDGF yang diperoleh dari lima kelompok (K1 hingga K5)
menunjukkan variasi yang signifikan dalam konsentrasinya. Kelompok Kl
memiliki kadar PDGF tertinggi, yaitu 8,68 + 0,40 pg/mL, diikuti oleh K5 dengan
7,99 + 0,44 pg/mL, dan K4 dengan 7.42 + 0,09 pg/mL. Kelompok K3 memiliki
kadar yang lebih rendah, yaitu 6,01 £ 0,18 pg/mL, sedangkan kadar PDGF

terendah ditemukan pada kelompok K2 dengan 4,12 + 0,47 pg/mL.

Uji statistik Shapiro-Wilk yang dilakukan untuk mengevaluasi distribusi data
menunjukkan bahwa data kadar PDGF pada semua kelompok memiliki distribusi
normal (p > 0,05). Namun, analisis homogenitas varians menggunakan Levene test
menunjukkan bahwa varians data antar kelompok tidak homogen (p < 0,05). Hasil
analisis ini kemudian dilanjutkan dengan analisis perbedaan kadar PDGF antar
kelompok dilakukan menggunakan One-Way ANOVA, yang memberikan hasil
signifikan secara statistik (p < 0,05). Hal ini menunjukkan adanya perbedaan yang

bermakna pada kadar PDGF antar kelompok.
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Tabel 5.4. Perbedaan rerata kadar PDGF antar dua kelompok dengan

Uji Post Hoc Tamhane

Kelompok Kelompok Perbandingan Signifikansi
K1 K2 0,001
K3 0,001
K4 0,004
K5 0,168
K2 K3 0,001
K4 0,001
K5 0,001
K3 K4 0,001
K5 0,001
K4 K5 0,224

Berdasarkan data kadar PDGF yang memiliki beda nyata setelah uji
uji parametrik One Way ANOVA. Selanjutnya, untuk mengevaluasi
hubungan antar kelompok, dilakukan uji Post Hoc Tamhane, karena data
bersifat normal, namun tidak homogen. Data hasil uji post hoc Tamhane
tersebut ditampilkan dalam Tabel 5.4. Berdasarkan hasil analisis data
ditemukan bahwa K4 berbeda signifikan dibanding dengan K1, K2, dan K3
(p<0,05) dan tidak berbeda signifikan dibanding dengan K5 (p>0,05),
sedangkan K5 berbeda secara signifikan dengan kelompok K2 dan K3
(p<0,05), dan tidak berbeda secara signifikan dibanding dengan K1 dan K4
(p>0,05). Hal ini menunjukkan bahwa kadar PDGF K4 dan K5 tidak
berbeda, namun hanya kelompok K5 yang memiliki kadar PDGF yang sama

dengan kelompok sehat.
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Gambar 5.9. Grafik Kadar PDGF

Terdapat pola penurunan yang ditunjukkan adalah dose dependent manner

dimana dosis tertinggi menghasilkan kenaikan kadar PDGF yang signifikan.

Pembahasan Hasil Penelitian

EH-MSC telah banyak dikaji sebagai alternatif terapeutik yang
menjanjikan dalam berbagai kondisi regeneratif dan inflamasi, termasuk
dalam pengobatan alopecia-like.” > Salah satu mekanisme utama yang
berperan dalam efek terapeutik EH-MSC adalah melalui pengiriman miRNA
yang dikandung dalam exosome. MiRNA adalah molekul kecil yang dapat
mengatur ekspresi gen dengan cara mengikat mRNA target, menghambat
translasi, atau menyebabkan degradasi mRNA. Beberapa miRNA yang
dikandung dalam EH-MSC, seperti miR-122 dan miR-221, terbukti memiliki
peran penting dalam mengatur jalur biologis yang berkaitan dengan
pengaturan kadar TGF-B dan PDGF.*%’

miR-122 adalah salah satu miRNA yang paling banyak diteliti dalam

konteks regenerasi jaringan dan pengendalian inflamasi. Penelitian
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menunjukkan bahwa miR-122 dapat mengatur ekspresi gen yang terlibat
dalam pengaturan fibrosis dan peradangan. Dalam konteks alopecia, miR-122
dapat menstimulasi jalur TGF-B, yang berperan dalam modulasi respons
inflamasi dan pengaturan proliferasi sel.’*>’” TGF-p memiliki peran utama
dalam penghambatan aktivasi sel T pro-inflamasi, yang sering terlibat dalam
kerusakan folikel rambut.’®*° Dengan meningkatkan kadar miR-122, EH-
MSC dapat memicu produksi TGF-B, yang selanjutnya dapat membantu
menurunkan reaksi inflamasi dan merangsang proses reparasi pada jaringan
kulit yang rusak, termasuk folikel rambut.%® 62

Selain itu, miR-221 juga memainkan peran penting dalam pengaturan
PDGFE.% MiR-221 dapat meningkatkan ekspresi PDGF melalui pengaturan
jalur proliferasi sel dan angiogenesis. Protein PDGF sendiri berperan dalam
proses perbaikan jaringan dan regenerasi folikel rambut, dengan cara
merangsang pembentukan pembuluh darah dan meningkatkan suplai darah ke
area yang rusak.’*® Peningkatan kadar miR-221 dalam EH-MSC dapat
mempercepat proses regenerasi folikel rambut dengan merangsang produksi
PDGF, yang pada gilirannya dapat memperbaiki kerusakan yang disebabkan
oleh alopecia dan mempercepat pertumbuhan rambut. 63763

Melalui mekanisme ini, miR-122 dan miR-221 yang terkandung
dalam EH-MSC berfungsi sebagai mediator yang penting dalam
meningkatkan kadar TGF-B dan PDGF.%*-% Kedua protein ini memiliki peran
kunci dalam pengaturan respons imun dan regenerasi jaringan, yang sangat

relevan dalam pengobatan alopecia-like. TGF-3 dan PDGF adalah dua protein
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yang memiliki peran penting dalam proses peradangan dan regenerasi
jaringan. Kadar TGF-f yang lebih tinggi dikaitkan dengan peningkatan proses
reparatif pada jaringan kulit, termasuk pengaturan folikel rambut. TGF-3
berfungsi dalam pengaturan respons imun, penghambatan proliferasi sel T,
serta pemeliharaan homeostasis jaringan, yang sangat relevan dalam
mengatasi kondisi alopecia-like, yang ditandai dengan penurunan
pertumbuhan rambut akibat kerusakan folikel. Di sisi lain, PDGF berperan
dalam proses proliferasi sel mesenkimal dan juga dalam perbaikan jaringan
kulit yang rusak, termasuk pembentukan pembuluh darah dan penyembuhan
luka. Peningkatan kadar PDGF dapat mempercepat regenerasi folikel rambut
dengan meningkatkan pasokan oksigen dan nutrisi pada jaringan yang
terlibat,® 6>

Pada penelitian in1, pemberian EH-MSC dengan dosis 100 pg dan 200
ug pada tikus model alopecia-like bertujuan untuk mengevaluasi efeknya
terhadap kadar TGF-B dan PDGF serta hubungan kedua parameter ini dengan
regulasi imun dan perkembangan alopecia. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa dosis 200 pg EH-MSC dapat meningkatkan kadar TGF-f dan PDGF
secara signifikan hingga mencapai kadar yang setara dengan tikus sehat.
Sementara itu, dosis 100 pg hanya ada perubahan dalam peningkatan kadar
kedua protein tersebut, yang mengindikasikan bahwa dosis 100 pg dapat juga
digunakan untuk efek terapeutik.

Peningkatan kadar TGF-f yang signifikan pada kelompok tikus yang

diberikan 200 pg EH-MSC menunjukkan bahwa dosis tersebut berhasil
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mengaktifkan jalur-jalur biologis yang berperan dalam proses regenerasi kulit
dan pertumbuhan rambut, yang selanjutnya berhubungan dengan
pengurangan gejala alopecia. TGF-f3 berperan penting dalam penghambatan
aktivitas sel T pro-inflamasi, seperti CD8 dan CD4, yang dalam kondisi
alopecia-like cenderung teraktivasi dan memperburuk kerusakan folikel
rambut.®*®6% Penurunan aktivitas CD8 dan CD4 ini menunjukkan bahwa
EH-MSC dapat membantu menekan peradangan yang berkontribusi pada
alopecia.’®6%73

Sementara itu, kadar PDGF yang meningkat juga berhubungan dengan
peningkatan regenerasi jaringan kulit dan folikel rambut. PDGF memiliki
peran dalam pembentukan jaringan ikat dan angiogenesis, yang membantu
meningkatkan suplai-darah ke folikel rambut. Proses ini dapat mempercepat
regenerasi dan mendukung pertumbuhan rambut baru pada tikus model
alopecia. Selain itu, PDGF juga berfungsi dalam memperbaiki defisiensi
dalam pembentukan kolagen, yang sangat penting dalam memperbaiki
kerusakan folikel rambut akibat peradangan kronis.** %

Pemberian EH-MSC pada dosis 100 pg dan 200 pg juga dapat
mempengaruhi keseimbangan Treg (Regulatory T cells), yang memainkan
peran penting dalam mengontrol respons imun tubuh. Peningkatan aktivitas
Treg dapat berkontribusi pada pengaturan sistem imun untuk menghindari

serangan terhadap folikel rambut, yang sangat relevan dalam pengobatan

alopecia, yang merupakan gangguan autoimun. Dengan meningkatkan jumlah
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Treg, EH-MSC berpotensi memperbaiki gangguan autoimun pada alopecia-
like dengan mengurangi reaksi imun yang merusak folikel rambut.

Pemberian dosis 100 pg dapat meningkatkan kadar TGF- dan PDGF
namun, dosis 200 ug EH-MSC lebih efektif dalam meningkatkan kadar TGF-
B dan PDGF dibandingkan dengan dosis 100 ug karena dosis yang lebih tinggi
mengandung lebih banyak exosome, yang membawa berbagai molekul
bioaktif seperti miR-122 dan miR-221. Molekul-molekul ini berperan penting
dalam merangsang ekspresi gen yang mengatur regenerasi jaringan dan
pengendalian peradangan. MiR-122 berperan dalam meningkatkan produksi
TGF-B, yang mengurangi peradangan dengan menurunkan aktivitas sel imun
pro-inflamasi, sementara miR-221 berfungsi dalam merangsang produksi
PDGF, yang berperan dalam perbaikan folikel rambut dan pembentukan
pembuluh darah.%% 6

Dosis 200 pg EH-MSC yang lebih tinggi meningkatkan produksi
TGF-B dan PDGF lebih signifikan, yang mempercepat proses regenerasi
folikel rambut pada model alopecia-like. Peningkatan kadar kedua protein ini
membantu menurunkan kerusakan folikel rambut, memperbaiki suplai darah
dan merangsang perbaikan jaringan kulit. Selain itu, dosis yang lebih tinggi
juga dapat meningkatkan jumlah sel Treg yang mengendalikan respons imun,
mengurangi kerusakan folikel rambut akibat peradangan. Oleh karena itu,
dosis 200 pg EH-MSC lebih efektif dalam mengatasi alopecia-like dengan

meningkatkan kadar TGF-B dan PDGF secara signifikan.*®®73
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Secara keseluruhan, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa dosis 100
ug dapat meningkatkan kadar TGF- dan PDGF namun, dosis 200 ng EH-
MSC lebih meningkatkan kadar TGF- dan PDGF secara signifikan, yang
berhubungan langsung dengan regulasi sistem imun melalui penurunan
aktivitas sel CD8 dan CD4 serta peningkatan jumlah Treg. Hal ini mendukung
potensi EH-MSC sebagai terapi yang efektif dalam mengatasi alopecia-like
dengan memodulasi respons imun dan meningkatkan regenerasi folikel
rambut. Penurunan peradangan dan perbaikan jaringan yang difasilitasi oleh
peningkatan kadar PDGF dan TGF-3 diharapkan dapat menjadi dasar untuk

pengembangan terapi berbasis EH-MSC dalam pengobatan alopecia.
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Hasil penelitian tentang pengaruh injeksi EH-MSC secara subcutan
terhadap peningkatan kadar TGF-§ dan PDGF pada tikus jantan galur Wistar

model alopecia-like menunjukkan hal-hal berikut:

a. Terdapat pengaruh pemberian (Exosome hypoxia mesenchymal stem
cell) EH-MSC dosis 100 ug dan 200 ug terhadap peningkatan kadar
TGF-p pada tikus model alopecia-like dibandingkan dengan kelompok

kontrol.

b. Terdapat pengaruh pemberian (Exosome hypoxia mesenchymal stem
cell) EH-MSC dosis 100 pg dan 200 pug terhadap peningkatan kadar
PDGF pada tikus model alopecia-like dibandingkan dengan kelompok
kontrol.

Saran

a. Studi yang akan datang diharapkan untuk mengukur kadar, ekspresi
protein intraseluler, dan ekspresi mRNA IL-10 setelah dilakukan injeksi
EH-MSC pada tikus model alopecia-like.

b. Melakukan uji klinis fase 1 pada manusia yang bertujuan untuk
mengevaluasi keamanan, tolerabilitas, dosis, serta efek farmakokinetik

dan farmakodinamik dari EH-MSC.
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