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ABSTRAK

Latar Belakang: Luka bakar Derajat Dua ditandai dengan rusaknya struktur dan
fungsi kulit, serta hilangnya populasi sel progenitor yang penting untuk regenerasi
dan pemulihan struktur kulit, kajian mengenai exosome mesenchymal stem cell (E-
MSC) banyak dikaji karena memiliki kemampuan regeneratif terutama dalam
memicu produksi protein-protein yang berperan dalam proses penyembuhan kulit
terutama Keratinocyte Growth Factor (KGF) dan Platelet Derived Growth Factor
(PDGF). Tujuan penelitian ini untuk mengetahui pengaruh E-MSC terhadap
Ekspresi Gen KGF dan PDGF pada tikus dengan luka bakar Derajat Dua
Metode: Penelitian eksperimental ini dilakukan secara in vivo dengan desain Post-
test Only Control Group. subjek menggunakan 28 ekor tikus, dibagi menjadi 4
kelompok perlakuan, yaitu (K1) tikus sehat, (K2) tikus dengan luka bakar derajat
2 (LBD?2) diberikan injeksi NaCl, (K3) LBD 2 yang diberi perlakuan injeksi sub
cutan exosome dosis 100 uL, dan (K4) dengan injeksi sub cutan exosome dosis
200 uL, ekspresi gen KGF dan PDGF dianalisis dengan metode RT-PCR, dan
pengambilan kesimpulan dengan uji statistik One \Way Anova

Hasil: Hasil rerata ekspresi gen KGF berbeda secara signifikan (P<0,05), pada
kelompok K2 0,32+0,09, K3 0,65+0,03, dan K4 0,92+0,08. Kelompok K2
menunjukkan ekspresi gen KGF paling rendah, diikuti oleh kelompok K3, dan
paling tinggi pada kelompok K4. Hasil analisis ekspresi gen PDGF berbeda secara
signifikan p 0,000 (p<0,05), didapatkan nilai pada kelompok K2 0,66+0,08, K3
1,08+0,24, dan K4 1,49+0,19. Kelompok K4 menunjukkan ekspresi gen KGF
paling tinggi, diikuti oleh kelompok K3, dan paling rendah pada kelompok K2,
Kesimpulan: Pemberian E-MSC berpengaruh terhadap peningkatan ekspresi gen
KGF dan PDGF pada Tikus Jantan Galur Wistar model luka bakar Derajat Dua

Kata Kunci: luka bakar Derajat Dua, E-MSC, ekspresi KGF, PDGF
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ABSTRACT

Background: Second Degree Burns are characterized by damage to the structure
and function of the skin, as well as the loss of the progenitor cell population which
Is important for the regeneration and restoration of the skin structure, studies on
exosome mesenchymal stem cells (E-MSC) have been widely studied because they
have regenerative abilities, especially in triggering the production of proteins that
play a role in the skin healing process, especially Keratinocyte Growth Factor
(KGF) and Platelet Derived Growth Factor (PDGF). The purpose of this study was
to determine the effect of E-MSC on KGF and PDGF Gene Expression in mice with
Second Degree Burns.

Methods: This experimental was conducted in vivo with a Post-test Only Control
Group design. subjects using 28 mice, divided into 4 treatment groups, namely (K1)
healthy mice, (K2) mice with 2nd degree burns (LBD2) given NaCl injection, (K3)
LBD 2 given subcutaneous exosome injection treatment at a dose of 100 pL, and
(K4) with subcutaneous exosome injection at a dose of 200 uL, KGF and PDGF
gene expression were analyzed by the RT-PCR method, and conclusions were
drawn using the One Way Anova statistical test.

Results: The average results of KGF gene expression were significantly different
(P <0.05), in group K2 0.32 + 0.09, K3 0.65 + 0.03, and K4 0.92 + 0.08. Group K2
showed the lowest KGF gene expression, followed by group K3, and the highest in
group K4. The results of the PDGF gene expression analysis were significantly
different p 0.000 (p <0.05), the values obtained in group K2 were 0.66 + 0.08, K3
1.08 = 0.24, and K4 1.49 + 0.19. Group K4 showed the highest KGF gene
expression, followed by group K3, and the lowest in group K2.

Conclusion: Administration of E-MSC has an effect on increasing the expression
of KGF and PDGF genes in male Wistar rats with a second-degree burn model.

Keywords: Second Degree Burns, E-MSC, KGF expression, PDGF
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1. Latar Belakang

Luka bakar Derajat Dua ditandai dengan rusaknya struktur dan fungsi kulit,
serta hilangnya populasi sel progenitor yang penting untuk regenerasi dan
pemulihan struktur kulit yang menyebabkan terapi terbatas pada pencangkokan
kulit autologous seperti split-thickness grafts dan full-thickness graft. 2 Namun
demikian, efektivitas metode tersebut masih terbatas karena kurangnya kulit donor,
terutama pada pasien dengan luka bakar yang luas.? Hal ini menyebabkan kajian
mengenai exosome mesenchymal stem cell (E-MSC) banyak dikaji karena memiliki
kemampuan regeneratif terutama dalam memicu produksi protein-protein yang
berperan dalam proses penyembuhan kulit terutama Keratinocyte Growth Factor
(KGF) dan Platelet Derived Growth Factor (PDGF). Beberapa penelitian terdahulu
melaporkan bahwa KGF dan PDGF yang penting dalam penyembuhan luka bakar
Derajat Dua ditingkatkan oleh pemberian E-MSC sehingga mendukung proliferasi
dan migrasi sel keratinosit serta fibroblast sehingga mempercepat penutupan luka
dan re-epitelisasi. > Namun demikian, peran E-MSC terhadap Ekspresi Gen KGF
dan PDGF pada luka bakar derajat dua belum dikaji.

Khususnya di negara-negara berpenghasilan rendah dan menengah, luka
bakar menyebabkan sekitar 180.000 kematian setiap tahun. Tingkat kematian akibat
luka bakar sangat tinggi di Asia Tenggara (11,6 kematian per 100.000 penduduk
per tahun) dibandingkan dengan tingkat yang jauh lebih rendah yaitu 1,0 kematian

per 100.000 penduduk per tahun di negara-negara berpenghasilan tinggi. Di banyak



negara berpenghasilan tinggi, tingkat kematian akibat luka bakar telah menurun.
Angka kejadian luka bakar per tahun adalah 141,8+26,761. Kelompok usia dengan
insiden tertinggi adalah 16-35 tahun (269 pasien), dengan usia rata-rata 29+19
tahun. Penyebab utama luka bakar adalah ledakan kompor gas dengan 253 kasus
(35,7%), diikuti oleh api dengan 189 kasus (26,7%). Tingkat kematian di unit luka
bakar Ciptomangunkusumo adalah 25,8% (183 pasien), dengan jumlah kematian
tertinggi pada pasien dengan luas area bakar total >40% (136 pasien).®

Exosome yang dihasilkan oleh E-MSC mengandung berbagai biomolekul
yang berperan penting dalam penyembuhan luka.®® Beberapa komponen utama
termasuk microRNA (miRNA) seperti miRNA-21, yang meningkatkan proliferasi
dan migrasi sel serta mengurangi apoptosis, dan miRNA-126, yang meningkatkan
angiogenesis atau pembentukan pembuluh darah baru.!* Exosome ini juga
mengandung protein dan peptida seperti growth factors (VEGF, TGF-B, dan FGF)
yang merangsang pertumbuhan sel, pembentukan pembuluh darah baru, dan
regenerasi jaringan, serta cytokines seperti 1L-10 dan IL-6 yang mengurangi
inflamasi dan memodulasi respon imun.*?

Selain itu, exosome MSCs mengandung phospholipids yang membantu
komunikasi antar sel dan penyampaian sinyal untuk proses penyembuhan.
Messenger RNA (mRNA) dalam exosome berfungsi sebagai template untuk
sintesis protein yang diperlukan dalam proses penyembuhan luka dan regenerasi
jaringan. Molekul lain yang terkandung termasuk adhesion molecules seperti
integrins dan cadherins, yang membantu dalam interaksi dan migrasi sel ke area

luka, serta komponen extracellular matrix (ECM) seperti hyaluronic acid dan



fibronectin yang menyediakan kerangka kerja untuk regenerasi jaringan. Namun
demikian, peran E-MSC terhadap Ekspresi Gen KGF dan PDGF pada tikus model
luka Derajat Dua masih belum dikaji.
1.2. Rumusan Masalah

Apakah terdapat peningkatan ekspresi gen KGF dan PDGF pada Tikus Jantan

Galur Wistar dengan luka bakar Derajat Dua pasca pemberian pemberian E-MSC?

1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan umum
Penelitian ni bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian E-
MSC terhadap Ekspresi Gen KGF dan PDGF pada Tikus Jantan Galur
Wistar model luka bakar Derajat Dua.
1.3.2. Tujuan khusus
a. Untuk membuktikan pengaruh E-MSC dosis 100 uL dan 200 uL
terhadap peningkatan Ekspresi Gen KGF pada Tikus Jantan Galur
Wistar dengan luka bakar Derajat Dua.
b. Untuk membuktikan pengaruh E-MSC dosis 100 uL dan 200 uL
terhadap peningkatan Ekspresi Gen PDGF pada Tikus Jantan Galur
Wistar dengan luka bakar Derajat Dua.
1.4. Originalitas Penelitian
Berdasarkan review literatur mengenai penggunaan E-MCS sebagai agen
antiinflamasi dan antioksidan, beberapa studi terkait telah diidentifikasi dan akan

ditampilkan dalam Tabel 1 :



Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

Peneliti, tahun Judul Metode Hasil Penelitian
Aryan, Arefeh Human Bone In vivo pada Conditioned Media
Bayat, Mohammad  Marrow tikus MSC meningkatkan
Bonakdar, Shahin ~ Mesenchymal proliferasi dan produksi
Taheri, Soudabeh Stem Cell kolagens
Haghparast, Conditioned
Newsha Medium
Bagheri, Promotes
Mohammad Wound Healing
Piryaei, Abbas in Deep Second-

Abdollahifar, Degree Burns in

Mohammad Amin  Male Rats

13

Gangadaran, Three- In vivo pada Secretome MSC
Prakash dimensional mencit mampu meningkatkan
Oh, Eun Jung culture angiogenesis luka
Rajendran, Ramya  conditioned bakar

Lakshmi bone  marrow

Oh, Ji Min MSC secretome

Kim, Hyun Mi accelerates

Kwak, Suin wound healing

Chung, Ho Yun in a burn injury

Lee, Jaetae mouse model

Ahn, Byeong

Cheol

Hong, Chae Moon**

Aryan, Arefeh Human = Bone In vivo pada hBM-MSC-CM

Bayat, Mohammad  Marrow tikus mendukung

Bonakdar, Shahin ~ Mesenchymal penyembuhan luka kulit
Taheri, Soudabeh ~ Stem Cell dengan meningkatkan
Haghparast, Conditioned proliferasi sel,
Newsha Medium mengatur sintesis
Bagheri, Promotes kolagen kolagen, serta
Mohammad Wound Healing merangsang

Piryaei,Mohammad
Amin®

in Deep Second-
Degree Burns in

angiogenesis di lokasi
cedera.

Male Rats
Padeta, Irma Mesenchymal In vivo pada Peningkatan sel
Nugroho, Dwi Stem Cell- tikus imunoreaktif bFGF
Liliek conditioned pada kelompok MSC-
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Penelitian terdahulu telah banyak dilakukan mengenai conditioned medium
(CM) dari MSC, namun - penelitian-penelitian tersebut masih terbatas pada
penggunaan CM secara keseluruhan, yang mengandung berbagai komponen aktif,
seperti protein, eksosom, dan molekul bioaktif lainnya. Hal ini membuat sulit untuk
menentukan peran spesifik dari setiap komponen, terutama eksosom, dalam efek
terapeutik yang diamati. Eksosom, sebagai vesikel kecil yang diproduksi oleh MSC,
diketahui memiliki peran penting dalam komunikasi antar sel dan membawa
berbagai molekul bioaktif, seperti miRNA dan protein. Oleh karena itu, penelitian
yang akan dilakukan bertujuan untuk memisahkan eksosom dari CM MSC dan
menggunakan eksosom murni yang telah diisolasi. Pendekatan ini memungkinkan
analisis lebih mendalam mengenai kontribusi spesifik eksosom terhadap potensi
terapeutik MSC, sehingga memberikan pemahaman yang lebih jelas tentang

mekanisme kerja eksosom secara spesifik.



1.5. Manfaat penelitian

1.5.1.

1.5.2.

Manfaat Teoritis

Penelitian ini memperluas wawasan biologi seluler dan molekuler
terkait regenerasi jaringan kulit akibat luka bakar, dengan menyoroti peran
exosome dari mesenchymal stem cell (MSC) dalam mempercepat
penyembuhan melalui modulasi ekspresi gen KGF dan PDGF. Temuan ini
diharapkan menjadi dasar ilmiah bagi pengembangan terapi regeneratif

berbasis exosome yang lebih efektif.

Manfaat Praktis

Penelitian ini mendukung pengembangan terapi exosome MSC
sebagai alternatif non-invasif untuk luka bakar serta mendorong inovasi
farmasi dan bioteknologi medis guna menciptakan produk yang aman,

efektif, dan mudah diakses.



BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Keratinocyte Growth Factor (KGF)

2.1.1.

2.1.2.

Definisi

Keratinocyte Growth Factor (KGF), juga dikenal sebagai fibroblast
growth factor 7 (FGF7), adalah anggota dari keluarga fibroblast growth
factor (FGF), yang terdiri dari protein-protein yang terlibat dalam berbagai
proses biologis seperti perkembangan embrio, penyembuhan luka,
pertumbuhan sel, dan diferensiasi sel.*® KGF memiliki berat molekul sekitar
28 kDa (kilodalton). Protein ini dikodekan oleh gen FGF7 yang terletak
pada kromosom manusia 15021.2, di mana gen tersebut menghasilkan
MRNA yang kemudian ditranslasi menjadi protein KGF. Reseptor utama
untuk KGF adalah Fibroblast Growth Factor Receptor 2b (FGFR2b), yang
merupakan isoform dari FGFR2 dan terletak pada permukaan sel, terutama
sel epitel.® Protein FGFR2b mengikat KGF untuk memulai sinyal
transduksi yang mendorong proliferasi dan migrasi sel-sel epitel. KGF
memainkan peran penting dalam proses penyembuhan luka dengan
merangsang pertumbuhan dan migrasi keratinosit, sel-sel utama yang
membentuk lapisan epidermis, menjadikannya penting dalam terapi

regeneratif.

Jalur Produksi dan Aktivasi KGF
Proses sekresi KGF pada luka melibatkan serangkaian kompleks

interaksi antara faktor sitokin, faktor pertumbuhan, jalur transkripsi, dan



regulasi genetik untuk mengoordinasikan penyembuhan. Ketika terjadi
cedera pada jaringan, faktor sitokin seperti Transforming Growth Factor-
beta (TGF-B) dan Interleukin-1 (IL-1) dilepaskan oleh sel-sel inflamasi dan
stroma di sekitar luka.'® TGF-p memicu kaskade sinyal yang melibatkan
protein Smad, yang berfungsi sebagai faktor transkripsi untuk mengatur
ekspresi gen-gen kunci seperti COL1AL (kolagen tipe I alpha 1) dan FN1
(fibronectin). Kolagen dan fibronectin ini penting dalam membentuk
matriks ekstraseluler yang mendukung penyembuhan luka.®

Selain itu, PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) juga berperan
penting dengan mengaktifkan jalur sinyal PISK/Akt dan MAPK. Jalur ini
mengatur ekspresi gen-gen yang mendukung proliferasi sel fibroblas dan
angiogenesis, proses pembentukan pembuluh darah baru yang esensial
untuk memperbaiki aliran darah ke area luka. Faktor transkripsi seperti NF-
kB (Nuclear Factor-kappa B) dan AP-1 (Activator Protein-1) diaktifkan
oleh IL-1 untuk mengatur ekspresi gen inflamasi dan faktor pertumbuhan
tambahan.'® KGF sendiri diproduksi oleh sel stroma di sekitar luka sebagai
respons terhadap stimulasi oleh faktor-faktor pertumbuhan dan sitokin
tersebut. KGF berikatan dengan reseptor FGFR2b pada sel-sel epitel,
memulai jalur sinyal yang mengaktifkan proliferasi, migrasi, dan
diferensiasi sel-sel epitel. 1°

Jalur aktivasi KGF dalam penyembuhan luka dimulai ketika KGF
berinteraksi dengan reseptor utamanya, FGFR2b, yang umumnya terdapat

pada permukaan sel-sel epitel. Interaksi ini memicu aktivasi berbagai jalur



sinyal intraseluler, termasuk jalur MAPK (mitogen-activated protein kinase)
dan PI3K/Akt (phosphoinositide 3-kinase/Akt).!® Aktivasi jalur MAPK
mengarah pada proliferasi sel dan migrasi keratinosit, yang penting untuk
regenerasi epidermis. Sementara itu, jalur PI3K/Akt berkontribusi pada
proses anti-apoptosis dan mempromosikan pertumbuhan sel. Selain itu,
KGF juga dapat merangsang produksi faktor-faktor pertumbuhan lainnya
seperti  VKGF (Vascular Endothelial Growth Factor),®® yang
mempromosikan angiogenesis atau pembentukan pembuluh darah baru,
memperbaiki aliran darah ke area luka. Dengan cara ini, aktivasi jalur KGF
memainkan peran krusial dalam memfasilitasi proses penyembuhan luka,
mengoptimalkan regenerasi jaringan, dan mengurangi risiko komplikasi

seperti jaringan parut.

2.2. Platelet Derived Growth Factor (PDGF)
2.2.1. Definisi
Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) adalah sejenis protein yang
berperan penting dalam proses penyembuhan luka dan regenerasi jaringan.
PDGF termasuk dalam kelompok protein mitogenik yang dapat merangsang
pertumbuhan dan proliferasi sel, khususnya sel fibroblas, otot polos, dan sel
mesenkimal.?*?? PDGF terdiri dari beberapa isoform yang dibentuk oleh
kombinasi rantai polipeptida berbeda, yaitu PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-
AB, PDGF-CC, dan PDGF-DD. Ukuran molekul PDGF bervariasi
tergantung pada isoformnya, namun umumnya berkisar antara 30 hingga 35

kDa. Gen yang mentranskripsikan PDGF adalah PDGFA, PDGFB, PDGFC,



2.2.2.

2.2.3.
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dan PDGFD, yang masing-masing mengkodekan rantai polipeptida spesifik
yang kemudian membentuk dimer aktif melalui ikatan disulfida.?®
Struktur dan Mekanisme Aksi PDGF

Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) memulai mekanisme
transkripsinya dengan mengikat reseptor PDGF (PDGFR) pada permukaan
sel target. PDGFR terdiri dari dua jenis, yaitu PDGFR-a dan PDGFR-J,
yang dapat membentuk homodimer atau heterodimer ketika teraktivasi oleh
PDGF. Pengikatan PDGF menyebabkan dimerisasi dan autofosforilasi
PDGFR pada residu tirosin, yang mengaktifkan serangkaian jalur
pensinyalan intraseluler. Jalur utama yang teraktivasi termasuk Jalur PI13K-
Akt, Jalur Ras-MAPK, dan Jalur PLCy.?*

Aktivasi JalurPI3K-Akt berperan dalam proliferasi sel, kelangsungan
hidup sel, dan pertumbuhan sel. Sementara itu, Jalur Ras-MAPK (mitogen-
activated protein kinase) menginduksi ekspresi gen yang mendukung
proliferasi dan diferensiasi-sel. Jalur PLCy (phospholipase C gamma)
menghasilkan inositol trisfosfat (IP3) dan diasilgliserol (DAG), yang
memicu pelepasan kalsium intraseluler dan aktivasi protein kinase C (PKC),

berperan dalam regulasi siklus sel dan motilitas sel.?

Peran PDGF dalam Luka Bakar

Platelet-Derived Growth Factor memainkan peran penting dalam
penyembuhan luka bakar dengan mengatur berbagai tahap penyembuhan,
mulai dari peradangan hingga remodeling jaringan. PDGF dilepaskan

terutama oleh trombosit yang teraktivasi setelah cedera, namun makrofag,
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fibroblas, dan sel endotel juga berkontribusi dalam pelepasan PDGF selama
proses penyembuhan.?®

Tahap awal penyembuhan luka bakar dimulai segera setelah cedera
terjadi. Trombosit yang teraktivasi di tempat cedera melepaskan PDGF
sebagai bagian dari proses degranulasi mereka. PDGF kemudian mengikat
reseptor PDGFR pada permukaan sel target, seperti fibroblas, sel endotel,
dan makrofag. Pengikatan ini menyebabkan dimerisasi dan autofosforilasi
reseptor, yang mengaktifkan jalur pensinyalan intraseluler seperti PI3K-
Akt, Ras-MAPK, dan PLCy. Jalur-jalur ini mengatur berbagai proses seluler
yang penting untuk penyembuhan luka, termasuk proliferasi, migrasi, dan
diferensiasi sel.?*

Selama tahap peradangan, PDGF berfungsi sebagai kemotaktik kuat
yang menarik neutrofil dan makrofag ke lokasi cedera. Neutrofil adalah sel
pertama yang tiba dan mereka berperan dalam membersihkan jaringan mati
dan patogen melalui fagositosis. Kemudian, makrofag yang diaktifkan oleh
PDGF melanjutkan proses fagositosis dan melepaskan lebih banyak faktor
pertumbuhan, termasuk PDGF itu sendiri, yang memperkuat sinyal
kemotaktik dan mendukung peradangan yang terkontrol. Makrofag juga
mengeluarkan sitokin dan faktor pertumbuhan lain yang menginisiasi fase
proliferasi.?’

Pada tahap proliferasi, PDGF merangsang proliferasi dan migrasi
fibroblas ke lokasi luka. Fibroblas adalah sel utama yang bertanggung jawab

untuk sintesis dan deposisi matriks ekstraseluler (ECM), terutama kolagen,
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yang membentuk jaringan granula. Jaringan granula ini menyediakan
kerangka kerja untuk regenerasi jaringan dan membantu mengisi ruang yang
rusak akibat luka bakar. PDGF juga berperan dalam angiogenesis, yaitu
pembentukan pembuluh darah baru. Ini dicapai dengan merangsang
proliferasi dan migrasi sel endotel, yang membentuk lapisan dalam
pembuluh darah. Pembentukan pembuluh darah baru sangat penting untuk
menyediakan oksigen dan nutrisi yang diperlukan untuk pertumbuhan dan
penyembuhan jaringan.?®2°

Selain itu, PDGF meningkatkan kontraktilitas fibroblas, yang
berkontribusi pada penutupan luka. Fibroblas yang teraktivasi oleh PDGF
berubah menjadi miofibroblas, yang memiliki kemampuan kontraktil mirip
dengan sel otot halus. Miofibroblas ini- membantu menarik tepi luka
bersama-sama, mempercepat proses penutupan luka.?®2°

Pada tahap remodeling, PDGF terus memainkan peran penting dalam
mengatur remodeling ECM. Proses ini melibatkan keseimbangan antara
sintesis komponen ECM baru dan degradasi komponen ECM lama. PDGF
mengatur aktivitas enzim-enzim seperti matrix metalloproteinases (MMPS)
yang memecah ECM lama, memungkinkan pembentukan jaringan baru
yang lebih terorganisir dan kuat. Remodeling ECM ini penting untuk
membentuk jaringan parut yang kuat dan fungsional, serta untuk
mengembalikan integritas dan fungsi kulit.?82°

PDGF juga berinteraksi dengan faktor pertumbuhan lain, seperti

Transforming Growth Factor-beta (TGF-B), untuk mengkoordinasikan
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penyembuhan luka yang lebih efektif. TGF-p bekerja bersama dengan
PDGF untuk merangsang sintesis kolagen oleh fibroblas dan mengatur
diferensiasi sel. Kombinasi sinyal dari PDGF dan TGF- memastikan

bahwa proses penyembuhan berjalan dengan lancar dan efisien.?82°

2.3. Exosome Mesenchymal Stem Cell
2.3.1. Definisi
Exosome Mesenchymal Stem Cell (MSC) adalah vesikel kecil yang
dikeluarkan oleh sel punca mesenkimal (MSC) dan berperan penting dalam
komunikasi antar sel. Exosome MSC memiliki ukuran sekitar 30-150 nm
dan mengandung berbagai molekul bioaktif, termasuk protein, lipid,
MRNA, miRNA, dan DNA. Exosome ini berfungsi sebagai pembawa
informasi genetik dan protein yang dapat mempengaruhi fungsi sel target.*
Karakteristik dan Komponen Exosome MSC antara lain adalah
sebagai berikut® :
a. Ukuran dan Struktur:
- Ukuran  :30-150 nm.
- Struktur ~ : Membran lipid bilayer yang mengelilingi komponen
internal.
b. Komponen Bioaktif:
- Protein : Termasuk faktor pertumbuhan, sitokin, dan enzim.
- Lipid : Membran exosome kaya akan lipid tertentu yang berperan

dalam stabilitas dan fusi dengan sel target.
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- RNA : mMRNA dan miRNA yang dapat mempengaruhi ekspresi
gen pada sel penerima.

- DNA : Fragmen DNA yang dapat berperan dalam regulasi gen.

2.3.2. Fungsi dan Aplikasi Exosome MSC

Exosome Mesenchymal Stem Cells (MSC) memiliki berbagai manfaat
terapeutik. Dalam regenerasi jaringan dan penyembuhan luka, mereka
mengandung faktor pertumbuhan dan molekul bioaktif yang mendukung
proliferasi, diferensiasi sel, dan angiogenesis, mempercepat proses
penyembuhan luka dan perbaikan jaringan yang rusak.>!

Dalam modulasi imun, exosome MSC memiliki sifat anti-inflamasi
dan imunomodulator, membantu mengurangi respon inflamasi berlebihan
dan meningkatkan toleransi imun, sehingga berpotensi dalam pengobatan
penyakit autoimun dan inflamasi kronis. Selain itu, exosome MSC dapat
digunakan sebagai sistem penghantaran obat yang efisien, mengantarkan
molekul terapeutik langsung ke sel target, yang dapat meningkatkan efikasi
obat dan mengurangi efek samping.*?

Dalam kardioproteksi, exosome MSC berperan dalam melindungi dan
meregenerasi jaringan jantung setelah cedera iskemik, dengan kandungan
molekul yang membantu angiogenesis dan perbaikan jaringan jantung.
Terakhir, dalam neuroproteksi, exosome MSC memiliki potensi dalam
pengobatan  penyakit neurodegeneratif dengan  mempromosikan
kelangsungan hidup neuron dan mengurangi inflamasi di sistem saraf

pusat.3334
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2.4. Luka Bakar Derajat Dua

Luka bakar derajat dua adalah luka yang mempengaruhi epidermis dan
sebagian dermis, lapisan di bawah epidermis. Luka ini biasanya lebih parah
dibandingkan luka bakar derajat satu dan memerlukan perhatian medis
segera. Luka bakar ini dapat disebabkan oleh berbagai faktor, termasuk panas,
bahan kimia, listrik, atau radiasi. Pada luka bakar derajat dua, kulit bisa
terlihat merah, melepuh, bengkak, dan sangat nyeri.

Karakteristik utama luka bakar derajat dua adalah kerusakan yang
mencapai dermis. Kulit yang terkena luka bakar derajat dua biasanya
menampakkan lepuhan yang berisi cairan, yang merupakan tanda khas dari
cedera pada lapisan dermis. Kulit di sekitar luka mungkin berwarna merah
terang atau bahkan keputihan. Sensitivitas terhadap sentuhan dan suhu juga
meningkat, karena ujung saraf di dermis yang terpengaruh. Karakteristik

morfologi luka bakar derajat dua dapat terlihat di gambar 2.1

Gambar 2. 1. Gambaran Histologi Luka Bakar Derajat Duass
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Ketika luka bakar terjadi, kerusakan langsung pada kulit memicu
serangkaian respons biologis kompleks yang bertujuan untuk menyembuhkan
jaringan yang rusak. Proses ini dapat dibagi menjadi beberapa fase:

1. Fase Inflamasi (Inflammatory Phase):

Pada fase awal ini, kerusakan pada jaringan memicu pelepasan mediator
inflamasi seperti histamin, bradikinin, sitokin (termasuk TNF-a, IL-1, dan IL-
6). Mediator ini meningkatkan permeabilitas pembuluh darah, menyebabkan
pembengkakan (edema) dan kemerahan di sekitar area yang terbakar. Sel-sel
seperti neutrofil dan makrofag direkrut ke area luka untuk memfagositosis
debris dan bakteri, jika ada.

Selain itu selama proses inflamasi disekersikan kemokin seperti C5a dan
leukotrien. Kedua protein ini merupakan mediator penting dalam proses
inflamasi. C5a, yang dihasilkan dari aktivasi komplemen, berfungsi sebagai
kemotaktik 'yang menarik sel-sel imun ke lokasi inflamasi. la juga
meningkatkan permeabilitas vaskular, memfasilitasi masuknya sel-sel imun dan
protein ke jaringan yang terinflamasi. Leukotrien, yang diproduksi oleh sel-sel
imun seperti mast sel dan makrofag, berperan dalam memperpanjang respons
inflamasi dengan merangsang kontraksi otot polos, meningkatkan permeabilitas
kapiler, dan menarik lebih banyak sel inflamasi. Bersama-sama, C5a dan
leukotrien meningkatkan intensitas dan durasi respon inflamasi, yang dapat
berkontribusi pada penyembuhan atau patologi.

2. Fase Proliferatif (Proliferative Phase):
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Setelah fase inflamasi, proses proliferasi dimulai, di mana fibroblas
memainkan peran kunci. Fibroblas berperan dalam sintesis kolagen, protein
utama yang diperlukan untuk membentuk jaringan parut. Selain itu, faktor
pertumbuhan seperti TGF-p (Transforming Growth Factor-beta) dan PDGF
(Platelet-Derived  Growth Factor) menginduksi angiogenesis, Yaitu
pembentukan pembuluh darah baru untuk mendukung jaringan yang sedang

pulih,

Fase Remodeling (Remodeling Phase):

Pada fase ini, jaringan yang baru terbentuk mengalami remodeling untuk
mendapatkan kekuatan dan fungsionalitas optimal. Kolagen tipe Ill yang
awalnya disintesis digantikan oleh kolagen tipe | yang lebih kuat dan
terorganisir. MMP (Mairix Metalloproteinases) adalah enzim yang berperan
dalam degradasi kolagen lama dan membantu proses remodeling jaringan.
Sementara itu, TIMP (Tissue Inhibitor of Metalloproteinases) mengatur
aktivitas MMP agar remodeling berjalan secara terkendali.

Beberapa protein penting terlibat dalam proses penyembuhan luka bakar
derajat dua:

Kolagen: Kolagen tipe Ill dan tipe | adalah protein struktural utama yang
memberikan kekuatan pada jaringan kulit selama proses penyembuhan dan

remodeling.
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Fibrin: Fibrin terbentuk dari fibrinogen selama fase inflamasi dan membantu
membentuk bekuan darah, yang berfungsi sebagai kerangka sementara untuk
migrasi sel.

TGF-g: Protein ini adalah faktor pertumbuhan yang memodulasi berbagai
aspek penyembuhan luka, termasuk proliferasi fibroblas dan sintesis kolagen.
VEGF: VEGF mendorong angiogenesis, penting untuk suplai darah ke jaringan
yang sedang pulih.

MMP : MMP adalah enzim proteolitik yang terlibat dalam degradasi matriks
ekstraseluler, termasuk kolagen, yang penting dalam fase remodeling.

TIMP (Tissue Inhibitor of Metalloproteinases): TIMP menghambat aktivitas
MMP untuk mencegah degradasi jaringan yang berlebihan selama proses

remodeling.



BAB Il

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori

Luka bakar menyebabkan kerusakan langsung pada jaringan kulit dan
jaringan di bawahnya, memicu serangkaian respons inflamasi kompleks dalam
sistem imun. Kerusakan jaringan ini memicu pelepasan berbagai mediator
inflamasi, termasuk sitokin seperti IL-1, 1L-6, dan TNF-a, serta prostaglandin dan
histamin dari sel-sel yang rusak dan sel-sel imun seperti makrofag dan neutrofil.
Protein-protein ini berperan penting dalam memicu vasodilatasi dan peningkatan
permeabilitas kapiler, yang memungkinkan lebih banyak sel-sel imun untuk
bermigrasi ke lokasi luka.®

Selain itu, faktor-faktor kemotaktik menarik neutrofil ke lokasi luka, di mana
mereka mulai melakukan fagositosis terhadap patogen dan jaringan yang rusak.
Neutrofil melepaskan enzim proteolitik seperti elastase dan zat oksidatif seperti
superoksida yang dapat menghancurkan patogen, tetapi juga dapat merusak
jaringan sehat di sekitarnya. Makrofag, selain melakukan fagositosis, juga
melepaskan lebih banyak sitokin seperti IL-10 yang memiliki efek antiinflamasi,
dan TGF-p yang berperan dalam aktivasi sel fibroblast sehingga berujung pada
proliferasi sel dan produksi matriks ekstraseluler.%¢-38

Fibroblast yang teraktivasi mensekresikan berbagai protein termasuk KGF
yang mendorong proliferasi dan migrasi keratinosit, yang penting untuk re-
epitelisasi kulit. Selain itu disisi lain makrofag pada akhir fase inflamasi bersama

dengan sel endhotel dan platelet mensekresikan PDGF yang berperan dalam

19
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menarik fibroblast dan sel otot polos ke area luka dan merangsang sintesis matriks
ekstraseluler, yang penting untuk pembentukan jaringan granulas. PDGF juga
meningkatkan produksi kolagen oleh fibroblast, memperkuat struktur jaringan yang
baru terbentuk. 53940

Eksosom dari Mesenchymal Stem Cells (MSC) mengandung berbagai
komponen seperti IL-10, TGF-beta, miRNA 21, dan miRNA 1463, yang berperan
penting dalam mempercepat penyembuhan luka bakar.***2 Sitokin seperti I1L-1p
dan TNF-o, yang dilepaskan selama respon inflamasi awal setelah luka bakar, dapat
dimodulasi oleh eksosom MSC melalui - penurunan aktivasi NF-kB dan
pengurangan ekspresi  sitokin = pro-inflamasi. Hal ini akan menyebabkan
berpindahnya fase inflamasi menjadi fase proliferasi yang ditandai dengan
beralihnya makrofag menjadi makrofag tipe 2 yang mensekresikan TGF-f yang
mengaktivasi sel fibroblast yang berujung pada produksi KGF.**#* Selain itu
makrofag juga mensekresikan PDGF yang berperan pada proliferasi dan penutupan
luka. Dengan demikian, eksosom MSC memberikan pendekatan terapeutik yang
komprehensif untuk memfasilitasi penyembuhan luka bakar dengan mempengaruhi
berbagai jalur molekuler yang terlibat. Adapun hubungan antar variable tersebut

digambarkan dalam Gambar 3.1.
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3.2. Kerangka konsep

Ekspresi gen KGF

Volume E-MSC

Ekspresi gen PDGF

Gambar 3.2. Kerangka Konsep

3.3. Hipotesis
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian

Penelitian studi eksperimental ini dilakukan secara in vivo dengan desain
Post-test Only Control Group dan menggunakan metode rancangan acak lengkap
untuk setiap perlakuan. Desain ini memungkinkan peneliti mengukur efek
perlakuan pada kelompok eksperimen dengan membandingkannya dengan
kelompok kontrol. Pengambilan sampel dilakukan berdasarkan prinsip non-
probability sampling secara consecutive sampling, dan terdapat kontrol
pembanding. Sampel yang digunakan adalah kulit luka bakar dari tikus model

dengan luka bakar Derajat Dua. Berikut merupakan rancangan penelitian yang akan

dilakukan
Vv > K1 —» O1K1
K2 | 0O2K2
S| A|”|R =V K3 | O3K3
K4 —»| 04K4
Gambar 4.1. Rancangan Penelitian
Keterangan :
S = Sampel
A = Aklimatisasi
R = Random
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I = Induksi LBD 3
\Y = Validasi menggunakan pewarnaan Hematoxylin dan Eosin (H&E)
K1  =tikus sehat tanpa luka bakar tanpa perlakuan

K2  =LBD 2 dengan perlakuan pemberian injeksi NaCl

K3  =LBD 2 yang diberi perlakuan injeksi sub cutan exosome dosis 100
uL

K4 = LBD 2 yang diberi perlakuan injeksi sub cutan exosome dosis 200
uL

O1K1 = Observasi KGF dan Ekspresi Gen PDGF K1
0O2K2 = Observasi KGF dan Ekspresi Gen PDGF K2
O3K3 = Observasi KGF dan Ekspresi Gen PDGF K3
0O4K4 = Observasi KGF dan Ekspresi Gen PDGF K4
4.2. Variabel Penelitian
4.2.1. Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah injeksi E-MSC

4.2.2. Variabel Terikat

Variabel terikat pada penelitian ini adalah Ekspresi Gen KGF dan PDGF

4.3. Definisi Operasional Variabel Penelitian
43.1. E-MSC
Eksosom MSC berukuran 30-150 nm, memiliki marker permukaan
CD63, CD81, dan CD9, serta mengandung protein, mMRNA, dan miRNA.
Isolasi eksosom menggunakan Tangential Flow Filtration (TFF) dengan
cut-off membran 100 kDa untuk memisahkan partikel kecil. Exosome
hipoksia mesenchymal stem cell diinjeksi secara subcutan di area LBD 3

dengan dosis 100 uL dan 200 uL.
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Satuan : mL

Skala :rasio

Ekspresi Gen Keratinocyte Growth Factor (KGF)

Ekspresi gen KGF merupakan ekspresi gen KGF dari jaringan kulit
dengan LBD 2 pada hari ke-7 setelah pemberian E-MSC.yang diukur
menggunakan metode RT PCR.

Satuan : fold change

Skala :rasio

Platelet Derived Growth Factor

Ekspresi gen PDGF merupakan ekspresi gen PDGF dari jaringan kulit
dengan LBD 2 pada hari ke-7 setelah pemberian E-MSC.yang diukur
menggunakan metode RT PCR.
Satuan : fold change

Skala :rasio

Subjek Penelitian

4.3.4.1. Kriteria inklusi

a) Tidak ada kelainan anatomis

b) Bergerak secara aktif

4.3.4.2. Kriteria Eksklusi

a) Sudah pernah digunakan untuk penelitian sebelumnya.

4.3.4.3. Kriteria Drop Out

a) Tikus mengalami infeksi atau
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b) Tikus mati selama penelitian.

4.4. Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan adalah tikus putih jantan (Rattus novergicus) galur
wistar Dewasa dengan berat badan 250-300 gram + 10 gr (cv = 5%) yang termasuk
kriteria inklusi. Semua sampel tikus yang digunakan dinyatakan sehat dan layak
digunakan untuk penelitian oleh dokter hewan dari Animal Model Research Center

SCCR Indonesia.

4.5. Besar Sampel

Pada penelitian ini besar sampel dihitung menggunakan rumus Federer untuk
data homogen, yaitu (t-1)(n-1) > 15, dimana t adalah banyaknya kelompok
perlakuan dan n adalah jumlah sampel tiap kelompok Penelitian ini menggunakan
4 perlakuan yang terdiri dari : tikus sehat tanpa luka bakar derajat dua (K1), luka
bakar dengan perlakuan pemberian injeksi Water for Injection (K2), luka bakar
yang diberi perlakuan injeksi sub cutan exosome dosis 100 uL (K3) dan 200 uL
(K4) sebanyak satu kali sehingga jumlah sampel yang dibutuhkan adalah :

t1) (1) =15
@1 (1) =15

3(n-1) >15
3n-3 >15
3n >18
n >6

Berdasarkan rumus tersebut, jumlah minimal sampel yang dibutuhkan untuk
masing-masing kelompok perlakuan pada penelitian ini adalah 6 ekor tikus dan

kemudian untuk mengantisipasi adanya drop out saat penelitian dilakukan maka
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ditambahkan 1 ekor tiap kelompok sebagai cadangan ke dalam jumlah minimal
sampel sehingga jumlah sampel minimal yang dibutuhkan untuk 6 perlakuan adalah

28 ekor tikus

4.6. Teknik Sampling

Sampling adalah strategi yang digunakan untuk memilih elemen dari populasi
untuk diteliti. Pada penelitian ini pengambilan sampel dari populasi dilakukan
dengan teknik probability sampling dimana semua anggota populasi memiliki
peluang yang sama untuk dijadikan sampel. Teknik pengambilan sampel yang
digunakan adalah simple random sampling dimana pengambilan sampel dilakukan
secara acak sederhana karena anggota populasi tikus putih jantan disediakan dengan
cara yang sama dan memiliki karakteristik yang homogen.
4.7. Alat dan Bahan Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini mencakup kandang, spuit sekali
pakai, alat metal penginduksi luka bakar, tabung conical 10 mL, kaca objek, kaca
penutup, ruang pewarnaan, dan ruang kelembaban. Selain itu, digunakan mesin RT
PCR , alat elektroforesis, tabung Erlenmeyer, nanodrop, gel doc, mikropipet,
freezer dengan suhu -80°C, -20°C, dan -4°C, sarung tangan, masker, timbangan
analitik, timbangan digital, aplikasi ImageJ, laptop, pensil, dan buku untuk analisis
data.

Untuk pemeliharaan hewan coba, digunakan kandang tikus plastik berukuran
50 cm x 30 cm x 20 cm dengan tutup kawat dan alas sekam, serta dilengkapi tempat
pakan dan botol air minum. Alat untuk perlakuan pada tikus meliputi timbangan

digital, sarung tangan, dan masker. Untuk induksi luka bakar digunakan spuit,
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sarung tangan, logam, termometer, stopwatch, alat penekan, meja operasi, dan
safety box. Dekapitasi hewan coba dilakukan dengan gunting bedah, pinset, sarung
tangan, jarum pentul, papan nekropsi, pompa perfusi, spuit, dan safety box.
Preparasi dan penyimpanan sampel jaringan memerlukan spuit, ice pack, cool
box, dan pinset. Analisis Ekspresi Gen protein KGF dan PDGF dilakukan dengan
pinset, scalpel, pastel rotor, sentrifuge, pippet tips (biru, kuning, putih), mikropipet,
vortex, water bath, ultra sonicator, dan RT-PCR
4.8. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan pada bulan September - November 2024. Perlakuan
dilakukan di laboratorium Stem Cell & Cancer Research (SCCR) Indonesia dan

Animal Model Research Center SCCR Indonesia selama 14 hari.

4.9. CaraKerja
49.1. Isolasi MSC
Langkah-langkah isolasi Mesenchymal Stem Cells dari umbilical cord
tikus dilakukan sebagai berikut:
1. Kumpulkan tali pusat segera setelah persalinan dengan persetujuan
tertulis dari ibu.
2. Simpan tali pusat dalam medium transportasi dengan FBS 2% dan
simpan pada suhu 4°C.
3. Cuci tali pusat beberapa kali dengan PBS (phosphate-buffered saline)
yang mengandung antibiotik-antimycotic untuk menghilangkan darah
dan kontaminan.

4. Potong tali pusat menjadi segmen-segmen kecil (1-2 cm).
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Buang pembuluh darah dari segmen tali pusat untuk memperoleh
Wharton's Jelly.

Wharton's Jelly dipisahkan dari membran luar dan dibagi menjadi
potongan-potongan kecil.

Inkubasi potongan Wharton's Jelly dalam larutan enzim kolagenase tipe
I (0,1%-0,2%) dan dispase (0,1%) pada suhu 37°C selama 30-60 menit
dengan pengadukan lembut.

Setelah inkubasi, tambahkan medium kultur untuk menghentikan
aktivitas enzim.

Resuspensi pellet sel dalam medium kultur MSC (seperti DMEM
dengan 10-20% FBS).

Tanam sel dalam flask T75 kultur dan inkubasi pada 37°C dengan 5%
Cco2.

Ganti medium setiap 2-3 hari sekali.

Sel MSC biasanya menempel pada permukaan cawan dalam 7-14 hari
dan membentuk koloni fibroblastoid.

Setelah mencapai  konfluensi 70-80%, sel dapat dipanen dengan
tripsinisasi untuk subkultur atau karakterisasi lebih lanjut.

Uji ekspresi penanda permukaan spesifik MSC seperti CD73, CD90,

dan CD105 dengan flow cytometry.

Isolasi Exosome MSC

Isolasi E-MSC menggunakan metode tangential flow filtration (TFF)

adalah sebagai berikut :
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Kultur sel MSC hingga mencapai 70-80% konfluensi dalam media
kultur yang sesuai.

Ganti media dengan serum-free media untuk menghindari kontaminasi
eksosom dari serum hewan.

Inkubasi sel MSC dengan serum-free media selama 48-72 jam untuk
menghasilkan eksosom.

Kumpulkan media yang telah dikondisikan oleh MSC untuk proses
filtrasi.

Lakukan sentrifugasi media kondisioning pada 300 g selama 10 menit
untuk menghilangkan sel-sel yang tersisa.

Sentrifugasi supernatan pada 2000 g selama 20 menit untuk
menghilangkan debris seluler dan apoptotic bodies.

Gunakan filtrasi dengan ukuran pori 0,22 pm untuk menghilangkan
partikel yang lebih besar dari eksosom.

Siapkan sistem TFF dengan filter 200-500 kDa.

Transfer media yang telah difiltrasi mikro ke dalam sistem TFF.
Jalankan media melalui filter TFF untuk memusatkan eksosom dengan
ukuran 200-500 kDa.

Kumpulkan retentat (yang mengandung eksosom) dan buang filtrat.
Tambahkan buffer PBS atau saline ke dalam retentat dan lakukan proses
TFF kembali untuk membersihkan eksosom dari komponen media.
Konsentrasikan eksosom hingga volume yang diinginkan menggunakan

TFF.
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14. Aliquot eksosom yang telah dikumpulkan dan simpan pada suhu -80°C
hingga digunakan.
15. Lakukan analisis eksosom flow cytometry menggunakan CD9, CD63
dan CD81 untuk verifikasi kualitas dan kuantitas eksosom.
Aklimatisasi Hewan Uji
Aklimatisasi adalah suatu proses penyesuaian diri dengan iklim,
lingkungan, kondisi, atau suasana baru. Sebelum diberi perlakuan pada tikus
percobaan, dilakukan pengadaptasian pada semua tikus Sccr selama satu
minggu. Tikus diadaptasikan dengan tempat tinggal baru, lingkungan baru,

serta makanan dan minuman yang sesuai dengan standar kebutuhannya.

Randomisasi Hewan Uji

Randomisasi hewan uji bertujuan untuk mengelompokkan hewan uiji
sesuai kelompok perlakuan. Selanjutnya pada bagian punggung dari
masing-masing hewan uji akan diberi nomor yang berbeda. Hal ini bertujuan

untuk menghindari kesalahan pengukuran pada setiap hewan uiji.

Pembuatan Luka Bakar

Sebelum pembuatan luka bakar pada tikus dilakukan, daerah yang
akan dibuat perlukaan dibebaskan terlebih dahulu dari bulu menggunakan
pisau cukur. Setelah itu, lakukan anestesi dengan menggunakan ketamin
dengan dosis 7 mg/kgBB subkutan untuk mengurangi rasa sakit pada tikus
dan menghindari gerakan tikus yang berlebihan. Setelah itu lakukan

prosedur antiseptik dengan mengoleskan polyvinylpyrrolidone iodine 1%
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pada area yang akan dibuat perlukaan yaitu bagian proksimal punggung
tikus. Luka bakar dibuat menggunakan batang logam aluminium dengan
diameter 6 mm. Plat logam tembaga dengan tebal 3 mL dipanaskan hingga
menyala lalu ditempelkan pada daerah yang sudah dibersihkan selama 5
detik. Luka bakar derajat dua akan memiliki penampakan histologi seperti

gambar 4.2.

Gambar 4. 2. Gambaran Histologi Luka Bakar derajat duass

Pemberian Treatment

Setelah luka bakar selesai dibuat pada bagian dorsar tikus, selanjutnya
perawatan luka bakar disesuaikan dengan kelompok perlakuan yang sudah
ditentukan., Luka bakar dengan injeksi WFI 100 uL secara subcutan (K2),
luka bakar dengan injeksi 100 uL (K3) dan 200 uL (K4) diberikan sebanyak

1 kali. Tikus diterminasi pada hari ke-7 setelah penyuntikan perlakuan.
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4.10. Koleksi Sampel dan Analisis RT-PCR

4.10.1. Koleksi dan Homogenisasi Sampel

Koleksi sampel diambil pada hari ke-7, tikus diterminasi dan diambil

biopsy jaringan kulit yang mengalami luka bakar Derajat Dua untuk

pemeriksaan RT-PCR dan dihomogenisasi dengan cara berikut :

a.

Diseksi jaringan yang diinginkan menggunakan peralatan yang steril,
di atas es jika memungkinkan, dan segera setelahnya untuk mencegah
kerusakan oleh protease.

Masukkan jaringan ke dalam tabung mikrofuge berbentuk bulat dan
rendam dalam nitrogen cair untuk melakukan "snap freeze" untuk
mengawetkan protein karena tidak langsung dianalisis.

Simpan sampel pada suhu -80 derajat Celcius untuk digunakan nanti
atau di atas es untuk homogenisasi segera.

Sampel kulit sebanyak 50 mg kemudian dimasukan ke dalam tubeberisi
1uL Trizol, kemudian dilakukan proses homogenisasimenggunakan
ultrasonikator dan diinkubasi selama 5 menit padasuhu ruang.

Sampel kemudian ditambahkan dengan 0.2uL kloroform dan
diinkubasi selama 2-3 menit pada suhu ruang.

Sampel kemudian disentrifugasi pada kecepatan 12000xg selama 15
menit dengan suhu 4 °C.

Sampel akan membentuk tiga lapis larutan, sisi bawah berwarna merah
muda berisi protein, sisi tengah berwarna putih asap

berisi DNA dan sisi atas berwarna bening berisi RNA (aqueous phase).
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Pisahkan aquoeus phase di sisi atas ke tube yang berbeda.

Sampel aqueous phase kemudian ditambahkan 0.5pL isopropanol,
kemudian diresuspensi, diinkubasi selama 10 menit dan disentrifugasi
dengan kecepatan 12000xg pada suhu 4 °C selama 10 menit.

. Supernatant kemudian dibuang dan pellet ditambahkan dengan 1pL
75% ethanol lalu diresuspensi, kemudian disentrifugasi dengan
kecepatan 7500 xg di suhu 4 °C selama 5 menit.

Supernatant kemudian dibuang dan pellet RNA ditambahkan dengan
50pL Nuclease-Free Water (NFW).

. Konsentrasi sampel RNA kemudian dikuantifikasi menggunakan udrop
microplate reader.

. Sampel RNA sebanyak 0,1ug dalam 1pL kemudian ditambahkan 5uL
NFW dan dilakukan proses denaturasi denganinkubasi pada suhu 65 °C
selama 5 menit menggunakan thermal cycler.

. Sampel RNA kemudian ditambahkan 2uL 4x DN Master Mix dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 5 menit menggunakan thermal
cycler.

. Proses reverse transcription kemudian dilakukan dengan menambahkan
2uL 5x RT Master Mix dan diinkubasi pada 37 °C selama 15 menit,
50°C selama 5 menit dan 98 °C selama 5 menit menggunakan thermal
cycler.

. Sampel cDNA kemudian disimpan pada suhu -200C.
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4.10.2. Pembacaan Ekspresi Gen KGF dan PDGF dengan RT-PCR

1. Ekspresi gen dari KGF dan PDGF dianalisis menggunakan Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR).

2. Campuran dari 1pL cDNA sampel, 2x SensiFAST SYBR No- ROX Mix
sebanyak 10pL, forward primer 0,8uL, reverse primer 0,8uL dan NFW
7,4 pL.

3. Primer KGF yang digunakan adalah F: 5’-ACC TGA GGT GTC AGG
ACC -3’ dan R: 5’- CCG TCG AGC ATG AGC CAA-3’. Primer PDGF
yang digunakan adalah F: 5°- CCT TTG CTG GGC AAC CTG GA -3’
danR: 5’- GCC TTG CAC AACCCT CCCTT -3".

4. Proses qRT-PCR dilakukan menggunakan suhu 95°C selama 2 menit,
95°C selama 5 detik dan 56°C selama 20 detik sebanyak 50siklus. Proses
qRT-PCR dilakukan dengan menganalisis probeterhidrolisis pada
panjang gelombang 520 nm.

5. Kuantifikasi data gRT-PCR dilakukan menggunakan SoftwareEcoStudy

4.11. Analisis Data
Analisis data dilakukan dengan software SPSS, menggunakan uji
deskriptif untuk mengukur Ekspresi Gen KGF dan PDGF pada Tikus Wistar.
Data diukur pada skala rasio. Uji Shapiro-Wilk dan Levene test digunakan
untuk menguji normalitas dan homogenitas data. Hasil data ekspresi gen KGF
dan PDGF berdistribusi normal (p>0,05) dan homogen (p>0,05), sehingga
dilakukan uji One-Way ANOVA (p<0,05) untuk mengetahui perbedaan antar

semua kelompok, diikuti dengan uji Post Hoc LSD (p<0,05) untuk
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mengetahui perbedaan signifikan antar dua kelompok terhadap ekspresi gen

KGF dan PDGF.

UNISSULA
atllull Zoalylolinela




4.12. Alur Penelitian
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Gambar 4.3. Alur Penelitian



BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian E-MSC
terhadap ekspresi gen KGF dan PDGF pada tikus jantan galur Wistar model luka
bakar derajat dua. Studi eksperimental ini dilakukan secara in vivo dengan desain
Post-test Only Control Group dilakukan selama bulan Oktober-Desember 2024 di
laboratorium Stem Cell and Cancer Research (SCCR) Semarang.

Penelitian dengan subjek tikus jantan sebanyak 28 ekor dengan model luka
luka bakar derajat 2 (LBD 2) dengan Kriteria tikus sehat, Usia berkisar 2-3 bulan,
dan berat badan 200-250 gram. tikus jantan yang sesuai Kriteria dicukur sebelum
pembuatan luka bakar lakukan anestesi dengan menggunakan ketamin dengan dosis
7 mg/kgBB subkutan. Luka bakar dibuat menggunakan batang logam aluminium
dengan diameter 6 mm. Plat logam tembaga dengan tebal 3 mL dipanaskan hingga
menyala lalu ditempelkan pada daerah yang sudah dibersihkan selama 5 detik.
Tikus yang telah diberi luka kemudian randomisasi dan dibagi 3 kelompok, yaitu
LBD 2 dengan perlakuan pemberian injeksi NaCl (K2), LBD 2 yang diberi
perlakuan injeksi sub cutan exosome dosis 100 uL (K3), LBD 2 yang diberi

perlakuan injeksi sub cutan exosome dosis 200 uL (K4).

5.1 Hasil Penelitian

5.1.1. Validasi E-MSC
Hasil Isolasi MSC dari tali pusat tikus yang sedang bunting 21 hari

dilakukan. Setelah diisolasi, hasilnya ditempatkan dalam kultur pada flask

39
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T75 yang steril, menggunakan medium khusus yang lengkap. MSCs yang
melekat dan mencapai konfluensi lebih dari 80% menunjukkan morfologi sel

berbentuk spindle-like saat diamati di bawah mikroskop (Gambar 5.1.A).

. - ks LN 1
MSCs Passage 7 konfluensi MSCs diferensiasi.osteogenik MSCs diferensiasi adipogenik
80% (Perbesaran 40x) (Perbesaran 400x) (Perbesaran 400x)

Gambar 5.1 (A) Sel terisolasi berbentuk spindle-like pada perbesaran 100x. (B)
Droplet Lipid terlihat sebagai warna merah di sekitar sel setelah pewarnaan Oil
Red O muncul pada populasi MSC pada perbesaran 400x. (C) Deposisi
kalsium terlinat sebagai warna merah setelah pewarnaan Alizarin Red

MSCs berkarakteristik dapat diferensiasi menjadi sel matur, termasuk
osteosit dan adipogenik. Karakteristik ini dapat diamati setelah MSC
diinkubasi dalam medium induksi osteogenik dan adipogenik yang kemudian
masing-masing diwarnai menggunakan Alizarin red untuk melihat deposisi
kalsium dan Oil Red O untuk melihat droplet lipid yang terbentuk.
Berdasarkan hasil pewarnaan, diketahui bahwa MSC mampu berdiferensiasi
menjadi sel osteosit dan adipogenik (Gambar 5.1.B dan 5.1.C). Dengan hasil
pengamatan ini, sel yang dihasilkan dari isolasi diidentifikasi sebagai MSCs
karena memenuhi syarat dan karakteristik sel punca, yaitu kemampuan untuk
mengalami diferensiasi menjadi jenis sel lain serta memiliki potensi

multipotensi.
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Hasil isolasi sel yang diisolasi divalidasi menggunakan metode
flowcytometry untuk menunjukan marker penanda MSC. Hasil analisis
menemukan bahwa MSCs mampu mengekspresikan CD90 (98,5%), CD29

(95,3%) dan tidak mengekspresikan CD45 (1,6%) dan CD31 (0,0%) (Gambar
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Gambar 5. 2 Analisis flow cytometry terhadap marker penanda MSC CD90,
CD29, CD45, dan CD31

Hasil isolasi MSCs menunjukkan kemampuan untuk mengekspresikan
berbagai penanda permukaan khusus, yang dikonfirmasi oleh flow cytometry.
MSC mengekspresikan CD90 (99,98%), CD29 (95,25%), CD45 (0,12%), dan

CD31 (0,05%).

Penelitian ini melakukan isolasi terhadap MSCs untuk mendapatkan
MSCs murni menggunakan sekretom yang diisolasi dari MSCs menggunakan

Tangential flow filtrasi (TFF), berdasarkan molecular weight cut-off, maka
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molekul berukuran 100-500 kDa didapatkan mengandung exosome 0.75
ug/100 uL= 7.5 ug/mL

. E-MSCs tervalidasi dengan menggunakan flowcytometry untuk
melihat kandungan marker exosome yang terbaca yaitu CD63, CD81, dan
CD9. Hasilnya, jumlah exosome yang terbaca positif menggunakan marker

CD81, CD63 28,2%, dan CD9 9,1%.

CD81
Count

a4 =~
?9% |n%..¢t

CD63 CDY

Gambar 5. 3 Validasi exosome terhadap ekspresi marker
CD81, CD63 dan CD9.

5.1.2. Validasi Luka bakar derajat 2 (LBD 2)

Luka bakar dibuat menggunakan batang logam aluminium dengan
diameter 6 mm. Plat logam tembaga dengan tebal 3 mL dipanaskan hingga
menyala lalu ditempelkan pada daerah yang sudah dibersihkan selama 5
detik. Luka bakar derajat dua akan memiliki penampakan makroskopis dan
histologi seperti gambar 5.2.

Validasi luka bakar derajat 2 menggunakan pewarnaan Hematoxylin
dan Eosin (H&E) adalah pendekatan histopatologi yang umum untuk
mengevaluasi kerusakan jaringan. Dengan pewarnaan H&E, struktur

jaringan kulit yang rusak dapat diamati secara detail, termasuk perbedaan
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antara epidermis dan dermis. Hematoxylin mewarnai inti sel menjadi
biru/ungu, sedangkan eosin mewarnai sitoplasma dan matriks ekstraseluler

menjadi merah muda.

Gambar 5.4 Validasi Luka Bakar Derajat 2. (A) Tikus kelompok sehat, (B)
Tikus kelompok Luka bakar, (C) Histopatologi Tikus Sehat menunjukkan
struktur lapisan epidermis dan dermis tampak utuh serta tidak ada kerusakan
atau nekrosis, (D) Histopatologi Tikus model luka bakar derajat 2
menunjukkan hilangnya lapisan epidermis, kerusakan bagian dermis dan
nekrosis di bagian epidermal.

Pewarnaan H&E menunjukkan tanda-tanda kerusakan epidermis dan
dermis seperti yang dijelaskan di atas, maka model luka bakar derajat 2
dapat dianggap berhasil. Validasi ini memberikan bukti bahwa metode
induksi luka bakar telah menciptakan luka dengan karakteristik yang sesuai

dengan luka bakar derajat 2.



44

5.1.3. Hasil analisis ekspresi gen KGF

Hasil analisis ekspresi gen KGF didapatkan nilai pada kelompok K1
1,03+0,02, K2 0,32+0,088, K3 0,65+0,034, dan K4 0,92+0,084. Kelompok
K2 menunjukkan ekspresi gen KGF paling rendah, diikuti oleh kelompok
K3, dan paling tinggi pada kelompok K4, ditampilkan pada tabel 5.1 dan

gambar 5.3.

Tabel 5.1 Data analisis rerata ekspresi gen KGF pada setiap kelompok

Kelompok

VARIABEL K2 K3 K4 p

Rerata+SD Rerata+SD RerataxSD
Ekspresi 0,3240,088 = 0,650,034  0,92+0,084
gen KGF
Shapiro wilk 0,069 0,822 0,662
Lavene test 0,051
One Way Anova 0,000

Keterangan:

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

Hasil uji normalitas data dengan uji Shapiro wilk untuk mengevaluasi
sebaran normalitas data dalam masing-masing kelompok terhadap ekspresi
gen KGF didapatkan sebaran data dalam keempat kelompok tersebut normal
(P>0,05). Selain itu uji sebaran variasi homogenitas dianalisis menggunakan
data Levene test dan menunjukkan nilai p lebih besar dari 0,05 didapatkan

data dalam keempat kelompok tersebut homogen p 0,051 (P>0,05).

Berdasarkan data yang bersifat normal dan homogen, uji parametrik
One Way Anova digunakan untuk mengetahui perbedaan rata-rata ekspresi

gen KGF di antara 4 kelompok. Hasil uji tersebut menemukan bahwa data
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ekspresi gen KGF berbeda secara signifikan (P<0,05), hal ini menunjukkan
adanya perbedaan signifikan ekspresi gen KGF pada setidaknya satu
kelompok. Hubungan data antar kelompok diuji menggunakan uji Post hoc

LSD, dan didapatkan data seperti yang ditampilkan pada tabel 5.2.

Tabel 5. 2 Perbedaan rerata ekspresi gen KGF antar dua
kelompok dengan Uji Post hoc LSD

Kelompok
Perbandingan K2 K3 K4
K2 - 0,000 0,000
K3 0,000 - 0,001
K4 0,000 0,000 -

Post hoc LSD (p<0,05) = bermakna
Hasil analisis menunjukkan bahwa K2 berbeda bermakna dengan K3

(P>0,05), dan berbeda bermakna dibanding K4 (P<0,05). Terdapat tren nilai
lebih tinggi terhadap ekspresi gen KGF seiring dengan peningkatan injeksi

sub cutan exosome yang ditunjukkan oleh Gambar 5.3

1.2 4

0.8
OK1
OK2
HK3
WK4

0.6 4

Ekspresi Relatif KGF

0.4 4 ]

0.2

*pLO.05, ¥*p<0.01,
**¥¥*p<0.001

Gambar 5.3. Ekspresi gen KGF lebih tinggi pada dosis lebih besar

dengan injeksi sub cutan exosome terhadap model luka bakar derajat 2
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5.1.4. Hasil analisis ekspresi gen PDGF

Hasil analisis ekspresi gen PDGF didapatkan nilai pada kelompok K1
1,03+0,02, K2 0,32+0,04, K3 0,64+0,11, dan K4 0,95+0,0,07. Kelompok
K4 menunjukkan ekspresi gen KGF paling tinggi, diikuti oleh kelompok
K3, dan paling rendah pada kelompok K2, ditampilkan pada tabel 5.1 dan

gambar 5.3.

Tabel 5.3 Data analisis rerata ekspresi gen PDGF pada setiap kelompok

Kelompok
VARIABEL K2 K3 K4 p
Rerata+SD Rerata+SD RerataxSD

Ekspresi

gen PDGF 0,32+0,04 0,64+0,11 0,95+0,07

Shapiro wilk 0,572 0,768 0,684
Lavene test 0,054
One Way Anova 0,000

Keterangan:

Uji Saphiro Wilk (p > 0,05 = normal)

Levene’s Test (p > 0,05 = homogen)

Oneway Anova (p<0,05) = perbedaan signifikan)

Hasil uji normalitas data dengan uji Shapiro wilk untuk mengevaluasi
sebaran normalitas data dalam masing-masing kelompok terhadap ekspresi
gen PDGF didapatkan sebaran data dalam keempat kelompok tersebut
normal (P>0,05). Selain itu uji sebaran variasi homogenitas dianalisis
menggunakan data Levene test dan menunjukkan nilai p lebih besar dari
0,054 didapatkan data dalam keempat kelompok tersebut homogen p 0,054

(P>0,05).

Berdasarkan data yang bersifat normal dan homogen, uji parametrik

One Way Anova digunakan untuk mengetahui perbedaan rata-rata ekspresi
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gen PDGF di antara 4 kelompok. Hasil uji tersebut menemukan bahwa data
ekspresi gen PDGF berbeda secara signifikan p 0,000 (p<0,05), hal ini
menunjukkan adanya perbedaan signifikan ekspresi gen PDGF pada
setidaknya satu kelompok. Hubungan data antar kelompok diuji
menggunakan uji Post hoc LSD, dan didapatkan data seperti yang

ditampilkan pada tabel 5.5 sebagai berikut:

Tabel 5.4 Perbedaan rerata ekspresi PDGF antar dua
kelompok dengan uji Post hoc LSD

Kelompok
Perbandingan A7 hE K4
K2 - 0,000 0,000
K3 0,000 - 0,000
K4 0,000 0,000 -

Post hoc LSD (p<0,05) = bermakna
Hasil uji Post hoc LSD terhadap ekspresi PDGF ditemukan bahwa

kelompok K2 berbeda bermakna dibandingkan dengan K3, dan berbeda
bermakna dibandingkan dengan K4, Berdasarkan gambar 5.4 dapat dilihat
bahwa terdapat tren nilai lebih tinggi terhadap ekspresi PDGF dengan

peningkatan injeksi sub cutan exosome.

0.8 4

OK1
OK2

0.6 4

K3

HK4
0.4 4

Ekspresi Relatif PDGF

0.24

*pL0.05, ¥¥p<0.01,
***p<0.001

Gambar 5. 5 Ekspresi gen PDGF lebih tinggi pada dosis lebih besar
dengan injeksi sub cutan exosome terhadap model luka bakar derajat 2
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5.2 Pembahasan Hasil Penelitian

Hasil penelitian terhadap ekspresi gen KGF dan PDGF pada Tikus Jantan
Galur Wistar model luka bakar derajat dua yang diberikan injeksi exosome E-MSC
menunjukkan hasil lebih tinggi pada dosis 200 uL yang berbeda bermakna jika
dibandingkan dengang dosis exosome MSC 100 uL (K3) maupun dengan kelompok
injeksi NaCl (K2). Relefan dengan penelitian yudhi et al, 2022 dengan pemberian
gel sekretom hipoksia MSC pada dosis 200 pL efektif meningkatkan ekspresi gen
TGF-B dan menurunkan ekspresi gen IL-6. Eksosom MSC diketahui menekan
inhibitor KGF atau mengaktifkan jalur yang meningkatkan ekspresi KGF,
membawa protein dan lipid yang dapat mempengaruhi jalur pensinyalan
intraseluler, mendorong peningkatan ekspresi KGF. Eksosom MSC mengaktifkan
jalur PI3K/Akt dan MAPK/ERK, yang berperan dalam proliferasi dan diferensiasi
sel, serta dapat meningkatkan ekspresi KGF, sifat anti-inflamasi pada eksosome
mengurangi sitokin pro-inflamasi, menciptakan lingkungan yang kondusif untuk
ekspresi KGF. Eksosom dapat mendorong aktivitas fibroblas dan keratinosit, yang
pada gilirannya meningkatkan produksi KGF untuk mempercepat re-epitelisasi.

Eksosom MSC mengeluarkan banyak mediator perbaikan jaringan yang
dikenal termasuk faktor pertumbuhan, sitokin, dan kemokin, khususnya VEGF,
PDGF, bFGF, EGF, faktor pertumbuhan keratinosit (KGF), dan TGF-B.* eksosom
MSC dapat meningkatkan penyembuhan luka melalui dua mekanisme utama yaitu
dengan memberikan isyarat yang diperlukan untuk penyembuhan luka melalui
pelepasan mediator inflamasi, bersama-sama dengan sitokin dan faktor

pertumbuhan (growth factor), selanjutnya melalui eksosom MSC sendiri
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berpartisipasi dalam proses penyembuhan luka.*® eksosom MSC berkomunikasi
dengan sel lain dalam tubuh manusia dan mengalami proses homing ke daerah
cedera sebagai upaya untuk menanggapi sinyal dari kerusakan sel, yang dikenal
sebagai sinyal homing. Keadaan homing terjadi apabila terdapat mediator pro-
inflamasi keluar ketika jaringan mengalami kerusakan sehingga bermigrasi ke
jaringan yang rusak tersebut.*’

E-MSC mengandung berbagai komponen seperti IL-10, TGF-$, miRNA 21,
dan miRNA 146a, yang berperan penting dalam mempercepat penyembuhan luka
bakar.*%? Sitokin yang dilepaskan selama respon inflamasi awal setelah luka bakar,
dapat dimodulasi oleh eksosom MSC melalui penurunan aktivasi NF-kB dan
pengurangan ekspresi sitokin pro-inflamasi. Hal ini akan menyebabkan
berpindahnya fase inflamasi menjadi fase proliferasi yang ditandai dengan
beralihnya makrofag menjadi makrofag tipe 2 yang mensekresikan TGF-f yang

mengaktivasi sel fibroblast yang berujung pada produksi KGF,*344

Penyembuhan luka bakar melibatkan serangkaian tahap fisiologis yang
kompleks, termasuk peradangan, proliferasi, dan remodelling, yang bertujuan untuk
memulihkan integritas kulit dan fungsi tubuh yang terganggu.*® Tingkat
kesembuhan luka bakar dipengaruhi oleh beberapa faktor, seperti tingkat keparahan

dan proses fisiologis yang ada pada tubuh.*%*

Salah satu penanda proliferasi adalah terjadi peningkatan growth factor
regenerasi, termasuk PDGF. Hal ini sejalan dengan hasil penelitian yang
menemukan adanya peningkatan ekspresi PDGF pada pemberian gel sekretom

MSC dosis 20%. Salah satu kandungan protein yang berperan dalam meningkatkan
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ekspresi PDGF adalah hepatocyte growth factor (HGF), yang terkandung dalam
sekretom MSC.>! Protein HGF telah terbukti meningkatkan produksi PDGF oleh
sel fibroblas, yang dapat mempercepat proliferasi sel-sel fibroblas dan

pembentukan jaringan granulasi.>

Selain HGF, faktor pertumbuhan lain yang terkandung dalam sekretom
MSC, seperti fibroblast growth factor-2 (FGF-2) dan VEGF, juga dapat
berkontribusi pada peningkatan PDGF pada hari ke-14 penyembuhan luka bakar.>
Protein FGF-2 telah terbukti memperkuat sekresi PDGF yang berperan dalam
proliferasi dan migrasi sel-sel fibroblas dalam pembentukan jaringan granulasi.
Sementara itu, VEGF memiliki peran penting dalam angiogenesis, yang dapat
meningkatkan pasokan darah ke area luka dan sehingga membantu metabolisme

pembentukan PDGF.>*

Protein-protein seperti HGF, FGF-2, dan vascular endothelial VEGF dalam
sekretom MSC dapat mengaktifkan pathway dan transduksi sinyal yang
mempromosikan transkripsi gen PDGF. Salah satu jalur transduksi sinyal yang
terlibat adalah mitogen-activated protein kinase (MAPK), yang dapat diaktivasi
HGF dan FGF-2.5°8 Aktivasi MAPK kemudian memicu kaskade reaksi yang
melibatkan fosforilasi berbagai protein sinyal, termasuk faktor transkripsi aktivator
protein 1 (AP-1), yang pada akhirnya mengarah pada peningkatan transkripsi gen
PDGF.>® Selain itu, faktor pertumbuhan seperti VEGF juga dapat mengaktifkan
jalur phosphoinositide 3-kinase (PI13K)/Akt, yang secara positif meregulasi
transkripsi gen PDGF melalui berbagai mekanisme, termasuk stabilisasi faktor

transkripsi yang terlibat dalam transkripsi ekspresi gen.%
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Selain pathway MAPK dan PI3K/Akt, beberapa faktor pertumbuhan dalam
sekretom MSC juga dapat meregulasi jalur janus kinase-signal transducer and
activator of transcription (JAK-STAT) dalam meningkatkan transkripsi gen
PDGF.152 Melalui aktivasi reseptor seperti reseptor tyrosine kinase, HGF, FGF-2,
dan VEGF dapat mengaktivasi jalur JAK-STAT yang melibatkan fosforilasi dan
aktivasi protein Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT). Protein
STAT vyang teraktivasi kemudian akan bertranslokasi ke nukelus dan berperan

sebagai faktor transkripsi untuk mengatur ekspresi gen PDGF.

Keterbatasan penelitian ini dilakukan hanya pada hewan coba, sehingga
dibutuhkan uji klinis pada manusia. Penelitian ini hanya membuktikan pengaruh
exosome MSC pada ekspresi KGF dan PDGF, perlunya mengkaji pathway yang
berperan dalam peningkatan ekspresi KGF dan PDGF serta eksplorasi dosis E-MSC
yang lebih tinggl dengan parameter berbeda, sehingga dibutuhkan penelitian

lanjutan.



BAB VI

SIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan sebagai berikut:

1. Terdapat pengaruh pemberian E-MSC dosis 100 uL dan 200 uL terhadap
peningkatan Ekspresi Gen KGF pada Tikus Jantan Galur Wistar dengan
luka bakar Derajat Dua.

2. Terdapat pengaruh pemberian E-MSC dosis 100 uL. dan 200 uL terhadap
peningkatan Ekspresi Gen PDGF pada Tikus Jantan Galur Wistar dengan

luka bakar Derajat Dua.

6.2 Saran

6.2.1 Studi yang akan datang diharapkan untuk mengkaji pathway yang
berperan dalam peningkatan ekspresi KGF dan PDGF serta eksplorasi
dosis E-MSC yang lebih tinggi dengan parameter berbeda.

6.2.2 Penelitian selanjutkan dapat melakukan uji klinis pada manusia
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