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ABSTRAK

Latar belakang : Paparan kronik sinar UV B menimbulkan peningkatan kadar
nitrit oksida (NO) dan reactive oxygen species (ROS) yang berdampak pada
penurunan jumlah kolagen. Peristiwa penurunan jumlah kolagen akibat paparan
sinar UV secara terus-menerus tersebut berkorelasi dengan Overekspresi ROS
akibat sinar UV-B ini akan mengaktifkan jalur persinyalan mitogen activated
protein kinase (MAPK) pathway dan aktivasi nuclear factor kappa-f (NF-kp)
menginduksi transkripsi sitokin proinflamasi seperti TNF-a.

Metode penelitian : Penelitian eksperimental menggunakan desain penelitian
berupa post test only control group dengan metode rancang acak lengkap dengan
lima kali ulangan tiap perlakuan. Subyek penelitian ini adalah tikus jantan galur
wistar yang dibagi menjadi 5 perlakuan yang terdiri dari K1 tikus sehat, K2
kontrol negatif, K3 kontrol positif, perlakuan 1 dosis 2,5x10°, dan perlakuan 2
dosis 5x10°. Kemudian data di analisis menggunakan Uji One Way Annova untuk
mengetahui pengaruh dari tiap kelompok.

Hasil : Uji One Way Anova menunjukkan hasil ekspresi CD68 (<0.05), kemudian
hasil kadar TNF-a (<0.05), kemudian uji Pos Hoc Tamhane kadar CD68 (<0.05)
pada kelompok K1 vs K2, dan K5 vs K2. kemudian uji Pos Hoc LSD TNF-a
(<0.05) pada kelompok K4 vs K2, dan K5 vs K2. Sehingga dalam penelitian ini
ha diterima dan ho ditolak.

Kesimpulan : Pemberian injeksi HMSCs secara subkutan menunjukkan dosis
5x10° sel (K5) dinilai lebih optimal karena menunjukkan hasil ekspresi CD68 dan
kadar TNF-o. mendekati kondisi normal, dan terdapat korelasi positif antara
penurunan ekspresi CD68 dengan penurunan kadar TNF-a.

Kata Kunci : Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (HMSCS), ekspresi CD68, kadar
TNF-a
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ABSTRACT

Background : Chronic exposure to UV B rays causes an increase in nitric oxide
(NO) and reactive oxygen species (ROS) levels which have an impact on
decreasing the amount of collagen. The event of decreasing the amount of
collagen due to continuous exposure to UV rays correlates with ROS
overexpression due to UV-B rays will activate the mitogen activated protein
kinase (MAPK) pathway and activation of the nuclear factor kappa-f (NF-kp)
inducing transcription of pro-inflammatory cytokines such as TNF-a.

Methods : The experimental research used a research design in the form of a post
test only control group with a complete random design method with five
repetitions of each groups. The subject of this study was male rats of the Wistar
strain which were divided into 5 groups consisting of K1 healthy rats, K2 negative
control, K3 positive control, 1 dose injection 2.5x10°, and 2 doses injection 5x10°.
Then the data was analyzed using the One Way Annova Test to determine the
influence of each group.

Goals : The One Way Anova test showed the results of CD68 expression (<0.05),
then the results of TNF-a levels (<0.05), then the Pos Hoc Tamhane test of CD68
levels (<0.05) in the K1 vs K2 groups, and K5 vs K2. then the TNF-o. LSD Post
Hoc test (<0.05) in the K4 vs K2, and K5 vs K2 groups. So in this study ha is
accepted and ho is rejected.

Conclusion : Subcutaneous administration of HMSCs showed that the dose of
5x10° cells (K5) was considered more optimal because it showed CD68
expression results and TNF-a levels were close to normal conditions, and there
was a positive correlation between decreased CD68 expression and decreased
TNF-a levels.

Keywords : Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (HMSCS), CD68 expression, TNF-
a Levels
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Sinar ultraviolet (UV) merupakan faktor utama penyebab penuaan
eksogen. Paparan kronik sinar UV B menimbulkan peningkatan kadar nitrit
oksida (NO) dan reactive oxygen species (ROS) yang berdampak pada
penurunan jumlah kolagen. Peristiwa penurunan jumlah kolagen akibat
paparan sinar UV secara terus-menerus tersebut berkorelasi pada proses
penuaan yang lebih dikenal dengan istilah Photoaging. Photoaging menjadi
permasalahan penuaan kulit yang sangat kompleks, dimana mengarah ke
perubahan struktural, fisiologis kumulatif dan perubahan progresif di setiap
lapisan kulit terutama pada area kulit yang terpapar cahaya 2. Paparan UV-
B menyebabkan kerusakan sel yang memicu modulasi makrofag (CD68)
sebagai bagian dari respons imun untuk membersihkan sel-sel yang mati
dan rusak, serta mensekresikan sitokin-sitokin proinflamasi. Overekspresi
ROS akibat sinar UV-B ini akan mengaktifkan jalur persinyalan mitogen
activated protein kinase (MAPK) pathway dan aktivasi nuclear factor
kappa-f (NF-kB) menginduksi transkripsi sitokin proinflamasi seperti TNF-
a. Pemberian Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (HMSCs) diketahui
memiliki banyak manfaat untuk mengatasi beberapa masalah kesehatan,
namun belum ditemukan studi yang melaporkan pengaruh pemberian
HMSCs terhadap profil Makrofag M1 dengan kadar molekul inflamasi

TNF-a khususnya pada kondisi collagen loss *°. Keunggulan pemberian



injeksi HMSCs dibanding dengan injeksi lain diantaranya karena HMSCs
merupakan sel biologis yang tidak memiliki sifat imunogenisitas, serta tidak
menimbulkan efek samping. Oleh karena itu, penelitian ini menjadi penting
dilakukan untuk peneliti dapat mengkaji lebih lanjut pengaruh pemberian
HMSCs terhadap ekspresi CD68 sebagai marker makrofag M1 dan kadar
TNF-o pada tikus jantan galur Wistar model collagen loss yang dipapar
sinar UV-B.

Penelitian terdahulu melaporkan bahwa sebanyak 83% orang berusia
muda hingga dewasa mengalami penuaan dini akibat paparan UV-B yang
berakibat munculnya kerutan dan penurunan elastisitas kulit. Riset Kklinis
tetsebut menunjukkan penuaan terjadi 40% pada orang dewasa dengan usia
dibawah 55 tahun dengan tingkat perubahan sedang hingga parah®.
Permasalahan kesehatan kulit akibat paparan sinar UVB terus meningkat
pada setiap tahunnya, penelitian di Australia menunjukkan sebanyak 1.539
jiwa berusia 20-55 tahun mengalami photoaging dengan total pravelensi
72% pria dan 47% wanita pada usia dibawah 30 tahun’. Selain itu, studi
epidemiologi secara berkelanjutan menunjukkan bahwa prevalensi collagen
loss akibat paparan sinar UVB cenderung meningkat, terutama di wilayah-
wilayah dengan tingkat paparan matahari yang tinggi, termasuk Indonesia.
Populasi yang tinggal di daerah tropis atau yang sering terpapar sinar
matahari secara langsung memiliki risiko lebih besar untuk mengalami

degradasi kolagen yang signifikan. Prevalensi yang tinggi ini dapat



ditemukan pada kelompok usia yang beragam, mencakup dewasa muda
hingga lanjut usia®.

Penelitian terdahulu melaporkan bahwa paparan UV-B menyebabkan
ekspresi molekul-molekul inflamasi yang pada akhirnya mengarah pada
degradasi kolagen. Paparan sinar UV-B juga mempengaruhi ekspresi
makrofag pada sel-sel kulit. Infiltrasi makrofag yang secara terus menerus
pada akhirnya menyebabkan kerusakan ECM dermis secara berkelajutan
karena pelepasan MMP dan ROS. Selain itu, makrofag yang teraktivasi juga
akan mensekresikan molekul-molekul. proinflamasi yang menyebabkan
kerusakan pada sel dan jaringan yang semakin parah. Kemampuan
imunomodulasi yang dimiliki HMSCs dilaporkan dapat menginduksi
pelepasan sitokin antiinflammasi seperti IL-10 dan growth factor seperti
transforming growth factor-p (TGF-B), VEGF, Platet Derived Growth
Factor (PDGF), Hepatocyte Growth Factor (HGF) yang dapat menginduksi
peningkatan kadar kolagen®'®. 1L-10 dan TGF-B yang diinduksi oleh
HMSCs juga berkontribusi mampu mengendalikan kerusakan kulit akibat
radiasi sinar UVB dengan menurunkan kadar ROS, menurunkan inflamasi
dan menginduksi produksi kolagen.™

Hingga saat ini peran HMSCs dalam meregulasi ekspresi makrofag
dan pengaruhnya terhadap kadar molekul inflamasi TNF-a pada model
collagen loss belum dikaji. Oleh karena itu, penelitian ini menjadi penting

dilakukan untuk mengidentifikasi  peran HMSCs terhadap ekspresi



1.2.

1.3.

makrofag M1 dengan profil CD68 dan kadar TNF-a pada tikus wistar model

collagen loss yang diinduksi iradiasi UVB secara in vivo.

Rumusan Masalah
Rumusan masalah yang dapat dirumuskan adalah "Bagaimana
pengaruh pemberian HMSCs terhadap ekspresi CD68 dan kadar TNF-o

pada tikus model collagen loss dipapar sinar UV-B?

Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Tujuan umum penelitian ini adalah untuk menganalisis
pengaruh pemberian HMSCs terhadap ekspresi makrofag M1
(CD68) dan kadar TNF-o pada tikus model collagen loss dipapar

sinar UV-B.

1.3.2. Tujuan Khusus

Penelitian ini bertujuan khusus antara lain untuk :

a. Mengetahui ekspresi CD68 pada tikus model collagen loss yang
dipapar sinar UV-B setelah diberi HMSCs secara subkutan
dengan dosis 2,5x10° sel dan 5x10° sel dibandingkan control
secara in vivo.

b. Mengetahui kadar TNF-a pada tikus model collagen loss yang
dipapar sinar UV-B setelah diberi HMSCs secara subkutan
dengan dosis 2,5x10° sel dan 5x10° sel dibandingkan control

secara in vivo.



1.4. Manfaat penelitian

1.4.1. Manfaat Teoritis

Manfaat penelitian ini secara teori adalah memberikan ilmu

pengetahuan tentang pengaruh pemberian HMSCs terhadap ekspresi

makrofag (M1) dan kadar TNF-o pada tikus model penurunan

kolagen yang dipapar sinar UV-B.

1.4.2. Manfaat Praktis

Manfaat secara praktis dari penelitian ini antara lain adalah :

1. Memberikan sumber informasi

pada masyarakat

tentang

pengaruh HMSCs terhadap ekspresi makrofag (M1) dan kadar

TNF-a pada Tikus Galur Wistar yang dipapar sinar UV-B.

2. Penelitian  lebih lanjut diharapkan dapat diaplikasikan bagi

masyarakat.

1.5. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

No Peneliti, Judul Variabel Variabel Hasil
tahun Bebas Tergantung

1 Zukhiroh Effect of Hipoksia Ekspresi SOD  Hipoksia
Z,Putra  Secretome- Stem Cell dan MMP1 MSCs
A, Hypoxia meningkatk
Chodidja Mesenchymal an ekspresi
h C, Stem Cells on gen SOD
Sumaraw Regulating SOD dan
ati T, and MMP-1 menurunkan
Subchan mRNA ekspresi
P, Expressions in MMP1
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Penelitian Zukhiroh et al., 2019 mengungkapkan HMSCs memberi
pengaruh dalam peningkatan ekspresi gen SOD dan penurunan MMP1 pada
Tikus model Hiperpigmentasi®. Pada penelitian ini akan mengkaji lebih jauh
terkait dengan efikasi HMSCs tersebut terhadap ekspresi makrofag dan
molekul inflamasi TNF-a pada Tikus model collagen loss. Penelitian Se-Ra
Park et al., 2017 juga melaporkan bahwa MSCs meningkatkan kemampuan
proliferasi sel seperti fibroblast, keratinosit, dan epitel vascular, dan
meningkatkan perbaikan kulit*®. Penelitian ini berbeda dengan penelitian
tersebut, yang mana penelitian ini menggunakan MSCs yang di pre-kondisi
hipoksia. Penelitian He et al., 2019 juga melaporkan bahwa exosomes-
derived MSCs dapat menginduksi polarisasi makrofag dengan fenotip M2
pada area inflamasi®. Penelitian ini berbeda karena menggunakan MSCs
yang di prekondisi hipoksia dan mengidentifikasi pengaruhnya terhadap
profil makrofag M1. Penelitian Yi You et al.,, 2023 menemukan bahwa
pemberian. MSCs meningkatkan produksi collagen Al, dan mencegah
degradasi ekstraseluler matriks.'> Penelitian Liang et al., 2020 melaporkan
bahwa Adipose-derived stem cells (ADSCs) mampu meningkatkan ekspresi
MRNA kolagen tipe 1 dan 3, serta menurunkan ekspresi MMP1 dan MMP3
sehingga secara signifikan menunjukkan perbaikan kulit akibat kerusakan
yang disebabkan paparan sinar UV.!”" Penelitian Park et al (2018)
melaporkan bahwa Stem cell secretome memodulasi signaling-cascade
PIBK/AKT dan FAK/ERK1/2 yang terlibat dalam migrasi dan proliferasi

beberapa komponen seluler dermal selama perbaikan jaringan Kkulit.



Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian ini dimana menggunakan
mesenchymal stem cells akan diinjeksikan secara subkutan pada tikus
model collagen loss yang diinduksi sinar UVB dan dianalisis ekspresi

makrofag (M1) dan kadar TNF-a.
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2.1. Makrofag-Tipe 1 (M1)
2.1.1. Definisi Makrofag-Tipe 1 (M1)

Makrofag merupakan komponen seluler utama dari sistem
imun bawaan (innate) yang secara umum dikaitkan dengan
presentasi antigen dan pertahanan dalam melawan patogen.
Makrofag termasuk dalam sistem fagosit mononuklear (MPS) yang
berperan  penting dalam memodulasi respons homeostatik,
fagositosis sel apoptosis dan nekrosis, penyembuhan luka, dan
perbaikan jaringan.’® Makrofag bersifat sangat plastis serta mampu
meregulasi status aktivasinya sebagal respon sesuai isyarat atau
stimulasi dari lingkungannya. Peristiwa tersebut dikenal dengan
istilah polarisasi, hasil dari interaksi sel dengan sel, sel dengan
molekul yang meregulasi fungsi makrofag pada jaringan.
Berdasarkan fenotipe fungsionalnya, makrofag dibagi menjadi dua
subset yaitu makrofag M1 yang berperan sebagai proinflamasi
(killer) dan makrofag M2 yang berperan sebagai regulator atau anti-
inflamasi (builder).”® Makrofag M1 diaktifkan secara klasik dari
prekursor myeloid melalui stimulasi persinyalan inflamasi seperti
interferon (IFN)-y dan/atau tumor necrosis factor (TNF-a). Selain
itu, aktivasi makrofag M1 ini berkaitan dengan respon adanya

pathogen-associated molecular patterns (PAMPS) termasuk
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lipopolisakarida (LPS), flagella bakteri, dsRNA virus atau

granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF).

CD68 merupakan marker spesifik sel myeloid yang
diekspresikan pada permukaan sel makrofag. Marker permukaan sel
yang umum digunakan untuk mengidentifikasi makrofag M1
mencakup MHC kelas 1I, CD68, B7-1/CD80, B7-2/CD86, dan
INOS. Makrofag M1 berperan aktif dalam aktivasi sel T dan
produksi sitokin yang berperan dalam respons imun.. Aktivasi
makrofag M1 menyebabkan produksi sitokin proinflamasi seperti IL-
1B, IL-6, IL-12, IL-23, tumor necrosis factor-a (TNF-a), dan nitric

oxide synthase 2 (NOS2).%

Peran dan Mekanisme Seluler Makrofag M1 dalam Colagen
Loss

Kolagen loss merupakan penuruan kadar kolagen pada kulit
yang disebabkan oleh paparan UVA dan UVB vyang dapat
menginduksi stres oksidatif pada kulit manusia dan menyebabkan
kerusakan genetik temporal dan persisten, peningkatan regulasi
aktivitas activator protein (AP)-1, dan peningkatan ekspresi
MMP.??% Adanya sinar UV menginduksi produksi reactive oxygen
species (ROS) intraseluler berlebih dan menekan mekanisme
antioksidan seluler. ROS tersebut kemudian bekerja dengan
mengaktifkan mitogen-activated protein kinase (MAPKS) dan

nuclear factor-kappa B (NF-KB) yang berpuncak pada regulasi
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transkripsi MMP, dan menghasilkan degradasi kolagen dan elastin,
yang berlanjut ke photoaging.?® Photoaging menyebabkan kulit
menjadi kering, Kkeriput, pigmentasi kulit bertambah gelap, serta

kekencangan kulit berkurang.

Studi telah menunjukkan bahwa paparan sinar UVB
(Ultraviolet B) dapat mempengaruhi ekspresi makrofag pada sel-sel
kulit. Paparan sinar UV memicu infiltrasi neutrofil dalam epidermis
dan dermis. Neutrofil yang teraktivasi berperan dalam clearance sel-
sel terapoptosis akibat UV dan membunuh sel-sel kulit yang
permukaan lemaknya teroksidasi. Pada proses ini terdapat beberapa
enzim -yang dilepaskan, meliputi neutrofil elastase, matrix
metalloproteinase-1 (MMP-1), dan matrix metalloproteinase-9
(MMP-9) vyang berkontribusi terhadap proses photoaging.
Menariknya, di antara MMPs yang diekspresikan pada kulit manusia
normal, hanya tiga yang diinduksi secara signifikan sebagai respons
terhadap penyinaran ultraviolet (UV), yaitu MMP-1, MMP-3, dan

MMP-9.23

Dalam hal ini, makrofag berperan utama karena makrofag
mendominasi infiltrasi setelah beberapa jam pembersihan sel-sel
terapoptosis dan lipid teroksidasi. Terdapat dua sumber makrofag
yaitu dari aliran darah dan ekspansi prekursor monosit yang
sebelumnya sudah ada di dermis. Makrofag mengekspresikan

berbagai matrix metalloproteinase yang berkontribusi memicu
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migrasi makrofag dalam kulit untuk mendegradasi extracelullar
matrix (ECM). Makrofag juga menghasilkan ROS intraseluler, yang
mana dapat menginduksi transkripsi MMP di dermal fibroblast.
Kerusakan kulit olen UV secara berulang akan merepetisi siklus
infiltrasi makrofag pada setiap paparannya. Infiltrasi makrofag yang
secara terus menerus pada akhirnya menyebabkan kerusakan ECM
dermis secara berkelajutan karena pelepasan MMP dan ROS. Selain
itu, makrofag yang teraktivasi juga akan mensekresikan molekul-
molekul proinflamasi yang menyebabkan kerusakan pada sel dan
jaringan. Penelitian terdahulu juga telah membuktikan bahwa kulit
yang terpapar sinar matahari secara kronik mengandung lebih

banyak sel mononuklear yang menginfiltrasi.**#
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Gambar 2.1. Peran Makrofag dalam Proses Penurunan Kolagen®
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2.2. Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a)
2.2.1. Definisi TNF-a
Tumor necrosis factor-alpha (TNF- «) adalah sitokin
pleiotropik pada berbagai jenis sel yang berperan sebagai regulator
utama dalam respon inflamasi pada beberapa penyakit, termasuk
metabolik Sindrom.?® TNF- o adalah protein homotrimer yang terdiri
dari 157 asam amino, terutama dihasilkan oleh sel makrofag, limfosit
T, dan NK aktif yang memicu serangkaian berbagai molekul
inflamasi, termasuk sitokin dan kemokin.?”?® Secara umum, TNF- o
mengikat reseptornya, terutama TNFR1 dan TNFR2, dan kemudian
mentransmisikan sinyal molekuler sampai nukleus untuk meregulasi
fungsi biologis seperti inflamasi dan apoptosis.*®
Ikatan antara TNF-o dan TNFR1 dapat memicu pembentukan
kompleks pensinyalan yang berbeda, disebut sebagai kompleks I, 1la,
lIb, dan Ilc, yang menghasilkan respons seluler yang berbeda.?**
Selama aktivasi kompleks I, TNFR1 yang teraktivasi berikatan
dengan TNFR1-associated death domain protein (TRADD), diikuti
oleh asosiasi dan interaksi berbagai komponen, termasuk Reseptor-
Interacting Serine/Threonine-Protein Kinase 1 (RIPK1), faktor
terkait TNFR 2 atau 5 (TRAF2/5), inhibitor celluler protein apoptosis
1 atau 2 (clAP1/2), dan Linear Ubiquitin Chain Assemby Complex
(LUBAC).** Jalur pensinyalan ini menghasilkan aktivasi Nuclear

Factor-xf (NF-kpB) dan Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK).
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Hasil fungsional dari pensinyalan kompleks | dikenal sebagai
induksi inflamasi, kelangsungan hidup dan proliferasi dan
pertahanan kekebalan sel terhadap patogen.®*%

Selain kompleks 1 yang tersusun di membran plasma,
kompleks Ila, I1b, dan llc tersusun di sitoplasma.®* Aktifasi TNFR1
juga akan mengaktifkan kompleks lla terdiri dari TRADD, RIPK1,
TRAF2, clAP1/2, pro-Caspase-8, dan Fas-Associated Protein With
Death Domain (FADD).?® Kompleks I1b memiliki komposisi yang
sama dengan kompleks Ila dengan penambahan RIPK.*
Pembentukan kompleks 1la dan Iib (juga dikenal sebagai
apoptosom) yang mengaktifkan caspase-8 dan memicu apoptosis.®®
Kompleks llc (dikenal sebagai nekrosom), tersusun atas RIPK1 dan
RIPK3, mengaktifkan Mixed Lineage Domain Kinase (MLKL)-like
protein melalui fosforilasi yang dimediasi RIPK3, yang menginduksi
nekroptosis dan inflamasi.*®

TNFR2 disarankan untuk diaktifkan sepenuhnya oleh TNF-q,
terutama dalam konteks interaksi sel-ke-sel. Tidak seperti TNFRL,
TNFR2 tidak memiliki domain kematian sehingga tidak dapat
menginduksi kematian sel terprogram secara langsung. Selama
perakitan, TNFR2 merekrut TRAF2 bersama dengan TRAF1, clAP1,
dan clAP2, dan kompleks ini memungkinkan aktivasi hilir NF-xB,
MAPKs, dan protein kinase B (AKT).®” Secara fungsional, TNFR2

terutama terkait dengan bioaktivitas homeostatis, termasuk
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regenerasi jaringan, proliferasi sel, dan kelangsungan hidup sel.®
Namun, jalur ini juga diketahui memicu respons inflamasi dan
kekebalan sel terhadap patogen. Secara keseluruhan, TNFR1 sangat
penting untuk menginduksi respons TNF-a sitotoksik dan
proinflamasi, sementara TNFR2 sebagian besar dapat memediasi
aktivasi, migrasi, atau proliferasi sel.* Secara fisiologis, TNF-a
merupakan komponen penting untuk respon imun yang normal.
TNF-a dapat mengaktifkan sistem kekebalan untuk mengatur;
namun, produksi 7NF « yang berlebihan dapat berbahaya dan

menyebabkan penyakit.*°
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Gambar 2.2. Jalur pensinyalan TNF-o, TNFRI dan TNFR2?
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2.2.2. Peran TNF-o pada penurunan kolagen

Konsentrasi TNF-o. meningkat selama degradasi kolagen. Di
sisi lain, tingkat TNF-a yang rendah mewakili "inflamasi” yang lebih
rendah. Penurunan kadar kolagen adalah suatu kondisi yang
memungkinkan atau menyebabkan munculnya beberapa penyakit
yang terkait kolagen. Paparan UVB pada kulit dapat menghasilkan
peningkatan jumlah RQOS, yang menyebabkan ketidakseimbangan
antara produksi ROS dan mekanisme pertahanan antioksidan, yang
mengakibatkan stres oksidatif.** Stres oksidatif ini dapat
meningkatkan produksi ROS, dan dapat memulai peradangan dan
aktivasi sitokin pro-inflamasi, seperti interleukin-2 (IL-2), IL-6, dan
TNF-o, melibatkan beberapa jalur NF-KB, hypoxia-inducible factor
1-alpha (HIF-1a), nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf-2
), dan activator protein 1 (AP-1).4%%

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

dari fibroblas tua bertanggung jawab atas peradangan kronis serta
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degradasi ECM. Gambar 2.2 menjelaskan jalur pensinyalan utama
ekspresi molekul proinflamasi termasuk TNF-a yang terlibat dalam

penurunan kolagen hingga photoaging yang diperantarai UV.***
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Gambar 2.3. Jalur pensinyalan utama yang terlibat dalam photoaging
yang dimediasi UV akibat aktivasi reseptor inflamasi*®

2.3. Kolagen

Definisi kolagen adalah polipeptida ekstraseluler utama dalam tubuh
manusia yang ditemukan pada hampir semua organ tubuh. Sampai saat ini
sudah ditemukan sebanyak 21 tipe kolagen, jumlah dan jenisnya berbeda-
beda pada berbagai organ tubuh manusia.*® Tubuh manusia terdapat sekitar
90% kolagen tipe 1. Kolagen tipe | ini ditemukan terutama di kulit, tendon,
tulang dan ligamen. Serabut kolagen-I berperan penting dalam memberikan
struktur dan kekuatan kulit, tulang, tendon, dan ligamen. Selain, kolagen

tipe 1 juga terdapat tipe-tipe kolagen lainnya seperti kolagen tipe 11, 111, 1V,
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V, hingga tipe XII dan seterusnya yang memiliki peran spesifik dalam
berbagai jaringan dan fungsi tubuh®’.

Kolagen merupakan serat utama pada lapisan dermis kulit dan
merupakan protein yang berfungsi untuk kekuatan mekanik dan penyangga
kulit. Semakin bertambah umur maka struktur protein kulit dan komponen
kulit lain akan berubah dan hal ini menyebabkan penuaan kulit. Perubahan
jumlah kolagen merupakan bagian integral dari proses penuaan Kulit.
Diperkirakan bahwa akan terjadi penurunan kolagen sekitar 1% pertahun
perunit area kulit akan tetapi pada kulit yang terpapar sinar UVB dijumpai
penurunan sampai 59% seperti yang ditemukan pada kulit yang mengalami
photodamage. *° Pada pasien dengan paparan sinar UVB kronis akan
menurunkan jumlah kolagen-7 dan akan mengakibatkan perlekatan antara
membrana basalis dengan papilla dermis menurun sehingga ikatan
epidermis dan dermis menjadi lemah. Pada satu penelitian didapatkan
bahwa kerutan kulit terbentuk akibat lemahnya ikatan antara dermis dan
epidermis oleh karena degenerasi anchoring fibril. Hal ini ditambah adanya
bukti adanya penurunan kolagen-7 pada pada dasar kerutan kulit di samping

juga ditemukan penurunan kolagen-4 pada tempat yang sama’®.

Mesenchymal Stem Cells (MSCs)

2.4.1. Definisi MSCs
Mesenchymal stem cell (MSCs) adalah sel yang bersifat
multipotensi sehingga dapat berdiferensiasi menjadi sel dewasa lain

seperti osteosit, adiposit, dan neurosit. Mesenchymal stem cell dapat
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diisolasi dari beberapa jaringan antara lain jaringan adipose, folikel
rambut, bone marrow, hingga wharton jelly dari tali pusat*. Secara
umum, MSCs diidentifikasi sebagai sel yang dapat menempel pada
permukaan dan bentuk menyerupai sel fibroblast atau jarum. Secara
fenotype, MSCs yang diisolasi dari tikus, dimana MSCs tikus tidak
mengekspresikan beberapa marker spesifik antara lain CD44 dan
CD29, namun mengekspresikan marker spesifik CD45 dan CD31

dan bersifat osteogenic™.

Karakteristik MSCs

MSCs memiliki beberapa karakteristik antara lain memiliki
kemampuan self-renewal, mampu berdiferensiasi menjadi beberapa
sel dewasa seperti, seperti osteoblas, adiposit, kondrosit, tenosit, dan
miosit®. Selain itu, MSCs juga memiliki kemampuan sebagai
imunomodulator karena mampu mengeksresi beberapa sitokin baik
pro atau pun anti inflamasi. MSCs diketahui mengeluarkan senyawa
bioaktif aktif yang disebut secretome, biasanya diklasifikasikan
sebagai sitokin, kemokin, molekul adhesi sel, mediator lipid, growth
factor (GF), hormon, eksosom, mikrovesikel dan faktor anti-
inflamasi. Hal ini menjadikan MSCs memiliki potensi yang besar

dalam regenerasi kulit®2.
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Gambar 2.4. Kemampuan diferensiasi dari MSCs>*

2.4.3. Peran MSCs

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

bersifat anti-inflamasi dan  memiliki  kemampuan dalam
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mengeksresikan sitokin-sitokin yang berperan dalam menghentikan

proses inflamasi. >**°

2.4.4. Hipoksia

Definisi hipoksia adalah keadaan dimana suplai oksigen pada
jaringan berada dibawah ambang normal. Hipoksia bersifat merusak
bagi berbagai jenis sel dan pada kondisi hipoksia jangka panjang
dapat memicu terjadinya apoptosis sel. Namun beberapa penelitian
in vitro menunjukkan bahwa kondisi hypoxia yang terkontrol dapat
meningkatkan kemampuan proliferasi, self renewal dan pelekatan
sel punca mesenkimal. Selain itu, hypoxia juga memicu produksi
molekul Hypoxia-Inducible Factor (HIF) yang berperan dalam
peningkatan sekresi - sitokin-sitokin potensial dari sel punca

mesenkimal. %’
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Gambar 2.5. Lingkungan hipoksia mengaktivasi MSCs>’

2.5. Pengaruh HMSCs terhadap Ekspresi CD68 dan Kadar TNF-a
HMSCs dapat menginduksi sekresi mediator-mediator dan growth
factor yang mendukung regenerasi melalui kemampuannya untuk mengatur
respons sistem kekebalan tubuh melalui faktor imunomodulasinya seperti

IL-10 dan TGF-B, yang dapat menghambat produksi TNF-a dari sel-sel
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imun (makrofag dan sel T).>® Disamping itu, molekul anti-inflamasi seperti
Interleukin-1 Receptor antagonist (IL-1Ra) dan interleukin-4 (IL-4) yang
terkandung dalam MSCs juga telah terbukti mampu dan dapat mengurangi
inflamasi melalui penghambatan produksi TNF- a.>®

Paparan UVB menginduksi pembentuk ROS oleh mitokondria akibat
stress oksidatif.®* ROS mengaktivasi jalur NF-kB disitoplasma melalui
berbagai mekanisme. ROS mengaktivasi NF-k melalui forsforilasi IKKa
sehingga mengakibatkan degradasi IKBo sehingga NF-kP dapat masuk
kedalam nucleus untuk mengaktifkan transkripsi.*® ROS juga dapat
mempengaruhi sifat pengikatan DNA dari protein NF-kp itu sendiri.®?

NF-kp yang aktif akan menstranslokasi ke nucleus dan menginduksi
transkripsi target seperti IL-6, IL-1p, [L-8 dan TNF-c.*® Peningkatan
ekspresi sitokin inflamasi ini menginduksi degradasi kolagen melalui
ekspresi MMP-3 dan menyebabkan terbentuknya wringkle.®* Sitokin IL-10
yang diinduksi HMSCs dapat mencegah secara langsung produksi ekspresi
ROS.® IL-10 mengaktifasi = fosforilasi STAT3 untuk membentuk
homodimer yang mentraslokasi kedalam nucleus untuk memicu ekspresi
gen responsive STAT3, antara lain suppressor of cytokine signaling 3
(SOCS3). Melalui sintesis SOCS3 de novo, IL-10 dapat menghambat
ekspresi sejumlah gen proinflamasi termasuk gen sitokin TNF-a, IL-1, IL-6,
IL-8, IL-12, dan IFN-y. SOCS3 juga menghambat aktifasi MAPK dan
translokasi NF-kp kedalam nucleus sehingga tidak terjadi ekspresi gen

proinflamasi.®® Kandungan lain dari HMSCs adalah TGF-B yang terbukti
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secara signifikan mengaktifasi fosforilasi SMAD2/3 untuk masuk ke
nucleus dan menginduksi ekspresi sitokin anti-inflamasi.®” Adanya ekspresi
molekul-molekul anti inflamasi, seperti 1L-10 dan TGF-$ berperan penting
dalam menekan aktivasi makrofag M1 proinflamasi, meningkatkan
diferensiasi dan polarisasi makrofag M2 sebagai anti-inflamasi. MSC yang
diberikan dapat mensekresikan eksosom dan faktor immunomodulator yang
penting untuk menekan ekspresi CD68 sebagai marker makrofag M1.
Injeksi MSC yang juga berperan dalam mendorong dan meregulasi stem cell
andogenous juga berkontribusi penting dalam memaksimalkan terapi untuk
menekan inflamasi dan meningkatkan faktor-faktor anti-inflamasi serta
growth factor.Oleh karena itu, dengan adanya HMSCs ini dapat berperan

sebagal imunomodulator dalam menangani terjadinya colagen loss.
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BAB IlI

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

Kerangka Teori

Paparan terhadap radiasi UVB dapat menginduksi penuaan kulit dini
(photoaging) dan penurunan kadar kolagen dermal. Mekanisme molekuler
yang terlibat dalam photoaging yang diinduksi UVB termasuk kerusakan
DNA yang berakibat pada kerusakan sel, produksi ROS dan inflamasi.
Kerusakan sel yang kemudian dikenali sebagai damage-associated
molecular patterns (DAMPS) yang terjadi memicu recriutment sel-sel
dendritik yang berujung pada aktivasi sel monosit dan aktivasi komplemen
yang mengarah pada aktivasi makrofag sebagal respon imun innate dan
aktivasi sel T sebagai respon imun adaptif. Makrofag yang teraktivasi
ditandai dengan adanya marker CD68 positive serta sel T yang teraktivasi
ini akan menjalankan fungsinya untuk sekresi sitokin pro inflamasi.
Makrofag yang teraktivasi juga berkontribusi dalam meningkatkan ROS.
ROS yang terakumulasi akibat adanya paparan UV B ini menjadi faktor
utama dalam memicu aktivasi berbagai jalur persinyalan yang mengarah
pada semakin meningkatnya inflamasi yang berlebihan melalui jalur
pensinyalan MAPK dan aktivasi faktor transkripsi NF-«xB. Jalur persinyalan
MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) memainkan peran penting
dalam regulasi ekspresi MMP (Matrix Metalloproteinases). MMP adalah
enzim proteolitik yang terlibat dalam degradasi komponen matriks

ekstraseluler (ECM) sehingga berujung pada photoaging dan collagen loss.
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Selain itu, adanya sinyal stress oksidatif akibat adanya level ROS yang
tinggi dan sinyal inflamasi dari ekspresi sitokin TNF-o akan mengaktifkan
kompleks kinase (fosforilasi lkk). Jalur persinyalan NF-kf yang secara terus
menerus aktif ini kemudian akan berdampak pada semakin tingginya kadar
TNF-a yang berujung pada degradasi kolagen (Gambar 3.1).

Pemberian injeksi MSC menjadi terapi pengobatan regeneratif yang
dapat meningkatkan dan meregulasi populasi stem cell endogenous dan/atau
mengisi kembali kumpulan sel untuk mencapai homeostasis dan regenerasi
sel maupun jaringan. MSCs saat di pre-kondisi hipoksia mampu
meningkatkan sekresi vesikel ekstraseluler atau eksosom yang mengandung
berbagal enzim antioksidan, termasuk GPX. GPX mampu secara langsung
menetralkan ROS menjadi H,0. Disamping itu, HMSCs meningkatkan
kemampuan anti-inflamasinya dengan mengekspresikan kadar I1L-10 dalam
jumlah yang tinggi. IL-10 berperan penting dalam menurunkan inflamasi
dan mencegah degradasi kolagen via Supressor of Cytokine Signalling-3
(SOCS3). Hal ini dapat terjadi karena IL-10 dapat mengaktifasi fosforilasi
STAT3 untuk membentuk homodimer yang mentraslokasi kedalam nucleus
untuk memicu ekspresi gen responsive STATS3, yaitu suppressor of cytokine
signaling 3 (SOCS3). Mekanisme tersebut memicu ekspresi molekul-
molekul anti inflamasi yang berperan penting dalam meregulasi ekspresi
makrofag dan kadar TNF-a. Sehingga dengan adanya IL-10 dan GPX
berujung pada pada mekanisme penghambatan photoaging dan peningkatan

persentase kolagen pada kulit.
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini adalah eksperimental menggunakan design
penelitian berupa post test only control group dengan metode rancang acak
lengkap dengan lima kali ulangan tiap perlakuan. Subjek penelitian adalah
tikus jantan galur Wistar (Rattus norvegicus) dengan BB * 200-250 g.
Kelompok yang digunakan pada penelitian ini terdiri dari 5 kelompok.
Kelompok pertama adalah kelompok tikus sehat (K1) yaitu kelompok tikus
sehat tanpa penyinaran UV-B. Kelompok kedua adalah kelompok kontrol
negatif (K2) yaitu kelompok tikus yang dimodelkan collagen loss dengan
penyinaran UV B dengan pemberian 200 uL. NaCl. Kelompok ketiga adalah
kelompok kontrol positif (K3) yaitu kelompok tikus yang dimodelkan
collagen loss dengan penyinaran UV B dengan diberi 200 uL hyaluronic
acid (HA). Kelompok keempat adalah kelompok perlakuan 1 (K4) yaitu
kelompok tikus yang dimodelkan collagen loss dengan diberi HMSCs dosis
2.5 x 10° dalam 200 pL NaCl. Kelompok kelima adalah kelompok
perlakuan 2 (K5) yaitu kelompok tikus yang dimodelkan collagen loss

dengan diberi HMSCs dosis 5 x 10°> dalam 200 pL NaCl.
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Gambar 4.1. Alur Rancangan Penelitian
Keterangan:
S : Sampel
A : Aklimasi
V  :Validasi
R : Randomisasi menjadi 4 kelompok
K1 : Sehat
K2 : Kontrol negatif
K3 : Kontrol positif
K4 : Perlakuan 1
K5 : Perlakuan 2

Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.2.1. Variabel Peneltian

a. Variabel bebas
HMSCs dosis 2,5 x10° sel dan 5 x10° sel secara subkutan
b. Variabel Terikat

Variabel terikat: Ekspresi CD68 dan Kadar TNF-a
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c. Variabel Prakondisi

Variabel prakondisi dalam penelitian ini adalah sinar UVB.

Variabel Terkendali

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah strain tikus

wistar, umur, jenis kelamin, berat badan, nutrisi/pakan tikus, dan

kondisi lingkungan tempat pemeliharaan hewan coba.

4.2.2. Definisi Operasional

1.

Sinar Ultraviolet (UV)

Sinar ultraviolet (UV) yang digunakan adalah sinar UV B.
Paparan sinar UV B yang diberikan dengan panjang
gelombang 160 mJ/cm? dengan jarak 20 cm dimana panjang
gelombang tersebut mampu menyebabkan kerusakan billogis
termasuk degradasi kolagen

Penyinaran sinar UV B dilakukan lima hari seminggu selama
dua minggu

“IPaparannya adalah paparan kronis karena dipapar selama 2
minggu

Pemberian penyinaran sinar UV B ini dipilih karena radiasi
UVB memiliki tingkat energi yang lebih tinggi dibandingkan
UVA, sehingga lebih efektif menyebabkan kerusakan
biologis, termasuk degradasi kolagen.®®

UVB dapat menembus epidermis dan menjadi model yang

well-established untuk studi mengenai efek radiasi UV pada
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kulit, termasuk degradasi kolagen dan penuaan kulit. UV B
juga terbukti menyebabkan kulit erithema, kerusakan DNA
hingga menyebabkan kanker kulit.%

2. HMSCs

e HMSCs yang digunakan adalah MSCs yang diberlakukan
prekondisi hipoksia 5% selama 24 jam. Hal ini dilakukan
karena prekondisi hipoksia mampu meningkatkan ekspresi
sitokin anti-inflamasi dan growth factor pada MSCs yang
dibutuhkan untuk proses regenerasi akibat aging, collagen
loss dan skin wrinkle.

e HMSCs yang digunakan yang telah di validasi
mengekspresikan ~ CD90* - dan  CD44°, serta tidak
mengekspresikan CD45 dan CD31. Validasi dilakukan
dengan menggunakan instrumen flowcytometry dengan
satuan persen.

e Dosis HMSCs yang digunakan adalah 2.5 x 10° sel (K4)
dalam 200 pL NaCl dan 5 x 10° sel (K5) dalam 200 uL NaCl
secara subkutan. Pemilihan dosis ini mengacu pada hasil
studi sebelumnya yang menyatakan bahwa frekuensi dosis
MSCs yang digunakan dalam clinical trials ada pada interval
0,5-12 x 10° sel/kg single dose.®® Unit : Sel per mikroliter

(sel/uL), Skala : rasio.
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Ekspresi CD68

Ekspresi CD68 adalah jumlah relatif CD68 yang diproduksi
jaringan kulit pada sampel penelitian. Ekspresi CD68 dianalisis
menggunakan metode quantitative real time-polymerase chain
reaction (QRT-PCR).

Unit : mutiple (x)

Skala : Rasio

Kadar TNF-a

Kadar TNF-o adalah jumlah absolut protein TNF-o yang
terkandung dalam jaringan kulit pada sampel penelitian. Kadar
TNF-a  dianalisis  menggunakan  metode enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA).  Unit : Picogram per mikroliter

(pg/uL), Skala : Rasio.

4.3. Subyek Penelitian dan Sampel Penelitian

4.3.1. Subyek Penelitian

Subyek penelitian ini adalah tikus jantan galur Wistar berusia 2-3
bulan dengan bobot badan 200-250 gram yang dinyatakan layak
digunakan untuk penelitian oleh dokter hewan dari SCCR
Animal Model Research Center, Semarang.

Subjek penelitian dipapar sinar UV-B 160 mJ/cm? selama 8
menit dengan jarak 20 cm selama 5 kali seminggu selama 2

minggu hingga densitas kolagen pada kulit menurun.
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4.3.2. Sampel Penelitian
4.3.2.1. Kiriteria Inklusi
Kriteria inklusi sampel penelitian adalah tikus jantan putih
galur Wistar dengan kriteria sebagai berikut:
a. Usia 2-3 bulan;
b. Tikus yang mengalami collagen loss akibat paparan UV-B.
c. Bobot badan 200 - 250 gram.
4.3.2.2. Kriteria Eksklusi
Kriteria eksklusi sampel penelitian adalah tikus jantan putih
galur Wistar dengan kriteria sebagai berikut:
a. Memiliki kelainan anatomis.
b. Sudah pernah digunakan untuk penelitian sebelumnya.
c. Tikus yang sakit sebelum masa penelitian
d. Tikus yang tidak mengalami collagen loss
4.3.2.3. Kriteria Drop Out
Kriteria drop out sampel penelitian adalah tikus jantan putih
galur Wistar yang mengalami infeksi atau mati selama penelitian.
4.3.3. Cara Pengambilan Sampel
e Pengambilan sampel penelitian ini dilakukan menggunakan
teknik Randomized Sampling.
e Penelitian diawali dengan aklimasi 25 ekor Tikus putih jantan

galur Wistar selama 7 hari
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Tikus putih jantan galur Wistar dirandomisasi kedalam 5
kelompok perlakuan yaitu kelompok tikus sehat atau normal
yang tidak diberi perlakuan (K1), kelompok tikus yang dipapar
UVB dosis 160 mJ/cm? dengan jarak 20 cm lima hari seminggu
selama dua minggu dan diberi 200 pL NaCl (K2), kelompok
tikus yang dipapar UVB dosis 160 mJ/cm? dengan jarak 20 cm
lima hari seminggu selama dua minggu dan diberi perlakuan 200
uL HA (K3), kelompok tikus yang dipapar UVB dosis 160
mJ/cm? dengan jarak 20 cm lima hari seminggu selama dua
minggu dan diberi perlakuan HMSCs dosis 2.5 x 10° dalam 200
ul. NaCl (K4), dan kelompok tikus yang dipapar UVB dosis 160
mJ/em? dengan jarak 20 cm lima hari seminggu selama dua
minggu dan diberi perlakuan HMSCs dosis 5 x 10° dalam 200 pL
NaCl (K5).

Pengambilan sampel jaringan kulit untuk validasi dan observasi
dilakukan satu kali pada satu tikus di hari ke 15 setelah paparan
UVB.

Validasi dilakukan dengan staining jaringan menggunakan
Masson Trichome di hari ke 15 setelah paparan UVB.

Setelah di validasi, tikus diberikan injeksi sesuai kelompok
perlakuan dan diberikan pakan standar sampai hari ke 21

Setelah pemberian injeksi HMSCs selama satu minggu, pada hari

ke 22 dilakukan terminasi.



36

e Jaringan kulit diisolasi dan disimpan dalam buffer formalin 10%
dan suhu normal untuk pemeriksaan masson trichome staining,
suhu -80°C untuk sampel pemeriksaan ELISA dan suhu 4°C
untuk sampel yang diberi RNA later untuk pemeriksaan gRT-

PCR.

4.3.4. Besar Sampel
Besar sampel minimal mengikuti kriteria federer yaitu

sebanyak 5 ekor per kelompok, sehingga jumlah sampel minimal
pada penelitian ini adalah 25 ekor tikus wistar. Penghitungan besar
sampel yang diperlukan - dalam penelitian ini dilakukan
menggunakan rumus sampel eksperimental Federer sebagai berikut:
Rumus Federer : (t-1)(n-1)>15

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

4n—-4>15

n>4.75>5
keterangan :
t : jumlah kelompok perlakuan

n : jumlah sampel setiap perlakuan

4.4. Alat dan Bahan
4.4.1. Alat
Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah Micropipette
with tip (blue tip, yellow tip, pink tip), pippete filler, conical tube

15ml dan 50 ml, cryotube 1 ml, haemocytometer, inverted
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microscope, CO, cylinder, N, cylinder scissor, pinset, scalpel,
bistouri, spuit berbagai ukuran, thermostirrer, sentrifuse dingin
(Thermo, USA), minor set, pot jaringan, gelas beker, flask T75
(Corning, Life Sciences, USA), aluminium foil, disk, well plate, 96
well plate, hot plate, hotplate stirer, dissposible pipet, heparin tube
(BD Vacutainer, Oxford, UK), conical tune, cryo tube,
haemocytometer, cell counter, biosafety cabinet Class 2, CO,
incubator (Thermo, USA), hypoxia chamber, tempat penyimpanan
sampel (refrigerator) dengan temperatur -20°C dan -80°C,
mikroskop inverted (Carl Zeiss Inc, Ggttingen, Germany), BD FACS
Canto Il flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA),
optilab, decloaking chamber (Biogear), Hiumina's Eco Real-Time
PCR System, spiner, fluorometer Quantus (Promega, Madison, WI,
USA), slide Poly-L-Lysine Coated (Biogear).
Bahan

Bahan yang digunakan untuk analisis dan pembuatan model
diantaranya adalah ELISA kit TNF-a (eLabscience, USA), Starr
Trek Universal HRP Detection Kit (STUHRP700HKit, Biocare
Medical), Masson's trichrome stain Kit (Bio-Optica Milano S.p.A),
FavorPrep Tissue Total RNA Mini Kit (Favorgen Biotech Corp.,
Ping-Tung, Taiwan), cDNA sintesis KIT (Sigma, St. Louis, MO,

USA), primer forward dan reverse CD68 dan B-actin.
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Bahan untuk isolasi MSCs diantranya adalah umbilical cord
tikus, medium alfa MEM (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA),
DMEM (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA), tripsin (Sigma, St.
Louis, MO, USA), fungizon 1%, tripan blue (Sigma, St. Louis, MO,
USA), NaCl 0,9%, PBS (Phospat Buffer Salin) (Gibco BRL, Grand
Island, NY, USA), Ficoll-Hypaque (Sigma, St. Louis, MO, USA)
alkohol 70%, 80%, 95% dan 100% (Merck-Millipore, Australia),
streptomisin-penisilin 1% (penstrep) dan xylol (Merck-Millipore,
Australia). Bahan untuk validasi MSCs adalah Anti-Rat CD90 PerCP
(eBioscience, San Diego CA), Anti-Rat CD29 Alexa Fluor 647
(eBioscience, San Diego CA), Anti-Rat CD31 PE (eBioscience, San
Diego CA), dan Anti-Rat CD45 FITC (eBioscience, San Diego CA),
Media Basal Diferensiasi Ostecogenik MesenCult ™ (StemCell
Technologies, Vancouver, BC, Canada), Media Basal Diferensiasi
Adipogenik MesenCult ™ (StemCell Technologies, Vancouver, BC,
Canada), Oil Red O (Sigma, St. Louis, MO, USA) dan Alizarin Red

(Sigma, St. Louis, MO, USA).

4.5. Prosedur Pelaksanaan Penelitian
45.1. Perolehan Ethical Clearance
Ethical clearance penelitian akan diajukan di Komite Etik

Penelitian Universitas Islam Sultan Agung, Semarang.
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4.5.2. Induksi Collagen Loss

e Tikus yang sudah diadaptasi selama 1 minggu dilakukan
pemotongan rambut pada bagian dorsal hingga bersih.

e Tikus yang telah dibersinkan bagian dorsalnya dimasukkan ke
dalam UV chamber.

e Tikus kemudian disinari dengan dipapar UVB dosis 160 mJ/cm?
dengan jarak 20 cm lima hari seminggu selama dua minggu untuk
menginduksi collagen loss.

o Validasi terbentuknya hewan model dilakukan dengan staining

Masson trichrome

4.5.3. Isolasi MSCs dari Umbilical Cord (UC)

e Isolasi MSCs dilakukan di dalam biosafety cabinet class 2,
menggunakan peralatan yang steril dan dikerjakan dengan teknik
sterilitas tinggi

e Tikus hamil dengan usia 21 hari dianestesi dengan menggunakan
anestesi dosis lethal dengan 10 mL cocktail digunakan Ketamine
50 mg/kgBB, Xylazine 10 mg/kgBB dan Acepromazine 2
mg/kgBB yang diisuntikkan secara intramuscular

e Kemudian dilakukan pemeriksaan reflek akral, frekuensi nafas
dan jantung, apabila tidak ada reflek, maka tikus dipastikan sudah

tidak bernyawa.
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Setelah dipastikan tikus tidak bernyawa kemudian dicukur bagian
abdominal, kemudian dilakukan laporotomi dan diambil janin
yang ada dalam perut tikus

Janin yang diperoleh dimasukkan dalam medium transfer dan
selanjutnya dibawa kedalam laboratorium untuk dilakukan isolasi,
semua proses harus dilakukan secara steril.

Umbilical cord dikumpulkan dan diletakkan dalam cawan petri
yang mengandung NaCl 0,9%.

Dengan menggunakan pinset, letakkan umbilical cord ke petri
dish, cuci sampai bersih dengan PBS (Gibco BRL, Grand Island,
NY, USA)

Jaringan tersebut dipotong kecil-kecil (3-5cm) menggunakan
bisturi steril, pembuluh darah pada potongan umbilical cord
dibuang untuk mengurangi kontaminasi

Kemudian potongan umbilical cord atau eksplan dipindahkan ke
cawan petri yang bersih.

Tiap potongan umbilical cord dihancurkan dengan gunting mata
tajam atau bisturi menjadi potongan yang lebih kecil (1 mm),
Jaringan yang telah terpotong kecil-kecil, diletakkan pada flask
T75 dengan susunan titik-titik yang tersebar rata pada flask T75
(Corning, Life Sciences, USA), diamkan selama 3 menit hingga

eksplan melekat.
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Kemudian ditambahkan medium komplit yang terdiri dari DMEM
(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA), fungizon, penstrep
(antibiotic), dan 10% Fetal bouvine serum (FBS) (Gibco BRL,
Grand Island, NY, USA) secara pelan-pelan hingga menutupi
jaringan kurang lebih 3 mL.

Selanjutnya, diinkubasi dalam inkubator dengan suhu 37° C dan
5% CO,.

Pengamatan sel dilakuan setiap 24 jam untuk melihat ada sel yang
keluar dari penanaman menggunakan microscope inverted.
Medium diganti setiap 3 hari sekali dengan cara membuang
separuh medium menggunakan micropipette diganti dengan fresh
medium komplit sebanyak yang dibuang.

Setelah sel muncul dari explan, tambahkan medium komplit
menjadi 5 mL.

Setelah  24-72 jam dari munculnya sel explan, sel yang
mengapung di pindahkan ke cawan petri yang baru dengan cara
ambil semua medium dan masukkan ke conical tube 15ml.
Kemudian lakukan sentrifugasi 1500 rpm selama 10 menit,
supernatan dibuang dan resuspensi pelet dengan medium komplit.

Pemeliharaan sel dilakukan hingga sel mencapai konfulensi 80%.

Pemanenan dan Penghitungan MSCs

e Proses pemanenan sel dilakukan menggunakan tripsin 1 ml

(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) untuk melepas sel-sel yang
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bersifat adherent dengan inkubasi selama 3 menit pada suhu 37°C
di dalam inkubator

e Kemudian diberi medium inaktivasi.

e Sel diamati dengan mikroskop inverted untuk memastikan sel
sudah terlepas, apabila sudah lepas sel diambil menggunakan
micropipette untuk dipindahkan kedalam conicle.

e Penghitungan sel dilakukan dengan mengambil 10 pl sel dan
dimasukan ke cryotube menggunakan pipet, kemudian
ditambahkan 10 pul trypan blue (Gibco BRL, Grand Island, NY,
USA)

e Selanjutnya diambil 10puL dan masukkan ke bilik hitung
(hemocytometer) yg sudah ditutup dengan deck Glass, kemudian
diamati dengan menggunakan mikroskop inverted (Carl Zeiss
Inc., Ggttingen, Germany) pada 4 bilik hitung. Hitung jumlah sel

dengan menggunakan rumus berikut:

xn
—— 4’ x Pengenceran

4.5.5. Validasi MSCs Imunophenotyping dengan menggunakan Flow
Cytometry
o Ketika sel sudah mencapai konfluen 80% dan sel dipanen dan

diambil sebagai sampel validasi MSCs
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Identifikasi immunophenotype MSCs tikus dilakukan dengan
memeriksa ekspresi CD29, CD31, CD 45 dan CD90
menggunakan metode pemeriksaan flowcytometry.

Sel dilepaskan dari flask menggunakan tripsin (Gibco BRL,
Grand Island, NY, USA).

Selanjutnya, sel dengan konsentrasi 1x10" sel /mL dicuci dan
diresuspensi menggunakan BD PharmingenTM Stain Buffer (cat.
No. 554656) atau PBS tripsin 1 ml (Gibco BRL, Grand Island,
NY, USA).

Sampel diambil 100 pl ke dalam masing-masing microtube sesuai
total pewarnaan pada tabel 4.1 untuk divortex

Masing-masing tube ditambahkan reagen antibodi sesuai dengan
tabel 4.1

Sel diinkubasi selama 30 menit suhu ruang, dalam ruang gelap
dan dicuci sebanyak 2 kali dengan stain buffer (PBS) dan
diresuspensi dengan 300-500ui stain bufer (PBS) atau 1 Kali
washing buffer (FBS).

Tabung 1-5 sebagai kontrol untuk set up cytometry (sebagai

kompensasi) pada pembacaan analisis flow cytometry.
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Tabel 4. 1. Reagen yang digunakan dalam analisis flow cytometry

(Biihring et al., 2007)"

Volume
Tabung Reagen yang
dimasukan

1 FITC mouse anti-human CD29 5ul

2 PE mouse anti-human CD44 5ul

3 PerCP-CyTm 5.5 mouse anti-human CD45 5ul

4 APC Mouse anti-human CD31 5ul
5 Kosong -

6 HMSCs positive isotype control cocktail 20pl

HMSCs negative isotype control cocktail 20pl

7 HMSCs positive cocktail 20pl

PE HMSCs negative cocktail 20pl

Induksi Hipoksia MSCs

MSCs yang telah dikultur dicek apabila konfluensinya telah
mencapai 80% ditambahkan medium komplit hingga 10 mL.
MSCs di dalam flask kemudian dimasukkan ke dalam hipoksia
chamber.

Gas N disalurkan melalui katup inlet dan O, meter ditempatkan
pada lubang sensor untuk mengukur konsentrasi O, di dalam
chamber.

N, ditambahkan hingga jarum indikator menujukkan konsentrasi
5% O,.

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

MSCs kemudian dipanen dan dipindahkan ke spuit 1 cc dengan

media pembawa NaCl 200 pL.



45

4.5.7. Perlakuan pada Hewan Coba

e Pemberian perlakuan pada hewan coba dilakukan dengan car
tikus di injeksi HMSCs dosis dosis 2.5 x 10° dan 5 x 10° sel
masing-masing dalam 200 puL NaCl secara subkutan pada hari ke
15 setelah induksi UVB.

e Tikus kemudian diamati secara makroskopis pada hari ke 21 dan
didokumentasi.

e Tikus kemudian dilakukan terminasi setelah pengamatan untuk

pemeriksaan parameter uji.

4.5.8. Uji Ekspresi CD63
1. Isolasi dan Analisis Konsentrasi dan Kemurnian RNA
Sampel Kulit

e Sampel kulit sebanyak 100 mg diambil dari RNA later
dipotong kecil dan halus, kemudian dimasukkan ke dalam
tabung 5 ml.

o Sampel kulit diberi Trireagent 1 mL dan dilakukan proses
ultrasonikator selama 1 menit. Sampel kemudian diinkubasi
di suhu ruang selama 5 menit.

o Kiloroform sebanyak 0.2 mL dimasukkan ke sampel,
kemudian sampel ditutup dan dihomogenisasi menggunakan
vortex dengan kecepatan tinggi selama 10 detik.

e Sampel tersebut selanjutnya diinkubasi selama 3 menit pada

suhu ruang dan kemudian di sentrifugasi dengan kecepatan
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12000 x g selama 5 menit pada suhu 4°C.

e Sentrifugasi tersebut memisahkan larutan menjadi 3 layer: 1)
lower red organic phase (mengandung protein); 2)
interphase (mengandung DNA); dan 3) upper aqueous
phase (containing RNA).

e Lapisan paling atas kemudian dipindahkan ke tube baru.
Hasil larutan RNA kemudian dianalisis kemurnian dan
konsentrasinya dengan Multiskan SkyHigh Microplate
Spectrophotometer menggunakan uDrop plates.

e Konsentrasi RNA yang dibutuhkan adalah 0.0005 — 0.25 ug
/UL dengan nilai kemurnian A260/280 pada rasio 1.8-2.0
sebagai syarat RNA terbebas dari kontaminan berupa DNA
dan protein.

2. Sintesis cDNA

e Sample mix dibuat dengan melarutkan 2 uL RNA template,
1 pL dNTP mix, 1 puL primer oligo(dT) dan 6 pL nuclease
free water dalam thermal cycler tube.

e Sampel mix kemudian diresuspensi dan diinkubasi dalam
thermal cycler pada suhu 70°C selama 10 menit.

e  Tube selanjutnya diambil dan ditambahkan reagen mix yang
terdiri dari 2 pL 10x buffer for eAMV-RT, 1 pL enhanced
avian RT, 1 pL RNAse inhibitor dan 6 pL nuclease free

water.
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Tube berisi sampel dan reagen mix kemudian dimasukan
kembali dalam thermal cycler dan diinkubasi dengan suhu
45°C selama 30 menit.

Tube sampel kemudian dikeluarkan dan sampel dapat
disimpan di suhu -20°C selama 1 bulan untuk proses analisis

selanjutnya.

3. Analisis qRT-PCR

Ekspresi mMRNA dari CD68 dianalisis menggunakan gRT-
PEEY

Master mix untuk gRT-PCR dibuat dengan melarutkan 3 pl
sampel cDNA, primer CD68 forward (5-
GCCTTCCTTCCTGGGTATG-3’) .~ dan = reverse  (5'-
AGGAGCCAGGGCAGTAATC-3) serta primer
housekeeping GAPDH forward
(GCGACAGTCAAGGCTGAGA ATG) dan reverse
(TCTCGCTCCTGGAAGATGGTGA) masing-masing 1 uL,
SYBR Fasr masrer mix universal sebanyak 10 pL dan
nuclease free water 6 L.

Master mix kemudian dibaca menggunakan illumina eco
RT-PCR dengan program amplifikasi 40 siklus yaitu: 1)
denaturasi awal pada suhu 95°C selama 3 menit, 2)
denaturasi pada suhu 95°C selama 1 menit dan 3) annealing

60°C selama 1 menit.
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e Data peningkatan ekspresi gen dianalisis dalam ratio
peningkatan gen target terhadap housekeeping gen

mengunakan software EcoStudy.

Uji Kadar TNF-a

Jaringan kulit sampel tikus dikumpulkan dan dipotong kecil
menggunakan pinset.

Jaringan kulit sebanyak 5 mg dimasukan dalam mikrotube dan
300 pL protein extraction buffer dicampurkan dan kemudian
dihomogenisasi menggunakan ultrasonikator.

Protein diisolasi  dan dianalisis kadar TNF-o menggunakan
ELISA sesuai protokol (Elabscience, TX, USA).

Larutan standar dibuat dengan melakukan metode pengenceran
sesuai seri konsentrasi yang ditetapkan protokol.

Medium kultur dan larutan standar sesuai seri konsentrasi
kemudian dimasukan ke dalam well plate 96.

ELISA yang mengandung antibody dan diinkubasi selama 1 jam.
Sampel dan antibody primer dibuang kemudian ditambahkan
pada masing-masing sampel dan diinkubasi selama 1 jam pada
suhu 37°C.

Sampel kemudian dicuci tiga kali menggunakan PBS.

HRP Conjugate kemudian ditambahkan pada masing-masing
sampel kemudian diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C dan

ruang gelap.
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e Sampel kemudian dicuci lima kali menggunakan PBS.

e Reagen substrat kemudian ditambahkan dan diinkubasi selama 15
menit pada suhu 37°C pada ruang gelap.

e Stop solution kemudian ditambahkan dan sampel dianalisis
menggunakan ELISA reader pada panjang gelombang 450 nm

(Qiao et al. 2020).

Tempat dan Waktu Peneltian
Penelitian ini akan dilakukan di Integrated Laboratory of SCCR

Indonesia, Semarang pada bulan Oktober hingga November 2024.

Analisis Data

o Hasil data penelitian yang telah dikumpulkan dilanjutkan dengan analisis
statistik menggunakan software SPSS v26.0 untuk mengetahui
signifikansi antar kelompok penelitian.

¢ Analisis normalitas dan variasi data dilakukan menggunakan uji Shapiro
Wilk dan Levene’s Test. Jika didapatkan sebaran dan varian data normal
(p>0,05) dan homogen (p>0,05), maka dilakukan uji beda One Way
Anova.

o Jika terdapat perbedaan signifikan (p<0,05) pada semua kelompok
penelitian setelah uji One Way Anova, maka dilanjutkan dengan uji Post
Hoc Least Significant Difference (LSD) untuk mengetahui signifikansi

perbedaan antar kelompok penelitian.



50

¢ Nilai signifikansi p<0,05 menunjukkan perbedaan yang signifikan antar
kelompok penelitian.

e Jika didapatkan sebaran dan varian data normal (p>0,05) dan tidak
homogen (p<0,05), maka dilakukan uji beda One Way Anova. Jika
terdapat perbedaan signifikan (p<0,05) pada semua kelompok penelitian
setelah uji One Way ANOVA, maka dilanjutkan dengan uji Post Hoc
Tamhane. Nilai signifikansi p<0,05 menunjukkan terdapat perbedaan
yang signifikan antar kelompok penelitian.

o Jika didapatkan sebaran data tidak normal (p<0,05), maka dilakukan uji
Kruskal Wallis. Jika terdapat perbedaan signifikan (p<0,05) pada semua
kelompok penelitian setelah uji Kruskal Wallis, maka dilanjutkan dengan
uji. Mann Whitney untuk mengetahui signifikansi perbedaan antar
kelompok penelitian. Nilai signifikansi p<0,05 menunjukkan terdapat

perbedaan yang signifikan antar kelompok penelitian.
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BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang dilakukan selama
bulan Oktober— November 2024 di Laboratorium Stem Cell and Cancer Research
(SCCR), Semarang. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis pengaruh
pemberian HMSCs terhadap ekspresi makrofag M1 (CD68) dan kadar TNF-a
pada tikus model collagen loss dipapar sinar UV-B. Subjek penelitian ini adalah
tikus jantan galur Wistar berusia 2-3 bulan dengan bobot badan 200-250 gram.
Tikus dipapar sinar UV-B 160 mJ/cm? selama 8 menit dengan jarak 20 cm selama
5 kali seminggu selama 2 minggu hingga densitas kolagen pada kulit menurun.
Penelitian ini menggunakan 25 ekor tikus dan tidak ada yang eksklusi atau drop
out selama penelitian berlangsung. Penelitian ini-terdiri dari 5 kelompok dengan 1
kelompok sehat, 1 kelompok kontrol negatif, 1 kelompok kontrol positif, dan 2
kelompok perlakuan. Kelompok pertama adalah kelompok tikus sehat (K1) yaitu
kelompok tikus sehat tanpa penyinaran UV-B. Kelompok kedua adalah kelompok
kontrol negatif (K2) yaitu kelompok tikus yang dimodelkan collagen loss dengan
penyinaran UV B dengan pemberian 200 pL NaCl. Kelompok ketiga adalah
kelompok kontrol positif (K3) yaitu kelompok tikus yang dimodelkan collagen
loss dengan penyinaran UV B dengan diberi 200 pL hyaluronic acid (HA).
Kelompok keempat adalah kelompok perlakuan 1 (K4) yaitu kelompok tikus yang
dimodelkan collagen loss dengan diberi HMSCs dosis 2.5 x 10° dalam 200 pL
NaCl. Kelompok kelima adalah kelompok perlakuan 2 (K5) yaitu kelompok tikus

yang dimodelkan collagen loss dengan diberi HMSCs dosis 5 x 10°> dalam 200
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uL NaCl.

5.1. Hasil Penelitian

5.1.1. Validasi Hewan Coba yang Diberi Paparan Sinar UV-B

Penyinaran UV-B dilakukan di Laboratorium Stem Cell and
Cancer Research (SCCR),Semarang, dengan panjang gelombang
UV-B 302 nm, 160 mJ/cm® selama 8 menit dengan jarak 20 cm
selama 5 kali seminggu selama 2 minggu hingga densitas kolagen
pada kulit menurun pada tikus kelompok kontrol negatif, kelompok
positif, kelompok perlakuan 1 & kelompok perlakuan 2 selanjutnya
dilakukan uji validasi Masson Trichome pada hari ke-15 dengan
pengamatan fisik dan mikroskopis didapatkan hasil seperti gambar

5.1

Gambar 5.1. Validasi Collagen Loss secara makroskopis dan
mikroskopis dengan pewarnaan Masson Trichrome. Tikus sehat
tidak terlihat kerutan (A), Tikus yang disinari UVB tanpa perlakuan
terlihat banyak kerutan (B). Dominasi warna biru menunjukan
banyaknya kolagen di tikus sehat (C), menurunnya dominasi warna
biru menunjukan penurunan densitas kolagen di tikus yang terpapar
UVB tanpa perlakuan (D).
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Penelitian ini menghasilkan gambaran fisik dari kedua
kelompok sampel hewan coba yang dapat memberikan informasi
mengenai  kondisi  struktural kulit. Kelompok tikus sehat
menunjukkan tidak adanya kerutan atau lipatan dan menunjukkan
tekstur yang halus dan elastis (Gambar 5.1-A), sementara pada
kelompok yang diberi penyinaran UV-B menunjukkan permukaan
kulit yang tidak rata, terbentuk kerutan atau lipatan dan tekstur kulit
terasa lebih kaku dan kasar bila disentuh (Gambar 5.1-B). Hal ini
mengindikasikan penyinaran UV-B yang diberikan berhasil
memberikan - perubahan elastisitas kulit akibat penurunan serat
kolagen dan serat elastin yang rusak sebagai hewan coba model
collagen loss.

Validasi hewan coba model collagen loss ini juga di lakukan
melalui pengamatan struktur jaringan dengan teknik staining masson
trichrome. Gambaran histologi pada kelompok tikus yang tidak
dipapar UV-B terdiri dari epidermis, dermis, dan hipodermis.
Lapisan paling luar adalah epidermis dengan lapisan tipis keratin
terhampar diatasnya. Dibawah epidermis terdapat dermis yang
mengandung jaringan ikat dengan kolagen dan jaringan elastis yang
padat, serat kolagen ditunjukkan pada gambar yang terwarnai biru
pada Gambar 5.1-C, sementara warna merah pada gambar tersebut
menunjukkan bagian keratin, sitoplasma dan jaringan otot.”* Adapun

histologi kulit pada kelompok yang dipapar UV-B menunjukkan
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denaturasi serat kolagen yang ditunjukkan oleh dominasi warna
merah pada bagian dermis dan secara kasar terlihat perbedaan
jaringan ikat dan kolagen pada kelompok yang dipapar UV-B lebih
longgar. Paparan UV-B dapat mengubah regulasi homeostasis
kolagen oleh fibroblast sehingga tidak adanya keseimbangan antara

sintesis dan degradasi kolagen.

Morfologi dan Validasi Uji Diferensiasi Mesenchymal Stem Cell
(MSCs)

Proses isolasi MSCs dilakukan di Laboratorium Stem Cell and
Cancer Research, Semarang, menggunakan teknik kultur eksplan
dari tali pusat tikus bunting dengan tingkat sterilisasi tinggi dalam
biosafety cabinet class Il. Selanjutnya, eksplan diinkubasi di dalam
inkubator pada suhu 37°C dan 5% CO,, dilakukan penggantian
medium setiap 3 hari sekali hingga sel mencapai konfulensi 80%.
Populasi yang digunakan adalah MSCs passage 7 dengan
karakterstik morfologi berupa spindle-like cell yang melekat pada
dasar flask seperti Gambar 5.2-A. Kemampuan osteogenic dan
adipogenik MSCs juga merupakan salah satu metode validasi MSCs.
MSCs mampu berdiferensiasi menjadi osteosit yang diindikasikan
oleh endapan kalsium berupa pewarnaan merah dengan megunakan
pewarnaan Alizarin red dye (Gambar 5.2-B). MSCs juga mampu
berdiferensiasi menjadi adiposit yang diindikasikan akumulasi lemak

yang berwarna coklat dengan megunakan pewarnaan oil red o dye
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(Gambar 5.2-C).

(2]

Gambar 5.2. Gambaran Mikroskopik Morfologi MSCs konfluen 80%
berbentuk spindle-like pada perbesaran 40x (A) dan hasil uji
diferensiasi MSCs dengan medium kultur osteogenik (B) dan

adipogenik (C) dengan perbesaran 400x.
5.1.3. Immunophenotyping Mesenchymal Stem Cell (MSCs)

Hasil isoloasi sel MSCs divalidasi dengan imunopenotyping
menggunakan flow cytometry untuk menunjukkan MSCs mampu
mengekspresikan surface marker penanda MSCs. Penelitian ini
menunjukkan MSCs: yang digunakan memiliki ekspresi positif
CD90 (99,98%), CD29 (95.25%) dan memiliki ekspresi negatif
CD45 (0,12%) dan CD31 (0,05%) (Gambar 5.3). Hasil ini sesuai
dengan penelitian sebelumnya yang menyatakan bahwa salah satu
penanda MSCs vyang baik adalah memiliki kemampuan

mengekspresikan surface marker positif CD90 dan CD29 >95% dan

marker negatif CD45 dan CD31 <2%."
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Gambar 5.3. Hastl Immunophenotyping MSCs terhadap ekspresi CD90,

5.1.4.

CD29, CD45 dan CD31 dengan analisis flowcytometry.

Efek Pemberian HMSCs terhadap Ekspresi CD68 pada tikus
Wistar Model Collagen Loss

Marker CD68 merupakan spesifik penanda sel myeloid yang
diekspresikan pada permukaan sel makrofag dan menjadi identitas
marker yang umum digunakan untuk mengidentifikasi makrofag M1.
Makrofag M1 berperan aktif dalam aktivasi sel T dan produksi
sitokin yang berperan dalam respons imun. Ekspresi CD68
berkorelast dengan progresivitas inflamasi yang dapat memicu
kerusakan jaringan lebih lanjut. Pada penelitian ini dilakukan
pemeriksaan ekspresi CD68 dengan metode PCR. Hasil
menunjukkan bahwa penyinaran sinar UV-B meningkatkan ekspresi
CD68 secara signifikan dibandingkan dengan kelompok Sehat (K1)
(p<0.05) (Gambar 5.4). Perubahan ekspresi CD68 terlihat berbeda
nyata setelah adanya pemberian injeksi HMSCs, sementara pada

kelompok kontrol positif (K3) yang diberikan injeksi HA
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menunjukkan adanya penurunan ekspresi CD68 namun tidak
signifikan.

Peneliti mendapatkan hasil bahwa injeksi HMSCs yang
diberikan mampu menurunkan ekspresi gen CD68 pada jaringan
kulit tikus model collagen loss secara signifikan bergantung pada
dosis (Gambar 5.4 dan Tabel 5.1). Semakin tinggi dosis injeksi
HMSCs yang diberikan, menunjukkan penurunan ekspresi CD68
yang lebih signifikan pula. Penurunan ekspresi gen CD68 paling
optimal adalah pada kelompok K5 yang diberikan HMSCs dengan
dosis 5 x 10° dalam 200 uL NaCl dengan nilai 2.96 + 1.02 yang
berbeda signifikan jika dibandingkan dengan kelompok K2 (p<0.05)
(Tabel 5.1).

Setelah. pemberian injeksi HMSCs menunjukkan perbedaan
yang signifikan antar kelompok tikus sehat (K1) dengan kontrol

negatif (K2) dan kontrol negatif (K2) dengan kelompok perlakuan

(K5) (p<0.05).
Tabel 5.1. Ekspresi CD68 pada jaringan kulit setelah injeksi HMSCs
! Kelompok .
Variabel K1 K2 K3 K4 K5 P
(ekspresi (ekspresi  (ekspresi  (ekspresi (ekspresi
relatif) relatif) relatif) relatif) relatif)
Reratat  Reratat Reratax RerataztSD ReratatSD
SD SD SD
CD68 + 101+ 11.23 + 7.96 + 595+ 2.96 +
Std dev 0.008 3.08 1.15 1.51 1.02
Shapiro 314 0022 0,056 0,332 0958 005
Wilk
Lavene 0,009
test
One Way 0,000

ANOVA
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Tabel 5.2. Perbedaan Rerata Ekspresi Gen CD68 antar Dua

Kelompok dengan Uji Post-Hoc Tamhane

Kelompok

Kelompok Perbandingan Signifikansi
K1 K2 0.018%*
K3 0.002*
K4 0.019*
K5 0.126
K2 K3 0.545
K4 0.136
K5 0.025%*
K3 K4 0.395
K5 0.001*
K4 K5 0.078

UKl
mK2
N3
1 K4
WK

¥p<0.05

Gambar 5.4. Grafik Ekspresi Relatif CD68 Pada Jaringan Kulit

Pada data deskriptif, ekspresi CD68 masing-masing kelompok

dilakukan uji normalitas dengan menggunakan Saphiro-Wilk dan uji

homogenitas dengan menggunakan uji Levene. Hasil uji normalitas

didapatkan nilai signifikasi semua kelompok p>0,05. Hasil tersebut

menunjukkan bahwa data berdistribusi normal sehingga dapat

dilakukan uji parametrik One-way ANOVA. Adapun, pada uji

homogenitas menunjukkan p<0.05 yang menunjukkan distribusi
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data tidak homogen sehingga dilakukan uji lanjutan menggunakan
Uji Post-Hoc Tamhane. Uji beda One-way ANOVA didapatkan
p<0,05. Hasil uji Post-hoc Tamhane disajikan dalam bentuk grafik
pada gambar 5.4 dan tabel 5.2. Penelitian ini menunjukkan bahwa
kelompok K1 jika dibandingkan dengan K2  memiliki nilai
signifikansi p<0.05 dan terdapat perbedaan yang signifikan p<0,05
antara kelompok K5 dengan K2.

Efek Pemberian HMSCs terhadap Kadar TNF-a pada tikus
Wistar Model Collagen Loss

TNF-a merupakan salah satu jenis sitokin proinflamasi yang
memainkan peran penting - dalam respon imun.  dan inflamasi.
Konsentrasi TNF-a meningkat selama degradasi kolagen. Pada
penelitian ini dilakukan pemeriksaan kadar TNF-a dengan metode
ELISA. Hasil menunjukkan bahwa penyinaran sinar UV-B
meningkatkan kadar TNF-a. secara signifikan dengan nilai 369.30 +
57.51 pg/ml dibandingkan dengan kelompok Sehat (K1) yaitu 66.60
+ 40.98 po/ml (p<0.001) (Gambar 5.5). Perubahan kadar TNF-a
terlihat berbeda nyata setelah adanya pemberian injeksi HA maupun
HMSCS, namun penurunan kadar TNF-a siginifikan lebih rendah
pada kelompok perlakuan yang diberikan injeksi HMSCs.

Peneliti mendapatkan hasil bahwa injeksi HMSCs yang
diberikan mampu menurunkan kadar TNF-o pada jaringan kulit tikus
model collagen loss secara signifikan pada masing-masing kelompok
perlakuan dosis, baik pada dosis rendah (K4) maupun dosis tinggi
(K5) (Gambar 5.5 dan Tabel 5.3). Semakin tinggi dosis injeksi

HMSCs yang diberikan, menunjukkan penurunan kadar TNF-o yang
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lebih signifikan (p<0.001). Penurunan kadar TNF-o paling optimal
adalah pada kelompok K5 yang diberikan HMSCs dengan dosis 5 x
10° dalam 200 pL NaCl dengan nilai 80.50 + 23.46 pg/ml hingga
mendekati kondisi normal seperti pada kelompok sehat yaitu 66.60 +
40.98 pg/ml (Tabel 5.3).

Gambar 5.5 menunjukkan perbedaan yang signifikan antar
kelompok tikus sehat (K1) dengan kontrol negatif (K2) (p<0.001)

dan kontrol negatif (K2) dengan kelompok perlakuan (K4 & KS5)

(p<0.001).
Tabel 5.3. Kadar TNF-a pada jaringan kulit setelah injeksi MSCs
o ~Kelompok .~~~ -

Variabel K1 K2 K3 K4 K5 P

(kadar) (kadar (kadar) (kadar) (kadar)

Rerata+ =~ Reratat Reratat  Reratat Rerata+

SD SiN SD SD SD

TNF-ax 66.60+ 36930+ 25650+ 110.50+ 80.50
Std dev 40.98 57.51 SfEET 22.61 23.46
Shapiro 5 0,136 0,830 0,126 0700 005
Wilk
Lavene 0,402
test
One 0,000
Way
ANOVA

Tabel 5.4. Perbedaan Rerata kadar TNF-alpha antar Dua Kelompok

dengan Uji Post-Hoc LSD

Kelompok Kelompok Signifikansi
Perbandingan
K1 K2 0.000*
K3 0.000*
K4 0.089
K5 0.578
K2 K3 0.000*
K4 0.000*

K5 0.000*
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Gambar 5.5. Grafik kadar TNF-a pada jaringan kulit setelah
pemberian injeksi MSCs

Pada data deskriptif, kadar TNF-o masing-masing kelompok
dilakukan uji normalitas dengan menggunakan Saphiro-Wilk dan uji
homogenitas dengan menggunakan uji Levene. Hasil uji normalitas
dan homogenitas didapatkan nilai signifikasi semua kelompok
p>0,05. Hasil tersebut menunjukkan bahwa data berdistribusi normal
sehingga dapat dilakukan uji parametrik One-way ANOVA, dan
dilanjutkan uji Post-hoc LSD. Uji beda One-way ANOVA
didapatkan p<0,05. Hasil uji Post-hoc LSD disajikan dalam bentuk
grafik pada gambar 5.5 dan tabel 5.3. Penelitian ini menunjukkan
perbedaan yang signifikan p<0,05 antara kelompok K4 dan K5
dengan K2.
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5.2. Pembahasan Hasil Penelitian

Paparan iradiasi UVB adalah faktor resiko utama fotoaging kulit yang
berakibat collagen loss dan hiperpigmentasi, ditandai dengan kondisi
inflamasi, penumpukan melanin dan penurunan sintesis kolagen. Iradiasi
sinar UVB menginduksi kerusakan DNA melalui pembentukan ROS
oksidatif, yang mengakibatkan aktivasi beberapa jalur sintesis melanin,
inaktivasi jalur sintesis kolagen, proses inflamasi dan mengakibatkan
terbentuknya kanker kulit. Paparan UV-B menyebabkan kerusakan sel yang
memicu modulasi makrofag (CD68) sebagal bagian dari respons imun untuk
membersihkan sel-sel yang mati dan rusak, serta mensekresikan sitokin-
sitokin proinflamasi seperti TNF-a.

Terapi saat ini tidak semuanya memberikan hasil maksimal terutama
dalam mencegah degradasi kolagen, beberapa agen menimbulkan efek
samping merugikan seperti genotoksisitas dan iritasi kulit.”® Penelitian
terkini membuktikan bahwa Hypoxic-Mesenchymal Stem Cells (HMSCS)
dapat menginduksi sekresi mediator-mediator dan growth factor yang
mendukung regenerasi melalui kemampuannya untuk mengatur respons
sistem kekebalan tubuh melalui faktor imunomodulasinya.

Penyinaran UV-B untuk menginduksi collagen loss pada studi ini
berhasil dilakukan terbukti pada hasil validasi pengamatan fisik dan
mikroskopik pada Gambar 5.1. Hasil pengukuran pada kelompok kontrol
negatif sebagai salah satu kelompok yang terpapar sinar UVB menunjukkan

adanya peningkatan ekspresi gen CD68 dan kadar TNF-a yang lebih tinggi
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secara signifikan dibandingkan dengan kelompok tikus sehat (Gambar 5.4
dan Gambar 5.5). Hal ini dapat terjadi karena adanya paparan UVB
memodulasi infiltrasi makrofag M1 (CD68). Kerusakan kulit oleh UV
secara berulang akan merepetisi siklus infiltrasi makrofag pada setiap
paparannya. Infiltrasi makrofag yang secara terus menerus pada akhirnya
menyebabkan kerusakan ECM dermis secara berkelajutan karena pelepasan
MMP dan ROS. Selain itu, peningkatan kadar TNF-o juga tidak terlepas
dari pengaruh paparan UVB yang secara langsung merangsang keratinosit
untuk memproduksi sitokin proinflamasi TNF-o. Adanya aktivasi faktor
transkripsi NF-k(3 oleh UVB juga berkontribusi langsung dalam peningkatan
transkripsi gen TNF-q.***3

Pemberian injeksi HMSCs memberikan pengaruh positif yang
signifikan terhadap kondisi collagen loss. Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa pemberian injeksi HMSCS berhasil menurunkan ekspresi gen CD68
(p<0.05) dan kadar TNF-o (p<0.001) secara signifikan. Penurunan ekspresi
gen CD68 dan kadar TNF-o ini bergantung pada dosis yang diberikan
(dose-dependent manner), artinya seiring dengan semakin tinggi dosis
HMSCs yang diberikan menunjukkan ekspresi CD68 dan TNF-o yang lebih
rendah. Pengukuran ekspresi gen CD68 pada kelompok injeksi HMSCs K4
menunjukkan penurunan sebanyak 2x lebih rendah, sementara pada
kelompok injeksi HMSCs K5 menunjukkan hasil penurunan + 3-4x lebih
rendah dibandingkan dengan kelompok K2 yang hanya diberikan NaCl

sebagai pelarut dari HMSCs. Hal tersebut sekaligus membuktikan
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pemberian pelarut HMSCs tidak memberikan pengaruh terhadap injeksi
HMSCs yang diberikan, artinya pengaruh ekspresi yang terjadi murni
berdasarkan dari kemampuan HMSCs. Pengukuran kadar TNF-o juga
menunjukkan hasil yang serupa, dimana kelompok injeksi HMSCs K4
menunjukkan penurunan sebanyak 2x lebih rendah, sementara pada
kelompok injeksi HMSCs K5 menunjukkan hasil penurunan +4x lebih
rendah dibandingkan dengan kelompok K2. Kemampuan HMSCs dalam
menurunkan kadar TNF-a ini juga dibuktikan dalam penelitian terdahulu
yang menyatakan bahwa pemberian secretome HMSCs dapat menurunkan
ekspresi TNF-a pada ginjal tikus model DM tipe 2.

Hasil eksperimen ini menunjukkan bahwa injeksi HMSCs yang
diberikan berhasil * memperbaiki respon inflamasi dan membantu
mengembalikan kondisi jaringan pada keadaan yang lebih sehat. Hal
tersebut diwakilkan oleh hasil injeksi kelompok K4 dan K5 vyang
menunjukkan ekspresi CD68 dan TNF-o yang menurun. Pemberian injeksi
pada kelompok K4 dengan dosis HMSCs 2.5x10° telah menunjukkan hasil
penurunan ekspresi CD68 dan kadar TNF-a yang lebih baik dibandingkan
dengan kelompok K3. Adapun injeksi kelompok K5 dengan dosis HMSCs
5x10° dapat disimpulkan sebagai injeksi dengan dosis yang optimum karena
menunjukkan hasil mendekati kondisi normal. Injeksi HMSCs membantu
mengurangi kerusakan yang disebabkan oleh inflamasi dan dapat
mengontrol respon imun. Penurunan ekspresi gen CD68 ini saling

berkorelasi dengan penurunan kadar TNF-o. Hal ini dapat terjadi karena



66

adanya mekanisme molekuler HMSCs yang memiliki kemampuan
meningkatkan sekresi vesikel ekstraseluler atau eksosom yang mengandung
berbagai enzim antioksidan, dan miRNA spesifik yang dapat diinternalisasi
oleh makrofag. miRNA ini menargetkan mMRNA tertentu yang berperan
dalam jalur proinflamasi, sehingga mengurangi ekspresi sitokin
proinflamasi dan menghambat polarisasi makrofag ke fenotipe M1.
Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa miRNA-148a dalam vesikel
ekstraseluler MSCs menargetkan Kruppel-like factor 6 (KLF6). Dengan
menghambat KLF6, miIRNA-148a dapar mengurangi polarisasi makrofag ke
fenotipe M1 dan mendorong transisi ke fenotipe M2 yang antiinflamasi.”
Selain itu, MSCs yang terpapar hipoksia meningkatkan sekresi PGE, , yang
berinteraksi dengan reseptor EP2 dan EP4 pada makrofag, menghambat
aktivasi jalur NF-kB, sehingga menurunkan ekspresi gen proinflamasi dan
mengurangi polarisasi makrofag ke fenotipe M1.” Mekanisme lain yang
dapat menjelaskan penurunan ekspresi makrofag M1 (CD68) dan inflamasi
TNF-a oleh MSCs ini karena HMSCs meningkatkan kemampuan anti-
inflamasinya dengan mengekspresikan kadar TGF-$ dan IL-10 dalam
jumlah yang tinggi. Adanya TGF-f berperan penting dalam berkontribusi
memicu polarisasi makrofag mengarah ke fenotipe M2 dan mengurangi
respon inflamasi.” 1L-10 juga berperan penting dalam menurunkan
inflamasi dan mencegah degradasi kolagen via Supressor of Cytokine
Signalling-3 (SOCS3). Hal ini dapat terjadi karena IL-10 dapat mengaktifasi

fosforilasi STAT3 untuk membentuk homodimer yang mentraslokasi
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kedalam nucleus untuk memicu ekspresi gen responsive STAT3, yaitu
suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3).%® Mekanisme tersebut memicu
ekspresi molekul-molekul anti inflamasi yang berperan penting dalam
meregulasi ekspresi makrofag dan kadar TNF-o. Sehingga dengan adanya
molekul-molekul penting yang terdapat oleh HMSCs tersebut berkontribusi
penting pada mekanisme penghambatan photoaging dan peningkatan
persentase kolagen pada kulit. Dengan demikian, pemberian stem cell dapat
dianggap sebagai intervensi yang efektif untuk memperbaiki kondisi
inflamasi dan mencegah kerusakan jaringan lebih lanjut.

Kelemahan penelitian ini adalah tidak mengeksplorasi efek pemberian
injeksi HMSCs terhadap kadar ROS intraseluler yang diduga secara kuat
sebagai salah satu faktor penyebab kerusakan jaringan akibat paparan sinar

UVB.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian maka dapat disimpulkan bahwa :

1. Pemberian injeksi HMSCs secara subkutan dengan dosis 2,5x10° sel
(K4) dan 5x10° sel (K5) berpengaruh secara bermakna terhadap
penurunan ekspresi CD68 pada tikus model collagen loss yang diinduksi
paparan sinar UVB.

2. Pemberian injeksi HMSCs secara subkutan dengan dosis 2,5x10° sel
(K4) dan 5x10° sel (K5) berpengaruh secara bermakna terhadap
penurunan kadar TNF-a pada tikus model collagen loss yang diinduksi
paparan sinar UVB.

3. Pemberian injeksi HMSCs secara subkutan menunjukkan hasil dose-
dependent manner yang mana injeksi dengan dosis 5x10° sel (K5)
dinilai lebih optimal karena menunjukkan hasil ekspresi CD68 dan kadar
TNF-a mendekati kondisi normal.

4. Terdapat korelasi positif antara penurunan ekspresi CD68 dengan

penurunan kadar TNF-a.

6.2. Saran
Sebagai saran untuk penelitian ini adalah :
» Perlu pengukuran kadar ROS setelah dilakukan pemberian injeksi

HMSCs pada tikus model collagen loss.’
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