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ABSTRAK 

 
Latar Belakang : Paparan sinar UVB diketahui dapat memicu stres oksidatif serta 

kerusakan DNA, yang pada akhirnya mengaktifkan gen p53 dan meningkatkan 

ekspresi tyrosinase (TYR). Kondisi ini mempercepat proses melanogenesis dan 

menimbulkan hiperpigmentasi. Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (EH-

MSCs) memiliki kandungan microRNA, protein antiinflamasi, dan faktor 

pertumbuhan yang berperan dalam menekan stres seluler sekaligus menghambat 

pembentukan melanin. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis pengaruh EH-

MSCs, baik secara tunggal maupun dalam kombinasi dengan alpha arbutin dan 

niacinamide, terhadap ekspresi gen p53 dan TYR pada kulit mencit yang terpapar 

UVB. 

Metode : Penelitian menggunakan desain post-test only control group dengan 30 

ekor mencit C57BL/6 yang dibagi menjadi lima kelompok (n=6). K1 merupakan 

kelompok sehat, K2 mendapat paparan UVB dengan NaCl, K3 mendapat UVB 

ditambah alpha arbutin 5% dan niacinamide 4%, K4 mendapat UVB dengan EH-

MSCs 200 µl, dan K5 mendapat kombinasi UVB + EH-MSCs + alpha arbutin + 

niacinamide. Paparan UVB diberikan selama dua minggu, kemudian ekspresi gen 

p53 dan TYR dianalisis menggunakan quantitative real-time PCR. Data diuji 

dengan Shapiro-Wilk, Kruskal-Wallis, serta Mann-Whitney (p<0,05). 

Hasil : Hasil penelitian menunjukkan kelompok K2 memiliki ekspresi p53 (0,70 ± 

0,25) dan TYR (0,92 ± 0,21) tertinggi. Pemberian EH-MSCs tunggal (K4) 

menurunkan ekspresi p53 (0,15 ± 0,11) dan TYR (0,54 ± 0,24), lebih efektif 

dibanding kombinasi (K5). Kelompok K3 juga menurunkan ekspresi, namun tidak 

sebesar EH-MSCs. 

Kesimpulan : Pemberian E$H-MSCs tunggal lebih optimal me$nurunkan e$kspre$si 

ge$n p53 dan TYR pada kulit me$ncit yang te$rpapar UVB dibandingkan kombinasi 

de$ngan alpha arbutin dan niacinamide$.  

 

Kata kunci : UVB, hipe$rpigme$ntasi, p53, tyrosinase$ (TYR), E$xosome$ 

Hypoxia Me$se$nchymal Ste$m Ce$lls, alpha arbutin, niacinamide$ 
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ABSTRACT 

 
Background : Exposure to UVB radiation is known to trigger oxidative stress and 

DNA damage, which subsequently activates the p53 gene and increases the 

expression of tyrosinase (TYR). This condition accelerates melanogenesis and 

leads to hyperpigmentation. Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (EH-

MSCs) contain microRNAs, anti-inflammatory proteins, and growth factors that 

can suppress cellular stress responses and inhibit melanin production. This study 

aimed to analyze the effects of EH-MSCs, either alone or in combination with 

alpha arbutin and niacinamide, on the expression of p53 and TYR genes in UVB-

exposed mouse skin. 

Methods : This research employed a post-test only control group design using 30 

C57BL/6 mice, divided into five groups (n=6). K1 was the healthy control, K2 

received UVB exposure with NaCl, K3 received UVB plus 5% alpha arbutin and 

4% niacinamide, K4 received UVB with 200 µl EH-MSCs, and K5 received UVB 

with a combination of EH-MSCs, alpha arbutin, and niacinamide. UVB exposure 

was administered for two weeks, after which p53 and TYR gene expression was 

analyzed using quantitative real-time PCR. Data were tested with Shapiro-Wilk, 

Kruskal-Wallis, and Mann-Whitney tests (p<0.05). 

Results : The findings showed that group K2 had the highest expression levels of 

p53 (0.70 ± 0.25) and TYR (0.92 ± 0.21). Treatment with EH-MSCs alone (K4) 

significantly reduced p53 expression (0.15 ± 0.11) and TYR (0.54 ± 0.24), 

proving more effective than the combination treatment (K5). Group K3 also 

reduced gene expression, but not as effectively as EH-MSCs. 

Conclusion : 

Administration of EH-MSCs alone was more optimal in reducing the expression 

of p53 and TYR genes in UVB-exposed mouse skin compared to the combination 

with alpha arbutin and niacinamide. 

 

Keywords : UVB, hype$rpigme$ntation, p53, tyrosinase$ (TYR), E$xosome$ Hypoxia 

Me$se$nchymal Ste$m Ce$lls, alpha arbutin, niacinamide$ 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1. Latar Belakang 

 

Hipe$rpigme$ntasi kulit me$rupakan salah satu pe$rmasalahan e$ste$tika 

yang paling umum dite$mui, te$rutama pada populasi de$ngan paparan sinar 

ultraviole$t (UV) tinggi. Kondisi ini me$ncakup be$rbagai be$ntuk, se$pe$rti 

me$lasma, post-inflammatory hype$rpigme$ntation (PIH), dan solar le$ntigine$s.1 

Be$rbagai faktor dapat me$njadi pe$nye$babnya, di antaranya paparan sinar UV, 

pre$disposisi ge$ne$tik, usia, se$rta pe$rilaku fotoprote$ksi yang kurang optimal.Di 

Indone$sia, se$bagai ne$gara tropis de$ngan inte$nsitas sinar matahari yang tinggi 

se$panjang tahun, paparan sinar UV me$njadi salah satu faktor utama dalam 

pe$ningkatan kasus hipe$rpigme$ntasi kulit. 

Dalam studi obse$rvasional lintas-se$ksional, yang me$libatkan 419 

pe$re$mpuan Indone$sia be$rusia 20–60 tahun di Jakarta, dite$mukan bahwa 

pre$vale$nsi me$lasma sangat tinggi bahkan se$jak usia muda. Se$kitar 71% 

pe$re$mpuan usia 20–30 tahun te$lah me$ngalami me$lasma, dan pre$vale$nsinya 

me$ningkat drastis me$njadi 100% pada ke$lompok usia 41 tahun ke$ atas. 

Tingkat ke$parahan me$lasma juga me$ningkat se$cara signifikan se$iring 

be$rtambahnya usia, be$rdasarkan skor Me$lasma Are$a and Se$ve$rity Inde$x 

(MASI). Se$baliknya, pre$vale$nsi PIH le$bih tinggi pada usia muda (71% pada 

20–30 tahun) dan me$nurun de$ngan be$rtambahnya usia. Solar le$ntigine$s 

(le$ntigo akibat matahari) me$nunjukkan pre$vale$nsi konstan se$kitar 30% 

hingga usia 50 tahun dan me$ningkat pada usia di atas 50.1 
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Dalam studi subanalisis te$rhadap 1000 re$sponde$n dari Indone$sia 

me$nunjukkan bahwa 57% re$sponde$n me$nyadari bahwa hipe$rpigme$ntasi 

adalah risiko utama dari paparan sinar matahari, namun hanya 13% yang 

se$cara rutin me$nggunakan se$mua be$ntuk pe$rlindungan matahari se$pe$rti 

sunscre$e$n, pakaian pe$lindung, dan me$nghindari matahari te$ngah hari. Hasil 

ini me$nyoroti kurangnya ke$sadaran masyarakat te$rhadap pe$ntingnya 

fotoprote$ksi dalam pe$nce$gahan hipe$rpigme$ntasi se$rta le$mahnya pe$ne$rapan 

langkah pre$ve$ntif di masyarakat Indone$sia.2 

Prose$s pigme$ntasi kulit dike$ndalikan ole$h aktivitas me$lanosit dan 

e$nzim Tyrosinase$ (TYR), yang me$mainkan pe$ran se$ntral dalam biosinte$sis 

me$lanin.3 Paparan UVB dapat me$ngaktivasi e$kspre$si TYR, me$ningkatkan 

produksi me$lanin, dan me$nginduksi ke$rusakan DNA yang pada akhirnya dapat 

me$ngaktifkan jalur mole$kule$r se$pe$rti e$kspre$si ge$n p53.4 Hal ini me$mpe$rkuat 

urge$nsi pe$nge$mbangan te$rapi yang tidak hanya be$rsifat kosme$tik, te$tapi juga 

me$mpe$rbaiki ke$rusakan mole$kule$r akibat UVB se$pe$rti e$kspre$si ge$ne$tik p53 

dan TYR. 

Aktivasi ge$n p53 me$nunjukkan sifat yang be$rsifat ganda atau dualistik; 

di satu sisi, ge$n ini be$rfungsi se$bagai me$kanisme$ pe$rtahanan pe$nting bagi se$l 

de$ngan me$lindungi dari ke$rusakan DNA yang dapat me$ngancam 

ke$langsungan hidup dan ke$stabilan ge$ne$tik se$l te$rse$but. Namun, di sisi lain, 

aktivasi p53 juga dapat me$micu be$rbagai pe$rubahan fe$notip pada kulit yang 

cukup komple$ks, salah satunya me$liputi modifikasi dalam prose$s pigme$ntasi 

kulit, yang pada akhirnya be$rkontribusi pada variasi warna dan tampilan 

kulit. De$ngan de$mikian, pe$ran p53 tidak hanya te$rbatas pada pe$rlindungan 
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se$lule$r, te$tapi juga be$rdampak pada karakte$ristik fisik kulit me$lalui jalur 

biologis yang rumit.  

Te$rapi hipe$rpigme$ntasi se$cara konve$nsional te$lah banyak 

me$ngandalkan pe$nggunaan hidrokuinon dan tre$tinoin se$bagai gold standard. 

Hidrokuinon be$ke$rja se$bagai inhibitor tyrosinase$ yang sangat pote$n 

dalam me$nghambat pe$mbe$ntukan me$lanin, se$me$ntara tre$tinoin (turunan 

vitamin A) me$ningkatkan pe$rgantian se$l kulit dan me$mbantu pe$ne$trasi bahan 

aktif lain. Kombinasi ke$duanya te$lah digunakan luas dalam produk pe$nce$rah 

kulit dan te$rapi me$lasma, te$rmasuk dalam formulasi te$rke$nal se$pe$rti 

Kligman's formula. 

Namun de$mikian, pe$nggunaan jangka panjang dari hidrokuinon 

dan tre$tinoin tidak le$pas dari e$fe$k samping. Hidrokuinon dapat me$nye$babkan 

iritasi kulit, hipopigme$ntasi paradoksikal, dan dalam be$be$rapa kasus me$micu 

kondisi okronosis e$ksoge$n, yaitu pigme$ntasi ke$biruan yang sulit 

dihilangkan.5 Se$me$ntara itu, tre$tinoin dapat me$nye$babkan iritasi be$rat, 

de$skuamasi, dan fotose$nsitivitas, te$rutama pada kulit se$nsitif.6 Se$lain itu, 

ke$dua zat ini te$rgolong se$bagai bahan de$ngan re$gulasi ke$tat di be$be$rapa 

ne$gara kare$na risiko toksisitas dan e$fe$k samping jangka panjangnya. 

Untuk itu, dipe$rlukan age$n de$pigme$ntasi yang le$bih aman namun te$tap 

e$fe$ktif. Salah satu alte$rnatif pote$nsial adalah alpha arbutin, turunan 

hidrokuinon yang le$bih stabil dan me$miliki profil iritasi le$bih re$ndah. Alpha 

arbutin be$ke$rja se$bagai inhibitor tyrosinase$ se$cara kompe$titif, namun tanpa 

e$fe$k sitotoksik se$pe$rti hidrokuinon.7 Di sisi lain, niacinamide$ (vitamin B3) 

me$nunjukkan ke$mampuan untuk me$nghambat transfe$r me$lanosom dari 



4 
 

 

me$lanosit ke$ ke$ratinosit, se$hingga me$ngurangi pigme$ntasi kulit tanpa 

me$me$ngaruhi produksi me$lanin se$cara langsung.8 Kombinasi ke$dua zat ini 

me$nawarkan pe$nde$katan ganda yang le$bih aman dan le$mbut bagi kulit, 

de$ngan targe$t ke$rja yang be$rbe$da namun saling me$le$ngkapi. 

Pe$nde$katan te$rapi e$ste$tika be$rbasis mole$kule$r se$makin be$rke$mbang, 

dan saat ini te$rapi kombinasi me$njadi sorotan utama. Salah satu pe$nde$katan 

inovatif adalah pe$nggunaan e$xosome$ yang be$rasal dari Me$se$nchymal Ste$m 

Ce$lls (MSCs), te$rutama yang dikondisikan dalam kondisi hipoksia. E$xosome$ 

ini me$ngandung be$rbagai kargo bioaktif se$pe$rti mikroRNA, prote$in, dan 

faktor pe$rtumbuhan yang mampu me$modulasi e$kspre$si ge$n targe$t, te$rmasuk 

ge$n yang be$rpe$ran dalam prose$s pigme$ntasi dan pe$rbaikan DNA.9 

E$xosome$ yang be$rasal dari Hypoxia-conditione$d Me$se$nchymal Ste$m 

Ce$lls (E$H-MSCs) de$ngan dosis 200 µl te$lah me$nunjukkan pote$nsi dalam 

me$ne$kan jalur pe$nuaan dan pigme$ntasi kulit akibat sinar UVB, te$rmasuk 

me$lalui re$gulasi e$kspre$si ge$n p53 dan TYR.10 Se$lain itu, kompone$n 

mikroRNA dalam e$xosome$ te$rbukti dapat me$mpe$ngaruhi jalur 

me$lanoge$ne$sis dan me $nurunkan e$kspre$si ge$n p53 yang diinduksi stre$s 

oksidatif, se$hingga me$njanjikan se$bagai age$n te$rape$utik mole$kule$r untuk 

hipe$rpigme$ntasi.11 

Se$me$ntara itu, age$n topikal se$pe$rti alpha arbutin 5% dan niacinamide$ 

4% te$lah lama digunakan se$cara luas dalam bidang de$rmatologi e$ste$tika 

kare$na e$fe$k de$pigme$ntasi dan anti inflamasi me$re$ka. Kombinasi ke$dua zat 

ini de$ngan E$xosome$ Hypoxia-conditione$d Me$se$nchymal Ste$m Ce$lls (E$H-

MSCs) be$rpote$nsi me$nghasilkan e$fe$k sine$rgis dalam me$nurunkan 
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hipe$rpigme$ntasi se$cara le$bih e$fe$ktif. Pe$nde$katan be$rbasis kombinasi bahan 

aktif de$ngan me$kanisme$ ke$rja yang be$rbe$da se$ring dite$rapkan untuk 

me$ningkatkan e$fe$ktivitas age$n pe$nce$rah kulit. 

Pigme$ntasi kulit dike$ndalikan me$lalui be$rbagai jalur biologis yang 

komple$ks, se$hingga dipe$rlukan strate$gi multi-targe$t untuk me$ngoptimalkan 

hasil. Targe$t te$rapi tidak hanya me$narge$tkan e$nzim pigme$ntasi te$tapi juga 

me$mpe$rbaiki ke$rusakan se$l akibat stre$s oksidatif kare$na paparan sinar 

UVB dan me$nghambat transfe$r me$lanin dari me$lanosit ke$ ke$ratinosit 

se$hingga tidak te$rjadi akumulasi me$lanin di lapisan e$pide$rmis, dan kulit tidak 

te$rlihat are$a yang me$ngge$lap.12,13 

Hingga saat ini, be$lum banyak studi yang me$nge$valuasi se$cara 

me$nye$luruh pe$ngaruh kombinasi E$H-MSCs, alpha arbutin, dan niacinamide$ 

te$rhadap e$kspre$si ge$ne$tik yang spe$sifik se$pe$rti p53 dan TYR pada mode$l 

he$wan in vivo yang me$ngalami hipe$rpigme$ntasi akibat sinar UVB. Ole$h 

kare$na itu, pe$ne$litian ini me$njadi pe$nting dalam me$nggali pote$nsi te$rapi 

kombinasi be$rbasis re$ge$ne$ratif (pe$rbaikan se$l) dan kosme$tik mole$kule$r 

te$rhadap re$gulasi pigme$ntasi kulit. 

 

 

1.2. Rumusan Masalah 

 

Apakah te$rdapat pe$ngaruh kombinasi E$xosome$ Hypoxia Me$se$nchymal 

Ste$m Ce$ll (E$H-MSCs) 200 µl, alpha arbutin 5% dan niacinamide$ 4% 

te$rhadap e$kspre$si ge$n p53 dan Tyrosinase$ (TYR) pada me$ncit C57BL/6 yang 

me$ngalami hipe$rpigme$ntasi akibat induksi sinar UVB ? 
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1.3. Tujuan Penelitian 

1.3.1. Tujuan umum 

 

Tujuan umum yang ingin dicapai pe$ne$litian ini adalah me$nge$tahui 

pe$ngaruh pe$mbe$rian kombinasi E$xosome$ Hypoxia Me$se$nchymal Ste$m 

Ce$ll (E$H- MSCs) 200 µl, alpha arbutin 5% dan niacinamide$ 4% te$rhadap 

e$kspre$si ge$n p53 dan Tyrosinase$ (TYR) pada me$ncit C57BL/6 yang 

me$ngalami hipe$rpigme$ntasi akibat induksi sinar UVB. 

1.3.2. Tujuan khusus 

 

1.3.2.1. Pe$ne$litian ini be$rtujuan me$mbuktikan pe$rbe$daan e$kspre$si ge$n p53 pada 

me$ncit C57BL/6 yang me$ngalami hipe$rpigme$ntasi akibat induksi sinar 

UVB yang dibe$rikan kombinasi E$xosome$ Hypoxia Me$se$nchymal Ste$m 

Ce$ll (E$H-MSCs) 200 µl, alpha arbutin 5% dan niacinamide$ 4% antar 

ke$lompok pe$rlakuan dibanding kontrol. 

1.3.2.2. Pe$ne$litian ini be$rtujuan me$mbuktikan pe$rbe$daan e$kspre$si Tyrosinase$ 

(TYR) pada me$ncit mode$l C57BL/6 yang me$ngalami hipe$rpigme$ntasi 

akibat induksi sinar UVB yang dibe$rikan kombinasi E$xosome$ Hypoxia 

Me$se$nchymal Ste$m Ce$ll (E$H- MSCs) 200 µl, alpha arbutin 5% dan 

niacinamide$ 4% antar ke$lompok pe$rlakuan dibanding kontrol. 

 

1.4. Originalitas Penelitian 

Be$rdasarkan kajian dari se$jumlah pe$ne$litian se$be$lumnya, te$rapi 

be$rbasis e$xosome$ te$lah dite$liti se$bagai pe$nde$katan pote$nsial dalam 

pe$nanganan hipe$rpigme$ntasi. Namun de$mikian, hingga saat ini be$lum 

dite$mukan pe$ne$litian yang se$cara spe$sifik me$nge$valuasi pe$ngaruh kombinasi 
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pe$mbe$rian E$H-MSCs 200 µl, alpha arbutin 5%, dan niacinamide$ 4% te$rhadap 

e$kspre$si ge$n p53 dan Tyrosinase$ (TYR) pada me$ncit C57BL/6 yang diinduksi 

hipe$rpigme$ntasi me$lalui paparan sinar UVB. Hal ini me$nunjukkan adanya ce$lah 

ilmiah yang pe$nting untuk dite$liti le$bih lanjut. 

Tabe$l 1.1 Originalitas Pe$ne$litian 

 

No Peneliti, 

Tahun 

Judul Metode Hasil 

1 Ying Liu, 

e$t al, 2019 

E$xosomal miRNA 

de$rive$d from 

ke$ratinocyte$s 

re$gulate$s 

pigme$ntation in 

me$lanocyte$s 

E$kspre$si 
miRNA-330-5p 
dalam e$xosome$ 
yang be$rasal dari 
ke$ratinosit 

E$xosome$ yang 
be$rasal dari 
ke$ratinosit 
de$ngan ove$r 
e$kspre$si miR- 
330-5p 
me$nye$babkan 
pe$nurunan 
signifikan 
dalam produksi 
me$lanin dan 
e$kspre$si e$nzim 
TYR 
pada me$lanosit 

2 In-Se$on 

Bae$ 

and Sang 

Hoon 

Kim, 2021 

Milk E$xosome$-

De$rive$d 

MicroRNA-2478 

Suppre$sse$s 

Me$lanoge$ne$sis 

through the$ Akt-

GSK3β Pathway 

E$kspre$si miRNA-

2478 yang be$rasal 

dari e$xosome$ susu 

E$xosome$ susu 

yang 

me$ngandung 

miRNA-2478 

me$nurunkan 

kandungan 

me$lanin, 

aktivitas TYR  

3 Moragot 

Chatatikun, 

e$t al, 2020 

Antioxidant and 

Tyrosinase$ 

Inhibitory 

Prope$rtie$s of an 

Aque$ous E$xtract of 

Garcinia 

atroviridis Griff.e$x. 

T. Ande$rson Fruit 

Pe$ricarps 

Pe$mbe$rian 

e$kstrak air dari 

pe$rikarp buah 

Garcinia 

atroviridis Griff. 

E$x. T. Ande$rson 

E$kstrak air dari 

pe$rikarp buah 

Garcinia 

atroviridis 

dapat me$njadi 

sumbe$r 

se$nyawa alami 

de$ngan 

kapasitas 

antioksidan 

yang mampu 

me$nghambat 
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aktivitas TYR 

dan produksi 

me$lanin, 

se$hingga 

be$rpote$nsi 

se$bagai age$n 

pe$nce$rah kulit 

untuk 

me$ngatasi 

hipe$rpigme$ntasi 

 

4 Xiao Yu 

Wang, e$t 

al, 2021 

Human amniotic 

ste$m ce$lls-de$rive$d 

e$xosmal miR-181a-

5p and miR-199a 

inhibit 

me$lanoge$ne$sis and 

promote$ 

me$lanosome$ 

de$gradation in skin 

hype$rpigme$ntation, 

re$spe$ctive$ly 

Pe$mbe$rian 

hAE$SC dan 

hAMSC 

diide$ntifikasi 

me$lalui RT-PCR, 

analisis flow 

cytome$tric, dan 

imunoflulore$se$nsi 

hASC maupun 

CM-nya se$cara 

signifikan 

me$ngurangi α-

MSH pada se$l 

B16F10 atau 

hipe$rpigme$ntasi 

yang diinduksi 

UVB. E$xosome$ 

hASC se$cara 

signifikan 

me$nghambat 

me$lanoge$ne$sis 

de$ngan 

me$ne$kan MITF 

yang 

me$rupakan 

re$gulator utama 

untuk  

me$ngatur 

me$lanoge$ne$sis 

5 Je$ssica 

Ange$lina, 

e$t al, 2024 

Hypoxia 

conditione$d 

me$se$nchymal ste$m 

ce$lls (MSC) 

e$xosome$s 

atte$nuate$ 

ultraviole$t-B 

(UVB)-me$diate$d 

malondialde$hyde$ 

(MDA) and matrix 

me$talloprote$inase$-

1 (MMP)-1 

upre$gulation in 

collage$n loss 

Pe$me$be$rian 

be$be$rapa dosis 

inje$ksi E$H-MSC 

dan E$LISA 

digunakan untuk 

me$ngukur tingkat 

MDA dan MMP-

1 

E$H-MSC 

me$miliki sifat 

anti oksidan 

dan anti 

inflamasi yang 

kuat, 

me$ngurangi 

ke$rusakan kulit 

akibat UVB 

de$ngan 

me$ngurangi 

pe$nanda stre$s 

oksidatif 
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1.5 Manfaat penelitian 

1.5.1 Manfaat Teoritis 

Manfaat yang ingin didapat dari penelitian ini adalah memberikan bukti 

ilmiah peran kombinasi Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-

MSCs) 200 µl, alpha arbutin 5% dan niacinamide 4% terhadap ekspresi 

gen p53 dan TYR pada mencit C57BL/6 yang mengalami 

hiperpigmentasi akibat induksi sinar UVB. 

1.5.2 Manfaat Praktis 

1.5.2.1 Hasil pe$ne$litian ini dapat me$mbe$rikan pe$nge$tahuan yang be$rguna 

bagi masyarakat me$nge$nai ke$gunaan kombinasi E$xosome$ Hypoxia 

Me$se$nchymal Ste$m Ce$ll (E$H-MSCs) 200 µl, alpha arbutin 5% dan 

niacinamide$ 4% untuk pe$rlindungan kulit. 

1.5.2.2 Bagi praktisi ke$se$hatan, te$muan ini diharapkan dapat me$mbe$rikan 

wawasan baru te$rkait pote$nsi te$rapi de$ngan kombinasi E$xosome$ 

Hypoxia Me$se$nchymal Ste$m Ce$ll (E$H-MSCs) 200 µl be$rbasis re$ge$ne$ratif 

(pe$rbaikan se$l), dan alpha arbutin 5% de$ngan niacinamide$ 4% se$bagai 

age$n anti inflamasi bagi individu yang te$rpapar sinar UVB de$ngan 

inte$nsitas tinggi. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Hiperpigmentasi 

2.1.1 De$finisi 

 

Hipe$rpigme$ntasi me$rupakan kondisi pe$rubahan warna kulit me$njadi 

le$bih ge$lap akibat be$rbagai faktor yang me$mpe$ngaruhi produksi dan 

distribusi pigme$n me$lanin. Kondisi ini umumnya ditandai de$ngan 

pe$ningkatan akumulasi me$lanin pada lapisan e$pide$rmis maupun de$rmis, 

yang dapat te$rjadi se$cara lokal maupun me$nye$luruh.14 

Be$be$rapa faktor yang be$rkontribusi te$rhadap hipe$rpigme$ntasi 

me$liputi akumulasi pigme$n e$ndoge$n dan e$ksoge$n, se$pe$rti he$moside$rin, zat 

be$si, se$rta paparan logam be$rat yang dapat me$micu pe$rubahan warna kulit. 

Se$lain itu, e$le$me$n lain se$pe$rti ke$be$radaan karote$noid, tingkat vaskularisasi 

kulit, se$rta ke$te$balan e$pide$rmis dan de$rmis juga be$rpe$ran dalam 

me$ne$ntukan tampilan warna kulit se$se$orang.15 

Namun, faktor utama yang paling be$rpe$ngaruh dalam me$ne$ntukan 

warna kulit manusia adalah jumlah, kualitas, se$rta distribusi me$lanin dalam 

lapisan e$pide$rmis. Ke$tidakse$imbangan dalam prose$s produksi dan 

pe$nye$baran me$lanin ini dapat me$nye$babkan munculnya be$rcak 

hipe$rpigme$ntasi yang be$rvariasi dalam inte$nsitas dan pola distribusinya. 
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2.1.2 E$tiologi Hipe$rpigme$ntasi 

 

Hipe$rpigme$ntasi me$rupakan kondisi kulit yang dise$babkan ole$h 

be$rbagai faktor, baik inte$rnal maupun e$kste$rnal. Salah satu pe$nye$bab 

utama adalah paparan sinar matahari, di mana radiasi UV me$rangsang 

produksi me$lanin se$bagai be$ntuk pe$rlindungan alami kulit. Aktivasi 

e$nzim TYR akibat sinar UV me$ningkatkan prose$s me$lanoge$ne$sis, 

yang dapat me$nye$babkan pe$numpukan me$lanin dan munculnya be$rcak-

be$rcak ge$lap.16 

Paparan sinar matahari adalah salah satu pe$nye$bab umum 

munculnya pigme$ntasi kulit. Se$bagai be$ntuk pe$rlindungan, tubuh akan 

me$mproduksi le$bih banyak me$lanin, yaitu pigme$n alami kulit, untuk 

me$lindungi diri dari sinar UV. Prose$s ini me$nye$babkan kulit me$njadi le$bih 

ge$lap atau muncul bintik-bintik, se$bagai upaya alami untuk me$nye$rap dan 

me$nangkal e$fe$k sinar matahari. 

Gambar 2.1 me$nunjukkan bagaimana paparan UV yang te$rus- 

me$ne$rus dapat me$micu te$rbe$ntuknya pigme$ntasi kulit. Prose$s ini 

be$rlangsung dalam be$be$rapa tahap be$rikut :16 

• Sinar UV me$nghasilkan radikal be$bas di kulit. 

 

• Radikal be$bas dan sinar UV me$ngaktifkan zat-zat biologis dalam tubuh 

yang ke$mudian me$me$ngaruhi me$lanosit, yaitu se$l yang be$rtugas 

me$mproduksi me$lanin. 

• E$nzim tyrosinase$ me$ngubah asam amino tyrosin me$njadi pigme$n 

me$lanin, yang bisa be$rwarna me$rah atau coklat te$rgantung je$nis dan 

jumlahnya. 
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• Zat-zat biologis te$rte$ntu ikut me$ningkatkan aktivitas e$nzim tirosinase$, 

se$hingga produksi pigme$n juga me$ningkat. 

• Se$iring waktu, se$l-se$l kulit yang me$ngandung me$lanin akan naik ke$ 

lapisan pe$rmukaan kulit dan te$rangkat me$lalui prose$s pe$nge$lupasan 

alami. 

Dalam prose$s ini, me$lanin disalurkan ke$ ke$ratinosit (se$l kulit) 

dalam be$ntuk butiran ke$cil (granula), yang me$mbe$ri warna alami pada 

kulit. 

 

 

Gambar 2.1. Pigme$ntasi Kulit Akibat Paparan Sinar UV 16 

 

 

Se$lain itu, faktor ge$ne$tik juga be$rpe$ran pe$nting dalam me$ne$ntukan 

pigme$ntasi kulit, de$ngan le$bih dari 125 ge$n yang be$rkontribusi dalam 

produksi me$lanin. Mutasi pada ge$n te$rte$ntu dapat me$nye$babkan gangguan 

pigme$ntasi se$pe$rti albinisme$ atau sindrom Waarde$nburg.16 

Se$lain faktor ge$ne$tik dan lingkungan, pe$rubahan hormon juga 

me$mpe$ngaruhi hipe$rpigme$ntasi. Hormon e$stroge$n dan proge$ste$ron dapat 

me$ningkatkan produksi me$lanin, te$rutama saat kulit te$rpapar sinar matahari. 
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Hal ini se$ring te$rlihat pada kondisi se$pe$rti me$lasma, yang umum te$rjadi 

pada wanita hamil atau pe$ngguna kontrase$psi hormonal.16 

Se$iring be$rtambahnya usia, prose$s pe$nuaan juga me$mpe$ngaruhi 

pigme$ntasi kulit. Jumlah me$lanosit be$rkurang, te$tapi yang te$rsisa me$njadi 

le$bih be$sar dan le$bih aktif, me$nye$babkan munculnya bintik pe$nuaan atau 

age$ spots pada orang be$rusia di atas 40 tahun. Se$lain itu, pe$radangan atau 

ce$de$ra kulit juga dapat me$micu hipe$rpigme$ntasi, te$rutama dalam be$ntuk 

hipe$rpigme$ntasi pasca-inflamasi. Kondisi ini te$rjadi se$te$lah kulit 

me$ngalami pe$radangan akibat je$rawat, psoriasis, de$rmatitis atopik, luka 

bakar, atau paparan bahan kimia, di mana are$a yang te$rke$na se$ring kali 

me$njadi le$bih ge$lap se$te$lah se$mbuh.16 

Pe$nggunaan obat-obatan te$rte$ntu, se$pe$rti antibiotik, pil kontrase$psi, 

antimalaria, dan antide$pre$san trisiklik, juga dapat me$micu hipe$rpigme$ntasi 

de$ngan me$ningkatkan produksi me$lanin atau me$nye$babkan re$aksi 

fototoksik yang me$mpe$rparah pe$rubahan warna kulit. Se$lain faktor-faktor 

te$rse$but, be$be$rapa pe$nyakit te$rte$ntu, se$pe$rti pe$nyakit Addison, dapat 

me$nye$babkan be$rcak kulit me$nghitam akibat be$rkurangnya aktivitas 

ke$le$njar adre$nal.16 Be$be$rapa gangguan me$tabolik dan autoimun lainnya 

juga dike$tahui dapat me$me$ngaruhi produksi me$lanin. 

Di sisi lain, prose$dur de$rmatologis se$pe$rti te$rapi lase$r dan te$rapi 

cahaya dapat me$nimbulkan e$fe$k samping be$rupa hipe$rpigme$ntasi akibat 

re$aksi inflamasi yang dipicu ole$h prose$dur te$rse$but. De$ngan banyaknya 

faktor  yang  be$rkontribusi  te$rhadap  hipe$rpigme$ntasi,  pe$nde$katan 
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pe$ngobatan yang te$pat harus me$mpe$rtimbangkan pe$nye$bab spe$sifik untuk 

me$ndapatkan hasil yang optimal. 

 

2.2 Melanin 

Me$lanin adalah pigme$n alami yang be$rtanggung jawab atas warna kulit, 

rambut, dan mata. Me$lanin diproduksi dalam me$lanosom, yaitu organe$l yang 

te$rle$tak di dalam me$lanosit di lapisan basal e$pide$rmis. Prose$s pe$mbe$ntukan 

me$lanin dise$but me$lanoge$ne$sis, yang dike$ndalikan ole$h be$rbagai faktor, 

te$rmasuk e$nzim tyrosinase$ dan faktor transkripsi se$pe$rti MITF 

(Microphthalmia-associate$d Transcription Factor).14 

Me$lanin disinte$sis di dalam me$lanosom, yaitu organe$l yang 

be$rhubungan de$ngan lisosom dalam me$lanosit, dan be$rpe$ran dalam 

me$lindungi kulit dari e$fe$k be$rbahaya sinar matahari, obat-obatan be$racun, dan 

bahan kimia. Me$lanin be$rfungsi me$mbantu me$lindungi kulit dari e$fe$k 

be$rbahaya sinar matahari dan bahan kimia. 

Me$lanosom me$ngalami e$mpat tahap pe$rke$mbangan, yaitu :14 

 

• Stadium I : Pre$me$lanosom be$rbe$ntuk bulat de$ngan matriks amorf. 

• Stadium II : Me$lanosom mulai be$rbe$ntuk oval te$tapi be$lum me$ngandung 

me$lanin. 

• Stadium III : Aktivitas tyrosinase$ me$ningkat, dan produksi me$lanin dimulai. 

• Stadium IV : Me$lanosom pe$nuh de$ngan me$lanin dan siap untuk ditransfe$r 

ke$ ke$ratinosit. 
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Gambar 2.2. Lapisan e$pide$rmis dan bioge$ne$sis me$lanosome$ pada me$lanosit 14 

 

 

 

Se$te$lah me$lanin diproduksi dalam me$lanosom di dalam me$lanosit, 

pigme$n ini ke$mudian ditransfe$r ke$ ke$ratinosit me$lalui be$be$rapa me$kanisme$ 

yang masih be$lum se$pe$nuhnya dipahami. Be$rikut be$be$rapa hipote$sis te$ntang 

cara bagaimana me$lanin (butiran pigme$n) be$rpindah dari me$lanosit (se$l 

pe$nghasil pigme$n) ke$ ke$ratinosit (se$l kulit bagian luar) :17 

• Sitofagositosis (Cytophagocytosis) 

 

Prose$s ini te$rjadi ke$tika ujung de$ndrit dari me$lanosit “dimakan” ole$h 

ke$ratinosit. Di dalam ke$ratinosit, bagian ini akan me$mbe$ntuk kantong 

khusus (fagosom) yang ke$mudian me$le$paskan granula me$lanin ke$ 

se$luruh sitoplasma, me$nye$barkan pigme$n di dalam se$l. 

• Fusi Me$mbran Langsung (Dire$ct Me$mbrane$ Fusion) 

Dalam mode$l ini, me$mbran se$l me$lanosit dan ke$ratinosit me$nyatu 

langsung, me$mbe$ntuk se$macam je$mbatan ke$cil (nanotube$) yang 
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me$mungkinkan me$lanosom (kantong be$risi me$lanin) be$rge$rak 

langsung dari satu se$l ke$ se$l lainnya. 

• Ve$sike$l yang Dile$paskan (She$d Ve$sicle$s) 

Me$lanosit me$le$paskan me$lanosom dalam be$ntuk ve$sike$l ke$cil ke$ 

lingkungan se$kitar. Ve$sike$l ini ke$mudian me$ne$mpe$l atau dise$rap ole$h 

ke$ratinosit, me$masukkan pigme$n ke$ dalam se$l kulit. 

• E$ksositosis dan Fagositosis Gabungan (Couple$d E$xo/Phagocytosis) 

Dalam mode$l ini, me$lanin dike$luarkan ke$ luar se$l me$lanosit me$lalui fusi 

me$mbran me$lanosom de$ngan pe$rmukaan se$l. Se$te$lah itu, ke$ratinosit 

akan "me$ne$lan" me$lanin te$rse$but me$lalui prose$s fagositosis, dan 

pigme$n masuk ke$ dalam se$l kulit. 

 

 

Gambar 2.3. Transfe$r me$lanin 18 
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Te$rdapat dua je$nis utama me$lanin yang me$ne$ntukan variasi warna kulit 

dan rambut manusia, yaitu e$ume$lanin yang be$rwarna coke$lat ke$hitaman, 

me$mbe$rikan pe$rlindungan optimal te$rhadap sinar UV. Orang de$ngan kulit 

ge$lap me$miliki le$bih banyak e$ume$lanin yang me$mbantu me$ngurangi risiko 

kanke$r kulit. Se$dangkan phe$ome$lanin yang be$rwarna kuning ke$me$rahan, 

le$bih banyak dite$mukan pada individu be$rambut me$rah atau pirang. 

Phe$ome$lanin kurang e$fe$ktif dalam me$lindungi dari sinar UV dan ce$nde$rung 

me$ningkatkan risiko ke$rusakan akibat radikal be$bas.14 

Me$lanoge$ne$sis adalah prose$s be$rtahap yang me$libatkan be$be$rapa e$nzim 

utama, te$rmasuk tyrosinase$ (TYR), tyrosinase$-re$late$d prote$in 1 (TYRP1), 

dan tyrosinase$-re$late$d prote$in 2 (TYRP2/DCT). Prose$s ini dimulai dari 

hidroksilasi fe$nilalanin me$njadi L-tirosin, yang ke$mudian dikonve$rsi me$njadi 

L-DOPA ole$h tyrosinase$. L-DOPA ke$mudian dioksidasi me$njadi 

DOPAquinone$ (DQ), yang me$rupakan pre$kursor utama dalam produksi 

me$lanin.19 

Se$te$lah pe$mbe$ntukan DOPAquinone$, jalur me$lanoge$ne$sis be$rcabang 

me$njadi dua, yaitu : 19 

• Dalam kondisi tanpa ke$be$radaan siste$in, DOPAquinone$ me$ngalami 

konve$rsi me$njadi e$ume$lanin me$lalui se$rangkaian re$aksi e$nzimatis dan 

non- e$nzimatis. 

• Jika siste$in hadir, DOPAquinone$ akan be$rinte$raksi de$ngan siste$in 

me$mbe$ntuk cyste$inyl-DOPA, yang ke$mudian diubah me$njadi 

phe$ome$lanin. 
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Gambar 2.4. Jalur sinte$sis E$ume$lanin dan Fe$ome$lanin 19 

 

 

 

Re$gulasi me$lanoge$ne$sis me$rupakan prose$s komple$ks yang me$libatkan 

be$rbagai jalur pe$nsinyalan mole$kule$r, faktor transkripsi, se$rta e$nzim yang 

be$rpe$ran dalam produksi dan distribusi me$lanin di dalam kulit. Prose$s ini 

dike$ndalikan ole$h TYR se$bagai e$nzim utama, yang be$ke$rja dalam koordinasi 

de$ngan TYRP1 dan TYRP2/DCT untuk me$ngkatalisasi pe$mbe$ntukan me$lanin 

dari tirosin. Re$gulasi me$lanoge$ne$sis sangat dipe$ngaruhi ole$h faktor e$kste$rnal 

se$pe$rti paparan sinar UV, se$rta faktor inte$rnal se$pe$rti ge$ne$tik, hormon, dan 

siste$m imun. 20 
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Gambar 2.5. Kaskade$ transduksi sinyal me$lanoge$ne$sis 20 

 

 

 

Paparan sinar UV me$nye$babkan produksi ROS (Re$active$ Oxyge$n 

Spe$cie$s) yang me$ngaktivasi p53. Tumor supre$sor prote$in p53 me$ningkatkan 

e$kspre$si proopiome$lanocortin (POMC), yang se$lanjutnya dipe$cah me$njadi α- 

MSH, β-MSH, dan γ-MSH. α -MSH yang be$rasal dari POMC me$nstimulasi 

me$lanocortin 1 re$ce$ptor (MC1R) pada me$lanosit, me$ngaktifkan jalur 

cAMP/PKA, me$ningkatkan MITF dan produksi me$lanin se$bagai re$spons 

pe$rlindungan kulit te$rhadap radiasi UV. 20 

Salah satu re$gulator utama dalam me$lanoge$ne$sis adalah MITF 

(Microphthalmia-associate$d transcription factor), yang me$nge$ndalikan 

e$kspre$si e$nzim-e$nzim kunci dalam sinte$sis me$lanin. MITF adalah faktor 

transkripsi, yang me$miliki struktur basic he$lix-loop-he$lix-le$ucine$ zippe$r 
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(bHLH-LZ) dan be$rpe$ran se$bagai re$gulator utama dalam pe$rke$mbangan 

me$lanosit, ke$langsungan hidup, dan fungsinya. 

Microphthalmia-associate$d transcription factor (MITF) diaktifkan 

me$lalui be$be$rapa jalur pe$nsinyalan, te$rmasuk jalur cAMP-PKA, Wnt/β-

cate$nin, dan MAPK/E$RK. Jalur cAMP-PKA diaktifkan ole$h me$lanocyte$-

stimulating hormone$ (MSH) yang be$rikatan de$ngan re$se$ptor MC1R 

(me$lanocortin 1 re$ce$ptor), prose$s ini me$micu produksi cAMP me$lalui 

aktivasi ade$nylyl cyclase$. Se$lanjutnya cAMP me$ngaktifkan prote$in kinase$ A 

(PKA), yang ke$mudian me$mfosforilasi cAMP re$sponse$ e$le$me$nt binding 

prote$in (CRE$B), se$hingga me$ningkatkan e$kspre$si MITF dan me$nginduksi 

sinte$sis tyrosinase$ se$rta e$nzim lainnya.20 

Faktor-faktor hormonal se$pe$rti e$stroge$n dan proge$ste$ron dapat 

me$ningkatkan e$kspre$si MITF dan e$nzim me$lanoge$ne$sis, yang me$nje$laskan 

bagaimana kondisi se$pe$rti me$lasma le$bih se$ring te$rjadi pada wanita, te$rutama 

se$lama ke$hamilan atau pe$nggunaan kontrase$psi hormonal. 

Se$lain re$gulasi ge$ne$tik dan hormonal, transportasi me$lanosom dari 

me$lanosit ke$ ke$ratinosit juga me$njadi faktor pe$nting dalam distribusi me$lanin 

di kulit. Prote$in se$pe$rti RAB27A, MYO5A, dan SLAC2A be$rpe$ran dalam 

pe$rge$rakan me$lanosom di dalam sitoplasma me$lanosit me$nuju ujung 

de$ndritnya se$be$lum ditransfe$r ke$ ke$ratinosit. Prose$s transfe$r ini me$mastikan 

bahwa me$lanin te$rse$bar se$cara me$rata di lapisan e$pide$rmis, se$hingga 

me$mbe$rikan pe$rlindungan optimal te$rhadap ke$rusakan akibat radiasi UV.20 

Pe$mahaman te$ntang me$kanisme$ re$gulasi me$lanoge$ne$sis ini me$njadi 

dasar dalam pe$nge$mbangan age$n de$pigme$ntasi, yang be$ke$rja de$ngan cara
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me$nghambat e$nzim tyrosinase$, me$ne$kan e$kspre$si MITF, atau me$ngganggu 

transportasi me$lanosom. Se$nyawa se$pe$rti hidrokuinon, arbutin, asam kojic, dan 

niacinamide$ te$lah banyak digunakan dalam te$rapi hipe$rpigme$ntasi kare$na 

ke$mampuannya dalam me$nghambat be$rbagai aspe$k dalam prose$s produksi 

me$lanin. 

De$ngan se$makin be$rke$mbangnya pe$ne$litian te$ntang re$gulasi 

me$lanoge$ne$sis, pe$nde$katan te$rape$utik yang le$bih spe$sifik dan aman dapat 

dike$mbangkan untuk me$ngatasi gangguan pigme$ntasi, baik hipe$rpigme$ntasi 

maupun hipopigme$ntasi . 

 

2.3 Tyrosinase (TYR) 

Tyrosinase$ (TYR) me$rupakan e$nzim kunci dalam jalur biosinte$sis 

me$lanin yang me$me$gang pe$ran pe$nting dalam pe$warnaan kulit, rambut, dan 

mata manusia. E$nzim ini te$rmasuk dalam ke$luarga prote$in tipe$-3 te$mbaga 

(type$-3 coppe$r prote$in), de$ngan dua ion te$mbaga (CuA dan CuB) di pusat 

aktifnya yang masing-masing dikoordinasi ole$h tiga re$sidu histidin.21 

Aktivitas TYR me$ncakup dua re$aksi utama: hidroksilasi L-tirosin 

me$njadi L-DOPA dan oksidasi L-DOPA me$njadi dopaquinone$, yang 

se$lanjutnya akan dikonve$rsi me$njadi me$lanin me$lalui se$rangkaian re$aksi 

e$nzimatik di dalam me$lanosom. Struktur TYR te$rdiri dari domain sinyal, 

domain intrame$lanosomal (de$ngan subdomain kaya siste$in), domain 

transme$mbran, dan e$kor sitoplasmik. 
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Pe$ne$litian me$nunjukkan bahwa mutasi pada TYR, te$rutama di are$a 

situs aktif atau subdomain kaya-siste$in, dapat me$nye$babkan gangguan ge$ne$tik 

se$pe$rti oculocutane$ous albinism (OCA1), suatu kondisi ge$ne$tik re$se$sif yang 

ditandai de$ngan pe$nurunan drastis produksi me$lanin atau tidak ada sama 

se$kali. Se$baliknya, produksi me$lanin yang be$rle$bihan atau distribusi yang 

tidak me$rata dapat me$nye$babkan gangguan pigme$ntasi se$pe$rti me$lasma, 

bintik pe$nuaan, atau hipe$rpigme$ntasi akibat inflamasi.14 

Aktivitas TYR dapat dipe$ngaruhi ole$h be$rbagai faktor, yaitu paparan 

sinar UV me$rangsang aktivitas TYR, yang me$ningkatkan produksi me$lanin 

se$bagai me$kanisme$ pe$rlindungan kulit te$rhadap ke$rusakan akibat radiasi. 

Faktor Me$lanocyte$-Stimulating Hormone$ (MSH), e$stroge$n, dan proge$ste$ron 

dapat me$ningkatkan e$kspre$si TYR, te$rutama pada kondisi se$pe$rti me$lasma. 

Be$be$rapa jalur pe$nsinyalan se$pe$rti cAMP-prote$in kinase$ A (PKA), prote$in 

kinase$ C (PKC), dan faktor pe$rtumbuhan (bFGF, e$ndothe$lin) dapat 

me$ningkatkan e$kspre$si tyrosinase$. 

Kare$na TYR me$rupakan e$nzim pe$ngatur laju dalam me$lanoge$ne$sis, ia 

me$njadi targe$t pe$nting dalam pe$nge$mbangan age$n pe$nce$rah kulit maupun 

te$rapi adjuvan untuk me$lanoma. Pe$mode$lan struktur TYR dan inte$raksinya 

de$ngan inhibitor se$pe$rti kojic acid, arbutin, dan se$nyawa tropolon me$njadi 

fokus utama dalam de$sain te$rapi e$ste$tika be$rbasis mole$kule$r. Be$be$rapa 

inhibitor tyrosinase$ yang umum digunakan me$liputi :14 

• Hidrokuinon : Pe$nghambat TYR yang kuat, te$tapi me$miliki risiko e$fe$k 

samping se$pe$rti iritasi dan okronosis e$ksoge$n. 
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• Arbutin (te$rutama α-arbutin): Turunan hidrokuinon yang le$bih aman 

dan be$ke$rja de$ngan me$nghambat aktivitas TYR. 

• Asam Kojic: Me$nghambat sinte$sis me$lanin de$ngan me$ngke$lasi ion 

te$mbaga dalam situs aktif TYR. 

De$ngan de$mikian, pe$mahaman me$nye$luruh te$rhadap struktur dan 

fungsi TYR sangat pe$nting dalam konte$ks fisiologi normal maupun 

pe$nge$mbangan strate$gi pe$nghambatan hipe$rpigme$ntasi. 

 

 

2.4 Gen p53 

2.4.1 De$finisi 

 

Ge$n p53, dike$nal se$bagai guardian of the$ ge$nome$, me$rupakan faktor 

transkripsi yang sangat pe$nting dalam me$njaga inte$gritas ge$nom. Ge$n p53 

adalah faktor transkripsi yang didistribusikan dalam nukle$us dan sitoplasma, 

me$ngikat se$cara spe$sifik ke$ DNA, dan me$ngatur ke$ragaman ge$n. Ge$n prote$in 

ini me$rupakan faktor transkripsi yang me$ngatur be$rbagai jalur biologis 

pe$nting, se$pe$rti pe$rbaikan DNA, siklus se$l, apoptosis, autofagi, stabilitas 

ge$nom, me$tabolisme$, fe$rroptosis, dan re$spon stre$s se$lule$r lainnya.22 

Dalam kondisi normal, kadar prote$in p53 se$lule$r dijaga pada le$ve$l 

re$ndah ole$h re$gulator ne$gatifnya MDM2/MDMX me$lalui ubiquitinasi dan 

de$gradasi prote$asomal. Ke$tika te$rjadi stre$s se$lule$r se$pe$rti ke$rusakan DNA 

akibat UV, hipoksia, atau stre$s oksidatif, p53 me$njadi aktif dan stabil, lalu
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me$mbe$ntuk te$trame$r dan me$ngikat DNA targe$t untuk me$ngaktifkan atau me$ne$kan 

ge$n te$rte$ntu.22 

2.4.2 Pe$ran p53 dalam Hipe$rpigme$ntasi 

 

Paparan sinar UVB dapat me$nye$babkan ke$rusakan DNA pada se$l kulit, 

yang ke$mudian me$ngaktifkan p53. Aktivasi p53 me$ndorong e$kspre$si POMC 

yang dipe$cah me$njadi α-MSH, yang ke$mudian me$ngaktifkan MC1R di 

me$lanosit. Aktivasi ini me$ningkatkan e$kspre$si MITF, yang me$micu 

transkripsi TYR, e$nzim utama dalam sinte$sis me$lanin. Artinya, p53 

be$rkontribusi langsung te$rhadap pe$ningkatan pigme$ntasi kulit me$lalui jalur 

mole$kule$r, se$bagai be$ntuk re$spons prote$ktif te$rhadap ke$rusakan UV.23 

Ge$n p53 me$miliki dua pe$ran yang saling be$rtolak be$lakang 

te$rgantung pada kondisi aktivasi di dalam se$l. Saat se$l me$ngalami stre$s, 

se$pe$rti ke$rusakan DNA akibat paparan sinar UVB, p53 akan te$raktivasi 

se$cara fungsional. Aktivasi ini me$rangsang jalur pigme$ntasi me$lalui 

pe$ningkatan produksi α-MSH dan e$kspre$si ge$n  TYR,  se$hingga 

me$nye$babkan  pe$ningkatan produksi me$lanin dan munculnya 

hipe$rpigme$ntasi se$bagai me$kanisme$ pe$rlindungan.  

Se$baliknya, jika p53 hanya me$ngalami pe$ningkatan e$kspre$si (ove$r 

e$kspre$si) tanpa aktivasi ole$h stre$s, maka ge$n ini justru dapat me$ne$kan 

e$kspre$si TYR. Artinya, bukan hanya jumlah p53 yang pe$nting, te$tapi juga 

status aktivasi fungsionalnya, yang me$ne$ntukan apakah p53 akan 

me$rangsang atau justru me$ne$kan produksi me$lanin.23 
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Me$mahami pe$ran p53 dalam me$ningkatkan e$kspre$si TYR dan 

me$lanin me$mbuatnya me$njadi targe$t pe$nting dalam strate$gi mole$kule$r untuk: 

• Me$nghambat jalur pigme$ntasi be$rbasis p53 

 

• Me$nge$mbangkan age$n baru se$pe$rti E$xosome$ Hypoxia Me$se$nchymal Ste$m 

Ce$ll (E$H-MSC), antioksidan, dan modulator p53 

• Me$nggabungkan pe$nde$katan ini de$ngan inhibitor TYR se$pe$rti 

niacinamide$ dan alpha arbutin untuk e$fe$k sine$rgis 

 

2.5 Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSC) 

2.5.1 E$xosome$ MSC 

 

E$xosome$ me$rupakan hasil dari me$tabolit ste$m ce$ll yang be$rupa 

ve$sike$l ke$cil be$rukuran se$kitar 50–120 nm, dan dike$luarkan me$lalui prose$s 

e$ksositosis. E$xosome$ me$miliki pe$ran pe$nting dalam komunikasi antar se$l 

me$lalui pe$ngangkutan mole$kul bioaktif se$pe$rti prote$in, asam nukle$at (RNA 

dan DNA), lipid, me $tabolit, mikroRNA yang be$rpe$ran dalam komunikasi 

antar se$l.24 Kare$na e$xosome$ me$nce$rminkan kandungan se$l asalnya, ia dijuluki 

se$bagai “miniatur se$l” yang me$mbawa informasi biologis spe$sifik. 
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Gambar 2.6. Bioge$ne$sis dan komposisi E$xosome$ 25 

 

 

 

Bioge$ne$sis e$xosome$ te$rjadi me$lalui jalur e$ndosomal, dimulai dari 

prose$s e$ndositosis yang me$mbe$ntuk e$arly sorting e$ndosome$, diikuti de$ngan 

pe$nggabungan muatan dari komple$ks Golgi pada tahap late$ e$ndosome$, 

hingga te$rbe$ntuknya multive$sicular bodie$s (MVBs) yang akhirnya dile$paskan 

ke$ lingkungan e$kstrase$lule$r me$lalui me$kanisme$ e$ksositosis. E$xosome$ ini 

dapat dike$nali be$rdasarkan pe$nanda pe$rmukaan te$rte$ntu se$pe$rti CD63, CD81, 

dan CD9.25 

E$xosome$ dari se$l punca (ste$m ce$ll-de$rive$d e$xosome$s) kini me$njadi 

pe$rhatian dalam bidang te$rapi re$ge$ne$ratif kare$na me$miliki e$fe$k se$rupa 

de$ngan se$l punca itu se$ndiri, namun tanpa risiko tumorige$nik, imunoge$nik, 

atau pe$rmasalahan e$tis yang biasanya me $nye$rtai te$rapi se$l punca langsung. 
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E$xosome$ te$lah te$rbukti mampu me$modulasi be$rbagai jalur 

pe$nsinyalan pe $nting dalam prose$s pe$nye$mbuhan dan re$ge$ne$rasi, se$pe$rti 

PTE$N/PI3K/Akt/mTOR, NF-κB, TGF-β, HIF-1α, Wnt/β-cate$nin, MAPK, 

JAK/STAT, Hippo, dan Notch. Jalur-jalur ini te$rlibat dalam be$rbagai 

me$kanisme$ biologis se$pe$rti prolife$rasi, anti-inflamasi, angioge$ne$sis, re$spon 

te$rhadap stre$s oksidatif, se$rta dife$re$nsiasi dan migrasi se$l. Ole$h kare$na itu, 

e$xosome$ be$rpote$nsi be$sar dite$rapkan dalam te$rapi be$rbagai pe$nyakit 

de$ge$ne$ratif se$pe$rti oste$oartritis, stroke$ iske$mik, luka kronis, pe$nyakit jantung 

iske$mik, hingga fibrosis hati dan kulit. 25 

Ke$mampuan e$xosome$ dalam me$mbawa muatan fungsional yang 

stabil, se$rta ke$amanannya untuk pe$nggunaan klinis, me$njadikannya se$bagai 

kandidat kuat dalam pe$nge$mbangan te$rapi be$rbasis se$l be$bas (ce$ll- fre$e$ 

the$rapy). Dalam dunia me$dis e$ste$tika, e$xosome$ dianggap se$bagai te$rapi se$l 

be$bas yang re$volusione$r kare$na mampu me$niru e$fe$k te$rape$utik dari se$l 

induknya, namun tanpa risiko imunoge$nik atau tumorige$nik. 

E$xosome$ me$miliki struktur me$mbran lipid bilaye$r yang me$lindungi 

kandungan inte$rnalnya dari de$gradasi. Kompone$n utama e$xosome$ me$liputi 

prote$in sitoplasmik se$pe$rti RAB prote$in yang me$mbantu fusi e$ksosom de$ngan 

se$l targe$t, te$traspanin (CD63, CD81, CD9) yang be$rpe$ran dalam transportasi 

e$xosome$, he$at shock prote$in (HSP60, HSP70, HSP90) yang me $mbantu 

stabilitas e$xosome$ dan miRNA se$rta mRNA yang dapat me $modulasi e$kspre$si 

ge$n di se$l pe$ne$rima.26 

E$xosome$ be$rpe$ran multifase$t dalam re$gulasi pigme$ntasi kulit, baik 

se$cara langsung maupun tidak langsung. Salah satu me $kanisme$ utamanya 
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adalah me$lalui pe$nghambatan jalur me$lanoge$ne$sis. Kandungan mikroRNA 

se$pe$rti miR-145 dan miR-330-5p se$rta faktor pe$rtumbuhan se$pe$rti TGF-

β dalam e$xosome$ dapat me$ne$kan e$kspre$si MITF, yang me$rupakan faktor 

transkripsi utama dalam sinte$sis me$lanin.27 

Se$lain itu, e$xosome$ juga mampu me$nurunkan aktivitas e$nzim TYR, 

e$nzim kunci dalam pe$mbe$ntukan me$lanin dan me$nghambat transfe$r 

me$lanosom dari me$lanosit ke$ ke$ratinosit. E$xosome$ juga me$miliki e$fe$k 

antioksidan kuat, de$ngan me$mbawa e$nzim se$pe$rti Supe$r Oxide$ Dismutase$ 

(SOD) dan Glutathione$ Pe$roxidase$ (GPx) yang be$ke$rja me$nghambat stre$s 

oksidatif akibat paparan sinar UV, me$ngurangi oksidasi tirosin, dan me$ne$kan 

produksi me$lanin be$rle$bih.27 

E$fe$k sine$rgis dari aktivitas mole$kule$r ini me$njadikan e$xosome$ 

se$bagai kandidat pote$nsial dalam te$rapi re$ge$ne$ratif dan kosme$tik mole$kule$r 

untuk pe$nanganan hipe$rpigme$ntasi se$cara le $bih fisiologis dan be$rke$lanjutan. 

Pe$ran e$xosome$ dalam e$ste$tika me$dis, te$rutama pada hipe$rpigme$ntasi yaitu 

dari be$be$rapa pe$ne$litian me$nunjukkan bahwa e$xosome$ dapat me$ngurangi 

produksi me$lanin me$lalui me$kanisme$ be$rikut : 26 

• E$xosome$ dari se$l punca amnion manusia (hAMSCs-E$xos) me$ngandung 

miR-181a-5p dan miR-199a, yang me$nghambat e$kspre$si MITF, faktor 

utama dalam me$lanoge$ne$sis. 

• E$xosome$ dari tali pusat manusia me$nghambat sinte $sis me$lanin me$lalui 

aktivasi jalur E$RK, yang me$mpe$rce$pat de$gradasi MITF. 

• E$xosome$ susu yang me$ngandung miR-2478 dapat me$narge$tkan ge$n 

Rap1a me$lalui jalur Akt-GSK3β, se$hingga me$ne$kan produksi me$lanin. 
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2.5.2 E$xosome$ Hypoxia Me$se$nchymal Ste$m Ce$ll (E$H-MSCs) 

 

Pada MSC, kondisi hipoksia dapat me$ngaktifkan aktivitas 

imunomodulasi re$gulasi, me$tabolisme$, pe$rtumbuhan dan dife$re$nsiasi se$l. 

Hipoksia me$rupakan kondisi dimana tidak te$rdapat pasokan oksige$n ke$ 

jaringan, dampak ne$gatif dari be$rbagai tipe$ se$l yang te$rpapar hipoksia yang 

be$rke$panjangan dapat me$nye$babkan apopotosis se$l. Se$jumlah pe$ne$litian 

me$nunjukkan bahwa lingkungan hipoksia dapat me$ngakibatkan adhe$si, 

prolife$rasi, dan pe$mbaharuan dari MSCs. Lingkungan hipoksia 

me$nye$babkan sinte$sis mole$kul Hypoxic Induce$ Factor (HIF), yang 

me$mbantu MSCs me$mproduksi le$bih banyak sitokin. 

 

2.5.3 Me$tode$ Isolasi E$xosome$ MSC 

 

Untuk me$ndapatkan e$xosome$ yang be$rkualitas tinggi, prose$s isolasi 

yang te$pat sangat krusial. Dalam studi, e$xosome$ diisolasi dari me$dia kultur 

se$l le$mak manusia (adipose$-de$rive$d MSCs) me$nggunakan dua pe$nde$katan 

utama: me$tode$ ultrase$ntrifugasi dife$re$nsial dan me$tode$ pre$sipitasi be$rbasis 

kit kome$rsial.28 

Me$tode$ ultrase$ntrifugasi me$libatkan be$be$rapa tahap pe$misahan 

be$rdasarkan ukuran dan de$nsitas partike$l, dimulai dari ke$ce$patan re$ndah 

untuk me$nghilangkan se$l dan de$bris, hingga 100.000×g untuk 

me$misahkan e$xosome$. Se$me$ntara itu, me$tode$ pre$sipitasi me$nggunakan 

larutan khusus yang dapat me$nge$ndapkan e$xosome$ hanya de$ngan 

se$ntrifugasi ringan dan waktu inkubasi se$malam, tanpa me$me$rlukan alat 

canggih. 
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Pe$ne$litian ini me$nunjukkan bahwa me$tode$ pre$sipitasi tanpa 

se$ntrifugasi tambahan me$nghasilkan e$xosome$ de$ngan ke$murnian dan 

kuantitas te$rtinggi, dise$rtai inte$gritas me$mbran yang le$bih baik. E$xosome$ 

yang dihasilkan juga dikonfirmasi de$ngan Transmission E$le$ctron 

Microscopy (TE$M), flow cytome$try untuk pe$nanda pe$rmukaan se$pe$rti CD9 

dan CD63, se$rta uji kandungan prote$in me$nggunakan BCA assay. Hasil ini 

me$nggarisbawahi pe$ntingnya me$milih me$tode$ isolasi yang e$fisie$n agar 

e$xosome$ yang dipe$role$h dapat digunakan se$cara optimal dalam aplikasi 

te$rapi re$ge$ne$ratif dan e$ste$tika, te$rmasuk untuk pe$rbaikan jaringan kulit dan 

pe$nanganan hipe$rpigme$ntasi.29 

Isolasi e$xosome$ dari me$se$nchymal ste$m ce$ll (MSC) adalah prose$s 

pe$nting untuk me$mpe$lajari fungsi dan aplikasi te$rapinya. Be$be$rapa me$tode$ 

isolasi te$lah dike$mbangkan untuk me$mastikan ke$murnian dan inte$gritas 

e$xosome$ yang diisolasi. Be$rikut adalah be$be$rapa me$tode$ yang umum 

digunakan pe$rtama Ultrase$ntrifugasi Dife$re$nsial, yang paling umum 

digunakan untuk isolasi e$xosome$. 

Prose$s ini me$libatkan be$be$rapa tahap se$ntrifugasi pada ke$ce$patan 

yang be$rbe$da untuk me$nghilangkan se$l, de$bris se$lule$r, dan partike$l- 

partike$l yang le$bih be$sar. Pe$rtama, me$dium kultur dise$ntrifugasi pada 

ke$ce$patan re$ndah untuk me$nghilangkan se$l-se$l dan de$bris be$sar. 

Supe$rnatan ke$mudian dise$ntrifugasi pada ke$ce$patan le$bih tinggi untuk 

me$nge$ndapkan mikrove$sike$l dan partike$l yang le$bih be$sar dari e$xosome$. 

Akhirnya, supe$rnatan dise$ntrifugasi pada ke$ce$patan sangat tinggi 

(100,000-120,000 x g) untuk me$nge$ndapkan e$xosome$. Pe$lle$t e$xosome$ 
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ke$mudian dicuci dan dise$ntrifugasi ulang untuk me$ningkatkan 

ke$murnian.28 

Ke$dua, Ultrafiltrasi me$tode$ ini me$nggunakan me$mbran filte$r de$ngan 

ukuran pori te$rte$ntu untuk me$misahkan e$xosome$ be$rdasarkan ukuran. 

Me$dium kultur difiltrasi me$lalui me$mbran untuk me$nghilangkan partike$l 

yang le$bih be$sar dan mole$kul ke$cil, se$me$ntara e$xosome$ te$rtahan di 

me$mbran. Ultrafiltrasi se$ring digunakan se$bagai langkah tambahan se$te$lah 

ultrase$ntrifugasi untuk me$ningkatkan ke$murnian e$xosome$.28 

Ke$tiga, Kromatografi Afinitas me$tode$ ini me$manfaatkan inte$raksi 

spe$sifik antara mole$kul di pe$rmukaan e$xosome$ de$ngan ligan yang te$rikat 

pada matriks kromatografi. Antibodi yang spe$sifik te$rhadap marke$r 

pe$rmukaan e$xosome$ se$pe$rti CD63, CD81, dan CD9 se$ring digunakan. 

Me$dium kultur dile$watkan me$lalui kolom yang me$ngandung ligan ini, 

se$hingga e$xosome$ yang me$ngandung marke$r pe$rmukaan yang se$suai akan 

te$rpe$rangkap dan ke$mudian die$lusi.30 

Ke$e$mpat, Pre$sipitasi Polime$r me$tode$ ini me$libatkan pe$nggunaan 

polime$r, se$pe$rti polye$thyle$ne$ glycol (PE$G), yang me$nginduksi pre$sipitasi 

e$xosome$ dari me$dium kultur. Polime$r ini ditambahkan ke$ me$dium kultur 

dan diinkubasi, ke$mudian campuran dise$ntrifugasi pada ke$ce$patan re$ndah 

untuk me$nge$ndapkan e$xosome$. Me$tode$ ini re$latif ce$pat dan se$de$rhana, 

namun bisa me$nghasilkan e$xosome$ de$ngan ke$murnian yang le$bih re$ndah 

dibandingkan me$tode$ lain.9 

Ke$lima, Isolasi Be$rdasarkan De$nsitas me$tode$ ini me$libatkan 

pe$nggunaan gradie$n de$nsitas, se$pe$rti gradie$n sucrose$ atau iodixanol, 
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untuk me$misahkan e$xosome$ be$rdasarkan de$nsitas me$re$ka. Me$dium kultur 

dite$mpatkan pada gradie$n de$nsitas dan dise$ntrifugasi pada ke$ce$patan 

tinggi. E$xosome$ akan te$rpisah pada lapisan yang se$suai de$ngan de$nsitas 

me$re$ka, yang ke$mudian dapat diambil se$cara te$rpisah.9 

E$xosome$ adalah inovasi yang me$njanjikan dalam e$ste$tika me$dis 

kare$na ke$mampuannya me$mpe$rbaiki jaringan, me$nghambat pe$nuaan dan 

me$ngurangi hipe$rpigme$ntasi. De$ngan biokompatibilitas tinggi, 

imunoge$nisitas re$ndah, pe$ne$trasi jaringan baik, e$xosome$ dapat me$njadi 

alte$rnatif yang le$bih aman dan e$fe$ktif dibandingkan te$rapi konve$nsional. 

 

2.6 Arbutin 

Arbutin adalah age$n pe$nce$rah kulit alami yang dite$mukan pada be$rbagai 

spe$sie$s tanaman dari be$be$rapa famili, se$pe$rti marjoram, cranbe$rry, blue$be$rry, 

dan be$be$rapa je$nis pir.3 Arbutin me$miliki dua be$ntuk isome$r, yaitu α-arbutin 

(4- hydroxyphe$nyl-α-D-glucopyranoside$) dan β-arbutin (4-hydroxyphe$nyl-β- 

D-glucopyranoside$). Ke$dua be$ntuk ini me$miliki struktur kimia yang sama, 

namun konfigurasi rotasinya be$rbe$da.31 β-arbutin umumnya die$kstrak dari 

daun be$rbagai tanaman dan kulit buah, se$me$ntara α-arbutin tidak dite$mukan 

se$cara alami, me$lainkan dapat dibiosinte$sis me$lalui e$nzim mikroba atau 

mikroorganisme$. 

Me$nariknya, α-arbutin jauh le$bih e$fe$ktif dalam me$nghambat aktivitas 

e$nzim tyrosinase$ dibandingkan arbutin alami. Di situs aktif TYR, ikatan 

glukosida α me$nunjukkan afinitas yang le$bih tinggi dibandingkan de$ngan 

ikatan glukosida β.32  
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Saat ini banyak produk pe$rawatan kulit yang me$nggunakan α-arbutin 

kare$na le$bih stabil dan e$fe$ktif untuk me$nce$rahkan kulit. Kare$na struktur 

mole$kulnya, α-arbutin be$ke$rja mirip de$ngan hidrokuinon, te$tapi de$ngan e$fe$k 

samping yang jauh le$bih ringan. Ia tidak me$nye$babkan iritasi be$rat atau 

toksisitas pada se$l me$lanosit, dan tidak me$nimbulkan e$ksoge$n okronosis 

(pe$ngge$lapan kulit jangka panjang yang bisa te$rjadi akibat pe$nggunaan 

hidrokuinon). 

Se$lain itu, α-arbutin ce$nde$rung tidak me$nye$babkan iritasi atau re$aksi 

ale$rgi, se$hingga le$bih aman dan le$bih nyaman digunakan untuk be$rbagai je$nis 

kulit, te$rmasuk kulit se$nsitif. Bahan ini me$mbantu me$lindungi kulit dari 

hipe$rpigme$ntasi akibat sinar matahari dan radikal be$bas, tanpa me$mbuat kulit 

jadi le$bih se$nsitif te$rhadap sinar matahari. 

De$ngan kata lain, α-arbutin me$nce$rahkan warna kulit de$ngan 

me$nyamarkan noda ge$lap yang muncul akibat pe$radangan atau stre$s 

lingkungan. Me$nariknya lagi, α-arbutin juga me$mbantu me$ngatasi e$fe$k glikasi 

yaitu prose$s yang dise$babkan ole$h ke$le$bihan gula di kulit yang bisa 

me$nye$babkan kulit me$nguning dan ke$hilangan e$lastisitas.7 

Be$rbe$da dari bahan pe$nce$rah kulit lain yang me$nghe$ntikan produksi 

e$nzim, arbutin be$ke$rja de$ngan cara me$nghambat aktivitas e$nzim TYR di 

dalam me$lanosom, se$rta me$ne$kan aktivitas e$nzim lain yang be$rpe$ran dalam 

pe$mbe$ntukan me$lanin, tanpa me$rusak se$l kulit. Pada kondisi hipe$rpigme$ntasi 

kulit, di mana me$lanosit te$rlalu aktif, arbutin dapat digunakan se$bagai krim 

topikal yang e$fe$ktif untuk me$ngurangi noda ge$lap di kulit. 

Bahkan, dalam se$buah uji klinis se$lama 12 minggu, pe$nggunaan 
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de$oksiarbutin se$cara topikal te$rbukti me$mbantu me$ngurangi bintik hitam 

akibat paparan sinar matahari (solar le$ntigine$s), baik pada orang de$ngan kulit 

te$rang maupun ge$lap. Suatu studi me$nunjukkan bahwa arbutin dapat 

me$ngurangi aktivitas TYR se$cara be$rgantung pada dosis dalam me$lanosit 

manusia pada konse$ntrasi antara 0,1 hingga 1,0 mM tanpa me$nye$babkan 

pe$nurunan viabilitas se$l yang signifikan. Se$lain itu, e$fe$k pe$nghambatan 

arbutin te$rhadap sinte$sis me$lanin dalam se$l le$bih kuat dibandingkan asam 

kojic atau asam L-askorbat pada konse$ntrasi te$tap (0,5 mM).33 

Arbutin juga te$rbukti me$nghambat produksi me$lanin dalam se$l B16 yang 

distimulasi ole$h α-MSH se$rta me$niadakan e$fe$k hipe$rpigme$ntasi akibat α- 

MSH pada kulit marmut coklat dan e$ksplan kulit manusia dalam e$kspe$rime$n 

kultur organ.33 

 

 

Gambar 2.7. Me$kanisme$ ke$rja alpha arbutin se$bagai pe$nce$rah kulit34 

 

 

 

2.7 Niacinamide 

Niacinamide$ adalah be$ntuk aktif se$cara biologis dari niacin (juga dike$nal 

se$bagai nikotinamida atau vitamin B3) yang banyak dite$mukan pada umbi- 

umbian dan ragi. Se$nyawa ini me$rupakan pre$kursor dari NADH dan NADPH, 
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yaitu dua koe$nzim pe$nting yang be$rpe$ran dalam be$rbagai re$aksi e$nzimatik di 

dalam se$l.3, 35 

Pe$ran pe$nting niacinamide$ dalam aktivitas se$l inilah yang me$njadi dasar 

manfaatnya dalam be$rbagai produk kosme$tik. Pe$ne$litian me$nunjukkan bahwa 

aplikasi niacinamide$ pada kultur gabungan me$lanosit dan ke$ratinosit manusia 

dapat me$nghambat pe$rpindahan me$lanosom (butiran pe$mbawa me$lanin) dari 

me$lanosit ke$ ke$ratinosit. De$ngan kata lain, niacinamide$ me$nce$gah pigme$n 

me$lanin me$nye$bar ke$ pe$rmukaan kulit, se$hingga me$mbantu me$nce$rahkan 

kulit se$cara be$rtahap.3 

Niacinamide$ tidak se$cara langsung me$nghambat aktivitas TYR atau 

produksi me$lanin dalam me$lanosit. E$fe$k utama niacinamide$ dalam 

me$nce$rahkan kulit te$rjadi me$lalui pe$nghambatan transfe$r me$lanosom dari 

me$lanosit ke$ ke$ratinosit, yang me$ngurangi distribusi me$lanin di e$pide$rmis.8 

 

 
 

 

Gambar 2.8. Me$kanisme$ ke$rja niacinamide$ 35 
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Dalam uji klinis, pe$nggunaan krim topikal yang me$ngandung 

niacinamide$ se$lama 4 minggu te$rbukti me$ngurangi be$rcak hipe$rpigme$ntasi 

dan me$ningkatkan ke$ce$rahan kulit, jika dibandingkan de$ngan ke$lompok 

kontrol. Tak hanya itu, pe$ne$litian lain me$ne$mukan bahwa niacinamide$ 

me$mbe$rikan pe$rbaikan signifikan pada garis halus/ke$rutan, te$kstur kulit, 

bintik hipe$rpigme$ntasi, dan ke$me$rahan. Se$nyawa ini juga sangat ditole$ransi 

de$ngan baik ole$h kulit, dan dapat me$mbantu me$ngurangi warna ke$kuningan 

kulit (sallowne$ss) se$hingga tampak le$bih se$gar dan se$hat. 

E$fe$ktivitas dalam studi in vitro, niacinamide $ me$nunjukkan 

pe$nghambatan transfe$r me$lanosom se$be$sar 35–68% dalam mode$l kultur 

be$rsama me$lanosit dan ke$ratinosit.29 Se$lain itu, be$rbagai studi klinis juga 

me$ngamati adanya pe$nurunan hipe$rpigme$ntasi yang signifikan se$rta 

pe$ningkatan ke$ce$rahan kulit se$te$lah pe$nggunaan niacinamide$ dibandingkan 

de$ngan kontrol. 

Dalam se$buah studi acak double$-blind pada 18 wanita de$ngan 

hipe$rpigme$ntasi (le$ntigo se$nilis, me$lasma, atau fre$ckle$s), pe$nggunaan 

pe$le$mbap de$ngan 5% niacinamide$ se$cara signifikan le$bih e$fe$ktif 

dibandingkan de$ngan kontrol dalam me$ngurangi hipe$rpigme$ntasi dan 

me$ningkatkan ke$ce$rahan kulit se$te$lah 4 minggu pe$nggunaan.29 

Studi te$rbaru yang be$rlangsung se$lama 10 minggu pada le$bih dari 200 

wanita India de$ngan hipe$rpigme$ntasi e$pide$rmal pada wajah me$nunjukkan 

bahwa lotion yang me$ngandung niacinamide$, panthe$nol, dan tocophe$ryl 

ace$tate$ me$mbe$rikan pe$rbaikan yang le$bih baik pada hipe$rpigme$ntasi dan 

me$ratakan warna kulit dibandingkan de$ngan lotion kontrol.36 
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Niacinamide$ dianggap se$bagai age$n pe$nce$rah kulit yang e$fe$ktif de$ngan 

me$kanisme$ unik, yaitu me$lalui pe$nghambatan transfe$r me$lanosom. Be$rbe$da 

de$ngan age$n pe$nce$rah lainnya se$pe$rti hidrokuinon atau asam kojic, niacinamide$ 

me$miliki ke$amanan yang le$bih baik dan tidak me$nye$babkan e$fe$k samping 

se$pe$rti iritasi atau se$nsitivitas tinggi pada kulit.29 
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BAB III 

 

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS 

 

 
3.1. Kerangka Teori 

Paparan sinar UVB me$rupakan salah satu pe$nce$tus utama te$rjadinya 

hipe$rpigme$ntasi kulit. UVB me$micu pe$ningkatan produksi Re$active$ Oxyge$n 

Spe$cie$s (ROS), yaitu mole$kul re$aktif yang me$nimbulkan stre$s oksidatif 

pada se$l kulit. Pe$ningkatan kadar ROS ini ke$mudian me$ngaktivasi e$kspre$si 

ge$n p53, prote$in pe$nting yang be$rtugas se$bagai “pe$njaga ge$nom” namun 

juga me$miliki pe$ran dalam aktivasi jalur pigme$ntasi me$lalui stimulasi 

siste$m sinyal cAMP.  

E$kspre$si p53 akan me$ningkatkan aktivitas ade$nylate$ cyclase$, yang 

me$ningkatkan kadar cAMP (cyclic AMP) di dalam se$l. Pe$ningkatan cAMP 

me$ngaktifkan PKA (Prote$in Kinase$ A), yang me$rupakan e$nzim pe$nting 

dalam fosforilasi prote$in targe$t. Aktivasi PKA ke$mudian me$nstimulasi 

e$kspre$si Microphthalmia-associate$d Transcription Factor (MITF), yang 

me$rupakan faktor transkripsi utama pe$ngatur e$kspre$si e$nzim me$lanoge$nik 

se$pe$rti Tyrosinase$ (TYR).  

E$kspre$si TYR akan me$ndorong sinte$sis me$lanin, yaitu pigme$n 

utama pe$ne$ntu warna kulit. Me$lanin ke$mudian disinte$sis di dalam 

me$lanosom dan ditransfe$r ke$ ke$ratinosit, me$nghasilkan pe$rubahan warna 

kulit yang tampak se$bagai hipe$rpigme$ntasi. 

Kombinasi E$H-MSCs, alpha arbutin, dan niacinamide$ be$rpote$nsi 

me$mpe$ngaruhi e$kspre$si ge$n p53 dan TYR yang be$rpe$ran pe$nting dalam 
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re$gulasi siklus se$l dan produksi me$lanin. E$H-MSCs adalah e$xosome$ yang 

be$rasal dari MSCs yang dikondisikan dalam kondisi hipoksia me$ngandung 

be$rbagai mole$kul bioaktif, te$rmasuk microRNA (miRNA), prote$in, dan 

faktor pe$rtumbuhan. Pe$ran miRNA yang me$ngatur e$kspre$si ge$n-ge$n 

yang te$rlibat dalam jalur me$lanoge$ne$sis, baik de$ngan me$ne$kan e$kspre$si 

MITF (miR-145) maupun TYR (miR-330-5p), atau justru me$mpe$rkuatnya 

te$rgantung je$nis microRNA yang te$rlibat. 

Alpha arbutin dike$nal se$bagai inhibitor kompe$titif e$nzim 

tyrosinase$, yang me$rupakan e$nzim kunci dalam biosinte$sis me$lanin. 

De$ngan me$nghambat aktivitas tyrosinase$, alpha arbutin e$fe$ktif dalam 

me$ngurangi produksi me$lanin dan hipe$rpigme$ntasi. 

Niacinamide$, atau vitamin B3, me$miliki e$fe$k dalam me$nghambat 

transfe$r me$lanosom dari me$lanosit ke$ ke$ratinosit, se$hingga me$ngurangi 

distribusi me$lanin di e$pide$rmis. Be$be$rapa studi me$nunjukkan bahwa 

niacinamide$ dapat me$mpe$ngaruhi jalur sinyal yang be$rhubungan de$ngan 

stre$s oksidatif dan dapat me$modulasi aktivitas prote$in se$pe$rti p53, 

me$skipun me$kanisme$ pastinya masih dalam pe$ne$litian. 
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Gambar 3.1. Ke$rangka Te$ori 
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3.2. Kerangka Konsep 

 

 

 

Gambar 3.2. Ke$rangka Konse$p 

 

 

 

3.3. Hipotesis 

Te$rdapat pe$ngaruh pe$mbe$rian kombinasi E$xosome$ Hypoxia 

Me$se$nchymal Ste$m Ce$ll (E$H-MSCs) 200 µl, alpha arbutin 5% dan 

niacinamide$ 4% te$rhadap e$kspre$si ge$n p53 dan e$kspre$si Tyrosinase$ (TYR) 

pada me$ncit C57BL/6 mode$l hipe$rpigme$ntasi yang diinduksi Sinar UVB.  
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian 

 

Pe$ne$litian me$rupakan post te$st only control group de$ngan me$tode$ 

rancang acak le$ngkap de$ngan lima kali ulangan pe$r pe$rlakuan. Obje$k 

pe$ne$litian adalah me$ncit jantan galur C57BL/6 de$ngan bobot badan 20-25 

gram. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1. Alur Rancangan Pe$ne$litian 

 

 

 

Ke$te$rangan : 

S : Sampe$l 

A : Aklimatisasi 

R : Randomisasi 

I : Induksi UVB 

V : Validasi 
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K1 : Me$ncit se$hat tanpa paparan UVB. 

K2 : Kontrol Ne$gatif (Me$ncit de$ngan paparan UVB dibe$ri NaCl 0,9%) 

 

K3 : Kontrol Positif (Me$ncit te$rpapar UVB dibe$ri alpha arbutin 5% dan niacinamide$ 4% 

masing-masing se$banyak 0,3 gram) 

K4 : Pe$rlakuan 1 (Me$ncit de$ngan paparan UVB dan pe$rlakuan inje$ksi e$xosome$ 

 

200µl) 

 

K5 : Pe$rlakuan 2 (Me$ncit de$ngan paparan UVB dan pe$rlakuan topikal alpha arbutin 5%, 

niacinamide$ 4% masing-masing se$banyak 0,3 gram dan pe$rlakuan inje$ksi e$xosome$ 

200 µl) 

 

 

O1K1 : Obse$rvasi e$kspre$si ge$n p53 dan TYR ke$lompok K1 

O2K2 : Obse$rvasi e$kspre$si ge$n p53 dan TYR ke$lompok K2 

O3K3 : Obse$rvasi e$kspre$si ge$n p53 dan TYR ke$lompok K3 

O4K4 : Obse$rvasi e$kspre$si ge$n p53 dan TYR ke$lompok K4 

O5K5 : Obse$rvasi e$kspre$si ge$n p53 dan TYR ke$lompok K5 

 

 

4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional 

4.2.1. Variabe$l Pe$ne$litian 

 

4.2.1.1. Variabe$l Be$bas 

 

Inje$ksi e$xosome$ 200 µl dan topikal alpha arbutin 5% de$ngan 

niacinamide$ 4% masing-masing se$banyak 0,3 gram 

4.2.1.2. Variabe$l Te$rikat 

 

E$kspre$si ge$n p53 dan TYR 
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4.2.2. De$finisi Ope$rasional 

4.2.2.1. E$H-MSC 

E$xosome$ adalah ve$sike$l ke$cil yang me$ngandung mate$ri ge$ne$tik dan prote$in,  

yang dile$paskan ole$h se$l dan be$rfungsi se$bagai pe$rantara komunikasi antar 

se$l. Inje$ksi e$xosome$ te$rbagi dalam be$be$rapa ke$lompok yaitu Ke$lompok 4 

(me$ncit de$ngan paparan UVB dan pe$mbe$rian inje$ksi e$xosome$ 200 µl) dan 

Ke$lompok 5 (me$ncit de$ngan paparan UVB dan pe$mbe$rian topikal alpha 

arbutin 5% , niacinamide$ 4% masing-masing se$banyak 0,3 gram dan 

pe$rlakuan inje$ksi e$xosome$ 200 µl. 

Skala : Rasio 

4.2.2.2. E$kspre$si ge$n p53 

E$kspre$si ge$n p53 me$rujuk pada tingkat ke$be$radaan prote$in p53 

yang dihasilkan ole$h se$l se$bagai re$spons te$rhadap stre$s oksidatif atau 

ke$rusakan DNA, khususnya yang diinduksi ole $h paparan sinar UVB. Ge$n 

p53 dianalisis me$nggunakan qRT-PCR. 

Skala: rasio 

4.2.2.3. E$kspre$si TYR 

E$kspre$si TYR adalah konse$ntrasi yang diproduksi ole$h jaringan 

kulit pada sampe$l pe$ne$litian. TYR dianalisis me$nggunakan qRT-PCR. 

Skala: rasio 

4.2.2.4. Alpha Arbutin dan Niacinamide$ 

Alpha arbutin dan niacinamide$ adalah te$rapi gold standar be$rupa 

se$diaan topikal te$rbagi dalam be$be$rapa ke$lompok yaitu kontrol positif 

(me$ncit de$ngan paparan UVB dan pe$rlakuan topikal alpha arbutin 5% dan 
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niacinamide$ 4% masing-masing se$banyak 0,3 gram) dan pe$rlakuan 2 

(me$ncit de$ngan paparan UVB dan pe$rlakuan topikal alpha arbutin 5%, 

niacinamide$ 4% masing- masing se $banyak 0,3 gram dan pe$rlakuan 

inje$ksi e$xosome$ 200µl). Skala: rasio 

 

4.3. Subjek Penelitian dan Sampel Penelitian 

 

4.3.1 Subje$k Pe$ne$litian 

 

Subje$k pada pe$ne$litian ini adalah me$ncit jantan galur C57BL/6 

be$rusia 2-3 bulan de$ngan bobot badan 20-25 gram yang dinyatakan se$hat 

dan layak digunakan untuk pe$ne$litian ole$h Animal Mode$l Re$se$arch Ce$nte$r 

SCCR Indone$sia. 

4.3.2 Sampe$l Pe$ne$litian 

 

Sampe$l pe$ne$litian ini adalah me$ncit C57BL/6 yang dibe$ri paparan 

UVB 180mj/cm2. 

4.3.1.1. Krite$ria Inklusi 

 

Krite$ria inklusi yang dite$rapkan dalam pe$ne$litian ini antara lain 

se$bagai be$rikut: 

a. Me$ncit jantan galur C57BL/6 

b. Umur 2-3 bulan 

 

c. Be$rat badan 20-25 gram 

 

d. Tidak me$miliki luka, ke$lainan kulit, atau pe$nyakit siste$mik 

 

 

4.3.1.2. Krite$ria E$ksklusi 

Me$ncit jantan galur C57BL/6 de$ngan krite$ria: 
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a. Kondisi sakit, infe$ksi, stre$ss be$rat se$lama masa adaptasi 

b. Pe$rubahan pe$rilaku 

c. Pe$rubahan be$rat badan > 20% 

4.3.1.3. Krite$ria Drop Out 

Me$ncit yang masuk krite$ria drop out pada pe$ne$itian ini adalah me$ncit 

mati atau infe$ksi se$lama pe$ne$litian. 

4.3.3 Cara Pe$ngambilan Sampe$l Pe$ne$litian 

 

Pe$ngambilan sampe$l pada pe$ne$litian ini de$ngan me$nggunakan cara 

Randomize$d Sampling. Me$ncit jantan galur C57BL/6 dibagi me$njadi 5 

ke$lompok yaitu ke$lompok 1 me$ncit se$hat tanpa paparan UVB, ke$lompok 

2 kontrol ne$gatif me$ncit de$ngan de$ngan paparan UVB, ke$lompok 3 

pe$rlakuan me$ncit de$ngan paparan UVB dan pe$rlakuan topikal alpha 

arbutin 5% de$ngan niacinamide$ 4% masing-masing se$banyak 0,3 gram, 

ke$lompok 4 pe$rlakuan me$ncit de$ngan paparan UVB dan pe$rlakuan inje$ksi 

E$H-MSCs 200µl, ke$lompok 5 pe$rlakuan me$ncit de$ngan paparan UVB dan 

pe$rlakuan topikal alpha arbutin 5% de$ngan niacinamide$ 4% masing-masing 

se$banyak 0,3 gram dan pe$rlakuan inje$ksi E$H-MSCs 200µl. 

4.3.4 Be$sar Sampe$l 

 

Jumlah sampe$l dihitung be$rdasarkan sampe$l e$kspe$rime$ntal dari 

Fe$de$re$r. Rumus Fe$de$re$r yaitu : (t-1) (n-1) ≥ 15. De$ngan jumlah ke$lompok 

(nilat t) se$banyak 5, maka dipe$role$h nilai minimum n = 5 e$kor pe$r 

ke$lompok. Untuk me$ngantisipasi ke$mungkinan ke$hilangan sampe$l, 

ditambahkan 1 e$kor cadangan pada se$tiap ke$lompok, se$hingga jumlahnya 

me$njadi 6 e$kor pe$r ke$lompok. De$ngan de$mikian, total me$ncit yang 
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digunakan adalah 30 e$kor yang dibagi se$cara acak ke$ dalam 5 ke$lompok 

pe$rlakuan. Se$lain itu, ditambahkan 4 e$kor me$ncit se$bagai ke$lompok 

validasi (se$hat dan sakit), se$hingga ke$se$luruhan jumlah sampe$l dalam 

pe$ne$litian ini adalah 34 e$kor. 

 

 

4.4. Alat dan Bahan 

 

4.4.1 Alat 

 

Pe$ne$litian ini me$nggunakan be$be$rapa pe$ralatan untuk me$mbuat 

he$wan mode$l antara lain, UV chambe$r. Alat lain yang digunakan adalah 

kandang pe$me$liharaan, clippe$r, timbangan digital, spatula, spuit 1 cc, 

ne$e$dle$ 30G, Bio Safe$ty Cabine$t, flowcytome$te$r, mikroskop inve$rte$d, 

mikropipe$t, tabung ce$ntrifuge$, pe$lat kultur se$l, botol be$he$r, shake$r, pH 

me$te$r, autoclave$ dan lampu UV. 

4.4.2 Bahan 

 

Bahan yang dipakai dalam pe$ne$litian me$liputi bahan untuk 

pe$rlakuan yang te$rdiri dari NaCl 0,9%, se$diaan cre$am alpha arbutin 5%, 

se$diaan cre$am niacinamide$ 4% dan E$H-MSCs 200 µl. Se$lain itu, 

digunakan pula bahan pe$ndukung untuk analisis mole$kule$r, antara lain 

re$age$n e$kstraksi RNA, e$nzim re$ve$rse$ transcriptase$ untuk sinte$sis cDNA, 

se$rta maste$r mix PCR le$ngkap de$ngan prime$r spe$sifik untuk ge$n targe$t 

(p53 dan TYR) maupun ge$n house$ke$e$ping se$bagai kontrol inte$rnal. Untuk 

pe$me$liharaan me$ncit, dise$diakan pakan standar laboratorium dan air 

minum ad libitum. Validasi me$lanin de$ngan pe$warnaan histologis Masson 

Fontana.  
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4.5. Cara Penelitian 

4.5.1 Pe$role$han E$thical Cle$arance$ 

Pe$rmohonan E$thical Cle$arance$ pe$ne$litian diajukan ke$pada Komisi 

E$tik Fakultas Ke$dokte$ran Unive$rsitas Islam Sultan Agung Se$marang. 

4.5.2 E$xosome$ Hypoxia MSCs 

Se$diaan E$xosome$ Hypoxia MSC dipe$role$h dari SCCR yang sudah 

me$ngalami prose$s validasi MSCs dan E$H-MSCs. Produk sudah dalam 

be$ntuk siap pakai se$banyak 1,5 ml untuk pe$mbe$rian pe$rlakuan pada 

subje$k pe$ne$litian.  

4.5.3 Pe$maparan Hipe$rpigme$ntasi 

a. Me$ncit di adaptasikan se$lama 5 hari 

b. Rambut pada bagian punggung me$ncit dicukur de$ngan clippe$r hingga 

be$rsih 

c. Punggung me$ncit yang te$lah dicukur se$luas 5x5 cm irradiasi de$ngan 

UVB light (broadband de$ngan pe$ak e$mission 302 nm) de$ngan 180 

mJ/cm2 se$banyak 3 kali se$minggu (hari 1, 3, dan 5) 10 me$nit se$lama 2 

minggu 

4.5.4 Pe$mbe$rian Pe$rlakuan pada Subje$k Pe$ne$litian 

Se$te$lah pe$maparan UVB se$lama 2 minggu, dilakukan validasi 

hipe$rpigme$ntasi te$rle$bih dahulu. Se$lanjutnya me$ncit dibe$rikan pe$rlakuan 

se$suai ke$lompoknya. Me$ncit kontrol ne$gatif (K2) dibe$rikan NaCl 0,9%, 

me$ncit kontrol positif (K3) dibe$rikan topikal alpha arbutin 5% dan 

niacinamide$ 4% masing-masing se$banyak 0,3 gram se$lama 7 hari, me$ncit 

ke$lompok 4 (K4) dibe$rikan inje$ksi E$H-MSCs 200 µl se$banyak 2x di hari 
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ke$-1 dan di hari ke$-4 pe$rlakuan, me$ncit ke$lompok 5 (K5) dibe$rikan 

inje$ksi e$xosome$ 200 µl se$banyak 2x di hari ke$-1 dan di hari ke$-4 

pe$rlakuan dan kombinasi de$ngan topikal alpha arbutin 5% dan niacinamide$ 

4% masing-masing se$banyak 0,3 gram se$lama 7 hari . 

4.5.5 Te$rminasi dan Pe$ngambilan Jaringan 

   Te$rminasi me$ncit de$ngan cara dislokasi se$rvikalis. Se$te$lah me$ncit 

mati, dilakukan   kole$ksi organ kulit ke$mudian disimpan dalam cryotube$ yang 

be$bas dari RNAase$ dan disimpan pada suhu -80oC dalam RNA late$r. 

4.5.6 Prose$dur Pe$mbuatan Pre$parat dan Pe$mbacaan Hipe$rpigme$ntasi 

Jaringan kulit yang te$lah diambil te$rle$bih dahulu difiksasi 

me$nggunakan larutan formalin 10% ke$mudian diprose$s me$njadi blok parafin. 

Pre$parat histologi se$lanjutnya dilakukan pe$warnaan de$ngan me$tode$ Masson-

Fontana untuk me$nilai distribusi me$lanin pada jaringan kulit. 

Ke$te$balan e$pide$rmis, mulai dari lapisan basal hingga stratum korne$um, 

diukur me$nggunakan mikroskop cahaya yang dile$ngkapi de$ngan mikrome$te$r 

okule$r. Analisis ke$te$balan jaringan ke$mudian dilanjutkan de$ngan pe$rangkat 

lunak Image$J untuk me$mpe$role$h hasil pe$ngukuran yang le$bih akurat. Data 

yang dipe$role$h dari se$tiap ke$lompok pe$rlakuan dibandingkan de$ngan 

ke$lompok kontrol se$rta ke$lompok me$ncit se$hat se$bagai acuan. 

4.5.7 E$kstraksi RNA dan Sinte$sis cDNA 

Sampe$l jaringan kulit difiksasi de$ngan formalin 10% ke$mudian 

diprose$s me$njadi blok parafin. Dari jaringan yang disimpan dalam RNA late$r 

se$banyak ±100 mg, diambil potongan ke$cil dan dimasukkan ke$ dalam tabung 

be$risi 50 µl RNA Iso Plus. Potongan jaringan se$lanjutnya dihancurkan 
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me$nggunakan mikrope$stle$, ke$mudian ditambahkan ke$mbali RNA Iso Plus 

de$ngan volume$ yang sama dan diinkubasi pada suhu ruang se$lama 5 me$nit. 

Se$te$lah itu, ditambahkan 20 µl kloroform, divorte$ks hingga campuran tampak 

homoge$n de$ngan warna putih susu, lalu diinkubasi 2–3 me$nit se$be$lum 

dise$ntrifugasi pada 15.000 rpm se$lama 15 me$nit pada suhu 4 °C. 

Hasil se$ntrifugasi me$nghasilkan tiga lapisan, yaitu lapisan atas yang 

me$ngandung RNA (fase$ cair), lapisan te$ngah be$risi DNA (fase$ se$mi padat), 

dan lapisan bawah be$rupa de$bris se$lule$r. Lapisan atas diambil hati-hati, 

ke$mudian dicampur de$ngan isopropanol dalam volume$ yang sama untuk 

me$nge$ndapkan RNA. E$ndapan RNA yang be$rbe$ntuk se$rabut putih ke$mudian 

dise$ntrifugasi ke$mbali pada 15.000 rpm se$lama 10 me$nit pada suhu 4 °C.  

Supe$rnatan dibuang, se$dangkan pe$lle$t RNA dicuci de$ngan 100 µl 

e$tanol 70% dalam larutan DE$PC, lalu dise$ntrifugasi ulang de$ngan kondisi 

yang sama. Se$te$lah supe$rnatan dibuang dan pe$lle$t dike$ringkan, ditambahkan 

30–50 µl DE$PC dan diinkubasi pada suhu 55 °C se$lama 10 me$nit. RNA total 

yang dipe$role$h disimpan pada suhu -80 °C dan konse$ntrasinya diukur 

me$nggunakan Nanodrop, lalu dise$tarakan hingga 3000 ng untuk prose$s 

se$lanjutnya. 

Sinte$sis cDNA dilakukan de$ngan me$nyiapkan Campuran A yang te$rdiri 

dari RNA hasil kuantifikasi, 1 µl oligo-dT, se$rta PCR grade$ wate$r hingga 

volume$ akhir 10 µl. Campuran ini diinkubasi pada suhu 70 °C se$lama 5 

me$nit. Se$lanjutnya, ditambahkan Campuran B yang me$ngandung 5X buffe$r 

(4 µl), DE$PC-tre$ate$d H₂O (5 µl), se$rta e$nzim Re$ve$rTra Ace$ (1 µl). Prose$s 
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sinte$sis cDNA dilakukan de$ngan tahapan inkubasi pada suhu 25 °C se$lama 5 

me$nit, 42 °C se$lama 50 me$nit, dan 85 °C se$lama 5 me$nit. 

4.5.8 Analisis E$kspre$si Ge$n de$ngan Re$al-Time$ PCR (RT-PCR) 

E$kspre$si mRNA ge$n p53 dan TYR dianalisis me$nggunakan te$knik RT-

PCR. Re$aksi PCR untuk p53 disusun dari 3 µl cDNA, 12,5 µl Taq Maste$r 

Mix (me$ngandung dNTPs, Taq DNA polyme$rase$, re$action buffe$r, dan 

MgCl₂), prime$r forward 5'-ATGACAGACCTTCCTGAGCA-3′ dan re$ve$rse$ 

5'-CTCCTTGGGACTTGGCTTTG-3′ masing-masing 0,6 µl, se$rta 8,3 µl 

Nucle$ase$-Fre$e$ Wate$r.  

Se$me$ntara itu, untuk ge$n TYR, digunakan prime$r forward 5′-

GTTCAGAGCGGAGAAAGCATT-TG-3′ dan re$ve$rse$ 5′-

CACATCTGCAAG-TACGTTCGTTT-3′ de$ngan komposisi re$aksi yang 

sama. Se$bagai kontrol inte$rnal, digunakan ge$n GAPDH de$ngan prime$r 

forward 5'-GAAGGTGAAGGTCGAGTC-3′ dan re$ve$rse$ 5'-

GAAGATGGTGATGGGATTTC-3′. 

Produk PCR ke$mudian dianalisis me$nggunakan siste$m qRT-PCR 

Illumina. Data e$kspre$si ge$n diolah me$nggunakan pe$rangkat lunak E$coStudy 

de$ngan me$tode$ pe$rbandingan re$latif te$rhadap ge$n house$ke$e$ping (ΔΔCt). 

 

4.6. Tempat dan Waktu Peneltian 

Pe$ne$litian dilakukan pada Bulan Me$i - Juni 2025 di laboratorium 

Animal Mode$l Re$se$arch Ce$nte$r SCCR Indone$sia. 

 

4.7. Analisa Data 

Se$lanjutnya, dilakukan analisis normalitas data me$nggunakan uji 
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Shapiro Wilk. Dari hasil analisis me$nunjukkan distribusi data tidak normal 

(p<0,05), maka uji One$-Way ANOVA tidak bisa dilaksanakan kare$na tidak 

me$me$nuhi syarat uji parame$trik. Se$hingga analisis dilanjutkan de$ngan uji 

non parame$trik yaitu Kruskal Wallis. Te$rdapat pe$rbe$daan signifikan (p<0,05) 

pada se$mua ke$lompok pe$ne$litian, baik e$kspre$si ge$n p53 maupun e$kspre$si 

TYR. Se$te$lah uji Kruskal Wallis, dilanjutkan uji Mann Whitne$y untuk 

me$nge$tahui signifikansi pe$rbe$daan antar ke$lompok pe$ne$litian. Didapatkan 

nilai signifikansi p<0,05 me$nunjukkan adanya pe$rbe$daan yang signifikan 

antar ke$lompok pe$ne$litian. 
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Pengambilan jaringan kulit pada hari ke-21 

Kel.1: 

 

Mencit 

sehat 

Pengolahan dan analisa data 

Pemeriksaan Ekspresi Gen p53 dan TYR pada hari ke -21 

4.8. Alur Penelitian 

 

Me$ncit C57BL/6 34 E$kor 

  

Adaptasi se$lama 5 hari 

  

Dibagi me$njadi 5 ke$lompok, 

se$cara Randomisasi 

 
 

Ke$l. 2: Ke$l. 3: Ke$l. 4: Ke$l. 5: 

(Kontrol 

Ne$gatif): 

Me$ncit 

diinje$ksi 

de$ngan 

Nacl 

0,9% 

(Kontrol 

Positif) 

Me$ncit 

diole$s 

de$ngan 

alpha 

arbutin 5%, 

dan niaci- 

namide$ 

4% (se$tiap 

hari se$lama 

7 hari) 

Pe$mbe$rian 

inje$ksi E$H- 

MSC dosis 

200 µl 

 

(Inje$ksi 

pe$rtama 

hari ke$ 15 

dan inje$ksi 

ke$dua hari 

ke$-18) 

Pe$mbe$rian 

inje$ksi E$H- 

MSC dosis 

200 µl, 

alpha 

arbutin 5%, 

dan niaci- 

namide$ 4% 

( inje$ksi 

pe$rtama 

hari ke$-15 

dan inje$ksi 

ke$dua hari 

ke$-18) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.2. Alur Pe$ne$litian 

Validasi melanin (Mason Fontana) pada hari ke-15 

Mencit Penyinaran UVB 180mj/cm2 

3x seminggu selama 10 menit (14 hari) 
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BAB V 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

 

5.1. Hasil Penelitian 

 

5.1.1. Hasil Validasi Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSC) 

Karakte$risasi MSC dalam pe$ne$litian ini be$rtujuan untuk me$mastikan 

bahwa se$l yang digunakan be$nar-be$nar me$rupakan se$l punca me$se$nkimal, yang 

me$miliki sifat multipote$n untuk be$rdife$re$nsiasi me$njadi be$rbagai je$nis se$l 

jaringan, se$pe$rti tulang (oste$oblas) dan le$mak (adiposit). MSC diisolasi di 

Laboratorium SCCR Se$marang, me$nggunakan sumbe$r be$rupa tali pusat me$ncit 

be$rusia 21 hari ke$hamilan.  

Se$te$lah me$ncapai passage$ ke$-7, de$ngan tingkat konflue$nsi me$ncapai 

80%, dan diamati de$ngan pe$mbe$saran 40x me$nunjukkan morfologi fibroblastik 

me$manjang me$nye$rupai spindle$ dan pe$rtumbuhan se$l yang homoge$n. Hal ini 

me$nunjukkan bahwa se$l-se$l yang digunakan me$rupakan MSC yang stabil tanpa 

kontaminasi se$l non-MSC. 

Ke$mampuan dife$re$nsiasi MSC dikonfirmasi me$lalui induksi ke$dua jalur 

dife$re$nsiasi utama, yaitu adipoge$nik dan oste$oge$nik. Dife$re$nsiasi ini me$rupakan 

me$tode$ validasi fungsional untuk me$mbuktikan multipote$nsi MSC. Dife$re$nsiasi 

adipoge$nik te$rlihat pada pe$mbe$saran 400x be$rupa drople$t lipid yang te$rwarnai  

de$ngan Oil Re$d O, se$bagai bukti bahwa se$l MSC mampu be$rdife$re$nsiasi 

me$njadi adiposit. Se$dangkan dife$re$nsiasi oste$oge$nik juga te$rlihat pada 

pe$mbe$saran 400x tampak de$posit kalsium yang me$ngindikasikan pe$mbe$ntukan 

matriks tulang. Umumnya ditandai de$ngan pe$warnaan Alizarin Re$d. 
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Gambar 5.1 Dife$re$nsiasi MSCs 

 

 

Hasil uji me$nunjukkan bahwa MSC yang digunakan me$me$nuhi tiga 

krite$ria utama MSC me$nurut Inte$rnational Socie$ty for Ce$llular The$rapy (ISCT), 

yaitu be$radhe$si pada pe$rmukaan plastik, me$nunjukkan e$kspre$si marke$r 

pe$rmukaan spe$sifik MSC dan me$miliki ke$mampuan dife$re$nsiasi me$njadi 

adiposit, oste$oblas, dan kondrosit. 

Validasi karakte$r dan dife$re$nsiasi MSC pe$nting untuk me$ndukung 

pe$nggunaan e$xosome$ MSC se$bagai age$n te$rapi dalam mode$l hipe$rpigme$ntasi 

kulit. Kare$na hanya MSC yang te$rvalidasi de$ngan baik yang me$nghasilkan 

e$xosome$ de$ngan profil prote$in, RNA, dan aktivitas biologis yang te$pat. De$ngan 

adanya validasi dife$re$nsiasi ini, dapat dipastikan bahwa e$xosome$ yang 

digunakan be$rasal dari MSC de$ngan multipote$nsi aktif dan bukan dari se$l lain 

yang mungkin me$nghasilkan partike$l se$rupa, se$rta valid untuk digunakan 

se$bagai sumbe$r e$xosome$ dalam pe$ne$litian ini. Karakte$risasi fe$notipik MSC 

dilakukan me$nggunakan me$tode$ flow cytome$try untuk me$nge$valuasi e$kspre$si 

pe$nanda pe$rmukaan spe$sifik. Hasil analisis me$nunjukkan bahwa se$l-se$l pada 

passage$ ke$-7 me$miliki profil e$kspre$si marke$r se$bagai be$rikut : 
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. 

• CD45 (FITC-A): 0.51% 

 

Me$rupakan pe$nanda se$l he$matopoie$tik (le$ukosit). Re$ndahnya e$kspre$si ini 

me$nunjukkan bahwa se$l yang digunakan bukan be$rasal dari garis 

ke$turunan he$matopoie$tik, me$ndukung spe$sifisitas MSC. 

• CD31 (PE-A): 5.44% 

 

Me$rupakan pe$nanda e$ndote$lial. Pe$rse$ntase$ re$ndah me$nunjukkan 

minimnya kontaminasi ole$h se$l e$ndote$l, yang pe$nting dalam me$njaga 

ke$murnian populasi MSC. 

• CD90 (PerCP-A): 98.9% 

 

Me$rupakan marke$r positif utama untuk MSC. Tingginya e$kspre$si ini 

me$nunjukkan bahwa mayoritas populasi se$l me$miliki ide$ntitas MSC yang 

je$las. 

 

 

 

 

 

  Gambar 5.2 Analisis flow cytome$try te$rhadap e$kspre$si CD45, CD31 CD90  

 

Be$rdasarkan gambar 5.2 dapat disimpulkan bahwa populasi se$l yang 

digunakan dalam pe$ne$litian ini me$me$nuhi krite$ria fe$notipik MSC yang 

dite$tapkan se$cara Inte$rnasional, de$ngan e$kspre$si tinggi pada pe$nanda MSC yaitu 

CD90 (98,9%) dan e$kspre$si sangat re$ndah pada pe$nanda non-MSC, yaitu CD45 

(0,51%) dan CD31(5,44%). Hal ini me$nunjukkan bahwa se$l te$lah 

te$rkarakte$risasi se$cara baik se$bagai MSC yang homoge$n dan layak digunakan 

se$bagai sumbe$r e$xosome$ dalam pe$ne$litian ini 
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Se$te$lah te$rvalidasi, MSC ke$mudian diinkubasi dalam kondisi hipoksia 

de$ngan kadar oksige$n 5% se$lama 24 jam me$nggunakan box hipoksia. Se$te$lah 

itu, me$dium kultur MSC yang me$ngandung se$cre$tome$ MSC dikumpulkan dan 

difiltrasi me$nggunakan me$tode$ TFF de$ngan ukuran 100-500 kDa se$hingga 

dapat dipe$role$h E$H-MSC. Se$te$lah diisolasi, kadar e$xosome$ dianalisis 

me$nggunakan me$tode$ flow cytome$try dan didapatkan bahwa kadar e$xosome$ 

yang didapatkan se$be$sar 0.75 µg/100 uL atau se$be$sar 7.5 µg/mL. 

 

 

 

Gambar 5.3. Analisis Flow Cytome$try Kadar E$xosome$ te$rhadap marke$r CD81, 

CD63 dan CD9 

 

5.1.2. Hasil Validasi Hiperpigmentasi 

Validasi ke$be$rhasilan pe$mbe$ntukan mode$l hipe$rpigme$ntasi pada me$ncit 

C57BL/6 dalam pe$ne$litian ini dibuktikan me$lalui obse$rvasi makroskopis dan 

mikroskopis de$ngan me$mbandingkan kondisi kulit me$ncit se$hat dan me$ncit 

yang diinduksi paparan UVB. Se$cara makroskopis pada gambar 5.4, kulit me$ncit 

se$hat tampak be$rwarna me$rah muda pucat de$ngan pe$rmukaan halus, tanpa tanda 
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hipe$rpigme$ntasi maupun ke$rusakan struktur e$pide$rmis, me$nandakan bahwa 

prose$s me$lanoge$ne$sis be$lum te$raktivasi.  

Se$baliknya, pada me$ncit yang te$rpapar UVB te$rlihat adanya pe$rubahan 

warna kulit me$njadi le$bih ge$lap dan me$rata pada are$a pe$rlakuan, dise$rtai 

pe$rmukaan kulit yang tampak le$bih ke$riput. Pe$rubahan ini me$ngindikasikan 

te$rjadinya pe$ningkatan de$posisi me$lanin se$bagai me$kanisme$ adaptif te$rhadap 

stre$s akibat paparan sinar UVB. 

 

                                     
                  Se$be$lum paparan UVB      Se$te$lah paparan UVB 

 

             Gambar 5.4. Makroskopis kulit punggung me$ncit C57BL/6 

 

 

Se$cara mikroskopis yang te$rlihat pada gambar 5.5, le$si kulit pada 

me$ncit C57BL/6 yang diinduksi UVB me$nunjukkan be$rcak be$rwarna coke$lat 

ke$hitaman de$ngan batas yang kurang te$gas dan distribusi pigme$ntasi se$ntral 

yang me$nye$bar, be$rbe$da de$ngan kondisi kulit ke$lompok se$hat yang tampak 

normal.  

Pe$me$riksaan histologis me$mpe$rlihatkan e$pide$rmis dan de$rmis yang sarat 

de$ngan granula me$lanin, batas antara e$pide$rmis dan de$rmis yang tidak je$las, 

se$rta adanya tanda pe$ncairan dan de$ge$ne$rasi pada se$l basal. Di de$rmis 

dite$mukan me$lanofag be$rbe$ntuk fusiform, dise$rtai prolife$rasi kolage$n de$ngan 

pola susunan yang rapat. 
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Hasil pe$warnaan Masson-Fontana me$mpe$rkuat te$muan ini, di mana 

granula me$lanin te$rdistribusi di se$luruh lapisan e$pide$rmis dan jumlahnya se$cara 

signifikan le$bih banyak dibandingkan ke$lompok se$hat. Se$cara ke$se$luruhan, 

analisis makroskopis, mikroskopis, dan kuantifikasi kandungan me$lanin 

me$ngonfirmasi bahwa paparan UVB se$cara signifikan me$ningkatkan de$posisi 

me$lanin dibandingkan kondisi kulit se$hat. 

    

 

 Gambar 5.5. Validasi Hipe$rpigme$ntasi de$ngan Masson Fontana 

 

Se$te$lah me$ncit te$rvalidasi me$ngalami hipe$rpigme$ntasi, me$ncit yang 

tanpa induksi UVB digunakan se$bagai ke$lompok se$hat (K1), se$dangkan me$ncit 

yang me$ngalami hipe$rpigme$ntasi akibat induksi UVB dibagi me$njadi 4 

ke$lompok pe$rlakuan se$cara acak yaitu K2 (dibe$rikan inje$ksi NaCl 0,9%), K3 

(dibe$rikan topikal alpha arbutin 5% dan niacinamide$ 4% masing-masing 

se$banyak 0,3 gram), K4 (dibe$rikan inje$ksi E$H- MSC 200 µl), K5 (dibe$rikan 

kombinasi inje$ksi E$H- MSC 200 µl dan topikal alpha arbutin 5%, dan 

niacinamide$ 4%). Inje$ksi E$H-MSC dibe$rikan 2x pada hari ke$-1 dan ke$- 4 se$te$lah 

me$ncit divalidasi me$ngalami hipe$rpigme$ntasi. Pe$mbe$rian topikal alpha arbutin 

5%, dan niacinamide$ 4% se$tiap hari se$lama 7 hari. Lalu dilakukan pe$ngambilan 

sampe$l jaringan pada hari ke$ 7. 

Me$ncit dite$rminasi me$nggunakan me$tode$ dislokasi se$rvikalis, ke$mudian 

A B 
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jaringan kulit se$ge$ra dikole$ksi dan dimasukkan ke$ dalam cryotube$ be$bas 

RNAase$ yang be$risi RNAlate$r. Sampe$l disimpan pada suhu −80°C hingga tahap 

analisis. Untuk prose$s e$kstraksi prote$in dan RNA, jaringan kulit dihomoge$nisasi 

me$nggunakan RIPA buffe$r yang te$lah ditambahkan prote$ase$ inhibitor guna 

me$nce$gah de$gradasi prote$in. Prose$s homoge$nisasi dilakukan hingga jaringan 

be$rubah me$njadi suspe$nsi homoge$n, ke$mudian dilanjutkan de$ngan se$ntrifugasi 

pada ke$ce$patan dan durasi yang se$suai protokol. 

Hasil se$ntrifugasi me$nghasilkan fraksi supe$rnatan yang be$risi kompone$n 

targe$t, yang ke$mudian dikumpulkan se$cara hati-hati untuk se$lanjutnya 

dianalisis. Analisis e$kspre$si ge$n p53 dan TYR dilakukan me$nggunakan me$tode$ 

quantitative$ re$al-time$ polyme$rase$ chain re$action (qRT-PCR), de$ngan tujuan 

me$ngukur tingkat transkripsi ke$dua ge$n te$rse$but se$cara kuantitatif se$bagai 

indikator re$spons biologis te$rhadap pe$rlakuan yang dibe$rikan.  

 

5.1.3. Hasil Pemeriksaan Ekspresi Gen p53 

Hasil analisis rata-rata e$kspre$si ge$n p53 pada masing-masing ke$lompok 

subye$k pe$ne$litian ditunjukan se$bagai be$rikut : 

Tabe$l 5.1 E$kspre$si Ge$n p53 

 
Kelompok K1 K2 K3 K4 K5 P value 

E$kspre$si p53       

Me$an 0,99 0,70 0,55 0,15 0,27  

SD ±0,05 ±0,25 ±0,28 ±0,11 ±0,72  

Shapiro Wilk 

Kruskal Wallis 

0,291 0,227 0,478 0,025 0,352  

     0,00 

Ke$te$rangan : * Shapiro Wilk = Normal (p>0,05) 

* Kruskal Wallis = Signifikan (P<0,05) 
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Be$rdasarkan hasil analisis e$kspre$si ge$n p53 yang disajikan pada Tabe$l 

5.1 te$rlihat adanya pe$rbe$daan tingkat e$kspre$si antar ke$lompok pe$rlakuan. 

Ke$lompok se$hat (K1) me$nunjukkan nilai rata-rata te$rtinggi (0,99 ± 0,05), 

se$dangkan ke$lompok yang me$ne$rima paparan UVB de$ngan pe$mbe$rian inje$ksi 

E$H-MSCs (K4) me$miliki nilai te$re$ndah (0,15 ± 0,11). Pada ke$lompok kontrol 

ne$gatif (K2), yang me$ndapatkan paparan UVB dan inje$ksi NaCl, rata-rata 

e$kspre$si p53 me$njadi 0,70 ± 0,25 dibandingkan K1. Pe$nurunan ini te$rjadi juga 

pada ke$lompok K3 dan K5 yang masing-masing me$nunjukkan nilai rata-rata 

0,55 ± 0,28 dan 0,27 ± 0,72. 

Uji normalitas Shapiro Wilk me$nunjukkan bahwa se$bagian be$sar 

ke$lompok me$miliki data yang tidak be$rdistribusi normal. Se$hingga analisis tidak 

dapat dilanjutkan me$nggunakan uji parame$trik kare$na tidak me$me$nuhi syarat, 

se$hingga dilakukan uji non parame$trik yaitu Kruskal Wallis yang me$nunjukkan 

adanya pe$rbe$daan be$rmakna (signifikan) te$rhadap e$kspre$si ge$n p53 antar 

ke$lompok pe$rlakuan. Se$lanjutnya dilakukan uji Mann Whitne$y untuk 

me$nge$tahui pe$rbe$daan signifikansi antar pasangan ke$lompok. 

Tabe$l 5.2 Hasil Uji Mann Whitne$y ge$n p53 

 
 

Kelompok Kelompok Perbandingan p(value) 

K1 K2 0,055 

 K3 
K4 

K5 

0,006 

0,004 
0,004 

K2 K3 0,470 
 K4 0,004 
 K5 0,004 

K3 K4 0,025 
 K5 0,172 

K4 K5 0,108 

Ke$te$rangan : ada pe$rbe$daan be$rmakna jika p<0,05 
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Hasil uji Mann Whitne$y yang ditampilkan pada Tabe$l 5.2 me$nunjukkan 

adanya pe$rbe$daan be$rmakna e$kspre$si ge$n p53 pada be$be$rapa pasangan 

ke$lompok pe$rlakuan (p < 0,05). Pe$rbandingan antara K1 de$ngan K3, K4 dan K5 

me$nunjukkan pe$rbe$daan yang sangat signifikan, masing-masing se$cara be$rurutan 

p = 0,006; p = 0,004; dan p = 0,004. Pe$rbandingan K1 de$ngan K2 me$nghasilkan p 

= 0,055 yang be$rada se$dikit di atas ambang signifikansi 0,05. 

Se$lain itu, K2 be$rbe$da signifikan de$ngan K4 dan K5 (p = 0,004 untuk 

ke$duanya), yang me$nunjukkan bahwa pe$rlakuan pada K4 dan K5 me$nye$babkan 

pe$nurunan e$kspre$si p53 yang le$bih be$sar dibandingkan K2. Pe$rbe$daan 

signifikan juga dite$mukan pada pe$rbandingan K3 de$ngan K4 (p = 0,025) yang 

me$nandakan bahwa pe$rlakuan pada K4 me$miliki e$fe$k pe$nurunan p53 le$bih 

be$rmakna dibanding K3. 

Tidak dite$mukan pe$rbe$daan signifikan antara K2 de$ngan K3 (p = 0,470), 

K3 de$ngan K5 (p = 0,172), maupun K4 de$ngan K5 (p = 0,108) yang 

me$ngindikasikan bahwa pada pasangan-pasangan te$rse$but tingkat e$kspre$si p53 

re$latif se$banding. 

 

Gambar 5.6 Grafik E$kspre$si Re$latif Ge$n p53 

Kelompo
k 
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Be$rdasarkan gambar 5.6 me$nunjukkan ke$lompok se$hat (K1) me$miliki 

nilai fold change$ me$nde$kati 1 yang me$re$pre$se$ntasikan kondisi basal e$kspre$si 

p53 pada kulit normal tanpa paparan UVB. Dari grafik te$rse$but juga 

me$nunjukkan adanya pe$rbe$daan signifikan antara ke$lompok K1 de$ngan K4 dan 

K5 de$ngan nilai rata-rata fold change$ se$cara be$rurutan adalah 0,99 ; 0,15 ; 0,27. 

Te$rdapat pe$rbe$daan signifikan antara ke$lompok K2 de$ngan K4 dan K5 

de$ngan nilai rata-rata fold change$ se$cara be$rurutan adalah 0,70 ; 0,15 ; 0,27. 

Dan te$rdapat pe$rbe$daan signifikan antara K3 dan K4 de$ngan nilai rata-rata fold 

change$ 0,55 dan 0,15. 

 

5.1.4 Hasil Pemeriksaan Ekspresi TYR 

Hasil analisis rata-rata e$kspre$si TYR pada masing-masing ke$lompok 

subye$k pe$ne$litian ditunjukan se$bagai be$rikut : 

Tabe$l 5.3 E$kspre$si Ge$n TYR 

 
Kelompok K1 K2 K3 K4 K5 P value 

E$kspre$si TYR       

Me$an 0,98 0,92 0,87 0,54 0,61  

SD ±0,47 ±0,21 ±0,31 ±0,24 ±0,16  

Shapiro Wilk 
Kruskal Wallis 

0,134 0,001 0,534 0,047 0,764  

     0,006 

Ke$te$rangan :*Shapiro Wilk = Normal (P>0,05) 

* Kruskal Wallis = Signifikan (P<0,05) 

 

Be$rdasarkan hasil analisis yang ditampilkan pada Tabe$l 5.3, e$kspre$si ge$n 

TYR me$nunjukkan variasi antar ke$lompok pe$rlakuan. Ke$lompok se$hat (K1) 

me$miliki nilai rata-rata e$kspre$si te$rtinggi (0,98 ± 0,47), diikuti ole$h ke$lompok 

kontrol ne$gatif (K2) de$ngan nilai 0,92 ± 0,21 dan ke$lompok kontrol positif (K3) 
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se$be$sar 0,87 ± 0,31. Pe$nurunan yang le$bih je$las te$rlihat pada K4 dan K5, 

masing-masing de$ngan nilai 0,54 ± 0,24 dan 0,61 ± 0,16. 

Uji normalitas Shapiro Wilk me$nunjukkan bahwa se$bagian be$sar 

ke$lompok me$miliki distribusi data yang me$nde$kati normal (p > 0,05), ke$cuali 

pada K2 (p = 0,001) dan K4 (p = 0,047) yang me$nunjukkan distribusi tidak 

normal. Se$hingga analisis dilanjutkan me$nggunakan uji non parame$trik yaitu 

Kruskal Wallis yang me$nghasilkan nilai p = 0,006 me$nandakan te$rdapat 

pe$rbe$daan be$rmakna (signifikan) te$rhadap e$kspre$si TYR antar ke$lompok 

pe$rlakuan. Se$lanjutnya dilakukan analisa me$nggunakan uji Mann Whitne$y untuk 

me$nge$tahui pe$rbe$daan signifikansi antar pasangan ke$lompok. 

 

Tabe$l 5.4 Hasil Uji Mann Whitne$y ge$n TYR 
 

Kelompok Kelompok Perbandingan p(value) 

K1 K2 0,063 

 K3 
K4 

K5 

0,423 

0,016 
0,004 

K2 K3 0,629 
 K4 0,036 
 K5 0,007 

K3 K4 0,025 
 K5 0,297 

K4 K5 0,200 

Ke$te$rangan : ada pe$rbe$daan be$rmakna jika p<0,05 

 

 

Hasil uji Mann Whitne$y yang disajikan pada Tabe$l 5.4 me$nunjukkan 

adanya pe$rbe$daan be$rmakna e$kspre$si ge$n TYR pada be$be$rapa pasangan 

ke$lompok pe$rlakuan (p < 0,05). Ke$lompok se$hat (K1) me$miliki pe$rbe$daan 

signifikan de$ngan K4 (p = 0,016) dan K5 (p = 0,004), yang me$ngindikasikan 

bahwa pe$rlakuan pada K4 dan K5 se$cara signifikan me$nurunkan e$kspre$si TYR. 
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Kelompok
k 

Pe$rbandingan K1 de$ngan K2 (p = 0,063) dan K1 de$ngan K3 (p = 0,423) 

tidak me$nunjukkan pe$rbe$daan be$rmakna. Ke$lompok kontrol ne$gatif (K2) 

me$nunjukkan pe$rbe$daan signifikan de$ngan K4 (p = 0,036) dan K5 (p = 0,007), 

yang me$nandakan bahwa pe$rlakuan pada K4 dan K5 me$miliki e$fe$k pe$nurunan 

e$kspre$si TYR yang le$bih be$sar dibandingkan paparan UVB de$ngan pe$mbe$rian 

NaCl. Pe$rbe$daan signifikan juga dite$mukan antara K3 dan K4 (p = 0,025), yang 

me$nunjukkan bahwa pe$rlakuan pada K4 le$bih e$fe$ktif dalam me$ne$kan e$kspre$si 

TYR dibandingkan pe$rlakuan pada K3. Se$baliknya, tidak dite$mukan pe$rbe$daan 

signifikan antara K2 dan K3 (p = 0,629), K3 dan K5 (p = 0,297), maupun K4 

dan K5 (p = 0,200), yang me$ngindikasikan bahwa e$kspre$si TYR pada 

ke$lompok-ke$lompok te$rse$but re$latif se$banding. 

 

Gambar 5.7 Grafik E$kspre$si Re$latif Ge$n TYR 

 

Be$rdasarkan grafik pada gambar 5.7 me$nunjukkan ke$lompok se$hat (K1) 

me$miliki nilai fold change$ me$nde$kati 1,0 yang me$re$pre$se$ntasikan kondisi basal 

e$kspre$si TYR pada kulit normal tanpa paparan UVB. Dari grafik te$rse$but 

me$nunjukkan adanya pe$rbe$daan signifikan antara ke$lompok K1 de$ngan K5 

de$ngan nilai rata-rata fold change$ adalah 0,98 dan 0,61. Te$rdapat pe$rbe$daan 
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signifikan antara ke$lompok K2 de$ngan K4 dan K5 de$ngan nilai rata-rata fold 

change$ se$cara be$rurutan adalah 0,92 ; 0,54 ; 0,61. 

 

5.2. Pembahasan Hasil Penelitian 

Pe$ne$litian ini be$rtujuan me$nge$valuasi e$fe$k pe$mbe$rian E$H-MSCs tunggal 

dan kombinasinya de$ngan alpha arbutin dan niacinamide$ te$rhadap e$kspre$si ge$n 

p53 dan TYR pada me$ncit C57BL/6 yang diinduksi hipe$rpigme$ntasi ole$h 

paparan UVB. Ge$n p53 me$rupakan prote$in pe$nanda ke$rusakan DNA dan stre$s 

oksidatif, se$dangkan TYR adalah e$nzim kunci dalam jalur me$lanoge$ne$sis. 

Pe$nurunan e$kspre$si ke$dua ge$n ini diharapkan me$njadi indikator ke$be$rhasilan 

inte$rve$nsi. 

Hasil pe$ne$litian ini me$nunjukkan bahwa paparan sinar UVB pada me$ncit 

galur C57BL/6 be$rhasil me$nginduksi te$rjadinya hipe$rpigme$ntasi, yang 

divalidasi se$cara makroskopis te$rlihat dari kulit punggung me$ncit yang te$rpapar 

sinar UVB be$rwarna le$bih ge$lap dibandingkan me$ncit yang tidak te$rpapar UVB. 

Se$cara mikrosopis de$ngan pe$rwarnaan Masson Fontana te$rlihat distribusi 

me$lanin pada se$luruh lapisan e$pide$rmis de$ngan jumlah yang le$bih banyak dari 

pada kulit yang tidak te$rpapar UVB. 

Ke$lompok se$hat (K1) me$re$fle$ksikan kondisi kulit se$hat tanpa stre$s 

oksidatif. Se$cara mole$kule$r, e$kspre$si p53 dan TYR be$rada pada le$ve$l dasar, 

me$nce$rminkan tidak adanya stre$s oksidatif maupun aktivasi jalur 

me$lanoge$ne$sis. Se$cara te$ori ge$n p53 me$miliki dua pe$ran yang saling be$rtolak 

be$lakang, te$rgantung pada kondisi aktivasi di dalam se$l. Saat se$l me$ngalami 

stre$s, se$pe$rti ke$rusakan DNA akibat paparan sinar UVB, p53 akan te$raktivasi 
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se$cara fungsional. Aktivasi ini me$rangsang jalur pigme$ntasi me$lalui 

pe$ningkatan produksi α-MSH dan e$kspre$si ge$n TYR, se$hingga me$nye$babkan 

pe$ningkatan produksi me$lanin dan munculnya hipe$rpigme$ntasi se$bagai 

me$kanisme$ pe$rlindungan. 

Se$baliknya, jika p53 hanya me$ngalami pe$ningkatan e$kspre$si (ove$r 

e$kspre$si) tanpa aktivasi ole$h stre$s, maka ge$n ini justru dapat me$ne$kan e$kspre$si 

TYR. Artinya, bukan hanya jumlah p53 yang pe$nting, te$tapi juga status aktivasi 

fungsionalnya, yang me$ne$ntukan apakah p53 akan me$rangsang atau justru 

me$ne$kan produksi me$lanin.23 

Dalam pe$ne$litian ini, dilakukan analisis te$rhadap e$fe$k E$H-MSCs, baik 

se$cara tunggal maupun kombinasi de$ngan alpha arbutin 5% dan niacinamide$ 

4%, te$rhadap e$kspre$si ge$n TYR dan p53 pada me$ncit C57BL/6 yang diinduksi 

sinar UVB untuk me$nimbulkan hipe$rpigme$ntasi. 

Ke$lompok kontrol ne$gatif (K2) adalah me$ncit yang dibe$ri paparan UVB 

tanpa pe$rlakuan te$rdapat pe$rbe$daan signifikan pada nilai e$kspre$si p53 dan TYR 

dibandingkan de$ngan K4 dan K5. E$kspre$si p53 dan TYR pada K2 nilainya le$bih 

tinggi dibandingkan K4 dan K5. Hal ini te$rjadi kare$na adanya prose$s ke$rusakan 

DNA dan aktivasi jalur me$lanoge$ne$sis akibat paparan sinar UVB. 

Ke$lompok kontrol positif (K3) yaitu me$ncit yang dibe$ri paparan UVB 

dan topikal α-arbutin 5% + niacinamide$ 4% te$rdapat pe$rbe$daan signifikan pada 

nilai e$kspre$si p53 dibandingkan de$ngan K4. E$kspre$si p53 nilainya le$bih tinggi 

dibandingkan K4. Hal ini dise$babkan kare$na α-arbutin dan niacinamide$ 

me$nurunkan prose$s me$lanoge$ne$sis pada le$ve$l e$nzimatik dan transfe$r 

me$lanosom, te$tapi kurang be$rpe$ran dalam me$mpe$rbaiki ke$rusakan DNA akibat 
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paparan sinar UVB.  

Dari hasil e$kspre$si ge$n pada ke$lompok pe$rlakuan K4 dan K5 te$rjadi 

pe$nurunan e$kspre$si p53 dan TYR. Ke$lompok K4 me$nunjukkan pe$nurunan 

paling signifikan pada e$kspre$si p53 dan TYR. Pe$nurunan ini se$jalan de$ngan 

te$ori yang me$nye$butkan bahwa ke$mampuan e$xosome$ dalam me$mpe$rbaiki 

ke$rusakan DNA dan me$ne$kan jalur aktivasi p53 akibat paparan UVB, se$rta 

kandungan microRNA dalam e$xosome$ yang me$nghambat me$lanoge$ne$sis.  

E$xosome$ dari MSCs, te$rutama yang dikondisikan pada hipoksia, 

dike$tahui me$mbawa miR-145, miR-330-5p dalam jumlah le$bih tinggi.37 

Mole$kul-mole$kul ini dapat masuk ke$ me$lanosit atau ke$ratinosit, me$ne$kan 

e$kspre$si MITF/TYR, me$nghambat transfe$r me$lanosom, se$rta me$mpe$rbaiki 

ke$rusakan DNA me$lalui pe$ne$kanan p53 yang be$rle$bihan akibat stre$s UVB.38 

Me$kanisme$ ini me$libatkan pe$nghambatan jalur cAMP/PKA dan 

pe$ngurangan ROS me$lalui kandungan e$nzim antioksidan se$pe$rti Supe$r Oxide$ 

Dismutase$ (SOD) dan Glutathione$ Pe$roxidase$ (GPx) yang dibawa ole$h 

e$xosome$. De$ngan me$mbawa e$nzim te$rse$but yang be$ke$rja me$nghambat stre$s 

oksidatif akibat paparan sinar UV, me$ngurangi oksidasi tirosin, dan me$ne$kan 

produksi me$lanin be$rle$bih.27 

Se$cara biologis, hal ini me$ngindikasikan bahwa e$fe$k utama pe$nurunan 

p53 ke$mungkinan be$sar sudah dicapai ole$h pe$mbe$rian e$xosome$ saja. E$xosome$ 

me$miliki kandungan bioaktif se$pe$rti miRNA, growth factor, prote$in, dan lipid 

yang dapat me$ngatur ce$llular stre$ss re$sponse$ se$rta me$mpe$rbaiki ke$rusakan 

DNA akibat paparan UVB. Pe$rbaikan DNA yang le$bih ce$pat akan me$ngurangi 

ke$butuhan se$l untuk me$mpe$rtahankan e$kspre$si p53 pada le$ve$l tinggi, se$hingga 
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le$ve$l p53 pada ke$lompok K4 sudah be$rada di titik “optimal” untuk prote$ksi se$l. 

Pe$nambahan topikal alpha arbutin dan niacinamide$ pada K5 

ke$mungkinan me$mbe$rikan e$fe$k tambahan yang le$bih fokus pada inhibisi 

me$lanoge$ne$sis dan pe$ningkatan fungsi sawar kulit, bukan pada modulasi jalur 

DNA damage$ re$sponse$ yang dike$ndalikan ole$h p53. Akibatnya, me$skipun K5 

se$cara klinis atau histologis mungkin me$nunjukkan pe$nurunan hipe$rpigme$ntasi 

le$bih nyata, pe$rbe$daan pada le$ve$l p53 tidak te$rlalu me$nonjol dibandingkan K4. 

De$ngan de$mikian, dapat disimpulkan bahwa inje$ksi e$xosome$ sudah cukup 

e$fe$ktif dalam me$nurunkan e$kspre$si p53 akibat paparan UVB, dan pe$nambahan 

topikal alpha arbutin dan niacinamide$ tidak me$mbe$rikan e$fe$k tambahan yang 

be$rmakna pada parame$te$r ini. 

Pe$ne$litian ini me$miliki be$be$rapa ke$te$rbatasan yang pe$rlu dipe$rhatikan 

dalam me$nginte$rpre$tasikan hasil. Pe$rtama, durasi pe$rlakuan hanya dilakukan 

se$lama 7 hari, se$hingga e$fe$k jangka panjang dari pe$mbe$rian E$xosome$ Hypoxia 

Me$se$nchymal Ste$m Ce$lls (E$H-MSCs), baik tunggal maupun kombinasi de$ngan 

alpha arbutin dan niacinamide$, te$rhadap e$kspre$si ge$n maupun pe$rubahan 

morfologi kulit be$lum dapat dike$tahui se$cara me$nye$luruh. Ke$dua, jumlah 

sampe$l yang digunakan re$latif te$rbatas, yaitu 30 e$kor me$ncit yang dibagi dalam 

lima ke$lompok. Kondisi ini me$mungkinkan adanya variasi biologis antar 

individu yang dapat me$me$ngaruhi hasil pe$ne$litian. 

Ke$tiga, pe$ne$litian ini tidak me$ngide$ntifikasi maupun me$ngukur se$cara 

kuantitatif be$rapa je$nis dan kadar microRNA spe$sifik yang be$rpe$ran dalam 

me$nurunkan hipe$rpigme$ntasi se$te$lah pe$rlakuan E$H-MSCs. Ke$te$rbatasan ini 

me$mbuat me$kanisme$ mole$kule$r yang me$ndasari pe$nurunan e$kspre$si p53 dan 
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TYR be$lum se$pe$nuhnya dapat dije$laskan. 

Ke$e$mpat, analisis yang dilakukan dalam pe$ne$litian ini masih te$rbatas 

pada le$ve$l ge$ne$tik, yaitu e$kspre$si ge$n p53 dan TYR me$nggunakan me$tode$ 

PCR. Validasi pada tingkat prote$in, misalnya me$lalui me$tode$ We$ste$rn Blot atau 

imunohistokimia (IHC), be$lum dilakukan se$hingga inte$rpre$tasi hasil e$kspre$si 

ge$n te$rhadap fe$notipe$ se$lule$r masih te$rbatas. Ke$e$mpat, pe$ne$litian ini hanya 

me$nggunakan satu dosis E$H-MSCs (200 µl) dan satu kombinasi bahan aktif. 

Be$lum adanya variasi dosis me$mbuat e$fe$k dosis-re$spons tidak dapat die$valuasi 

se$cara optimal. 

Se$lain itu, mode$l he$wan yang digunakan adalah me$ncit C57BL/6, 

se$hingga hasil pe$ne$litian ini be$lum dapat langsung dige$ne$ralisasi pada manusia 

kare$na adanya pe$rbe$daan fisiologi kulit antar spe$sie$s. Faktor lingkungan di luar 

kondisi laboratorium, se$pe$rti suhu, ke$le$mbaban, se$rta variasi inte$nsitas sinar 

UVB yang te$rjadi se$cara alami, juga tidak die$valuasi dalam pe$ne$litian ini. 
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BAB VI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

6.1. Kesimpulan 

Hasil pe$ne$litian te$ntang pe$ngaruh inje$ksi kombinasi E$xosome$ Hypoxia 

Me$se$nchymal Ste$m Ce$ll (E$H-MSCs) 200 µl, alpha arbutin 5% dan niacinamide$ 

4% te$rhadap e$kspre$si ge$n p53 dan Tyrosinase$ (TYR) pada me$ncit C57BL/6 

mode$l hipe$rpigme$ntasi me$nunjukkan hal-hal be$rikut : 

a. Te$rdapat pe$ngaruh pe$mbe$rian inje$ksi kombinasi E$H-MSCs 200 µl, alpha 

arbutin 5% dan niacinamide$ 4% te$rhadap pe$nurunan e$kspre$si ge$n p53 dan 

TYR pada me$ncit C57BL/6 yang me$ngalami hipe$rpigme$ntasi akibat paparan 

sinar UVB. 

b. Pe$mbe$rian inje$ksi E$H-MSCs dosis 200 µl tunggal (K4) me$nunjukkan hasil 

yang le$bih signifikan dalam me$nurunkan e$kspre$si ge$n p53 dan TYR 

dibandingkan de$ngan kombinasi be$rsama alpha arbutin 5% dan niacinamide$ 

4% (K5). 

 

6.2. Saran 

a. Pe$ne$litian se$lanjutnya disarankan untuk dilakukan de$ngan durasi pe$rlakuan 

yang le$bih panjang se$hingga dapat me$nge$valuasi e$fe$k jangka panjang 

pe$mbe$rian E$xosome$ Hypoxia Me$se$nchymal Ste$m Ce$lls (E$H-MSCs) te$rhadap 

e$kspre$si ge$n, morfologi kulit, maupun pe$rubahan histopatologis. 

b. Jumlah sampe$l se$baiknya ditingkatkan agar variasi biologis antar individu 

dapat te$rakomodasi le$bih baik dan hasil pe$ne$litian me$njadi le$bih 
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re$pre$se$ntatif. 

c. Pe$ne$litian lanjutan juga pe$rlu difokuskan pada ide$ntifikasi dan kuantifikasi 

je$nis microRNA yang te$rkandung dalam E$H-MSCs se$rta pe$rannya dalam 

me$ne$kan e$kspre$si p53 dan TYR. Me$tode$ se$pe$rti microRNA profiling atau 

ne$xt-ge$ne$ration se$que$ncing dapat digunakan untuk me$ngungkap me$kanisme$ 

mole$kule$r yang le$bih kompre$he$nsif. 

d. Validasi hasil se$baiknya dilanjutkan pada le$ve$l prote$in me$nggunakan me$tode$ 

yang le$bih se$nsitif, se$pe$rti High-Pe$rformance$ Liquid Chromatography 

(HPLC), We$ste$rn Blot, atau immunohistoche$mistry (IHC), guna me$mpe$rkuat 

kuantifikasi prote$in dan e$nzim me$lanoge$ne$sis. 

e. Uji lanjutan pada manusia atau mode$l praklinis lain dipe$rlukan untuk 

me$nge$valuasi bioavailabilitas, durasi e$fe$k, se$rta inte$raksi e$xosome$ de$ngan 

bahan aktif pe$ndukung. E$valuasi te$rhadap faktor lingkungan se$pe$rti suhu, 

ke$le$mbaban, dan variasi inte$nsitas paparan UVB juga se$baiknya dipe$rhatikan 

agar pe$ne$litian me$nde$kati kondisi nyata di lapangan. De$ngan de$mikian, 

pote$nsi E$H-MSCs se$bagai age$n te$rape$utik te$rhadap hipe$rpigme$ntasi dapat 

dipahami se$cara le$bih me$nye$luruh. 
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