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ABSTRAK

Latar Belakang : Alopecia ditandai oleh ketidakseimbangan imun, dengan
peningkatan IL-6 dan penurunan IL-10. Minoxidil telah lama digunakan, namun
tidak cukup efektif mengendalikan inflamasi. Penelitian ini mengevaluasi peran
SH-MSC, sendiri maupun bersama minoxidil, terhadap ekspresi IL-6 dan IL-10
pada tikus model alopecia-like

Metode : Hewan coba berupa tikus jantan Wistar diinduksi menggunakan
fluconazole secara oral selama 14 hari. Selanjutnya, tikus dibagi ke dalam empat
kelompok, yaitu K1 (kontrol dengan larutan NaCl), K2 (perlakuan minoxidil), K3
(injeksi 100 pL sekretom SH-MSC), dan K4 (kombinasi injeksi 100 pL. SH-MSC
bersama minoxidil). Sekretom diberikan melalui jalur intradermal selama tujuh hari
berturut-turut. Dua puluh empat jam setelah perlakuan terakhir, jaringan diambil
untuk pemeriksaan kadar IL-6 dan IL-10 dengan metode ELISA. Data dianalisis
menggunakan uji One Way ANOVA dan dilanjutkan dengan uji post hoc LSD,
dengan batas signifikansi ditentukan pada P<0,05..

Hasil : Hasil menunjukkan penurunan kadar IL-6 pada K1 (4,81+0,41 pg/mL), K2
(3,82+0,26), K3 (2,98+0,18), K4 (1,62+0,38), serta peningkatan kadar IL-10 pada
K1 (0,31+0,13), K2 (1,54+0,26), K3 (2,83+0,30), K4 (4,20+0,16). Hasil
menunjukkan pemberian kombinasi injeksi- SH-MSC 100 uL dan Minoxidil 5%
topical mampu menekan kadar IL-6 dan meningkatkan kadar IL-10 secara
signifikan (P<0,05).

Kesimpulan : Kesimpulannya, kombinasi sekretom MSC hipoksia dan minoxidil
memberikan efek paling optimal dalam menekan TL-6 sekaligus meningkatkan IL-
10, sehingga berpotensi sebagai strategi terapi alopecia berbasis imunomodulasi.

Kata Kunci : Alopecia, SH-MSC, IL-6, [L-10

Xii



ABSTRACT

Background: Alopecia involves immune dysregulation characterized by elevated
pro-inflammatory cytokines (IL-6) and reduced anti-inflammatory cytokines (IL-
10). Minoxidil remains the standard therapy, but its limited immunomodulatory
effects necessitate alternative approaches. Hypoxia-conditioned mesenchymal stem
cell (MSC) secretome has been proposed as a novel therapeutic strategy.
Methods: Male Wistar rats were orally induced with fluconazole for 14 days and
subsequently divided into four groups: KI (NaCl control), K2 (minoxidil), K3
(injection of 100 uL SH-MSC), and K4 (combination of 100 uL SH-MSC injection
with minoxidil). Secretome administration was performed via intradermal injection
for 7 days. Twenty-four hours after the final treatment, tissue samples were
analyzed for IL-6 and IL-10 levels using ELISA. Statistical analysis was carried out
using One-Way ANOVA followed by LSD post hoc testing, with significance
considered at P<0.05.

Results: 1L-6 levels decreased across groups: K1 (4.81+£0.41), K2 (3.82+0.26), K3
(2.98+0.18), K4 (1.62+0.38). Conversely, IL-10 levels increased: K1 (0.31£0.13),
K2 (1.54+0.26), K3 (2.83+0.30), K4 (4.20+0.16).

Conclusion: Combination therapy with hypoxic MSC secretome and minoxidil
optimally — suppressed IL-6 and enhanced IL-10, indicating promising
immunomodulatory potential for alopecia treatment.

Keyword : Alopecia, SH-MSC, IL-6, IL-10
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Alopecia adalah kondisi penipisan rambut secara tiba-tiba dan berlebihan
yang terjadi ketika siklus pertumbuhan rambut menjadi terganggu dan
menyebabkan lebih banyak rambut masuk ke dalam fase telogen dan kemudian
rontok. Salah satu faktor yang berperan dalam progresivitas alopecia adalah
Interleukin-6 (IL-6), sebuah sitokin pro-inflamasi yang dapat memicu
peradangan di sekitar folikel rambut dan mengganggu aktivitas sel induk
rambut, sehingga mempercepat transisi ke fase telogen.! Penelitian lain
mengungkapkan bahwa IL-10 dapat menekan sekresi IL-6 dengan cara
menghambat aktivasi Nf-kB.”> Terapi standar yang umum digunakan untuk
alopecia adalah minoksidil topikal. Mekanisme kerja utama minoksidil adalah
sebagai vasodilator yang meningkatkan suplai nutrisi ke area folikel rambut,
sehingga dapat menurunkan tingkat apoptosis sel folikel. Minoksidil tidak
mampu menekan kadar interleukin-6 (IL-6), yang merupakan sitokin
proinflamasi yang berperan penting dalam patogenesis dan progresivitas
alopecia. Di sisi lain, sekretom yang dihasilkan oleh Mesenchymal Stem Cells
(SH-MSC) menunjukkan potensi besar sebagai terapi alopecia, karena
memiliki kemampuan menurunkan kadar protein-protein inflamasi, termasuk
IL-6, sehingga berkontribusi dalam menghambat proses inflamasi yang
mendasari kerontokan rambut.*>® Penelitian tentang kombinasi antara SH-MSC

dan minoxidil topikal pada alopecia yang dikaji dari kadar IL-6 dan IL-10 pada



tikus model Alopecia-like masih belum dilakukan, oleh karena itu penelitian ini
bertujuan mengkaji pengaruh kombinasi SH-MSC dan minoxidil terhadap

kadar IL-6 dan IL-10 pada Alopecia.

Interleukin-6 merupakan salah satu sitokin proinflamasi yang diketahui
berperan penting dalam patogenesis berbagai kondisi inflamasi kronis,
termasuk alopecia. Pada kondisi alopecia, peningkatan kadar IL-6 dapat
menghambat proliferasi sel papila dermal dan mengganggu siklus pertumbuhan
rambut dengan mendorong fase katagen secara prematur. Jika kadar IL-6 tidak
berhasil ditekan, maka proses inflamasi kronis akan terus berlangsung, yang
pada akhirnya memperparah kerusakan folikel rambut dan memperlambat
proses regenerasi. Hal ini menyebabkan respon terhadap terapi menjadi
suboptimal, memperpanjang durasi pengobatan, dan berpotensi meningkatkan
risiko terjadinya alopecia irreversible. Oleh karena itu, mengendalikan kadar
IL-6 menjadi salah satu target penting dalam pengembangan terapi yang efektif
untuk alopecia. Terapi standar berupa Minoxidil efektif meningkatkan aliran
darah dan pertumbuhan rambut, namun tidak mampu menekan protein
inflamasi seperti IL-6, sehingga inflamasi akan terus berlanjut yang

menyebabkan kekambuhan pada terapi ini. >

Salah satu pendekatan terapeutik yang menjanjikan untuk menekan kadar
IL-6 pada alopecia adalah pemanfaatan sekretom hipoksia dari SH-MSC.
Beberapa terdahulu menemukan bahwa SH-MSC mengandungseperti
Transforming Growth Factor-B (TGF-B), Hepatocyte Growth factor (HGF),
Prostaglandin E2 (PGE2), dan IL-10 yang bersifat anti inflamasi. Hal ini

dibuktikan dengan penelitian yang telah dilakukan sebelumnya yang



menemukan bahwa SH-MSC mampu menekan protein-protein inflamasi
seperti IL-6 dan IFN-y pada tikus model alopecia. Penelitian tersebut masih
belum mengkombinasikan minoxidil yang merupakan terapi standar yang
mungkin dapat meningkatkan efek antiinfmalasi SH-MSC terhadap alopecia.
Oleh karena itu penelitian ini bertujuan mengkaji peran kombinasi antara SH-

MSC dan minoxidil terhadap kadar IL-6 dan IL-10 pada kondisi alopecia.

1.2.Rumusan Masalah

Apakah terdapat pengaruh kombinasi injeksi intradermal SH-MSC 100uL
dan minoxidil 5% topikal terhadap kadar IL-6 dan IL-10 pada Tikus model

Alopecia-like yang diinduksi Fluconazole?

1.3.Tujuan Penelitian

1.3.1. Tujuan umum
Mengetahui pengaruh kombinasi injeksi intradermal SH-MSC 100pL
dan minoxidil 5% topikal terhadap kadar IL-6 dan IL-10 tikus model

Alopecia-like yang diinduksi Fluconazole.

1.3.2. Tujuan khusus
a. Membuktikan pengaruh injeksi intradermal SH-MSC 100uL dan minoxidil
5% topikal terhadap kadar IL-6 pada tikus jantan galur Wistar model alopecia
like.
b. Membuktikan pengaruh injeksi intradermal SH-MSC 100uL dan minoxidil
5% topikal terhadap kadar IL-10 pada tikus jantan galur Wistar model

alopecia like..



1.4.0riginalitas Penelitian

Tabel 1. 1. Originalitas Penelitian

No Peneliti, Tahun Judul Sampel dan Hasil
Metode
1. Indah Permata Pengaruh In vivo tikus Pemberian  dosis
Hati, 2023 Pemberian  Gel mengalami topikal SH-MSCs
Topikal alopecia yang meningkatkan
Secretome diberi ekspresi gen IL-10
Hypoxia fluconazole = dan  menurunkan
Mesenchymal dan diuji IL- ekspresi gen TNF-
Stem Cells 10 dan TNF- « pada tikus Wistar
Terhadap a dengan
Ekspresi Gen Il- model alopesia like
10 Dan Tnf-A yang diinduksi
fluconazole
2. Meri Aldila Pengaruh In vivo tikus Pemberian  dosis
Rahmanita, Pemberian Gel mengalami SH-MSCs 10%
2023 Topikal alopeciayang dan 20% dalam
Secretome diberi 200 mg gel dapat
Hypoxia fluconazole  menurunkan
Mesenchymal dan diuji [IL-6 ekspresi IL-6.
Stem Cells dan TGF-B°  Pemberian  dosis
Terhadap Ekspresi SH-MSCs
Gen I1-6 dan TGF- 20%meningkatkan
B ekspresi
TGF-B pada tikus
Alopecia-like
3. Yanqgiao Li et Exosomes Pemberian Terapi ADSC-
al,2022" Secreted —~ from sekresi Exos
Adipose-Derived  eksosom dari meningkatkan
Stem Cells Are a sel punca pertumbuhan
Potential adiposa rambut dengan
Treatment Agent regulasi jalur
for Immune- pensinyalan miR-
Mediated 22, Wnt / -
Alopecia catenin, dan TNF-a
pada alopecia yang
dimediasi imun.
4. Jia Yi Ding et Mesenchymal Pemberian Eksosom yang
al, 2020 stem cell-derived eksosom berasal dari MSC
extracellular yang berasal menunjukkan
vesicles in skin dari potensi besar
wound  healing: Mesenchyma dalam
roles, [ Stem Cells mempercepat
opportunities and (MSC) penyembuhan

challenges

luka, meregenerasi




pembuluh  darah,
saraf, dan folikel
rambut.

5. Liang Y et al, Adipose Pemberian miR-122-5p, yang

20233 Mesenchymal miR-122-5p  sangat diperkaya
Stromal Cell- dalam dengan  ADSC-
Derived eksosom Exos,
Exosomes meningkatkan
Carrying  MiR- regulasi ekspresi 3-
122-5p catenin
Antagonize  the dan versican
Inhibitory  Effect dengan
of menargetkan
Dihydrotestostero SMAD3 in vivo
ne  on  Hair dan in vitro.
Follicles by
Targeting the
TGF-p1/SMAD3
Signaling
Pathway

6 Santos et al, Topikal Pemberian Pemberian

2020 minoxidil-loaded . minoxidil minoxidil  dapat
nanotechnology dengan meningkatkan
Strategies for ukuran nano jumlah folikel
alopecia rambut

Penelitian  ini memiliki kebaruan dalam menggabungkan injeksi

intradermal secretome Mesenchymal Stem Cells (MSC) dengan minoxidil sebagai
terapi kombinasi untuk alopecia, yang belum pernah dieksplorasi dalam studi
sebelumnya. Berbeda dengan penelitian terdahulu yang umumnya menggunakan
secretome MSC dalam bentuk topikal (Indah Permata Hati, 2023; Meri Aldila
Rahmanita, 2023) atau fokus pada eksosom tanpa kombinasi farmakologis
(Yanqiao Li et al., 2022; Jia Yi Ding et al., 2020; Liang Y et al., 2023), serta

penelitian minoxidil yang terbatas pada formulasi topikal (Santos et al., 2020),



studi ini menawarkan pendekatan sinergis yang memanfaatkan efek regeneratif

dan imunomodulator secretome MSC serta efek stimulasi folikel rambut dari

minoxidil melalui rute injeksi langsung, sehingga berpotensi meningkatkan

efektivitas terapi pertumbuhan rambut secara signifikan.

1.5. Manfaat penelitian

1.5.1.

1.5.2.

a.

Manfaat Teoritis:
Pengembangan Pengetahuan tentang Regulasi Molekuler pada Alopecia
Penelitian ini dapat memperluas pemahaman tentang peran IL-6 dan IL-10
dalam patogenesis alopecia serta kontribusi SH-MSC dalam modulasi
siklus rambut dan peradangan.
Hasil penelitian ini memberikan bukti ilmiah baru mengenai potensi SH-
MSC sebagai agen terapecutik inovatif dalam bidang bioteknologi,
khususnya dalam pengobatan berbasis sel punca.
Temuan penclitian ini dapat menjadi dasar untuk mengembangkan terapi
molekuler yang lebih efektif, berbasis pada regulasi spesifik IL-6 dan IL-
10 pada alopecia.

Manfaat Praktis:
Penelitian ini menawarkan pendekatan berupa terapi kombinasi antara
injeksi intradermal SH-MSC dan minoxidil dengan efektivitas yang lebih
tinggi dan risiko efek samping yang lebih rendah.
Penelitian ini berpotensi mendorong pengembangan produk farmasi
berbasis SH-MSC untuk meningkatkan pertumbuhan rambut secara alami

dan berkelanjutan.



BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1.Alopecia

2.1.1.

2.1.2.

Definisi

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

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

Secara klinis, alopecia areata memiliki berbagai bentuk
manifestasi.’> Patchy alopecia ditandai dengan kerontokan rambut yang
terlokalisasi pada satu atau beberapa bercak di kulit kepala. Diffuse alopecia
menunjukkan pola kerontokan menyebar di seluruh area kulit kepala.
Alopecia areata reticularis ditandai oleh pola kerontokan menyerupai
jaringan retikular tanpa adanya lesi botak yang terdefinisi dengan jelas.
Perinevoid alopecia areata merupakan bentuk tidak merata dari alopecia
yang terjadi di sekitar nevus melanositik pada area yang mengalami
kerontokan. Ophiasis alopecia areata ditandai dengan kerontokan yang

terjadi di bagian lateral dan oksipital kulit kepala, sedangkan sisaipho



alopecia areata, yang dianggap sebagai bentuk kebalikan dari ophiasis, tidak
mengenai bagian tersebut.’

Alopecia areata secara umum ditandai dengan kerontokan rambut
non-sikatrik berbentuk oval atau sirkular, yang dapat mengalami remisi
spontan atau eksaserbasi'® Lesi sering kali memperlihatkan rambut
berbentuk exclamation point di tepinya—rambut pendek dan rapuh dengan
bagian distal lebih lebar dari proksimal. Kulit pada area yang terkena tampak
halus dan minim rambut, dengan lokasi yang umum meliputi kulit kepala
(sekitar 90% kasus), alis, bulu mata, janggut, rambut tubuh, ketiak, dan area
pubis. Beberapa pasien melaporkan sensasi pruritus atau terbakar sebelum

kerontokan. Abnormalitas kuku, seperti pitting atau onikolisis, juga dapat

muncul dan bisa bersifat reversibel maupun persisten.*

Secara imunologis, folikel rambut berada dalam kondisi immune
privilege yang dicapai melalui berbagai mekanisme, seperti penurunan
ekspresi MHC kelas I dan [(2-mikroglobulin, produksi lokal zat
imunosupresif, ekspresi molekul imunoinhibitor seperti CD200, serta
penekanan aktivitas sel penyaji antigen (APC), sel mast, dan sel natural
killer (NK)."> Neuropeptida seperti vasoactive intestinal peptide (VIP),
yang dilepaskan oleh serabut saraf sensorik perifolikular, turut berperan
dalam mempertahankan status imun ini. Pada pasien alopecia areata,
ditemukan peningkatan kadar IL-6 dan dibuktikan dengan adanya infiltrasi
sel imun seperti APC, sel T CD4+ dan CD8+, serta ekspresi abnormal
MHC kelas I dan II di sekitar folikel rambut anagen akhir.'> Sel T CD8+

bahkan dapat menyusup ke dalam selubung akar folikel.!> Berbagai



molekul yang berperan dalam kaskade ko-stimulasi limfosit, seperti IFN-
v, JAK1ISTAT, IL-6, dan NKG2D, diyakini memiliki peran penting dalam
patogenesis penyakit ini dan menjadi target potensial untuk terapi
imunomodulasi, teramasuk terapi yang menargetkan peningkatan produksi

protein antiinflamasi termasuk IL-10."
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Gambar 2. 1.Kerusakan immune pada alopecia areata '

Pada folikel rambut alopecia areata, diyakini bahwa peningkatan
aktivitass MHC kelas 1 dan MHC kelas II dikaitkan dengan perekrutan
leukosit ke umbi rambut. Gambar diatas menggambarkan runtuhnya hak
istimewa kekebalan folikel rambut, yang menyebabkan segerombolan sel
CDS8" Sel T, CD4" Sel T, sel penyaji antigen, dan sel mast yang
mengelilingi folikel. Sel imunoinflamasi ini menyebabkan gangguan siklus

pertumbuhan rambut dan kerusakan folikel.'?
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Gambar 2. 2. Penampakan infiltrat inflamasi "Swarm of Bees"'"”

2.2. Interleukin 6

2.2.1. Definisi IL-6

Interleukin-6 adalah sitokin pleiotropik yang memiliki peran penting
dalam berbagai proses biologis, termasuk inflamasi, respons imun,
hematopoiesis, metabolisme energi, dan regenerasi jaringan.'®'® IL-6
pertama kali diidentifikasi sebagai faktor penginduksi sel B untuk
menghasilkan imunoglobulin, tetapi penelitian lebih lanjut mengungkapkan
bahwa IL-6 juga berperan dalam mengatur respons imun bawaan dan
adaptif. IL-6 menjadi pusat perhatian dalam berbagai penyakit, seperti
penyakit inflamasi kronis, infeksi, kanker, dan gangguan autoimun, karena

aktivitasnya yang luas dalam sistem tubuh.'®!®

Secara kimia, IL-6 adalah glikoprotein dengan panjang 212 asam
amino dan berat molekul sekitar 26 kDa.'*?° Molekul ini memiliki struktur
berbentuk empat heliks panjang yang diatur dalam konfigurasi heliks

antiparalel. Struktur tersebut memungkinkan IL-6 berinteraksi dengan
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reseptor spesifiknya, yaitu IL-6R dan gK330, untuk memediasi sinyal di
dalam sel.'”?° IL-6 termasuk dalam keluarga gK330 receptor cytokine
family, yang mencakup sitokin lain seperti leukemia inhibitory factor (LIF),
oncostatin M (OSM), dan ciliary neurotrophic factor (CNTF). Semua
anggota keluarga ini menggunakan gK330 sebagai komponen transduksi

sinyal utama.!>?

Jenis Sel yang Mensekresikan IL-6

IL-6 dihasilkan oleh berbagai jenis sel, baik dalam kondisi
homeostasis maupun selama fase patologis.?' Jenis sel yang paling sering
mengeluarkan IL-6 meliputi makrofag, sel T, dan sel B (Gambar 2.1). Selain
itu, sel-sel struktural seperti fibroblas, sel endotel, dan sel epitel juga mampu
memproduksi- IL-6, terutama saat terpapar rangsangan inflamasi. Sel otot
rangka dan adiposit juga diketahui menghasilkan IL-6 dalam konteks
metabolisme dan aktivitas fisik. Dalam kondisi stres atau kerusakan
jaringan, sel mast, dendritik, dan neutrofil juga dapat berkontribusi pada

produksi IL.-6.%'
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Major sources of IL-6
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Gambar 2. 3. Jenis Sel Mensckresi IL-62!
2.2.3. Proses SekresiIL-6

Proses sekresi IL-6 dimulai dengan aktivasi sel-sel penghasil oleh
rangsangan tertentu. Rangsangan ini bisa berupa pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs), seperti lipopolisakarida (LPS) dari bakteri,
atau damage-associated molecular patterns (DAMPs), seperti molekul
endogen yang dilepaskan selama kerusakan jaringan. Rangsangan ini
mengaktifkan jalur pensinyalan intraseluler, terutama jalur NF-kB, MAPK,

atau JAK/STAT, yang kemudian menginduksi ekspresi gen IL-6.%2

Setelah sintesis di retikulum endoplasma, IL-6 mengalami modifikasi
pascatranslasi, seperti glikosilasi, untuk memastikan stabilitas dan
fungsionalitasnya. Molekul IL-6 yang matang kemudian dikemas dalam
vesikel sekretori dan dilepaskan ke lingkungan mikro ekstraseluler. Dalam

lingkungan tersebut, IL-6 berinteraksi dengan reseptor spesifik di
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permukaan sel target, memulai serangkaian proses biologis yang kompleks.
Penting untuk dicatat bahwa sekresi IL-6 sering diatur oleh umpan balik

positif atau negatif untuk memastikan respons inflamasi yang terkendali.?

Peran Fisiologis dan Patologis IL-6

Dalam kondisi fisiologis, IL-6 membantu dalam regenerasi jaringan,
respons imun terhadap infeksi, dan regulasi metabolisme energi.>* Produksi
IL-6 yang berlebihan atau tidak terkendali dapat menyebabkan berbagai
gangguan patologis. IL-6 berkontribusi pada patogenesis penyakit inflamasi
kronis, seperti rheumatoid arthritis dan penyakit Crohn, serta gangguan

metabolik, termasuk obesitas dan diabetes tipe 2.'5%

Peran IL-6 dalam Alopecia

IL-6 juga memiliki peran penting dalam kondisi kulit, termasuk
alopecia. Dalam alopecia, IL-6 dapat memengaruhi mikrolingkungan folikel
rambut dengan cara meningkatkan peradangan dan merusak siklus
pertumbuhan rambut.”®?® Produksi IL-6 yang tinggi di sekitar folikel
rambut dapat menyebabkan transisi dini dari fase anagen ke fase telogen,
yang berujung pada kerontokan rambut. Oleh karena itu, menargetkan IL-6
pada terapi dapat menjadi strategi potensial untuk mengatasi alopecia dan

memodulasi peradangan yang terkait dengannya.?® 23

2.3. Interleukin 10
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2.3.1. Definisi

Interleukin-10 adalah sebuah sitokin antiinflamasi yang memiliki
peran krusial dalam menjaga keseimbangan sistem imun. IL-10 dikenal
sebagai “master regulator” dari respon imun karena kemampuannya dalam
mengontrol peradangan berlebihan yang dapat merusak jaringan. Fungsi
utama IL-10 adalah menekan ekspresi sitokin proinflamasi, menurunkan
aktivitas antigen-presenting cells (APC), serta menghambat proliferasi dan

aktivasi sel T efektor.

Secara struktural, IL-10 adalah protein homodimerik yang terdiri dari
dua subunit identik, masing-masing dengan berat molekul sekitar 18 kDa.?*~
3! Protein ini tersusun dalam bentuk heliks alfa dan termasuk dalam keluarga
kelas II sitokin, yang juga mencakup interferon dan IL-22. IL-10 berikatan
dengan reseptor spesifiknya, yaitu [L-10R 1 (reseptor afinitas tinggi) dan IL-
10R2 (reseptor sinyal), yang sccara bersama-sama mengaktivasi jalur
pensinyalan JAK1/TYK2 dan STAT3, yang berujung pada regulasi

transkripsi gen-gen target yang menghambat inflamasi.?* !

Gen IL10 pada manusia terletak di kromosom 1q32.1. Ekspresinya
diinduksi oleh berbagai stimulus imunologis dan non-imunologis, termasuk
lipopolisakarida (LPS), IL-6, IL-27, dan kondisi mikro lingkungan seperti
hipoksia atau stres oksidatif.>*! Produksi IL-10 terutama berasal dari sel

imun seperti sel T regulator (Treg), sel B, monosit, makrofag, dan sel

dendritik.?3!
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IL-10 berfungsi dalam beberapa mekanisme termasuk menekan
produksi sitokin proinflamasi seperti TNF-a, IL-1f, IL-6, dan IFN-y. Selain
itu protein ini juga dapat menghambat ekspresi molekul kostimulatorik pada
APC (misalnya CD80/CD86), sehingga menurunkan aktivasi sel T,
menurunkan kemampuan fagositosis dan presentasi antigen oleh makrofag
dan sel dendritic dan meningkatkan diferensiasi dan fungsi sel T regulator

(Treg), yang penting dalam toleransi imun.?”3!

Jenis Sel yang Mensekresikan IL-10

IL-10 (Interleukin-10) disekresikan oleh berbagai jenis sel imun dan non-
imun, terutama dalam konteks respons imun, regulasi peradangan, dan
pemeliharaan homeostasis jaringan. Berikut adalah jenis-jenis sel yang

diketahui mensekresikan [L-10:

o Sel T Regulator (Treg) dan Subset Sel T
Sel T regulator merupakan produsen utama IL-10 dalam sistem imun
adaptif. IL-10 yang disekresikan oleh Treg berfungsi menekan aktivasi
sel T efektor dan mengendalikan reaksi imun berlebihan. Selain Treg,
subset lain seperti sel T helper 2 (Th2), Trl, dan Th17 juga dapat
menghasilkan IL-10 dalam kondisi tertentu.?>!

o Makrofag dan Monosit
Sel fagosit mononuklear ini mensekresikan IL-10 sebagai respons
terhadap stimulasi patogen (misalnya LPS) atau sitokin proinflamasi. IL-

10 dari makrofag berperan penting dalam menekan inflamasi lokal dan
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mendorong pergeseran ke fenotipe makrofag M2 yang bersifat reparatif
dan antiinflamasi.?®!

Sel Dendritik (DC)

Sebagai sel penyaji antigen profesional, sel dendritik dapat memproduksi
IL-10 untuk menurunkan ekspresi molekul kostimulatorik dan sitokin
proinflamasi, sehingga mengarahkan sistem imun ke arah toleransi atau
respons yang lebih terkontrol.2°!

Sel B

Sel B pengatur (Breg) adalah subset dari sel B yang mensekresikan IL-
10. Fungsi IL-10 dari sel ini adalah mengurangi aktivasi sel T dan
makrofag, serta menjaga toleransi imun terhadap antigen self maupun
non-self, !

Sel Epitel dan Sel Stroma

Dalam konteks inflamasi jaringan, sel-sel epitel (seperti epitel usus atau
kulit) dan sel stroma lokal (misalnya fibroblas) juga dapat mensekresikan
IL-10 sebagai bagian dari mekanisme perlindungan terhadap kerusakan
jaringan dan untuk meredakan peradangan.?®>!

Sel NK (Natural Killer)

Dalam situasi tertentu, seperti infeksi virus atau aktivasi imun yang kuat,
sel NK juga dapat memproduksi IL-10. Peran IL-10 dari sel NK adalah
29-31

membatasi kerusakan jaringan akibat aktivitas sitotoksik berlebihan.

Sekresi IL-10 dapat dipicu oleh sinyal imunologis seperti aktivasi

reseptor Toll-like (TLR), paparan antigen, serta oleh sitokin lain seperti IL-

6, IL-27, atau TGF-B. Proses ini dikendalikan melalui regulasi transkripsi
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gen IL10 di kromosom 1q32.1, dan protein IL-10 yang terbentuk kemudian
mengalami glikosilasi dan dimerisasi sebelum diekskresikan ke ruang

ekstraseluler untuk menjalankan fungsi imunoregulatorinya.? 3!

Peran IL-10 dalam Alopecia

Peran IL-10 dalam kondisi alopecia telah menunjukkan bahwa sitokin
ini memiliki efek protektif terhadap kerontokan rambut yang dipicu oleh
peradangan.? IL-10 adalah sitokin antiinflamasi yang secara fisiologis
bertugas menghambat produksi berbagai sitokin proinflamasi seperti 1L-6,
TNF-a, dan IL-1B.3*%* Dalam model hewan Alopecia-like, peningkatan
kadar IL-10 sering dihubungkan dengan penurunan inflamasi pada jaringan
kulit kepala dan folikel rambut. Studi-studi menunjukkan bahwa kondisi
inflamasi kronis dapat merusak mikrostruktur folikel rambut dan
mengganggu fase anagen (pertumbuhan), sedangkan keberadaan IL-10
membantu mempertahankan lingkungan mikro yang stabil dan mendukung
regenerasi folikel.>** Oleh karena itu, IL-10 dipandang sebagai salah satu
kunci penting dalam menciptakan homeostasis imun di area kulit kepala.

Salah satu penelitian relevan dilakukan sebelumnya mengevaluasi
pengaruh pemberian topikal secretome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells
(SH-MSC) terhadap ekspresi gen IL-10 dan TNF-a pada tikus model
Alopecia-like?> Hasilnya menunjukkan bahwa aplikasi SH-MSC secara
signifikan meningkatkan ekspresi IL-10 dan menurunkan ekspresi TNF-o.
Hal ini menunjukkan bahwa IL-10 memainkan peran sentral dalam menekan
inflamasi dan mendukung proses regeneratif di area folikel rambut yang

mengalami kerusakan akibat induksi agen inflamasi (fluconazole).?
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Penelitian ini menegaskan bahwa peningkatan ekspresi IL-10 dapat menjadi
indikator efektivitas suatu terapi antiinflamasi pada alopecia. Temuan ini
juga mendukung pendekatan terapi berbasis imunomodulasi sebagai strategi
untuk menghambat perkembangan kerontokan rambut akibat inflamasi.
Secara keseluruhan, IL-10 tidak hanya bertindak sebagai penekan
inflamasi, tetapi juga mendukung regenerasi jaringan folikel rambut dengan
menciptakan lingkungan yang bebas dari sitokin destruktif. Dalam konteks
alopecia areata, suatu penyakit autoimun yang ditandai oleh serangan sistem
imun terhadap folikel rambut, studi klinis dan preklinis juga menunjukkan
bahwa kadar IL-10 yang rendah sering dikaitkan dengan eksaserbasi
penyakit.>® Sebaliknya, peningkatan kadar IL-10 terbukti membantu
menormalkan siklus rambut dan mencegah kerusakan lanjutan. Oleh karena
itu, IL-10 kini menjadi target penting dalam pengembangan terapi berbasis
sel dan molekuler untuk gangguan pertumbuhan rambut yang disebabkan

oleh inflamasi.

2.4. Minoxidil
2.4.1. Definisi

Minoxidil adalah senyawa kimia dengan nama sistematik 2,4-diamino-
6-piperidinopyrimidine-3-oxide, yang memiliki rumus molekul CoHisNsO
dan massa molekul sebesar 209,25 g/mol. Struktur kimianya terdiri dari
cincin pirimidin dengan substituen gugus amino di posisi 2 dan 4, serta
gugus piperidin di posisi 6 dan gugus oksida di posisi 3, yang berkontribusi

terhadap mekanisme aksinya.*
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Minoxidil dikembangkan sebagai obat antihipertensi oral karena
kemampuannya melebarkan pembuluh darah (vasodilatasi). Mekanisme
aksi minoxidil sebagai vasodilator terutama berkaitan dengan aktivitasnya
sebagai pembuka saluran kalium (K*) ATP-sensitif pada membran sel otot
polos vaskular. Aktivasi saluran ini menyebabkan keluarnya ion kalium dari
dalam sel, yang kemudian memicu hiperpolarisasi membran, menghambat
masuknya ion kalsium melalui saluran kalsium voltase-gated, dan akhirnya
menyebabkan relaksasi otot polos vaskular, sehingga terjadi pelebaran

pembuluh darah dan peningkatan aliran darah lokal.>*

Mekanisme pada penggunaan topikal untuk alopecia diyakini berperan
dalam meningkatkan perfusi darah di sekitar folikel rambut,
memperpanjang fase anagen, serta merangsang proliferasi sel papila dermal.
Selain itu, beberapa studi menunjukkan bahwa minoxidil juga dapat
meningkatkan ekspresi vascular endothelial growth factor (VEGF), yang
berkontribusi pada proses angiogenesis dan nutrisi folikel rambut, sehingga

mendukung pertumbuhan rambut yang lebih kuat dan sehat.”

Penggunaan minoxidil dalam terapi alopecia mengalami perkembangan
signifikan, baik dari segi formulasi maupun cara pemberian. Minoxidil
topikal dalam konsentrasi 2% dan 5% masih menjadi terapi standar yang
disetujui oleh FDA untuk alopecia androgenetik pada pria dan wanita.
Obat ini bekerja melalui mekanisme vasodilatasi dengan membuka saluran
kalium ATP-sensitif, sehingga meningkatkan aliran darah ke folikel rambut,

memperpanjang fase anagen, dan merangsang pertumbuhan rambut.®
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Meski efektif, sediaan topikal ini sering menimbulkan efek samping lokal
seperti iritasi kulit, dermatitis kontak, dan ketidaknyamanan akibat

penggunaan yang harus rutin dan berkepanjangan.>®

Sebagai alternatif, minoxidil oral dosis rendah (low-dose oral minoxidil,
LDOM) mulai digunakan secara off-label dengan hasil klinis yang
menjanjikan.*=” Pemberian LDOM dalam dosis 0,25 hingga 5 mg per hari
telah menunjukkan peningkatan jumlah rambut terminal serta kepadatan
rambut, dengan efek samping sistemik yang relatif ringan seperti
hipertrikosis, edema, atau takikardia. Beberapa studi juga membandingkan
efektivitas LDOM dengan sediaan topikal dan menunjukkan hasil yang
sebanding atau bahkan superior.’>>’ Selain itu, kombinasi minoxidil dengan
agen lain, seperti spironolakton atau antiandrogen, sedang dikembangkan
untuk meningkatkan hasil terapi, terutama pada kasus-kasus alopecia yang
lebih berat atau refrakter. Dengan demikian, minoxidil tetap menjadi terapi
utama dalam penatalaksanaan alopecia, dan pemilihan bentuk serta dosisnya
perlu disesuaikan berdasarkan karakteristik klinis dan respons individual

pasien.>>7

Pengaruh Minoxidil terhadap IL-6 dan IL-10

Minoxidil bekerja sebagai agen vasodilator yang merangsang ekspresi

VEGF, meningkatkan angiogenesis dan suplai darah ke folikel rambut,
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sehingga mengurangi apoptosis dan memperpanjang fase anagen
(pertumbuhan rambut).>**%* Pada kondisi kerusakan jaringan akibat
induksi fluconazole seperti alopecia, sel yang rusak melepaskan DAMP
yang mengaktifkan jalur sinyal inflamasi melalui reseptor seperti TLR,
memicu aktivasi faktor transkripsi NF-kB.** Aktivasi NF-xB ini
meningkatkan produksi sitokin proinflamasi seperti IL-6, yang
berkontribusi pada peradangan lokal dan kerontokan rambut lebih lanjut.
Sitokin ini juga mendorong polarisasi makrofag ke tipe M1, yang semakin

memperparah peradangan melalui sekresi IL-6, TNF-a, dan ROS.*

Konsumsi Minoxidil berperan terhadap berkuranganya sel-sel
apoptosis, sehingga akan menurunkan jumlah DAMP yang berujung pada
penurunan aktivasi Nf-kB dan 1L.-6.2*°%® Hal ini akan memicu aktivasi M1
menjadi Makrofag - tipe M2.*' Makrofag tipe M2 memiliki peran
antiinflamasi dan regeneratif dengan menghasilkan IL-10, sebuah sitokin
yang menghambat aktivasi NF-kB dan menurunkan kadar IL-6 sehingga
berpotensi mengurangi inflamasi dan mendukung regenerasi jaringan folikel

rambut.*!

2.5. Secretome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (SH-MSC)
2.5.1. Definisi

Secretome hipoksia mesenchymal stem cell (MSC) adalah molekul

aktif yang terdiri dari sitokin, growth factor dan vesikel ekstraseluler
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berukuran 30-150 nm yang berperan dalam regenerasi jaringan, anti-
inflamasi, dan modulasi imun, yang disekresikan oleh MSC pada kondisi

hipoksia.**

Kandungan SH-MSC

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

mengatasi alopecia:
a.  miRNA (MicroRNA)

SH-MSC mengandung sejumlah miRNA yang diketahui mengatur
ekspresi gen dan memiliki peran penting dalam pertumbuhan dan
diferensiasi sel. Misalnya, miRINA-218 dan miRNA-31 telah terbukti
mendorong proliferasi sel dermal papilla dan merangsang pertumbuhan
folikel rambut.*>*® Selain itu, miRNA-92a dan miRNA-146a memiliki
sifat anti-inflamasi yang membantu mengurangi peradangan kulit

kepala, yang sering dikaitkan dengan kerontokan rambut.*"*3
b. Protein dan Enzim

SH-MSC mengandung berbagai protein dan enzim yang mendukung
regenerasi jaringan dan pertumbuhan sel. Protein seperti Wnt dan PDGF
berperan dalam jalur sinyal yang penting untuk siklus pertumbuhan

rambut.*>° Wnt, misalnya, terlibat dalam aktivasi fase anagen folikel
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rambut, sementara PDGF membantu dalam regulasi siklus rambut dan

mencegah apoptosis sel dermal papilla.
c. Lipida

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

lingkungan yang sehat untuk pertumbuhan rambut.>!

d. Cytokine dan Growth factors

SH-MSC mengandung berbagai sitokin dan faktor pertumbuhan seperti
PDGF, VEGF, dan IGF-1 yang berperan dalam angiogenesis, proliferasi
sel, dan penyembuhan luka. PDGF dan VEGF khususnya membantu
meningkatkan suplai darah ke folikel rambut, memberikan nutrisi dan
oksigen yang diperlukan untuk pertumbuhan rambut. Insulin-like
Growth factor 1 membantu merangsang pertumbuhan dan proliferasi sel

dermal papilla.’>%

2.5.3. Peran SH-MSC pada IL-6

Sekretom yang dihasilkan oleh Mesenchymal Stem Cells (MSC) yang
dikultur dalam kondisi hipoksia memiliki kemampuan imunomodulasi yang
signifikan dalam menekan inflamasi. Kondisi hipoksia meningkatkan

ekspresi Hypoxia-Inducible Factor-1o. (HIF-1a), yang menjadi regulator
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utama adaptasi seluler terhadap lingkungan rendah oksigen. Stabilisasi HIF-
la dalam MSC memicu produksi berbagai molekul bioaktif dalam
sekretom, termasuk sitokin, secretome, dan faktor pertumbuhan, yang

berkontribusi pada pengurangan faktor inflamasi, termasuk IL-6.

Salah satu mekanisme utama adalah peningkatan pelepasan
Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) oleh MSC. IDO mengkatalisis
degradasi triptofan menjadi metabolit seperti kynurenin, yang menekan
aktivasi sel T pro-inflamasi dan mendorong diferensiasi sel T regulatorik
(Treg). Selain itu, sekretom MSC yang dipengaruhi hipoksia juga kaya akan
Prostaglandin E2 (PGE2), molekul lipid yang menghambat proliferasi sel T
pro-inflamasi (Th1 dan Thl7) sekaligus mendorong peralihan makrofag ke

fenotipe anti-inflamasi (M2).

Sekretom hipoksia juga mengandung Transforming Growth factor-3
(TGF-B) dan Interleukin-10 (IL-10), dua sitokin anti-inflamasi utama yang
bekerja menekan respons imun berlebihan. Molekul-molekul ini
mengurangi produksi sitokin pro-inflamasi seperti IL-6 oleh makrofag dan
sel imun lainnya. Selain itu, sekretom hipoksia MSC menginduksi
pelepasan Heme Oxygenase-1 (HO-1) dan Vascular Endothelial Growth
factor (VEGF), yang membantu memperbaiki jaringan melalui angiogenesis

dan efek sitoprotektif pada sel endotel.

Peningkatan secretome dalam sekretom hipoksia juga berperan
penting. Secretome ini membawa microRNA (miRNA) anti-inflamasi
seperti miR-146a dan miR-21, yang menghambat jalur pro-inflamasi seperti

NF-kB dan MAPK. Dengan kombinasi molekul ini, sekretom MSC yang
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dihasilkan dalam kondisi hipoksia tidak hanya menekan inflamasi, tetapi
juga mendukung regenerasi jaringan yang rusak, menjadikannya terapi

potensial untuk penyakit inflamasi kronis dan akut.
Peran SH-MSC terhadap Kadar IL-10

Sekretom mesenchymal stem cell merupakan kumpulan molekul
bioaktif yang disekresikan oleh sel punca mesenkimal selama proses
fisiologis dan dalam kondisi tertentu, termasuk hipoksia.>**> Komponen
utama dari sekretom ini meliputi sitokin, growth factors, kemokin,
mikroRNA, dan vesikel ekstraseluler seperti eksosom, yang semuanya
memainkan peran penting dalam modulasi respons imun dan regenerasi
jaringan. Salah satu efek imunomodulator paling menonjol dari sekretom
MSC adalah kemampuannya dalam meningkatkan sekresi IL-10, sebuah
sitokin antiinflamasi yang berfungsi  meredam reaksi peradangan
berlebihan. Mekanisme ini terjadi melalui interaksi kompleks antara faktor-
faktor parakrin yang dilepaskan MSC dengan sel target seperti makrofag,
sel T regulator, dan sel dendritik.’®>’ Faktor-faktor seperti TGF-B, PGE2,
IDO, dan HGF dalam sekretom telah terbukti berperan dalam induksi

ekspresi IL-10 baik secara langsung maupun tidak langsung.>%>’

Peningkatan IL-10 yang dimediasi oleh sekretom MSC memiliki
korelasi yang kuat dengan penurunan kadar sitokin proinflamasi seperti IL-
6, TNF-0, dan IFN-y. Sekretom MSC telah terbukti mampu mereprogram
makrofag tipe M1 (proinflamasi) menjadi M2 (antiinflamasi), sebuah
perubahan fenotip yang menghasilkan lebih banyak IL-10.* Hal ini

menghasilkan kaskad, di mana peningkatan IL-10 menekan aktivasi jalur
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inflamasi seperti NF-kB dan STAT3, mengurangi infiltrasi sel inflamasi ke
jaringan, serta menurunkan ekspresi gen-gen proinflamasi. Studi-studi in
vivo pada model penyakit inflamasi seperti kolitis, cedera paru akut, dan
Alopecia-like pada tikus juga menunjukkan bahwa pemberian sekretom
MSC terutama dalam bentuk gel topikal atau injeksi local dapat
meningkatkan ekspresi gen IL-10 dan secara signifikan menurunkan tanda-

tanda inflamasi lokal maupun sistemik.%->’

2.6. Model Penelitian Menggunakan Induksi Fluconazole

Fluconazole merupakan agen antijamur golongan azol yang bekerja
dengan cara menghambat aktivitas enzim lanosterol 14a-demethylase,
bagian dari keluarga enzim sitokrom P450 (CYP450). Meski sasaran
utamanya adalah mengganggu pembentukan ergosterol pada membran sel
jamur, fluconazole juga dapat memengaruhi kinerja enzim CYP450 pada sel
mamalia, schingga berpotensi mengubah jalur metabolisme berbagai

senyawa biologis penting, termasuk hormon steroid.”®

Salah satu akibat dari terhambatnya aktivitas CYP450 adalah
terganggunya. proses konversi kolesterol menjadi hormon steroid, salah
satunya estrogen. Estrogen memiliki peran penting dalam mempertahankan
siklus pertumbuhan rambut, terutama dalam menjaga fase anagen (fase aktif
pertumbuhan) dan menunda peralihan ke fase katagen (fase kemunduran).
Penurunan kadar estrogen karena gangguan metabolisme ini dapat memicu

ketidakseimbangan siklus rambut yang berujung pada kerontokan.>*>
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Selain memengaruhi metabolisme hormon, hambatan jalur sterol juga
dapat berdampak pada kestabilan struktur membran sel manusia, meski sel
manusia sendiri tidak memproduksi ergosterol. Gangguan ini dapat
melemahkan integritas membran lipid, menyebabkan ketidakseimbangan
osmotik, serta meningkatkan kepekaan sel terhadap rangsangan pro-
apoptotik, termasuk pada sel folikel rambut. Kondisi tersebut menjadikan
sel folikel lebih rentan mengalami apoptosis. Ketika folikel rambut mati,
pertumbuhan rambut akan terhenti dan folikel akan beralih ke fase dorman
(telogen) yang ditandai dengan kerontokan difus. Jalur ini memperlihatkan
kaitan antara paparan fluconazole, penurunan aktivitas CYP450, gangguan

produksi hormon, hingga munculnya alopecia.’*>’

Di sisi lain, fluconazole juga memengaruhi fungsi mitokondria dengan
menghambat kompleks I dan III pada rantai transpor elektron. Hambatan
tersebut menurunkan efisicnsi fosforilasi oksidatif, mengurangi produksi
ATP, sekaligus meningkatkan kebocoran elektron yang memicu akumulasi
Reactive Oxygen Species (ROS) berlebih.®*®! Peningkatan ROS memicu
stres oksidatif yang merusak struktur lipid, protein, dan DNA sel. Pada
jaringan kulit kepala, sel-sel dengan ketergantungan tinggi pada energi
mitokondria — seperti sel endotel kapiler dan sel folikel rambut — sangat
rentan terhadap kerusakan akibat ROS. Penumpukan ROS yang tidak
terkendali akan memperburuk disfungsi mitokondria dan memicu apoptosis

melalui jalur intrinsik.5!

Dampak awal stres oksidatif berat ini tampak pada apoptosis sel

endotel, khususnya di pembuluh darah mikro di dermis yang mendukung
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folikel rambut.®>% Kerusakan sel endotel menurunkan pasokan oksigen dan
nutrisi, menimbulkan kondisi hipoksia lokal yang semakin membebani
folikel rambut. Hipoksia kronis menjadi salah satu pemicu utama aktivasi
jalur apoptosis di dalam sel folikel. Dalam situasi hipoksia, ekspresi HIF-1a
meningkat, memicu program kematian sel karena lingkungan mikro yang
tidak lagi mendukung kelangsungan hidup folikel.**% Akibatnya, siklus
pertumbuhan rambut terhenti dan bergeser ke fase rontok (telogen),
menghasilkan manifestasi klinis berupa alopecia yang dipicu jalur

mitokondria-hipoksia. ®+5

Fluconazole juga berkontribusi pada terjadinya kerontokan rambut
melalui beberapa jalur patofisiologis lain, seperti disfungsi vaskular,
peningkatan  apoptosis, dan aktivasi respon imun. ®% Obat ini dapat
meningkatkan ROS yang bersifat toksik bagi sel endotel di area dermal
papilla, memicu apoptosis terus-menerus, mengganggu aliran darah, serta
mempercepat degenerasi sel dermal papilla yang berujung pada kerontokan
rambut. Sel yang mengalami apoptosis akan melepaskan DAMP (damage-
associated molecular patterns) yang memicu aktivasi jalur transkripsi NF-
kB, sehingga merangsang pelepasan sitokin proinflamasi seperti TNF-a dan
IFN-y. Kedua mediator ini mendorong polarisasi makrofag ke tipe 1

(proinflamasi) yang memperparah peradangan akibat paparan fluconazole.*
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BAB III

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

Kerangka Teori

Fluconazole merupakan agen antijamur golongan azol yang bekerja
dengan cara menghambat aktivitas enzim lanosterol 14a-demethylase, bagian
dari keluarga enzim sitokrom P450 (CYP450). Meski sasaran utamanya
adalah mengganggu pembentukan ergosterol pada membran sel jamur,
fluconazole juga dapat memengaruhi kinerja enzim CYP450 pada sel
mamalia, sehingga berpotensi mengubah jalur metabolisme berbagai senyawa

biologis penting, termasuk hormon steroid.®

Salah satu akibat dari terhambatnya aktivitas CYP450 adalah
terganggunya proses  konversi kolesterol menjadi hormon steroid, salah
satunya estrogen. Estrogen memiliki peran penting dalam mempertahankan
siklus pertumbuhan rambut, terutama dalam menjaga fase anagen (fase aktif
pertumbuhan) dan menunda peralihan ke fase katagen (fase kemunduran).
Penurunan kadar estrogen karena gangguan metabolisme ini dapat memicu

ketidakseimbangan siklus rambut yang berujung pada kerontokan.

Selain memengaruhi metabolisme hormon, hambatan jalur sterol juga
dapat berdampak pada kestabilan struktur membran sel manusia, meski sel
manusia sendiri tidak memproduksi ergosterol. Gangguan ini dapat
melemahkan integritas membran lipid, menyebabkan ketidakseimbangan
osmotik, serta meningkatkan kepekaan sel terhadap rangsangan pro-

apoptotik, termasuk pada sel folikel rambut.
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Kondisi tersebut menjadikan sel folikel lebih rentan mengalami
apoptosis. Ketika folikel rambut mati, pertumbuhan rambut akan terhenti dan
folikel akan beralih ke fase dorman (telogen) yang ditandai dengan
kerontokan difus. Jalur ini memperlihatkan kaitan antara paparan fluconazole,
penurunan aktivitas CYP450, gangguan produksi hormon, hingga munculnya

alopecia.

Di sisi lain, fluconazole juga memengaruhi fungsi mitokondria dengan
menghambat kompleks I dan III pada rantai transpor elektron. Hambatan
tersebut menurunkan efisiensi fosforilasi oksidatif, mengurangi produksi
ATP, sekaligus meningkatkan kebocoran elektron yang memicu akumulasi

Reactive Oxygen Species (ROS) berlebih. >

Peningkatan ROS memicu stres oksidatif yang merusak struktur lipid,
protein, dan DNA sel. Pada jaringan kulit kepala, sel-sel dengan
ketergantungan tinggi pada energi mitokondria — seperti sel endotel kapiler
dan sel folikel rambut — sangat rentan terhadap kerusakan akibat ROS.
Penumpukan ROS yang tidak terkendali akan memperburuk disfungsi

mitokondria dan memicu apoptosis melalui jalur intrinsik.

Dampak awal stres oksidatif berat ini tampak pada apoptosis sel
endotel, khususnya di pembuluh darah mikro di dermis yang mendukung
folikel rambut. Kerusakan sel endotel menurunkan pasokan oksigen dan
nutrisi, menimbulkan kondisi hipoksia lokal yang semakin membebani folikel

rambut.
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Hipoksia kronis menjadi salah satu pemicu utama aktivasi jalur
apoptosis di dalam sel folikel. Dalam situasi hipoksia, ekspresi HIF-1a
meningkat, memicu program kematian sel karena lingkungan mikro yang
tidak lagi mendukung kelangsungan hidup folikel. Akibatnya, siklus
pertumbuhan rambut terhenti dan bergeser ke fase rontok (telogen),
menghasilkan manifestasi klinis berupa alopecia yang dipicu jalur

mitokondria-hipoksia.

Fluconazole juga berkontribusi pada terjadinya kerontokan rambut
melalui beberapa jalur patofisiologis lain, seperti disfungsi vaskular,
peningkatan apoptosis, dan aktivasi respon imun.>*’ Obat ini dapat
meningkatkan ROS yang bersifat toksik bagi sel endotel di area dermal
papilla, memicu apoptosis terus-menerus, mengganggu aliran darah, serta
mempercepat degenerasi sel dermal papilla yang berujung pada kerontokan
rambut. Sel yang mengalami apoptosis akan melepaskan DAMP (damage-
associated molecular patterns) yang memicu aktivasi jalur transkripsi NF-kB,
sehingga merangsang pelepasan sitokin proinflamasi seperti TNF-a dan IFN-
v. Kedua mediator ini mendorong polarisasi makrofag ke tipe 1 (proinflamasi)

yang memperparah peradangan akibat paparan fluconazole.

Pemberian secretome hypoxia-derived MSCs (SH-MSCs) berpotensi
meredam respon inflamasi ini. Secretome mengandung molekul bioaktif
seperti IL-10, miR-21, dan TGF-f yang berfungsi menekan jalur IKK1NF-
kB, sehingga aktivitas NF-kB berkurang dan produksi TNF-a serta IFN-y

menurun. Di samping itu, TGF-B mendukung peralihan makrofag dari
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fenotipe tipe 1 (proinflamasi) ke tipe 2 (antiinflamasi), yang semakin

menekan pelepasan mediator inflamasi.

Sementara itu, minoxidil memiliki mekanisme kerja yang berbeda
dalam mendukung regenerasi folikel rambut. Senyawa ini merangsang
produksi VEGF (Vascular Endothelial Growth factor), faktor kunci
pembentukan pembuluh darah baru (angiogenesis). Minoxidil diduga
meningkatkan ekspresi VEGF dengan cara menstabilkan HIF-1o0, melalui
penghambatan enzim PHD yang mencegah degradasi HIF-1a. VEGF yang
meningkat mendorong pembentukan pembuluh darah baru, memperbaiki
aliran darah lokal di sekitar folikel, dan menanggulangi gangguan vaskular
akibat fluconazole. Peningkatan perfusi darah mendukung distribusi oksigen
dan nutrisi, memacu proliferasi sel dermal papilla, serta mempertahankan fase
anagen, sehingga memperkuat efek regeneratif jika dikombinasikan dengan
pendekatan terapi lain. Hubungan antar variable digambarkan dalam gambar

3.1.
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3.2. Kerangka konsep
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

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

menggunakan 5 perlakuan dengan skema penelitian sebagai berikut :

—» K1 —=»| OIKI

—> K2 —»| O2K2

—» K3 —»| O3K3

—» K4 —» O4K4

Gambar 4.1. Skema Rancangan Penelitian

Keterangan:

S = Sampel

A = Aklimatisasi hewan coba

R =Random Alokasi hewan coba
I =Induksi Fluconazole

V = Validasi

35



36

K1 = Tikus induksi Fluconazole model Alopecia-like pemberian injeksi NaCl
0,9%

K2 = Tikus induksi Fluconazole model Alopecia-like pemberian Minoxidil 5%
secara topikal

K3 = Tikus induksi Fluconazole model Alopecia-like pemberian injeksi SH-
MSCs 100 uL

K4 = Tikus induksi Fluconazole model Alopecia-like pemberian injeksi SH-

MSCs 100 uL + Minoxidil 5%
O1K1 = Observasi kadar [L-6 dan IL-10 kelompok K1
O2K2 = Observasi kadar [L-6 dan IL-10 kelompok K2
O3K3 = Observasi kadar IL-6 dan IL-10 kelompok K3

0O4K4 = Observasi kadar IL-6 dan IL-10 kelompok K4

4.2.Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

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

Secretome hypoxia MSC dan Minoxidil

b. Variabel Perantara penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah

kadar IL-6

c. Variabel Tergantung penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah

kadar IL-10
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c. Variabel Prakondisi penelitian ini adalah pemberian Fluconazole secara

oral.
4.2.2 Definisi Operasional
a. Secretome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell

Secretome hipoksia Mesenchymal Stem Cell adalah kumpulan faktor
bioaktif yang dihasilkan oleh MSC setelah inkubasi dalam kondisi
hipoksia selama 24 jam, kemudian difiltrasi menggunakan teknik
tangential flow filtration (TFF) dengan filter ukuran 10-100 kDa untuk
memisahkan molekul target. Injeksi SH-MSC dilakukan secara

intradermal dengan dosis 100 uL.*
Skala: Ordinal
b. Kadar IL-6

IL-6 adalah sitokin pro-inflamasi yang diukur dari sampel jaringan kulit
yang diambil pada hari ke-14 pasca perlakuan. Konsentrasi IL-6
dianalisis menggunakan metode enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA) untuk menentukan kadar spesifiknya dalam jaringan kulit.
Skala: Rasio

Satuan : pg/mL
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c. Kadar IL-10

Interleukin 10 adalah protein yang berperan dalam regulasi pertumbuhan
sel dan regenerasi jaringan. IL-10 diukur jaringan kulit yang diambil pada
hari ke-14 pasca perlakuan kemudian dianalisis menggunakan metode

ELISA untuk menentukan konsentrasinya pada jaringan kulit.
Skala: Rasio

Satuan : pg/mL

4.3. Subyek Penelitian dan Sampel Penelitian

4.3.1. Subyek penelitian

Tikus jantan galur Wistar berusia 6-8 minggu dengan berat badan
200-250 gram digunakan sebagai subjek penelitian ini setelah dinyatakan
sehat dan layak oleh dokter hewan dari Laboratorium Stem Cell and Cancer
Research (SCCR) Indonesia. Hewan percobaan ini dipelihara dalam kondisi
laboratorium yang memenuhi standar, dengan ventilasi udara yang memadai
dan suhu ruangan terjaga pada kisaran 20-28°C. Selama masa pemeliharaan,
tikus makanan standar berupa pakan pelet komersial serta air minum bersih
diberikan ad libitum untuk memastikan kebutuhan nutrisinya tercukupi dan

kondisi fisiknya tetap optimal.
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4.3.2. Sampel Penelitian
4.3.2.1. Kriteria inklusi
a. Tikus galur Wistar
b. Jenis kelamin jantan
c. Usia 6-8 minggu
d. Berat badan 200-250 g
e. Mengalami Alopecia-like
f. Tidak memiliki kelainan anatomis
g. Tikus bergerak secara aktif.
4.3.2.2. Kriteria eksklusi

a. Tikus yang sakit selama masa penelitian.

4.3.2.3 Kriteria drop out
a. Tikus mengalami infeksi atau

b. Tikus mati selama penelitian.

4.4. Besar Sampel

Penelitian ini menggunakan 4 perlakuan dan besaran sampel dihitung

menggunakan rumus Federer sebagai berikut:

(m-1)(-1)>15
m-1)@4-1)=>15
4(n-1)=>15
3n-3>15
3n>18

n>6
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Berdasarkan perhitungan tersebut, penelitian menggunakan 6 ekor

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

kelompok ditambah sampel sebanyak satu ekor dari jumlah hitungan menjadi

total 7 ekor per perlakuan. Dengan demikian, jumlah total sampel yang

digunakan adalah 28 ekor.

4.5. Alat dan Bahan

4.5.1.

4.5.2.

Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam kultur MSC dan isolasi Secretome
antara lain meliputi BSC, CO2 inkubator, sentrifuge, uPulse tangential flow
filtration dan membran filtrasi TFF (Zangential Flow Filtration) berukuran
100 kda dan 500 kda digunakan untuk isolasi Secretome dari medium kultur
MSC. Alat yang digunakan untuk validasi MSC dan Secretome hypoxia
MSC antara lain Flowcytometer, mikroskop inverted, incubator. Peralatan
lain yang digunakan antara lain mikropipet, tabung sentrifuge, pelat kultur
sel, botol beher, shaker, pH meter, autoclave dan lampu UV.

Bahan Penelitian

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

Bahan penelitian yang dibutuhkan dalam proses pembuatan animal

model dan pengambilan sampel antara lain alkohol 70% dan kapas steril,
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ketamin, xylazine, vial tube, RIPA buffer dan pisau bisturi. Bahan-bahan
yang diperlukan untuk analisis ELISA antara lain Elisa Kit Rat IL-6
(Elabscience No Cat: E-EL-R0015) dan IL-10 (Elabscience No Cat: E-EL-

R0016).

4.6. Cara Penelitian

4.6.1. Ethical clearance
Setelah mendapatkan persetujun dari pembimbing dan penguji Ethical
clearance penelitian diajukan ke Komisi Etik Fakultas Kedokteran
Universitas Sultan Agung Semarang.

4.6.2. Sumber SH-MSC
Produk SH-MSC yang digunakan di penelittan ini didapatkan dari
Laboratorium Stem Cell and Cancer Research (SCCR, Semarang,
Indonesia. Sediaan SH-MSC berupa larutan steril yang siap diinjeksikan ke
objek percobaan.

4.6.3. Pembuatan Tikus Model Alopecia dan Pemberian Perlakuan
Pembuatan tikus model model alopecia menggunakan protokol dari
penelitian sebelumnya, yaitu sebagai berikut :%°

a. Setelah satu minggu adaptasi, tikus diberikan kombinasi xylazine (20

mg/kgbb) dan ketamine (60 mg/kgbb) untuk menginduksi anestesi.

b. Mencukur rambut pada punggung tikus

c. Tikus kelompok K1 tidak di berikan treatmen apapun. Tikus kelompok

K2 sd K4 diberikan fluconazole 35 mg/kgBB per oral selama 14 hari

menggunakan sonde yaitu pada hari ke 7-21
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d. Hari ke-21, dilakukan validasi

c.

Setelah dilakukan validasi, perlakuan berupa Minoxidil 5% secara
topikal (K2), injeksi SH-MSCs 100 uL intradermal di area dorsal (K3)
dan SH-MSCs 100 uL intradermal dan Minoxidil 5% di area dorsal
(K4) diberikan pada hari ke 22-28.

Hari ke-29 tikus diterminasi dengan cara dislokasi servikal dan diambil
jaringan untuk keperluan analisis ELISA dan analisis HE untuk validasi

alopecia post treatment.

4.6.4. Metode Validasi Hewan Coba

Validasi mikroskopis dengan pewarnaan Hematoksilin-Eosin (HE) dimana

dinyatakan mengalami alopecia jika tidak ditemukan folikel dalam fase

anagen pada kulit tikus. Untuk melakukan validasi mikroskopis dilakukan

langkah-langkah sebagai beriku

a)

b)

1%

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

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

Sampel ditandai dan ditempatkan dalam keranjang tisu setelah difiksasi

dalam larutan BNF 10
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g)

h)

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

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

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

Kemudian sampel ditanam (embedding) dalam parafin dan blocking
ditunggu hingga paraffin mengeras

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

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

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

masing, untuk durasi 1- 2 menit
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k) Setelah jaringan diwarnai selama 5-10 detik dengan hematoksilin,
jaringan dibilas lagi selama 10 menit dengan air mengalir

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

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

n) Setelah 15 menit clearing xylol, balsam Kanada diteteskan ke dalam
sediaan histologi

0) Memasang slide jaringan dengan kaca penutup, memberi label, dan
memasukkannya ke dalam kotak sediaan melengkapi prosedur ini.

Terminasi dan Koleksi Jaringan Kulit
Protokol terminasi dan koleksi jaringan mengacu pada penelitian

terdahulu, yaitu’

a) Tikus diterminasi menggunakan dislokasi servikal.

b) Setelah tikus diterminasi, bersihkan area kulit bagian dorsal dan

didesinfeksi menggunakan povidone iodin.
¢) Ambil sampel jaringan dengan metode biopsi punch utuk mendapatkan.

d) Masukkan sampel ke dalam tabung yang telah berisi PBS dan snap freeze

menggunakan nitrogen cair

e) Simpan sampel pada kondisi -80°C
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4.6.6. Preparasi jaringan dan Analisis ELISA

Protokol preparasi jaringan dan analisis elisa mengacu para petunjuk

analisis pada kit ELISA yang digunakan, meliputi 7°:

a)
b)

c)
d)

e)

2

h)

)

k)

D

Bilas jaringan dengan PBS dingin untuk menghilangkan kontaminan.
Potong jaringan dalam ukuran kecil dan timbang sebesar 50 mg
Homogenisasi jaringan dalam larutan RIPA buffer

Centrifuge pada 4°C, 12.000 rpm, 10—15 menit dan ambil supernatannya.
Tentukan sumuran untuk standar, blanko, dan sampel yang akan
dianalisis

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

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

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

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

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

Tambahkan 100 uL. Konjugat HRP ke setiap sumur

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

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

n) Tambahkan 90 uL Reagen Substrat ke setiap sumur

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

p) Tambahkan 50 pL larutan Stop ke setiap sumur

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

Spektofotometer pada panjang gelombang 450 nm.

4.7.Alur Penelitian

Tikus Wistar 30 Ekor

v

Aklimatisasi selama 7 hari

A

y

v

1 ekor tanpa induksi 29 ekor Induksi Fluconazole oral H
fluconazole 1-14

v

1 ekor Validasi

\ 4

(HE dan Makroskopis) H 15

¢ SH-MSC dari SCCR
Indonesia

Randomisasi H 16
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4.8. Analisa Data

Data dianalisis menggunakan software SPSS. Uji deskriptif
diterapkan untuk mengukur kadar IL-6 dan IL-10 pada tikus Wistar. Data
yang digunakan berjenis skala rasio. Uji Shapiro-Wilk dan Levene digunakan
untuk menganalisis normalitas dan homogenitas data. Data normal (p>0,05)
dan homogen (p>0,05), maka dilakukan uji beda menggunakan uji One-Way

ANOVA, diikuti uji Post hoc LSD untuk membandingkan kelompok.

4.9. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian yang meliputi pembuatan SH-MSC, perlakuan hewan coba
hingga analisis variabel terikat ini dilakukan di Laboratorium SCCR (Stem Cell

and Cancer Research) Semarang, pada Bulan Mei-Juni 2025.



5.1.

BAB YV
HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil Penelitian

Alopecia merupakan kondisi hilangnya rambut yang dapat
disebabkan oleh berbagai faktor, termasuk gangguan autoimun, inflamasi
kronis, stres oksidatif, maupun disfungsi folikel rambut. Terapi terkini
menggunakan minoxidil tidak mampu menghentikan sumber utama
penyebab alopecia. Berdasarkan masalah tersebut, perlu adanya penelitian
untuk mengkaji terapi lain yang mampu mengatasi peradangan yang
menjadi sumber utama alopecia, oleh karena itu penelitian ini dilakukan
untuk bertujuan mengevaluasi efek pemberian SH-MSC, baik secara
tunggal maupun dikombinasikan dengan minoxidil topikal, terhadap kadar

IL-6 dan 1L 10 pada tikus model Alopecia-like.

Penelitian Model Alopecia-like menggunakan 28 tikus Jantan galur
Wistar yang diinduksi dengan pemberian fluconazole oral selama 14 hari
untuk memicu kerontokan rambut melalui mekanisme disfungsi folikel.
Setelah induksi dan tikus tervalidasi mengalami A/opecia-like baik secara
makroskopis dan mikroskopis, tikus dibagi menjadi empat kelompok
perlakuan: kelompok 1 (K1) yang menerima injeksi NaCl, kelompok 2
(K2) yang mendapatkan aplikasi minoxidil topikal, kelompok 3 (K3) yang
menerima injeksi sekretom hipoksia MSC, serta kelompok 4 (K4) yang
mendapatkan kombinasi injeksi sekretom hipoksia MSC dan aplikasi

minoxidil 5% topical. Injeksi sekretom diberikan satu kali setelah periode

49



50

induksi, diikuti observasi selama 7 hari. Pada hari ke-7 pascaperlakuan,
tidak ada tikus yang masuk kriteria drop out dan kemudian diterminasi dan
jaringan kulit diambil untuk analisis. Selama penelitian tidak ada tikus
yang drop out. Kadar IL-6 dan IL-10 dari jaringan kulit bagian dorsal
diukur menggunakan metode ELISA dengan satuan pg/mL dan dianalisis

ELISA

5.1.1. Hasil Validasi Secretome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell

Mesenchymal stem cell didapatkan dari Laboratorium SCCR
Indonesia di Semarang, menggunakan sumber berupa tali pusat tikus pada
usia berusia 21 hari kehamilan. Setelah proses isolasi, sel-sel tersebut
dikultur dalam Flask kultur yang berisi media DMEM. Setelah mencapai
pasase kelima, analisis morfologi sel, menunjukkan terdapat sel yang
menyerupai spindle saat diamati dengan mikroskop dan melekat di atas
permukaan flask (Gambar 5.1A).

Analisis  identitas ~sel menggunakan surface marker MSC
menggunakan metode flow cytometry menunjukkan bahwa sel yang dikultur
secara kuat mengekspresikan CD90 (98,7%) dan CD29 (98,8%), dan hanya
sedikit mengekspresikan CD45 (0,36%) dan CD31 (4,81%) (Gambar 5.1B).
Hal ini menunjukkan bahwa sel yang dikultur dari tali pusar memiliki

karakteristik MSC.
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gﬁk’ m‘-"" 1 i'l diferensiasi menjadi

osteosit dan adiposity yang terhhat oleh Ahzarm Red dan oil Red O.

(Gambar 5.2 A dan B).
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Gambar 5.2. Kemampuan MSCs berdiferensiasi menjadi osteosit pada
pewarna alizarin red dan (B) Adiposit pada pewarnaan oil red o
(ditunjukkan dengan panah hitam, perbesaran 400x).

Setelah MSC tervalidasi, media kultur MSC dikumpulkan dan disterilkan
menggunakan filter 0,1 um dan dilanjutkan dengan proses diultrafiltrasi
menggunakan metode TFF pada ukuran membran 100-500 kda. Kadar protein
pada sekretom dianalisis- menggunakan metode ELISA dan didapatkan data
sebagaimana terlihat pada Tabel 5.1. Berdasarkan hasil analisa, didapatkan bahwa
kadar SH-MSC yang dihasilkan memenuhi standar kualitas.

Tabel 5. 1. Kadar Protein pada SH-MSC

Parameter Hasil Standar Metode Uji
Kadar VEGF 303,04 pg/mL >100 pg/mL ELISA
Kadar IFN-y 9,73 pg/mL <50 pg/mL ELISA

Kadar IL-10 100,29 pg/mL >100 pg/mL ELISA
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5.1.2. Hasil Validasi Alopecia-like

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

rendah, sebagaimana terlihat dalam Gambar 5.4.

Gambar 5.3. Validasi Makroskopis Alopecia-like Tikus sehat (A) memiliki
kondisi densitas rambut yang lebih tinggi, sedangkan tikus yang dipapar
fluconazole memiliki densitas rambut yang lebih rendah (B)

Selain secara visual makroskopis, validasi juga dilakukan dengan
melakukan pengecatan HE pada jaringan kulit. Hasil menujukkan bahwa
tikus sehat yang tidak diinduksi Alopecia-like menggunakan fluconazole
nampak bahwa Lapisan epidermis tampak utuh, terdiri dari lapisan stratum

basale, stratum spinosum, stratum granulosum, dan stratum korneum yang
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kompak. Dermis papiler dan retikuler tersusun baik dengan serabut kolagen
teratur dan distribusi fibroblas yang normal. Tidak ditemukan infiltrasi sel
radang. Folikel rambut berada pada fase anagen yang dominan, dengan
batang rambut utuh dan matriks aktif di bagian bulb. Selubung akar bagian
luar dan dalam (outer dan inner root sheath) terlihat lengkap tanpa tanda
degenerasi. Tidak ada miniaturisasi folikel atau transisi prematur ke fase
telogen. Tampak lapisan jaringan ikat longgar dan sedikit jaringan adiposa

subkutan yang teratur.

Sisi lain, jaringan kulit tikus yang diinduksi Alopecia-like dengan
flucozole menunjukkan lapisan epidermis relatif utuh, namun tampak
sedikit hiperkeratosis pada stratum korneum. Folikel rambut mayoritas
berada pada fase telogen, ditandai posisi folikel yang lebih superfisial, bulb
kecil, dan tidak adanya matriks aktif pembentuk batang rambut. Folikel
anagen sangat berkurang; yang ada menunjukkan ukuran lebih kecil
dibandingkan kulit sehat dan beberapa mengalami miniaturisasi. Beberapa
folikel telogen tampak kosong (tanpa batang rambut), konsisten dengan
proses hair shedding pada AA. Hasil validasi pengecatan HE terlihat pada

Gambar 5.5.
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Kelenjar sebasea

e s ~
B S i

Kelenjar sebacea

Panah hitam = telogen follicle
Panah merah = anagen follicle

Gambar 5. 4.Validasi Mikroskopis Alopecia-like Tikus sehat (A) memiliki kondisi
folikel rambut dominan pada fase Anagen sedangkan tikus yang dipapar
fluconazole (B) memiliki memiliki kondisi folikel rambut dominan pada fase
Telogen (Perbesaran 100x)

5.1.4 Kadar IL-6

Pengukuran kadar IL-6 dilakukan dengan metode ELISA dari jaringan kulit
tikus model alopecia pada hari ke-7 pasca pemberian perlakuan pertama. Hasil
pengukuran disajikan dalam satuan pg/ml. dan menunjukkan perbedaan rerata

antar kelompok yang cukup jelas seperti yang ditampilkan pada tabel 5.3.

Tabel 5. 2.Data Hasil Analisis Kadar IL-6 pada berbagai macam kelompok
perlakuan dengan menggunakan ELISA jaringan kulit

Kelompok
Variabel Ki K2 K3 K4 P
(pg/mL) (pg/mL)  (pg/mL) (pg/mL)
Kadar IL-6 4,81+0,41  3,82+0,26  2,98+0,18  1,62+0,38
Shapiro Wilk 0,25 0,18 0,56 0,63
Lavene test 0,28
One Way Anova <0,00

Kelompok kontrol negatif (K1), yaitu tikus alopecia yang diberikan injeksi
NaCl, menunjukkan kadar IL-6 tertinggi sebesar 4,81+ 0,41 pg/mL. Kelompok
kontrol positif (K2), yang menerima perlakuan topikal minoxidil, memiliki kadar

IL-10 sebesar 3,82 + 0,26 pg/mL.
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Sementara itu, kadar IL-6 pada kelompok perlakuan K3, yakni tikus alopecia
yang diberikan injeksi SH-MSC, lebih rendah yaitu 2,98 +0,18 pg/mL. Nilai
terendah diperoleh pada kelompok K4, yang mendapatkan kombinasi injeksi SH-

MSC dan minoxidil topikal, yaitu sebesar 1,62 + 0,38 pg/mL.

Uji normalitas dan homogenitas menunjukkan bahwa data berdistribusi
normal dan homogen (p > 0,05). Analisis ANOVA menunjukkan perbedaan yang
signifikan antar kelompok perlakuan (p < 0,05), yang mengindikasikan bahwa
masing-masing perlakuan memberikan pengaruh yang bermakna terhadap

penurunan kadar I1L-6 pada jaringan kulit tikus model alopecia.

Tabel 5. 3.Perbedaan rerata kadar IL-6 antar dua kelompok dengan Uji Post hoc
LSD pada berbagai macam kelompok perlakuan dengan menggunakan ELISA
jaringan kulit

Kelompok Kelompok Perbandingan Signifikansi
K1 K2 <0,001
K3 <0,001
K4 <0,001
K2 K3 <0,001
K4 <0,001
K3 K2 <0,001

Berdasarkan data kadar IL-6 yang memiliki beda nyata setelah uji
parametrik One Way ANOVA. Selanjutnya, untuk mengevaluasi hubungan
antar kelompok, dilakukan uji \s\s LSD, karena data bersifat normal dan
homogen. Data hasil uji post hoc LSD tersebut ditampilkan dalam Tabel 5.2.
Berdasarkan hasil analisis data ditemukan bahwa K3 dan K4 berbeda

signifikan dibanding dengan seluruh (p<0,05) dibandingkan dengan K1 dan
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K2, dan K3 juga berbeda signifikan dibanding dengan K4 (<0,05). Data juga
menunjukkan K4 memiliki kadar IL-6 lebih tinggi dibandingkan K3 seperti

yang terlihat pada Gambar 5.6.

*hk

i

*kk

OK1
oK2
mK3
mK4

Kadar IL-6 (pg/mL)

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Gambar 5. 5.Grafik Kadar I1.-6 pada berbagai macam kelompok perlakuan dengan
menggunakan ELISA jaringan kulit

5.1.3. Kadar IL-10

Pengukuran kadar IL-10 dilakukan menggunakan metode ELISA
dari jaringan kulit tikus model alopecia pada hari ke-7 setelah perlakuan
pertama. Hasil rerata kadar IL-10 (dalam satuan pg/mL) menunjukkan
adanya perbedaan yang jelas antar kelompok perlakuan. Kelompok kontrol
negatif (K1), yaitu tikus alopecia yang hanya diberikan injeksi NaCl,
menunjukkan kadar IL-10 terendah sebesar 0,31 £0,13 pg/mL. Kelompok
kontrol positif (K2), yang mendapatkan perlakuan topikal minoxidil,

mengalami peningkatan kadar IL-10 menjadi 1,54 + 0,26 pg/mL.
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Tabel 5.4. Data Hasil Analisis Kadar IL-10 pada berbagai macam kelompok
perlakuan dengan menggunakan ELISA jaringan kulit

Kelompok
Variabel K1 K2 K3 K4 P
(pg/mL) (pg/mL)  (pg/mL) (pg/mL)
Kadar IL-10 0,31£0,13  1,54+0,26  2,83+0,30  4,20+0,16
Shapiro Wilk 0,27 0,33 0,75 0,50
Lavene test 0,46
One Way Anova <0,00

Peningkatan yang lebih tinggi teramati pada kelompok perlakuan
K3, yaitu tikus yang diberikan injeksi sekretom MSC hipoksia, dengan
kadar IL-10 sebesar 2,83 + 0,30 pg/ml.. Sementara itu, kadar IL-10 tertinggi
tercatat pada kelompok K4 yang menerima kombinasi injeksi sekretom

MSC dan aplikasi topikal minoxidil, yakni sebesar 4,20 = 0,16 pg/mL.

Uji normalitas dan homogenitas menunjukkan bahwa data
terdistribusi_normal dan homogen (p > 0,05). Hasil analisis ANOVA
menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan
(p < 0,05), yang mengindikasikan bahwa pemberian sekretom MSC
hipoksia, baik sendiri maupun dalam kombinasi dengan minoxidil,
berpengaruh nyata dalam meningkatkan kadar IL-10 pada jaringan kulit
tikus alopecia. Hasil uji beda yang signifikan, dilanjutkan dengan uji post

hoc LSD dan ditemukan hasil seperti yang ditampilan dalam tabel 5.2

Tabel 5. 5. Perbedaan rerata kadar IL-10 antar dua kelompok dengan Uji Post hoc
LSD



Kelompok Kelompok Perbandingan Signifikansi
K1 K2 <0,001
K3 <0,001
K4 <0,001
K2 K3 <0,001
K4 <0,001
K3 K2 <0,001
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Berdasarkan data kadar IL-10 yang memiliki beda nyata setelah uji

parametrik One Way ANOVA. Selanjutnya, untuk mengevaluasi hubungan

antar kelompok, dilakukan uji post hoc LSD, karena data bersifat normal

dan homogen. Data hasil uji post hoc LSD tersebut ditampilkan dalam Tabel

5.2. Berdasarkan hasil analisis data ditemukan bahwa K3 dan K4 berbeda

signifikan dibanding dengan seluruh (p<0,05) dibandingkan dengan K1 dan

K2, dan K3 juga berbeda signifikan dibanding dengan K4 (<0,05). Data juga

menunjukkan K4 memiliki kadar [L-10 lebih tinggi dibandingkan K3 seperti

yang terlihat pada Gambar 5.6.

ek

Kadar IL-10 (pg/mL)

n
—

‘] :

oKl
oK2
mK3
mK4

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Gambar 5. 6. Grafik Kadar IL-10 pada berbagai macam kelompok perlakuan

dengan menggunakan ELISA jaringan kulit

5.2. Pembahasan Hasil Penelitian
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Alopecia adalah gangguan multifaktorial yang melibatkan berbagai
elemen imunologis, inflamasi, dan stres oksidatif yang berkontribusi terhadap
disfungsi folikel rambut.”""7® Terapi standar seperti minoxidil yang digunakan
tidak dapat menyelesaikan gangguan multi faktorial tersebut sehingga
menyebabkan sering terjadinya relapse sehingga membutuhkan inovasi terapi
yang dapat menyelesaikan masalah tersebut.>*°**™ Terapi yang digunakan
dalam penelitian ini adalah pemberian SH-MSC dan minoxidil, baik secara
tunggal maupun kombinasi, untuk memodulasi kadar sitokin utama seperti
IL-10 dan IL-6 pada jaringan kulit tikus model alopecia.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kelompok yang menerima
kombinasi sekretom dan minoxidil (K4) memiliki kadar IL-6 terendah dan
IL-10 tertinggi, dibandingkan dengan kelompok K1 maupun pemberian
pemberian SH-MSC secara tunggal (K3). Perubahan signifikan pada kedua
sitokin ini mencerminkan efek sinergis antara SH-MSC dan minoxidil sebagai
imunomodulator dan antiinflamasi dari perlakuan yang diberikan, yang
berkontribusi pada lingkungan mikro yang mendukung regenerasi rambut.

Menurut penelitian lain, IL-6 merupakan salah satu mediator utama
inflamasi dalam berbagai kondisi degeneratif, termasuk alopecia.?® IL-6
dihasilkan oleh sel keratinosit, makrofag M1, dan fibroblas sebagai respons
terhadap kerusakan jaringan atau infeksi.?*?” IL-6 juga berkontribusi terhadap
kerusakan folikel rambut dengan menekan aktivitas sel punca folikel (HFSC),
memicu transisi dini ke fase katagen, dan menginduksi apoptosis sel-sel

penunjang folikel pada kasus alopecia.?¢’
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Protein pleiotropik ini bekerja melalui aktivasi reseptornya (IL-6Ra),
yang berasosiasi dengan gK330, dan memicu jalur JAK/STAT3 proinflamasi.
Aktivasi STAT3 akibat aktivasi IL-6 ini mendorong ekspresi gen proinflamasi
dan pro-apoptotik seperti Bax, serta menurunkan ekspresi jalur regeneratif
seperti Wnt/B-catenin. Jalur ini sangat penting, karena Wnt/B-catenin
berperan dalam mengaktitkan kembali sel punca folikel selama fase anagen.
Oleh karena itu, peningkatan IL-6 secara langsung menghambat regenerasi
rambut dan mempercepat degenerasi folikel.?*’

Data penelitian menunjukkan bahwa kelompok kontrol negatif (K—)
memiliki kadar IL-6 tertinggi, mengindikasikan inflamasi aktif dan kerusakan
jaringan. Sebaliknya, kelompok K4 menunjukkan kadar IL-6 terendah,
mencerminkan  efek antiinflamasi kuat -dari kombinasi sekretom dan
minoxidil. Sekretom hipoksia MSC diketahui mengandung berbagai faktor
yang secara langsung menghambat ekspresi IL-6, seperti IL-10 dan TGF-p.
melalui penghambatan aktivitas NF-kB, sebuah faktor transkripsi sentral
dalam regulasi ekspresi gen inflamasi.”>’®

Penurunan IL-6 pada kombinasi injekst SH-MSC dan minoxidil dapat
dikaitkan dengan peran minoxidil dalam meningkatkan produksi VEGF.
Minoxidil diketahui dapat meningkatkan ekspresi VEGF-A pada folikel
rambut, yang merangsang angiogenesis dan memperkuat kapasitas
antioksidan melalui enzim seperti HO-1, Prdx, dan glutathione reductase.
Selain itu, VEGF-B yang dapat dirangsang oleh minoxidil, juga berperan

sebagai antioksidan kuat dengan menginduksi Gpxl dan enzim terkait.
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Peningkatan aktivitas antioksidan ini menurunkan stres oksidatif, yang secara
fisiologis dapat menekan produksi IL-6 pro-inflamasi, sehingga mendukung
lingkungan folikel yang lebih sehat untuk pertumbuhan rambut. Hal ini yang
menyebabkan K4 memiliki kadar IL-6 terendah.”””® Penurunan IL-6 yang
signifikan pada kelompok K3 dan K4 dalam penelitian ini juga diperkuat oleh
data kadar IL-10 yang menunjukkan adanya peningkatan pasca pemberian
injeksi SH-MSC secara tunggal atau pun yang dikombinasikan dengan
minoxidil.

Protein IL-10 adalah sitokin antiinflamasi kunci yang diproduksi oleh
berbagai jenis sel, termasuk sel T regulator (Treg), makrofag tipe M2, dan
MSC sendiri.**”*# IL-10 berperan sebagai penyeimbang dalam sistem imun,
dengan menghambat produksi sitokin proinflamasi seperti 1L-6, IL-1p, TNF-
0, serta mengurangi aktivasi makrofag M1 dan sel dendritik.*% %%

Mekanisme molekuler IL-10 dimediasi oleh aktivasi reseptor IL-10Ra
dan IL-10Rp, yang merekrut dan mengaktifkan JAK1/TYK2, diikuti oleh
fosforilasi STAT3. STAT3 yang teraktivasi akan berpindah ke nukleus dan
menginduksi ekspresi gen protein antiinflamasi yang berperan dalam
menghambat sinyal inflamasi lanjutan dari IL-6 dan TNF-a. 3%7°%° Selain itu,
IL-10 juga mendorong polarisasi makrofag ke arah fenotipe M2, yang
memiliki sifat reparatif, angiogenik, dan mendukung pemanjangan fase
anagen pada siklus rambut.’!®? Hal ini menyebabkan IL-10 memiliki
kemampuan dalam menekan respons inflamasi berlebihan, sehingga

mencegah kerusakan sel-sel penunjang pertumbuhan rambut.*?
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Penelitian ini menunjukkan bahwa kelompok K4 yang menerima
kombinasi sekretom MSC hipoksia dan minoxidil menunjukkan peningkatan
IL-10 yang signifikan dibandingkan kelompok lain. Hal ini dapat dijelaskan
melalui kontribusi masing-masing perlakuan terhadap peningkatan ekspresi
IL-10. Sekretom MSC hipoksia mengandung berbagai molekul bioaktif
seperti TGF-f3, PGE2, dan IL-10, yang menginduksi ekspresi antiinflamasi
termasuk IL-10. 7>7

perubahan kadar IL-6 dan IL-10 juga mencerminkan pergeseran
polaritas makrofag dari fenotipe M1  (proinflamasi) ke M2 (reparatif).
Sekretom MSC, terutama dalam kondisi hipoksia, diketahui sebagai
penginduksi kuat makrofag M2, yang menghasilkan IL-10, arginase-1, dan
TGF-B. Pergeseran ini mempercepat resolusi peradangan, meningkatkan
remodeling jaringan, dan mendukung neovaskularisasi di sekitar folikel
rambut. Dengan perbaikan suplai darah dan penurunan stres oksidatif, siklus
rambut dapat kembali ke fase anagen dengan lebih stabil.”>7

Secara keseluruhan, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
kombinasi sekretom MSC hipoksia dan minoxidil bekerja melalui dua jalur
utama yaitu melalui penurunan IL-6 melalui penghambatan jalur NF-xB dan
STAT3 proinflamasi yang menghambat kerusakan jaringan. Efek sinergis ini
membentuk dasar molekuler yang kuat untuk pendekatan kombinatif sebagai

terapi regeneratif pada alopecia, yang tidak hanya menargetkan pertumbuhan

rambut tetapi juga memperbaiki mikro-lingkungan folikel secara menyeluruh
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dan peningkatan IL-10 melalui aktivasi STAT3 protektif dan HIF-1a yang
menciptakan lingkungan antiinflamasi dan mendukung regenerasi.”>’®

Penelitian ini belum mengeksplorasi secara detail potensi interaksi
obat, khususnya pada penggunaan minoxidil topikal yang diberikan
bersamaan dengan injeksi SH-MSC. Aspek ini penting untuk diperhatikan
karena prosedur penyuntikan berpotensi memengaruhi penyerapan sistemik
minoxidil ke dalam aliran darah, yang pada gilirannya dapat berdampak
terhadap profil keamanan maupun efektivitas terapi. Selain itu, penelitian ini
juga tidak melibatkan kelompok sehat sebagai kontrol, sehingga perbedaan
respons antara individu dengan alopecia dan individu dengan kondisi
fisiologis normal belum dapat dijelaskan secara menyeluruh.

Dengan demikian, penelitian di masa mendatang disarankan untuk
menambahkan  analisis farmakokinetik  guna ~menilai kemungkinan
penyerapan sistemik minoxidil ketika dikombinasikan dengan SH-MSC,
sehingga mekanisme kerja serta aspek keamanannya dapat lebih dipahami.
Penelitian selanjutnya juga diharapkan melibatkan kelompok sehat sebagai

pembanding agar efek terapi dapat dievaluasi secara lebih komprehensif

antara subjek normal dan subjek dengan alopecia.



6.1.

6.2.

BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Hasil penelitian tentang pengaruh injeksi SH-MSC dan Minoxidil topikal
terhadap kadar IL-10 dan IL-6 pada tikus jantan galur Wistar model

Alopecia-like membuktikan hal-hal berikut:

a. terdapat pengaruh injeksi intradermal SH-MSC 100uL dan minoxidil 5%
topikal terhadap kadar IL-6 pada tikus jantan galur Wistar model alopecia like.

b. terdapat pengaruh injeksi intradermal SH-MSC 100uL dan minoxidil 5%
topikal terhadap kadar 1L-10 pada tikus jantan galur Wistar model alopecia
like.

Saran

a. Studi yang akan datang diharapkan untuk mengukur kadar, ekspresi
protein intraseluler seperti setelah dilakukan injeksi SH-MSC pada
berbagai dosis yang berbeda pada tikus model 4lopecia-like.

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

dan farmakodinamik dari SH-MSC.

c. Penelitian lanjutan perlu menguji interaksi obat antara SH-MSC dan

Minoxidil.

d. Penelitian lanjutan untuk menguji pengaruh berbagai macam dosis SH-

MSC yang bisa digunakan dan dosis maksimalnya
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