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ABSTRAK

Latar Belakang: Luka bakar derajat 111 merupakan cedera kulit berat yang ditandai
kerusakan seluruh lapisan dermis hingga jaringan subkutan, disertai inflamasi
kompleks yang menghambat regenerasi. Exosome yang dihasilkan oleh
Mesenchymal Stem Cells (MSC), terutama yang dikondisikan pada lingkungan
hipoksia, mengandung biomolekul yang berpotensi mempercepat penyembuhan
melalui modulasi ekspresi growth factor dan sitokin. Penelitian ini bertujuan
mengevaluasi pengaruh pemberian exosome hipoksia-MSC (EH-MSCs) terhadap
ekspresi FGF, COX-2, serta perubahan histologi kulit tikus wistar (Rattus
norvegicus) model luka bakar derajat .

Metode: Penelitian eksperimental dengan desain post-test only control group
menggunakan rancangan acak lengkap. Sebanyak 30 ekor tikus wistar jantan dibagi
menjadi lima kelompok (K1-K5). Luka bakar derajat I11 dibuat dengan plat besi
bersuhu 350 °C selama 10 detik pada dorsal tikus berukuran 2x2 cm. Perlakuan
diberikan sesuai kelompok selama 5 hari. Jaringan kulit diambil 24 jam pasca
perlakuan terakhir untuk analisis ekspresi FGF dan COX-2 menggunakan qRT-
PCR, serta pemeriksaan histologi (HE) dengan mikroskop Olympus CX23 (40x dan
100x). Data dianalisis menggunakan One-Way ANOVA.

Hasil: Rata-rata ekspresi FGF tertinggi ditemukan pada K5 (2,39 * 0,32) dan K4
(2,31 £0,17), sedangkan terendah pada K2 (0,56 £ 0,23). Rata-rata ekspresi COX-
2 tertinggi pada K2 (3,35 £ 0,40), diikuti K3 (2,35 + 0,43), sedangkan terendah pada
K1 (1,02 + 0,01) dan K5 (1,46 + 0,34). Histologi menunjukkan perbaikan struktur
epitel, fibroblas, dan sel radang paling mendekati normal pada EH-MSCs dosis 200
M.

Kesimpulan: Pemberian EH-MSCs dosis 100 pg dan 200 pg meningkatkan
ekspresi FGF serta menurunkan ekspresi COX-2. Secara histologis, dosis 200 pg
lebih optimal dalam memperbaiki jaringan kulit luka bakar derajat 11I.

Kata kunci: Exosome, Hypoxia Mesenchymal Stem Cells, luka bakar derajat 111,
FGF, COX-2, histologi kulit

viii



ABSTRACT

Background: Third-degree burns are severe skin injuries characterized by full-
thickness dermal destruction extending to subcutaneous tissue, accompanied by
complex inflammation that impairs tissue regeneration. Exosomes derived from
Mesenchymal Stem Cells (MSCs), particularly those conditioned under hypoxic
environments, contain biomolecules with potential to accelerate wound healing
through modulation of growth factor and cytokine expression. This study aimed to
evaluate the effects of hypoxia-conditioned MSC-derived exosomes (EH-MSCs)
on FGF and COX-2 expression, as well as histological changes in the skin of Wistar
rats (Rattus norvegicus) with third-degree burn injuries.

Methods: An experimental study with a post-test only control group design using
a completely randomized design was conducted. Thirty male Wistar rats were
divided into five groups (K1-K5). Third-degree burns (2 x 2 cm) were induced by
applying a heated iron plate (350 °C) to the dorsal area for 10 seconds. Treatments
were administered according to group allocation for five consecutive days. Skin
tissue samples were collected 24 hours after the last treatment for analysis of FGF
and COX-2 expression using gRT-PCR, and histological examination (HE staining)
with Olympus CX23 microscope at 40x and 100x magnification. Data were
analyzed using one-way ANOVA.

Results: The highest mean FGF expression was observed in K5 (2.39 + 0.32) and
K4 (2.31£0.17), while the lowest was in K2 (0.56 £ 0.23). The highest mean COX-
2 expression was found in K2 (3.35 + 0.40), followed by K3 (2.35 + 0.43), whereas
the lowest values were in K1 (1.02 £ 0.01) and K5 (1.46 £ 0.34). Histological
evaluation revealed that EH-MSCs at a dose of 200 pg restored epithelial,
fibroblast, and inflammatory cell structures close to normal.

Conclusion: Administration of EH-MSCs at doses of 100 g and 200 g increased
FGF expression and reduced COX-2 expression. Histologically, 200 ug EH-MSCs
demonstrated superior efficacy in skin tissue repair of third-degree burn injuries.

Keywords: Exosome, Hypoxia Mesenchymal Stem Cells, third-degree burn, FGF,
COX-2, skin histology
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Luka bakar merupakan cedera jaringan yang diakibatkan oleh paparan
panas, listrik, bahan kimia, atau radiasi yang menyebabkan kerusakan pada
kulit dan jaringan di bawahnya. Luka bakar derajat I1l adalah bentuk cedera
paling berat yang melibatkan seluruh lapisan epidermis, dermis, hingga
jaringan subkutan, bahkan dapat mencapai otot dan tulang.! Cedera ini
memicu respon inflamasi sistemik, kehilangan integritas sawar kulit, risiko
infeksi tinggi, dan proses penyembuhan yang lambat serta sering kali diikuti
jaringan parut yang luas.* Proses penyembuhan luka melibatkan interaksi
kompleks antara sel, faktor pertumbuhan, sitokin, dan mediator inflamasi.®
Salah satu faktor kunci dalam regenerast jaringan adalah Fibroblast Growth
Factor (FGF), protein yang berperan dalam proliferasi fibroblas,
angiogenesis, dan pembentukan matriks ekstraseluler.® Peningkatan FGF
mempercepat pembentukan jaringan granulasi dan re-epitelisasi.® Sebaliknya,
mediator inflamasi seperti Cyclooxygenase-2 (COX-2), meskipun diperlukan
pada fase awal inflamasi, bila kadarnya berlebihan atau berlangsung terlalu
lama dapat menyebabkan kerusakan jaringan lebih lanjut, memperburuk
inflamasi, dan menghambat proses penyembuhan.?

Urgensi penelitian ini terletak pada kebutuhan akan terapi yang tidak
hanya menutup luka secara cepat, tetapi juga mampu memperbaiki struktur

jaringan secara fungsional dan estetik. Luka bakar derajat 3, masih menjadi



masalah kesehatan masyarakat yang signifikan, dengan angka kejadian yang
cukup tinggi di negara berkembang. Menurut WHO, sekitar 180.000
kematian setiap tahun disebabkan oleh luka bakar, dan sebagian besar terjadi
di negara berpenghasilan rendah hingga menengah.® Menurut data Riset
Kesehatan Dasar (Riskesdas) dan Kementerian Kesehatan Republik
Indonesia, terdapat ribuan kasus luka bakar setiap tahunnya, di Indonesia,
prevalensi luka bakar pada tahun 2013 adalah 0,7% dan telah menurun
sebesar 1,5% dibandingkan tahun 2008 (2,2%). Papua (2,0%) dan Bangka
Belitung (1,4%).* yang sebagian besar terjadi di rumah tangga akibat
kecelakaan dengan api terbuka, air panas, minyak panas, atau bahan kimia.2
Luka bakar derajat tiga ditandai dengan kerusakan menyeluruh pada
epidermis dan dermis serta kemungkinan melibatkan jaringan subkutan.
Penyembuhan [uka jenis ini sangat kompleks dan memerlukan penanganan
intensif, karena kerusakan jaringan yang mendalam menyebabkan hilangnya
struktur pendukung untuk regenerasi. Komplikasi seperti infeksi, kontraktur,
dan pembentukan jaringan parut juga sering dijumpai. Oleh karena itu,
dibutuhkan terapi tambahan yang mampu mempercepat proses penyembuhan
luka dan memperbaiki kualitas jaringan yang terbentuk.®

Sejumlah penelitian telah mengungkapkan bahwa exosome MSCs
dapat merangsang proliferasi fibroblas, mempercepat epitelisasi luka, serta
menurunkan respon inflamasi.® Namun, pemahaman tentang bagaimana EH-
MSCs secara spesifik memengaruhi ekspresi Fibroblast Growth Factor (FGF)

yang berperan penting dalam proliferasi dan migrasi sel fibroblas serta



angiogenesis dan Cyclooxygenase-2 (COX-2) enzim yang memediasi proses
inflamasi masih sangat terbatas. Mengingat pentingnya keseimbangan antara
proliferasi jaringan dan kontrol inflamasi dalam proses penyembuhan luka,
maka penelitian ini penting untuk mengetahui bagaimana efek EH-MSCs
terhadap ekspresi kedua biomolekul tersebut, khususnya dalam kondisi luka
bakar derajat tiga.?

Sejumlah penelitian terdahulu telah menunjukkan potensi terapeutik
exosome dalam memperbaiki jaringan luka. Exosome MSCs mampu
meningkatkan ekspresi faktor pertumbuhan seperti FGF, VEGF, dan TGF-p,
serta menekan ekspresi mediator inflamasi seperti TNF-a dan IL-6. Dalam
model hewan, pemberian exosome telah terbukti mempercepat penyembuhan
luka kulit dan fuka bakar ringan hingga sedang. Sebagai contoh, penelitian
oleh Zhang et al. (2015) menunjukkan bahwa exosome MSCs mempercepat
penutupan luka dan memperbaiki morfologi jaringan. Penelitian oleh Hu et
al. (2020) menunjukkan bahwa EH-MSCs mengandung lebih banyak faktor
pro-regeneratif dibandingkan MSCs normoksia. Namun, belum banyak
penelitian yang secara spesifik mengevaluasi pengaruh EH-MSCs terhadap
ekspresi FGF dan COX-2 pada model luka bakar derajat tiga. Selain itu
perubahan histologi jaringan kulit setelah pemberian EH-MSCs menjadi
indicator penting dalam menilai kualitas penyembuhan secara structural
seperti regenerasi epidermis jaringan granulasi, pembuluh darah baru, dan
inflamasi selular.®*'’ Penelitian ini bermaksud akan membuktikan efek dari

Exosome hypoxia mesenchymal stem cells (MSCs) terhadap ekspresi



1.2.

1.3.

fibroblast growth factor (FGF), Cyclooksigenase-2 (COX-2) dan perubahan

histologi jaringan kulit pada tikus model luka bakar derajat tiga.

Rumusan Masalah

Apakah terdapat pengaruh pemberian Exosome Hypoxia
Mesenchymal Stem Cell terhadap ekspresi fibroblast growth factor (FGF),
Cyclooksigenase-2 (COX-2) dan perubahan histologi jaringan kulit pada tikus

model luka bakar derajat 111?

Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan umum
Tujuan umum yang ingin dicapai penelitian ini adalah membuktikan
pengaruh pemberian Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell terhadap
ekspresi ekspresi fibroblast growth factor (FGF), Cyclooksigenase-2 (COX-
2) dan perubahan histologi jaringan kulit pada tikus model luka bakar derajat
1.
1.3.2. Tujuan khusus
a. Penelitian ini bertujuan membuktikan perbedaan ekspresi fibroblast
growth factor (FGF) antar kelompok Exosome Hypoxia Mesenchymal
Stem Cell 100 pg/kgBB dan 200 pg/kgBB dengan kelompok kontrol

pada Tikus model luka bakar derajat IlI.

b. Penelitian ini  bertujuan  membuktikan  perbedaan  ekspresi

Cyclooksigenase-2 (COX-2) antar kelompok Exosome Hypoxia



1.4. Originalitas Penelitian

Mesenchymal Stem Cell 100 pg/kgBB dan 200 pg/kgBB dengan

kelompok kontrol pada Tikus model luka bakar derajat I1I.

Penelitian ini bertujuan membuktikan bagaimana perubahan histologi

jaringan kulit setelah pemberian Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem

Cell 100 pg/kgBB dan 200 pg/kgBB dengan kelompok kontrol pada

Tikus model luka bakar derajat 111.

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian

Variabel

No Peneliti, Tahun Judul Bebas Hasil

1. Bayu Tirta, etal Enhanced Third Pemberian - Penelitian
2024 Degree Burn sekretom menunjukkan bahwa

Wound Healing hipoksia yang penggunaan HS-MSC
by Hypoxic berasal dari  mengakibatkan
Mesenchymal Mesenchym  peningkatan terkait
Stem Cells’ al Stem Cells  dosis pada IL-10,
Secretome: IL- (MSC) sitokin anti-inflamasi,
10 Upregulation di samping penurunan
and TNF- yang nyata pada TNF-
a/PGE?2 o dan PGE2, sitokin
Suppression pro-inflamasi. Efek ini
mempercepat proses
penyembuhan dengan
meningkatkan re-
epitelialisasi dan
meminimalkan
pembentukan jaringan
parut.

2. Ashok Effect of Terapi Perawatan ganda
Priyadarshi, et al combination of ~ fotobiomod ~ (PBMT + SBTL-ALE)
2023 photobiomodula ulasi (PBMT) mempercepat

tion 904 nm dan penyembuhan luka
superpulsed pemberian bakar tingkat tiga pada
laser therapy ekstrak tikus, yang dapat




and Hippophae
rhamnoides L.
on third-degree
burn wound
healing

seabuckthor n membuka jalan bagi
(SBTL- ALE) strategi terapi

multimode untuk
penanganan luka bakar
dan perawatan
kosmetik kulit.

3. Rayanne Lisboa Effect of low- Pemberian  Tidak ada perbedaan
Mesquita, etal  jntensity low- intensity yang tampak di antara
2016 therapeutic therapeutic  lesi kelompok pada

ultrasound on ultrasound  hari ke-4. Pada akhir

wound healing in (LITUS) perawatan,

rats subjected to penyembuhan luka

third-degree lebih jelas terlihat pada

burns BTG. Tidak ditemukan
perbedaan yang
signifikan secara
statistik antara BG dan
BTG dalam kaitannya
dengan parameter yang
diukur menggunakan
sistem penilaian
perubahan histologis
dalam penyembuhan
luka bakar

4, Zahra Saremi, The Combined  Pemberian Pada tingkat
et al 2016 Effects of Nano- Nano-Zinc,  makroskopis, setelah

Zinc, Nano- Nano- perawatan luka bakar,
Albumin and Albumin dan penyusutan luka bakar
Honey in Madu dan pengurangan
Healing Wounds bekas luka diamati
Caused by pada kelompok yang
Third- Degree diberi madu dan nano-
Burnin Seng dibandingkan
Male Mice dengan kelompok

control dan kelompok
yang diberikan
perawatan lainnya,
studi histologis
menunjukan
peningkatan signifikan




pada ketebalan total
lapisan dermal dan
epidermal kulit pada
kelompok eksperimen
dibandingkan dengan
kelompok lainnya

Berdasarkan kajian beberapa penelitian terdahulu, ditemukan bahwa
telah dilakukan penelitian mengenai terapi penyembuhan luka bakar derajat
1, namun demikian belum ada penelitian yang mengkaji pengaruh
pemberian Exosome hypoxia Mesenchymal Stem Cell terhadap ekspresi
fibroblast growth factor (FGF), Cyclooksigenase-2 (COX-2) dan perubahan
histologi jaringan kulit untuk penyembuhan luka bakar derajat 111 pada tikus

wistar sehingga penelitian ini layak untuk dilakukan.

Manfaat penelitian
1.5.1. Manfaat Teoritis
Manfaat yang ingin didapat dari penelitian ini adalah memberikan

bukti ilmiah peran exosome hypoxia mesenchymal stem cell terhadap ekspresi
FGF, COX-2 dan perubahan histologi jaringan kulit pada Tikus Wistar model
luka bakar derajat tiga.
1.5.2. Manfaat Praktis
a. Hasil penelitian ini dapat memberikan pengetahuan yang berguna bagi

masyarakat mengenai kegunaan Exosome hypoxia Mesenchymal Stem

Cell untuk untuk memperbaiki luka bakar derajat tiga.

b. Bagi praktisi kesehatan, temuan ini diharapkan dapat memberikan

wawasan baru terkait potensi terapi dengan Exosome hypoxia



Mesenchymal Stem Cell sebagai agen antiinflamasi.
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2.1.

BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

Fibblast Growth Factor (FGF)
2.1.1. Definisi

Faktor pertumbuhan fibroblast (FGF) merupakan kelompok faktor
pertumbuhan yang anggotanya terlibat dalam angiogenesis, penyembuhan
luka, dan perkembangan embrio. FGF berperan dalam proses proliferasi dan
diferensiasi berbagai sel dan jaringan.?®
2.1.2. Peran FGF pada luka bakar

FGF dapat memengaruhi proliferasi banyak sel, termasuk sel endotel,
neuron, kondrosit, sel otot polos, melanosit, dan adiposit.?® FGF terlibat
dalam berbagai proses biologis, termasuk proliferasi seluler, kelangsungan
hidup, metabolisme, morfogenesis, diferensiasi, perkembangan embrio,
angiogenesis, perbaikan jaringan, dan regenerasi.

Angiogenesis adalah salah satu pengatur utama penyembuhan luka.
Pembuluh darah  mengangkut nutrisi, oksigen, dan sel imun yang
mempercepat proses penyembuhan luka.?® Kehadiran pembuluh darah yang
matang sangat membantu untuk meningkatkan perbaikan jaringan. Baik FGF
asam maupun basa (bFGF) terlibat dalam angiogenesis dengan cara tertentu.
bFGF telah ditemukan pada tingkat tinggi pada luka akut dan meningkatkan
penyembuhan luka dan remodeling jaringan.?” Telah juga dibuktikan oleh

penelitian in vivo bahwa mengobati luka dengan FGF mempercepat proses
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perbaikan jaringan. FGF juga dapat diberikan melalui biomaterial dan
polimer yang berbeda untuk perbaikan dan regenerasi jaringan,2-%
Fibroblast growth factor (FGF) merupakan keluarga besar molekul
sekretori yang bekerja melalui reseptor tirosin kinase yang dikenal sebagai
reseptor FGF. Mereka memainkan peran penting dalam berbagai fungsi
seluler, termasuk proliferasi sel, kelangsungan hidup, metabolisme,
morfogenesis, dan diferensiasi, serta dalam perbaikan dan regenerasi
jaringan. Jalur pensinyalan yang diatur oleh FGF meliputi RAS/mitogen-
activated protein kinase (MAPK), phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-
kinase (P13K)—protein kinasc B (AKT), phospholipase C gamma (PLCy), dan

signal transducer and activator of transcription (STAT).!

Siklooksigenase-2 (COX-2)
2.2.1. Definisi

Siklooksigenase (COX) adalah enzim terkait membran yang terletak
di retikulum endoplasma atau membran nukleus yang selanjutnya dapat
diklasifikasikan menjadi dua isoform, siklooksigenase-1 (COX-1) dan COX-
2. COX-1 diekspresikan secara konstitutif di hampir semua jaringan dan sel
dan memainkan peran "penjaga rumah" yang penting untuk mempertahankan
fisiologi seluler yang teratur.®* Namun, COX-2 mempromosikan produksi
prostaglandin (PG), yang terlibat dalam respons inflamasi, sebagai respons
terhadap beberapa rangsangan, seperti IL-18 dan TGF-B. COX-2 dapat
mengatur respons inflamasi dini, dan produksinya yang terus-menerus dapat

menyebabkan penyembuhan luka kronis setelah cedera.®?
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2.2.2. Peran COX-2 pada penyembuhan luka bakar

Capillary CNS
Immune response

Blood

brain

Damage to tight
. “ junction in the BBB
from MMP-9

Proinflammatory
markers
TNFaq, iNOS, IL-1B,
IL-6, PGEZ2, tPA,
uPA

. >
° e Release of CNS | *°
o '.‘ proinflammatory
markers

Ko

Macrophage =

{.\,..,»j i Daimcte to the CNS 7 1

Gambar 2.1. Mekanisme infiltrasi penanda proinflamasi ke SSP setelah luka bakar dan
bagaimana hal itu dapat menyebabkan kerusakan pada SSP.>*

COX-2 adalah enzim yang terlibat dalam sintesis prostaglandin E2
(PGE2), yang berperan dalam respon inflamasi dan proses penyembuhan
jaringan. Setelah cedera bakar, ekspresi COX-2 meningkat secara signifikan,
yang berkontribusi pada produksi PGE2. PGE2 ini dapat memodulasi
aktivitas neutrofil dan makrofag, serta berperan dalam regulasi sitokin
proinflamasi seperti IL-1, IL-6, dan TNF-o. Misalnya, penelitian pada tikus
menunjukkan bahwa setelah luka bakar, ekspresi COX-2 pada neutrofil
meningkat dalam waktu 4 jam dan menurun pada 36 jam setelah cedera.
Namun, pada kondisi infeksi, ekspresi COX-2 tetap tinggi meskipun telah
lewat dari 36 jam pasca cedera .*3
2.2.3. Peran COX-2 pada Mesenchymal Stem Cell

COX-2 memainkan peran penting pada sel punca mesenkimal (MSC)
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terkait luka bakar. Inhibisi COX-2 dapat meningkatkan engraftment dan
diferensiasi MSCs, serta mengurangi ekspresi IL-17A yang dimediasi COX-
2, yang pada gilirannya mengurangi infiltrasi makrofag dan ekspresi sitokin
pro-inflamasi melalui jalur NF-«xB.3? Selain itu, COX-2 inhibitor seperti
celecoxib dapat melindungi MSC dari apoptosis yang disebabkan oleh
makrofag yang diaktifkan, serta mendorong diferensiasi MSC menjadi sel
mirip Kkeratinosit, yang berkontribusi pada perbaikan jaringan luka bakar
Secara keseluruhan, COX-2 berperan sebagai mediator kunci dalam
peradangan dan penyembuhan luka bakar. Inhibisi COX-2 dapat
meningkatkan efektivitas terapi MSC dengan mengurangi peradangan dan

meningkatkan regenerasi jaringan.>

2.3. Histologi Jaringan Kulit
Kulit merupakan organ yang tersusun dari 4 jaringan dasar:

1. Kulit mempunyai berbagai jenis epitel, terutama epitel berlapis gepeng
dengan lapisan tanduk. Penbuluh darah pada dermisnya dilapisi oleh
endotel. Kelenjar-kelenjar kulit merupakan kelenjar epitelial.

2. Terdapat beberapa jenis jaringan ikat, seperti serat-serat kolagen dan
elastin, dan sel-sel lemak pada dermis.

3. Jaringan otot dapat ditemukan pada dermis. Contoh, jaringan otot polos,
yaitu otot penegak rambut (m. arrector pili) dan pada dinding pembuluh
darah, sedangkan jaringan otot bercorak terdapat pada otot-otot ekspresi

wajah.
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4. Jaringan saraf sebagai reseptor sensoris yang dapat ditemukan pada kulit
berupa ujung saraf bebas dan berbagai badan akhir saraf. Contoh, badan

Meissner dan badan Pacini.

Sweat pore

Epidermis— Epidermal ridge

B Dermal papilla
Papillary
layer Arrector pili muscle

Sebaceous (oil) gland

Dermis | Sweat gland duct

Merocrine sweat gland

Vein
Artery

Gambar 2.2. Lapisan-lapisan dan apendiks kulit. Diagram lapisan kulit memperlihatkan
saling hubung dan lokasi apendiks dermal (folikel rambut, kelenjar keringat, dan kelenjar
sebasea). Sumber: Mescher AL, 2010.

vvvvvvvv

granulosum——{ |5 . P

o Living keratinocyte
_[— Stratum spinosum—{ 5>

dendritic cell
Basement membrane
Tactile cell

Sensory nerve ending

Gambar 2.3.. Lapisan-lapisan epidermis kulit tebal. Sumber: Mescher AL, 2010.
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Penyembuhan luka adalah suatu proses dinamik kompleks yang
menghasilkan pemulihan terhadap kontinuitas anatomik dan fungsi jaringan
setelah terjadi perlukaan. Penyembuhan luka dibagi dalam tiga tahap yang
saling berhubungan dan tumpang tindih dalam waktu terjadinya, yaitu: 1)
peradangan; 2) pembentukan jaringan (proliferasi); dan 3) remodeling
jaringan. 33

Salah satu tujuan utama tubuh pada proses perbaikan luka kulit ialah
mengembalikan fungsi kulit sebagai sawar fungsional. Reepitelisasi luka kulit
dimulai 24 jam setelah luka melalui pergerakan sel- sel epitel dari tepi bebas
jaringan melintasi defek dan dari struktur folikel rambut yang masih tersisa
pada dasar luka partial thickness.

Sel-sel epitel berubah bentuk baik secara internal dan eksternal untuk
memudahkan pergerakan. Metamorfosis selular ini meliputi retraksi
tonofilamen intrasel, disolusi desmosom intersel dan hemi-desmosom
membran basal, serta pembentukan filamen aktin sitoplasma perifer. Sel-sel
epidermis pada tepi luka cenderung kehilangan polaritas apiko-basal dan
menjulurkan pseudopodia dari tepi basolateral bebas ke dalam luka.®” Pola
pasti dari migrasi epidermis yang mengalami regenerasi ini belum diketahui,
tetapi kemungkinan berupa migrasi sel tunggal melintasi permukaan luka
dengan mekanisme “lompat-katak” (leap-frogging) atau “jejak-traktor”

(tractor tread).
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Gambaran histologi kolagen :

1. Kolagen padat

Epitel utuh, Kolagen sehat,
gambaran merah muda,
Edema tidak ada atau

minimal

Gambar 2.4. Kolagen padat

2. Kolagen sedang

Epitel tidak utuh, Kolagen
longgar,
Jaringan trauma Edema +

Gambar 2.5. Kolagen sedang

3. Kolagen longgar

Hampir tidak terlihat
kolagen atau edema

prominen/ menonjol

Gambar 2.6. Kolagen longgar
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2.4. Luka Bakar
2.4.1. Definisi
Luka bakar (combustio/burn) adalah cedera (injury) sebagai akibat
kontak langsung atau terpapar dengan sumber-sumber panas (thermal),
Listrik (electrict), zat kimia (chemycal), atau radiasi (radiation).}* Faktor
penting lainnya yang secara langsung mempengaruhi tingkat keparahan
cedera meliputi lokasi luka bakar, suhu dan waktu paparan sumber panas,
dengan efek sinergis di antara semuanya.?
2.4.2. Faktor-faktor yang dapat menyebabkan luka bakar
a. Luka Bakar Termal
Luka bakar thermal (panas) disebabkan oleh karena terpapar atau
kontak dengan api, cairan panas atau objek-objek panas lainnya.
b. Luka Bakar Kimia
Luka bakar chemical (kimia) disebabkan oleh kontaknya jaringan
kulit dengan asam atau basa kuat. Konsentrasi zat kimia, lamanya kontak
dan banyaknya jaringan yang terpapar menentukan luasnya injuri karena
zat kimia ini. Luka bakar kimia dapat terjadi misalnya karena kontak
dengan zat- zat pembersih yang sering dipergunakan untuk keperluan
rumah tangga dan berbagai zat kimia yang digunakan dalam bidang
industri, pertanian dan militer. Lebih dari 25.000 produk zat kimia

diketahui dapat menyebabkan luka bakar kimia.

c. Luka Bakar Elektrik
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Luka bakar electric (listrik) disebabkan oleh panas yang
digerakan dari energi listrik yang dihantarkan melalui tubuh. Berat
ringannya luka dipengaruhi oleh lamanya kontak, tingginya voltage dan
cara gelombang elektrik itu sampai mengenai tubuh.

d. Luka Bakar Radiasi

Luka bakar radiation (radiasi) disebabkan oleh terpapar dengan
sumber radioaktif. Tipe injuri ini seringkali berhubungan dengan
penggunaan radiasi ion pada industri atau dari sumber radiasi untuk
keperluan terapeutik pada dunia kedokteran. Terbakar oleh sinar
matahari akibat terpapar yang terlalu lama juga merupakan salah satu tipe
luka bakar radiasi.

2.4.3. Etipatogenesis Luka Bakar

Berdasarkan perjalanan penyakitnya, luka bakar dibagi menjadi fase
akut, fase subakut dan fase lanjut. Pada fase akut terjadi gangguan
keseimbangan sirkulasi cairan dan elekirolit akibat cedera termis bersifat
sistemik yang dapat mengakibatkan terjadinya syok hipovolemik. Fase sub
akut berlangsung setelah syok berakhir yang ditandai dengan keadaan
hipermetabolisme, infeksi hingga sepsis serta inflamasi dalam bentuk SIRS
(Systemic Inflamatory Respon Syndrome). Luka terbuka akibat kerusakan
jaringan (kulit dan jaringan di bawahnya) menimbulkan inflamasi, sepsis dan
penguapan cairan tubuh disertai panas atau energi.'® Masalah yang terjadi
adalah kerusakan atau kehilangan jaringan akibat kontak denga sumber panas.

Luka yang terjadi menyebabkan proses inflamasi dan infeksi, masalah
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penutupan luka pada luka telanjang atau tidak berepitel luas dan atau pada
struktur atau organ-organ fungsional, dan keadaan hipermetabolisme.>
Fase lanjut berlangsung setelah fase subakut hingga pasien sembuh. Penyulit
pada fase ini adalah parut yang hipertrofik, keloid gangguan pigmentasi,
deformitas dan timbulnya kontraktur.®
2.4.4. Patofisiologi Luka Bakar

Luka bakar menyebabkan nekrosis koagulatif pada berbagai lapisan
kulit dan jaringan di bawahnya. Karena fungsi utamanya sebagai penghalang
fisiologis yang melindungi jaringan di bawahnya, kulit biasanya membatasi
penyebaran kerusakan ke lapisan yang lebih dalam, tetapi tingkat kerusakan
ditentukan oleh suhu, energi yang ditransmisikan oleh agen penyebab, dan
durasi paparan. Pada prinsipnya, lokasi luka bakar kulit dapat dibagi menjadi

tiga zona:?

Epidermis
Zone of coagulation

Zone of stasis

Dermis

Zone of hyperemia

Subcutis

Gambar 2.7. Zona luka bakar?®

a. Zona koagulasi, mewakili area nekrosis dengan kerusakan jaringan
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ireversibel yang terjadi pada saat cedera
b. Zona stasis, mengelilingi zona koagulasi dan mengalami kerusakan
sedang akibat transudat vaskular, peningkatan faktor vasokonstriktor,
serta reaksi inflamasi lokal, yang mengakibatkan gangguan perfusi
jaringan. Bergantung pada lingkungan luka, zona tersebut dapat pulih
atau berkembang menjadi nekrosis
c. Zona hiperemia, dengan pembuluh darah yang melebar akibat
peradangan. Zona ini ditandai dengan peningkatan aliran darah ke
jaringan sehat tanpa banyak risiko nekrosis, kecuali jika terjadi sepsis
berat atau hipoperfusi berkepanjangan.
2.45. Klasifikasi Luka Bakar
Luka bakar dapat diklasifikasikan menurut sejumlah faktor, termasuk
kedalamannya, etiologi, dan persentase luas permukaan tubuh yang terkena.?
Untuk menentukan kedalaman luka bakar secara akurat, empat komponen
penting harus dievaluasi yaitu tampilan, pucat karena tekanan, nyeri, dan

sensasi. Komponen- komponen ini mengklasifikasikan luka bakar ke dalam

beberapa tingkatan berdasarkan ketebalannya.*®
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Burns extend into the Burns involve all the Deeper injury and Only the surface of the Healthy tissue
muscle and bone layers of the skin causes blistering epidermis is affected

0
(@
[E

-‘ 5 e = - epicermis



a.

20

Gambar 2.8. Klasifikasi Luka Bakar®”

Luka bakar superfisial (Superficial Burns)

Luka bakar superfisial (derajat I) hanya melibatkan epidermis.
Luka bakar ini bisa berwarna merah muda hingga merah, tanpa lepuh,
kering, dan bisa terasa agak nyeri. Luka bakar superfisial ssmbuh tanpa
meninggalkan jaringan parut dalam waktu 5 hingga 10 hari.*®
Luka bakar ketebalan sebagian (Partial-Thickness Burns)

Luka bakar derajat |1, juga dikenal sebagai luka bakar ketebalan
parsial superfisial, memengaruhi lapisan superfisial dermis. Lepuh sering
terjadi dan mungkin masih utuh saat pertama kali dievaluasi. Setelah
lepuh terbuka, dasar fuka di bawahnya berwarna merah atau merah muda
secara homogen dan akan memucat jika ditekan. Luka bakar ini terasa
nyeri. Penyembuhan biasanya terjadi dalam 2 hingga 3 minggu dengan
jaringan parut minimal.®

Luka bakar parsial-ketebalan yang dalam melibatkan dermis
retikuler yang lebih dalam. Mirip dengan luka bakar parsial-ketebalan

yang dangkal, luka bakar ini juga dapat muncul dengan lepuh yang utuh.
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Setelah lepuh dibersihkan, dasar luka yang mendasarinya akan berbintik-
bintik dan akan perlahan memucat dengan tekanan. Pasien dengan luka
bakar parsial- ketebalan mengalami nyeri minimal, yang mungkin hanya
muncul dengan tekanan yang dalam. Luka bakar ini dapat sembuh tanpa
operasi, tetapi membutuhkan waktu lebih lama, dan jaringan parut tidak
dapat dihindari.®

Luka bakar ketebalan penuh (Full-Thickness Burns)

Luka bakar derajat Ill, yang juga dikenal sebagai luka bakar
menyeluruh, adalah luka bakar yang paling parah dan memengaruhi
lapisan kulit epidermis dan dermis. Luka bakar ini juga meluas hingga ke
jaringan subkutan. Luka bakar ini menyebabkan kulit tampak kasar,
kaku, dan kering. Pada kedalaman ini, area yang terkena tidak memucat
karena tekanan akibat suplai darah yang terganggu. Saraf pada
kedalaman ini juga rusak, sehingga pasien tidak merasakan sensasi atau
nyeri. Luka bakar ini membutuhkan waktu lebih dari 8 minggu untuk
sembuh dan memerlukan perawatan bedah.*®
Luka bakar meluas ke jaringan yang febih dalam (Charring Injury)

Didefinisikan sebagai luka bakar derajat IV dan biasanya
berwarna hitam dan seringkali mengakibatkan hilangnya jaringan yang
terbakar, terjadi kerusakan seluruh kulit dan jaringan subkutan begitu

juga pada tulang akan gosong.?

Luka bakar derajat 111
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Luka bakar derajat 111 meliputi destruksi total epidermis serta lapisan
dermis dan jaringan yang ada di bawahnya. Warna luka bakar sangat
bervariasi mulai dari warna putih hingga merah, coklat atau hitam. Daerah
yang terbakar tidak terasa nyeri karena serabut sarafnya telah hancur.%? Selain
itu, luka bakar derajat 11l juga ditandai dengan adanya eskar.®® Eskar
merupakan sel-sel kulit mati yang mengelupas dan menutupi jaringan luka.
Eskar yang tetap dipertahankanakan menghambat penyembuhan Iluka,
pertumbuhan sel-sel yang baru, membuat bagian disekitar luka kehilangan
protein dan membuat obat yang diberikan menjadi tidak efektif. Eskar
memperlambat proses penyembuhan luka dikarenakan tidak terjadi epitPCRsi
secara spontan.®* Berdasarkan alasan tersebut eskar harus dihilangkan atau
dikelupas agar terjadi proses penyembuhan luka.®®

2.5.1 Gambaran histologis luka bakar derajat 111

Gambar 2.9. Makro dan mikroskopis luka bakar derajat tiga.5®

a. Foto diambil segera setelah luka bakar tingkat tiga.
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Kiri: foto lokasi luka di mana kulit yang terluka berubah menjadi putih.
Tengah dan kanan: histologi area yang terluka. Lapisan epitelnya halus
dan dermisnya seperti hialin. Gambar kanan menunjukkan pembesaran
bingkai putus-putus memanjang di foto Tengah. Foto sebelah kanan
menunjukkan edema jaringan, nekrosis, dan beberapa kehilangan pada
epidermis; serat kolagen sulit dibedakan dari setiap serat karena
degenerasi mirip hialin.
b. Gambar diambil 7 hari setelah luka bakar derajat tiga.

Kiri: bagian yang cedera ditutupi koreng. Tengah dan kanan: histologi
area yang cedera. Area nekrosis pada dermis membesar. Gambar kanan
menunjukkan pembesaran bingkai putus-putus memanjang di foto
tengah. Tidak ada lapisan epitel yang diamati; sebagian dermis hancur

dan serpihan sel telah terkumpul.

2.6. Penyembuhan Luka Bakar

Penyembuhan luka melibatkan sejumlah proses yang berbeda yang
harus dilakukan untuk memperbaiki kerusakan jaringan. Lingkungan yang
optimal untuk proses penyembuhan luka yang alami adalah lingkungan
hangat, lembab dan tidak beracun. Proses penyembuhan luka dibagi dalam
tiga fase yaitu fase inflamasi, proliferasi dan maturasi atau remodeling yang
merupakan perwujudan ulang jaringan. Ketika cedera terjadi, fase awal selalu
berupa keluarnya cairan limfatik dan darah. Selama proses inilah hemostasis
yang memadai tercapai. Baik jalur koagulasi ekstrinsik maupun intrinsik

diaktifkan dan berperan dalam menghentikan kehilangan darah. Agregasi
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trombosit mengikuti vasokonstriksi arteri ke lapisan endotel yang rusak.
Pelepasan adenosin 5' difosfat (ADP) mengakibatkan penggumpalan
trombosit dan memulai proses trombosis. Vasokonstriksi ini merupakan
proses jangka pendek yang segera diikuti oleh vasodilatasi, yang

memungkinkan masuknya sel darah putih dan lebih banyak trombosit.
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Gambar 2.10. Representasi skematis tahapan penyembuhan luka.**

a. Fase inflamasi (The inflammatory phase)

Dimulai dengan hemastasis dan kemotaksis. Baik sel darah putih
maupun trombosit mempercepat proses inflamasi dengan melepaskan
lebih banyak mediator dan sitokin. Selain faktor pertumbuhan yang
berasal dari trombosit, faktor-faktor lain mendorong degradasi kolagen,
transformasi fibroblas, pertumbuhan pembuluh darah baru, dan re-
epitPCRsi. Semua proses tersebut terjadi pada saat yang sama tetapi
secara tersinkronisasi. Mediator seperti serotonin dan histamin
dilepaskan dari trombosit dan meningkatkan permeabilitas sel. Faktor

pertumbuhan yang berasal dari trombosit menarik fibroblas dan, bersama
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dengan faktor pertumbuhan transformasi, meningkatkan pembelahan dan
perbanyakan fibroblas. Fibroblas, pada gilirannya, mensintesis kolagen.

Sel-sel inflamasi, seperti neutrofil, monosit, dan sel endotel,
menempel pada perancah fibrin yang dibentuk oleh aktivasi trombosit.
Neutrofil memungkinkan fagositosis serpihan sel dan bakteri, sehingga
memungkinkan dekontaminasi luka.??

Fase proliferasi (The proliferative)

Fase proliferasi atau granulasi tidak terjadi pada suatu waktu
tertentu, tetapi berlangsung terus-menerus di latar belakang. Pada hari
ke-5 hingga ke-7, fibroblas mulai - membentuk kolagen dan
glikosaminoglikan baru. Proteoglikan ini membentuk inti luka dan
membantu menstabilkan luka. Kemudian, reepitelialisasi mulai terjadi
dengan migrasi sel dari tepi luka dan tepi yang berdekatan. Awalnya,
hanya lapisan tipis sel epitel superfisial yang terbentuk, tetapi lapisan sel
yang lebih tebal dan lebih tahan lama akan menjembatani luka seiring
waktu. Selanjutnya, neovaskularisasi terjadi melalui angiogenesis,
pembentukan pembuluh darah baru dari pembuluh yang ada, dan
vaskulogenesis, yang merupakan pembentukan pembuluh darah baru dari
sel progenitor endotel endothelial progenitor cells (EPC). Setelah serat
kolagen terbentuk pada kerangka fibrin, luka mulai matang. Luka juga
mulai berkontraksi dan difasilitasi oleh pengendapan fibroblas dan
miofibroblas yang berkelanjutan.?

Fase pematangan (The maturational or remodeling)

Fase pematangan atau remodeling dimulai sekitar minggu ke-3



26

dan dapat berlangsung hingga 12 bulan. Kolagen yang berlebih akan
terdegradasi, dan kontraksi luka juga akan mencapai puncaknya sekitar
minggu ke-3. Kontraksi luka terjadi jauh lebih besar pada penyembuhan
sekunder dibandingkan penyembuhan primer. Kekuatan tarik maksimal
luka sayatan terjadi setelah sekitar 11 hingga 14 minggu. Bekas luka yang
dihasilkan tidak akan pernah memiliki kekuatan 100% dari kekuatan
awal luka dan hanya sekitar 80% dari kekuatan tarik.?®
2.6.1. Peran Keseimbangan Kelembapan dalam Penyembuhan Luka
Dalam proses penyembuhan luka, sangat penting untuk menciptakan
lingkungan yang lembap, hal tersebut akan mempercepat penyembuhan luka
secara signifikan. Namun apabila sebaliknya yaitu ketika kelembapan
berlebihan dalam kasus luka bakar dapat -menyebabkan maserasi kulit di
sekitar area luka. Di sisi lain, merawat luka dalam kondisi kering dapat
menghambat proliferasi sel dan kolagen. Pendekatan perawatan luka yang
berfokus pada menjaga tingkat kelembapan yang seimbang disebut sebagai
pembalutan modern (modern dressing) Salah satu metode yang efektif untuk
memastikan lingkungan luka yang lembap adalah penggunaan pembalutan
primer, yang mematuhi prinsip pembalutan modern (moisture balance).’
Perawatan luka dalam keadaan lembap akan memicu percepatan fibrinolisis,
mempercepat angiogenesis, menurunkan risiko infeksi, memicu percepatan
pembentukan growth factor, dan mempercepat pembentukan sel aktif.
Penyembuhan luka terbentuk dalam beberapa fase yaitu respon vaskular,

inflamasi, proliferasi, pemulihan jaringan, dan diakhiri dengan fase
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remodeling.® Namun, ada beberapa faktor yang juga dapat membuat
penyembuhan luka menjadi terhambat antara lain: sistem imun, usia, stres,

dan beberapa jenis penyakit.’

Terapi Standar Untuk Luka Bakar Derajat 11l Dengan Silver
Sulfadiazine (Burnazine®)

Sulfadiazine perak topikal (SSD) merupakan terapi antimikroba
efektif yang digunakan untuk mencegah infeksi luka bakar dan mempercepat
penyembuhan. Silver sulphadiazine (SSD 1%), hingga saat ini, diperkenalkan
olen Charles Fox Jr. Memiliki efek antibakteri yang kuat, meningkatkan
tingkat kelangsungan hidup pasien luka bakar parah dan dilaporkan kurang
kaustik dibandingkan dengan perak nitrat. Silver sulphadiazine masih sering
disebut sebagai ‘the gold standard" dalam pengobatan luka bakar ketebalan
parsial karena sifat antibakterinya yang sangat baik dan ketersediaannya yang
luasKeberhasilan SSD yang meluas terletak pada cara kerjanya. Perak
mengikat asam amino, dinding sel bakteri, DNA dan mengganggu rantai
pernapasan. Situs target yang berbeda ini menghasilkan efek antibakteri yang
luas dan tingkat resistensi yang rendah. Sulphadiazine adalah antibiotik
sulfonamida yang tidak benar-benar bertindak di sini sebagai agen
antibakteri, tetapi dalam SSD telah dilaporkan menunjukkan efek sinergis
spesifik dalam kombinasi dengan Ekspresi perak 'subinhibitor".®’

Hipoksia
Hipoksia merupakan kondisi dimana tidak terdapat pasokan oksigen

ke jaringan, dampak negatif dari berbagai tipe sel yang terpapar hipoksia yang
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berkepanjangan dapat menyebabkan apopotosis sel. Sejumlah penelitian
menunjukkan bahwa lingkungan hipoksia dapat mengakibatkan adhesi,
proliferasi, dan pembaharuan dari MSCs. Lingkungan hipoksia
menyebabkansintesis molekul Hypoxic Induce Factor (HIF), yang membantu

MSCs memproduksi lebih banyak sitokin.

Exosome Hypoxia-Mesenchymal Stem Cell (EH-MSC)
29.1. Definisi

Exosome dari mesenchymal stem cell (MSC) adalah vesikel
ekstraseluler berukuran 30-150 nm yang berperan dalam komunikasi antar
sel. Mereka memiliki marker permukaan spesifik seperti CD63, CD81, dan
CD9, yang digunakan untuk identifikasi dan isolasi. Exosome dibagi
berdasarkan ukuran menjadi tiga jenis utama: small exosome (30-50 nm),
medium exosome (50-100 nm), dan large exosome (100-150 nm). Exosome
MSC mengandung berbagai molekul bioaktif seperti miRNA, protein, dan
lipida yang berkontribusi pada regenerasi jaringan, anti-inflamasi, dan
modulasi imun, menjadikannya potensi besar dalam terapi medis.>*3¢
2.9.2. Kandungan Exosome MSC

Exosome dari mesenchymal stem cell (MSC) mengandung berbagai
molekul bioaktif yang memainkan peran penting dalam mengatasi luka bakar.
Berikut adalah beberapa komponen utama dari exosome MSC yang
berkontribusi dalam mengatasi luka bakar:
a. mMIRNA (MicroRNA)

Exosome MSC mengandung sejumlah miRNA yang diketahui

mengatur ekspresi gen dan memiliki peran penting dalam pertumbuhan
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dan diferensiasi sel 34

Protein dan Enzim

Exosome MSC mengandung berbagai protein dan enzim yang
mendukung regenerasi jaringan dan pertumbuhan sel.*4?
Lipida

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

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

angiogenesis, proliferasi sel, dan penyembuhan luka.*+*

2.9.3. Metode Isolasi Exosome MSC

Isolasi exosome dari mesenchymal stem cell (MSC) dari medium

kultur adalah proses penting untuk mempelajari fungsi dan aplikasi terapinya.

Beberapa metode isolasi telah dikembangkan untuk memastikan kemurnian

dan integritas exosome yang diisolasi. Berikut adalah beberapa metode yang

umum digunakan:

Ultrasentrifugasi Diferensial
Metode ini adalah yang paling umum digunakan untuk isolasi

exosome. Proses ini melibatkan beberapa tahap centrifugasi pada
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kecepatan yang berbeda untuk menghilangkan sel, debris seluler, dan
partikel-partikel yang lebih besar.

Pertama, medium kultur disentrifugasi pada kecepatan rendah
untuk menghilangkan sel-sel dan debris besar. Supernatan kemudian
disentrifugasi pada kecepatan lebih tinggi untuk mengendapkan
mikrovesikel dan partikel yang lebih besar dari exosome. Akhirnya,
supernatan disentrifugasi pada kecepatan sangat tinggi (100,000-120,000
X g) untuk mengendapkan exosome. Pellet exosome kemudian dicuci dan
disentrifugasi ulang untuk meningkatkan kemurnian.*°
Umbilical Cord-Derived Mesenchymal Stem Cells In Scalable
Microcarrier- Based Threedimensional (3D) Culture.

Metode ini dikombinasi dengan ultracentrifugasi diferensial
konvensional, kultur 3D menghasilkan 20 kali lipat lebih banyak
eksosom (3D-UC-eksosom) daripada kultur dua dimensi (2D-UC
eksosom). Tangential flow filtration (TFF) yang dikombinasikan dengan
kultur sel punca mesenkimal 3D semakin meningkatkan hasil eksosom
(eksosom 3D-TFF) sebanyak 7 kali lipat dibandingkan eksosom 3D-UC.
Eksosom 3D-TFF tujuh kali lebih kuat dalam transfer siRNA (small
interfering RNA) ke neuron dibandingkan dengan eksosom 2D-UC.
Kultur 3D berbasis mikrokarrier dan TFF memungkinkan produksi
eksosom aktif biologis yang dapat diskalakan dari sel punca
mesenkimal.®*

Ultrafiltrasi



31

Metode ini menggunakan membran filter dengan ukuran pori
tertentu untuk memisahkan exosome berdasarkan ukuran. Medium kultur
difiltrasi melalui membran untuk menghilangkan partikel yang lebih
besar dan molekul kecil, sementara exosome tertahan di membran.
Ultrafiltrasi sering digunakan sebagai langkah tambahan setelah
ultracentrifugasi untuk meningkatkan kemurnian exosome.*8
Kromatografi Afinitas

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

Metode ini melibatkan penggunaan polimer, seperti polyethylene
glycol (PEG), yang menginduksi presipitasi exosome dari medium Kkultur.
Polimer ini ditambahkan ke medium Kkultur dan diinkubasi, kemudian
campuran disentrifugasi pada kecepatan rendah untuk mengendapkan
exosome. Metode ini relatif cepat dan sederhana, namun bisa
menghasilkan eksosom dengan kemurnian yang lebih rendah
dibandingkan metode lain.*®

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

terpisah.
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KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

Kerangka Teori

Luka bakar mengaktifkan sel imun dan produksi sitokin yang diatur
oleh pola molekuler terkait kerusakan (DAMP). Peran DAMPs dalam dua
jenis respons terhadap cedera luka bakar dan syok hemoragik traumatis. Saran
untuk penggunaan DAMPs sebagai biomarker untuk kedua kondisi tersebut
dilaporkan, serta kemungkinan perannya dalam memodulasi respons imun
dan dalam membatasi respons inflamasi yang berlebihan. Sejumlah besar
DAMP, atau alarmin| telah dijelaskan untuk memulai dan mengabadikan
respons inflamasi sistemik pasca-trauma dan/atau noninfeksi.”® Segala jenis
kejadian traumatik/cedera jaringan yang dipicu oleh trauma mekanis, trauma
termal, atau trauma metabolik, seperti yang dipromosikan oleh cedera
iskemia/reperfusi, asidosis, dan -hipoksia/hipoksemia, memicu pelepasan
DAMP.3 70 Respons steril ini berfungsi sebagai strategi pertahanan yang
ditujukan untuk mempertahankan dan memulihkan homeostasis. Ketika
DAMP dilepaskan di lingkungan ekstraseluler, mereka mampu mengaktifkan
imunitas bawaan dan adaptif. Sel imunitas bawaan seperti sel penyaji antigen
(APC), sel dendritik (DC), atau neutrofil (PMN) memiliki reseptor
pengenalan pola (PRR) yang mampu mengenali DAMP. Setelah aktivasi
PRR, PMN, dan APC, produksi sitokin, kemokin, dan faktor terlarut lainnya

dimulai.?’ Trauma memiliki respon imun terkait cedera yang serupa, di mana

33



34

DAMP dilepaskan secara besar- besaran pada cedera muskuloskeletal dan
menimbulkan peradangan sistemik yang meluas. Pola molekuler terkait
kerusakan (DAMPS) berperan dalam patofisiologi respons inflamasi sistemik
pasca cedera yang dimulai segera setelah cedera.™ % 7 Respons ini terjadi
pada pasien trauma, bedah, dan pasien sakit kritis, meskipun pada luka bakar,
respons ini memiliki tingkat keparahan dan besarnya yang unik.”" > DAMP
dikeluarkan setelah kerusakan jaringan, dan aktif secara imunologis dan
relevan secara klinis.

Sensor adalah reseptor sel (reseptor pengenalan patogen-PPR) yang
mengenali DAMP atau PAMP. Yang paling umum dikenal adalah reseptor
tol-like-4 (TLLR4) yang mengikat LPS dan memulai respons peradangan.
Kerusakan yang terkait dengan DAMP yang ada di jaringan yang cedera
mengaktifkan sel inflamasi melalui reseptor seperti tol (TLR) dan reseptor
seperti NOD (NLR).%° Pada luka bakar, DAMP dihasilkan oleh kerusakan
jaringan yang dimediasi oleh luka bakar dan dikenali melalui TRL dan
reseptor mirip NOD (NLR).° Jalur TLR yang bergantung pada MyD88
mendorong polarisasi M1 dan ekspresi sitokin pro-inflamasi. Reseptor mirip
Toll sangat penting dalam regulasi proses polarisasi M1.” Selama proses
penyembuhan luka refrakter, fungsi makrofag tidak normal seperti
ketidakseimbangan makrofag M1/M2.

Exosom yang berasal dari sel punca mesenkimal (MSC) memiliki
beragam fungsi dalam mengatur penyembuhan luka dan peradangan; namun,

mekanisme molekuler eksosom yang berasal dari MSC tali pusat manusia
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(hUCMSC) dalam mengatur peradangan yang disebabkan oleh luka bakar.
Ditemukan bahwa luka bakar secara signifikan meningkatkan reaksi
peradangan atau makrofag, meningkatkan Ekspresi Fibroblast growth factor
(FGF) dan Cyclooxygenase-2 (COX-2). Pemberian eksosom hUCMSC
berhasil membalikkan reaksi ini. Penelitian lebih lanjut menunjukkan bahwa
miR- 181c dalam eksosom memainkan peran penting dalam mengatur
peradangan. Dibandingkan dengan eksosom hUCMSC kontrol, eksosom
hUCMSC yang mengekspresikan miR-181c secara berlebihan lebih efektif
menekan jalur pensinyalan TLR4 dan meredakan peradangan pada tikus yang
terbakar. Pemberian hUCMSC-eksosom yang mengekspresikan miR-181c
atau pengurangan TLR4 secara signifikan mengurangi ekspresi TLR4 yang
diinduksi LPS oleh makrofag dan reaksi inflamasi. Singkatnya, ekspresi miR-
181c dalam hUCMSC-eksosom mengurangi inflamasi yang disebabkan oleh
luka bakar dengan menurunkan regulasi jalur pensinyalan TLR4.”
Mekanisme Aktivasi NF-kB jalur kanonik Inisiasi mekanisme ini
dipromosikan oleh aksi beberapa sinyal sitokin, seperti FGF dan COX-2, pola
molekuler terkait patogen (PAMPS) dan molekul terkait yang dilepaskan oleh
sel inang yang dikenali oleh TLR (reseptor mirip tol); sinyal stres, dan
reseptor sel T dan B.%> %8 NF-xB dalam sel imun bawaan, NF-kB memainkan
peran penting dalam induksi dan fungsi gen pro-inflamasi baik dalam sistem
imun bawaan maupun adaptif, di mana sel-sel seperti makrofag, sel dendritik,
dan neutrofil terlibat secara aktif. Sel-sel ini mengekspresikan reseptor

pengenalan pola (PRR), yang mengenali berbagai komponen mikroba sebagai
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(PAMP). Setelah distimulasi oleh PAMP dan DAMP, monosit diaktifkan
menjadi makrofag, yang menghasilkan molekul antimikroba dan melepaskan
sitokin dan kemokin. Kemudian, makrofag yang diaktifkan berdiferensiasi
menjadi berbagai jenis makrofag dengan fenotip yang berbeda, yang
dinamakan M1 dan M2.7 7

Jalur persinyalan NF-kB mengatur ekspresi gen yang dapat
mempengaruhi angiogenesis dimana Fibroblast growth factor (FGF)
menginduksi angiogenesis dan meningkatkan ekspresi protease serta
membantu perbaikan jaringan dan penyembuhan luka.!! Sedangkan pada

Cyclooxygenase-2 (COX-2) memicu angiogenesis.
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3.3. Hipotesis

1.

Terdapat pengaruh pemberian Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell
terhadap ekspresi FGF pada Tikus Wistar model luka bakar derajat I11.
Terdapat pengaruh pemberian Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell
terhadap ekspresi COX-2 pada Tikus Wistar model luka bakar derajat I11.
Terdapat pengaruh pemberian Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell
terhadap perubahan histologi kulit pada Tikus Wistar model luka bakar derajat



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Penelitian studi eksperimental ini dilakukan secara in vivo dengan desain
Post-test Only Control Group dan menggunakan metode rancangan acak
lengkap untuk setiap perlakuan. Desain ini memungkinkan peneliti mengukur
efek perlakuan pada kelompok eksperimen dengan membandingkannya dengan
kelompok kontrol. Sampel yang digunakan adalah kulit luka bakar dari tikus

model dengan luka bakar Derajat Tiga. Berikut merupakan rancangan penelitian

yang akan dilakukan.

OK1

K2

A 4

OK2

K3

!

OK3

!

OK4

v

OK5

Gambar 4.1. Rancangan Penelitian

Keterangan :

S = Sampel

A = Aklimatisasi
R = Random

Induksi Luka Bakar Derajat 3

<
I
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Validasi densitas kolagen menggunakan Masson Trichrome
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K1 = Tikus sehat tanpa luka bakar tanpa perlakuan

K2 = LBD 3 dengan perlakuan pemberian injeksi NaCl

K3 = LBD 3 vyang diberi perlakuan olesan Silver Sulfadiazine di
sekeliling luka.

K4 = LBD 3yang diberi perlakuan injeksi sub cutan exosome dosis 100pg

K5 = LBD 2 yang diberi perlakuan injeksi sub cutan exosome dosis 200ug

OK1 = Observasi Ekspresi FGF dan COX-2

OK2 = Observasi Ekspresi FGF dan COX-2

OK3 = Observasi Ekspresi FGF dan COX-2

OK4 = Observasi Ekspresi FGF dan COX-2

OK5 = Observasi Ekspresi FGF dan COX-2

Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.2.1. Variabel penelitian

a.

Variabel Bebas penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah
Exosome Hypoxia Mesenchymal stem cell

Variabel Tergantung penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah
Ekspresi FGF, Eksprasi COX-2, Perubahan histologi jaringan kulit.

Variabel Prakondisi penelitian ini adalah paparan plat besi.

4.2.2. Definisi Operasional

a.

E-MSC
Eksosom MSC adalah eksosom hasil isolasi dari kultur MSC hipoksia yang
diberikan secara subcutan dalam dosis 100ug dan 200ug di 1jam, 24jam, 3

hari setelah luka bakar derajat tiga.
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Satuan : g
Skala :Rasio

b. Ekspresi FGF
Ekspresi gen FGF merupakan ekspresi gen FGF dari jaringan kulit dengan
LBD 3 pada hari ke-5 setelah pemberian E-MSC yang diukur menggunakan
metode RT PCR.
Satuan : fold change
Skala : Rasio

c. Ekspresi COX-2
Ekspresi gen COX-2 merupakan ekspresi gen COX-2 dari jaringan kulit
dengan LBD 3 pada hari ke-5 setelah pemberian E-MSC yang diukur
menggunakan metode RT PCR.
Satuan : fold change
Skala : Rasio

d. Histologi Jaringan Kulit
Gambaran mikroskopis jaringan luka bakar pada hari ke-5 setelah
pembarian E-MSC yang dinilai melalui preparate HE (Hematoxylin-eosin).
Satuan : Presentase

Skala : Ordinal

4.3. Subyek Penelitian dan Sampel Penelitian



4.3.1. Subyek penelitian

4.3.1.1. Kriteria inklusi

a.

€.

Tikus galur Wistar jantan

Usia 6-8 minggu

Berat badan 200-250 g

Tidak memiliki kelainan anatomis

Tikus bergerak secara aktif.

4.3.1.2. Kriteria Eksklusi

a.

b.

C.

Reaksi alergi terhadap exosome

Kondisi stres ekstrem yang menganggu prosedur injeksi.

Tikus yang sakit selama masa penelitian.

4.3.1.3. Kriteria drop out

a.

b.

Tidak menerima terapi sesuai protokol

Tikus mati selama penelitian.

4.3.2. Sampel Penelitian
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Sampel yang digunakan adalah tikus putih jantan (Rattus novergicus)

galur wistar Dewasa dengan berat badan 200-250 gram £ 10 gr (cv = 5%) yang

termasuk kriteria inklusi. Semua sampel tikus yang dipilih untuk penelitian ini

setelah dinyatakan sehat dan layak oleh dokter hewan dari Laboratorium SCCR

(Stem Cell And Cancer Research) Semarang. Tikus dipelihara di lab berventilasi

cukup dan suhu ruangan 20-28°C dengan makanan dan minuman diberikan

secara ad libitum.

4.4. Teknik Sampling
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Sampling adalah strategi yang digunakan untuk memilih elemen dari
populasi untuk diteliti. Teknik pengambilan sampel yang digunakan adalah
simple random sampling dimana pengambilan sampel dilakukan secara acak
sederhana karena anggota populasi tikus putih jantan disediakan dengan cara

yang sama dan memiliki karakteristik yang homogen.

Besar Sampel

Pada penelitian ini besar sampel dihitung menggunakan rumus Federer
untuk data homogen, yaitu (t-1)(n-1) > 15, dimana t adalah banyaknya kelompok
perlakuan dan n adalah jumlah sampel tiap kelompok Penelitian ini
menggunakan 5 perlakuan yang terdiri dari : tikus sehat tanpa luka bakar derajat
tiga (K1), luka bakar derajat tiga dengan perlakuan pemberian injeksi Water for
Injection (K2), luka bakar derajat tiga dengan olesan Silver Sulfadiazine di
sekeliling luka (K3), luka bakar derajat tiga yang diberi perlakuan injeksi sub
cutan exosome dosis 100 uL (K4) dan 200 uL (K5) sebanyak satu kali sehingga
jumlah sampel yang dibutuhkan adalah :

(t-1) (n-1) =15

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

4(n-1) >15
4n-4 >15
4n >19
n > 4,75 — 5 (pembulatan)

Berdasarkan rumus tersebut, jumlah minimal sampel yang dibutuhkan
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untuk masing-masing kelompok perlakuan pada penelitian ini adalah 5 ekor
tikus dan kemudian untuk mengantisipasi adanya drop out saat penelitian
dilakukan maka ditambahkan 1 ekor tiap kelompok sebagai cadangan ke dalam
jumlah minimal sampel sehingga jumlah sampel minimal yang dibutuhkan untuk

6 perlakuan adalah 30 ekor tikus.

Alat dan Bahan
4.6.1. Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan untuk kultur antara lain meliputi Micropipette
with tip (blue tip, yellow tip, pink tip), Pippete Filler, Conical Tube (15ml,
50ml), Cryotube 1ml, Haemocytometer, Inveried Microscope CO2 Cylinder,
Scissor, Pinset, Scalpel dan Bisturi, Thermostirrer, Sentrifuge, Beaker glass,
Aluminium Foil. Alat yang digunakan untuk Kultur VVessel antara lain meliputi
Dish, flask, 12 well plate, 96 well plate. Alat yang digunakan untuk Testing
Instrumen antara lain meliputi PCR reader, MACS, Immunocytochemistery,
Antibody Monoclanal, Western Blot. Alat yang digunakan untuk Incubation and
Working Culture Area antara lain meliputi Biosafety Cabinet dan CO2
Inkubator. Peralatan lain yang digunakan antara lain Invereted microscope,
Hotplate stirrer, Dissposible pipet, Heparin tube, Conical tune, Cryo tube,

Haemocytometer, Cell counter.

4.6.2. Bahan Penelitian
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Bahan penelitian yang dipakai dalam penelitian meliputi bahan kultur
yang terdiri dari Cell Storage: Mesenchymal stem cell Isolasi Mice Umbilical
Cord, Antibodi Monoclonal: CD 90°, CD 105', CD 34", Growth Factor: Fetal
Bovine Serum (FBS), Substance: Medium Alpha Mem, penstrep, tripsin,
fungizin, 70% alcohol, Imunostaining: Blocking serum, universal link,
Streptavidin, DAB. Reagen terdiri dari Phospat Buffer Saline (PBS), HEPES,
Tripsin, Penstrep, Fungizone, Kolagenase tipe I, Kolagenase tipe 1V, Triptofan
Blue, DMSO, MTT, Stropper.

Bahan penelitian yang dipakai dalam penelitian meliputi Teknik isolasi
Bahan-bahan yang diperlukan untuk analisis PCR antara lain PCR Kit FGF dan

COX-2.

Cara Penelitian
4.7.1. Ethical clearance

Penelitian dimulai dengan mengajukan permohonan persetujuan etik
kepada Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas Sultan Agung Semarang
setelah mendapatkan persetujuan proposal penelitian dari pembimbing dan
penguji. Permohonan ini diperlukan untuk memastikan bahwa penelitian
dilakukan sesuai dengan prinsip-prinsip etika dalam penggunaan hewan
percobaan. Persetujuan etik juga menjamin bahwa perlakuan terhadap hewan
percobaan dilakukan dengan memperhatikan kesejahteraan dan hak-hak hewan,

serta meminimalkan penderitaan yang tidak perlu.

4.7.2. lIsolasi MSC
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Langkah-langkah isolasi Mesenchymal Stem Cells dari umbilical cord

tikus dilakukan sebagai berikut:

1.

2.

Kumpulkan tali pusat segera setelah tikus melahirkan.

Simpan tali pusat dalam medium transportasi dengan FBS 2% dan simpan
pada suhu 4°C.

Cuci tali pusat beberapa kali dengan PBS (phosphate-buffered saline) yang
mengandung antibiotik-antimycotic untuk menghilangkan darah dan
kontaminan.

Potong tali pusat menjadi segmen-segmen kecil (1-2 cm).

Buang pembuluh darah dari segmen tali pusat untuk memperoleh Wharton's
Jelly.

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

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

Setelah inkubasi, tambahkan medium kultur untuk menghentikan aktivitas
enzim.

Resuspensi pellet sel dalam medium kultur MSC (seperti DMEM dengan

10-20% FBS).

10. Tanam sel dalam flask T75 kultur dan inkubasi pada 37°C dengan 5% CO2.

11. Ganti medium setiap 2-3 hari sekali.

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

13. Setelah mencapai konfluensi 70-80%, sel dapat dipanen dengan tripsinisasi

untuk subkultur atau karakterisasi lebih lanjut.

14. Uji ekspresi penanda permukaan spesifik MSC seperti CD73, CD90, dan

CD105 dengan flow cytometry.

4.7.3. lIsolasi Exosome MSC

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

adalah sebagai berikut :

1.

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

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

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

Kumpulkan media yang telah dikondisikan oleh MSC untuk proses filtrasi.
Lakukan sentrifugasi media kondisioning pada 300 g selama 10 menit untuk
menghilangkan sel-sel yang tersisa.

Sentrifugasi supernatan pada 2000 g selama 20 menit untuk menghilangkan

debris seluler dan apoptotic bodies.

Gunakan filtrasi dengan ukuran pori 0,22 pum untuk menghilangkan partikel

yang lebih besar dari eksosom.
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11.

12.

13.

14.

15.
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Siapkan sistem TFF dengan filter 200-500 kDa.

Transfer media yang telah difiltrasi mikro ke dalam sistem TFF.

Jalankan media melalui filter TFF untuk memusatkan eksosom dengan
ukuran 200-500 kDa.

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

Aliguot eksosom yang telah dikumpulkan dan simpan pada suhu -80°C
hingga digunakan.

Lakukan analisis eksosom flow cytometry menggunakan CD9, CD63 dan

CD81 untuk verifikasi kualitas dan kuantitas eksosom.

4.7.4. Aklimatisasi Hewan Uji

Aklimatisasi adalah suatu proses penyesuaian diri dengan iklim,

lingkungan, kondisi, atau suasana baru. Sebelum diberi perlakuan pada tikus

percobaan, dilakukan pengadaptasian pada semua tikus Sccr selama satu

minggu. Tikus diadaptasikan dengan tempat tinggal baru, lingkungan baru, serta

makanan dan minuman yang sesuai dengan standar kebutuhannya.

4.7.5. Randomisasi Hewan Uji

Randomisasi hewan uji bertujuan untuk mengelompokkan hewan uji
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sesuai kelompok perlakuan. Selanjutnya pada bagian punggung dari. masing-
masing hewan uji akan diberi nomor yang berbeda. Hal ini bertujuan untuk
menghindari kesalahan pengukuran pada setiap hewan uji.
4.7.6. Pembuatan Luka Bakar

Sebelum pembuatan luka bakar pada tikus dilakukan, daerah yang akan
dibuat perlukaan dibebaskan terlebih dahulu dari bulu menggunakan pisau
cukur. Setelah itu, lakukan anestesi dengan menggunakan ketamin dengan dosis
7 mg/kgBB subkutan untuk mengurangi rasa sakit pada tikus dan menghindari
gerakan tikus yang berlebihan. Setelah itu lakukan prosedur antiseptik dengan
mengoleskan polyvinylpyrrolidone 1odine 1% pada area yang akan dibuat
perlukaan yaitu bagian proksimal punggung tikus. Luka bakar dibuat
menggunakan lempeng besi yang sudah dipanasi dengan api suhu 350°C supaya
kedalaman luka sama; luas luka 2x2 cm? .Kemudian lempeng besi ditempelkan
pada kulit punggung tikus selama 10 detik sampali terbentuk luka bakar derajat
1.
4.7.7. Pemberian Treatment

Setelah luka bakar selesai dibuat pada bagian dorsal tikus, selanjutnya
perawatan luka bakar disesuaikan dengan kelompok perlakuan yang sudah
ditentukan. Luka bakar dengan injeksi WFI 100 uL secara subcutan (K2), Luka
bakar dengan olesan Silver Sulfadiazine di sekeliling luka (K3), luka bakar
dengan injeksi subcutan exsosome 100 uL (K4) dan 200 uL (K5) diberikan
sebanyak 1 kali. Tikus diterminasi pada hari ke-5 setelah penyuntikan perlakuan.

4.7.8. Koleksi Sampel dan Analisis RT-PCR
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Koleksi dan Homogenisasi Sampel

Koleksi sampel diambil pada hari ke-5, tikus diterminasi dan diambil
biopsy jaringan kulit yang mengalami luka bakar Derajat Dua untuk
pemeriksaan RT-PCR dan dihomogenisasi dengan cara berikut :

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

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

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

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

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

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

g. Sampel akan membentuk tiga lapis larutan, sisi bawah berwarna merah
muda berisi protein, sisi tengah berwarna putih asap berisi DNA dan
sisi atas berwarna bening berisi RNA (aqueous phase).

h. Pisahkan aquoeus phase di sisi atas ke tube yang berbeda.

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

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

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

I.  Konsentrasi sampel RNA kemudian dikuantifikasi menggunakan udrop
microplate reader.

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

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

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

p. Sampel cDNA kemudian disimpan pada suhu -200C.

2. Pembacaan Expresi Gen FGF dan COX-2 dengan RT-PCR

a. Ekspresi gen dari FGF dan COX-2 dianalisis menggunakan Reverse

Transcription-Polymerase Chain Reaction (qQRT-PCR).

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

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

d. Kuantifikasi data gRT-PCR dilakukan menggunakan Software

EcoStudy.

4.8. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan pada 24 April- 6 Mei 2025. Perlakuan dilakukan di
laboratorium Stem Cell & Cancer Research (SCCR) Indonesia dan Animal

Model Research Center SCCR Indonesia selama 14-hari.

4.9. Analisa Data

Data hasil analisi ekspresi FGF dan COX-2, normalitas distribusi data
diuji dengan Shapiro-Wilk. Pada ekspresi FGF didapatkan data terdistribusi
normal (p>0,05). Selanjutnya dilakukan uji homogenitas dengan Levene’s Tes
dan didapatkan hasil variasi data tidak homogen (p<0,05). Selanjutnya dilakukan
uji statistic parametrik One-Way ANOVA Terdapat perbedaan signifikan
(p<0,05) pada semua kelompok penelitian, setelah uji One-Way ANOVA, maka
uji Post Hoc Tamhane yang digunakan. Nilai signifikansi p<0,05 menunjukkan
adanya perbedaan yang signifikan antar kelompok

Pada ekspresi COX-2 didapatkan data terdistribusi normal (p>0,05).
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Selanjutnya dilakukan uji homogenitas dengan Levene’s Tes dan didapatkan
hasil variasi data tidak homogen (p<0,05). Selanjutnya dilakukan uji statistic
parametrik One-Way ANOVA Terdapat perbedaan signifikan (p<0,05) pada
semua kelompok penelitian, setelah uji One-Way ANOVA, maka uji Post Hoc
Tamhane yang digunakan. Nilai signifikansi p<0,05 menunjukkan adanya

perbedaan yang signifikan antar kelompok penelitian.
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Gambar 4.2. Alur Penelitian
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BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian studi ekperimental secara in vivo
yang bertujuan untuk mengetahui Pengaruh Pemberian Exosome hypoxia
mesenchymal stem cells (EH-MSCs) terhadap ekpresi fibroblast growth factor
(FGF), cyclooxygenase-2 (COX2) dan perubahan histologi jaringan kulit pada
tikus wistar model luka bakar derajat I1i. Desain penelitian yang digunakan
adalah post-test only control group dengan metode rancang acak lengkap, yang
melibatkan 5 kelompok perlakuan. Subjek penelitian ini adalah adalah tikus
jantan galur wistar (Rattus norvegicus), dengan jumlah sampel sebanyak 30 ekor
berusia 6-8 minggu dan memiliki berat badan 200-250 g. Tikus yang memenuhi
kriteria inklusi dan eksklusi diadaptasi selama 7 hari, kemudian dibagi secara
acak menjadi lima kelompok : kelompok 1 (tikus sehat tanpa paparan luka bakar
derajat 111), kelompok 2 (kontrol negatif) (tikus yang dipaparkan luka bakar
derajat 11l dan diberikan injeksi NaCl pada 1 jam, 24 jam, 3 hari setelah
perlakuan), kelompok 3 (kontrol positif) (tikus yang dipapar luka bakar derajat
Il dan diberikan cream Silver Sulfadiazine pada 1 jam, 24 jam, 3 hari setelah
perlakuan), kelompok 4 (tikus yang dipapar luka bakar derajat 111 dan diberikan
injeksi EH-MSCs 100ug pada 1 jam, 24 jam, 3 hari setelah perlakuan),
kelompok 5 (tikus yang dipapar luka bakar derajat 111 dan diberikan injeksi EH-
MSCs 200ug pada 1 jam, 24 jam, 3 hari setelah perlakuan). Rambut pada setiap
tikus di bagian punggung dicukur hingga bersih dengan ukuran 3-5 cm, lalu

dilakukan anestesi pada kulit dengan menggunakan ketamine, selanjutnya

55
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didesinfeksi dengan alkohol 70% dan diberikan paparan plat besi ukuran 2x2 cm
yang dipanaskan mencapai suhu 350°C kemudian ditempelkan pada punggung
tikus selama 10 detik sehingga terbentuk luka bakar derajat 111 lalu diberikan
perlakuan sesuai kelompok. Exosome yang dipakai dalam penelitian ini dari
SCCR, sedangkan perlakuan terhadap hewan coba dilakukan di animal model
research center SCCR semarang menggunakan metode deteksi ekspresi FGF dan
ekspresi COX-2 memakai Polymerase Chain Reaction (PCR).
5.1.1. Hasil Validasi EH-MSC (Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell)
Mesenchymal stem cell diisolasi di Laboratorium SCCR Indonesia di
Semarang, menggunakan sumber berupa tali pusat tikus pada usia berusia 21
hari kehamilan. Setelah proses isolasi, sel-sel tersebut dikultur dalam Flask
kultur yang berisi media DMEM. Setelah mencapai pasase kelima, analisis

morfologi sel, menunjukkan terdapat sel yang menyerupai spindle saat diamati

dengan mikroskop dan melekat di atas permukaan flask (Gambar 5.1A).

Gambar 5.1. Morfologi MSC. (A) MSCs Passage 7 konfluensi 80% (Perbesaran 40x). (B)
Analisis flow cytometry terhadap ekspresi CD45, CD31, CD90.

Analisis identitas sel menggunakan surface marker MSC menggunakan
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metode flow cytometry menunjukkan bahwa sel yang dikultur secara kuat
mengekspresikan CD90 (98,9%), dan hanya sedikit mengekspresikan CD45
(0,51%) dan CD31 (5,44%) (Gambar 5.1B). Hal ini menunjukkan bahwa sel
yang dikultur dari tali pusar memiliki karakteristik MSC.

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

Alizarin Red dan oil Red O. (Gambar 5.2 A dan B).

Gambar 5.2. Kemampuan MSCs berdiferensiasi menjadi osteosit pada pewarna alizarin red(A)
dan Adiposit pada pewarnaan oil red o(B).

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

metode flowcytometry dan didapatkan bahwa kadar exosome yang didapatkan
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sebesar 0.75 ug/100 uL = 7.5 ug/mL (Gambar 5.3).

Validasi Exsosome CEE
-
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Gambar 5.3. Hasil Analisis Kadar Exosome menggunakan marker CD63 dan CD9

5.1.2. Hasil Validasi Luka Bakar Derajat 111

Validasi pembentukan model Luka Bakar pada tikus dilakukan secara
pemodelan dibuat menggunakan plat logam dengan ukuran 2 x 2 cm2 dan tebal
3mm, dipanaskan hingga menyala sampai suhu 350°C, lalu ditempelkan pada
daerah yang sudah dibersihkan selama 10 detik. Kondisi luka bakar derajat 11l
ini divalidasi dengan kenampakan luka dan pemeriksaan histologis dengan
menggunakan pengecatan Hematoxyline-Eosin (HE). Hasil pengamatan
menunjukkan bahwa tikus sehat menggambarkan struktur jaringan kulit normal,
di mana epidermis, dermis, serta jaringan subkutan tersusun rapi, tanpa indikasi

inflamasi atau kerusakan jaringan, sedangkan tikus yang diindukasi luka bakar
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menunjukkan jaringan pasca-luka bakar dengan tanda-tanda nekrosis koagulatif,
kerusakan menyeluruh pada epidermis dan dermis, terbentuknya vakuolisasi,

dan hilangnya struktur jaringan normal, sebagaimana terlihat dalam Gambar 5.4.

Gambar 5.4. A: Tikus Sehat, B: Tikus Luka Bakar Derajat 111
(A) menggambarkan struktur jaringan kulit normal, di mana epidermis,
dermis, serta jaringan subkutan tersusun rapi, tanpa indikasi inflamasi atau
kerusakan jaringan, sedangkan tikus yang induksi luka menggunakan besi panas
yang ditempelkan pada kulit hasilnya tampak perubahan warna menjadi coklat
tua hingga kehitaman, yang menunjukkan kerusakan termal mendalam dan

nekrosis koagulatif, khas luka bakar derajat I11 (B)

Gambar 5.5. Validasi A: Tikus Sehat, B: Luka Bakar Derajat 111

Setelah tikus tervalidasi mengalami Luka bakar derajat 11, tikus yang
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tanpa induksi luka bakar derajat Il digunakan sebagai kontrol sehat (K1),
sedangkan tikus yang mengalami Luka Bakar Derajat 11l dibagi menjadi 4
kelompok perlakuan secara acak yaitu K2 (tikus luka bakar derajat 111 dengan
injeksi NaCl), K3 (tikus luka bakar derajat 111 dengan perlakuan olesan Silver
Sulfadiazine di sekeliling luka), K4 dan K5 (tikus luka bakar derajat 111 dengan
injeksi subkutan exosome dengan dosis masing-masing 100 g dan 200 ug).
Validasi luka bakar derajat Il dilakukan pada hari pertama setelah
induksi panas dengan memastikan adanya perubahan warna kulit menjadi putih
keabu-abuan hingga coklat = kehitaman dan terbentuknya skar, yang
menunjukkan kerusakan pada lapisan epidermis, dermis, hingga jaringan
subkutan. Setelah validasi, hewan uji dibagi ke dalam kelompok perlakuan dan
diberikan injeksi Exosome Hypoxia-Mesenchymal Stem Cell (EH-MSC) sesuai
dosis yang telah ditentukan. Pengambilan sampel jaringan dilakukan pada hari
ke-5 pasca perlakuan. Jaringan kulit yang diperoleh kemudian dihomogenisasi
menggunakan RIPA buffer yang telah ditambahkan inhibitor proteinase untuk
mencegah degradasi protein. Homogenat yang dihasilkan selanjutnya
disentrifugasi, dan supernatan yang diperoleh digunakan untuk analisis ekspresi

FGF dan COX-2 menggunakan metode RT-PC

5.1.3. Hasil Pemeriksaan Ekspresi FGF
Hasil analisis rata-rata ekspresi FGF pada masing-masing kelompok

subyek penelitian ditunjukan pada table 5.1 sebagai berikut:

Tabel 5.1. Ekspresi FGF
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Kelompok K1 K2 K3 K4 K5 P value
Ekspresi FGF
Mean 1,02 0,56 1,16 2,31 2,39
SD 10,01  +0,23 +0,14 +0,17 0,32
Shapiro Wilk 0,415 0,358 0,661 0,812 0,383
Levene Test 0,01
One way anova 0,00
Keterangan:  *Shapiro-Wilk = Normal (p>0,05)
*Leuvene Test = Tidak Homogen (p<0,05)
*Oneway Anova = Signifikan (p<0,05)

Uji normalitas data menggunakan uji Shapiro-Wilk menunjukkan bahwa

semua kelompok memiliki distribusi normal (p>0,05). Selanjutnya, uji

homogenitas varians menggunakan Levene test yang menghasilkan nilai p = 0,01

(p<0,05) yang mengindikasikan bahwa variasi antar kelompok tidak homogen.

Karena data normal dan tidak homogen dilakukan uji statistic One-Way ANOVA,

hasil uji ANOVA menunjukan nilai p = 0,00 (p<0,05). Yang mengindikasikan

adanya perbedaan ekspresi FGF yang signifikan secara statistic antar kelompok

perlakuan. Selanjutnya uji lanjutan dilakukan menggunakan Post Hoc Tamhane

untuk mengetahui perbedaan signifikansi antar pasangan kelompok (Tabel 5.2)

Tabel 5.2 Hasil Uji Post Hoc Tamhane FGF

Kelompok Kelompok Perbandingan p(value)
K1 K2 0,045
K3 0,481
K4 0,000
K5 0,001
K2 K3 0,005
K4 0,000
K5 0,000
K3 K4 0,000
K5 0,001
K4 K5 1,000

Keterangan : berbeda bermakna p<0,05

Berdasarkan hasil perbandingan antar dua kelompok, pasangan
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kelompok yang memiliki perbedaan yang bermakna statistic yaitu K1 dengan
K2, K1 dengan K4, K1 dengan K5, K2 dengan K3, K2 dengan K4, K2 dengan
K5, K3 dengan K4, K4 dengan K5. Sedangkan kelompok yang tidak berbeda

signifikan secara statistic adalah K1 dengan K3 dan K4 dengan K5.

Gambar 5.6. Grafik rata-rata ekspresi gen FGF setiap kelompok perlakuan

Hasil analisis rata-rata (Gambar 5.1) menunjukkan bahwa ekspresi gen
FGF pada jaringan kulit tikus bervariasi sesuai dengan perlakuan yang diberikan.
Kelompok tikus sehat tanpa paparan luka bakar derajat 111 (K1) memiliki rata-
rata ekspresi FGF sebesar 1,02+0,01, sementara kelompok tikus yang dipapar
luka bakar derajat 11 dan diberikan NaCl (K2) memiliki ekspresi paling rendah,
yaitu sebesar 0,56+0,23. Adapun kelompok tikus yang dipapar luka bakar derajat
I11 dan diberikan krim Silver sulfadiazine (K3) memiliki rata-rata ekspresi lebih
rendah dibandingkan K4 dan K5 yaitu sebesar 1,15+0,14.

Kelompok yang diberikan EH-MSC dengan dosis 100 pg (K4) dan 200

Mg (K5) memiliki ekspreasi FGF lebih tinggi dibandingkan dengan K3 yaitu K4
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sebesar 2,31+0,17 dan K5 sebesar 2,39+0,32. Hal ini menunjukkan bahwa
pemberian EH-MSC dosis 100 pg dan 200 pg lebih efektif dalam meningkatkan
ekspresi FGF dibandingkan dengan pemberian krim Silver sulfadizine.
5.1.4 Hasil Pemeriksaan Ekspresi COX2

Hasil analisis rata-rata ekspresi COX-2 pada masing-masing kelompok

subyek penelitian ditunjukan pada table 5.3 sebagai berikut:

Tabel 5.3.  Ekspresi COX-2

Kelompok K1 K2 K3 K4 K5 P value

Ekspresi COX-2

Mean 1,02 3,35 2,34 2,09 1,45

SD 0,00 0,40 0,43 0,07 0,34

Shapiro Wilk 0,158 0,947 0834 0529 0,727

Levene Test 0,006

One way anova 0,000
Keterangan:  *Shapiro-Wilk = Normal (p>0,05)

*Leuvene Test = Tidak Homogen (p<0,05)

*Oneway Anova = Signifikan (p<0,05)

Uji normalitas data menggunakan uji Shapiro-Wilk menunjukkan bahwa
semua kelompok memiliki distribusi normal - (p>0,05). Selanjutnya, uji
homogenitas varians menggunakan Levene test yang menghasilkan nilai p =
0,006 (p<0,05) yang mengindikasikan bahwa variasi antar kelompok tidak
homogen. Karena data normal dan tidak homogen dilakukan uji statistic One-
Way ANOVA, hasil uji ANOVA menunjukan nilai p = 0,00 (p<0,05). Yang
mengindikasikan adanya perbedaan ekspresi COX-2 yang signifikan secara
statistic antar kelompok perlakuan. Selanjutnya uji lanjutan dilakukan
menggunakan Post Hoc Tamhane untuk mengetahui perbedaan signifikansi
antar pasangan kelompok

Tabel 5.4. Uji Post Hoc Tamhane COX-2

Kelompok Kelompok Perbandingan p(value)
K1 K2 0,000




K3 0,006
K4 0,000
K5 0,232
K2 K3 0,018
K4 0,005
K5 0,000
K3 K4 0,902
K5 0,029
K4 K5 0,055

Keterangan : berbeda bermakna p<0,05

Berdasarkan hasil perbandingan antar dua kelompok,
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pasangan

kelompok yang memiliki perbedaan yang bermakna statistic yaitu K1 dengan

K2, K1 dengan K3, K1 dengan K4, K2 dengan K3, K2 dengan K4, K2 dengan

K5, K3 dengan K5. Sedangkan kelompok yang tidak berbeda signifikan secara

statistic adalah K1 dengan K5, K3 dengan K4 dan K4 dengan K5.
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Gambar 5.7. Grafik rata-rata ekspresi gen COX2 setiap kelompok perlakuan

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

K1

K4

mKS

Hasil analisis rata-rata (gambar 5.2) menunjukkan bahwa ekspresi COX-

2 pada setiap kelompok perlakuan pada jaringan kulit tikus hampir sama pada
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setiap perlakuan yang diberikan. Kelompok tikus sehat tanpa paparan luka bakar
(K1) memiliki rata-rata ekspresi COX-2 sebesar 1,02+0,24, sementara kelompok
tikus yang dipapar luka bakar derajat 111 dan diberikan injeksi NaCl (K2) sedikit
lebih Tinggi yaitu 3,35+0,40.

Pemberian krim Silver sulfadiazine (K3) memiliki rata-rata ekspresi
COX-2 sebesar 2,34+0,43 sementara K5 lebih rendah yaitu memiliki nilai rata-
rata ekspresi COX2 sebesar 1,45+0,34 mempunyai perbedaan yang signifikan.
5.1.5 Hasil Pemeriksaan Histologi Luka Bakar

Tabel 5.5 Perbandingan Makroskopis Histologi Jaringan Kulit Tikus Luka Bakar

Derajat Hli
Kelompok Perbesaran 40X Perbesaran 100X
Kelompok ' .
K1
Kelompok

K2
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Kelompok Perbesaran 40X

Kelompok
K3

Kelompok
K4

Kelompok
K5

\E e e

s

Dari  pemeriksaan diatas Analisis histologi dilakukan untuk
mengevaluasi kondisi kulit pada kelompok sehat, kontrol negatif (K-), kontrol

positif (K+), perlakuan 1 (EH-MSC 100 pL), dan perlakuan 2 (EH-MSC 200

pL).
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Pada kelompok sehat, lapisan epidermis utuh dari stratum basale hingga
stratum korneum lengkap tanpa celah antara epidermis dan dermis. VVaskularisasi
dermis normal dengan kapiler dan pembuluh darah terdistribusi merata. Tidak
ditemukan infiltrasi sel radang, distribusi fibroblas normal dengan morfologi
fusiform teratur, tidak ada nekrosis, dan kolagen di dermis padat, tersusun
paralel, serta eosinofilik tebal.

Kelompok kontrol negatif tidak menunjukkan pembentukan lapisan
epidermis baru, area luka hanya tertutup debris jaringan dan eksudat kering.
Vaskularisasi minimal akibat kerusakan jaringan, dengan infiltrasi sel radang
(PMN dan makrofag) yang jelas di sekitar jaringan nekrotik. Fibroblas sangat
sedikit tanpa tanda proliferasi, area nekrosis mendominasi lebih dari 70%
permukaan luka, struktur dermis dan epidermis hilang, dan hampir tidak ada
deposisi kolagen baru.

Kelompok kontrol positif memperlihatkan epidermis baru yang hampir
menutup seluruh luka, disertai pembentukan pembuluh darah kecil baru di
dermis papiler dengan distribusi moderat. Masih ditemukan infiltrasi PMN dan
mononuklear di jaringan granulasi, meskipun berkurang dibandingkan kontrol
negatif. Fibroblas aktif dengan orientasi sejajar menandakan fase proliferasi.
Area nekrosis berkurang menjadi kurang dari 20% dan mulai terbentuk bundel
kolagen eosinofilik yang masih imatur.

Kelompok perlakuan 1 (EH-MSC 100 pL) menunjukkan epidermis baru
yang hampir menutup seluruh luka namun tebalnya belum seragam. Terlihat

banyak pembuluh darah baru di dermis papiler dan retikuler atas, dengan
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penurunan signifikan infiltrasi sel radang yang didominasi sel mononuklear.

Proliferasi fibroblas aktif, nekrosis minimal (<10%), dan bundel kolagen lebih

rapat dibanding kontrol positif, sebagian mulai matang.

Kelompok perlakuan 2 (EH-MSC 200 pL) memiliki lapisan epidermis

baru yang utuh, tebal, dan matur, menutupi 100% area luka. Angiogenesis sangat

aktif dengan kapiler baru yang padat di dermis papiler. Hampir tidak ada

infiltrasi sel radang, jumlah fibroblas tinggi dan tersusun sejajar, tidak ditemukan

nekrosis, dan bundel kolagen tebal, eosinofilik, serta terorganisasi matang.

Tabel 5.6. Perbandingan Hasil Analisis Histologi Jaringan Kulit Tikus Luka Bakar

Derajat 11
Kelompok
Parameter K1 (Sehat) K2 K3 (EonsL(l)me K5 (Exosome
(NacCl) (SSD) 100 pg) 200 pg)
Utuh, lengkap | Tidak Baru hampir Baru hampir | Utuh, tebal,
dari stratum terbentuk, area | menutup menutup matur,
basale hingga | Juka tertutup | seluruh luka | seluruh luka, | menutupi
Re-epitelisasi | Soawm debris jaringan tebal belum | 100% luka
korneum dan eksudat seragam
tanpa celah Kering
dengan
dermis
Padat, paralel, | Hampir tidak Bundel Bundel Bundel
Akumulasi eosinofilik ada deposisi kolagen kolagen kolagen tebal,
tebal baru eosinofilik rapat, eosinofilik,
Kolagen - . .
imatur mulai sebagian matang,
terbentuk matang terorganisasi
Distribusi Sangat sedikit, | Aktif, orientasi | Proliferasi Tinggi,
Jumlah norrpall, _ tan;l)_e; _ sejajar aktif tersusun
. morfologi proliferasi sejajar
Fibroblas fusiform
teratur
Tidak ada Jelas, dominan | Masih ada, Minimal, Hampir tidak
PMN dan dominan PMN | dominan sel | ada
Infiltrasi Sel makrofag dan mononuklear
Radang mononuklear,
berkurang dari
K-
Nekrosis Tidak ada >70% area <20% area <10% area Tidak ada
luka luka luka
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Kelompok
Parameter K1 (Sehat) K2 K3 (Eons‘I)me K5 (Exosome
(NacCl) (SSD) 100 pg) 200 pg)
Normal, Minimal Pembentukan | Banyak Angiogenesis
kapiler dan akibat pembuluh pembuluh sangat aktif,
Vv . _ . | pembuluh kerusakan darah kecil darah baru di | kapiler padat
askularisasi q . . . . ; )
arah merata | jaringan baru di dermis | dermis di dermis
di dermis papiler papiler dan papiler
retikuler atas

5.2. Pembahasan Hasil Penelitian

Luka bakar derajat 111 menyebabkan kerusakan total pada epidermis dan
dermis bahkan dapat mencapai jaringan subcutan, ciri khasnya adalah nekrosis
jaringan, kehilangan struktur pembuluh darah dermis, kerusakan matrik kolagen,
hilangnya sel- penghasil growth factor (keratinosit, fibroblast dermis) akibat
kerusakan massif ini proses penyembuhan luka tergantung pada stimulasi factor
pertumbuhan serta control inflamasi.

FGF pada Fase Awal (inflamasi) luka bakar, kerusakan sel membuat
ekspresi FGF menurun drastis Karena sumbernya (fibroblas, keratinosit, sel
endotel) banyak yang mati. FGF masih dilepaskan dalam jumlah kecil oleh
fibroblas dan makrofag di tepi luka, tetapi jumlahnya tidak cukup untuk memulai
proliferasi jaringan baru secara optimal.®® Fase proliferasi FGF merangsang
proliferasi fibroblast untuk meningkatkan sintesis kolagen dan matriks seluler,
mengaktifkan angiogenesis agar terbentuk pembuluh darah baru untuk suplay
oksigen dan nutrisi jaringan, meningkatkan migrasi keratinosit untuk membantu
re-epitelisasi luka .%® Fase Remodeling FGF tetap berperan dalam pengaturan

deposisi kolagen dan menjaga keseimbangan antara kolagen tipe 111 (awal) dan
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tipe |1 (matang), mencegah pembentukan jaringan parut yang kaku. FGF juga
mengatur degradasi kolagen lama melalui aktivasi matrix metalloproteinases
(MMPs) &

COX-2 pada Fase Awal (Inflamasi) adalah enzim inducible yang
diinduksi cepat setelah luka melalui aktivasi NF-«B akibat stres oksidatif, sitokin
proinflamasi (IL-1B, TNF-a), dan DAMPs (Damage-Associated Molecular
Patterns). Fungsi awal COX-2 adalah Mengubah asam arakidonat menjadi
prostaglandin (PGE2, PGI2) yang memicu vasodilatasi, peningkatan
permeabilitas kapiler, dan rekrutmen leukosit.®* Memfasilitasi respon imun awal
untuk - membersihkan debris dan  mencegah infeksi. Fase Inflamasi
Berkepanjangan pada Luka Bakar Pada luka bakar derajat 111 menyebabkan
kerusakan jaringan- luas memicu produksi- COX-2 berlebihan dan
berkepanjangan. Hal ini menyebabkan, Inflamasi kronis, Kerusakan jaringan
baru akibat mediator inflamasi, Hambatan transisi ke fase proliferasi. Fase
Proliferasi Kadar COX-2 seharusnya mulai turun agar fibroblas dan sel endotel
dapat bekerja membentuk jaringan granulasi. Jika COX-2 tetap tinggi akan
terjadi keterlambatan pembentukan jaringan baru dan risiko pembentukan
jaringan parut abnormal meningkat. Makadari itu pada luka bakar derajat 3
ekspresi COX-2 harus segera diturunkan.®

Pada penelitian ini, ekspresi FGF kelompok K1 dan K3 hampir sama
tidak ada perbedaan signifikan, K4 dan K5 lebih tinggi dari kelompok K1
dimungkinkan pada K4 dan K5 masih fase proliferasi sehingga ekspresi FGF

lebih tinggi dari kelompok sehat (K1). Ekspresi FGF pada K2 paling rendah dan
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terdapat perbedaan yang signifikan dengan kelompok sehat karena K2
mendapatkan induksi luka bakar derajat 111 dan setelah diberi EH-MSCs ekspresi
FGF naik terlihat pada K4 dan K5, K3 sama dengan kelompok sehat, K4 dan K5
lebih tinggi dari kelompok lainnya, ini menandakan bahwa EH-MSCs
meningkatkan ekspresi FGF secara signifikan, sehingga fase proliferasi
berlangsung lebih cepat dan berkualitas.

Ekspresi COX-2 pada K2 meningkat dan berbeda signifikan dengan K1,
karena K2 mendapatkan induksi luka bakar derajat 111 sehingga terjadi inflamasi
maka ekspresi COX-2 meningkat dan setelah diberikan EH-MSCs, ekspresi
COX-2 menurun dan yang paling rendah pada K5 yang secara statistic sudah
hampir menyamai dengan kelompok sehat (K1). Ekspresi COX-2 pada
kelompok K3, K4, K5 menurun dibandingkan K2. Pada penelitian ini
menandakan bahwa EH-MSCs dosis 200ug menurunkan ekspresi COX-2 secara
signifikan, sehingga dengan penurunan COX-2 ini akan mempercepat peralihan
dari fase inflamasi ke fase proliferasi. Apabila COX-2 diturunkan secara cepat
maka penyembuhan akan berlangsung secara optimal.

Hasil analisis histologi menunjukkan bahwa pemberian eksosom,
khususnya pada dosis 200 pg (K5), memberikan efek perbaikan jaringan kulit
paling optimal dibandingkan kelompok kontrol negatif (K2), kontrol positif (K3
: sulfadiazine), dan kelompok perlakuan 100 ug (K4). Perbaikan tersebut dapat
diamati pada keempat parameter histologis yang diukur: re-epitelisasi,
akumulasi kolagen, jumlah fibroblas, dan infiltrasi sel radang.

1. Re-epitelisasi
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Re-epitelisasi merupakan salah satu indikator penting pada proses
penyembuhan luka yang menggambarkan pembentukan kembali lapisan
epidermis di atas luka. Pada K2, kerusakan jaringan epidermis dan dermis
tidak diikuti pembentukan epitel baru, mengindikasikan proses
penyembuhan yang terhambat. Pada K3, terjadi perbaikan epitel meskipun
tipis. K4 menunjukkan lapisan epitel yang lebih baik dibandingkan K3,
sementara K5 hampir mencapai struktur kulit normal. Perbaikan pada
kelompok eksosom, terutama K5, kemungkinan disebabkan oleh kandungan
microRNA dan growth factor di dalam eksosom MSC, seperti miR-21, miR-
29, dan vascular endothelial growth factor (VEGF), yang dapat merangsang
proliferasi keratinosit dan migrasi sel epitel (Shabbir et al., 2015; Hu et al.,
2016).

Akumulasi Kolagen

Kolagen merupakan komponen utama matriks ekstraseluler yang
memberi kekuatan mekanik pada jaringan baru. Pada K2, kolagen sangat
sedikit, sedangkan K3 mular menunjukkan pembentukan kolagen namun
jumlahnya rendah. K4 menunjukkan kolagen yang masih longgar dengan
ukuran folikel rambut yang besar, menandakan jaringan masih berada pada
fase inflamasi. K5 memperlihatkan kolagen yang lebih rapat dan merata,
walaupun masih terdapat sedikit area longgar. Peningkatan sintesis kolagen
pada kelompok eksosom diduga terkait peran Transforming Growth Factor-
B (TGF-B) yang dibawa eksosom dalam mengaktivasi fibroblas untuk
memproduksi kolagen tipe | dan I11 (Zhang et al., 2015).

Jumlah Fibroblas
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Fibroblas adalah sel utama yang berperan dalam pembentukan
matriks ekstraseluler dan remodeling jaringan. Jumlah fibroblas paling
rendah ditemukan pada K1, sementara K5 memiliki jumlah fibroblas
tertinggi dan distribusi yang merata. Peningkatan jumlah fibroblas pada
kelompok eksosom konsisten dengan laporan bahwa eksosom MSC
mengandung Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) dan miR-125b, yang
dapat meningkatkan proliferasi fibroblas serta mempercepat transisi dari
fase inflamasi ke fase proliferatif (Quifiones-Vico et al., 2021).

4. Infiltrasi Sel Radang

Pada fase inflamasi luka bakar, infiltrasi sel imun seperti neutrofil
dan makrofag akan mendominasi jaringan luka. K2 menunjukkan akumulasi
nanah sebagali tanda inflamasi berat, sedangkan K3 masih memiliki infiltrasi
sel imun pada jaringan ikat. K4 hanya menunjukkan sedikit infiltrasi, dan
K5 hampir tidak menunjukkan adanya infiltrasi sel imun. Hal ini sesuai
dengan sifat imunomodulator eksosom MSC yang dapat menghambat
aktivasi makrofag tipe proinflamasi (M1) serta meningkatkan peran
makrofag antiinflamasi (M2) melalui transfer miR-146a dan TGF-B (Ti et
al., 2015).

Secara keseluruhan, pemberian EH-MSCs, terutama pada dosis 200 pL,
mempercepat proses regenerasi jaringan melalui peningkatan re-epitelisasi,
penataan ulang matriks kolagen, stimulasi pembentukan struktur kulit, dan
penekanan respon inflamasi. Perbaikan histologis ini selaras dengan peningkatan

ekspresi FGF dan penurunan ekspresi COX-2 yang ditemukan pada kelompok
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perlakuan, menunjukkan bahwa efek EH-MSCs dimediasi oleh mekanisme pro-

regeneratif dan antiinflamasi.

Keterbatasan Penelitian
Keterbatasan Penelitian
1. Model hewan percobaan
Penelitian menggunakan tikus Wistar sebagai model luka bakar
derajat Ill. Hasil yang diperoleh mungkin tidak sepenuhnya
merepresentasikan respons biologis pada manusia karena adanya perbedaan
fisiologi kulit, ketebalan dermis, dan kapasitas regenerasi jaringan.
2. Durasi pengamatan terbatas
Evaluasi hanya dilakukan pada periode tertentu pasca luka.
Penelitian ini belum menilai efek jangka panjang pemberian EH-MSCs
terhadap pembentukan jaringan parut hipertrofik atau keloid.
3. Tidak dilakukan analisis molekuler lanjutan
Walaupun penelitian ini menilai ekspresi FGF dan COX-2, profil
lengkap kandungan exosome (MIRNA, protein, dan growth factors spesifik)
tidak dianalisis. Hal ini membatasi pemahaman mekanisme molekuler
secara detail.
4. Dosis dan frekuensi pemberian terbatas
Hanya digunakan dua dosis (100 pg dan 200 pg). Tidak dilakukan
eksplorasi dosis optimal atau frekuensi pemberian yang paling efektif.
5. Tidak menilai interaksi dengan terapi standar

Penelitian ini belum membandingkan efek kombinasi EH-MSCs
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dengan terapi luka bakar konvensional seperti balutan modern, atau skin
graft, sehingga belum diketahui potensi sinergi atau antagonis.
Pengukuran hanya pada parameter tertentu

Variabel yang diukur terbatas pada ekspresi FGF, COX-2, dan
histologi jaringan kulit. Parameter lain yang relevan seperti angiogenesis
kuantitatif, kadar sitokin pro/anti-inflamasi, dan kekuatan mekanik kulit

pasca sembuh belum dievaluasi.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

Hasil penelitian tentang pengaruh injeksi EH-MSC secara subcutan

terhadap peningkatan ekspresi FGF dan penurunan eskpresi COX2 pada tikus

jantan galur Wistar model luka bakar derajat 111 menunjukkan hal-hal berikut:

a. Terdapat pengaruh pemberian EH-MSCs terhadap ekspresi FGF pada
tikus wistar yang dipaparkan luka bakar derajat 111.

b. Pemberian EH-MSC dosis 1001 dan 200 g secara subcutan berpengaruh
terhadap Ekspresi FGF pada tikus wistar yang dipapar luka bakar derajat
IH.

c. Terdapat pengaruh pemberian EH-MSCs terhadap ekspresi COX-2 pada
tikus wistar yang dipaparkan luka bakar derajat I11.

d. Pemberian EH-MSC 200 ug secara subcutan berpengaruh terhadap
Ekspresi COX-2 pada tikus wistar yang dipapar luka bakar derajat 111.

e. Pemberian EH-MSCs, secara histologi terutama pada dosis 200 pL,
mempercepat proses regenerasi jaringan melalui peningkatan re-epitelisasi,
penataan ulang matriks kolagen, stimulasi pembentukan struktur kulit, dan
penekanan respon inflamasi

6.2. Saran
a. Translasi ke model manusia

76



77

Melakukan uji Klinis bertahap pada manusia untuk mengevaluasi
keamanan, dosis optimal, dan efektivitas EH-MSCs pada pasien luka
bakar derajat 111, mengingat perbedaan fisiologi kulit antara hewan coba
dan manusia.

Pemanjangan periode pengamatan

Memperpanjang masa follow-up hingga fase remodeling akhir
untuk menilai efek EH-MSCs terhadap pembentukan jaringan parut
hipertrofik atau keloid, termasuk uji kekuatan mekanik kulit yang
sembuh.

Analisis molekuler komprehensif

Melakukan profiling lengkap kandungan mIiRNA, protein,
growth factors, dan lipid pada EH-MSCs menggunakan teknik seperti
proteomik, RNA-seq, atau mass spectrometry untuk memahami
mekanisme biologis secara detail.

Eksplorasi dosis dan regimen optimal

Menguji variasi dosis lebih luas, frekuensi pemberian berbeda,
dan rute administrasi alternatif (topikal, intradermal, atau injeksi lokal)
untuk menentukan protokol paling efektif dan efisien.

Kombinasi dengan terapi standar

Mengkaji potensi sinergi antara EH-MSCs dan metode
penanganan luka bakar konvensional seperti balutan modern, agen
topikal regeneratif, atau skin graft untuk mempercepat pemulihan dan

mengurangi komplikasi.
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f. Penambahan parameter penilaian
Memasukkan parameter tambahan seperti:
1) Profil sitokin pro/anti-inflamasi
2) Penilaian biomekanik kulit

3) Analisis histomorfometri untuk mengukur ketebalan lapisan kulit

dan kepadatan kolagen secara objektif.
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