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ABSTRAK

Latar Belakang: Hiperpigmentasi merupakan kondisi kulit akibat peningkatan
produksi melanin sering disebabkan paparan UVB. Melanocortin-1 Receptor
(MCI1R) dan Tyrosinase Related Protein 1 (TYRP1) yang berperan dalam jalur
melanogenesis. Kombinasi Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (EH-
MSCs), alpha arbutin 5% dan niacinamide 4% dapat menekan pembentukan
melanin. Tujuan : untuk mengetahui pengaruh pemberian kombinasi EH-MSCs,
alpha arbutin, dan niacinamid terhadap ekspresi MC1R dan TYRP1 pada mencit
hiperpigmentasi.

Metode: Penelitian eksperimental dengan desain post-test only control group
menggunakan rancangan acak lengkap dan enam ulangan tiap kelompok. Subjek
mencit jantan C57BL/6 diinduksi hiperpigmentasi melalui paparan UVB. Hewan
coba dibagi dalam lima kelompok, yaitu K1 (tanpa UVB), K2 (UVB + NaCl 0,9%),
K3 (UVB + alpha arbutin 5% + niacinamide 4%), K4 (UVB + injeksi EH-MSCs
200 pl), dan K5 (UVB + kombinasi EH-MSCs 200ul, alpha arbutin 5%,
niacinamide 4%). Evaluasi ekspresi gen MCIR dan TYRPI1 dilakukan hari ke-7
menggunakan qRT-PCR. Analisis data memakai one-way ANOVA dilanjutkan
uji post-hoc LSD dan post-hoc Tamhane.

Hasil: Ekspresi MCIR terendah pada K4 (0,992+0,352), TYRP1 terendah pada K5
(0,732+0,380), keduanya berbeda bermakna dengan K2 (p<0,05).

Kesimpulan: Pemberian kombinast EH-MSCs, alpha arbutin dan niacinamid
terbukti menurunkan ekspresi MCIR dan TYRPI pada mencit dengan
hiperpigmentasi.

Kata Kunci:

Exosome, Hypoxia Mesenchymal Stem Cells, MCIR, TYRPI, alpha arbutin,
niacinamide
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ABSTRACT

Background: Hyperpigmentation is a skin condition caused by increased melanin
production, often triggered UVB exposure. Melanocortin-1 Receptor (MCIR) and
Tyrosinase Related Protein 1 (TYRPI1), which play roles in the melanogenesis
pathway. Combination with Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (EH-
MSCs), 5% alpha arbutin, and 4% niacinamide has the potential to suppress
melanin formation. Objective: To evaluate the effects of EH-MSCs, alpha arbutin,
and niacinamide combination therapy on MCIR and TYRPI expression in
hyperpigmented mice.

Methods: An experimental study with a post-test only control group design was
conducted using a completely randomized design with six replications per group.
Male C57BL/6 mice were induced with hyperpigmentation through UVB exposure.
The animals were divided into five groups: K1 (no UVB), K2 (UVB + 0.9% NaCl),
K3 (UVB + 5% alpha arbutin + 4% niacinamide), K4 (UVB + 200 ul EH-MSCs
injection), and K5 (UVB + 200 ul EH-MSCs + 5% alpha arbutin + 4%
niacinamide). Gene expression of MCIR and TYRPI was evaluated on day 7 using
qRT-PCR. Data were analyzed with one-way ANOVA followed by LSD and
Tamhane post-hoc tests.

Results: The lowest MCIR expression was observed in K4 (0.992+0.352), while the
lowest TYRPI expression was found in K5 (0.732+0.380), both showing significant
differences compared to K2 (p<0.05).

Conclusion: The combination of EH-MSCs, alpha arbutin, and niacinamide
effectively reduced MCIR and TYRPI expression in hyperpigmented mice.

Keywords:

Exosome, Hypoxia Mesenchymal Stem Cells, MCIR, TYRPI, alpha arbutin,
niacinamide
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Pigmentasi kulit merupakan mekanisme kompleks yang melibatkan
interaksi antara melanosit dan keratinosit, yang dikendalikan oleh berbagai
jalur pensinyalan serta aktivitas hormon. Aktivasi melanocortin 1 receptor
(MCI1R) oleh a-melanocyte stimulating hormone (ao-MSH) pada melanosit
memicu jalur cAMP (Cyclic AMP) yang meningkatkan ekspresi
Microphthalmia-associated transcription factor (MITF).! Melanocortin 1
receptor adalah reseptor di permukaan melanosit yang berperan penting dalam
proses pembentukan melanin. Tingginya ekspresi MCIR dikaitkan dengan
peningkatan sintesis eumelanin yaitu jenis pigmen gelap yang sering muncul
pada kondisi hiperpigmentasi.> Tyrosinase Related Protein 1 (TYRP1)
merupakan enzim yang berfungsi dalam proses biosintesis melanin. Enzim
TYRP1 bekerja bersama dengan enzim lain seperti tyrosinase dan TYRP2
untuk mengatur produksi dan jenis melanin yang dihasilkan. Gangguan atau
stimulasi berlebih pada jalur ini dapat menyebabkan akumulasi melanin dan
munculnya hiperpigmentasi.* Melanocortin 1 receptor secara langsung
mengatur jalur pensinyalan cAMP-PKA-CREB yang memperkuat transkripsi
gen-gen melanogenik seperti TYRP1. Menarget ekspresi MC1R dan TYRP1

menjadi strategi penting dalam penanganan hiperpigmentasi.



Hiperpigmentasi adalah kondisi kulit yang ditandai dengan munculnya
area atau lesi yang lebih gelap dari sekitarnya akibat peningkatan aktivitas dalam
produksi, distribusi, atau perpindahan melanin secara berlebihan pada jaringan
epidermis.’ Indonesia beriklim tropis sehingga paparan sinar matahari tinggi
sepanjang tahun yang menyebabkan penduduknya terekspos radiasi ultraviolet
(UV) secara terus-menerus.® Berdasarkan panjang gelombangnya, radiasi UV
diklasifikasikan menjadi tiga kategori utama, yaitu UV-A (400-315 nanometer),
UV-B (315280 nanometer), dan UV-C (280-10 nanometer).” Radiasi
ultraviolet merupakan faktor lingkungan eksternal (eksogen) yang mampu
menginduksi aktivasi proses melanogenesis yaitu sintesis pigmen melanin oleh
sel melanosit. Di antara ketiga jenis tersebut, UVB diketahui memiliki potensi

tertinggi dalam menstimulasi respons melanogenik kulit.®

Hiperpigmentasi merupakan salah satu masalah dermatologis yang
paling sering dijumpai, baik secara global maupun di Indonesia. Berdasarkan
survei global tahun 2023 terhadap 48.000 responden dari 34 negara (periode
Desember 2022—Februari 2023), sekitar 50% responden dilaporkan mengalami
setidaknya satu jenis kelainan pigmentasi kulit.” Hiperpigmentasi termasuk
melasma cukup umum terjadi di Indonesia. Gangguan hiperpigmentasi
mencapai 33,6% dari 4.559 kunjungan pasien di poliklinik kulit dan kelamin
pada tahun 2014, menurut data Rumah Sakit Dr. Cipto Mangunkusumo Jakarta.
Sekitar 14,1 persen pasien rawat jalan di RSUD Dr. Soetomo Surabaya pada

tahun 2019 didiagnosis dengan hiperpigmentasi, dengan total 1.313 pasien.’



Dampak psikososial akibat kondisi ini juga cukup besar, di mana 47,3% pasien
mengaku kehilangan rasa percaya diri, 32,7% merasa tidak menarik secara fisik,
dan 23,6% menyatakan terganggunya aktivitas sosial.!® Di Indonesia, mayoritas
pasien hiperpigmentasi adalah perempuan berusia 25-55 tahun dengan paparan
sinar matahari sebagai faktor pencetus utama. Dengan demikian,
hiperpigmentasi tidak hanya menimbulkan perubahan fisik dan masalah estetik,
tetapi juga berimplikasi terhadap kualitas hidup serta beban psikososial

penderita.® !0

Terapi hiperpigmentasi dapat secara topikal dan prosedur medis, baik
tunggal maupun kombinasi tergantung pada penyebab dan tingkat
keparahannya.!! Terapi topikal menggunakan tabir surya dan agen depigmentasi
seperti hidrokuinon, golongan retinoid, asam azelaik, asam kojik, dan lain- lain.
Prosedur medis seperti chemical pecling, mikrodermabrasi, dan laser digunakan

untuk mempercepat regenerasi kulit.'?

Terapi hiperpigmentasi yang hanya
menargetkan enzim tirosinase seringkali kurang efektif dan dapat menimbulkan
efek samping, seperti iritasi atau hiperpigmentasi rebound. Hidrokuinon
merupakan terapi lini pertama dalam terapi hiperpigmentasi dengan konsentrasi
penggunaan antara 2% hingga 5%. Penggunaannya dapat dilakukan secara
tunggal atau dikombinasikan dengan agen farmasi lain seperti retinoid dan
kortikosteroid guna meningkatkan efektivitas terapi. Hidrokuinon bekerja
dengan cara menghambat enzim tyrosinase (TYR), merusak melanosom, serta

memicu kematian sel melanosit melalui perubahan struktur membran sel.

Kombinasi mekanisme tersebut mendasari kemampuan hidrokuinon sebagai



agen depigmentasi, namun sekaligus menjelaskan potensi efek toksiknya.
Penggunaan hidrokuinon dalam jangka panjang memiliki risiko efek samping
seperti okronosis dan cenderung terjadi kekambuhan setelah terapi dihentikan.
Karena risiko karsinogenik yang signifikan bila digunakan dalam jangka
panjang, penggunaan hidrokuinon dalam produk kosmetik telah dilarang sejak
tahun 2001.'7'* Oleh karena itu, dikembangkan alternatif terapi menggunakan
alpha arbutin yang dikombinasikan dengan niacinamide. Kombinasi alpha
arbutin dan niacinamide dinilai lebih aman serta efektif dalam menurunkan
pigmentasi, karena keduanya berperan dalam menghambat proses
melanogenesis dengan jalur yang berbeda tanpa menimbulkan risiko efek

samping yang tinggi seperti pada hidrokuinon.'?

Alpha arbutin adalah turunan hidrokuinon yang secara kimiawi lebih
stabil dan memiliki efek toksisitas yang lebih rendah. Alpha arbutin bekerja
dengan cara menurunkan biosintesis melanin melalui jalur penghambatan
aktivitas enzim tirosinase atau inhibitor kompetitif enzim #yrosinase, sehingga
menghambat tahap awal melanogenesis, yaitu konversi tirosin menjadi L-
DOPA. Keunggulan alpha arbutin terletak pada tolerabilitasnya yang lebih baik
dibandingkan hidrokuinon, serta potensi depigmentasi yang signifikan tanpa
menyebabkan iritasi kulit yang berat.!®!” Niacinamide merupakan bentuk aktif
dari vitamin B3 yang memiliki efek multifungsi, termasuk sebagai agen
antiinflamasi, antioksidan, dan penghambat transfer melanosom. Niacinamide
menghentikan penyebaran pigmentasi pada kulit dengan menghalangi transfer

melanin dari melanosit ke keratinosit. Selain itu, niacinamide juga diketahui



memiliki sifat anti-inflamasi dan antioksidan yang mendukung perbaikan

barrier kulit dan mencegah pembentukan pigmentasi baru. '3

Pendekatan regeneratif berbasis sel punca mesenkimal (mesenchymal
stem cells, MSCs), terutama yang dikultur dalam kondisi hipoksia (Exosome
Hypoxia Mesenchymal Stem Cells, EH-MSCs), menunjukkan potensi terapeutik
baru dalam modulasi pigmentasi kulit. Exosome yang diisolasi dari MSCs
mengandung berbagai molekul bioaktif, termasuk protein, lipid, dan microRNA
(miRNA), yang berperan dalam regulasi transkrip genetik, termasuk ekspresi
MITF, MCIR, dan TYRPI.?’ Penelitian eksperimental menunjukkan bahwa
exosome MSCs, terutama dalam kondisi hipoksia, dapat menekan proses
melanogenesis dan mempercepat regenerasi kulit yang mengalami stres oksidatif
akibat UVB. Kondisi hipoksia pada MSCs terbukti meningkatkan sekresi
exosome yang mengandung berbagai miRNA dan faktor pertumbuhan, yang
berperan menghambat proses melanogenesis. Penelitian terdahulu yang telah
dilakukan mengungkapkan bahwa Exosome yang berasal dari human amniotic
mesenchymal stem cells (hAMSCs), mampu menekan proses melanogenesis
serta meningkatkan degradasi melanosom melalui aktivasi jalur autophagy.*!
Penelitian sebelumnya juga menunjukkan bahwa penggunaan exosome dengan

dosis 200ul dapat efektif mengurangi hiperpigmentasi.??

Penggunaan terapi tunggal dari masing-masing agen seringkali
menghasilkan efek yang terbatas dan tidak bertahan lama. Oleh karena itu,
pendekatan kombinasi menjadi strategi terapeutik yang menjanjikan. Kombinasi

exosome hypoxia mesenchymal stem cells (EH-MSCs) 200ul, alpha arbutin



5%, dan niacinamide 4% diharapkan mampu memberikan efek sinergis dalam
menghambat pigmentasi melalui mekanisme banyak target dengan cara
penghambatan tirosinase, pengurangan transfer melanosom, serta modulasi
epigenetik terhadap ekspresi gen melanogenesis. Hingga saat ini, belum banyak
penelitian yang mengevaluasi efek kombinasi dari exosome hypoxia
mesenchymal stem cells (EH-MSCs) 200ul, alpha arbutin 5% dan niacinamide
4% pada model hiperpigmentasi yang diinduksi oleh UVB pada ekspresi MC1R
dan TYRPI1 secara in vivo. Oleh karena itu peneliti bermaksud melakukan
penelitian untuk memastikan pengaruh pemberian EH-MSCs 200pul, alpha
arbutin 5%, dan niacinamide 4% terhadap ekspresi MCIR dan TYRP1 dalam
model hiperpigmentasi yang diinduksi oleh sinar UVB pada tikus C57BL/6.
Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat menjadi dasar pengembangan terapi
estetika medik yang lebih efektif, aman, dan berbasis biologis dalam menangani

masalah hiperpigmentasi kulit.

1.2. Rumusan Masalah

Apakah terdapat pengaruh kombinasi Exosome  Hypoxia
Mesenchymal Stem Cell (EH-MSCs) 200ul, alpha arbutin 5% dan
niacinamide 4% terhadap ekspresi Melanocortin 1 Receptor (MCIR) dan
Tyrosinase Related Protein 1 (TYRPI1) pada Mencit C57BL/6 model

Hiperpigmentasi yang diinduksi Sinar UVB?



1.3. Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan umum
Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh
pemberian kombinasi Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-
MSCs), alpha arbutin dan niacinamide terhadap ekspresi Melanocortin 1
Receptor (MCI1R) dan Tyrosinase Related Protein 1 (TYRP1) pada Mencit

C57BL/6 model Hiperpigmentasi yang diinduksi Sinar UVB.

1.3.2 Tujuan khusus

a. Penelitian ini bertujuan membuktikan pengaruh pemberian kombinasi
Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSCs) 200ul, alpha
arbutin 5% dan niacinamide 4% terhadap ckspresi Melanocortin 1
Receptor (MCI1R) pada mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi yang
diinduksi Sinar UVB antar kelompok perlakuan dibanding kontrol.

b. Penelitian ini bertujuan membuktikan pengaruh pemberian kombinasi
Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSCs) 200ul, alpha
arbutin 5% dan niacinamide 4% terhadap ekspresi Tyrosinase Related
Protein 1 (TYRP1) pada mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi yang

diinduksi Sinar UVB antar kelompok perlakuan dibanding kontrol.



1.4. Manfaat penelitian

1.4.1 Manfaat Teoritis
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan kontribusi bukti ilmiah
yang memperkuat pemahaman mengenai peran Exosome Hypoxia
Mesenchymal Stem Cell (EH-MSCs) 200ul, alpha arbutin 5% dan
niacinamide 4% terhadap ekspresi Melanocortin 1 Receptor (MCIR) dan
tyrosinase related protein I (TYRP1) pada Mencit C57BL/6 model

hiperpigmentasi yang diinduksi Sinar UVB.

1.4.2 Manfaat Praktis
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan wawasan
pemanfaatan pemberian Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-
MSCs) 200ul, alpha arbutin 5% dan niacinamide 4% terhadap ekspresi
Melanocortin 1 Receptor (MCI1R) dan tyrosinase related protein 1 (TYRP1)
sebagai agen depigmentasi bagi individu yang terpapar sinar UVB yang

aman, efektif dan berbasis bukti.

1.5. Originalitas Penelitian

Berbagai penelitian terdahulu menunjukkan potensi terapeutik
exosome dari sel punca mesenkimal dalam mengatasi gangguan kulit akibat
hiperpigmentasi. Exosome dari MSC tali pusat manusia (hUCMSC-Exos)
terbukti efektif dan aman mengurangi melasma melalui metode NAFL dan

PBASM. Exosome dari sel punca adiposa hipoksia (ADSC) melindungi kulit



dari cedera UVB melalui circ-Ashll yang menekan stres oksidatif dan
inflamasi. MiR-340 menghambat melanogenesis dengan menurunkan MITF,
TYRPI1, dan TYR, sehingga berpotensi sebagai terapi hiperpigmentasi. EH-
MSCs menekan Apaf-1 dan meningkatkan Survivin, memberikan efek
protektif terhadap penuaan kulit akibat UVB. Kombinasi hADSC-Exos
dengan antioksidan (melatonin, vitamin C) secara sinergis meningkatkan
viabilitas fibroblas, menurunkan ROS, menekan MMP-1, serta memperbaiki
dermis melalui peningkatan kolagen tipe I dan elastin. Secara keseluruhan,
exosome baik tunggal maupun dikombinasikan dengan agen bioaktif,
menjanjikan sebagai terapi aman dan efektif untuk melindungi serta

memperbaiki kulit dari kerusakan UV dan hiperpigmentasi.

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian

No Peneliti, Judul Metode Hasil
Tahun
1. Wang T, Stem cell- Invivo, Pemberian exosome
Gao H, derived eksperimental yang berasal dari
Wang D, exosomes in human umbilical
Zhang C, Hu the treatment cord  mesenchymal
K, Zhang H, of  melasma stem cells
Lin J, Chen and its (hUCMSC-Exos)
X.2023.2  percutaneous dengan menggunakan
penetration metode
microneedles, NAFL
dan PBASM
ketiganya aman dan
efektif dalam
mengurangi melasma
serta dapat
meningkatkan

penetrasi transdermal
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Zha J, Pan Exosomes from In vivo dan in Exosome yang
Y, Liu X, hypoxia- vitro, berasal dari adipose
Zhu H, Liu pretreated eksperimental derived
Y, Zeng W, adipose- stemcells (ADSCs)
2022 derived  stem pada kondisi hipoksia
cells attenuate memiliki potensi
ultraviolet terapeutik yang lebih
light-induced baik  dibandingkan
skin injury via pada kondisi
delivery of normoksia dalam
circ-Ashll memperbaiki
kerusakan kulit
akibat paparan sinar
ultraviolet B (UVB).
Yang Y, MicroRNA-340 In vitro, miR-340 sebagai
Wei X, Bai is involved in eksperimental regulator negatif
J,2020.%°  ultraviolet B melanogenesis akibat
induced UVB, Overekspresi
pigmentation miR-340 dapat
by  regulating mengurangi ekspresi
the MITF dan TYRPI,
MITF/TYRPI sehingga
axis menurunkan
pembentukan
melanin.
Megawati MSC- In vivo, Pemberian  MSCs-
Agustina C, Exosomes eksperimental Exosome  Hipoksia
Setiawan E, Hypoxia (EH- (EH-MSCs) dengan
Putra A, MSCs) in dosis  200ul  dan
2025. 26 modulating 300ul mampu
Apaf- menekan ekspresi
I and Survivin gen  pro-apoptotik
n UVB- dan  meningkatkan
induced  skin gen  anti-apoptotik
aging secara signifikan
Fu Y, Xie J Synergistic In vitro dan in kombinasi hADSC-
ling, Zhang delivery of vivo, Exos dan antioksidan
W ting, hADSC-Exos eksperimrntal dapat meningkatkan
2024. %7 and viabilitas  fibroblas

antioxidants
has inhibitory
effects on
UVB-induced
skin
photoaging

dermal, menurunkan
ROS, serta menekan
MMP-1 dan
meningkatkan

kolagen I dan elastin.




BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Hiperpigmentasi

Hiperpigmentasi merupakan kondisi dermatologis yang ditandai
dengan munculnya area kulit yang tampak lebih gelap dibandingkan dengan
kulit sekitarnya yang normal akibat peningkatan aktivitas dalam sintesis,
distribusi, atau perpindahan melanin secara berlebihan pada jaringan
epidermis.>*® Melanin diproduksi oleh sel melanosit di dalam organel yang
disebut melanosom. Melalui proses melanogenesis enzim-enzim pembentuk
melanin seperti tirosinase dan protein terkait lainnya bekerja dengan bantuan
protein kompleks tertentu agar bisa mencapai lokasi kerjanya. Setelah melanin
diproduksi, melanosom yang telah terisi melanin kemudian ditransfer ke sel-

sel kulit (keratinosit).?>*

2.1.1 Etiologi Hiperpigmentasi
Hiperpigmentasi terjadi akibat peningkatan sintesis melanin, yaitu
pigmen utama yang menentukan warna kulit, dan diproduksi oleh sel
melanosit.’ Hiperpigmentasi dapat dipicu oleh berbagai faktor internal maupun

t.%? Salah satu faktor utama

eksternal yang memengaruhi aktivitas sel melanosi
penyebab hiperpigmentasi adalah paparan sinar UV terutama UVB, sehingga

memicu aktivasi enzim tirosinase dan menstimulasi melanogenesis sebagai

mekanisme pertahanan kulit terhadap kerusakan DNA. Paparan sinar UV sejak

11
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usia dini telah terbukti memperparah munculnya hiperpigmentasi seperti
melasma, noda pasca-inflamasi, dan age spots. *°

Pengaruh hormonal dapat menyebabkan hiperpigmentasi pada wanita
usia subur, seperti peningkatan estrogen dan progesteron yang terjadi selama
kehamilan, kontrasepsi oral, dan terapi penggantian hormon (HRT).” Estrogen
dalam kontrasepsi oral kombinasi, diketahui dapat merangsang aktivitas enzim
tirosinase serta meningkatkan ekspresi protein-protein seperti TYRP1, TYRP2,
MITF, dan reseptor MC1R yang berperan penting dalam melanogenesis.>!

Penurunan jumlah melanosit pada kulit sejalan dengan bertambahnya
usia. Sel-sel melanosit yang masih ada mengalami peningkatan ukuran dan
aktivitas, sehingga memicu perubahan fisiologis yang signifikan, Pada individu
berusia di atas 40 tahun. Kondisi ini- sering kali ditandai dengan
munculnya bintik-bintik - penuaan atau lentigo senilis, yang merupakan
manifestasi dari peningkatan produksi melanin secara lokal pada area kulit
yang terpapar sinar matahari secara kronis. *®

Faktor genetik merupakan salah satu determinan utama dalam regulasi
pigmentasi kulit. Gen-gen tertentu memengaruhi jumlah melanosit, aktivitas
dan sintesis melanin, serta respons melanosit terhadap rangsangan seperti sinar
UV, hormon, dan inflamasi, sehingga genetik tertentu lebih berisiko
mengalami hiperpigmentasi.*>* Secara genetik, produksi melanin baik
eumelanin (pigmen gelap) maupun pheomelanin (pigmen terang) dikendalikan
oleh lebih dari 100 gen yang bekerja dalam jalur-jalur molekuler kompleks.*

Orang dengan kulit lebih gelap memiliki melanosom yang lebih besar, lebih
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banyak, dan lebih tersebar merata, dibandingkan dengan yang berkulit terang.
Hal ini menjelaskan mengapa kelompok etnis tertentu lebih rentan terhadap
bentuk hiperpigmentasi.’®

Hiperpigmentasi yang sering ditemukan dalam praktik klinis dapat
berupa Post- inflammatory Hyperpigmentation (PIH).® Post-Inflammator
Hyperpigmentation merupakan kondisi yang terjadi akibat aktivasi
melanogenesis pasca inflamasi atau cedera kulit. Berbagai faktor penyebab
inflamasi seperti luka bakar, paparan bahan kimia iritatif, psoriasis, dermatitis
atopik, maupun jerawat dapat merangsang produksi melanin yang berlebihan
dan mendistribusikannya secara tidak merata di lapisan epidermis atau
dermis.?83¢

Penggunaan antibiotik seperti minosiklin, kontrasepsi oral, antimalaria,
dan antidepresan trisiklik, telah dilaporkan menyebabkan efek samping
hiperpigmentasi.’’” Kondisi medis sistemik seperti penyakit Addison dapat
menyebabkan hiperpigmentasi difus akibat stimulasi melanogenesis yang
disebabkan oleh gangguan fungsi adrenal. Tindakan medis atau estetika,
seperti penggunaan laser atau terapi cahaya tanpa perlindungan UV yang
memadai, juga dilaporkan sebagai pencetus hiperpigmentasi baik bersifat

sementara maupun permanen.?®3’



2.2.
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Gambar 2.1. Mekanisme fisiologis pigmentasi kulit.?

Melanosit merupakan sel pigmentasi berbentuk dendritik yang berasal
dari krista neural dan tersebar di berbagai jaringan seperti kulit, folikel rambut,
mata, dan telinga bagian dalam. Fungsi utama melanosit menghasilkan melanin,
yaitu pigmen penting perlindungan terhadap sinar UV dan radikal bebas.*
Melanin disintesis di dalam melanosom melalui jalur biokimia yang dimulai
dari asam amino L-tirosin dan dikatalisis oleh enzim utama seperti tyrosinase,
TYRPI1, dan TYRP2. Proses ini bersifat kompleks dan dipengaruhi berbagai
faktor genetik, hormonal, dan lingkungan.> Melanosom adalah organel seperti
lisosom yang berperan sebagai tempat biosintesis, penyimpanan, dan transfer
melanin. Organel ini mengalami empat tahap maturasi, dari tahap I (pre-
melanosom tanpa pigmen) hingga tahap IV (melanosom matur berisi melanin
padat).Melanosom yang matur dipindahkan ke ujung dendritik melanosit
dan ditransfer ke keratinosit melalui mekanisme fagositosis, memberi warna

pada kulit dan melindungi sel terhadap radiasi UV. *°
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Ada dua jenis melanin yang lebih gelap disebut eumelanin, dan yang
lebih terang disebut pheomelanin. Rasio antara kedua tipe melanin tersebut
menentukan karakteristik warna kulit dan rambut serta berpengaruh pada
kemampuan perlindungan terhadap radiasi ultraviolet (UV). Eumelanin
diketahui lebih efektif dalam menyerap radiasi UV dan memiliki aktivitas
antioksidan yang tinggi, sedangkan pheomelanin menghasilkan lebih banyak
spesies oksigen reaktif (ROS), sehingga berkontribusi terhadap kerusakan DNA
dan peningkatan risiko karsinogenesis kulit akibat paparan UV >4

Proses melanogenesis dimulai dengan hidroksilasi tirosin menghasilkan
L-DOPA, kemudian mengalami oksidasi menjadi dopaquinone. Kedua reaksi
ini dipicu oleh enzim fyrosinase yang berperan sebagai enzim utama dalam
proses melanogenesis.*' Pada jalur eumelanin, dopaquinone mengalami
transformasi menjadi dopachrome, yang membentuk dua jenis intermediat DHI
dan DHICA yang kemudian mengalami oksidasi dan polimerisasi
membentuk eumelanin yaitu pigmen gelap yang bersifat fotoprotektif dan
antioksidan. Proses ini dikatalisis oleh enzim TRP-2 dan TYRP1.%?

Jalur pembentukan pheomelanin ditandai dengan tingginya kadar sistein
atau glutathion yang memicu adisi dopaquinone sehingga terbentuk intermediat
cysteinyl DOPA dan glutathionyldopa dengan bantuan enzim glutathione S
transferase (GST). Intermediat ini kemudian  dikonversi menjadi /7,4
benzothiazinedan, yang selanjutnya berpolimerisasi menjadi pheomelanin,
pigmen merah kuning yang kurang stabil dan lebih rentan terhadap stres

oksidatif serta pembentukan radikal bebas.*?
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sis. Proses ini dimulai dari

kerusakan DNA pada sel keratinosit akibat radiasi UV, yang memicu ekspresi
protein p53. Gen p53 menginduksi produksi dan sekresi a-MSH oleh
keratinosit. Hormon ini berikatan dengan reseptor MC1R pada permukaan sel
melanosit, memicu aktivasi jalur sinyal cAMP-PKA. Sehingga terjadi
peningkatan ekspresi MITF yang merupakan regulator utama biosintesis
melanin di dalam melanosit.

Microphthalmia-associated  transcription  factor (MITF) mengatur
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transkripsi gen-gen penting dalam proses pigmentasi, termasuk TYR, TYRPI,
dan TYRP2/DCT. Selain MCIR, aktivitas MITF juga dikendalikan oleh faktor-
faktor transkripsi lain seperti SOX10, PAX3, dan HNF-1a Ketiganya berperan
penting dalam diferensiasi melanosit dan regulasi genetik selama stres oksidatif
akibat UV %% Setelah melanin disintesis, tahap selanjutnya adalah transportasi
melanosom menuju ujung dendrit melanosit untuk ditransfer ke keratinosit.*’
Proses ini dimediasi oleh kompleks protein transport, termasuk Rab27a,
melanophilin (MLPH), dan Myosin Va yang mengarahkan melanosom melalui
jalur sitoskeletal. Selain itu, protein OAl dan reseptor PAR-2 juga berperan
penting dalam proses pengenalan dan transfer melanosom ke keratinosit.>*
Transfer ini berperan vital dalam memberikan fotoproteksi terhadap sinar UV
serta menentukan warna kulit. Gangguan pada salah satu tahapan ini dapat

menyebabkan kelainan pigmentasi.*
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Gambar 2.3 Protein yang berhubungan dengan melanogenesis dan transport

melanosome.?

2.3. Melanocortin 1 Receptor (MC1R)

2.3.1 Definisi

Melanocortin I Receptor (MC1R) merupakan reseptor membran

yang termasuk dalam keluarga G protein-coupled receptor (GPCR) dan

memiliki peran penting dalam regulasi pigmentasi kulit. Aktivasi MC1R

terjadi melalui ikatan dengan a-melanocyte stimulating hormone (o-

MSH) yang berasal dari pemrosesan proopiomelanocortin (POMC), serta

dapat juga dipicu oleh adrenocorticotropic hormone ACTH). Proses

aktivasi ini menstimulasi jalur cAMP—protein kinase A (PKA) yang akan

menginduksi ekspresi MITF. Microphthalmia-associated transcription
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factor berfungsi sebagai regulator utama biosintesis melanin karena
mengatur  transkripsi  gen-gen  penting dalam  melanogenesis,
termasuk #yrosinase (TYR), tyrosinase related protein-I (TYRPI1),
dan TYRP2, yang secara langsung berperan dalam produksi pigmen

melanin pada melanosit.**

2.3.2 Reseptor melanokortin 1 (MC1R)
Reseptor melanokortin 1 (MC1R) merupakan salah satu dari lima
subtipe reseptor melanokortin yang termasuk dalam superkeluarga reseptor

yang tethubung dengan protein G (GPCRs). Memiliki tujuh heliks a-

transmembran (7TM). Reseptor ini terdiri dari 317 asam amino yang

ditemukan pada membran secl melanosit dan memainkan peran penting

dalam regulasi pigmentasi melalui aktivasi oleh ligan endogen seperti a-

MSH dan ACTH (adrenocorticotropic hormone).*>*

Struktural MC1R memiliki berbagai fitur khas, termasuk situs
glikosilasi  yang terikat pada bagian N-terminal yang terletak di
ekstraseluler, situs palmitoilasi pada bagian C-terminal intraseluler, serta
motif konservatif DRY (Aspartat-Arginin-Tirosin) yang terletak di

transmembran dan sangat penting dalam transduksi sinyal. yang diperlukan

untuk penempatan reseptor ke membran plasma dan stabilitas struktural.*>*7

2.3.3 Jalur Pensinyalan

Jalur pensinyalan MCIR memegang peranan kunci dalam proses
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melanogenesis serta perlindungan sel melanosit terhadap kerusakan akibat sinar
ultraviolet.*¢ Aktivasi jalur ini dimulai ketika ligan a-MSH berikatan dengan
MCIR yang terletak pada membran sel melanosit. Interaksi ini mengaktivasi
enzim adenilat siklase, yang mengubah ATP menjadi cAMP sebagai second
messenger. Peningkatan kadar cAMP selanjutnya mengaktivasi protein kinase
A (PKA), yang kemudian memfosforilasi faktor transkripsi CREB (cAMP
response element-binding protein). CREB berperan dalam meningkatkan
ekspresi MITF yaitu faktor regulasi utama dalam transkripsi gen-gen terkait
sintesis melanin, termasuk tyrosinase dan dopachrome tautomerase (DCT).
Proses ini berakhir pada peningkatan produksi melanin, khususnya eumelanin,
yang memiliki kemampuan protektif terhadap kerusakan DNA akibat paparan

UVv. 48,49

Melanosit

PKA Nerngirnating
Stabiltas genomik

l NER)

——- | St e melanin

Gambar 2.4 Jalur pensinyalan MC1R dalam melanosit.*®
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Jalur perbaikan DNA diaktivasi oleh cAMP, khususnya melalui
mekanisme nucleotide excision repair (NER), yang berperan dalam menjaga
stabilitas genomik melanosit dari kerusakan akibat stres oksidatif dan
mutagenik. Dengan demikian, aktivasi MCIR tidak hanya berfungsi dalam
pigmentasi kulit, tetapi juga berperan penting dalam pertahanan sel terhadap
kerusakan lingkungan. Jalur MC1R — AMP — MITF melanin ini menjadi
penting dan relevan dalam estetika medis maupun pengembangan terapi

terhadap gangguan pigmentasi. 5!

2.4. Tyrosinase Related Protein 1 (TYRP1)

Tyrosinase Related Protein 1 (TYRP1) adalah salah satu enzim penting
dalam jalur biosintesis melanin di kulit. TYRP1 mengubah DHICA menjadi
eumelanin yang banyak ditemukan pada individu berkulit gelap. Eumelanin
berfungsi sebagai pelindung alami karena mampu menyerap sinar ultraviolet
(UV) dengan sangat efektif. *>>2 Enzim TYRP1 bekerja bersama dua enzim lain,
yaitu #yrosinase dan TYRP2 dalam satu kelompok enzim yang berperan dalam
proses melanogenesis. °> Ketiganya dikendalikan oleh MITF, yaitu faktor
transkripsi utama yang mengatur bagaimana sel penghasil melanin (melanosit)
tumbuh, berkembang, dan menjalankan fungsinya dalam memproduksi pigmen
kulit.”* Penurunan ekspresi MITF telah terbukti mengubah profil ekspresi
microRNA dan protein terkait tirosinase dalam melanosit, yang menunjukkan
peran penting MITF dalam regulasi TYRP1 dan proses melanogenesis secara

keseluruhan. >
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Gambar 2.5. Jalur pigmentasi [lustrasi jalur pigmentasi pada kulit

manusia. >*

Studi meta-analisis terhadap berbagai model hiperpigmentasi kulit
manusia  (meliputi = UV-induced  pigmentation,  post-inflammatory
hyperpigmentation/PIH, 'long-lasting pigmentation/LLP, age spots/AS, dan
perbedaan kulit etnis/ES) hasil analisis menemukan bahwa TYRP1 merupakan
salah satu dari 10 gen yang paling signifikan diekspresikan secara meningkat di

kulit yang mengalami hiperpigmentasi. '

2.5. Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSC)

Exosome dari mesenchymal stem cell (MSC) adalah vesikel
ekstraseluler berukuran 30-150 nm yang berperan dalam komunikasi antar sel.
Exsosome memiliki marker permukaan spesifik seperti CD63, CD81, dan CD9,
yang digunakan untuk identifikasi dan isolasi. Berdasarkan ukurannya,

Exsosome MSC dibagi menjadi tiga yaitu small exosome (30-50 nm), medium
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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, sehingga menjadikannya berpotensi besar dalam terapi medis.>>™’

Exosome mengandung berbagai komponen aktif yang memiliki potensi
terapeutik dalam penanganan hiperpigmentasi kulit. Salah satu komponen
utama yang berperan adalah microRNA (miRNA), seperti miR-181a-5p, miR-
199a.%8 Molekul-molekul ini diketahui mampu menekan ekspresi gen-gen yang
terlibat dalam jalur melanogenesis, termasuk MITF, TYR, dan TYRPI.
Sehingga sintesis melanin dapat berkurang.’* Exosome juga membawa long
non-coding RNA (IncRNA) serta mRNA yang turut berkontribusi dalam proses
regenerasi jaringan kulit.>® Komponen protein di dalam exosome, seperti TGF-
B1, berperan dalam menurunkan aktivitas melanogenik melalui pengaturan
ekspresi MITE. Protein antioksidan seperti SOD (superoxide dismutase) dan
catalase membantu menetralisir radikal bebas, yang diketahui memicu
peningkatan produksi melanin melalui aktivasi reseptor MC1R.%° Di sisi lain,
lipid penyusun exosome seperti sphingomyelin dan ceramide membantu
menjaga integritas kulit dan meredakan inflamasi kronis yang menjadi pemicu
hiperpigmentasi. Efek ini sangat relevan dalam mengatasi hiperpigmentasi

yang umum terjadi pada individu dengan tipe kulit tertentu. %61
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Beberapa studi ilmiah telah menunjukkan bahwa kondisi lingkungan
dengan kadar oksigen rendah (hipoksia) ternyata dapat memengaruhi sel
punca mesenkimal (Mesenchymal Stem Cells/MSCs), termasuk
peningkatan kemampuan adhesi, proliferasi, serta regenerasi. Dalam
kondisi kadar oksigen yang rendah ini, terjadi peningkatan sintesis molekul
penting Hypoxia-Inducible Factor (HIF), yang berperan sebagai faktor
transkripsi utama dalam merespons stres akibat hipoksia. Aktivasi HIF
dalam MSCs diketahui mampu merangsang produksi berbagai sitokin dan
faktor pertumbuhan, vyang berkontribusi  besar terhadap proses

penyembuhan jaringan dan regenerasi sel.®% %

2.6 Alpha Arbutin

Arbutin secara efektif dapat mengurangi produksi melanin dengan
menghambat enzim tyrosinase. Arbutin terdapat dalam dua isoform yautu o-
arbutin  (4-dihidroksifenil-a-D-glukopiranosida) ~dan  B-arbutin = 4-
dihidroksifenil-B-D-glukopiranosida). Beta arbutin umunya diekstrak dari
daun berbagai tanaman dan kulit buah. Sedangakan alpha arbutin tidak terdapat
secara alami dan dapat disintesis secara biologis oleh mikroba enzim atau
mikroorganisme. Alpha arbutin lebih efisien dalam menghambat aktivitas

tyrosinase dari pada p-arbutin.!'®
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2.6.1 Mekanisme Kerja Alpha arbutin

= Coppef ion

Tyroune é".lamn
=¥
reRiAnL '\" Mﬂanmom—\
Tyfosinase NP"' Arbutin
Tyrasinase containg copper ion > 3

that helps to convert tyrosine to melanin  Acts as a substrate
helps to co tyrosine to melanin of tyrosinase

'I'yroﬂm Melanin

\ Wi
Q fr, «/2

Alpha Arbutin inhibits tyrosinase activity

Gambar 2.6 Mekanisme alpha arbutin untuk pencerah kulit.5!

Paparan sinar ultraviolet (UV) terutama UVB pada sel melanosit di
lapisan basal epidermis distimulasi untuk menghasilkan melanin untuk
melindungi kulit dari efek radiasi ultraviolet (UV) yang rusak.” Dalam
proses ini, asam amino tirosin diubah menjadi melanin melalui aksi enzim
tirosinase yang berada dalam melanosom, yaitu organel di dalam melanosit.
Tirosinase merupakan enzim kunci yang memerlukan ion tembaga (Cu?")
sebagai kofaktor penting untuk mengkatalisis konversi tirosin menjadi
melanin. Aktivitas tirosinase dapat dihambat oleh agen depigmentasi seperti
Alpha arbutin. Alpha Arbutin bekerja dengan dua cara utam, pertama
sebagai substrat kompetitif terhadap tirosinase, sehingga mengganggu

proses enzimatis konversi tirosin menjadi melanin. Kedua secara langsung
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menghambat aktivitas tirosinase, sehingga mengurangi produksi

melanin. %60

Niacinamide

Niacinamide (dikenal sebagai nicotinamide, nicotinic acid amide,
atau 3-pyridinecarboxamide) adalah bagian dari kelompok vitamin B.
Niacinamide dapat ditemukan dalam bentuk bebas maupun terikat pada
jaringan tumbuhan dan hewan, terutama sebagai bagian dari nikotinamida-
adenin dinukleotida (NAD) dan nikotinamida-adenin dinukleotida fosfat

(NADP). ¢’

Niacinamide dapat digunakan pada hiperpigmentasi, mengurangi
infeksi kulit seperti jerawat dan dermatitis, menjaga kelembapan kulit,
perlindungan kulit, memperkuat skin barrier, mengurangi produksi sebum,
membantu mengurangi kemerahan, iritasi, dan pembengkakan, terutama
pada kondisi kulit yang mengalami inflamasi. %

Pada beberapa penelitian niacinamide memiliki banyak efek
terhadap sintesis melanin. Niacinamide bekerja menghambat transfer
melanosome dari melanosit ke keratinosit secara reversible, sehingga tidak
menyebar secara efektif ke lapisan kulit terluar. Niacinamide secara
konsisten menurunkan kadar melanin dan pigmentasi kulit. Hal ini

menunjukkan bahwa interaksi antara melanosit dan keratinosit sangat
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penting dalam proses pigmentasi kulit, serta niacinamide dapat
memengaruhi pigmentasi secara tidak langsung melalui keratinosit. ¢
Niacinamid menghambat transfer melanosom dari melanosit ke
keratinosit dan merupakan agen antiinflamasi yang memiliki efek
mencerahkan kulit. Niacinamide dapat menembus kulit dengan baik dan
mencapai tingkat penyerapan maksimum dalam waktu 48—72 jam. Dalam
kasus hiperpigmentasi penggunaan niacinamide dengan konsentrasi 4%
terbukti dapat mengurangi kandungan melanin di epidermis serta menekan
inflamasi di dermis. Hal ini membantu mengatasi hiperpigmentasi secara

klinis dan membuat warna kulit lebih merata. ©°

Efek kombinasi Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (EH-MSCs)
Alpha Arbutin dan Niacinamide Terhadap Ekspresi Melanocortin 1

Receptor (MC1R) dan TYRPI1

Hiperpigmentasi merupakan kondisi yang terjadi akibat produksi
melanin yang berlebihan, terutama akibat paparan sinar ultraviolet (UV)
secara terus-menerus.’ Paparan radiasi UV dapat mengaktifkan jalur
pensinyalan cAMP, yang kemudian mengaktivasi protein kinase A (PKA)
dan transcription factor CREB, hingga akhirnya merangsang aktivasi
MITF.? Salah satu pengatur utama dalam proses melanogenesis adalah
reseptor MC1R, yang terletak pada membran sel melanosit. Reseptor MCIR
banyak diekspresikan di sel melanosit yang berperan penting dalam regulasi

pigmentasi. Aktivasi MCIR oleh hormon o-MSH akan merangsang
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produksi melanin, khususnya eumelanin. Microphthalmia-associated
transcription factor (MITF) merupakan faktor transkripsi kunci yang
mengatur proses sintesis melanin, pengaturan proliferasi, diferensiasi, dan
distribusi melanosit. Studi menunjukkan bahwa ketika ekspresi MITF
ditekan (silencing) pada sel melanosit, ekspresi protein tyrosinase dan
TYRP1 mengalami penurunan yang signifikan. Sebaliknya, ekspresi
TYRP2 akan meningkat secara signifikan.>%!%70

Penelitian tentang proses pigmentasi kulit telah menunjukkan bahwa
exosome sangat penting dalam mengendalikan ekspresi DNA. Exosome
mengandung berbagai komponen aktif yang memiliki potensi terapeutik
dalam penanganan hiperpigmentasi kulit. Salah satu komponen utama yang
berperan adalah microRNA (miRNA), seperti miR-181a-5p, miR-199a.>
Molekul-molekul ini diketahui mampu menekan ekspresi gen yang terlibat
dalam jalur melanogenesis, termasuk MITF, TYR, dan TYRPI1. Sehingga

sintesis melanin dapat berkurang.>*

Exosome juga berperan dalam
merangsang migrasi melanosit menuju area kulit. Dengan demikian,
exosome tidak hanya berkontribusi terhadap regulasi gen pigmentasi dan
produksi melanin, tetapt juga berperan penting dalam pengaturan
perkembangan dan pergerakan melanosit ke lokasi target di kulit.>8 6164
Alpha arbutin 5% dan niacinamide 4% dapat mengurangi pigmentasi
kulit karena memiliki pengaruh penghambatan terhadap proses

melanogenesis yang lebih aman dibandingkan dengan hidrokuinon. Alpha

arbutin mampu mengurangi produksi melanin dengan cara menghambat
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aktivitas enzim tirosinase. Niacinamide menghambat transfer melanosome
dari dalam melanosit ke keratinosit. 6656869

Kombinasi exosome, alpha arbutin dan niacinamide dapat
memberikan efek sinergis pada pengaturan ekspresi MCIR dan TYRPI1
dalam modulasi hiperpigmentasi. Exosome berperan penting dalam
pengaturan  ekspresi  gen-gen  kunci  dalam = melanogenesis,
termasuk MCI1R dan TYRPI, serta mendorong aktivasi, diferensiasi, dan
migrasi melanosit ke area target. Sementara itu, alpha arbutin menghambat
aktivitas enzim tirosinase secara langsung, sehingga menurunkan biosintesis
melanin. Niacinamide bekerja = dengan cara menghambat transfer
melanosom dari melanosit ke keratinosit, sehingga mengurangi distribusi

pigmen ke lapisan epidermis. Kombinasi ketiganya memberikan pendekatan

yang komprehensif dan menjanjikan dalam terapi hiperpigmentasi.



BAB III

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

3.1 Kerangka Teori

Hiperpigmentasi merupakan suatu kondisi kelainan pada kulit yang
ditandai dengan munculnya area berwarna lebih gelap akibat akumulasi
melanin secara berlebihan. Salah satu faktor penting yang berperan dalam
peningkatan sintesis melanin adalah radiasi UVB, yang mampu
menstimulasi aktivitas melanosit secara berlebihan.*!!

Hiperpigmentasi juga dapat disebabkan oleh pembentukan reactive
oxygen species (ROS) yang berperan sebagai indikator stres oksidatif, serta
aktivasi jalur pensinyalan p53 sebagai pengatur utama respons sel terhadap
kerusakan DNA. Kehadiran ROS dapat menimbulkan stres oksidatif dan
kerusakan pada sel-sel endogen, sehingga menginisiasi mekanisme adaptif
berupa peningkatan produksi melanin sebagai bentuk perlindungan kulit
terhadap kerusakan lebih  lanjut. ~ Jalur  p53 berperan dalam
meningkatkan ekspresi POMC, prekursor hormon o-MSH. Aktivitas
melanogenesis sangat dipengaruhi oleh keberadaan hormon a-MSH yang
mengaktivasi reseptor melanokortin 1 (MC1R) yang terdapat pada membran
sel melanosit. Aktivasi MC1R akan meningkatkan kadar cAMP intraseluler
dan menginduksi aktivasi protein kinase A (PKA), sehingga memicu
ekspresi faktor transkripsi Microphthalmia-associated Transcription Factor

(MITF) yang mengatur ekspresi berbagai gen kunci dalam biosintesis

30
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melanin, termasuk #yrosinase, TYRP1, dan TYRP2. Akumulasi enzim-
enzim tersebut meningkatkan produksi melanin pada melanosome yang
kemudian ditransfer ke keratinosit, sehingga menghasilkan peningkatan
pigmentasi yang tampak secara klinis sebagai hiperpigmentasi,!!318.21.61.71

Exosome berfungsi sebagai mediator komunikasi antara keratinosit
dan melanosit dalam jalur melanogenesis dan mungkin juga terlibat dalam
transportasi melanosom dengan mengatur kelangsungan hidup melanosit dan
ekspresi protein enzim seperti tirosinase (TYR), protein terkait tirosinase 1
(TYRPI1), protein terkait tirosinase-2 (TYRP2), dan Microphthalmia-
associated transcription factor (MITF) dalam melanogenesis. Exosome
memiliki peran dalam menekan jalur melanogenesis melalui modulasi
ekspresi POMC, a-MSH, dan MC1R serta menurunkan kadar ROS, sehingga
mereduksi rangsangan awal dari jalur pigmentasi. Exosome ini membawa
miRNA: seperti miR-181a-5p dan miR-199a, yang diketahui dapat mengatur
ekspresi protein kunci dalam pigmentasi.?$3%-72

Alpha Arbutin sebagai inhibitor kompetitif enzim tirosinase dan
menurunkan eksprest TYR, TYRP1, dan TYRP2, sehingga langsung
menghambat tahap akhir sintesis melanin. Sedangkan Niacinamide bekerja
dengan menghambat transfer melanosom dari melanosit ke keratinosit, yang
secara efektif mencegah melanin yang sudah terbentuk berpindah ke lapisan
atas kulit. Selain itu, niacinamide memiliki efek anti inflamasi dan dapat
memperkuat skin barrier, sehingga mendukung pencegahan hiperpigmentasi

sekunder akibat inflamasi.' >3



Paparan
Sinar UVB

32

A4

Hiperpigmentasi

\4

Alpha
Arbutin

Niacinamid

EH-MSCs

Kadar ROS

A4

Ekspresi p53

A4

Ekspresi aMSH

v

Ekspresi MC1R

.

Ekspresi MITF

.

Ekspresi TYRP 1

miR-181a-5p
miR-199a

\4

Sintesis Melanin

"

A

Keratinosit

Gambar 3.1. Kerangka Teori
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3.2 Kerangka Konsep
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Gambar 3.2. Kerangka Konsep
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BAB IV
METODE PENELITIAN

4.1 Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan desain post-test only control group dengan
rancangan acak lengkap. Setiap kelompok mendapatkan enam kali ulangan
perlakakuan. Subjek penelitian adalah mencit jantan galur C57BL/6 dengan

berat badan 20-25 gram.

v

K1l |—=| OIKl1

—» K2 |=»| O2K2

S | TG R I > V|7 K3 |- O3K3

> K4 | —| 04K4

—>( K5 |—| O5K5

Gambar 4.1. Alur Rancangan Penelitian

Keterangan :

S : Sampel

A : Adaptasi

R : Randomisasi
I : Induksi UVB

V: Validasi

34
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: Mencit sehat tanpa paparan UVB.
: Kontrol Negatif (Mencit dengan diberi NaCl 0,9%)

: Kontrol Positif (Mencit dengan topikal alpha arbutin 5% dan niacinamide 4%

masing- masing sebanyak 0,3 gram)

Perlakuan 1 (Mencit dengan paparan UVB dan perlakuan injeksi exosome

200 pl)

: Perlakuan 2 (Mencit dengan paparan UVB dan perlakuan topikal alpha

Arbutin 5%, niacinamide 4% masing- masing sebanyak 0,3 gram dan

perlakuan injeksi exosome 200 pl)

O1KI1 : Observasi eksprest MCIR dan TYRP-1 kelompok K1

0O2K2 : Observasi ekspresi MC1R dan TYRP-1 kelompok K2

O3K3 : Observasi ekspresi MCIR dan TYRP-1 kelompok K3

04K4 : Observasi ekspresi MC1R dan TYRP-1 kelompok K4

O5KS5 : Observasi ekspresi MC1R dan TYRP-1 kelompok K5

4.2 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.2.1 Variabel Penelitian

4.2.1.1 Variabel bebas
Injeksi exosome 200ul dan topikal alpha arbutin 5% dengan

niacinamide 4% masing- masing sebanyak 0,3 gram

4.2.1.2 Variabel Terikat

Ekspresi melanocortin 1 receptor (MCIR) dan ekspresi
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tyrosinase related protein I (TYRP1)

4.2.2 Definisi Operasional

4.2.2.1 EH-MSCs (Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell)

EH-MSCS (Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell) adalah
exosome yang berasal dari MSC dikultur dalam kondisi hipoksia pada
kadar oksigen 5% dengan dosis 200 pl. EH-MSCs diberikan dengan
cara injeksi subkutan pada kulit mencit C57BL/6 sebanyak dua kali

pada hari ke satu dan keempat perlakuan pada K4 dan KS5.

Skala : Rasio

4.2.2.2 Ekspresi Melanocortin 1 Receptor (MC1R)

4.2.2.3

Ekspresi MCI1R adalah tingkat eksprestmRNA pada MCIR dari
jaringan kulit mencit C57BL/6. Pengukuran diambil dari jaringan kulit
mencit C57BL/6 yang telah terpapar sinar UVB selama 14 hari dan
dilakukan perlakuan selama 7 hari pada K1 sampai K5,, ekspresi MC1R

dianalisis menggunakan metode qRT-PCR

Skala: rasio

Ekspresi Tyrosinase Related protein 1 (TYRP1)

Ekspresi TYRP1 adalah tingkat ekspresi mRNA pada TYRP1
dari jaringan kulit mencit C57BL/6. Pengukuran diambil dari jaringan
kulit mencit C57BL/6 yang telah terpapar sinar UVB selama 14 hari

dan dilakukan perlakuan selama 7 hari pada K1 sampai K5, ekspresi
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TYRP1 dianalisis menggunakan metode qRT-PCR

Skala: rasio

4.2.2.4 Alpha Arbutin dan Niacinamide

Alpha Arbutin 5% dan niacinamide 4% dengan sediaan topikal,

diberikan sebanyak 0,3 gram selama 7 hari pada K3, K4, dan K5

Skala: rasio

4.3 Subjek Penelitian dan Sampel Penelitian

4.3.1 Subjek Penelitian

Penelitian ini menggunakan mencit jantan galur C57BL/6 berusia 2—
3 bulan dengan berat badan 20-25 gram, yang telah dinyatakan sehat serta
layak digunakan sebagai hewan uji oleh Animal Model Research Center

(SCCR) Indonesia.

4.3.2 Sampel Penelitian

Sampel penelitian ini adalah mencit C57BL/6 yang diberi paparan

UVB 180mJ/cm?2.

4.3.3 Kiriteria Inklusi dan Ekslusi
4.3.3.1 Kriteria Inklusi
Mencit jantan galur C57BL/6 berusia 2-3 bulan, dengan berat badan
20-25 gram, aktif bergerak, nafsu makan normal, tidak memiliki luka atau

kelainan kulit.



38

4.3.3.2 Kriteria Eksklusi

Mencit jantan galur C57BL/6 dengan kesehatan buruk atau sakit
selama masa adaptasi. Penurunan berat badan lebih dari 20%, menunjukkan

tanda- tanda stres berat seperti perubahan perilaku selama masa adaptasi.

4.3.3.3 Kriteria Drop Out

4.3.4

4.3.5

Mencit mati atau infeksi selama penelitian, tidak menyelesaikan
seluruh rangkaian perlakuan sesuai jadwal penelitian.
Cara Pengambilan Sampel Penelitian

Pengambilan sampel pada penelitian ini dilakukan dengan metode
Randomized Sampling. Mencit jantan galur C57BL/6 selanjutnya dibagi
menjadi 5 kelompok yaitu K1 sebagai mencit sehat tanpa paparan UVB, K2
sebagai kontrol negatif mencit dengan paparan UVB dan perlakuan injeksi
NaCl, K3 scbagai kontrol positif mencit dengan paparan UVB dan
perlakuan topikal alpha arbutin 5% dan topikal niacinamide 4% masing-
masing 0,3 gram, K4 sebagai kelompok perlakuan yaitu mencit dengan
paparan UVB dan perlakuan injeksi exosome 200ul, K5 sebagai kelompok
perlakuan yaitu mencit dengan paparan UVB dan perlakuan topikal alpha
arbutin 5%, niacinamide 4% masing- masing 0,3 gram dan perlakuan injeksi
exosome 200pl.
Besar Sampel

Jumlah sampel dihitung berdasarkan sampel eksperimental dari
Federer. Rumus Federer yaitu: (t-1) (n-1) > 15, dari rumus tersebut didapat

hasil n adalah 5. Keterangan untuk nilai t adalah banyaknya kelompok
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perlakuan yaitu 5 dan n adalah banyaknya sampel setiap perlakuan.
Sehingga sampel yang digunakan adalah 5 ekor per kelompok kemudian
diambil secara acak. Dibagi menjadi 5 kelompok sehingga jumlahnya
adalah 25 ekor mencit ditambah cadangan 1 kelompok dan ditambah

validasi kelompok sehat dan sakit yaitu 4 ekor menjadi total 34 ekor.

Alat dan Bahan

4.4.1 Alat

4.4.2

Penelitian ‘ini menggunakan UVB' light (broadband dengan peak
emission pada 302nm) untuk membuat hewan model hiperpigmentasi.
Proses validasi MSC dan EH-MSCs @ dilakukan dengan instrumen
Sflowcytometer dan mikroskop inverted. Sementara itu, peralatan pendukung
yang digunakan mencakup spuit 1 cc, sarung tangan, jarum, 30G, spatula,
timbangan digital, mikropipet, tabung sentrifus, wadah kultur sel, botol, dan
lampu UV., pinset untuk jaringan, gunting jaringan, pisau cukur, tabung

Eppendorf dan kandang pemeliharaan.

Bahan

Bahan yang digunakan untuk perlakuan subjek penelitian adalah
alkohol 70%, Nacl 0,9%, krim alpha arbutin 5%, niacinamide 4%, EH-
MSCs 200ul. Bahan yang digunakan untuk analisis PCR adalah reagen
ekstraksi RNA, enzim reverse transcriptase untuk sintesis cDNA, serta

master mix PCR lengkap dengan Primer Forward dan Reverse MCI1R dan
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TYRP1. Zat pewarna untuk masson fontana. Bahan lain pakan mencit.

4.5 Cara Penelitian

4.5.1

4.5.2

4.5.3

Perolehan Ethical Clearance

Pengajuan ethical clearance penelitian dilakukan kepada Komisi
Etik Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang.
Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSCs)

Exosome hypoxia mesenchymal stem cell didapatkan dari SCCR
yang sudah tervalidasi dengan marker khusus kriteria exosome. Sediaan
exosome sudah dalam bentuk siap pakai dalam vial berisi exsosome sebanyak
1,5ml.

Pemaparan Hiperpigmentasi dan Pemberian Perlakuan pada Subjek
Penelitian

Mencit terlebth dahulu diadaptasi sclama lima hari sebelum
perlakuan. Bagian punggung dicukur menggunakan clipper hingga bersih
dengan luas area 5 X 5 cm. Mencit dibagi menjadi 5 kelompok yaitu K1, K2,
K3, K4 dan K5. Kelompok K1 tidak diberikan paparan UVB, sedangkan K2,
K3, K4, K5 dilakukan iradiasi menggunakan sinar UVB (broadband, peak
emission 302 nm) dengan dosis 180 mJ/cm?, tiga kali per minggu (hari ke-1,
ke-3, dan ke-5) selama 10 menit, yang dilakukan selama 14 hari.. Setelah
periode paparan UVB, dilakukan validasi makroskopis dan mikroskopis
dengan masson fontana pada mencit. Pada kelompok kontrol negatif (K2)
diberikan NaCl 0,9%, kelompok kontrol positif (K3) diberikan topikal alpha

arbutin 5% dan niacinamide 4% masing-masing sebanyak 0,3 gram selama
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tujuh hari. Kelompok K4 mencit disuntikkan exosome sebanyak dua kali pada
hari ke-1 dan ke-4 setelah validasi dengan dosis 200 pl. pada K5 diberikan
topikal alpha arbutin 5% dan niacinamide 4% masing-masing sebanyak 0,3
gram selama tujuh hari dan injeksi exosome 200 pl hari ke-1 dan ke-4 setelah

validasi hiperpigmentasi.

4.5.4 Terminasi dan Pengambilan Jaringan
a. Terminasi mencit dengan cara dislokasi servikalis.
b. Jaringan kulit dikoleksi dan dimasukkan ke dalam cryotube bebas
RNAase, kemudian disimpan dalam larutan RNA later pada suhu -80°C
c. Setelah mencit mati, sampel kulit dikumpulkan dan dimasukkan ke dalam
cryotube bebas RNAase, lalu disimpan pada suhu -80°C dalam larutan

RNA later untuk mencegah degradasi RNA.

4.5.5 Ekstraksi RNA dan Sintesis cDNA

a. Jaringan kulit difiksasi menggunakan formalin 10% kemudian diproses
menjadi blok paraffin

b. Sebanyak 100mg jaringan kulit yang telah disimpan dalam RNA later
dipotong menjadi fragmen kecil, kemudian dimasukkan ke dalam tabung
yang berisi 50 ul RNA Iso Plus.

c. Potongan jaringan kulit dihancurkan menggunakan micropestle, kemudian
ditambahkan kembali 50ul RNA Iso Plus dan diinkubasi pada suhu ruang
selama 5 menit.

d. Sebanyak 20ul kloroform ditambahkan ke dalam larutan, kemudian
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divortex hingga campuran berwarna putih keruh menyerupai susu.

. Setelah diinkubasi pada suhu ruang selama 2-3 menit, sampel
disentrifugasi pada 15.000 rpm selama 15 menit pada suhu 4°C,
menghasilkan tiga fase: fase cair atas mengandung RNA, fase tengah
semi-padat terdiri dari DNA, dan fase bawah berisi debris seluler.

. Fase atas yang berisi RNA dipindahkan ke tabung baru, volumenya
diukur, lalu dicampur dengan isopropanol dalam jumlah yang sama.

. Tabung Eppendorf digoyangkan hingga terbentuk fibril putih lalu
disentrifugasi pada kecepatan 15.000 rpm selama 10 menit pada suhu 4°C.
Supernatan dibuang hingga tampak pelet berwarna putih pada dasar
tabung.

. Pelet kemudian dibilas dengan penambahan 100 pl etanol 70% dalam
larutan DEPC, dihomogenisasi secara perlahan, lalu disentrifugasi

kembali pada kecepatan 15.000 rpm selama 5 menit pada suhu 4°C.

i. Supernatan dihilangkan, pelet RNA ditambahkan dengan 30-50 ul DEPC

dan diinkubasi pada 55°C selama 10 menit untuk isolasi total RNA.
Selanjutnya, RNA disimpan pada -80°C setelah dilakukan pengukuran
kuantitas menggunakan Nanodrop dan distandarisasi pada konsentrasi

3000 ng.

j. Untuk sintesis cDNA, Campuran A disiapkan dengan memasukkan RNA

yang telah terukur, 1 pl oligo(dT), serta PCR water hingga mencapai
volume 10 pl, kemudian diinkubasi pada 70°C selama 5 menit.

. Campuran A kemudian ditambahkan dengan Campuran B yang terdiri dari
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4 ul 5X buffer, 5 ul DEPC-H:0, dan 1 pl ReverTra Ace. Proses inkubasi
dilakukan secara bertahap pada 25°C selama 5 menit, 42°C selama 50
menit, dan 85°C selama 5 menit untuk menghasilkan cDNA yang siap

digunakan.

4.5.6 Prosedur Pembuatan Preparat dan Pembacaan Hiperpigmentasi

a.

Jaringan kulit difiksasi menggunakan formalin 10% kemudian diproses
menjadi blok parafin.

Preparat jaringan diwarnai menggunakan pewarnaan Masson-Fontana.

. Ketebalan epidermis, mulai dari lapisan basal hingga stratum korneum,

diukur menggunakan mikroskop yang dilengkapi mikrometer okuler.
Analisis ketebalan jaringan dilakukan dengan bantuan perangkat lunak

Imagel.

. Data hasil pengukuran selanjutnya dibandingkan dengan kelompok

kontrol dan jaringan kulit mencit sehat.

4.5.7 Prosedur Pembacaan Ekspresi dengan Real Time-Polymerase Chain

Reaction (RT-PCR)

a.

Analisis ekspresi mRNA MCIR (Melanocortin 1 Receptor) dilakukan
menggunakan RT-PCR. Reaksi PCR disiapkan dengan mencampurkan 3
ul cDNA sampel, 12,5 pl Taq master mix yang mengandung dNTPs, Tag
DNA polymerase, reaction buffer, dan MgClz, 0,6 ul primer spesifik untuk

gen MCIR (forward 5'-GTGCTGGTTGGTGATAGCCATC-3', reverse
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5'-TGCTGACACTTACCATCAGGT-3'), serta 8,3 pul Nuclease Free
Water.

b. Ekspresi mRNA TYRP1 (tyrosinase-related protein 1) dianalisis
menggunakan RT-PCR. Reaksi PCR disiapkan dengan mencampurkan 3
ul cDNA sampel, 12,5 pl Taq master mix yang mengandung dNTPs, 7Tag
DNA polymerase, buffer reaksi, dan MgClz, 0,6 ul primer spesifik TYRP1
(forward 5'-ATGGAACGGGAGGACAAAC-3/, reverse 5'-
TCCTGACCTGGCCATTGAAC-3"), serta 8,3 ul Nuclease Free Water.

c. Gen housekeeping GAPDH digunakan sebagai referensi internal untuk
normalisasi  ekspresi  gen, = dengan  primer  forward 5'-
TATGACTCTACCCACGGCAAGT-3’ dan reverse 5'-
ATACTCAGCACCAGCATCACC-3'.

d. Hasil amplifikasi PCR dievaluasi menggunakan teknologi qRT-PCR
berbasis Illumina.

e. Rasio peningkatan ekspresi gen dibandingkan dengan gen housekeeping

dihitung menggunakan EcoStudy untuk menilai perbedaan ekspresi relatif.

4.6 Tempat dan Waktu Peneltian

Penelitian dilakukan pada bulan Mei 2025 di laboratorium Animal

Model Research Center SCCR Indonesia.

4.7 Analisa Data

Analisis distribusi data menggunakan uji Shapiro-Wilk dengan hasil

distribusi data normal (p>0,05), uji homogenitas menggunakan Leuvene Tes
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dengan hasil data tidak homogen pada ekspresi MCIR (P<0,05) dan data
homogen pada eskpresi TYRP1 (P>0,05), dilanjutkan uji One-Way ANOVA
didapatkan hasil terdapat perbedaan signifikan (p<0,05) diantara semua
kelompok penelitian, kemudian dilakukan uji Post Hoc Tamhane untuk ekspresi

MCIR dan dilakukan uji post Hoc LSD untuk ekspresi TYRPI.
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4.8 Alur Penelitian

Mencit C57BL/6 34 Ekor

Adaptasi selama 5 hari
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I Exosome hypoxia MSC
Dibagi menjadi 5 kelompok, secara
Randomisasi
v
Mencit Penyinaran UVB 180mj/cm2
3x seminggu selama 10 menit (14 hari)
|
Validasi melanin (Mason Fontana) pada hari ke-15
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Nacl alpha pertama dan niaci-
arbutin 5%, hari ke 15 namide 4%
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namide kedua hari pertama
4% (setiap ke-18) hari ke-15
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ke-18
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Pengambilan jaringan kulit pada hari ke-21

v

Pemeriksaan Ekspresi MC1R dan TYRP1 pada hari ke -21

v

Pengolahan dan analisa data

Gambar 4.3 Alur Penelitian
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5.1.1.

BAB YV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Penelitian

Penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh pemberian kombinasi
Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSCs) 200pl, alpha arbutin
5% dan niacinamide 4% terhadap ekspresi MC1R dan TYRP1 pada mencit
C57BL/6 model hiperpigmentasi yang diinduksi Sinar UVB. Penelitan ini
dilaksanakan di Laboratorium Animal Model Research Center SCCR
Indonesia pada bulan Mei 2025. Penelitian eksperimental in vivo dengan
rancangan Post Test Only Control Group Design dengan menggunakan 30
ekor mencit C57BL/6 sebagai subjek penelitian yang dibagi menjadi 5
kelompok perlakuan. Kelompok 1 mencit sehat tanpa paparan UVB,
kelompok 2 kontrol negatif mencit dengan diberi NaCl 0,9%, kelompok 3
kontrol positif mencit dengan topikal alpha arbutin 5% dan niacinamide 4%
masing- masing sebanyak 0,3 gram, kelompok 4 mencit dengan paparan
UVB dan perlakuan injeksi exosome 200 pl, kelompok 5 mencit dengan
paparan UVB dan perlakuan topikal alpha arbutin 5%, niacinamide 4%

masing- masing sebanyak 0,3 gram dan perlakuan injeksi exosome 200 pl.

Hasil Validasi EH-MSCs (Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell)
Mesenchymal stem cell diisolasi di Laboratorium SCCR Semarang

Indonesia, dengan menggunakan tali pusat mencit yang diperoleh pada usia

47
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kehamilan 21 hari sebagai sumber utama. Proses isolasi diikuti dengan
kultur sel dalam flask kultur yang berisi media Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM). Setelah mencapai pasase kelima, dilakukan analisis
morfologi sel yang menunjukkan adanya sel-sel dengan bentuk menyerupai
spindle (memanjang) yang tampak melekat pada permukaan dasar flask saat
diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 40x, yang menunjukkan
karakteristik khas mesenchymal stem cell yang sehat dan aktif, Gambaran

ini terliat pada Gambar 5.1.

Gambar 5.1. Morfologi MSC

Validasi identitas mesenchymal stem cells (MSC) dilakukan melalui
analisis surface marker menggunakan metode flow cytometry, yang
berfungsi untuk memastikan kemurnian populasi sel dan membedakannya
dari sel hematopoietik maupun sel endotelial. Mengacu pada kriteria
International Society for Cellular Therapy (ISCT), MSC harus
mengekspresikan secara dominan penanda permukaan positif seperti CD90
dan CD29, serta menunjukkan ekspresi rendah atau negatif terhadap
penanda permukaan hematopoietik (CD45) dan endotelial (CD31). Hasil

analisis menunjukkan bahwa sel hasil kultur memiliki ekspresi CD90
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sebesar 98,7% dan CD29 sebesar 98,8%, sedangkan ekspresi CD45 (0,52%)
dan CD31 (5,15%) terdeteksi dalam kadar yang sangat rendah dapat dilihat
pada gambar 5.2. Temuan ini mengindikasikan bahwa sel yang diisolasi dari
jaringan tali pusat memenuhi karakteristik fenotipik MSC sebagaimana
ditetapkan oleh ISCT, sehingga layak digunakan untuk aplikasi penelitian

ini.

Gambar 5.2 Analisis flow cytometry terhadap ekspresi CD45, CD31,

CD90 dan CD29.

Penelitian ini  juga mengkonfirmasi - kemampuan diferensiasi
multipotent dari  MSC  menjadi  berbagai tipe sel dewasa,
seperti osteosit dan adiposit, melalui paparan media induksi diferensiasi yang
spesifik. Hasil pewarnaan menunjukkan bahwa MSC berdiferensiasi menjadi
osteosit yang ditandai oleh endapan kalsium menggunakan pewarnaan
Alizarin Red S, dan diferensiasi menjadi adiposit yang ditunjukkan dengan
adanya akumulasi lipid melalui pewarnaan Oil Red O ditunjukkan pada

gambar 5.3.
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Gambar 5.3. Diferensiasi MSCs.

(A) MSCs berdiferensiasi menjadi osteosit pada pewarna alizarin red s dan
(B) MSCs berdiferensiasi menjadi Adiposit pada pewarnaan oil red

(ditunjukkan dengan panah hitam, perbesaran 40x).

Setelah proses validasi, sel punca mesenkimal (MSC) ditempatkan
di dalam chamber hipoksia dengan kadar oksigen 5% selama 24 jam.
Teknik Tangential Flow Filtration (TFF) digunakan untuk mengumpulkan
dan memurnikan media kultur yang mengandung exosome yang bekerja
bergantung pada perbedaan berat molekul untuk mengisolasi fraksi yang
mengandung exosome didapatkan fraksi berukuran 100 hingga 500 kDa.
Hasil analisis kuantitatif menunjukkan bahwa medium tersebut
mengandung exosome dengan konsentrasi sebesar 0,75 pg/100 pl atau
setara dengan 7,5 pg/mL. Validasi lebih lanjut terhadap Hypoxia MSCs
dilakukan melalui analisis flow cytometry untuk memastikan keberadaan
marker exosome, yang dikonfirmasi melalui ekspresi CD63, CD81, dan
CD9. Data flow cytometry menunjukkan bahwa diagram CD63 dan CDS§1
memiliki populasi bead-single sebesar 28,2%, sementara histogram CD9

memperlihatkan tingkat ekspresi exosome sebesar 9,1%. Ekspresi ketiga
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marker tersebut menegaskan keberhasilan isolasi sekaligus karakterisasi

exosome dari EH-MSC, sebagaimana ditampilkan pada Gambar 5.4.

B
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Gambar 5.4. Hasil Analisis Kadar Exosome menggunakan marker CD6,

CD81 dan CD9

5.1.2. Validasi Makroskopis dan Histologi Jaringan Kulit Mencit CS57BL/6

Model Hiperpigmentasi

Validasi makroskopis dilakukan untuk memastikan bahwa paparan
sinar ultraviolet B (UVB) mampu menginduksi terjadinya hiperpigmentasi
pada kulit mencit C57BL/6. Validasi ini tidak hanya bertujuan untuk
membuktikan — keberhasilan induksi  model, tetapi juga untuk
mendokumentasikan perubahan morfologis yang dapat diamati secara
visual sebagai indikator terbentuknya kondisi patologis yang diinginkan.
Proses validasi dilakukan dengan membandingkan kondisi kulit mencit
C57BL/6 sehat dengan kulit mencit C57BL/6 yang telah dipaparkan sinar
UVB. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa kulit mencit kelompok

kontrol sehat memiliki warna merah muda pucat, dengan permukaan
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epidermis yang tampak utuh, tidak adanya perubahan warna atau bercak
gelap dan tidak menunjukkan tanda-tanda aktivasi melanogenesis
ditunjukkan pada gambar 5.5 (A). Sedangkan pada kulit mencit yang
diinduksi dengan paparan UVB pada gambar 5.5 (B) menunjukkan
perubahan warna kulit menjadi lebih gelap dan merata pada area perlakuan,
adanya bercak gelap atau perubahan kontras dan penebalan pada permukaan
kulit, sehingga mengindikasikan peningkatan produksi dan deposisi
melanin sebagai respon adatif terhadap stres oksidatif akibat radiasi UVB.
Perbedaan visual yang jelas antara mencit sehat dan kelompok yang telah
diberikan sinar UVB ini menjadi indikator makroskopik keberhasilan

induksi hiperpigmentasi.

Sehat Hiperpigmentasi

Gambar 5.5. Makroskopis Jaringan Kulit Sehat dan Jaringan Kulit Setelah
dipapar UVB pada mencit C57BL/6

Gambaran secara mikroskopis dengan pewarnaan masson fontana

dengan pembesaran 100x didapatkan pada kelompok sehat pada gambar 5.6

(A) menunjukkan struktur kulit yang teratur dengan distribusi melanin

minimal, yang terbatas di lapisan basal epidermis dan ditunjukkan dengan
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anak panah merah. Sementara itu, pada kelompok yang terpapar UVB
gambar 5.6 (B) tampak lesi hiperpigmentasi berupa akumulasi melanin
berwarna cokelat kehitaman yang menyebar secara tidak merata di seluruh
lapisan epidermis dan sebagian dermis, ditandai oleh anak panah merah.
Terlihat juga pelebaran dan ketidakjelasan batas antara epidermis dan
dermis, disertai degenerasi dan pencairan sel basal. Keberadaan melanofag
berbentuk fusiform teridentifikasi di dermis, mengindikasikan fagositosis
melanin berlebih. Selain itu, terdapat proliferasi serabut kolagen dengan
susunan yang lebih rapat dibandingkan kelompok sehat. Temuan ini
mengindikasikan adanya proses inflamasi dan remodeling jaringan sebagai
respons terhadap stres oksidatif akibat paparan UVB. Kandungan melanin
yang lebih tinggi secara signifikan pada kelompok B dibandingkan
kelompok A memperkuat keberhasilan induksi hiperpigmentasi, sekaligus
menunjukkan keparahan perubahan morfologi jaringan kulit pada tingkat

mikroskopis.

Gambar 5.6 Gambaran Mikroskopis Jaringan Kulit Sehat (A) dan Jaringan
Kulit Setelah dipapar UVB pada Mencit C57BL/6 (B)

Setelah mencit tervalidasi mengalami hiperpigmentasi, mencit tanpa
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induksi UVB sebagai kontrol sehat (K1), mencit yang diberikan paparan
UVB dan hiperpigmentasi dibagi menjadi 4 kelompok yaitu K2 diberi
larutan NaCl 9%, K3 diberi 0,3 gram niacinamide dan alpha arbutin, K4
diberi injeksi EH-MSC dengan dosis 200 pl, dan K5 diberi injeksi EH-MSC
dengan dosis 200 pl bersamaan dengan alpha arbutin dan niacinamide
topikal.

Pemberian injeksi EH-MSCs dengan dosis 200 pl sebanyak dua kali,
yaitu pada hari ke-1 dan ke-4 setelah mencit dipastikan mengalami
hiperpigmentasi. Pada hari ketujuh setelah injeksi, sampel jaringan kulit
dikumpulkan, dihomogenisasi menggunakan RIPA bujfer yang dilengkapi
inhibitor protease untuk mencegah degradasi protein, kemudian disentrifugasi.
Supernatan yang dihasilkan sclanjutnya - digunakan untuk menganalisis

ekspresi MC1R dan TYRP1 melalui metode qRT-PCR.

5.1.3. Hasil Pemeriksaan Ekspresi MC1R

Pengukuran ekspresi MC1R menunjukkan bahwa rerata tertinggi
ditemukan pada kelompok K2 (Nacl 0,9%) sebesar 2,275, diikuti kelompok
K3 ( alpha arbutin 5% dan niacinamid 4%) sebesar 2,000, K5 (EH- MSCs
200 pl, alpha arbutin 5%, niacinamid 4%) sebesar 1,157, K1 ( kelompok
sehat) sebesar 1,018, dan terendah ditemukan pada K4 ( EH- MSCs 200 ul)
sebesar 0,992. Hasil analisis rata-rata ekspresi MC1R pada setiap kelompok

subyek penelitian ditunjukan pada table 5.1 sebagai berikut:
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Tabel 5.1. Ekspresi MCIR

Kelompok K1 K2 K3 K4 K5 P value
Ekspresi MC1R
Mean 1,018 2,275 2,000 0,992 1,157
SD +0,021 +0,152 +0,155 +0,352 +0,172
Shapiro Wilk 0,317 0,739 0,058 0,508 0,624
Levene Test 0,035
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)

Analisis  distribusi data menggunakan uji  Shapiro-Wilk
mengungkapkan bahwa  semua kelompok memiliki distribusi normal
(p>0,05), seperti yang ditunjukkan pada tabel 5.1. Uji Levene untuk
homogenitas - varians mengonfirmasi bahwa ada varians yang tidak
homogen sebesar 0,035 (p <0,05) pada data ekspresi MC1R di antara lima
kelompok. Uji One-Way ANOVA dilakukan karena sifat data yang normal
dan tidak homogen. Uji One-Way ANOVA menunjukkan perbedaan yang
signifikan secara statistik (p = 0,0000, p <0,05) di semua kelompok,
menunjukkan bahwa perlakuan pada masing-masing kelompok secara

signifikan mempengaruhi ekspresi MC1R.

Karena data normal dan tidak homogen, uji Post Hoc Tamhane

digunakan untuk menganalisis hubungan antara kedua kelompok.
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Tabel 5.2 Hasil Uji Post Hoc Tamhane MC1R

Kelompok Kl K2 K3 K4 K5
K1 - 0.000* 0.000* 1.000 0.674
K2 - - 0.108 0.001* 0.000*
K3 - - - 0.004* 0.000*
K4 - - - - (0,983
K5 _ _ i} _ _
Keterangan :

* = berbeda signifikan (p<0,05)

Tabel 5.3 uji Post Hoc Tamhane mengungkapkan bahwa K1 berbeda
signifikan dengan K2 dan K3 (p<0,05), namun tidak dengan K4 dan KS5.
Hal ini menandakan bahwa perlakuan K2 (NaCl 0,9%) dan K3 (alpha
arbutin 5% dan niacinamide 4%) mengalami peningkatan ekspresi MCI1R
dibanding kulit sehat, sedangkan perlakuan exosome tunggal maupun
kombinasi (K4 dan K5) mampu menekan ekspresi MCIR hingga mendekati
normal. K2 tidak berbeda dengan K3 (p=0,108), menunjukkan efek K3 tidak
lebih baik dari NaCl 0,9%. Sebaliknya, K2 dan K3 berbeda signifikan
dengan K4 dan K5 (p<0,05), yang berarti exosome tunggal maupun
kombinasi lebih efektif menurunkan ekspresi MCIR. Perbandingan K4 dan
K5 tidak berbeda bermakna (p=0,983), sehingga efektivitas exosome
tunggal setara dengan kombinasi exosome, alpha arbutin, 5% dan

niacinamide 4%.
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Gambar 5.7 Ekspresi Relatif Gen MC1R

Gambar 5.7 menunjukkan adanya perbedaan signifikan antara K1
dengan K2 K3 dengan nilai rata-rata ekspresi relatif secara berurutan adalah
0,018, 2,275, 2,000. Terdapat perbedaan signifikan antara K2 dengan K4,
K5 dengan nilai rata-rata ckspresi relatif secara berurutan Adalah 2,275,
0,991, 1,156. Dan terdapat perbedaan signifikan antara K3 dengan K4, K5
dengan nilai rata-rata ekspresi relatif secara berurutan Adalah 2,000, 0,991,

1,156.

Hasil Pemeriksaan Ekspresi TYRP1

Pengukuran ekspresi TYRP1 menunjukkan bahwa rerata tertinggi
ditemukan pada kelompok K2 (Nacl 0,9%) sebesar 2,467, diikuti kelompok
K3 ( alpha arbutin 5% dan niacinamid 4%) sebesar 2,079, K1 ( kelompok

sehat) sebesar 1,017, K4 ( EH- MSCs 200 pl) sebesar 0,910, dan terendah
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pada K5 (EH- MSCs 200 pl, alpha arbutin 5%, niacinamid 4%) sebesar
0,732. Hasil analisis rata-rata ekspresi TYRP1 pada setiap kelompok subyek

penelitian ditunjukan pada table 5.3 sebagai berikut:

Tabel 5.3 Ekspresi TYRP1

Kelompok K1l K2 K3 K4 K5 P value
Ekspresi TYRP1
Mean 1.0167 2467 2079 0,910 0,732
sD =0,175  =0246 =0175 =0366 0380
Shapiro Wilk 0,918 0718 0278 0,659 0,515
Levene Test 0.056
One way anava 0,000
Keterangan: *Shapiro-Wilk = Normal (p=0,05)
*Leuvene Test = Homogen (p=0,05)
*Oneway Anova = Signifikan (p=0,03)

Distribusi data masing-masing kelompok adalah normal
berdasarkan uji Shapiro-Wilk untuk kenormalan (p>0,05). Uji Levene untuk
homogenitas varians mengonfirmasi bahwa data ekspresi TYRP1 kelima
kelompok memiliki varians yang homogen yaitu 0,056 (p>0,05). Setelah itu
uji One-Way ANOVA dijalankan. Terdapat perbedaan yang signifikan secara
statistik pada ekspresi TYRP1 antara kelompok perlakuan, yang

ditunjukkan dengan nilai p=0,0000 (p<0,05).

Uji Post Hoc LSD digunakan untuk menilai hubungan antara kedua

kelompok, karena data bersifat normal dan homogen.
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Tabel 5.4 Hasil Uji Post Hoc LSD TYRP1

Kelompok Kl K2 K3 K4 K5
K1 - 0.000* 0.000* 0,504 0,082
K2 - - 0,021* 0,000* 0.,000*
K3 - - - 0.000* 0.000*
K4 - - - - 0.268
K5 - - - - -
Keterangan -

* = berbeda signifikan (p<0,05)

Berdasarkan gambar 5.4 uji Post Hoc LSD menunjukkan bahwa
ekspresi TYRP1 pada K1 berbeda signifikan dengan K2 dan K3 (p<0,05),
tetapi tidak berbeda signifikan dengan K4 dan KS5. Hal ini memandakan
bahwa ekspresi TYRP1 meningkat pada perlakuan K2 (Nacl 0,9%) maupun
K3 (alpha arbutin 5% dan niacinamid 4%), sedangkan pada perlakuan K4
exosome tunggal maupun K5 kombinasi exosonre dengan alpha arbutin 5%
dan niacinamide 4% mampu menekan ekspresi TYRP1 hingga mendekati
kondisi sehat. K2 berbeda signifikan dengan semua kelompok (p<0,05),
menunjukkan semua perlakuan (K3, K4, dan K5) dapat menurunkan
ekspresi TYRP1. Pada K3 berbeda signifikan dengan K4 dan K5 (P<0,05),
menunjukkan bahwa perlakuan exososme baik tunggal maupun kombinasi
dengan alpha arbutin 5% dan niacinamide 4% efektif menurunkan ekspresi
TYRPI. Pada K4 dan K5 tidak menunjukkan perbedaan signifikan (p>0,05)
menunjukkan perlakuan exosome tunggal dalam menurunkan ekspresi
TYRP1 relatif sama dengan perlakuan kombinasi exosome, alpha arbutine

5% dan niacinamide 4%.
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Gambar 5.8 Ekspresi Relatif Gen TYRP1
Berdasarkan gambar 5.8 menunjukkan adanya perbedaan signifikan
antara K1 dengan K2,K3 dengan nilai rata-rata ekspresi relatif secara
berurutan adalah 0,017, 2,467, 2,078. Terdapat perbedaan signifikan antara
K2 dengan K3, K4, K5 dengan nilai rata-rata ekspresi relatif secara
berurutan adalah 2,467, 2,078, 0,910, 0,731. Dan terdapat perbedaan
signifikan antara K3 dengan K4, K5 dengan nilai rata-rata ekspresi relatif

secara berurutan adalah 2,078, 0,910, 0,731.

5.2. Pembahasan Hasil Penelitian
Hasil penelitian memperlihatkan bahwa paparan sinar UVB pada
dengan kekuatan 180 mlJ/cm? selama 14 hari berhasil menginduksi
hiperpigmentasi pada kulit mencit C57BL/6. Kondisi tersebut terlihat melalui
pengamatan makroskopis secara visual dan secara mikroskopis melalui

pewarnaan Masson-Fontana. Hal ini sesuai dengan teori bahwa radiasi UVB
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adalah faktor lingkungan eksternal (eksogen) yang mampu menginduksi
aktivasi proses melanogenesis yaitu sintesis pigmen melanin oleh sel
melanosit.®

Reseptor MCIR memiliki peran penting dalam regulasi pigmentasi
kulit. Reseptor ini diaktifkan oleh a-MSH hasil pemrosesan POMC maupun
oleh ACTH, yang selanjutnya mengaktifkan jalur cAMP-PKA dan
menstimulasi ekspresi MITF. MITF berperan sebagai regulator utama
melanogenesis dengan mengatur transkripsi gen TYR, TYRPI1, dan TYRP2
yang terlibat langsung dalam pembentukan melanin pada melanosit.!** Hasil
penelitian menunjukkan adanya peningkatan ekspresi MC1R dan TYRP1
setelah induksi UVB pada mencit, di mana kelompok kontrol negatif (K2)
memperlihatkan ekspresi lebih tinggi dibandingkan kelompok sehat (K1),
sehingga sejalan dengan teori tersebut.

Mesenchymal stem cells (MSCs) yang dikultur dalam kondisi hipoksia
(EH-MSCs) memiliki potensi terapeutik dalam modulasi pigmentasi kulit.
Kondisi hipoksia terbukti meningkatkan sekresi exosome yang mengandung
miRNA dan faktor pertumbuhan yang berperan menghambat
melanogenesis.’* Exosome mengandung berbagai komponen aktif, termasuk
miRNA seperti miR-181a-5p dan miR-199a, yang dapat menekan ekspresi
gen penting dalam jalur melanogenesis, termasuk MITF, TYR, dan TYRPI,
sehingga sintesis melanin berkurang.?! Selain itu, exosome juga berfungsi
sebagai mediator komunikasi antara keratinosit dan melanosit, serta berperan

dalam transportasi melanosom dengan memengaruhi kelangsungan hidup
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melanosit dan mengatur ekspresi protein enzimatik seperti TYR, TYRPI,
TYRP2, dan MITF.®! Alpha arbutin sebagai derivat hidrokuinon menghambat
enzim tirosinase dan dilaporkan dapat menekan ekspresi MCIR melalui
downregulasi MITF.!7%> Sementara itu, niacinamide berperan menghambat
transfer melanosom ke keratinosit serta menekan jalur inflamasi yang dapat
merangsang MCIR. %67
Pemberian EH-MSCs 200 pl, alpha arbutin 5%, dan niacinamide 4%
pada mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi bertujuan untuk mengetahui
adanya pengaruh terhadap ekspresi MCIR dan TYRP1. Hasil analisis
menunjukkan bahwa ekspresi MC 1R mengalami penurunan signifikan pada
kelompok pemberian EH-MSCs 200 ul dan kelompok pemberian
kombinasi EH-MSCs 200 pl, alpha arbutin 5%, niacinamide 4%)
dibandingkan kelompok yang diberi Nacl 0,9% dan kelompok yang diberi
alpha arbutin 5% dan niacinamid 4%. Namun perbandingan antara
kelompok yang diberikan EH-MSCs 200 ul tunggal tidak menunjukkan
perberbedaan bermakna secara statistik dengan kelompok kombinasi EH-
MSCs 200 pl, alpha arbutin, 5% dan niacinamide 4%). Sehingga dapat
disimpulkan bahwa efektivitas EH-MSCs 200 pul tunggal sebanding dengan
kombinasi EH-MSCs 200 pl, alpha arbutin, 5% dan niacinamide 4% dalam
menurunkan ekspresi MCIR. Penurunan MCIR terjadi karena MC1R
berperan penting dalam mengaktivasi jalur pensinyalan cAMP/PKA/CREB,
yang kemudian  meningkatkan transkripsi gen  melanogenik,

termasuk MITF. MITF merupakan faktor transkripsi utama yang mengatur
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ekspresi enzim tirosinase dan protein TYRP1 dan TYRP2. Oleh karena itu,
inhibisi ekspresi MCIR akan menekan aktivasi jalur tersebut, sehingga

transkripsi gen melanogenik berkurang dan produksi melanin menurun.?*#

Pada analisis ekspresi TYRP1 hasil penelitian ini menunjukkan
penurunan signifikan pada kelompok perlakuan dengan EH-MSCs 200ul
tunggal maupun kombinasi EH-MSCs 200 pl, alpha arbutin, 5% dan
niacinamide 4%, jika dibandingkan dengan kelompok yang diberi Nacl 0,9%
dan kelompok yang diberi alpha arbutin 5% dan niacinamid 4%. Pada
pemberian kombinasi EH-MSCs 200 pl menunjukkan penuruan ekspresi
TYRP1 lebih rendah dibandingkan pemberian EH-MSCs 200 ul tunggal.
Namun perbandingan antara kelompok yang diberikan EH-MSCs 200 pl
tunggal tidak menunjukkan perberbedaan bermakna secara statistik dengan
kelompok kombinasi EH-MSCs 200 ul, alpha arbutin, 5% dan niacinamide
4%. TYRPI berperan dalam menjaga stabilitas enzim tirosinase serta turut
berkontribusi pada fase akhir biosintesis eumelanin melalui proses oksidasi
DHICA. Penurunan eksprest TYRP1 mengindikasikan adanya hambatan
langsung pada tahap akhir melanogenesis, sehingga produksi melanin dapat
berkurang secara lebih efektif. Hasil ini sesuai dengan penelitian sebelumnya
bahwa exosome dari EH-MSCs, melalui kandungan bioaktif berupa miRNA
sepertt miR-181a-5p dan miR-199a, mampu menekan ekspresi TYRPI
dengan cara menginhibisi MITF sekaligus mengaktivasi mekanisme
autophagy. Efek penghambatan tersebut diperkuat oleh alpha arbutin yang

bekerja sebagai inhibitor enzim tirosinase, serta niacinamide yang memiliki
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sifat antiinflamasi dan protektif terhadap kerusakan DNA akibat paparan sinar
UV 1215253

Hasil yang diperoleh dalam penelitian ini menunjukkan bahwa
pemberian EH-MSCs 200 pl, alpha arbutin 5%, dan niacinamide 4% pada
mencit C57BL/6 model hiperpigmentasi mampu menurunkan ekspresi
MCIR dan TYRPI secara signifikan. Penurunan ekspresi tersebut
menandakan bahwa perlakuan kombinasi efektif dalam menghambat
aktivasi jalur melanogenesis terutama pada tingkat reseptor. Adanya titik
kerja yang saling melengkapi antara ketiga agen ini memperkuat potensi
kombinasi EH-MSCs, alpha arbutin 5%, dan niacinamide 4% sebagai terapi
depigmentasi berbasis sel punca yang tidak hanya efektif, tetapi juga aman
dan multifungsional.

Penelitian ini memiliki keterbatasan, pertama tahap uji yang
digunakan pada penelitian dengan mencit C57BL/6 hasilnya belum
sepenuhnya dapat diaplikasikan pada manusia dan memerlukan penelitian
lanjutan berupa uji preklinik. Keterbatasan kedua tidak dilakukan validasi
miR-181a-5 dan miR-199a pada exosome yang digunakan dalam perlakuan,
sehingga mekanisme molekuler yang berperan dalam proses melanogenesis
belum sepenuhnya terkonfirmasi. Keterbatasan ketiga jumlah sampel
penelitian relatif kecil, yang dapat memengaruhi kekuatan analisis statistik.
Keterbatasan keempat evaluasi ekspresi protein hanya terbatas pada qRT-
PCR tanpa dilengkapi metode imunohistokimia maupun western blot yang

sebenarnya dapat memberikan gambaran lebih komprehensif mengenai
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ekspresi protein target. Penelitian lanjutan dengan desain yang lebih lengkap
dan jumlah sampel lebih besar sangat diperlukan untuk memperkuat temuan

ini.

UNISSULA
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6.1.

6.2.

BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Hasil penelitian pengaruh pemberian injeksi EH-MSC dosis 200 pl, topikal

alpha arbutin 5% dan niacinamide 4% masing-masing 0,3 gram pada mencit

C57BL/6 model hiperpigmentasi terhadap penurunan ekspresi MC1R dan

TYRP1 menunjukkan hal-hal berikut:

a. Terdapat pengaruh pemberian Exosome hypoxia mesenchymal stem cell
(EH-MSC) 200 ul, alpha arbutin 5%, dan niacinamide 4% terhadap
penurunan - ekspresi MCIR pada mencit CL7BL/6 model
hiperpigmentasi dibandingkan dengan kelompok kontrol.

b. Terdapat pengaruh pemberian Exosome hypoxia mesenchymal stem cell
(EH-MSC) 200 pl, alpha arbutin 5%, dan niacinamide 4% terhadap
penurunan ekspresi TYRP1 pada mencit CL7BL/6 model
hiperpigmentasi dibandingkan dengan kelompok kontrol.

Saran

a. Penelitian lanjutan perlu dilakukan pada uji preklinik untuk memastikan

efektivitas dan keamanan jangka panjang dari kombinasi EH-MSCs
dengan alpha arbutin 5% dan niacinamid 4% untuk kemungkinan
diaplikasikan pada manusia dalam menangani hiperpigmentasi,

sehingga hasil dapat lebih aplikatif pada praktik klinis.

66
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. Diperlukan analisis dan validasi lebih lanjut terhadap peran miR-181a-
5 dan miR-199a pada exosome yang digunakan, agar mekanisme
molekuler yang mendasari efek terapi dapat dijelaskan secara lebih
akurat.

Jumlah sampel perlu diperbanyak pada penelitian berikutnya untuk
meningkatkan kekuatan uji statistik, mengurangi bias, serta memperoleh
hasil yang lebih representatif.

. Disarankan penggunaan teknik imunohistokimia dan western blot
sebagai pelengkap qRT-PCR, guna memberikan gambaran ekspresi
protein target secara lebih menyeluruh, baik secara kualitatif maupun
kuantitatif.

Studi yang akan datang diharapkan dilakukan penelitian lanjutan untuk
mengkaji kombinasi exosome dengan agen bioaktif lain, sehingga

diperoleh strategi terapi yang lebih efektif dan aman.
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