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ABSTRAK

Latar Belakang: Luka bakar derajat 11l merupakan cedera jaringan hingga lapisan
subkutis, sering menimbulkan komplikasi berupa infeksi, penyembuhan yang
lambat, serta jaringan parut yang luas. Terapi cangkok kulit adalah pilihan, tetapi
memiliki keterbatasan. Exosome dari Mesenchymal Stem Cells dalam kondisi
hipoksia (EH-MSCs) mengandung miRNA dan growth factors yang berperan
dalam modulasi inflamasi, stimulasi angiogenesis, dan remodeling jaringan.
Penelitian ini bertujuan mengevaluasi pengaruh pemberian EH-MSCs terhadap
ekspresi Transforming Growth Factor Beta (TGF-B) dan Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) pada model luka bakar derajat I11 tikus Wistar.

Metode: Penelitian eksperimental ini menggunakan rancangan post-test only
control group design pada 30 ekor tikus Wistar jantan, dibagi menjadi lima
kelompok: K1 (kontrol sehat), K2 (luka bakar + NaCl), K3 (luka bakar + SSD), K4
(luka bakar + EH-MSCs 100 pg/mL.), dan K5 (luka bakar + EH-MSCs 200 pg/mL).
Luka bakar derajat I dibuat secara termal, dan exosome diberikan injeksi sekitar
lesi pada jam ke-1, 24, dan 72 pasca-luka. Analisis ekspresi TGF-p dan VEGF
dilakukan pada hari ke-5 dengan gRT-PCR.

Hasil: Ekspresi TGF-f meningkat signifikan (p<0,05) pada K4 dan K5 dibanding
kontrol, menandakan peran EH-MSCs dalam mendukung fase proliferasi dan
pergeseran makrofag M1 ke M2. Ekspresi VEGFE meningkat signifikan pada K4,
tetapi tidak pada K5, meskipun reratanya lebih tinggi.

Kesimpulan: Pemberian EH-MSCs dosis 100 pg/mL efektif meningkatkan VEGF
dan TGF-p, sedangkan dosis 200 pg/mL hanya signifikan pada TGF-f. Temuan ini
mendukung potensi EH-MSCs sebagai terapi adjuvan pada luka bakar derajat I1I.

Kata Kunci: Exosome, Hypoxia Mesenchymal Stem Cells, Luka Bakar Derajat IlI,
TGF-B, VEGF.
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ABSTRACT

Background: Third-degree burns are severe injuries that extend into the
subcutaneous tissue, often complicated by infection, delayed healing, and excessive
scarring. Skin grafting is a treatment option but has limitations. Exosomes derived
from Mesenchymal Stem Cells under hypoxic conditions (EH-MSCs) contain
miRNAs and growth factors that modulate inflammation, stimulate angiogenesis,
and support tissue remodeling. This study evaluated the effect of EH-MSC
exosomes on Transforming Growth Factor Beta (TGF-5) and Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) expression in a third-degree burn model in Wistar rats.

Methods: An experimental study with a post-test only control group design was
performed on 30 male Wistar rats, divided into five groups: K1 (healthy control),
K2 (burn + NaCl), K3 (burn + SSD), K4 (burn + EH-MSCs 100 pg/mL), and K5
(burn + EH-MSCs 200 pg/mL). Burns were thermally induced, and exosomes were
injected around the lesion at 1, 24, and 72 hours post-injury. On day 5, TGF-£ and
VEGF expression were analyzed using gRT-PCR.

Results: TGF-f expression significantly increased (p<0.05) in both treatment
groups (K4 and K5) compared with controls, suggesting EH-MSCs support the
proliferative phase and macrophage polarization from M1 to M2. VEGF expression
increased significantly in K4, but not in K5, despite higher mean values.

Conclusion: EH-MSCs at 100 pg/mL effectively increased both VEGF and TGF-,
while the 200 pg/mL dose was significant only for TGF-5. These findings highlight
EH-MSCs as a potential adjuvant therapy for third-degree burn wounds.

Keywords: Exosome, Hypoxia Mesenchymal Stem Cells, Third-Degree Burns,
TGF-, VEGF.
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Luka bakar derajat 11l memiliki karakteristik kerusakan yang menyeluruh
dari seluruh lapisan kulit, bahkan sampai jaringan di bawahnya, hingga
seringkali berujung pada pembentukan jaringan scars ataupun kejadian mati
rasa akibat adanya kerusakan saraf.* Cangkok kulit seringkali diperlukan pada
kondisi ini.2 Namun, metode ini memiliki keterbatasan, mengingat sumber
donor kulit autologous sangat terbatas, apalagi pada area luka bakar yang luas.®
Hal ini mendorong beragam upaya lain dalam memperbaiki tatalaksananya,
termasuk penelitian terdahulu yang mengungkap potensi sel punca beserta
exosome-nya, yang memiliki manfaat positif dalam penyembuhan luka °, yang
dalam prosesnya melibatkan beragam mekanisme kompleks, beberapa
diantaranya yakni keberadaaan sitokin sentral TGF-B yang mendorong
proliferasi dan remodeling,® serta VEGF yang memicu vaskulogenesis dan
angiogenesis.” Penggunaan Exosome Hypoxsia (EH) dari sel punca tentunya
kian meningkatkan efektifitas peranan ini.2 Meski demikian, belum dijumpai
kajian peranan EH terhadap ekspresi TGF-B dan VEGF, khususnya pada luka
bakar derajat I11.

Data dari Organisasi Kesehatan Dunia (WHO) mengungkapkan bahwa
terdapat lebih dari 180.000 kasus kematian akibat luka bakar di dunia setiap
tahunnya.® Sedang Bi-National Burn Repository of Australian and New Zealand

Burn Association (ANZBA) menunjukkan angka kejadian luka bakar dari tahun



2021-2024 mencapai 8.969 orang.’® Selain itu, lebih dari 30.000 kasus baru
terjadi setiap hari.! Secara keseluruhan penyebab luka bakar 79.303 kasus
(42,6%) disebabkan oleh api dan sebesar 63.247 kasus (34%) oleh cairan
panas.'?. Sedangkan menurut data penelitian RS Cipto Mangunkusumo
menunjukkan pada tahun 2013 hingga 2015, 82,3% korban luka bakar terjadi
pada anak usia 1 hingga 4 tahun. Luka bakar yang paling banyak terjadi adalah
luka bakar derajat 11 dengan prevalensi sebesar 73% dari seluruh luka bakar.®
Kejadian luka bakar derajat 111 diduga lebih sedikit terjadi dibandingkan luka
bakar derajat I1. Meski insiden luka bakar derajat Il relatif lebih jarang terjadi,
morbiditas dan mortalitas yang ditimbulkan ternyata lebih tinggi dibandingkan
dengan luka bakar derajat lain yang lebih rendah, potensi kondisi scar yang
lebih berat,** waktu penyembuhan luka yang lebih lama, sehingga
mengakibatkan terjadinya peningkatan resiko infeksi,' serta biaya yang cukup
besar baik untuk perawatan, rekonstruksi fungsional, maupun estetikanya.
Studi yang dilakukan oleh Han, G. et al. menyoroti peran utama TGF-j
dalam memediasi penyembuhan luka bakar, khususnya yang diarahkan pada
keratinosit dan respons fibroblas. Hasilnya menunjukkan kemampuan untuk
meningkatkan pemulihan luka melalui migrasi epitel dan kontraksi dasar luka
dapat secara signifikan meningkatkan hasil klinis luka.® Di sisi lain, Ruan Q, et
al. mengungkapkan bahwa VEGF merupakan mediator penting dari proses
inflamasi, dan konsentrasi VEGF yang tinggi dikaitkan dengan tingkat
disfungsi organ, dan peningkatan kadar VEGF dikaitkan dengan terjadinya

kondisi luka bakar.” Keduanya, baik TGF-B dan VEGF merupakan protein



penting yang berperanan dalam proses penyembuhan luka. Penelitian terdahulu
pada tikus yang dibuat luka bakar derajat 11l membuktikan bahwa terdapat
perbaikan penyembuhan luka dengan menggunakan Mesenchymal Stem Cells
(MSCs).Y” Meski demikian, belum ada penelitian menggunakan exosome,
terutama exosome hypoxia MSCs (EH-MSCs), pada tikus dengan luka bakar

derajat 111, yang menyoroti ekspresi TGF-p dan VEGF.

Exosome yang disekresikan oleh MSCs berperan dalam memodulasi
Ekspresi TGF-B dan VEGF selama proses penyembuhan luka bakar derajat II1.
Dengan mengatur ekspresi kedua faktor ini, exosome MSCs dapat mempercepat
penyembuhan luka, mendorong angiogenesis, dan mencegah pembentukan
jaringan parut yang berlebihan.'®1° Meski telah diketemukan bukti-bukti terkait
peranan MSCs pada penyembuhan luka, hingga kini belum dijumpai penelitian-
penelitian lanjutan menggunakan EH-MSCs terhadap luka bakar, terutama pada
luka bakar derajat Ill. Guna menjawab tantangan ini, tentu diperlukan
penelitian-penelitian yang berkontribusi dalam mengungkap peranan tersebut,
dan penelitian yang akan dilakukan ini diharapkan dapat menjadi salah satu
studi yang turut bersumbangsih dalam membuka wawasan terkait penggunaan
EH-MSCs dalam potensinya terkait proses penyembuhan luka. Studi ini
bermaksud membuktikan pengaruh EH-MSCs pada ekspresi TGF- 8 dan VEGF

pada tikus wistar dengan model luka bakar derajat I11.



1.2 Rumusan Masalah
Apakah terdapat pengaruh pemberian EH-MSCs terhadap ekspresi TGF-3
dan VEGF pada tikus wistar dengan model luka bakar derajat 111?
1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Tujuan umum yang ingin dicapai penelitian ini adalah membuktikan
pengaruh pemberian EH-MSCs terhadap ekspresi TGF-B dan VEGF pada
tikus wistar dengan model luka bakar derajat I11.
1.3.2 Tujuan Khusus
- Penelitian ini bertujuan membuktikan perbedaan ekspresi TGF-§3 antar
kelompok EH-MSCs 100 pg/ml dan 200 pg/ml dengan kelompok
kontrol pada tikus wistar dengan model luka bakar derajat I1I.
- Penelitian ini bertujuan membuktikan perbedaan ekspresi VEGF antar
kelompok EH-MSCs 100 pg/ml dan 200 pg/ml dengan kelompok

kontrol pada tikus wistar dengan model luka bakar derajat I1I.



1.4 Originalitas Penelitian

Tabel 1.4 Originalitas Penelitian

No Peneliti, Judul Variabel Hasil
Tahun Bebas
1. BayuTirta, Enhanced Pemberian Penelitian menunjukkan
etal 2024  Third Degree  sekretom bahwa penggunaan HS-
Burn Wound hypoxia MSC mengakibatkan
Healing by yang berasal peningkatan terkait dosis
Hypoxic dari pada IL-10, sitokin anti-
Mesenchymal -~ Mesenchym  inflamasi, disamping
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Berdasarkan kajian beberapa penelitian terdahulu, ditemukan bahwa telah
dilakukan penelitian mengenai terapi penyembuhan luka bakar derajat 111, namun
demikian belum ada penelitian yang mengkaji pengaruh EH-MSCs terhadap
ekspresi TGF-f dan VEGF untuk penyembuhan luka bakar derajat |11 pada model
tikus wistar sehingga penelitian ini layak untuk dilakukan.

1.5 Manfaat Penelitian

1.5.1 Manfaat Teoritis
Manfaat yang ingin didapat dari penelitian ini adalah memberikan bukti
ilmiah peran EH-MSCs terhadap ekspresi TGF-p dan VEGF pada Tikus

Wistar dengan model luka bakar derajat I11.



1.5.2 Manfaat Praktis

Hasil penelitian ini dapat memberikan informasi yang berguna bagi
masyarakat mengenai kegunaan EH-MSCs untuk perlindungan kulit.
Bagi praktisi kesehatan, temuan ini diharapkan dapat memberikan

wawasan baru terkait potensi terapi EH-MSCs sebagai agen

antiperadangan.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Transforming Growth Factor-beta (TGF-p)

2.1.1.

2.1.2.

Definisi

Transforming Growth Factor-Beta (TGF-p) adalah sekelompok
protein yang memiliki andil penting dalam pengaturan pertumbuhan dan
diferensiasi sel.?’ TGF- dijumpai dalam bentuk tiga isoform utama: TGF-
B1, TGF-B2, dan TGF-B3. Isoform-isoform ini memiliki ukuran molekul
sekitar 25 kDa. Gen yang mentranskripsikan TGF-p adalah TGFBI,
TGFEB2, dan TGFB3 masing-masing untuk TGF-g1, TGF-p2, dan TGF-f33.
TGF-B merupakan bagian dari keluarga besar TGF-B superfamily, yang juga
mencakup protein-lain seperti activins, inhibins, bone morphogenetic
proteins (BMPs), dan growth differentiation factors (GDFs).2?2 Protein-
protein ini terlibat dalam berbagai proses biologis, termasuk embriogenesis,

homeostasis jaringan, dan respon imun.>

Peran TGF-p Pada L uka Bakar

TGF-B adalah keluarga faktor pertumbuhan yang terlibat dalam
sejumlah fungsi seluler penting. Tiga isoform TGF-B (TGF-B1, -2, -B3)
disekresikan sebagai prekursor laten tidak aktif yang memerlukan aktivasi
sebelum mengikat reseptor TGF-p. TGF-p terlibat dalam sejumlah proses
dalam penyembuhan luka: peradangan, stimulasi angiogenesis, proliferasi
fibroblas, sintesis kolagen dan pengendapan dan pemodelan ulang matriks

ekstraseluler baru.?



TGF-B1 merupakan isoform dominan pada sebagian besar jaringan
dan sangat melimpah pada trombosit. Setelah cedera, Ekspresi TGF-1
dilepaskan dari trombosit yang mengalami degranulasi. Namun, Ekspresi
TGF-p dalam jaringan luka kemudian diproduksi oleh sejumlah jenis sel lain
yang ada dalam luka, termasuk makrofag, keratinosit, fibroblas, dan sel
endotel. TGF-B bertindak melalui mekanisme autokrin dan parakrin untuk
mengatur interaksi antara sel dan antara sel dan matriks dalam
penyembuhan luka, yang melibatkan peradangan, angiogenesis, dan
produksi matriks ekstraseluler. Aplikasi TGF-$ eksogen-baik secara lokal
maupun sistemik telah ditemukan dapat mempercepat penyembuhan,
terutama pada luka kronis luka yang rusak.

TGF-f adalah keluarga faktor pertumbuhan yang terlibat dalam
sejumlah fungsi seluler penting. Tiga isoform TGF-B (TGF-B1, -2, -B3)
disekresikan sebagai prekursor laten tidak aktif yang memerlukan aktivasi
sebelum mengikat reseptor TGF-f. Ketiga isoform diyakini mengikat dan
memberi sinyal melalui dua reseptor TGF-f (TBRI dan TBRII). TPRRII
difosforilasi secara konstitutif dan pada pengikatan ligan, memfosforilasi
TPRI. Fosforilasi kompleks reseptor mengaktifkan jalur pensinyalan
intraseluler SMAD melalui reseptor Smad (Smad-2 dan Smad-3) dan co-
Smad 4. Reseptor SMAD dan Smad-4 melintasi membran nukleus tempat

mereka mengatur sejumlah gen.?
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2.2. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

2.2.1. Definisi

2.2.2.

Vascular endothelial growth factor (VEGF) adalah keluarga
glikoprotein homodimerik yang secara struktural terkait dengan faktor
pertumbuhan yang berasal dari trombosit (PDGF), yang mencakup faktor
pertumbuhan plasenta (PIGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D dan VEGF-E.
Keluarga protein VEGF ini mengikat secara selektif dengan afinitas yang
berbeda ke setidaknya lima reseptor yang berbeda. Tiga di antaranya
termasuk dalam superfamili reseptor tirosin kinase dan disebut reseptor
VEGF-1 (VEGFR-1), juga disebut Flt-1 (tirosin kinase 1 mirip fms),
VEGFR-2, juga disebut KDR (kinase insert-domain containing receptor)
pada manusia, dan FIk-1 (fetal liver kinase 1) pada hewan pengerat, masing-
masing, serta VEGFR-3, juga disebut Fli-4. Reseptor keempat dan kelima

adalah neuropilin-1 dan neuropilin-2.%°

Peran VEGF pada Penyembuhan Luka Bakar

Faktor pertumbuhan endotel vaskular (VEGF) diproduksi oleh
berbagai jenis sel, termasuk monosit, makrofag, dan sel endotel. Menurut
imunohistokimia, VEGF sebagian besar diekspresikan dalam monosit
selama fase eksudasi luka bakar. Kemokin dan sitokin telah ditemukan
sangat penting dalam tahap awal infiltrasi leukosit-endotel, dan VEGF telah
terbukti  meningkatkan fungsi monosit. Perlekatan sel endotel
memungkinkan transmigrasi melintasi endotelium dan aktivasi respons

inflamasi. Reseptor VEGF (VEGFR-1 dan VEGFR-2) sebagian besar
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diekspresikan oleh sel endotel vaskular (EC) dan memediasi efek biologis
VEGF. Ketika VEGF mengikat salah satu reseptor ini, ia menstimulasinya
dan menyebabkan pensinyalan intraseluler. Meskipun VEGFR-1 memiliki
afinitas tinggi terhadap VEGF, ia memiliki fosforilasi tirosin yang jauh lebih
rendah sebagai respons terhadap VEGF daripada VEGFR-2; oleh karena itu,
VEGFR-2 dianggap memediasi sebagian besar efek fungsionalnya.

Proliferasi keratinosit dan homeostasis sawar epidermis berpotensi
dipengaruhi oleh VEGF. Penyembuhan luka bakar adalah proses biologis
multitahap yang mencakup hemostasis, inflamasi, proliferasi sel, dan
diferensiasi.  Angiogenesis/vaskulogenesis,  permeabilitas  vaskular,
proliferasi dan migrasi sel endotel, serta perlekatan leukosit, semuanya
dirangsang oleh kolagen VEGF.’

Selama penyembuhan luka, trombosit, makrofag, fibroblas, dan
keratinosit mengeluarkan VEGF yang bekerja secara parakrin pada sel
endotel, menginduksi dan mendukung angiogenesis luka. Aktivasi reseptor
faktor pertumbuhan endotel vaskular 1 dan 2 oleh VEGF memicu beberapa
kondisi agar angiogenesis berhasil selaman proses perbaikan cedera. Ini
termasuk peningkatan permeabilitas vaskular; degradasi membran dasar
oleh uPA dan aktivator plasminogen tipe jaringan, MMP-1 dan MMP-2;
migrasi endotel yang dimediasi oleh reseptor integrin avp3, avp5, alpl, dan
02pB1 dan ligannya dan proliferasi sel vaskular di dalam dasar luka.” Faktor

pertumbuhan endotel vaskular bersama dengan PLGF mengambil bagian
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dalam mobilisasi sel progenitor endotel (EPC) yang mengekspresikan
VEGFR-2 ke dalam sirkulasi.?®
2.3. Hubungan EH-MSCs dengan Ekspresi TGF-$ dan VEGF

Exosome yang dihasilkan dari Mesenchymal Stem Cells (MSCs) dalam
kondisi hipoksia diketahui membawa berbagai molekul bioaktif, termasuk
microRNA (miRNA), protein, serta faktor pertumbuhan, yang berperan
penting dalam proses regenerasi jaringan. Pada model luka bakar derajat I1I,
kandungan tersebut terbukti mampu memodulasi ekspresi Transforming
Growth Factor Beta (TGF-p) dan Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF), dua mediator kunci dalam penyembuhan luka. 8

EH-MSCs mengandung miRNA yang berperan dalam menekan over-
ekspresi TGF-B berlebih. Hal ini penting untuk mencegah terjadinya fibrosis
yang berlebihan. Selain itu, jalur sinyal TGF-p melalui aktivasi SMAD2/3
mampu mendorong fibroblas memproduksi kolagen dan matriks ekstraseluler
sehingga mempercepat fase remodeling luka. 2*

Peningkatan VEGF. Kondisi hipoksia yang mendasari pembentukan
EH-MSCs mendorong peningkatan Hypoxia-inducible Factor 1-alpha (HIF-
la). Faktor ini menstimulasi produksi VEGF oleh fibroblas, makrofag, dan sel
epitel, yang selanjutnya mengaktivasi jalur MAPK-ERK dan PI3K-Akt untuk
mempercepat angiogenesis. Hasilnya adalah peningkatan perfusi jaringan dan
percepatan perbaikan luka. 2~2°

Sejumlah penelitian mendukung peran EH-MSCs dalam modulasi

TGF-B dan VEGF. Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa EH-MSCs
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dapat meningkatkan ekspresi TGF-f secara signifikan serta memberikan tren
peningkatan VEGF pada luka bakar derajat 111. 1"-1° Hasil ini sejalan dengan
temuan Han G et al. yang menegaskan bahwa TGF-f berperan penting dalam
migrasi epitel dan kontraksi dasar luka °, sedangkan Ruan Q et al. menekankan
peran VEGF dalam angiogenesis pasca luka.” Dengan demikian, exosome EH-
MSCs berpotensi mempercepat peralihan fase inflamasi ke fase proliferasi,
sekaligus memiliki kemungkinan. menekan pembentukan jaringan parut
berlebihan.
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
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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

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 sampal 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 elektrolit akibat cedera termis bersifat

sistemik yang dapat mengakibatkan terjadinya syok hipovolemik. Fase sub
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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
penutupan luka pada luka telanjang atau tidak berepitel luas dan atau pada
struktur atau organ-organ fungsional, dan keadaan hipermetabolisme. 3233
Fase lanjut berlangsung setelah fase subakut hingga pasien sembuh. Penyulit
pada fase ini adalah parut yang hipertrofik, keloid gangguan pigmentasi,
deformitas dan timbuinya 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:®
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Zone of stasis lost

Gambar 2.1 Zona luka bakar 2°
Zona koagulasi, mewakili area nekrosis dengan kerusakan jaringan
ireversibel yang terjadi pada saat cedera
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
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.
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
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sensasi. Komponen-komponen ini mengklasifikasikan luka bakar ke dalam
beberapa tingkatan berdasarkan ketebalannya menurut Kriteria Luka Bakar

Amerika.®*

...........
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burn Full-thickness burn Fourth-degree burn

Gambar 2.2 Klasifikasi Luka Bakar *®
a. Luka bakar superfisial (Superficial Burns)

Luka bakar superfisial (derajat 1) hanya melibatkan epidermis. Luka
bakar ini hisa berwarna merah muda hingga merah, tanpa lepuh, kering, dan
bisa terasa agak nyeri. Luka bakar superfisial sembuh tanpa meninggalkan
jaringan parut dalam waktu 5 hingga 10 hari.*

b. Luka bakar ketebalan sebagian (Partial-Thickness Burns)

Luka bakar derajat 11, 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 luka 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
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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. 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 I, 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 lebih dalam (Charring Injury)

Didefinisikan sebagai luka bakar derajat 1V dan biasanya berwarna
hitam dan seringkali mengakibatkan hilangnya jaringan yang terbakar, terjadi
kerusakan seluruh kulit dan jaringan subkutan begitu juga pada tulang akan

gosong.®
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2.5. Luka bakar derajat 111

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 111 juga ditandai dengan adanya eskar.3® Eskar
merupakan sel-sel kulit mati yang mengelupas dan menutupi jaringan luka.
Eskar yang tetap dipertahankanakan menghambat penyembuhan luka,
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
epitelialisasi- secara spontan.3® Berdasarkan alasan tersebut eskar harus
dihilangkan atau dikelupas agar terjadi proses penyembuhan luka.®?

2.5.1.  Gambaran histologis luka bakar derajat 111.4°

Gambar 2.3 Makro dan mikroskopis luka bakar derajat tiga.*°
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a. Foto diambil segera setelah luka bakar tingkat tiga.

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

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
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dan berperan dalam menghentikan kehilangan darah. Agregasi 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.*!

S
—= { Blood Vessels

Hemostasis

Gambar 2.4. Representasi skematis tahapan penyembuhan luka.*?
a. Fase inflamasi (The inflammatory phase)

Dimulai dengan hemostasis 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 dengan faktor pertumbuhan transformasi, meningkatkan
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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 glikesaminoglikan 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.*?
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c. Fase pematangan (The maturational or remodeling)

Fase pematangan atau remodeling dimulai sekitar minggu ke-3 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.**

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,
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inflamasi, proliferasi, pemulihan jaringan, dan diakhiri dengan fase 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 111

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 oleh 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'.*®

2.8. Hypoxia

Hypoxia merupakan kondisi dimana tidak terdapat pasokan oksigen ke
jaringan, dampak negatif dari berbagai tipe sel yang terpapar hypoxia yang
berkepanjangan dapat menyebabkan apopotosis sel. Sejumlah penelitian

menunjukkan bahwa lingkungan hypoxia dapat mengakibatkan adhesi, proliferasi,
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dan pembaharuan dari MSCs. Lingkungan hypoxia menyebabkan sintesis molekul

Hypoxic Induce Factor (HIF), yang membantu MSCs memproduksi lebih banyak

sitokin.®

2.9. Exosome Hypoxia-Mesenchymal Stem Cell (EH-MSCs)

2.8.1

2.8.2

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.*%->
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:
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a. MiRNA (MicroRNA)

Exosome MSC mengandung sejumlah miRNA yang diketahui
mengatur ekspresi gen dan memiliki peran penting dalam pertumbuhan

dan diferensiasi sel.>>°3
b. Protein dan Enzim

Exosome MSC mengandung berbagai protein dan enzim yang

mendukung regenerasi jaringan dan pertumbuhan sel.>*®
c. 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.®
d. Cytokine dan Growth Factors

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

angiogenesis, proliferasi sel, dan penyembuhan luka.>®>’
2.8.3 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
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dan integritas exosome yang diisolasi. Berikut adalah beberapa metode yang

umum digunakan:
a. Ultrasentrifugasi Diferensial

Metode ini adalah yang paling umum digunakan untuk isolasi exosome.
Proses ini melibatkan beberapa tahap centrifugasi pada 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.®®

b. 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
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dengan eksosom 2D-UC. Kultur 3D berbasis mikrokarrier dan TFF
memungkinkan produksi eksosom aktif biologis yang dapat diskalakan dari

sel punca mesenkimal.>®
Ultrafiltrasi

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. >
. 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 kultur. Polimer
ini ditambahkan ke medium kultur dan diinkubasi, kemudian campuran

disentrifugasi pada kecepatan rendah untuk mengendapkan exosome. Metode
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ini relatif cepat dan sederhana, namun bisa menghasilkan eksosom dengan

kemurnian yang lebih rendah dibandingkan metode lain.%®
Isolasi Berdasarkan Densitas

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 yang sesuai dengan

densitas mereka, yang kemudian dapat diambil secara terpisah.°®



BAB I11
KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP,

HIPOTESIS
3.1. Kerangka Teori

Kerusakan jaringan yang terjadi pada Luka Bakar Derajat I11
melibatkan area menyeluruh pada lapisan kulit, mulai dari
epidermis, dermis, hingga subkutis.! Kondisi demikian akan
mendorong pelepasan beragam mediator inflamasi jaringan secara
besar-besaran seiring teraktivasinya DAMP (Damage Associate
Molecular Pattern) dalam upaya menjaga homeostasis.!’ Beragam
sitokin proinflamasi seperti IL-1, IL-6, dan TNF-a, serta
prostaglandin dan histamin akan dilepaskan di jaringan, seiring
teraktivasinya jalur NF-kB (Nuclear Factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) melalui Toll-Like Reseptor (TLR),
sehingga menarik kian banyak sel untuk lekas bermigrasi ke area
luka, termasuk Trombosit dan Makrofag.°

Makrofag bersama dengan trombosit melakukan fungsi
fagositosis, sekaligus melepaskan TGF-f untuk mengikat reseptor
TGF-BR yang mengativasi jalur SMAD2/3 yang dapat mendorong
sel-sel fibroblast untuk lekas melakukan produksi kolagen dan
matriks ekstraseluler.5:%2 Di sisi lain, Hypoxia-Inducible Factor 1-
alpha (HIF-1a) akan meningkat tajam dalam kondisi hypoxia

akibat jejas luka bakar, sehingga mendorong produksi VEGF pada
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fibroblast, makrofag, dan sel-sel epitel, yang kemudian akan lekas
mengaktivasi  jalur  Mitogen-Activated  Protein  Kinase-
Extracellular signal-Regulated Kinase (MAPK-ERK) dan
Phosphoinositide 3-Kinase (PI3K) Akt (PI3K-Akt) agar proses
angiogenesis lekas terjadi.?’”-2°

Pemberian EH-MSCs disinyalir mampu memperbaiki
kondisi jaringan pasca jejas Luka Bakar Derajat I11, kandungan IL-
10 dan miRNA dalam EH-MSCs dapat menekan inflamasi agar
tidak terlalu berlebihan di fase awal dan peningkatan TGF-f3 dan
VEGF sejak dini akan mendorong fase inflamasi untuk lekas
bergeser masuk fase proliferasi. Pemberian EH-MSCs
memungkinkan regulasi proliferasi dan angiogenesis yang lebih
baik sehingga menekan terjadinya jaringan parut yang berlebihan.
Dengan demikian, EH-MSCs dimungkinkan untuk menjadi
kandidat terapi yang menjanjikan dalam percepatan penyembuhan
luka bakar derajat 111 dengan memodulasi ekspresi TGF-p dan
VEGF untuk mencapai keseimbangan antara regenerasi jaringan

dan kontrol fibrosis.
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Gambar 3.1. Kerangka Teori
3.2. Kerangka Konsep
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TGF-B
EH-MSCs
Ekspresi
VEGF

Gambar 3.2. Kerangka Konsep
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3.3. Hipotesis

1. Terdapat pengaruh pemberian EH-MSCs terhadap ekspresi
TGF-B pada Tikus Wistar dengan model luka bakar derajat
1.

2. Terdapat pengaruh pemberian EH-MSCs terhadap ekspresi

VEGF pada Tikus Wistar dengan model luka bakar derajat I11.

&g
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4.1.

BAB IV
METODE PENELITIAN

Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini direncanakan akan dikerjakan secara eksperimental in vivo,
yakni secara “Post Test only Control Group Design”, yang akan
menggunakan metode rancangan acak lengkap pada tiap perlakuannya.
Desain ini dimaksudkan untuk memudahkan peneliti memperbandingkan
kelompok eksperimen —dengan kelompok kontrolnya, disamping
memudahkan pula dalam evaluasi efek perlakuan yang diberikan. Sampel
diambil dengan prinsip  non-probability sampling secara consecutive
sampling. Sampel pada penelitian ini yakni kulit luka bakar dari model tikus
Wistar dengan luka bakar derajat I1l. Adapun rancangan penelitiannya yakni

sebagai berikut:

Ki 1 OK1

—»| K2 —» OK2

—»>| K3 | OKS3

S|/ A R|-»| 1| |V » K4 —»| OK4

L» K5 —»| OK5

Gambar 4.1. Rancangan Penelitian

Keterangan :
S = Sampel
A =  Aklimatisasi
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K1

K2

K3

K4

K5

OK1

OK?2

OK3

OK4

OK5
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Randomisasi

Induksi luka bakar derajat 111

Validasi luka bakar derajat 3

Tikus sehat yang tidak diberikan perlakuan

Tikus dengan luka bakar derajat I1l yang diberi injeksi NaCl

Tikus dengan luka bakar derajat 111 yang diberi perlakuan olesan

Silver Sulfadiazine di sekeliling luka.

Tikus dengan luka bakar derajat 111 yang diberi perlakuan injeksi
intradermal EH-MSCs dosis 100 pg/ml.

Tikus dengan luka bakar derajat I1i yang diberi perlakuan injeksi
intradermal EH-MSCs dosis 200 pg/ml.

Observasi ekspresi TGF-B dan VEGF K1
Observasi ekspresi TGF-p dan VEGF K2
Observasi ekspresi TGF-p dan VEGF K3
Observasi ekspresi TGF-f dan VEGF K4

Observasi ekspresi TGF-B dan VEGF K5

Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

Variabel Penelitian

Variabel Bebas penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah EH-

MSCs dengan dosis 100 ug/ml dan 200 pg/ml.

Variabel Tergantung penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah

Ekspresi TGF-f dan VEGF.
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Variabel Prakondisi penelitian ini adalah paparan plat logam untuk membuat
model luka bakar derajat 111 pada area punggung tikus Wistar.

Variabel Terkendali penelitian ini yakni strain tikus Wistar, umur, jenis
kelamin, berat badan, nutrisi / pakan tikus, dan kondisi lingkungan tempat
pemeliharaan hewan coba.

Definisi Operasional

a. Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSCs)

Tipe eksosom yang diperoleh dari sel punca tali pusat tikus yang dikultur
secara hypoxia (kadar Oksigen 1-5%) di laboratorium SCCR (Stem Cell and
Cancer Research). EH-MSCs ini diisolasi dengan metode Tangential Flow
Filtration (TFF), media kultur disaring menggunakan filter L00 kDa dan 500
kDa, dan divalidasi dengan flow cytometry menggunakan penanda CD8L1,
CD63, dan CD9, serta disimpan di tabung 2,5 mL pada suhu 2-8 °C. EH-
MSC akan digunakan untuk perlakuan injeksi intradermal pada luka bakar
derajat 111 pada tikus model, dengan dosis 100 pg/ml dan 200 pg/ml.
Skala: Rasio

Ekspresi TGF-3

Tingkat ekspresi protein TGF-B dalam jaringan luka bakar setelah
pemberian EH-MSC di hari ke lima perlakuan. Pemeriksaan TGF-$
diperiksa dengan cara menusuk sinus orbita tikus dengan mikrohematokrit
dan diambil darahnya di daerah orbita sekitar 0,2 cc setelah sebelumnya
tikus di anestesi dahulu dengan injeksi Ketamin dosis 4 mg/kg/ BB. Setelah

darah dimasukkan ke dalam tabung conical lalu dilakukan sentrifugasi,
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bagian supernatan diambil dan dicampur antibodi monoklonal TGF-B, lalu
diukur menggunakan metode PCR (polymerase chain reaction).

Skala: Rasio

Ekspresi VEGF

Tingkat ekspresi protein VEGF dalam jaringan luka bakar tikus setelah
pemberian EH-MSC di hari ke lima perlakuan. Pemeriksaan VEGF
diperiksa dengan cara menusuk sinus orbita tikus dengan mikrohematokrit
dan diambil darahnya di daerah orbita sekitar 0,2 cc setelah sebelumnya
tikus di anestesi dahulu dengan injeksi Ketamin dosis 4 mg/kg/ BB. Setelah
darah dimasukkan ke dalam tabung conical lalu dilakukan sentrifugasi,
bagian supernatan diambil dan dicampur antibodi monoklonal VEGF, lalu
diukur menggunakan metode PCR (polymerase chain reaction).

Skala: Rasio

Luka Bakar Derajat 111

Kondisi luka bakar dengan kerusakan penuh pada epidermis dan dermis
serta keterlibatan jaringan subkutis pada tikus Wistar yang telah dilakukan
pemodelan luka bakar derajat I11. Pemodelan ini dibuat menggunakan plat
logam dengan ukuran 2 x 2 cm? dan tebal 3 mm, dipanaskan hingga
menyala, lalu ditempelkan pada daerah yang sudah dibersihkan selama 15
detik. Kondisi luka bakar derajat 11 ini divalidasi dengan kenampakan luka
dan  pemeriksaan histologis dengan menggunakan pengecatan
Hematoxyline-Eosin (HE).

Skala: Ordinal
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4.3.  Subjek Penelitian dan Sampel Penelitian
4.3.1. Subjek Penelitian
Tikus jantan galur Wistar berusia 6-8 minggu dengan berat 200-250
gram dipilih untuk penelitian ini setelah dianggap 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.
4.3.2. Sampel Penelitian
4.3.2.1. Kiriteria Inklusi
a. Tikus galur Wistar
b. Jenis kelamin jantan
c. Usia 6-8 minggu
d. Berat badan 200-250 g
e. Tidak memiliki kelainan anatomis
f. Tikus bergerak secara aktif.

g. Tidak pernah digunakan dalam penelitian apapun sebelumnya.

4.3.2.2. Kriteria Eksklusi
a. Tikus mati selama aklimatisasi sebelum penelitian dimulai.
b. Tikus menunjukkan tanda-tanda indikasi sakit selama masa

aklimatisasi.

c. Tikus mengalami gagal induksi luka bakar derajat IlI.
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4.3.2.3. Kriteria drop out

a. Terjadi kematian tikus sejak diberikan perlakuan hingga sebelum
terminasi dilakukan.

b. Tikus mengalami cedera tambahan atau trauma lain di luar perlakuan
penelitian.

c. Luka bakar yang diinduksi tidak sesuai kriteria derajat 111 berdasarkan

validasi klinis maupun histopatologi.

4.4. Besar Sampel

Penelitian ini menggunakan 5 perlakuan dan besaran sampel dihitung
menggunakan rumus Federer, dimana t adalah jumlah kelompok perlakuan,
dan n adalah jumlah sampel perkelompoknya. Sehingga diperoleh

perhitungan besaran sampel:

(n-1) (-1 = 15
(h-1)(5-1) > 15
4(n-1) > 15
dnh—-4 > 15
4n = 19

n > 4,75 - 5 (pembulatan)

Berdasarkan perhitungan tersebut, penelitian menggunakan 5 ekor
sampel perkelompok perlakuan. Sebagai antisipasi kemungkinan terjadinya
drop out, maka ditambahkan 1 ekor sampel perkelompok perlakuan, sehingga

jumlah total sampel yang digunakan adalah (5x5) + 5 ekor, yakni 30 ekor tikus.
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Alat dan Bahan

45.1. 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, Inverted Microscope
CO2 Cylinder, Scissor, Pinset, Scalpel dan Bisturi, Thermostirrer,
Sentrifuge, Beaker glass, Aluminium Foil. Alat yang digunakan untuk
Kultur Vessel 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.

4.5.2. Bahan Pengelitian

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
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(PBS), HEPES, Tripsin, Penstrep, Fungizone, Kolagenase tipe |,
Kolagenase tipe IV, 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 TGF-B dan VEGF.

Cara Penelitian
Ethical clearance

Setelah mendapatkan persetujuan dari pembimbing dan penguji
Ethical clearance penelitian diajukan ke Komisi Etik Fakultas Kedokteran
Universitas Sultan Agung Semarang.
Pembuatan EH-MSC

Seluruh prosedur pembuatan EH-MSC dari tahapan isolasi
Mesenchymal Stem Cell (MSC) Umbilical Cord tikus Wistar, kultur dan
penghitungan jumlah sel, serta diferensiasi sel MSC hingga diperoleh EH-
MSC dilakukan oleh pihak Stem Cell and Cancer Research Center (SCCR).
Pembuatan luka bakar derajat Il dan pemberian perlakuan pada
subjek percobaan
Di tahapan awal, bulu di sekitar punggung dicukur.
Kemudian tikus dianestesi dengan ketamin dosis 7mg/kgBB sampai tikus
pingsan.
Luka bakar dibuat menggunakan lempeng logam berbentuk persegi yang
sudah dipanasi dengan api hingga menyala merah terang (durasi pemanasan

+ 10 detik) supaya kedalaman luka sama, luas luka 2x2 cm?,
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d. Kemudian lempeng logam ditempelkan pada kulit punggung tikus selama 15

detik sampai terbentuk luka bakar derajat I1I.

4.6.4. Perlakuan (pemberian EH-MSC pada luka bakar)

Kelompok 1

Kelompok 2

Kelompok 3

Kelompok 4

Kelompok 5

: Tikus sehat dan tanpa perlakuan.

: Punggung tikus diberi luka bakar derajat 111 lalu diberikan

injeksi NaCl di sekeliling luka (injeksi intradermal tepian

luka dan injeksi intralesi di area luka bakar).

: Punggung tikus diberi luka bakar derajat I11 lalu diberikan

Silver Sulfadiazine secara oles di sekeliling luka.

: Punggung tikus diberi luka bakar derajat 111 lalu diberikan

injeksi EH-MSC dosis 100 pg/ml di sekeliling luka
(injeksi intradermal tepian luka dan injeksi intralesi di

area luka bakar).

: Punggung tikus diberi luka bakar lalu di berikan injeksi

EH-MSC dosis 200 pg/ml di sekeliling luka (injeksi
intradermal tepian luka dan injeksi intralesi di area luka

bakar).

Selama perlakuan semua tikus mendapat diet standar selama 5 hari. Pada hari

ke 5 tikus dikorbankan dengan cara dibius menggunakan eter dan diambil jaringan

kulit di bagian lukanya untuk dibuat sediaan preparat parafin (untuk melihat

tampilan jaringan mikroskopik). Pada hari ke 5 neovaskularisasi mulai banyak

dijumpai seiring jaringan granulasi mengisi area ruang luka, serabut kolagen

menjadi lebih berlimpah dan mulai menjembatani luka. Preparat diambil dari luka
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bakar tikus seluas 2x2 cm? pada semua tikus percobaan baik tikus kelompok kontrol

maupun tikus kelompok perlakuan.

4.6.5. Pembuatan Preparat Jaringan
Setelah terminasi, dilakukan pembuatan preparate jaringan histologis area
perlakuan dengan pengecatan Hematoxyline Eosine (HE guna pengamatan
mikroskopis di area luka. Seluruh prosedur dilakukan oleh pihak Stem Cell and
Cancer Research Center (SCCR).

4.6.6. Analisis Polymerase Chain Reaction (PCR)

Sampel kulit diambil pada hari ke-5 dan sampel dimasukkan ke dalam RNA
later dan disimpan hingga proses analisis. Kemudian jaringan diambil 10 mg untuk
proses ekstraksi RNA. Hasil RNA kemudian dibuat menjadi cDNA sintesis dan
direplikasi menggunakan RT-PCR. Hasil pembacaan kemudian dibandingkan

dengan kontrol, baik kontrol positif dan kontrol negatif.
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4.7.  Alur Penelitian
UC-MSC
‘ Tikus Wistar 30 Ekor ‘ ¢
¢ Validasi MSC
Randomisasi & Aklimatisasi 7 hari
{hari ke-1 sampai 7) ¢
l TFF
. P Perlakuan Pembuatan Luka Bakar i
Validasi HE | < A
Derajat Tiga Validasi EH-M5Cs
\ 4
Y v v ¥ v
K1 K2 K3 K4 K&
Sehat Injeksi NaCl Oles Silver EH-MSC EH-MSC !
Sujﬁjdigzjne 100 L'Q/ml 200 “g/ml
v v ¥
Injeksi NaCl (1 jam Oles SSD (1 jam Injeksi EH — MSCs pertama
setelah perlakuan) setelah perlakuan) (A icisc)
v v v
Injeksi NaCl (24 jam Oles SSD (24 jam Injeksi EH — MSCs kedua
setelah perlakuan) tilab pelinfifen) {24 jam setelah perlakuan)
v v v
Injeksi NaCl (72 jam || Oles SSD (72 jam Injeksi EH — M5Cs ketiga
setelah perlakuan) setelah perlakuan) (3 hari setelah perlakuan)
L4 ¥ ¥ ¥
‘ Terminasi dan pengambilan sampel di Hari 5 Setelah perlakuan ‘
v
‘ Analisis qRT-PCR TGF-f dan VEGF ‘
¥
‘ Analisis Statistik ‘
Gambar 4.2. Alur Penelitian
4.8.  Analisa Data

Data yang diperoleh kemudian dilakukan analisis normalitas dan
variasi data menggunakan uji Shapiro-Wilk dan Levene’s Test. Pada ekspresi
TGF-B diperoleh data yang terdistribusi normal (p>0,05), namun tidak

homogen (p<0,05). Hasil dari uji statistik parametrik One-Way ANOVA
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menunjukkan adanya signifikansi antar kelompok (p<0,05), yang kemudian
dilanjutkan dengan uji Post Hoc Tamhane, sehingga diketahui signifikansi
terjadi antara Kelompok K2 dengan K4, dan Kelompok K2 dengan K5 (p <
0,05). Nilai mean ekspresi TGF-p juga terlihat kian meningkat secara

berurutan dari dari K2 menuju K5.

Di sisi lain, dijumpai hasil uji Shapiro-Wilk dan Levene’s Test pada
ekspresi VEGF diperoleh data yang terdistribusi normal (p>0,05), namun
juga tidak homogen (p<0,05). Hasil dari uji statistik parametrik One-Way
ANOVA menunjukkan adanya signifikansi antar kelompoknya (p<0,05),
yang kemudian dilanjutkan pula dengan uji Post Hoc Tamhane, sehingga
diketahui signifikansi terjadi antara Kelompok K2 dengan K4 (p < 0,05).
Kelompok K5 terlihat memiliki nilai mean di atas K4, tetapi ternyata tidak
signifikan secara statistik. Meski nilai mean ekspresi VEGF juga terlihat

brurutan mengalami peningkatan dari K2 menuju K5.

Tempat dan Wakitu Penelitian

Penelitian yang meliputi pembuatan EH-MSCs, perlakuan hewan
coba hingga analisis variabel terikat ini dilakukan di Laboratorium SCCR
(Stem Cell and Cancer Research) Semarang, pada Bulan April sampai dengan

Mei 2025.
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BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Penelitian

Penelitian ini bermaksud mengevaluasi efek terapi eksosom yang
berasal dari EH-MSC terhadap ekspresi TGF-p dan VEGF pada luka bakar
derajat 11l pada hewan coba tikus Wistar jantan. Eksosom disuntikkan
secara sistematis pada waktu 1 jam, 24 jam, dan 72 jam pasca luka diinisiasi,
dan terminasi dilakukan pada hari ke-5 guna melihat perubahan pada
ekspresi TGF-p dan VEGF dibandingkan dengan kontrol positif (pemberian
Silver Sulfadiazine) dan kontrol negatif (pemberian NaCl). Kondisi ini juga
diamati dengan membandingkannya dengan ekspresi pada tikus sehat
sebagai data baseline. Analisis data mencakup validasi bahan biologis dan
model luka, deskripsi data ekspresi molekul target, serta pengujian statistik
meliputi uji normalitas, homogenitas, ANOVA, dan uji lanjutan Post Hoc
Tamhane untuk melihat perbedaan antar kelompok.
Hasil Validasi EH-MSC (Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell)

Mesenchymal stem cells (MSCs) 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 Alpha Minimum Essential
Medium (a-MEM). Setelah mencapai pasase kelima, analisis morfologi sel,

menunjukkan terdapat sel yang menyerupai spindle saat diamati dengan

46
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mikroskop dan melekat di atas permukaan flask (Gambar 5.1A).

CDS0.1 PerCP-A subset

Comp-FITC-A: FITC-A CompPE-A : PE-A Comp-PerCP-A :: PerCP-A mp-APC-

Gambar 5.1 Morfologi MSC. (A) Morfologi MSC Fase 1
(Normoxic 24 jam) (40x). (B) Analisis flow cytometry terhadap
ekspresi penanda permukaan spesifik MSC seperti CD45, CD31,
CD90, dan CD29.

Analisis identitas sel menggunakan surface marker MSC menggunakan
metode flow cytometry menunjukkan bahwa sel yang dikultur secara kuat
mengekspresikan CD29 (98,7%) dan CD90 (98,5%) dan hanya sedikit
mengekspresikan CD31 (5,13%) dan CD45 (0,55%) (Gambar 5.1B). Hal ini
menunjukkan bahwa sel yang dikultur dart tali pusar memiliki karakteristik MSCs.

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

mengalami diferensiasi menjadi osteoblast dan adiposity yang terlihat oleh

Alizarin-red dan Oil-red O.
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Gambar 5.2. (A) Kemampuan MSCs berdiferensiasi menjadi osteoblast
pada pewarna alizarin-red dan (B) adiposit pada pewarna QOil-red O
(ditunjukkan dengan panah, perbesaran 10x4)

Setelah tervalidasi, MSCs kemudian dilakukan inkubasi dalam kondisi
hipoksia dengan kadar oksigen 5% dalam durasi 24 jam menggunakan box
hipoksia. Setelah itu, medium kultur MSCs yang mengandung sekretom MSCs
dikumpulkan dan difiltrasi menggunakan metode TFF dengan ukuran 100-500 kDa
sehingga dapat diperolen EH-MSC. Setelah diisolasi kadar eksosom dianalisis

menggunakan metode flowcytometry dan didapatkan bahwa kadar eksosom yang

didapatkan sebesar 0.75 ug/100 uL = 7.5 ug/mL (Gambar 5.3)

Cannt

CD81
Count

o |

i
| Exosome
91%

[ R - S . B I e B

CD63 CDh9

Gambar 5.3 Hasil Analisis Kadar Exosome
menggunakan marker CD63 dan CD9

5.1.2 Hasil Validasi Luka Bakar
Model luka bakar derajat Il pada tikus dilakukan validasi dengan
membandingkan kondisi permukaan kulit hewan yang sehat dan permukaan kulit

yang diinduksi luka menggunakan plat besi panas. Hasil pengamatan menunjukkan
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bahwa tikus sehat memiliki struktur jaringan kulit normal, di mana epidermis,
dermis, serta jaringan subkutan tersusun rapi, tanpa indikasi inflamasi atau
kerusakan jaringan, sedangkan tikus yang diinduksi luka menggunakan besi panas
menunjukkan jaringan pasca-luka bakar dengan tanda-tanda nekrosis koagulatif,
kerusakan menyeluruh pada epidermis dan dermis, terbentuknya vakuolisasi, dan
hilangnya struktur jaringan normal. Tampak pula keterlibatan jaringan subkutan
hingga mendekati otot, yang merupakan ciri khas luka bakar derajat 3, sebagaimana

terlihat dalam Gambar 5.4.

Sehat Luka Bakar Derajat 11l

Gambar 5.3 Kondisi permukaan kulit punggung tikus Wistar, yang sehat
vs yang diberikan luka bakar derajat I1l. (A) memperlihatkan permukaan
kulit hewan yang telah dicukur dan diberi penandaan area luka berbentuk
persegi berukuran sekitar 2 x 2 cm. Penandaan ini bertujuan untuk
menjamin keseragaman lokasi dan luas luka antar individu. Sedangkan (B)
tikus yang diinduksi luka bakar menunjukkan tahapan 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 3. Secara makroskopis, luka tampak kering, berbatas
tegas, dan mengalami kerusakan menyeluruh hingga ke lapisan subkutan.
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Sehat Luka Bakar

Gambar 5.4 Hasil mikroskopik jaringan kulit tikus sehat vs luka
bakar derajat 111

Setelah tikus tervalidasi mengalami luka bakar derajat I11, tikus yang
tanpa perlakuan digunakan sebagai kontrol sehat (K1), sedangkan tikus
yang mengalami luka bakar derajat tiga dibagi menjadi 4 kelompok
perlakuan secara acak yaitu K2 (kontrol negatif; tikus luka bakar derajat 111
dengan diberi injeksi NaCl di sekeliling luka), K3 (kontrol positif; tikus luka
bakar derajat Il dengan diberikan Silver Sulfadiazine oles di sekeliling
luka), K4 dan K5 (tikus luka bakar derajat Il dengan injeksi EH-MSC
dengan dosis masing-masing 100 pg/ml dan 200 pg/ml di sekeliling luka).
Penginjeksian di sekeliling luka yang dimaksud adalah injeksi intradermal

di sekeliling luka dan injeksi intralesi di area luka.

5.1.3 Ekspresi TGF-

Tabel 5.1 Hasil deskripsi rerata Ekspresi TGF- dan uji One way ANOVA

Kelompok K1l K2 K3 K4 K5 p value

Ekspresi TGF-p
Mean 1.0000  0.6541 1.0258 1.2977 1.5726
SD 0.0000  0.18059 0.59433 0.29481 0.39568
Shapiro-Wilk 0.0000 0.74 0.626 0.103 0.680
Levene Test 0.01
One way anova 0.02

Keterangan: Shapiro-Wilk : Normal (p>0,05)

Levene’s Test : Homogen (p>0,05)

One way anova : Signifikan (p<0,05)
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Tabel ini menunjukkan bahwa ekspresi TGF-f meningkat secara bertahap
dari K1 ke K5. Ini mengindikasikan bahwa terapi yang diberikan terutama pada
kelompok K5 berhasil meningkatkan ekspresi TGF-p, yang berperan penting dalam
proses penyembuhan luka bakar dan regenerasi jaringan.

Analisis distribusi data menggunakan uji Shapiro-Wilk menunjukkan
bahwa distribusi data pada setiap kelompok adalah normal (p>0,05). Selanjutnya,
uji homogenitas varians menggunakan Levene’s Test mengonfirmasi bahwa data
ekspresi TGF-f tidak homogen, sehingga diperlukan uji Anova yang dilanjutkan
dengan Uji Post Hoc Tamhane. Hasil Anova mengungkapkan nilai signifikan P <
0.05, sehingga guna mencari signifikansinya dilakukanlah Uji Post Hoc Tamhane

yang hasilnya adalah sebagai berikut:

Tabel 5.2 Uji Post Hoc Tamhane Ekspresi TGF-3

Kelompok
Kelompok Perbandingan p(value)
K2 0.053
K3 1
K1
K4 0.44
K5 0.153
K3 0.884
K2 K4 0.17
K5 0.13
K4 0.986
K3
K5 0.63

K4 K5 0.899
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Dari uji Post Hoc Tamhane terlihat bahwa signifikansi diperoleh dari

pemberian eksosom dosis 100 ug/ml (K4) dan 200 pg/ml (K5) terhadap kelompok

kontrol negatif (K2). Hal ini dapat dilihat pada grafik berikut:

2.50 4

2.00 4

1.50 A

1.00 A

0.50 4

Ekspresi Relatif TGF-beta

0.00

K1
K2
K3
K4

E E =00

KS

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

Gambar 5.5 Grafik Ekspresi TGF-
Terjadi peningkatan bertahap ekspresi TGF-3

5.14 Ekspresi VEGF

Tabel 5.3 Hasil deskripsi rerata Ekspresi VEGF dan uji One way ANOVA

Kelompok

K1 K2 K3 K4 K5 p value

Ekspresi VEGF
Mean

1.0000 ~ 0.6808 . 1.0028 = 1.3940 1.7263

SD 0.0000 0.34692 0.28146 0.33610 0.61419
Shapiro-Wilk 0.0000  0.332 0.164 0.532 0.088
Levene’s Test 0.01
One way anova 0.01

Keterangan:

Shapiro-Wilk : Normal (p>0,05)

Levene’s Test : Homogen (p>0,05)

One way Anova : Signifikan (p<0,05)
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Tabel ini digunakan untuk melihat rata-rata dan sebaran data masing-
masing kelompok sebelum melakukan analisis lebih lanjut. Data menunjukkan
peningkatan ekspresi relatif VEGF pada kelompok perlakuan dibandingkan kontrol
negatif. Kelompok perlakuan K5 menunjukkan ekspresi tertinggi, diikuti dengan
kelompok K4, K3, dan K2. Hasil uji normalitas dengan Shapiro-Wilk menunjukkan
data terdistribusi normal (P > 0,05), dan uji homogenitas Levene’s Test

menunjukkan data tidak homogen (P = 0,05), sehingga digunakan uji ANOVA

dengan Uji Post Hoc Tamhane.

Tabel 5.4 Uji Post Hoc Tamhane Ekspresi VEGF

Kelompok
Kelompok Perbandingan p(value)
K2 0.536
K3 1.000
K1
K4 0.299
K5 0.292
K3 0.685
K2 K4 0.046
K5 0.066
K4 0.429
K3
K5 0.294

K4 K5 0.962
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Hasil Uji Post Hoc Tamhane menunjukkan perbedaan signifikan antara
kelompok perlakuan injeksi EH-MSC dosis 100 pg/ml (K4) dengan kelompok
kontrol negatif (K2). Namun, kelompok perlakuan injeksi EH-MSC dosis 200
pg/ml (K5) ternyata tidak menunjukkan signifikansi ini, meski secara numerik
ekspresinya lebih tinggi daripada kelompok injeksi EH-MSC dosis 100 pg/ml (K4).

Kondisinya dapat disimak dalam grafik berikut:

K1
K2
K3
K4
K5

E R E OO

~7

Ekspresi Relatif VEGF

=
=
=}

| |
0.50 _HH {II. !-!

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

Gambar 5.6 Grafik Ekspresi VEGF
Terjadi peningkatan bertahap ekspresi VEGF secara bertahap

5.2 Pembahasan Hasil Penelitian

Eksosom yang disekresikan oleh MSCs berperan dalam memodulasi
Ekspresi TGF-B dan VEGF selama proses penyembuhan luka bakar derajat
I11. Dengan mengatur ekspresi kedua faktor ini, eksosom MSCs dapat
mempercepat penyembuhan luka, mendorong angiogenesis, dan mencegah
pembentukan jaringan parut yang berlebihan.'®'° Pemberian EH-MSCs

disinyalir mampu memperbaiki kondisi jaringan pasca jejas Luka Bakar
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Derajat 111, kandungan IL- 10 dan miRNA dalam EH-MSCs dapat menekan
inflamasi agar tidak terlalu berlebihan di fase awal dan peningkatan TGF-f
dan VEGF sejak dini akan mendorong fase inflamasi untuk lekas bergeser

masuk fase proliferasi.

Eksosom MSC mengandung sejumlah miRNA yang diketahui
mengatur ekspresi gen dan memiliki peran penting dalam pertumbuhan dan
diferensiasi sel. 52°% Peran utama TGF-B dalam memediasi penyembuhan
luka bakar, khususnya yang diarahkan pada Kkeratinosit dan respons
fibroblas. Hasilnya menunjukkan kemampuan untuk meningkatkan
pemulihan luka melalui migrasi epitel dan kontraksi dasar luka dapat secara
signifikan meningkatkan hasil perbaikan klinis luka.® Di sisi lain, Ruan Q, et
al. mengungkapkan bahwa VEGF merupakan mediator penting dari proses
inflamasi, dan konsentrasi VEGF yang tinggi dikaitkan dengan terjadinya
perbaikan kondisi luka bakar.’

Penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian EH-MSC mampu
meningkatkan ekspresi TGF-B dan VEGF pada model hewan luka bakar
derajat 11, baik pada dosis 100 pg/ml maupun 200 pg/ml. Terlepas pada
variasi signifikansi statistiknya, pemberian EH-MSC dosis 200 pg/mi
menghasilkan ekspresi yang lebih tinggi untuk TGF-p dan VEGF
dibandingkan dosis 100 pg/ml. Tren peningkatan ekspresi TGF- dan
ekspresi VEGF seiring peningkatan dosis EH-MSC menunjukkan bahwa
EH-MSC memiliki andil dalam mempercepat proses penyembuhan luka

melalui jalur regeneratif dan angiogenik. Hal penting dari penelitian ini
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adalah hasil ekspresi TGF- kian meningkat dari kelompok K4 ke KS5,
keduanya juga signifikan secara statistik. Temuan menariknya justru didapati
pada variabel VEGF, dimana pemberian dosis 100 pg/ml (K4) memang
terjadi signifikansi pada ekspresi VEGF, tetapi pada pemberian dosis 200
pg/ml, hasilnya justru tidak signifikan, meskipun secara numerik ekspresi
VEGF pada dosis 200 pg/ml lebih tinggi nilainya dibandingkan dengan
kelompok dosis 100 pg/ml. Hal ini harus ditelaah lebih lanjut, mengingat
pemberian perlakuan pada penelitian ini hanya terbatas pada 1 jam pertama,
24 jam berikutnya, dan 72 jam pasca inisiasi luka bakar derajat IlI,
penelitian lanjutan sangat terbuka untuk evaluasi ulang dalam hal dosis,
waktu pemberian, dan efektivitas biologis yang ditimbulkan. Terlepas dari
perbedaan pada signifikansinya, peningkatan ekspresi VEGF pada
kelompok perlakuan menunjukkan bahwa pemberian EH-MSC tetap
memiliki potensi dalam merangsang angiogenesis, sehingga dapat

mempercepat proses penyembuhan luka bakar derajat 111.5

Secara keseluruhan, penelitian ini membuktikan bahwa pemberian
EH-MSC mampu meningkatkan ekspresi TGF-f secara signifikan dan
memberikan tren peningkatan ekspresi VEGF secara biologis. Hal ini
menunjukkan bahwa EH-MSC memiliki potensi besar sebagai agen terapi
regeneratif pada kasus luka bakar derajat 111, terutama dalam mempercepat

proses penyembuhan jaringan melalui peningkatan faktor pertumbuhan.

Meski demikian, penelitian ini juga memiliki beberapa keterbatasan

yang perlu diperhatikan. Pertama, waktu observasi hanya dilakukan hingga
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hari ke-5 pasca induksi luka bakar, sehingga hasil yang diperoleh belum
sepenuhnya menggambarkan dinamika ekspresi TGF- dan VEGF pada
fase proliferasi lanjut maupun fase remodeling jaringan. Kedua, variasi
dosis exosome yang digunakan dalam penelitian ini relatif terbatas, yaitu
hanya pada konsentrasi 100 pg/mL dan 200 pg/mL. Hal ini menjadi penting
karena pada dosis 200 pg/mL, peningkatan ekspresi VEGF tidak
menunjukkan signifikansi meskipun rerata ekspresinya lebih tinggi. Dengan
demikian, pola hubungan dosis-respons belum dapat tergambarkan secara
komprehensif, sehingga diperlukan pengujian dengan variasi dosis yang
lebih beragam untuk menentukan titik optimal terapi. Ketiga, penelitian ini
masih terbatas pada model hewan coba tikus Wistar. Walaupun tikus
merupakan hewan model yang umum digunakan, respons biologisnya tidak
selalu. mencerminkan. kondisi fisiologis dan patologis pada manusia,
sehingga hasil penelitian ini belum dapat langsung digeneralisasi ke tingkat

klinis.



BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan
Hasil penelitian tentang pengaruh injeksi EH-MSC di sekeliling luka
terhadap peningkatan ekspresi TGF-B dan VEGF pada tikus jantan galur

Wistar dengan model luka bakar derajat 111 menunjukkan hal-hal berikut:

a. Pemberian Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSC)
dosis 100 pg/ml dan 200 pg/ml berpengaruh terhadap peningkatan
ekspresi TGF-pB pada tikus wistar dengan model luka bakar derajat
I1l, kedua dosis menunjukkan peningkatan yang signifikan secara

statistik.

b. Pemberian Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSC)
dosis 100 pg/mL dan 200 pug/mL berpengaruh terhadap peningkatan
ekspresi VEGF pada tikus wistar dengan model luka bakar derajat
I11, namun signifikansi statistik hanya ditemukan pada dosis 100
pug/mL. Pada dosis 200 pg/mL, meskipun secara numerik
ekspresinya lebih tinggi, ternyata tidak menunjukkan perbedaan

yang signifikan secara statistik.
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6.2 Saran
a. Perpanjangan waktu observasi
Disarankan penelitian berikutnya melakukan pengukuran
ekspresi TGF-p dan VEGF tidak hanya pada hari ke-5, tetapi juga
pada fase proliferasi lanjut dan fase remodeling (misalnya hari ke-
7, 14, hingga 28), sehingga dinamika penyembuhan luka dapat
tergambarkan lebih lengkap.
b. Penggunaan variasi dosis yang lebih beragam
Karena dosis 200 pg/mL tidak menunjukkan peningkatan
signifikan pada ekspresi VEGF meskipun reratanya lebih tinggi,
penelitian mendatang perlu mengeksplorasi variasi dosis yang lebih
luas (misalnya 50, 100, 200, 400 pg/mL). Hal ini penting untuk
mengetahui pola hubungan dosis-respons secara lebih jelas dan
menentukan dosis optimal yang memberikan efek terapeutik paling
konsisten.
c. Uji translasi pada model hewan yang lebih kompleks
Penelitian lanjutan sebaiknya tidak hanya terbatas pada tikus
Wistar, tetapi juga dilakukan pada hewan model yang lebih besar
atau fisiologisnya lebih dekat dengan manusia, seperti kelinci atau
babi. Langkah ini diperlukan sebelum dilakukan uji pra-klinik dan
uji klinis pada manusia agar hasil penelitian memiliki relevansi yang

lebih tinggi terhadap aplikasi klinis.
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