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ABSTRAK

Alopecia (kebotakan) merupakan suatu kondisi yang ditandai dengan
kerontokan rambut yang berlebih. Alopecia like atau areata disebabkan oleh
sistem imun yang menyerang folikel rambut terutama pada kulit kepala. Terapi
standar yang telah digunakan belum dapat mengobati alopecia secara efektif dan
memiliki efek samping, sehingga diperlukan terapi adjuvant seperti penggunaan
terapi hypoxia umbilical cord mesenchymal stem cell derived secretome (SH-
MSCs).

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan pengaruh kombinasi injeksi
intradermal secretome hypoxia mesenchymal stem cells (SH-MSCs) dan minoxidil
topikal terhadap kadar IGF-1 dan MDA pada tikus jantan galur wistar model
alopecia like.

Penelitian ini menggunakan metode eksperimental in vivo dengan rancangan
penelitian Randomized Post Test Only Control Group. Objek penelitian yang
digunakan yaitu 28 ekor tikus jantan galur wistar yang kemudian dibagi menjadi 4
kelompok yaitu K1: Tikus model Alopecia-like diinjeksi NaCl 0.9%, K2: Tikus
model Alopecia-like diberi Minoxidil 5% secara topikal, K3: Tikus model
Alopecia-like diinjeksi SH-MSCs 100 uL, K4: Tikus model Alopecia-like yang
diberi injeksi SH-MSCs 100 uL dan Minoxidil 5% secara topikal.

Kadar IGF-1 dan MDA pada kulit tikus dianalisis menggunakan metode
ELISA. Hasil menunjukkan bahwa pemberian SH-MSCs dikombinasikan dengan
minoxidil 5% topikal secara signifikan meningkatkan kadar IGF-1 dan
menurunkan kadar MDA.

Berdasarkan hasil penelitian dapat dapat disimpulkan bahwa pemberian
kombinasi injeksi intradermal SH-MSCs 100uL dan minoxidil 5% topikal secara
signifikan meningkatan kadar IGF-1 dan menurunkan kadar MDA pada tikus
jantan galur wistar model alopecia-like, sehingga SH-MSCs dapat digunakan
sebagai terapi adjuvant alopecia.

Kata kunci: alopecia, SH-MSCs, minoxidil, IGF-1, MDA
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ABSTRACT

Alopecia is a condition characterized by excessive hair loss. Alopecia-like
or areata results from immune-mediated attack on hair follicles, particularly on
the scalp. Current standard therapies remain limited in efficacy and often cause
adverse effects, underscoring the need for adjuvant approaches such as hypoxia
umbilical cord mesenchymal stem cell-derived secretome (SH-MSCs).

This study evaluated the effect of combined intradermal SH-MSCs and
topical minoxidil on insulin-like growth factor-1 (IGF-1) and malondialdehyde
(MDA) levels in a Wistar rat model of alopecia-like.

An in vivo experimental design with Randomized Post-Test Only Control
Group was employed using 28 male Wistar rats, allocated into four groups: K1,
alopecia-like rats injected with 0.9% NaCl; K2, treated topically with 5%
minoxidil;, K3, injected with 100 uL SH-MSCs, and K4, administered both 100 uL
SH-MSCs and 5% topical minoxidil.

Skin IGF-1 and MDA levels were quantified using ELISA. Results
demonstrated that SH-MSCs combined with 5% minoxidil significantly increased
IGF-1 levels while reducing MDA concentrations compared to controls.

In conclusion, intradermal SH-MSCs combined with topical minoxidil
effectively enhanced IGF-1 and reduced MDA in alopecia-like. Wistar rats,
indicating potential as an adjuvant therapy for alopecia.

Keywords: alopecia, SH-MSCs, minoxidil, IGF-1, MDA
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Alopecia (kebotakan) merupakan suatu kondisi yang ditandai dengan
kerontokan rambut secara berlebihan. Kondisi ini dapat disebabkan oleh
berbagai faktor, termasuk faktor genetik, perubahan hormonal, penyakit
autoimu, gangguan metabolik atau endokrin, penyakit sistemik lainnya,
serta proses penuaan. Alopecia like atau areata disebabkan oleh sistem imun
yang menyerang folikel rambut terutama pada kulit kepala." Alopecia like
diklasifikasikan menjadi totalis, ~universalis, difus dan ofiasis.?
Etiopatogenesis alopecia beberapa penelitian menunjukkan peran inflamasi
dan radikal bebas menjadi hal esensial dalam patomekanisme alopecia.®”®
Kortikosteroid dan minoxidil menjadi terapi lini pertama pada alopecia saat
ini, namun pemberiannya secara terapi tersebut menunjukkan insufficiency
terhadap prognosis alopecia’. Sebuah studi pada tahun 2023 melaporkan
bahwa 42,6% pasien dengan alopecia areata patchy mengalami
pertumbuhan rambut penuh, sementara 48,5% mengalami kekambuhan
setelah pengobatan tersebut, sehingga dibutuhkan terapi adjuvant lain untuk
meningkatkan prognosis yang lebih baik. Salah satunya hypoxia umbilical
cord mesenchymal stem cell derived secretome (SH-MSCs).”®

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa vesikel ekstraseluler yang

berasal dari MSC tali pusat manusia meningkatkan kadar IGF-1 dan



mengaktifkan jalur sinyal Nrf2/HO-1, yang berkontribusi pada perbaikan
fungsi ovarium pada model tikus dengan ovarium prematur.’® Sisi lain,
secretome MSC juga memiliki efek antioksidan yang dibukikan dari
menurunnya kadar MDA, produk akhir dari peroksidasi lipid yang diinduksi
oleh stres oksidatif pada chronic wound fibroblasts.**

Folikel rambut merupakan area kaya imunoproteksi disebut juga
immune privilege (IP) seperti insulin-like growth factor-1 (IGF-1).**° Pada
alopecia, terjadi insuffisiensi IGF-1 yang menyebabkan gangguan pada fase
katagen ditandai dengan infiltrasi sel imun yang berlebihan pada antigen
folikel rambut.>® Hal ini menyebabkan autoantigen folikular dengan infiltrasi
limfosit T dan makrofag pada sekeliling folikel rambut.>*° Sitokin pro-
inflamasi yang dihasilkan dari proses ini menstimulasi aktivitas rantai
transpor elektron pada mitokondria intraseluler sehingga terjadi peningkatan
akumulasi ROS. Akumulasi. ROS ini menyebabkan kerusakan lipid
membran yang ditandai dengan peningkatan kadar malondialdehida
(MDA).**! Peningkatan MDA berperan dalam meningkatkan antigen folikel
rambut sehingga menginduksi terjadinya cedera bahkan kematian sel folikel
rambut.* Penelitian sebelumnya juga menunjukkan bahwa rendahnya IGF-1
dan peningkatan ROS (termasuk MDA) dapat menghambat pertumbuhan
rambut, serta IGF-1 sangat berperan dalam mendukung proliferasi sel
dermal papilla dan pemanjangan fase anagen pada folikel rambut.** ™
Penggunaan  minoxidil 5%  sebagai  monoterapi  kurang

direkomendasikan pada beberapa kasus alopecia berat, seperti alopecia



totalis atau universalis.’® Di sisi lain, SH-MSCs menjadi pilihan terapi
non-steroid dan non-agresif terhadap kasus alopecia.*’ SH-MSCs diyakini
memiliki banyak kandungan faktor pertumbuhan seperti IGF-1 dan dapat
memberikan proteksi terhadap radikal bebas sehingga dapat meningkatkan
regenerasi folikel rambut.**** Meskipun studi kombinasi spesifik SH-MSCs
dan minoxidil masih terbatas, penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa
penggunaan terapi kombinasi antara faktor pertumbuhan stem cell dan
minoxidil mempercepat regenerasi rambut dibandingkan monoterapi.
Secretome dari mesenchymal stem cells (MSCs), khususnya dalam kondisi
hipoksia (SH-MSCs), diketahui mengandung berbagai faktor pertumbuhan
seperti IGF-1, VEGF, HGF, dan antioksidan endogen yang lebih tinggi
dibandingkan - kondisi normoksia™. Penelitian ' lain memformulasikan
secretome yang mengandung IGF-1 dalam sediaan topikal hair serum
menunjukkan hasil peningkatan densitas rambut dan laju pertumbuhan
rambut secara signifikan setelah 24 minggu penggunaan.’’” Penelitian
Kombinasi ini  berpotensi - sinergis, karena minoksidil meningkatkan
permeabilitas dan vaskularisasi lokal yang dapat mempercepat penetrasi dan
aktivitas faktor-faktor aktif dari SH-MSCs.

Cara kerja Minoxidil dan SH-MSC tersebut dinilai sinergis dalam kasus
alopecia. Potensi terapeutik SHMSC dalam mencegah atau memperbaiki
kerontokan rambut, digunakan model alopecia-like yang diinduksi dengan
fluconazole. Fluconazole menginduksi alopecia pada model hewan dengan

menghambat enzim lanosterol 14a-demethylase (CYP51), yang berperan



1.2.

1.3.

penting dalam jalur biosintesis sterol, sehingga menyebabkan defisiensi
sterol, disfungsi membran sel dan stres seluler, yang memicu produksi ROS,
aktivasi respons inflamasi serta kerusakan folikel rambut. Model ini meniru
aspek penting dari patofisiologi alopecia, seperti kerusakan folikel,
inflamasi, stres oksidatif, dan penurunan sekresi faktor pertumbuhan.'®
Namun, belum ada penelitian lebih lanjut mengenai kombinasi terapi SH-
MSCs injeksi dengan minoxidil topikal terhadap kadar IGF-1 dan MDA
pada tikus jantan galur Wistar dengan alopecia like. Berdasarkan uraian

tersebut, peneliti berminat untuk mempelajari lebih lanjut hal tersebut.

Rumusan Masalah
Apakah terdapat pengaruh kombinasi injeksi intradermal SH-MSCs
dan minoxidil topikal terhadap kadar IGF-1 dan kadar MDA pada tikus

jantan galur wistar model alopecia like?

Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Untuk membuktikan pengaruh kombinasi injeksi intradermal
secretome hypoxiamesenchymalstem cells (SH-MSCs) dan minoxidil
topikal terhadap kadar IGF-1 dan MDA pada tikus jantan galur wistar

model alopecia like.

1.3.2. Tujuan Khusus
1. Membuktikan pengaruh kombinasi injeksi intradermal secretome

hypoxia mesenchymal stem cells (SH-MSCs) 100uL dan



minoxidil 5% topikal terhadap kadar IGF-1 pada tikus jantan galur
wistar model alopecia like dibandingkan dengan kelompok
control minoxidil 5% topikal.

2. Membuktikan pengaruh kombinasi injeksi intradermal secretome
hypoxia mesenchymal stem cells (SH-MSCs) 100uL dan
minoxidil 5% topikal terhadap kadar MDA pada tikus jantan
galur wistar model alopecia like dibandingkan dengan kelompok

control minoxidil 5% topikal.

1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1.

1.4.2.

Manfaat Teoritis

Memberikan informasi ilmiah mengenai pengaruh kombinasi
injeksi intradermal secretome hypoxia mesenchymal stem cells (SH-
MSCs) dan minoxidil topikal terhadap kadar IGF-1 dan MDA pada

tikus jantan galur wistar model alopecia like.

Manfaat Praktis

Penelitian ini dapat membuktikan pengaruh kombinasi injeksi
intradermal secretome hypoxia mesenchymal stem cells (SH-MSCs)
dan minoxidil topikal terhadap kadar IGF-1 dan MDA pada tikus
jantan galur wistar model alopecia like. Penelitian ini memiliki
manfaat praktis sebagai riset translasi dengan memberikan dasar
ilmiah bagi pengembangan terapi kombinasi antara injeksi

intradermal SH-MSCs dan minoxidil topikal pada alopecia. Analisis



kadar IGF-1 dan MDA dapat menjadi indikator molekuler untuk
mengevaluasi efektivitas dan mekanisme kerja terapi, sekaligus
membuka peluang pemanfaatannya sebagai biomarker klinis. Hasil
ini diharapkan dapat menjadi pijakan menuju uji Klinis awal,
mendukung inovasi terapi regeneratif yang lebih efektif, serta
memperluas alternatif pengobatan bagi pasien dengan respon

terbatas terhadap terapi standar.



1.5. Originalitas Penelitian
Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

No Peneliti, Judul Metode Hasil

tahun

1 Deng, W., Hair follicle- Experimental HF-MSC mendorong
Zhang, Y., derivered in vivo proliferasi folikel rambut
Wang, W. et mesenchymal stem dan mengurangi
al. Stem Cell cells decrease peradangan terlihat dari
Res Ther 12, alopecia areata berkurangnya sel T CD8+
548 (2021).®  mouse hair loss and pada folikel rambut yang

reduce Inflammation diberikan HF-MSC. Selain

around the hair itu, pada model tikus

follicle. C3H/HeJ, injeksi HF-
MSC dapat menekan
potensi terjadinya alopecia
dan mengembalikan
imunuprotektif pada
folikel rambut.

2 Tang, L., Cao, Restoration of hair Experimental Anthralin adalah reagen
L., Sundberg, growth in mice with in vivo terapi yang menjanjikan
J. P., Lui, H., an alopecia areata- untuk model hewan
& Shapiro, J. like disease using pengerat dengan alopecia
(2004). tropical anthralin. areata. Anthralin dapat
Experimental menekan TNF-a/b yang
Dermatology bertanggung jawab atas
,13(1),5-10." efek terapeutik anthralin

pada model tikus slopecia
areata.

3  Legiawati L, Combination of Experimental Penggunaan ADSC-CM
Suseno LS, adipose-derived in vivo yang dikombinasikan
Sitohang IBS, stem cell dengan minoxidil selama
Yusharyahya — conditioned  media 6 minggu secara
SN. Et al. K. and minoxidil for signifikan  meningkatkan
Stem Cell Res hair regrowth in hampir semua parameter
Ther. 2023 male androgenetic rambut pada  semua
Aug alopecia; a kelompok perlakukan.

21:14(1):210%

randomized, double-
blind clinical trial.

Tidak ada efek samping
topical atau sistemik yang
parah terkait penggunaan
ADSC-CM untuk
pertumbuhan rambut pada
manusia. Penulis meyakini
bahwa pengaplikasian
langsung ADSC-CM pada
kulit kepala dapat menjadi
agen yang potensial




Park, B.-S., Hair growth Experimental ADSC-CM dapat
Kim, W.-S., stimulated by invivo menstimulasi

Choi, J.-S., conditioned medium pertumbuhan rambut,
Kim H.-K., of adipose-derived dampak ini makin
Won, J.-H., stem cells is meningkatkan dengan
Ohkubo, F., enhanced by kondisi hipoksia. Sekresi
Fukuoka, hypoxia; evidence of faktor pertumbuhan yang
H.(2010). Bi increased  growth terlihat vyaitu IGFBP-1,
omedical factor secretion. IGFBP-2, M-CSF, PDGF
Research, dan VEGH

31(1),27-34.%

Pawan  KG, Therapeutic Experimental Pengaplikasikan

Samatha B, Approach for Hair in vivo and conditioned media (CM)
Suresh K, et Growth and in vitro berbasis larutan
al. (2023). Regeneration Using Trichosera langsung ke
Journal of Bioactive kulit kepala terbukti aman
Cosmetics, Formulation dan  berkhasiat  untuk
Dermatologi Containing pengobatan alopecia dan
cal Sciences Mesenchymal juga dapat digunakan
and Stromal Cell- sebagai terapi tambahan
Applications Derived dengan pengobatan
,13,182- Conditioned konvensional yang sudah
208." Medium. ada seperti menggunakan

finasteride atau minoxidil
untuk alopecia.

Penelitian sebelumnya banyak melaporkan mengenai terapi secretome
yang berasal dari sel punca pada kasus alopecia, namun belum banyak yang
meneliti terkait terapi secretome yang berasal dari umbilic cord
mesenchymal stem cell terutama yang dikondistkan dalam keadaan hipoksia.
Penelitian yang dilakukan di Jepang, menunjukkan kondisi hipoksia dapat
faktor

meningkatkan stimulasi pertumbuhan yang bermanfaat bagi

pertumbuhan rambut.*® Penelitian sebelumnya membuktikan bahwa
secretome yang berasal dari sel punca aman dikombinasikan dengan terapi
konvensional alopecia lain seperti minoxidil dan finasteride, bahkandapat
menunjukkanpertumbuhanrambut yang lebih memuaskan dibandingkan

dengan pemberian monoterapi.*** Sehingga pada tabel 1 diatas, didapatkan



bahwa belum terdapat penelitian yang mempelajari mengenai pengaruh
kombinasi injeksi intradermal secretome hypoxia mesenchymal stem cells
(SH-MSCs) dan minoxidil topikal terhadap kadar IGF-1 dan MDA pada
tikus jantan galur wistar model alopecia like. antar kelompok perlakuan

dibanding kontrol.
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2.1. Alopecia
Alopecia adalah jenis kerontokan rambut yang umum, dimana terjadi
peradangan, dan tidak menimbulkan jaringan parut.> Alopecia areata
termasuk golongan penyakit autoimun diperantarai oleh sel limfosit T yang
menyebabkan proses peradangan pada folikel rambut sehingga
mengakibatkan gambaran klinis kehilangan rambut secara tiba-tiba dengan

membentuk pola  sirkular.'

Kehilangan rambut ini bersifat kronis dan
berulang serta umumnya, pasien tidak menunjukkan gejala, meskipun
kesemutan, gatal, dan disestesia adalah hal wajar yang dilaporkan sebelum
rambut rontok.>*°

Folikel rambut adalah kunci utama perputaran siklus rambut melalui
berbagai tahap proliferasi (anagen), involusi (katagen), dan istirahat
(telogen), dengan regenerasi rambut.*® Sekitar 100 helai rambut rontok setiap
hari, namun jumlah ini jauh lebih tinggi pada alopecia karena adanya
gangguan pada fase anagen.”* Fase anagen merupakanfase terlama
yangdapat bertahan dua hingga delapan tahun sebelum beralih ke fase
katagen.’®”® Pada kasus alopecia terjadi ketidakseimbangan antara fase
anagen dan katagen yakni ketika fase anagen bertahan lebih singkat dan fase
katagen dimulai dari awal karena beberapa faktor seperti inflamasi,

hormon, stress, nutrisi dan efek samping obat.'®%

10
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Inflamasi dapat terjadi apabila terdapat paparan eksternal yang
menyebabkan cedera (misalnya tekanan mental, kemoterapi, gaya rambut
ketat), namun sebagian besar kasus melibatkan aspek autoimun atau
peradangan sehingga terjadi kerusakan pada IP folikel rambut seperti IGF-1
yang menyebabkan sel-sel inflamasi menyerang bulbus rambut sehingga
terjadi peningkatan aktivitas MHC kelas | dan MHC kelas 11.2% Hormon
telah terbukti mempengaruhi siklus rambut dan memediasi pertumbuhan
rambut, termasuk hormon tiroid, dihidrotestosteron (DHT), estrogen, dan
testosteron.*®?* Stress melalui kortisol dapat mendorong transisi anagen ke
telogen sehingga mempengaruhi regulasi siklus siklus rambut. Faktor risiko
lainnya yaitu komponen nutrisi telah dievaluasi pengaruhnya terhadap
struktur dan pertumbuhan rambut, termasuk berbagai vitamin dan mineral,

selain asam lemak dan protein.*®*

N
Anagen
.4 =,
—
Imcrease Local
Growth Factors
s
Direct Stimulation ‘)
of Hair Growth :
Telogen
S

Gambar 2.1. Faktor yang mempengaruhi ketidakseimbangan fase anagen dan
katagen pada rambut™



2.2.

12

Insulin-like growth factor-1 (IGF-1)

Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) merupakan bagian dari immune
privilege (IP) pada folikel rambut yang telah terbukti berpengaruh pada proliferasi
folikel, remodeling jaringan, diferensiasi siklus folikel dengan mempertahankan
tahap anagen, serta faktor pertumbuhan rambut sebagai pengatur utama proses
mitogenik dan morfogenetik pada perkembangan folikel rambut berdasarkan
ekspresinya pada papila rambut dermal.”*% Pada siklus rambut, IGF-1 berfungsi
untuk memperpanjang fase anagen dan mencegah fase katagen.® IGF-1 diketahui
diatur oleh hormon androgen.?” IGF-1 diproduksi oleh sel mesenkim papila dermal
dan bertindak secara parakrin dan autokrin dengan mengikat type | IGF receptor
(IGF-1R).*® Untuk mengekspresikan efek biologisnya, IGF-1 perlu berikatan
dengan reseptor permukaan sel tertentu vaitu IGF-1R.* Pengikatan ini
mengaktifkan jalur mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated
kinase MAPK/ERK dan phosphoinositide 3-kinase (P1-3K) yang memicu respons
|.18,19

hilir dan akhirnya merangsang pembelahan se

IGF-1 juga berperan sebagal immunomodulator dengan cara menekan
ekspresi major histocompatiblity complex I (MHC 1) sehingga proses
presentasi autoantigen ke sel T CD8+ autoreaktif dapat dicegah serta
menekan presentasi self-antigen melalui inhibisi transporter associated with
antigen processing (TAP).?° Suatu studi menunjukkan ekspresi growth
hormone (GH) dan nutrisi dapat mempengaruhi IGF-1 pada level sistemik
dengan memediasi kerja endokrin GH tetapi efek ini tidak berpengaruh pada
jaringan perifer seperti kulit atau folikel rambut.** Sehingga peningkatan

IGF- 1 lebih bermakna untuk alopecia jika diekspresikan secara lokal pada
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folikel rambut.

Malondialdehyde (MDA)

Stres oksidatif didefinisikan sebagai ketidakseimbangan antara
antioksidan dan radikal bebas, dikenal sebagai pengganggu jalur sinyal
molekuler dan aktivitas enzim yang berlanjut pada kerusakan jaringan."’
Reactive oxygen species (ROS) adalah molekul efektor utama dari stres
oksidatif, yang diproduksi dalam keadaan fisiologis, seperti selama
metabolisme sel, dan dalam kondisi patologis.?? Sumber ROS endogen
meliputi mitokondria, membran plasma, retikulum endoplasma, dan
peroksisom, sedangkan sumber eksogen, seperti paparan sinar UV, stres
kronis, olahraga intens, infeksi, alergen dan polutan.'”?

Malondialdehyde (MDA) berperan sebagai indikator tidak langsung
dari ROS yang merupakan penanda tingkat kerusakan membran plasma
akibat aksi radikal bebas.?> MDA adalah salah satu produk akhir peroksidasi
asam lemak tak jenuh ganda yang terletak di membran sel lalu prosesnya

berlanjut dengan reaksi rantai radikal.?

Kulit termasuk kulit kepala adalah
penjaga utama antara lingkungan dan tubuh. Kulit kepala terus-
menerus terkena berbagai pengaruh fisik, kimia, dan paparan sinar UV
sehingga paling berdampak langsung oleh ROS.*

Pada kasus alopecia, terjadi keretanan IP yang mengakibatkan
terjadinya auto-antibodi dan pelepasan sitokin proinflamasi.>*® Sitokin

proinflamasi seperti IFN-y, IL-1B, dan IL-6 dikenal sebagai pemicu stres

oksidatif yang mengakibatkan reaksi rantai radikal bebas sehingga membuat
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kulit memproduksi lipid, protein, DNA, dan radikal bebas lainnya termasuk
MDA.¥ MDA mencetuskan kaskade autoimun dengan meningkatkan
apoptosis dan formasi autoantibodi yang dapat meningkatkan produksi
sitokin inflamasi.*® Proses auto-antibodi dan stres oksidatif seperti MDA
berinteraksi satu sama lain untuk mendorong perkembangan peradangan
folikel rambut.®*! Peningkatan radikal bebas menyebabkan peningkatan
kadar MDA, suatu studi menunjukkan kadar MDA pada pasien dengan

alopecia secara signifikan lebih tinggi dibandingkan dengan orang sehat.*

Hypoxia Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cells derived Secretome
(SH- MSCs)

MSC mengeluarkan berbagai molekul bioaktif, termasuk protein, asam
nukleat, proteasome, eksosom, microRNA dan vesikel membran, yang
secara Kkolektif dikenal sebagai secretome, sebagai respons terhadap
lingkungan sekitar seperti dalam lingkungan hipoksia.'>* Istilah hipoksia
dalam konteks kultur sel merujuk pada tekanan oksigen yang berkisar antara
0 hingga 10%."** Kondisi kultur hipoksia berguna untuk mengkondisikan
MSC dalam meningkatkan kapasitasnya dalam bertahan hidup dalam
jangka waktu yang lebih lama, meningkatkan laju proliferasi, dan
mempertahankan MSC dalam keadaan yang tidak terdiferensiasi.®® Studi
yang dilakukan pada tikus menunjukkan bahwa SH-MSC mengandung
jumlah molekul anti-inflamasi yang lebih tinggi daripada secretome MSC
normosik. Dalam kondisi hipoksia, MSC menunjukkan peningkatan

ekspresi molekul anti-inflamasi dan faktor pertumbuhan.** Fenomena ini
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disebabkan oleh stres terkontrol yang disebabkan oleh kekurangan oksigen,
kemudian kondisi ini mempengaruhi aktivasi berbagai jalur yang
bergantung pada hipoksia, termasuk HIF-1a dan STAT-3.3* Di sisi lain,
secretome MSC normosik dan hipoksia memiliki kadar TNF-a yang

rendah.>®%®

= - — - —— - - - -

Gambar 2.2. Komponen secretome MSC.*®

SH-MSC secara sinergis dapat meningkatkan regenerasi folikel rambut
dengan cara mempengaruhi sel-sel di sekitarnya dan mengatur berbagai
proses biologis melalui faktor pertumbuhan, sitokin, dan protein lainnya.***?
SH-MSC terdiri dari VEGF, IGF, dan sitokin anti-inflamasi lainnya yang
sangat terkait dengan regenerasi rambut.®’ Regenerasi rambut

melibatkanpapilla derma yang terdapat pada dasar folikel rambut, SH-MSC

menginduksi bagian ini melalui berbagai mekanisme seperti JAK-STAT.*"
Minoxidil
Minoxidil adalah antihipertensi yang telah tersedia dalam formulasi

topikal dan disetujui untuk pengobatan alopecia sejak tahun 1990an.?



16

minoxidil merupakan senyawa 2,4-pyrimidinediamine,6-(1-piperidinyl)-, 3-
oxide yang tersedia dalam bentuk busa dan larutan yang mengandung
alkohol dan propilen glikol berperan dalam penyerapan ke dalam jaringan.*
Formulasi minoxidil yang ada saat ini sebanyak 2% untuk wanita dan 5%
untuk pria dengan penggunaan topikal sebanyak dua kali sehari.®* Beberapa
mekanisme kerja pada alopecia telah dipelajari termasuk aktivasi kanal
kalium pada folikel rambut, stimulasi VEGF, pemanjangan fase anagen dan
pemendekan fase telogen, serta  vasodilatasi yangmenyebabkan

peningkatanpengiriman oksigen melalui kulit dan faktor pertumbuhan ke

=

N

folikel rambut.®*

~ N

|
HoN \IQ*NHZ

o
Gambar 2.3. Rantai Kimia Minoxidil

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa kombinasi terapi

secretome MSC dengan minoxidil terbukti aman, bahkan secretome

MSC dapat mengurangi efek samping kerontokan pada awal penggunaan

minoxidil."”® Secretome MSC dan minoxidil bekerja secara agonis dengan

hubungan timbal balik secretome MSC dan minoxidil yang saling

meningkatkan stimulasi faktor pertumbuhan pada sel papilla dermal untuk
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regenerasi rambut.***

Pengaruh Kombinasi Injeksi Intradermal SH-MSCs dan Minoxidil
Topikal Terhadap Kadar IGF-1 dan MDA

Folikel rambut yang terkena alopecia mengalami peradangan karena
peningkatan ekspresi sitokin pro-inflamasi yangdihasilkan dari stress
oksidatif dan aktivasi sel T.** Faktor perangsang stress oksidatif seperti
MDA dapat menginduksi kemotaksis berbagai sel inflamasi di sekitar epitel
folikel rambut tepatnya area bulbus tempat sel-sel papila dermal
berdiferensiasi.*** Penyebab autoimun ini dikarenakan adanya kelemahan
dari IP salah satunya IGF-1."*% Saat IP melemah, sel-sel folikel rambut
melepaskan sitokin dan kemokin melalui peningkatan ekspresi MHC dan
ligand sel NK NKG2D + yang selanjutnya terjadi rekruitmen sel T CD4+
olen CXCR3 yang memicu pelepasan lebih lanjut perforin dan granzim
sitotoksik dan mengakibatkan apoptosis sel folikel rambut.?>*°

Sel T yang aktif memproduksi IFN-y menjadi mediator utama dengan
meningkatkan regulasi 1L-15 dan kemokin inflamasi (CXCL9/10/11) di
folikel rambut melalui jalur JAK-STAT.?* Kemudian, IL-15 kembali
berikatan dengan sel T CD8 + NKG2D + untuk menghasilkan lebih banyak
IFN-y, membentuk umpan balik yang menyebabkan kerusakan IP folikel
rambut meningkat dan mendorongserangan autoimun pada folikel rambut
oleh sel-sel inflamasi, seperti seperti sel dendritik, sel T , sel NK, sel mast

242530 ga|.

dan sel makrofag. sel ini dikenal sebagai sumber endogen untuk

MDA sebagai respons terhadap inflamasi.* Selain itu, tumour necrosis
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factor-a (TNF-o) sebagai sitokin pro-inflamasi turut merangsang
produksi stres oksidatif seperti MDA pada intraseluler mitokondria.***
Dalam sel T CD8+, IL-15 juga meningkatkan produksi perforin dan granzim
sitotoksik melalui jalur JAK-STAT.”> Mekanisme ini menyebabkan

autoantigen pada folikel rambut sehingga terjadi alopecia.

Gambar 2.4. Imunopatogenesis Alopecia. Folikel rambut menyajikan
autoantigen pada MHC ke sel T CD8+ dan CD4+, yang berinteraksi
dengan sel imun lainnya sebagai respons terhadap sinyal inflamasi yang
dilepaskan.”

SH-MSC dan minoxidil bekerja secaraagonis untuk menekan inflamasi
dan regenerasi rambut. SH-MSC dilaporkan memiliki aktivitas antioksidan
yang menurunkan stres oksidatif pada fibroblas dan menyembuhkan luka
seperti tukak diabetes yang dirusak oleh stres oksidatif seluler.®® Selain itu,
studi menunjukkan dampak menguntungkan bahwa SH-MSC pada sel kulit
diyakini memediasi faktor pertumbuhan seperti IGF-1.2%** SH-MSC juga
dapat berperan sebagai imunomodulasi dengan regulasi dari jalur

pensinyalan JAK- STAT.* Hal ini menjadi dasar mekanisme SH-MSC

dalam mengurangi kerontokanditunjangdengankombinasi minoxidil topikal
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sebagai terapi utama karena minoxidil dapat membantu stimulasi faktor
pertumbuhan dari SH-MSC seperti IGF-1, VEGF serta platelet-derived

endothelial cell growth factor (PD- ECGF) sehingga terjadi proliferasi papila

|.40
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KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN
HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori

Alopecia dapat terjadi karena paparan dari luar (eksogen) mapun dari
dalam (endogen), diantara faktor penyebabnya yaitu : genetik, epigenetik,
fisik, emosional, sosial, serta faktor lingkungan juga dapat dipengaruhi dari
respon autoimun akibat immune privilege collapse (IP) salah satunya
menurunnya IGF-1.>* Paparan dari luar menyebabkan terjadinya stress
oksidatif sehingga radikal bebas meningkat. Studi menunjukkan radikal
bebas seperti MDA yang terdeteksi menjadi etiologi intrinsik spesifik yang
berperan dalam etiopatogenesis alopecia dan dapat meningkatkan inflamasi
serta kerentanan IP.**® Telah disepakati bahwa alopecia adalah penyakit
autoimun pada folikel rambut sebagai respons terhadap auto-antigen folikel
dengan infiltrasi perifollicular pada limfosit T .dan makrofag.** Sel-sel turut
menjadi sumber endogen yang meningkatkan MDA sebagai respons
inflamasi.* Penurunan IGF-1 secara timbal balik mengakibatkan
terjadinya auto-antigen melibatkan ekspresi MHC | dan MHC 1l sehingga
meningkatkan ekspresi sel T CD8+ dan CD4+ pada folikel rambut.
Sitokin dan kemokin inflamasi yang dihasilkan oleh sel T ini bekerja
pada sel folikel rambut, menyebabkan pelepasan lebih banyak sitokin dan
kemokin pro-inflamasi yang selanjutnya merekrut sel NKG2D+ oleh CD4+

dan pelepasan IL-15 oleh CD8* melalui jalur JAK-STAT untuk

20
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menghasilkan granzyme sitotoksik dan perforin kemudian terjadi apoptosis
folikel rambut.

SH-MSC menunjukkan jumlah IL-10 yang lebih tinggi dibandingkan
dengan secretome MSC normosik. IL-10 mempunyai efek anti inflamasi
dan mampu menekan aktivitas proinflamasi auto-atigen dengan cara
bertindak sebagai immunomodulator langsung pada sel T untuk merangsang
polarisasi makrofag M1 pro-inflamasi ke M2 anti-inflamasi.®* Selain itu,
SH-MSC juga bertindak sebagai JAK-STAT inhibitor sehingga sehingga
dapat menekan pelepasan = sitokin dan kemokin proinflamasi serta
mengurangi produksi spesies oksigen reaktif (ROS) seperti MDA. Dengan
penurunan kadar MDA, stres oksidatif dapat dikendalikan dan proses
inflamasi yang menyebabkan kerusakan folikel rambut ditekan.***° SH-
MSC mengandung berbagai macam faktor pertumbuhan seperti IGF-1 yang
penting dalam pemulihan “immune privilege" di folikel rambut. Kombinasi
SH-MSC dengan minoxidil topikal dapat menstimulasi pelepasan IGF-1
lebih tinggi, yang berperan memperbaiki lingkungan imun di sekitar folikel
rambut dan mendorong fase anagen pertumbuhan rambut.*¥" Faktor
pertumbuhan lain yang turut terlibat dan penting yaitu PD-ECGF. PD-ECGF
meningkatkan angiogenesis dengan stimuasi VEGF untuk merangsang
pertumbuhan rambut.* Dengan demikian, kombinasi SH-MSC dan
minoxidil bekerja sinergis menekan inflamasi, stres oksidatif, dan
meningkatkan angiogenesis serta ekspresi faktor pertumbuhan penting

dalam regenerasi rambut pada model alopecia.
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Gambar 3.1. Kerangka Teori

3.2. Kerangka Konsep
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Gambar 3.2. Kerangka Konsep Penelitian
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3.3. Hipotesis Mayor
Terdapat peningkatan ekspresi IGF-1 dan penurunan kadar MDA
setelah diberikan perlakuan kombinasi injeksi intradermal secretome
hypoxia mesenchymal stem cells (SH-MSCs) dan minoxidil topikal pada

tikus jantan galur wistar model alopecia like dibanding kelompok kontrol.

&
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Penelitian merupakan eksperimental in vivo dengan rancangan

penelitian Randomized Post Test Only Control Group. Objek penelitian

adalah tikus jantan galur wistar yang dinyatakan layak oleh dokter hewan.

Penelitian ini menggunakan 4 kelompok dengan rincian sebagai berikut:

K1 | OKI

OK2

v
G
!

—» v —» R —» Fluconazol

Keterangan:
S

A

\Y

R

Kelompok KN

Kelompok KP

Kelompok 1

Kelompok 2

» k3 |, OK3

» k4 | OK4

Gambar 4.1. Skema Rancangan Penelitian

: Tikus Sehat

: Adaptasi

~Validasi

: Randomisasi alokasi

K1: Kontrol Negatif (Tikus induksi fluconazole model
Alopecia Like dengan pemberian NaCL 0.9%)

: K2: Kontrol Positif (Tikus induksi fluconazole model Alopecia

Like dengan pemberian Minoxidil 5%)

: K3: Tikus induksi fluconazole model Alopecia Like pemberian

injeksi SH-MSCs 100 uL

: K4: Tikus induksi fluconazole model Alopecia Like pemberian

injeksi SH-MSCs 100 pL + Minoxidil 5%

24
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4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.2.1.

4.2.2.

Variabel Penelitian
4.2.1.1. Variabel bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah SH-
MSCs dan minoxidil
4.2.1.2. Variabel Prakondisi
Tikus yang diinduksi fluconazole 35 mg/kgBB per
oral selama 14 hari menggunakan sonde untuk membuat
model Alopecia Like.
4.2.1.3. Variabel Terikat
Variabel terikat dalam  penelitian ini adalah

peningkatan kadar IGF-1 dan penurunan kadar MDA

Definisi Operasional
4.2.2.1. Secretome Hypoxia Derived Mesenchymal Stem Cells (SH-
MSCs)

SH-MSCs mengacu pada faktor terlarut yang
disintesis oleh sel punca dan digunakan untuk komunikasi
antar sel. Kandungan SH-MSCs termasuk protein, vesikel
ekstraseluler (EV), dan asam nukleat. SH- MSCs
menyumbangberagam protein serum, faktor pertumbuhan,
faktor angiogenik, hormon, sitokin, protein matriks
ekstraseluler, protease matriks ekstraseluler, dan bahkan,

dalam jumlah rendah, mediator lipid dan materi genetik.
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Skala: Rasio
Kadar IGF-1

Kadar IGF-1 yang diperiksa dengan metode ELISA
pada papilla dermal memiliki peran penting dalam kontrol
siklus rambut serta diferensiasi batang rambut selama
perkembangan folikel rambut. IGF-1 telah dilaporkan
mendorong pertumbuhan folikel rambut secara in vitro
dengan mengatur proliferasi sel. Dengan tidak adanya IGF-
1, folikel rambut anagen dalam kultur organ memasuki
katagen.
Skala: Rasio
Kadar MDA

Kadar MDA yang diperiksa dengan metode ELISA
adalah produk akhir dari reaksi peroksidasi yang disebabkan
oleh ROSyangbekerja pada lipid. MDA merupakan produk
utama oksidasi lipid dan berperan sebagai penanda penting.
Diketahui kadar MDA dalam plasma dan biopsi kulit kepala
pasien alopecia jauh lebih tinggi dibandingkan pada subjek
sehat.

Skala: Rasio
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4.3. Subyek Penelitian dan Sampel Penelitian

43.1.

4.3.2.

Subyek penelitian

Tikus jantan galur Wistar berusia 6-8 minggu dengan berat
badan 200-250 gram digunakan sebagai subjek penelitian setelah
dinyatakan sehat oleh dokter hewan dari Laboratorium Stem Cell and
Cancer Research (SCCR) Indonesia. Hewan percobaan tersebut
dipelihara dalam kondisi laboratorium yang sesuai standar, dengan
ventilasi udara yang baik dan suhu ruangan dijaga antara 20-28°C.
Selama masa pemeliharaan, tikus diberi pakan pelet standar dan air

minum bersih secara ad libitum.

Sampel Penelitian

4.3.2.1. Kriteria Inklusi

2

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.
4.3.2.2. Kriteria Eksklusi
a. Tikus yang sakit, luka, cidera atau infeksi selama masa
penelitian.
b. Tikus yang tidak menunjukkan gejala alopecia setelah

diberikan induksi
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4.3.2.3. Kriteria Drop Out
a. Tikus mengalami infeksi

b. Tikus mati selama penelitian.

4.4. Besar Sampel
Penelitian ini menggunakan 4 perlakuan dan besaran sampel
dihitung menggunakan rumus Federer sebagai berikut:

(n—1)(t—1)>15
(n-1)(4-1)>15
3(n-1)>15
3n-=3>15
3n > 18
n>6

Berdasarkan perhitungan rumus tersebut, penelitian ini menggunakan
enam ekor sampel pada setiap kelompok dengan menambahkan 1 ekor
sampel untuk risiko mortalitas pada tikus selama penelitian menjadi total 7
ekor per perlakuan sehingga didapatkan jumlah total sampel yang digunakan

sebanyak 28 ekor.

4.5. Alat dan Bahan
45.1. Alat Penelitian
Peralatan yang digunakan dalam kultur MSC dan isolasi SH-
MSC antara lain:
1. BSC
2. CO2 inkubator

3. Sentrifuge
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4. uPulse tangential flow filtration

5. membran filtrasi TFF (Tangential Flow Filtration) 100 kda dan
500 kda

6. Flowcytometer

7. mikroskop inverted

8. incubator biasa

9. mikropipet

10. tabung sentrifuge

11. flask kultur sel

12. botol beher

13. hypoxia chamber

14. pH meter

15. autoclave

16. lampu UV.

4.5.2. Bahan Penelitian
Bahan yang dipakai dalam penelitian meliputi bahan kultur
yang terdiri dari:
1. DMEM
2. Fetal Bovine Serum
3. Phospat Buffer Saline
4. Antibiotik dan anti jamur
5. Flask kultur

6. sentrifuge tube
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7. pipet tip.

8. NacCl, dan Aquabidest
9. alkohol 70%

10. kapas steril

11. ketamin

12. xylazine

13. vial tube

14. pisau bisturi

15. Elisa Kit

4.6. Cara Penelitian
4.6.1. Ethical clearance
Ethical clearance penelitian diajukan ke Komisi Etik

Fakultas Kedokteran Universitas Sultan Agung Semarang.

4.6.2. Prosedur Isolasi Mesenchymal Stem Cell dari Umbilical Cord
Seluruh prosedur dilakukan di kabinet biosafety kelas 2 dengan

tingkat sterilitas dan peralatan steril yang tinggi.

a. Setelah dikumpulkan, umbilical cord dimasukkan ke dalam
wadabh steril yang diberi NaCl 0,9%

b. Dengan menggunakan pinset, masukkan umbilical cord ke dalam
cawan petri dan gunakan PBS untuk membersihkannya secara
menyeluruh

c. Umbilical cord janin tikus dipotong dan pembuluh darahnya
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dibuang

Setelah umbilical cord dicincang halus, diletakkan secara merata
di dalam labu 25T dan diamkan selama tiga menit agar tisu
menempelpada permukaan labu

Media (DMEM, fungizon, penstrep, dan FBS) ditambahkan
sedikit demi sedikit hingga jaringan tertutup

Eksplan disimpan dalam inkubator dengan 5% CO> pada suhu
370°C

Setelah prosedur kultur dimulai, sel akan berkembang setelah
sekitar 14 hari

Setiap  tiga hari, media diganti  dengan  cara
membuangsetengahnyadan menambahkan yang baru dan penuh
sebagai gantinya

Pemeliharaan sel berlanjut hingga 80% sel konfulensi.

4.6.3. Proses Hipoksia

a.

d.

MSCs dengan konfluensi 80% dimasukkan, dan ditambahkan
hingga 10 mL media penuh

Selanjutnya flask yang mengandung MSCs ditempatkan dalam
hypoxia chamber

Dalam mengukur jumlah oksigen dalam ruangan, gas nitrogen
dialirkan melalui katup inlet dan pengukur oksigen ditempatkan
pada lubang sensor

Nitrogen disuntikkan sampai oksigen 5% ditunjukkan oleh jarum
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indikator

e. Chamber yang telah diisi flask diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam

f. Media kultur dikeluarkan setelah 24 jam dan

g. lIsolasi dilakukan dengan metode TFF untuk menghasilkan SH-

MSCs.

Pembuatan SH-MSCs

SH-MSCs diisolasi menggunakan metode TFF. Langkah yang
dilakukan antara lain media kultur MSC dikumpulkan dalambotol
steril dan kemudian disaringmenggunakanalat uPulse TFFdengan
filter 100 kDa dan 500 kDa untuk menyisihkan partikel besar. Hasil
filtrasi  kemudian dilakukan validasi kandungan SH-MSCs
menggunakan flowcytometri dengan penanda permukaan berupa
CD81, CD63, dan CD9. Hasil yang telah tervalidasi mengandung
SH-MSCs disimpan dalam tabung 2,5 mLdan disimpan dalam suhu

2-8 °C.

Pembuatan alopecia dan pemberian perlakuan pada subjek

percobaan

a) Seluruh prosedur penelitian disetujui oleh komite etik hewan.

b) Tikus yang sudah diadaptasi selama 1 minggu dibius dengan
campuran ketamine (60mg/kgbb) dan xylasine (20mg/kgbb).

¢) Rambut pada bagian punggung tikus potong hingga bersih.
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d) Tikus kelompok S tidak di berikan treatmen apapun. Tikus
kelompok KN, P1 dan P2 diberikan fluconazole 35 mg/kgBB per
oral selama 14 hari menggunakan sonde.

e) Hari ke-15 dilakukan validasi

f) Dilakukan injeksi Subkutan pada punggung tikus. Injeksi NaCL
dilakukan pada KN, injeksi SH-MSCS dosis 100ul/kgbb pada P1,
dan Injeksi SH-MSCs dosis 100ul/kgbb dan minoxidil topikal
5% pada kelompok P2.

g) Hari ke-29 dilakukan validasi dan pemeriksaan sampel

h) Jaringan yang telah dihomogenisasi disimpan dalam -80.C

hingga proses analisis.

Metode Validasi
Validasi mikroskopis dengan preparat histologi
menggunakan pewarnaan Hematoksilin-Eosin (HE). Alopecia
ditandai jika tidak ditemukan folikel dalam fase anagen pada kulit
tikus. Untuk melakukan validasi mikroskopis dilakukan langkah-
langkah sebagai berikut:
a) Sampel kulit diperoleh dari masing-masing kelompok dan
diawetkan dalam larutan NBF 10% atau Neutral Buffer Formalin
b) Sampel kulit dibilas dari larutan fiksatif dengan alkohol 70%
sampai bersih
c) Sampel ditandai dan ditempatkan dalam keranjang tisu setelah

difiksasi dalam larutan BNF 10
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d) Alkohol absolut dan alkohol 70, 80%, 90%, dan 96% digunakan

f)

9)

h)

)

untuk mendehidrasi sampel jaringan masing-masing selama 30
menit

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

Infiltrasi ke dalam parafin dilakukan di dalam oven pada suhu 56
-60°C dengan cara memasukkan sampel kulit ke dalam campuran
toluol dan parafin dengan perbandingan 3:1, 1:1, dan 1:3 masing-
masingselama 30 menit. Sampel kulit dimasukkan ke dalam
parafin murni I, parafin murni i, dan parafin. murni Il masing-
masing perlakuan selama 30 menit.

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

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

Sebelum pewarnaan  jaringan, parafin dihilangkan
(deparaffinisasi) dengan xylol selama sehari penuh atau 24 jam
Dilakukan dengan pewarna hematoksilin-eosin. Kandungan xylol
diserap dengan kertas saring, kemudiaan berturut-turut

dimasukkan ke alkohol 96%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%,
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30%, dan akuades masing-masing dilakukan selama 1-2 menit.
Preparat dimasukkan ke dalam pewarna Hematoksilin selama 5-
10 detik, lalu dibilas dengan air mengalir selama 10 menit.
Proses selanjutnya preparat dicelupkan ke dalam alkohol 30%,
40%, 50%, 60%, 70% masing-masing selama 3-5 menit. Preparat
dimasukkan ke dalam eosin selama 5 -10 menit, kemudian
dicelupkan ke alkohol 70%, 80%, 90%, dan 96% masing-
masingselama 3-5 menit, lalu dikeringkan dengan kertassaring.
Preparat dimasukkan ke dalam xylol selama 15 menit, kemudian
sediaan histologis ditetesi canada balsam.

Preparat ditutup kaca penutup, diberi label, dan disimpan dalam

kotak sediaan.

Terminasi dan Koleksi Kulit

a)

b)

d)

Isolasi jaringan kulit dilakukan setelah tikus diterminasi melalui
prosedur eutanasia, yaitu dengan pemberian kombinasi ketamin
dan xylazine (dosis lethal, ketamin 300 mg/kg BB dan xylazine
30 mg/kg BB) secara intraperitoneal.

Letakkan tikus di atas permukaan steril.

Bersihkan area kulit yang akan diambil dengan etanol povidon
iodin

Gunakan biopsy punch untuk mendapatkan sampel kulit di
area dorsal.

Masukkan sampel ke dalam tabung yang telah berisi PBS dan
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snap freeze
menggunakan nitrogen cair

Simpan sampel pada kondisi -80°c

Preparasi Jaringan dan Analisis ELISA

a)

9)

h)

)

Bilas jaringan dengan PBS dingin untuk menghilangkan
kontaminan.

Potong jaringan dalam ukuran kecil dan timbang sebesar 50 mg
Homogenisasi jaringan dalam larutan RIPA buffer

Centrifuge pada 4°C, 12.000 rpm, 10-15 menit dan ambil
supernatannya

Tentukan sumuran untuk standar, blanko, dan sampel yang akan

dianalisis

Tentukan sumuran untuk standar, blanko, dan sampel yang akan
dianalisis

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

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

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

Tutupi pelat dengan penutup baru dan inkubasi selama 1 jam
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pada suhu 37°C
Lakukan pencucian dengan menambahkan 350 uL larutan wash
buffer ke setiap sumur, diulangi sebanyak 3 kali

Tambahkan 100 puL Konjugat HRP ke setiap sumur

m) Tutupi pelat dengan penutup baru, inkubasi selama 30 menit pada

p)

a)

suhu 37°C

Buang larutan dari setiap sumur, dan lakukan proses
pembilasan sebanyak 5 kali seperti pada langkah 3

Tambahkan 90 pl. Reagen Substrat ke setiap sumur

Tutupl pelat dengan penutup baru, inkubasi selama sekitar 15
menit pada suhu 37°C

Tambahkan 50 L larutan Stop ke setiap sumur

Ukur Optical Density (OD) dari setiap sumur sekaligus
menggunakan Spektofotometer pada panjang gelombang 450

nm.



4.7. Alur Penelitian

Tikus Wistar 28 Ekor

Adaptasi selama 7 hari

Randomisasi

Induksi dengan fluconazole oral selama

Y [

Kel.1: Kel. 2: Kel. 3: Kel. 4:
(Kontrol (Kontrol (Perlakuan 1): (Perlakuan 2):
Negatif): Positif):

Injeksi SH- Injeksi SH-

Tikus Tikus diberi MSCs 100 uL MSCs 100 uL
diinjeksi topikal + Minoxidil

NaC10,9 % Minoxidil 5% 5%
v v v v

Terminasi dan pengambilan sampel kulit pada hari ke-29

Analisis MDA dan IGF-1

Pengolahan Data

Gambar 4.2. Alur Penelitian
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4.8. Analisis Data

Data yang diperoleh dari penelitian ini selanjutnya akan dilakukan uji
deskriptif menggunakan skala data rasio. Analisis normalitas dan variasi
data kemudian dilakukan menggunakan uji Shapiro Wilk dan Levene’s Test.
Jika didapatkan sebaran dan varian data normal (p>0,05) dan homogen
(p>0,05), maka dilakukan uji beda One Way Anova. Jika terdapat perbedaan
signifikan (p<0,05) pada semua kelompok penelitian setelah uji One Way
Anova, maka dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD untuk mengetahui
signifikansi perbedaan antar kelompok penelitian. Nilai signifikansi p<0,05
menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok penelitian.
Jika didapatkan sebaran dan varian data normal (p>0,05) dan tidak
homogen(p<0,05), maka dilakukan uji beda One Way Anova. Jika terdapat
perbedaan signifikan (p<0,05) pada semua kelompok penelitian setelah
uji One Way Anova, maka dilanjutkan dengan uji Post Hoc Tamhane. Nilai
signifikansi p<0,05 menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan antar
kelompok penelitian. Jika didapatkan sebaran data tidak normal (p<0,05),
maka dilakukan uji Kruskal Wallis. Jika terdapat perbedaan signifikan
(p<0,05) pada semua kelompok penelitian setelah uji Kruskal Wallis, maka
dilanjutkan dengan uji Mann Whitney untuk mengetahui signifikansi
perbedaan antar kelompok penelitian. Nilai signifikansi p<0,05
menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok penelitian.
Pengolahan analisis data pada penelitian ini menggunakan aplikasi

dekstop SPSS 26.0 for Windows.



40

4.9. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium SCCR (Stem Cell and Cancer

Research) Semarang, pada bulan Mei-Juli 2025.
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BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1. Hasil Penelitian
5.1.1. Validasi Secretome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell

Isolasi Mesenchymal Stem Cells (MSCs) dilakukan di
Laboratorium Stem Cell and Cancer Research (SCCR) Indonesia,
Semarang, menggunakan sumber tali pusat tikus dengan usia 21 hari
kehamilan. Sel hasil isolasi kemudian dikultur pada flask T75
dengan medium DMEM komplit. Hasil kultur MSCs yang telah
mencapai_pasase ke-5 menunjukkan sel yang melekat pada dasar
flask dengan morfologi spindle-like cell (Gambar 5.1A) saat diamati

menggunakan mikroskop.

i i

¥ €029 APC-A subsst
- 988

Gambar 5.1. Validasi MSCs. (A) Morfologi MSCs berbentuk
fibroblast-like (ditunjuk oleh anak panah) pada perbesaran 100x. (B)

Analisis flow cytometry ekspresi CD90, CD29, CD45, dan CD31.

CD4S FITC-A subset
E w 036 -l
& _ 1 &

D31 PE-A subset
s §

_
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Hasil isolasi MSCs divalidasi menggunakan metode flow
cytometry untuk menunjukankan kemampuan MSCs dalam
mengekspresikan berbagai surface marker khusus. Hasil analisis
menunjukkan bahwa sel yang dikultur mengekspresikan CD90 (98,7%)
dan CD29 (98,8%), dan hanya sedikit mengekspresikan CD45 (0,36%)
dan CD31 (4,81%) (Gambar 5.1B). Hal ini menunjukkan bahwa sel

yang dikultur dari tali pusat tervalidasi sebagai MSCs.

Gambar 5.2. (A) MSCs mampu berdiferensiasi menjadi osteosit dan
(B) kondrosit setelah pemberian pewarnaan Alizarin Red dan Alcian
Blue pada perbesaran 200x (ditunjukkan dengan panah hitam).

Sel MSCs dikultur dalam medium induksi osteogenik dan
kondrogenik selama 20 hari untuk mengetahui kemampuan diferensiasi
menjadi osteosit dan kondrosit. Gambaran diferensiasi osteogenik
MSCs ditunjukkan oleh anak panah pada sel yang berisi deposit
kalsium dengan pewarnaan Alizarin Red Gambar (5.2A). Diferensiasi
kondrogenik MSCs ditunjukkan oleh anak panah pada sel yang berisi
glikosaminoglikan (GAG) dengan pewarnaan Alcian Blue (Gambar
5.2B). Deposisi kalsium ditunjukkan dengan warna merah dan GAG
ditunjukkan dengan warna biru tua yang merupakan hasil diferensiasi

MSCs menjadi osteosit dan kondrosit pada masing-masing kultur.
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MSCs diinkubasi dalam kondisi hipoksia dengan konsentrasi
5% 0O, selama 24 jam menggunakan hypoxic chamber. Medium
kultur MSCs yang mengandung sekretom kemudian dikumpulkan
dan difiltrasi menggunakan metode Tangential Flow Filtration
(TFF) berdasarkan molecular weight cut off tertentu hinga diperoleh
molekul berukuran 10-50 kDa yang mengandung sitokin dan growth
factor. SH-MSCs diketahui menghasilkan IL-10 100,29 pg/mL dan
VEGF 303,04 pg/mL (Tabel 5.1).

Tabel 5.1. Kandungan Sitokin dan Growth Factor pada SH-

MSCs.
Biomolekul Konsentrasi (pg/mL)
1L-10 100,29
VEGF 303,04

Validasi Tikus Model Alopecia-like

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

rambut yang lebih jarang (Gambar 5.3).
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Gambar 5.3. Validasi Tikus Model Alopecia-like. (A) Tikus sehat
dan (B) Tikus Model Alopecia-like yang diinduksi Fluconazole.

Analisis  histopatologi menggunakan pewarnaan H&E
dilakukan untuk memvalidasi tikus telah berhasil menjadi alopecia
setelah diinduksi menggunakan fluconazole. Preparat jaringan kulit
tikus sehat menunjukkan bahwa lapisan epidermis tampak utuh,
terdiri dari lapisan stratum basale, stratum spinosum, stratum
granulosum, dan stratum korneum yang kompak. Dermis papiler dan
retikuler tersusun baik dengan serabut kolagen teratur dan distribusi
fibroblas yang normal. Tidak ditemukan infiltrasi sel radang. Folikel
rambut berada pada fase anagen yang dominan, dengan batang
rambut utuh dan matriks aktif di bagian bulb. Selubung akar bagian
luar dan dalam (outer dan inner root sheath) terlihat lengkap tanpa
tanda degenerasi. Tidak ada miniaturisasi folikel atau transisi

prematur ke fase telogen. Tampak lapisan jaringan ikat longgar dan
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sedikit jaringan adiposa subkutan yang teratur (Gambar 5.4A).

Gambar 5.4. Validasi Histopatologi Jaringan Kulit Tikus. (A) Tikus sehat
dan (B) Tikus Model Alopecia-like yang diinduksi Fluconazole.
Pewarnaan Hematoksilin-Eosin (H&E). Perbesaran 100x. Panah merah:
folikel anagen, panah hitam: folikel telogen.

Preparat jaringan kulit tikus model alopecia-like menunjukkan
bahwa lapisan epidermis  relatif utuh, namun tampak sedikit
hiperkeratosis pada stratum korneum. Folikel rambut mayoritas
berada pada fase telogen, ditandai posisi folikel yang lebih
superfisial, bulb kecil, dan tidak adanya matriks aktif pembentuk
batang rambut. Folikel anagen sangat berkurang; yang ada
menunjukkan ukuran lebih kecil dibandingkan kulit sehat dan
beberapa mengalami miniaturisasi. Beberapa folikel telogen tampak

kosong (tanpa batang rambut), konsisten dengan proses hair

shedding pada AA (Gambar 5.4B).
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5.1.3. Pertumbuhan Rambut Tikus Model Alopecia-like

Pengamatan pertumbuhan rambut tikus pada tiap kelompok
diamati secara makroskopis dan mikroskopis. Pengamatan
pertumbuhan rambut dilakukan pada hari ke-1, 5, dan 8 setelah
pemberian injeksi intradermal NaCl (K1), Minoxidil topikal (K2),
injeksi SH-MSCs (K3), dan kombinasi injeksi SH-MSCs dan
Minoxidil topikal (K4) selama 7 hari. Tikus yang diberi kombinasi
injeksi SH-MSCs dan Minoxidil topikal menunjukkan pertumbuhan
rambut yang lebih cepat dibandingkan dengan kelompok lainnya
(Gambar 5.5).

Pertumbuhan folikel rambut diamati secara histologi. Folikel
rambut pada K1 mayoritas berada pada fase telogen, ditandai posisi
folikel yang lebih superfisial, bulb berukuran kecil, dan tidak
terdapat matriks aktif pembentuk batang rambut (Gambar 5.6A).
Folikel rambut pada K2 berada pada fase anagen | yang ditandai
dengan ukuran folikel yang lebih besar dibandingkan K1 (Gambar
5.6B). Folikel rambut pada K3 dan K4 berada pada fase anagen Il
ditunjukkan dengan folikel yang lebih besar dan terletak lebih dalam
dibandingkan pada K1 (Gambar 5.6C,D). Dermal papilla pada K4

berukuran lebih besar dibandingkan dengan K3.
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Gambar 5.5. Pertumbuhan Rambut Tikus pada Tiap Kelompok.
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Gambar 5.6. Histolopatologi jaringan kulit tikus pada tiap kelompok setelah
pemberian (A) NaCl, (B) Minoxidil 5% Topikal, (C) Injeksi SH-MSCs, dan (D)
Injeksi SH-MSCs dan Minoxidil 5% Topikal. Pewarnaan Hematoksilin-Eosin
(H&E). Perbesaran 100x.

5.1.4. Kadar IGF-1
Pengukuran kadar IGF-1 dilakukan menggunakan metode
ELISA dari jaringan kulit tikus model alopecia-like pada hari ke-7
setelah pemberian perlakuan pertama. Hasil rerata kadar IGF-1
dinyatakan dalam satuan pg/mL (Tabel 5.2).
Tabel 5.2. Kadar IGF-1 pada kelompok tikus model Alopecia-
like yang diberi NaCl 0,9%, Minoxidil 5%, SH-MSCs

100 pL, kombinasi SH-MSCs 100 pL dan Minoxidil
5% dan hasil analisis statistik

Kelompok

Variabel K1 K2 K3 K4 P
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) value

Kadar IGF-1 437+0,97 6,19+1,18 7,25+1,10 11,23+1,70
Shapiro-Wilk 0,476 0,054 0,779 0,057

Levene Test 0,797
One Way Anova 0,000
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Kelompok K1, yaitu tikus model alopecia-like yang diberi
injeksi NaCl, menunjukkan kadar IGF-1 terendah, yaitu sebesar 4,37
+ 0,97 pg/mL. Kelompok K2, yang mendapatkan perlakuan topikal
minoxidil, mengalami peningkatan kadar IGF-1 sebesar 6,19 + 1,18
pg/mL. Terdapat peningkatan kadar IGF-1 pada kelompok K3, yaitu
tikus yang diberi injeksi SH-MSCs, dengan kadar IGF-1 sebesar
7,25 £ 1,10 pg/mL. Kadar IGF-1 tertinggi ditunjukkan pada
kelompok K4, yaitu tikus yang diberi kombinasi injeksi SH-MSCs
dan minoxidil topikal, yaitu 11,23 + 1,70 pg/mL.

Uji._normalitas dan homogenitas menunjukkan bahwa data
terdistribusi normal dan homogen (p > 0,05) sehingga dilakukan uji
ANOVA dan dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD. Analisis
ANOVA menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan antar
kelompok perlakuan (p < 0,05) (Tabel 5.2), membuktikan bahwa
pemberian SH-MSCs, secara tunggal maupun dikombinasikan
dengan minoxidil berpengaruh nyata dalam meningkatkan kadar
IGF-1 pada jaringan kulit tikus model alopecia-like. Uji Post Hoc
LSD dilakukan untuk mengetahui pengaruh pemberian SH-MSCs

terhadap kadar IGF-1 antar kelompok (Tabel 5.3).
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Tabel 5.3. Perbedaan rerata kadar IGF-1 antar dua kelompok
dengan Uji Post Hoc LSD

Kelompok Kelompok Perbandingan Signifikansi
K1 K2 0,037
K3 0,002
K4 0,000
K2 K3 0,205
K4 0,000
K3 K4 0,000

Hasil analisis data menunjukkan bahwa K3 dan K4 berbeda
signifikan dibandingkan dengan K1 (p<0,05). K4 berbeda secara
signifikan dibandingkan dengan K2 (p<0,05), sedangkan K3 tidak
berbeda signifikan dibandingkan dengan K2 (p>0,05). Data
menunjukkan bahwa K3 berbeda secara signifikan dengan kelompok
K4 (p<0,05). Berdasarkan hasil penelitian yang ditunjukkan pada
Gambar 5.5, rerata kadar IGF-1 tertinggi terdapat pada kelompok K4

dibandingkan dengan KS3.

E

11.23+1,70

725+1.10
OKl1

oK2
K3
K4

6,19=1.18

437£0,97 {

I
[

*¥p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Gambar 5.5. Kadar IGF-1 pada Jaringan Kulit Tikus Model Alopecia-like

pada setiap kelompok.
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5.1.5. Kadar MDA
Pengukuran kadar MDA dilakukan menggunakan metode
ELISA dari jaringan kulit tikus model alopecia-like pada hari ke-7
setelah pemberian perlakuan pertama. Hasil rerata kadar IGF-1
dinyatakan dalam satuan pg/mL (Tabel 5.4).
Tabel 5.4. Kadar MDA pada kelompok tikus model Alopecia-like
yang diberi NaCl 0,9%, Minoxidil 5%, SH-MSCs 100

pL, kombinasi SH-MSCs 100 pL. dan Minoxidil 5%
dan hasil analisis statistik

& __Kelompok
Variabel K1 K2 K3 K4 P
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) value
Kadar MDA 83,73+6,48 80,81+6,77 74,70£3,29 71,37+4,65
Shapiro-Wilk 0,984 0,182 0,429 0,303
Levene Test 0,184
One Way Anova 0,010

Kelompok K1, yaitu tikus model alopecia-like yang diberi
injeksi NaCl, ‘menunjukkan kadar MDA tertinggi, yaitu sebesar
83,73 + 6,48 pg/mL. Kelompok K2, yang mendapatkan perlakuan
topikal minoxidil, mengalami penurunan kadar MDA menjadi 80,81
+ 6,77 pg/mL. Terdapat penurunan kadar MDA pada kelompok K3,
yaitu tikus yang diberi injeksi SH-MSCs, dengan kadar MDA
sebesar 74,70 £ 3,29 pg/mL. Kadar MDA terendah ditunjukkan pada
kelompok K4, yaitu tikus yang diberi kombinasi injeksi SH-MSCs
dan minoxidil topikal, yaitu 71,37 + 4,65 pg/mL.

Uji normalitas dan homogenitas menunjukkan bahwa data
terdistribusi normal dan homogen (p > 0,05) sehingga dilakukan uji
ANOVA dan dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD. Analisis

ANOVA menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan antar
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kelompok perlakuan (p < 0,05) (Tabel 5.4), membuktikan bahwa
pemberian SH-MSCs, secara tunggal maupun dikombinasikan
dengan minoxidil berpengaruh nyata dalam menurunkan kadar MDA
pada jaringan kulit tikus model alopecia-like. Uji Post Hoc LSD
dilakukan untuk mengetahui pengaruh pemberian SH-MSCs
terhadap kadar MDA antar kelompok (Tabel 5.5).

Tabel 5.5. Perbedaan rerata kadar MDA antar dua kelompok
dengan Uji Post Hoc LSD

Kelompok Kelompok Signifikansi
K1 K2 0,412
K3 0,019
K4 0,003
K2 K3 0,098
K4 0,015
K3 K4 0,351

Hasil analisis data menunjukkan bahwa K3 dan K4 berbeda
signifikan dibandingkan dengan K1 (p<0,05). K4 berbeda secara
signifikan dibandingkan dengan K2 (p<0,05), sedangkan K3 tidak
berbeda signifikan dibandingkan dengan K2 (p>0,05). Data
menunjukkan bahwa K3 tidak berbeda secara signifikan dengan
kelompok K4 (p>0,05). Berdasarkan hasil penelitian yang
ditunjukkan pada Gambar 5.7, rerata kadar MDA terendah terdapat

pada kelompok K4 dibandingkan dengan Ka3.
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Gambar 5.6. Kadar MDA pada Jaringan Kulit Tikus Model Alopecia-like
pada setiap kelompok.

Pembahasan

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pemberian SH-MSCs
secara tunggal dan SH-MSCs dikombinasikan dengan minoxidil topikal
terhadap kadar IGF-1 dan MDA pada tikus model alopecia-like. Hasil
penelitian menunjukkan adanya perbedaan kadar IGF-1 dan MDA yang
signifikan antara kelompok perlakuan.

Kelompok K1 memiliki kadar IGF-1 terendah (4,37 + 0,97 pg/mL),
yang menunjukkan kondisi inflamasi tinggi pada model alopecia-like tanpa
intervensi. Fluconazole menginduksi stres seluler, yang memicu produksi
ROS, aktivasi respons inflamasi, serta kerusakan folikel rambut, sehingga
mengakibatkan penurunan kadar IGF-1 pada jaringan kulit tikus model
alopecia-like *®. IGF-1 secara fisiologis disekresikan oleh dermal papilla

cells dan jaringan sekitar folikel, berfungsi memperpanjang fase anagen
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melalui jalur PI3K/AKT, menstimulasi proliferasi keratinosit matriks
rambut, dan menekan apoptosis pada sel folikel **. Penurunan IGF-1 secara
signifikan menyebabkan pemendekan fase anagen, peningkatan apoptosis,
dan miniaturisasi folikel yang pada akhirnya menurunkan densitas rambut
27,29.

Pemberian minoxidil topikal pada K2 meningkatkan kadar IGF-1
secara signifikan (6,19 + 1,18 pg/mL) dibandingkan K3. Minoxidil
merupakan terapi standar yang direkomendasikan secara luas untuk alopecia
karena efektivitasnya dalam memperpanjang fase anagen dan meningkatkan
kepadatan rambut **. Mekanisme kerja minoxidil meliputi beberapa aspek,
antara lain menginduksi ekspresi growth factor pada dermal papilla cells
seperti Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Hepatocyte Growth
Factor (HGF), dan Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1), yang berperan
dalam memperbaiki mikro lingkungan folikel dan mendukung pertumbuhan
rambut. Selain itu, minoxidil bekerja sebagal pembuka kanal kalium
(potassium channel opener) yang menyebabkan hiperpolarisasi membran
sel, meningkatkan aliran darah folikel, dan memperbaiki suplai oksigen
serta nutrisi ke matriks rambut. Minoxidil juga meningkatkan angiogenesis
di sekitar folikel melalui induksi VEGF, sehingga memperkuat efek
pertumbuhan rambut yang dimediasi IGF-1 ***. Kombinasi efek ini
memungkinkan minoxidil mempertahankan folikel dalam fase anagen lebih

lama dan mencegah miniaturisasi folikel yang merupakan ciri khas alopecia.
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Injeksi SH-MSCs pada K3 menunjukkan peningkatan kadar 1GF-1
yang signifikan (7,25 £ 1,10 pg/mL) dibandingkan kontrol negatif. SH-
MSCs mengandung berbagai faktor parakrin seperti IGF-1, VEGF, HGF, IL-
10, Prostaglandin E2 (PGE2), dan eksosom berisi microRNA (miRNA).
Kondisi hipoksia saat kultur MSCs meningkatkan sekresi faktor pro-
angiogenik dan anti-inflamasi, termasuk VEGF dan IL-10, yang selain
memperbaiki vaskularisasi juga menggeser fenotipe makrofag dari M1
proinflamasi menjadi M2 anti-inflamasi. Pergeseran ini secara langsung
menurunkan produksi TNF-a di jaringan, sehingga mengurangi kerusakan
folikel dan memperpanjang fase anagen. Menurut penelitian sebelumnya,
pertumbuhan rambut dimediasi oleh faktor parakrin yang disekresikan
dalam SH-MSCs. VEGF menginduksi regenerasi rambut dengan memicu
vaskularisasi perifolikuler. HGF menstimulasi pertumbuhan folikel dengan
menstimulasi ekspresi B-catenin. Sekresi IGF-1 berkaitan dengan migrasi,
survival, proliferasi, tissue remodeling dan mengatur siklus pertumbuhan
folikel rambut, serta PDGF memicu siklus pertumbuhan rambut untuk
memasuki fase anagen. SH-MSCs melalui mekanisme yang kompleks akan
menginduksi proliferasi dermal papilla cells dengan memodulasi siklus sel
melalui up regulation cyclin D1 dan CDK2 yang kemudian akan
mengaktivasi jalur pensinyalan Erk dan Akt ***.

Pemberian kombinasi minoxidil topikal dan injeksi SH-MSCs pada
K4 menunjukkan peningkatan kadar IGF-1 yang signifikan (11,23 = 1,70

pg/mL) dibandingkan dengan kontrol dan pemberian injeksi SH-MSCs
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secara tunggal. Hal ini menunjukkan bahwa kombinasi perlakuan yang
diberikan menghasilkan efek sinergis. SH-MSCs menyediakan growth
factor dan mediator anti-inflamasi seprti IGF-1, VEGF, HGF, IL-10, PGE2,
dan eksosom yang memulihkan lingkungan mikro folikel, sedangkan
minoxidil memperkuat distribusi nutrisi dan oksigen sekaligus menginduksi
ekspresi IGF-1. Sinergi ini tercermin dari kadar IGF-1 yang paling tinggi
pada K4, menunjukkan bahwa kombinasi terapi lebih efektif dalam
mengatasi defisiensi IGF-1 dan mendukung regenerasi folikel pada kondisi
alopecia.

Analisis terhadap kadar MDA memperlihatkan pola penurunan yang
signifikan pada kelompok perlakuan. Kelompok K1 memiliki kadar MDA
tertinggi (83,73 + 6,48 pg/mL) dibandingkan kelompok lainnya.
Peningkatan kadar MDA (malondialdehida) mencerminkan tingginya stres
oksidatif dan kerusakan membran sel dalam folikel rambut akibat induksi
fluconazole pada tikus model alopecia-like. Stres oksidatif ini mempercepat
transisi fase anagen ke fase telogen serta menurunkan aktivitas dermal
papilla cells, yang berkontribusi pada miniaturisasi folikel dan kerontokan
rambut. Penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa MDA merupakan
produk akhir dari reaksi peroksidasi yang disebabkan oleh ROS pada lipid.
Plasma dan sampel biopsi pasien alopecia areata memiliki kadar MDA
yang lebih tinggi dibandingkan pasien sehat. Fluconazole memicu reaksi
radikal bebas (MDA) vyang selanjutnya menginduksi kemotaksis

inflammatory cell di sekitar hair follicle epithelial cells (HFEC). HFEC
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meningkatkan ekspresi MHC dan ligan NKG2D kemudian NKG2D+ CD4+
T cell menjadi sel T efektor setelah berikatan pada kompleks antigen MHC |
dan ligan NKG2D pada permukaannya. Sel T yang teraktivasi memproduksi
IFN-y melalui JAK1 dan JAK3 yang kemudian menstimulasi produksi IL-
15 untuk menginduksi produksi IFN-y yang berakibat pada kerusakan hair
follicle immune privilege dan memicu serangan autoimun pada folikel
rambut oleh sel radang seperti sel dendritic, sel T CD4+, sel T BK, dan sel
mast “.

Terdapat penurunan kadar MDA pada K2 yang diberi minoxidil
topikal (80,81 + 6,77 pg/mL) dibandingkan dengan K1. Hal ini
menunjukkan bahwa minoxidil memiliki efek protektif terhadap folikel
melalui mekanisme antioksidatif secara tidak langsung yaitu peningkatan
vaskularisasi folikel dan induksi growth factor yang memperkuat pertahanan
seluler 'sehingga menurunkan . reaksi peroksidatif, namun pemberian
minoxidil topical belum secara signifikan menekan kadar MDA pada
kondisi alopecia-like.

Pemberian injeksi SH-MSCs pada K3 menunjukkan penurunan kadar
MDA secara signifikan (74,70 = 3,29 pg/mL) dibandingkan dengan K1.
Injeksi SH-MSCs secara tunggal menunjukkan penurunan MDA lebih baik
dibandingkan kelompok kontrol positif yang diberi perlakuan minoxidil
topikal. Hal ini membuktikan bahwa faktor-faktor bioaktif dalam SH-MSCs
seperti IGF-1, VEGF, HGF, serta mediator anti-inflamasi yaitu IL-10 dapat

mengurangi stres oksidatif secara langsung, memperbaiki regenerasi folikel,
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dan mendorong lingkungan mikro yang kondusif untuk pertumbuhan
rambut.

Pemberian treatment kombinasi SH-MSCs dan minoxidil topikal
menunjukkan efek paling kuat dalam menurunkan kadar MDA
dibandingkan kelompok lainnya. Hal tersebut menunjukkan sinergisme
antara kemampuan SH-MSCs dalam menekan ROS dan menginduksi
growth factor dengan kemampuan meningkatkan perfusi dan sensitization
growth factor di dermal papilla. Kombinasi ini mengurangi kerusakan
oksidatif secara lebih menyeluruh dan mendukung pemulihan folikel secara
optimal.

Minoxidil merupakan salah satu terapi standar untuk pengobatan
alopecia yang dapat menginduksi pertumbuhan rambut melalui aktivasi
ATP-sensitive potassium channel, peningkatan VEGF dan Fibroblast
Growth ‘Factor-7 (FGF-7), mengaktivasi jalur pensinyalan B-catenin pada
dermal papilla cell (DPC), anti-inflamasi, dan anti-androgen *".

Minoxidil  menstimulasi -ATP-sensitive potassium channel, terjadi
vasodilatasi pembuluh darah sehingga menyuplai oksigen dan nutrient pada
folikel rambut dan menstimulasi pertumbuhan rambut. Minoxidil
menginduksi jalur pensinyalan Wnt/B-catenin dengan cara menstimulasi
sekresi VEGF pada DPC sehingga memicu regenerasi folikel rambut.
Stimulasi VEGF oleh Minoxidil berperan dalam vaskularisasi sehingga
memperpanjang fase anagen folikel rambut. Pemeberian Minoxidil

meningkatkan sintesis DNA pada anagen bulb, sehingga onset fase anagen
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akan terekspresi lebih awal. Selain itu, minoxidil berperan sebagai agen
anti-inflamasi melalui penghambatan ekspresi gen interleukin-1-alpha (IL-
la) dan prostasiklin serta berperan sebagai anti-androgen dengan
menghambat ekspresi gen 5- a-reductase type 11 *¢*°.

Efek farmakologi meliputi farmakokinetik dan farmakodinamik
Minoxidil telah banyak diteliti. Berdasarkan penelitian sebelumnya,
farmakokinetik Minoxidil meliputi absorpsi dan distribusi. Sekitar 1,4%
Minoxidil yang diaplikasikan secara topikal diabsorpsi oleh kulit kepala.
Hanya kurang dari 1% topikal Minoxidil yang diabsorpsi secara sistemik
sehingga optimasi dosis, formula, dan delivery system dapat meningkatkan
penetrasi pada kulit dan meningkatkan efikasi. Farmakodinamik meliputi
efek biokimia dan fisiologis suatu obat. Metabolisme minoxidil topikal
terjadi pada folikel rambut yaitu melalui follicular sulfotransferase yang
kemudian dikonversi menjadi-metabolit aktif yaitu minoxidil sulfat yang
kemudian berperan dalam pertumbuhan rambut. Penelitian sebelumnya
menunjukkan bahwa terapi minoxidil 5% secara topikal pada pasien
Alopecia Areata menunjukkan efikasi lebih tinggi secara signifikan
dibandingkan dengan konsentrasi yang lebih rendah. Penggunaan
konsentrasi Minoxidil yang lebih tinggi yaitu 15% memiliki kecenderungan
pada peningkatan iritasi kulit kepala >,

SH-MSCs mengandung VEGF dan IL-10 yang berperan dalam

menginduksi pertumbuhan rambut. VEGF memfasilitasi angiogenesis,

menstimulasi vaskulasrisasi perifolikuler, laju pertumbuhan rambut, dan
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meningkatkan ukuran folikel dan rambut °***°. Penggunaan SH-MSCs
meningkatkan ekspresi VEGF pada DPC kemudian mengaktivasi jalur
pensinyalan Wnt/B-catenin. Aktivasi pensinyalan Wnt/B-catenin selanjutnya
menginduksi transkripsi growth factor sehingga memicu fase anagen .
IL-10 yang terkandung dalam SH-MSCs berperan sebagai sitokin anti-
inflamasi. IL-10 menginduksi diferensiasi makrofag dari M1 proinflamasi
menjadi M2 anti-inflamasi °"*%, 1L-10 dapat menekan kadar MDA yang
tinggi pada kondisi alopecia yang mengakibatkan oksidasi lipid, protein,
DNA, kerusakan membran sel dan organel, dan menginduksi kematian sel
terprogram sehingga menghambat proliferasi dan migrasi sel folikel rambut.
Penghambatan kadar MDA oleh 11.-10 menekan CD8'NKG2D" T cell dan
menurunkan produksi autoantigen serta sitokin inflamasi yang disekresikan
oleh hair follicle epithelial cell pada kondisi alopecia sehingga lingkungan
imunosupresif pada hair follicle immune privilege dapat dipertahankan >,
Efek farmakologi meliputi farmakokinetik dan farmakodinamik.
Injeksi SH-MSCs secara intradermal memungkinkan penghantaran sitokin
dan growth factor secara langsung pada folikel rambut sehingga
menghasilkan respon terapi yang lebih signifikan. Injeksi 100 uL SH-MSCs
memiliki efek farmakodinamik pada peningkatan IGF-1 dan penurunan
MDA sehingga dapat memperbaiki kondisi alopecia. Selama penelitian
dilaksanakan, semua tikus model menunjukkan pergerakan yang aktif dan
kondisi kesehatan yang baik. Analisis histologi menunjukkan tidak ada

kerusakan pada morfologi jaringan setelah pemberian SH-MSCs, sehingga
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dapat disimpulkan bahwa SH-MSCs tidak bersifat toksik pada sel 2.

Secara keseluruhan, peningkatan kadar IGF-1 dan penurunan kadar
MDA pada K3 dan K4 menunjukkan bahwa modulasi inflamasi melalui
jalur parakrin SH-MSCs dan optimasi perfusi oleh minoxidil merupakan
pendekatan yang efektif untuk memulihkan homeostasis imun di sekitar
folikel rambut. Peningkatan kadar IGF-1 mengurangi kerusakan langsung
pada sel matriks folikel dan mempertahankan fase anagen, sedangkan
penurunan kadar MDA melindungi immune privilege folikel dan mencegah
destruksi autoimun. Kedua mekanisme ini saling melengkapi dalam
mencegah progresi alopecia dan mendukung regenerasi rambut.

Penelitian ini hanya menganalisis dua parameter biokimia, yaitu kadar
Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) dan malondialdehida (MDA) dengan
metode ELISA, serta pengamatan histologi jaringan kulit. Meskipun
pengamatan histologi dapat memberikan gambaran morfologi folikel
rambut, penelitian ini belum melakukan analisis molekuler lebih lanjut,
menggunakan guantitative PCR (gPCR) untuk mengevaluasi ekspresi gen
yang berperan dalam pertumbuhan rambut (Wnt/B-catenin, IGF, dan
VEGF). Keterbatasan ini menyebabkan mekanisme kerja terapi SH-MSCs
maupun kombinasinya dengan Minoxidil 5% topikal belum dapat dipahami
secara komprehensif. Analisis qPCR pada penelitian mendatang dapat
membantu menghubungkan perubahan kadar IGF-1 dan MDA dengan status
histologi jaringan, sekaligus memperjelas jalur molekuler yang terlibat

dalam regenerasi folikel rambut.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

6.2.

6.1.1.

6.1.2.

Saran

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

Pemberian kombinasi injeksi intradermal secretome hypoxia
mesenchymal stem cells (SH-MSCs) 100pL dan minoxidil 5%
topikal secara signifikan meningkatan kadar IGF-1 pada tikus jantan
galur wistar model alopecia-like.

Pemberian kombinasi injeksi intradermal secretome hypoxia
mesenchymal stem cells (SH-MSCs) 100pL dan minoxidil 5%
topikal secara signifikan menurunkan kadar MDA pada tikus jantan

galur wistar model alopecia-like.

Analisis sitokin anti-inflamasi (IL-10) dan growth factor terkait
lainnya (VEGF) untuk memberikan gambaran lebih menyeluruh
mekanisme regenerasi folikel rambut.

Analisis molekuler menggunakan quantitative PCR (gPCR) untuk
mengevaluasi ekspresi gen yang berperan dalam pertumbuhan
rambut (Wnt/B-catenin, IGF, dan VEGF).

Untuk mengetahui pemberian dosis efektif SH-MSCs sebagai terapi

alopecia.
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