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ABSTRAK

Latar Belakang: Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) merupakan suatu kelompok
gangguan metabolik yang melibatkan inflamasi kronis dan resistensi insulin dengan
prevalensi yang terus meningkat setiap tahunnya. Secara molekuler, inflamasi
kronis menyebabkan ekspresi berlebihan pada SOCS3 yang mengakibatkan
terjadinya resistensi insulin. EH-MSCs secara teoritis mampu mengurangi
inflamasi dengan meningkatkan sitokin anti-inflamasi IL-10. Penelitian ini
mempelajari pemahaman terkait mekanisme molekuler dan efektivitas klinis
pengaruh EH-MSCs terhadap ekspresi IL-10 dan SOCS3 pada T2DM.

Tujuan: Mengetahui pengarun EH-MSCs terhadap ekspresi 1L-10 dan SOCS3
pada tikus wistar model diabetes melitus tipe 2 dibandingkan dengan kontrol.
Metode: Penelitian eksperimental in vivo dengan rancangan Post Test Only Control
Group Design. Besar sampel 28 ekor tikus Wistar model T2DM yang terbagi dalam
4 kelompok (K1-K4). Kelompok kontrol negatif (K1) NaCl 0.9% 300uL iv,
kelompok kontrol positif (K2) metformin 300 mg/kgBB PO, kelompok perlakuan
1 (K3) EH-MSCs 250yl Iv, dan kelompok perlakuan 2 (K4) EH-MSCs 500ul iv.
Ekspresi IL-10 dan SOCS3 diperiksa menggunakan gRT-PCR. Ekspresi IL-10 dan
SOCS3 dianalisis dengan uji Post Hoc LSD.

Hasil: Rerata eskpresi SOCS3 terendah terdapat pada kelompok perlakuan EH-
MSCs yaitu kelompok K3 (0.56+0.11) dan K4 (0.73+0.26). Hasil uji statistik Post
Hoc LSD menunjukkan kelompok K1 memiliki perbedaan yang signifikan terhadap
kelompok perlakuan EH-MSCs baik dosis 250 pL pada kelompok K3 dan dosis 500
uL pada kelompok K4 dengan nilai p<0,05. Uji Post Hoc LSD ekspresi IL-10
menunjukkan kelompok K1 dan K2 memiliki perbedaan yang signifikan terhadap
kelompok K3 vyaitu kelompok perlakuan EH-MSCs dosis 250 pL dengan nilai
p<0,05.

Kesimpulan: Pemberian EH-MSCs dosis 250 pL berpengaruh secara signifikan
terhadap penurunan ekspresi SOCS3 dan peningkatan ekspresi 1L-10 pada tikus
model diabetes mellitus tipe 2.

Kata Kunci: EH-MSCs, Exosomes, Hypoxia, SOCS3, IL-10
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ABSTRACT

Background: Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) is a group of metabolic disorders
involving chronic inflammation and insulin resistance, with prevalence rates that
continue to rise each year. At the molecular level, chronic inflammation causes
increased expression of SOCS3, which in turn inhibits IL-10 expression. IL-10 is
an anti-inflammatory cytokine that plays a role in suppressing inflammation by
increasing anti-inflammatory cytokine expression. SOCS3 is a negative regulator
of cytokine signaling, and its increased expression is associated with increased
inflammation and decreased anti-inflammatory cytokine IL-10. This study aims to
examine the molecular mechanisms and effectiveness of EH-MSCs in modulating
inflammation by evaluating the effect of EH-MSCs on IL-10 and SOCS3 expression
in T2DM.

Objective: To determine the effect of EH-MSCs on 1L-10 and SOCS3 expression in
T2DM model rats compared to controls.

Methods: This experimental in vivo study used a Post Test Only Control Group
Design. Twenty-eight Wistar rats with T2DM were divided into 4 groups (K1-K4).
The negative control group (K1) received NaCl 0.9% 300uL, the positive control
group (K2) received metformin 300 mg/kgBW. orally, treatment group 1 (K3)
received EH-MSCs 250uL, and treatment group 2 (K4) received EH-MSCs 500uL.
IL-10 and SOCS3 expression were analyzed using qRT-PCR. The data were
analyzed using the Post Hoc LSD test.

Results: The highest mean IL-10 expression was found in the K3 group (0.56+0.11)
and K4 (0.731£0.45). The Post Hoc LSD test showed that administration of EH-
MSCs at a dose of 250 pL significantly increased IL-10 expression compared to
controls (p<0.05). SOCS3 expression was highest in group K1, while the lowest
was in group K3. The Post Hoc LSD test showed that administration of EH-MSCs
at a dose of 250 uL significantly reduced SOCS3 expression compared to controls
(p<0.05). Administration of EH-MSCs at a dose of 500 pL did not show a
significant difference compared to controls (p>0.05).

Conclusion: Administration of EH-MSCs at a dose of 250 puL had a significant
effect on reducing SOCS3 expression and increasing IL-10 expression in T2DM
model rats.

Keywords: EH-MSCs, Exosomes, Hypoxia, SOCS3, IL-10
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) merupakan suatu kelompok
gangguan metabolik yang masih menjadi salah satu tantangan kesehatan di
dunia dengan angka kejadian yang terus bertambah setiap tahunnya.'? Menurut
pedoman Perkumpulan Endokrinologi Indonesia (PERKENI), diabetes dapat
diberikan terapi konservatif sebegai contoh sulfonilurea, SGLT-2 inhibitor, dan
insulin sesuai kebutuhan dan respons pasien.® Namun terapi tersebut belum
dapat sepenuhnya mengatasi inflamasi kronis dan resistensi insulin pada
T2DM.2 Secara molekuler, inflamasi kronis menyebabkan peningkatan sitokin
pro-inflamasi seperti Interleukin-6 (IL-6) dan Tumor Necrosis Factor Alpha
(TNF-0)) yang mencetuskan ekspresi berlebihan pada Suppressor of Cytokine
Signaling 3 (SOCS3).* Ekspresi berlebihan pada SOCS3 mengakibatkan
degradasi Insulin Receptor Substrate (IRS) yang menyebakan terjadinya
resistensi insulin.* Salah satu pendekatan inovatif saat ini adalah exosome dari
Mesenchymal Stem Cells (MSCs) yang diteliti mampu mengurangi inflamasi
dengan meningkatkan sitokin anti-inflamasi yaitu Interleukin-10 (IL-10) serta
menekan sitokin pro-inflamasi dan meningkatkan sensitivitas insulin.®

Berdasarkan data dari International Diabetes Federation (IDF), pada
tahun 2021 terdapat 537 juta penderita diabetes di seluruh dunia, yang
diproyeksikan meningkat menjadi 783 juta pada tahun 2045.% Di Indonesia,

data Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas) menunjukkan bahwa prevalensi



diabetes meningkat dari 6,9% pada tahun 2013 menjadi 8,5% pada tahun
2018.” T2DM merupakan bentuk diabetes yang paling umum, mencakup 90—
95% kasus.® Perkembangannya terjadi akibat karena inflamasi kronis dan
resistensi insulin yang dimediasi oleh sitokin pro-inflamasi seperti TNF-a, IL-
1, IL-6 dan SOCS3.° Apabila mekanisme ini tidak terkontrol maka
progresivitas penyakit akan mencetuskan disfungsi dan kegagalan organ akhir
yang dapat melibatkan retina, ginjal, saraf, jantung bahkan alzheimer
disease.®>1® Kondisi tersebut menunjukkan beban signifikan yang dihadapi
sistem kesehatan nasional, menuntut adanya solusi yang lebih inovatif dan
efektif.

Patofisiologis T2DM melibatkan ekspresi SOCS3 yang berlebihan
menjadikannya sebagai penghambat jalur sinyal insulin pada IRS melalui
penurunan pengikatan p85 ke IRS-1 yang selanjutnya mengakibatkan
penurunan aktivasi phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt)
lalu berkontribusi pada resistensi insulin, terutama pada kondisi obesitas.**!
Selain itu, Inflamasi kronis pada T2DM juga diakibatkan karena peran sitokin
anti-inflamasi yaitu I1L-10 yang kurang adekuat dalam meregulasi inflamasi
menandakan ketidakseimbangan inflamasi.'2

Pendekatan terapeutik menggunakan Mesenchymal stem cells-derived
Exosomes telah menunjukkan hasil menjanjikan dalam memperbaiki jaringan
melalui regulasi inflamasi dan meningkatkan fungsi sel beta pankreas.® Pada
penelitian sebelumnya exosomes yang diperoleh dari bone marrow stromal

cells terbukti dapat menekan inflamasi melalui penurunan mikroglia M1



makrofag pro-inflamasi serta meningkatkan densitas akson dan selubung
myelin pada kasus tikus T2DM yang terkena stroke.'® Penelitian lain juga
menunjukkan huc-MSC-conditioned medium (huc-MSC-CM) dapat menekan
stres oksidatif sehingga meningkatkan kelangsungan hidup sel islet.** Hal ini
membuktikan bahwa potensi terapeutik MSC-Exos pada penyakit metabolik
seperti T2DM yang cukup tinggi terutama Exosome Hypoxia Mesenchymal
Stem Cells (EH-MSCs). Pernyataan tersebut didukung oleh penelitian yang
dilakukan oleh Cheng P, et al pada tahun 2023 tentang penggunaan hypoxic
exosomes-loaded - HGM-QCS ' hydrogels (Gel-H-Exos) yang dapat
mempercepat penyembuhan luka pada ulkus diabetes melalui polarisasi
makrofag M2 anti-inflamasi.*®

EH-MSCs saat ini banyak dikembangkan karena kandungan MicroRNA
(miRNAS) yang lebih tinggi sehingga terbukti mampu menekan peradangan
kronis dan memperbaiki sensitivitas insulin lebih efektif serta dapat diterapkan
untuk membangun pendekatan terapi cell-free baru untuk pengobatan T2DM.*®
Namun hingga saat ini belum ada study tambahan yang meneliti pemahaman
mengenai mekanisme molekuler, dan efektivitas klinis pengaruh EH-MSCs
terhadap ekspresi IL 10 dan SOCS3 pada T2DM. Penelitian ini diharapkan
dapat memberikan landasan untuk strategi terapi yang lebih efektif, personal,

dan aplikatif dalam pengelolaan T2DM dan komplikasinya.



1.2 Rumusan Masalah
Apakah terdapat pengaruh Exosome Hypoxia-Mesenchymal Stem Cells
(EH-MSCs) terhadap ekspresi Interleukin-10 (IL-10) dan Suppressor Of
Cytokine Signaling 3 (SOCS3) pada tikus Wistar model Diabetes Melitus Tipe
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1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Untuk mengetahui pengaruh Exosome Hypoxia-Mesenchymal

Stem Cells (EH-MSCs) terhadap ekspresi Interleukin-10 (IL-10) dan

Suppressor Of Cytokine Signaling 3 (SOCS3) pada tikus wistar model

diabetes melitus tipe 2 dibandingkan dengan kontrol.

1.3.2 Tujuan Khusus

Penelitian ini bertujuan khusus antara lain:

1. Menganalisa ekspresi Interleukin-10 (IL-10) pada tikus Wistar model
diabetes melitus tipe 2 setelah pemberian Exosome Hypoxia-
Mesenchymal Stem Cells (EH-MSCs).

2. Menganalisa ekspresi Suppressor Of Cytokine Signaling 3 (SOCS3)
pada tikus Wistar model diabetes melitus tipe 2 setelah pemberian

Exosome Hypoxia-Mesenchymal Stem Cells (EH-MSCs).



1.4 Originalitas Penelitian

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian

No Peneliti, Judul Metode Hasil

tahun

L Shalaby MS, Therapeutic Eksperi  \15cs-cM dengan dosis 0.5 mL
Abdel-Reheim  effects of Mental  yinerikan via intravena setiap
ES, Almanaa mesenchymal stem "MVYMO  hari dan injeksi pankreas dosis
TN, Alhaber cell conditioned tunggal pada tikus diabetes
LA, Nabil A, mediaon menunjukkan penurunan kadar
Ahmed OM, et streptozotocin- glukosa darah, hemoglobin
al. induced diabetes glikosilasi  Alc  (HbAlc),
Regenerative in Wistar rats apoptosis pankreas dan stres
Therapy. oksidatif.
2025;28:1-11.17

2. Khalil Y, Anti inflammatory Eksperi Pemberian intravena MSC-Exos
Hussein R, El- and anti-apoptotic !"e"_ta' dosis tunggal 500 pg/mL pada
Kholy W. Int. J. therapeutic effects INVIVO tikus - diabetes dapat menekan
Adv. of Mesenchymal inflamasi pada pankreas melalui
Res.2024;12(0  Stem Cells- penurunan sitokin pro-inflamasi
8): 1188- Derived Exosomes TNF-a dan IL-6.

1199.18 on the Pancreas of
Streptozotocin-
diabetic Rats.

3. Tan Y, Nie W, Mesenchymal Eksperi  huc-MSC-conditioned medium
Chen C; He X, stem cells mental  (huc-MSC-CM) dapat menekan
Xu'Y, Ma X, et alleviate hypoxia- invitro stres oksidatif melalui sekresi
al. Exp Biol induced oxidative antioksidan seperti superoxide
Med stress and dismutase (SOD) dan
(Maywood). enhance the pro- glutathione (GSH) sehingga
2019 survival pathways dapat meningkatkan
Jun;244(9):781 in porcine islets kelangsungan hidup sel islet.
-788.14

3. Venkat P, Exosomes derived Eksperi Exosomes dari bone marrow
Zacharek A, from bone marrow _men_tal stromal cells tikus T2DM
Ward JL, Wang mesenchymal stem In vIvo (T2DM-MSC-Exo)

F, Culmone L, cells  harvested meningkatkan pemulihan
Chen .Z’ et al. from type two neurologis berdasarkan modified
Experimental diabetes rats neurological severity score test,
ONeuroIogy.202 promote meningkatkan remodelling

Dec;113456(33
4).13

neurorestorative
effects after stroke
in type two
diabetes rats

substansia alba yang ditandai
dengan meningkatnya densitas
akson dan selubung myelin, serta
dapat menekan inflamasi melalui
penurunan ekspresi mikroglia
M1, MMP-9 dan MCP-1.




No Peneliti, Judul Metode Hasil
tahun
5. Cheng P, Xie Hypoxia Eksperi  Gel-H-Exos yang diberikan
X, Hu L, Zhou endothelial cells- men in secara rutin dapat mempercepat
W, Mi B, derived exosome Vvitro penyembuhan luka melalui
Xiong Y, et al. facilitate diabetic dan in angiogenesis dan polarisasi
Bioact Mater. wound healing vivo makrofag M2.
2023 Nov through
10;33:157- improving
1735 endothelial  cell
function and
promoting M2
macrophages

Berdasarkan tabel 1.1, Pada penelitian sebelumnya MSC-Exos
dengan dosis 0.5 mL diberikan via intravena dan injeksi langsung pada
pankreas tikus yang telah diinduksi diabetes menujukkan hasil bahwa MSC-
Exos dapat memberikan perbaikan yang signifikan berdasarkan penurunan
kadar glukosa darah dan HbA1c.'"!® Selain itu MSC-Exos juga dapat
menekan inflamasi yang diukur berdasarkan ekspresi sitokin pro-inflamasi
seperti TNF-a, IL-6 serta dapat menekan  stress oksidatif dengan
meningkatkan kadar antioksidan seperti SOD dan GSH.*!8 Penelitian lain
juga menunjukkan bahwa MSC-Exos dapat menekan inflamasi melalui
peningkatan polarisasi makrofag M2 anti-inflamasi.'® Penelitian terbaru
terkait EH-MSCs sebelumnya dilakukan oleh Cheng P, et al yang
diformulasikan dalam bentuk Gel-H-Exos menunjukkan polarisasi
makrofag M2 dan angiogenesis yang lebih tinggi sehingga memberikan
penyembuhan luka pada ulkus diabetes yang lebih cepat dibandingkan
dengan normosic exosomes-loaded HGM-QCS hydrogels.!® Namun pada
penelitian penelitian terdahulu, terdapat celah mengenai topik yang belum

secara langsung yang mempelajari mengenai pengaruh terhadap IL-10 dan



SOCS3 pada T2DM. Tesis ini memberikan pendekatan baru dengan fokus
untuk memahami pengaruh EH-MSC terhadap mekanisme inflamasi
sistemik yang terkait dengan T2DM dimana SOCS3 merupakan sitokin
yang berperan sentral pada resistensi insulin dan peran IL-10 sebagai sitokin

anti-inflamasi yang poten dalam memodulasi inflamasi kronis pada T2DM.

1.5 Manfaat Penelitian
1.5.1. Manfaat Teoritis

1. Menambah pemahaman tentang peran IL-10 sebagai sitokin
antiinflamasi dan SOCS3 sebagai regulator negatif dalam jalur insulin
pada patofisiologi T2DM.

2. Memberikan wawasan baru tentang mekanisme kerja EH-MSCs
dalam meningkatkan ekspresi 1L-10 dan menurunkan ekspresi
SOCS3, yang berpotensi mengurangi inflamasi dan memperbaiki
resistensi insulin.

3. Menjadi referensi bagi studi lanjutan untuk mengeksplorasi
mekanisme terapi regeneratif berbasis EH-MSCs pada penyakit
metabolik lainnya.

1.5.2. Manfaat Praktis

1. Membantu pengembangan terapi klinis berbasis EH-MSCs untuk
pengelolaan T2DM vyang lebih aman, efektif, dan berkelan
Memberikan dasar ilmiah untuk mengembangkan EH-MSCs sebagai
terapi inovatif yang lebih spesifik, efektif, dan minimal invasif untuk

mengurangi inflamasi kronis dan resistensi insulin jutan.



2. Mendukung penerapan EH-MSCs dalam praktek klinis dengan
memberikan data terkait efeknya pada regulasi IL-10 dan SOCS3.
3. Memberikan alternatif solusi berbasis bioteknologi untuk mengatasi

komplikasi inflamasi pada T2DM, yang dapat diterapkan dalam

bidang medis atau farmasi.

&
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Diabetes Mellitus Tipe 2
2.1.1 Definisi Diabetes Mellitus Tipe 2

Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) merupakan penyakit metabolik
kronis yang ditandai oleh hiperglikemia persisten akibat resistensi insulin
dan gangguan sekresi insulin yang menjadi tantangan kesehatan global
dengan prevalensi yang terus meningkat.’® Pada tahun 2019,
diperkirakan sekitar 463 juta orang dewasa di seluruh dunia menderita
T2DM dan jumlah ini diproyeksikan akan mencapai 643 juta pada tahun
2030.%

Diagnosis T2DM dapat ditegakkan melalui pemeriksaan glukosa
plasma puasa =126 mg/dL, glukosa plasma 2 jam post-TTGO >200
mg/dL, HbAlc >6.5%, atau glukosa plasma sewaktu >200 mg/dL dengan
gejala klasik.?* Gejala klasik T2DM meliputi poliuria, polidipsia,
polifagia, dan penurunan berat badan yang tidak dapat dijelaskan.?

Penanganan T2DM memerlukan pendekatan yang komprehensif,
mencakup modifikasi gaya hidup dan terapi farmakologis. Modifikasi
gaya hidup meliputi pengaturan pola makan, aktivitas fisik yang teratur,
serta edukasi pasien untuk meningkatkan kepatuhan terhadap
pengelolaan penyakit.'® Terapi farmakologis lini pertama adalah

metformin, yang dapat dikombinasikan dengan obat antidiabetes lainnya,
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seperti sulfonilurea, penghambat DPP-4, agonis GLP-1, atau insulin,

bergantung pada kondisi klinis masing-masing pasien.?%2?

2.2.2 Patofisiologi Diabetes Mellitus Tipe 2

T2DM merupakan gangguan metabolik kompleks yang
disebabkan oleh kombinasi resistensi insulin pada jaringan perifer dan
disfungsi progresif sel P pankreas.!® Pada tahap awal perkembangan
penyakit, sel B pankreas berusaha mengkompensasi resistensi insulin
dengan meningkatkan sekresi insulin untuk mempertahankan
homeostasis glukosa. Namun, seiring waktu, terjadi kegagalan sel B yang
memperburuk hiperglikemia.?

Patofisiologi DMT2 melibatkan delapan kelainan utama yang
disebut sebagai “ominous octet" yaitu,

1. Disfungsi Sel Beta Pankreas

Disfungsi sel  pankreas merupakan komponen kunci dalam
patogenesis T2DM. Sel 3 bertanggung jawab untuk memproduksi
insulin, hormon yang mengatur kadar glukosa darah. Pada individu
dengan T2DM, kemampuan sel  untuk merespons peningkatan
kadar glukosa dengan memproduksi insulin menurun secara
signifikan. Studi menunjukkan bahwa individu dengan toleransi
glukosa terganggu kehilangan lebih dari 80% fungsi sel B sebelum

didiagnosis diabetes.?
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2. Peningkatan Produksi Glukosa di Hepar
Hepar memainkan peran penting dalam regulasi glukosa
darah melalui gluconeogenesis dan glikogenolisis. Pada T2DM,
terjadi peningkatan produksi glukosa oleh hepatosit meskipun kadar
insulin tinggi. Kondisi ini dipicu oleh resistensi insulin pada hati,
yang mengganggu sinyal insulin untuk menekan produksi glukosa.?
3. Resistensi Insulin pada Otot Skeletal
Resistenst insulin pada otot skeletal menghambat proses
pengambilan glukosa oleh otot. Pada T2DM, gangguan pada jalur ini
mengakibatkan penurunan uptake glukosa, sehingga berkontribusi
terhadap hiperglikemia.®
4. Peningkatan Lipolisis pada Jaringan Adiposa
Pada jaringan adiposa, terjadi peningkatan lipolisis, yaitu
pemecahan lemak menjadi asam lemak bebas. Akumulasi asam
lemak bebas dalam sirkulasi dapat mengganggu fungsi insulin dan
memperburuk resistensi insulin, memperparah gangguan metabolik
pada T2DM. %
5. Defisiensi Efek Incretin
Incretin adalah hormon usus yang dilepaskan setelah makan
dan berfungsi untuk meningkatkan sekresi insulin. Pada T2DM,
terjadi resistensi terhadap GLP-1 dan GIP, dua hormon incretin
utama. Hal ini menyebabkan penurunan respons insulin pasca makan

dan memperburuk hiperglikemia postprandial. %
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6. Hiperglukagonemia dari Sel Alfa Pankreas
Sel alfa pankreas menghasilkan glukagon, hormon yang
merangsang produksi glukosa oleh hati. Pada T2DM, sekresi
glukagon tetap tinggi meskipun kadar insulin meningkat, yang
menyebabkan peningkatan produksi glukosa di hati dan
memperparah hiperglikemia.®
7. Peningkatan Reabsorpsi Glukosa di Ginjal
Ginjal memainkan peran penting dalam homeostasis glukosa
dengan menyaring dan menyerap kembali glukosa dari urin. Pada
T2DM, terjadi peningkatan reabsorpsi glukosa melalui upregulasi
transporter SGLT-2, yang mencegah ekskresi glukosa dan
memperburuk hiperglikemia.®
8. Disfungsi Neurotransmitter
Disfungsi neurotransmitter di otak turut berperan dalam
patogenesis T2DM. Resistensi insulin pada pusat pengatur nafsu
makan di otak menyebabkan peningkatan nafsu makan dan kenaikan

berat badan, yang semakin memperparah kondisi metabolik.?

Pada tingkat molekuler, resistensi insulin melibatkan berbagai
mekanisme, termasuk gangguan pada jalur IRS-1/P13K/Akt, peningkatan
sitokin proinflamasi, dan akumulasi lipid.*® Hiperglikemia kronis
memicu aktivasi jalur stres oksidatif yang mempercepat kerusakan sel 3

pankreas.?



13

2.2 Model Hewan Diabetes Mellitus Tipe 2

Tikus Wistar sering digunakan sebagai model hewan dalam penelitian
T2DM karena kemampuannya meniru kondisi metabolik manusia, seperti
resistensi insulin dan hiperglikemia. Salah satu metode paling banyak
digunakan untuk menginduksi T2DM pada tikus Wistar adalah kombinasi diet
tinggi lemak dengan streptozotocin.?® Pada penelitian ini, induksi diabetes pada
tikus Wistar dilakukan menggunakan kombinasi Streptozotocin (STZ) dan
Nicotinamide (NA). STZ merupakan senyawa dari kelompok nitrosourea yang
bersifat toksik terhadap sel beta pankreas dan umum digunakan untuk
menginduksi model hewan diabetes sedangkan NA merupakan turunan vitamin
B3 (niasin) dengan rumus kimia CsHsN2O, yang berperan sebagai prekursor
NAD+.%" NA berperan sebagai pelindung terhadap sistem saraf dan metabolik,
dengan cara meningkatkan produksi energi sel dan menurunkan stres oksidatif
akibat radikal.?® Pengkombinasian STZ dengan NA akan melindungi sel B
pankreas dengan cara menghambat aktivasi enzim PARP, yang bila diaktifkan
secara berlebihan akan menguras NAD+ dan ATP, memperburuk kerusakan
energi sel dan memicu apoptosis 28:%°

STZ merusak sel beta melalui dua mekanisme utama, yaitu dengan
meningkatkan Reactive Oxygen Species (ROS) yang menyerang membran,
protein, dan DNA serta melalui alkilasi DNA oleh gugus nitroso, yang memicu
aktivasi PARP, konsumsi besar-besaran NAD+, dan akhirnya kematian sel
beta. NA bekerja mengimbangi efek ini dengan menghambat PARP dan

menekan pembentukan radikal bebas, sehingga menurunkan kematian sel f8.2°
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Meski demikian, perlindungan NA hanya bersifat parsial sehingga beberapa
sel B masih mengalami kerusakan namun tetap bertahan dalam kondisi

fungsional yang menurun, yang secara fisiologis menyerupai kondisi T2DM.*

2.3 Interleukin-10 (I1L-10)

Interleukin-10 (IL-10) merupakan sitokin anti-inflamasi yang memiliki
peran vital dalam modulasi inflamasi dan pemeliharaan homeostasis seluler.!
Protein ini memiliki struktur homodimer dengan berat molekul 37 kDa yang
terdiri dari dua subunit asam amino-178.%2 Gen IL-10 terletak pada kromosom
1g31-32 dengan struktur yang mencakup 5 ekson dan 4 intron, serta memiliki
4 residu sistein terkonservasi yang membentuk 6 a-heliks.®?

Dalam fungsi biologisnya, 1L-10 berperan penting dalam regulasi imun
dengan menekan sintesis sitokin pro-inflamasi seperti IL-1, IL-6, dan TNF-a.
Selain itu, IL-10 meningkatkan kelangsungan hidup sel B, proliferasi, dan
produksi antibodi, serta mencegah apoptosis sel germinal dan mendukung
kelangsungan hidup sel T.3* IL-10 juga memiliki kemampuan untuk
menghambat aktivitas NF-kB dan mengatur jalur sinyal JAK-STAT.3?33
Beberapa miRNAs, seperti miR-106a, miR-4661, dan miR-21, telah
diidentifikasi sebagai pengatur langsung dari ekspresi IL-10.24% Misalnya,
miR-4661 berfungsi mencegah degradasi MRNA IL-10 oleh Tristetraprolin
(TTP), sehingga meningkatkan stabilitas dan ekspresi IL-10 di tingkat mRNA
dan protein dalam makrofag yang diaktifkan oleh Toll-like receptor (TLR).%
Pada inflamasi, ketidakseimbangan antara miRNA pro-inflamasi dan anti-

inflamasi dapat berkontribusi pada patogenesis penyakit.3” Penelitian
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menunjukkan bahwa miR-187, yang diinduksi oleh IL-10, dapat menekan
produksi TNF-a, sitokin pro-inflamasi lainnya, sehingga memperkuat efek
anti-inflamasi 1L-10.%8

Kadar normal IL-10 dalam serum orang dewasa sehat berkisar antara
4,8-9,8 pg/mL, dengan rata-rata 7,1 pg/mL.%* Kadar di atas 10 pg/mL
umumnya dianggap meningkat dan dapat mengindikasikan patologi tertentu.
IL-10 memiliki implikasi signifikan dalam berbagai kondisi patologis,
termasuk sebagai prediktor keparahan pada infeksi SARS-CoV-2 akut dan
post-akut.>® Defisiensi IL-10 dapat menyebabkan penyakit inflamasi usus dan
kondisi autoimun, sementara kadar yang meningkat dapat mengindikasikan
prognosis buruk pada beberapa jenis kanker.®24%4% |L-10 bekerja melalui
sistem reseptor kompleks yang terdiri dari-subunit ILIORA (CD210) dan
IL10RB. Interaksi ini memicu kaskade sinyal yang mengatur respons imun dan

inflamasi, menjadikan 1L-10 sebagai regulator utama homeostasis imun.*?

2.4 Suppressor of Cytokine Signaling 3 (SOCS3)

Suppressor of Cytokine Signaling 3 (SOCS3) merupakan protein yang
diinduksi oleh sitokin seperti IL-6 yang bertindak sebagai penghambat umpan
balik negatif dalam jalur sinyal insulin. Mekanisme utama SOCS3 melibatkan
pengikatan langsung ke reseptor insulin atau insulin receptor substrate (IRS) 1
dan 2, yang menghambat fosforilasi tirosin pada IRS.* Akibatnya, jalur
downstream seperti PI3K/AKkt terganggu, sehingga mengurangi pengambilan

glukosa oleh sel dan menyebabkan resistensi insulin.*-4°
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Ekspresi SOCS3 yang meningkat sering ditemukan pada jaringan
adiposa, hati, dan otot skeletal individu dengan obesitas, yang merupakan
faktor risiko utama untuk T2DM. Pada kondisi ini, SOCS3 tidak hanya
menghambat sinyal insulin tetapi juga mempercepat degradasi IRS1 dan IRS2
melalui mekanisme ubiquitin-proteasomal.*® Hal ini memperburuk resistensi
insulin dengan mengurangi komponen kunci dalam jalur sinyal insulin.*® Studi
pada tikus menunjukkan bahwa penghapusan spesifik SOCS3 di otot rangka
meningkatkan fosforilasi IRS1 dan Akt, sehingga meningkatkan sensitivitas
insulin dan pengambilan glukosa.*? Meski demikian, pada beberapa penelitian
sebelumnya ditemukan bahwa penurunan kadar SOCS3 secara signifikan di
hati dapat menyebabkan efek samping seperti peningkatan lipogenesis hati dan
peradangan sistemik, menunjukkan bahwa regulasi SOCS3 harus dilakukan

secara hati-hati untuk menghindari komplikasi lain.*>*

2.5 Mesenchymal Stem Cells
2.5.1 Definisi Mesenchymal Stem Cells

Mesenchymal stem cells (MSCs) merupakan agen terapeutik
potensial. Sel-sel multipoten ini dapat diisolasi dari berbagai jaringan,
termasuk sumsum tulang, jaringan lemak, dan umbilikus.*’ Exosome
yang berasal dari MSCs merupakan vesikel berbentuk bulat dengan
lapisan lipid ganda berukuran 40-100 nm.*® Pembentukannya terjadi
melalui proses kompleks yang melibatkan invaginasi membran plasma,
pembentukan endosom awal, dan akhirnya pelepasan melalui fusi

membrane.*®° Struktur nano tersebut mengandung berbagai komponen
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bioaktif, termasuk protein, asam nukleat, lipid, dan berbagai molekul
pengatur yang memungkinkan komunikasi antar sel yang canggih.>!

Potensi terapeutik exosome yang berasal dari MSCs mencakup
berbagai aplikasi. Pada penyembuhan luka, exosome akan meningkatkan
proliferasi fibroblas, mendorong pembentukan pembuluh darah baru, dan
mengatur respons imun melalui transfer miRNAs spesifik,>® yang
berperan penting dalam regulasi IL-10, sitokin anti-inflamasi utama
dalam tubuh.

Keunggulan exosome yang berasal dari MSCs dibandingkan
terapi sel langsung terletak pada stabilitas biologis yang lebih baik,
imunogenisitas yang lebih rendah, dan kemampuan untuk melewati
penghalang biologis.*® Hal ini secara efektif menghindari potensi risiko
yang terkait dengan terapi sel, seperti tumorigenisitas dan penolakan
imun, sambil mempertahankan efektivitas terapeutik. %>

Mekanisme kerja exosome melibatkan tiga jalur utama: aktivasi
reseptor langsung pada sel target, modifikasi lingkungan ekstraselular,
dan fusi membran dengan pelepasan konten berikutnya.®® Melalui
mekanisme ini, exosome yang berasal dari MSCs dapat mempengaruhi
berbagai proses seluler, termasuk perbaikan jaringan, imunomodulasi,
dan regenerasi sel.>

2.5.2 Karakteristik Mesenchymal Stem Cells
MSCs dapat diisolasi dari berbagai sumber, seperti sumsum

tulang, jaringan adiposa, tali pusat, dan jaringan lainnya®>*. Penelitian
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terbaru mengungkapkan bahwa MSCs memiliki karakteristik morfologi
khas, seperti ukuran badan sel yang kecil dengan tonjolan panjang dan
tipis, inti sel besar berbentuk bulat dengan nukleolus menonjol, serta
kromatin yang tersebar halus.>*

Berdasarkan standar internasional, MSCs harus mengekspresikan
penanda permukaan tertentu. Penanda positif meliputi CD105, CD73,
dan CD90, sedangkan penanda negatif mencakup CD45, CD34, CD14,
CD11b, CD790, CD19, dan HLA-DR.** Profil imunologis ini
memberikan - MSCs sifat imunoprivilege, memungkinkan mereka
menghindari pengenalan oleh sistem imun sekaligus memodulasi
respons imun, sehingga meningkatkan potensinya untuk aplikasi
terapeutik.>4>°

Salah satu sifat paling menonjol dari MSCs adalah
multipotensitasnya, yang memungkinkan diferensiasi menjadi berbagai
jenis sel dari asal mesodermal.>*** Hal ini menjadikan MSCs dapat
menjadi alternatif pada rekayasa jaringan dan kedokteran regeneratif.
Selain itu, MSCs memiliki kemampuan terapeutik seperti bermigrasi ke
lokasi cedera dan mensekresi sitokin tertentu yang berperan dalam proses
penyembuhan.®*°®

2.5.3 Pengaruh Kondisi Hypoxia Terhadap Fungsi MSCs dan Exosome
yang Dihasilkan

Hypoxia secara signifikan memengaruhi berbagai aspek biologis

MSCs termasuk viabilitas, proliferasi, diferensiasi, migrasi, dan
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metabolisme.*® Ketika MSCs dikultur dalam kondisi hypoxia (biasanya
dengan kadar oksigen 1-10% 0O.)°’, terjadi peningkatan aktivitas
proliferasi dibandingkan dengan kultur dalam kondisi normoksia (21%
02). Peningkatan ini diduga dipicu oleh aktivasi faktor yang diinduksi
hypoxia-1o (HIF-1a), yang mengatur ekspresi gen yang terkait dengan
kelangsungan hidup sel dan metabolisme.>®

Hypoxia merangsang aktivitas parakrin  MSCs, yang
menyebabkan peningkatan sekresi faktor pertumbuhan dan sitokin.
Sebagai contoh, MSCs yang dikondisikan hypoxia menghasilkan tingkat
yang lebih tinggi dari Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) dan
hasic Fibroblast Growth Factor (bFGF).>® Kedua faktor ini sangat
penting untuk proses angiogenesis dan perbaikan jaringan, yang secara
keseluruhan memperkuat potensi terapeutik EH-MSCs.>®

Prekondisi hypoxia pada MSCs dapat meningkatkan jumlah
exosome yang dihasilkan serta memodifikasi muatannya. EH-MSCs
memiliki potensi terapeutik yang lebih tinggi dibandingkan dengan
exosome dari MSCs normoksia (pada kadar 21% 02).%® EH-MSCs kaya
akan faktor pro-angiogenik, protein anti-apoptosis, dan microRNA
spesifik, yang semuanya mendukung perbaikan dan regenerasi
jaringan.®® Sebagai contoh, EH-MSCs telah menunjukkan efektivitas
yang lebih baik dalam mempromosikan perbaikan jantung pasca infark
miokard, mempercepat penyembuhan luka, serta mendukung regenerasi

tulang. Peningkatan potensi terapeutik exosome ini dikaitkan dengan
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muatan molekuler uniknya, di mana hypoxia menginduksi ekspresi HIF-
la dalam MSCs. HIF-la meningkatkan produksi berbagai faktor
pelindung yang dikemas dalam exosome, seperti faktor angiogenik
(VEGF, angiopoietin-1), protein kelangsungan hidup (P65, P50), dan
protein anti-apoptosis (Bcl-xL, Bcl-2).#856%0 Selain itu, hypoxia juga
memperkayanya dengan miRNAs yang mendukung regenerasi dan
perbaikan jaringan.>®
2.5.4 Peran EH-MSCs dalam Terapi Penyakit Diabetes mellitus tipe 2

EH-MSCs dapat menjadi salah satu alternatif terapi potensial
untuk mengatasi DMT2 beserta komplikasinya. Pada DMT2, EH-MSCs
herperan penting dalam mengurangi resistensi insulin pada jaringan
seperti hati, otot rangka, dan jaringan adiposa. EH-MSCs ini bekerja
dengan memodulasi jalur sinyal kunci, seperti AMPK, yang berperan
dalam metabolisme glukosa dan lipid.®*? Selain itu, EH-MSCs dapat
meningkatkan penyerapan glukosa melalui menekan SOCS3 sehingga
ekspresi GLUT4 meningkat, memperbaiki fungsi sekresi insulin pada sel
B pankreas, dan mengurangi apoptosis sel B yang disebabkan oleh stres
oksidatf.*® Pada beberapa penelitian, ditemukan bahwa exosome yang
berasal dari huc-MSCs terbukti dapat mendorong regenerasi pankreas
dan meningkatkan produksi insulin  melalui jalur Extl3-Reg-
cyclinD1.6364

Selain pengelolaan diabetes, MSC-Exos juga memiliki potensi

dalam mengatasi gangguan metabolik lainnya, seperti penyakit



21

perlemakan hati non-alkoholik (NAFLD).%® Exosome dapat membantu
mengurangi steatosis hati dan peradangan dengan memodulasi
metabolisme lipid serta menurunkan stres retikulum endoplasma di
jaringan hepar.*® Pada obesitas, MSC-Exos diketahui dapat mendorong
diferensiasi jaringan adiposa putih menjadi adiposa cokelat, sekaligus
meningkatkan termogenesis pada jaringan adiposa cokelat, yang
berpotensi membantu pengelolaan berat badan.®

MSC-Exos memiliki ukuran sekitar 30-150 nm dan mengandung
penanda spesifik seperti CD9, CD63, dan CD81 yang merupakan
tetraspanin khas exosome.> MSC-Exos terbentuk melalui mekanisme
endosom dan dilepaskan ke lingkungan ekstraseluler melalui fusi
multivesicular bodies dengan membran sel.°* MSC-Exos berinteraksi
dengan sel target melalui beberapa mekanisme utama antara lain fusi
dengan membran Sel, Endositosis oleh Sel Target, Interaksi Ligand-
Receptor.>**! MSC-Exos mengandung berbagai komponen biomolekuler
yang berkontribusi terhadap efek terapeutiknya,®’%® termasuk protein
seperti HSP70 dan HSP90 yang berperan dalam perlindungan seluler
serta faktor pertumbuhan seperti TGF-B yang mendukung regenerasi
jaringan.®® Selain itu, exosome ini juga mengandung lipid seperti
sphingolipid, fosfolipid, dan ceramide yang berfungsi dalam menjaga
stabilitas struktur exosome serta meningkatkan interaksi dengan sel
target.”®© Komponen RNA dalam MSC-Exos, termasuk mRNAs dan

miRNAs, berperan dalam modulasi ekspresi gen di sel penerima,
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misalnya miR-21, miR-146a, dan miR-29%" yang diketahui terlibat dalam
regulasi proses inflamasi dan angiogenesis, sehingga memperkuat

potensi terapeutik exosome dalam berbagai kondisi patologis.®®

2.6 Mekanisme IL-10 dan SOCS3 dalam Diabetes mellitus tipe 2
2.6.1 Mekanisme IL-10 dalam Diabetes mellitus tipe 2

IL-10 berperan penting dalam regulasi inflamasi dan homeostasis
pada T2DM. Sebagai sitokin anti-inflamasi utama, 1L-10 menekan
produksi sitokin pro-inflamasi seperti TNF-o, IL-6, dan mediator
inflamasi lainnya.®® Beberapa penelitian menunjukkan bahwa ekspresi
IL-10 sirkulasi pada pasien T2DM secara signifikan lebih rendah
(9,53+2,27 pg/mL) dibandingkan dengan individu sehat (16,11+2,27
pg/mL).™®

Dalam homeostasis glukosa, 1L-10 menunjukkan efek signifikan
pada metabolisme glukosa dan sensitivitas insulin.®® Protein ini
meningkatkan sensitivitas insulin di jaringan otot rangka, melindungi
dari infiltrasi makrofag terkait obesitas, dan mencegah resistensi insulin
yang diinduksi diet melalui pengurangan respons inflamasi.”* Penurunan
fungsi IL-10 dapat berkontribusi pada patologi T2DM melalui beberapa
mekanisme, termasuk respons inflamasi yang tidak terkontrol, gangguan
aktivasi sinyal STAT3 akibat hiperglikemia, dan peningkatan produksi

sitokin pro-inflamasi yang mempengaruhi kerja insulin.”®2
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Penargetan jalur IL-10 dapat membantu mengurangi inflamasi
kronis tingkat rendah yang terkait dengan T2DM."* Kadar serum IL-10
yang rendah dianggap sebagai faktor risiko potensial untuk T2DM, dan
hiporesponsivitas terhadap IL-10 pada pasien T2DM menunjukkan
bahwa terapi untuk mengatasi resistensi IL-10 dapat menjadi pendekatan

terapeutik baru dalam pengelolaan inflamasi akibat diabetes.”?
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Gambar 2.1 Patogenesis T2DM yang melibat inflamasi kronis yang
dimediasi oleh peningkatan sitokin pro-inflamasi seperti IL-6, IL-1, dan
TNF- a serta sitokin anti-inflamasi IL.-10 yang rendah sehingga terjadi
resistensi insulin.”™

2.6.2 Mekanisme SOCS3 dalam Diabetes mellitus tipe 2
SOCS3 berperan penting dalam regulasi sinyal sitokin dan
hormon, termasuk insulin dengan mengatur umpan balik negatif dalam
jalur sinyal insulin, yang sangat penting untuk menjaga homeostasis
glukosa dan mencegah resistensi insulin. SOCS3 diinduksi oleh sitokin
pro-inflamasi dan berfungsi dengan mengikat reseptor insulin pada
residu tirosin tertentu, seperti tirosin 960. Setelah terikat, SOCS3

menghambat aktivasi insulin dari IRS1 dan IRS2, yang merupakan
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komponen pada jalur sinyal insulin.*24¢ Dengan mengurangi fosforilasi
IRS1, SOCS3 menghalangi aktivasi jalur downstream seperti PI3K dan
Akt, yang bertanggung jawab untuk efek biologis insulin termasuk
pengambilan glukosa oleh sel.#+7

Beberapa penelitian terdahulu menunjukkan bahwa pada model
hewan dengan kelebihan berat badan atau obesitas, ekspresi SOCS3
meningkat secara signifikan di jaringan adiposa dan hati.#?4°
Peningkatan ini berkontribusi pada resistensi insulin, di mana meskipun

kadar insulin tinggi, respons sel terhadap hormon tersebut menurun.**7

Insulin

Inflammatory
cytokines

Proteasomal
1 degradation

METABOLIC EFFECT]

Gambar 2.2 Inhibisi sinyal insulin oleh SOCS3 berinteraksi
dengan protein IRS yang terfosforilasi tirosin yang menyebabkan
degradasinya oleh proteasom. Efek yang dihasilkan adalah
penurunan aktivasi IRS1/2-PI13K-PKB yang diinduksi insulin yang
menyebabkan penurunan efek metabolik insulin.”

2.7 Pengaruh EH-MSCs Terhadap Ekspresi IL-10 dan SOCS3
Konsentrasi oksigen untuk kultur hypoxia pada MSCs bervariasi
tergantung pada sumber sel dan tujuan terapeutiknya. Kondisi yang
menyerupai keadaan fisiologis dan cocok untuk pasase awal adalah pada

konsentrasi 5% 02.°® Secara umum, kultur pada kondisi hypoxia dengan
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rentang 1-10% O2 menunjukkan aktivitas proliferasi yang lebih tinggi
dibandingkan kondisi normoksia (21% 02).”® Durasi kultur juga menjadi
faktor penting dalam optimalisasi kondisi hypoxia.”’ Prekondisi minimal 2 hari
diperlukan untuk meningkatkan efek kelangsungan hidup sel, sedangkan
prekondisi 24 jam sudah menunjukkan manfaat terapeutik untuk aplikasi
tertentu.”® Parameter kultur standar tetap harus dipertahankan selama kondisi
hypoxia, termasuk penggunaan media kultur standar.’”® Kepadatan sel dan
tingkat konfluensi perlu dipantau secara ketat karena kondisi hypoxia dapat
meningkatkan laju proliferasi sel.”® Pada kondisi hypoxia, MSCs menunjukkan
peningkatan kemampuan proliferasi, kelangsungan hidup, dan migrasi melalui
berbagai adaptasi seluler.”®

Kondisi hypoxia juga meningkatkan potensi diferensiasi kondrogenik
dan produksi sekretom serta vesikel ekstraselulers (EVs).>"8° Lebih penting,
MSCs yang diprakondisi hypoxia menunjukkan peningkatan ekspresi VEGF,
yang berkontribusi pada potensi angiogenik yang lebih besar.8! EH-MSCs
memiliki kandungan miRNAs spesifik yang berperan penting dalam modulasi
respon imun dan inflamasi pada kondisi patologis, termasuk diabetes melitus
tipe 2.82 Dalam model tikus diabetes tipe 2, EH-MSCs terbukti mengandung
mMiRNAs seperti miR-146a dan miR-223 yang mampu meningkatkan ekspresi
sitokin antiinflamasi yaitu 1L-10.8 IL-10 merupakan regulator utama dalam
pengendalian inflamasi kronis yang umum terjadi pada diabetes, dengan
menekan aktivasi makrofag pro-inflamasi (M1) dan mengarahkan diferensiasi

ke fenotipe anti-inflamasi (M2).8% Dengan meningkatkan kadar IL-10, EH-
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MSCs juga mengandung miRNA-221 yang dapat menekan ekspresi SOCS3
serta kandungan miRNAs lainnya yang berperan dalam memperbaiki
mikrolingkungan jaringan, menurunkan stres oksidatif, serta meningkatkan

sensitivitas insulin pada jaringan target.”984
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3.1.

BAB Il1

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

Kerangka Teori
Diabetes Mellitus Tipe 2 (T2DM) merupakan gangguan metabolik
yang ditandai oleh hiperglikemia akibat resistensi insulin maupun gangguan
sekresi insulin.?® Resistensi insulin terjadi karena eskpresi berlebihan pada
SOCS3 yang berfungsi sebagai pengatur negative feedback.* Ketika kadar
SOCS3 meningkat, protein tersebut akan menghambat sinyal insulin yang
menyebabkan penurunan kemampuan tubuh untuk menggunakan glukosa
secara efektif dengan cara degradasi IRS oleh proteasom, sehingga
mengurangi jumlah IRS1 yang tersedia untuk transduksi sinyal.2% Penelitian
terdahulu  menunjukkan bahwa penurunan ekspresi SOCS3 dapat
memperbaiki sensitivitas insulin dengan meningkatkan aktivitas IRS1 dan
jalur PI3K/Akt.*+"™ Peningkatan SOCS3 diakibatkan oleh inflamasi kronis
yang dimediasi oleh meningkatnya sitokin pro-inflamasi seperti IL-6 dan
rendahnya sitokin anti-inflamasi I.-10.°
IL-10 adalah sitokin yang berperan dalam modulasi inflamasi dan
pemeliharaan homeostasis seluler melalui efek anti-inflamasi seperti
menghambat produksi sitokin pro-inflamasi (IL-1B, IL-6, TNF-a) dan
aktivitas imunostimulan seperti mendukung fungsi sel T regulatori (Treg).%!
EH-MSCs dapat meningkatkan ekspresi IL-10 dengan memodulasi makrofag
menjadi fenotipe anti-inflamasi M2 dan menghambat NF-xB. Potensi EH-

MSCs dalam meningkatkan IL-10 melalui miR-146a dan miR-223

27
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menjadikannya terapi inovatif untuk diabetes melitus tipe 2 serta
komplikasinya.?®

Mesenchymal Stem Cells (MSCs) merupakan sel induk multipoten yang
memiliki kemampuan unik dalam imunomodulasi dan regenerasi jaringan®
Salah satu mekanisme penting yang mendasari efek terapeutik MSCs adalah
EH-MSCs, vyaitu vesikel ekstraseluler berukuran 30-150 nm yang
mengandung berbagai molekul bioaktif seperti protein, MRNA, dan miRNA
dan berperan dalam komunikasi antar sel dan mekanisme parakrin MSCs."”
Kondisi hypoxia dapat meningkatkan . potensi terapeutik MSCs melalui
peningkatan produksi kandungan faktor anti-inflamasi dalam EH-MSCs
seperti MIRNA-221 yang berperan dalam regulasi SOCS3 untuk perbaikan
jaringan.®

Tikus Wistar digunakan sebagai model in-vivo untuk meniru
patogenesis Diabetes Mellitus Tipe 2 (T2DM) pada manusia. Induksi
dilakukan ~melalui injeksi streptozotocin (STZ)®’ yang menyebabkan
resistensi insulin dan kerusakan sel beta pankreas. Model ini relevan karena
menunjukkan pola perubahan IL-10 dan ekspresi SOCS3 yang menyerupai

kondisi T2DM pada manusia.
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Gambar 3.1 Kerangka Teori




3.2. Kerangka Konsep

EH-MSCs

Ekspresi IL-10

Ekspresi SOCS3

Gambar 3.2 Kerangka Konsep Penelitian

3.3. Hipotesis
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1. Terdapat pengarun EH-MSCS terhadap ekspresi 1L-10 pada tikus Wistar

model diabetes mellitus tipe 2.

2. Terdapat pengaruh EH-MSCS terhadap ekspresi SOCS3 pada tikus Wistar

model diabetes mellitus tipe 2.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan rancangan eksperimental in-vivo dengan
pendekatan post-test only control group design. Model hewan tikus Wistar
digunakan untuk menguji pengarun EH-MSCs terhadap ekspresi IL-10 dan
ekspresi SOCS3. Dalam penelitian ini, tikus dibagi menjadi empat kelompok
perlakuan dengan intervensi yang berbeda. Kelompok 1 (K1) merupakan
kelompok kaontrol yang telah diinduksi diabetes dan menerima exosome
normoksia MSCs secara intravena, serta injeksi NaCl 0,9% sebanyak 300 pL
secara intravena sebagai kontrol. Kelompok 2 (K2) berperan sebagai kontrol
positif, yaitu kelompok tikus yang diinduksi diabetes menggunakan
Streptozotocin-Nicotinamide, kemudian diberikan terapi Metformin secara
peroral dengan dosis 45 mg/kgBB/hari selama 14 hari. Kelompok Perlakuan
1 (K3) mendapatkan induksi diabetes menggunakan Streptozotocin-
Nicotinamide, diikuti dengan pemberian EH-MSCs sebanyak 250 uL secara
intravena pada hari ke-15, 18, dan 21. Kelompok Perlakuan 2 (K4) juga
mengalami induksi diabetes dengan Streptozotocin-Nicotinamide, tetapi
diberikan EH-MSCs dalam dosis yang lebih tinggi, yaitu 500 pL secara

intravena, pada hari ke-15, 18, dan 21.
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Gambar 4.1 Alur Rancangan Penelitian
Keterangan:
S: Sampel
A: Aklimatisasi
R: Randomisasi
V:Validasi diabetes dengan pengukuran kadar gula darah. Kadar glukosa
darah (KGD) pada tikus normal umumnya berkisar antara 90 hingga 130
mg/dL. Tikus dikatakan mengalami diabetes mellitus tipe 2 apabila kadar
glukosa darah >200 mg/dL
K1: Tikus diabetes dengan NaCl 0,9% intravena
K2: Tikus diabetes dengan metformin oral 300mg/kgBB/hari 14 hari
K3: Tikus diabetes dengan EH-MSCs dengan dosis 250 pL iv hari ke-15,
18, dan 21
K4: Tikus diabetes dengan EH-MSCs dengan dosis 500 pL iv hari ke-15,
18, dan 21
O1K1: Observasi ekspresi IL-10 dan SOCS3 pada kelompok 1
02K2: Observasi ekspresi IL-10 dan SOCS3 pada kelompok 2
03K3: Observasi ekspresi IL-10 dan SOCS3 pada kelompok 3

04K4: Observasi ekspresi IL-10 dan SOCS3 pada kelompok 4
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4.2 Populasi dan Sampel Penelitian

4.2.1.

4.2.2.

Populasi Penelitian

Populasi dalam penelitian ini adalah tikus Wistar (Rattus
norvegicus) jantan yang berumur 8-10 minggu, dengan berat badan
200-250 gram.
Sampel Penelitian

Sampel dipilih menggunakan teknik randomisasi sederhana
setelah tikus memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi. Jumlah sampel
dihitung menggunakan rumus Federer's formula sebagai berikut,
(n-1) (t-1) =15
(n-1) (4-1) =15
(n-1)3>15
3n>18
n > 6 ekor

Keterangan :
t: Jumlah kelompok perlakuan
n : besar sampel setiap kelompol perlakuan
Di mana n adalah jumlah tikus per kelompok, dan t adalah jumlah
kelompok. Pada penelitian ini, digunakan 4 kelompok tikus, maka
minimal 6 tikus per kelompok diperlukan. Ditambahkan 1 tikus untuk
mengantisipasi adanya tikus mati selama percobaan sehingga total

sampel adalah 28 tikus.
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4.2.3. Cara Pengambilan Sampel Penelitian
Penelitian ini menggunakan metode randomisasi sederhana untuk
memastikan setiap tikus memiliki peluang sama untuk dimasukkan ke
dalam kelompok kontrol atas perlakuan. Proses pengambilan dapat
dijabarkan sebagai berikut
1. Seleksi Awal
Tikus Wistar diperiksa untuk memastikan kondisi kesehatan seperti
tidak sakit, aktif bergerak, dan berat badan sesuai kriteria inklusi.
Pemeriksaan awal kadar glukosa darah dilakukan untuk memastikan
kadar glukosa awal.
2. Aklimatisasi
Aklimatisasi. tikus pada kondisi standar (suhu 22-24°C, siklus
terang-gelap 12 jam, dan akses bebas ke makanan dan minuman).
Adaptasi dilakukan pada kondisi standar minimal 7 hari.
3. Pembagian Kelompok
Tikus secara acak dibagi menjadi 4 kelompok:
e Kelompok 1: Kelompok kontrol negatif
e Kelompok 2: kelompok kontrol positif
e Kelompok 3: EH-MSCs 250 pL perlakuan 1
e Kelompok 4: EH-MSCs 500 pL perlakuan 2
4. Alokasi Sampel
Pengacakan dilakukan menggunakan metode seperti random

number generator atau undian sederhana untuk memastikan
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distribusi sampel yang adil antara kedua kelompok. Setiap

kelompok terdiri dari 7 tikus.

4.2.4. Kriteria Inklusi

1.

2.

3.

Tikus Wistar jantan berumur 8-10 minggu.
Berat badan antara 200-250 gram.
Sehat secara klinis (aktif, nafsu makan baik, bulu bersih, dan tidak

menunjukkan tanda-tanda penyakit).

4.2.5. Kriteria Eksklusi

Tikus yang tidak menunjukkan kadar glukosa darah puasa >200

mg/dL setelah proses induksi STZ-NA.

4.2.6. Kriteria Drop Out

1.

2.

3.

4.

Tikus menunjukkan gejala stres berat seperti penurunan berat
badan yang signifikan dilihat dari penurunan >20% dari berat awal,
kelemahan fisik secara ekstrem, atau inaktivitas yang mengganggu
hasil penelitian.

Tikus mengalami infeksi, cedera, atau penyakit yang tidak terkait
dengan perlakuan atau protokol penelitian.

Tikus mati selama periode penelitian, baik akibat efek perlakuan,
prosedur, atau penyebab lain.

Tikus yang mengalami kesalahan dalam prosedur, seperti dosis
EH-MSCs yang tidak sesuai, teknik injeksi yang gagal, atau

pengambilan sampel jaringan yang tidak berhasil.
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4.3 Variabel dan Definisi Operasional
4.3.1.Variabel Bebas (Independen)
EH-MSCs yang dikultur pada kondisi 5% O dosis 250 pL dan 500 pL
4.3.2.Variabel Terikat (Dependen):
Variabel terikat pada penelitian ini adalah sebagai berikut:
a. Ekspresi IL-10: Diukur dari jaringan pankreas menggunakan metode
gPCR.
b. Ekspresi SOCS3: Diukur dari jaringan pankreas menggunakan
metode gPCR.
4.3.3.Variabel Prakondisi
Variabel prakondisi pada penelitian ini adalah injeksi 65 mg STZ
dan 230 mg NA dengan secara intraperitoneal dosis Tunggal.
4.3.4.Variabel Terkendali
Kondisi Lingkungan berupa aklimatisasi suhu 22-25°C,
kelembapan 50-60%, siklus cahaya 12 jam terang/gelap, berat badan
tikus, dan usia tikus.
4.3.5. Definisi Operasional
1. Pemberian EH-MSCs
Proses pemberian vesikel ekstraseluler berukuran kecil yang
dihasilkan oleh MSCs yang dikultur dalam kondisi hypoxia. EH-
MSCs ni mengandung molekul bioaktif seperti protein, mMRNA, dan

microRNA yang memiliki potensi untuk memodulasi peradangan
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dan meningkatkan sensitivitas insulin. Dalam penelitian ini,
exosome diberikan kepada tikus melalui rute injeksi intravena.
Unit: Mikrogram (ug) per kilogram berat badan tikus.
Skala: Rasio
2. Ekspresi IL-10
IL-10 merupakan sitokin anti-inflamasi yang berperan dalam
menekan inflamasi kronis yang terjadi pada kondisi diabetes tipe 2.
Ekspresi 1L-10 diukur dari jaringan pankreas tikus yang diambil
setelah perlakuan ‘'menggunakan metode QgPCR. Peningkatan
ekspresi 1L-10 diharapkan dapat menunjukkan efek anti-inflamasi
dari pemberian EH-MSCs.
Unit: CT value
Skala: Rasio
3. Ekspresi SOCS3
SOCS3 merupakan protein regulator negatif dalam jalur
sinyal insulin yang berperan sebagai indikator resistensi insulin pada
model tikus DMT2. Ekspresi diukur untuk menilai efek terapi
Exosome Hypoxia MSC terhadap perbaikan resistensi insulin.
Unit: Ct value

Skala: Rasio.

4.4 Bahan Penelitian
1. Tikus Wistar jantan usia 8-10 minggu, berat badan 200-250 gram.

2. Aguades



3. Streptozotocin (STZ)

4. Nicotinamide

5. Primer IL-10

6. Primer SOCS3

7. Buffer PBS (phosphate-buffer saline)
8. Ketamin

9. Acepromazine

10. Xylazine

4.5 Alat Penelitian
1. Kandang untuk pemeliharaan tikus, tempat makan dan minum.
2. Timbangan Digital
3. Tempat air minum tikus.
4. PCR machine
5. Jarum Suntik
6. Tabung hematokrit.
7. 6mm biopsy punch
8. Sentrifuge
9. Mikropipet 1
10. 1000 pL mikropipet tip
11. Vial tube 1,5 mL
12. Coated desk glass

13. Cover glass

38



39

4.6 Prosedur Penelitian
4.6.1.Perolehan Ethical Clearance
Penelitian ini diawali dengan pengajuan permohonan persetujuan

etik kepada Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas Sultan Agung

Semarang. Langkah ini dilakukan setelah proposal penelitian

memperoleh persetujuan dari pembimbing dan penguji. Permohonan

persetujuan etik bertujuan untuk memastikan penelitian berjalan sesuai

prinsip-prinsip etika, terutama terkait penggunaan hewan coba.

Persetujuan etik juga menjamin bahwa perlakuan terhadap hewan

percobaan dilakukan dengan memperhatikan kesejahteraan dan hak-hak

hewan, serta meminimalkan penderitaan yang tidak perlu.

4.6.2. Induksi Diabetes Mellitus Tipe 2

1. STZ dan NA masing-masing dilarutkan dalam larutan saline steril
(0,9% NaCl) atau buffer sitrat (pH 4,5) untuk menjaga stabilitas
larutan.

2. Larutan dibuat segar dan digunakan segera untuk mencegah degradasi
kimia STZ maupun NA.

3. Larutan STZ dan NA diberikan dalam volume kecil (1-2 mL) untuk
memastikan penyebaran efektif.

4. Tikus Wistar sehat (8 minggu, berat 200-250 gram) diinjeksi secara
intraperitonial dengan NA dengan dosis 230 mg.

5. Setelah 15 menit, STZ diinjeksi secara intraperitonial dengan dosis 65

mg/kg berat badan.
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6. Penyuntikan NA-STZ dilakukan pada semua tikus pada kelompok
kontrol positif, kelompok kontrol negatif, kelompok perlakuan 1, dan
perlakuan 2.

7. Konfirmasi diabetes dilakukan 7 hari pasca-injeksi, kadar glukosa
darah tikus diukur menggunakan glukometer. Tikus dengan kadar
glukosa darah >200 mg/dL dianggap berhasil diinduksi diabetes.

4.6.3.Uji Validasi MSCs

1. Lepaskan sel dari flask menggunakan cells detachment solution,
cuci, dan lakukan resuspensi di dalam PBS buffer.

2. Ambil 100 pL sampel, masukkan ke dalam tabung yang berisikan
reagen flowcytometry dengan marker CD44+, CD29+, CD45-, dan
CD31- sebagai marker evaluasi

3. Baca hasil flowcytometri

4. Lanjutkan pemeriksaan menggunakan diferensiasi adipogenik dan
osteogenik. Tempatkan media Kultur spesifik sesuai dengan lineage

i. Adipogenik: Kultur MSC dalam media adipogenik selama 14-
21 hari, lalu pewarnaan dengan Oil-Red O.

ii. Osteogenik: Kultur MSC dalam media osteogenik selama 14-21
hari, lalu pewarnaan dengan Alizarin Red.

5. Adanya droplet lipid (adiposit) dan mineralisasi matriks (osteoblast)

menunjukkan kemampuan diferensiasi
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4.6.4.1solasi EH-MSCs

1. Preparasi Condition Medium dengan cara medium kultur dari
passage 4 dikumpulkan dan disentrifugasi pada 300xg selama 5
menit untuk menghilangkan sel-sel yang tersisa.

2. Supernatant kemudian disentrifugasi lagi pada 2000xg selama 30
menit untuk menghilangkan debris.

3. Supernatant hasil sentrifugasi difiltrasi menggunakan metode
Tangential Flow Filtration (TFF) dengan membran sterile hollow
fiber berukuran 10, 50, dan 500 kD.

4. MSCs dengan konfluensi 80% ditambahkan medium kultur lengkap
sebanyak 10 mL.

5. Flask yang berisi MSCs dimasukkan ke dalam hypoxic chamber.
Gas nitrogen dialirkan melalui katup inlet, dan konsentrasi oksigen
dalam hypoxic chamber diukur menggunakan oksigen-meter hingga
mencapai 5% kadar oksigen. Flask diinkubasi dalam kondisi hypoxia
selama 24 jam pada suhu 37°C.

6. Medium kultur dari flask diambil untuk diproses lebih lanjut
menggunakan TFF untuk mendapatkan exosomes dari MSCs
hypoxia.

7. Sel dicuci sebanyak 2 kali menggunakan phosphate-buffered saline
(PBS) dan kemudian dire-suspensi dalam buffer pencucian (PBS

atau washing buffer FBS) sebanyak 300-500 pL.
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8. Suspensi sel diolah untuk analisis menggunakan flowcytometry,

marker yang digunakan adalah CD63+, CD9+, dan CD81+.
4.6.5. Teknik Pengumpulan Sampel

1. Pada hari ke-28, tikus diterminasi menggunakan menggunakan
cocktail dosis letal sebelum pengambilan jaringan pankreas
dilakukan. Cocktail dibuat dengan mencampurkan Ketamin (50
mg/kgBB), Xylazine (10 mg/kgBB), dan Acepromazine (10
mg/kgBB), yang kemudian disuntikkan secara intramuskular untuk
memastikan tikus tidak merasakan sakit selama proses terminasi.

2. Setelah tikus mati, sampel berupa jaringan pankreas dikoleksi secara
hati-hati. Sampel jaringan tersebut kemudian disimpan dalam
cryotube yang bebas RNase untuk menjaga integritas RNA.
Selanjutnya, jaringan disimpan pada suhu -80°C dalam RNA later
untuk memastikan stabilitas molekuler jaringan hingga dilakukan
analisis lebih lanjut.

4.6.6. Analisis Ekspresi IL.-10 dan SOCS3

1. Ekspresi mRNA dari IL-10 dan SOCS3 dianalisis menggunakan
metode Quantitativ Polymerase Chain Reaction (QPCR).

2. Campuran reaksi terdiri dari 3 pl cDNA sampel, 12,5 pl Taq master
mix (yang mencakup dNTPs, Taq DNA polymerase, buffer reaksi,
dan MgCI2), serta masing-masing 0,6 pl primer spesifik untuk

forward dan reverse, dilengkapi dengan 8,3 pl Nuclease-Free Water.



43

3. Produk PCR kemudian dianalisis menggunakan sistem gPCR
berbasis illumine untuk mendeteksi ekspresi IL-10 dan SOCSS3.

4. Data ekspresi gen dianalisis dengan membandingkan rasio
peningkatan relatif terhadap housekeeping gene, menggunakan
perangkat lunak EcoStudy untuk validasi hasil.

4.7 Analisis Data
Data yang diperoleh dari penelitian dianalisis dengan metode statistik
sebagai berikut:
1. Uji Normalitas: Data diuji normalitasnya menggunakan uji Shapiro-Wilk
untuk memastikan bahwa data berdistribusi normal.
2. Uji Homogenitas: Homogenitas data diuji dengan Levene's test.
3. Analisis Statistik: Perbandingan 4 kelompok
e Jika data berdistribusi normal: Menggunakan uji ANOVA one-Way
e Jika data tidak berdistribusi normal: Menggunakan Kruskal-Wallis
Test (alternatif non-parametrik)
4. Semua analisis statistik dilakukan menggunakan software statistik, dan
nilai p<0,05 dianggap signifikan.
e Jika ANOVA one-Way signifikan, lanjutkan uji post hoc Tukey untuk
menilai perbedaan spesifik antar kelompok
e Jika Kruskal-Wallis Test signifikan, lanjutkan uji post hoc Dunn’s

untuk membandingkan pasangan kelompok
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5. Interpretasi Data: data dianalisis untuk menguji hipotesis penelitian:
e Apakah pemberian EH MSCs dapat mempengaruhi peningkatan
ekspresi IL-10 secara signifikan dibandingkan kontrol.

e Apakah pemberian EH MSCs dapat mempengaruhi penurunan ekspresi

SOCS3 secara signifikan dibandingkan kontrol.
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28 tikus wistar jantan sehat diadaptasi selama 7 hari

Tikus hamil

v

Induksi diabetes dengan STZ + NA single dose

Isolasi unbilical

Isolasi dan kultur

Validasi diabetes (GDP>200 mg/dL) hari ke 14

\4

Panen sel

v

Validasi MSCs

Kelompok
K1
Kelompok
diabetes
yang
diberikan
larutan
saline 0,9%

Kelompok
K2
Kelompok
diabetes
yang
diberikan
metformin
300 mg/kg
BB peroral
14 hari

Kelompok
K3
tikus
diabetes
dengan EH-
MSCs 250
uL iv hari ke
15,18, dan
21

Kelompok
K4
tikus
diabetes
dengan
EH-MSCs
500 uL iv
hari ke 15,
18, dan 21

\

Prekondisi
hypoxia

A

Filtrasi TFF

A4

Pengambilan sampel jaringan setiap kelompok hari ke 28

Validasi

|

EH-MSCs

Pemeriksaan Ekpresi IL-10 dan SOCS3

Analisis Statistik

Gambar 4.2 Alur Penelitian
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4.9 Jadwal Pelaksanaan Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Stem Cell and Cancer Research.

Penelitian rencana akan mulai dilakukan pada Mei — Juli 2025
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BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengarun EH-MSCs terhadap
ekspresi IL-10 dan SOCS3 pada tikus wistar model diabetes melitus tipe 2
dibandingkan dengan kontrol. Studi eksperimental ini dilakukan secara in vivo
dengan desain Post-test Only Control Group dilakukan selama bulan Mei-Juli 2025
di laboratorium Stem Cell and Cancer Research (SCCR) Semarang. Penelitian
dengan hewan coba tikus Wistar jantan berumur 8-10 minggu sebanyak 28 ekor
dengan model diabetes mellitus tipe 2, Usia berkisar 2-3 bulan, dan berat badan
200-250 gram. Tikus jantan yang sesuai kriteria dilakukan pemeriksaan kadar gula
darah sebelum induksi STZ-NA secara intraperitoneal. Tikus yang telah diinduksi
kemudian randomisasi dan dibagi 4 kelompok, yaitu kelompok kontrol negatif K1
dengan perlakuan pemberian injeksi NaCl, kelompok kontrol positif K2 yang diberi
metformin 300 mg/kbBB per oral, kelompok K3 perlakuan injeksi intravena dosis

250 uL, dan kelompok K4 perlakuan injeksi injeksi intravena dosis 500 uL

5.1 Hasil Penelitian
5.1.1 Isolasi Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSCs)
EH-MSCs pada penelitian ini diperoleh dari isolasi dan kultur
MSCs pada medium khusus yang dilakukan di Labtoratorium Stem Cell

and Cancer Research.
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g,

Gamar 51 Vaidasi MSCs (A) I\/iSCséné;n gmbaran spinle-like
cell perbesaran 40x (B) Gambaran deposit kalsium (panah merah) pada
diferensiasi osteosit terlihat sebagai warna merah dengan pewarnaan
Alizarin Red perbesaran 40x (C) Gambaran droplet lemak (panah
merah) sebagai warna merah di sekitar sel setelah pewarnaan Oil Red O
Dye pada perbesaran 40x

Hasil kultur menunjukkan gambaran sel berupa spindle-shape.
Selanjutnya, MSCs yang telah dikondisikan hipoksia dikultur dalam
medium induksi osteogenik dan adipogenik sebagai uji diferensiasi
dalam validasi MSCs. MSCs berkarakteristik dapat diferensiasi menjadi
sel matur, termasuk osteosit dan adipogenik. Karakteristik ini dapat
diamati setelah MSCs diinkubasi dalam medium induksi osteogenik dan
adipogenik yang kemudian masing-masing diwarnai menggunakan
Alizarin red untuk melihat deposisi kalsium dan Oil Red O untuk melihat
droplet lipid yang terbentuk.

Hasil isolasi MSCs divalidasi menggunakan flowcytometry untuk
menunjukkan kemampuan dalam mengekspresikan surface marker
khusus, hasil menunjukkan ekspresi negatif CD45 (0.4%) dan CD31
(3.92%) serta ekspresi positif CD90 (98.7%) dan CD29 (99.9%). MSCs
yang telah diprakondisikan hipoksia dan divalidasi selanjutnya dilakukan
filtrasi dengan TFF untuk memperoleh EH-MSCs. Hasil filtrasi
didapatkan konsentrasi EH-MSCs sebanyak 7.5 ug/mL. EH-MSCs

kemudian divalidasi melalui surface marker CD9 (9.1%).
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5.1.2 Validasi Diabetes Melitus Tipe 2 pada Tikus Wistar Model Diabetes
Melitus Tipe 2
Subjek penelitian ini adalah tikus Wistar jantan model diabetes
melitus tipe 2 yang diinduksi STZ 65 mg/kgBB dan NA. Validasi T2DM
dilakukan dengan menganalisis kadar gula darah dan gula darah puasa.
Pada validasi kadar gula darah menunjukkan hasil 111 mg/dL dan setelah
induksi hasil gula darah puasa menunjukkan 334 mg/dL. Pemeriksaan
mikroskopik juga dilakukan untuk mengetahui jaringan pankreas subjek,
didapatkan gambaran degenerasi sitoplasma, hilangnya granula sel dan
bentuk pulau langerhans yang tidak beraturan pada jaringan pankreas
tikus yang telah diinduksi STZ. Hal ini membuktikan bahwa subjek telah

mengalami T2DM.

3 >
Gambar 5.2 Validasi tikus Wistar model T2DM secara mikroskopik
mengamati jaringan pankreas yang diwarnai dengan H&E menunjukkan

yang tidak beraturan menunjukkan perubahan kepadatan dan morfologi
sel yang mencerminkan kerusakan sel B pancreas
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5.1.3 Interpretasi Ekspresi Interleukin-10 (IL-10)
P Hasil analisis Pengaruh EH-MSCs terhadap ekspresi IL-10
pada tikus Wistar model diabetes melitus tipe 2 dianalisis pada hari ke-
30 dengan nilai K1 1.12, K2 1.37, K3 1.99 dan K4 1.47 (Tabel 5.1).
Tabel 5.1 Hasil Analisis Rerata, Uji Normalitas, Uji Homoegenitas,

dan Uji One Way ANOVA pada Ekspresi IL-10

Kelompok si
Variabel K1 K2 K3 K4 g
n=7 n=7 n=7 n=7 ()
Ekspresi
IL-10
Mean 1.12+40.31  1.3740.54 1.99+0.39  1.47+0.49
Shapiro - " i *
Wilk 0.91 0.79 0.56 0.15
Lavene 0.278*
test
ANOVA 0.009*

*p=>0,05 Normal *p>0.05 Homogen *p<0.05 Signifikan

Tabel 5.1 menunjukkan bahwa rerata ekspresi IL-10 tertinggi pada
kelompok K3 yaitu sebesar 1.99 dan diikuti oleh kelompok K4 sebesar
1.47 dan kelompok K2 sebesar 1.37 . Ekspresi IL-10 terendah terdapat
pada kelompok K1 yaitu kelompok kontrol negatif sebesar 1.12. Rerata
ekspresi IL-10 pada semua kelompok berdasarkan uji shapiro wilk
berdistribusi normal dengan nilai p>0,05 normal. Hasil uji homogenitas
menggunakan uji lavene didapatkan hasil data homogen dengan nilai
p>0,05 homogen. Sebaran data normal dan homogen maka analisis data
menggunakan uji parametrik one way ANOVA. Hasil uji parametrik one
way ANOVA menunjukkan terdapat perbedaan signifikan pada kelompok

penelitian dengan nilai p<0,05.
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Tabel 5.2 Perbedaan Ekspresi IL-10 antara kelompok penelitian

Kelompok Pelfggonrgipr?gl;n p-Value
K2 0.286

K1 K3 0.001*
K4 0.222

K3 0.015*
K2 K4 0.870

K3 K4 0.021*

*p<0.05 signifikasi pada uji post hoc LSD

Hasil uji post hoc LSD ekspresi IL-10 pada tabel 5.2 menunjukkan
kelompok kontrol negatif dan kelompok kontrol positif memiliki hasil
yang signifikan terhadap kelompok K3 yaitu kelompok perlakuan EH-
MSCs dosis 250 pL dengan nilai p<0,05. Hasil sebaliknya didapatkan
pada kelompok K4 yaitu EH-MSCs dosis 500 puL yang menunjukkan
hasil tidak signifikan terhadap kelompaok kontrol negatif maupun kontrol
positif (p>0,05). Ekspresi IL-10 pada kedua kelompok EH-MSCs yaitu
K3 terhadap K4 menunjukkan hasil yang signifikan sebesar 0.021
(p<0,05). Berdasarkan data diatas didapatkan hasil bahwa EH-MSCs
dosis 250 pL berpengaruh dalam meningkatkan ekspresi IL-10 secara
signifikan dibandingkan kelompok kontrol negatif, kontrol positif dan
kelompok EH-MSCs dosis 500 pL. Terdapat pola peningkatan ekspresi
IL-10 akibat pengaruh perlakuan EH-MSCs seperti yang ditampilkan

pada gambar 5.3.
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DK1
15 4 oK2
nK3
K4

Ekspresi Relatif IL-10

*p<0.05 **p<0.01 p<0.001
Gambar 5.3 Perubahan Ekspresi 1L-10

5.1.4 Interpretasi Ekspresi Suppressor of Cytokine Signaling 3 (SOCS3)
Hasil analisis Pengaruh EH-MSCs terhadap ekspresi SOCS3 pada
tikus Wistar model diabetes melitus tipe 2 dianalisis pada hari ke-30
dengan nilai K1 1.09, K2 0.86, K3 0.56 dan K4 2. 0.73 (Tabel 5.3).

Tabel 5.3 Hasil Analisis Rerata, Uji Normalitas, Uji Homoegenitas,
dan Uji One Way ANOVA pada Ekspresi SOCS3

Kelompok Si
Variabel K1 K2 K3 K4 ( %
n=7 n=7 n=7 n=7 P
Ekspresi
SOCS3
Mean 1.09+0.41  0.86+0.17 0.56+0.11 0.73%0.26
Shapiro * * * *
Wilk 0.80 0.43 0.56 0.31
Levene 0.053*
test
ANOVA 0.018*

*p=>0,05 Normal *p>0.05 Homogen *p<0.05 Signifikan

Tabel menunjukkan bahwa rerata ekspresi SOCS3 tertinggi pada
kelompok K1 yaitu sebesar 1.09 dan diikuti oleh kelompok K2 sebesar

0.86 . Ekspresi SOCS3 terendah terdapat pada kelompok perlakuan EH-
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MSCs vyaitu kelompok K3 0.56 dan K4 0.73. Rerata ekspresi SOCS3
pada semua kelompok berdasarkan uji shapiro wilk berdistribusi normal
dengan nilai p>0,05 normal. Hasil uji homogenitas menggunakan uji
lavene didapatkan hasil data homogen dengan nilai p>0,05 homogen.
Sebaran data normal dan homogen maka analisis data menggunakan uji
parametrik one way ANOVA. Hasil uji parametrik one way ANOVA
menunjukkan terdapat perbedaan signifikan pada kelompok penelitian
dengan nilai p<0,05.

Tabel 5.4 Perbedaan Ekspresi SOCS3 antara kelompok penelitian

Kelompok
Kelompok Perbandingan p-Value
K2 0.141
K1 K3 0.002*
K4 0.030*
K3 0.067
s K4 0.433
K3 K4 0.270

*p<0.05 signifikasi pada uji post hoc LSD

Hasil uji post hoc LSD ekspresi SOCS3 pada tabel 5.4
menunjukkan kelompok kontrol negatif memiliki perbedaan yang
signifikan terhadap kelompok perlakuan EH-MSCs baik dosis 250 pL
pada kelompok K3 dan dosis 500 pL pada kelompok K4 dengan nilai
p<0,05. Hasil sebaliknya menunjukkan hasil yang tidak signifikan pada
K2 terhadap kelompok perlakuan EH-MSCs (p>0,05). Ekspresi SOCS3
pada kedua kelompok EH-MSCs vyaitu K3 terhadap K4 juga
menunjukkan hasil yang tidak signifikan sebesar 0.270 (p>0,05).
Berdasarkan data diatas didapatkan hasil bahwa EH-MSCs berpengaruh

pada ekspresi SOCS3 secara signifikan dibandingkan kelompok kontrol
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negatif namun tidak pada kelompok kontrol positif serta tidak ada
perbedaan pengaruh perlakuan EH-MSCs baik dosis 250 pL maupun
dosis 500 pL meskipun rerata penurunan ekspresi SOCS3 pada
kelompok K3 dengan perlakuan EH-MSCs dosis 250 pL lebih rendah
dibandingkan dengan kelompok EH-MSCs dosis 500 pL. Terdapat pola
penurunan ekspresi SOCS3 akibat pengaruh perlakuan EH-MSCs seperti

yang ditampilkan pada gambar 5.4.

*k

L I oK1
08 - l oK2

mK3
mK4

0.6 1
)

0.4 1

0.2 1

2<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Ekspresi Relatif SOCS 3

Gambar 5.4 Perubahan Ekspresi SOCS3

5.2 Pembahasan Hasil Penelitian
Pada diabetes melitus tipe 2 (T2DM) terjadi hiperglikemia yang
berdampak pada aktvasi jalur inflamasi termasuk salah satunya NF-kB.®8
Aktivasi jalur tersebut menyebabkan makrofag pro-inflamasi M1 melepaskan
berbagai pelepasan sitokin inflamasi seperti TNF-o, IL-1 dan 1L-6.%8
Di antara sitokin-sitokin ini, IL-6 menunjukkan korelasi terkuat dengan
resistensi insulin dan diabetes tipe 2.838° Sitokin I1L-6 menginduksi ekspresi

protein seluler SOCS3 yang dapat menghambat transduksi sinyal reseptor
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insulin.® Interleukin-10 (IL-10) merupakan sitokin pleiotropik yang memiliki
peran mendasar dalam memodulasi inflamasi dan menjaga homeostasis sel.*°
IL-10 terutama bertindak sebagai sitokin anti-inflamasi, melindungi tubuh dari
respons imun yang tidak terkendali.*

Pada kasus T2DM terjadi inflamasi kronis yang menyebabkan ekspresi
IL-10 rendah.*® Hal ini memberi kesan bahwa penekanan dan modulasi jalur
inflamasi diharapkan dapat menekan respon inflamasi pada T2DM. Analisis
kemampuan anti-inflamasi pada EH-MSCs pada tikus Wistar model T2DM
dilakukan karena tikus Wistar merupakan mamalia dengan struktur pankreas
mirip dengan manusia. Tikus Wistar diinduksi dengan STZ-NA agar menderita
T2DM. Berdasarkan keterangan tersebut, maka peningkatan ekspresi 1L-10
dan penurunan ekspresi SOCS3 dapat menjadi strategi pilihan terapi dalam
menekan inflamasi pada T2DM.

Penelitian ini menganalisis ekspresi IL-10 yang merupakan sitokin anti-
inflamasi yang berperan dalam modulasi inflamasi. Penelitian menunjukkan
terdapat peningkatan ekspresi IL-10 secara signifikan pada kelompok
perlakuan yang diberikan EH-MSCs dosis 250 pL dibandingkan dengan
kelompok perlakuan EH-MSCs dosis 500 pL dan kelompok Kontrol.
Peningkatan ekspresi IL-10 terjadi secara optimal pada pemberian EH-MSCs
dosis 250 pL. Hal ini dapat terjadi karena kandungan microRNAs pada EH-
MSCs dengan dosis tertentu dapat memodulasi IL-10 yang berperan dalam

menekan proses inflamasi pada T2DM secara optimal.®
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Hal tersebut sejalan dengan penelitian sebelumnya, MSC-Exos dapat
meningkatkan pemulihan pada kasus sepsis melalui penekanan faktor pro-
inflamasi seperti TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-17, dan IL-1p dengan cara
mengeluarkan faktor anti-inflamasi yang mengandung IL-4, IL-10, dan TGF-
B.%t Hal ini terkait dengan dengan kontrol miR-223 dan miR-146a dalam
menekan jalur inflamasi NF-xB.°® MSC-exos dengan kandungan miR-223
dinilai memiliki efek protektif terhadap inflamasi seiring dengan bukti yang
semakin meningkat menunjukkan bahwa miR-223 merupakan faktor penting
dalam regulasi respon inflamasi.’? Potensi miR-146a juga dipelajari secara in
vitro yaitu miR-146a yang dilepaskan dari BM-MSCs dikirim ke sel glia
astrosit kemudian didapatkan hasil bahwa terjadi penurunan laju NF-«xB
terdeteksi di sel glia astrosit.>®> miR-146a dan miR-223 berperan besar dalam
modulasi inflamasi, tidak hanya dengan menekan makrofag pro-inflamasi M1
yang dapat menginduksi TNF-a, IL-6, dan IL-1B, namun juga meningkatkan
polarisasi makrofag anti-inflamasi M2 yang ditandai dengan meningkatnya IL-
10.% Penelitian lain yang mendukung hasil penelitian ini juga menyatakan
bahwa pemberian MSC-exos telah terbukti meningkatkan IL-10 baik secara
lokal (pada jaringan yang terdampak) maupun sistemik, yang berkontribusi
pada modulasi inflamasi.*® Dalam model murine gagal hati akut, MSC-exos
dari sumsum tulang dan tali pusat secara signifikan meningkatkan regulasi IL-
10 sekaligus mengurangi sitokin pro-inflamasi seperti TNF-a, IL-6, dan IL-

1.9



57

Penelitian ini juga menganalisa ekspresi SOCS3 dimana pada
penelitian ini didapatkan EH-MSCs berpengaruh pada ekspresi SOCS3 secara
signifikan. Namun apabila dibandingkan dengan pengobatan konvensional
yaitu metformin pada kelompok kontrol positif hasil menunjukkan tidak ada
perbedaan yang signifikan meskipun nilai ekspresi SOCS3 pada kelompok
perlakuan EH-MSCs lebih rendah dibandingkan dengan kelompok kontrol.
Tidak ada perbedaan ekspresi SOCS3 yang signifikan pada kelompok
perlakuan EH-MSCs dosis 250 pL dibandingkan dengan kelompok perlakuan
EH-MSCs dosis 500 1, nilai penurunan ekspresi SOCS3 kelompok K3 dengan
perlakuan EH-MSCs dosis 250 pL lebih rendah dibandingkan dengan
kelompok EH-MSCs dosis 500 pL. maupun kelompok kontrol positif.

Temuan ini sejalan dengan studi sebelumnya yang mempelajari bahwa
EH-MSCs dapat memodulasi ekspresi SOCS3 melalui miR-221 dan miR-
455 %697 3OCS3 merupakan sitokin yang terlibat dalam regulasi negatif sinyal
(pengatur intensitas, durasi, dan kualitas sinyal sitokin inflamasi).®® SOCS3
berperan dalam regulasi polarisasi makrofag M1-M2 melalui jalur Janus
kinase (JAK)/signal transducer and activator of transcription (STAT),
sehingga modulasi SOCS3 pada saat inflamasi dapat menjadi target terapi
utama.®® Studi lain menunjukkan bahwa MSC-exos dapat memberikan efek
kardioprotektif setelah infark miokard melalui mekanismenya yang melibatkan
miR-25-3p dalam menargetkan protein pro-apoptosis dan EZH2, yang
menghambat ekspresi eNOS dan SOCS3 sehingga berkontribusi pada

penekanan inflamasi dan peningkatan pemulihan jantung.*® Penelitian
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sebelumnya juga menunjukkan bahwa MSC-exos dapat meningkatkan
pemulihan kolitis akibat radiasi dengan menekan inflamasi melalui berbagai
mekanisme dan mendorong perbaikan epitel usus.®® Secara saintifik, MSC-
exos mencapai efek ini dengan mensekresikan miRNA-455 yang dapat
menurunkan regulasi SOCS3 dan mengaktifkan jalur STAT.%® MSC-exos
meningkatkan ekspresi gen yang terkait integritas epitel, meningkatkan

proliferasi dan menghambat apoptosis sel induk usus.%

Keterbatasan Penelitian

Pada penelitian ini terdapat keterbatasan pada penurunan SOCS3
dimana kontrol negatif dan kontrol positif menunjukkan tidak ada perbedaan,
hal ini sangat dipengaruhi oleh :
Tidak Melibatkan Analisis Jalur Molekuler L.engkap

Penelitian ini hanya menilai ekspresi SOCS3 tanpa menganalisis
komponen lain dalam jalur JAK/STAT seperti JAK1, STAT3, atau IL-6.
Padahal, ekspresi SOCS3 erat kaitannya dengan aktivasi molekul-molekul

tersebu, 100:101



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan
1. Terdapat pengaruh signifikan pemberian EH-MSC dosis 250 pL terhadap
ekspresi IL-10 pada Tikus Galur Wistar model diabetes melitus tipe 2 pada
kelompok perlakuan dibanding kelompok kontrol.
2. Terdapat pengaruh signifikan pemberian EH-MSC dosis 250 pL terhadap
ekspresi SOCS3 pada Tikus Galur Wistar model diabetes melitus tipe 2

pada kelompok perlakuan dibanding kelompok kontrol.

6.2 Saran
Penelitian selanjutnya disarankan untuk menyelidiki komponen lain

dalam jalur JAK/STAT seperti JAK1, STAT3, atau |L.-6.
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