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ABSTRAK

Latar Belakang: Alopecia androgenetik (AGA) merupakan gangguan kerontokan
rambut kronis dan progresif yang ditandai dengan miniaturisasi folikel dan
pemendekan fase anagen. AGA berdampak pada kualitas hidup penderitanya.
Penelitian menunjukkan bahwa Granulocyte macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF) dan Interluekin-1 alpha (IL-1a) memiliki peran penting dalam
gen regeneratif dan anti-inflamasi. Eksosom dari sel punca mesenkim (Exosome
Hypoxia Mesenchymal Stem Cells, EH-MSCs) diketahui mengandung molekul
bioaktif yang dapat mendukung regenerasi jaringan dan mengatur siklus rambut.
Namun, studi mengenai pengaruh EH-MSCs terhadap ekspresi GM-CSF dan IL-
la pada model alopecia masih terbatas.

Metode: Studi eksperimental in vivo secara Randomized Post Test only Control
Group Design. Penelitian ini menggunakan model mencit C57BL6 jantan yang
diinduksi alopecia oleh DHT. Mencit dibagi menjadi lima kelompok perlakuan,
termasuk kelompok kontrol sehat, kontrol DHT, terapi minoxidil, serta dua dosis
injeksi EH-MSCs (100 pg/kgBB dan 200 pg/kgBB). Analisis ekspresi GM-CSF
dan IL-lo dilakukan menggunakan metode PCR pada sampel kulit mencit.
ANOVA satu arah dengan pengujian hubungan antar kelompok, dilakukan uji
Post Hoc Tamhane dan Post Hoc LSD diterapkan dalam pemeriksaan statistik
perbedaan antar kelompok perlakuan.

Hasil: Dibandingkan dengan kelompok kontrol, analisis ekspresi GM-CSF pada
K5 (3,42 £ 0,31) dan K4 (2,91 = 1,01) tertinggi. Di sisi lain, ekspresi IL-1a pada
K4 (1,28« 0,48) dan K5 (0,95 £ 0,33) terendah. Secara keseluruhan, hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa dosis 100 ng/kgBB dan 200 ng/kgBB EH-
MSC dapat meningkatkan eksprest GM-CSF dan menurunkan IL-lo secara
signifikan.

Kesimpulan: Terdapat pengaruh pemberian (£xosome hypoxia mesenchymal stem
cell) EH-MSC dosis 100 pg/kgBB dan 200 ng/kgBB terhadap peningkatan
ekspresi GM-CSF dan penurunan ekspresi IL-1a pada mencit model alopecia
androgenik dibandingkan dengan kelompok kontrol.

Kata Kunci: alopecia androgenik, GM-CSF, IL-10. dan EH-MSCs
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ABSTRACT

Background: Androgenetic alopecia (AGA) is a chronic and progressive hair loss
disorder marked by follicular miniaturization and a shortened anagen phase.
AGA can impact their quality of life. Research shows that Granulocyte
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) and Interleukin-1 alpha (IL-1a)
play a crucial role in regenerative and anti-inflammatory gene expression.
Exosomes from mesenchymal stem cells (EH-MSCs) are known to contain
bioactive molecules that can support tissue regeneration and regulate the hair
cycle. However, studies on the effect of EH-MSCs on GM-CSF and IL-la
expression in alopecia models are still limited.

Methods: This was an in vivo experimental study using a randomized post-test
only control group design. This study used a male mice C57BL6 model induced by
DHT. Mice were divided into five treatment groups: healthy controls, DHT
control, minoxidil therapy, and two doses of EH-MSCs (100 ug/kgBB and 200
ug/kgBB). GM-CSF and IL-10 expression were analyzed using PCR on mice skin
samples. One-way ANOVA with intergroup correlation testing, post hoc Tamhane
and post hoc LSD tests were applied to statistically examine differences between
treatment groups.

Results: Compared with the control group, GM-CSF expression was highest in K5
(3.42 £0.31) and K4 (2.91 + 1.01). Conversely, IL-1a expression was lower in K4
(1,28+ 0,48) and K5 (0,95 £ 0,33). Overall, the results of this study indicate that
doses of 100 ug/kgBB and 200 ug/&B ~EH-MSCs can significantly increase GM-
CSF expression and decrease IL-1a.

Conclusion: Administration of EH-MSCs (Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem
Cells) at doses of 100 ug/kgBB and 200 ug/kgBB increased GM-CSF expression
and decreased IL-1a expression in androgenic alopecia model mice compared to
the control group.

Key Words: alopecia androgenic, GM-CSF, IL-1a, and EH-MSCs
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Alopecia adalah tidak adanya atau hilangnya rambut di area yang
seharusnya ditumbuhi rambut. Kondisi ini dapat bersifat lokal atau difus,
sementara atau permanen, dan memengaruhi kedua jenis kelamin dan semua
kelompok usia. Dikenal sebagai tanda atau gejala yang timbul dari etiologi
heterogen, alopecia secara umum diklasifikasikan sebagai nonscarring

(paling umum) dan scarring (scatricial).'

Alopecia androgenik (AGA) merupakan alopecia non-sikatrik yang
umum, AGA sering terjadi selama dan setelah pubertas dan ditandai dengan
miniaturisasi folikel rambut progresif dan kerontokan rambut. Insiden
penyakit ini meningkat seiring bertambahnya usia.” Ras Kaukasia tercatat
lebih banyak menderita AGA, lalu diikuti oleh ras Asia, dan Afrika Amerika,
selanjutnya Native American dan populasi Inuit” Studi di Indonesia
sebelumnya pada periode 2009-2011 tercatat 39,7% penderita AGA lalu
diikuti kelainan ranbut TE sebanyak 34,5%, dan AA 11,2%.4 AGA
merupakan kelainan yag ditentukan secara genetik yang menimbulkan respon
berlebihan hormon androgen, hal ini memengaruhi terjadinya AGA sebanyak
50% pada pria dan wanita.’ Frekuensi AGA meningkat seiring bertambahnya
usia pada pasien, 30% pasien berusia 30 tahun dan 50% pasien berusia 50

tahun terkena kondisi ini. Angka ini meningkat hingga 70% pada usia yang



lebih tua.’

Kondisi AGA ditandai dengan hilangnya rambut terminal pada kulit
kepala secara progresif, biasanya terjadi setelah pubertas dengan pola yang
khas pada pria dan wanita. AGA pada pria ditandai dengan kerontokan
rambut yang paling menonjol di daerah verteks dan fronto temporal,
sedangkan pada wanita, muncul dengan penipisan rambut di atas kulit kepala
bagian atas yang menyebar. Gangguan ini cukup umum terjadi pada wanita,
dengan insidennya menunjukkan peningkatan yang signifikan setelah
menopause.” Meskipun sering diyakini scbagai kondisi medis yang jinak,
alopecia androgenik dapat memiliki efek dramatis pada penampilan dan
harga diri sescorang. Ketika orang memahami bahwa kerontokan rambut
merugikan mereka dari sudut pandang sosial, hal itu dapat berdampak
signifikan pada kesejahteraan psikologis mereka yang berdampak pada

quality of life (QOL) setiap individu.*

Beragamnya pilihan pengobatan yang tersedia dan kurangnya
standarisasi di antara studi yang ada semakin mempersulit pemilihan
pengobatan.® Ada berbagai metode untuk menghambat perkembangan
kerontokan rambut, seperti minoksidil topikal, inhibitor 5 a reduktase oral
(seperti finasterida, yang umum digunakan pada pasien pria), spironolakton
(sering digunakan pada pasien wanita), transplantasi rambut, terapi laser
energi rendah (LLLT), plasma kaya trombosit (PRP), transplantasi rambut,
dan terapi kombinasi. Namun, metode perawatan non-bedah yang ada tidak

hanya memiliki masa perawatan yang panjang, tetapi juga tidak memiliki



efek yang jelas dalam memperbaiki kerontokan rambut sedang dan parah,
sementara transplantasi rambut mahal, invasif, dan tidak dapat menghambat
perkembangan penyakit.” Minoksidil topikal merupakan pengobatan untuk
alopecia dan juga digunakan di luar label untuk jenis kerontokan rambut
lainnya. Minoksidil topikal dianggap dapat melebarkan pembuluh darah kulit
kepala, sehingga mendorong pertumbuhan rambut dengan meningkatkan
pengiriman nutrisi ke folikel rambut. Penelitian terkini menunjukkan bahwa
minoksidil oral dosis rendah (2,5-5 mg/hari untuk pria dan 0,25-1,25 mg
setiap hari untuk wanita dapat aman dan efektif tetapi harus digunakan
dengan hati-hati.” Hasil penggunaan minoksidil belum memuaskan dan
mungkin memiliki efek samping yang disebutkan di atas. Oleh karena itu,
saya memutuskan untuk menggunakan exosome sebagai solusi untuk

masalahnya.

Exosome hypoxia MSC merupakan microviscle diproduksi oleh MSC
pada medium kultur dalam kondisi hipoksia. Studi terbaru menunjukkan
bahwa EH-MSC memiliki potensi untuk mengurangi alopecia melalui
berbagai mekanisme, termasuk melalui jalur protein dan microRNA
(miRNA) tertentu.>*'* Eksosom MSC mengandung berbagai macam protein,
seperti faktor pertumbuhan dan sitokin, yang dapat merangsang pertumbuhan
rambut dan memodulasi siklus pertumbuhan rambut.'"'* Selain itu, eksosom
MSC juga mengandung miRNA yang dapat mempengaruhi ekspresi gen yang

terlibat dalam regulasi siklus rambut.



Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor (GM-CSF)
adalah glikoprotein kecil yang mampu merangsang pembentukan neutrofil
polimorfonuklear (PMN) serta monosit mononuklear, makrofag (M@s) dan
sel dendritik (DC).® Ekspresi gen pada faktor perangsang koloni granulosit
(G-CSF), Faktor Stimulasi Koloni Makrofag (M-CSF), dan Stimulasi Koloni
Makrofag Granulosit Faktor (GM-CSF), glikoprotein yang disekresikan,
mengatur proliferasi granulosit dan makrofag. Studi terbaru mengungkapkan
bahwa GM-CSF dapat berkembang penyakit autoimun dan penyakit
inflamasi selain itu fungsi pro-inﬂamasi.13 GM-CSF tidak selalu merugikan
dalam pengaturan autoimun dan juga telah terbukti bermanfaat melalui
penckanan respon imun yang tidak diinginkan.6 Selanjutnya, IL-la
merupakan agen penghambat pertumbuhan langsung pada folikel rambut dan
merupakan aktor penting dalam patogenesis AGA, TE, dan AA. Dengan
mempertimbangkan vitamin, flavonoid, dan elemen jejak yang diidentifikasi
dalam analisis fitokimia .'* IL-1o- menghambat pertumbuhan rambut yang
kuat, pada sel keratinosit manusia (HaCaT) yang diobati dengan minoksidil
untuk menentukan apakah molekul ini memberikan efek antiinflamasi."” Efek
antiperadangan minoksidil ini, sebagaimana dibuktikan oleh penurunan
ekspresi gen IL-la yang signifikan dalam sel HaCaT, dapat menjadi salah

satu mekanisme kerjanya pada alopecia.'®

Penelitian lain melaporkan bahwa EH-MSC mampu meregulasi baik in
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vitro maupun in vivo. Namun demikian, penelitian mengenai pengaruh

EH-MSC terhadap Ekspresi GM-CSF dan IL-la masih sangat terbatas



sehingga masih perlu untuk dilakukan kajian.

1.2.Rumusan Masalah

Apakah terdapat pengaruh pemberian Exosome  Hypoxia
Mesenchymal Stem Cell terhadap Ekspresi GM-CSF dan IL-1a pada Mencit

model Alopecia Androgenik C57BL6 yang diinduksi Dihidrotestosteron?

1.3.Tujuan Penelitian

1.3.1. Tujuan umum
Tujuan umum yang ingin dicapai penelitian ini adalah mengetahui
pengaruh pemberian Exosome hypoxia Mesenchymal Stem Cell terhadap
Ekspresi GM-CSF dan IL-la yang diinduksi Dihidrotestosteron pada

Mencit C57BL6.

1.3.2. Tujuan khusus

1.3.2.1. Penelitian ini bertujuan membuktikan perbedaan Ekspresi GM-CSF pada
Mencit C57BL6 yang diinduksi DHT yang diberikan Exosome hypoxia
Mesenchymal Stem Cell dosis 100 pg/kgBB dan dosis 200 pg/kgBB
dengan dibandingkan kelompok kontrol.

1.3.2.2. Penelitian ini bertujuan membuktikan perbedaan Ekspresi IL-la pada
Mencit C57BL6 yang diinduksi Dihidrotestosteron yang diberikan
Exosome hypoxia Mesenchymal Stem Cell dosis 100 pg/kgBB dan dosis

200 pg/kgBB dengan dibandingkan kelompok kontrol.



1.4. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian

No Peneliti, Tahun  Judul Variabel Hasil
Bebas
1.  Pietro Autologous Pemberian =~ Pemberian AA4-
Gentile, Simon Activated Platelet- AA-PRP dan PRP
e Garcovich, Rich Plasma (AA- A-PRP menyebabkan
20207 PRP) and Non peningkatan
activated (A-PRP) in hair density
hair growth : a sebesar 31 +
retrospective, 2%
blinded, randomized
evaluation in
androgenetic
alopecia
2.  Dong Ho Bak  Protective effects of =~ Pemberian = hUCB-MSCs
etal' human umbilical sel punca meningkatkan
2020 cord blood-derivied . mesenkimal protein untuk
mesenchymal stem darah tali induksi rambut
cells against pusat secara in vitro
dexamethasone- manusia seperti IGFBP-
induced apoptotic yang 1 dan VEGF
cell death in hair direkayasa
follicles
3. JMD Legrand  STATS Activation in ~ Aktivasi Aktivasi
etal.,2016."®  the Dermal Papilla  STAT5di  STATS5 di DP
Is Important for papila terbukti
Hair Follicle dermal penting untuk
Growth Phase (IDB): memicu
Induction Penghapusa masuknya fase
n gen anagen pada
STATSA/B  siklus rambut.
secara Penghapusan
kondisional =~ STATS
menunda
masuknya
anagen,
menurunkan
ekspresi gen
seperti Wnt6,
FGF7, FGF10,
follistatin, dan
TNF-a, serta

meningkatkan




ekspresi
inhibitor
seperti Dkk3
dan DIk1.

4 Mert Ersan et al  Effectiveness of Pemberian ~ Pemberian
2024 Exosome Treatment ~ Mesenchym  injeksi

in Androgenteic al stromal mesenchymal

Alopecia outcomes  cells derived stromal cells

of a Prospective exosome derived

Study injection exosome
meningkatkan
densitas
rambut.

5 Yongcui Mao,  Exosomes derivied =~ Pemberian  Efek terapeutik
Pinyan Liu, from Umbilical cord ~ Eksosom eksosom yang
Jiayun Wei, Ye mesenchymal stem yang berasal berasal dari
Xie, Qiuxia cell promote hair dari sel MSC tali pusat
Zheng, Xuekai  regrowth in C57BL6  induk pada alopecia
Hu, Jia Yao, mice through mesenkimal  androgenetik
Wenbo Meng® - upregulation of the - tali pusat dan
2024 RAS/ERK signaling memverifikasi

pathway bahwa
eksosom
mengatur
stemness sel
induk folikel
rambut melalui
jalur
RAS/ERK
untuk
meningkatkan
proliferasi
rambut

Berdasarkan kajian beberapa penelitian terdahulu, ditemukan bahwa telah
dilakukan penelitian mengenai terapi alopecia, namun demikian belum ada
penelitian yang mengkaji pengaruh pemberian Exosome hypoxia Mesenchymal
Stem Cell terhadap Ekspresi GM-CSF dan IL-1a pada mencit C57BL6 sehingga

penelitian ini layak untuk dilakukan.



1.5.Manfaat penelitian

1.5.1. Manfaat Teoritis
Manfaat yang ingin didapat dari penelitian ini adalah memberikan
bukti ilmiah peran Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell terhadap
Ekspresi GM-CSF dan IL-la pada Mencit C57BL6 model Alopecia

Androgenik yang diinduksi Dihidrotestosteron.

1.5.2. Manfaat Praktis

1.5.2.1.Hasil penelitian ini dapat memberikan pengetahuan yang berguna bagi
masyarakat mengenai kegunaan Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem
Cell untuk perlindungan kerontokan rambut.

1.5.2.2.Bagi praktisi keschatan, temuan ini diharapkan dapat memberikan
wawasan baru terkait potensi terapi dengan Exosome Hypoxia
Mesenchymal Stem Cell sebagai agen antiinflamasi bagi individu yang

terpapar Dihidrotestosteron dengan intensitas tinggi.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Alopecia
2.1.1 Definisi

Alopecia adalah tidak adanya atau hilangnya rambut di area yang
seharusnya ada. Alopecia dapat bersifat lokal atau difus, sementara atau
permanen. Kondisi ini dapat memengaruhi kedua jenis kelamin dan semua
kelompok usia. Dikenal sebagai tanda atau gejala yang timbul dari etiologi
heterogen, alopecia secara umum diklasifikasikan sebagai nonscarring
(paling umum), dan scarring (scatricial).” Homeostasis folikel rambut (HF)
diatur oleh berbagai jalur pensinyalan. Gangguan homeostasis tersebut
menyebabkan gangguan HF, seperti alopecia, kehilangan pigmen, dan
penuaan rambut, yang menyebabkan masalah kesehatan yang parah dan
masalah estetika. Di antara gangguan ini, penuaan rambut ditandai dengan
rambut beruban, rambut rontok, miniaturisasi folikel rambut (HFM), dan
perubahan struktural pada batang rambut. Penuaan rambut terjadi dalam
kondisi fisiologis, sedangkan penuaan rambut dini sering dikaitkan dengan
kondisi patologis tertentu. Banyak penelitian telah dilakukan untuk
menentukan mekanisme dan mengeksplorasi perawatan untuk mencegah
penuaan rambut. Hipotesis paling terkenal tentang penuaan rambut meliputi
stres oksidatif, gangguan hormonal, peradangan, serta kerusakan DNA dan
cacat perbaikan. Pada akhirnya, faktor-faktor ini menimbulkan ancaman

bagi sel-sel HF, terutama sel punca seperti sel punca folikel rambut, sel
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punca melanosit, dan sel punca mesenkimal, yang menghambat regenerasi
dan pigmentasi rambut.”®

2.1.2 Alopecia Androgenetik (AGA)

Alopecia androgenetik disebut sebagai alopecia androgenik,
alopecia herediter, kebotakan pria, alopecia pola wanita, dan kerontokan
rambut pola wanita, untuk menyebutkan beberapa di antaranya. Pria
cenderung kehilangan rambut di kulit kepala bagian atas, bitemporal, dan
bagian tengah frontal, sedangkan wanita cenderung kehilangan rambut di
seluruh kulit kepala bagian tengah, dengan keterlibatan minimal pada garis

rambut bagian depan.'’

Alopecia androgenetik (AGA) adalah alopecia non-jaringan parut
yang paling umum dan ditandai dengan kerontokan rambut berpola yang
jelas dan bertahap. Alopecia androgenetik dimediasi oleh predisposisi
genetik dan sensitivitas folikel yang berlebihan terhadap androgen,

terutama pada pria, yang menyebabkan konversi progresif rambut terminal

kulit kepala menjadi rambut vellus.*

Gambar 2.1. dermoskopik kulit kepala pada berbagai tahap alopecia.”!
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Penjelasan gambaran diatas a.) Kulit kepala normal dengan 2-4 helai
rambut di sebagian besar unit folikel. b.) Alopecia androgenik dini dengan
campuran beberapa helai rambut dan satu helai rambut di unit folikel. c.)
Alopecia androgenik lanjut dengan helai rambut tipis dan satu helai

rambut di sebagian besar unit folikel *'

2.1.2.1 Patogenesis AGA (Alopecia Androgenetik)

Alopecia Androgenetik dimediasi oleh androgen dan genetik, dan
bahwa dihidrotestosteron (DHT) suatu metabolit testosteron memainkan
peran kausal dalam perkembangannya. Pada sel-sel papila dermal (DP)
dan jaringan di sekitar folikel rambut yang rentan terhadap AGA, DHT
menempel pada reseptor androgen (AR) setelah diubah dari testosteron
bebas melalui enzim 5-alfa reduktase tipe II (5-aR2). DHT mempunyai
afinitas 5 kali lipat lebih tinggi dibandingkan dengan testosteron terhadap
AR. DHT yang terakumulasi dalam jaringan yang sensitif terhadap
androgen menjadikan folikel rambut mengecil, mengakibatkan rambut

menipis dan akhirnya menjadi AGA."*
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Androgen-dependent molecular signaling
pathway in the dermal papilla cells
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Gambar 2.2. Androgen — dependent signaling pathway pada
dermal papilla cells.”

Ketegangan  kulit kepala kronis pada bagian GA (Galea
Apaneurotica) yang dimediasi oleh pertumbuhan tulang tengkorak saat
pubertas dan pasca pubertas dan/atau perkembangan berlebihan serta
kontraksi kronis otot-otot yang terhubung ke GA memicu perjalanan dari
AGA. Ketegangan ini memicu kaskade pro-inflamasi (peningkatan ROS,
sinyal COX-2, IL-1, TNF, dll.) yang memicu TGF-B bersamaan dengan
peningkatan aktivitas androgen (5-aR2, DHT, dan AR), yang selanjutnya
meningkatkan ekspresi TGF-B1 pada jaringan yang rentan terhadap AGA
yang sudah mengalami peradangan. Kehadiran DHT dan TGF-B1 secara
bersamaan memediasi fibrosis perifolikular, penebalan selubung dermal,
dan kalsifikasi jaringan kapiler yang mendukung folikel rambut yang

rentan terhadap AGA. Kondisi kronis dan progresif ini merupakan faktor
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pembatas laju pemulihan AGA. Kondisi ini membatasi ruang pertumbuhan
folikel dan mengurangi pasokan oksigen dan nutrisi ke jaringan yang
rentan terhadap AGA-yang menyebabkan degradasi jaringan, miniaturisasi

folikel rambut, dan akhirnya kebotakan pola.’

2.1.2.2 Biologi dan Genomik Folikel Rambut pada Alopecia Androgenetik

(A)
Infundibulum
Sebaceous Isthmus
gand
Mair Suprabulb
shaft
Outer (™ inner root
mot sheath
shesth Py Bulb
Matrixcell NGy sheath
Adipocyt=s " Dermal pagilta
I il AEEh
5 2 e

Gambar 2.3. Representasi skema anatomi folikel rambut **

( A) Empat daerah utama membagi folikel rambut: bulbus,
suprabulbus, isthmus, dan infundibulum.- (B) Dalam pandangan
transversal, folikel rambut tampak seperti silinder yang dibentuk oleh
delapan lapisan konsentris yang membentuk selubung akar luar (ORS),
selubung akar dalam (IRS), dan batang rambut. IRS terdiri dari empat
lapisan: lapisan pendamping, lapisan Henle, lapisan Huxley, dan
kutikula IRS. Batang rambut terdiri dari medula, korteks, dan kutikula
rambut. vellus.*
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Gambar 2.4. Scalp folicular cycle : Fase anagen (cell
proliferation), fase katagen (involution), dan fase telogen (resting).
Fase kenogen (fase tanpa adanya produksi rambut)>

Reduksi fase anagen prematur yang memasuki fase katagen
sehingga mengakibatkan pergeseran rasio anagen-telogen. Predominansi
rasio fase telogen rambut mengakibatkan pasien merasakan adanya
penipisan rambut. Pada beberapa studi tahapan rambut yang masuk
kedalam tahapan fase katagen meruapakan suatu konsekuensi dari
penurunannya ekspresi dai beberapa faktir yang menungjang fase anagen
seperti Insulin growth factor 1GF-1, basic fibroblast growth factor bFGF,
dan vascular endothelial growth factor VEGF serta adanya peningkatan
ekspresi beberapa sitokin yang memicu apoptosis sel yaitu TGF-p1, IL-

la, dan TNF-a. 2
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Gambar 2.5. Sejumlah faktor yang berkontribusi terhadap patogenesis
alopecia androgenetik.”*

Mikroinflamasi merupakan suatu isu  yang penting dalam
perkembangan penyakit pada AGA. Faktanya semakin superfisial
inflamasi yaitu pada bagian infundibulum mengindikasikan adanya
kolonisasi Propionibacterium sp, Staphylococcus sp, dan Malassezia
beberapa mikroorganisme tersebut dapat berkontribusi mengeluarkan toxin
atau antigen yang memicu proses inflamasi. Faktor enviromental seperti
iritan, polutan, radiasi UV, rokok, serta oxygen free radicals dapat
mengaktivasi respon inflamasi pada follicular keratinocytes dengan
adanya pelepasan IL-1o.”> Ketidakseimbangan protein ini mengubah
fungsi seluler dan pensinyalan, yang menyebabkan, infiltrasi sel sistem
imun, penebalan selubung dermal, fibrosis perifolikular, dan faktor

fisiologis lainnya. Jalur pensinyalan yang diketahui terlibat dalam
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regenerasi rambut.”> Pada hasil penelitian Jonathan J et.al, Kehadiran dan
aktivasi STATS pada papila dermal dimulai selama tahap akhir
perkembangan folikel rambut Mengingat deskripsi ekspresi gen STATS
khususnya di DP, kami pertama-tama menilai aktivasinya menggunakan
antibodi terhadap STATS total dan bentuk aktif STATS terfosforilasi pada
posisi ini. Melalui imunopewarnaan pada bagian kulit, kami menemukan
STATS total dan fosfo-STATS (P-STATS) terbatas pada sel DP dan tidak

di tempat lain di folikel rambut.

Semua faktor saling bergantung dan berkontribusi terhadap
pembentukan lingkaran umpan balik yang kompleks. Perubahan gen pada
AR kromosom Xql2 dapat menyebabkan peningkatan ekspresi reseptor ini
menjadikan individu rentan terhadap AGA. Individu yang memiliki
predisposisi- mutasi genetik yang diwariskan menunjukkan peningkatan
sensitivitas terhadap DHT dan aktivitas enzim So-reduktase tipe 2 yang
lebih tinggi, yang mendorong disregulasi transkripsi hilir. DHT juga
memengaruhi aktivitas dari kelenjar sebasea yang mendukung lingkungan

berkembangnya mikroba yang bersifat pro inflamasi. **

Model ini menunjukkan nasib folikel rambut dalam patogenesis
alopecia dan pemulihan pertumbuhan folikel rambut setelah memblokir
produksi sitokin pro-inflamasi dengan MJ04 sebagai penghambat JAK3. A
Menunjukkan folikel rambut yang sehat dalam fase anagen dari siklus
pertumbuhan. B Menunjukkan lingkungan mikro folikel rambut yang

terganggu karena infiltrasi sitokin pro-inflamasi dan sel imun selama



17

patogenesis alopecia. C Memblokir sinyal JAK-STAT dalam sel imun
menghambat  produksi sitokin pro-inflamasi yang memulihkan
homeostasis di sekitar folikel rambut yang memungkinkan mereka

memasuki siklus pertumbuhan baru.**

Normal hair 8 Alopecia pathogenesis
» >
O o
© natunl ibler calis
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— Ha™ W Doadritic calls
MSHa Hair germ / %, - 2
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] ®

Derral papills st e Oc w8

Anagen hair follicle Hair follicle ia slopecia

Immune privilegod hair folfcio under hoalthy conditons Collapes of the Immune privilege during alcpecia pathegenesie
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Gambar 2.6 Gambar jalur pensinyalan JAK-STAT pada alopecia
menghambat produksi sitokin inflamasi yang membantu dalam pemulihan
homeostasis di sekitar folikel rambut yang diperlukan untuk masuk
kembali ke fase pertumbuhan siklus rambut.**

2.2 Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF)
2.2.1 Definisi

Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF)
adalah glikoprotein monomerik yang berfungsi sebagai sitokin, berperan
penting dalam hematopoiesis dengan merangsang produksi dan

diferensiasi berbagai sel darah putih, termasuk granulosit (neutrofil,
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eosinofil, dan basofil) serta monosit. GM-CSF adalah sitokin pleiotropik
yang membangkitkan proses kompleks selama perbaikan luka.”

Struktur dan sumber produksi GM-CSF disekresikan oleh berbagai
jenis sel, seperti makrofag, sel T, sel mast, sel pembunuh alami (NK), sel
endotel, dan fibroblas. Sitokin ini berperan dalam respons imun dengan
mengaktifkan dan merekrut sel-sel imun ke lokasi infeksi atau inflamasi. ’°
Fungsi utama GM-CSF berperan dalam stimulasi hematopoiesis,
Mendorong sel punca hematopoietik untuk berdiferensiasi menjadi
granulosit dan monosit.”*Aktivasi sel imun, yaitu meningkatkan aktivitas
fagositik makrofag dan neutrofil, serta meningkatkan migrasi neutrofi
serta peran dalam inflamasi, Terlibat dalam respons inflamasi dengan
mempengaruhi produksi sitokin pro-inflamasi lainnya.”

2.2.2 GM-CSF Meningkatkan dan Menekan Autoimunitas

GM-CSF dapat menginduksi DC dan makrofag untuk
mengaktitkan Treg spesifik antigen dan menekan penyakit autoimun
eksperimental pada tiroiditis autoimun dan GM-CSF dapat menginduksi
produksi monosit dengan fungsi supresif yang meredam induksi dan
keparahan penyakit dalam mode ketergantungan IRF1.°
2.2.2.1 GM-CSF Meningkatkan Imunitas dan Menengahi Imunopatologi
Selama Infeksi

Banyak penelitian telah membuktikan bahwa GM-CSF memiliki
peran yang tidak berlebihan dalam meningkatkan kekebalan anti-patogen.

Sumber utama GM-CSF, sejumlah sel hematopoietik dan
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nonhematopoietik telah terbukti mengeluarkan GM-CSF. Sel-sel tersebut
meliputi sel T, sel pembunuh alami manusia, sel mast, monosit/M@s, sel
endotel manusia, dan fibroblas manusia. Kontribusi relative dari masing-
masing subset individu terhadap keseluruhan GM-CSF yang diproduksi
dalam kondisi stabil atau kondisi inflamasi belum ditentukan. Di paru-
paru, produksi GM-CSF oleh sel endotel dalam kondisi stabil berperan
penting dalam diferensiasi M@ alveolar dari monosit janin. Dalam kondisi
peradangan, seperti artritis yang diinduksi kolagen dan ensefalomielitis
autoimun eksperimental (EAE), produksi GM-CSF oleh sel T dilaporkan
meningkatkan perkembangan penyakit.®
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Gambar 2.7 Gambar Skema yang mengilustrasikan bagaimana dosis GM-
CSF memilih modul sinyal yang akan diaktifkan.’

2.2.2.2 Peran GM-CSF pada Alopecia Androgenik

Penemuan saat ini menyediakan metode untuk menumbuhkan
kembali rambut pada pasien dengan Alopecia Androgenik (AGA) dengan

pemberian rangkaian Granulocyte-Colony Stimulating Factor (GM-CSF)
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atau turunannya yang efektif. Setelah keadaan tumbuh kembali diperoleh,
pertumbuhan rambut dipertahankan dengan pemberian rangkaian
Granulocyte-Colony Stimulating Factor atau turunannya secara berkala.
Penemuan ini selanjutnya menyediakan metode untuk meningkatkan
pertumbuhan dan kepadatan kutikula menggunakan pemberian rangkaian
Granulocyte Colony Stimulating Factor atau turunannya yang efektif
secara serupa. Pertumbuhan dan kepadatan kutikula yang meningkat
dipertahankan  dengan pemberian  rangkaian  Granulocyte-Colony
Stimulating Factor atau turunannya secara berkala.”® GM-CSF secara
berkala terbukti mampu meningkatkan regenerasi rambut dengan
mengaktifkan kembali folikel rambut yang tidak aktif. Mekanisme kerja
GM-CSF memobilisasi sel progenitor hematopoietik dan memfasilitasi
diferensiasinya menjadi matriks sel rambut yang aktif, memungkinkan
pertumbuhan rambut baru. Pendekatan ini melibatkan pemberian kursus
GM-CSF secara berulang, yang menghasilkan regenerasi rambut yang

signifikan dalam beberapa bulan.””

Interluekin-1 alfa (IL-1a)
2.3.1 Definisi

IL-1a, merupakan sitokin proinflamasi yang ada di mana-mana dan
mempunyai peranan penting. Prekursor IL-1a secara konstitutif terdapat di
hampir semua jenis sel yang sehat, tetapi dilepaskan saat sel nekrotik mati
sebagai mediator bioaktif. IL-1a juga diekspresikan dengan menyusup ke
sel myeloid di dalam jaringan yang cedera. Sitokin tersebut mengikat

reseptor IL-1 1 (IL-1R1), seperti halnya IL-1B, dan menginduksi efek
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proinflamasi yang sama. Sebagai prekursor bioaktif yang dilepaskan saat
kerusakan jaringan dan kematian sel nekrotik, IL-la merupakan pusat
patogenesis berbagai kondisi yang ditandai dengan peradangan organ atau
jaringan. Ini termasuk kondisi yang memengaruhi paru-paru dan saluran
pernapasan, penyakit kulit dan kelainan kulit inflamasi, sklerosis sistemik,
miokarditis, perikarditis, infark miokard, penyakit arteri koroner,
trombosis inflamasi, serta kondisi multifaktorial yang kompleks seperti
COVID-19, vaskulitis dan penyakit Kawasaki, sindrom Behcet, Sindrom

Sjogren, dan kanker.*

2.3.2  Faktor yang mempengaruhi produksi IL-1a

IL-10 diproduksi sebagai protein prekursor 271 asam amino (AA).
Prekursor IL-la ditranslokasi ke dalam nukleus untuk mengikat kromatin
dan juga ada dalam bentuk yang terikat pada membran. Setelah terjadi
respons stres, IL-1a diproses oleh protease calpain yang bergantung pada
Ca *" atau protease lain, seperti limfosit T sitotoksik (CTL)/natural killer
(NK)-granzyme-B, chymase sel mast, atau elastase neutrofil ke 159 AA C-
terminal sebagai IL-1a matang. Pemrosesan IL-1a memisahkan NLS dari
prekursornya, yang tidak terkait dengan sekresi atau kematian sel; namun,
IL-la adalah sinyal bahaya utama yang menginduksi peradangan saat
dilepaskan dari sel nekrotik. Reseptor dan faktor penghambat sinyal IL-
1. IL-1R1 berinteraksi dengan IL-1a dan IL-1p dan mendorong transduksi
sinyal, bersama dengan koreseptornya IL-1R3 (IL-1RAcP). IL-1Ra adalah

protein yang mengikat IL-1R1 tetapi tidak IL-1R3, dan berfungsi sebagai
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penghambat sinyal IL-1. IL-1R2 adalah reseptor umpan karena tidak
memiliki segmen sitoplasma. Anakinra adalah bentuk rekombinan IL-1Ra
intrinsik manusia. Ia bekerja sebagai antagonis IL-1R1, dan mampu
menghambat IL-1a dan IL-1p. Rilonacept adalah protein fusi rekombinan
yang mencakup protein ekstraseluler IL-1R1 dan IL-1R3 manusia yang
menyatu dengan bagian Fc dari IgG1 manusia. [a mengikat IL-1a dan IL-
IB dengan afinitas tinggi dan memiliki efek penghambatan jangka
panjang. Canakinumab dan MABpl adalah antibodi monoklonal terhadap
IL-1B dan IL-lo. Mercka mengikat dan menetralkan target mereka secara
spesifik.’’ IL-10 dan IL-1f adalah mediator penting dari respons inflamasi
yang diketahui menginduksi kaskade pensinyalan yang bergantung pada
MyD88 saat mengikat reseptor IL-1 tipe 1 (IL-1R1)."" IL-lo dapat
mengaktifkan pensinyalan IL-1R1 secara independen dari inflammasom,
tetapi tetap mengendalikan respons sitokin lainnya.**

2.4 Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSC)
2.4.1 Definisi

Exosome dari mesenchymal stem cell (MSC) adalah vesikel
ekstraseluler berukuran 30-150 nm yang berperan dalam komunikasi antar
sel. Mereka memiliki marker permukaan spesifik seperti CD63, CD81, dan
CDY, yang digunakan untuk identifikasi dan isolasi. Exosome dibagi
berdasarkan ukuran menjadi tiga jenis utama: small exosome (30-50 nm),
medium exosome (50-100 nm), dan /arge exosome (100-150 nm). Exosome

MSC mengandung berbagai molekul bioaktif seperti miRNA, protein, dan
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lipida yang berkontribusi pada regenerasi jaringan, anti-inflamasi, dan

modulasi imun, menjadikannya potensi besar dalam terapi medis.

33,34,35

2.4.2 Kandungan Exosome MSC

Exosome dari mesenchymal stem cell (MSC) mengandung berbagai

molekul bioaktif yang memainkan peran penting dalam mengatasi

alopecia, suatu kondisi yang ditandai oleh kehilangan rambut yang dapat

disebabkan oleh berbagai faktor seperti genetika, hormon, stres, dan

peradangan. Berikut adalah beberapa komponen utama dari exosome MSC

yang berkontribusi dalam mengatasi alopecia:

a.

miRNA (MicroRNA)

Exosome MSC mengandung sejumlah miRNA yang diketahui
mengatur ekspresi gen dan memiliki peran penting dalam
pertumbuhan dan - diferensiasi - sel. Misalnya, miRNA-218 dan
miRNA-31 telah terbukti mendorong proliferasi sel dermal papilla dan
merangsang pertumbuhan folikel rambut.**?” Selain itu, miRNA-92a
dan miRNA-146a memiliki sifat anti-inflamasi yang membantu
mengurangi peradangan kulit kepala, yang sering dikaitkan dengan

kerontokan rambut.*®*

Protein dan Enzim

Exosome MSC mengandung berbagai protein dan enzim yang
mendukung regenerasi jaringan dan pertumbuhan sel. Protein seperti

Wnt dan PDGF berperan dalam jalur sinyal yang penting untuk siklus
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pertumbuhan rambut.***'

Wnt, misalnya, terlibat dalam aktivasi fase
anagen folikel rambut, sementara PDGF membantu dalam regulasi

siklus rambut dan mencegah apoptosis sel dermal papilla.
c. Lipida

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

lingkungan yang sehat untuk pertumbuhan rambut.*
d. Cytokine dan Growth Factors

Exosome MSC mengandung berbagai sitokin dan faktor pertumbuhan
seperti PDGF, VEGF, dan IGF-1 yang berperan dalam angiogenesis,
proliferasi sel, dan penyembuhan luka. PDGF dan VEGF khususnya
membantu meningkatkan suplai darah ke folikel rambut, memberikan
nutrisi dan oksigen yang diperlukan untuk pertumbuhan rambut.
Insulin-like Growth Factor 1 membantu merangsang pertumbuhan dan

proliferasi sel dermal papilla.***

2.4.3 Metode Isolasi Exosome MSC

Isolasi exosome dari mesenchymal stem cell (MSC) dari medium
kultur adalah proses penting untuk mempelajari fungsi dan aplikasi

terapinya. Beberapa metode isolasi telah dikembangkan untuk memastikan
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kemurnian dan integritas exosome yang diisolasi. Berikut adalah beberapa

metode yang umum digunakan:

a.

C.

Ultrasentrifugasi Diferensial

Metode ini adalah yang paling umum digunakan untuk isolasi
exosome. Proses ini melibatkan beberapa tahap sentrifugasi pada
kecepatan yang berbeda untuk menghilangkan sel, debris seluler, dan
partikel-partikel yang lebih besar. Pertama, medium kultur
disentrifugasi pada kecepatan rendah untuk menghilangkan sel-sel dan
debris besar. Supernatan kemudian disentrifugasi pada kecepatan lebih
tinggi untuk mengendapkan mikrovesikel dan partikel yang lebih
besar dari exosome. Akhirnya, supernatan disentrifugasi pada
kecepatan sangat tinggi (100,000-120,000 x g) untuk mengendapkan
exosome. Pellet exosome kemudian dicuci dan disentrifugasi ulang

untuk meningkatkan kemurnian.*
Ultrafiltrasi

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

ultracentrifugasi untuk meningkatkan kemurnian exosome.*

Kromatografi Afinitas



26

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

terperangkap dan kemudian dilusi.*
Presipitasi Polimer

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

rendah dibandingkan metode lain.*
Isolasi Berdasarkan Densitas

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

diambil secara terpisah.*
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2.4.4 Hipoksia

Hipoksia mengacu pada tidak adanya suplai oksigen ke jaringan.
Berbagai jenis sel berada dalam keadaan hipoksia dalam waktu lama yang
dapat menyebabkan apoptosis sel. Sejumlah besar penelitian menunjukkan
bahwa lingkungan hipoksia dapat menyebabkan adhesi, proliferasi, dan
pembaruan sel induk mesenkim. Lingkungan hipoksia menyebabkan
sintesis molekul faktor yang diinduksi hipoksia (HIF), yang membantu sel

induk mesenkim menghasilkan lebih banyak sitokin.

Efek Exosome hypoxia mesenchymal stem cell lewat jalur JAK-STAT
terhadap ekspresi GM-CSF dan IL-10 pada Alopecia Androgenik

Penemuan  cksosom, yang merupakan zat vesikular yang
disekresikan oleh scl dengan diameter sekitar 30—150 nm, menawarkan
potensi terapeutik baru. Mereka telah diketahui memainkan peran penting
dalam pertukaran sinyal antarsel dan memiliki potensi untuk menyegarkan
sel penerima. Ini bisa menjadi solusi potensial untuk akar penyebab masalah
kerontokan rambut. * Sifat pluripoten sel punca mendasari potensinya yang
besar untuk pengobatan alopecia androgenik (AGA). Aktivasi granul
trombosit melepaskan lebih dari 20 faktor pertumbuhan dan sitokin yang
berbeda, yang penting dalam mendorong proliferasi dan diferensiasi sel. Ini
termasuk faktor perangsang koloni granulosit-makrofag (GM-CSF).* Selain
itu, Aktivasi protein STATS di papila dermal (DP) berperan penting dalam
menginisiasi fase pertumbuhan (anagen) pada siklus folikel rambut

pascanatal. Penghapusan gen STATS secara spesifik di DP menyebabkan
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keterlambatan signifikan dalam masuknya fase anagen dan penurunan
ekspresi gen-gen kunci seperti Wnt6, FGF7, FGF10, dan TNF-a yang
penting dalam morfogenesis rambut. Aktivasi STATS diidentifikasi sebagai
pengalih molekuler dari fase istirahat (telogen) ke fase pertumbuhan,
menjadikannya target potensial untuk terapi gangguan rambut.”” JAK
Inhibitor (topikal atau sistemik) menjadi terapi potensial untuk AGA.
Alopecia androgenik (AGA) merupakan bentuk kerontokan rambut
yang paling umum, terutama disebabkan oleh aktivasi berlebihan reseptor
androgen di folikel rambut oleh dihidrotestosteron. AGA dapat secara
substansial memengaruhi kesejahteraan psikologis dan kualitas hidup.
Eksosom yang berasal dari sel punca, yang menunjukkan fungsi yang mirip
dengan sel punca itu sendiri, telah menunjukkan peran terapeutik yang
mujarab dalam berbagai model patologis, memiliki keunggulan khusus
dibandingkan terapi sel dalam memperbaiki folikel rambut yang rusak dan
meningkatkan pertumbuhan kembali folikel."” Di antara berbagai sitokin
yang terkait, interleukin-1 alfa (IL-la) memiliki efek penghambatan pada

folikel rambut dan berperan aktif dalam AGA.™
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BAB III

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

Kerangka Teori

Faktor genetik dan usia mempengaruhi mekanisme androgen,
menyebabkan rambut vellus menjadi rambut terminal yang lebih panjang,
tebal, dan gelap serta cacat pada mekanisme ini memungkinkannya

berfungsi secara berbeda dengan merangsang folikel rambut untuk

berdegenerasi menjadi rambut vellus.

Alopecia androgenetik (AGA) adalah kondisi yang ditandai oleh
kerontokan rambut progresif yang dipengaruhi oleh faktor genetik dan
hormonal.’" Testosteron meningkatkan laju metabolisme, dan testosteron
tingkat tinggi diperlukan untuk produksi - perhiasan seksual, yang
mengubah keseimbangan antara produksi ROS dan pertahanan

antioksidan, yang menyebabkan peningkatan risiko stres oksidatif pada sel

folikel rambut.’?

seperti DNA, protein, dan lipid, yang pada akhirnya mengganggu fungsi

normal folikel rambut dan memulai proses inflamasi.™.

Pada alopecia androgenik, dihidrotestosteron (DHT) menstimulasi
sekresi faktor penghambat pertumbuhan rambut, seperti transforming
growth factor Bl dan 2 (TGF-B1/p2). Penyebab utama dari proses ini
adalah stres oksidatif dan akumulasi spesies oksigen reaktif (ROS) secara

bertahap di dalam sel, yang mengakibatkan hilangnya fungsinya. Dimana

29

Kelebihan ROS merusak komponen seluler penting
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ROS memediasi respons terhadap DHT dan faktor pertumbuhan, yang
pada gilirannya dapat memengaruhi pensinyalan faktor pertumbuhan di

dalam sel.>*

Hormon memainkan peran penting dalam regulasi siklus rambut
dan dapat mempercepat penuaan rambut. Androgen, terutama
dihidrotestosteron (DHT), memengaruhi folikel rambut (HF) dengan
berikatan dengan reseptor androgen (AR) di dalam sel folikel. DHT
memiliki afinitas 5-10 kali lebih tinggi terhadap AR dibandingkan
testosteron. Pada pasien kebotakan pola pria (MPHL), Sa-reduktase dan
DHT ditemukan meningkat secara abnormal, menyebabkan overaktivasi
sinyal AR. Sinyal AR yang berlebihan meningkatkan ekspresi protein
terkait dikkopf 1 (DKK-1), penghambat sinyal WNT, IL-6, dan
transforming growth factor-beta (TGE-), yang menghambat pertumbuhan
rambut dan transisi telogen ke anagen. AR juga menginduksi regresi
pembuluh darah di sekitar papila dermal, yang penting untuk inisiasi
anagen. Selain itu, DHT juga dapat meningkatkan akumulasi ROS
mitokondria (mtROS) di sel papila dermal, menyebabkan penuaan pada sel

papilla dermal.™

ROS sangat penting dalam memediasi beberapa aspek imunitas
yang dimediasi limfosit T hilir dari pensinyalan TCR termasuk proliferasi
sel T, fungsi efektor, dan kematian.”” ROS diaktifkan lewat IkBa dan

menghambat persinggahan NF-kB juga dapat menginduksi apoptosis.
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Aktivasi berlebihan jalur IKK/NF-kB ditemukan dalam berbagai kondisi

patologis, seperti penyakit inflamasi kronis, dan alopecia androgenetik.'

NF- kB dan IKK dapat saling berinteraksi dalam jalur inflamasi

serta mengatur ekspresi gen yang berperan penting dalam proses apoptosis.

IKK terfosforilasi (p-IKK) mengaktifkan penghambat NF-kB, alfa (IkBa)
ke dalam fase fosforilasi. IkBa terfosforilasi kemudian dibikuitinasi dan
didegradasi oleh proteasom dan NF-«xB aktif dilepaskan. NF-kB
bertranslokasi ke nukleus, tempat ia mengaktifkan produksi gen
proinflamasi dan proapoptotik. Pada kondrosit OA mencit, natrium ferulat
(SF) menghambat jalur apoptosis kaskade kaspase dan jalur IKK/NF-xB
yang diinduksi oleh kombinasi TNF/TNFR. COX-2, siklooksigenase-2;
NO, oksida nitrat; PGE2, prostaglandin E2; TRAF, faktor terkait reseptor

TNF.%

Kompleks IKK terdiri dari tiga subunit utama yaitu IKKa, IKK,
dan IKKy (juga dikenal sebagai NEMO). Peran utama IKK yaitu
fosforilasi kB IKK memfosforilasi IkB pada dua residu serin spesifik
(Ser32 dan Ser36). Fosforilasi ini menandai IxkB untuk degradasi oleh
proteasom, yang membebaskan NF-kB dari kompleksnya dengan IxB.”
Translokasi NF-kB ke Nukleus, setelah kB terdegradasi, NF-kB menjadi
aktif dan ditranslokasikan ke nukleus untuk menginduksi ekspresi gen
target, termasuk gen yang terlibat dalam peradangan (pro-inflamasi), imun,

dan apoptosis.*
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Caspase-8 mengaktifkan caspase-3, yang merupakan kaspase
eksekutor utama dalam apoptosis. Caspase-8 dan caspase-3 berperan
penting dalam apoptosis, yang merupakan proses kematian sel. Kaspase
eksekutor aktif membelah substrat kematian, yang akhirnya
mengakibatkan apoptosis. Yang lainnya adalah penghambat jalur kinase
NF-kB (IKK)/NF-xB, yang mengaktifkan IKK sitoplasma. Caspase 8 dan
caspase 3 terkait dengan jalur apoptosis, yang bisa diinduksi oleh berbagai

faktor seperti infeksi atau stres sel.

Exosome yang dihasilkan oleh MSC memiliki peran krusial dalam
mengatur proses alopecia melalui berbagai protein dan miRNA yang
terkandung di dalamnya. Protein seperti faktor pertumbuhan fibroblast
(FGF), faktor pertumbuhan epidermal (EGF), dan insulin-like growth
factor (IGF) membantu dalam merangsang proliferasi sel-sel folikel
rambut serta memperbaiki kerusakan jaringan di kulit kepala. Sementara
itu, miRNA seperti miRNA-92a dan miRNA-146a berperan dalam
mengurangi peradangan dan mempengaruhi respons imun di daerah kulit
kepala yang terkena alopecia.”*® miRNA-221/222 berperan dalam
mengatur siklus pertumbuhan rambut dengan memodulasi ekspresi gen
yang terlibat dalam proliferasi sel-sel folikel rambut.®> Secara keseluruhan,
kombinasi protein dan miRNA yang terdapat dalam exosome MSC
bekerja sinergis untuk mempengaruhi berbagai aspek alopecia, baik
melalui pengaturan peradangan, regenerasi jaringan, maupun regulasi

siklus pertumbuhan rambut secara langsung. Pemahaman mendalam
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terhadap mekanisme ini penting untuk mengembangkan terapi yang lebih
efektif dalam mengatasi masalah kerontokan rambut yang disebabkan oleh
alopecia.®® Eksosom dapat membawa JAK-STAT atau molekul yang
memodulasi aktivitas JAK-STAT dalam jalur Wnt, yang penting dalam
pengaturan pertumbuhan dan diferensiasi sel. Eksosom yang mengandung
IL-1a dapat memicu respons inflamasi di sel target, yang dapat melibatkan
aktivasi jalur NF-kB dan proses-proses lain yang terkait dengan
peradangan atau penyembuhan. Eksosom yang membawa GM-CSF dapat
mempengaruhi diferensiasi dan aktivasi sel-sel imun, mendukung respons
imun terhadap infeksi atau cedera. Secara keseluruhan, eksosom berfungsi
sebagai penghubung molekuler yang dapat membawa JAK-STAT, IL-1a,
dan GM-CSF untuk memodulasi berbagai proses biologis, termasuk

inflamasi, pertumbuhan sel, dan regulasi respons imun.

IL-1a dan IL-1p memiliki efek paling mendalam, menghasilkan
peningkatan pertumbuhan sel. Khususnya, respons IL-la dan IL-1B
mengelompok dengan respons GM-CSF dan IL-3, dua sitokin terkait
pertumbuhan lainnya, yang menunjukkan peran IL-1 sebagai mediator

utama pertumbuhan pada AML.%

Inhibitor Janus kinase (Jak)-Stat AG490 menghentikan ekspresi
prokaspase 3 dan aktivasi kaspase 3 yang diinduksi GM-CSF.”> GM-CSF
diketahui dapat memodulasi proses apoptosis, yang mempengaruhi
bagaimana sel-sel sistem imun bereaksi terhadap stimulus. Pada beberapa

kasus, GM-CSF dapat bertindak untuk mengurangi apoptosis, khususnya
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pada sel-sel imun seperti neutrofil dan makrofag, yang memungkinkan
mereka untuk bertahan lebih lama dan meningkatkan respons imun. GM-
CSF mungkin juga mempengaruhi ekspresi atau aktivasi protein caspase
dalam sel-sel imun. Interaksi antara sitokin seperti GM-CSF dan jalur
apoptosis dapat mempengaruhi keseimbangan antara kelangsungan hidup
dan kematian sel dalam respons imun, yang dapat berkontribusi pada hasil
dari infeksi atau peradangan. Meskipun hubungan langsung antara GM-
CSF dan caspase 3 lebih kompleks, GM-CSF dapat berperan dalam
mengatur proses apoptosis, yang melibatkan caspase 3, dalam konteks

sistem imun dan peradangan.
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian pada penelitian ini adalah eksperimental in vivo
secara Randomized Post Test only Control Group Design. Rancangan penelitian

menggunakan 5 perlakuan dengan skema penelitian sebagai berikut:

v

K1 = OIKI

—»| K2 | O2K2

S |7 A T, Y |\ T » K3 —» O3K3

L »| K4 > 04K4

—» K5 —» O5KS5

Gambar 4.1. Skema Rancangan Penelitian

Keterangan:

S = Sampel

A = Aklimatisasi hewan coba
I =Induksi DHT

V = Validasi

R =Randomisasi hewan coba

K1 = Mencit C57BL6 sehat, tidak diberi perlakuan

37
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K2 = Mencit C57BL6 diinduksi DHT dengan diberi NaCl 0,9%
K3 = Mencit C57BL6 diinduksi DHT dengan diberi Minoxidil 5%
K4 = Mencit C57BL6 s diinduksi DHT dengan diberi Exosome hypoxia MSC

100 ng/kgBB

K5 = Mencit C57BL6 diinduksi DHT dengan diberi Exosome hypoxia MSC

200 pg/kgBB
O1K1 = Observasi Ekspresi GM-CSF dan IL-1a kelompok K1
O2K2 = Observasi Ekspresi GM-CSF dan IL-1a kelompok K2
O3K3 = Observasi Ekspresi GM-CSF dan IL-1a kelompok K3
0O4K4 = Observasi Ekspresi GM-CSF dan I1L-1a kelompok K4

O5KS5 = Observasi Ekspresi GM-CSF dan IL-1a kelompok K5

4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.2.1 Variabel penelitian
a. Variabel Bebas penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah

Exosome hypoxia MSC

b. Variabel Tergantung penelitian yang digunakan dalam penelitian ini

adalah Ekspresi GM-CSF dan IL-1a

c. Variabel Prakondisi penelitian ini adalah pemberian Dihidrotestosteron

secara injeksi.
4.2.2 Definisi Operasional

a. Injeksi exosome hypoxia MSC (EH-MSC)
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Exosome MSC diisolasi dengan metode TFF. Media kultur disaring
menggunakan filter 100 kDa dan 500 kDa. Validasi dilakukan dengan
flow cytometry menggunakan penanda CD81, CD63, dan CD9.
Exosome hypoxia MSC yang tervalidasi disimpan di tabung 2,5 mL
pada suhu 2-8 °C. Injeksi exosome terbagi dalam beberapa kelompok
yaitu kelompok K4 diberikan EH-MSC dosis 100 pg dan kelompok K5

diberikan EH-MSC dosis 200 pg.
Skala: Ordinal
b. Ekspresi GM-CSF

Sampel diambil dari kulit mencit C57BL6 yang diberikan perlakuan
injeksi EH-MSC. Sampel kulit mencit C57BL6 tersebut diukur
menggunakan teknik PCR (Polymerase chain reaction) untuk diketahui

eksresi dari GM-CSF.
Skala: Rasio
c. Ekspresi IL-1a

Sampel diambil dari kulit mencit C57BL6 yang diberikan perlakuan
injeksi EH-MSC. Sampel kulit mencit C57BL6 tersebut diukur
menggunakan teknik PCR (Polymerase chain reaction) untuk diketahui

ekspresi dari IL-1a.

Skala: Rasio
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4.3. Subyek Penelitian dan Sampel Penelitian

4.3.1. Subyek penelitian
Mencit C57BL6 berusia 6-8 minggu dengan berat 20-25 gram
dipilih untuk penelitian ini setelah dianggap layak oleh dokter hewan dari
Laboratorium Stem Cell and Cancer Research (SCCR) Indonesia. Mencit
C57BL6 dipelihara di lab berventilasi cukup dan suhu ruangan 20-28°C

dengan makanan dan minuman diberikan secara ad libitum.

4.3.2. Sampel Penelitian
4.3.2.1. Kriteria inklusi
a.  Mencit C57BL6 yang tidak memiliki kelainan anatomi.
b. Jenis kelamin jantan
c. Usia 6-8 minggu
d. Berat badan 20-25 g
4.3.2.2 Kriteria eksklusi

a. Mencit C57BL6 yang dinjeksikan DHT tidak mengalami Alopecia.

b. Mencit C57BL6 yang sudah pernah digunakan untuk penelitian

sebelumnya.

c. Mencit C57BL6 yang sakit selama masa penelitian.
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4.4. Besar Sampel

Penelitian ini menggunakan 5 perlakuan dan besaran sampel dihitung

menggunakan rumus Federer sebagai berikut:

(mn-1)@-1)>15
m-1)G-1)=15
4(n-1)>15

dn—-4>15

4n>19

n>4,75 2 5 (pembulatan)

Berdasarkan perhitungan tersebut, penelitian menggunakan lima ekor
sampel per perlakuan. Untuk menghadapi risiko mortalitas pada mencit
C57BL6, setiap kelompok ditambah sampel sebanyak satu ekor dari jumlah
hitungan menjadi total ecnam ekor per perlakuan. Dengan demikian, jumlah
total sampel yang digunakan adalah 30 ekor serta 4 sampel tambahan

digunakan untuk validasi, sehingga total 34 mencit C57BL6.
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4.5. Alat dan Bahan

4.5.1.

4.5.2.

Alat Penelitian

Peralatan kultur sel, termasuk Biosafety Cabinet (BSC),
mikropipet, inkubator CO2, peralatan bedah, dan labu 25T, dipergunakan
pada saat ini. Ruang hipoksia dipergunakan menciptakan kondisi yang
diperlukan untuk kultur hipoksia. Konsentrasi oksigen di ruang hipoksia
diukur menggunakan pengukur oksigen. Selain itu, penyeka steril
dipergunakan pada riset ini injeksi EH-MSCs dan Dihidrotestosteron
dipergunakan dalam menginduksi gejala mirip - alopecia-androgenik.

Instrumen guna menganalisis ekspresi gen GM-CSF dan IL-1a.

Bahan Penelitian

Bahan kultur yang dipergunakan pada riset ini antara lain tali pusar
mencit C57BL6, NaCl 0,9%, DMEM, FBS, PBS, fungizone, dan penstrep.
Sedangkan alkohol 70%, PBS, Xylasine, ketamine, dan gel berbahan dasar

air menjadi bahan yang dipergunakan dalam proses pengobatan.

4.6. Cara Penelitian

4.6.1.

4.6.2.

Ethical clearance
Setelah mendapatkan persetujun dari pembimbing dan penguji

Ethical clearance penelitian diajukan ke Komisi Etik Fakultas Kedokteran

Universitas Sultan Agung Semarang.

Prosedur Isolasi Mesenchymal Stem Cell dari Umbilical Cord
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Seluruh prosedur dilakukan di kabinet biosafety kelas 2 dengan tingkat
sterilitas dan peralatan steril yang tinggi.

Setelah dikumpulkan, umbilical cord dimasukkan ke dalam wadah steril
yang diberi NaCl 0,9%

Dengan menggunakan pinset, masukkan umbilical cord ke dalam cawan
petri dan gunakan PBS untuk membersihkannya secara menyeluruh
Umbilical cord janin mencit C57BL6 dipotong dan pembuluh darahnya
dibuang

Setelah umbilical cord dicincang halus, diletakkan secara merata didalam
labu 25T dan diamkan selama tiga menit agar tisu menempel pada
permukaan labu

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

Eksplan disimpan dalam inkubator dengan 5% CO; pada suhu 37°C
Setelah prosedur kultur dimulai, sel akan berkembang setelah sekitar 14
hari

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

Pemeliharaan sel berlanjut hingga 80% sel konfulensi.

Proses Hipoksia

MSCs dengan konfluensi 80% dimasukkan, dan ditambahkan

hingga 10 mL media penuh

Selanjutnya flask yang mengandung MSCs ditempatkan di
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dalam ruang hipoksia
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 indikator
Chamber yang telah diisi flask diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam
Media kultur dikeluarkan setelah 24 jam dan diisolasi dengan metode TFF
untuk menghasilkan EH-MSCs.
Pembuatan Exosome Hipoksia MSCs

Exosome MSC diisolasi menggunakan metode TFF. Langkah yang
dilakukan antara lain media kultur MSC dikumpulkan dalam botol steril
dan kemudian disaring menggunakan alat uPulse TFF dengan filter 100
kDa dan 500 kDa untuk menyisihkan partikel besar. Hasil filtrasi
kemudian dilakukan validasi kandungan FExosome hypoxia MSC
menggunakan flowcytometri dengan penanda permukaan berupa CDSI1,
CD63, dan CD9. Hasil yang telah tervalidasi mengandung Exosome
hypoxia MSC disimpan dalam tabung 2,5 mL dan disimpan dalam suhu 2-

8 °C.
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Setelah satu minggu adaptasi, mencit C57BL6 diberikan kombinasi

xylazine (20 mg/kgbb) dan ketamine (60 mg/kgbb) untuk menginduksi
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Mencukur rambut pada mencit C57BL6

Mencit C57BL6 kelompok K1 tidak di berikan treatmen apapun. Mencit
C57BL6 kelompok K2 sampai dengan K5 diberikan Dihidrotestosteron 1

mg/hari selama 17 hari

Hari ke-25 dilakukan validasi

Dilakukan injeksi peritoneal pada Mencit C57BL6. Injeksi NaCL

dilakukan pada K2, Topikal Minoxidil 5% pada K3, injeksi Exosome
hipoksia MSC dosis 100ug/kgbb hari ke 25 dan ke 32 sebanyak 2x
(interval) pada K4, dan Injeksi Exosome hipoksia MSC dosis 200ug/kgbb

hari ke 25 dan hari ke 32 sebanyak 2x (interval) pada K5

Hari ke-39 dilakukan pemeriksaan sampel

Jaringan yang telah dihomogenisasi disimpan dalam -80°C hingga proses

analisis.

Periksa Ekspresi GM-CSF dan IL-1o menggunakan PCR sesuai protokol
pabrik.

Metode Validasi

Validasi secara makroskopis pada hari ke-25 dimana dinyatakan positif
jika daerah yang dicukur tidak menunjukkan pertumbuhan rambut kembali

Validasi mikroskopis dengan pewarnaan Hematoksilin-Eosin (HE) dimana
dinyatakan mengalami alopecia jika tidak ditemukan folikel dalam fase
anagen pada kulit mencit C57BL6. Untuk melakukan validasi mikroskopis

dilakukan langkah-langkah sebagai berikut:
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Sampel kulit diperoleh dari masing-masing kelompok dan digunakan
untuk membuat potongan histologis menggunakan pewarnaan HE dan
teknik paraffin Sampel kulit mencit C57BL6 diperoleh dari masing-
masing kelompok dan diawetkan dalam larutan NBF 10% atau Neutral
Buffer Formalin

Sampel kulit dibersihkan dari sisa larutan fiksatif dengan membilasnya
menggunakan alkohol 70%

Sampel ditandai dan ditempatkan dalam keranjang tisu setelah difiksasi
dalam larutan BNF 10

. Alkohol absolut dan alkohol bergradasi 70, 80%, 90%, dan 96%
digunakan untuk mendehidrasi sampel jaringan

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

Sampel kemudian diinfiltrasi menggunakan parafin dalam oven bersuhu
56°C. Caranya dengan memasukkannya ke dalam kombinasi toluol dan
parafin dengan perbandingan 3:1, 1:1, dan 1:3 masing-masing selama 30
menit. Masing-masing selama tiga puluh menit, sampel kulit direndam
dalam parafin murni I, parafin murni I, dan parafin murni III

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

. Dengan menggunakan mikrotom, potong blok jaringan menjadi irisan
berukuran 6um. Kemudian letakkan potongan-potongan tersebut di atas

permukaan kaca yang telah dilapisi perekat Mayer Albumin, ditetesi
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sedikit air suling, dan dipanaskan di atas hot plate hingga menempel
sempurna

Sebelum pewarnaan jaringan, parafin dihilangkan (deparaffinisasi) dengan
xylol selama sehari penuh

Pewarna HE digunakan untuk pewarnaan. Kertas kering digunakan untuk
menyerap kandungan xylol, yang kemudian secara bertahap ditambahkan
ke air sulingan dan larutan alkohol dengan persentase yang semakin
rendah (96%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, dan 30% ), masing-
masing, untuk durasi 1- 2 menit

Setelah jaringan diwarnai selama 5-10 detik dengan hematoksilin,
jaringan dibilas lagi selama 10 menit dengan air mengalir

Selama 3-5 menit, preparata direndam -dalam alkohol masing- masing
30%, 40%, 50%, 60%, dan 70%

Selanjutnya jaringan diwarnai dengan pewarnaan eosin selama 2 menit.
Kemudian dikeringkan dengan kertas saring dan dimasukkan ke dalam
larutan alkohol bertingkat (70%, 80%, 90%, dan 96%) masing-masing
selama 3-5 menit

Setelah 15 menit clearing xylol, balsam Kanada diteteskan ke dalam
sediaan histologi

Memasang slide jaringan dengan kaca penutup, memberi label, dan

memasukkannya ke dalam kotak sediaan melengkapi prosedur ini.
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Terminasi dan pengambilan jaringan

Sebelum mengeluarkan organnya, matikan mencit C57BL6 dengan dosis
koktail yang mematikan. Ketamine 60 mg/kgBB dan Xylazine 20
mg/kgBB diperlukan untuk membuat 10 mL cocktail

Organ kulit diambil dari bangkai mencit C57BL6 dan diawetkan dalam

RNA later pada suhu -80°C dalam cryotube bebas RNAase.

4.6.8. Ekstraksi RNA dan sintesis cDNA

Sampel kulit dimasukan ke dalam tube berisi 300 uL RNA /ater,
kemudian disimpan dalam suhu -20°CSampel kulit sebanyak 50 mg
lalu dimasukan ke dalam tube berisi 1 ml Trizol, kemudian
dilakukan proses homogenisasi menggunakan ultrasonikator serta
diinkubasi di suhu ruang selama 5 menit.

Sampel ditambahkan dengan 0.2 mL kloroform dan pada suhu ruang
sampel di inkubasi selama 2-3 menit.

Setelah itu sampel disentrifugasi selama 15 menit pada suhu 4°C
dengan kecepatan 12.000 x g.

Sampel akan membentuk tiga lapis larutan, sisi bawah berwarna
merah muda berisi protein, sisi tengah berwarna putih asap berisi
DNA dan sisi atas berwarna bening berisi RNA (aqueous phase).
Pisahkan aquoeus phase di sisi atas ke tube yang berbeda.

Sampel aqueous phase kemudian ditambahkan 0.5 mL isopropanol,
kemudian diresuspensi, di inkubasi selama 10 menit dan

disentrifugasi dengan kecepatan 12000 x g pada suhu 4°C selama 10
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menit.

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

Supernatant kemudian dibuang dan pellet RNA ditambahkan dengan
50 uL nuclease-free water (NFW).

Konsentrasi sampel RNA kemudian dikuantifikasi menggunakan
uDrop microplate reader:

Sampel RNA sebanyak 0.1 ug dalam 1 uL kemudian ditambahkan 5
ul NFW dan dilakukan proses denaturasi dengan inkubasi di suhu
65°C selama 5 menit menggunakan thermal cycler.

Selama 5 menit dengan memanfaatkan thermal cycler sampel RNA
kemudian diinkubasi dengan suhu 37°C lalu ditambahkan 2 uL 4x DN
Master Mix.

Selanjutnya ditambahkan 2 uG 5x RT Master Mix, dan thermal cycler
dimanfaatkan guna menginkubasi campuran pada suhu 37°C selama
15 menit, 50°C selama 5 menit, dan 98°C selama 5 menit.

Sampel cDNA kemudian disimpan pada suhu -20 °C.

Pembacaan GM-CSF/IL-1o0 dengan Real Time-Polymerase Chain

Reaction (RT-PCR)

a. Dengan menggunakan Reverse Transcription-Polymerase Chain

Reaction (QRT-PCR), ekspresi gen GM-CSF dan IL-1a dianalisis.
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. Lalu proses mencampuran 1 uG cDNA sampel, 2x SensiFAST
SYBR No-ROX Mix sebanyak 10 uG, forward primer sebanyak 0.8
ul, reverse primer sebanyak 0.8 uL. dan NFW 7.4 sebanyak uL.
Primer GM-CSF yang digunakan dan Primer IL-1a yang digunakan

. Proses qPCR dilakukan menggunakan suhu 95°C selama 2 menit,
95°C selama 5 detik dan 56°C selama 20 detik sebanyak 40 siklus.
Proses qPCR dilakukan dengan menganalisis probe terhidrolisis pada
panjang gelombang 520 nm.

Dengan Software EcoStudy kuantifikasi data qPCR dilakukan.



52

Mencit C57BL6
bunting

Isolasi Umbilical

Isolasi dan Kultur

Pemanenan sel

4.7.Alur Penelitian
Mencit C57BL6 34 Ekor
I
Aklimatisasi selama 7 hari
I
Injeksi intraperitoneal DHT dengan
dosis 1mg/ hari selama 17 hari
Validasi
(HE dan Makroskopis)
I
Randomisasi
v .
v v vy v
K1 K2 K3 K4 K5
6 Mencit 6 Mencit 6 Mengcit 6 Mencit 6 Mencit
C57BL6 C57BL6 C57BL6 C57BL6 C57BL6
diinjeksi dioles Pemberian Pemberian
Mencit SC dengan dengan injeksi SC injeksi SC
c57BL Nacl Minoxidil EH-MSC EH-MSC
sehat 5% 2 dosis dosis
kali/hari 100ng/kgB 200ng/kgBB
selama 14 B sebanyak sebanyak 2x
hari 2x (interval (interval 7
7 hari) hari)

L, Czaa 4

l

Terminasi dan pengambilan sampel kulit

Analisis ekspresi GM-CSF dan IL-1a

v

Pengolahan Data

Gambar 4.3. Alur Penelitian

Perhitungan Uji
Validasi MSC

Prekondisi Hipoksia
pada chamber
Oksigen 5 % selama
24 jam

Isolasi Medium
Kondisional MSC

Filtrasi dengan TFF

Validasi Marker CD9
dan CD63

v

L

Exosome hypoxia

MSC




53

4.8.Analisa Data

Hasil penelitian rerata ekspresi GMCSF dilakukan menggunakan uji
normalitas dengan uji Shapiro-Wilk didapatkan data yang terdistribusi
normal  (p>0,05). Uji Homogenitas pada ekspresi GMCSF dilakukan
dengan Levene’s Test didapatkan hasil yang tidak homogen (p<0,05). Uji
One-Way ANOVA dilakukan pada rerata ekspresi GMCSF dan didapatkan
hasil yang signifikan (p<0,05). Uji Post Hoc Tamhane diterapkan untuk

mengetahui signifikansi perbedaan antar kelompok.

Hasil penelitian rerata ekspresi IL-la dilakukan menggunakan uji
normalitas dengan uji Shapiro-Wilk, didapatkan data yang terdistribusi
normal(p>0,05). Uji homogenitas pada ekspresi IL-la dilakukan dengan
Levene’s Test didaptkan hasi yang homogen (p>0,05). Uji One Way
ANOVA dilakukan pada rerata ekspresi IL-low dan didapatkan hasil yang
signifikan (p<0,05). Uji Post Hoc LSD diterapkan untuk mengetahui
signifikansi perbedaan antar kelompok. Nilai signifikansi p<0,05

menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan antar kelompok penelitian.
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4.9. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan pada bulan Juni hingga Juli 2025 di
Laboratorium Animal Model Research Center SCCR (Stem Cell and Cancer

Research).

UNISSULA
'En’_LLg_jj-'I@at,l mmela
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HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1.  Hasil Penelitian
5.1.1. Hasil Validasi EH-MSC (Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell)
Mesenchymal stem cell diisolasi di Laboratorium SCCR Indonesia
di Semarang, menggunakan sumber berupa tali pusat mencit pada usia
berusia 21 hari kehamilan. Setelah proses isolasi, sel-sel tersebut dikultur
dalam Flask kultur yang berisi media DMEM. Setelah mencapai pasase
kelima, analisis morfologi sel, menunjukkan terdapat sel yang menyerupai
spindle saat diamati dengan mikroskop dan melekat di atas permukaan

flask (Gambar 5.1A).

Cerm e A mCA CompsE.A - K8 CompAwCR A PorcP A Comp- A8 A4

Gambar 5.1. Morfologi MSC. (A) morfologi MSC berbentuk fibroblas-
like. (B) Analisis flow cytometry terhadap ekspresi CD45, CD31,
CD90, dan CD29.
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Analisis identitas sel menggunakan surface marker MSC
menggunakan metode flow cytometry menunjukkan bahwa sel yang dikultur
secara kuat mengekspresikan CD29 (98,8%) dan CD90 (98,7%), dan hanya
sedikit mengekspresikan CD45 (0,36%) dan CD31 (4,81%) (Gambar 5.1B).
Hal ini menunjukkan bahwa sel yang dikultur dari tali pusar memiliki

karakteristik MSC.

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

Alizarin-red staining dan Alician Blue Staining. (Gambar 5.2 A dan B).

Gambar 5.2. Kemampuan MSCs berdiferensiasi menjadi osteogenik pada
pewarna Alizarin-red staining dan (ditunjukkan dengan panah hitam,
perbesaran 200x). (B) Kondrosit pada pewarnaan Alician Blue Staining
(ditunjukkan dengan panah hitam, perbesaran 100x).
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Setelah tervalidasi, MSC kemudian diinkubasi dalam kondisi
hipoksia dengan kadar oksigen 5% selama 24 jam menggunakan box
hipoksia. Setelah itu, medium kultur MSC yang mengandung sekretom
MSC dikumpulkan dan difiltrasi menggunakan metode TFF dengan
ukuran 100-500 kDa sehingga dapat diperoleh EH-MSC. Setelah diisolasi
kadar exosome dianalisis menggunakan metode flowcytometry dan
didapatkan bahwa kadar exosome yang didapatkan sebesar 8 ug/100 uL =

80 ug/mL (Gambar 5.3).
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Gambar 5.3. Hasil Analisis Kadar Exosome menggunakan marker CD63
dan CD9

5.1.2. Hasil Validasi Alopecia Androgenik

Validasi pembentukan model Alopecia Androgenik pada mencit
dilakukan secara visual dengan membandingkan kondisi densitas rambut
pada mencit sehat dan mencit yang diinduksi DHT. Hasil pengamatan
menunjukkan bahwa mencit sehat memiliki densitas rambut yang lebih
padat, sedangkan mencit yang diinduksi DHT memiliki densitas rambut

yang lebih rendah, sebagaimana terlihat dalam Gambar 5.4.
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Gambar 5.4. Validasi makroskopis mencit sebelum dan setelah perlakuan
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Alopecia AGA
Gambar 5.5. Hasil mikroskopis pasca pemberian EH-MSCs

Setelah mencit tervalidasi mengalami Alopecia androgenik, mencit
yang tanpa induksi DHT digunakan sebagai kontrol sehat (K1), sedangkan
mencit yang mengalami Alopecia androgenik akibat induksi DHT dibagi
menjadi 4 kelompok perlakuan secara acak yaitu K2 (mencit Alopecia
androgenik dengan diinjeksi dengan Nacl) K3 (mencit Alopecia
androgenik dengan dioles dengan Minoxidil 5 %), K4 dan K5 (mencit
Alopecia androgenik dengan injeksi EH-MSC dengan dosis masing-

masing 100 pg dan 200 pg secara subkutan).

Injeksi EH-MSC diberikan sekali pada hari ke-1 setelah mencit
dinyatakan mengalami alopecia androgenik, dan pengambilan sampel
jaringan dilakukan pada hari ke-14 setelah injeksi. Jaringan kulit kemudian
dihomogenisasi menggunakan RIPA buffer yang telah ditambahkan

inhibitor proteinase untuk menghambat kerusakan protein. Setelah
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jaringan terhomogenisasi menjadi suspensi, proses sentrifugasi dilakukan,
dan supernatan dikumpulkan untuk analisis ekspresi GM-CSF dan IL-1a

menggunakan metode PCR.

5.1.3. Ekspresi GM-CSF

Data ekspresi GM-CSF dari lima kelompok (K1 hingga KS5) menunjukkan
variasi yang signifikan dalam konsentrasi. Kelompok K5 memiliki ekspresi
tertinggi, yaitu 3,42 + 0,31 pg/mL, diikuti K4 dengan 2,91 + 1,01 pg/mL.
Kelompok K3 memiliki ekspresi yang lebih rendah sebesar 1,02 + 0,48 pg/mL dan
K1 1,01 + 0,15 pg/mL, sementara ckspresi terendah ditemukan pada K2 dengan

0,43 £ 0,12 pg/mL.

Tabel 5.1. Data Hasil Analisis Ekspresi GM-CSF

\ . Kelompok /
Variabel K1 K2 K3 K4 K5 P
(pg/mL) . (pg/mL) . (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)

ReratatSD ReratatSD ReratatSD  ReratatSD  Rerata:SD
GM-CSF 1,01+0,15 0,43+0,12  1,02+0,48  2,91+1,01 3,42+0,31
Shapiro Wilk 0,79 0,29 0,23 0,50 0,15
Lavene test 0,00
One Way 0,000
Anova

Uji statistik Shapiro-Wilk yang dilakukan untuk mengevaluasi
distribusi data menunjukkan bahwa data ekspresi GM-CSF pada semua
kelompok memiliki distribusi normal (p>0,05). Namun, analisis
homogenitas varians menggunakan Levene test menunjukkan bahwa
varians data antar kelompok tidak homogen (p < 0,05). Hasil analisis ini

kemudian dilanjutkan dengan analisis perbedaan ekspresi GM-CSF antar
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kelompok dilakukan menggunakan One-Way ANOVA, yang memberikan
hasil signifikan secara statistik (p<0,05). Hal ini menunjukkan adanya

perbedaan yang bermakna pada ekspresi GM-CSF antar kelompok.

Selanjutnya, untuk mengevaluasi hubungan antar kelompok,
dilakukan uji post Tamhane, karena data tidak homogen. Data hasil uji

post hoc Tamhane tersebut ditampilkan dalam Table 5.2 sebagai berikut.

Tabel 5.2. Perbedaan rerata ekspresi GM-CSF antar dua kelompok dengan

Uji Post Hoc Tamhane
Kelompok Kelompok Perbandingan Signifikansi
K1 K2 0,000
K3 1,000
K4 0,055
KS 0,000
K2 K3 0,258
K4 0,018
KS 0,000
K3 K4 0,043
KS 0,000
K4 K5 0,964

Berdasarkan data ekspresi GM-CSF yang memiliki beda nyata
setelah uji parametrik One Way ANOVA. Tabel 5.2. Berdasarkan hasil
analisis data ditemukan bahwa Kelompok K5 memiliki nilai GMCSF
tertinggi, berbeda signifikan dibanding K1, K2, dan K3 (p<0,05),
sedangkan Kelompok K2 menunjukkan nilai GMCSF terendah, berbeda

signifikan dengan K1, K4, dan K5.
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Gambar 5.6. Grafik Ekspresi GM-CSF.

Terdapat pola penurunan pada K2 (terendah) dan K3. Kenaikan ekspresi

GM-CSF paling kuat terjadi pada K4 dan KS5.

5.1.4 EkspresiIL-1a
Data ckspresi IL-1o yang diperoleh dari lima kelompok (K1 hingga
K5) menunjukkan wvariasi yang signifikan dalam konsentrasinya.
Kelompok K2 memiliki ekspresi IL-1a tertinggi, yaitu 2,35 + 0,93 pg/mL,
diikuti oleh K3 dengan 2,00 + 0,51 pg/mL, dan K4 dengan 1,28 + 0,48
pg/mL. Kelompok K1 memiliki ekspresi yang lebih rendah, yaitu 1,03 +
0,31 pg/mL, sedangkan ekspresi terendah ditemukan pada kelompok K5

dengan 0,95 + 0,33 pg/mL.
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Tabel 5.3. Data Hasil Analisis Ekspresi IL-1a

Kelompok
Variabel K1 K2 K3 K4 K5 P
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
ReratatSD  ReratatSD ReratatSD ReratatSD  Reratat+SD
IL-1a 1,03+0,31 2,35£0,93  2,00+0,51 1,28+0,48  0,95+0,33
Shapiro 0,18 0,14 0,26 0,84 0,90
Wilk
Lavene 0,11
test
One Way 0,001
Anova

Analisis  distribusi data menggunakan uji  Shapiro-Wilk
menunjukkan bahwa distribusi data pada setiap kelompok adalah normal
(p>0,05). Selanjutnya, uji homogenitas varians menggunakan Levene test
mengonfirmasi bahwa data ckspresi IL-lo - pada kelima kelompok

memiliki varians yang homogen (p>0,05).

Analisis perbedaan eckspresi- [L-la antar kelompok dilakukan
menggunakan One-Way ANOVA, yang menghasilkan nilai signifikan
secara statistik (p<0,05). Hasil ini menunjukkan adanya perbedaan
bermakna antara kelompok-kelompok tersebut. Dengan kata lain,
perlakuan atau kondisi pada setiap kelompok memberikan pengaruh yang

signifikan terhadap ekspresi IL-1a.
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Tabel 5.4. Perbedaan rerata ekspresi IL-1a antar dua kelompok dengan

Uji Post Hoc LSD
Kelompok Kelompok Perbandingan Signifikansi
K1 K2 0,000
K3 0,007
K4 0,450
K5 0,796
K2 K3 0,293
K4 0,003
KS 0,000
K3 K4 0,038
KS 0,004
K4 K5 0,314

Berdasarkan data ckspresi [L-1o yang memiliki beda nyata setelah
uji parametrik One Way ANOVA. Selanjutnya, untuk mengevaluasi
hubungan antar kelompok, dilakukan uji post hoc LSD, karena data
bersifat normal dan homogen. Data hasil uji post hoc LSD tersebut
ditampilkan dalam Tabel 5.4. Berdasarkan hasil analisis data ditemukan
bahwa perlakuan K2 dan K3 meningkatkan ekspresi IL-lo secara

signifikan (p<0,05), dibandingkan K1, K4, dan K5.
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Gambar 5.7. Grafik ekspresi IL-1a.

Terdapat pola penurunan ekspresi IL-1a yang signifikan pada K4 dan K5,
diikuti oleh K3, yang menunjukkan kondisi inflamasi lebih tinggi.
Penurunan ekspresi IL-la terjadi pada K5, menandakan adanya efek
perlakuan yang mampu menekan respon inflamasi. K4 juga relatif rendah,
menunjukkan efek moderat dalam menurunkan IL-1a dibandingkan K2-

K3.

5.2. Pembahasan Hasil Penelitian
Exosome hypoxia MSC merupakan microviscle diproduksi oleh
MSC pada medium kultur dalam kondisi hipoksia. Studi terbaru
menunjukkan bahwa EH-MSC memiliki potensi untuk mengurangi
alopecia melalui berbagai mekanisme, termasuk melalui jalur protein dan
microRNA (miRNA) tertentu.”*'" Eksosom MSC mengandung berbagai

macam protein, seperti faktor pertumbuhan dan sitokin, yang dapat
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merangsang pertumbuhan rambut dan memodulasi siklus pertumbuhan
rambut.'"'* Selain itu, eksosom MSC juga mengandung miRNA yang
dapat mempengaruhi ekspresi gen yang terlibat dalam regulasi siklus
rambut. Pada alopecia androgenik, dihidrotestosteron (DHT) menstimulasi
sekresi faktor penghambat pertumbuhan rambut, seperti transforming
growth factor Bl dan 2 (TGF-B1/p2). Penyebab utama dari proses ini
adalah stres oksidatif dan akumulasi spesies oksigen reaktif (ROS) secara
bertahap di dalam sel, yang mengakibatkan hilangnya fungsinya. Dimana
ROS memediasi respons terhadap DHT dan faktor pertumbuhan, yang
pada gilirannya dapat memengaruhi pensinyalan faktor pertumbuhan di

dalam sel. >

Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF)
adalah glikoprotein monomerik yang berfungsi sebagai sitokin, berperan
penting dalam hematopoiesis dengan merangsang produksi dan
diferensiasi berbagai sel darah putih, termasuk granulosit (neutrofil,
eosinofil, dan basofil) serta monosit. GM-CSF adalah sitokin pleiotropik
yang membangkitkan proses kompleks selama perbaikan luka.”® IL-1a,
merupakan sitokin proinflamasi yang ada di mana-mana dan penting.
Prekursor IL-1a secara konstitutif terdapat di hampir semua jenis sel yang
sehat, tetapi dilepaskan saat sel nekrotik mati sebagai mediator bioaktif.
IL-1a juga diekspresikan dengan menyusup ke sel myeloid di dalam
jaringan yang cedera. Sitokin tersebut mengikat reseptor IL-1 1 (IL-1R1),

seperti halnya IL-1B, dan menginduksi efek proinflamasi yang sama.
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Sebagai prekursor bioaktif yang dilepaskan saat kerusakan jaringan dan
kematian sel nekrotik, IL-la merupakan pusat patogenesis berbagai
kondisi yang ditandai dengan peradangan organ atau jaringan. Ini
termasuk kondisi yang memengaruhi paru-paru dan saluran pernapasan,
penyakit kulit dan kelainan kulit inflamasi, sklerosis sistemik, miokarditis,
perikarditis, infark miokard, penyakit arteri koroner, trombosis inflamasi,
serta kondisi multifaktorial yang kompleks seperti COVID-19, vaskulitis

dan penyakit Kawasaki, sindrom Behcet, Sindrom Sjogren, dan kanker.*’

Pada penelitian ini, pemberian EH-MSC dengan dosis 100 pg dan
200 upg pada mencit model alopecia androgenik bertujuan untuk
mengevaluasi efeknya terhadap ekspresi GM-CSF dan IL-la serta
hubungan kedua parameter ini dengan gen regeneratif dan anti-inflamasi.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa dosis 100-ug dan 200 pg EH-MSC
dapat meningkatkan ekspresi GM-CSF secara signifikan hingga mencapai
ekspresi yang setara dengan mencit sehat. Sementara itu, pemberian EH-
MSC pada dosis 100 pg dan 200 pg menyebabkan penurunan ekspresi IL-
la. Penurunan lebih kuat pada dosis 200 pg dibandingkan 100 pg.

Pada ekspresi GM-CSF, kelompok perlakuan dengan dosis 100 pg
dan 200 pg menunjukkan peningkatan bermakna dibandingkan kontrol,
terutama pada dosis 200 pg. Peningkatan ini menggambarkan efek
stimulasi EH-MSC dalam meningkatkan faktor regeneratif yang berperan
pada proliferasi sel, angiogenesis, dan pemanjangan fase anagen folikel

rambut. Hal ini sejalan dengan laporan Barrientos et al. (2008) yang
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menjelaskan bahwa GM-CSF berperan penting dalam regenerasi jaringan
melalui stimulasi fibroblas dan sel epitel. Dengan demikian, peningkatan
GM-CSF akibat EH-MSC dapat memperbaiki lingkungan mikro folikel
dan mendukung pertumbuhan rambut baru.*"*'

Sebaliknya, pada ekspresi IL-1a, pemberian EH-MSC dosis 100 pg
maupun 200 pg menurunkan kadar sitokin tersebut, dengan penurunan
terbesar pada dosis 200 pg. IL-1a merupakan sitokin pro-inflamasi yang
berperan dalam kerusakan folikel rambut serta mempercepat miniaturisasi
pada alopecia androgenik. Temuan ini sesuai dengan Philpott et al. (1996)
yang melaporkan bahwa 1L-la dapat menghambat pertumbuhan folikel
rambut secara in vitro. Penurunan IL-lo menunjukkan efek
imunomodulator dan anti-inflamasi EH-MSC, sehingga menciptakan
lingkungan yang lebih kondusif bagi regenerasi folikel.*

Dengan demikian, kombinasi peningkatan GM-CSF dan penurunan
IL-1a pada perlakuan EH-MSC menegaskan potensi ganda terapi ini, yaitu
sebagai agen regencratif dan anti-inflamasi. Hal ini sejalan dengan
penelitian Shin et al. (2015) yang melaporkan bahwa faktor parakrin dari
stem cell mampu memperbaiki pertumbuhan rambut pada alopecia. Oleh
karena itu, EH-MSC berpotensi dikembangkan sebagai terapi alternatif
yang menjanjikan untuk alopecia androgenik.”

Penelitian ini memiliki beberapa keterbatasan yang perlu
diperhatikan. Pertama perlu penyetaraan hewan uji ya untuk mendapatkan

model hewan coba yang tervalidasi lebih optimal satunya dangan pre-
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eliminary study lebih lanjut. Kedua penelitian ini baru pada tahap hewan
coba. Penelitian diharapkan dapat dilakukan ke tahap uji pada manusia
agar segera diaplikasikan secara klinis. Ketiga diperlukan analisis lebih
lanjut pada EH-MSC sebagai variabel bebas pada penelitian ini untuk
menganalisis miRNA yang didapat, dengan tujuan untuk mengetahui

fungsinya pada sel target.
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6.1.

6.2.

BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Hasil penelitian tentang pengaruh injeksi EH-MSC secara subcutan
terhadap peningkatan ekspresi GM-CSF dan penurunan ekspresi IL-la
pada mencit jantan C57BL6 model alopecia androgenik menunjukkan hal-

hal berikut:

a. Terdapat pengaruh pemberian (Exosome hypoxia mesenchymal stem
cell) EH-MSC dosis 100 pg dan 200 pg terhadap peningkatan ekspresi
GM-CSF pada mencit jantan C57BL6 model alopecia androgenik

dibandingkan dengan kelompok kontrol.

b. Terdapat pengaruh pemberian (Exosome hypoxia mesenchymal stem
cell) EH-MSC dosis 100 pg dan 200 pg terhadap penurunan ekspresi
IL-Too pada mencit jantan CS57BL6 model alopecia androgenik

dibandingkan dengan kelompok kontrol.

Saran

a. Perlu dilakukan uji klinis untuk mengetahui efektivitas dan keamanan
Exosome Hypoxia-Mesenchymal Stem Cell (EH-MSC) pada alopecia
androgenik secara langsung pada manusia.

b. Perlu dilakukan uji pre klinis sebelum dilakukan studi selanjutnya.

c. Perlu menganalisis lebih lanjut untuk mengetahui jenis microRNA

(miRNA) yang terdapat pada EH-MSC yang di uji.
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