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ABSTRAK

Latar Belakang: Sarcopenia akibat dexamethasone ditandai penurunan massa dan
fungsi otot, memicu stres oksidatif dan inflamasi, terlihat dari peningkatan IL-6
serta ketidakseimbangan enzim antioksidan SOD. Secretome Hypoxia
Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs) berpotensi meningkatkan kapasitas
antioksidan dan memodulasi respons inflamasi, sehingga melindungi jaringan
terhadap kerusakan pada model sarcopenia. Penelitian ini bertujuan menganalisis
pengaruh SH-MSCs terhadap kadar IL-6 dan aktivitas SOD pada mencit betina
C57BL/6 model sarcopenia yang diinduksi dexamethasone.

Metode: Penelitian eksperimental in vivo dengan rancangan post-test only control
group design. 24 ekor mencit betina C57BL/6 dibagi secara acak kedalam empat
kelompok: kelompok sehat, kontrol negatif, serta kelompok yang diberi SH-MSCs
30 uL dan 60 pL. Pemberian dexamethasone sebagai variable pra kondisi diberikan
sebanyak 20,g/kgBB. Analisa IL-6 dan SOD dilakukan dengan cara menggunakan
ELISA. Data hasil IL-6 diolah dengan uji Kruskal-Wallis sedangkan SOD dianalisa
dengan ANOVA

Hasil: Kadar 1L-6 tertinggi terdapat pada kelompok SH-MSCs 60 pL (10,94 + 6,60
ng/L), sedangkan kadar SOD tertinggi juga pada kelompok yang sama (5,14 £ 0,27
ng/L). Namun, perbedaan antar kelompok tidak signifikan secara statistik (IL-6,
p=0,121; SOD, p=0,278), menunjukkan bahwa terapi SH-MSCs hanya
menimbulkan peningkatan deskriptif pada respon inflamasi dan kapasitas
antioksidan.

Kesimpulan: Pemberian SH-MSCs pada dosis 30 pL dan 60 pL menimbulkan
peningkatan deskriptif kadar 1L-6 dan SOD, namun perbedaan antar kelompok
tidak signifikan secara statistik. Hal ini menunjukkan bahwa meskipun SH-MSCs
berpotensi memodulasi respons inflamasi dan meningkatkan kapasitas antioksidan
otot mencit, efeknya belum cukup kuat untuk menghasilkan perubahan signifikan.

Kata kunci: Sarcopenia, SH-MSCs, IL-6, SOD, Dexamethasone



ABSTRACT

Background: Sarcopenia induced by dexamethasone causes reduced muscle mass
and function, triggering oxidative stress and inflammation, marked by elevated IL-
6 and disrupted SOD. Secretome from Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (SH-
MSCs) may enhance antioxidant capacity and modulate inflammation. This study
aimed to evaluate SH-MSCs effects on IL-6 levels and SOD activity in female
C57BL/6 mice with dexamethasone-induced sarcopenia.

Methods: An in vivo experimental study with a post-test only control group design
was conducted. Twenty-four female C57BL/6 mice were randomly assigned into
four groups: healthy control, negative control, and SH-MSCs 30 uL and 60 uL
groups . The administration of dexamethasone as a pre-condition variable is given
as much as 20mg/KgBb. IL-6 and SOD analysis is done by using ELISA. IL-6 with
Kruskal-Wallis test while SOD was analysed with Anova.

Results: The highest IL-6 level was observed in the SH-MSCs 60 uL group (10.94
+ 6.60 ng/L), while the highest SOD level was also in the same group (5.14 £0.27
ng/L). However, differences between groups were not statistically significant (IL-6,
p=0.121; SOD, p=0.278), indicating SH-MSCs therapy only produced descriptive
increases in inflammatory response and antioxidant capacity.

Conclusion: SH-MSCs therapy at 30 uL and 60 uL caused descriptive increases in
IL-6 and SOD levels, but differences between groups were not statistically
significant. This suggests that although SH-MSCs can modulate inflammatory
responses and enhance antioxidant capacity in mouse muscle, the effects were not
strong enough to produce significant changes.

Keywords: Sarcopenia, SH-MSCs, IL-6, SOD, Dexamethasone
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sarcopenia merupakan sindrom geriatri yang ditandai dengan
penurunan progresif massa, kekuatan, dan fungsi otot berdampak serius
pada kualitas hidup karena meningkatkan risiko jatuh, fraktur, disabilitas
fisik, dan pada kondisi tertentu dapat menyebabkan kematian.! Salah satu
mekanisme yang dapat mempercepat proses ini adalah inflamasi kronis
tingkat rendah atau inflammaging, di mana Interleukin-6 (IL-6) menjadi
sitokin utama yang meningkat secara konsisten pada individu dengan
sarcopenia.’ Kadar [1_-6 yang tinggi berhubungan dengan penurunan massa
otot, fungsi kontraktil, serta resistensi terhadap stimulasi anabolik.® Selain
itu, stres oksidatif turut berperan melalui aktivitas abnormal Superoxide
Dismutase (SOD) yang mencerminkan beban oksidatif tinggi serta
berhubungan dengan mortalitas lebih tinggi.*® Hingga Kini, terapi
sarcopenia masih terbatas pada latihan fisik dan intervensi nutrisi yang
meski bermanfaat, tidak selalu efektif pada lansia atau pasien dengan
penyakit kronis.® Alternatif farmakologis seperti penghambat myostatin dan
SARMs masih menghadapi keterbatasan efektivitas dan efek samping
jangka panjang.” Penelitian yang akan kami lakukan disini adalah dengan
menggunakan secretome hypoksia MSCs dengan variasi dosis perlakuan

30uL dan 60uL.29



Prevalensi sarcopenia pada populasi lanjut usia secara global
diperkirakan berkisar 10-16%. Meta analisis menunjukkan perevalensi
antara 5% berdasarkan definisi European Working Group on Sarcopenia in
Older People (EWGSOP) pertama yang kemudian diperbaharui hingga 22%
berdasarkan EWGSOP kedua. Sementara pada definisi lain seperti Asian
Working Group for Sarcopenia (AWGS) dan Foundation for The National
Institutes of Health (FNIH) prevalensi berada pada kisaran 11-17%. Di
Indonesia, prevalensinya dilaporkan cukup tinggi, yaitu 41,8% di Surabaya,
455% di Pekanbaru, hingga 50,25% secara nasional.!%! Angka ini
menunjukkan bahwa sarcopenia bukan sekadar proses fisiologis penuaan
pada manusia saja, melainkan masalah kesehatan masyarakat yang
mendesak karena menambah beban layanan geriatri serta biaya perawatan
jangka panjang.*°

Penelitian mengenai terapi berbasis mesenchymal stem cells (MSC)
dan secretome telah banyak dilakukan, namun sebagian besar masih
berfokus pada kultur normoksia atau biomarker IGF-1. Evaluasi simultan
biomarker inflamasi (IL-6) dan stres oksidatif (SOD) pada model
sarcopenia glukokortikoid jarang dilakukan. Penelitian ini memiliki sesuatu
hal yang baru dengan menggunakan secretome hypoxia-MSCs (SH-MSCs)
dengan dosis perlakuan 30uL dan 60uL pada mencit betina galur C57BL/6
yang diinduksi Dexamethasone dengan dosis 20mg/kgBB diberikan secara
intraperitoneal selama 10 hari, serta menganalisis IL-6 dan SOD secara

bersamaan sebagai dasar pengembangan terapi regeneratif.}>*> Penentuan



variasi dosis perlakuan SH-MSCs tersebut mengacu pada jurnal Sari et al.
yang pada penelitiannya memberikan dosis terapi secretome pada tikus
sebanyak 150uL dan 300uL sedangkan pada penelitian yang dilakukan oleh
penulis menggunakan mencit dengan dilakukan konversi dosis berdasarkan
rumus FDA luas permukaan tubuh yaitu 30uL dan 60uL.%°

Dari uraian tersebut, Secretome Hypoxia-Mesenchymal Stem Cells
(SH-MSCs) diajukan sebagai salah satu alternatif solusi lain dengan
berbasis terapi cell-free. Prekondisi hipoksia meningkatkan muatan
eksosom, mikroRNA, dan faktor pertumbuhan pada secretome sehingga
memperkuat efek imunomodulator dan anabolik.*®" Hal tersebut diperkuat
dengan adanya jurnal kajian sistematis dari jurnal Kerkis et al. yang
menegaskan bahwa MSC memiliki kapasitas imunomodulator yang mampu
menekan IL-6 dan meningkatkan mekanisme protektif otot. Selain aspek
inflamasi, Okutsu et al. membuktikan bahwa adanya peningkatan ekspresi
extracellular superoxide dismutase (EcSOD) mampu melindungi otot
rangka dari atrofi akibat glukokortikoid melalui penekanan ROS dan
penghambatan ekspresi atrogen.**® Dengan demikian, penelitian ini
diharapkan dapat memberikan evidensi baru untuk mengembangkan terapi
regeneratif yang lebih efektif, konsisten, dan berpotensi diterapkan di
klinik.34°19

1.2 Rumusan Masalah

Apakah pemberian Secretome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells

(SH-MSCs) dapat menurunkan kadar IL-6 dan dan meningkatkan kadar



SOD pada Mencit Betina galur C57BL/6 model sarcopenia yang diinduksi

dexamethasone?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui
pengaruh pemberian Secretome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells
(SH-MSCs) terhadap kadar IL.-6 dan kadar SOD pada Mencit Betina
galur C57BL/6 model sarcopenia yang diinduksi Dexamethasone

secara in vivo.

1.3.2. Tujuan Khusus

Tujuan khusus penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Memvalidasi model sarcopenia dengan membandingkan kadar
IL-6 dan SOD antara mencit kelompok kontrol sehat dengan
mencit kelompok model sarcopenia yang sudah diinduksi
dexamethasone.

2. Menganalisis efek terapt SH-MSCs dengan menilai perbedaan
kadar IL-6 dan kadar SOD antara kelompok model sarcopenia
yang diinduksi dexamethasonee dengan kelompok perlakuan
variasi dosis SH-MSCs (30puL dan 60pL).

3. Mengidentifikasi efek dosis dengan membandingkan kadar IL-6
dan kadar SOD antara mencit yang diberi SH-MSCs 30uL dengan

mencit yang diberi 60uL untuk mengetahui pengaruh perbedaan



dosis SH-MSCs terhadap efektivitasnya dalam menurunkan IL-6
dan peningkatan SOD

4. Menganalisis hubungan antara kadar IL-6 dengan kadar SOD
pada seluruh kelompok perlakuan serta menilai potensi SH-MSCs

sebagai agen terapeutik untuk sarcopenia.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritis

Penelitian i diharapkan memberikan kontribusi terhadap
perkembangan ilmu pengetahuan di bidang biomedik, khususnya
mengenai mekanisme molekuler sarcopenia yang melibatkan
peningkatan kadar IL-6 dan penurunan kadar SOD. Temuan dari
penelitian ini dapat menjadi dasar teoritis bagi pengembangan terapi
regeneratif yang lebih spesifik menggunakan secretome hypoxia-MSC
(SH-MSCs) sebagai alternatif inovatif dari penggunaan sel punca
secara langsung dalam upaya meneckan inflamasi dan meningkatkan

kapasitas antioksidan otot.

1.4.2. Manfaat Praktis
Manfaat secara praktis dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Memberikan kontribusi terhadap inovasi penggunaan Secretome
Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs) sebagai terapi cell-
free yang berpotensi menurunkan kadar IL-6 dan meningkatkan
kadar SOD sehingga dapat memperbaiki homeostasis otot pada

kondisi sarcopenia.



2. Penelitian ini diharapkan dapat dikembangkan lebih lanjut sebagai
alternatif terapi yang lebih aman, mudah diaplikasikan, dan
ekonomis dibandingkan pendekatan berbasis sel punca secara

langsung, khususnya dalam pencegahan dan penatalaksanaan

sarcopenia.

1.5 Originalitas Penelitian

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian.

No. Nama Judul Penelitian ~ Metode Hasil Penelitian
Peneliti
1 Wang et Mesenchymal ~ In vivo  Pemberian MSC
al. (2022)  Stem Cells (DEX- meningkatkan massa otot
Alleviate induced (10-30%), kekuatan
Dexamethasone- muscle genggam (~37%), serta
Induced =~ Muscle atrophy, menekan  gen  atrofi
Atrophy in Mice C57BL/6 (Murf-1, Atrogin-1). Efek
and The betina) protektif dimediasi jalur
Involvement  of ERK1/2.°
ERK1/2 Signalling
Pathway
2 Silvana S Secretome  from In vivo Secretome hipoksia
et al.  Hypoxic MSCs meningkatkan
(2024) Mesenchymal ekspresi  VEGF  dan
Stem Cells As A GFAP, menunjukkan
Potential Therapy efek protektif dan potensi
For Ischemic terapi berbasis
Stroke: secretome.?
Investigations On
VEGF And GFAP
Expression
3 Lumban et Role of Hypoxic Invivo Secretome hipoksia
al. (2024) Secretome  from MSCs meningkatkan
Mesenchymal ekspresi  HIF-1la  dan
Stem Cells in VEGF serta proliferasi
Enhancing Tissue fibroblas, menunjukkan



No. Nama Judul Penelitian Metode Hasil Penelitian
Peneliti
Repair: efek regeneratif
Regulatory Effects secretome berbasis
on HIF-/a, VEGF, hipoksia.?!
and Fibroblast in a
Sphincterotomy
Rat Model.
4 Qin M et Adipose-derived In vivo Menarget langsung
al. (2024) exosomes penurunan IL-6;
ameliorate skeletal menghubungkan
muscle atrophy via mekanisme inflamasi &
miR-146a-5p/IGF- anabolik.?
1R signaling
5 Mankhong Experimental In vivo Penggunaan model
et al. Models of hewan seperti mencit
(2020) Sarcopenia: C57BL/6 dengan
Bridging penuaan relevan untuk
Molecular mempelajari
Mechanism and ketidakseimbangan jalur
Therapeutic anabolik—katabolik  dan
Strategy strategi  pengembangan
terapi anti-sarcopenia.?®
6 Kerkis et The impact of SLR MSC mampu menekan
al. (2024)  Interleukin-6 (IL- IL-6 pada  berbagai
6) and kondisi inflamasi.?*
mesenchymal stem
cells
7 Gupta et Dosing Review Mengulas variasi dosis
al. (2021) extracellular (meta- EV/secretome pada
vesicles analisis in hewan kecil dan besar;
Vivo) menjadi dasar
metodologis dosis 15-45
pL/20 g BB pada
mencit/tikus.?®
8 Sari et al. The role of Invivo Secretome MSC
(2023) Mesenchymal menurunkan NF-
Stem Cell kB/TNF-a pada model
Secretome in the sepsis, dengan dosis 300



No. Nama Judul Penelitian Metode Hasil Penelitian
Peneliti
Inflammatory pL lebih efektif daripada
Mediators and the 150 pL, serta
Survival Rate of meningkatkan IL-10.
Rat Model of Efek ini relevan karena
Sepsis NF-«xB mengatur IL-6
dan berkaitan dengan
SoD.®
9 Okutsu et Extracellular In vivo Injeksi Dexamethasone
al. (2014)  Superoxide (DEX- menurunkan ekspresi
Dismutase induced EcSOD pada otot yang
Ameliorates muscle mengalami atrofi. ECSOD
Skeletal ~ Muscle atrophy) berperan penting dalam
Abnormalities, mengurangi stres
Cachexia, and oksidatif dan atrofi otot.?®
Exercise

Dalam beberapa tahun terakhir, secretome dari mesenchymal stem
cells (MSC) menunjukkan potensi terapeutik pada kondisi degeneratif,
termasuk gangguan muskuloskeletal, melalui mekanisme imunomodulasi,
antiinflamasi, dan antioksidan. Namun, sebagian besar penelitian masih
berfokus pada MSC atau secretome normoksia, tanpa melihat keunggulan
pra-kondisioning hipoksia.

Selain itu, evaluasi simultan biomarker inflamasi (IL-6) dan stres
oksidatif (SOD) pada model sarcopenia glukokortikoid masih jarang
dilakukan. Oleh karena itu, penelitian ini menawarkan kebaruan dengan
menggunakan SH-MSCs pada mencit betina galur C57BL/6 untuk menilai
perubahan kadar IL-6 dan SOD secara bersamaan sebagai dasar

pengembangan terapi regeneratif berbasis secretome.



Pada tabel 1.1 penelitian yang dilakukan oleh Wang et al
menunjukkan bahwa pemberian MSCs yang diberikan pada otot yang sudah
diinduksi dengan dexamethasone terjadi peningkatan massa otot sebesar 10-
30% serta kekuatan genggam sebesar 37% dengan menekan gen atrofi yaitu
Murf-1 dan Atrogin-1. Perbandingan penelitian yang akan dilakukan pada
saat ini adalah dalam melakukan perbaikan terhadap kondisi otot yang
atrofi, peneliti mencoba untuk menggunakan SH-MSCs dengan harapan
persentase perbaikan massa otot dan kekuatan otot lebih besar dibandingkan
dengan memakai MSCs 3

Pada jurnal Silvana et al. menjelaskan bahwa pemakaian SH-MSCs
memiliki efek anti inflamasi, neuroprotektif serta angiogenik dan dapat
melewati blood brain barrier pada tatalaksana pasien stroke iskemik.
Pemakaian SH-MSCs dengan dosis 300 pL lebih unggul dibanding MSC
normoksia karena pada kondisi -hipoksia meningkatkan ekspresi faktor
pertumbuban sehingga dapat mengurangi area infark. Pada penelitian yang
akan dilakukan, peneliti akan menggunakan SH-MSCs untuk digunakan
sebagai terapi sarcopenia untuk mengembalikan massa otot dan kekuatan
otot.?

Selanjutnya penelitian yang dilakukan oleh Lumban et al
menunjukkan bahwa secretome hipoksia MSCs mampu meningkatkan
ekspresi HIF-1a, VEGF, dan proliferasi fibroblas pada model
sphincterotomy, menegaskan peran secretome dalam mendukung regenerasi

jaringan. Perbedaan dengan penelitian yang akan dilakukan adalah fokus
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organ target dan biomarker: penelitian ini akan menguji IL-6 dan SOD
dalam konteks sarcopenia akibat dexamethasone, bukan VEGF/ fibroblast
dalam model sphincterotomy.?

Qin et al. melaporkan bahwa exosome yang berasal dari MSC
adiposa mampu mengurangi atrofi otot melalui jalur miR-146a-5p/IGF-1R
dengan melalui mekanisme penekanan kadar IL-6 serta meningkatkan
sinyal anabolik. Perbedaan dengan penelitian yang akan dilakukan adalah
dari jenis produk yang digunakan. Pada penelitian Qin yang digunakan
adalah berbasis exosome, sedangkan penelitian ini menggunakan bahan
secretome hipoksia MSCs dengan fokus pada IL.-6 dan SOD.

Penelitian Mankhong et al menjelaskan bahwa terdapat mekanisme
fundamental yang dapat memicu sarcopenia dengan model eksperimental
in vitro dan in vivo untuk meneliti sarcopenia melalui strategi molekuler
potensial dengan dilakukan perlakuan induksi H202, ceramide, TNF-alfa,
Dexamethasone pada mencit laki laki usia lanjut. Hal tersebut berbeda
dengan penelitian yang akan dilakukan oleh peneliti yaitu dengan
memberikan perlakuan Dexamethasone pada mencit perempuan usia remaja
dewasa.?®

Kajian sistematis oleh Kerkis et al. menegaskan bahwa MSC
memiliki kapasitas imunomodulator yang signifikan, termasuk menurunkan
IL-6 pada berbagai model inflamasi, meskipun tinjauan ini belum secara
khusus menilai SOD dalam konteks sarcopenia. Dengan demikian,

meskipun terdapat bukti kuat bahwa MSC mampu menekan IL-6 dan
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meningkatkan mekanisme protektif otot, belum ada penelitian yang secara
khusus mengevaluasi kombinasi IL-6 dan SOD pada model sarcopenia
dengan pendekatan secretome hipoksia (SH-MSCs) yang akan dilakukan
pada penelitian ini. Oleh karena itu, penelitian ini memiliki posisi unik dan
orisinal.?*

Disisi lain, terapi berbasis extracellular vesicles (EVs) atau exosome
yang merupakan salah satu komponen utama secretome, menghadapi
tantangan pada aspek dosis dan standarisasi. Tinjauan sistematis oleh Gupta
et al menekankan bahwa perlunya dilakukan identifikasi, perbandingan,
serta standart strategi penentuan dosis untuk terapi berbasis extracellular
vesicles dengan menekankan bahwa dosis sebaiknya dihitung berdasarkan
potensi biclogis muatan EV seperti miRNA atau protein terapeutik, bkan
hanya jumlah atau berat pertikelnya. Berdasarkan sumber di atas maka
peneliti harus melakukan penyesuaian dosis pemakaian SC-MSCs dengan
berat badan mencit yang akan digunakan agar tepat sasaran.?

Pada jurnal Sari et al menilai bahwa peran Secretome MSCs
terhadap mediator inflamasi (NF-kB P65/P50, TNF-alfa, IL-10) dengan
perlakuan pemberian dosis terapi secretome 150 puL dan 300 pL dapat
menurunkan ekspresi NF-kB P65/P50 dan TNF-alfa serta meningkatkan IL-
10 . Dalam penelitian di atas dosis yang dipakai adalah dosis yang diberikan
untuk tikus, berbeda dengan penelitian yang akan dilakukan saat ini bahwa

terdapat penyesuaian dosis terapi secretome yang diberikan kepada mencit
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yang dianalisa berdasarkan berat badan mencit adalah 30uL dan 60uL
dengan biomarker yang akan dinilai adalah mediator inflamasi IL-6.1°
Selain aspek inflamasi, antioksidan juga merupakan hal yang
krusial. Okutsu et al. membuktikan bahwa peningkatan ekspresi
extracellular superoxide dismutase (EcSOD) mampu melindungi otot
rangka dari atrofi akibat glukokortikoid dan cachexia jantung, melalui
mekanisme penekanan ROS, penghambatan ekspresi atrogene (MuRF1,
Atrogin-1), serta preservasi mitokondria dan kapiler otot. Pada penelitian
yang akan dilakukan oleh peneliti terdapat perbedaan target penelitian yang
mana pada peneliti sebelumnya dilakukan pemeriksaan peningkatan SOD
pada cachexia jantung sedangkan saat ini penelitian yang dilakukan adalah

dengan melakukan pemeriksaan peningkatan SOD terhadap sarcopenia.?®



BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Fisiologi Otot
2.1.1. Struktur dan Fungsi Otot
Otot merupakan jaringan yang sangat penting dalam tubuh
manusia karena berperan dalam berbagai fungsi fisiologis, mulai dari
menghasilkan gerakan hingga melindungi organ-organ internal.
Secara umum, otot dibedakan menjadi tiga tipe utama, yaitu otot
rangka, otot polos, dan otot jantung. Otot rangka tersusun atas serabut-
serabut panjang yang membentuk miofibril yang tersusun rapi.
Miofibril ini terdiri atas dua jenis filamen protein utama, yaitu aktin
dan miosin yang bekerja sama dalam menghasilkan kontraksi otot.
Proses kontraksi ini memungkinkan terjadinya berbagai gerakan
tubuh, seperti berjalan, berlari, atau mengangkat benda. Aktivitas otot
rangka dikendalikan oleh sistem saraf somatik, sehingga gerakannya
bersifat sadar dan dapat diatur sesuai kehendak individu.?”-8
Otot polos ditemukan di dinding organ-organ dalam, seperti
usus, lambung, dan pembuluh darah. Struktur otot polos lebih ramping
dan tidak memiliki pola penyerasian (striated) seperti pada otot
rangka. Otot polos bekerja secara tidak sadar di bawah kendali sistem

saraf otonom, dengan pola kontraksi yang lebih lambat namun

memiliki ketahanan yang lebih lama. Kemampuan ini memungkinkan

13
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otot polos mempertahankan fungsi organ-organ internal secara
berkesinambungan, seperti pergerakan peristaltik pada sistem
pencernaan dan pengaturan diameter pembuluh darah.?”-?

Otot jantung merupakan tipe otot khusus yang hanya terdapat
di organ jantung. Strukturnya menyerupai otot rangka karena
memiliki pola melintang, namun serabutnya bercabang dan saling
terhubung melalui diskus interkalaris. Struktur ini memungkinkan
terjadinya kontraksi yang sinkron dan efisien, sehingga darah dapat
dipompa secara ritmis ke seluruh tubuh. Kinerja otot jantung
berlangsung otomatis di bawah pengendalian sistem saraf otonom,
untuk memastikan suplai oksigen dan nutrisi tetap terjaga.?’ >

Fungsi otot dalam tubuh sangat beragam dan esensial untuk
mempertahankan kehidupan. Fungsi utamanya adalah menghasilkan
gerakan tubuh, baik gerakan halus seperti menulis maupun gerakan
besar seperti berlari atau mengangkat beban. Selain itu, otot juga
berperan dalam menjaga postur dan keseimbangan tubuh. Otot-otot
inti, seperti otot perut dan punggung, membantu mempertahankan
posisi tegak dan memberikan stabilitas selama bergerak.?’

Selain fungsi mekanis, otot juga berperan sebagai pelindung
organ vital. Contohnya, otot dinding perut melindungi organ-organ
seperti hati, lambung, dan ginjal dari tekanan eksternal. Otot juga
berperan dalam menjaga suhu tubuh, karena setiap kontraksi otot

menghasilkan panas yang membantu mempertahankan suhu tubuh
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dalam batas normal, terutama saat melakukan aktivitas fisik. Otot
jantung memiliki peranan vital dalam sistem sirkulasi darah.
Kontraksi otot jantung yang terkoordinasi memompa darah ke seluruh
tubuh, menyalurkan oksigen dan nutrisi ke jaringan, serta mengangkut

produk sisa metabolisme untuk dibuang.?’

2.1.2. Proses Anabolisme pada Otot

Anabolisme otot merupakan proses yang menghasilkan
protein baru melalui aktivasi berbagai jalur molekuler yang mengatur
sintesis protein dan pertumbuhan serat otot. Jalur utama yang
mengatur anabolisme 1alah = Insulin/IGF-1-Akt-mTOR berperan
dalam  menstimulasi translasi protein dan menghambat degradasi
protein melalui pengendalian autophagy.®®

Aktivasi - mTOR complex-1 (mTORCI) meningkatkan
fosforilasi P70S6K dan 4EBP1 yang memicu translasi mRNA dan
memperkuat sintesis protein kontraktil seperti aktin dan miosin.*°
Selain itu, mTORCI1 mengatur biogenesis mitokondria serta
metabolisme lipid yang mendukung kebutuhan energi selama proses
pertumbuhan otot.

Faktor yang menstimulasi jalur anabolik meliputi hormon
insulin dan IGF-1 mengaktifkan PI3K/Akt, serta faktor mekanik
seperti kontraksi otot dan asupan nutrisi (leusin) yang secara langsung

mengaktifkan mTORC1.%%3! Gambar 2.1 menunjukkan bahwa ketika
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kadar energi sel tinggi (ATP/AMP tinggi), aktivitas AMPK menurun,
sehingga mTORC]1 tetap aktif dan memacu sintesis protein otot.°

Upstream
Anabolic
Signaling

THR3I08 SERATI

Akt

1

AMPEK |=—  TSC

DEPTOR Autophagy

PTOS6K ! 4E-BP1

T Protein
Synthesis

Gambar 2.1 Jalur mTOR adalah pengatur utama aktivitas anabolik
seluler mampu mengubah anabolisme seluler P70S6K dan 4EBP1
untuk meningkatkan sintesis protein serta menghambat autofagi.*?
Penelitian terbaru menunjukkan bahwa autophagy tidak hanya
berfungsi katabolik, tetapi juga mendukung aktivitas anabolik dengan
mempertahankan keseimbangan protein intraseluler yang diperlukan
untuk aktivasi mTORC1.** Dengan demikian, proses anabolisme otot

bergantung pada koordinasi sinyal antara mTORCI1, Akt, dan

autophagy dalam menjaga homeostasis protein otot.

2.1.3. Proses Katabolisme pada Otot
Katabolisme otot merupakan proses yang menyebabkan
degradasi protein dan menurunkan massa serta fungsi otot. Dua sistem
utama yang mengatur degradasi protein adalah ubiquitin—proteasome

system (UPS) dan autophagy—lysosome system.”’
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Pada kondisi stres, imobilisasi, atau paparan glukokortikoid,
faktor transkripsi FoxO menginduksi ekspresi gen Atrogin-1
(MAFbx) dan MuRF-1, dua enzim ligase E3 yang menandai protein
kontraktil untuk degradasi melalui proteasom. Bersamaan dengan itu,
jalur autophagy mengaktitkan pembentukan autophagosome yang
mengelilingi organel rusak dan mengirimkannya ke lisosom untuk
diuraikan oleh enzim hidrolitik.?’

Aktivitas autophagy dikendalikan oleh protein ATG dan LC3,
yang berfungsi dalam inisiasi dan elongasi membran autophagosom.?®
Ketika autophagy berlebihan, protein kontraktil terdegradasi secara
masif, sedangkan ketika terhambat, protein rusak dan mitokondria
disfungsi menumpuk yang menyebabkan stres oksidatif dan gangguan
fungsi serat otot.”’

Kedua jalur tersebut diatur oleh keseimbangan aktivitas
mTOR dan AMPK. Ketika energi sel menurun, AMPK menghambat
mTORC1 dan mengaktifkan autophagy serta UPS sehingga
memperkuat proses katabolik.”® Dengan demikian, keseimbangan
antara jalur anabolik dan katabolik menentukan status homeostasis

protein otot dan menjadi dasar terjadinya hipertrofi atau atrofi otot.
2.2 Sarcopenia
2.2.1. Definisi dan Epidemiologi
Sarcopenia merupakan suatu sindrom geriatri yang ditandai

dengan penurunan progresif massa otot rangka, kekuatan, serta fungsi
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fisik yang berhubungan dengan proses penuaan. Kondisi ini kini telah
diakui sebagai penyakit otot dalam [International Classification of
Disease (ICD-10: M62.84). Definisi sarcopenia pertama kali
diformalkan oleh European Working Group on Sarcopenia in Older
People (EWGSOP) pada tahun 2010, dan kemudian diperbarui
menjadi EWGSOP2 pada tahun 2019, yang menekankan pentingnya
parameter kekuatan otot selain hanya massa otot. Asian Working
Group for Sarcopenia (AWGS) juga mengadaptasi definisi ini dengan
nilai ambang yang disesuaikan untuk populasi Asia.'”

Dari sisi epidemiologi, prevalensi sarcopenia sangat bervariasi
bergantung pada definisi dan metode diagnostik yang digunakan.
Secara global, prevalensi pada populasi lanjut usia diperkirakan
berkisar antara 10-16%. Meta-analisis menunjukkan prevalensi antara
5% berdasarkan definisi EWGSOP2 hingga 22% berdasarkan
EWGSOP pertama, sementara pada definisi lain seperti IWGS dan
FNIH prevalensi berada pada kisaran 11-17%.°

Di Indonesia, penelitian melaporkan prevalensi yang relatif
tinggi. Studi komunitas di Pekanbaru melaporkan angka 45,5% pada
lansia, dengan faktor dominan berupa status gizi dan aktivitas fisik.
Penelitian lain di Surabaya menemukan prevalensi sebesar 41,8%,
sementara studi berskala nasional menunjukkan angka sekitar

50,25%.!"
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Selain prevalensinya yang tinggi, sarcopenia juga
menimbulkan beban kesehatan masyarakat yang signifikan karena
berhubungan dengan peningkatan risiko jatuh, keterbatasan
fungsional, penurunan kualitas dmeliputi usia lanjut, jenis kelamin,
status gizi buruk, aktivitas fisik rendah, depresi, dan sindrom
metabolik.!'®!!  Dengan demikian, sarcopenia bukan hanya
konsekuensi alami dari penuaan, tetapi juga merupakan kondisi
multifaktorial yang membutuhkan perhatian dalam konteks promotif

dan preventif di layanan kesehatan geriatri.

2.2.2. Etiologi dan Faktor Risiko

Etiologi sarcopenia terutama berkaitan dengan proses penuaan
yang menyebabkan perubahan fisiologis, hormonal, dan metabolik.
Massa otot biasanya mencapai puncaknya pada usia dewasa muda,
kemudian menurun secara bertahap seiring bertambahnya usia. Faktor
utama yang mendasari kondisi ini meliputi penurunan kadar hormon
anabolik seperti testosteron, estradiol, hormon pertumbuhan, dan IGF-
1, disertai peningkatan stres oksidatif dan inflamasi kronis tingkat
rendah (inflammaging). Selain itu, terjadi pula perubahan
neuromuskular berupa denervasi serabut otot yang menyebabkan
melemahnya kontraksi dan regenerasi otot. Kombinasi faktor-faktor
ini berkontribusi pada penurunan massa, kekuatan, dan fungsi otot

pada lansia.*?
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Faktor risiko sarcopenia dapat dibagi menjadi faktor yang
tidak dapat diubah (non-modifiable) dan faktor yang dapat
dimodifikasi (modifiable). Faktor non-modifiable mencakup usia
lanjut, jenis kelamin, serta predisposisi genetik. Prevalensi sarcopenia
meningkat tajam pada usia >80 tahun, dan wanita lebih berisiko akibat
penurunan hormon pasca menopause, meskipun pria juga
menunjukkan prevalensi tinggi.*?

Sementara itu, faktor risiko yang dapat dimodifikasi meliputi
status gizi, gaya hidup, dan penyakit penyerta. Malnutrisi, BMI
rendah, lingkar betis kecil, serta defisiensi protein dan mikronutrien
(misalnya vitamin D dan B12) mempercepat terjadinya sarcopenia.
Gaya hidup, merokok meningkatkan risiko hingga dua kali lipat akibat
efek toksik pada metabolisme otot, peningkatan inflamasi, dan stres
oksidatif, sedangkan kurangnya aktivitas fisik, khususnya latihan
resistensi, memperburuk penurunan massa otot. Penyakit penyerta
seperti  osteoporosis, ~depresi, dan gangguan metabolik juga
berhubungan erat dengan sarcopenia, bahkan kondisi osteosarcopenia

menegaskan keterkaitan erat antara kesehatan tulang dan otot.>?

2.2.3. Patofisiologi Kehilangan Massa Otot pada Sarcopenia
Kehilangan massa otot pada sarcopenia merupakan hasil dari
berbagai mekanisme yang saling terkait. Salah satu mekanisme utama
adalah penurunan fungsi dan jumlah muscle satellite cells. Sel ini

berperan penting dalam regenerasi otot, di mana dalam keadaan
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normal mereka tetap dorman di antara membran sel otot dan membran
basal, lalu teraktivasi ketika terjadi kerusakan otot untuk berproliferasi
dan berfusi membentuk serat otot baru. Pada proses penuaan, fungsi
sel satelit menurun, ekspresi notch ligand berkurang, dan jalur Wnt
cenderung meningkat sehingga sel satelit lebih banyak berdiferensiasi
menjadi sel fibrogenik daripada sel otot. Akibatnya, kapasitas
regenerasi otot berkurang sehingga mempercepat penurunan massa
otot.3%3*

Ketidakseimbangan antara sintesis dan degradasi protein otot.
Pada usia lanjut, sensitivitas jalur mTOR terhadap leucine berkurang
sehingga sintesis protein menurun (anabolic resistance). Aktivitas
jalur degradasi seperti ubiquitin-proteasome meningkat melalui
ekspresi gen MuRF1 dan Atrogin-1. Kondisi ini menyebabkan
degradasi protein otot melebihi sintesis, yang pada akhirnya memicu
atrofi otot.>*

Faktor lain yang berkontribusi adalah inflamasi kronis atau
inflammaging. Lansia mengalami peningkatan kadar sitokin pro-
inflamasi seperti TNF-a, IL-1B, dan IL-6 yang dapat mengganggu
fungsi mitokondria, meningkatkan produksi reactive oxygen species
(ROS), serta mengaktifkan jalur ubiquitin-proteasome dan apoptosis.
Hal ini mempercepat kerusakan serat otot dan menurunkan massa

otot. Infiltrasi makrofag ke jaringan otot juga semakin banyak
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ditemukan pada lansia, memperparah kehilangan massa dan kekuatan
otot.>*

Perubahan serabut otot dan sistem neuromuskular juga
berperan penting. Serabut otot tipe II (fast-twitch fibers) adalah yang
paling awal mengalami penurunan baik dari segi jumlah maupun
ukuran, menyebabkan kelemahan otot. Bersamaan dengan itu, terjadi
penurunan jumlah motor unit dan perubahan morfologi pada
neuromuscular junction yang memperburuk fungsi kontraksi.*>

Penurunan kadar hormon anabolik seperti testosteron,
estrogen, GH, dan IGF-1, ditambah aktivasi sistem renin-angiotensin
(RAS), mempercepat degradasi protein otot melalui peningkatan
myostatin, sitokin inflamasi, dan stres oksidatif. Semua perubahan ini

secara sinergis. mempercepat kehilangan massa otot seiring

bertambahnya usia.>*
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2.2.4. Patofisologi Sarcopenia Secara Molekuler

Pada sarcopenia terjadi ketidakseimbangan antara anabolisme
dan katabolisme otot yang berujung pada kehilangan massa dan fungsi
otot. Proses katabolisme lebih dominan pada penuaan dan sarcopenia.
Beberapa jalur berperan dalam peningkatan degradasi protein, seperti
p38 MAPK pathway yang menginduksi ekspresi ligase ubiquitin
(MuRF1, MAFbx) untuk menandai protein yang akan dihancurkan,
NF-xB pathway yang diaktifkan oleh stres oksidatif serta sitokin
proinflamasi (IL-1, TNF-a, IL-6) sehingga memperkuat degradasi
otot, serta glucocorticoid pathway yang melalui reseptor GCRec
menstimulasi gen atrofik. Selain itu, myostatin/SMAD2/3 signaling
juga berperan penting dalam menghambat pertumbuhan otot dan
meningkatkan — proteolisis. Akumulasi aktivasi jalur-jalur ini
meningkatkan aktivitas wubiquitin-proteasome system (UPS) serta
autofagi/lysosomal system yang pada akhirnya mempercepat
degradasi protein dan menurunkan massa otot.*’

Sebaliknya, proses katabolisme lebih dominan pada penuaan
dan sarcopenia. Beberapa jalur berperan dalam peningkatan degradasi
protein, seperti p38 MAPK pathway yang menginduksi ekspresi ligase
ubiquitin (MuRF1, MAFbx) untuk menandai protein yang akan
dihancurkan, NF-kB pathway yang diaktifkan oleh stres oksidatif
serta sitokin proinflamasi (IL-1, TNF-a) sehingga memperkuat

degradasi otot, serta glucocorticoid pathway yang melalui reseptor
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GCRec menstimulasi gen atrofik. Selain itu, myostatin/SMAD2/3
signaling juga berperan penting dalam menghambat pertumbuhan otot
dan meningkatkan proteolisis. Akumulasi aktivasi jalur-jalur ini
meningkatkan aktivitas wubiquitin-proteasome system (UPS) serta
autofagi/lysosomal system yang pada akhirnya mempercepat
degradasi protein dan menurunkan massa otot.>*3¢

Pada tingkat molekuler, keseimbangan antara sinyal katabolik
dan anabolik otot sangat dipengaruhi oleh interaksi IL-6 dan IGF-1.
IL-6 adalah myokine yang pada kondisi normal berperan penting
dalam metabolisme energi dan regenerasi otot. Saat otot berkontraksi
atau mengalami kerusakan, IL-6 dilepaskan untuk mendukung
proliferasi sel satelit. Namun, pada penuaan terjadi peningkatan kadar
IL-6 secara kronis akibat inflammaging, obesitas, dan gaya hidup
tidak sehat. IL-6 berlebih ini mengaktivasi jalur JAK/STAT3 dan NF-
kB meningkatkan ekspresi gen katabolik atrogin-1 dan MuRF-1.
Aktivasi Kedua ligase tersebut merangsang sistem ubiquitin-
proteasome (UPS) yang mempercepat degradasi protein otot. Selain
itu, IL-6 kronis meningkatkan produksi ROS dan disfungsi
mitokondria, sehingga memperkuat proses proteolisis dan
menyebabkan penurunan massa otot.>*3¢

Sebaliknya, SOD berfungsi sebagai enzim antioksidan utama
yang melindungi sel otot dari akumulasi ROS. Aktivitas SOD yang

adekuat mampu menetralkan radikal bebas superoksida menjadi



25

hidrogen peroksida, sehingga mengurangi stres oksidatif dan
mencegah aktivasi berlebih jalur katabolik. Namun, pada lansia sering
terjadi penurunan kadar SOD yang menyebabkan ketidakmampuan
otot menghadapi beban oksidatif. Kondisi ini mempercepat kerusakan
protein, disfungsi mitokondria, dan penurunan kapasitas regenerasi
otot.*

Secara visual, gambar jalur molekuler memperlihatkan dua sisi
yang berlawanan. Pada sisi katabolisme, IL-6 berlebihan dari
inflamasi kronis mengaktifkan NF-kB dan meningkatkan ekspresi
atrogin-1 serta MuRF- 1, yang mempercepat degradasi protein melalui
UPS dan autofagi. Sementara itu, pada sisi protektif SOD berperan
menekan stres oksidatif dan ROS berlebih sehingga melindungi sel
otot dari degradasi. Pada sarcopenia, dominasi IL-6 kronis dan
penurunan SOD menjelaskan mengapa degradasi otot lebih besar
daripada perlindungan antioksidan yang menghasilkan atrofi progresif

khas pada lansia.***°
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Gambar 2.3. Skematik jalur molekuler dalam sarcopenia.

2.3 Interleukin-6 (IL-6)

2.3.1. Definisi
Interleukin-6 (IL-6) merupakan suatu sitokin multifungsi yang

termasuk dalam keluarga glikoprotein dan memiliki peran sentral dalam
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respon imun, inflamasi, dan hematopoiesis.’’*® Molekul ini pertama
kali diidentifikasi sebagai faktor yang mendorong diferensiasi sel B
menjadi sel plasma penghasil antibodi. Seiring perkembangan
penelitian, IL-6 diketahui juga terlibat dalam aktivasi dan proliferasi
berbagai jenis sel imun seperti limfosit T, makrofag, serta sel endotel.*®

Selain itu, IL-6 berfungsi sebagai mediator utama pada respon
inflamasi akut maupun kronis dengan meningkatkan produksi protein
fase akut seperti C-reactive protein (CRP) dan fibrinogen. Oleh karena
itu, IL-6 dikategorikan sebagai sitokin pleiotropik karena mampu
memberikan efek luas terhadap berbagai sistem fisiologis maupun

patologis tubuh, tergantung pada intensitas serta durasi ekspresinya.?’

2.3.2. Struktur dan Fungsi

Secara struktural, IL-6 merupakan glikoprotein dengan berat
molekul sekitar 26 kDa, terdiri atas 184 asam amino, dan termasuk ke
dalam kelompok four-helix bundle eytokines.*® Mekanisme kerja IL-
6 dimulai ketika molekul ini berikatan dengan reseptornya, yaitu IL-6
receptor (IL-6R) yang dapat ditemukan dalam dua bentuk, yakni
reseptor membran (membrane-bound IL-6R) dan reseptor larut
(soluble IL-6R). Kompleks IL-6 dan IL-6R kemudian berikatan
dengan glikoprotein 130 (gp130) yang terdapat pada permukaan
berbagai jenis sel. Ikatan ini akan mengaktivasi jalur pensinyalan

intraseluler yang penting, meliputi JAK/STAT, MAPK, dan
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PI3K/AKT pathways selanjutnya mengatur berbagai proses
biologis.?’

Fungsi IL-6 bersifat pleiotropik dan dapat bersifat protektif
maupun merugikan. Dalam kondisi fisiologis, IL-6 berperan dalam
respon imun dengan menginduksi diferensiasi sel T dan menstimulasi
proliferasi sel B, serta berperan dalam regenerasi jaringan melalui
aktivasi fibroblas dan sel punca otot sehingga mendukung
penyembuhan luka.*® Selain itu, IL-6 juga berfungsi sebagai myokine
yang dilepaskan serabut otot saat kontraksi berperan dalam menjaga
homeostasis energi melalui peningkatan oksidasi lemak dan
metabolisme glukosa.’’

Namun, pada kondisi kronis, IL-6 berperan dalam
menciptakan lingkungan proinflamasi yang berdampak negatif
terhadap jaringan. Gambar dari Assyov et al. (2023) menunjukkan
bahwa IL-6 menjadi bagian dari sekretom inflamasi pada proses
inflammaging menyebabkan efek proinflamasi dan katabolisme otot.
Pada otot yang menua, IL-6 berkontribusi terhadap berbagai
perubahan patologis, seperti komposisi tubuh yang berubah,
penurunan aktivitas fisik, stres oksidatif, disfungsi mitokondria,
perubahan mikrovaskular, serta apoptosis.*’

Akumulasi proses tersebut memicu ketidakseimbangan
metabolisme protein, kehilangan neuron motorik, dan perubahan pada

plak neural yang akhirnya bermuara pada terjadinya sarcopenia.
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Dengan demikian, IL-6 tidak hanya sekadar sitokin regulator, tetapi

juga penghubung utama antara inflamasi kronis dan degenerasi otot

rangka.®”3
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Gambar 2.4 Peran IL-6 dalam Sarcopenia.’’
2.3.3. Regulasi IL-6 pada Otot di Ubiquitin-Proteasome System
IL-6 berperan penting dalam degradasi protein otot dengan
cara mengaktivasi Ubiquitin-Proteasome System (UPS). Ikatan IL-6
dengan reseptor membran (IL-6R/gp130) mengaktitkan JAK/STAT3
pathway, yang kemudian meningkatkan ekspresi faktor transkripsi
C/EBPd. Aktivasi ini mendorong peningkatan transkripsi gen
atrogenik seperti Atrogin-1 (MAFbx) dan MuRF1, dua E3 ubiquitin
ligase utama pada otot. Kedua ligase tersebut menandai protein

struktural seperti myosin untuk dihancurkan oleh proteasome,

sehingga mempercepat kehilangan massa otot.>’

Selain itu, IL-6 Selain itu, IL-6 juga dapat meningkatkan
produksi ROS yang berujung pada penurunan kadar SOD, enzim
antioksidan utama yang berfungsi menetralkan radikal superoksida di

dalam sel. Penurunan SOD menyebabkan stres oksidatif meningkat,
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yang pada gilirannya mengaktivasi faktor transkripsi FOXO di inti sel.
Aktivasi FOXO memperkuat ekspresi gen katabolik atrogin-1 dan
MuRF-1, sehingga mempercepat degradasi protein otot. Dengan
demikian, IL-6 tidak hanya mendorong aktivasi UPS melalui jalur
STAT3, tetapi juga secara tidak langsung memperburuk stres oksidatif
dengan menekan pertahanan antioksidan SOD, sehingga
keseimbangan antara sintesis dan degradasi protein semakin bergeser
ke arah katabolisme.** Kombinasi dua mekanisme tersebut
menjelaskan bahwa IL-6 adalah mediator sentral dalam sarcopenia
maupun muscle wasting lain yang ditandai dengan aktivasi berlebihan
UPS.3940

Gambar 2.6 menggambarkan mekanisme sinyal IL-6 dalam
mengatur degradasi protein otot melalui Ubiquitin-Proteasome
System (UPS). Ikatan 1L-6 dengan reseptor [L-6R/gp130 memicu
aktivasi STAT3, yang meningkatkan ekspresi MuRF1 sebagai salah
satu' ligase ubiquitin utama. Bersama dengan aktivasi NF-kB oleh
sitokin inflamasi lain seperti TNF, IL-6 memperkuat ekspresi gen
atrofik dan mempercepat degradasi protein kontraktil melalui
proteasome. Hal ini menegaskan bahwa IL-6 bekerja secara sinergis
dengan mediator inflamasi lain untuk mempercepat atrofi otot, serta
mendukung perannya sebagai mediator sentral muscle wasting pada

sarcopenia.*!
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Gambar 2.5 Jalur Pensinyalan yang terlibat dalam atrofi otot
rangka yang diinduksi peradangan.*!

2.3.4. Peningkatan IL.-6 pada Sarcopenia
Peningkatan kadar /nterleukin-6 (I1L.-6) merupakan salah satu
mekanisme utama dalam patogenesis sarcopenia. Pada penuaan
terjadi kondisi inflammaging, yaitu inflamasi tingkat rendah kronis
yang ditandai dengan sekresi IL-6 berlebih. Kondisi ini menggeser
fungsi fisiologis IL-6 dari myokine yang bersifat adaptif menjadi
sitokin proinflamasi yang bersifat katabolik. Secara mekanistik, IL-6
mengaktivasi jalur JAK/STAT3 yang menstimulasi ekspresi gen
atrofik seperti atrogin-1 dan MuRF-1 melalui sistem ubiquitin-
proteasome (UPS), sehingga meningkatkan degradasi protein otot.>>-’
Selain mendorong katabolisme, IL-6 juga menekan jalur IGF-
1/PI3K/Akt, yang normalnya berfungsi meningkatkan sintesis protein

serta menekan aktivitas faktor transkripsi FOXO. Hambatan ini

membuat FOXO tetap aktif di inti sel, sehingga transkripsi gen-gen
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katabolik semakin dominan. Akibatnya, peningkatan IL-6 tidak hanya
merangsang degradasi protein, tetapi juga menghambat proses
anabolisme otot. Interaksi ini menciptakan ketidakseimbangan yang

menyebabkan atrofi progresif pada sarcopenia.’>>’

2.4 Superoxide Dismutase (SOD)

2.4.1 Definisi

Superoxide Dismutase (SOD) adalah enzim antioksidan utama
yang berperan penting dalam mempertahankan homeostasis redoks
sel. SOD mengkatalisis reaksi dismutasi radikal superoksida (O2"),
yaitu mengubah dua molekul superoksida menjadi satu molekul
oksigen (O2) dan satu molekul hidrogen peroksida (H:0O:). Proses ini
sangat vital karena akumulasi superoksida dapat menyebabkan
kerusakan oksidatif pada protein, lipid, DNA, serta berkontribusi pada
penuaan dan berbagai penyakit degeneratif.*?

SOD merupakan keluarga metalloenzim yang dibedakan
berdasarkan ion logam kofaktornya, yaitu: Cu/Zn-SOD (SOD1) yang
terletak di sitoplasma, Mn-SOD (SOD2) yang berada di matriks
mitokondria dan menjadi garis pertahanan utama terhadap ROS
mitokondria, serta EC-SOD (SOD3) yang ditemukan di ruang
ekstraseluler. Masing-masing isoform berperan sesuai lokalisasinya

untuk melindungi sel dari stres oksidatif.*’
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2.4.2 Struktur dan Fungsi
Secara struktur, Mn-SOD (SOD2) berbentuk homotetramer
yang terdiri dari empat subunit identik, masing-masing mengandung
satu ion mangan (Mn?*/Mn*") di pusat aktifnya. lon mangan ini
berperan sebagai kofaktor katalitik. Susunan residu asam amino
seperti histidin, aspartat, glutamat, dan tirosin membentuk jembatan
hidrogen yang menjaga stabilitas struktur serta efisiensi katalisis.*>*’
Mekanisme kerjanya berlangsung melalui siklus redoks ion
mangan, di mana Mn*" menerima elektron dari O.¢~ menghasilkan
Mn?* dan O, kemudian Mn?* bereaksi dengan molekul superoksida
lain untuk membentuk kembali Mn?*" serta H202. Dengan demikian,

setiap siklus katalitik menctralkan dua radikal superoksida menjadi

produk yang kurang reaktif,*>*3

2.4.3 Regulasi SOD pada Otot di Ubiquitin-Proteasome System

Superoxide Dismutase (SOD) memiliki peran penting dalam
mempertahankan homeostasis redoks otot, namun ekspresi dan
fungsinya juga dipengaruhi oleh ubiquitin—proteasome system (UPS).
UPS merupakan mekanisme utama degradasi protein sitosolik yang
berperan dalam kontrol kualitas protein, termasuk protein yang
mengalami kerusakan akibat stres oksidatif. Pada kondisi normal,
UPS menjaga keseimbangan degradasi dan sintesis protein, tetapi
pada kondisi stres oksidatif kronis, ROS dapat merusak komponen

UPS sehingga menyebabkan akumulasi protein terubiquitinasi
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abnormal dan mempercepat disfungsi otot. Selain itu, ROS juga
mengaktivasi ligase E3 seperti atrogin-1 dan MuRF-1 yang menandai
protein otot untuk dihancurkan melalui proteasom, sehingga

mempercepat atrofi.**

Aktivitas SOD diatur oleh jalur Nrf2—Keap1 yang terkait erat
dengan UPS. Keapl bertindak sebagai E3 ligase yang menargetkan
Nrf2 untuk degradasi proteasomal. Pada kondisi stres oksidatif, ROS
memodifikasi Keapl sehingga ubiquitinasi Nrf2 terhambat,
memungkinkan Nrf2 bertranslokasi ke nukleus dan menginduksi
ekspresi gen antioksidan, termasuk SOD. Dengan demikian, UPS
berperan tidak langsung dalam menentukan kadar SOD melalui
regulasi Nrf2.*

Lebih lanjut, studi terbaru menunjukkan bahwa SOD2 tidak
hanya berfungsi sebagai enzim dismutase, tetapi juga dapat mengatur
degradasi protein proteasomal. SOD bekerja sama dengan ligase E3
UBRI dan UBR2 untuk meningkatkan pemecahan protein sebagai
respons adaptif terhadap defisiensi asam amino, sehingga
menyediakan sumber energi alternatif bagi sel. Mekanisme ini
memperlihatkan keterkaitan erat antara antioksidan, metabolisme
energi, dan UPS dalam menjaga fungsi otot.*

Peningkatan ROS akibat inflamasi kronis (misalnya dipicu
oleh IL-6) mengaktivasi ligase otot (atrogin-1, MuRF-1) melalui jalur

NF-kB yang mempercepat degradasi protein melalui UPS. Di sisi lain,
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UPS juga berperan dalam regulasi Nrf2—Keapl, yang mengatur
ekspresi enzim antioksidan seperti SOD. Pada kondisi fisiologis,
keseimbangan ini menjaga homeostasis otot, tetapi pada sarcopenia,
peningkatan IL-6 disertai penurunan SOD menyebabkan dominasi

jalur katabolik dan percepatan atrofi otot.**

Agtigxidaftive W
athway

B |

Gambar 2.6 Skema Hubungan Antara Ubiquitin—Proteasome
System (UPS) dan Stres Oksidatif.**
2.4.4 Penurunan SOD pada Sarcopenia

Pada sarcopenia, terjadi penurunan kadar dan aktivitas
Superoxide Dismutase (SOD) yang menyebabkan akumulasi radikal
superoksida (O:7) di dalam sel otot. Normalnya, SOD berfungsi
menetralkan O.~ menjadi H.O: yang kemudian didetoksifikasi oleh
katalase atau glutation peroksidase. Penurunan SOD mengakibatkan
ROS meningkat tajam, memicu kerusakan protein kontraktil,

peroksidasi lipid membran, dan mutasi DN A mitokondria.*¢

Akumulasi ROS ini selanjutnya mengaktivasi jalur transkripsi

NF-kB dan FOXO yang meningkatkan ekspresi ligase ubiquitin otot



36

seperti atrogin-1 (MAFbx) dan MuRF-1. Kedua ligase tersebut
mendorong degradasi protein melalui ubiquitin—proteasome system
(UPS) sehingga terjadi percepatan proteolisis dan hilangnya massa

otot.*’

Selain itu, disfungsi mitokondria akibat kekurangan SOD
menyebabkan produksi ROS semakin meningkat (feed-forward loop),
memperburuk kerusakan sel otot. Pada model hewan defisiensi SOD 1
(Sod1KO), mekanisme ini terbukti mempercepat denervasi
neuromuscular junction (NMJ), mengurangi jumlah serabut otot, serta

memperparah kelemahan otot yang khas pada sarcopenia.*®*’

2.5 Mesenchymal Stem Cells (MSC)
2.5.1 Definisi dan Fungsi

Secretome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCS)
adalah kumpulan molekul bioaktif yang dilepaskan oleh MSC setelah
mengalami kondisi preconditioning hipoksia, meliputi sitokin, growth
factors, protein, serta vesikel ekstraseluler (EVs) seperti eksosom.
Berbeda dengan secretome MSC normoksia, SH-MSCS menunjukkan
profil sekresi yang lebih kaya akan faktor pro-regeneratif, pro-
angiogenik, antiapoptotik, serta imunomodulator sehingga efek

parakrinnya lebih kuat dalam mendukung regenerasi jaringan. %4’
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Kondisi hipoksia memicu MSC meningkatkan ekspresi faktor
pertumbuhan seperti VEGF, HGF, FGF, dan IGF-1 yang berperan
dalam angiogenesis, proliferasi fibroblas, serta pemulihan jaringan
yang rusak. Di sisi lain, SH-MSCs juga menekan sitokin proinflamasi
seperti IL-6, TNF-0, dan IL-1p sekaligus meningkatkan mediator
antiinflamasi seperti IL-10 dan TGF-, sehingga lingkungan mikro
jaringan menjadi lebih protektif terhadap inflamasi kronis.*$4°

Selain itu, SH-MSCs mampu mengurangi stres oksidatif
dengan menurunkan akumulasi ROS melalui pelepasan faktor
antioksidan, serta memperkuat mekanisme anti-apoptosis dan
neuroprotektif melalui aktivasi jalur STAT3. Dengan demikian,
peningkatan kadar SOD yang dipicu oleh SH-MSCs memperkuat
pertahanan antioksidan seluler dan menjaga integritas otot, sedangkan
pengendalian IL-6 mencegah dominasi sinyal katabolik dan inflamasi
berlebithan. Kombinasi inilah yang menjadikan SH-MSCs memiliki
potensi terapeutik lebih unggul dibandingkan secretome MSC
normoksia, terutama pada kondisi degeneratif dan inflamasi

kronis.*84

2.5.2 Kandungan Bioaktif SH-MSCS
Secretome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCS)
mengandung berbagai faktor bioaktif yang menjadi kunci efek
imunomodulator dan regeneratifnya. Kandungan ini meliputi protein,

lipid, RNA non-koding (miRNA, IncRNA), serta growth factors yang
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dilepaskan melalui extracellular vesicles (EVs) dan eksosom. Kondisi
hipoksia meningkatkan produksi faktor-faktor ini melalui aktivasi
hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF-1a) yang mengatur ekspresi
gen terkait angiogenesis, metabolisme, dan ketahanan sel terhadap
stres oksidatif.>

Di antara protein utama yang dilepaskan, terdapat vascular
endothelial growth factor (VEGF), hepatocyte growth factor (HGF),
dan Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) yang berperan dalam
angiogenesis, proliferasi sel, serta regenerasi jaringan. Selain itu,
sitokin imunomodulator seperti IL-6 dan TGF-f berfungsi dalam
mengatur respons inflamasi, menekan aktivasi sel T efektor, serta
mendorong pergeseran makrofag menuju fenotipe M2 yang
antiinflamasi.>*>!

Selain faktor protein dan sitokin, miRNA dalam eksosom SH-
MSCS berperan penting dalam modulasi ekspresi gen target, misalnya
dengan menekan jalur pro-apoptotik sekaligus meningkatkan ekspresi
faktor regeneratif. Kandungan lipid bioaktif seperti sphingosine-1-
phosphate (S1P) dan phosphatidylserine turut berperan dalam
komunikasi antar sel dan modulasi imun.>!
Secara keseluruhan, kombinasi seperti IL-6, miRNA, dan lipid

bioaktif dalam SH-MSCS menjadikannya kandidat kuat dalam terapi

regeneratif berbasis cell-free, karena mampu menekan inflamasi



2.5.3

39

kronis, meningkatkan angiogenesis, serta memperkuat homeostasis
jaringan. %!
Mekanisme Hipoksia dalam Meningkatkan Potensi Regeneratif
MSCs

Kondisi hipoksia merupakan salah satu faktor penting yang
dapat meningkatkan potensi regeneratif mesenchymal stem cells
(MSCs). Dalam mikro lingkungan alami, MSCs biasanya berada pada
kadar oksigen rendah (sekitar 6-7%), berbeda dengan kondisi kultur
in vitro normoksia (21% O:). Preconditioning hipoksia mengaktifkan
hypoxia-inducible = factor-la  (HIF-la) memicu pergeseran
metabolisme menuju peningkatan glikolisis dan penurunan fosforilasi
oksidatif. Perubahan ini meningkatkan viabilitas, proliferasi, serta
ketahanan MSCs terhadap stres oksidatif.>

Aktivasi HIF-1a juga menstimulasi produksi faktor bioaktif
pro-regeneratif seperti vascular endothelial growth factor (VEGF),
stromal cell-derived factor-la (SDF-la), serta Insulin-like Growth
Factor-1 (I1GF-1). Faktor-faktor ini meningkatkan angiogenesis,
migrasi sel, dan diferensiasi MSCs ke arah osteoblas maupun
kondrosit. Selain itu, kondisi hipoksia memodulasi sekretom MSCs,
termasuk eksosom, dengan meningkatkan muatan miRNA yang
berfungsi menekan apoptosis, merangsang proliferasi, serta

memperkuat sifat imunomodulator.**->3
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Dari aspek imunologi, hipoksia memperkuat kemampuan
MSCs menekan respon inflamasi. Hal ini terjadi melalui peningkatan
sekresi sitokin antiinflamasi (misalnya IL-10 dan TGF-B) dan
pengendalian sitokin proinflamasi seperti IL-6. Walaupun IL-6
diketahui berperan dalam katabolisme otot, regulasi seimbang oleh
SH-MSCS justru berkontribusi pada pemulihan jaringan dengan
memodulasi interaksi sel imun.>*>3

Gambar 2.7 menjelaskan bahwa hipoksia menstabilkan HIF-
la mengatur transkripsi untuk menghasilkan faktor pro-regeneratif
(VEGF, SDF-la, IGF-1) serta eksosom kaya molekul bioaktif.
Kombinasi ini meningkatkan angiogenesis, proliferasi, ketahanan sel,
serta efek imunomodulator MSCs sehingga potensi regeneratifnya

lebih optimal dibandingkan MSCs normoksia. >
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Gambar 2.7 Keunggulan MSC yang Dikondisikan Sebelumnya
dengan Hipoksia Dibandingkan dengan MSC yang Dikondisikan
Sebelumnya dengan Normoksia.*’
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2.5.4 Perbandingan Efek SH-MSCS dengan MSC Normoksia
Perbandingan antara Secretome Hypoxia-Mesenchymal Stem
Cells (SH-MSCs) dan MSC yang dikultur dalam kondisi normoksia
menunjukkan perbedaan signifikan pada aspek proliferasi, survival,
migrasi, dan kapasitas parakrin. Pada kondisi hipoksia, MSC
mengalami aktivasi faktor transkripsi HIF-la dan HIF-20 yang
meningkatkan ekspresi gen terkait proliferasi (misalnya cyclin A2,
D1, dan E) sehingga memperpanjang umur proliferatif dan menekan
penuaan sel dibanding MSC normoksia. Selain itu, SH-MSCs
memiliki resistensi lebih baik terhadap stres oksidatif dan apoptosis,
terutama melalui mekanisme autophagy yang dimediasi oleh jalur
AMPK/mTOR dan ERK1/2 tidak sekuat pada MSC normoksia.>*>*
Dalam hal potensi diferensiasi, SH-MSCs cenderung

meningkatkan kondrogenesis, sementara normoksia lebih mudah
menurunkan multipotensi akibat stres oksigen tinggi. Hipoksia juga
meningkatkan kemampuan homing MSC dengan menstimulasi
ekspresi reseptor kemotaktik seperti CXCR4 dan CXCR7 sehingga
efektivitas migrasi menuju jaringan cedera lebih baik dibanding
normoksia. .3+
Selain itu, perbedaan yang paling menonjol terletak pada

kapasitas parakrin. SH-MSCs menghasilkan secretome yang lebih

kaya akan faktor angiogenik (seperti VEGF, IGF, dan HGF) serta

molekul imunomodulator. Hal ini berimplikasi langsung pada
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peningkatan angiogenesis, penurunan apoptosis, dan modulasi respon
inflamasi. Sebaliknya, MSC normoksia menunjukkan keterbatasan
dalam sekresi faktor-faktor tersebut. Pada model hipertensi ginjal,
hipoxia preconditioning terbukti meningkatkan sekresi EGF dan
mengurangi HGF, sekaligus menekan aktivitas penuaan (senescence)
pada MSC sehat, yang tidak terlihat pada kultur normoksia.>*>>
Dengan demikian, SH-MSCs menawarkan keunggulan
regeneratif yang lebih besar dibanding MSC normoksia, baik melalui
peningkatan survival dan proliferasi sel, migrasi ke area cedera,
maupun sekresi faktor bioaktif yang mendukung regenerasi jaringan.

Hal ini menegaskan bahwa preconditioning hipoksia merupakan

strategi penting dalam optimalisasi terapi berbasis MSC.
2.6 Secretome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs)

2.6.1 Definisi dan Fungsi

Secretome  Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs)
adalah kumpulan molekul bioaktif yang dilepaskan oleh MSC setelah
mengalami kondisi preconditioning hipoksia, meliputi sitokin, growth
factors, protein, serta vesikel ekstraseluler (EVs) seperti eksosom.
Berbeda dengan secretome MSC normoksia, SH-MSCs menunjukkan
profil sekresi yang lebih kaya akan faktor pro-regeneratif, pro-
angiogenik, antiapoptotik, serta imunomodulator sehingga efek

parakrinnya lebih kuat dalam mendukung regenerasi jaringan. %4’
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Kondisi hipoksia memicu MSC meningkatkan ekspresi faktor
pertumbuhan seperti VEGF, HGF, FGF, dan IGF-1 yang berperan
dalam angiogenesis, proliferasi fibroblas, serta pemulihan jaringan
yang rusak. Di sisi lain, SH-MSCS juga menekan sitokin proinflamasi
seperti IL-6, TNF-a, dan IL-1p sekaligus meningkatkan mediator
antiinflamasi seperti IL-10 dan TGF-, sehingga lingkungan mikro
jaringan menjadi lebih protektif terhadap inflamasi kronis.*$4°

Selain itu, SH-MSCs mampu mengurangi stres oksidatif
dengan menurunkan akumulasi ROS melalui pelepasan molekul
antioksidan, serta memperkuat mekanisme anti-apoptosis dan
neuroprotektif melalui aktivasi jalur STAT3. Dengan demikian,
peningkatan kadar SOD yang dipicu oleh SH-MSCs memperkuat
sistem pertahanan antioksidan dan menjaga homeostasis redoks sel
otot, sedangkan pengendalian IL-6 mencegah dominasi sinyal
katabolik dan inflamasi  berlebithan. Kombinasi inilah yang
menjadikan SH-MSCs memiliki potensi terapeutik lebih unggul
dibandingkan secrefome MSC normoksia, terutama dalam kondisi

degeneratif dan inflamasi kronis.***°

Kandungan Bioaktif SH-MSCs

Secretome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs)
mengandung berbagai faktor bioaktif yang menjadi kunci efek
imunomodulator dan regeneratifnya. Kandungan ini meliputi protein,

lipid, RNA non-koding (miRNA, IncRNA), serta growth factors yang
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dilepaskan melalui extracellular vesicles (EVs) dan eksosom. Kondisi
hipoksia meningkatkan produksi faktor-faktor ini melalui aktivasi
hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF-1a) yang mengatur ekspresi
gen terkait angiogenesis, metabolisme, dan ketahanan sel terhadap
stres oksidatif.>

Di antara protein utama yang dilepaskan, terdapat vascular
endothelial growth factor (VEGF), hepatocyte growth factor (HGF),
dan Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) yang berperan dalam
angiogenesis, proliferasi sel, serta regenerasi jaringan. Selain itu,
sitokin imunomodulator seperti IL-6 dan TGF-f berfungsi dalam
mengatur respons inflamasi, menekan aktivasi sel T efektor, serta
mendorong pergeseran makrofag menuju fenotipe M2 yang
antiinflamasi.>*>!

Selain faktor protein dan sitokin, miRNA dalam eksosom SH-
MSCS berperan penting dalam modulasi ekspresi gen target, misalnya
dengan menekan jalur pro-apoptotik sekaligus meningkatkan ekspresi
faktor regeneratif. Kandungan lipid bioaktif seperti sphingosine-1-
phosphate (S1P) dan phosphatidylserine turut berperan dalam
komunikasi antar sel dan modulasi imun.>!
Secara keseluruhan, kombinasi faktor pertumbuhan (terutama

IGF-1), sitokin (seperti IL-6), miRNA, dan lipid bioaktif dalam SH-

MSCs menjadikannya kandidat kuat dalam terapi regeneratif berbasis
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cell-free, karena mampu menekan inflamasi kronis, meningkatkan

angiogenesis, serta memperkuat homeostasis jaringan.’%!

Mekanisme Hipoksia dalam Meningkatkan Potensi Regeneratif
MSCs

Kondisi hipoksia merupakan salah satu faktor penting yang
dapat meningkatkan potensi regeneratif mesenchymal stem cells
(MSCs). Dalam mikro lingkungan alami, MSCs biasanya berada pada
kadar oksigen rendah (sekitar 6-7%), berbeda dengan kondisi kultur
in vitro normoksia (21% O:). Preconditioning hipoksia mengaktifkan
hypoxia-inducible = factor-la  (HIF-la) memicu pergeseran
metabolisme menuju peningkatan glikolisis dan penurunan fosforilasi
oksidatif. Perubahan ini meningkatkan viabilitas, proliferasi, serta
ketahanan MSCs terhadap stres oksidatif.>

Aktivasi HIF-1a juga menstimulasi produksi faktor bioaktif
pro-regeneratif seperti vascular endothelial growth factor (VEGF),
stromal cell-derived factor-la (SDF-la), serta Insulin-like Growth
Factor-1 (I1GF-1). Faktor-faktor ini meningkatkan angiogenesis,
migrasi sel, dan diferensiasi MSCs ke arah osteoblas maupun
kondrosit. Selain itu, kondisi hipoksia memodulasi sekretom MSCs,
termasuk eksosom, dengan meningkatkan muatan miRNA yang
berfungsi menekan apoptosis, merangsang proliferasi, serta

memperkuat sifat imunomodulator.**->3
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Dari aspek imunologi, hipoksia memperkuat kemampuan
MSCs menekan respon inflamasi. Hal ini terjadi melalui peningkatan
sekresi sitokin antiinflamasi (misalnya IL-10 dan TGF-B) dan
pengendalian sitokin proinflamasi seperti IL-6. Walaupun IL-6
diketahui berperan dalam katabolisme otot, regulasi seimbang oleh
SH-MSCS justru berkontribusi pada pemulihan jaringan dengan
memodulasi interaksi sel imun.>%>3

Gambar 2.7 di sub bab sebelumnya menjelaskan bahwa
hipoksia  menstabilkan = HIF-la mengatur transkripsi untuk
menghasilkan faktor pro-regeneratif (VEGE, SDF-1a, IGF-1) serta
eksosom kaya molekul bioaktif. Kombinasi ini meningkatkan
angiogenesis, proliferasi, ketahanan sel, serta efek imunomodulator
MSCs schingga potensi regeneratifnya lebih optimal dibandingkan

MSCs normoksia.>>"?

Perbandingan Efek SH-MSCs dengan MSC Normoksia
Perbandingan antara Secretome Hypoxia-Mesenchymal Stem
Cells (SH-MSCs) dan MSC yang dikultur dalam kondisi normoksia
menunjukkan perbedaan signifikan pada aspek proliferasi, survival,
migrasi, dan kapasitas parakrin. Pada kondisi hipoksia, MSC
mengalami aktivasi faktor transkripsi HIF-la dan HIF-2a yang
meningkatkan ekspresi gen terkait proliferasi (misalnya cyclin A2,
DI, dan E) sehingga memperpanjang umur proliferatif dan menekan

penuaan sel dibanding MSC normoksia. Selain itu, SH-MSCs
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memiliki resistensi lebih baik terhadap stres oksidatif dan apoptosis,
terutama melalui mekanisme autophagy yang dimediasi oleh jalur
AMPK/mTOR dan ERK1/2 tidak sekuat pada MSC normoksia.>*>>
Dalam hal potensi diferensiasi, SH-MSCs cenderung
meningkatkan kondrogenesis, sementara normoksia lebih mudah
menurunkan multipotensi akibat stres oksigen tinggi. Hipoksia juga
meningkatkan kemampuan homing MSC dengan menstimulasi
ekspresi reseptor kemotaktik seperti CXCR4 dan CXCR?7 sehingga
efektivitas migrasi menuju jaringan cedera lebih baik dibanding
normoksia, >4
Selam itu, perbedaan yang paling menonjol terletak pada
kapasitas parakrin. SH-MSCs menghasilkan secretome yang lebih
kaya akan faktor angiogenik (seperti VEGE, IGF, dan HGF) serta
molekul imunomodulator. Hal ini berimplikasi langsung pada
peningkatan angiogenesis, penurunan apoptosis, dan modulasi
respon inflamasi. - Sebaliknya, MSC normoksia menunjukkan
keterbatasan dalam sekresi faktor-faktor tersebut. Pada model
hipertensi ginjal, hipoxia preconditioning terbukti meningkatkan
sekresi EGF dan mengurangi HGF, sekaligus menekan aktivitas
penuaan (senescence) pada MSC sehat, yang tidak terlihat pada
kultur normoksia.>*>

Dengan demikian, SH-MSCs menawarkan keunggulan

regeneratif yang lebih besar dibanding MSC normoksia, baik
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melalui peningkatan survival dan proliferasi sel, migrasi ke area
cedera, maupun sekresi faktor bioaktif yang mendukung regenerasi
jaringan. Hal ini menegaskan bahwa preconditioning hipoksia

merupakan strategi penting dalam optimalisasi terapi berbasis MSC.

2.7 Mencit Betina Galur C57BL/6 pada Sarcopenia

Mencit betina galur C57BL/6 merupakan hewan percobaan yang
banyak digunakan dalam penelitian sarcopenia karena memiliki stabilitas
genetik dan fisiologi yang menyerupai proses penuaan manusia. Model ini
dapat diperoleh melalui penuaan alami maupun induksi farmakologis
dengan glukokortikoid seperti dexamethasone.>®

Berdasarkan penelitian Wang et a/. (2023) mencit C57BL/6 betina
berusia 21 bulan sebagai model sarcopenia primer dan mencit muda (3
bulan) yang diberi injeksi Dexamethasone (1,5 mg/kg BB selama 10 hari)
sebagai model sarcopenia sekunder menunjukkan penurunan massa otot,
ukuran serabut otot, kekuatan genggam, dan fungsi kontraksi otot, disertai
peningkatan ekspresi gen degradasi protein atrogin-1 dan MuRF-1. Hasil ini
menegaskan bahwa model DEX-induksi dapat menjadi alternatif yang valid
untuk mempelajari sarcopenia pada mencit.>’

Selain itu, penelitian Lee ef al. (2024) menggunakan mencit betina
C57BL/6 yang diinduksi Dexamethasone untuk mengevaluasi efek ekstrak
Ulmus macrocarpa. Hasilnya menunjukkan perbaikan massa otot, luas
penampang serabut otot, serta peningkatan biomarker antioksidan termasuk

SOD, disertai penurunan sitokin inflamasi seperti IL-6. Hal ini
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menunjukkan bahwa mencit C57BL/6 induksi DEX relevan untuk menilai
intervensi yang menarget jalur inflamasi dan stres oksidatif.>®

Sementara itu, penelitian Baek et al. (2020) melaporkan bahwa
mencit C57BL/6 yang menua secara alami (24-29 bulan) memperlihatkan
fenotipe sarcopenia berupa penurunan massa otot quadriceps, perubahan
morfologi neuromuscular junction (NMJ), dan kelemahan fungsional.
Model ini dianggap valid untuk meniru sarcopenia primer akibat penuaan.>’

Dengan demikian, mencit betina galur C57BL/6 dapat digunakan
baik sebagai model alami (sarcopenia primer) maupun model induksi
glukokortikoid (sarcopenia sekunder). Model ini juga terbukti relevan untuk
mengevaluasi perubahan biomarker inflamasi (1L-6) dan antioksidan (SOD)
sehingga sesuai untuk penelitian yang menarget ketidakseimbangan

molekuler dalam sarcopenia.
2.8 Dexametashone (DEX)

2.8.1 Definisi dan Fungsi pada Atrofi Otot

Dexamethasone (DEX) adalah glukokortikoid sintetis yang
banyak digunakan dalam praktik klinis untuk terapi inflamasi dan
autoimun. Namun, penggunaan jangka panjang atau dengan dosis
tinggi dapat menyebabkan efek samping berupa atrofi otot yang
ditandai dengan penurunan massa, kekuatan, dan fungsi kontraksi.
Oleh karena itu, DEX sering digunakan secara eksperimental untuk
memodelkan sarcopenia sekunder. Studi Wang et al (2023)

menunjukkan bahwa mencit yang diinduksi DEX mengalami
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penurunan massa otot, ukuran serabut otot, serta kekuatan kontraksi,
sebanding dengan perubahan yang ditemukan pada sarcopenia primer

terkait usia.>’

Mekanisme Kerja Dexamethasone Sebagai Antiinflamasi
Glukokortikoid adalah obat antiinflamasi yang banyak digunakan
untuk pengobatan berbagai penyakit inflamasi (autoimun). Obat ini bekerja
dengan cara berikatan dengan reseptor glukokortikoid (GR) kemudian
kompleks dexamethasone-GR akan berpindah ke nukleus, dimana ia dapat
bertindak sebagai faktor transkripsi yang mengikat elemen respons
glukokortikoid (GRE) sehingga mengubah ekspresi gen pro inflamasi dan

anti inflamasi.®

Di dalam nukleus kompleks tersebut bekerja melalui dua mekanisme

utama yaitu mekanisme Transrepression dan Transactivation.

a. Transrepression (Menekan Gen Proinflamasi)
Kompleks dexamethasone-GR menghambat faktor trasnkripsi
seperti Nf-kB. dan AP-1 yang mengakibatkan menurunnya
sitokin prinflamasi seperti TNF-alfa, IL-1Beta, IL-6, COX-2,
iNOS.®

b. Transactivation (Meningkatkan Gen Antiinflamasi)
Dexamethasone juga meningkatkan ekspresi /kB-alfa sehingga
menghambat NF-kB, meningkatkan Lipocortin-1 (Annexin A1)
sehingga menghambat fosfolipase A2, serta meningkatkan /L-
10. Hal tersebut mengakibatkan menurunnya asam

arachidonic, prostaglandin serta leukotrien.”®
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2.8.3 Mekanisme Kerja Dexametashone pada Atrofi Otot
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Gambar 2.9 Skema mekanisme dexamethasone dalam

mempengaruhi atrofi otot>?

Dexamethasone (DEX) menimbulkan atrofi otot melalui
beberapa mekanisme. Pertama, DEX berikatan dengan reseptor
glukokortikoid (GR) sehingga membuat regulasi DNA damage
response 1 (REDD1) dan Krupple-like Factor 15 (KLF15) meningkat
kemudian menginduksi transkripsi gen proteolitik melalui proses
peningkatan TSC2 dan menghambat mTORCI, seperti MuRF-1 dan
Atrogin-1 yang selanjutnya mengaktifkan sistem ubiquitin—
proteasome. Kedua, DEX menekan jalur anabolik PI3K/Akt/Mtor
sehingga menurunkan sintesis protein otot. Ketiga, DEX
meningkatkan produksi spesies oksigen reaktif (ROS), mengganggu

fungsi mitokondria, dan menurunkan kapasitas antioksidan, termasuk
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superoxide dismutase (SOD) sehingga memperparah stres oksidatif.
Selain itu, meskipun bersifat antiinflamasi sistemik, di jaringan otot
Dexamethasone dapat mengaktivasi NF-kB dan meningkatkan

ekspresi IL-6 yang memperkuat sinyal katabolik dan memperparah

degradasi serat otot.”>-6!
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BAB III
KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

3.1 Kerangka Teori

Sarcopenia merupakan sindrom degeneratif yang ditandai dengan
penurunan massa, kekuatan, dan fungsi otot.'® Kondisi ini dapat dimodelkan
secara eksperimental pada mencit betina galur C57BL/6 melalui induksi
dexamethasone, suatu glukokortikoid sintetis yang diketahui menimbulkan
atrofi otot. Induksi dexamerhasone memicu stres oksidatif dan aktivasi NF-
kB yang selanjutnya meningkatkan kadar IL-6 sebagai sitokin proinflamasi
serta menurunkan kadar SOD sebagai enzim antioksidan utama.
Ketidakseimbangan tersebut menggeser homeostasis otot ke arah
katabolisme melalui aktivasi jalur p38 MAPK, peningkatan UPS (MuRFI1,
MAFbx), dan peningkatan myostatin, disertai penurunan kapasitas
antioksidan seluler. Kombinasi mekanisme ini berujung pada penurunan
massa dan fingsi otot.?!3:15:37.57.62.63

Dalam kerangka penelitian ini, IL-6 dan SOD diposisikan sebagai
variabel dependen yang menjadi indikator status inflamasi dan stres
oksidatif pada otot. IL-6 yang berlebih menggambarkan dominasi proses
katabolik, sedangkan SOD yang rendah mencerminkan lemahnya kapasitas
antioksidan otot. Dengan demikian, perubahan kadar kedua biomarker ini

mencerminkan kondisi sarcopenia akibat induksi dexamethasone.'>374>%7

53
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Secretome  Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs)
diposisikan sebagai variabel independen yang dihipotesiskan mampu
memodulasi kadar IL-6 dan SOD. Prekondisi hipoksia meningkatkan
kandungan bioaktif secretome, termasuk faktor pertumbuhan serta molekul
imunomodulator yang menekan inflamasi dan meningkatkan kapasitas
antioksidan. Pemberian SH-MSCs diharapkan menurunkan kadar IL-6,
sehingga ekspresi myostatin dan MuRF-1 berkurang, serta meningkatkan
kadar SOD yang memperkuat pertahanan antioksidan sel otot. Pada
akhirnya, intervensi yang dilakukan dapat memiliki potensi untuk SH-
MSCs mengembalikan keseimbangan antara jalur katabolik dan protektif
sehingga terjadi restorasi massa dan fungsi otot, 31575762

Dexamethasone merupakan salah satu glukokortikoid sintetik yang
bekerja dengan cara menembus membran sel dan berikatan dengan reseptor
glukokortikoid (GR) di sitoplasma. Kompleks dexamethasone—GR
kemudian berpindah ke dalam inti sel dan mengatur transkripsi gen target.
Mekanisme ini memiliki dua arah utama: efek antiinflamasi/imunosupresif
dan efek katabolik pada otot rangka. Dalam konteks antiinflamasi,
dexamethasone menekan aktivasi NF-xB dan AP-1, sehingga menghambat
transkripsi sitokin proinflamasi seperti IL-1B, TNF-a, dan IL-6, serta

menekan ekspresi molekul adhesi.>”-6364
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Namun, penggunaan jangka panjang atau dosis tinggi menimbulkan
efek samping berupa atrofi otot. Mekanismenya terkait dengan gangguan
keseimbangan antara sintesis dan degradasi protein otot. Dexamethasone
menghambat jalur PI3K/Akt/mTOR, sehingga menurunkan sintesis protein.
Kondisi ini mempercepat degradasi protein struktural (misalnya myosin),
sehingga menyebabkan penurunan massa dan kekuatan otot. Selain itu,
dexamethasone juga meningkatkan stres oksidatif, menurunkan SOD,
menyebabkan disfungsi mitokondria, serta menekan proliferasi dan fungsi
satellite cells, yang memperburuk regenerasi otot. Oleh karena itu,
meskipun bermanfaat secara klinis, mekanisme kerja dexamethasone yang
bersifat katabolik pada otot rangka menjadikannya salah satu pemicu model

sarcopenia sekunder pada hewan percobaan.
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3.2 Kerangka Konsep
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Gambar 3.2 Kerangka Konsep.
3.3 Hipotesis

Terdapat pengaruh ecretome Hypoxia Mesenchymal

Stem Cells (SH-MSC

Betina Galur C57B m enia’y diinduksi Dexamethasone

."’
e
J".-
o

AR

>Ca
A=
II

|

|

L
UNISSULA
etllall|El tobmela




BAB IV
METODE PENELITIAN

4.1 Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan studi eksperimental in vivo dengan
menggunakan rancangan Post-Test Only Control Group Design. Subjek
penelitian adalah Mencit Betina Galur C57BL/6 yang dibagi menjadi lima
kelompok, masing-masing terdiri dari enam ekor mencit. Kelompok
perlakuan tersebut meliputi: K1 sebagai kontrol sehat (tanpa induksi
maupun pemberian SH-MSCs), K2 sebagai kelompok yang mendapat
induksi dexamethasone tanpa terapi (model sarcopenia), K3 sebagai
kelompok dengan induksi dexamethasone disertai pemberian SH-MSCs
dosis 30 ul, K4 sebagai kelompok dengan induksi dexamethasone dan
pemberian SH-MSCs dosis 60 pL. Pengumpulan data dilakukan setelah

semua intervensi diberikan.20:93-:66
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Gambar 4.1 Skema Rancangan Penelitian.

Keterangan:
e S : Subjek penelitian (Mencit) sehat
e A : Adaptasti
o | : Induksi
o V : Validasi
e R : Random alokasi
e K1 : Kontrol sehat (tanpa induksi dan tanpa SH-MSCs)
[ ]

: Induksi Dexamethasone (model sarcopenia)

: Induksi Dexamethasone + SH-MSCs dosis rendah (30 pL)
e K4 : Induksi Dexamethasone + SH-MSCs dosis sedang (60 pL)
e (01Kl : Observasi Kadar IL-6 dan SOD kelompok 1

e (2K2 : Observasi Kadar IL-6 dan SOD kelompok 2

e (O3K3 : Observasi Kadar IL-6 dan SOD kelompok 3

e (4K4 : Observasi Kadar IL-6 dan SOD kelompok 4

e

4.2 Populasi dan Sampel Penelitian
4.2.1 Populasi dan Sampel
Populasi sekaligus sampel penelitian adalah mencit betina galur
C57BL/6 yang diperoleh dari Stem Cell and Cancer Research (SCCR),
Gunung Pati Semarang. Hewan uji tersebut berusia 8-12 minggu

dengan kisaran berat badan 30—35 gram.
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4.2.2 Besar Sampel
Jumlah hewan coba dalam penelitian ini ditetapkan

menggunakan rumus Federer, yaitu (t — 1)(r — 1) > 15, dengan rincian

sebagai berikut:
3(r—1)>15
r—1>5
r>6
Keterangan :

e t=jumlah perlakuan

e r=jumlah minimal hewan uji pada tiap perlakuan.

Penentuan jumlah sampel pada penclitian ini mengacu pada
standar WHO, yaitu minimal enam ekor tiap kelompok dengan
tambahan cadangan sebesar 20% (dua ekor). Pemilihan sampel
dilakukan secara acak menggunakan metode simple random sampling,
kemudian dibagi ke dalam empat kelompok : satu kelompok kontrol
sehat tanpa perlakuan, satu kelompok model sarcopenia dengan induksi
Dexamethasone tanpa terapi, serta dua kelompok perlakuan yang
masing-masing mendapat pemberian SH-MSCs dengan dosis 30uL dan
60uL Total hewan uji yang digunakan adalah 32 ekor mencit betina
galur C57BL/6 dibagi merata ke dalam empat kelompok dengan

delapan ekor per kelompok ditambah dengan empat ekor untuk
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keperluan validasi. Jumlah tersebut sesuai dengan kriteria Federer dan
dianggap memadai untuk memberikan kekuatan analisis pada uji

statistik.%®

4.2.3 Cara Pengambilan Sampel
Penelitian ini menggunakan metode simple random sampling
dalam penentuan sampel. Sebanyak 30 ekor mencit betina galur
C57BL/6 yang memenuhi kriteria inklusi kemudian dibagi secara acak
menjadi empat kelompok, terdiri atas satu kelompok tanpa perlakuan,
satu kelompok kontrol, dan dua kelompok perlakuan. Setiap kelompok
berisi delapan ekor ditambah dengan empat ekor mencit betina galur

C57BL/6 untuk validasi.®®

4.2.4 Kiriteria Inklusi
a.. Hewan uji merupakan mencit betina galur C57BL/6.
b. Berusia 8-12 minggu.
c. Memiliki berat badan berkisar 20-25 gram.
d. Dalam kondisi sehat, aktif, serta tidak mengalami kelainan
anatomi sehingga layak dijadikan kontrol normal.

e. Telah melewati masa aklimatisasi selama 7 hari dengan baik.

4.2.5 Kriteria Eksklusi
a. Mencit yang tidak menunjukkan respons atrofi otot yang

diharapkan setelah induksi.
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b. Mencit yang memperlihatkan kondisi kesehatan tidak normal atau
kondisi stres selama periode aklimatisasi.
c. Mencit yang memiliki lesi, iritasi, atau masalah lain pada lokasi

kulit yang akan diaplikasikan perlakuan.

4.2.6 Kriteria Dropout
a. Mencit yang mengalami kematian selama proses penelitian
berlangsung.
b. Mencit yang menderita gangguan kesehatan atau sakit berat
selama periode penelitian sehingga tidak dapat melanjutkan

sebagai subjek uji.

4.3 Variabel dan Definisi Operasional Penelitian
4.3.1 Variabel Penelitian
4.3.1.1 Variabel Bebas
Pemberian secretome hypoxia mesenchymal stem cells
(SH-MSCs) dilakukan dengan variasi dosis, yaitu dosis 30 pL,

dosis 60 pL dan di injeksikan secara Intra Vena Tail

4.3.1.2 Variabel Terikat
1) Kadar Interleukin-6 (IL-6).

2) Kadar Superoxide Dismutase (SOD)



63

4.3.1.3 Variabel Pra Kondisi

Pemberian Dexamethasone sebanyak 20mg/KgBB
selama 10 hari berturut-turut dan di injeksikan secara Intra

Peritoneal

4.3.2 Definisi Operasional
4.3.2.1 SH-MSCs

SH-MSCs merupakan secretome yang dihasilkan dari
kultur mesenchymal stem cells (MSCs) setelah mengalami pra-
kondisioning dalam lingkungan hipoksia. Secretome tersebut
mengandung berbagai sitokin, kemokin, dan growth factor, yang
kemudian dimurnikan menggunakan metode 7angential Flow
Filtration (TFF).

Dalam penelitian ini, SH-MSCs diberikan kepada mencit
model sarcopeniamelalui rute mjeksi intraperitoneal sesuai dosis
pada tiap kelompok perlakuan. Bahan SH-MSCs berasal dari
Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cells (ucMSCs) mencit dan
diperoleh dari laboratorium Stem Cell and Cancer Research
(SCCR).

Setiap batch SH-MSCs disertai sertifikat analisis
(Certificate of Analysis/CoA) yang memuat hasil uji sterilitas
(bakteri/jamur), endotoksin (LAL test), pH, kadar protein total,
serta profil sitokin dan growth factor seperti IL-6, IGF-1, HGF,

dan VEGF, sebagai indikator konsistensi produk. Proses
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penyimpanan dilakukan pada suhu —80 °C, sedangkan
transportasi menggunakan rantai dingin, dan setiap vial hanya
digunakan satu kali (single-use) untuk mencegah degradasi
biologis.

Unit: Diberikan dan tidak diberikan.

Skala: Nominal.

4.3.2.2 Kadar Interleukin-6 (I1L-6)

IL-6 adalah sitokin pleiotropik yang berperan dalam
regulasi inflamasi dan degradasi otot. Pada kondisi sarcopenia,
kadar IL-6 meningkat sehingga mendorong aktivasi jalur
katabolik. Dalam penelitian ini, kadar IL-6 diukur menggunakan
ELISA Kit khusus Rat IL-6 dari sampel otot gastrocnemius.
Pembacaan dilakukan dengan ELISA reader pada panjang

gelombang 450 nm.

Unit: pg/mL

Skala: Rasio

4.3.2.3 Kadar Superoxide Dismutase (SOD)

Superoxide Dismutase (SOD) adalah enzim antioksidan
utama yang berperan dalam menetralkan radikal bebas
superoksida (O2") menjadi oksigen (O:2) dan hidrogen peroksida
(H202). Aktivitas SOD sangat penting dalam mempertahankan
homeostasis redoks seluler dan melindungi serabut otot dari

kerusakan akibat stres oksidatif.
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Pada kondisi sarcopenia, kadar SOD menurun signifikan
sehingga meningkatkan akumulasi ROS, memperburuk
kerusakan protein dan mitokondria, serta mempercepat atrofi
otot. Dalam penelitian ini, kadar SOD diukur dengan Rat SOD
ELISA Kit dari sampel otot gastrocnemius. Hasil pengukuran
dibaca dengan ELISA reader pada panjang gelombang 450 nm.
Unit: pg/mL

Skala: Rasio

4.4 Alat dan Bahan Penelitian

4.4.1 Alat Penelitian

1)

2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

9)

Kandang pemeliharaan hewan uji untuk proses adaptasi dan
perawatan.

Wadah minum khusus mencit percobaan.

Timbangan digital untuk penimbangan hewan.

Spuit ukuran 1 ce.

Alat sentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm.

Inkubator dengan suplai CO-

Pembaca enzim immunoassay ELISA reader.

Ruang hipoksia atau hypoxic chamber.

Perlengkapan bedah kecil (dissecting kit)

10) Laptop dengan aplikasi analisis statistik (SPSS 29 dan GraphPad

Prism).

11) Kamera digital untuk dokumentasi penelitian
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12) Refrigerator/freezer untuk penyimpanan eksosom maupun

jaringan sampel.

13) Mikrotom.

14) Cover glass.

15) Mounting medium.

4.4.2 Bahan Penelitian

1)

2)

3)

4)
5)
6)
7)
8)

9)

Mencit Betina C57BL/6 8—12 minggu dengan berat badan 30—
35 gram.

Secretome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs) dalam
tiga variasi yaitu dosis 30 plL dan dosis 60 pL

Injeksi  Dexamethasone untuk induksi sarcopenia +20
mg/kgBB/hari secara traperitoneal sclama 10 hari

Pakan dan air minum standar untuk hewan uji.

Larutan NaCl 0,9% sebagai kontrol negatif atau pelarut injeksi.
Phosphate Buffer Saline (PBS) yang digunakan sebagai buffer.
Etanol 70% untuk antisepsis sebelum prosedur injeksi.

Gas nitrogen sebagai media hipoksia

Injeksi Dexamethasone (untuk kebutuhan prosedural tambahan).

10) Kit reagen ELISA untuk analisis IL-6 (spesifik mencit).

11) Kit reagen ELISA untuk analisis SOD (spesifik mencit).

12) Sarung tangan, masker, serta alat pelindung diri (APD).

13) PBS atau NaCl 0,9% steril bila diperlukan untuk penyesuaian

volume.
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14) Formalin 10%.

15) Alkohol bertingkat (70%, 95%, hingga 100%).
16) Timbangan presisi.

17) Xylene.

18) Pewarna Hematoksilin-Eosin (HE)

4.5 Cara Penelitian
4.5.1 Ethical Clearance

Penelitian ini menggunakan hewan percobaan sehingga
seluruh prosedur dilaksanakan sesuai standar etika yang berlaku.
Sebelum pelaksanaan, protokol penelitian telah mendapat persetujuan
dari komite etik hewan. Selama proses penelitian, mencit ditangani
dengan memperhatikan prinsip kesejahteraan hewan, sementara
prosedur analisis jaringan dilakukan setelah pemberian anestesi guna
mencegah timbulnya rasa nyeri. Persetujuan etik penelitian diperoleh
dari Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung
Semarang.

Pengajuan ethical clearance mencakup protokol penggunaan
mencit betina C57BL/6 sebagai model sarcopenia yang diinduksi
dexametashone. Rancangan penelitian meliputi prosedur pemberian
terapi SH-MSCs dengan variasi dosis, mekanisme terminasi hewan
uji, serta teknik pengambilan sampel. Komite etik akan menilai
kepatuhan terhadap prinsip 3R (Replacement, Reduction, Refinement),

termasuk justifikasi pemakaian hewan, perhitungan jumlah minimal
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sampel (rumus Federer), penetapan humane endpoints, penggunaan
anestesi dan analgesia yang memadai, prosedur injeksi yang aseptik,
serta pemantauan kesejahteraan hewan berdasarkan kondisi klinis,
berat badan, konsumsi pakan/minum, dan perilaku.

Pemantauan dilakukan mulai dari fase aklimatisasi, periode
induksi dexametasone (+20 mg/kgBB/hari selama 10 hari), hingga
tahap terapi SH-MSCs (1 x sehari selama 14 hari). Semua intervensi
disusun untuk meminimalkan nyeri dan stres, dengan menjamin
kualitas kandang, pakan, dan lingkungan, serta dokumentasi yang
lengkap melalui lembar observasi harian dan log pemberian obat
maupun sampel. Persetujuan etik merupakan prasyarat mutlak

sebelum penclitian dijalankan di fasilitas laboratorium hewan.

AKlimatisasi

Selama periode pra-penelitian, mencit percobaan menjalani
proses aklimatisasi sclama 7 hari. Pada tahap ini, setiap mencit
ditempatkan secara individual dalam kandang percobaan dengan
kondisi yang terkontrol. Hewan uji diberikan pakan standar dan air
minum secara ad libitum, sehingga kebutuhan nutrisi dan hidrasi tetap
terpenuhi. Proses aklimatisasi ini bertujuan untuk memberikan
kesempatan bagi mencit beradaptasi dengan lingkungan baru,
mengurangi stres akibat perpindahan, serta memastikan kondisi

fisiologis yang stabil sebelum dimulainya perlakuan penelitian.
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4.5.3 Induksi Sarcopenia

Pada hari ke-1 hingga ke-10, kelompok K2 sampai K4
mendapat injeksi Dexamethasone secara intraperitoneal dengan dosis
sekitar £20 mg/kgBB/hari intraperitoneal selama 10 hari, sedangkan
kelompok K1 tidak diberikan perlakuan. Pemeriksaan histologi
kondisi sarcopenia dilakukan melalui pengamatan perilaku,
pemeriksaan otot dengan palpasi, pengukuran berat badan, serta
identifikasi tanda klinis seperti kelemahan dan penurunan

aktivitas.7%’

4.5.4 Pemeriksaan Sarcopenia

1. Pengambilan Sampel Otot
Mencit terlebih dahulu dianestesi sesuai pedoman etika hewan.
Discksi otot dilakukan secara hati-hati menggunakan peralatan
bedah steril untuk mencegah kerusakan jaringan. Sampel
kemudian difiksasi dalam formalin 10% selama 2448 jam guna
mengawetkan jaringan dan menghentikan proses biologis.
Setelah itu dilakukan proses dehidrasi melalui larutan alkohol
bertingkat (70%, 95%, hingga 100%). Sampel selanjutnya
diinfiltrasi dengan parafin cair untuk memudahkan pemotongan,
lalu dipotong menggunakan mikrotom menjadi irisan setebal 5—7
pm.

2. Pemeriksaan Histologis dengan Pewarnaan Hematoksilin-Eosin

(HE)
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Sampel jaringan yang telah diparafinkan terlebih dahulu
dideparafinisasi dengan  xylene, kemudian direhidrasi
menggunakan alkohol bertingkat (100%, 95%, 70%). Pewarnaan
dilakukan dengan hematoksilin selama 5—10 menit, dilanjutkan
pembilasan air, lalu pewarnaan eosin selama 2—5 menit. Setelah
itu, sampel kembali didehidrasi secara bertahap dan direndam
dalam xylene untuk proses clearance. Preparat dipasang cover
glass menggunakan mounting medium, kemudian diperiksa

secara mikroskopis untuk evaluasi histologis.

4.5.5 Prosedur Perlakuan dengan Kondisi Hipoksia

SH-MSCs disiapkan oleh penyedia melalui tahapan berikut:

1)

2)

3)

4)

Sel MSC dikultur dalam medium standar hingga mencapai
konfluensi sckitar 80%.

Dilakukan prekondisi hipoksia pada kadar oksigen +2% selama
24 jam dalam hypoxic chamber terkontrol.

Medium hasil  kultur dikumpulkan, kemudian secretome
dimurnikan dengan metode Tangential Flow Filtration (TFF)
menggunakan cut-off 10-50 kDa dan dilanjutkan dengan filtrasi
steril berukuran 0,22 um.

Hasil secretome kemudian dialiquot, diuji mutu (sterilitas,
endotoksin, fenotip, kadar protein total, dan panel sitokin), lalu

disimpan pada suhu —80 °C hingga waktu pemakaian.?*?!
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4.5.6 Tahapan Persiapan Sediaan SH-MSCs untuk Perlakuan

4.5.7

1y

2)

Proses pencairan dilakukan pada suhu 4 °C atau dalam ice bath,
kemudian disesuaikan ke suhu ruang; sediaan tidak boleh
dibekukan ulang.

Jika diperlukan, dilakukan pengenceran menggunakan PBS atau
NaCl 0,9% steril hingga mencapai volume injeksi intraperitoneal
yang aman (maksimal sekitar 10 mL/kgBB, dengan praktik

umum 5-8 mL/kgBB).

3) Seluruh prosedur = dilaksanakan secara aseptik, termasuk

penggunaan sarung tangan dan desinfeksi area perut dengan

etanol 70%.

4) Setiap kali pemberian, berat badan aktual mencit dicatat untuk

penyesuaian dosis serta volume injeksi.’*?!

Klasifikasi Kelompok Uji

Subjek penelitian dibagi ke dalam empat kelompok, masing-

masing berisi delapan ekor mencit betina galur C57BL/6 sehingga

total sampel yang digunakan adalah 32 ekor ditambah 4 ekor mencit

validasi. Rincian kelompok sebagai berikut:

1) K1 (Kontrol sehat): Tidak diberikan induksi maupun perlakuan

SH-MSC:s.

2) K2 (Model sarcopenia): Mendapat injeksi Dexamethasone

intraperitoneal +20 mg/kgBB/hari selama 10 hari tanpa terapi

tambahan.
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3) K3: Mencit model sarcopenia dengan induksi Dexamethasone
intraperitoneal +20 mg/kgBB/hari selama 10 hari disertai
pemberian SH-MSCs dosis (30 pL).

4) K4: Mencit model sarcopenia dengan induksi Dexamethasone
intraperitoneal +20 mg/kgBB/hari selama 10 hari disertai

pemberian SH-MSCs dosis (60 pL).

Rute dan Cara Pemberian SH-MSCs

Pemberian terapi dilakukan 1 kali sehari selama 2 minggu,
mulai hari ke-11 hingga hari ke-24 setelah fase induksi sarcopenia
dengan Dexamethasone mtraperitoneal pada hari ke-1 hingga ke-10.
SH-MSCs diberikan dalam variasi dosis 30 pL dan 60 pL melalui
injeksi intravena tail. Sebelum mjeksi, dilakukan aspirasi ringan untuk
memastikan jarum tidak berada dalam pembuluh darah, kemudian
larutan disuntikkan secara perlahan setiap hari. Pada kelompok
kontrol, PBS atau NaCl 0,9% steril digunakan sebagai pengencer

untuk penyesuaian volume bila diperlukan.

Proses Terminasi dan Sampling

Pengambilan sampel dilakukan pada hari ke-25 setelah seluruh
perlakuan selesai. Mencit terlebih dahulu dianestesi, kemudian
diterminasi sesuai prosedur etik penggunaan hewan coba. Sampel
yang dikumpulkan meliputi otot gastrocnemius untuk analisis kadar
IL-6 dan kadar SOD. Sampel diperoleh melalui proses sentrifugasi,

lalu disimpan pada suhu —80 °C hingga dianalisis menggunakan
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metode ELISA. Sementara itu, jaringan otot diambil secara aseptik,

dibersihkan dengan PBS dingin untuk menghilangkan sisa darah,

kemudian disimpan pada suhu —80 °C sampai dilakukan

homogenisasi dan analisis menggunakan kit ELISA sesuai instruksi

pabrikan.

68,69

4.5.10 Pemeriksaan Biomarker

Analisis Kadar IL-6 dan SOD Menggunakan ELISA

1)

2)

Preparasi sampel

Otot gastrocnemius digunakan untuk pemeriksaan kadar 1L-6
dan kadar SOD. Sampel diperoleh kemudian diproses sesuai
protokol kit. Sampel jaringan otot dihancurkan menggunakan
homogenizer atau mortar dengan penambahan buffer lisis yang
mengandung protease inhibitor untuk mencegah degradasi
protein. Setelah proses homogenisasi, sampel disentrifugasi
pada suhu 4°C dengan kecepatan 10.000 rpm selama 15 menit
guna memisahkan bagian cair dari residu jaringan. Supernatan
yang dihasilkan digunakan untuk analisis kadar Interleukin-6
(IL-6) dan Superoxide Dismutase (SOD) menggunakan metode
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

Persiapan Reagen ELISA

Prosedur ELISA dilakukan menggunakan kit ELISA komersial
khusus untuk pengukuran IL-6 dan SOD, dengan memastikan

rentang deteksi kit sesuai dengan kadar yang diperkirakan dalam
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sampel. Larutan standar dengan konsentrasi yang telah
diketahui untuk IL-6 dan SOD disiapkan sesuai petunjuk pada
kit, dan kontrol negatif berupa buffer lisis tanpa sampel
digunakan untuk memastikan tidak terjadi kontaminasi selama
proses pengujian.

Prosedur ELISA

Pemeriksaan dilakukan menggunakan kit ELISA komersial
spesifik untuk mencit (misalnya Rat IL-6 ELISA kit dan Rat
SOD ELISA kit) sesuai instruksi pabrikan.

a. Pencucian Mikrotiter Plate: Bersihkan mikrotiter plate
menggunakan buffer PBS yang mengandung 0,05%
Tween-20 untuk menghilangkan sisa reagen dan
mencegah kontaminasi, kemudian cuci sebanyak tiga kali.

b. Penambahan Sampel dan Standar: Masukkan 100 pL
supernatan sampel atau larutan standar IL-6 dan SOD ke
dalam setiap sumur sesual prosedur pada kit ELISA.
Setiap sampel dilakukan duplo atau triplo guna
memperoleh hasil yang lebih akurat.

c. Inkubasi: Inkubasi plate pada suhu ruang (£1-2 jam) agar
terjadi reaksi antigen—antibodi spesifik untuk IL-6 dan

SOD.
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d. Pencucian: Setelah inkubasi, cuci kembali mikrotiter plate
3-5 kali menggunakan PBS-Tween untuk menghilangkan
sisa reagen yang tidak terikat.

e. Penambahan Enzim Konjugat: Tambahkan 100 pL larutan
enzim konjugat (antibodi terkonjugasi enzim seperti HRP
atau AP) ke setiap sumur, kemudian inkubasi selama 1 jam
pada suhu ruang.

f. Pencucian: Lakukan pencucian ulang dengan buffer PBS-
Tween setelah proses inkubasi enzim konjugat selesai.

g. Penambahan Substrat: Tambahkan 100 pL substrat TMB
ke setiap sumur dan inkubasi selama 10—15 menit hingga
terbentuk perubahan warna sebagai hasil reaksi enzimatik.

h. Penghentian Reaksi: Akhiri reaksi dengan menambahkan
50 pL larutan penghenti (asam sulfat atau asam fosfat)
untuk menghentikan proses pembentukan warna.

4) Pembacaan hasil
Hasil absorbansi dibaca menggunakan ELISA reader pada
panjang gelombang 450 nm.

5) Analisis konsentrasi
Kadar biomarker dinyatakan dalam pg/mL dan dihitung

berdasarkan kurva standar yang disediakan pada kit.>6®



76

4.6 Langkah Penelitian

1y

2)

3)

4)

S)

Sebanyak 32 ekor mencit betina galur C57BL/6 (usia 8—12 minggu;
berat 30-35 gram) digunakan sebagai hewan coba. Semua mencit
menjalani aklimatisasi selama 7 hari dengan pakan dan minum ad
libitum.

Setelah itu, mencit dibagi secara acak menjadi 4 kelompok (masing-
masing 8 ekor), yaitu:

a. Kl (kontrol sehat, tanpa induksi dan tanpa SH-MSCS)

b. K2 (induksi Dexamethasone saja sebagai model sarcopenia)

¢. K3 (induksi Dexamethasone + terapi SH-MSCS dosis 30 pL)

d. K4 (induksi Dexamethasone + terapi SH-MSCS dosis 60 puL)
Induksi sarcopenia dilakukan pada kelompok K2-K4 melalui
pemberian Dexamethasone intraperitoneal dosis 20 mg/kgBB/hari
1.p selama 10 hari (hari 1-10). Pemeriksaan histologi sarcopenia
dilakukan dengan observasi perilaku, palpasi otot, pengukuran berat
badan, dan pemeriksaan gejala klinis.

Selanjutnya, kelompok K3—K4 mendapat terapi intraperitoneal SH-
MSCs sesuai dosis masing-masing 1 kali sehari selama 2 minggu,
mulai hari ke-11 hingga hari ke-24, sedangkan kelompok K1 dan K2
tidak menerima terapi.

Pada hari ke-25 seluruh mencit diterminasi sesuai prosedur etik,
kemudian dilakukan pengambilan sampel darah. Sampel otot

gastrocnemius digunakan untuk pemeriksaan kadar IL-6 dan SOD
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dengan metode ELISA menggunakan kit komersial spesifik untuk
mencit (Rat IL-6 ELISA kit dan Rat SOD ELISA kit).

Hasil pembacaan dilakukan dengan ELISA reader pada panjang
gelombang 450 nm, dan konsentrasi biomarker dinyatakan dalam
pg/mL berdasarkan kurva standar yang disediakan pada kit.

Data yang diperoleh kemudian dianalisis menggunakan uji statistik
untuk membandingkan kadar IL-6 dan SOD antar kelompok

perlakuan.

4.7 Waktu dan Tempat Penelitian

4.7.1

4.7.2

Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada November 2025 - Februari
2026. Tahapan penelitian dimulai dengan proses aklimatisasi mencit
selama 7 hari, 'kemudian dilanjutkan dengan induksi sarcopenia
menggunakan Dexamethasone selama 10 hari.

Setelah itu, kelompok perlakuan mendapatkan terapi SH-
MSCS selama 14 hari. Pada hari ke-25 dilakukan terminasi mencit
untuk pengambilan sampel otot gastrocnemius. Sampel dianalisis
untuk mengukur kadar IL-6 dan SOD. Proses pemeriksaan ELISA
berlangsung selama 3-5 hari, diikuti dengan analisis data dan
penyusunan laporan yang memakan waktu sekitar 7—10 hari.

Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Stem Cell and Cancer Research

(SCCR) Semarang dan CITO Medical Research Centre Laboratory
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4.8 Metode Analisis Data

Seluruh hasil analisis dilakukan di laboratorium CITO dan disajikan
dalam bentuk tabel berisi nilai rata-rata + standar deviasi, grafik
perbandingan antar kelompok, serta narasi ilmiah yang menjelaskan makna
biologis dari perbedaan kadar IL-6 dan SOD pada masing-masing kelompok
perlakuan. Data hasil pemeriksaan kadar IL-6 dan SOD dalam kadar pada
otot gastrocnemius terlebih dahulu dianalisis uji normalitas menggunakan
metode Shapiro—Wilk dengan tingkat signifikansi p<0,05. Data IL-6 tidak
berdistribusi normal dan memiliki varians yang tidak homogen dengan
Levene’s Test. Analisis dilanjutkan dengan uji non-parametrik Kruskal—
Wallis. Hasil uji tidak terdapat perbedaan signifikan seluruh kelompok
(»>0,05).

Data SOD memenuhi asumsi normalitas dan homogenitas, sehingga
analisis ~ dilanjutkan menggunakan uji One-Way ANOVA untuk
membandingkan nilai rata-rata antar lima kelompok perlakuan. Hasil One-
Way ANOVA menunjukkan perbedaan bermakna (p<0,05), sehingga
diteruskan dengan uji post hoc Tukey HSD untuk mengetahui kelompok
yang memiliki perbedaan signifikan.%® Analisis dilakukan menggunakan

software SPSS.
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BABYV
HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Hasil Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh Secretome
Hypoxia — Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs) terhadap kadar IL-6 dan
aktivitas enzim SOD pada mencit betina galur C57BL/6 yang dikondisikan
mengalami sarcopenia melalui pemberian dexamethasone. Penelitian
dilaksanakan pada periode Oktober 2025 hingga Januari 2026 di Stemcell
and Cancer Center Research Indonesia, Semarang.

Penelitian in1 menggunakan desain eksperimental in vivo dengan
pendekatan Post Test Only Control Group Design, serta model hewan yang
menggambarkan kondisi penurunan massa dan fungsi otot. Sampel
penelitian dibagi menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) menjadi
dua kelompok utama, yaitu kelompok yang menerima perlakuan SH-MSCs
dan kelompok kontrol.

Setelah pemberian perlakuan, masing-masing kelompok dianalisis
untuk menilai kadar IL-6, sebagai indikator respons inflamasi, serta kadar
SOD, sebagai penanda kemampuan antioksidan jaringan otot. Evaluasi ini
bertujuan untuk memahami pengaruh SH-MSCs dalam modulasi stres
oksidatif dan inflamasi, sehingga memberikan efek protektif pada otot yang

mengalami degenerasi akibat sarcopenia.
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5.1.1 Hasil Validasi SH-MSCs

Mesenchymal Stem Cells (MSCs) diperoleh dari Laboratorium
SCCR Indonesia, Semarang dengan metode isolasi menggunakan tali
pusat mencit berusia gestasi 15 hari sebagai sumber sel. Setelah proses
isolasi, sel dikultivasi dalam flask berisi media Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) sesuai dengan prosedur standar
laboratorium.

Pada passage kelima, dilakukan pemeriksaan morfologi sel
menggunakan mikroskop ~cahaya inversi. Hasil observasi
menunjukkan bahwa sel-sel memiliki bentuk fusiform (spindle-
shaped) yang khas dari MSC dan menempel dengan baik pada
permukaan flask yang menunjukkan daya adhesi yang tinggi. Sel-sel
juga memperlihatkan pola pertumbuhan yang seragam, dengan ukuran
dan orientasi yang konsisten, mengindikasikan fenotip stabil serta

viabilitas sel yang terjaga dalam kondisi kultur in vitro (Gambar 5.1).

Gambar 5.1 Morfologi Khas MSC. Morfologi berbentuk fibroblast-
like pada pembesaran 100x
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Sel-sel MSCs divalidasi identitasnya melalui analisis flow
cytometry. Flow cytometry digunakan untuk mengevaluasi ekspresi
marker permukaan sel spesifik yang menjadi indikator utama dalam
identifikasi MSCs. Analisis ini difokuskan pada deteksi marker positif
MSCs, yaitu CD90 dan CD29, serta marker negatif MSCs, yaitu CD45
dan CD31.

Hasil pengukuran menunjukkan bahwa sebagian besar sel
yang dikultur mengekspresikan CD90 (99,98%) dan CD29 (99,25%)),
yang termasuk marker positif MSCs. Ekspresi CD45 (0,14%) dan
CD31 (0,05%), yang merupakan marker negatif, muncul dalam
jumlah sangat rendah. Temuan ini menegaskan bahwa sel yang
diisolasi dan dikultur memenuhi kriteria fenotipik MSC berdasarkan

profil ekspresi marker permukaan (Gambar 5.2 dan 5.3).

250K =

SSC-A

FSC-A

Gambar 5.2 Gating populasi sel MSC yang viable
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Gambar 5.3 Analisis flow cytometry terhadap ekspresi CDA4S5,
CD31,CD90 dan CD29

Setelah identitas MSCs dikonfirmasi menggunakan flow
cytometry sesuai standar ISCT, kemampuan diferensiasi sel MSC diuji
dengan menggunakan medium khusus untuk osteogenik dan
adipogenik. Pengamatan hasil diferensiasi menunjukkan bahwa sel
yang diisolasi mampu berkembang menjadi osteosit, ditandai dengan
pewarnaan Alizarin Red positif pada matriks kalsium, serta menjadi
adiposit, ditunjukkan oleh pewarnaan Oil Red O positif pada lipid

intraseluler (Gambar 5.4A dan B). Temuan ini menegaskan bahwa sel
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tersebut memiliki potensi multipotent, sehingga memenuhi kriteria
mesenchymal stem cells yang mampu berdiferensiasi menjadi sel
fungsional tertentu ketika ditempatkan dalam kondisi induksi yang

sesuai.

Gambar 5.4 Kemampuan MSCs berdiferensiasi. (A) Berdeferensiasi
menjadi Chondrocyte Alician Blue Staining perbesaran
100x.(B) Berdeferensiasi menjadi Osteogenic Alizarin-
red staining perbesaran 200x

MSCs selanjutnya diinkubasi dalam kondisi hipoksia dengan
kadar oksigen 5% selama 24 jam menggunakan /ypoxic chamber.

Setelah periode inkubasi, medium kultur yang mengandung secretome

MSC  dikumpulkan dan selanjutnya diproses dengan metode

Tangential Flow Filtration (TFF). Pada proses ini, membran filtrasi

dengan berat molekul 10-100 kDa digunakan untuk memisahkan

komponen secretome berdasarkan berat molekulnya. Filtrat yang
diperoleh memuat protein serta faktor bioaktif dalam rentang berat

molekul 10-100 kDa selanjutnya dikonsentrasikan dan dimurnikan

untuk menghasilkan Secretome Hypoxia — Mesenchymal Stem Cells

84




(SH-MSCs). Profil protein SH-MSCs yang dihasilkan ditampilkan
pada Tabel 5.1.

Tabel 5.1 Profil Komponen SH-MSCs

Parameter Hasil Standar Metode Analisis
VEGF 1981 pg/mL  >100 pg/mL ELISA
INF-y 41,54 pg/mL <50 pg/mL ELISA
TNF-a Undetected < 100 pg/mL ELISA

IGF 6292 pg/mL > 100 pg/mL ELISA
IL-10 157 pg/mL > 100 pg/mL ELISA
mIiRNA 132-3p Positive (3.35) gPCR

5.1.2 Hasil Validasi Sarcopenia

Validasi model sarcopenia pada mencit betina galur C57BL/6
dilakukan dengan mengukur berat badan serta menganalisis histologi
otot gastrocnemius. Analisis histologis menggunakan pewarnaan
Hematoksilin-Fosin (HE) dan pengamatan di bawah mikroskop
dengan perbesaran 100% dan 400> dilakukan pada hari ke-11, yaitu
satu hari setelah selesai pemberian dexamethasone dengan dosis 20
mg/kgBB selama 10 hari. Berat badan digunakan sebagai indikator
makroskopis untuk menilai kondisi fisiologis umum mencit sepanjang
penelitian. Data lengkap mengenai perubahan berat badan pada

mencit betina C57BL/6 selama penelitian dapat dilihat pada Tabel 5.2.
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Tabel 5.2 Hasil Pengukuran Berat Badan Mencit Betina C57BL/6

86

BB Awal BB Akhir A BB (Q)

(9) (9) Mean £ :
Kelompok n Mean + Mean + sD Interpretasi
SD SD
K1 (tikus 8 30,00+ 31,50 + +1,50 £ Berat badan meningkat (normal)
sehat) 0,76 1,07 1,41
K2 (kontrol 8 36,50+ 28,63 + - 7,88 £ Penurunan berat badan
negatif) 1,60 2,00 3,18 signifikan akibat induksi
dexamethasone
K3 (SH-MSC 8 36,38 28,00 + -8,38+ SH-MSC tidak mencegah
30 uL) 0,92 24 3,58 penurunan BB
K4 (SH-MSC 8 35,88+ 3075+ - 5,13+ Penurunan BB lebih ringan
60 L) 1,25 4,74 5,00 dibandingkan kelompok SH-
MSC 30 pL

Tabel 5.2 menunjukkan rata-rata berat badan awal antar
kelompok relatif seimbang, meskipun kelompok tikus sehat
menunjukkan berat awal yang sedikit lebih rendah secara fisiologis.
Setelah perlakuan selesai, kelompok yang menerima dexamethasone
mengalami penurunan berat badan, sementara kelompok sehat yang
tidak mendapat induksi dexamethasone menunjukkan kenaikan berat.

Berdasarkan analisis statistik, induksi dexamethasone terbukti
signifikan memicu penurunan berat badan (ABB) pada subjek (F =
13,223; p <0,001) dengan pengaruh yang kuat (n? = 0,586). Kelompok
K2 (-7,88 £3,18 g) dan K3 (8,38 + 3,58 g) menunjukkan penyusutan
berat badan yang serupa, menandakan pemberian SH-MSCs dosis 30
uL belum efektif menghambat efek katabolik akibat induksi
dexamethasone. Namun, pada kelompok K4, penurunan berat badan

relatif lebih rendah (—5,13 + 5,00 g), yang mengindikasikan adanya



efek protektif parsial dari dosis SH-MSCs yang lebih tinggi.
Sebaliknya, kelompok kontrol tikus sehat (K1) tetap mengalami
kenaikan berat badan (+1,50 + 1,41 g), mempertegas perbedaan
bermakna antara kondisi fisiologis normal dengan kelompok yang
diinduksi sarcopenia (p<0,05). Hasil penelitian ini membuktikan bahwa
induksi dexamethasone memicu penurunan berat badan secara nyata,
sedangkan penggunaan SH-MSCs dalam dosis yang lebih besar
berpotensi meminimalkan penyusutan bobot tersebut, walaupun belum
mampu mengembalikan kondisi tubuh ke keadaan normal sepenuhnya.

Secara - histopatologis, otot gastrocnemius pada kelompok
sarcopenia menunjukkan tanda-tanda atropi yang jelas, meliputi
pengecilan diameter serat otot, kehadiran serat piceaus, serta pelebaran
endomisium akibat akumulasi jaringan ikat (fibrosis). Meskipun inti sel
tetap berada di perifer, minimnya inti sentral menunjukkan proses
regenerasi yang tidak berjalan optimal. Gambaran ini berbanding
terbalik dengan kelompok sehat yang menampilkan serabut otot
poligonal padat dengan ukuran yang bervariasi serta tersusun rapat, dan
memiliki morfologi otot rangka matur yang normal tanpa tanda-tanda

atrofi serta inti sentral yang tidak terlihat (Gambar 5.5).
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Gambaran  histologi pada kondisi sarkopenia memperlihatkan
mikroskopis otot yang menunjukkan variasi ukuran serabut yang
didominasi oleh serat kecil tidak beraturan serta pelebaran jaringan ikat
(endomisium). Kehadiran inti sel di bagian tengah (sentral) menjadi
indikator kuat adanya atrofi dan perubahan struktur otot.

Pemberian terapi SH-MSCs dosis 30 pL mulai menunjukkan
perbaikan, ditandai dengan peningkatan ukuran serabut otot yang
bentuknya mulai kembali poligonal. Meski sebagian inti sel telah
kembali ke posisi normal di tepi (perifer), keberadaan inti sentral yang
masih ditemukan mengisyaratkan bahwa proses pemulihan otot masih

berjalan. Sebaliknya, SH-MSCs dosis 60 pL memberikan hasil yang

lebih optimal. Serabut otot tampak lebih padat, besar, dan seragam
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dengan mayoritas inti sel sudah menetap di perifer, menunjukkan
regenerasi yang hampir tuntas.

Setelah validasi model sarcopenia pada mencit betina galur
C57BL/6 berhasil dilakukan, mencit dibagi kedalam beberapa
kelompok. Mencit tanpa induksi dexamethasone sebagai kelompok
kontrol sehat (K1), sedangkan mencit yang diinduksi sarcopenia dibagi
secara acak kedalam tiga kelompok. Kelompok K2 berperan sebagai
kontrol negatif tanpa intervensi terapi. Kelompok K3 merupakan
kelompok sarcopenia yang menerima injeksi SH-MSCs sebanyak 30 pl
melalui vena ekor selama 14 hari, sementara Kelompok K4
mendapatkan perlakuan serupa dengan dosis yang lebih tinggi, yakni
60 ul selama periode waktu yang sama.

Perlakuan induksi dexamethasone selama 10 hari terhadap
mencit betina galur C57BL/6 menunjukkan bahwa terdapat perubahan
aktivitas motorik yang terlihat jelas dibandingkan dengan kelompok
sehat atau kelompok kontrol. Pada tahap fase awal induksi, aktivitas
spontan pada mencit menunjukkan tanda tanda penurunan yang
ditandai dengan berkurangnya frekuensi eksplorasi, jarak tempuh, serta
meningkatnya waktu istirahat dari mencit itu sendiri. Adanya proses
paparan dexamethasone dosis tinggi yang dilakukan dalam kurun
waktu lama menunjukkan adanya penurunan aktivitas mencit semakin
terlihat jelas dan menunjukkan konsistensi. Mencit yang dilakukan

induksi dexamethasone tampak lebih pasif dengan respons yang sangat
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lambat terhadap rangsangan faktor extrinsic. Adanya aktivitas
locomotor berkurang, ditandai dengan langkah kaki yang lebih pendek
dan lambat serta adanya penurunan kemampuan dalam
mempertahankan postur tubuh. Selain itu kemampuan mencit dalam
melakukan aktivitas yang membutuhkan kekuatan otot mengalami
penurunan dari hari ke hari. Perubahan tersebut mencerminkan adanya
gangguan fungsi otot rangka yang merupakan karakteristik utama dari
sarcopenia itu sendiri.

Proses pengambilan sampel jaringan dilaksanakan pada hari ke-
39, atau tepat satu minggu setelah pemberian terapi SH-MSCs berakhir,
guna menjamin ketepatan waktu dalam mengamati perubahan kadar IL-
6 dan SOD. Jaringan otot yang telah diisolasi segera diproses dengan
cepat untuk mencegah terjadinya kerusakan pada komponen di dalam
sel. Tahap homogenisasi jaringan dilakukan menggunakan
larutan buffer lisis yang dilengkapi dengan inhibitor protease guna
mencegah degradasi protein = oleh enzim proteolitik. Pasca
homogenisasi, supernatan dipisahkan melalui proses sentrifugasi untuk
memperoleh isolat protein, yang kemudian diukur konsentrasi protein
totalnya dan dievaluasi kualitasnya.

Isolat protein tersebut selanjutnya digunakan sebagai sampel
dalam uji ELISA untuk menganalisis biomarker. Fokus utama analisis
ini tertuju pada pengukuran kadar IL-6 dan SOD, yang merupakan

parameter krusial dalam memahami mekanisme patofisiologi atrofi otot
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yang dipicu oleh ketidakseimbangan antara sitokin pro-inflamasi dan
keseimbangan oksidatif di dalam jaringan. Hasil pemeriksaan ELISA
memberikan gambaran kuantitatif mengenai konsentrasi biomarker
tersebut secara spesifik, yang selanjutnya dikorelasikan dengan

efektivitas pemberian terapi SH-MSCs terhadap proses pemulihan otot.

5.1.3 Hasil Pemeriksaan Kadar IL-6 pada Jaringan Otot

Kadar IL-6 pada jaringan otot mencit hari ke-39 setelah
perlakuan diperiksa untuk mengevaluasi respon inflamasi yang
diinduksi oleh dexamethasone serta pengaruh pemberian terapi
secretome  SH-MSCs ' terhadap modulasi sitokin pro-inflamasi
tersebut. Hasil analisis kadar IL-6 pada jaringan otot mencit disajikan

pada Tabel 5.3.
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Tabel 5.3 Deskriptif Rata-rata Kadar IL-6 dan Uji Kruskal-Wallis
Tikus Kontrol SH- SH-

Kelompok Sehat Negatif MSCs30 MSCs 60 f
(KI) (K2 pL(K3) pLK4 "
Kadar IL-6 (ng/L) (n=6)
Mean 4,52 4,81 6,66 10,94
SD 3,35 2,49 0,79 6,60
Shapiro- 0,028 0,111 0,201 0,119
Wilk
Levene Test 0,003
Kruskal-Wallis 0,121
Keterangan:
Shapiro-Wilk = Distribusi tidak normal (p<0,05)
Levene Test = Data tidak homogen (p<0,05)
Kruskal-Wallis = Tidak terdapat perbedaan signifikan antar
kelompok (p>0,05)

Berdasarkan hasil analisis deskriptif pada Tabel 5.3, kelompok
SH-MSCs 60 pL. (K4) menunjukkan rata-rata kadar IL-6 tertinggi,
yaitu sebesar 10,94 £+ 6,60 ng/L, diikuti oleh kelompok SH-MSCs 30
puL (K3) dengan rata-rata 6,66 + 0,79 ng/L. Kelompok kontrol negatif
(K2) memiliki rata-rata kadar TL-6 4,81 + 2,49 ng/L, sedangkan
kelompok tikus sehat (K1) menunjukkan kadar IL-6 terendah, yaitu
4,52 + 3,35 ng/L.

Hasil uji normalitas Shapiro—Wilk menunjukkan bahwa data
kadar IL-6 pada kelompok tikus sehat (K1) tidak berdistribusi normal
(»=0,028), sedangkan kelompok lainnya berdistribusi normal
(»>0,05). Uji homogenitas varians menggunakan Levene Test
menunjukkan nilai p=0,003, menandakan bahwa varians antar

kelompok tidak homogen.
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Analisis perbedaan kadar IL-6 antar kelompok dilakukan
menggunakan uji nonparametrik Kruskal—Wallis karena sebagian data
tidak normal dan varians tidak homogen. Hasil uji Kruskal-Wallis
menunjukkan nilai p=0,121 (p>0,05), yang mengindikasikan bahwa
perbedaan kadar IL-6 antar kelompok perlakuan tidak signifikan
secara statistik pada taraf signifikansi 0,05. Hal ini menunjukkan
bahwa meskipun kadar IL-6 tertinggi terdapat pada K4 dan terendah

pada K1, perbedaan tersebut tidak cukup kuat secara statistik.

Kelompok Sehat  Kontrol Negatif ~ SH-MSCs 30 uL  SH-MSCs 60 pL

Kadar'|L-6

14
= 10.94 + 6,6
o5 12 T
5
© 10
- ] 6.66 £ 0,79
< 450 %335 4.81 £2,49 '
~ 6 : f I J_
©
© 4 :
o
= 2
o

0

Kelompok

Gambar 5.6 Perbandingan Kadar IL-6 antar Kelompok Perlakuan

5.1.4 Hasil Pemeriksaan Kadar SOD pada Jaringan Otot

Kadar SOD pada jaringan otot mencit pada hari ke-39 setelah
perlakuan diukur untuk menilai kapasitas sistem pertahanan
antioksidan otot serta efek pemberian terapi secretome SH-MSCs
dalam meningkatkan aktivitas enzim antioksidan tersebut. Hasil
pengukuran kadar SOD pada jaringan otot mencit disajikan pada

Tabel 5.4.
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Tabel 5.4 Deskriptif Rata-rata Kadar SOD dan Uji One Way-ANOVA

Tikus Kontrol SH- SH- p
Kelompok Sehat Negatif MSCs30 MSCs 60 I
(K) (K2 pL(K3) pL(K4 "
Kadar SOD (ng/L) (n=6)
Mean 4,52 4,68 5,01 5,14
SD 0,62 0,49 0,85 0,27
Shapiro- 0,252 0,154 0,268 0,113
Wilk
Levene Test 0,107
One Way-ANOVA 0,278
Keterangan:
Shapiro-Wilk = Distribusi normal (p>0,05)
Levene Test = Data homogen (»>0,05)
One Way-ANOVA= Tidak terdapat perbedaan signifikan antar
kelompok (p>0,05)

Berdasarkan hasil analisis deskriptif pada Tabel 5.4, kadar
SOD tertinggi terdapat pada kelompok SH-MSCs 60 uL (K4), yaitu
5,14 £ 0,27 ng/L, diikuti oleh kelompok SH-MSCs 30 uL (K3) dengan
5,01 £ 0,85 ng/L. Kelompok kontrol negatif (K2) memiliki kadar SOD
4,68 = 0,49 ng/L, sedangkan kelompok tikus sehat (K1) menunjukkan
kadar terendah, yaitu 4,52 £+ 0,62 ng/L.

Hasil uji normalitas Shapiro—Wilk menunjukkan bahwa
seluruh kelompok memiliki distribusi data normal (p>0,05). Uji
homogenitas varians menggunakan Levene Test menghasilkan nilai
p=0,107, menandakan bahwa varians antar kelompok homogen.
Analisis perbedaan kadar SOD antar kelompok dilakukan
menggunakan uji parametrik One Way ANOVA. Hasil uji
menunjukkan nilai p=0,278 (p>0,05), yang mengindikasikan bahwa

perbedaan kadar SOD antar kelompok tidak signifikan secara statistik
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pada taraf signifikansi 0,05. Hal ini menunjukkan bahwa meskipun
kelompok SH-MSCs menunjukkan kadar SOD yang lebih tinggi
secara deskriptif dibandingkan kontrol, perbedaan tersebut tidak
cukup kuat secara statistik untuk menyimpulkan adanya efek

perlakuan yang nyata.
Kadar SOD

6 501+ 0,85 514+ 0,27
452 + 0,62 4.68 %+ 0,49

I

Rata-rata Kadar SOD (ng/L)
w

Kelompok Sehat — Kontrol Negatif.© = SH-MSCs 30 puL /' SH-MSCs 60 uL
Kelompok

Gambar 5.7 Perbandingan Kadar SOD antar Kelompok Perlakuan

5.2 Pembahasan

Penelitian ini bertujuan mengevaluasi efek Secretome Hypoxia—
Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs) terhadap modulasi respons inflamasi
dan kapasitas antioksidan pada jaringan otot mencit yang terpapar stres
oksidatif dan inflamasi. Parameter yang digunakan sebagai indikator adalah
kadar IL-6 sebagai sitokin pro-inflamasi utama dan kadar superoksida
dismutase (SOD) sebagai enzim antioksidan endogen. Induksi sarkopenia
dinyatakan berhasil berdasarkan validasi parameter klinis dan struktural,
yang meliputi reduksi bobot tubuh secara signifikan serta anomali

histopatologis seperti atrofi serat otot dan penebalan jaringan ikat
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endomisium. Selain itu, peningkatan ekspresi marka molekuler terkait
degradasi protein mempertegas terjadinya patofisiologi otot yang selaras
dengan profil sarkopenia akibat induksi glukokortikoid.

Hasil pengukuran kadar IL-6 pada jaringan otot mencit menunjukkan
variasi yang berbeda antar kelompok perlakuan, yang dapat dijelaskan dari
kondisi fisiologis dan perlakuan yang diterima masing-masing kelompok.
Pada kelompok tikus sehat (K1), kadar IL-6 terendah dicatat, yaitu 4,52 +
3,35 ng/L. Hasil ini konsisten dengan kondisi fisiologis normal, di mana
tikus yang tidak mengalami stres atau peradangan menunjukkan kadar
sitokin pro-inflamasi yang rendah. IL-6 merupakan sitokin pro-inflamasi
utama yang berperan dalam regulasi respons imun dan inflamasi, sehingga
kadar yang rendah pada K1 mencerminkan status otot yang sehat tanpa
stimulasi inflamasi tambahan.”®

Kelompok kontrol negatif (K2), yang hanya dipaparkan deksametason
tanpa terapi SH-MSCs, menunjukkan peningkatan kadar IL-6 menjadi 4,81
+ 2,49 ng/L. dibandingkan tikus schat. Peningkatan ini mencerminkan
respons inflamasi awal yang terjadi pada otot meskipun deksametason
dikenal sebagai agen anti-inflamasi yang bekerja dengan cara menghambat
NF-kB dan AP-1, menekan produksi sitoki inflamasi dan menghambat jalur
arakidonat. Hal ini dapat dijelaskan bahwa paparan glukokortikoid pada otot
yang mengalami stres atau kerusakan minor tidak sepenuhnya menekan
ekspresi IL-6, jalur NF-«kB tetap dapat diaktifkan akibat stres seluler,

memicu produksi sitokin pro-inflamasi. Kondisi ini konsisten dengan
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literatur yang menunjukkan bahwa pada sarcopenia yang diinduksi
glukokortikoid, IL-6 meningkat sebagai bagian dari respons inflamasi lokal
meski terdapat efek supresif parsial dari glukokortikoid.”' Tingginya kadar
IL-6 juga dikaitkan dengan gangguan redoks yang merupakan kondisi
terjadinya ketidakseimbangan antara produksi oksidan (ROS) dan kapasitas
sistem antioksidan tubuh sehingga sel mengalami stress oksidatif.”?

Kelompok SH-MSCs 30 pL (K3) menunjukkan peningkatan kadar IL-
6 menjadi 6,66 = 0,79 ng/L, lebih tinggi dibandingkan K2. Peningkatan ini
bisa diinterpretasikan sebagai respons awal terhadap pemberian SH-MSCs,
di mana faktor-faktor bioaktif yang dilepaskan oleh MSCs, seperti sitokin,
chemokin, dan eksosom, dapat memodulasi sistem imun lokal. IL-6 tidak
selalu menandakan inflamasi merugikan, dalam konteks regenerative
medicine, IL-6 bisa berperan pro-regeneratif (myokine) dan mendukung
rekrutmen sel imun untuk - perbaikan jaringan.”> Beberapa studi
menunjukkan bahwa MSCs mampu menghasilkan efek imunomodulator
yang kompleks, termasuk stimulasi sementara sitokin pro-inflamasi untuk
memicu proses penyembuhan jaringan, rekrutmen sel imun, dan perbaikan
matriks ekstraseluler.”*

Kelompok SH-MSCs 30 pL (K4) mencatat kadar IL-6 tertinggi, yaitu
10,94 + 6,60 ng/L. Kenaikan ini kemungkinan mencerminkan stimulasi
imunomodulator yang lebih kuat akibat pemberian dosis secretome yang
sama. SH-MSCs diketahui mengandung molekul-molekul seperti IL-6

sendiri, VEGF, dan faktor pertumbuhan lainnya yang dapat memicu respons
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inflamasi awal sebagai bagian dari mekanisme reparatif jaringan.”
Mekanisme ini sesuai dengan teori “inflammatory preconditioning”, di
mana stimulasi pro-inflamasi sementara diperlukan untuk memulai proses
regenerasi dan remodeling jaringan, meskipun akhirnya secretome juga
memiliki efek anti-inflamasi jangka panjang.”>’¢

Secara keseluruhan, meskipun terdapat perbedaan rata-rata kadar I1L-6
antar kelompok, hasil analisis statistik menunjukkan bahwa perbedaan ini
tidak signifikan secara statistik. Interpretasi biologis dari hasil ini
menunjukkan bahwa SH-MSCs dapat memicu modulasi sitokin pro-
inflamasi seperti IL-6, yang bersifat pleiotropik, sebagai bagian dari
mekanisme imunomodulasi dan perbaikan jaringan, namun efeknya bersifat
kompleks dan dipengaruhi oleh variasi individual serta interaksi dengan
faktor anti-inflamasi endogen, termasuk efek dexamethasone pada
kelompok kontrol.

Berbeda dengan profil sitokin pro-inflamasi yang cenderung bervariasi
secara individual, parameter keseimbangan oksidatif justru menunjukkan
pola respons yang lebih terukur terhadap kondisi patofisiologis dan
intervensi yang diberikan. Hasil pengukuran kadar SOD pada jaringan otot
mencit menunjukkan adanya peningkatan aktivitas enzim antioksidan yang
berbeda antar kelompok perlakuan, yang dapat dijelaskan berdasarkan
kondisi fisiologis dan intervensi yang diterima masing-masing kelompok.
Pada kelompok tikus sehat (K1), kadar SOD tercatat terendah, yaitu 4,52 +

0,62 ng/L. Hal ini sesuai dengan kondisi normal jaringan otot yang tidak
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mengalami stres oksidatif atau paparan inflamasi yang signifikan, sehingga
kebutuhan untuk aktivasi sistem antioksidan endogen relatif rendah. SOD
adalah enzim antioksidan endogen utama yang berperan sebagai garis
pertahanan pertama tubuh terhadap radikal bebas superoksida, membantu
menjaga keseimbangan redoks seluler dan mengendalikan ROS dalam
kondisi fisiologis normal. Dalam jaringan yang tidak mengalami stres
oksidatif atau paparan inflamasi signifikan, aktivitas SOD relatif stabil dan
tidak meningkat drastis karena kebutuhan untuk detoksifikasi ROS masih
rendah. ”’

Kelompok kontrol negatif (K2) menunjukkan peningkatan kadar SOD
menjadi 4,68 = 0,49 ng/L dibandingkan K1. Peningkatan ini kemungkinan
merupakan respons kompensatori otot terhadap stres oksidatif minor yang
mungkin timbul selama prosedur  eksperimental atau paparan
dexamethasone. Secara fisiologis, SOD berperan dalam detoksifikasi
radikal bebas superoksida menjadi hidrogen peroksida, sehingga
peningkatan kadar enzim ini pada K2 dapat mencerminkan aktivasi
mekanisme pertahanan antioksidan endogen terhadap stres oksidatif
ringan.”®

Pada kelompok SH-MSCs 30 pL (K3), kadar SOD meningkat lebih
lanjut menjadi 5,01 + 0,85 ng/L. Peningkatan ini menunjukkan bahwa
pemberian SH-MSCs dapat merangsang aktivitas enzim antioksidan di
jaringan otot. Mekanisme yang mungkin terjadi adalah melalui kandungan

faktor pertumbuhan dan molekul bioaktif dalam SH-MSCs, seperti VEGF,
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HGF, dan eksosom yang kaya antioksidan, yang dapat meningkatkan
ekspresi gen SOD melalui aktivasi jalur Nrf2 (nuclear factor erythroid 2—
related factor 2). Aktivasi Nrf2 memicu transkripsi enzim antioksidan
endogen termasuk SOD, katalase, dan glutathione peroksidase, sehingga
jaringan otot mampu mengatasi radikal bebas yang terbentuk akibat stres
oksidatif.**7

Kelompok SH-MSCs 30 pl. (K4) menunjukkan kadar SOD tertinggi,
yaitu 5,14 + 0,27 ng/L, namun perbedaan antar kelompok tidak signifikan
secara statistik. SH-MSCs diketahui mengandung molekul antioksidan dan
mediator anti-inflamasi yang tidak hanya meningkatkan kadar SOD tetapi
juga menurunkan pembentukan ROS, schingga menciptakan lingkungan
yang kondusif untuk regenerasi dan perbaikan jaringan.’ Temuan ini
didukung oleh studi terbaru yang mengamati bahwa secretome MSC dari
berbagai sumber dapat membantu menurunkan kadar ROS dan mendukung
regenerasi jaringan melalui peningkatan aktivitas enzim antioksidan,
termasuk SOD, serta menghambat apoptosis dan kerusakan oksidatif.®!

Secara keseluruhan, hasil ini menunjukkan bahwa pemberian secretome
SH-MSCs tidak menghasilkan perbedaan yang signifikan secara statistik
pada kadar IL-6 maupun SOD antar kelompok, meskipun secara deskriptif
kadar IL-6 cenderung lebih tinggi pada kelompok yang menerima SH-
MSCs dan kadar SOD sedikit meningkat pada kelompok K4. Temuan ini
sejalan dengan teori bahwa IL-6 bersifat pleiotropik, memiliki fungsi ganda

sebagai sitokin pro-inflamasi maupun sebagai myokine yang mendukung
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regenerasi jaringan, sehingga variasi ekspresinya dapat muncul sebagai
respons imunomodulator sementara terhadap faktor bioaktif dalam
secretome.”>’% Sedangkan SOD, sebagai enzim antioksidan endogen utama,
dapat ditingkatkan oleh faktor pertumbuhan dan molekul antioksidan dalam
SH-MSC, namun efeknya pada peningkatan aktivitas enzim antioksidan
mungkin masih terbatas pada dosis dan durasi perlakuan yang digunakan.
Meskipun perbedaan tidak signifikan, temuan ini tetap konsisten dengan
laporan primer bahwa MSCs dan secretomenya memiliki potensi untuk
modulasi imun dan perlindungan antioksidan, dengan kemampuan
meningkatkan kapasitas pertahanan sel terhadap stres oksidatif dan
mendukung proses regenerasi jaringan otot.*?

Terdapat beberapa keterbatasan yang perlu diperhatikan dalam
interpretasi hasil. Tingginya variasi individu, khususnya pada kelompok K1
dan K4 diduga menjadi faktor utama yang menyebabkan perbedaan antar
kelompok tidak mencapai signifikansi statistik pada uji Kruskal-Wallis
maupun One Way-ANOVA, meskipun secara deskriptif terlihat adanya tren
peningkatan atau penurunan. Selain itu, jumlah sampel yang relatif terbatas
pada tiap kelompok juga membatasi kekuatan statistik untuk mendeteksi
perbedaan yang lebih halus pada parameter inflamasi dan kapasitas
antioksidan.

Keterbatasan lain adalah fokus penelitian pada satu titik waktu
pengambilan sampel, yaitu hari ke-39 pasca-perlakuan, mungkin belum

mampu menginterpretasikan perubahan IL-6 dan aktivitas SOD secara
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komprehensif. Kondisi individu mencit sebagai objek penelitian, termasuk
respons imun dan metabolisme jaringan otot, dapat turut memengaruhi hasil
pengukuran dan menambah variasi data. Keterbatasan ini menunjukkan
bahwa meskipun SH-MSCs berpotensi memodulasi inflamasi dan
meningkatkan kapasitas antioksidan, interpretasi terhadap efek terapi harus
dilakukan dengan hati-hati. Penelitian selanjutnya disarankan untuk
menggunakan ukuran sampel yang lebih besar, mengontrol lebih ketat
kondisi selama perlakuan, serta melakukan pengambilan sampel pada
beberapa titik waktu untuk memantau perubahan temporal. Pendekatan ini
akan memberikan gambaran yang lebih menyeluruh mengenai efek SH-
MSCs, sekaligus meminimalkan bias yang timbul akibat variasi biologis

antar subjek.
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

1.

Pemberian SH-MSCs tidak berpengaruh terhadap kadar IL-6 maupun
SOD pada mencit betina galur C57BL/6 model sarcopenia yang
diinduksi Dexamethasone.

Model sarcopenia terbukti valid secara deskriptif, ditunjukkan oleh
perbedaan kadar IL-6 antara kelompok tikus sehat (K1, 4,52 + 3,35
ng/L) dan kelompok kontrol negatif yang diinduksi dexamethasone (K2,
4,81 £ 2,49 ng/L), serta perbedaan kadar SOD antara kelompok sehat
(K1, 4,52 £ 0,62 ng/L) dan kontrol negatif (K2, 4,68 = 0,49 ng/L).
Meskipun perbedaan tidak signifikan secara statistik, profil kadar IL-6
dan SOD mencerminkan respons inflamasi dan antioksidan yang sesuai
dengan patofisiologi sarcopenia akibat dexamethasone.

Terapi SH-MSCs tidak memberikan pengaruh signifikan terhadap kadar
IL-6 maupun SOD, berdasarkan perbandingan antara kelompok model
sarcopenia yang diinduksi dexamethasone dengan kelompok perlakuan
SH-MSCs pada variasi dosis 30 uL dan 60 pL (p>0,05).

Dosis SH-MSCs 60 pL. memberikan pengaruh yang lebih signifikan,
ditunjukkan oleh kadar IL-6 dan SOD yang lebih tinggi dibandingkan
dosis 30 pL maupun kelompok kontrol. Namun, perbedaan ini tidak

signifikan secara statistik (p>0,05), sehingga pengaruh peningkatan
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dosis terhadap efektivitas SH-MSCs dalam menurunkan IL-6 maupun
meningkatkan SOD belum dapat dipastikan.

Analisis kadar IL-6 dan SOD pada seluruh kelompok perlakuan
menunjukkan variasi antar kelompok, dengan nilai tertinggi pada
kelompok SH-MSCs 60 pL. Meskipun perbedaan tidak signifikan
secara statistik, temuan ini tetap menunjukkan bahwa SH-MSCs
berpotensi memodulasi respons inflamasi dan meningkatkan kapasitas
antioksidan, sehingga memiliki potensi sebagai agen terapeutik pada

model sarcopenia in vivo.

6.2 Saran

1.

Penelitian selanjutnya disarankan untuk mempertimbangkan strategi
pengendalian variasi individu yang bertujuan untuk mengurangi bias
akibat perbedaan karakteristik subjek penelitian, sehingga hasil lebih

valid dan reliabel.

. Ukuran sampel pada tiap kelompok sebaiknya ditingkatkan sehingga

perbedaan pada parameter inflamasi dan kapasitas antioksidan dapat

terdeteksi secara signifikan.

. Pengambilan sampel sebaiknya dilakukan pada beberapa titik waktu

secara berkala, sehingga dinamika temporal perubahan IL-6 dan SOD
dapat dipantau secara komprehensif dan memberikan gambaran yang

lebih akurat mengenai efek terapi SH-MSCs.
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