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ABSTRAK

Pendahuluan: Paparan ultraviolet B (UVB) dapat menimbulkan stres oksidatif
berlebih melalui pembentukan reactive oxygen species (ROS), yang menyebabkan
peroksidasi lipid, peradangan, dan collagen loss. Hyaluronic acid (HA) dan
exosome yang berasal dari mesenchymal stem cells hipoksia (EH- MSCs)
diketahui memiliki aktivitas antioksidan dan imunomodulator, namun potensi efek
sinergis keduanya pada kondisi collagen loss belum banyak diteliti. Tujuan:
Menganalisis efek pemberian kombinasi EH- MSCs dan HA terhadap kadar
malondialdehida (MDA) sebagai biomarker stres oksidatif dan ekspresi gen
IL- 10 sebagai penanda respon antiinflamasi pada model tikus collagen loss
akibat paparan UVB. Metode: Penelitian in vivo ini menggunakan 34 ekor tikus
jantan Wistar (200250 g, usia 2—3 bulan) yang dibagi secara acak ke dalam lima
kelompok: sehat tanpa UVB (K1), UVB+NaCl (K2), UVB+HA (K3),
UVB + EH- MSCs (K4), dan UVB + kombinasi HA + EH- MSCs (K5). Paparan
UVB (160 mJ/cm?, 302 nm, 8 menit/hart) diberikan 5x/minggu selama 2 minggu.
Perlakuan injeksi subkutan dilakukan pada hari ke- 15, dan analisis dilakukan
pada hari ke- 20. Kadar MDA diukur menggunakan ELISA, sedangkan ekspresi
gen IL- 10 diuji dengan gRT- PCR menggunakan gen housekeeping GAPDH.
Data dianalisis menggunakan ANOVA (p <0,05). Hasil: Kadar MDA tertinggi
terlihat pada kelompok K2 (46,20+ 8,27 ng/mL) dan terendah pada K5
(24,32 £4,55 ng/mL), mendekati nilai kelompok sehat (24,45=+5,70 ng/mL).
Ekspresi gen IL- 10 tertinggi juga ditemukan pada kelompok K5 (0,73 +0,31)
dibandingkan K2 (0,03 +0,01) (p<0,05). Kesimpulan: Kombinasi EH- MSCs
dan HA secara signifikan menurunkan peroksidasi lipid dan meningkatkan respon
antiinflamasi, menunjukkan efek sinergis dalam memulihkan status redoks dan
homeostasis jaringan kulit setelah paparan UVB.

Kata kunci: Exosome MSCs, Hyaluronic acid, UVB, Collagen loss, IL- 10,
MDA, stres oksidatif



ABSTRACT

Background: Ultraviolet B (UVB) exposure promotes excessive oxidative stress
through the generation of reactive oxygen species (ROS), resulting in lipid
peroxidation, inflammation, and loss of dermal collagen. Hyaluronic acid (HA)
and hypoxia-conditioned mesenchymal stem cell exosomes (EH - MSCs) exhibit
antioxidant and immunomodulatory activities, yet their synergistic effects on
UVB - induced photoaging remain poorly understood. Objective: To investigate
the combined effects of EH - MSCs and HA on malondialdehyde (MDA) levels as
an oxidative stress marker and IL-10 gene expression as an indicator of
anti - inflammatory response in a UVB-induced collagen loss rat model.
Methods: Thirty - four male Wistar rats (200-250g, 2-3 months old) were
randomly divided into five groups: healthy (K1), UVB + NaCl (K2), UVB + HA
(K3), UVB+EH-MSCs (K4), and UVB+ HA+ EH-MSCs (K5). UVB
irradiation (160 mJ/cm? 302 nm, 8 min/day) was administered five times per week
for two weeks. Subcutaneous treatments were given on day 15, and sampling was
performed on day 20. MDA levels were quantified using ELISA, while IL - 10
expression was assessed by gRT - PCR relative to GAPDH. Data were analyzed
by one - way ANOVA (p < 0.05). Results: The highest MDA level was observed in
group K2 (46.20+8.27 ng/mL) and the lowest in K5 (24.32+4.55ng/mL),
approximating the healthy control (24.45+5.70 ng/mL). IL - 10 expression was
highest in K5 (0.73 + 0.31) compared to K2 (0.03 £0.01) (p < 0.05). Conclusion:
The combination of EH - MSCs and HA effectively reduces oxidative stress and
enhances the anti- inflammatory response, demonstrating a synergistic
therapeutic potential for restoring cutaneous redox balance and collagen integrity
after UVB - induced damage.

Keywords: MSC exosomes, Hyaluronic acid, UVB, Collagen loss, IL - 10, MDA,
Oxidative stress
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Radiasi ultraviolet B (UVB) dapat menyebabkan kerusakan DNA sel
kulit melalui akumulasi Reactive Oxygen Species (ROS)" yang berdampak
pada penurunan jumlah kolagen di kulit?* Akumulasi ROS dapat
meningkatkan stres oksidatif melalui peroksidasi lipid di dalam sel sehingga
dapat meningkatkan malondialdehyde (MDA).>® Kadar MDA yang tinggi
dapat memicu upregulasi sitokin proinflamasi interleukin 15 (IL-1B) dan
downregulasi sitokin - antiinflamasi  interleukin-10  (IL-10) yang
menyebabkan aktivasi berbagai jalur degradasi kolagen.”® Terapi collagen
loss akibat paparan UVB menggunakan senyawa kimia seperti hyaluronic
acid (HA) yang dalam pengunaan jangka panjang dapat menyebabkan iritasi
kulit, kekeringan, dan kemerahan hingga kanker kulit.’

Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa exosome mesenchymal stem
cells (EH-MSCs) terbukti menekan inflamasi dan stress oksidatif yang dapat

mencegah collagen loss.’0!

Namun, eksplorasi tentang pengaruh
pengunaan kombinasi EH-MSCs dan HA terhadap kadar MDA dan ekspresi
gen IL-10 masih belum banyak diteliti, sehingga perlu di eksplorasi untuk
mengetahui efek pemberian kombinasi EH-MSCs dan HA terhadap kadar
MDA dan ekspresi gen IL-10 pada tikus model collagen loss.

Insidensi kehilangan kolagen akibat UVB mencapai 72% pada

populasi di negara tropis seperti Indonesia.'? Pada tahun 2015, tercatat 4,2%



dari 142 subjek mengalami penurunan kolagen setelah tiga kali paparan
UVB dengan 1 minimal erythema dose (MED).™ Terapi yang telah
dikembangkan untuk menangani collagen loss dengan penggunaan senyawa
kimia seperti HA dosis 0,1-1%b/v.** Hyaluronic acid dapat menginduksi
kolagen dengan mekanisme membentuk ikatan pada reseptor CD44 dikulit
untuk menstimulasi sintesis kolagen. Hyaluronic acid juga telah terbukti
meningkatkan efek growth factor seperti TGF-B dan menginduksi
proliferasi fibroblast yang dapat meningaktkan jumlah collagen-producing
cells.*™® Penggunaan HA dalam jangka panjang diketahui memiliki
berbagai efek samping. ° Hal ini menunjukkan perlunya alternatif terapi
yang lebih efektif, aman, dan mampu menargetkan akar permasalahan, yaitu
stres oksidatif dan disregulasi imun.

Penelitian terdahulu melaporkan bahwa exosome MSCs mengandung
interleukin-10 (I1L-10), growth factor, dan mIRNA'®'" yang dapat
menginduksi peningkatan kadar kolagen®®. IL-10 dan TGF-p yang diinduksi
oleh exosome MSCs terbukti mampu mengendalikan kerusakan kulit akibat
paparan UVB dengan menurunkan kadar ROS™ melalui peningkatan Nrf2

melalui jalur NF-kp?%*

, serta dapat menurunkan inflamasi dan menginduksi
produksi kolagen.??® Selain itu, penelitian lain juga menunjukkan bahwa
exsosome MSCs mengandung mikroRNA seperti miR-21 yang dapat
mengatur jalur inflamasi seperti IL-6 dan TNF-a yang diproduksi berlebih

pada inflamasi berkepanjangan®®. HA bekerja dengan menghambat aktivitas

enzim matrix metalloproteinase (MMP) dan merangsang aktivitas sel
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fibroblast untuk memproduksi kolagen tipe | dan 111.** Penelitian lain
melaporkan bahwa, HA mengaktivasi jalur TGF-B untuk proses sintesis
kolagen.'**

Kombinasi HA dan EH-MSCs dapat berkerja sinergis karena
keduanya memiliki mekanisme aksi yang saling mendukung. EH-MSCs
memiliki potensi lebih besar dalam menekan stres oksidatif, menghambat
jalur inflamasi, dan menginduksi faktor pertumbuhan yang mempercepat
regenerasi jaringan kolagen. Kombinasi ini dapat meningkatkan produksi
kolagen, memperkuat efektivitas terapi, serta memperpanjang durasi kerja
biomolekul aktif di dermis. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk
menganalisis pengaruh kombinasi EH- MSCs dan HA secara injeksi
subkutan pada tikus- model collagen loss. Hewan coba yang digunakan
adalah tikus karena memiliki struktur kulit yang mirip dengan manusia.
Paparan UBV diberikan sebesar 160 mJ/cm? selama lima kali seminggu
selama dua minggu. Kadar MDA diamati dari protein yang diisolasi dari
sampel kulit, sedangkan ekspresi gen I1L-10 diamati dari RNA yang diisolasi
dari sampel kulit. Hasil penelitian ini diharapkan dapat digunakan dalam
mitigasi efek penuaan dan collage loss pada kulit melalui modulasi

biomolekul aktif secara lebih tahan lama dan efektif.

Rumusan Masalah
Rumusan masalah yang dapat dirumuskan adalah "Apakah terdapat
pengaruh kombinasi Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (EH-

MSCs) dan Hyaluronic Acid (HA) terhadap kadar MDA dan ekspresi gen
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IL-10 pada tikus jantan galur wistar model collagen loss yang dipapar

dengan UV-B?

Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui
pengaruh kombinasi Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells
(EH-MSCs) dan Hyaluronic Acid (HA) terhadap kadar MDA dan
ekspresi gen IL-10 pada tikus jantan galur wistar model collagen

loss yang dipapar UV-B.

1.3.2. Tujuan Khusus

Penelitian ini bertujuan khusus antara lain untuk :

a. Menganalisis perbedaan kadar MDA pada tikus jantan galur
wistar model collagen loss yang dipapar UV-B dan diberi
perlakuan kombinasi EH-MSCs dan HA dibandingkan dengan
kelompok kontrol.

b. Menganalisis perbedaan ekspresi gen IL-10 pada tikus jantan
galur wistar model collagen loss yang dipapar UV-B dan diberi
perlakuan kombinasi EH-MSCs dan HA dibandingkan dengan

kelompok kontrol.



1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritis
Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah ilmu
penegetahuan dan sumber penelitian lanjutan tentang pengaruh
kombinasi EH-MSCs dan HA terhadap kadar MDA dan ekspresi gen
IL-10 pada tikus jantan galur wistar model collagen loss yang
dipapar UV-B.
1.4.2. Manfaat Praktis
Hasil penelitian ini diharapkan dapat mendorong pemanfaatan
kombinasi EH-MSCs dan HA untuk collagen loss akibat paparan
UVB.
1.5. Originalitas Penelitian
Tabel 1.1. Originalitas Penelitian
No  Peneliti, tahun Judul Metode Hasil
1  Se-RaPark, Jae- Stem Cell and Invivo MSCs
Wan Kim, Hee- Its Effect on meningkatkan
Sook Jun, Yoo Cellular kemampuan
Young Roh, Mechanisms proliferasi sel kulit
Hwa-Yong Lee, Relevant to seperti  fibroblast,
In-Sun  Hong, Wound Healing keratinosit,  dan
2017% epitel  vascular,
meningkatkan
perbaikan kulit
2 Sudha Evaluation  of Invitro MSCS
Balasubramania the Profile and menghambat
n, Chara Thej, Functional aktivasi Extra
Ankita Characteristics Cellular ~ Matrix
Wavekar, of Human Bone (ECM)/MMP
Priyanka Marrow sehingga terjadi
Swamynathan, = Mesenchymal sintesis kolagen.
Pawan K Gupta, Stromal Cells-
Raviraja N Derived




No Peneliti, tahun Judul Metode Hasil
Seetharam, Conditioned
Anish S Medium
Majumdar, Suggest
2017% Potential  for

Skin
Rejuvenation

3  Shiqi Hu, Needle-Free In vivo MSCs
Zhenhua Li, Injection of menyebabkan
Jhon Cores, Ke Exosomes peningkatan
Huang, Teng Derived from ekspresi
Su, Phuong- Human Dermal prokolagen tipe |
Uyen Dinh, Ke Fibroblast dan penurunan
Cheng, 2019%"  Spheroids ekspresi  MMP-1

Ameliorates yang signifikan,

Skin terutama melalui

Photoaging penurunan
regulasi tumor
necrosis  factor-
alpha (TNF-a) dan
peningkatan
regulasi
transforming
growth factor beta
(TGF-B).

4  Natalia Mesenchymal In vitro MSCS mencegah
Basalova, Stromal  Cells diferensiasi
Georgy Prevents myofibroblas dan
Sagaradze, Myofibroblasts pembentukan
Mikhail Differentiation ECM vyang dapat
Abartskiy, by Transferring menyebabkan
Evgeniy Fibrosis- turunnya produksi
Evtushenko, Associated kolagen.

Natalia microRNAs

Kalinina, 2019%®  within
Extracellular
Vesicles

5 Yi You, Yu Intradermally In vivo Pemberian MSCs
Tian, Zhaogang delivered meningkatkan
Yang, Junfeng mMRNA- produksi collagen
Shi, Kwang Joo encapsulating Al, dan mencegah
Kwak, Yuhao extracellular degradasi  ekstra

Tong, Jianhong
Cao,
WeiOHsiang
Hsu, 2023%°

vesicles for
collagen-
replacement
therapy

seluler matriks




No Peneliti, tahun Judul Metode Hasil
6  Jessica Hypoxia- In vivo Exosome hipoksia
Angelina, conditioned MSCs  memiliki
Agung  Putra, mesenchymal aktivitas
Setyo Trisnadi, stem cells antioksidan  dan
Dedy (MSC) antiinflamasi
Hermansyah, exosomes dengan
Eko Setiawan, attenuate mengurangi
Titiek ultraviolet-B ekspresi MDA dan
Sumarawati, (UVB)- MMP-1 pada tikus
Nur Dina mediated model  collagen
Amalina 2025*°  malondialdehyd loss yang
e (MDA) and diinduksi UVB
matrix
metalloproteina
se-1  (MMP)-1
upregulation in
collagen  loss
models.

MSCs dapat meningkatkan kemampuan proliferasi sel kulit seperti
fibroblast, keratinosit, dan epitel vascular, meningkatkan perbaikan kulit.”®
Penelitian lainnya melaporkan bahwa senyawa soluble molekul pada MSCs
menyebabkan peningkatan ekspresi prokolagen tipe | dan penurunan
ekspresi MMP-1 yang signifikan, terutama melalui penurunan regulasi
tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) dan peningkatan regulasi transforming
growth factor beta (TGF-B)." Penelitian dengan pemberian exosome
meningkatkan produksi collagen Al, dan mencegah degradasi ekstra seluler
matriks.?® Penelitian terdahulu melaporkan bahwa MSCs yang melepaskan
secretome dan exosome menghambat aktivasi Extra Cellular Matrix
(ECM)/MMP sehingga terjadi sintesis kolagen.”® Penelitian lainnya juga
melaporkan bahwa HMSCS mencegah diferensiasi myofibroblas dan

pembentukan ECM yang dapat menyebabkan turunnya produksi kolagen.



Exosome hypoksia MSCs juga dilaporkan memiliki aktivitas antioksidan
dan antiinflamasi dengan mengurangi ekspresi MDA dan MMP-1 pada tikus
model collagen loss yang diinduksi UVB.® Penelitian-penelitian tersebut
berbeda dengan penelitian ini dimana EH- MSCs akan dikombinasikan
dengan HA dan diinjeksikan secara subkutan pada tikus model collagen loss

yang dipapar UVB dan dianalisis kadar MDA dan ekspresi gen IL-10.
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2.1. Malondialdehyde (MDA)
2.1.1. Definisi

Malondyaldehyde (MDA) adalah senyawa organik dengan
rumus nominal CH,(CHO),. Senyawa ini sangat reaktif yang terjadi
secara alami dan merupakan penanda stres oksidatif.*> MDA
sebagian besar ada dalam bentuk enol, dan dalam pelarut organik,
isomer cis lebih disukai, sedangkan dalam air, isomer trans lebih
dominan. MDA  dihasilkan dari peroksidasi lipid asam lemak
poliunsaturasi  dan merupakan produk utama dalam sintesis
tromboksan A2.%

MDA digunakan sebagai biomarker stres oksidatif dalam
banyak masalah kesehatan seperti collagen loss, hiperpigmentasi,
alergi, periodontitis dan kanker. MDA bereaksi dengan
deoksiasenosin  dan deoksiguanosin dalam DNA dan dapat
menyebabkan mutasi. Pada orang dewasa yang lebih tua, MDA telah
dikaitkan dengan mortalitas akibat semua penyakit. MDA diproduksi
oleh lipid membran sebagai respons terhadap ROS dan dapat
digunakan sebagai indikator untuk mengevaluasi tingkat kerusakan
membran plasma sel. MDA adalah salah satu produk akhir

peroksidasi asam lemak poliunsaturasi dalam sel yang dapat
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menyebabkan kerusakan dan lisis protein pada sistem membran sel
dan menyebabkan kematian sel kulit dalam kasus yang parah. 3%
Pengaruh Paparan UVB terhadap Kadar MDA dan Penurunan
Kolagen

Peningkatan kadar MDA telah dilaporkan oleh berbagai
penelitian defisiensi kolagen pada kulit. ** MDA adalah dialdehida
tiga karbon yang sangat reaktif sebagai penanda stres oksidatif yang
dihasilkan sebagai produk samping dari peroksidasi asam lemak
poliunsaturasi dan asam arakidonik. **%

Penelitian terdahulu melaporkan bahwa MDA berperan
penting dalam defisiensi kolagen pada kulit yang terpapar sinar
matahari dan berkontribusi pada kerusakan kulit. Peran stres
oksidatif dalam kelainan collagen loss kulit dapat diprediksi oleh
temuan klinis kadar kolagen kulit yang abnormal pada beberapa
penyakit kulit akibat UVB.*"*® Paparan UVB pada kulit dapat
menghasilkan peningkatan jumlah ROS, yang menyebabkan
ketidakseimbangan antara produksi ROS dan mekanisme pertahanan
antioksidan, yang mengakibatkan stres oksidatif. Stres oksidatif
dapat menyebabkan kerusakan DNA dan produksi sitokin
proinflamasi, yang dapat berkontribusi pada perkembangan collagen

loss. Stres oksidatif tersebut yang memicu aktivasi jalur dan kadar

MDA dalam kulit.
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Berbagai stresor termasuk radiasi UV dapat meningkatkan
produksi MDA vyang berdampak pada kerusakan DNA dan
penghentian siklus sel melalui jalur p53/p21 sehingga melibatkan
kaskade P38/MAPK dan jalur NF-xB*'. Telah ditunjukkan bahwa
kulit manusia yang terpapar sinar UV memiliki akumulasi sel tua
yang sangat tinggi. Akumulasi fibroblas tua dapat mempercepat
penuaan kulit dengan mensekresi faktor-faktor fenoti sekretori
terkait penuaan (SASP), termasuk IL-la, IL-1B, IL-6, IL-8, dan
MMPs. Faktor SASP yang  disekresikan dari fibroblas tua
bertanggung jawab atas peradangan kronis serta degradasi ECM.
Gambar 2.2 menjelaskan jalur pensinyalan utama yang terlibat

dalam penurunan kolagen hingga photoaging yang diperantarai

uv.*
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Gambar 2.1. Proses sekresi MDA akibat peningkatan ROS*



12

2.2. Interleukin 10 (IL-10)

2.2.1.

2.2.2.

Definisi

Interleukin-10 (IL-10) adalah pleomorfik yang terlibat sebagai
antiinflamasi selama terjadinya infeksi.** IL-10 diproduksi hampir
semua sel imun seperti sel B, sel mast, granulosit (neutrophil,
basophil, eosinophil), makrofag, sel dendritik, dan beberapa sub
populasi sel set T. IL-10 berperan sebagai agen pengatur post
transcriptional di tingkat seluler untuk menekan messenger RNA
(mRNA) untuk menstabilkan protein HUR (Human antigen R). IL-10
dapat menghambat jalur persinyalan apoptosis melalui jalur p38
Mitogen Activated of transcription (MAPK), melalui Signal
Transducer and Activator of Transcription 3 (STATS3), sehingga

menghambat kematian jaringan dan disfungsi organ setelah cedera.*?

Peran IL-10 pada collagen loss akibat UVB

IL-10 adalah sitokin anti-inflamasi yang diproduksi oleh sel T-
reg. IL-10 berperan dalam mengatur sistem kekebalan yang
meminimalkan kerusakan sel selama peradangan. Peradangan dan
imunosupresi  kulit akibat radiasi UVB dapat ditekan dengan
peningkatan ekspresi dan sekresi IL-10 pada kulit.** Molekul
inflamasi yang terkait dengan photoaging yang dimediasi oleh
radiasi UVB menunjukan bahwa keratinosit yang rusak akibat sinar

UVB mengeluarkan RNA nonkode yang dapat mengaktifkan TLR3
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dan menginduksi respons inflamasi seperti TNF-a dan IL-6, serta
menekan 1L-10 yang dapat menyebabkan penurunan kolagen.** IL-
10 juga berperan dalam pencegahan photoaging akibat penyinaran
UVB dengan menekan ekspresi IL-6 yang diinduksi radiasi UVB
pada kulit tikus. Penelitian lain melaporkan peningkatan ekspresi IL-

10 pada keratinosit manusia dapat mencegah penurunan kolagen.

UV absorption

Antheor2n @@l

£ MDA damage

(% MWK
N
Mitochondria
The activation from ROS
The activaton from anthocyanins \
Al

The inhibition from anthacyanins g 5
Result of antiosyaning treatment IL-1, IL-3, 1L-6, o v

L0 1192

-
-
» o

The release of UV

Gambar 2.2. Jalur aktivasi inflamasi penyebab collagen loss*
Paparan sinar UV pada kulit menyebabkan pembentukan ROS
di dalam sitoplasma sel fibroblas. ROS ini berperan sebagai sinyal
molekuler yang mengaktivasi jalur pensinyalan mitogen-activated
protein kinase (MAPKS) yang terdiri dari ERK1/2, JNK, dan p38.
Ketiga kinase ini mengalami fosforilasi yang memediasi aktivasi

faktor transkripsi activator protein-1 (AP-1), yang tersusun dari



14

subunit c-Fos dan c-Jun. Aktivasi AP-1 meningkatkan ekspresi gen-
gen yang mengandung elemen respon cAMP (CRE), termasuk
MMP-1, -3, -9 yang berperan dalam degradasi kolagen, serta COX-2
dan iNOS yang memicu peradangan. ROS juga mengaktivasi faktor
transkripsi NF-kB melalui degradasi protein inhibitor IkB, sehingga
NF-kB dapat berpindah ke nukleus dan menstimulasi ekspresi gen
inflamasi lainnya. Aktivasi AP-1 dan NF-kB secara bersamaan
menyebabkan peningkatan enzim proinflamasi dan enzim degradasi
matriks, yang mengarah pada penurunan sintesis prokolagen dan
peningkatan degradasi kolagen. Kombinasi dari proses-proses ini
menghasilkan kerusakan jaringan ikat dermal dan peradangan kulit,
yang merupakan ciri utama dari penurunan kolagen yang diinduksi
oleh sinar UV. *

Sitokin  antiinflamasi 1L-10 berperan penting dalam
menghambat proses peradangan, termasuk yang diinduksi oleh stres
oksidatif akibat paparan sinar UVB. IL-10 berfungsi sebagai
penghambat aktivasi NF-xB dan AP-1. 1L-10 dapat menghambat
transkripsi gen proinflamasi dengan menginterferensi aktivasi NF-
kB melalui stabilisasi IkB serta menghambat ekspresi c-Fos dan c-
Jun yang membentuk AP-1. IL-10 juga menurunkan ekspresi MMPs,
COX-2, dan iNOS, yang berarti mengurangi kerusakan kolagen,
menekan sintesis mediator inflamasi, dan mencegah kerusakan

jaringan lebih lanjut. IL-10 dapat meningkatkan aktivitas antioksidan
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dan menekan produksi ROS, sehingga memiliki efek protektif

dengan mengurangi stres oksidatif dan menghambat respons

inflamasi yang ditimbulkannya.**#’

2.3. Exosome

2.3.1.

2.3.2.

Definisi Exosome

Exosome adalah vesikel ekstraseluler berukuran nano yang
dihasilkan dan dilepaskan secara alami oleh hampir semua jenis sel,
termasuk sel punca. Exosome membawa berbagai biomolekul seperti
protein, lipid, serta materi genetik (RNA, mRNA, microRNA), dan
berfungsi  sebagai pembawa pesan antar sel untuk mengatur

komunikasi dan mempengaruhi perilaku sel target. *°

Peran Exosome MSCs

Exosome vyang dihasilkan oleh mesenchymal stem cell
mengandung small molecule growth factor dapat diproduksi melalui
berbagai metode. MSCs yang diinkubasi dalam metode hipoksia
diketahui meningkatkan pelepasan molekul pro-regenerasi.”® Disisi
lain, paparan kondisi hipoksia pada MSCs dapat meningkatkan
sekresi sitokin anti-inflamasi seperti interleukin-10 (IL-10), serta
menginduksi sejumlah enzim antioksidan, di antaranya glutathione
peroxidase (GPX), superoxide dismutase (SOD1, SOD?2), catalase
(CAT), dan sirtuin (SIRT1, SIRT3), yang mayoritas terakumulasi di

dalam eksosom sel. *°
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Produk 1IL-10 oleh MSCs diketahui berperan dalam
menghambat aktivasi transcription factor nuclear factor kappa B
(NF-xB), yang merupakan pemicu terjadinya overekspresi reactive
oxygen species (ROS). Di sisi lain, exosome MSCs dapat
mengaktivasi factor transkripsi NRF2, sehingga meningkatkan
ekspresi gen-gen antioksidan yang dapat menurunkan kadar ROS.
Selain molekul protein dan enzim, exosome MSCs yang dihasilkan
dalam kondisi hipoksia juga mengandung berbagai microRNA,
seperti miR-21, miR-22-3p, dan miR-215-5p, yang turut berperan
dalam inhibisi stres oksidatif. *

Pada lingkungan inflamasi, berbagai sinyal pro-inflamasi
seperti IFN-y, TNF, IL-1q, dan IL-1( yang diproduksi oleh limfosit
dan makrofag berperan dalam mengaktifkan MSCs. Setelah
aktivasi, MSCs melepaskan berbagai kemokin yang berfungsi
menarik sel imun lain dan memodulasi respon imun. Pada MSCs
manusia,  produksi - IDO  (indoleamine  2,3-dioxygenase)
menyebabkan induksi sel T regulator (Tregs) dan penurunan
proliferasi sel T, yang berperan pada efek imunomodulator MSCs.
Sementara itu, pada MSCs tikus, produksi NO (nitric oxide) juga
menghambat proliferasi sel T. MSCs yang teraktivasi dalam
lingkungan inflamasi tidak hanya berperan penting dalam perbaikan
jaringan, tetapi juga secara aktif mengatur respon imun melalui

pelepasan molekul-molekul yang menekan aktivitas sel T dan
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meningkatkan populasi Tregs. Mekanisme ini menunjukkan potensi
terapeutik MSCs regenerasi jaringan yang melibatkan modulasi

mikroenvironment inflamasi. &
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Gambar 2.3. Lingkungan Inflamasi Mengaktivasi MSC®
2.3.3. Mesenchymal Stem Cells (MSCs)

Mesenchymal stem cells (MSCs) adalah sel yang bersifat
multipotensi sehingga dapat berdiferensiasi menjadi sel dewasa lain
seperti osteosit, adiposity, dan neurosit. Mesenchymal stem cell
dapat diisolasi dari beberapa jaringan antara lain jaringan adipose,
folikel rambut, hingga Wharton Jelly dari tali pusat.*® Secara umum,
MSCs diidentifikasi sebagai sel yang dapat menempel pada
permukaan plastik dan bentuk menyerupai sel fibroblast atau jarum.
Secara fenotype, MSCs yang diisolasi dari tikus, dimana MSCs tikus

tidak mengekspresikan beberapa marker spesifik antara lain CD44
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dan CD29, namun mengekspresikan marker spesifik CD45 dan
CD31 dan bersifat osteogenik.*®
Peran MSCs

Secara in-vivo, MSCs berfungsi dalam proses regenerasi suatu
jaringan. Peran MSCs dalam regenerasi jaringan berkaitan dengan
kemampuan MSCs dalam berdiferensiasi dan meregulasi kondisi
imun dalam tubuh. Kemampuan diferensiasi MSCs memungkinkan
untuk dapat mengganti jaringan yang rusak. Sedangkan kemampuan
MSCs sebagai imunoregulator berkaitan dengan kemampuan MSCs
untuk bersifat pro-inflamasi atau bersifat anti-inflamasi. MSCs
berperan dalam memicu proses inflamasi yang menyebabkan
beberapa komponen inflamasi segera menuju ke lokasi inflamasi.
Hal ini menyebabkan proses inflamasi akan berlangsung lebih cepat
dibandingkan dengan  kondisi normal. Ketika proses inflamasi
selesai, MSCs akan berubah peran bersifat anti-inflamasi dan
memiliki kemampuan dalam mengeksresikan sitokin-sitokin yang

berperan dalam menghentikan proses inflamasi.>**

Konsep Small Molecule Growth Factor MSC

Terminologi fungsional MSC didasarkan pada kemampuannya
dalam menskresi berbagai soluble molecule yang memiliki efek
parakrin. Konsep parakrin adalah komunikasi MSC dengan sel dan

matriks sekitarnya melalui molekul sinyal tertentu yang dilepaskan
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olen MSC. Secara spesifik, konsep small molecule growth factor
MSC didasarkan pada®:
1. Kompleksitas teknik isolasi MSC
Sebagaimana diketahui teknik dan metode dalam
mengisolasi MSC membutuhkan teknik yang komplek
disamping kerja aseptis serta waktu kultur (selama beberapa
minggu) untuk mendapatkan turunan MSC yang homogen
dengan potensi stemness tinggi, terutama kemampuan multi-
diferensiasi menjadi berbagai sel jaringan spesifik. Berbagai
faktor harus dikendalikan untuk mencapai hasil optimum,
karena banyak faktor yang ikut menentukan hasil akhir isolasi.
2. Waktu paruh kehidupan MSC yang singkat
Berbagai hasil penelitian melaporkan bahwa waktu paruh
kehidupan MSC ketika berintegrasi dalam jaringan cedera pasca
transplantasi hanya bertahan pada waktu singkat, sehingga
kemungkinan MSC melakukan fungsi regenerasi tidak optimal.
Berbagai faktor internal yang terjadi dalam jaringan cidera ikut
mempengaruhi waktu paruh kehidupan MSC.
3. Konsep parakrin MSC dalam regenerasi
Laporan penelitian terkini mengungkapkan bahwa
sebagian besar MSC yang diberikan lewat intravena akan
terjebak dalam paru sebagai small emboli (tidak menimbulkan

oklusi vaskuler). Sekalipun demikian, MSC yang terjebak
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tersebut tetap akan melepaskan berbagai molekul antiinflamasi,
disamping pro-regenerasi. Hal ini memunculkan spekulasi
bahwa secretome yang mengandung exosome yang dilepas oleh
MSC secara parakrin merupakan faktor utama dalam regenerasi

jaringan.

2.4. Collagen Loss
2.4.1. Definisi Collagen Loss

Kolagen loss akibat paparan UVB adalah kondisi
berkurangnya jumlah dan kualitas kolagen dalam kulit yang dipicu
oleh radiasi ultraviolet tipe B dari sinar matahari. Paparan UVB
menyebabkan kerusakan pada serat kolagen dan elastin yang terletak
di lapisan dermis, sehingga proses regenerasi kulit terganggu,
elastisitas menurun, dan tanda-tanda penuaan seperti kerutan dan
kulit kering semakin nyata. Paparan UVB secara berkepanjangan
memicu terjadinya stress oksidatif pada sel kulit, mempercepat
pemecahan kolagen, dan menghambat produksi kolagen baru,
sehingga kulit menjadi tidak lagi halus, kenyal, dan tidak tampak
awet muda. Kerusakan kolagen ini juga memperberat efek lain
seperti kulit terbakar, perubahan pigmentasi, serta peningkatan risiko

penuaan dini dan kanker kulit. >**°
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2.4.2. Tipe Kolagen

Kolagen merupakan protein (polipeptida) ekstraseluler utama
dalam tubuh manusia yang ditemukan pada hampir semua organ
tubuh. Sampai saat ini sudah ditemukan sebanyak 21 tipe kolagen,
jumlah dan jenisnya berbeda-beda pada berbagai organtubuh
manusia.”®

Kolagen-1 merupakan jenis serabut kolagen terbanyak yang
dijumpai dalam tubuh manusia seperti pada tendon, tulang, kulit.
Serabut kolagen-1 berperan penting dalam pembentukan jaringan
parut. Kolagen-2, kolagen-9, kolagen-10, kolagen-11 ditemukan
pada kartilago. Kolagen-3 banyak dijumpai pada kulit, dinding
pembuluh darah, pada jaringan yang ada serabut retikuler, seperti
pada jaringan yang mengalami pertumbuhan cepat terutama pada
tahap awal penyembuhan luka. Kolagen-3 penyebarannya hampir
sama dengan kolagen-1. Sedangkan kolagen-7 kebanyakan lokasinya
terletak pada anchoring fibril di dermal epidermal junction pada
kulit, mukosa dan servik. Kolagen-7 juga banyak terdapat pada

dinding pembuluh darah.’’
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Gambar 2.4. Perbedaan Kolagen Pada Kulit Muda dan Kulit Tua.
Jumlah Kolagen pada kulit yang lebih muda lebih banyak
dibandingkan kulit yang lebih tua *®

Telah banyak dibuktikan = bahwa tipe kolagen yang

mendominasi organ kulit adalah kolagen-1 dan kolagen-3 yang
berfungsi pada pertahanan mekanik. Akan tetapi tipe kolagen lain
yang juga ada pada kulit, seperti kolagen-5, kolagen-6, kolagen-7,
kolagen-12 ditemukan dalam jumlah minimal yang diperkirakan ikut
menunjang, akan tetapiperan yang pasti belum jelas.”® Karena
kolagen-1 yang mendominasi organ kulit, maka kolagen- 1 yang
akan diukur pada penelitian kali ini.

Pada umumnya jumlah kolagen akan berkurang dengan
bertambah umur. Akan tetapi beberapa tipe kolagen mengalami hal
yang tidak sama. Pada kulit anak mempunyai banyak kolagen-3
(biasanya pada jaringan dengan pertumbuhan cepat). Pada proses
penuaan intrinsik akibat peningkatan usia akan terjadi penurunan
kolagen-3 dan peningkatan kolagen-1. Kolagen-1 terus meningkat

sampai umur 35 tahun, saat kulit mencapai puncak kekuatan
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mekanik, setelah itu kolagen-1 akan menurun. Hubungan umur
dengan jumlah kolagen sampai saat ini belum jelas, akan tetapi
jumlah kolagen manusia setelah umur 60 tahun secara keseluruhan
secara signifikan mengalami penurunan dibandingkan dengan kulit
umur lebih muda.”’

Kolagen merupakan serat utama pada lapisan dermis kulit dan
merupakan protein yang- berfungsi untuk kekuatan mekanik dan
penyangga kulit. Semakin bertambah umur maka struktur protein
kulit dan komponen kulit lain akan berubah dan hal ini menyebabkan
penuaan kulit. Perubahan jumlah kolagen merupakan bagian integral
dari proses penuaan Kkulit. Diperkirakan bahwa akan terjadi
penurunan kolagen sekitar 1% pertahun perunit area kulit akan tetapi
pada kulit yang terpapar sinar UVB dijumpai penurunan sampai 59%
seperti yang ditemukan pada kulit yang mengalami photodamage. *®

Walaupun kolagen-1 merupakan kolagen utama pada lapisan
dermis kulit akan tetapi kolagen tipe lain juga tidak kalah peranan
pentingnya. Kolagen-7 yang terbanyak pada anchoring fibril terletak
pada membrana basalis yang melekatkan membrana basalis ke papila
dermis. Pada pasien dengan paparan sinar UVB kronis akan
menurunkan jumlah kolagen-7 dan akan mengakibatkan perlekatan
antara membrana basalis dengan papilla dermis menurun sehingga
ikatan epidermis dan dermis menjadi lemah. Pada satu penelitian

didapatkan bahwa kerutan kulit terbentuk akibat lemahnya ikatan
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antara dermis dan epidermis oleh karena degenerasi anchoring fibril.
Hal ini ditambah adanya bukti adanya penurunan kolagen-7 pada
pada dasar kerutan kulit di samping juga ditemukan penurunan

kolagen-4 pada tempat yang sama.™

Mekanisme kerusakan kolagen

Beberapa penelitian melaporkan bahwa paparan ultraviolet
(UV) pada kultur fibroblas kulit dapat menyebabkan kerusakan
matriks ekstraseluler. Proses degradasi kolagen tipe | dapat
dibuktikan melalui percobaan in vitro, yaitu dengan mencampurkan
kolagen dengan enzim MMP. yang diinduksi oleh paparan UV.
Proses degradasi kolagen tersebut terjadi melalui dua mekanisme:
secara langsung melalui pemecahan rantai kolagen oleh MMP, dan
secara tidak langsung melalui penghambatan sintesis kolagen akibat
adanya fragmen kolagen hasil degradasi. Kolagen Tipe | yang
terfragmentasi memberikan umpan balik negatif terhadap
sintesisnya.®® Model yang menggambarkan kerusakan akibat paparan
sinar UVB pada jaringan kulit. Paparan ultraviolet (panah bergerigi)
mengaktifkan faktor pertumbuhan dan reseptor sitokin pada
permukaan keratinosit dan fibroblast. Reseptor yang aktif akan
menstimulasi  jalur sinyal transduksi dan merangsang faktor
transkripsi AP-1, yang dapat mempengaruhi transkripsi gen MMP.
Dalam fibroblas, AP-1 juga menghambat ekspresi gen prokolagen.

MMP disekresikan oleh keratinosit dan fibroblas dan memecah
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kolagen dan protein lain yang terdapat pada matriks ekstraselular
dermis. Perbaikan kerusakan kulit yang tidak sempurnaakan
menggangu integritas fungsional dan struktural dari matriks
ekstraseluler. Paparan sinar matahari berulang menyebabkan
akumulasi kerusakan kolagen yang akhirnya menghasilkan kerutan

54,55

yang spesifik (photodamage skin).

2.5. Hyaluronic Acid

25.1.

2.5.2.

Definisi

Asam hialuronat (HA) adalah polisakarida alami yang
termasuk dalam keluarga besar glikosaminoglikan (GAG). HA
berperan sebagai komponen utama matriks ekstraseluler di jaringan
ikat, termasuk kulit, di mana fungsi utamanya adalah menstabilkan
struktur interseluler, menjaga kelembapan, dan membentuk matriks
fluida sebagai tempat pengikatan kolagen serta serat elastik. Secara
alami, HA juga terdapat dalam cairan sendi, mata, dan jaringan lain
pada tubuh manusia. Sinergi ini sangat penting karena seiring
pertambahan usia, jumlah HA di kulit menurun, sehingga terjadi

peningkatan kerutan maupun penurunan elastisitas kulit.®!

Struktur Molekul HA
Secara kimiawi, HA tersusun dari rantai panjang berulang dari
dua monosakarida : asam D-glukuronat dan N-asetil-D-glukosamin,

yang terhubung melalui ikatan B-glikosidik. Struktur polimer linier
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ini memberikan kemampuan pada HA untuk mengikat air dalam
jumlah besar dan menahan kelembapan kulit. HA tersedia dalam
bentuk berat molekul tinggi (HMW-HA) dan rendah (LMW-HA),
masing-masing memberikan efek biologis berbeda. Struktur HA
yang unik di antara GAG lain karena tidak berikatan dengan protein

inti dan tidak mengalami modifikasi pasca-sintesis.™

OH OH
0O

HO O -
OH NH
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Gambar 2.5. Struktur Kimia HA

Mekanisme Molekuler HA dalam Menginduksi Produksi
Kolagen

Asam hialuronat meningkatkan kolagen kulit melalui beberapa
mekanisme molekuler yang saling terkait. HA berperan dalam
hidrasi dan viscoelastisitas dengan kemampuannya mengikat dan
mempertahankan kelembapan tinggi pada matriks ekstraseluler,
sehingga mendukung proses penyembuhan luka serta memperbaiki
jaringan kulit yang rusak. Selain itu, HA berinteraksi dengan sel

fibroblas dengan merangsang migrasi dan proliferasi fibroblas, yang
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merupakan sel utama dalam produksi kolagen tipe | dan Il yang
penting untuk kesehatan kulit. HA juga membantu menstabilkan
matriks ekstraseluler dengan menata ulang matriks granulasi
sehingga serat kolagen baru dapat tersusun dengan lebih baik dan
terorganisir. Selanjutnya, HA mengurangi degradasi kolagen dengan
menurunkan aktivitas enzim matrix metalloproteinase (MMP), yang
biasanya meningkat akibat stres oksidatif, seperti paparan UVB,
sehingga dapat membatasi kerusakan kolagen. Terakhir, HA
memiliki sifat antioksidan dan antiinflamasi yang efektif dalam
meredam pembentukan radikal bebas serta merangsang produksi
sitokin  antiinflamasi seperti 1L-10, yang secara keseluruhan
mempercepat-proses pemulihan jaringan dan mencegah kerusakan

kolagen lebih IanjUt_14,sz,63

Aplikasi HA pada Kulit

Aplikasi HA dalam bidang dermatologi sangat beragam, secara
topikal, HA banyak digunakan dalam bentuk krim, serum, atau gel
yang berfungsi untuk meningkatkan kelembapan permukaan kulit
dan mendukung proses penyembuhan regeneratif. Selain itu, HA
juga diaplikasikan dalam bentuk injeksi sebagai filler dengan berat
molekul tinggi yang digunakan untuk mengisi kerutan serta langsung
meningkatkan struktur kolagen kulit. Pada kasus luka, HA
dimanfaatkan dalam produk dressing atau inovasi lain untuk

mempercepat penyembuhan dan merangsang regenerasi kolagen di
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area yang terluka. Mengenai dosis, produk topikal biasanya
mengandung HA dengan konsentrasi antara 0,2% hingga 2%."
Sedangkan untuk penggunaan injeksi filler, dosis dan interval
pemberian disesuaikan dengan indikasi klinis dan pertimbangan
dokter yang menangani pasien. Produk HA dengan molekul lebih
kecil digunakan untuk penetrasi yang lebih dalam ke lapisan kulit,
sementara HA dengan berat molekul tinggi lebih efektif untuk
menjaga hidrasi pada permukaan kulit.*®

Hyaluronic acid dapat meningkatkan produksi kolagen melalui
mekanisme molekuler yang dimediasi oleh sinyal reseptor CD44.
Hyaluronic acid yang berikatan dengan CD44 di permukaan sel
memicu aktivasi protein adaptor seperti ankyrin dan ERM, serta
menginisiasi transduksi sinyal melalui jalur Cdc42/RhoA yang
berlanjut ke aktivasi ROK, PI3K, dan ERK2. Aktivasi PI3K
menghasilkan aktivasi protein kinase AKkt, yang berfungsi pada
mekanisme  cell survival dengan menekan apoptosis dan
meningkatkan kapasitas sintesis protein, termasuk kolagen.
Selanjutnya, jalur ERK2 dan IQGAP1 mengaktivasi transkripsi gen
dan remodeling sitoskeleton, sehingga memperkuat adhesi serta
migrasi sel fibroblast sebagai produsen utama kolagen. Efek
bersamaan antara jalur survival cells dan remodeling sitoskeleton ini

secara sinergis meningkatkan produksi kolagen, karena fibroblast
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yang tetap hidup dan aktif mampu mensintesis dan mensekresi

£.64

kolagen lebih efekti
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Keterkaitan pemberian kombinasi EH-MSCs dan HA terhadap kadar
MDA dan ekspresi gen IL-10 pada collagen loss akibat paparan UVB
Paparan kronis ultraviolet B (UVB) merupakan salah satu pemicu
utama penurunan kolagen dermal, elastisitas kulit, serta peningkatan
inflamasi lokal.*® Paparan UVB menstimulasi akumulasi ROS di dalam sel

fibroblas kulit, yang memicu aktivasi jalur pensinyalan MAPKSs dan faktor
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transkripsi NF-kB. Aktivasi NF-kB selanjutnya meningkatkan transkripsi
gen proinflamasi seperti TNF-a, IL-1B, dan MMP-1, yaitu enzim yang
memecah serat kolagen tipe I dan 111 di dermis, yang berkontribusi langsung
terhadap degradasi kolagen.®® Akumulasi ROS di dalam sel ini juga
menyebabkan peroksidasi lipid membran, menghasilkan produk sampingan
malondialdehyde (MDA) yang bersifat toksik dan mutagenik.®®®’
Malondialdehyde (MDA) dapat menyebabkan terbentuknya kegagalan
ikatan protein dan DNA dan dapat menjadi tanda adanya stres oksidatif
yang akan memicu respon imun serta meningkatkan aktivasi NF-kB.
Aktivasi NF-kB ini akan mendorong pelepasan sitokin pro-inflamasi dan
MMP-1, yang selanjutnya meningkatkan degradasi kolagen.®®®°

Exosome yang diekstraksi dari mesenchymal stem cells (MSCs) yang
diprekondisi dengan hipoksia memiliki berbagai efektivitas terapi. Exosome
mengandung senyawa biomolekul aktif, termasuk microRNA, sitokin
antiinflamasi IL-10, serta enzim antioksidan seperti glutathione peroxidase
(GPX), superoxide dismutase (SOD1, SOD2), catalase (CAT), dan
SIRT1.”*™ MicroRNA pada exosome berfungsi untuk mempengaruhi sel
target melalui jalur sinyal MAPK, sedangkan IL-10 pada exosome dapat
berperan sebagai regulator antiinflamasi dengan aktivasi reseptor IL-10R
yang memicu fosforilasi JAK1/STAT3.? Aktivasi STAT3 kemudian
menginduksi ekspresi suppressor of cytokine signaling (SOCS3), yang

menghambat transduksi sinyal inflamasi termasuk jalur NF-xB. Dengan

terhambatnya translokasi subunit p65 NF-«kB ke dalam inti, maka transkripsi
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gen MMP-1 ditekan, sehingga proses degradasi kolagen dapat
diminimalisir. Selain itu, IL-10 juga menekan produksi sitokin proinflamasi
seperti TNF-a dan IL-6, yang secara tidak langsung mengurangi feedback
loop aktivasi NF-kB oleh ROS.""

Exosome dapat menginduksi dan mengaktifkan faktor transkripsi
NRF2 melalui pelepasan dari kompleks KEAP1.”"" NRF2 vyang
bertranslokasi ke nukleus akan meningkatkan ekspresi gen antioksidan fase
I, termasuk SOD, CAT, dan GPX, yang bertanggung jawab dalam
menetralisir ROS. Penurunan ROS secara langsung akan menurunkan laju
peroksidasi lipid, sehingga produksi MDA akan ditekan. Hal ini juga akan
mengurangi stimulus inflamasi sekunder yang biasanya diperantarai oleh
MDA sebagai damage-associated molecular patterns (DAMPs) yang dapat
mencegah degradasi kolagen.”

Hyaluronic acid (HA) dapat menurunkan kadar ROS dan juga dapat
meningkatkan sintesis kolagen di dermis melalui beberapa mekanisme
molekuler yang saling berkaitan dengan mekanisme aksi exosome. HA yang
diaplikasikan ke dalam jaringan kulit melalui injeksi atau dalam bentuk gel
dapat mengisi serta memperluas matriks ekstraseluler (ECM), sehingga
menimbulkan efek regangan atau tekanan pada jaringan sekitarnya.”® Efek
mekanis ini terdeteksi oleh fibroblas dermis melalui aktivasi reseptor
integrin di permukaan sel, yang memicu sinyal intraseluler seperti jalur
FAK, MAPK/ERK, dan PI3K/Akt.”® Aktivasi jalur tersebut akan

menginduksi transkripsi gen kolagen, terutama tipe | dan IlI, sehingga
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produksi protein kolagen baru di dermis semakin meningkat.** Selain
stimulasi mekanis, HA juga menginduksi sekresi faktor pertumbuhan seperti
TGF-B dan bFGF yang mempercepat sintesis kolagen oleh fibroblas, serta
menghambat ekspresi enzim MMP vyang berperan dalam degradasi
kolagen.®® Pemberian HA secara eksogen juga dapat meningkatkan produksi
HA endogen melalui aktivasi hyaluronan synthase (HAS) yang membentuk
cross talk positif sehingga mempercepat proses regenerasi ECM dan

kolagen.
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KERANGKA TEORI

3.1. Kerangka Teori

Gambar 3.1 menunjukkan kerangka terori penelitian ini. Paparan UVB
menginduksi tingginya produksi ROS yang menyebabkan kerusakan DNA,
kemudian penurunan kolagen®, #. Jalur pensinyalan seperti p38 MAPK dan
Akt memiliki peran penting dalam respons terhadap ROS pathway yang
dipapar UVB, yang mengarah ke proses inflamasi yang diperantarai AP-1
dan NF-kB di kulit. Paparan UV menginduksi respon sinyal inflamasi
melalui aktivasi faktor transkripsi, termasuk AP-1 (c-Fos / c-Jun) dan NF-
kB diaktifkan oleh ‘molekul ROS yang adanya ROS ini memicu lipid
peroksidasi untuk menghasilkan MDA. Peningkatan ROS juga akan
meningkatakan sitokin proinflamasi seperti TNF-a, IL-6, dan INFy®.
Aktivasi p38 MAPK akibat peningkatan ROS juga dapat menginduksi
polarisasi makrofag M1 yang bersifat inflamasi menjadi makrofag M2 yang
bersifat antiinflamasi sehingga akan menginduksi ekspresi IL-10 yang dapat

menghambat sitokin proinflamasi®*®.

M2 yang bersifat antiinflamasi
melalui jalur Nf-kB dan menginduksi fosforilasi STAT3 dapat
meningkatkan ekspresi IL-10. Aktivasi homodimer STAT3 mengaktifkan c-
Maf dan NF-kB sehingga menginduksi pelepasan ekspresi IL-10.%° 1L-10

yang terekspresi juga dapat memiliki efek balik untuk mencegah M2

terpolarisasi kembali menjadi M1%.

33



34

HA yang berikatan dengan CD44 akan mengativasi MAPK/Akt.”
Aktivasi jalur tersebut dapat menurunkan kadar Ros dan menginduksi
transkripsi gen kolagen, terutama tipe | dan Ill, sehingga produksi protein
kolagen baru di dermis semakin meningkat.** Exosome hypoksia MSCs
mengandung senyawa biomolekul aktif, termasuk microRNA, sitokin
antiinflamasi 1L-10, serta enzim antioksidan seperti glutathione peroxidase
(GPX), superoxide dismutase (SOD1, SOD?2), catalase (CAT), dan
SIRT1.”*™ MicroRNA pada exosome berfungsi untuk mempengaruhi sel
target melalui jalur sinyal MAPK, sedangkan IL-10 pada exosome dapat
berperan sebagai regulator antiinflamasi dengan aktivasi reseptor IL-10R
yang memicu fosforilasi JAK1/STAT3.”” IL-10 pada exosome akan
menghambat pelepasan sitokin proinflamasi yang akan menghambat
pelepasain enzim MMP-1 untuk mendegradasi kolagen. Sisi lain, berbagai
macam antioksidan yang diekspresikan secara langsung oleh MSCs melalui
exosome mampu mengaktivasi faktor transkripsi NRF2 yang berujung pada
peningkatan ekspresi antioksidan, penahanan ROS dan hambatan produksi
MDA, Respon antioksidan exosome dapat mengurangi kadar ROS, yang
kemudian akan mengurangi peradangan dengan menghambat aktivitas
berlebih Akt, dan mengurangi/memblok sinyal inflamasi AP-1 dan NF-«B.
Pemblokkan sinyal inflamasi tersebut dapat mencegah produksi MDA dan

meningkatkan kadar 1L-10.”’
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Gambar 3.1. Kerangka Teori
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3.2. Kerangka Konsep
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Gambar 3.2. Kerangka Konsep

3.3. Hipotesis
Hipotesis pada penelitian ini adalah terdapat pengaruh pemberian
kombinasi EH-MSCs dan HA terhadap kadar MDA dan ekspresi gen IL-10

pada tikus jantan galur wistar model collagen loss yang dipapar UV-B.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Penelitian merupakan post-test only control group dengan metode
rancang acak lengkap dengan lima kali ulangan per perlakuan. Gambar 4.1
menunjukkan alur rancangan penelitian yang mengelompokkan tikus jantan

Galur Wistar sebagai hewan coba.

UV-B (-) \/v K1l |—»| O1K1

—» K2 |—»| 02K2

S[» A|l» R | | UVBM - ~ | K3 [—»| O3k3

| k4 |—»| O4Ka

| ,| K& [ O5K5
Gambar 4.1. Alur Rancangan Renelitian
Keterangan:
S : Sampel UV B(+) . Pemberian paparan UVB
A : Aklimasi UVB(-) : Tanpa paparan UVB
R : Randomisasi
\Y/ : Validasi pembentukan animal model collagen loss

O1K1 : Observasi Kelompok 1, kelompok sehat tanpa penyinaran UVB

0O2K2 : Observasi Kelompok 2, kelompok kontrol negatif dimana tikus
dipapar UV-B dengan pemberian vehicle NaCl secara subkutan

O3K3 : Observasi Kelompok 3, kelompok kontrol positif dimana Tikus
dipapar UV-B dengan pemberian kontrol positif hyaluronic acid
(HA) STARIS dosis 2,4% b/v secara subkutan.

04K4 : Observasi Kelompok 4, kelompok perlakuan 1 dimana tikus
dipapar UV-B dengan perlakuan exosome hypoksia MSCs secara
subkutan dengan dosis 200pL.

O4K5 : Observasi Kelompok 5, kelompok perlakuan dua dimana tikus
dipapar UV-B dengan perlakuan kombinasi HA 2,4% b.v dan
exosome hypoksia MSCs 200uL secara subkutan.
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4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.2.1. Variabel Peneltian
4.2.1.1. Variabel bebas
Kombinasi EH-MSCs dan HA.
4.2.1.2. Variabel Terikat

Kadar MDA dan Ekspresi gen IL-10

4.2.2. Defenisi Operasional
4.2.2.1. Exosome hipoksia MSCs (EH-MSCs)
Exosome hipoksia MSCs yang diproduksi oleh PT,
SCCR Indonesia  merupakan vesikel ekstraseluler
berukuran 30 hingga 150 nanometer yang dilepaskan ke
dalam medium kultur oleh sel MSCs. Exosome ini
mengekspresikan protein permukaan antara lain CD9,
CD63, dan CD81. Proses isolasi exosome ini dilakukan
menggunakan metode tangential flow filtration. Exosome
hipoksia MSCs diinjeksikan secara subkutan di daerah
dorsal yang terpapar UVB sebanyak 200uL untuk masing-
masing kelompok perlakuan diinjeksikan pada hari ke 15.
Satuan: uL
Skala: Ordinal
4.2.2.2. Hyaluronic acid (HA)
HA merupakan senyawa asam hialuronat yang di

formulasikan dalam bentuk hydrogel. HA pada penelitian
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ini dengan menggunakan produk STARIS (Haju Medical,
Korea) diberikan dengan dosis 2,4% (mg/mL) secara
injeksi  subkutan pada kulit mencit sebanyak 200uL di
daerah dorsal yang terpapar sinar UVB untuk masing-
masing kelompok perlakuan diinjeksikan pada hari ke 15.
Satuan: pL
Skala: Ordinal
Kadar MDA

MDA adalah produk sampingan dari oksidasi lipid
yang dapat digunakan sebagai indikator stres oksidatif.
Kadar MDA dianalisa dari sampel jaringan kulit yang di
isolasi pada hari ke-20 perlakuan. Kadar MDA dalam
jaringan kulit tikus yang dinyatakan dalam satuan ng/mL,
diukur menggunakan metode ELISA di Laboratorium
SCCR Indanesia.
Skala: Rasio
Ekspresi gen 1L-10

IL-10 adalah sitokin antiinflamasi yang memiliki
peran dalam proses mencegah degradasi kolagen akibat
paparan UVB. Ekspresi gen IL-10 dianalisa dari sampel
jaringan kulit yang di isolasi pada hari ke-20 perlakuan.
Banyaknya IL-10 dalam jaringan kulit tikus yang

dinyatakan dalam satuan rasio relatif ekspresi, diukur
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menggunakan metode gRT-PCR yang dibandingkan
dengan housekeeping gen GAPDH sebagai kontrol internal
di Laboratorium SCCR Indonesia.

Skala : Rasio

4.3. Populasi dan Sampel Penelitian

4.3.1. Populasi Penelitian

Populasi pada penelitian ini adalah tikus jantan Galur Wistar

yang diperoleh dari SCCR Indonesia.

4.3.2. Sampel Penelitian

43.2.1.

4.3.2.2.

4.3.2.3.

Kriteria Inklusi

Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah sebagai berikut :
1. Tikus putih jantan Galur Wistar.

2.  Umur 2-3 bulan.

3. Kondisi sehat.

4. Berat badan 200-250 g.

Kriteria Eksklusi

Tikus putih jantan Galur Wistar dengan kriteria :

1. Sudah pernah digunakan untuk penelitian sebelumnya
2. Tidak mengalami collagen loss

Kriteria Drop Out

Tikus mati atau infeksi selama penelitian.
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4.3.3. Cara Pengambilan Sampel Penelitian
Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan menggunakan

cara Randomized Sampling.

4.3.4. Besar Sampel
Besar sampel dilakukan dengan rumus sampel eksperimental
dari Federer yaitu (t-1)(n-1) > 15 sehingga didapat hasil 15.
Keterangan untuk nilai t adalah banyaknya perlakuan dan n adalah

banyaknya sampel setiap perlakuan.

Rumus Federer C(t-1)(n-1)>15

Sampel tiap Kelompok  : (5-1)(n-1)>15
4n-4 > 15
4n>19
n=>4,75

Keterangan:
t= banyaknya perlakuan
n= banyak sampel setiap perlakuan

Perhitungan dengan menggunakan rumus federer didapatkan
jumlah tikus 5 ekor perkelompok. Jumlah sampel yang digunakan
peneliti yaitu minimal 5 ekor tikus perkelompok dan di tambahkan 1

hewan uji perkelompok sebagai cadangan, jadi jumlah seluruh tikus

adalah 30 ekor.

4.4. Alat dan Bahan
4.4.1. Alat
Penelitian ini menggunakan beberapa peralatan untuk

membuat hewan model antara lain berupa UV light (broadband
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dengan peak emission pada 302 nm) dengan energi 160 mJ/cm?,
pisau cukur, kandang paparan, kandang pemeliharan, tempat air
minum tikus dan pemotong rambut. Alat yang digunakan untuk
pengumpulan data adalah tabung hematokrit, pot 5 mL, 6 mm biopsy
punch, sentrifus, mikropipet, 1000 uL mikropipet tip, dan vial tube
1,5 mL. Alat yang digunakan untuk analisis data antara lain
microplate reader, mikroskop, staining jar, coated desk glass, cover

glass, dan laptop.

4.4.2. Bahan
Penelitian ini menggunakan beberapa bahan yang terdiri gel
base untuk pembuatan gel, untuk anestesi terdiri dari ketamin dan
xylazine. Bahan untuk proses isolasi RNA terdiri dari etanol,
akuades, kloroform, 2-propanol, dan RNAse free water. Bahan untuk
menganalisis variabel penelitian yaitu elisa kit MDA, primer IL-10,

dan primer GAPDH.

4.5. Cara Penelitian
4.5.1. Perolehan Ethical Clearance
Ethical clearance penelitian diajukan ke Unit Komisi Bioetik

Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang.

4.5.2. Pemberian EH-MSCs
EH-MSCs diambil menggunakan mikropipet atau spuit yang

telah disterilkan sebanyak 200 pL, kemudian disuntikkan secara
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subkutan ke area dorsal tikus yang sebelumnya telah dibersihkan
menggunakan antiseptik. Proses injeksi dilakukan secara perlahan
dengan jarum halus (ukuran 26-30G) pada sudut 30-45° agar cairan

EH-MSCs terdistribusi secara merata di jaringan subkutan.

Pemberian HA

HA diambil menggunakan mikropipet atau spuit yang telah
disterilkan sebanyak 200 pL, kemudian disuntikkan secara subkutan
ke area dorsal tikus yang sebelumnya telah dibersihkan
menggunakan antiseptik. Proses injeksi dilakukan secara perlahan
dengan jarum halus (ukuran 26-30G) pada sudut 30-45° agar cairan

HA terdistribusi secara merata di jaringan subkutan.

Paparan UV-B dan Pemberian Perlakuan pada Subjek

Percobaan

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

2. Rambut pada bagian punggung tikus dicukur hingga bersih.

3. Punggung tikus dipapar dengan UV light (broadband dengan
peak emission 302 nm) dengan minimal erythema dose (MED)
160 mJ/cm? yang dipapar sekitar 8 menit/hari dengan jarak 20
cm selama 5 kali seminggu (hari 1, 2, 4, 5, dan 7) selama 2

minggu %.
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4. Tikus kelompok 2 diberi perlakuan secara subkutan
menggunakan Nacl yang diberikan satu kali pada hari 15 . Tikus
kelompok 3 diberi perlakuan secara subkutan menggunakan HA
yang diberikan satu kali pada hari 15. Tikus kelompok 4 diberi
perlakuan secara subkutan menggunakan EH-MSCs yang
diberikan satu kali pada hari 15. Tikus kelompok 5 diberi
perlakuan secara subkutan menggunakan kombinasi EH-MSCs

dan HA yang diberikan satu kali pada hari 15.

4.5.5. Pengambilan Sampel Jaringan
Sebanyak 2x2 cm sampel jaringan kulit dorsal subjek
penelitian diambil pada hari ke-20 dengan pembiusan mengunakan
scalper. Sampel jaringan dimasukkan ke dalam tube berisi RNA letter

dan disimpan pada suhu -80°C hingga proses analisis dilakukan.

4.5.6. Pembuatan Blok Parafin untuk pewarnaan Masson Trichome
1. Dehidrasi
Potongan jaringan dimasukkan dalam alkohol bertingkat
dari 30%, 40%, 60%, 50%, 70%, 80%, 90%, 96% (bertingkat)
untuk mengeluarkan cairan dari dalam jaringan. Masukan
jaringan ke dalam larutan alkohol-xylol selama 1 jam
kemudian masukan jaringan pada larutan xylol murni selama 2

X 2 jam.
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Parafinisasi dan Embedding

Masukan jaringan dalam parafin cair selama 2 x 2 jam.
Tunggu hingga parafin memadat, potong jaringan dalam
parafin setebal 4 mikron dengan mikrotom. Hasil dari
potongan jaringan ditempelkan pada object glass yang
sebelumnya telah diolesi polilisin sebagai perekat. Masukan
jaringan pada kaca obyek deparafinasi dalam inkubator dan

dipanaskan dengan suhu 56-58°C hingga parafin mencair.

4.5.7. Validasi Berkurangnya Kolagen Akibat UV-B Menggunakan

Pengecatan Kolagen

Pengecatan kolagen dilakukan dengan menggunakan metode

pengecatan Masson Trichome dengan tahapan sebagai berikut :

i,

2.

Slide jaringan dideparafinisasi.

Cairan Bouin dipanaskan pada suhu 54-64°C.

Slide diinkubasi dalam Cairan Bouin yang dipanaskan selama
60 menit dan dinginkan selama 10 menit, kemudian dibilas
dengan air mengalir.

Slide diinkubasi dalam Hematoxylin Besi Weigert selama 5
menit, kemudian bilas dengan air.

Slide diinkubasi dalam larutan Biebrich Scarlet/Acid Fuchsin
selama 15 menit, kemudian dibilas dengan air.

Slide diinkubasi dalam larutan asam fosfomolibdat/fosfotungstat

selama 10-15 menit.



46

7. Slide diinkubasi dalam larutan Aniline Blue selama 5-10 menit,
kemudian dibilas dengan air.
8. Slide diinkubasi dalam larutan asam asetat selama 3-5 menit.

9. Slide dilakukan proses dehidrasi, kemudian pasang desk glass.

4.5.8. Analisis Kuantitatif Kadar MDA dengan ELISA

Jaringan kulit tikus diambil sesuai dengan protokol penelitian
dan segera dibersinkan menggunakan larutan PBS dingin untuk
menghilangkan sisa darah dan kotoran. Selanjutnya, jaringan kulit
tersebut dihancurkan dengan cara dihomogenisasi menggunakan
buffer lisis yang sesuai dengan panduan kit ELISA MDA.
Homogenat kemudian disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm
selama 10 menit pada suhu 4°C untuk memisahkan debris seluler.
Supernatan hasil sentrifugasi digunakan sebagai sampel untuk
analisis kadar MDA dengan metode ELISA menggunakan kit ELISA
spesifik terhadap MDA, mengikuti prosedur yang ditetapkan oleh
produsen. Proses assay meliputi penambahan standar dan sampel ke
dalam well microplate yang telah dilapisi antibodi spesifik untuk
MDA, inkubasi, pencucian, serta penambahan substrat untuk
mengembangkan reaksi warna. Hasil reaksi diamati menggunakan
pembaca microplate pada panjang gelombang 450 nm, kemudian
konsentrasi MDA ditentukan berdasarkan kurva standar yang
diperoleh. Data yang diperoleh dianalisis secara statistik untuk

menguji perbedaan kadar MDA antar kelompok perlakuan.
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4.5.9. Analisis Kuantitatif Ekspresi Gen IL-10 dengan gRT-PCR

Analisis ekspresi gen dilakukan dengan metode gquantitative
real-time PCR (gRT-PCR). Jaringan kulit yang telah disimpan dalam
RNA later dihomogenisasi menggunakan homogenizer jaringan dan
diekstraksi RNA totalnya menggunakan RNeasy Mini Kit (Qiagen)
sesuai protokol pabrikan. Kemurnian dan konsentrasi RNA diukur
menggunakan spektrofotometer NanoDrop pada panjang gelombang
260/280 nm. RNA total kemudian dikonversi menjadi cDNA
menggunakan RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Fisher Scientific). Amplifikasi gqRT-PCR dilakukan menggunakan
SYBR Green PCR Master Mix dalam sistem PCR real-time (Applied
Biosystems StepOnePlus™) dengan primer spesifik untuk gen IL-10
dan MDA, serta gen housekeeping GAPDH sebagai kontrol internal.
Kondisi siklus PCR terdiri dari pre-denaturasi pada 95°C selama 10
menit, diikuti olen 40 siklus denaturasi 95°C selama 15 detik,
annealing 60°C selama 30 detik, dan ekstensi 72°C selama 30 detik.
Data dianalisis menggunakan metode AACt, dan hasil diekspresikan

dalam bentuk fold change terhadap kelompok kontrol sehat.

4.6. Tempat dan Waktu Peneltian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Stem Cell and Cancer Research,
Semarang, Jawa Tengah. Penelitian rencana akan dilakukan pada Oktober

2025- Januari 2026.
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4.7. Analisa Data

Data yang diperoleh dari penelitian ini dianalisis secara statistik
menggunakan perangkat lunak SPSS versi 29.0 for Windows. Data kadar
MDA dan ekspresi gen I1L-10 dianalisa secara deskriptif untuk menampilkan
rerata dan standart deviasi (SD). Analisa statitistik infererensial didahului
dengan uji normalitas distribusi data menggunakan Shapiro-Wilk dan
homogenitas varians menggunakan Levene’s Test. Hasil uji menunjukkan
distribusi data normal sehingga dilakukan uji One Way ANOVA untuk
mengetahui adanya perbedaan yang bermakna antar berbagai kelompok,
kemudian dilanjutkan dengan uji Post Hoc Least Significant Difference (
LSD) untuk varian data homogen seperti data MDA dan varian data tidak
homogen menggunkan uji Post Hoc Tamhane seperti pada data ekspresi
gen IL-10. Niflai p<0,05 menunjukan perbedaan yang bermakna secara

statistik.
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Gambar 4.2. Alur penelitian




BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan mengevaluasi efek pemberian exosome hipoksia
MSCs (EH-MSCs) dan kombinasinya dengan hyaluronic acid (HA) terhadap
kadar MDA dan ekspresi gen 1L-10 pada kulit tikus Wistar yang terpapar UVB.
Selama periode penelitian yang berlangsung di Laboratorium Stem Cell and
Cancer Research, Semarang, Jawa Tengah, pada Oktober 2025 hingga Januari
2026, seluruh hewan uji dalam kondisi sehat tanpa mortalitas maupun drop out
hingga akhir percobaan. Semua tikus mampu beradaptasi dengan baik selama fase
aklimatisast maupun selama perlakuan. Tidak terdapat perubahan perilaku yang
mengindikasikan stress maupun penurunan kondisi fisiologis pada setiap
kelompok perlakuan.

5.1. Isolasi, Kultur , dan Validasi MSCs
Keberhasilan isolasi dan kultur MSCs asal umbilical cord tikus
bunting usia 21 hari dievaluasi sesuai kriteria International Society for

Cellular Therapy (ISCT) vyaitu mencakup kemampuan adhesi pada

permukaan kultur flask, kemampuan morfologi khas, serta potensi

diferensiasi multilineage. Pengamatan mikroskopis pada passage 4 kultur

MSCs menunjukkan morfologi sela dengan adhesi kuat pada dasar kultur

flask. Populasi sel menampilkan morfologi homogen berbentuk spindel

memanjang (fibroblast-like), dengan rasio nukleus-sitoplasma yang jelas

(Gambar 5.1 A). Morfologi sel menunjukkan susunan sel yang rapat
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membentuk koloni yang menandakan proliferasi optimal dalam kondisi
kultur.

Potensi multipoten MSCs divalidasi melalui induksi diferensiasi
osteogenik dan kondrogenik. Pada diferensiasi osteogenik, sel MSCs selama
21 hari diinduksi dalam medium khusus osteogenik, lalu dilakukan
pewarnaan Alizarin Red yang dapat mendeteksi deposisi nodul kalsium
berwarna merah bata secara kuat (Gambar 5.1 B). Hal ini mengonfirmasi
diferensiasi ke lini osteoblas dengan mineralisasi matriks ekstraseluler.

Pada diferensiasi kondrogenik yang divalidasi dengan pewarnaan
Alcian Blue pasca menunjukkan adanya agregat seluler dengan matriks
ekstraseluler positif berwarna biru (Gambar 5.1 C). Pewarnaan ini
menunjukkan akumulasi glikosaminoglikan (GAGs) dan proteoglikan asam,
komponen utama matriks Kkartilago, sehingga membuktikan kapasitas
kondrogenik MSCs. Secara keseluruhan karakteristik morfologi beserta
kemampuan diferensiasi  osteogenik-kondrogenik  dapat menvalidasi

identitas MSCs yang valid, siap untuk aplikasi untuk pengujian selanjutnya.
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5.2.

Gambar 5.1. Karakterisasi Morfologi dan Potensi Diferensiasi MSCs yang
berasal dari umbilical cord tikus.

(A) Gambaran morfologi sel pada kuliur passage 4. Sel menunjukkan
karakteristik plastic-adherent dengan bentuk fibroblast-like yang homogen,
di tunjukan tanda panah hitam. (B) Hasil uji diferensiasi osteogenik
menggunakan pewarnaan Alizarin Red S. Tampak adanya deposit mineral
kalsium berwarna merah yang ditunjukan dengan tanda panah putih,
mengindikasikan pembentukan matriks tulang. (C) Hasil uji diferensiasi
kondrogenik menggunakan pewarnaan Alcian Blue. Tampak akumulasi
proteoglikan berwarna biru yang ditunjukan tanda panah merah
mengonfirmasi pembentukan matriks kartilago. Perbesaran 100x.

Analisis Fenotip MSCs Menggunakan Flow Cytometry

Validasi identitas sel punca mesenkimal secara molekuler dan
memastikan kemurnian populasi sel dari kontaminasi sel lain, pada
penelitian ini juga dilakukan analisis imunofenotip menggunakan Flow
Cytometry terhadap marker permukaan MSCs yang spesifik. Berdasarkan
kriteria ISCT, MSCs harus mengekspresikan marker permukaan

mesenkimal dan tidak mengekspresikan marker hematopoietik atau
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endotelial. Hasil analisis kuantitatif (Gambar 5.2) menunjukkan bahwa
sebagian besar populasi sel yang dikultur mengekspresikan marker positif
MSCs dengan persentase yang tinggi. Ekspresi CD90.1 (Thy-1) terdeteksi
sebesar 98.5% dan CD29 (Integrin beta-1) sebesar 98.7%. Tingginya
persentase kedua marker ini yang >95% menunjukan bahwa sel-sel tersebut
memiliki karakteristik adhesi dan signaling yang khas dari sel punca
mesenkimal.

Marker pan-leukosit CD45 hanya terdeteksi sebesar 0.32%, yang
membuktikan - bahwa kultur = sel bebas dari kontaminasi sel-sel
hematopoietik. Selain itu, marker endotelial CD31 (PECAM-1)
menunjukkan ekspresi rendah sebesar 5.97%. Rendahnya kedua marker ini
<10% menunjukkan- bahwa sel-sel tersebut bukan sel imun dan sel
endothelial yang dapat menginduksi respon penolakan saat terapi. Secara
keseluruhan, profil imunofenotip ini yakni CD90.1, CD29, CD45, CD31
memperkuat hasil uji morfologi dan diferensiasi sebelumnya serta
mengkonfirmasi bahwa populasi sel yang diisolasi adalah sel MSCs dan

memenuhi standar validasi untuk digunakan dalam eksperimen selanjutnya.
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Gambar 5.2. Profil Imunofenotip MSCs Menggunakan Analisis Flow
Cytometry.
Analisis ekspresi marker permukaan sel menunjukkan populasi sel yang
positif terhadap marker spesifik MSC, yaitu CD90.1 dan CD29. Sel juga
menunjukkan ekspresi yang sangat rendah atau negatif terhadap marker
hematopoietik CD45 dan marker endotelial CD31.
Validasi Exosome MSCs

Karakterisasi eksosom yang diisolasi dari media hipoksia MSCs
dilakukan menggunakan metode bead-assisted flow cytometry. Metode ini
bertujuan untuk memvalidasi keberadaan marker spesifik eksosom serta
mengukur konsentrasi eksosom berdasarkan intensitas fluoresensi. Pada
pengujian ini, eksosom ditangkap menggunakan beads yang dilapisi
antibodi anti-CD63 (Gambar 5.3 A) dan selanjutnya dilakukan deteksi
menggunakan antibodi anti-CD9 yang terkonjugasi  fluorokrom

phycoerythrin (PE) (Gambar 5.3. B). Hasil analisis flow cytometry

menunjukkan bahwa populasi beads yang bergeser memberikan sinyal
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positif pada chanel PE. Hal ini menunjukan bahwa partikel yang terisolasi
adalah eksosom yang mengekspresikan marker CD63 dan CD9 secara
simultan. Keberadaan kedua protein CD63 dan CD9 ini merupakan
indikator validitas utama yang menandakan identitas eksosom menurut
standar International Society for Extracellular Vesicles (ISEV). Kuantifikasi
konsentrasi eksosom pada penelitian ini juga dilakukan dengan mengonversi
nilai Mean Fluorescence Intensity (MFI) sampel ke dalam kurva standar
yang telah dibuat (Gambar 5.3 C). Berdasarkan hasil analisis menunjukkan
bahwa sampel memiliki nilai MFI yang tinggi yaitu sebesar 6387,026. Nilai
MFI ini berkorelasi dengan kuantitas total protein eksosom sebesar 10,00 g
dalam volume uji 2 pL. Oleh karena itu, konsentrasi akhir eksosom yang
diperoleh dari sampel pada penelitian ini adalah sebesar 5 pg/pL. Tingginya
nilai MFI dan konsentrasi yang diperoleh menunjukkan bahwa metode

isolasi yang digunakan efisien dalam memurnikan eksosom.
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Gambar 5.3. Validasi dan Kuantifikasi Exosome MSCs Menggunakan
Flow Cytometry.

(A) Analisis scatter plot menunjukkan populasi beads anti-CD63 dan
analisis histogram intensitas fluoresensi ekspresi marker permukaan CD9
pada exsosome yang tertangkap oleh beads. (B) Kurva standar (Dynamic
Range) yang menunjukkan korelasi linear antara kuantitas protein eksosom
dengan Mean Fluorescence Intensity (MFI). (C) Tabel hasil kuantifikasi
exsosome yang menunjukkan nilai MFI 6387,02 yang setara dengan
konsentrasi 5ug/uL.

Validasi Hewan Model Collagen Loss

Keberhasilan pembuatan model hewan collagen loss divalidasi
melalui pengamatan makroskopis dan analisis histologis densitas kolagen.
Secara makroskopis, kulit punggung tikus pada kelompok model

menunjukkan perubahan patologis yang jelas dibandingkan kelompok



57

kontrol sehat. Pada kelompok sehat (Gambar 5.4 A) memperlihatkan
permukaan kulit yang halus dengan warna merah muda pucat normal. Pada
kulit yang diinduksi UVB mengalami kerusakan yang ditandai dengan
eritema (kemerahan) serta perubahan tekstur menjadi lebih kasar, kering,
dan keriput yang mengindikasikan terjadinya reaksi inflamasi dan kerusakan
barier kulit akibat paparan UVB (Gambar 5.4B).

Validasi lebih lanjut dilakukan melalui analisis histopatologi
menggunakan pewarnaan Masson’s Trichrome untuk memvisualisasikan
jumlah kolagen di lapisan dermis. Pada kelompok sehat (Gambar 5.4 C),
serat kolagen terwarnai biru pekat dengan struktur yang tebal, padat, dan
tersusun rapi. Sebaliknya, pada kelompok collagen loss (Gambar 5.4 D),
terjadi degradasi matriks ekstraseluler yang masif. Serat kolagen tampak
terfragmentasi, menipis, dan tersusun secara tidak teratur dengan ruang
antar serat yang lebih lebar. Hasil pengamatan kualitatif ini didukung oleh
analisis kuantitatif (Gambar 5.4 E). Perhitungan persentase area kolagen
menunjukkan penurunan yang signifikan secara statistik (p < 0.05). Densitas
kolagen pada kelompok sehat sebesar 40,68%, sementara pada kelompok
model turun drastis menjadi 19,56%. Penurunan densitas kolagen hingga
setengah dari kondisi normal ini membuktikan bahwa induksi yang
dilakukan telah berhasil menyebabkan degradasi kolagen yang signifikan,
sehingga hewan coba valid untuk digunakan sebagai model uji collagen

loss.
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Gambar 5.4. Validasi Model Hewan Collagen Loss Secara Makroskopis
dan Histologis.

(A) Perbandingan gambaran makroskopis kulit punggung tikus. Kelompok
Sehat dan (B) kelompok collagen loss. (C) Gambaran histologi jaringan
kulit menggunakan pewarnaan Masson’s Trichrome pada kelompok sehat
dan (D) collagen loss. Area berwarna biru merepresentasikan serat kolagen.
(E) Analisis kuantitatif densitas kolagen (Area collagen/Total Area). Data
disajikan sebagai Rerata = SD. Tanda bintang (**) menunjukkan perbedaan
signifikan (p < 0,05) dengan uji T-test dibandingkan dengan kelompok
sehat.
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5.5. Analisis Kadar MDA Setelah Pemberian Kombinasi EH-MSCs dan HA
pada Model Collagen Loss
Tingkat stres oksidatif sistemik dan peroksidasi lipid yang terjadi
setelah induksi kerusakan dan pemberian perlakuan dianalisis dengan
pengukuran kadar Malondialdehyde (MDA) pada hari ke-20 atau hari ke-5
setelah pemberian perlakuan. MDA merupakan biomarker akhir dari
kerusakan oksidatif pada membran sel yang dipicu oleh akumulasi Reactive
Oxygen Species (ROS).

Tabel 5.1. Hasil Analisis Rerata, Uji Normalitas, Uji Homogenitas pada

Kadar MDA
p value
Kelompok Rerata+SD

. . One Way
Shapiro Wilk Levene test ANOVA
K1 24,45 £5,70 0,249* 0,362** <0,001***

K2 46,20 8,27 0,536*

K3 40,23 £ 11,62 0,364*

K4 29,90 +'475 0,893*

K5 24,32 + 4,55 0,795*

Keterangan: *Normal p>0,05 **Homogen p>0,05 ***Signifikan p<0,05
Berdasarkan tabel 5.1 menunjukkan bahwa rerata kadar MDA
terendah ditemukan pada kelompok K5 (kombinasi HA dan EH-MSCs),
yaitu sebesar 24,32+4,55 ng/mL. Nilai ini mendekati dan hampir setara
dengan kelompok K1 (tikus sehat tanpa paparan UVB) yang memiliki rerata
sebesar 24,45+5,70 ng/mL. Rerata terendah berikutnya diikuti oleh
kelompok K4 (Exosome) sebesar 29,90+4,75 ng/mL, dan kelompok K3
(Hyaluronic Acid) sebesar 40,23+11,62 ng/mL. Sebaliknya, rerata kadar
MDA tertinggi terlihat pada kelompok K2 (kontrol negatif/UVB) sebesar

46,20+8,27 ng/mL. Hal ini menunjukan kadar MDA yang lebih tinggi akibat
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paparan UVB pada kelompk K2 dengan perlakuan Nacl dapat menyebabkan
collagen loss. Berdasarkan uji normalitas dan homogenitas pada variabel
kadar MDA, uji Shapiro-Wilk menunjukkan seluruh data berdistribusi
normal (p>0,05) dan uji Levene menunjukkan varian data yang homogen
(p=0,362; p>0,05). Distribusi data normalitas dan homogenitas yang
terpenuhi, maka analisis dilanjutkan dengan uji parametrik One Way
ANOVA. Hasil uji menunjukkan terdapat perbedaan yang sangat signifikan
antar kelompok dengan nilai p<0,005.

Tabel 5.2. Perbedaan Kadar MDA antar kelompok perlakuan

K1 K2 K3 K4 K5
K~ e Nal 0,001* " "0,000* 0,218 0,978
K2 0,001* ,jm‘o,_ﬂg 0,001*  0,001*
K3 0,001* 0,179 0,025*  0,001*
K4 0,218 0,001* ~ 0,025 BN 0,208
K5 0,978 0,001*  0,001* 0,208 |

*Uji Post Hoc LSD dengan nilai signifikan p<0.05

Hasil uji post hoc LSD kadar MDA pada tabel tersebut menunjukkan
bahwa kadar MDA pada kelompok tikus sehat K1 terdapat perbedaan
signifikan terhadap kelompok K2 yang diberi Nacl, serta berbeda signifikan
dengan kelompok K3 yang diberi Hyaluronic Acid, dengan nilai p=0,001.
Sebaliknya, kelompok tikus sehat K1 tidak berbeda signifikan dengan
kelompok K4 yang diberi exosome MSCs (p=0,218) dan kelompok K5
kombinasi HA dan EH-MSCs (p=0,978). Hal ini mengindikasikan bahwa
kadar MDA pada kedua kelompok K4 dan K5 tersebut telah turun hingga
setara dengan kondisi normal kelompok K1. Analisis pada kelompok K2
menunjukkan perbedaan signifikan terhadap K4 dan K5 (p=0,001), namun

tidak berbeda signifikan dengan kelompok K3 (p=0,178). Selanjutnya,
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kelompok K3 berbeda secara signifikan dengan kelompok K4 (p=0,025) dan
K5 (p=0,001). Sedangkan perbandingan antara kelompok K4 dan K5 tidak

menunjukkan perbedaan yang signifikan (p=0,208)
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Gambar 5.5. Pengaruh Pemberian Perlakuan Exsosome Hypoxia MSCs dan
Hyaluronic Acid (HA) Terhadap Kadar MDA pada Hari ke-20.
Data disajikan sebagai Rerata + SD (n = 6). Tanda bintang (*) menunjukkan
perbedaan yang signifikan secara statistik (p < 0.05) antar kelompok yang
ditandai.

5.6. Analisis Ekspresi Gen IL-10 Setelah Pemberian Kombinasi EH-MSCs
dan HA pada Model Collagen Loss

Evaluasi respons terhadap anti-inflamasi pasca-perlakuan dianalisis

melalui pengukuran ekspresi gen Interleukin-10 (IL-10). IL-10 merupakan
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sitokin anti-inflamasi yang berperan krusial dalam menekan reaksi
peradangan berlebih dan memfasilitasi proses regenerasi jaringan.

Tabel 5.3. Hasil Analisis Rerata, Uji Normalitas, Uji Homogenitas pada
Ekspresi Gen IL-10

p value
Kelompok Rerata+SD One Way
Shapiro Wilk Levene test ANOVA
K1 0,19 £0,11 0,086* 0,001 <0,001***
K2 0,03 +0,01 0,091*
K3 0,24 £ 0,06 0,063*
K4 0,51 +0,29 0,751*
K5 0,73+0,31 0,910*

Keterangan: *Normal p>0,05 **Homogen p>0,05 ***Signifikan p<0,05

Berdasarkan Tabel 5.3, rerata ekspresi gen IL-10 tertinggi ditemukan
pada kelompok K5 (kombinasi HA dan Exosome), yaitu sebesar 0,73+0,31.
dibandingkan kelompok lainnya. Pada kelompok K4 (Exosome MSCs)
memiliki ekspresi gen IL-10 sebesar 0,51+0,29, dan kelompok K3
(Hyaluronic Acid) sebesar 0,24+0,06. Sebaliknya, rerata ekspresi IL-10
terendah terlihat pada kelompok K2 (kontrol negatif/UVB) dengan nilai
0,03£0,01, ekspresi gen I1L-10 pada kelompok K2 lebih rendah
dibandingkan kelompok Sehat K1 (0,19+0,11). Rendahnya IL-10 pada
kelompok K2 mengindikasikan bahwa paparan UVB menyebabkan collagen
loss alami tubuh. Berdasarkan uji normalitas dan homogenitas, uji Shapiro-
Wilk menunjukkan seluruh data berdistribusi normal (p>0,05). Namun, uji
Levene menunjukkan varian data tidak homogen (p=0,001). Meskipun

homogenitas data tidak terpenuhi, analisis komparatif tetap dilanjutkan
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signifikan pada semua kelompok dengan nilai p<0,005.
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One Way ANOVA vyang menunjukkan perbedaan

Tabel 5.4. Perbedaan Ekspresi Gen IL-10 antara kelompok penelitian

K1 K2 K3 K4 K5
K1 0,167 0,989 0,328 0,055
K2 0,167 0,003* 0,089 0,024*
K3 0,989 0,003* 0,495 0,095
K4 0,328 0,089 0,495 0,934
K5 0,055 0,024* 0,095 0,934

*Uji Post hoc Tamhane dengan nilai signifikan p<0.05

Hasil uji post hoc Tamhane pada Tabel 5.4 menunjukan perbedaan

ekspresi gen I1L-10 pada semua kelompok. Pada kelompok K2 ekspresi IL-

10 setelah pemberian Nacl lebih rendah, tetapi tidak ada perbedaan yang

signifikan (p=0,167) secara statistik terhadap kelompok K1. Perbedaan yang

signifikan terjadi pada kelompok K3 (p=0,003) dan K5 (p=0,0024) terhadap

K2. Menariknya pada kelompok K4 memiliki nilai ekspresi gen IL-10 lebih

tinggi terhadap K2, tetapi secara statistik tidak signifikan (p=0,089)

(Gambar 5.6). Pada penelitian int menunjukan ekspresi gen IL-10 pada

kelompok K3, K4 dan K5 lebih tinggi dibandingkan K1, meskipun secara

data tidak signifikan. Pada K5 terjadi ekspresi gen IL-10 lebih tinggi

dibandingkan rata-rata kenaikan 1L-10 pada kelompok K3 dan K4.
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Gambar 5.6. Pengaruh Pemberian perlakuan Exsosome MSCs dan
Hyaluronic Acid (HA) Terhadap Ekspresi Gen 1L-10 pada Hari ke-20.
Data disajikan sebagai Rerata £ SD (n = 6). Tanda bintang (*) menunjukkan
perbedaan yang signifikan secara statistik (p < 0.05) antar kelompok yang
ditandai.
Pembahasan

Penelitian ini menganalisis pengaruh terapi kombinasi Hyaluronic
Acid (HA) dan Exsosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (EH-MSCs)
pada model collagen loss akibat paparan UVB, dengan menganalisis kadar
MDA dan ekspresi gen IL-10 pada model tikus. Hasil validasi secara
makroskopis dan mikroskopis menunjukkan bahwa paparan UVB intensitas
160 mJ/cm? selama 2 minggu yang berhasil menginduksi fenotipe collagen
loss dengan terjadinya degradasi kolagen, disertai manifestasi klinis berupa
eritema, kekasaran kulit, dan pembentukan kerutan. Hasil ini konsisten
dengan penelitian Kwon et al (2019) yang melaporkan bahwa paparan UVB

memicu akumulasi Reactive Oxygen Species (ROS) yang mengaktivasi jalur

sinyal Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) dan faktor transkripsi
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AP-1, sehingga  menyebabkan  peningkatan  ekspresi  Matrix
Metalloproteinases (MMPs) yang dapat mendegradasi kolagen tipe I dan 11l
pada matriks ekstraseluler dermis.®*® Penelitian lain juga melaporkan
bahwa aktivasi MMPs tidak hanya terbatas pada degradasi kolagen, namun
juga mengganggu homeostasis matriks ekstraseluler melalui fragmentasi
fibronektin dan proteoglikan, sehingga menyebabkan microenvironment
yang tidak seimbang untuk sintesis kolagen de novo.®*®

Pemberian HA secara injeksi subkutan pada model tikus collagen loss
akibat UVB menunjukkan kadar MDA yang lebih rendah dibandingkan
dengan kelompok yang collagen loss namun tidak berbeda secara
signifikan. Hasil ini menunjukkan HA dapat mempertahankan hidrasi
jaringan dan memperbaiki matriks ekstraseluler. HA juga berfungsi utama
sebagai scavenger radikal bebas hidroksil dan anion superoksida, namun
kapasitas tersebut terbatas sehingga jika stress oksidatif sangat tinggi kurang
memiliki kapasitas antioksidan.®® Pada paparan UVB kelompok K2 tanpa
perlakuan menunjukan kadar MDA tertinggi, kondisi tersebut dapat
memecah rantai polimer HA menjadi fragmen berukuran kecil yang dapat
menurunkan efektivitas HA dalam menekan ROS.® Hal tersebut
menyebabkan pemberian tunggal HA tidak efektif menurukan MDA dan hal
ini menunjukkan bahwa perlakuan tunggal HA belum berhasil membuat
kadar MDA setara dengan kelompok K1 sehingga secara statistik terdapat

perbedaan yang signifikan.
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Pada kelompok K4 pemberian exosome tunggal maupun kelompok K5
yang diberikan kombinasi terbukti mampu membuat kadar MDA lebih
rendah dari pada kelompok K2 dan bahkan lebih rendah dibandingkan K3
(HA). Menariknya, kadar MDA pada kelompok K4 dan K5 (kombinasi EH-
MSCs + HA ) ini tidak berbeda signifikan dengan kelompok K1 (Sehat),
yang mengindikasikan bahwa pemberian exosome  tunggal maupun
kombinasi exsosome hypoxia MSCs dan hyaluronic acid mampu
mengembalikan status oksidatif tubuh kembali ke level fisiologis normal
hanya dalam waktu 5 hari. Pada penelitian ini terlihat kelompok K5
memiliki kadar MDA yang lebih rendah daripada kelompok K4, temuan ini
menunjukkan adanya efek sinergis antara hyaluronic acid dan exsosome
hypoxia MSCs. Hasil ini relevan dengan penelitian sebelumnya yang
melaporkan bahwa HA berperan dalam menurunkan peroksidasi lipid dan
meningkatkan ekspresi sitokin antiinflamasi melalui aktivasi reseptor CD44
dan modulasi jalur NF-kB.” Sementara exsosome MSCs menghantarkan
senyawa bioaktif seperti miRNA atau enzim antioksidan yang secara aktif
menetralkan radikal bebas dan menghentikan rantai peroksidasi lipid.

Perlakuan EH-MSCs secara tunggal menunjukkan kadar MDA yang
lebih rendah dibandingkan dengan kelompok collagen loss, namun efek
tersebut lebih tinggi dibandingkan dengan terapi HA tunggal. Pemberian
eksosom tunggal yang menurunkan kadar MDA lebih rendah namun tidak
signifikan ini, dapat disebabkan oleh konsentrasi eksosom yang terbatas

atau waktu paruh biomolekul aktif dalam eksosom yang relatif singkat
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sehingga efek terhadap MDA belum efektif. Hasil ini sesuai dengan temuan
beberapa studi bahwa efektivitas eksosom MSCs sangat bergantung pada
dosis, frekuensi pemberian, serta kondisi lingkungan jaringan target,
terutama dalam konteks paparan oksidatif akibat UVB.***

Pada penelitian ini, rasio ekspresi IL-10 pada pemberian HA dan
eksosome baik tunggal maupun kombinasi lebih tinggi dibandingkan
kelompok K2 yang diberi Nacl, hal ini menandakan adanya perbaikan pada
pemberian perlakuan setelah dipapar UVB. Pada kelompok K2 ekspresi gen
IL-10 lebih rendah dibandingkan kelompok K1, hal ini dapat terjadi karena
paparan UVB mengaktifkan jalur proinflamasi NF-xB yang menekan
produksi IL-10 melalui penghambatan faktor transkripsi STAT3.°*% Namun
pada hari ke-20, terjadi respon regenerasi secara alami akibat sel Treg yang
menginduksi produksi [L.-10 secara endogen,” sehingga perbedaan antar
kelompok tidak signifikan secara statistik.

Ekspresi IL-10 yang lebih tinggi pada kelompok K5 dibandingkan
kelompok K3 dan K4 hingga melampaui ekspresi gen pada kelompok K1
menunjukan bahwa adanya mekanisme sinergi HA-exosome, dimana HA
meningkatkan retention exosome melalui CD44 signaling serta dapat
melindungi dari degradasi lysosomal, hal ini menyebabkan mekanisme dual
upregulation STAT3/PI3K dan TLR4-dependent IL-10 production pada
makrofag M2.%*

Exsosome MSCs yang digunakan pada penelitian telah divalidasi

menggunakan bead-assisted flow cytometry yang mendeteksi ko-ekspresi
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tetraspanin CD63 dan CD9. Ekspresi marker CD63 dan CD9 telah sesuai
dengan kriteria yang ditetapkan oleh Minimal Information for Studies of
Extracellular Vesicles (MISEV) 2023 yang menetapkan tetraspanin sebagai
marker esensial untuk identifikasi exsosome.®” Pada penelitian ini exsosome
yang digunakan adalah berasal dari prekondisi hipoksia MSCs, penelitian
sebelumnya melaporkan bahwa perkondisi hipoksia dapat meningkatkan
potensi parakrin MSCs hingga 2-3 kali lipat dibandingkan kondisi
normoksia melalui stabilisasi Hypoxia-Inducible Factor-lalpha (HIF-
10).%% Exsosome yang disekresikan MSCs  dalam kondisi hipoksia
memiliki enrichment signifikan terhadap miRNA spesifik seperti miR-21,
miR-125b, dan miR-146a yang berperan dalam modulasi inflamasi dan
promosi angiogenesis, serta peningkatan kandungan protein bioaktif seperti
VEGF, bFGF, dan TGF-B yang esensial untuk regenerasi jaringan. %
Pada penelitian ini efektifitas dalam memperbaiki produksi kolagen
pada model collagen loss terdapat pada terapi kombinasi EH-MSCs dan
HA. Efektifitas ini disebabkan adanya EH-MSCs yang membawa senyawa
biomolekul aktif sebagai antioksidan endogen termasuk enzim Superoxide
Dismutase (SOD), Catalase (CAT), dan Glutathione Peroxidase (GPX)

dapat secara langsung menetralkan ROS.%*%

Selain enzim antioksidan,
exsosome juga mengandung mMiRNA miR-210 yang dapat meregulasi
ekspresi gen terkait respons hipoksia dan oksidatif melalui targeting ROS-

generating enzyme seperti NADPH oxidase.*® Di sisi lain, HA berinteraksi

dengan reseptor CD44 pada permukaan sel dan mengaktivasi jalur sinyal
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PI3K/Akt sehingga mengaktivasi Nuclear Factor Erythroid 2-Related
Factor 2 (Nrf2), suatu regulator antioksidan seluler yang dapat menginduksi
transkripsi gen cytoprotective seperti Heme Oxygenase-1 (HO-1), NAD(P)H
Quinone Dehydrogenase 1 (NQOL1), dan Glutamate-Cysteine Ligase
(GCL).%M®2"®  Kemampuan sinergi antar EH-MSCs dan HA ini
menyebabkan penurunan MDA hingga level yang ekuivalen dengan
kelompok K1 (24,32 ng/mL vs 24,45 ng/mL), hal ini mengindikasikan
kemampuan perbaikan dengan menyeimbangkan redoks.

Modulasi respons  inflamasi yang ditunjukkan melalui upregulasi
ekspresi gen interleukin-10 (IL-10) pada kelompok K5 menunjukkan
kemampuannya dalam memperbaikin kondisi homeostasis dan menginisiasi
respons regeneratif. Ekspresi gen IL-10 pada kelompok K5 yang lebih tinggi
dibandingkan kelompok K1 disebabkan karena mekanisme polarisasi
makrofag, dimana exosome MSCs menginduksi konversi makrofag M1 pro-
inflamasi menjadi M2 anti-inflamasi melalui transfer miR-182 yang
menargetkan TLR4 signaling pathway.'®*% Makrofag M2 merupakan
penghasil utama IL-10 yang berfungsi sebagai sitokin pleiotropik dengan
aktivitas imunosupresif melalui inhibisi sintesis sitokin pro-inflamasi seperti
TNF-a, IL-1p, IL-6 dan downregulasi ekspresi MHC kelas 11, serta aktivitas
pro-regeneratif melalui stimulasi proliferasi fibroblas dan sintesis
kolagen.®>*%"1% penelitian sebelumnya melaporkan bahwa exsosome MSCs
mengandung Transforming Growth Factor-beta (TGF-p) dan Prostaglandin

E2 (PGE2) yang bekerja sinergis dalam menginduksi ekspresi IL-10 melalui
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aktivasi jalur STAT3.* Penelitian lain juga melaporkan bahwa efektivitas
exsosome adipose-derived stem cells dalam menurunkan ekspresi MMP-1
dan meningkatkan sintesis procollagen pada model photoaging in vitro.*
Efek kombinasi HA dengan senyawa protein lain seperti platelet-rich
plasma (PRP) telah dilaporkan dapat meningkatkan densitas kolagen,
namun mekanisme aksinya berbeda. PRP terutama bekerja melalui
pelepasan growth factors seperti PDGF, TGF-B, dan EGF dalam sel,
sementara exsosome memiliki efek prolonged melalui modulasi
transkriptional dan translational yang lebih sustained.'® Ekspresi gen IL-10
pada kelompok K5 lebih tinggi disebabkan juga adanya HA yang
berinteraksi dengan reseptor CD44 pada permukaan sel dan mengaktivasi
jalur  MAPK/AKkt, jalur yang mengendalikan ekspresi gen yang
mempengaruhi seberapa efektif 11-10 bekerja dan mempengaruhi jumlah
produksi 1L-10 tersebut diproduksi. Kemampuan sinergis antara EH-MSCs
dan HA menyebabkan peningkatan eskpresi IL-10 lebih tinggi dibandingkan
kelompok lainnya.

Kelebihan kombinasi terapi dibandingkan monoterapi kemungkinan
juga karena fungsi HA sebagai scaffold biologis®™ yang memperpanjang
retensi exsosome di lokasi injeksi sehingga menyebabkan exsosome dapat
bertahan di area terapi lebih panjang dan lebih efektif. Pada penerapan
secara Kklinis, hasil penelitian ini dapat digunakan menjadi dasar
pengembangan terapi regeneratif kulit. Pada injeksi HA konvensional yang

efeknya hanya terbatas pada augmentasi mekanis dan hidrasi dermis,
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kombinasi dengan exsosome memungkinkan perbaikan seluler melalui
modulasi microenvironment, reduksi inflamasi kronis, dan stimulasi
aktivitas fibroblas endogen.

Namun, penelitian ini memiliki beberapa keterbatasan yang perlu
dipertimbangkan dalam interpretasi hasil dan aplikasi klinis. Kadar MDA
dan IL-10 pada penelitian ini belum dapat menggambarakan kondisi stress
oksidatif yang efektif sehingga penelitian lebih lanjut perlu dilakukan
dengan waktu pengamatan yang relatif panjang. Penelitian dengan
pengamatan beberapa timepoint seperti 4, 8, dan 12 minggu post-treatment
diperlukan untuk menilai persistensi perbaikan histologis dan biomolekuler.
Pada penelitian ini tidak melakukan analisis kuantitatif terhadap densitas
kolagen post-treatment menggunakan metode standar seperti Masson's
trichrome staining, dimana keberhasilan sintesis kolagen kembali
merupakan gold standard untuk evaluasi kondisi perbaikan collagen loss.
Penelitian ini tidak mengkarakterisasi profil miRNA dan proteomik dari
exsosome yang digunakan, sehingga kandungan molekuler spesifik yang
bertanggung jawab terhadap efek terapeutik tidak dapat diidentifikasi secara
jelas. Analisis next-generation sequencing (NGS) untuk miRNA profiling
dan liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) untuk proteomics
analysis dapat dilakukan kedepannya untuk memberikan informasi
kandungan lebih jelas. Parameter khusus yang berkaitan dengan gen yang

berperan pada sintesis kolagen seperti (COL1A1, COL3AL1), regulasi MMPs
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(MMP-1, MMP-3, MMP-9), dan tissue inhibitor of metalloproteinases
(TIMP-1, TIMP-2) tidak dilakukan pada penelitian ini.

Secara keseluruhan, penelitian ini memberikan bukti preklinis bahwa
terapi kombinasi HA dan EH-MSCs merupakan strategi terapeutik efektif
untuk manajemen collagen loss akibat paparan UVB melalui regulasi
terhadap stres oksidatif dan inflamasi kronis. Pendekatan kombinasi ini
memiliki keunggulan dibandingkan monoterapi karena efek kimiawi HA
dan efek regeneratif-biologis exsosome, menyebabkan efek sinergi yang
menghasilkan outcome terapeutik lebih baik. Namun, penerapan penelitian
ini pada aplikasi klinis masih memerlukan investigasi- lebih lanjut untuk
mengoptimalkan  parameter treatment, ~mengkarakterisasi mekanisme

molekuler, dan memvalidasi keamanan dan efikasi pada manusia.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

1.

Terdapat pengaruh kombinasi Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem
Cells (EH-MSCs) dan Hyaluronic acid (HA) terhadap kadar MDA dan
eskpresi gen IL-10 pada tikus jantan galur wistar model collagen loss
yang dipapar UV-B.

Terdapat perbedaan kadar MDA antara kelompok K2 (tikus model
collagen loss yang diberi perlakuan Nacl ) dengan kelompok K5 ( tikus
model collagen loss yang diberi perlakuan kombinasi EH-MSCs dan
HA) dimana = kadar MDA pada kelompok K2 sebesar
46,20+ 8,27 ng/mL, lebih tinggi  secara  signifikan (p <0,05)
dibandingkan dengan kelompok K5 secbesar 24,32 4,55 ng/mL.
Terdapat perbedaan ekspresi gen Il-10 antara kelompok K2 ( tikus
model collagen loss yang diberi perlakuan Nacl ) dengan kelompok K5
(tikus model collagen loss yang diberi perlakuan kombinasi EH-MSCs
dan HA) dimana ekspresi gen IL- 10 pada kelomopok K2 , dengan
rerata 0,03+0,01, memperlihatkan nilai yang lebih rendah secara
signifikan (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok K5 yang

menunjukkan nilai IL- 10 paling tinggi, yaitu 0,73 £0,31.
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6.2. Saran

1. Diharapkan studi yang akan datang dapat melakukan pengamatan pada
berbagai timepoint seperti 4, 8, 12 minggu post-treatment untuk
evaluasi efek terapeutik dan efek samping yang mungkin ditimbulkan.

2. Pada penelitian selanjutnya sebaiknya dilakukan pengamatan densitas
kolagen dengan Masson's trichrome untuk menilai peningkatan
produksi kolagen sebagai manifestasi dari penurunan kadar MDA dan
kenaikan kadar IL-10.

3. Pada penelitian lanjutan disarankan melakukan profiling kandungan
exsosome MSCs secara lengkap dengan NGS miRNA profiling dan LC-
MS proteomics untuk identifikasi kandungan yang menimbulkan efek
terapeutik spesifik terhadap kolagen.

4. Disarankan untuk mengamati berbagai marker lain seperti COL1AL,
COL3AL, MMP-1/3/9, TIMP-1/2 untuk pathway yang berkaitan dengan

sintesis-degradasi kolagen
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