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ABSTRAK

Latar Belakang: Paparan Ultraviolet B (UVB) memicu kehilangan kolagen dan
photoaging melalui peningkatan ekspresi gen pro-inflamasi dan gen yang
berhubungan dengan senencent seperti tumour necrosis factor-alpha (TNF-a)) dan
p21 pada kulit. Exosome hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSCs) dan
Hyalorunic Acid (HA) dipertimbangkan sebagai terapi potensial untuk mengatasi
kondisi tersebut. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh kombinasi
EH-MSCs dan HA terhadap ekspresi gen TNF-a dan p21 pada kulit tikus Wistar
yang terpapar sinar UVB.

Metode: Penelitian ini merupakan studi eksperimental dengan desain post-test
only control group menggunakan subjek tikus Wistar yang mengalami kehilangan
kolagen akibat induksi UVB. Hewan coba dibagi secara acak ke dalam lima
kelompok: kontrol sehat, kelompok UVB tanpa terapi (UVB+NaCl), kelompok
UVB+HA, kelompok UVB+EH-MSCs, dan kelompok UVB+EH-MSCs+HA.
Ekspresi gen TNF-o dan p21 pada jaringan kulit diukur menggunakan metode
gRT-PCR.

Hasil: Ekspresi gen TNF-a dengan uji Kruskal Wallis (mean+SD 0.195+0.455)
dan p21 dengan uji One Way Anova (mean+SD 0.380+0.817) pada paparan UVB
terbukti lebih tinggi dibandingkan dengan kulit sehat. Ekspresi gen TNF-a dan
p21 pada penggunaan EH-MSCs atau HA - secara mandiri lebih rendah
dibandingkan kelompok - kontrol = UVB. Namun, kombinasi keduanya
menunjukkan ekspresi gen TNF-a (mean+SD 0.068+0.116) dan p21 (mean+SD
0.191+0.306) yang paling rendah dibandingkan dengan kelompok lainnya (p <
0,05).

Kesimpulan: Pemberian kombinasi EH-MSC dan HA menunjukkan adanya
pengaruh terhadap tingkat ekspresi gen TNF-a dan p21 pada tikus jantan galur
Wistar model collagen loss akibat paparan UVB.

Kata Kunci: EH-MSC, HA, kehilangan kolagen, p21, radiasi UVB, TNF-a.
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ABSTRACT

Background: Ultraviolet B (UVB) exposure triggers collagen loss and
photoaging by increasing the expression of pro-inflammatory and senescence-
related genes, such as tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and p21, in the skin.
Exosome hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSCs) and Hyaluronic Acid (HA)
are considered potential therapies to address these conditions. This study aims to
evaluate the effect of the combination of EH-MSCs and HA on the expression of
TNF-a and p21 genes in the skin of Wistar rats exposed to UVB radiation.
Methods: This is an experimental study using a post-test only control group
design on Wistar rat subjects experiencing UVB-induced collagen loss. The
subjects were randomly divided into five groups: healthy control, UVB without
therapy (UVB+NaCl), UVB+HA, UVB+EH-MSCs, and UVB+EH-MSCs+HA.
The expression of TNF-a and p21 genes in the skin tissue was measured using the
gRT-PCR method.

Results The expression of TNF-o with  Kruskal Wallis Test (mean#SD
0.195+0.455) and p21 with One Way Anova Test (mean#SD 0.380+0.817) under
UVB exposure was significantly higher compared to healthy skin. The use of
either EH-MSCs or HA alone resulted in lower TNF-o. and p21 gene expression
compared to the UVB control group. However, the combination of both
treatments demonstrated the lowest gene expression levels for both TNF-a
(mean+SD 0.068+0.116) and p21 (mean=SD 0.191+0.306) compared to all other
groups (p < 0,05).

Conclusion: The combination of EH-MSCs and HA significantly influences UVB-
induced TNF-a and p21 gene expression in the skin of Wistar rats.

Keywords: collagen loss, EH-MSC, HA, p21, TNF-a, UVB radiation.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Penuaan pada kulit akibat paparan UVB atau photoaging merupakan salah
satu masalah kesehatan kulit yang menyebabkan hilangnya kolagen (collagen
loss). UVB merupakan sumber stres oksidatif yang menginduksi aktivasi Nuclear
Factor-kappa B (NF-kB) schingga meningkatkan ekspresi Tumor Necrosis
Factor-alpha (TNF-a). Peningkatan kadar TNF-o memperkuat respons inflamasi,
mempercepat degradasi matriks ekstraseluler -~ kulit, dan memicu apoptosis
fibroblas; sehingga menyebabkan kerusakan jaringan kulit."? Paparan UVB juga
mengaktifkan ekspresi gen p53 sebagai supresor tumor dan menginduksi ekspresi
gen p21 (CDKN1A) sebagai inhibitor kuat cyclin-dependent kinase (CDK).>*
Peningkatan ekspresi p21 memicu penghentian siklus sel yang ireversibel
(cellular senescence).*> Akumulasi sel-sel senescent menyebabkan penurunan
aktivitas fibroblas, berkurangnya sintesis kolagen tipe | dan I11, serta peningkatan
aktivitas enzim matrix metalloproteinase (MMPs) yang mempercepat degradasi
kolagen dan elastin, sehingga berkontribusi terhadap collagen loss dan penurunan
elastisitas kulit.*® Peningkatan ekspresi gen TNF-o dan p21 pada collagen loss
akibat terapi kombinasi Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (EH-MSCs)
dan Hyaluronic Acid (HA) belum banyak dikaji.

Collagen loss akibat paparan UVB (photoaging) menyebabkan penurunan
kekencangan dan elastisitas kulit, sehingga kulit tampak kendur, muncul kerutan

dan garis halus yang membuat wajah terlihat lebih tua dari usia kronologisnya.’



Collagen loss mengganggu fungsi protektif kulit terhadap sinar UV dan patogen,
memperlambat penyembuhan luka, memperburuk inflamasi kronis, serta
meningkatkan kerentanan terhadap infeksi.® Pengaruh collagen loss secara
psikologis dapat menurunkan kepercayaan diri dan berdampak pada kualitas
hidup penderitanya. Photoaging merupakan masalah dermatologis dan psikososial
yang signifikan di Indonesia. Prevalensi photoaging cukup tinggi, laporan
PERDOSKI (2016) menyebutkan bahwa sekitar 80% penuaan dini di usia muda
disebabkan oleh paparan sinar ultraviolet karena kondisi iklim tropis.® Penelitian
di RSUD Dr. Soetomo Surabaya (2019) menunjukkan mayoritas pasien
photoaging berusia 4560 tahun dengan keluhan kerutan, pigmentasi, dan kulit
kusam. Oleh karena itu diperlukan upaya pengembangan terapi collagen loss
akibat paparan UVB dengan agen baru yang lebih efektif dalam meningkatkan
ekspresi gen penyebab kerusakan jaringan kulit.

Kondisi' hypoxia (rendah oksigen) pada EH-MSCs memperkaya muatan
bioaktif exosome seperti faktor pertumbuhan dan miIRNA sehingga berpotensi
sebagaiagen anti-inflamasi dan pro-regenerasi yang lebih poten.’**° HA sebagai
glikosaminoglikan non-sulfat yang mendominasi komposisi Extracellular Matrix
(ECM), sehingga mempertahankan arsitektur tiga dimensi dermis. HA berikatan
dengan reseptor permukaan sel seperti CD44 untuk memicu jalur sinyal
intraseluler yang mempertahankan sintesis pro-kolagen..®* ®° Yan et al. (2023)
melaporkan bahwa exosome dari bone marrow MSC menurunkan ekspresi MMP
dan menghambat degradasi kolagen pada kulit yang dipapar UV.* Zhang et al.

(2024) melaporkan bahwa exosome yang berasal dari adipose dan umbilical cord



MSC mampu menurunkan ROS, meningkatkan hidrasi, dan memperbaiki
elastisitas kulit setelah paparan UVB.'' Studi terbaru Huynh et al. (2025)
menunjukkan bahwa exosome dari hypoxia-induced adipose MSC (Hypo-MSC-
Exo) menekan kadar MDA, menurunkan ekspresi MMP, serta memperbaiki
struktur dermis pada model tikus photoaging..*> Namun, penelitian tentang
penggunaan kombinasi EH-MSC dan HA terhadap ekspresi gen TNF-a dan p21
pada collogen loss akibat paparan UVB masih terbatas.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh kombinasi EH-MSCs
dan HA terhadap ekspresi gen TNF-o dan p21 pada tikus model collagen loss.
Tikus jantan galur Wistar yang dipapar lampu UVB dengan kekuatan 302 nm
dengan dosis 160 mJ/cm? yang dipapar sekitar 8 menit/hari, 5 kali seminggu
selama 2 minggu digunakan sebagal model collagen loss. Ekspresi gen TNF- o
dan p21 dianalisis menggunakan metode Real-Time Quantitative Polymerase
Chain Reaction (RT-gPCR). Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi salah
satu alternatif terapi photoaging untuk menghilangkan collagen loss yang efektif

untuk mencegah kerusakan kulit akibat paparan UVB.

1.2. Rumusan Masalah

Rumusan masalah penelitian ini adalah "Apakah terdapat pengaruh
kombinasi exosome hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSCs) dan Hyaluronic
Acid (HA) terhadap tingkat ekspresi gen TNF-a dan p21 pada tikus jantan galur

Wistar model collagen loss akibat paparan UVB?”



1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian kombinasi
EH-MSCs dan HA terhadap tingkat ekspresi gen TNF-a dan p21 pada tikus jantan

galur wistar model collagen loss akibat paparan UVB.

1.3.2. Tujuan Khusus

1. Mengukur dan membandingkan ekspresi gen TNF-a pada kulit tikus Wistar
setelah perlakuan dengan kombinasi EH-MSCs dan HA, dibandingkan dengan
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan tungoal.

2. Mengukur dan membandingkan ekspresi gen p21 pada kulit tikus Wistar
setelah perlakuan dengan kombinast EH-MSCs dan HA, dibandingkan dengan
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan tunggal.

3. Menganalisis perbedaan efektivitas antara kelompok perlakuan kombinasi,

kelompok tunggal EH-MSCs, dan kelompok HA.

1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritis

Hasil penelitian diharapkan dapat menjadi sumber informasi dan dasar
penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh kombinasi EH-MSCs dan HA terhadap
ekspresi gen TNF-a dan p21 pada tikus jantan galur wistar model collagen loss

yang diinduksi dengan paparan UVB.

1.4.2. Manfaat Praktis



Hasil penelitian secara praktis diharapkan menjadi salah satu upaya

pengembangan kombinasi EH-MSCs dan HA sebagai terapi baru untuk collagen

loss akibat paparan UVB.

1.5. Originalitas Penelitian

Penelitian ini memiliki kebaruan jika dibandingkan dengan studi-studi

sebelumnya di bidang terkait sebagaimana disajikan pada Tabel 1.1.

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

No. Judul Metode penelitian Hasil penelitian
Penelitian

1. Exosomes In_vitro (sel - fibroblas Pemberian exosome dari
derived from - manusia), In vivo (tikus fibroblas secara signifikan
human  dermal SKH-1  hairless), dan menurunkan stres
fibroblasts model kulit rekonstruksi oksidatif, kerusakan
protect against (Neoderm-ED) DNA, dan penuaan seluler
UVB - induced (termasuk penurunan
skin  photoaging ekspresi p21 dan pl6).
(Park et al, Pada model tikus, injeksi
2023)* eksosom mengurangi

pembentukan kerutan,
menurunkan TEWL,
menghambat  penurunan
kolagen/elastin, dan
menekan ekspresi MMP-
1.

2. Pengaruh Studi eksperimental in vivo Pemberian EH-MSCs
Pemberian (tikus ~ Wistar  dipapar menurunkan ekspresi gen
MSCs-Exosome  UVB, diberikan  EH- IL-1PB dan Caspase 1 pada
Hipoksia MSCs) kulit tikus UVB dibanding
terhadap kontrol, menunjukkan
Ekspresi Gen IL- efek penekan
1B dan Caspase 1 inflammasome. Penelitian
(Mustofa et al., ini tidak mengukur p21
2024). ™ atau menggunakan HA

sebagai aditif).

3. Pengaruh Studi eksperimental in vivo Pemberian exosome
Pemberian (mencit C57BL, model hypoxia MSC  secara
Exosome hiperpigmentasi UVB, signifikan ~ menurunkan
Hypoxia diberikan eksosom ekspresi  MIP-1la  dan

Mesenchymal

hipoksia MSC)

penanda makrofag CD68,




Stem Cell
terhadap

Ekspresi MIP-/a
dan CD68 (Sari

etal., 2024)."

menunjukkan
pengurangan peradangan
makrofagik pada kulit
yang dipigmentasi akibat
UVB.

4 Effects of
Exosomes From
Hypoxia-Induced
Adipose-Derived
Stem Cells on
UVB-induced
Photoaging  in
Mice (Huynh et

Studi eksperimental

in vivo

dan in vitro (model tikus

dipapar UVB &
fibroblas kulit)

kultur

Exosome hypoxia
Adipose-Derived Stem
Cells (hypADSC-Ex0)
menurunkan senesensi sel
(berkurangnya  aktivitas
SA-B-gal), meningkatkan
proliferasi fibroblas,
menurunkan ekspresi p21

al., 2025)."2 dan p16, serta pada tikus
memperbaiki kerutan,
menipiskan
epidermis/dermis,
meningkatkan hidrasi,
elastisitas, dan densitas
kolagen dengan
penurunan ekspresi MMP
(1, 2,3).

5. Hypoxia- Eksperimental  in~ vivo Pemberian EH-MSC
conditioned (model tikus ~ Wistar ssecara signifikan
mesenchymal dipapar  UVB, - injeksi - menurunkan kadar MDA
stem cells (MSC) subkutan EH-MSC) dan MMP-1 dibandingkan
exosomes kontrol negatif (UVB
attenuate saja). Hal ini
ultraviolet-B menunjukkan bahwa
(UVB)-mediated exosome hypoxia

malondialdehyde

(MDA) and
matrix
metalloproteinas
e-1  (MMP)-1
upregulation in
collagen loss
models
(Angelina et al.,
2025).5

memiliki efek antioksidan
dan antiinflamasi dalam
mitigasi kerusakan kulit
akibat UVB.

Huynh et al. (2025) melaporkan bahwa exosome yang dihasilkan dari

adipose-derived stem cells (ADSC) yang dikondisikan dalam hypoxia terbukti

memiliki efek protektif terhadap penuaan kulit (photoaging) yang diinduksi oleh



paparan UVB pada model tikus. Penelitian menunjukkan bahwa exosome ini
bekerja melalui beberapa mekanisme utama yang berkontribusi pada perlindungan
dan perbaikan jaringan kulit. *?

Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian ini dimana exosome hypoxia
dari MSCs dikombinasi dengan HA sebagai terapi baru untuk collagen loss
akibat photoaging yang diinduksi UVB. Penelitian terdahulu menyebutkan
exosome hypoxia ADSC (hypADSC-Exo) menurunkan senescent sel
(berkurangnya aktivitas SA-B-gal), meningkatkan proliferasi fibroblas,
menurunkan ekspresi p21 dan pl6, serta pada tikus memperbaiki kerutan,
menipiskan epidermis/dermis, meningkatkan hidrasi, elastisitas, dan densitas

kolagen dengan penurunan ekspresi MMP (1, 2, 3).
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Kolagen
2.1.1. Definisi Kolagen dan Tipe Kolagen

Kolagen adalah protein struktural yang paling melimpah di dalam tubuh
manusia dan merupakan komponen utama dari Extracellular Matrix (ECM) di
dermis kulit.'®!” Fungsinya adalah untuk memberikan kekuatan tarik (tensile
strength), struktur, dan ketahanan pada jaringan, membentuk kerangka yang
menopang sel-sel dan komponen ECM lainnya. Kolagen menyusun sekitar 75%
dari berat kering kulit, menjadikannya penentu utama integritas dan penampilan
kulit yang sehat.*®

Kolagen dalam kulit-manusia terdiri dari beberapa tipe, namun dua tipe
yang paling dominan dan relevan dengan proses penuaan adalah Kolagen Tipe |
dan Kolagen Tipe Ill. Kolagen Tipe | merupakan yang paling melimpanh,
mencakup 80-90% dari total kolagen kulit. la membentuk serat-serat tebal dan
kuat yang bertanggung jawab atas kekuatan dan kekencangan kulit.***° Kolagen
Tipe 111, yang menyusun sekitar 8-12% dari total kolagen, membentuk serat-serat
retikuler yang lebih tipis dan lebih elastis, sering ditemukan bersamaan dengan
Kolagen Tipe 1.°*® Rasio antara Kolagen Tipe I dan Tipe 1l dapat menjadi
penanda biologis yang canggih untuk kualitas kulit. Kulit muda dan sehat
memiliki rasio Tipe I/I1l yang tinggi, sementara pada kulit yang menua atau dalam
proses penyembuhan luka, rasio ini cenderung menurun, mengindikasikan

pergeseran menuju matriks yang lebih rapuh dan mirip jaringan parut.



2.1.2. Sintesis dan Degradasi Kolagen

Homeostasis kolagen diatur oleh keseimbangan dinamis antara proses
sintesis (produksi) dan degradasi (perombakan). Sintesis kolagen adalah fungsi
utama dari sel-sel fibroblas dermal. Proses ini diatur secara ketat oleh berbagai
jalur pensinyalan, dengan jalur TGF-B/Smad menjadi salah satu regulator positif
yang paling penting.*®*’

Degradasi kolagen dimediasi oleh sekelompok enzim yang disebut Matrix
Metalloproteinases (MMPs). MMP-1 (juga dikenal sebagai kolagenase-1) adalah
enzim kunci yang menginisiasi perombakan Kolagen Tipe | dan Il dengan
memotong molekul heliks tripelnya.’*'” Fragmen-fragmen kolagen menjadi lebih
rentan terhadap degradasi lebih lanjut oleh MMP lain, seperti MMP-3 dan MMP-
9.16

Proses photoaging menggeser keseimbangan ke arah degradasi. Paparan
radiasi UVB memicu produksi masif Reactive Oxygen Species (ROS) di dalam sel
kulit. ROS ini mengaktifkan jalur pensinyalan intraseluler seperti MAPK dan
faktor transkripsi seperti AP-1 dan NF-«B.**'" Aktivasi jalur-jalur ini secara
langsung meningkatkan transkripsi dan sekresi MMP oleh fibroblas dan
keratinosit, yang menyebabkan perombakan kolagen yang masif. Matriks kolagen
yang utuh memberikan tegangan mekanis yang esensial bagi fibroblas, menjaga
mereka tetap dalam bentuk yang teregang dan aktif secara metabolik. Ketika
MMP memfragmentasi matriks ini, tegangan tersebut hilang, menyebabkan
fibroblas "mengendur” dan hancur.®® Kondisi yang tidak terstimulasi secara

mekanis ini, pada gilirannya, memberi sinyal pada fibroblas untuk mengurangi
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sintesis kolagen baru dan justru meningkatkan produksi MMP lebih banyak lagi,

sehingga mempercepat penghancuran matriks. 6%

2.1.3. Peran Kolagen dalam Integritas Jaringan dan Remodeling Kulit yang
Rusak

Integritas struktural, elastisitas, dan penampilan kulit yang muda bergantung
pada jaringan kolagen yang padat, utuh, dan terorganisir dengan baik di
dermis.’®? Jaringan yang sehat dipertahankan melalui keseimbangan homeostatik
yang cermat antara sintesis dan degradasi kolagen.'®* Proses photoaging,
menyebabkan keseimbangan rusak dengan laju degradasi yang jauh melampaui
laju sintesis.*®*” Kondisi tersebut mengakibatkan hilangnya kolagen fungsional
secara netto, yang secara klinis bermanifestasi sebagai kerutan, kulit kendur, dan
penurunan kualitas kulit secara keseluruhan.

Fragmen-fragmen kolagen yang terdegradasi bukan hanya sisa-sisa yang
tidak aktif; mereka adalah sinyal aktif dari kerusakan jaringan.* Kemajuan dalam
biologi molekuler telah menghasilkan alat diagnostik canggih, seperti Collagen
Hybridizing Peptides (CHPSs), yang dirancang untuk secara spesifik mengikat
untaian kolagen yang telah terdenaturasi atau terdegradasi ini.?* Pendekatan
tersebut memungkinkan deteksi dan kuantifikasi langsung dari kerusakan matriks,
bukan hanya mengukur hilangnya kolagen utuh. Penggunaan teknik semacam ini
dapat memberikan ukuran yang lebih spesifik tentang efektivitas suatu terapi
dalam membersihkan matriks yang rusak dan mempromosikan perbaikan
jaringan, sebuah titik akhir yang lebih canggih daripada sekadar mengukur

kandungan kolagen total.
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2.1.4. Efek Photoaging terhadap Collagen Loss

Integritas struktural dan kekencangan kulit bergantung pada jaringan padat
serat kolagen di dermis. Mekanisme photoaging akibat paparan UVB disajikan
pada Gambar 2.1. Paparan sinar ultraviolet (UVA dan UVB), panas inframerah,
serta faktor lingkungan seperti polusi udara dan asap rokok meningkatkan
pembentukan reactive oxygen species (ROS) di kulit. Akumulasi ROS
menginduksi stres oksidatif menyebabkan oksidasi DNA, protein, dan lipid, serta
memperpendek telomer. Aktivasi jalur Mitogen-Activated Protein Kinase
(MAPK) oleh ROS memicu aktivasi faktor transkripsi AP-1 dan NF-«B yang
meningkatkan produksi sitokin proinflamasi (IL-1, IL-6, TNF-0) dan matrix
metalloproteinases (MMPSs). Peningkatan MMPs mempercepat degradasi kolagen
dan serat elastin, sedangkan AP-1 menekan sintesis kolagen baru. Proses ini
menyebabkan hilangnya integritas dermis, pembentukan fibril kolagen yang
terfragmentasi, serta detasemen fibroblas dari jaringan kolagen, yang secara klinis
tampak sebagai kerutan (wrinkling) dan kulit mengendur (sagging).?

Penuaan kulit merupakan proses biologis yang kompleks dan dipengaruhi
oleh kombinasi antara faktor endogen (misalnya, penuaan kronologis) dan faktor
eksogen (misalnya, dari agen eksternal, seperti sinar ultraviolet, agresi
lingkungan, dan lain-lain). Salah satu mekanisme molekuler paling penting yang
menyebabkan munculnya tanda-tanda fisik penuaan adalah degradasi enzimatik
kolagen dan elastin. Proses degradasi ini terjadi sebagai akibat dari aktivitas
enzim proteolitik yang berada di dalam Extracellular Matrix (ECM), utamanya

adalah matriks metaloproteinase (MMPs) dan elastase (Gambar.2.1) *°
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UVA, UVB Environmental factors (e.g. tobacco smoking, indoor and
" Infrared radiation/heat outdoor air pollutants (polycyclic aromatic hydrocarbons ))
Oxidation of DNA, Activation of AhR

protein, and lipid

l

Telomere shortening
; : y Activation of melanogenesis
Induction of angiogenesis Activation of
VEGF 1, thrombospondin-2 | MAPK pathway l

AP-1, NF-xB — Induction of MMPs

Proinflammatory cytokinest —
(e.g. IL-1, IL-6, TNF-a, CCN1)

Ilnducuon of collagen and elastic fiber degradation l
Influx of neutrophils 7

|

elastase 1

Fragmented collagen fibril

Downregulating production Detachment of fibroblasts Wrinkling and
of collagen, elastin " to collagen fibrils Sagging

Gambar 2.1. Patogenesis Photoaging®
2.2. Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a)
2.2.1. Definisi dan Struktur TNF-a
Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF—o) adalah sitokin pro-inflamasi
pleiotropik yang memainkan peran sentral dalam orkestrasi respons imun dan

peradangan.?**

Peneliti mengidentifikasi TNF-o karena kemampuannya
menginduksi nekrosis pada sel tumaor, dan kini- molekul ini diakui sebagai
regulator utama berbagai proses fisiologis maupun patologis.?** Sitokin ini
diproduksi oleh berbagai jenis sel, namun sumber utamanya adalah sel-sel imun
yang teraktivasi, seperti makrofag dan limfosit, serta sel-sel non-imun seperti
keratinosit dan fibroblas kulit sebagai respons terhadap stres atau patogen.?*%
TNF—a memiliki dua bentuk bioaktif yang berbeda. Awalnya, ia disintesis
sebagai protein prekursor Tipe Il yang terikat pada membran sel, dikenal sebagai

transmembrane TNF-a (tmTNF—0), dengan berat molekul sekitar 26 kDa.”**>?’

Bentuk prekursor ini kemudian dapat diproses oleh enzim TNF-a-converting
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enzyme (TACE), suatu metaloproteinase, yang memotong domain
ekstraselulernya.?’ Proses tersebut melepaskan bentuk terlarut, yaitu soluble TNF-
o. (STNF—a), sebuah polipeptida 157 asam amino dengan berat molekul 17
kDa.?*?* Kedua bentuk, baik yang terikat membran maupun yang terlarut, secara
fungsional aktif sebagai homotrimer non-kovalen yang stabil.?

Keberadaan dua bentuk TNF-o, yaitu bentuk terlarut (soluble TNF-o /
STNF-a) dan bentuk terikat membran (transmembrane TNF-a / tmTNF-a),
menentukan dua mode pensinyalan yang berbeda secara fungsional. Mode
pensinyalan memediasi cara TNF-o berinteraksi dengan sel target di jaringan.
STNF-a berdifusi melalui ruang antar sel dan bertindak pada sel yang jauh,
sehingga berperan dalam pensinyalan endokrin - maupun parakrin serta
berkontribusi terhadap respons inflamasi sistemik. Respons inflamasi sistemik
dipicu oleh sTNF-a menyebabkan peningkatan pelepasan sitokin proinflamasi lain
dan memperkuat kondisi inflammaging pada kulit. Sebaliknya, tmTNF-a
berikatan langsung dengan reseptor pada sel yang berdekatan melalui kontak sel-
ke-sel, sehingga memediasi respons imun dan inflamasi yang bersifat lokal.
Respons lokal sangat penting dalam konteks photoaging, karena tmTNF-a pada
permukaan Kkeratinosit yang terpapar UVB dapat secara langsung mengaktivasi
fibroblas di sekitarnya. Aktivasi fibroblas tersebut kemudian menciptakan area

degradasi matriks ekstraseluler yang intens, yang pada akhirnya mempercepat

kerusakan kolagen dan elastin dermal.®
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2.2.2. Fungsi TNF-a

Fungsi TNF—a pada kondisi akut, seperti infeksi atau cedera jaringan,
pelepasan TNF—a yang terkontrol sangat bermanfaat. Ia menginisiasi kaskade
inflamasi yang penting untuk pertahanan tubuh, merekrut sel-sel imun ke lokasi
infeksi, dan memfasilitasi pembersihan patogen. Namun, ketika produksinya
menjadi kronis dan tidak teregulasi, seperti yang terjadi pada paparan UVB
berulang pada kulit, fungsi protektif ini berubah menjadi destruktif.?*2"%

TNF—a mengatur berbagai proses seluler fundamental. Ini termasuk induksi
apoptosis (kematian sel terprogram), regulasi proliferasi dan diferensiasi sel, serta
stimulasi produksi sitokin dan kemokin lainnya, yang memperkuat respons
inflamasi.*Patologi yang terkait dengan TNF—o tidak terletak pada sitokin itu
sendiri, melainkan pada disregulasi ckspresinya. Peningkatan kadar TNF—a secara
kronis merupakan ciri khas dari berbagai penyakit autoimun dan inflamasi kronis,
termasuk rheumatoid arthritis dan penyakit Crohn.??#" Oleh karena itu, tujuan
terapi modern yang menargetkan TNF—a, termasuk yang diusulkan dalam

penelitian ini, bukanlah eliminasi total, melainkan modulasi aktivitasnya untuk

mengembalikan homeostasis jaringan.

2.2.3. Jalur Reseptor TNF-a
TNF—a mengerahkan efek biologisnya yang beragam dengan mengikat dua
jenis reseptor permukaan sel yang berbeda secara struktural dan fungsional: TNF
Receptor 1 (TNFR1 atau p55) dan TNF Receptor 2 (TNFR2 atau p75).23%42°
TNFR1 diekspresikan secara luas di hampir semua jenis sel dan dapat

diaktifkan oleh sTNF—a maupun tmTNF—a. Reseptor ini dianggap sebagai
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mediator utama dari sebagian besar aktivitas pro-inflamasi dan sitotoksik TNF—a.
Keunikan TNFR1 terletak pada keberadaan "domain kematian™ (death domain)
intraseluler, yang setelah aktivasi dapat merekrut protein adaptor untuk
menginisiasi jalur pensinyalan yang mengarah pada apoptosis atau aktivasi
transkripsi gen pro-inflamasi.?*

Ekspresi TNFR2 lebih terbatas, terutama ditemukan pada sel-sel imun
(seperti sel T regulator), sel endotel, dan neuron.?”*® TNFR2 secara preferensial
diaktifkan oleh tmTNF—a melalui interaksi sel-ke-sel.*  Jalur pensinyalan yang
diinisiasi oleh  TNFR2 umumnya dikaitkan dengan fungsi homeostatik dan
regeneratif, seperti kelangsungan hidup sel, proliferasi, dan modulasi respons
imun untuk menekan peradangan berlebih.?"*°

Pengikatan TNF—a ke salah satu reseptor memicu kaskade pensinyalan
intraseluler yang kompleks. Dua jalur utama yang paling dikenal adalah jalur
Nuclear Factor-kappa B (NF—«B) dan jalur Mitogen-Activated Protein Kinase
(MAPK).?* Aktivasi NF-«B dan MAPK translokasi faktor transkripsi ke nukleus,
di mana mereka mengatur ekspresi ratusan gen yang terlibat dalam inflamasi,
kelangsungan hidup, dan apoptosis. Perbedaan fungsi antara TNFR1 dan TNFR2
menawarkan target terapeutik yang lebih canggih. Terapi yang ideal mungkin
tidak hanya memblokir TNF—a secara non-spesifik, tetapi secara selektif menekan
pensinyalan TNFR1 yang merusak sambil mempertahankan atau bahkan
meningkatkan pensinyalan TNFR2 yang bersifat regeneratif. Eksosom, dengan
muatan molekuler yang kompleks, berpotensi memberikan modulasi yang lebih

halus ini dibandingkan dengan inhibitor molekul kecil.
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2.2.4. Jalur Inflamasi pada Photoaging dan Peran TNF-a

TNF-o mengaktifkan AP-1, stres oksidatif akibat UVB juga merupakan
aktivator kuat dari faktor transkripsi Nuclear Factor-kappa B (NF-kB).*"*? NF-xB
terikat oleh protein inhibitor IkB di sitoplasma dalam kondisi istirahat . Stres
oksidatif memicu fosforilasi dan degradasi proteasomal IkB, yang memungkinkan
NF-xB untuk bertranslokasi ke nukleus.! Di dalam nukleus, NF-xB mengikat
elemen promotor dari berbagai gen pro-inflamasi, memicu produksi dan pelepasan
sitokin seperti Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a), Interleukin-1p (IL-1p), dan
Interleukin-6 (IL-6)."? TNF-o memegang peranan sentral dan pleiotropik dalam
patogenesis photoaging. Sitokin ini tidak hanya merekrut sel-sel imun dan
memperkuat respons inflamasi, tetapi juga secara langsung berkontribusi pada
kerusakan ekstraseluler matrix dengan lebih lanjut merangsang produksi MMP
oleh fibroblas dan Kkeratinosit.*** TNF-o dapat menginduksi apoptosis pada
fibroblas dermal, sel-sel yang bertanggung jawab atas produksi kolagen, melalui
jalur reseptor kematian yang menciptakan peradangan kronis tingkat rendah yang
merusak, sebuah fenomena yang dikenal sebagal "inflammaging”, yang menjadi

ciri khas dari penuaan jaringan, termasuk kufit.»*

2.3. Genp2l (CDKN1A)
2.3.1. Definisi dan Peran Gen p21
Gen p21 atau Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1A (CDKN1A), WAF1,
atau CIP1, mengkodekan protein kecil dengan panjang sekitar 164 asam amino
34,35

yang berfungsi sebagai inhibitor poten dari cyclin-dependent kinases (CDKSs).” ">,

p21 berperan sebagai inhibitor utama siklus sel, sehingga penting untuk menjaga
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kestabilan proliferasi sel dan homeostasis jaringan. Interaksi langsung dengan
kompleks siklin—-CDK menjalankan fungsi penghambatan, terutama CDK2 dan
CDK4, yang mengatur transisi sel dari fase G1 menuju fase S dalam siklus
seluler. P21 menghentikan kemajuan siklus sel pada fase G1, sehingga
mengontrol laju proliferasi dan menjaga keseimbangan antara pertumbuhan dan
diferensiasi sel.** Penelitian lain menunjukkan bahwa p21 juga dapat dilepaskan
dari kompleks Cyclin D-CDK4 pada penggunaan inhibitor CDK4/6 yang
memfasilitasi penghambatan lanjutan terhadap CDK2. Mekanisme tersebut
memperkuat bukti bahwa p21 memiliki fungsi regulator kompleks dalam
pensinyalan siklus sel dan homeostasis jaringan.**’

P21 berfungsi dalam regulasi transkripsi, perbaikan DNA, dan pengendalian
apoptosis, menjadikannya. molekul multifungsi yang sangat kontekstual.®*
Aktivitas biologis p21 bergantung pada lokalisasi subselulernya: ketika berada di
nukleus, p21 umumnya bertindak sebagai penekan tumor dengan menginduksi
penghentian siklus sel; sebaliknya, akumulasi p21 di sitoplasma dapat
menimbulkan efek yang berlawanan, seperti menghambat apoptosis dan
mendorong kelangsungan hidup sel, yang dalam kondisi tertentu justru dapat
mendukung perkembangan kanker.** P21 dapat dinilai berdasarkan pada tingkat
ekspresinya dan mempertimbangkan lokalisasi, interaksi molekuler, dan konteks

fisiologis tempat ia berperan.

2.3.2. Regulasi Ekspresi Gen p21
Jalur utama yang menginduksi ekspresi gen p21 adalah melalui aktivasi

protein penekan tumor p53. Sebagai respons terhadap berbagai bentuk stres



18

seluler, terutama kerusakan DNA seperti yang disebabkan oleh radiasi UVB,
protein p53 akan teraktivasi dan terstabilisasi.**® p53 yang aktif kemudian
berfungsi sebagai faktor transkripsi, berikatan langsung dengan elemen responsif
pada promotor gen p21 dan secara dramatis meningkatkan transkripsinya.*® Poros
p53-p21 ini merupakan komponen inti dari DNA Damage Response (DDR),
sebuah mekanisme fundamental yang menjaga integritas genom dengan
menghentikan siklus sel untuk memberikan waktu bagi perbaikan DNA.*

Paparan UVB adalah pemicu utama kerusakan DNA pada sel-sel kulit. Oleh
karena itu, peningkatan kadar p21 pada kulit yang terpapar sinar matahari dapat
dilihat sebagai penanda molekuler langsung dari beban kerusakan DNA kumulatif
dan upaya sel untuk mengatasi stres tersebut dengan memasuki kondisi henti
tumbuh. Selain jalur p53, ekspresi p21 juga dapat diinduksi secara independen
dari p53 melalui jalur lain, seperti pensinyalan Transforming Growth Factor-beta

(TGF-B).

2.3.3. Fungsi p21 dalam Siklus Sel dan Penuaan Seluler

Penghentian siklus sel yang dimediasi oleh p21 memberikan jeda waktu
yang penting bagi sel untuk mengaktifkan mekanisme perbaikan DNA dan
memperbaiki kerusakan sebelum DNA yang rusak tersebut direplikasi pada fase
S, yang dapat menyebabkan mutasi permanen. Jika kerusakan bersifat ringan dan
masih dapat diperbaiki, kadar p21 akan menurun sehingga sel dapat kembali
melanjutkan siklusnya. Namun, jika kerusakan bersifat berat atau menetap dan
tidak dapat diperbaiki, ekspresi p21 yang berkelanjutan menjadi pendorong utama

transisi sel menuju keadaan penuaan seluler suatu kondisi henti tumbuh yang
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bersifat permanen dan ireversibel. >

P21 berperan dalam menginduksi penuaan seluler dan mempertahankan
viabilitas atau kelangsungan hidup sel-sel yang telah berada dalam keadaan
tersebut.®> Penghilangan p21 pada sel yang mengalami penuaan seluler akibat
kerusakan DNA tidak mengembalikan sel ke kondisi normal, tetapi justru memicu
kematian sel. Mekanisme di balik fenomena ini mengungkap adanya hubungan
langsung antara p21 dan TNF-a. Hilangnya p21 pada sel yang menua
menyebabkan aktivasi jalur NF—B, yang kemudian meningkatkan sekresi
TNF—a. TNF—a selanjutnya bertindak secara autokrin atau parakrin untuk
menginduksi  apoptosis pada sel-sel yang telah mengalami penuaan.
Ketidakseimbangan dalam mekanisme ini dapat menjadi faktor pendorong utama

3 Pemahaman ini

terjadinya proses penuaan inflamasi (inflammaging).
memberikan dasar ilmiah yang kuat untuk meneliti bagaimana terapi kombinasi
yang diusulkan dapat memodulasi poros p21-TNF—a dalam upaya memulihkan

homeostasis kulit.

2.3.4. Penuaan Seluler pada Photoaging dan Peran Gen p21

Kerusakan DNA yang diinduksi UVB, seperti pembentukan dimer pirimidin
siklobutana (CPDs), mengaktifkan mekanisme pertahanan seluler yang dikenal
sebagai DNA Damage Response (DDR).® Sensor utama DDR, seperti protein
ataxia telangiectasia mutated (ATM), akan mengaktifkan dan menstabilkan
protein supresor tumor p53. Protein p53 yang teraktivasi berfungsi sebagai faktor
transkripsi yang mengikat elemen promotor pada gen CDKN1A dan

meningkatkan ekspresi protein p21.2* Protein p21 adalah inhibitor poten dari
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kompleks cyclin-dependent kinase (CDK), terutama CDK2. Dengan menghambat
aktivitas CDK2, p21 mencegah fosforilasi protein Retinoblastoma, sehingga
menjaga dalam keadaan aktif yang mengikat faktor transkripsi E2F. Hal ini secara
efektif menghentikan sel untuk maju dari fase G1 ke fase S dalam siklus sel.*®
Penghentian siklus sel yang stabil dan bersifat ireversibel ini adalah definisi dari
cellular senescence.* Akumulasi sel-sel senescent di kulit yang terpapar UV
berkontribusi signifikan terhadap fenotipe penuaan, tidak hanya karena mereka
berhenti berproliferasi, tetapi juga karena mereka mengembangkan Senescence-
Associated Secretory Phenotype (SASP), yaitu sekresi berbagai molekul pro-
inflamasi (TNF-a) dan degradatif (MMPs) yang merusak jaringan di sekitarnya.>®
Penelitian mendalam menunjukkan bahwa p21 juga esensial untuk menjaga
kelangsungan hidup sel yang sudah berada dalam kondisi senescent.**° Ketika
ekspresi p21 ditekan pada sel senescent, sel-sel ini mencoba untuk masuk kembali
ke siklus sel ‘meskipun DNA mereka sudah rusak parah. Kegagalan replikasi
respons kerusakan DNA sekunder yang masif, yang pada gilirannya mengaktifkan
jalur NF-xB/TNF-a. Aktivasi ini selanjutnya memicu JNK dan kaspase, yang
berujung pada kematian sel terprogram (apoptosis).>*® Implikasi dari mekanisme
ini sangat penting karena intervensi yang mampu menurunkan ekspresi p21 tidak
hanya berpotensi mencegah sel baru menjadi senescent (senomorphic), tetapi juga
dapat secara aktif membersihkan sel-sel senescent yang sudah ada dengan
mengganggu mekanisme pertahanan hidup mereka, suatu efek yang dikenal

sebagai senolytic.’
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2.4. Mesenchymal Stem Cell (MSC) dan Exosome
2.4.1. Definisi dan Karakteristik Mesenchymal Stem Cells (MSC)
Mesenchymal Stem Cells (MSCs) adalah sel punca dewasa multipoten yang
dapat diisolasi dari berbagai jaringan, termasuk sumsum tulang, jaringan adiposa,
tali pusat, dan pulpa gigi.** International Society for Cellular Therapy (ISCT)
telah menetapkan kriteria minimum untuk mendefinisikan MSC pada manusia
(Gambar 2.2), vyaitu: (1) kemampuan untuk melekat pada permukaan plastik
dalam kondisi kultur standar; (2) ekspresi penanda permukaan spesifik, yaitu
positif (295%) untuk CD105, CD90, dan CD73, serta negatif (<2%) untuk
penanda hematopoietik dan imunologis seperti CD45, CD34, CD14 atau CD11b,
CD19 atau CD790, dan HLA-DR; dan (3) kemampuan untuk berdiferensiasi
menjadi tiga garis keturunan sel mesodermal, yaitu osteoblas (tulang), kondrosit

(tulang rawan), dan adiposit (lemak) secara in vitro.** *

® @ ®

Adherence to plastic Marker expression Multipotent differentiation potential
Positive Negative
MSC - 295% + <2% + & MSC
* CD45

+CD90*  +CD790 or CD19-
* HLA-DR- o o

Adherent layer Adipocyte  Osteoblast Chondrocyte

e

«CD105  +CD34 / \
«CD73+ - + €D or CDA1b
S =
5 -

Gambar 2.2. Kriteria minimum ISCT untuk mengidentifikasi Sel Punca
Mesenkimal manusia®*

2.4.2. Definisi, Biogenesis, dan Komposisi Exosome MSC
Exosome adalah subtipe dari vesikel ekstraseluler yang berukuran nano,

dengan diameter berkisar antara 30 hingga 150 nm.*** Mereka berasal dari jalur
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endosomal internal sel. Proses biogenesisnya dimulai dengan invaginasi ke dalam
dari membran endosom awal untuk membentuk multivesicular bodies (MVBSs),
yang berisi banyak vesikel kecil yang disebut intraluminal vesicles (ILVs).3%%
Pembentukan ILV ini diatur oleh mekanisme molekuler yang kompleks, termasuk
jalur yang bergantung pada Endosomal Sorting Complexes Required for
Transport (ESCRT) dan jalur yang tidak bergantung pada ESCRT.*“*® MVB
kemudian dapat berfusi dengan membran plasma sel, melepaskan ILV yang
dikandungnya ke lingkungan ekstraseluler, yang kemudian dikenal sebagai
exosome.***® Exosome berfungsi sebagai pembawa pesan antar sel yang poten,
karena mereka mengangkut muatan molekul bioaktif yang beragam termasuk
protein, lipid, mRNA, dan microRNA (miRNA) yang mencerminkan status

fisiologis sel induknya.*****"

2.4.3. Peran Exosome MSC dalam Regenerasi dan Sintesis Kolagen Kulit
Awalnya, efek terapeutik MSC diyakini berasal dari kemampuannya untuk
berdiferensiasi ‘menjadi sel pengganti. Namun, bukti yang berkembang
menunjukkan bahwa manfaat utamanya dimediasi oleh efek parakrin, yaitu
sekresi faktor-faktor bioaktif, dengan exosome sebagai komponen fungsional

utamanya. 24849

exosome yang diturunkan dari MSC (MSC-Exos) menawarkan
pendekatan terapi bebas sel yang menjanjikan, yang dapat menghindari potensi
risiko yang terkait dengan transplantasi sel hidup, seperti respons imun,
penolakan, dan tumorigenisitas.*”*° Pada regenerasi kulit, EH-MSCs telah terbukti

memberikan berbagai manfaat. Mereka dapat merangsang proliferasi dan migrasi

sel-sel kulit esensial seperti fibroblas dan keratinosit, meningkatkan sintesis
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komponen ECM seperti kolagen dan elastin, menekan ekspresi MMP yang
merusak, serta memodulasi respons inflamasi dan stres oksidatif secara

efektif, 47053

2.4.4. Pengaruh Kultur Hipoksia terhadap Potensi Terapeutik Exosome
MSCs

Prakondisi hipoksia adalah sebuah strategi untuk atau meningkatkan potensi
terapeutik MSC sebelum isolasi exosome. Dengan mengkultur MSC dalam
lingkungan rendah oksigen (umumnya 1-5% O, ), kondisi yang meniru
lingkungan mikro jaringan yang cedera atau iskemik, terjadi stabilisasi dan
aktivasi faktor transkripsi Hypoxia-Inducible Factor 1-alpha (HIF-1a)."*% HIF-
la yang aktif akan memicu transkripsi ratusan gen yang terlibat dalam proses
perbaikan dan regenerasi jaringan, termasuk faktor-faktor angiogenik seperti
Vascular Endhothelial Growth Factor (VEGF), faktor pertumbuhan, dan sitokin
anti-inflamasi.”*> Akibatnya, exosome yang disekresikan oleh MSC yang
diprakondisi hipoksia menjadi sangat diperkaya dengan muatan pro-regeneratif
ini. Muatan ini mencakup protein dan miRNA spesifik (seperti miR-210, miR-
126, dan miR-21) yang secara kolektif meningkatkan angiogenesis, menekan
apoptosis, memodulasi respons imun ke arah anti-inflamasi, dan meningkatkan
perbaikan jaringan.>**® Sejumlah penelitian telah secara konsisten menunjukkan
bahwa EH-MSCs memiliki kapasitas regeneratif yang jauh lebih unggul
dibandingkan dengan exosome dari MSC vyang dikultur dalam kondisi

normoksia.>*>®
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2.5. Hyaluronic Acid
2.5.1. Definisi, Struktur, dan Sifat Fisikokimia

Hyalorunic Acid (HA), atau hialuronan, adalah polisakarida linier yang
termasuk dalam keluarga glikosaminoglikan (GAG) non-sulfat. Strukturnya HA
(Gambar 2.3) terdiri dari unit-unit disakarida yang berulang dari asam D-
glukuronat dan N-asetil-D-glukosamin, yang dihubungkan oleh ikatan $-1,4 dan
B-1,3.3"*8 Sifat fisikokimia yang paling menonjol dari HA adalah hidrofilisitasnya
yang luar biasa. Karena banyaknya gugus hidroksil dan karboksil di sepanjang
rantainya, satu molekul HA mampu mengikat molekul air hingga 1000 Kali
beratnya sendiri, membentuk larutan gel yang sangat kental dan viskoelastik di

lingkungan fisiologis.>® *®

CH OC
% OH%/
CH OC \w
Gambar 2.4. Struktur Kimia Hyaluronic Acid?’

2.5.2. Peran Fisiologis Hyaluronic Acid di Kulit

Hyalorunic Acid adalah komponen fundamental dan melimpah dari matriks
ekstraseluler (ECM) kulit, di mana lebih dari 50% dari total HA tubuh
ditemukan.®” Secara fisiologis, peran utamanya adalah untuk menjaga hidrasi,
turgor (kekenyalan), dan volume kulit. Dengan mengisi ruang antar sel di dermis,
HA menciptakan lingkungan yang lembab dan terhidrasi yang penting untuk
fungsi seluler, termasuk proliferasi, migrasi, dan komunikasi sel.**®" Seiring

dengan penuaan, baik intrinsik maupun ekstrinsik (photoaging), sintesis HA oleh



25

fibroblas dan keratinosit mengalami penurunan. Penurunan kadar HA ini
berkontribusi secara signifikan terhadap manifestasi klinis penuaan kulit, seperti

kekeringan, atrofi, hilangnya volume, dan pembentukan kerutan.>

2.5.3. Penggunaan Hyaluronic Acid sebagai Agen Terapeutik

Hyaluronic Acid (HA) menjadi salah satu bahan aktif yang paling banyak
digunakan dalam produk dermatologi dan kosmetik topical karena bersifat
humektan yang kuat, biokompatibilitas yang sangat baik, dan profil keamanan
yang telah terbukti.”®**° HA yang diaplikasikan ke permukaan kulit, memberikan
hidrasi instan dan membantu mengurangi kehilangan air transepidermal.>®
Formulasi modern seringkali menggunakan campuran HA dengan berbagai berat
molekul. HA dengan berat molekul tinggi membentuk lapisan pelindung di
permukaan, sementara HA dengan berat molekul rendah dapat menembus lebih

dalam untuk memberikan hidrasi pada lapisan epidermis.>**°



BAB Il1

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori

Photoaging merupakan salah satu bentuk penuaan kulit ekstrinsik akibat
paparan ultraviolet B (UVB). Absorpsi energi UVB oleh kromofor seluler
memicu produksi Reactive Oxygen Species (ROS). Akumulasi ROS menyebabkan
stres oksidatif yang berdampak pada kerusakan DNA, protein, dan lipid membran,
sehingga mengganggu fungsi sel, dan menginisiasi aktivasi jalur sinyal pro-
inflamasi dan pro-senescent™®%°

Peningkatan produksi ROS mengaktifkan faktor transkripsi Nuclear Factor-
kappa B (NF-kB) dan, peningkatan produksi Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-
a)** menginduksi matrix- metalloproteinases (MMPs) sehingga memperburuk
degradasi matriks ekstraseluler dan menginduksi apoptosis fibroblas yang
mempercepat kehilangan kolagen dermal.**>42

Paparan UVB memicu DNA Damage Response melalui aktivasi protein p53
sehingga meningkatkan ekspresi gen p21, yang berfungsi sebagai inhibitor cyclin-
dependent kinase.** Peningkatan p21 menghambat progresi siklus sel dan memicu
keadaan cellular senescence. Sel-sel senescent tidak dapat berproliferasi, tetapi
tetap aktif secara metabolik mensekresikan senescence-associated secretory
phenotype (SASP). Akumulasi sel senesen memperparah kerusakan dermal dan
berkontribusi pada manifestasi klinis photoaging.*®

Perkembangan terapi regeneratif berbasis Exosomes Hypoxia Mesenchymal

Stem Cells (EH-MSCs) menawarkan pendekatan inovatif untuk mengatasi

26
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mekanisme patologis tersebut.*” EH-MSCs mengandung berbagai faktor bioaktif
seperti microRNA, protein anti-inflamasi, dan antioksidan yang mampu menekan
ROS, menghambat aktivasi NF-kB, serta menurunkan ekspresi TNF-a. Selain itu,
EH-MSCs dapat meningkatkan viabilitas fibroblas, merangsang proliferasi, dan
mengembalikan homeostasis kolagen.*®°

Hyaluronic Acid (HA) berperan sebagai komponen fisiologis matriks
dermal yang menjaga hidrasi dan sebagai sistem penghantaran bioaktif. Sifat
hidrofilik dan kemampuan membentuk hidrogel menjadikan HA sebagai carrier
yang efektif untuk exosom, memperlambat degradasi, memperpanjang retensi
lokal, dan mendukung pelepasan bertahap muatan exosome.®®3

Kombinasi EH-MSCs dan HA diharapkan memberikan efek sinergis,
dengan menurunkan ekspresi TNF-o dan p21 lebih efektif dibandingkan
pemberian tunggal. Kombinasi terapi diharapkan menjadi strategi regeneratif

pada mekanisme inflamasi senescent dalam photoaging, dan memperbaiki

integritas kolagen dermal.
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3.2. Kerangka Konsep

A 4
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v

Ekspresi p21

Gambar 3.2. Kerangka Konsep
3.3. Hipotesis
Hipotesis pada penelitian ini adalah terdapat pengaruh pemberian kombiansi
exosome hypoxia MSCs dan HA terhadap ekspresi gen TNF-a dan p21 pada tikus

jantan galur wistar model collagen loss yang diinduksi dengan UVB.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental murni (true
experimental research) yang dilakukan secara in vivo dengan menggunakan
hewan coba tikus putih (Rattus norvegicus) galur Wistar jantan. Model penelitian
yang digunakan adalah model photoaging atau collagen loss yang diinduksi
melalui paparan sinar ultraviolet B (UVB). Penelitian eksperimental dipilih karena
memungkinkan peneliti untuk mengontrol variabel secara ketat dan mengevaluasi
pengaruh perlakuan terhadap variabel terikat dalam kondisi yang terstandar.
Rancangan penelitian yang diterapkan adalah post-test only control group design

dengan rancangan acak lengkap (RAL) sebagaimana disajikan pada Gambar 4.1:

UV-B () » Kl > 01K1
/ > K2 > 02K2
S P AP R A
» K3 »  03K3
UV-B(+) P V H
»| K4 »| 04K4
—>»| K5 »| O5K5

Gambar 4.1. Alur Rancangan Penelitian
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Keterangan:
S : Sampling
R : Randomized

UVB (+) :Pemberian paparan UVB
UVB (-) : Tanpa paparan UVB

A : Aklimasi

\/ : Validasi pembentukan anomal model collagen loss

K1 : Tikus sehat tanpa paparan UVB

K2 . Kontrol negatif (Tikus dengan paparan UVB + injeksi NaCl 0,9%

200 pL secara subcutan)

K3 : Kontrol positif (Tikus dengan paparan UVB + injeksi Hyaluronic

Acid (HA) dosis 200uL secara subcutan)

K4 : Perlakuan 1 (Tikus dengan paparan UVB + injeksi Exosome MSC
hypoxia dosis 2.5 x 10°sel dalam 200uL. NaCl 0,9% secara subcutan)

K5 : Perlakuan 2 (Tikus dengan paparan UVB + injeksi Exosome MSC

hypoxia dosis 2.5 x 10° sel dalam 200uL NaCl 0,9% dan Hyaluronic
Acid (HA) dosis 200ul secara subcutan)

O1K1 : Observasi ekspresi gen TNF-a dan p21 kelompok 1
02K2 : Observasi ekspresi gen TNF-a dan p21 kelompok 2
O3K3 : Observasi ekspresi gen TNF-a dan p21 kelompok 3
O4K4 : Observasi ekspresi gen TNF-o dan p21 kelompok 4
O5K5 : Observasi ekspresi gen TNF-a dan p21 kelompok 5

4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.2.1. Variabel Penelitian

4.2.1.1. Variabel Bebas

Kombinasi EH-MSCs dan HA.

4.2.1.2. Variabel Terikat

Variabel terikat: Ekspresi gen TNF-o dan p21.

4.2.2. Definisi Operasional
4.2.2.1. Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells hypoxia

Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (EH-MSCs) adalah sediaan cair
yang mengandung vesikel ekstraseluler berukuran nano (30-150 nm) yang

dilepaskan oleh MSCs yang dikultur dalam kondisi hipoksia terkontrol (1-5%
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O, ). EH-MSCs diperoleh dari Animal Model Research Center, Stem Cell and
Cancer Research (SCCR), Semarang. EH-MSCs diperoleh melalui proses isolasi
dan medium kultur supernatan sel MSC passage ke-4, melalui teknik sentrifugasi
diferensial dan filtrasi steril menggunakan membran 0,22 um (Lampiran ). EH-
MSCs yang dihasilkan kemudian disuspensikan dalam larutan buffer fosfat
disimpan pada suhu 2-8°C digunakan untuk perlakuan pada hewan coba.
Pemberian E-MSCs dilakukan melalui injeksi subkutan pada area punggung tikus
model sebanyak 200 uL per ekor per hari.
Satuan : mikroliter (uL)
Skala : Rasio
4.2.2.2. Hyaluronic Acid

Hyaluronic Acid (HA) merupakan sediaan injeksi steril berbentuk gel
viskoelastik transparan yang digunakan untuk terapi regeneratif kulit. HA yang
digunakan dalam penelitian ini diperoleh dari sediaan dalam kemasan syringe
steril bermerk Staris® kemasan 24 mg/ml (Lampiran 2) dan disimpan pada suhu
2-8°C sebelum digunakan. Pemberian HA melalui injeksi subkutan pada area
punggung tikus model sebanyak 200 pL/ekor /hari.
Satuan : mikroliter (pL)
Skala : Rasio
4.2.2.3. Ekspresi gen TNF-a

Ekspresi gen TNF-a adalah tingkat transkripsi gen Tumor Necrosis Factor-
alpha (TNF-a), yaitu sitokin proinflamasi utama yang berperan dalam respon

inflamasi kronis kulit akibat paparan UV-B. Pengukuran TNF-o. menggunakan
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metode Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) dari sampel
jaringan kulit dorsal tikus yang diambil pada hari ke-20 setelah perlakuan. Hasil
pemeriksaan disajikan dalam bentuk ekspresi relatif dengan membandingkan
ekspresi gen TNF-o terhadap ekspresi housekeeping gene Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) dengan rumus:

e = 2-hAct

Fold chang

Keterangan:

ACt = (Ctrnp-a — Ctoappn)
AACt = (ACtsampeifeSaliPil + L1 Smld kool
Skala :rasio
4.2.2.4. Ekspresi gen p21

Ekspresi gen p21 adalah tingkat transkripsi gen Cyclin-Dependent Kinase
Inhibitor 1A (CDKN21A) yang diekspresikan menjadi protein p21. Pengukuran
Ekspresi gen p21 menggunakan metode Reverse Transcriptase-Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) dilakukan dari sampel jaringan kulit dorsal tikus (x5 mg)
yang diambil pada hari ke-20 pasca perlakuan. Hasil berupa nilai ekspresi relatif
dengan membandingkan ekspresi gen p21 terhadap ekspresi housekeeping gene
GAPDH.

Skala : rasio

4.3. Populasi dan Sampel Penelitian
4.3.1. Subjek Penelitian
Subjek pada penelitian ini merupakan tikus jantan Wistar berusia 2-3 bulan

dengan bobot badan 200-250 gram yang dinyatakan sehat dan layak digunakan
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untuk penelitian yang diperoleh dari Animal Model Research Center, Stem Cell

and Cancer Research (SCCR) (Lampiran 3).

4.3.2. Sampel Penelitian
4.3.2.1. Kriteria Inklusi
Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah sebagai berikut :
1. Umur 2-3 bulan.
2. Kondisi sehat.
3. Berat badan 200-250 gr.
4.3.2.2. Kriteria Eksklusi
Kriteria Eksklusi pada penelitian ini adalah tikus yang mengalami infeksi
selama penelitian
4.3.2.3. Kriteria Drop Out

Kriteria Drop Out pada penelitian ini adalah tikus yang mati.

4.3.3. Cara Pengambilan Sampel Penelitian

Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan Randomized Sampling.
Tikus putih jantan Galur Wistar dibagi menjadi 5 kelompok yaitu kelompok 1
(tikus sehat tanpa paparan UVB), Kontrol Negatif (tikus dipapar UVB dengan
pemberian NaCl 0.9% secara subkutan), Kontrol positif (tikus dipapar UVB
dengan pemberian HA dosis 200 uL secara subkutan), kelompok perlakuan 1
(tikus dipapar UVB dengan perlakuan EH-MSCs dosis 200uL secara subkutan)
dan kelompok perlakuan 2 (tikus dipapar UVB dengan perlakuan kombinasi EH-

MSCs 200uL dan HA 200uL secara subkutan).
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4.3.4. Besar Sampel
Besar sampel dilakukan dengan rumus sampel eksperimental dari Federer
yaitu (t-1)(n-1) > 15 schingga didapat hasil 15. Keterangan untuk nilai t adalah
banyaknya perlakuan dan n adalah banyaknya sampel setiap perlakuan.'®
Rumus Federer :(t-1) (n-1)> 15
Sampel tiap Kelompok  : (5-1) (n-1) > 15
4n-4>15
4n=>19
n=4,75
Perhitungan dengan menggunakan rumus Federer didapatkan jumlah tikus
minimal 5 ekor perkelompok. Jumlah sampel yang digunakan peneliti yaitu 6 ekor
tikus perkelompok.
Keterangan:
t= banyaknya perlakuan
n= banyak sampel setiap perlakuan
4.4. Alat dan Bahan
44.1. Alat
Penelitian ini menggunakan beberapa peralatan untuk membuat hewan
model antara lain berupa UV light (broadband dengan peak emission pada 302
nm) dengan energi 180 mJ/cm? pisau cukur, kandang paparan, kandang
pemeliharan, tempat air minum tikus dan pemotong rambut. Alat yang digunakan
untuk pengumpulan data 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,
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cover glass, dan laptop.

4.4.2. Bahan

Penelitian ini menggunakan beberapa bahan meliputi gel base, ketamin,
xylazine, etanol, akuades, dan kloroform sebagai bahan pendukung dalam proses
perlakuan dan preparasi sampel. Primer spesifik digunakan untuk gen TNF-o dan

primer untuk gen p21 pada analisis ekspresi gen menggunakan metode RT-PCR.

4.5. Cara Penelitian
4.5.1. Perolehan Ethical Clearance

Ethical clearance penelitian dipereh dari Fakultas Kedokteran Universitas
Islam Sultan Agung Semarang dengan Nomor dokumen No0.23/1/2026/Komisi

Bioetik (Lampiran 4).

4.5.2. Penyinaran UVB dan Pemberian Perlakuan pada Subjek Percobaan
Prosedur paparan UVB pada model collagen loss selama 14 hari pada tikus
Jantan galur wistar dimulai dari tahan adaptasi selama 7 hari di laboratorium
hewan coba. Tikus dipelihara dalam kendang dengan suhu 24-26°C dan
kelembaban terkontrol serta diberikan pakan dan air minum ad libitum. Sebelum
diberikan paparan UVB, dilakukan pencukuran bulu pada bagian dorsal
(punggung) menggunakan mesin pencukur rambut hewan hingga terbuka area
sekitar 4cm? agar sinar UVB dapat langsung mengenai kulit. Tikus kemudian
ditempatkan di wadah khusus yang memungkinkan paparan merata, lalu diberikan
paparan sinar UVB dengan Panjang gelombang 302nm pada jarak 20cm. Dosis

paparan yang diberikan Adalah 180mJ/cm? dalam durasi 10 menit/hari selama 5
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kali seminggu (hari 1, 2, 4, 5, dan 7) selama 2 minggu®’

Tikus Perlakuan 1 adalah tikus sehat tanpa paparan UV-B, Tikus perlakuan
2 adalah tikus yang dipapar UVB kemudian diberi perlakuan secara subkutan
menggunakan NaCl 0,9% 200uL, Tikus perlakuan 3 adalah tikus yang dipapar
UVB kemudian diberi perlakuan secara subkutan menggunakan Hyaluronic Acid
(HA) dosis 200uL, Tikus perlakuan 4 adalah tikus yang dipapar UV-B kemudian
diberi perlakuan secara subkutan menggunakan EH-MSCs dosis 200uL, Tikus
pada Perlakuan 4 diberi perlakuan secara subkutan menggunakan kombinasi EH-

MSCs dan HA yang masing-masing diberikan satu kali pada hari 15 hari.

4.5.3. Pengambilan Sampel jaringan

Sebanyak 2x2cm sampel jaringan kulit dorsam subjek penelitian diambil
pada hari ke-27 dengan pembiusan mengunakan scalper. Sampel jaringan
dimasukkan ke dalam tube berisi RNA letter dan disimpan pada suhu -80°C

hingga proses analisis dilakukan.

4.5.4. Validasi Berkurangnya Kolagen Akibat UV-B

Validasi berkurangnya kolagen akibat paparan UVB dilakukan melalui
pengamatan makroskopik menggunkan kamera dan pengamatan mikroskopik
menggunakan Masson Trichrome terhadap warna kulit bagian punggung tikus.
Perubahan warna kulit diamati setelah dilakukan penyinaran UVB selama 2
minggu. Sampel untuk validasi diambil dari tikus kontrol sehat yang tidak dipapar
UVB sebanyak 1 ekor secara acak dan tikus yang sudah dipapar UVB sebanyak 1

ekor secara acak.
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4.5.5. Analisis Kuantitatif Ekspresi Gen TNF-a dan P21 dengan qRTPCR
Tujuan analisis menentukan perubahan relatif ekspresi mRNA gen pro-
inflamasi TNF-a. dan gen regulator siklus sel p21 (CDKNZ1A) antar kelompok
perlakuan dengan kuantifikasi yang sensitif, spesifik, dan terstandarisasi.
1. Ekstraksi RNA dan Sintesis cDNA
Isolasi RNA total dari sampel dilakukan dengan menggunakan reagen
TRIzol® (Invitrogen Life Technologies). Kemurnian dan konsentrasi RNA
dievaluasi melalui spektrofotometri (NanoDrop), sedangkan integritas RNA
diperiksa dengan elektroforesis gel agarosa. Sintesis cDNA dilakukan
menggunakan iScript™ ¢cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Catalog No. 1708891)
dengan bantuan Reverse Transcriptase PCR Thermal Cycler C1000 (Bio-
Rad).
2. Analisis Ekspresi Gen TNF-a dan ekspresi gen p21
Ekspresi gen TNF-a dan p21 dianalisis menggunakan metode Real-Time
Quantitative PCR (RT-qPCR). Reaksi PCR dijalankan menggunakan iTaq™
Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Catalog No. 1725124) dalam
tabung PCR 0,2 mL dengan volume total 20 pL untuk setiap sampel.
Amplifikasi dilakukan menggunakan sistem CFX96™ Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad) dengan kondisi siklus: pre-denaturasi 95°C
selama 3 menit, diikuti 40 siklus denaturasi 95°C selama 10 detik,
annealing/ekstensi 60°C selama 30 detik, dan dilanjutkan analisis kurva leleh

(melt curve) untuk verifikasi spesifisitas amplifikasi.
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3. Normalisasi dan Analisis Data
Gen GAPDH digunakan sebagai gen referensi (housekeeping gene). Data
diekspresikan dalam bentuk fold change relatif dengan metode 2"-AACt.
Analisis dilakukan pada tiga kali ulangan teknis dan minimal tiga ulangan
biologis. Hasil dievaluasi secara statistik menggunakan perangkat lunak

GraphPad Prism dengan tingkat signifikansi p < 0,05.

4.6. Tempat dan Waktu Peneltian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Stem Cell and Cancer Research, Jawa

Tengah pada Oktober-Desember 2025. (Lampiran.3)

4.7. Analisis Data

Data ekspresi- gen - TNF-a dan p21 diuji normalitas distribusi data
menggunakan Shapiro-Wilk test, sedangkan uji homogenitas varian data dengan
Levene’s test. Data ekspresi gen TNF-o terdistribusi tidak normal (p<0,05) dan
varian data tidak homogen (p<0,05), maka analisis perbedaan antar kelompok
menggunakan uji non-parametrik Kruskal-Wallis untuk menilai perbedaan antar
kelompok,dan dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney sebagai analisis lanjutan
antar kelompok.

Data ekspresi gen p21 menunjukkan distribusi normal (p>0,05) dan varian
tidak homogen (p<0,05), sehingga digunakan setelah uji One Way Anova dan
dilanjutkan dengan uji Tamhane. Anlisa data menggunakan perangkat lunak SPSS

versi 26.0 for Windows, dengan tingkat kemaknaan ditetapkan pada p<0,05.



4.8. Alur Penelitian

Tikus putih jantan Galur Wistar

Adaptasi selama 7 hari dan Randomisasi

|

Penyinaran UVB dosis MED 180 mJ/cm? (10 menit), 5 kali
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Gambar 4.2. Alur Penelitian
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BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1. Hasil Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui tentang pengaruh pemberian
kombinasi exosome hypoxia MSCs (EH-MSCs) dan Hyalorunic Acid (HA)
terhadap ekspresi gen TNF-a dan p21 menggunakan tikus jantan galur wistar
model collagen loss yang diinduksi dengan paparan UVB. Keseluruhan 30 ekor
tikus yang digunakan berhasil melalui seluruh rangkaian penelitian mulai dari
tahap adaptasi sampai terminasi, tidak ada tikus yang mati sehingga tidak ada
yang mengalami drop out.
5.1.1. Hasil Validasi Exosome MSCs hypoxia

Exosome hypoxia Mesencymal Stem Cells (EH-MSCs) diisolasi dari kultur
sel yang sudah mencapai 80% konfluen dengan karakteristik berbentuk spindle-
like cell dan melekat pada dasar flask tempat kultur (Gambar 5.1a). Validasi EH-
MSCs menggunakan uji kemampuan deferensiasi sel menjadi sel matur dan
karakterisasi penanda permukaan. Hasil pengamatan deferensiasi sel dengan
pewarnaan Osteogenic Alizarin-red menunjukkan bahwa MSCs mampu
berdiferensiasi menjadi ostiosit yang diindikasikan oleh endapan kalsium berupa
penampakan merah (Gambar 5.1b). Hasil uji deferensiasi dengan pewarnaan
Chondrocyte Alician Blue menunjukkan warna biru sebagai penanda senyawa

proteoglikan yang mencirikan diferensiasi sel menjadi chondrocyte (Gambar 5.1c)

41
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(a) (b) (©)

Gambar 5.1. Hasil pengamatan mikroskopis (a) Bentuk spindle-like cell EH-
MSCs (Perbesaran 40x), (b) Hasil diferensiasi MScs menjadi osteosit
(pewarnaan Osteogenic Alizarin-red, — perbesaran 200x), (c) MSCs
berdiferensiasi menjadi chondrocyte (pewarnaan Chondrocyte Alician Blue,
perbesaran 100x)

CD45 FITC-A subset
029

— 2

Comp-FITC-A':: FITC.A Comp-PE-A i: PE-A Comp-PerCP-A :; PerCP-A

Gambar 5.2. Menunjukkan hasil flow cytometry kemampuan MSCs dalam
mengekspresikan berbagai marker permukaan yang ditandanai dengan persentase
ekspresi positif CD90.1 sebesar 98,7%, CD29 sebesar 99,0% dan ekspresi
negative dari CD45 sebesar 0.29% dan CD31 sebesar 5,66%.
5.1.2. Hasil Validasi Collagen Loss Pada Tikus yang Dipapar UVB

Model collagen loss tikus dikembangkan dengan paparan UVB pada jarak
20 cm dengan Panjang gelombang 302nm dengan kekuatan 150mj/cm?. Durasi
paparan selama 8 menit dengan frekuensi 10 kali dalam 14 hari untuk membuat
tikus model collagen loss. Hasil pengamatan makroskopis secara visual

(Gambar5.3) menunjukkan bahwa pada tikus sehat yang tidak dipapar UVB

menunjukkan permukaan kulit tampak utuh, halus dan homogen. Ketebalan kulit
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dalam batas normal tanpa penonjolan, warna kulit merata tanpa ada eritema,
diskolorasi atau lesi fokal. Permukaan kulit tikus yang dipapar UVB menunjukkan
tampak kurang homogen, terdapat penebalan jaringan pada kulit, terlihat

perubahan warna lokal berupa area kemerahan (eritema ringan).

Gambar 5.3. Gambaran makroskopis pengamatan secara visual menggunakan
kamera handphone pada tikus (a) sehat (tidak dipapar UVB) dan (b) dipapar UVB

Hasil validasi model collagen loss akibat paparan UVB secara mikroskopis
menggunakan pewarnaan Masson Trichome. menunjukkan terjadi penurunan
densitas collagen setelah paparan UVB (Gambar5.4). Pada tikus sehat epidermis
tampak dengan ketebalan normal. Dermis berisi serabut collagen padat, tebal, dan
terorganisasi baik, berwarna biru intens. Distribusi collagen merata, tanpa
fragmentasi, struktur adneksa kulit tampak normal. Epidermi tikus yang dipapar
UVB es tampak menebal (akantosis), ermis tampak menebal, namun disertai
penurunan intensitas warna biru collagen, serabut collagen lebih tipis,
terfragmentasi dan tidak teratur. Collagen loss juga ditandai dengan pelebaran
ruang stroma dermis danterjadi disorganisasi matriks ekstraseluler di sekitar

struktur adneksa (Gambar 5.5).
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Gambar 5.4. Gambaran mikroskopis pengamatan menggunakan mikroskop
cahaya pada tikus (a) sehat (tidak dipapar UVB) dan (b) dipapar UVB

5.1.3. Efek Pemberian Exosome MSC hypoxia dan Hyaluronic Acid
Terhadap ekspresi gen TNF-a.

Tabel 5.1 menunjukkan rerata dan standard deviasi dari ekspresi TNF-o
pada berrbagai kelompok perlakuan. Hasil uji nomralitas dengan Shapiro Wilk
menunjukkan bahwa distribusi data ekspresi TNF-a tidak normal yaitu terdapat
minimal 1 kelompok dengan nilai (p>0.05) pada K5 diperoleh p=0.033. Hasil uji
homogenitas varian data diperoleh p = 0.000 (p>0.05) sehingga varian data
ekspresi TNF-o adalah homogen. Oleh karena itu, uji beda antar kelompok dapat
menggunakan uji non parametrik Kruskal wallis dan diperoleh p=0.000 (p<0.05)
yang berarti bahwa minimal terdapat 1 pasang kelompok perlakuan dengan
ekspresi TNF- o yang berbeda signifikasn. Hasil uji lanjut dengan Mann Whitney
(Tabel 5.2) diketahui bahwa terdapat perbedaan yang bermakna antara rerata
ekspresi TNF-o pada kelompok K1 dan K2 dengan nilai p=0.004 (p<0.05), K1
dan K3 dengan nilai p=0.004 (p<0.05), K1 dan K4 dengan nilai p=0.023 (p<0.05),
K2 dan K5 dengan nilai p=0.004(p<0.05), K3 dan K5 dengan nilai

p=0.004(p<0.05), dan K4 dan K5 dengan nilai p=0.012(p<0.05). Data ekpresi
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TNF-o pada tabel 5.1 menunjukkan hasil analisa data pengaruh ekspresi gen TNF-
a pada berbagai kelompok perlakuan. Keberhasilan induksi collagen loss akibat
paparan UVB pada penelitian ini dapat dilihat berdasarkan rerata ekspresi gen
TNF-a pada kelompok K2 (UVB dan dinjeksi s.c 200 ul NaCl 0.9% yaitu sebesar
0.195+0.455 yang lebih tinggi secara signifikan (p<0.05) dibandingkan dengan
K1 (kelompok sehat) yaitu sebesar 0.073 +0.008. Injeksi s.c 200 uL Hyaluronic
Acid (HA) pada kelompok tikus K3, dan 200 uL EH-MSCs (K4) menunjukkan
efek penurunan ekspresi TNF-a jika dibandingkan dengan K2. Ekspresi TNF-a.
sebesar 0.068+0.116 pada kelompok tikus yang dipapar UVB dan diberi
kombinasi HA dan EH-MSCs (K5) lebih rendah dan berbeda secara signifikan
dibandingkan dengan terapi tungal HA (K3) sebesar 0.168+0.061 dan terapi
tunggal EH-MSCs (K4) yaitu sebesar 0.135+0.546. Rerata ekspresi TNF-a pada
kelompok tikus yang diberi kombinasi EH-MSCs dan HA tidak menunjukkan
perbedaan yang signifikan (p>0.05) jika dibandingkan dengan kelompok kontrol
sehat (K1).

Tabel 5.1. Rerata serta nilai signifikanasi dari Uji Normalitas, Homogenitas
dan One Way Anova kadar ekspresi gen TNF-a

Kelompok Perlakuan  Rerata £SD nilai p pada hasil uji
Shapiro  Levene Kruskal
Wilk Test Wallis
K1 (Kontrol sehat) 0.073+0.008  0.091
K2 (UVB+NaCl) 0.195+0.455 0.629
K3 (UVB+HA) 0.168+0.061  0.476 0.000 0.000

K4 (UVB+EH-MSCs)  0.135+0.546  0.293
K5 (UVB + HA+ EH- 0.068+0.116  0.033
MSCs)

Keterangan: *menunjukkan berbeda secara signifikan (p<0.05)
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Tabel 5.2. Nilai signifikasni hasil uji Mann Whitney yang menunjukkan
perbedaan eskpresi gen TNF- a antar kelompok perlakuan

Kelompok K1l K2 K3 K4 K5
Perlakuan
K1 0.004 0.004 0.023" 0.277
K2 0.004" 0.469 0.065 0.004"
K3 0.004 0.469 0.226 0.004
K4 0.023" 0.065 0.226 0.012"
K5 0.277 0.004 0.004" 0.012

Keterangan: *menunjukkan berbeda secara signifikan (p<0.05)

0.2+ 0.19530.455
0.164+0.061

/ 0.135+0.546

0.

-

710.073::0.00 0.068+0.116

Ekspresi gen TNF-a

Kelompok perlakuan
Gambar 5.5. Ekspresi Gen TNF-o pada berbagai kelompok perlakuan.
*menunjukkan berbeda secara signifikan (p<0.05) berdasarkan hasil uji Mann
Whitney
5.14. Efek Pemberian Exosome MSC hypoxia dan Hyaluronic Acid
Terhadap ekspresi gen P21

Tabel 5.3 menunjukkan rerata dan standard deviasi dari ekspresi P21 pada
berbagai kelompok perlakuan. Hasil uji nomralitas dengan Shapiro Wilk
menunjukkan bahwa distribusi data ekspresi P21 pada semua kelompk adalah

normal (p>0.05). Hasil uji homogenitas varian data diperoleh p = 0.018 (p<0.05)

sehingga varian data ekspresi P21 adalah tidak homogen. Oleh karena itu, uji beda
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antar kelompok dapat menggunakan uji parametrik One Way Anova dan
diperoleh p=0.000 ( p<0.05) yang berarti bahwa minimal terdapat 1 pasang
kelompok perlakuan dengan ekspresi P21yang berbeda signifikasn. Hasil uji Post
Hoc Tamhane (Tabel 5.4 menunjukkan bahwa pasangan kelompok perlakuan
yang memiliki rerata ekspresi gen p21 berbeda bermakna (p<0,05) adalah K1 dan
K2 dengan nilai p=0.001 (p<0,05), K1 dan K3 dengan nilai p=0.000 (p<0,05), K1
dan K4 dengan nilai p=0.000 (p<0,05), K1 dan K5 dengan nilai p=0.003 (p<0,05),
K2 dan K5 dengan nilai p=0.014 (p<0,05), K3 dan K5 dengan nilai p=0.014
(p<0,05), sedangkan K2 dan K3 dengan nilai p=0.0841 (p>0,05), K2 dan K4
dengan nilai p=0.546 (p>0,05), K3 dan K4 dengan nilai p=0.656 (p>0,05), K4 dan
K5 dengan nilai p=1.000 (p>0,05) menunjukkan hasil tidak berbeda bermakna.
Keberhasilan induksi-collagen loss akibat paparan UVB pada penelitian ini
dapat dilihat berdasrkan rerata ekspresi gen P21 pada kelompok K2 (UVB dan
dinjeksi s.c 200 ul NaCl 0.9% yaitu sebesar 0.380+0.817 yang lebih tinggi secara
signifikan (p<0.05) dibandingkan dengan K1 (kelompok sehat) yaitu sebesar
0.085+0.308. Injeksi s.c 200 uL Hyaluronic Acid (HA) pada kelompok tikus K3,
dan 200 uL EH-MSCs (K4) menunjukkan efek penurunan ekspresi P21 jika
dibandingkan dengan K2. Ekspresi P21 sebesar 0.191+0.306 pada kelompok tikus
yang dipapar UVB dan diberi kombinasi HA dan EH-MSCs (K5) lebih rendah
dan berbeda secara signifikan dibandingkan dengan terapi tungal HA (K3) sebesar
0.318+0.591 dan terapi tunggal EH-MSCs (K4) yaitu sebesar 0.305+0.258. Rerata
ekspresi P21 pada kelompok tikus yang diberi kombinasi EH-MSCs dan HA

menunjukkan perbedaan (p>0.05) jika dibandingkan dengan kelompok kelompok
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K2 (UVB dan dinjeksi s.c 200 ul NaCl 0.9%) yaitu mengalami penurunan
ekspresi P21.

Tabel 5.3. Rerata serta nilai signifikanasi dari Uji Normalitas, Homogenitas dan
One Way Anova kadar ekspresi gen P21

Kelompok Rerata +SD nilai p pada hasil uji
Perlakuan Shapiro Levene One Way
Wilk Test Anova
K1 (Kontrol sehat) 0.085+0.308 0.755
K2 (UVB+NaCl) 0.380+0.817 0.268
K3 (UVB+HA) 0.318+0.591 0.991 0.018 0.000

K4 (UVB+EH-MSCs)  0.305+0.258 0.272
K5 (UVB + HA+ EH-  0.191+0.306 0.80
MSCs)

Keterangan: *menunjukkan berbeda secara signifikan (p<0.05)

Tabel 5.4. Nilai signifikasni hasil uji Post Hoc Tamhane yang menunjukkan
perbedaan eskpresi gen P21 antar kelompok perlakuan

Kelompok K1l K2 K3 K4 K5
Perlakuan
K1 : 0.001" 0.000" 0.000" 0.003"
K2 0.000" 0.841 0.546 0.000"
K3 0.000" 0.047" 0.656 0.014"
K4 0.000" 0.018" 0.656 : 1.000
K5 0.001" 0:000" 0.000" 0.001"

Ekspresi gen p21

Kelompok perlakuan

Gambar 5.6. Rerata ekspresi gen p21 pada berbagai kelompok perlakuan
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5.2. Pembahasan

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan pengaruh pemberian kombinasi
exosome hypoxia MSCs dan HA terhadap ekspresi gen TNF-a dan ekspresi gen
p21 pada tikus jantan galur wistar model collagen loss yang diinduksi dengan
paparan UV-B secara berulang selama 2 minggu yang ditunjukkan berdasarkan
Gambaran makroskopis dengan kamera serta mikroskopis dengan pewarnaan
Masson Tricome. Validasi model  menunjukkan bahwa paparan UVB
menimbulkan perubahan makroskopis berupa kulit tampak lebih kusam, kering,
dan berkerut, disertai perubahan mikroskopis berupa penurunan kerapatan
kolagen dermal, disorganisasi serabut, dan pelebaran ruang antar serabut yang
konsisten dengan collagen loss. Secara molekuler, kelompok K2 (UVB dengan
NaCL) mengalami  peningkatan bermakna ekspresi gen TNF-o dan p21
dibandingkan kontrol sehat (K1). Peningkatan TNF-o. merefleksikan aktivasi
inflamasi akibat stres oksidatif dan kerusakan DNA yang kemudian menginduksi
p21 melalui jalur p53, memicu penghentian siklus sel dan senesens; keduanya
berkontribusi pada degradasi kolagen dan penurunan kapasitas regeneratif
jaringan.””™ Studi hewan menunjukkan kelompok UVB memiliki penurunan
bermakna kandungan kolagen dibanding kontrol, dengan gambaran histologi
kolagen yang terdegradasi dan tidak teratur.”” Paparan UVB memicu kerusakan
DNA kulit, meningkatkan produksi ROS, menyebabkan stress oksidatif dan
merangsang kehilangan kolagen yang menyebabkan penuaan kulit dini.®’
Kerusakan akibat UVB ini ditopang oleh dua pilar patologis utama yaitu

peradangan kronis (inflammaging) dan penuaan seluler (cellular senescence).



50

Stres oksidatif juga mengaktifkan jalur Nuclear Factor-kappa B (NF-kB), sebuah
faktor transkripsi master yang mengatur ekspresi berbagai sitokin pro-inflamasi.?’
Salah satu sitokin kunci dalam proses ini adalah Tumor Necrosis Factor-alpha
(TNF-a), yang tidak hanya memperkuat respons inflamasi tetapi juga
berkontribusi lebih lanjut pada degradasi ECM dan apoptosis fibroblas, yang
kemudian menciptakan siklus kerusakan yang berkelanjutan.’*** UVB memicu
keratinosit dan fibroblas dermis mengekspresikan TNF-a secara cepat dan kuat,
baik pada kulit manusia in vivo maupun in vitro.”®"® kerusakan DNA akibat UVB
juga mengaktifkan jalur supresor tumor p53, yang menginduksi ekspresi gen p21
(CDKN1A) yang merupakan inhibitor kuat cyclin-dependent kinase (CDK).**3
Peningkatan ekspresi p21 memicu penghentian siklus sel yang ireversibel, suatu
kondisi yang dikenal sebagai cellular senescence.**** Akumulasi sel-sel senescent
ini merupakan pendorong fundamental fenotipe penuaan, sebagian karena
kemampuannya mensekresikan  faktor-faktor pro-inflamasi dan degradatif.**°
Beberapa intervensi anti-photoaging (ekstrak tanaman, peptida kolagen, inhibitor
HDAC) memperbaiki kolagen sekaligus menormalkan atau menurunkan ekspresi
p21 dan marker senesens yang diinduksi UVB.%

Pada kelompok K3 (UVB + HA), menunjukkan ekspresi TNF-o dan p21
pada K3 menurun dibanding K2, mengindikasikan bahwa HA memberikan efek
protektif terhadap inflamasi dan senesens yang dipicu UVB. Mekanisme
perbaikan HA dalam collagen loss kemungkinan melalui peningkatan hidrasi dan

stabilitas matriks ekstraseluler, yang memperbaiki organisasi fibril kolagen dan

ketahanan terhadap stres mekanik.2®* Kondisi ini, bersama sifat antioksidan dan
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anti- inflamasi HMW- HA, menurunkan ROS dan produksi sitokin proinflamasi
seperti TNF- 0.8® Penurunan stres oksidatif dan inflamasi tersebut berpotensi
mengurangi kerusakan DNA dan aktivasi jalur p53-p21 yang berkontribusi pada
senesens sel dermal.®®® Hasil penelitian ini sejalan dengan Zaccaron et al (2022)
yang telah meneliti tikus Wistar dengan luka epitel yang diberi gel HA 0,9%
topikal menunjukkan penurunan TNF- a, IL-6, IL-1B dan peningkatan IL-4/1L-10
serta TGF- B; juga terjadi penurunan marker stres oksidatif dan perbaikan
kontraksi luka.”

Pada kelompok perlakuan EH- MSCs tunggal (K4), perbaikan collagen loss
lebih tinggi dibanding K2 (kontrol negatif/UVB da NaCl) dan secara kualitatif
dapat mendekati atau bahkan melampaui K3 (UVB dan HA). Secara molekuler,
injeksi EH-MSCs menunjukkan penurunan ekspresi TNF-a yang lebih besar
dibanding injeksi HA, yang sejalan dengan fungsi exosome MSC sebagai
pembawa berbagai miRNA, protein, dan faktor parakrin yang menekan jalur NF-
kB dan produksi sitokin proinflamasi. Eksosom MSC mengurangi ROS, B- gal
senesens, dan fokus kerusakan DNA, menormalkan jalur SIRT1-p53-p21 dan
mempertahankan proliferasi fibroblas (Matsuoka et al., 2021). Ekspresi p21 pada
K4 menurun dibanding K2, yang menunjukkan bahwa exosome hypoxia MSC
tidak hanya meredam inflamasi, tetapi juga memodulasi respons kerusakan DNA
dan senesens seluler, memungkinkan berlanjutnya proliferasi dan regenerasi
fibroblas/keratinosit sehingga perbaikan kolagen berlangsung lebih efektif.
Eksosom MSC untuk penyembuhan luka kulit meningkatkan proliferasi dan

migrasi  keratinosit/fibroblas  dan  mempercepat  re- epitelisasi  serta
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angiogenesis.**** Hipoksia pra-kondisi MSC meningkatkan muatan miRNA pro-
regeneratif (mis. miR-125b, miR-216a-5p) dan memperkuat efek anti-
oksidatif/anti-inflamasi.***

Kelompok kombinasi exosome hypoxia MSCs + HA (K5) menunjukkan
perbaikan paling optimal. Secara kuantitatif, ekspresi TNF-a pada K5 merupakan
yang terendah di antara kelompok terpapar UVB, bahkan dapat mendekati nilai
kontrol sehat K1, menandakan penekanan inflamasi yang sangat efektif melalui
sinergi efek antiinflamasi exosome dan perbaikan lingkungan matriks oleh HA.
Ekspresi p21 pada injeksi kombinasi EH-MSCs dan-HA (K5) menurun paling
besar dibanding K2 (UVB+NaCl), K3 (UVB+HA), dan K4 (UVB+EH-MSCs),
menunjukkan bahwa kombinasi terapi ini paling efektif menetralkan dampak
kerusakan DNA dan mengurangi senesens seluler. Dibandingkan perlakuan
tunggal, K5 menggabungkan dua mekanisme: (1) modulasi jalur inflamasi dan
regeneratif oleh EH- MSCs, dan (2) optimalisasi matriks dan retensi faktor
bioaktif oleh HA, sehingga keduanya memberikan efek komplementer pada
penurunan TNF-o. dan p21 sekaligus perbaikan struktur kolagen. EH-MSC
(termasuk yang diprekondisi hipoksia) membawa miRNA/protein yang menekan
jalur NF-xB dan menurunkan TNF-a, IL-1p, IL-6, MMP-1/3/9, serta ROS pada
model kulit, sendi, dan tulang.***°® Pada fibroblas kulit menua, kombinasi
eksosom HucMSC dengan kolagen oligopeptida menurunkan TNF-a dan marker
senesens p21/pl6/p53 paling kuat dibanding masing-masing tunggal, sambil
meningkatkan kolagen 1/111.%° Beberapa sistem hidrogel HA yang memuat

eksosom MSC menunjukkan retensi lokal eksosom yang lebih lama, pelepasan
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bertahap, pengurangan inflamasi, dan regenerasi jaringan yang lebih baik (luka
kronis, tulang, tulang kranial) dibanding pemberian eksosom bebas.10%%% Ini
mendukung klaim penurunan TNF- o dan p21 oleh komponen eksosom.
Penelitian ini juga menemukan bahwa kombinasi injeksi EH-MSC dosis 2.5
x 10° sel dalam 200uLNacl 0.9% dan HA dosis 200uL secara subcutan secara
significant mampu menurunkan ekspresi gen TNF-a dan ekspresi gen p21
dibandingkan dengan injeksi HA dosis 200uL. maupun injeksi EH-MSC hypoxia
dosis 2.5 x 10° sel dalam 200ul.Nacl dosis tunggal. Hal ini menunjukkan bahwa
kombinasi injeksi Exosome MSC hypoxia dan Hyaluronic Acid secara subcutan
memiliki aktivitas anti-apoptosis, agen anti inflamasi dan anti oksidan yang lebih

efektif pada kulit yang dipapar UVB.

5.3. Keterbatasan penelitian

Penelitian ini-memliliki beberapa keterbatasan diantaranya adalah ukuran
sampel dan durasi paparan serta terapi belum mencerminkan kondisi klinis kronis
pada manusia, sehingga generalisasi hasil ke konteks Kklinis harus dilakukan hati-
hati. Di samping itu, tidak dilakukan pembandingan dengan dosis atau jenis HA

yang berbeda, sehingga efek dosis—respon belum tergambar.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

1.

Terdapat perbedaan ekspresi gen TNF-a pada kelompok perlakuan
kombinasi exosome hypoxia MSCs dan Hyalorunic Acid (HA),
dibandingkan dengan kelompok kontrol dan kelompok perlakuan

tunggal.

. Terdapat perbedaan ekspresi gen p2l1 pada kelompok perlakuan

kombinasi EH-MSCs dan HA, dibandingkan dengan kelompok kontrol
dan kelompok perlakuan tunggal.

Terdapat perbedaan efektivitas antara kelompok perlakuan kombinasi
dengan kelompok- tunggal EH-MSCs, dan kelompok Tunggal HA
sehingga kombinasi EH-MSCs dan HA dapat memberikan efek sinergis

terhadap penurun ekspresi gen TNF-a dan P21.

6.2. Saran

Penelitian selanjutnya diperlukan paparan dan terapi jangka panjang yang

lebih mendekati kondisi Kklinis kronis pada manusia, sehingga relevansi

translasional lebih kuat. Selain itu, penelitian berikutnya perlu membandingkan

beberapa dosis dan formulasi/jenis HA untuk menggambarkan hubungan dosis—

respon dan menentukan dosis optimal.
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