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ABSTRAK 

 

Latar Belakang: Paparan ultraviolet-B (UVB) berperan dalam terjadinya  

collagen loss akibat proses photoaging. Exosome hypoxia mesenchymal stem cells 

(EH-MSCs) dan hyaluronic acid (HA) telah banyak dikaji sebagai terapi 

potensial. Penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh kombinasi EH-MSCs dan 

HA terhadap ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1 pada tikus Wistar model 

collagen loss akibat paparan UVB. 

Metode: Penelitian eksperimental dengan desain post-test only control group 

dilakukan menggunakan tikus Wistar yang mengalami collagen loss akibat 

paparan UVB. Hewan coba dibagi secara acak menjadi kelompok kontrol sehat, 

kelompok UVB tanpa perlakuan, kelompok perlakuan EH-MSCs, HA, dan 

kombinasi EH-MSCs+HA. Ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1 dianalisis 

menggunakan metode qRT-PCR. 

Hasil: Ekspresi gen COL1A1 berturut-turut sebesar 1,04±0,32; 0,48±0,08; 

0,68±0,16; 0,90±0,33; dan 1,03±0,30 pada kelompok sehat, UVB+NaCl, 

UVB+HA, UVB+EH-MSCs, dan UVB+EH-MSCs+HA. Ekspresi gen TIMP-1 

masing-masing sebesar 1,08±0,45; 0,37±0,14; 0,55±0,02; 0,79±0,28; dan 

0,99±0,45. Ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1 akibat paparan UVB lebih rendah 

dibandingkan kelompok sehat. Terapi kombinasi EH-MSCs dan HA menunjukkan 

ekspresi gen tertinggi di antara seluruh kelompok yang dipapar UVB dengan hasil 

uji One Way ANOVA yang signifikan (p<0,05). 

Kesimpulan: Kombinasi EH-MSCs dan HA berpengaruh terhadap ekspresi gen 

COL1A1 dan TIMP-1 pada tikus Wistar model collagen loss. 

 

Kata kunci: collagen loss, UVB, Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells, 

Hyaluronic Acid, COL1A1, TIMP-1. 
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ABSTRACT 

 

Background: Ultraviolet-B (UVB) exposure plays a major role in collagen loss 

skin through photoaging process. Hypoxia mesenchymal stem cell–derived 

exosomes (EH-MSCs) and hyaluronic acid (HA) have been widely investigated as 

potential therapy. This study aimed to evaluate the effect of combined EH-MSCs 

and HA on COL1A1 and TIMP-1 gene expression in UVB-induced collagen loss 

model in Wistar rats. 

Methods: An experimental post-test only control group design was conducted 

using Wistar rats exposed to repeated UVB irradiation for two weeks to induce 

collagen loss. Animals were randomly assigned into healthy control, UVB-

exposed untreated, and treatment groups receiving EH-MSCs, HA, or a 

combination of EH-MSCs and HA. Gene expression levels of COL1A1 and TIMP-

1 were analyzed using quantitative real-time PCR (qRT-PCR). 

Results: Mean COL1A1 levels were 1.04±0.32, 0.48±0.08, 0.68±0.16, 0.90±0.33, 

and 1.03±0.30 in the control, UVB+NaCl, UVB+HA, UVB+EH-MSCs, and 

UVB+EH-MSCs+HA groups, respectively. TIMP-1 expression levels were 

1.08±0.45, 0.37±0.14, 0.55±0.02, 0.79±0.28, and 0.99±0.45. UVB exposure 

significantly reduced both gene expressions compared with healthy controls. One 

Way ANOVA test of combination therapy demonstrated the greatest improvement 

among UVB-exposed groups (p<0.05). 

Conclusion: Combined EH-MSCs and HA significantly modulated gene 

expression level of COL1A1 and TIMP-1 . 

 

Keywords: collagen loss, UVB, hypoxia mesenchymal stem cells-derived 

exosomes, hyaluronic acid, COL1A1, TIMP-1. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang 

Collagen loss atau kehilangan collagen merupakan salah satu tanda 

dari penuaan (aging) pada kulit yang ditandai dengan garis halus, tekstur 

kulit kasar, pori-pori membesar, dan warna kulit tidak merata.
1
 Paparan 

ultraviolet B (UVB) dari cahaya matahari menjadi salah satu penyebab 

collagen loss, dimana UVB menyebabkan stress oksidatif. Peningkatan stres 

oksidatif menyebabkan peningkatan ekspresi matrix metalloproteinases 

(MMPs), penurunan ekspresi gen collagen Type I Alpha 1 Chain 

(COL1A1), dan penurunan ekspresi tissue inhibitors of metalloproteinases 

(TIMPs) sehingga memperparah kehilangan collagen pada jaringan kulit.
2,3

 

Collagen loss yang terus-menerus dapat menyebabkan kerutan, kulit 

mengendur, dan kehilangan elastisitas kulit. Oleh karena itu, diperlukan 

upaya untuk mengatasi collagen loss akibat UVB. Sampai saat ini kajian 

tentang terapi collagen loss akibat UVB yang mengamati ekspresi COL1A1 

dan TIMPs belum banyak dilakukan.  

Terapi yang sudah ada menggunakan HA, di mana HA bersifat 

biokompatibel, higroskopis, dan menjaga kelembaban dan elastisitas kulit. 

HA mendukung regenerasi jaringan dengan menciptakan lingkungan 

matriks yang kondusif bagi migrasi sel, proliferasi fibroblas, dan deposisi 

collagen baru. Terapi dengan HA tunggal tidak secara langsung 

memperbaiki atau meregenerasi matriks collagen yang rusak secara 



2 
 

 

signifikan. Pada kasus collagen loss berat akibat penuaan atau kerusakan 

lingkungan, terapi tunggal ini kurang cukup untuk mengembalikan 

elastisitas dan kekenyalan kulit secara maksimal. Selain itu, efek hidrasi 

dan stimulasi collagen yang terjadi akibat terapi HA tunggal cenderung 

bersifat sementara dan kurang mampu merangsang produksi collagen baru 

secara optimal dalam jangka panjang. Hal ini menyebabkan perlunya 

terapi berulang atau kombinasi dengan bahan aktif lain agar hasil lebih 

tahan lama.
4,5

  

Gen COL1A1 merupakan protein yang mengkode rantai α1 dari 

collagen tipe I, yang merupakan komponen utama matriks ekstraseluler 

kulit, tulang, dan jaringan ikat. Collagen tipe I tersusun dari dua rantai α1 

(produk COL1A1) dan satu rantai α2 (produk COL1A2).
6
 Protein ini 

berfungsi memberikan kekuatan tarik dan stabilitas struktural jaringan, 

sedangkan TIMPs merupakan sekelompok protein penghambat alami dari 

MMPs. Secara fisiologis, TIMPs menjaga keseimbangan antara degradasi 

dan sintesis jaringan ikat. Bila kadar TIMPs turun atau aktivitas MMPs 

meningkat secara berlebihan, jaringan akan mengalami kerusakan.
7
 Paparan 

UVB yang terus-menerus dapat menekan transkripsi COL1A1 melalui 

aktivasi jalur AP-1 yang menghambat sinyal TGF-β/Smad, dan menurunkan 

ekspresi TIMPs sehingga menyebabkan penurunan sintesis collagen.
6,7

 

Studi epidemiologi telah secara konsisten menunjukkan bahwa 

prevalensi collagen loss akibat paparan UVB cenderung meningkat, 

terutama di wilayah dengan tingkat paparan matahari yang tinggi termasuk 
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Indonesia. Populasi yang tinggal di daerah tropis atau yang sering terpapar 

sinar matahari secara langsung memiliki resiko lebih besar untuk mengalami 

kehilangan collagen yang signifikan.
8
 Indonesia merupakan salah satu 

negara tropis dengan paparan sinar ultraviolet matahari sepanjang tahun, 

sehingga penduduk Indonesia sangat rentan terhadap terjadinya collagen 

loss.
9
 
   

Suatu studi pada tahun 2025 menunjukan bahwa paparan sinar UVB 

dosis tinggi sebesar 750 mJ/cm
2
 menurunkan collagen pada 50% subjek 

penelitian.
10

 Hal ini mendorong pengembangan agen cosmoceutical yang 

aman dan efektif untuk mengatasi collagen loss.  

Saat ini, terapi collagen loss diarahkan ke exosome mesenchymal stem 

cells (MSCs), yaitu vesikel ekstraseluler yang mengandung miRNA, 

protein, serta faktor pertumbuhan yang berperan dalam perbaikan jaringan. 

Exosome terbukti mampu meningkatkan aktivitas TIMPs, meningkatkan 

ekspresi COL1A1, serta mengembalikan homeostasis jaringan kulit.
11

 

Kondisi hypoxia pada kultur MSCs meningkatkan kualitas dan kandungan 

bioaktif exosome, termasuk molekul protektif yang memperkuat fungsi 

regeneratifnya. Hasil penelitian terdahulu membuktikan bahwa exosome 

MSCs dari tanduk rusa meningkatkan proliferasi sel kulit dan 

angiogenesis, memperbaiki struktur collagen dengan meningkatkan rasio 

collagen tipe I terhadap tipe III di kulit tikus, mempercepat penyembuhan 

luka kulit dan mengurangi pembentukan jaringan parut.
12

 Studi lain 

membahas potensi exosome MSCs dalam meningkatkan produksi collagen 

tipe I (COL1A1), mengurangi ekspresi MMP, serta meningkatkan TIMP, 
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yang berkontribusi memperbaiki keseimbangan matriks ekstraseluler dan 

mengatasi collagen loss pada kulit.
13

 Studi ini juga mengulas mekanisme 

molekuler dalam exosome MSCs untuk regenerasi kulit pada model tikus. 

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa exosome yang berasal dari 

mesenchymal stem cells (MSCs) memiliki potensi besar dalam memperbaiki 

kerusakan kulit akibat paparan UVB. Mekanisme ini terutama melalui 

peningkatan ekspresi COL1A1 sebagai komponen utama collagen tipe I, 

serta pengaturan keseimbangan tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP) 

terhadap matrix metalloproteinase (MMP) yang berperan dalam degradasi 

matriks ekstraseluler.
11,13–15

 Sementara itu, hyaluronic acid (HA) berfungsi 

memperkuat struktur matriks dermis melalui peningkatan hidrasi jaringan 

dan perlindungan terhadap collagen, sehingga mampu mengurangi 

degradasi serta memperbaiki stabilitas matriks kulit.
16,17

Kombinasi exosome 

hypoxia MSCs dengan biomaterial seperti HA terbukti memberikan efek 

sinergis, di mana HA berfungsi sebagai scaffold alami yang memperkuat 

efek terapeutik exosome maupun faktor pertumbuhan lain.
11

 Pengembangan 

terapi kombinasi ini perlu dilakukan mengingat studi yang mengeksplorasi 

kombinasi exosome hypoxia MSCs dengan HA dalam konteks collagen loss 

akibat UVB masih terbatas. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh kombinasi 

Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells dan Hyaluronic Acid terhadap 

ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1 pada tikus wistar model collagen loss 

akibat paparan UVB. Hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini 
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adalah tikus jantan galur wistar yang dipapar UVB dengan minimal 

erythema dose (MED) 160 mJ/cm
2
 yang dipapar sekitar 8 menit/hari selama 

5 kali perminggu selama 2 minggu. HA dan Exosome Hypoxia 

Mesenchymal Stem Cells diberikan dalam bentuk secara injeksi subkutan di 

daerah yang dipapar UVB masing-masing sebanyak 200L, merujuk pada 

penelitian sebelumnya yang menyebutkan bahwa formulasi MSC-Exo yang 

dimuat ke dalam hydrogel berbasis HA dengan dosis 200 μL yang 

disuntikkan secara subkutan mempercepat regenerasi jaringan yang lebih 

efektif dan fungsional dibandingkan dengan yang diinjeksi HA tunggal.
18

 

Ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1 kemudian diukur menggunakan metode 

qRT-PCR. Hasil penelitian ini diharapkan menjadi dasar pengembangan 

strategi terapi inovatif berbasis kombinasi Exosome Hypoxia Mesenchymal 

Stem Cells dan Hyaluronic Acid, yang lebih efektif dibandingkan terapi 

konvensional berbasis obat kimia. 

 

1.2. Rumusan Masalah 

Rumusan masalah penelitian ini adalah "Apakah terdapat pengaruh 

kombinasi Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells dan Hyaluronic 

Acid terhadap ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1 pada tikus wistar model 

collagen loss akibat paparan UVB”? 
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1.3. Tujuan Penelitian 

1.3.1. Tujuan Umum 

Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh 

kombinasi Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells dan 

Hyaluronic Acid terhadap ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1 pada 

tikus wistar model collagen loss akibat paparan UVB. 

 

1.3.2. Tujuan Khusus 

Penelitian ini bertujuan khusus antara lain untuk: 

a. Mengukur ekspresi gen COL1A1 pada tikus wistar model 

collagen loss akibat paparan UVB dan diberi kombinasi exosome 

Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells dan Hyaluronic 

Acid.  

b. Mengukur ekspresi gen TIMP-1 pada tikus wistar model 

collagen loss akibat paparan UVB dan diberi kombinasi 

Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells dan Hyaluronic 

Acid. 

c. Membandingkan ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1 pada tikus 

wistar model collagen loss akibat paparan UVB dan diberi 

kombinasi Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells dan 

Hyaluronic Acid dibandingkan dengan kelompok kontrol. 
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1.4. Manfaat Penelitian 

1.4.1. Manfaat Teoritis 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi sumber 

informasi dan dasar penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh 

kombinasi Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells dan 

Hyaluronic Acid terhadap ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1 pada 

tikus wistar model collagen loss akibat paparan UVB. 

 

1.4.2. Manfaat Praktis 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat mendorong 

pengembangan agen cosmoceutical dari kombinasi Exosome 

Hypoxia Mesenchymal Stem Cells dan Hyaluronic Acid sebagai 

terapi collagen loss akibat paparan UVB.  

 

1.5. Originalitas Penelitian  

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian 

No Peneliti Judul Metode Hasil 

1. Chung, et 

al., 2001
19

 

Modulation of Skin 

Collagen Metabolism 

in Aged and 

Photoaged Human 

Skin In Vivo 

In vivo  Ekspresi mRNA procollagen 

α1(I) meningkat pada kulit 

yang menua akibat sinar 

matahari dibandingkan 

dengan kulit manusia yang 

terlindungi dari sinar 

matahari secara in vivo 

 

2. Hu, et al., 

2016
20

 

Exosomes Derived 

from Human Adipose 

Mensenchymal Stem 

Cells (AMSC-Exo) 

Accelerates 

Cutaneous Wound 

Healing via 

OptimizingThe 

In vitro in 

vivo 

Secara in vivo, (AMSC-Exo) 

dapat meningkatkan ekspresi 

collagen I dan tipe III pada 

tahap awal penyembuhan 

luka 
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Characteristics of 

Fibroblasts 

3. Shiqi, et 

al., 2019
21

 

Needle-Free Injection 

of Exosomes Derived 

from Human Dermal 

Fibroblast (HDF-

Exos) Spheroids 

Ameliorates Skin 

Photoaging 

In vivo 

 

HDF-Exos menyebabkan 

peningkatan ekspresi 

procollagen tipe I dan 

penurunan ekspresi MMP-1 

yang signifikan, terutama 

melalui penurunan regulasi 

tumor necrosis factor-alpha 

(TNF-α) dan peningkatan 

regulasi transforming growth 

factor beta (TGF-β). 

4. Wang, et 

al., 2019
22

 

Engineering Bioactive 

Self-Healing 

Antibacterial 

Exosomes Hydrogel 

for Promoting 

Chronic Diabetic 

Wound Healing and 

Complete Skin 

Regeneration 

In vivo AMSCs-exo yang dimuat ke 

dalam hidrogel FHE berbasis 

polipeptida menstimulasi 

pembentukan jaringan 

granulasi, deposisi collagen, 

dan re-epitelisasi kulit. 

5. Peng, et 

al., 2020
23

 
 

Extracellular Vesicles 

from Adipose-Derived 

Stem Cells (ADSC-

EV) Ameliorate 

Ultraviolet B-Induced 

Skin Photoaging by 

Attenuating Reactive 

Oxygen Species 

Production and 

Inflammation 

In vitro 

In vivo  

Secara in vivo, ADSC-EV 

memperbaiki penuaan dini 

akibat UVB dengan 

mengurangi produksi 

Reactive Oxygen Species 

(ROS) dan infiltrasi makrofag 

serta mendorong proliferasi 

sel epidermis 

6. Zhu, et al., 

2024
24

 

The Combined Anti-

Aging Effect of 

Hydrolyzed Collagen 

Oligopeptides and 

Exosomes Derived 

from Human 

Umbilical 

Cord 

Mesenchymal Stem 

Cells (Exo-UCMSCs) 

on Human Skin 

Fibroblasts 

In vitro 

 

Kombinasi collagen 

oligopeptida terhidrolisis dan 

(Exo-UCMSCs) secara 

sinergis meningkatkan 

proliferasi dan migrasi 

fibroblast dengan 

meningkatkan collagen type 

I, elastin, fibronektin, 

katalase, dan SOD1. 

7 Vo, et al., 

2025
25

 

Synergistic Anti- 

Aging Effects of 

Adipose- Derived 

In vitro 

 

Kombinasi ASC-EVs dan 

senyawa alami nicotinamide 

roboside, resveratrol, vitamin 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wang+C&cauthor_id=30662554
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Stem Cell 

Extracellular Vesicles 

(ASC-EVs) Loaded 

with Natural 

Compounds 

 

C, retinol, dan arbutin ini 

bekerja sinergis untuk 

mengurangi stres oksidatif, 

menekan enzim perusak 

collagen, meningkatkan 

sintesis collagen, dan 

mengurangi pigmentasi. 

8. Yu, et al., 

2025
18

  

MSCs-Derived 

Exosomes Injectable 

Hyaluronic Acid 

Hydrogel for 

Enhanced Chronic 

Wound Healing 

In Vivo 

In Vitro 

Formulasi MSCs-Exo yang 

dimuat ke dalam hydrogel 

berbasis HA dengan dosis 

200 μL yang disuntikkan 

secara subkutan mempercepat 

regenerasi jaringan yang lebih 

efektif dan fungsional 

dibandingkan dengan yang 

diinjeksi HA saja 

 

Suatu penelitian melaporkan bahwa ADSC-EV mengurangi kerutan 

kulit pada tikus BALB/c betina dengan collagen loss akibat paparan UVB 

sekaligus mendorong proliferasi sel epidermis, mengurangi infiltrasi 

makrofag serta produksi ROS, sedangkan pada penelitian ini variabel terikat 

yang diamati adalah ekspresi gen COL1A1 dan TIMP pada tikus wistar.
23

 

Penelitian oleh Hu, et al melaporkan bahwa secara in vivo, pemberian 

AMSCs-Exo pada tikus BALB/c jantan model luka kulit dapat 

meningkatkan ekspresi collagen tipe I dan tipe III pada tahap awal 

penyembuhan luka kulit, sedangkan pada penelitian ini yang diteliti adalah 

pengaruh kombinasi EH-MSCs dan HA terhadap ekspresi gen COL1A1 dan 

TIMP-1 pada tikus wistar model collagen loss akibat paparan UVB.
20

 

Penelitian lain oleh Hu, et al pada tahun 2019 melaporkan bahwa 

secara in vivo, pemberian Exosome derived from Human Dermal Fibroblast 

(HDF-Exos) pada tikus nude model photoaging akibat paparan UVB 

melaporkan peningkatan ekspresi procollagen tipe I dan penurunan ekspresi 
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MMP-1 melalui penurunan regulasi tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) 

dan peningkatan regulasi transforming growth factor beta (TGF-β),
21

 

sedangkan penelitian ini menggunakan tikus wistar model collagen loss 

untuk mengetahui pengaruh kombinasi EH-MSCs dan HA terhadap ekspresi 

gen COL1A1 dan TIMP-1.  

Penelitian oleh Chung, et al pada tahun 2001 melaporkan bahwa 

secara in vivo pada manusia, kadar protein MMP-1 dan ekspresi mRNA 

procollagen α1(I) meningkat pada kulit yang menua akibat paparan UVB 

dibandingkan dengan kulit yang terlindungi dari sinar matahari, sedangkan 

penelitian ini menggunakan tikus wistar model collagen loss untuk 

mengetahui pengaruh kombinasi EH-MSCs dan HA terhadap ekspresi gen 

COL1A1 dan TIMP-1.
19

  

Penelitian oleh Vo, et al pada tahun 2025 melaporkan bahwa secara in 

vitro, kombinasi Adipose-Derived Stem Cell Extracellular Vesicles ASC-

EVs dan senyawa alami nicotinamide roboside, resveratrol, vitamin C, 

retinol, dan arbutin ini bekerja sinergis untuk mengurangi stres oksidatif, 

menekan enzim perusak collagen, dan meningkatkan sintesis collagen. 

Penelitian ini menggunakan kombinasi exosome hypoxia MSCs dan HA 

pada tikus wistar model collagen loss untuk mengetahui pengaruhnya 

terhadap ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1.
25

 

Penelitian oleh Zhu et al pada tahun 2024 melaporkan bahwa secara in 

vitro, kombinasi collagen oligopeptida terhidrolisis dan (Exo-UCMSCs) 

secara sinergis meningkatkan proliferasi dan migrasi fibroblas dengan 
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meningkatkan collagen type I, elastin, fibronektin, katalase, dan SOD1. 

Penelitian ini menggunakan kombinasi exosome hypoxia MSCs dan HA 

pada tikus wistar model collagen loss untuk mengetahui pengaruhnya 

terhadap ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1.
24

 

Penelitian oleh Wang et al pada tahun 2019 melaporkan bahwa secara 

in vivo, AMSCs-exo yang dimuat ke dalam hidrogel FHE berbasis 

polipeptida menstimulasi pembentukan jaringan granulasi, deposisi 

collagen, dan re-epitelisasi kulit pada tikus model luka kulit diabetes, 

sedangkan studi ini meneliti kombinasi exosome hypoxia MSCs dan HA 

pada tikus wistar model collagen loss untuk mengetahui pengaruhnya 

terhadap ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1.
22

 Yu et al. (2025) 

menyebutkan bahwa formulasi MSCs-Exo yang dimuat ke dalam hydrogel 

berbasis HA dengan dosis 200 μL yang disuntikkan secara subkutan 

mempercepat regenerasi jaringan yang lebih efektif dan fungsional 

dibandingkan dengan yang diinjeksi HA saja,  yang menjadi salah satu dasar 

dari  dosis yang digunakan dalam penggunaan exosome hypoxia MSCs dan 

HA pada penelitian ini.
18
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Collagen 

2.1.1. Definisi dan Tipe Collagen 

Collagen adalah protein struktural yang paling melimpah di 

dalam tubuh manusia dan merupakan komponen utama dari matriks 

ekstraseluler di dermis kulit.
16,26

 Fungsinya adalah untuk 

memberikan kekuatan tarik (tensile strength), struktur, dan 

ketahanan pada jaringan, membentuk kerangka yang menopang sel-

sel dan komponen ECM lainnya. Collagen menyusun sekitar 75% 

dari berat kering kulit, menjadikannya penentu utama integritas dan 

penampilan kulit yang sehat.
16

 

Di dalam kulit manusia, terdapat beberapa tipe collagen, 

namun dua tipe yang paling dominan dan relevan dengan proses 

penuaan adalah Collagen Tipe I dan Collagen Tipe III. Collagen 

Tipe I merupakan yang paling melimpah, mencakup 80-90% dari 

total collagen kulit. Ia membentuk serat-serat tebal dan kuat yang 

bertanggung jawab atas kekuatan dan kekencangan kulit.
16,26,27

 

Collagen tipe III, yang menyusun sekitar 8-12% dari total collagen, 

membentuk serat-serat retikuler yang lebih tipis dan lebih elastis, 

sering ditemukan bersamaan dengan collagen tipe I.
16–18

 Rasio antara 

collagen tipe I dan tipe III dapat menjadi penanda biologis yang 

canggih untuk kualitas kulit. Kulit muda dan sehat memiliki rasio 
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tipe I/III 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.
16,26

 

 

2.1.2. Sintesis dan Degradasi Collagen 

Homeostasis collagen diatur oleh keseimbangan dinamis 

antara proses sintesis (produksi) dan degradasi (perombakan). 

Sintesis collagen adalah fungsi utama dari sel-sel fibroblas dermal. 

Proses ini diatur secara ketat oleh berbagai jalur pensinyalan, dengan 

jalur TGF-β/Smad menjadi salah satu regulator positif yang paling 

penting.
16,26

 

Di sisi lain, degradasi collagen dimediasi oleh sekelompok 

enzim yang disebut Matrix Metalloproteinases (MMPs). MMP-1 

(juga dikenal sebagai collagenase-1) adalah enzim kunci yang 

menginisiasi perombakan Collagen Tipe I dan III dengan memotong 

molekul heliks tripelnya. Setelah pemotongan awal ini, fragmen-

fragmen collagen menjadi lebih rentan terhadap degradasi lebih 

lanjut oleh MMP lain, seperti MMP-3 dan MMP-9.
16,26

 

Pada photoaging, keseimbangan ini secara drastis bergeser 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−κB.
16,26

 Aktivasi jalur-jalur ini 
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secara langsung meningkatkan transkripsi dan sekresi MMP oleh 

fibroblas dan keratinosit, yang menyebabkan perombakan collagen 

yang masif. Lebih buruk lagi, proses ini menciptakan lingkaran setan 

yang didorong oleh mekanobiologi. Matriks collagen 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 kolaps.
16,20

 Kondisi yang 

tidak terstimulasi secara mekanis ini, pada gilirannya, memberi 

sinyal pada fibroblas untuk mengurangi sintesis collagen baru dan 

justru meningkatkan produksi MMP lebih banyak lagi, sehingga 

mempercepat penghancuran matriks.
1,16 

 

2.1.3. Peran Collagen dalam Integritas Jaringan dan Remodelling 

Integritas struktural, elastisitas, dan penampilan kulit yang 

muda sangat bergantung pada jaringan collagen yang padat, utuh, 

dan terorganisir dengan baik di dermis.
1,16

 Jaringan yang sehat 

dipertahankan melalui keseimbangan homeostatik yang cermat 

antara sintesis dan degradasi collagen.
16,28

 Pada photoaging, 

keseimbangan ini rusak parah, dengan laju degradasi yang jauh 

melampaui laju sintesis.
16,26

 Hal ini mengakibatkan hilangnya 

collagen fungsional secara netto, yang secara klinis bermanifestasi 

sebagai kerutan, kulit kendur, dan penurunan kualitas kulit secara 

keseluruhan. 
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Fragmen-fragmen collagen 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 (CHPs), 

yang dirancang untuk secara spesifik mengikat untaian collagen 

yang telah terdenaturasi atau terdegradasi ini.
28

 Pendekatan ini 

memungkinkan deteksi dan kuantifikasi langsung dari kerusakan 

matriks, bukan hanya mengukur hilangnya collagen 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 

collagen total. 

 

2.1.4. Peran Collagen dan Kehilangannya (Collagen Loss) dalam 

Photoaging  

Integritas struktural dan kekencangan kulit sangat bergantung 

pada jaringan padat serat collagen 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 
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Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) oleh ROS memicu 

aktivasi faktor transkripsi AP-1 dan NF-κB yang meningkatkan 

produksi sitokin proinflamasi (IL-1, IL-6, TNF-α) dan matrix 

metalloproteinases (MMPs). Peningkatan MMPs mempercepat 

degradasi collagen dan serat elastin, sedangkan AP-1 menekan 

sintesis collagen baru. Proses ini menyebabkan hilangnya integritas 

dermis, pembentukan fibril collagen yang terfragmentasi, serta 

detasemen fibroblas dari jaringan collagen, yang secara klinis 

tampak sebagai kerutan (wrinkling) dan kulit mengendur 

(sagging).
1,29

. 

 

 

Gambar 2.1. Patogenesis Photoaging
29
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2.2. Gen Collagen Tipe I Alfa 1 (COL1A1) 

2.2.1. Struktur COL1A1 

Collagen tipe I adalah molekul heterotrimerik yang terdiri dari 

dua rantai α1(I) dan satu rantai α2(I), masing-masing dengan panjang 

lebih dari 1000 asam amino. Gen collagen tipe I alfa 1 (COL1A1) 

dan collagen tipe I alfa 2 (COL1A2) mengkode propeptida dengan 

ujung amino dan karboksil, yang dikenal sebagai rantai pro-α1(I) dan 

rantai pro-α2(I). Ketika rantai pro-α telah dirakit menjadi domain 

tiga heliks yang khas, mereka disekresikan ke luar sel, tempat 

propeptida dimodifikasi oleh protease spesifik lokasi untuk 

menghasilkan molekul collagen lengkap.
30

 Pada tahun 1984, 

deskripsi paling awal dari COL1A1 mengonfirmasi bahwa gen 

tersebut dikode oleh kromosom 17 . Gen COL1A1 memiliki panjang 

18 kb dan terdiri dari 52 ekson. Ini mentranskripsi dua RNA dengan 

urutan non-coding 3′-end yang berbeda masing-masing 5,8 kb dan 

4,8 kb, menghasilkan protein 140-kDa. Protein COL1A1 terdiri dari 

1464 asam amino. Domain triple helix  pusat protein COL1A1 terdiri 

dari 338 pengulangan triplet Gly-XY, di mana X biasanya prolin dan 

Y biasanya hidroksiprolin. Gen COL1A2 memiliki panjang 36,67 kb 

dan terdiri dari 52 ekson.
31

 

Gen COL1A1 adalah sebuah gen yang menyiapkan instruksi 

pembuatan komponen collagen. Protein collagen inilah yang 

memperkuat dan mendukung beberapa jaringan penunjang dalam 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/proteinase
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chromosome-17
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/rna
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/proline
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hydroxyproline
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/collagen-type-1
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tubuh seperti kartilago, tulang, tendo, kulit, dan sklera (mata). Gen 

COL1A1 memproduksi sebuah komponen tipe 1 collagen yang 

dikenal sebagai proalpha1 (I) chain. Pro-alpha1 ini bergabung 

dengan pro-alpha2 yang diproduksi oleh Gen 31 COL1A2 untuk 

membuat molekul prokollagen tipe 1.
32

  

 

2.2.2. Regulasi Sintesis dan Degradasi COL1A1 

Sintesis COL1A1 di fibroblas dikendalikan oleh rangkaian 

sinyal yang berpuncak pada aktivasi transkripsi. Jalur Transforming 

Growth Factor-β (TGF-β) merupakan regulator sentral yang melalui 

aktivasi reseptor serine/threonine menginisiasi fosforilasi Smad2/3, 

kompleks Smad2/3–Smad4 kemudian masuk ke inti sel untuk 

mengaktivasi gen target termasuk COL1A1. Selain Smad, kofaktor 

transkripsi (mis. p300/CBP), Sp1, dan regulator epigenetik (mis. 

metilasi DNA, perubahan histon) memodulasi tingkat ekspresi 

COL1A1. Paparan faktor yang menghambat TGF-β (mis. penurunan 

fungsi reseptor atau interferensi jalur) berujung pada penurunan 

ekspresi COL1A1 dan sintesis collagen.
33–35

 

Selain penurunan sintesis, kehilangan collagen dipercepat oleh 

degradasi proteolitik yang dimediasi matrix metalloproteinases 

(MMPs), khususnya MMP-1 (collagenase-1) yang memutus heliks 

collagen tipe I. Paparan sinar ultraviolet (UV) kulit mengaktifkan 

reseptor membran dan jalur MAPK (ERK, JNK, p38), yang pada 

gilirannya mengaktifkan faktor transkripsi AP-1 (c-Fos/c-Jun). AP-1 
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meningkatkan transkripsi berbagai MMP sehingga laju pemecahan 

collagen meningkat drastis, yang merupakan fenomena inti 

photoaging. Selain itu, aktivasi AP-1 dapat menekan jalur 

pembentukan collagen (TGF-β/Smad), sehingga kulit mengalami 

kombinasi dua mekanisme: berkurangnya sintesis dan meningkatnya 

degradasi collagen. 
36–38

  

 

2.2.3. Aktivasi dan Mekanisme Seluler COL1A1 pada Kulit yang 

Terpapar UVB dan Penurunan Collagen 

Paparan radiasi UVB (280–320 nm) memicu stres oksidatif 

yang kuat di sel-sel kulit, terutama fibroblas dermal yang berperan 

penting dalam sintesis collagen. Ketika kulit terpapar UVB, terjadi 

peningkatan Reactive Oxygen Species (ROS) yang menyebabkan 

kerusakan DNA dan memicu aktivasi jalur transduksi sinyal seperti 

MAPK (ERK, JNK, p38). Aktivasi jalur ini memicu pembentukan 

kompleks transkripsi AP-1 (c-Fos/c-Jun) yang berperan penting 

dalam penghambatan ekspresi gen COL1A1. Selain itu, AP-1 juga 

menginduksi ekspresi MMP-1 (Matrix Metalloproteinase-1), enzim 

yang memecah collagen tipe I dan III, sehingga mempercepat 

degradasi struktur dermis.
6,39

  

UVB mengganggu jalur pensinyalan TGF-β/Smad, yang secara 

normal berfungsi mengaktifkan sintesis collagen, seperti dijelaskan 

dalam Gambar 2.2. Dalam kondisi normal, TGF-β1 mengikat 

reseptornya di permukaan fibroblas dan mengaktifkan Smad2/3, 
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yang kemudian menstimulasi transkripsi gen COL1A1 di inti sel. 

Namun, paparan UVB menurunkan kadar TGF-β1 dan menghambat 

fosforilasi Smad2/3, sehingga sinyal positif untuk sintesis collagen 

berkurang drastis. Akibatnya, ekspresi COL1A1 menurun dan 

produksi collagen baru menjadi sangat terbatas.
40–42

 

  

Gambar 2.2. Jalur Pensinyalan TGF-β/Smad akibat Paparan UVB
43

 

 

Selain dua jalur utama tersebut, paparan UVB berulang juga 

meningkatkan ekspresi sitokin proinflamasi seperti IL-6, TNF-α, dan 

IL-1β, yang memperburuk keadaan dengan menekan aktivitas 

fibroblas sehingga menurunkan kapasitas sintesis matriks 

ekstraseluler (extracellular matrix/ECM) termasuk COL1A1 dan 

memperkuat ekspresi MMP. Kombinasi stres oksidatif, penurunan 

TGF-β, dan peningkatan sitokin menyebabkan ketidakseimbangan 

antara sintesis dan degradasi collagen, yang menjadi penyebab 

utama proses collagen loss. Pada tingkat jaringan, hal ini tampak 

sebagai hilangnya elastisitas kulit, munculnya kerutan, dan penipisan 
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dermis.
44,45

 Secara keseluruhan, UVB menimbulkan efek ganda pada 

jaringan kulit: menghambat sintesis collagen melalui penurunan 

ekspresi COL1A1 dan meningkatkan degradasi collagen melalui 

induksi MMP-1. Dua proses ini terjadi secara sinergis dan 

berkelanjutan, menyebabkan penurunan densitas collagen dermal. 

Oleh karena itu, penelitian yang memfokuskan pada pemulihan 

ekspresi COL1A1, penekanan aktivitas MMP, dan pemulihan fungsi 

fibroblas merupakan pendekatan rasional untuk menangani penuaan 

kulit dan kehilangan collagen.
 

 

2.3. Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 1 (TIMP-1) 

2.3.1. Definisi dan Fungsi TIMP-1 

Inhibitor jaringan metalloproteinase (tissue inhibitor of 

metalloproteinase/TIMP) adalah inhibitor endogen dari keluarga 

protease matriks (matrix metalloproteinases/MMPs) yang berfungsi 

menahan aktivitas MMP yang memecah komponen ECM seperti 

collagen, elastin, dan proteoglikan. TIMP mengikat dan 

menginhibisi banyak MMP (kecuali sebagian membrane type-MMP) 

melalui domain N-terminalnya yang memasuki situs aktif MMP. 
3
 

Selain fungsi inhibisi MMP, TIMP juga memiliki fungsi non-

protease, misalnya pro-survival (anti-apoptosis), proliferasi sel 

fibroblas/keratinosit, dan kemungkinan fungsi sinyal seluler.
3
 TIMP 

dihasilkan oleh berbagai jenis sel (fibroblas, keratinosit, sel dermal 

lainnya) dan berperan menjaga keseimbangan antara degradasi dan 
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sintesis ECM. Beberapa jurnal menyebutkan TIMP sebagai “natural 

protector of the skin extracellular matrix”.
3,46

 Dalam kulit, TIMP 

diproduksi oleh fibroblas dermal dan juga keratinosit epidermal, dan 

ia berperan menjaga keseimbangan antara sintesis dan degradasi 

ECM  yang meliputi collagen, elastin, dan proteoglikan.
47

 

Ketika keseimbangan antara MMPs dan TIMP terganggu, 

misalnya MMPs meningkat atau TIMP menurun, terjadi peningkatan 

degradasi collagen dan penurunan kualitas ECM yang berkontribusi 

pada kerutan, elastisitas kulit turun, dan penuaan kulit 

(photoaging).
48

 

Manusia memiliki empat isoform TIMP yang diketahui saat 

ini, yaitu TIMP-1, -2, -3 dan -4. Keempat TIMP menghambat MMP, 

tetapi dengan afinitas yang bervariasi untuk pasangan inhibitor-

protease yang berbeda.
7
 Di antara 4 isoform tersebut, TIMP-1 

mengalami laju perubahan evolusi terendah dan paling dekat dengan 

bentuk leluhurnya secara berurutan. Duplikasi gen untuk TIMP dua 

domain leluhur, menghasilkan dua gen, satu merupakan leluhur 

kelompok TIMP-1 modern dan yang lainnya merupakan leluhur tiga 

galur TIMP yang tersisa. Duplikasi lebih lanjut menghasilkan galur 

gen TIMP-3 dan leluhur kelompok TIMP-2/TIMP-4.
49

 TIMP-1 

menghambat semua MMP, kecuali beberapa MT-MMP dan 

disintegrin dengan domain metalloproteinase (a disintegrin with a 

metalloproteinase/ADAM)-10.
50

 Ekspresinya menurun seiring 
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penuaan fibroblas, baik ex vivo maupun in vivo, sehingga 

berkontribusi terhadap peningkatan MMP dalam dermis. 

TIMP-1 menghambat sebagian besar MMP, kecuali subfamili 

MMP tipe membran, dengan K i dalam rentang subnanomolar, tetapi 

juga berinteraksi dengan domain seperti hemopexin dari pro MMP-9. 

Selain itu, ia menunjukkan aktivitas seperti keratinosit dan faktor 

pertumbuhan fibroblas dan telah dideskripsikan sebagai factor 

kelangsungan hidup sel.
51

 

Gen TIMP-1 manusia dipetakan ke kromosom X pada 

Xp11.1–11.4 dan inhibitornya dikodekan sebagai mRNA 0,9 kb . 

Gen ini terdiri dari satu rantai polipeptida yang mengandung 184 

asam amino, di antaranya 12 residu sistein yang membentuk enam 

ikatan disulfida yang membagi molekul menjadi tiga struktur seperti 

simpul. Molekul TIMP-1 sangat terglikosilasi dan akibatnya massa 

molekulnya berkisar antara 28,4 hingga 34 kDa.
50

 TIMP-1 juga 

pertama kali diidentifikasi sebagai faktor aktivitas potensiasi eritroid 

(EPA) dan sejak itu, baik TIMP-1 maupun TIMP-2 telah 

dideskripsikan menunjukkan aktivitas pendorong pertumbuhan untuk 

berbagai macam sel, sementara TIMP-3 dapat mendorong apoptosis 

secara in vitro dan in vivo.
51

 

Dasar aksi penghambatan TIMP didasarkan pada struktur 

kristalografi sinar-X kompleks TIMP-1 manusia dengan domain 

katalitik MMP-3 manusia. Struktur kompleks bentuk rekombinan 
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TIMP-1 manusia dan domain katalitik MMP-3 menunjukkan bahwa 

tepi molekul TIMP-1 yang berbentuk baji menyisip ke dalam situs 

katalitik dan alur pengikatan substrat MMP-3 (Gambar 2.3). 

 
Gambar 2.3. Model Kristalografi kompleks MMP–TIMP

49
 

 

2.3.2. Aktivasi dan Mekanisme Seluler TIMP-1 pada Kulit yang 

Terpapar UVB dan Penurunan Collagen 

Collagen tipe I dan III membentuk kerangka struktural matriks 

ekstraseluler dermis, menjaga kekuatan tarik kulit dan integritas 

mekanik jaringan. Keseimbangan antara degradasi collagen oleh 

enzim matrix metalloproteinases (MMPs) dan proteksi melalui 

inhibitor endogen seperti TIMP-1 sangat menentukan stabilitas 

collagen.
52

 TIMP-1 adalah inhibitor alami dari banyak MMP, 

termasuk MMP-1, MMP-3 dan MMP-9, yang berperan dalam 

pemecahan heliks collagen.
35

 

Paparan UVB menyebabkan sejumlah respons seluler dalam 
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kulit, termasuk produksi reaktif oksigen spesies (ROS), aktivasi jalur 

MAPK (ERK, JNK, p38). Aktivasi jalur ini menyebabkan transkripsi 

berbagai faktor, termasuk AP-1 (Activator Protein-1) dan NF-κB, 

yang merupakan pengendali utama ekspresi gen-gen degradasi 

matriks.
40,41

  

Aktivasi AP-1 meningkatkan transkripsi MMP-1, MMP-3, 

MMP-9, enzim-enzim utama yang memecah collagen fibriler tipe I 

dan III di dermis. Secara normal, ekspresi MMP dikendalikan oleh 

inhibitor endogen, yaitu TIMP-1. Namun, paparan UVB kronis 

menurunkan ekspresi TIMP-1 pada fibroblas kulit, baik melalui stres 

oksidatif maupun melalui regulasi epigenetik (metilasi promoter 

TIMP-1).
3,53

 Akibatnya, rasio MMP/TIMP-1 meningkat tajam, 

menyebabkan dominasi aktivitas proteolitik pada ECM. 

Ketidakseimbangan ini menimbulkan degradasi collagen yang lebih 

cepat daripada sintesisnya, mempercepat penipisan dermis dan 

menurunkan elastisitas kulit. Dalam konteks ini, TIMP-1 memainkan 

dua fungsi utama, yaitu menghambat aktivitas MMPs sehingga 

menurunkan laju degradasi collagen dan memodulasi sinyal seluler 

seperti inflamasi dan senesensi fibroblas yang turut mempercepat 

kehilangan collagen. 

Sebuah penelitian xenograft manusia menemukan bahwa 

ekspresi TIMP-1 menurun pada kulit yang mengalami penuaan 

intrinsik dan ekstrinsik, dan bahwa over-ekspresi TIMP-1 
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menghambat kerusakan ECM serta penurunan elastisitas kulit akibat 

UVB, sedangkan netralisasi TIMP-1 mempercepat kerusakan.
3
 

Sebuah studi intervensi secara in vivo menunjukkan bahwa agen 

yang meningkatkan TIMP-1 juga mampu menurunkan ekspresi 

MMPs, meningkatkan procollagen dan memperbaiki indikator 

kerusakan collagen akibat UVB.
53

  Suatu studi menggunakan ekstrak 

tanaman Schizonepeta tenuifolia pada paparan UVB juga 

melaporkan bahwa selain menurunkan MMP1/3/9, terdapat 

peningkatan ekspresi TIMP-1 sekaligus. Hal ini menunjukkan bahwa 

mekanisme proteksi photoaging dapat melalui peningkatan TIMP-

1.
47

 

Regulasi ekspresi TIMP-1 menjadi salah satu titik penting 

dalam mekanisme seluler kehilangan collagen akibat UVB. Bila 

TIMP-1 tidak memadai, maka aktivitas MMPs akan mendominasi, 

sehingga collagen di dermis mengalami degradasi lebih cepat yang 

akan mengakibatkan penipisan dermis, kerutan, dan elastisitas kulit 

menurun.  

 

2.4. Mesenchymal Stem Cells (MSCs) 

2.4.1. Definisi MSCs 

Mesenchymal stem cells (MSCs) adalah sel yang bersifat 

multipotensi sehingga dapat berdiferensiasi menjadi sel dewasa lain 

seperti osteosit, adiposit, dan neurosit. MSCs dapat diisolasi dari 

beberapa jaringan antara lain jaringan adiposa, folikel rambut, hingga 
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Wharton Jelly dari tali pusat.
54

 Secara umum, MSCs diidentifikasi 

sebagai sel yang dapat menempel pada permukaan plastik dan bentuk 

menyerupai sel fibroblast atau jarum. Secara fenotipe, MSCs yang 

diisolasi dari tikus, dimana MSCs tikus tidak mengekspresikan 

beberapa marker spesifik antara lain CD44 dan CD29, namun 

mengekspresikan marker spesifik CD45 dan CD31 dan bersifat 

osteogenik.
55

 

 

2.4.2. 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.
56,57

 Peran MSCs 

dalam proses regenerasi, perbaikan kerusakan jaringan, anti 
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inflamasi, dan antiosidan diilustrasikan dalam Gambar 2.4. 

 

Gambar 2.4. Peran MSCs pada Proses Regenerasi di Kulit karena 

Paparan  UVB
58

 

 

2.4.3. Konsep Small Molecule Growth Factor MSCs 

Terminologi fungsional MSCs didasarkan pada 

kemampuannya dalam menskresi berbagai soluble molecule secara 

parakrin. Konsep parakrin adalah komunikasi MSCs dengan sel dan 

matriks sekitarnya melalui molekul sinyal tertentu yang dilepaskan 

oleh MSCs. Secara spesifik, konsep small molecule growth factor 

MSCs didasarkan pada hal-hal berikut
59

: 

1. Kompleksitas teknik isolasi MSCs 

Teknik dan metode dalam mengisolasi MSCs 

membutuhkan teknik yang komplek disamping kerja aseptis serta 

waktu kultur (selama beberapa minggu) untuk mendapatkan 
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turunan MSCs 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 MSCs yang singkat 

Hasil penelitian melaporkan bahwa waktu paruh 

kehidupan MSCs ketika berintegrasi dalam jaringan cedera pasca 

transplantasi adalah singkat, sehingga kemungkinan MSCs 

melakukan fungsi regenerasi tidak optimal. Berbagai faktor 

internal yang terjadi dalam jaringan cidera ikut mempengaruhi 

waktu paruh kehidupan MSCs. 

3. Konsep molekul parakrin MSCs dalam regenerasi 

Laporan penelitian terkini mengungkapkan bahwa sebagian 

besar MSCs yang diberikan lewat intravena akan terjebak dalam 

paru sebagai small emboli (tidak menimbulkan oklusi vaskuler). 

Sekalipun demikian, MSCs yang terjebak tersebut tetap akan 

melepaskan berbagai molekul antiinflamasi, disamping pro-

regenerasi. Hal ini memunculkan spekulasi bahwa small molecule 

dan exosome yang dilepas oleh MSCs secara parakrin merupakan 

faktor utama dalam regenerasi jaringan.  
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2.4.4. Induksi Small Molecule dan Exosome MSCs 

Peranan small molecule dan exosome MSCs ini, sehingga 

memunculkan berbagai upaya dalam menghasilkan small molecule 

dan exosome secara in-vitro. Secara spesifik induksi small molecule 

growth factor MSCs dapat dibagi menjadi 2, yaitu menginduksi 

MSCs dengan stimulasi molekul pro-inflamasi, secara teoritis, MSCs 

yang diaktivasi sebelumnya oleh TNF-α dapat melepas berbagai 

molekul anti-inflamasi. MSCs yang diinkubasi dalam keadaan 

hipoksia akan melepaskan berbagai molekul pro-regenerasi. Hal ini 

memunculkan teori hypoxic preactivated MSCs-induced soluble 

molecule yaitu berbagai molekul terlarut dalam medium dilepas 

MSCs yang mengalami hipoksia. Kondisi hipoksia pada MSCs 

diketahui dapat meningkatkan sekresi sitokin anti-inflamasi seperti 

IL-10 sebagai small molecule dan ekspresi berbagai macam 

antioksidan, seperti GPX, superoxide dismutase (SOD) 1, SOD2, 

catalase (CAT) dan sirtuin (SIRT) 1 dan 3 yang terakumulasi di 

dalam exosome. Produksi IL-10 oleh MSCs dapat menghambat 

faktor trasnkripsi nuclear factor kappa-B yang merupakan pemicu 

overekspresi ROS. Sisi lain, berbagai macam antioksidan yang 

diekspresikan secara langsung oleh MSCs melalui exosome, seperti 

GPX mampu mengaktivasi faktor transkripsi NRF2 yang berujung 

pada peningkatan ekspresi antioksidan. Berbagai miRNA yang 

terkandung dalam exosome hypoxia MSCs juga mampu berperan 
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dalam inhibisi stres oksidatif, seperti miR21, miR-22-3p dan miR-

215-5p.
60

 

 

 

Gambar 2.5. Komponen yang dikeluarkan oleh MSCs
61

 

 

2.5. Hyaluronic Acid (HA) 

2.5.1. Definisi HA 

Asam hialuronat/hyaluronic acid (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 collagen 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 
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elastisitas kulit.
62

 

 

2.5.2. Struktur Molekul HA 

HA tersusun dari rantai panjang berulang dari dua 

monosakarida: asam D-glukuronat dan N-asetil-D-glukosamin, yang 

terhubung melalui ikatan β-glikosidik. Struktur polimer linier 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.
63     

 

Asam hialuronat membentuk ikatan hidrogen, yang, di satu 

sisi, dapat menyeimbangkan makromolekul dalam larutan, tetapi, di 

sisi lain, menimbulkan kekakuan dalam sistem polimer, yang, 

akhirnya, menentukan sifat-sifat larutan asam hialuronat. Gambar 2.6 

menunjukkan ikatan hidrogen potensial yang dapat terbentuk baik di 

dalam satu makromolekul, dan antara molekul-molekul yang 

berdampingan. Asam hialuronat dan garamnya, dengan ion 

amonium, magnesium, dan logam alkali, memiliki kelarutan yang 

baik dalam air dan memiliki tingkat viskositas yang tinggi bahkan 

pada konsentrasi polimer rendah. Selain itu, asam hialuronat dalam 

larutan dapat mengatur struktur seluler tiga dimensi dengan dimensi 

yang sangat besar pada konsentrasi kurang dari 1 μg/mL. 
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Sebaliknya, biopolimer dapat mengatur pseudo-gel ketika 

konsentrasi sama dengan atau di atas 1,0 wt.%. Namun, asam 

hialuronat dengan berat molekul tinggi sama dengan 5,0 MDa pada 

konsentrasi lebih besar dari 0,1 mg/mL membentuk jaringan polimer 

yang rapat, tetapi larutan asam hialuronat tidak memiliki integritas 

mekanis yang berkepanjangan. Garam asam hialuronat dengan 

kation yang memiliki dua atau lebih nomor valensi memiliki 

ketidaklarutan yang substansial dalam air. Selain itu, jika ion-ion 

tersebut dimasukkan ke dalam larutan asam hialuronat, ikatan silang 

antar molekul akan terbentuk, sehingga menghasilkan pembentukan 

gel dengan kandungan air yang tinggi.
64

 

   

Gambar 2.6. Struktur Kimia HA
64

 

 

HA dapat mengikat protein spesifik, seperti CD44, reseptor 

untuk motilitas yang dimediasi hialuronat (RHAMM), molekul 

adhesi antar sel 1 (ICAM-1), dan reseptor hialuronan endotel 

pembuluh limfatik 1 (LYVE1) untuk mengerahkan berbagai fungsi. 

Di antara mereka, CD44 adalah reseptor permukaan sel yang paling 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/intercellular-adhesion-molecule-1
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/intercellular-adhesion-molecule-1
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/hyaluronic-acid-binding-protein
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2590093524000365#bib28
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2590093524000365#bib28
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/cell-surface-receptor
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banyak didistribusikan. HA mengikat reseptor CD44 pada 

permukaan keratinosit untuk mengaktifkan jalur pensinyalan 

intraseluler dan mengatur diferensiasi dan motilitas sel. CD44 juga 

berinteraksi dengan reseptor lain pada membran sel untuk 

memodulasi perilaku sel melalui berbagai faktor pertumbuhan, 

seperti MMP dan reseptor faktor pertumbuhan transformasi-β 

(TGFβR). Reseptor penting lainnya untuk HA adalah RHAMM, 

yang memiliki beberapa isoform dan terdapat pada berbagai jenis sel. 

Pengikatan HA pada RHAMM memediasi migrasi sel, adhesi, dan 

disolusi selama proses inflamasi.
65

 

HA ditemukan dalam ECM dan matriks periseluler. Molekul 

HA mengandung sejumlah besar gugus karboksil dan hidroksil, yang 

dapat menahan sekitar 1000 kali berat airnya, membuatnya sangat 

hidrofilik. Oleh karena itu, HA mampu menghidrasi ECM untuk 

memodulasi homeostasis jaringan. Sementara itu, HA membentuk 

cangkang seluler di sekitar sel dan bertindak sebagai molekul sinyal 

antarsel untuk mengatur proliferasi dan migrasi sel, dan juga hadir di 

dalam sel, di mana ia berpartisipasi dalam mengatur proses 

inflamasi. Selain sifat-sifat yang disebutkan di atas, HA dicirikan 

oleh sifatnya yang non-imunogenik, tidak beracun, dan tidak 

inflamasi, sehingga menjadikannya sebagai bahan yang ideal untuk 

aplikasi medis. HA mampu menjaga homeostasis organisme dan 

mengatur fungsi biologis, termasuk imunomodulasi, penyembuhan 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/keratinocyte
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/keratinocyte
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cell-motility
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/hydroxyl-group
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/homeostasis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cell-proliferation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/immunomodulation
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luka, regenerasi jaringan, antiproliferasi, antikanker, dan kosmetik 

kulit.
65

 

 

2.5.3. Mekanisme Molekuler HA dalam Menginduksi Produksi 

Collagen 

Asam hialuronat meningkatkan collagen kulit melalui 

beberapa mekanisme molekuler yang saling terkait. HA berperan 

dalam hidrasi dan viskoelastisitas 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 

merupakan sel utama dalam produksi collagen tipe I dan III yang 

penting untuk kesehatan kulit. HA juga membantu menstabilkan 

matriks ekstraseluler dengan menata ulang matriks granulasi 

sehingga serat collagen baru dapat tersusun dengan lebih baik dan 

terorganisir. HA mengurangi degradasi collagen dengan menurunkan 

aktivitas enzim matrix metalloproteinase (MMP), yang biasanya 

meningkat akibat stres oksidatif, seperti paparan sinar UVB, 

sehingga membatasi kerusakan collagen. HA memiliki sifat 

antioksidan dan antiinflamasi yang efektif dalam meredam 

pembentukan radikal bebas serta merangsang produksi sitokin 

antiinflamasi seperti IL-10, yang secara keseluruhan mempercepat 

proses pemulihan jaringan dan mencegah kerusakan collagen lebih 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tissue-regeneration
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lanjut, sebagaimana diilustrasikan oleh Gambar 2.7.
62,63      

 

 

Gambar 2.7. Mekanisme HA dalam mempengaruhi sitokin 

inflamasi melalui reseptor CD44
59

 
 

2.5.4. 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 collagen kulit. Pada kasus luka, HA 

dimanfaatkan dalam produk dressing atau inovasi lain untuk 

mempercepat penyembuhan dan merangsang regenerasi collagen di 

area yang terluka. Produk topikal biasanya mengandung HA dengan 

konsentrasi antara 0,2% hingga 2%,
63     

sedangkan untuk penggunaan 
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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.
66 

 



38 

BAB III 

KERANGKA TEORI 

 

3.1.  Kerangka Teori 

Paparan ultraviolet (UV) menyebabkan akumulasi Reactive Oxygen 

Species (ROS) yang berlebihan dan aktivasi jalur pensinyalan molekuler di 

kulit yang bertujuan untuk mencegah kerusakan akibat sinar UV. Jalur 

pensinyalan Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) dan Transforming 

Growth Factor-beta (TGF-β)/Smad merupakan kaskade molekuler utama 

yang diinisiasi oleh sinar UV yang terlibat dalam proses penuaan dini. 

Aktivasi berlebih jaringan molekuler ini oleh paparan UV yang intensif atau 

berkepanjangan mengakibatkan penurunan sintesis collagen, degradasi 

matriks ekstraseluler (ECM), kerusakan DNA, disfungsi mitokondria, 

peradangan kulit, penuaan dini, gangguan proliferasi, migrasi, dan 

regenerasi sel, serta peningkatan kematian dan apoptosis sel.
67

 

Paparan UV memicu stres oksidatif yang ditandai dengan peningkatan 

kadar ROS. ROS mengaktifkan serangkaian kaskade pensinyalan MAPK, 

yang terdiri dari tiga sub-jalur utama, Extracellular Signal-Regulated 

Kinase (ERK), c-Jun N-terminal Kinase (JNK), dan p38. Aktivasi jalur ini, 

khususnya JNK dan p38, mengarah pada fosforilasi dan aktivasi faktor 

transkripsi yang disebut Activator Protein-1 (AP-1). AP-1 yang teraktivasi, 

yang terdiri dari protein c-Fos dan c-Jun, kemudian bergerak ke dalam 

nukleus dan mendorong ekspresi gen untuk enzim perusak matriks seperti 

matrix metalloproteinase-I (MMP-1). MMP-1 secara spesifik menargetkan 
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dan mendegradasi collagen tipe I, komponen utama yang memberikan 

kekuatan dan struktur pada kulit, yang merupakan ciri khas kerusakan akibat 

sinar UV.
1
  Selain itu, aktivasi sinyal AP-1 pada kulit menginduksi respons 

inflamasi melalui peningkatan ekspresi protein inflamasi seperti 

siklooksigenase-2 (COX-2) dan interleukin (IL)-6.
38

 

Paparan UV secara bersamaan mengganggu jalur pensinyalan TGF-β 

yang normalnya bertanggung jawab untuk sintesis collagen melalui 

mekanisme yang berbeda dengan jalur MAPK yang meningkatkan degradasi 

collagen. Sinyal TGF-β mengaktifkan Smad untuk menstimulasi proliferasi 

fibroblast pada dermis untuk meningkatkan sintesis collagen, sedangkan 

TGF-β meningkatkan TIMP-1 dan menurunkan ekspresi enzim yang 

mendegradasi protein matriks ekstraseluler seperti MMP-1, MMP-3, MMP-

10, dan MMP-11. Namun, paparan UV menghambat jalur ini dengan 

menghasilkan ROS yang mengurangi ekspresi reseptor TGF-β tipe II dan 

mengaktifkan Smad7 yang bersifat antagonis. Akibatnya, jalur pensinyalan 

TGF-β/Smad, yang mengontrol COL1A1 untuk sintesis procollagen tipe I, 

menjadi terhambat. Sinergi antara aktivasi jalur MAPK (meningkatkan 

degradasi collagen) dan penghambatan jalur Smad (menurunkan sintesis 

collagen) menyebabkan keseimbangan collagen bergeser secara signifikan, 

mengakibatkan kehilangan collagen dan pembentukan kerutan yang terlihat 

pada photoaging.
2,68

  

Aktivasi Nuclear Factor-κB (NF-κB) melalui jalur IκB kinase (IKK) 

menjadi komponen penting untuk bertranslokasi ke nukleus. Aktivasi 
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simultan AP-1 dan NF-κB menciptakan lingkungan transkripsi yang sangat 

kondusif untuk produksi mediator inflamasi.
69 

Kedua faktor transkripsi ini 

menginduksi ekspresi sitokin proinflamasi secara masif, termasuk 

interleukin-1 (IL-1) yang berfungsi sebagai amplifier respons inflamasi dan 

inducer MMPs, interleukin-8 (IL-8) yang berperan sebagai chemoattractant 

dan aktivator MMPs melalui jalur CXCR1/2, dan tumor necrosis factor-α 

(TNF-α) yang memiliki efek pleiotropik dalam menginduksi apoptosis 

keratinosit rusak dan mengamplifikasi aktivasi NF-κB secara autokrin.
70,71

 

Produksi sitokin proinflamasi ini kemudian menginduksi ekspresi enzim 

proteolitik utama yang bertanggung jawab atas degradasi collagen. Matrix 

metalloproteinase-9 (MMP-9), yang memiliki binding sites untuk AP-1 dan 

NF-κB, terekspresi secara masif dan disekresikan ke ruang ekstraselular.
71,72

  

Exosome yang dihasilkan oleh mesenchymal stem cells (MSCs) yang 

dikondisikan dalam kondisi hypoxia menunjukkan potensi dalam mengatasi 

collagen loss akibat UVB.
14

 TGF-β yang mengaktivasi jalur Smad2/3 untuk 

menginduksi transkripsi collagen tipe I dan III dan tissue inhibitor of 

metalloproteinases (TIMPs). Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells 

(EH-MSCs) mengandung TGF-β1, Smad2/3 mRNA, atau miRNA yang 

mengatur ekspresi gen target jalur ini. Exosome dengan TGF-β1 berikatan 

dengan Transforming Growth Factor-beta Receptor Type II (TGF-βRII) 

pada sel target dan merekrut TGF-βRI yang memfosforilasi Smad2/3. 

Smad2/3 kemudian berpindah ke nukleus dan mengikat promotor COL1A1 

dan TIMP-1 dan menginduksi transkripsi. Akibatnya, terjadi peningkatan 
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produksi collagen tipe I dan peningkatan TIMP-1, yang menghambat 

degradasi matriks oleh MMP.
68,73

 Jalur MAPK adalah sistem kaskade 

fosforilasi berurutan yang menghubungkan reseptor permukaan sel dengan 

efektor transkripsi inti yang meliputi ERK, JNK, dan p38, yang bekerja 

sebagai modulator sinergis bagi TGF-β/Smad. Exosome berikatan dengan 

reseptor di membran target dan memicu aktivasi ERK atau p38, yang 

kemudian memfosforilasi Smad2/3 dan meningkatkan stabilitas kompleks 

Smad sehingga ekspresi COL1A1 & TIMP-1 meningkat. ERK yang 

teraktivasi kemudian berpindah ke nukleus dan juga memfosforilasi faktor 

transkripsi seperti AP-1 (Fos/Jun), yang langsung mengikat promotor 

COL1A1 sehingga memperkuat sintesis collagen dan meningkatkan TIMP-

1 sehingga menimbulkan efek profibrotik.
74,75

 

Paparan UVB meningkatkan ekspresi sitokin proinflamasi seperti IL-

6, TNF-α, dan IL-1β, yang memperburuk keadaan dengan menekan aktivitas 

fibroblas sehingga menurunkan kapasitas sintesis ECM termasuk COL1A1 

dan memperkuat ekspresi MMP. Exosome dari MSCs membawa miRNA 

anti-inflamasi (misalnya miR-146a, miR-21) sehingga menekan inflamasi 

melalui penurunan NF- κB.
33,36,76

 

Hyaluronic acid (HA) sebagai komponen terapi kombinasi bekerja 

melalui mekanisme yang komplementer dengan exosome. Interaksi antara 

HA dengan reseptor Cluster of Differentiation 44 (CD44) dan reseptor untuk 

motilitas yang dimediasi hyaluronan/Receptor for Hyaluronan-Mediated 

Motility (RHAMM) menginduksi produksi sitokin yang penting untuk 
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proses penyembuhan, termasuk TGF-β dan mengurangi produksi sitokin 

proinflamasi seperti TNF-α, IL-1β, dan sitokin lain selama fase inflamasi.
5
  

HA juga menginduksi ekspresi TIMP-1 melalui jalur CD44/Janus Kinase 2 

(JAK2)/ Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3), yang 

secara spesifik menghambat aktivitas MMP-9 dan MMP-1 untuk 

mengurangi degradasi collagen. HA juga berfungsi sebagai biostimulator 

untuk meningkatkan densitas collagen.
77

 Penyuntikan HA ke dalam kulit 

meningkatkan dukungan struktural ECM dan mengaktifkan fibroblas, yang 

menginduksi sintesis collagen.
65

 Meskipun HA terutama meningkatkan 

proliferasi fibroblas dan sintesis TIMP-1, efek anti-inflamasinya tidak 

sekuat MSCs, sehingga monoterapi HA cenderung mengalami relaps 

collagen loss jika dihentikan.   
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Gambar 3.1. Kerangka Teori 
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3.2. Kerangka Konsep  

 

 

 

 

 

Gambar 3.2. Kerangka Konsep 

 

 

3.3. Hipotesis  

Hipotesis pada penelitian ini adalah terdapat pengaruh kombinasi 

Exosome Hypoxia MSCs dan HA terhadap ekspresi gen COL1A1 dan 

TIMP-1 pada tikus wistar model collagen loss akibat paparan UVB. 

 

  

Kombinasi 

Exosome Hypoxia MSCs 

dan HA 

Ekspresi Gen COL1A1 

Ekspresi Gen TIMP-1 
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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 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:  

 

Gambar 4.1. Alur Rancangan Penelitian 
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Keterangan: 

S : Sampling 

R : Randomisasi alokasi 

UVB (+) : Pemberian paparan UVB 

UVB (-) : Tanpa paparan UVB 

A : Aklimatisasi 

V : Validasi pembentukan animal model collagen loss 

K1  : Tikus sehat tanpa paparan UVB 

K2  : Kontrol negatif (Tikus dengan paparan UVB + injeksi NaCl 

0,9% 200 µL secara subkutan) 

K3  : Kontrol positif (Tikus dengan paparan UVB + injeksi 

Hyaluronic Acid (HA) dosis 200 uL secara subkutan) 

K4  : Perlakuan 1 (Tikus dengan paparan UVB + injeksi Exosome 

hypoxia MSCs secara subkutan) 

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

hypoxia MSCs dan HA sebanyak 200 µL secara subkutan) 

O1K1 : Observasi ekspresi gen COL1A1dan TIMP-1 kelompok 1 

O2K2 : Observasi ekspresi gen COL1A1dan TIMP-1 kelompok 2 

O3K3 : Observasi ekspresi gen COL1A1dan TIMP-1 kelompok 3 

O4K4 : Observasi ekspresi gen COL1A1dan TIMP-1 kelompok 4 

O5K5 : Observasi ekspresi gen COL1A1dan TIMP-1 kelompok 5 

 

4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional 

4.2.1. Variabel Penelitian 

4.2.1.1. Variabel Bebas 

Kombinasi Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells 

(EH-MSCs) dan Hyaluronic Acid (HA).  

4.2.1.2. Variabel Terikat 

Ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1. 

 

4.2.2. Definisi Operasional 

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

EH-MSCs adalah sediaan cair yang mengandung vesikel 

ekstraseluler berukuran nano (30–150 nm) yang dilepaskan 

oleh MSCs yang dikultur dalam kondisi hipoksia terkontrol 
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(1–5% O₂). 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 EH-MSCs passage ke-5, 

melalui teknik sentrifugasi diferensial dan filtrasi steril 

menggunakan membran 0,22 µm. EH-MSCs yang 

dihasilkan kemudian disuspensikan dalam larutan buffer 

fosfat disimpan pada suhu 2–8°C digunakan untuk 

perlakuan pada hewan coba. Pemberian EH-MSCs 

dilakukan dengan dosis dosis 2.5 x 10
5 

sel dalam 200 µL 

NaCl 0,9% melalui injeksi subkutan pada area punggung 

tikus model sebanyak 200 µL per ekor. 

Skala : nominal 

4.2.2.2. Hyaluronic Acid (HA) 

HA merupakan sediaan injeksi steril berbentuk gel 

viskoelastik transparan yang digunakan untuk terapi 

regeneratif kulit. HA yang digunakan dalam penelitian ini 

diperoleh dari produk Staris Aquarius Hydro produksi PT. 

Haju Medical Indonesia dalam kemasan syringe steril berisi 

HA dengan konsentrasi 20 mg/ml. Untuk aplikasi pada 

mencit, 200 μL HA disuntikkan secara subkutan ke area 

dorsal tikus yang sebelumnya telah dibersihkan 

menggunakan antiseptik. Proses injeksi dilakukan secara 
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perlahan dengan jarum halus (ukuran 26–30G) pada sudut 

30–45° agar cairan HA terdistribusi secara merata di 

jaringan subkutan.  

Skala : nominal 

4.2.2.3. Ekspresi Gen COL1A1 

Ekspresi gen COL1A1 adalah tingkat transkripsi gen 

collagen tipe I alfa 1 (COL1A1), yaitu gen yang menyusun 

pembuatan rantai α1 pada collagen tipe I. Pengukuran 

COL1A1 menggunakan metode Reverse Transcriptase-

quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) dari 

sampel jaringan kulit dorsal tikus yang diambil pada hari 

ke-27. Hasil pemeriksaan disajikan dalam bentuk ekspresi 

relatif dengan membandingkan ekspresi gen COL1A1 

terhadap ekspresi housekeeping gene Glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase (GAPDH) dengan rumus: 

                   

 

Keterangan: 

                        

                                              

Skala : rasio 

4.2.2.4. Ekspresi gen TIMP-1 

Ekspresi gen TIMP-1 adalah tingkat transkripsi gen 

tissue inhibitor of metalloproteinase-1 (TIMP-1), salah satu 
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inhibitor endogen dari keluarga protease matriks (matrix 

metalloproteinases/MMPs) yang berfungsi menahan 

aktivitas MMP. Pengukuran Ekspresi gen TIMP-1 

menggunakan metode Reverse Transcriptase-quantitative 

Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) dilakukan dari 

sampel jaringan kulit dorsal tikus (±5 mg) yang diambil 

pada hari ke-27. Hasil berupa nilai ekspresi relatif dengan 

membandingkan ekspresi gen TIMP-1 terhadap ekspresi 

housekeeping gene GAPDH. 

Skala : rasio 

 

4.3. Populasi dan Sampel Penelitian 

4.3.1. Sampel Penelitian 

Sampel pada penelitian ini merupakan tikus jantan galur 

Wistar berusia 8-12 minggu dengan berat badan 200-250 g yang 

diperoleh dari Animal Model Research Center, Stem Cell and 

Cancer Research (SCCR) (Lampiran 3). 

 

4.3.2. Kriteria 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 g. 
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4.3.2.2. Kriteria Eksklusi 

Kriteria eksklusi pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Mengalami infeksi selama penelitian 

2. Tergigit oleh tikus lain selama penelitian 

3. Mengalami luka bakar selama penelitian 

4.3.2.3. Kriteria Drop Out 

Kriteria Drop Out pada penelitian ini adalah tikus 

yang mati selama penelitian 

 

4.3.3. Cara Pengambilan Sampel Penelitian 

Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan cara Simple 

Random Sampling. Tikus putih jantan Galur Wistar dibagi menjadi 5 

kelompok yaitu kelompok K1 (tikus sehat tanpa paparan UVB), 

kelompok K2 kontrol negatif (tikus dipapar UVB dengan pemberian 

NaCl 0.9% secara subkutan), kelompok K3 Kontrol positif (tikus 

dipapar UVB dengan pemberian HA dosis 200 L secara subkutan), 

kelompok K4 (tikus dipapar UVB dengan perlakuan pemberian 

injeksi EH-MSCs sebanyak 200 L secara subkutan) dan kelompok 

K5 (tikus dipapar UVB dengan perlakuan pemberian kombinasi 

injeksi EH-MSCs 200 L dan HA 200 L secara subkutan). 
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4.3.4. Besar Sampel 

Penentuan jumlah sampel minimal dilakukan sebagaimana 

direkomendasikan dalam pedoman desain penelitian eksperimental 

dan studi hewan laboratorium.
78

 Berdasarkan prinsip tersebut 

digunakan pendekatan rumus Federer, yaitu (t-1)(n-1) ≥ 15 sehingga 

didapat hasil 15.   

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 tersebut didapatkan 

jumlah tikus 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 

4.4.1. Alat 

Penelitian ini menggunakan beberapa peralatan untuk 

membuat hewan model antara lain berupa UV light (broadband 

dengan peak emission pada 302 nm) dengan energi 160 mJ/cm
2
, 

pisau cukur, kandang paparan, kandang pemeliharan, tempat air 
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minum tikus dan pemotong rambut. Alat yang digunakan untuk 

pengumpulan data antara lain gunting jaringan, pinset jaringan, 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 

adalah laptop. 

 

4.4.2. Bahan 

Penelitian ini menggunakan beberapa bahan meliputi gel base, 

isoflurane, xylazine, etanol, dan akuades sebagai bahan pendukung 

dalam proses perlakuan dan preparasi sampel. Primer spesifik 

digunakan untuk gen COL1A1 dan primer untuk gen TIMP-1 pada 

analisis ekspresi gen menggunakan metode RT-PCR. 

 

4.5. Cara Penelitian 

4.5.1. Perolehan Ethical Clearance 

Ethical clearance penelitian diperoleh dari Fakultas 

Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang dengan 

nomor dokumen 694/XII/2025/Komisi Bioetik (Lampiran 1). 

 

4.5.2. Penyinaran UVB dan Pemberian Perlakuan pada Subjek 

Percobaan  

Rambut pada bagian punggung tikus dicukur seluas 4×4 cm 

sebelum paparan UVB untuk memastikan paparan yang merata pada 

permukaan kulit. Punggung tikus selanjutnya dipapar UVB 

broadband dengan puncak emisi pada panjang gelombang 302 nm 
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dengan dosis minimal eritema (minimal erythema dose/MED) 

sebesar 180 mJ/cm². Paparan UVB diberikan selama ±10 menit per 

sesi dengan jarak 20 cm, sebanyak lima kali per minggu (hari ke-1, 

2, 4, 5, dan 7) selama dua minggu berturut-turut untuk membentuk 

model photoaging. Setelah periode paparan UVB selesai, tikus pada 

kelompok K3 diberikan injeksi HA secara subkutan pada hari ke-22, 

kelompok K4 diberikan injeksi EH-MSCs secara subkutan pada hari 

ke-22, sedangkan tikus pada kelompok K5 diberikan injeksi 

kombinasi EH-MSCs dan HA secara subkutan pada hari ke-22. 

 

4.5.3. Pengambilan Sampel Jaringan  

Sebanyak 2×2 cm sampel jaringan kulit dorsal subjek 

penelitian diambil pada hari ke-27 dengan pembiusan mengunakan 

inhalasi isoflurane dosis 3-5% selama 1 menit, kemudian dilakukan 

terminasi dengan teknik dislokasi servikal. Sampel jaringan 

dimasukkan ke dalam tube berisi RNAlater dan disimpan pada suhu 

-80
o
C hingga proses analisis dilakukan. 

 

4.5.4. Validasi Collagen Loss akibat Paparan UVB Menggunakan 

Pengecatan Masson Thrichrome  

Sampel jaringan kulit yang sudah diperoleh kemudian 

dianalisis untuk melihat adanya collagen loss akibat paparan UVB 

dengan menggunakan metode pengecatan Masson Trichrome. 

Preparat jaringan terlebih dahulu dideparafinisasi, kemudian 
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diinkubasi dalam larutan Bouin yang telah dipanaskan pada suhu 

54–64°C selama 60 menit untuk meningkatkan kontras pewarnaan, 

dilanjutkan dengan proses pendinginan dan pembilasan 

menggunakan air mengalir. Slide kemudian diwarnai menggunakan 

Hematoxylin Besi Weigert untuk visualisasi inti sel, diikuti dengan 

pewarnaan Biebrich Scarlet/Acid Fuchsin untuk jaringan 

sitoplasmik. Diferensiasi jaringan dilakukan melalui inkubasi dalam 

larutan asam fosfomolibdat/fosfotungstat, kemudian dilanjutkan 

dengan pewarnaan Aniline Blue untuk menandai serat kolagen 

secara spesifik. Untuk mempertajam warna, slide direndam dalam 

larutan asam asetat 1%, kemudian didehidrasi menggunakan alkohol 

95%, ditutup dengan mounting medium, dan ditutup kaca penutup. 

Setelah preparat siap, dokumentasi area jaringan representatif 

dilakukan menggunakan mikroskop digital dengan perbesaran tetap 

(100× atau 200×). Kuantifikasi kolagen selanjutnya dilakukan secara 

digital menggunakan perangkat lunak ImageJ. Analisis dilakukan 

dengan memilih opsi Masson Trichrome pada plugin Color 

Deconvolution untuk memisahkan kanal warna biru yang 

merepresentasikan serat kolagen. Ambang batas (threshold) pada 

hasil pemisahan warna biru diatur sehingga hanya area serat kolagen 

yang terdeteksi. Densitas kolagen kemudian dihitung dalam bentuk 

Collagen Area Fraction (CAF), yaitu perbandingan antara luas area 
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kolagen terhadap total luas area jaringan yang dianalisis, 

menggunakan rumus sebagai berikut: 

Densitas Collagen = Luas Area Berwarna Biru/Luas Total Jaringan × 

100%. 

 

4.5.5. Analisis Kuantitatif Ekspresi Gen COL1A1 dan TIMP-1 dengan 

RT-qPCR  

Tujuan analisis menentukan perubahan relatif ekspresi mRNA 

gen pro-inflamasi COL1A1 dan gen regulator siklus sel TIMP-1 

antar kelompok perlakuan dengan kuantifikasi yang sensitif, 

spesifik, dan terstandarisasi dengan proses sebagai berikut: 

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 COL1A1 dan ekspresi gen TIMP-1 

Ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1 dianalisis 

menggunakan metode Real-Time Quantitative PCR (RT-qPCR). 

Reaksi PCR dijalankan menggunakan iTaq™ Universal SYBR® 
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Green Supermix (Bio-Rad, Catalog No. 1725124) dalam tabung 

PCR 0,2 mL dengan volume total 20 µL 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. 

3. Analisis Data  

Gen GAPDH digunakan sebagai gen referensi 

(housekeeping gene). Data diekspresikan dalam bentuk fold 

change relatif dengan metode 2−ΔΔCt. 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 bulan November - Desember 2025. 

 

4.7. Analisis Data 

Data ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1 diuji normalitas distribusi 

data menggunakan Shapiro-Wilk test, sedangkan uji homogenitas varian 

data dilakukan dengan Levene’s test. Data ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-
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1 terdistribusi normal (p>0,05) dan varian homogen (p>0,05), maka 

perbedaan antar kelompok dianalisis menggunakan One Way ANOVA. 

Hasil uji One Way ANOVA menghasilkan perbedaan yang bermakna 

(p<0,05), sehingga dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD untuk mengetahui 

perbedaan signifikansi antar kelompok. 
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4.8. Alur Penelitian 

   

 

Gambar 4.2. Alur Penelitian
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BAB V 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

5.1. Hasil Penelitian 

Penelitian eksperimental dilakukan pada bulan November-Desember 

2025 di Laboratorium Stem Cell and Cancer Research (SCCR) Semarang 

Indonesia. Subjek penelitian yaitu tikus jantan galur wistar dengan berat 

badan 200-250 g berumur 8-12 minggu (Lampiran 4). Penelitian 

menggunakan 30 ekor tikus Wistar dan tidak ada tikus drop out selama 

penelitian berlangsung selama 27 hari termasuk 7 hari masa aklimatisasi. 

Penelitian terdiri dari 5 kelompok yaitu kelompok (K1) kontrol tikus sehat 

tanpa perlakuan, sedangkan 4 kelompok lainnya dipapar UVB 302 nm 

dengan intensitas energi 180 mJ/cm kemudian kelompok (K2) kontrol 

negatif diberikan NaCl 0,9%, kelompok (K3) kontrol positif diberikan 

injeksi Hyaluronic Acid (HA) sebanyak 200 µL secara subkutan, kelompok 

(K4) diberikan injeksi Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (EH-

MSCs) dosis 2.5×10
5 

sel dalam 200uL NaCl 0,9% secara subkutan dan 

kelompok (K5) diberikan injeksi EH-MSCs dosis 2.5×10
5 

sel dalam 200uL 

NaCl 0,9% dan HA sebanyak 200µL secara subkutan. 

5.1.1. Hasil Validasi MSCs 

Isolasi Mesenchymal Stem Cells (MSCs) dilakukan di 

Laboratorium SCCR Semarang Indonesia, menggunakan umbilical 

cord tikus bunting. Setelah isolasi, sel-sel tersebut dikultur dalam 

kultur menggunakan medium khusus. Pada passage ke-5, hasil 
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kultur menunjukkan sel-sel yang melekat pada dasar flask dengan 

morfologi menyerupai spindle saat diamati menggunakan mikroskop 

(Gambar 5.1A). Surface marker MSCs divalidasi menggunakan 

analisis flow cytometry untuk mengevaluasi kemampuan MSCs 

dalam mengekspresikan surface marker spesifik. Hasil analisis flow 

cytometry terhadap populasi sel menunjukkan ekspresi marker positif 

MSCs yang tinggi, yaitu CD90 sebesar 98,6% dan CD29 sebesar 

98,5%. Sebaliknya, marker negatif MSCs menunjukkan ekspresi 

yang sangat rendah, yaitu CD45 sebesar 0,45% dan CD31 sebesar 

6,11%, seperti yang ditunjukkan pada gambar 5.1B. Temuan ini 

mengonfirmasi bahwa populasi sel yang digunakan memiliki 

karakteristik yang sesuai dengan MSCs. 

 

Gambar 5.1. (A) Isolasi MSCs dengan konfluensi 80% didapatkan gambaran sel 

berbentuk spindle-like (ditunjuk oleh anak panah) pada pembesaran 100x. (B) 

Analisis flow cytometry terhadap ekspresi CD45, CD31, CD90, dan CD29. 
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Hasil uji potensi diferensiasi MSCs menjadi berbagai jenis sel 

matur, termasuk osteosit dan kondrositmenunjukkan bahwa MSCs 

mampu berdiferensiasi menjadi osteosit, ditandai dengan adanya 

endapan kalsium yang divisualisasikan melalui pewarnaan Alizarin 

Red dengan perbesaran 200×, serta berdiferensiasi menjadi 

kondrosit, yang diindikasikan oleh deposit glikosaminoglikan (GAG) 

dan proteoglikan asam berwarna biru setelah pewarnaan Alcian blue 

dengan perbesaran 100× (Gambar 5.2.A dan 5.2.B). Karakteristik 

morfologi serta potensi diferensiasi osteogenik dan kondrogenik 

yang ditunjukkan mengonfirmasi identitas MSCs, sehingga sel 

tersebut dinyatakan layak untuk digunakan pada tahap pengujian 

selanjutnya. 

 
Gambar 5.2. Kemampuan diferensiasi MSCs menjadi osteosit 

setelah pewarnaan Alizarin Red dengan perbesaran 200x (A) dan 

kondrosit setelah pewarnaan Alcian Blue dengan perbesaran 100× 

(B). 

 



62  

 

Sel MSCs kemudian diinkubasi dalam kondisi hipoksia dengan 

konsentrasi O2 5% selama 24 jam menggunakan hypoxia chamber. 

Medium kultur MSCs kemudian dikumpulkan dan difiltrasi 

menggunakan metode Tangential Flow Filtration (TFF) berdasarkan 

molecular weight cut-off tertentu hingga diperoleh molekul 

berukuran 100-500 kDa yang mengandung exosome. Selanjutnya 

MSCs divalidasi menggunakan flow cytometry untuk memastikan 

bahwa sel yang terfiltrasi mengandung marker exosome dengan 

melihat kuantifikasi marker yang terbaca yaitu CD63, CD81, dan 

CD9. Hasil analisis flow cytometry menunjukkan bahwa sampel 

P291 mengandung exosome yang terdeteksi melalui pendekatan 

bead-based dan mengekspresikan marker exosome CD9 senilai 

79,41% (Gambar 5.3.A). Temuan ini menegakkan keberhasilan 

isolasi dan karakterisasi exosome, sehingga sampel dinyatakan 

mengonfirmasi keberhasilan karakterisasi exosome. Analisis 

dynamic range menunjukkan peningkatan MFI CD9 seiring 

kenaikan konsentrasi antibodi hingga mencapai kondisi saturasi pada 

konsentrasi 10 µg, yang ditandai dengan puncak fluoresensi pada 

area maksimum (Gambar 5.3.B). Analisis flow cytometry pada 

sampel exosome P291 menunjukkan bahwa penggunaan 10 µg 

sampel (5µg/µL) menghasilkan nilai MFI sebesar 6.387,02, yang 

menandakan intensitas fluoresensi tinggi dan kondisi pengukuran 

yang optimal (Gambar 5.3.C).  
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Gambar 5.3. Analisis EH-MSCs menggunakan Flow Cytometry 

(A). Dynamic range korelasi linear exosome dengan Mean 

Fluorescence Intensity (MFI) (B). Tabel hasil kuantifikasi exosome 

(C). 

 

5.1.2. Hasil Validasi Collagen Loss 

Hasil makroskopis pengamatan menunjukkan adanya collagen 

loss pada tikus yang dipapar UVB dibandingkan dengan yang tidak 

dipapar (Gambar 5.4A dan 5.4B). Gambar 5.4.C-D menunjukkan 

hasil pemeriksaan histopatologi jaringan kulit tikus dengan 

pewarnaan Masson Trichrome sebelum dan sesudah dipapar UVB. 

Tampak epidermis dengan ketebalan normal, dermis berisi serabut 

collagen padat, tebal, berwarna biru intens dan terorganisir baik, 
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distribusi kolagen merata tanpa fragmentasi dan struktur adneksa 

kulit tampak normal sebelum dipapar UVB (Gambar 5.4C). Gambar 

5.4D menunjukkan jaringan kulit sesudah dipapar UVB. Epidermis 

tampak menebal (akantosis) dibandingkan panel C, namun disertai 

penurunan intensitas warna biru collagen, serabut collagen lebih 

tipis, terfragmentasi, dan tidak teratur. Tampak pelebaran ruang 

stroma dermis dan terjadi disorganisasi matriks ekstraseluler di 

sekitar struktur adneksa. Hasil pengamatan kualitatif ini didukung 

oleh analisis kuantitatif densitas collagen (Gambar 5.4E). 

Perhitungan persentase (area collagen/total area × 100%) 

menunjukkan penurunan yang signifikan secara statistik (p < 0.05). 

Densitas kolagen pada kelompok sehat sebesar 34-48%, sementara 

pada kelompok model turun drastis menjadi 18-22%. Penurunan 

densitas collagen hingga setengah dari kondisi normal ini 

membuktikan bahwa induksi yang dilakukan telah berhasil 

menyebabkan degradasi collagen yang signifikan, sehingga hewan 

coba valid untuk digunakan sebagai model uji collagen loss. 
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Gambar 5.4. Hasil pengamatan makroskopis kulit tikus sebelum 

dipapar UVB (A) dan setelah dipapar UVB selama 14 hari (B). Hasil 

pengamatan histopatologi preparat jaringan kulit tikus dengan 

pewarnaan Masson Trichrome sebelum dipapar UVB (C) dan setelah 

dipapar UVB selama 14 hari (D). Analisis kuantitatif densitas 

kolagen Tanda bintang (**) menunjukkan perbedaan signifikan 

(p<0,05) dengan uji T-test dibandingkan dengan kelompok sehat (E). 

 

 

E 
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5.1.3. Ekspresi Gen COL1A1 pada Jaringan Kulit 

Tabel 5.1 menunjukkan bahwa rerata ekspresi COL1A1 

tertinggi yaitu pada kelompok tikus sehat (K1), diikuti kelompok 

perlakuan tikus dipapar UVB lalu diberi injeksi EH-MSCs dosis 

2.5×10
5 

sel dalam 200uL NaCl 0,9% dan HA dosis 200uL secara 

subkutan (K5), diikuti oleh kelompok tikus dipapar UVB lalu diberi 

injeksi EH-MSCs dosis 2.5×10
5 

sel dalam 200uL NaCl 0,9% secara 

subkutan (K4), kemudian diikuti oleh kelompok tikus dipapar UVB 

lalu diberi injeksi HA dosis 200uL secara subkutan (K3). Rerata 

ekspresi COL1A1 terendah adalah pada kelompok tikus dipapar 

UVB lalu diberi injeksi NaCl 0,9% dosis 200uL secara subkutan 

(K2). 

Tabel 5.1. Hasil Analisis Rerata, Uji Normalitas, Uji 

Homogenitas, dan Uji Parametrik pada ekspresi 

COL1A1 

  Kelompok    

Variabel K1 

(n=6) 

K2 

(n=6) 

K3 

(n=6) 

K4 

(n=6) 

K5 

(n=6) 

Sig.(p) 

Ekspresi COL1A1       

Mean 

Std.deviasi 

1,04 ± 0,32  0,48 ± 0,08 0,68 ± 0,16 0,90 ± 0,33 1,03 ± 0,30  

Shapiro Wilk* 0,151  0,262 0,625 0,505 0,294  

Levene test*      0,060 

ANOVA**      0,004 

Keterangan: * Normal/homogen p>0,05 **Berbeda signifikan p<0,05 

Seluruh kelompok ekspresi COL1A1 berdasarkan uji Shapiro 

Wilk berdistribusi normal dengan p-value >0.05 dan uji 

homogenitas dengan menggunakan Levene Test menunjukkan hasil 
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yang homogen dengan p-value=0,06 (>0.05), maka selanjutnya data 

dianalisis menggunakan uji One Way Anova. Hasil uji One Way 

Anova menunjukkan perbedaan bermakna semua kelompok dengan 

p-value 0,004 (p<0.05) untuk COL1A1, kemudian dilanjutkan 

dengan uji Post Hoc LSD untuk mengetahui perbedaan signifikansi 

antar pasangan kelompok (Tabel 5.2). 

Tabel 5.2. Perbedaan Rerata Ekspresi COL1A1 Antar 2 

Kelompok   

   

Kelompok 

Perbandingan 

 Interval Kepercayaan 

95% 

Parameter Kelompok Sig. Batas 

Bawah 

Batas 

Atas 

Ekspresi

COL1

A1 

K1 K2* 0,001 0,2454 0,8680 

 K3* 0,024 0,0520  0,6746 

  K4 0,375 -0,1746 0,4480 

  K5 0,974 -0,3063 0,3163 

 K2 K3 0,213 -0,5046 0,1180 

  K4* 0,010 -0,7313 -0,1087 

  K5* 0,001 -0,8630  -0,2404 

 K3 K4 0,146 -0,5380 0,0846 

  K5* 0,026 -0,6696 -0,0470 

 K4 K5 0,392 -0,4430 0,1796 

*Uji Post Hoc LSD dengan nilai signifikan p<0,05 

 

Gambar 5.5 menunjukkan rerata ekspresi COL1A1 antara 

kelompok kontrol negatif K2 (UVB+NaCl) dengan kelompok K4 

(UVB+EH-MSCSs) berbeda signifikan, begitu juga dibandingkan 

kelompok K5 (UVB+EH-MSCs+HA), namun tidak menunjukkan 

perbedaan signifikan dibanding kelompok K3 (UVB+HA). Hal ini 

menunjukkan bahwa perlakuan dengan EH-MSCs maupun dengan 

EH-MSCs+HA dapat meningkatkan ekspresi COL1A1 secara 
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siginifikan pada tikus akibat paparan UVB jika dibandingkan dengan 

dengan kelompok kontrol negatif, namun perlakuan dengan HA 

belum menyebabkan peningkatan ekspresi COL1A1 secara siginifikan 

pada tikus akibat paparan UVB jika dibandingkan dengan kelompok 

kontrol negatif. 

Perbandingan rerata ekspresi COL1A1 antara kelompok K3 

dengan kelompok K5 menunjukkan perbedaan signifikan dengan p-

value=0,026, namun tidak menunjukkan perbedaan signifikan jika 

dibandingkan kelompok K4 dengan p-value=0,146. Hal ini 

menunjukkan bahwa perlakuan dengan EH-MSCs+HA dapat 

meningkatkan ekspresi COL1A1 secara siginifikan pada tikus akibat 

paparan UVB jika dibandingkan dengan perlakuan HA, namun 

perlakuan dengan EH-MSCSs belum menyebabkan peningkatan 

ekspresi COL1A1 secara siginifikan pada tikus akibat paparan UVB 

jika dibandingkan dengan perlakuan HA. 

Perbandingan rerata ekspresi COL1A1 antara kelompok K4 

tidak menunjukkan perbedaan signifikan dibanding kelompok K5. Hal 

ini menunjukkan bahwa perlakuan dengan UVB+EH-MSCSs+HA 

tidak menyebabkan peningkatan ekspresi COL1A1 yang siginifikan 

dibandingkan dengan perlakuan dengan EH-MSCs saja. 
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Gambar 5.5. Ekspresi Relatif gen COL1A1 pada jaringan kulit tikus 

model collagen loss pada semua kelompok. *p<0.05  

 

5.1.4. Ekspresi Gen TIMP-1 pada Jaringan Kulit 

Tabel 5.3 menunjukkan bahwa rerata ekspresi TIMP-1 tertinggi 

yaitu pada kelompok tikus sehat (K1), diikuti kelompok tikus 

dipapar UVB lalu diberi kombinasi injeksi EH-MSCs dan HA (K5), 

diikuti kelompok tikus dipapar UVB lalu diberi injeksi EH-MSCs 

(K4), kemudian diikuti kelompok tikus dipapar UVB lalu diberi 

injeksi HA (K3). Rerata ekspresi COL1A1 terendah adalah pada 

kelompok tikus dipapar UVB lalu diberi injeksi NaCl (K2). 
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Tabel 5.3. Hasil Analisis Rerata, Uji Normalitas, Uji 

Homogenitas, dan Uji Parametrik pada ekspresi 

TIMP-1 

  Kelompok    

Variabel K1 

(n=6) 

K2 

(n=6) 

K3 

(n=6) 

K4 

(n=6) 

K5 

(n=6) 

Sig.(p) 

Ekspresi TIMP-1       

Mean 

Std.deviasi 

1,08 ± 0,45 0,37 ± 0,14 0,55 ± 0,22 0,79 ± 0,28 0,99 ± 0,45   

Shapiro Wilk* 0,581 0,509 0,362 0,594 0,616  

Levene test*      0,154 

ANOVA**      

 
0,006 

Keterangan: * Normal/homogen p>0,05 **Berbeda signifikan p<0,05  

 

Seluruh kelompok kadar ekspresi TIMP-1 berdasarkan uji 

Shapiro Wilk berdistribusi normal dengan p-value >0.05 dan uji 

homogenitas dengan menggunakan Levene Test menunjukkan hasil 

yang homogen dengan p-value=0,154 (>0.05), maka selanjutnya data 

dianalisis menggunakan uji One Way Anova. Hasil uji One Way 

Anova menunjukkan perbedaan bermakna semua kelompok dengan 

p-value 0,006 (p<0.05) untuk TIMP-1, kemudian dilanjutkan dengan 

uji Post Hoc LSD untuk mengetahui perbedaan signifikansi antar 

pasangan kelompok. 
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Tabel 5.4. Perbedaan Rerata Ekspresi TIMP-1 Antar 2 

Kelompok 

   

Kelompok 

Perbandingan 

 Interval Kepercayaan 

95% 

Parameter Kelompok Sig. Batas 

Bawah 

Batas 

Atas 

Ekspresi 

TIMP-1 

K1 K2* 0,001 0,3109 1,1125 

 K3* 0,012 0,1275 0,9291 

  K4 0,149 -0,1108 0,6908 

  K5 0,648 -0,3108 0,4908 

 K2 K3 0,355 -0,5841 0,2175 

  K4* 0,040 -0,8225 -0,0209 

  K5* 0,004 -1,0225  -0,2209 

 K3 K4 0,232 -0,6391 0,1625 

  K5* 0,033 -0,8391 -0,0375 

 K4 K5 0,314 -0,6008 0,2008 

*Uji Post Hoc LSD dengan nilai signifikan p<0,05  

 

   
Gambar 5.6. Ekspresi Relatif gen TIMP-1 pada jaringan kulit tikus 

model collagen loss pada semua kelompok. *p<0.05  
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5.2. Pembahasan 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh kombinasi EH-

MSCSs dan HA terhadap ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1 pada tikus 

wistar model collagen loss akibat paparan UVB. Paparan UVB berulang 

selama 14 hari pada penelitian ini berhasil menunjukkan adanya collagen 

loss pada kulit punggung tikus yang ditandai dengan eritema ringan dan 

elastisitas kulit yang berkurang pada pemeriksaan maskroskopis dan adanya 

penebalan epidermis, penipisan serabut collagen, pelebaran ruang stroma 

dermis dan disorganisasi matriks ekstraseluler pada pemeriksaan 

mikroskopis. Hasil ini sesuai dengan penelitian Najafabadi, et.al yang 

menyebutkan bahwa proses photoaging melibatkan respon kulit yang 

kompleks terhadap paparan UV, yang menyebabkan perubahan struktural 

dan molekuler yang signifikan
79

. Paparan UVB meningkatkan produksi 

ROS, menyebabkan stress oksidatif, dan merangsang collagen loss, yang 

menyebabkan penuaan dini pada kulit. Paparan UVB mengaktivasi jalur 

pensinyalan MAPK dan mengganggu jalur pensinyalan TGF-β/Smad yang 

berujung pada penurunan ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1.
2,3

 

 Terapi injeksi HA subkutan pada tikus yang mengalami collagen loss 

akibat paparan UVB terbukti meningkatkan ekspresi gen CO1LA1 dan 

TIMP1. Hal ini menunjukkan bahwa HA berperan dalam mengaktifkan 

fibriblas dermal untuk meningkatkan sintesis kolagen dan memperbaiki 

honeostasis matriks ekstraseluler. Hasil  ini sejalan dengan temuan 

Chylinska, et al. pada tahun 2025 yang menyebutkan bahwa HA berperan 
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penting dalam perbaikan dan regenerasi kulit pada kondisi penuaan, namun 

efek stimulasi HA masih terbatas, terutama bila digunakan secara tunggal.
5
   

Pemberian E H - M S C s  e f e k t i f  d a l a m  meningkatkan 

ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1. Rerata ekspresi gen COL1A1 dan 

TIMP-1 pada kelompok yang diberi EH-MSCs lebih tinggi dibandingkan 

dengan kelompok yang diberi HA. Hal ini menunjukkkan bahwa EH-MSCs 

berperan lebih efektif dalam merangsang sintesis kolagen dan mengatur 

keseimbangan matriks ekstraseluler melalui modulasi gen yang 

terlibatdalam regenerasi jaringan . Hal ini sesuai dengan penelitian Nguyen, 

et al. bahwa exosome yang berasal dari mesenchymal stem cells mampu 

meningkatkan ekspresi gen collagen terkait serta meningkatkan sintesis 

collagen tipe I dan pengaturan TIMP.
13

 

Pemberian injeksi subkutan kombinasi EH-MSCs dan HA  

menunjukkan rerata  ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1 yang paling tinggi 

di antara seluruh kelompok yang dipapar UVB, meskipun masih belum 

menyamai kelompok sehat. Hal ini sesuai dengan penelitian secara in vivo 

oleh Lee, et al. yang menyebutkan bahwa kombinasi EH-MSCs dan HA 

mempercepat regenerasi jaringan dengan meningkatkan deposisi kolagen 

serta ekspresi gen-gen terkait regenerasi dibandingkan HA saja.
80

 

Peningkatan ekspresi gen COL1A1 yang tidak lebih tinggi dibanding 

kelompok sehat mengindikasikan bahwa terjadi aktivasi jalur sintesis 

kolagen yang terkontrol dan tidak terjadi stimulasi fibroblas yang 

berlebihan. Hal tersebut penting, karena jika ekspresi COL1A1 pada 
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pemberian kombinasi melebihi ekspresi pada kelompok sehat, hal tersebut 

dapat mengarah pada aktivasi berlebihan jalur TGF-β/Smad dan potensi 

terjadinya fibrosis dermal.  Peningkatan ekspresi gen TIMP-1 dibanding 

kelompok lain menunjukkan penekanan aktivitas MMP oleh paparan UVB 

dan perlindungan terhadap degradasi kolagen yang sedang terjadi. Namun 

karena nilainya tidak melebihi kelompok sehat, maka homeostasis sistem 

MMP-TIMP tetap berada dalam rentang fisiologis. Hal ini mengindikasikan 

bahwa kombinasi tersebut memperbaiki kerusakan yang terjadi, namun 

belum sepenuhnya mengembalikan dampak paparan berulang UVB.  

EH-MSCSs diketahui mengandung berbagai cargo bioaktif, seperti 

miRNA, growth factor–related signals, dan protein regulator, yang berperan 

dalam modulasi aktivitas fibroblas serta regulasi keseimbangan 

MMP/TIMP. Kondisi hipoksia pada MSCs meningkatkan kandungan faktor 

regeneratif dalam exosome, sehingga memperkuat efek protektif dan 

reparatif terhadap jaringan yang mengalami kerusakan akibat paparan 

UVB.
60

 Sementara itu, HA berperan sebagai komponen ECM yang 

mendukung migrasi dan proliferasi fibroblas, meningkatkan hidrasi 

jaringan, serta berfungsi sebagai scaffold biologis yang memfasilitasi kerja 

faktor bioaktif dari exosome.
16,17

 Kombinasi keduanya menghasilkan efek 

sinergis dalam memulihkan keseimbangan degradasi dan sintesis kolagen.
11

 

Jalur TGF-β/Smad merupakan jalur utama yang mengatur sintesis 

kolagen fisiologis pada kulit. Aktivasi TGF-β akan memicu fosforilasi 

Smad2/3, yang selanjutnya meningkatkan transkripsi gen kolagen, termasuk 
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COL1A1. Paparan UVB diketahui menghambat jalur TGF-β/Smad melalui 

peningkatan AP-1 dan sitokin inflamasi, sehingga menurunkan sintesis 

collagen.
33–35

 Peningkatan ekspresi COL1A1 pada kelompok yang 

mendapat kombinasi EH-MSCSs dan HA mengindikasikan adanya 

pemulihan sebagian aktivitas jalur TGF-β/Smad. Namun, karena 

ekspresinya tidak melebihi kelompok sehat, hal ini menunjukkan bahwa 

aktivasi jalur tersebut tetap berada dalam batas fisiologis dan tidak 

mengarah pada kondisi fibrogenik. Selain menekan jalur TGF-β/Smad, 

UVB juga mengaktivasi jalur MAPK yang berkontribusi terhadap 

peningkatan MMP melalui aktivasi AP-1. EH-MSCSs dilaporkan mampu 

menurunkan aktivasi MAPK dan menekan ekspresi sitokin inflamasi seperti 

TNF-α dan IL-1β, yang berperan dalam induksi MMP.
81

 Peningkatan 

ekspresi TIMP-1 pada kelompok perlakuan dalam penelitian ini 

mengindikasikan bahwa kombinasi EH-MSCSs dan HA berpotensi 

menekan jalur inflamasi dan MAPK yang diinduksi UVB, sehingga 

menurunkan degradasi collagen dan memperbaiki keseimbangan ECM. 

Penelitian terdahulu menyebutkan bahwa exosome dari sel 

adiposit/adipose-derived stem cells (ADSCs) dapat menurunkan ekspresi 

MMP, meningkatkan produksi procollagen tipe I, serta mengaktifkan jalur 

TGF-β/Smad serta menekan jalur MAPK/AP-1.
20,25

 Hal ini mendukung teori 

bahwa exosome memodulasi homeostasis MMP-TIMP serta jalur TGF-

β/Smad dan MAPK untuk memulihkan keseimbangan kolagen. Penelitian 

lain menyebutkan bahwa exosome yang berasal dari folikel rambut 
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manusia/human hair follicle mesenchymal stem cell-derived exosomes 

(HFMSCs) dapat meningkatkan ekspresi TGF-β1 & p-Smad2/3, 

meningkatkan ekspresi collagen type I, dan menurunkan MMP-1 dalam 

model UVB.
82

 Hal ini membuktikan bahwa exosome dapat memengaruhi 

jalur TGF-β/Smad. 

Penelitian terdahulu menyebutkan bahwa HA mengalami perubahan 

kuantitas dan metabolisme pada kulit yang mengalami photoaging, yang 

berpengaruh pada hilangnya hidrasi, elastisitas dan struktur matriks 

ekstraseluler, termasuk kolagen.
83

 Hal ini mendukung teori bahwa 

photoaging secara langsung dapat memengaruhi HA, di mana hal ini juga 

memengaruhi struktur kolagen dermis. Penelitian lain menyebutkan bahwa 

injeksi HA di lapisan dermis menghambat peningkatan ekspresi MMP-1 

pada tikus yang dipapar UVB.
84

 Hal ini menunjukkan bahwa HA dapat 

melindungi kolagen dari proses degradasi melalui penurunan MMP. 

Penelitian ini memiliki keterbatasan karena tidak mengamati 

gambaran histologi jaringan kulit yang telah mengalami peningkatan 

ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1. Pengamatan jaringan kulit 

menggunakan pewarnaan Masson Trichrome, sebagaimana yang telah 

dilakukan saat validasi model collagen loss akibat paparan UVB, 

seharusnya juga dilakukan setelah pemberian perlakuan HA tunggal, EH-

MSCs tunggal maupun kombinasi keduanya. Hal ini akan memberikan 

gambaran langsung mengenai perubahan deposisi collagen, ketebalan 

dermis, serta organisasi serabut collagen yang berkaitan dengan peningkatan 
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ekspresi gen secara molekuler, sehingga memperkuat korelasi antara temuan 

molekuler dan perubahan struktural jaringan kulit. 

Keterbatasan lain dari penelitian ini adalah bahwa pemberian 

kombinasi EH-MSCs dan HA pada penelitian ini masih menggunakan EH-

MSCs tunggal dan HA tunggal, belum menggunakan sistem penghantaran 

khusus yang mampu mempertahankan stabilitas, retensi lokal, dan 

pelepasan bertahap bahan aktif di jaringan kulit, sehingga efektivitas 

biologis yang diperoleh kemungkinan belum mencerminkan potensi 

terapeutik optimal. 

Penelitian ini memiliki keterbatasan karena evaluasi yang dilakukan 

masih berfokus pada perubahan ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1 sebagai 

indikator homeostasis kolagen, tanpa menganalisis secara lebih mendalam 

jalur sinyal molekuler yang mendasari efek terapi, seperti gen-gen yang 

terlibat dalam jalur TGF-β/Smad dan MAPK, sehingga mekanisme 

molekuler spesifik yang berperan dalam efek sinergis kombinasi EH-MSCs 

dan HA terhadap perbaikan collagen loss akibat paparan UVB belum dapat 

dijelaskan secara komprehensif pada penelitian ini. 
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BAB VI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

6.1. Kesimpulan 

Kesimpulan penelitian ini adalah: 

1. Pemberian kombinasi injeksi Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem 

Cells (EH-MSCs) dan Hyaluronic Acid (HA) berpengaruh terhadap 

ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1 pada tikus wistar model collagen 

loss akibat paparan  UVB. 

2. Ekspresi gen COL1A1 pada tikus wistar model collagen loss akibat 

paparan  UVB adalah sebesar 0,48 ± 0,08, yang dipapar UVB dan 

diberi kombinasi EH-MSCs dan HA sebesar 1,03 ± 0,30, sedangkan 

pada kontrol sehat sebesar 1,04 ± 0,32. 

3. Ekspresi gen TIMP-1 pada tikus wistar model collagen loss akibat 

paparan UVB adalah sebesar 0,37 ± 0,14, yang dipapar UVB dan diberi 

kombinasi EH-MSCs dan HA sebesar 0,99 ± 0,45, sedangkan pada 

kontrol sehat sebesar 1,08 ± 0,45.   

4. Ekspresi gen COL1A1 dan TIMP-1 pada tikus wistar model collagen 

loss akibat paparan UVB berbeda signifikan (p<0.05) dibandingkan 

dengan kelompok yang diberi kombinasi EH-MSCSs dan HA.  
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6.2. Saran 

Penelitian selanjutnya diharapkan dapat: 

1. Menganalisis gambaran histologis dermis kulit menggunakan metode 

Masson Trichrome setelah pemberian HA tunggal, EH-MSCs tunggal, 

maupun kombinasi EH-MSCs dan HA untuk mengetahui pengaruhnya    

terhadap deposisi kolagen, organisasi serabut kolagen, serta ketebalan 

dermis pada model collagen loss akibat paparan UVB. 

2. Mengembangkan penelitian lanjutan dengan memformulasikan 

kombinasi EH-MSCs dan HA dalam sistem penghantaran yang lebih 

stabil seperti hydrogel berbasis HA, serta mempertimbangkan penelitian 

klinis awal untuk mengevaluasi keamanan, efektivitas, dan potensi 

terapi dalam pencegahan dan perbaikan collagen loss. 

3. Mengembangkan penelitian lanjutan mengenai efek kombinasi EH-

MSCs dan HA terhadap ekspresi gen yang terlibat dalam jalur TGF-

β/Smad dan MAPK agar mekanisme kerja kombinasi EH-MSCs dan 

HA dalam memperbaiki collagen loss akibat paparan UVB dapat 

dipahami secara lebih komprehensif. 
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