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ABSTRAK

Latar Belakang: Dermatitis atopik (AD) ditandai gangguan sawar epidermis dan
disregulasi imun, dengan peningkatan sitokin tipe-2 seperti IL-4 dan sitokin terkait
Th17 seperti IL-17 yang berperan dalam persistensi inflamasi. Exosome dari
mesenchymal stem cell yang diprekondisi hipoksia (EH-MSC) berpotensi memiliki
efek imunomodulator.

Tujuan: Membuktikan pengaruh pemberian EH-MSC terhadap ekspresi IL-4 dan
IL-17 pada mencit C57BL model Atopic Dermatitis-like yang diinduksi MC903
(calcipotriol).

Metode: Penelitian eksperimental in vivo-menggunakan desain randomized post-
test only control group. Mencit C57BL betina diinduksi MC903 dan dibagi menjadi
lima kelompok: kontrol sehat, kontrol negatif, dexamethasone, EH-MSC 100
Hg/kgBB, dan EH-MSC 200 pg/kgBB. Ekspresi IL-4 dan IL-17 dianalisis
menggunakan gRT-PCR pada jaringan kulit dan telinga. Analisis statistik
menggunakan One-Way ANOVA dan uji Post Hoc Tamhane.

Hasil: Kelompok kontrol negatif menunjukkan peningkatan ekspresi IL-4 dan IL-
17 tertinggi. Pemberian EH-MSC dosis 100 pg/kgBB dan 200 ng/kgBB
menurunkan ekspresi kedua sitokin secara signifikan dibandingkan kontrol negatif,
dengan kecenderungan efek lebih optimal pada dosis 200 ng/kgBB.

Kesimpulan: Pemberian EH-MSC dosis 100 pg/kgBB dan 200 pg/kgBB secara
subkutan terbukti menurunkan ekspresi IL-4 dan IL-17 secara signifikan,
menunjukkan efek imunomodulator melalui modulasi jalur Th2 dan Th17 pada
model mencit dermatitis atopik yang diinduksi MC903.

Kata Kunci: Atopic Dermatitis Like, IL-4, IL-17, dan EH-MSCs

XV



ABSTRACT

Background: Atopic dermatitis (AD) is characterized by epidermal barrier
disruption and immune dysregulation, with increased levels of type 2 cytokines
such as IL-4 and Thl7-related cytokines such as IL-17, which play a role in the
persistence of inflammation. Exosomes from hypoxia-preconditioned
mesenchymal stem cells (EH-MSCs) have potential immunomodulatory effects.
Objective: To demonstrate the effect of EH-MSC administration on IL-4 and IL-
17 expression in C57BL mice, a model of atopic dermatitis induced by MC903
(calcipotriol)

Methods: This in vivo experimental study used a randomized post-test only control
group design. Female C57BL mice were induced by MC903 and divided into five
groups: healthy controls, negative controls, dexamethasone, EH-MSCs 100
Hg/kgBW, and EH-MSCs 200 pg/kgBW. 1L-4 and IL-17 expression were analyzed
using gRT-PCR in skin and ear tissues. Statistical analysis used one-way ANOVA
and Tamhane's post hoc test.

Results: The negative control group showed the highest increase in I1L-4 and IL-17
expression. Administration of EH-MSCs at doses of 100 pg/kgBW and 200
ng/kgBW significantly reduced the expression of both cytokines compared to the
negative control, with a tendency for a more optimal effect at the 200 ng/kgBW
dose.

Conclusions: Subcutaneous administration of EH-MSCs at doses of 100 ng/kgBW
and 200 pg/kgBW significantly reduced IL-4 and IL-17 expression, indicating an
immunomodulatory effect through modulation of the Th2 and Th17 pathways in the
MC903-induced atopic dermatitis mouse model.

Keywords: Atopic Dermatitis Like, IL-4, IL-17, and EH-MSCs
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Dermatitis atopik, yang merupakan bentuk spesifik eksim, adalah
penyakit kulit inflamasi kronis yang paling umum dan menjadi masalah
kesehatan yang signifikan karena morbiditasnya yang tinggi serta prevalensinya
yang terus meningkat dalam beberapa dekade terakhir. Gangguan kronis yang
disertai pruritus ini biasanya dimulat pada masa bayi dan ditandai dengan kulit
kering, lesi eksim, dan likenifikasi, serta sering berhubungan dengan gangguan
lain yang dimediasi IgE seperti rinitis alergi, asma, dan alergi makanan.
Dermatitis atopik memiliki etiologi yang kompleks, melibatkan interaksi faktor
genetik dan lingkungan yang menyebabkan gangguan sawar epidermis dan
disregulasi sistem imun. ' Kondisi ini berkaitan dengan peningkatan sitokin
proinflamasi seperti Interleukin-17 (IL-17) yang diproduksi oleh sel Thl7,
dimana anggota IL-17 meliputi IL-17A, IL-17E, dan IL-17F, dan jumlah sel
penghasil 1L-17 diketahui meningkat pada kulit pasien dermatitis atopik.?
Selain itu, Interleukin-4 (IL-4) juga berperan penting dalam patogenesis
dermatitis atopik karena berkontribusi terhadap disfungsi penghalang kulit,
pruritus, disbiosis, dan peradangan yang merupakan pilar utama penyakit ini.?
Tingginya peran sitokin inflamasi tersebut menunjukkan bahwa modulasi
respons imun merupakan target penting dalam terapi dermatitis atopik. Namun,
terapi konvensional yang tersedia saat ini belum sepenuhnya mampu

memperbaiki gangguan imunologis dan regenerasi sawar kulit secara optimal,



sehingga diperlukan pendekatan terapi baru yang mampu menurunkan
peradangan sekaligus memperbaiki fungsi jaringan kulit. Salah satu terapi yang
berpotensi adalah exosome yang terbukti mampu memperbaiki penghalang kulit
melalui kandungan protein dan lipidnya, dimana pemberian exosome secara
subkutan pada model dermatitis yang diinduksi oksazolon dapat menurunkan
kehilangan air trans-epidermal, meningkatkan hidrasi stratum korneum, dan
menurunkan kadar sitokin inflamasi seperti IL-4.* World Health Organization
menyatakan bahwa terdapat sekitar 130.000.000 kasus dermatitis di dunia pada
tahun 2019. Dermatitis banyak terjadi di negara berkembang dengan prevalensi
sekitar 6%-27% populasi umum dan lebih sering terjadi pada anak-anak dan
remaja. Pada tahun 2018 di Inggris dilaporkan 1.090 kasus baru penyakit kulit
akibat pekerjaan, dimana 79% merupakan dermatitis kontak.> Menurut data
Kementerian Keschatan Republik Indonesia tahun 2017, sebanyak 97% dari
389 kasus penyakit kulit merupakan dermatitis kontak, dengan 66,3% dermatitis

kontak iritan dan 33,7% dermatitis kontak alergi.’

Kortikosteroid topikal menjadi “gold standard” untuk mengobati
dermatitis atopik karena paling cepat dan paling efektif dalam menenangkan
dan mengendalikan peradangan kulit. Efek samping lain dari penggunaan
jangka panjang meliputi atrofi kulit (penipisan), telangiektasia, folikulitis,
striae, purpura, dan dermatitis kontak. Selain itu, penggunaan kortikosteroid
topikal jangka panjang pada area yang luas (terutama formulasi berkekuatan
tinggi atau super tinggi) dapat mengakibatkan penekanan adrenal.” Pada

dermatitis atopik, penggunaan calcipotriol juga bisa diterapkan untuk



mengobati dermatitis atopik, karena calcipotriol adalah analog dari vitamin D3
yang digunakan secara topikal dan telah disetujui untuk mengatasi psoriasis
plak serta kulit kepala. Dermatitis atopik berkaitan dengan respons imun tipe
Th2, di mana calcipotriol berperan dalam memengaruhi transkripsi gen sitokin
Th2 yang berhubungan dengan kemunculan fase akut dari penyakit tersebut,

seperti dermatitis atopik.®

Exosome merupakan vesikel nano berukuran 30-200 nm, mampu
mengangkut berbagai molekul bioaktif seperti protein, lipid, dan asam nukleat,
serta berperan dalam komunikasi antar sel dan modulasi imun. Pemberian
exosome yang berasal dari mesenchymal stem cell (MSCs) yang dipaparkan
pada kondisi hipoksia memberikan efek dengan mengatur ekspresi sitokin pro-
inflamasi seperti Interleukin-4 (11.-4) dan Interleukin-17 (IL.-17). Kelebihan
exosome dalam dermatitis atopik ada pada potensinya untuk memperbaiki
lapisan pelindung kulit, menurunkan peradangan serta respon imun yang
berlebihan, dan juga mendorong pertumbuhan kembali sel serta jaringan kulit
secara alami. Penelitian terdahulu yang dilakukan oleh Cho et al. Exosome
yang diisolasi dari MSC jaringan adiposa manusia (4SC-exosomes) diberikan
secara intravena atau subkutan pada tikus NC/Nga yang diinduksi dengan
antigen tungau debu rumah. Hasilnya menunjukkan penurunan signifikan pada
ekspresi mRNA IL-4, IL-23, IL-31, dan TNF-a di lesi kulit tikus. Penurunan ini
disertai dengan perbaikan gejala klinis, penurunan kadar IgE serum, dan
infiltrasi sel inflamasi seperti eosinofil dan sel mast di kulit. Meskipun IL-17

tidak secara eksplisit dilaporkan dalam studi ini, penurunan IL-23 yang



merupakan sitokin penting dalam diferensiasi sel Th17 dan produksi IL-17
menunjukkan potensi penurunan IL-17 secara tidak langsung.’ Selanjutnya,
penelitian lain yang dilakukan oleh Kim, J et al. mengevaluasi efek exosome
dari EH-MSCs yang dipaparkan pada interferon-gamma (IFN-y) pada model
tikus dengan dermatitis atopik. Exosome ini menunjukkan penurunan ekspresi
reseptor IL-4Ra dan IL-13Ral, serta penurunan aktivasi jalur sinyal
downstream seperti TAK1 dan STAT6, yang berperan dalam respons imun Th2.
Meskipun fokus utama studi ini adalah pada jalur Th2, penurunan ekspresi IL-
23 juga diamati, yang dapat berdampak pada penurunan IL-17.!° Oleh karena
itu, penelitian ini bermaksud membuktikan efek dari exosome hypoxia
mesenchymal stem cells (EH-MSCs) terhadap ekspresi dan Interieukin-4 (1L-4)

dan Interleukin-17 (IL-17) pada Mencit C67BL model Atopic Dermatitis Like.

1.2.Rumusan Masalah

Apakah terdapat pengaruh pemberian Exosome Hypoxia Mesenchymal
Stem Cell (EH-MSCs) terhadap ekspresi dan [Interleukin-4 (IL-4) dan
Interleukin-17 (1L-17) pada Mencit C57BL model Atopic Dermatitis Like yang

diinduksi MC903 (calcipotriol)?

1.3. Tujuan Penelitian

a. Tujuan umum
Tujuan umum yang ingin dicapai penelitian ini adalah membuktikan
pengaruh pemberian Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-

MSCs) terhadap ekspresi dan Interleukin-4 (1L-4) dan Interleukin-17 (IL-



17) pada Mencit C57BL model Atopic Dermatitis like yang diinduksi

MC903 (calcipotriol).

b. Tujuan khusus

1. Penelitian ini bertujuan membuktikan perbedaan ekspresi Interleukin-4
(IL-4) antar kelompok EH-MSCs dosis 100 ug/kgBB dibandingkan
dengan dosis 200 pg/kgBB pada kelompok kontrol Mencit C57BL
Model Atopic Dermatitis like yang diinduksi MC903 (calcipotriol).

2. Penelitian ini bertujuan membuktikan perbedaan ekspresi Interleukin-
17 (IL-17) antar kelompok EH-MSCs dosis 100 png/kgBB dibandingkan
dengan dosis 200 pg/kgBB pada kelompok kontrol Mencit C57BL

Model Atopic Dermatitis like yang diinduksi MC903 (calcipotriol).



1.4.Originalitas Penelitian

Tabel 1.1 Originalitas Penelitian

No Peneliti, Tahun  Judul Variabel Hasil
Bebas
1.  Xinyu Qiu, et  Exosomes Pemberian ~ Exosome yang
al, 2020 released from Exosome dilepaskan dari MSCs

educated yang yang telah diedukasi

mesenchymal dilepaskan ~ mampu mempercepat

stem cells dari sel penyembuhan luka

accelerate punca kulit dengan cara

cutaneous mesenkimal  meningkatkan

wound healing  (MSCs) angiogenesis

via promoting (pembentukan

angiogenesis. pembuluh darah
baru). Mekanismenya
melibatkan aktivasi
jJalur AKT/eNOS
pada sel endotel,
yang berperan dalam
proses angiogenesis.

2. Hernan Hypoxia Pemberian ~ Exosome yang
Gonzalez- Inducible Exosome berasal dari MSC
King, et al, Factor-/a yang yang secara stabil
2017 Potentiates dihasilkan mengekspresikan

Jagged 1- dari sel HIF-1o memiliki
Mediated punca peningkatan kapasitas
Angiogenesis by mesenkimal angiogenik sebagian
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Berdasarkan kajian beberapa penelitian terdahulu, ditemukan bahwa telah

dilakukan penelitian mengenai terapi penyembuhan Dermatitis, namun demikian
belum ada penelitian yang mengkaji pengaruh pemberian Exosome hypoxia
Mesenchymal Stem- Cell terhadap terhadap ekspresi - Interleukin-4 (IL-4) dan
Interleukin-17 (IL-17) pada Mencit model Atopic Dermatitis Like sehingga

penelitian ini layak untuk dilakukan.

1.5.Manfaat penelitian

a. Manfaat Teoritis
Manfaat yang ingin didapat dari penelitian ini adalah memberikan
bukti ilmiah dan memberikan pengetahuan peran Exosome Hypoxia
Mesenchymal Stem Cell terhadap ekspresi Interleukin-4 (IL-4) dan
Interleukin-17 (IL-17) pada Mencit model Atopic Dermatitis like yang

diinduksi MC903 (calcipotriol).



b. Manfaat Praktis
Bagi praktisi kesehatan, temuan ini diharapkan dapat memberikan
wawasan baru terkait potensi terapi dengan Exosome Hypoxia

Mesenchymal Stem Cell sebagai agen antiinflamasi
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Dermatitis Atopik
2.1.1. Definisi
Dermatitis atopik merupakan penyakit kulit inflamasi kronis yang
bersifat residif dan ditandai dengan pruritus sebagai gejala utama, serta
merupakan salah satu bentuk eksim yang paling sering ditemukan. Penyakit
ini ditandai oleh adanya gangguan fungsi sawar Kkulit, xerosis, dan lesi
eksematosa dengan distribusi khas yang bervariasi sesuai dengan kelompok
usia. Dermatitis atopik umumnya mulai terjadi pada masa bayi dan anak-
anak, namun dapat berlanjut hingga usia dewasa atau muncul pertama kali
pada usia dewasa. Patogenesis dermatitis atopik melibatkan interaksi
kompleks antara faktor genetik, lingkungan, gangguan integritas sawar
epidermis, serta disregulasi sistem imun, terutama dominasi respons imun
tipe T helper 2 (Th2) yang berhubungan dengan peningkatan produksi
imunoglobulin E (IgE). Selain itu, dermatitis atopik sering berasosiasi
dengan penyakit atopik lainnya, seperti asma dan rinitis alergi, yang dikenal
sebagai bagian dari rangkaian atopic march, 3
Dermatitis atopik juga merupakan penyakit multifaktorial dengan
perjalanan klinis yang kronis dan ditandai oleh periode eksaserbasi dan
remisi. Manifestasi klinis dermatitis atopik dapat berbeda pada setiap

kelompok usia, termasuk pada usia lanjut, dimana lesi cenderung lebih luas,



disertai likenifikasi yang lebih jelas, serta berkaitan dengan penurunan
fungsi sawar kulit dan perubahan respons imun akibat proses penuaan.
Karakteristik utama penyakit ini meliputi pruritus kronis, inflamasi kulit,
gangguan fungsi sawar epidermis, serta adanya kecenderungan atopi. Oleh
karena itu, dermatitis atopik tidak hanya dipandang sebagai kelainan kulit,
tetapi juga sebagai gangguan imunologis kronis yang melibatkan interaksi
kompleks antara sistem imun dan fungsi sawar kulit. 1213

2.1.2. Respon imunologi yang tidak terkendali

Pada pasien dermatitis atopik, terdapat kadar sel Th2 sistemik yang

dominan diikuti oleh produksi IgE yang abnormal, eosinofilia perifer,
aktivasi sel mast dan induksi sitokin (misalnya IL-4 dan IL-13). Analisis
tipe ekstrinsik dan intrinsik menunjukkan peningkatan sel Th2 dan
penurunan sel Thl pada pasien dermatitis atopik. Fase akut dermatitis atopik
akan memiliki predominasi sel Th2, sedangkan fase kronik dermatitis atopik
akan dipengaruhi oleh produksi sitokin sel Thil, yaitu IL-12, I1L-18, IL-11
dan transforming growth factor (TGF)-p1.1%14.1°

2.2. Interleukin-4 (IL-4)

Interleukin-4 (IL-4) adalah sitokin pleiotropik yang terutama
dikenal karena perannya dalam imunitas tipe 2. Terapi yang menghambat atau
memblokir aktivitas IL-4 telah dikembangkan untuk melawan penyakit seperti
dermatitis atopik. Interleukin-4 adalah sitokin pleiotropik, yang pertama kali
ditemukan pada pertengahan 1980-an dan diketahui sebagai pemain penting

dalam imunitas tipe 2. Protein manusia ini memiliki panjang 129 asam amino
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dan berukuran sekitar 15 kDa. IL-4 terutama disekresikan oleh sel-sel mirip
Th-2, tetapi juga oleh granulosit dan sel-sel myeloid ini menginduksi
diferensiasi sel T CD4 + menjadi sel Th-2 dan aktivasi alternatif sel myeloid
(makrofag dan mikroglia), yang melibatkan perubahan morfologi dan
transkripsi (misalnya ekspresi arginase 1 (Argl), protein mirip kitinase 3
(Yml) atau CD206), yang mendorong penyembuhan luka dan menekan
peradangan yang merusak. Sinyal IL-4 melalui sistem reseptor kompleks yang
terdiri dari rantai reseptor utama IL-4Ra, yang dikombinasikan dengan salah
satu rantai pendampingnya.*®

Meskipun kekebalan tipe 2 bermanfaat dalam hal pengeluaran
parasit dan sementara itu juga terbukti menguntungkan untuk perbaikan
jaringan eksperimental seperti yang dijelaskan kemudian dalam tinjauan ini,
respons tipe 2 yang tidak terkontrol dapat menyebabkan alergi dan aktivitas
atopik. Contoh gangguan yang disebabkan oleh Th-2 adalah dermatitis atopik.
Mutasi pada IL-4Ra dan 1L-13Ral serta polimorfisme pada promotor IL-4 dan
gen IL-13 dikaitkan dengan atopik.*®

IL-4 adalah mediator sentral dalam patogenesis dermatitis atopik
melalui pengaturan diferensiasi Th2, induksi IgE, dan disfungsi barrier kulit,
menilai IL-4 adalah readout yang valid untuk efektivitas terapi anti-Th2.5% 2
Model MC903 pada mencit meniru banyak aspek inflamasi tipe-2 dermatitis
atopik dan secara konsisten menunjukkan peningkatan ekspresi IL-4 di lesi
kulit, karenanya cocok untuk menguji pengaruh EH-MSC exosome terhadap

IL-4.5% % MSC-derived exosomes menurunkan ekspresi IL-4 dalam beberapa
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2.3.

model inflamasi, preconditioning hipoksia tampaknya meningkatkan potensi
anti-inflamasi exosome, sehingga menimbulkan hipotesis bahwa EH-MSC
exosome dapat menekan IL-4 lebih efektif daripada exosome normoksik.>® ¢
Interleukin-17 (1L-17)

Interleukin (IL)-17 mengacu pada keluarga protein yang memainkan
peran penting melawan infeksi bakteri dan infeksi jamur dan dalam
patogenesis penyakit autoimun. Keluarga sitokin IL-17 terdiri dari enam
sitokin (interleukin 17A hingga 17F) dan lima reseptor (interleukin 17RA
hingga 17RE). Ligand heterodimer interleukin 17A, 17F, dan 17A/F berbagi
subunit reseptor yang sama (interleukin-17RA) untuk pensinyalan. IL-17
terutama diproduksi oleh subkelompok sel CD4 yang disebut sel Th-17 (sel T-
helper 17). IL-17 terutama disekresikan oleh limfosit T CD4+ dan CD8+ yang
teraktivasi, sementara reseptornya ditemukan pada banyak jenis sel.®

Sinyal IL-17 yang tidak terkendali dikaitkan dengan imunopatologi,
penyakit autoimun, dan perkembangan kanker. Inhibitor IL-17 terbukti
berharga dalam pengendalian penyakit inflamasi kulit.®

IL-17 (IL-17A/F) merupakan mediator tipe-17 yang dapat
berkontribusi pada inflamasi dan kerusakan barrier pada subkelompok
dermatitis atopik, pengukuran IL-17 adalah endpoint penting untuk menilai
efek modulasi Th17.%" %8 Model MC903 menghasilkan fenotip dermatitis
atopik like yang dapat menunjukkan peningkatan IL-17, sehingga sesuai untuk
menguji efek EH-MSC exosome terhadap ekspresi 1L-17.%° MSC-derived

exosomes diketahui menekan diferensiasi/aktivitas Th17 dan menurunkan IL-
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17 pada beberapa model preconditioning hipoksia menguatkan potensi
terapeutik exosome.?’ ¢
2.4. Exosome MSCs
Exosome adalah vesikel berukuran nano, berkisar antara 30-200 nm,
yang dilepaskan oleh setiap sel dalam tubuh manusia dan terdapat dalam semua
cairan tubuh. Exosome menjalankan perannya dalam komunikasi antarsel
karena membawa dan mengirimkan berbagai protein, asam nukleat, dan lipid
tergantung pada jenis sel yang melepaskannya.?°
Selama perkembangan dan progresi dermatitis atopik, aktivasi respons
imun yang abnormal umumnya dicirikan sebagai akibat dari proliferasi
keratinosit yang tidak normal, aktivasi dan infiltrasi masif sel imun inflamasi,
dan akumulasi sitokin proinflamasi yang melimpah di dermis dan epidermis
yang melibatkan sistem imun bawaan dan adaptif. Sel punca mesenkimal
(MSC) telah terbukti memberikan efek terapeutik pada berbagai penyakit terkait
imun dengan mengeluarkan vesikel ekstraseluler kecil (sEV) karena fungsi
imunomodulatorinya yang sangat baik SEV yang berasal dari MSC telah
digunakan untuk memuat protein target melalui modifikasi genetik, dan
membungkus obat untuk meringankan penyakit autoimun tanpa efek samping.?
Alternatif bebas sel yang unik untuk terapi sel berbasis MSC, yang
disebut Exosome yang diproduksi dari MSC, memainkan peran penting sebagai
perantara utama dalam tindakan pengobatan MSC. Jika dibandingkan dengan
pengobatan transplantasi MSC, Exosome yang berasal dari MSC menunjukkan

manfaat seperti keamanan yang lebih baik, stabilitas, dan kemudahan
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penyimpanan, pengangkutan, dan pemberian. Exosome yang dihasilkan dari
MSC dapat membantu penyembuhan jaringan dengan memberikan banyak
senyawa terapeutik, yang lebih penting, miRNA. Setelah diambil oleh sel di
dekat atau jauh, miRNA exosome berpartisipasi dalam kontrol gen pasca-
transkripsi. MiRNA exosome adalah pemain kunci dalam regulasi pasca-
transkripsi ekspresi gen setelah diambil oleh sel di dekat atau jauh. MiRNA
exosome memasuki sel target dan, menggunakan komplementaritas sekuens
parsial, bergabung dengan mRNA gen target. Tujuh nukleotida (nukleotida 2-
8) di ujung 5’ miRNA mencakup daerah benth, yang penting untuk pengenalan
MRNA. MIRISC mengontrol translasi mRNA target dengan mengarahkan
miRNA untuk menempel pada mRNA target.?
2.5. Induksi Exosome MSCs dengan teknik Hipoksia
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 dan ekspresi berbagai macam antioksidan, seperti GPX, superoxide
dysmuthase (SOD)1, SOD2, catalase (CAT) dan sirtuin (SIRT)1. 242 Produksi
IL-10 oleh MSCs dapat menghambat faktor transkripsi nuclear factor kappa
Beta yang merupakan pemicu ROS.?
Hipoksia menggambarkan adanya penurunan suplai oksigen akibat

adanya ketidakseimbangan dari fungsi seluler seperti penurunan aliran darah
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yang dapat menyebabkan gangguan dari suplai nutrien dan akumulasi
metabolisme 02, asam laktat, dan ammonia.?® MSCs yang diinkubasi dalam
keadaan hipoksia akan mensekresi berbagai molekul proregenerasi.

Hal tersebut memunculkan suatu teori hypoxic-preactivated-MSCs-
induced-soluble molecule yaitu adanya berbagai macam molekul terlarut dalam
medium yang akan dilepas oleh MSCs yang sedang mengalami hipoksia.?®-
Pada kondisi hipoksia, MSCs mengalami perubahan morfologi. Kemudian
MSCs akan tumbuh lebih cepat dan juga dapat mempertahankan jumlah sel
dengan memperbaharui diri. MSCs menghasilkan berbagai macam kemokin
seperti CXCR4, CXCR7, CX3CR1, serta faktor pertumbuhan antara lain
VEGF.®® Berdasarkan hasil konsensus bersama Acta-Bionergetics Biokimia
dan Biofisika (2008) di sepakati bahwa kadar oksigen dalam kondisi hipoksia
sekitar 3%-5% atau 30-50 pM. Kadar oksigen terbaik dalam meningkatkan efek
parakrin VEGF dan angiogenesis yaitu sekitar 5%.3%%3

Kadar oksigen yang rendah memiliki efek pada sel yang berbeda pada
berbagai jaringan. Hipoksia memiliki efek kuat seperti pada metabolisme,
angiogenesis, imunitas non spesifik dan induksi sel untuk sifat stem cell. Pada
proses hipoksia kronis peningkatan intraseluler CA2+ yang berikatan dengan
Calmodulin, sehingga mengaktivasi dari CaM kinase 1l mengalami fosforilasi
(koaktivator p300) pada aktivitas transkipsi HIF-1. Jalur sinyal respons
hipoksia diaktifkan HIF-1, dimulai dari sebuah rangkaian kejadian
transkripsional yang menghasilkan peningkatan ekspresi protein seperti VEGF

dan eritropoietin. Sel memiliki Factor Inhibiting HIF-1 (FIH-1) yang terdapat
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pada asparagine residu di aktivasi transkripsi C- terminal untuk mencegah
interaksi antara transkipsi co-aktivator CBP/p300 sehingga menghambat
ekspresi dari HIF-1. Pada kondisi hipoksia, FIH-1 menjadi non aktif sehingga
aktivasi dari transkripsi HIF-1.343°

2.6. Mesenchymal Stem Cell (MSCs)

Sel punca/stroma mesenkimal (MSC) adalah sel punca dewasa
multipotensi yang memiliki potensi proliferasi terbatas tetapi memiliki
diferensiasi dan kapasitas pembaruan diri yang luas secara in vitro dan in vivo.
Kemampuan MSC  berupa @ multipotensi,  kemampuan  ekspansi,
hipoimunogenisitas, dan sifat imunoregulasi menjanjikan untuk regenerasi
jaringan. Penelitian telah menunjukkan bahwa MSC memiliki kemampuan
hebat untuk menjalani diferensiasi trilineage menjadi osteosit, kondrosit, dan
adiposit. MSC dapat diperoleh dari berbagai jaringan seperti darah tali pusat,
sumsum tulang, jaringan adiposa, atau jaringan ikat lainnya. Saat ini, MSC telah
diidentifikasi sebagai sumber sel yang berharga untuk terapi termasuk
karakteristik imunomodulasi, angiogenesis, anti-apoptosis, anti-fibrotik, dan
aktivitas kemo-atraktif. Selain itu, faktor parakrin yang disekresikan dari MSC
difasilitasi untuk mendukung pertumbuhan dan diferensiasi sel-sel tetangga ke
tempat ia ditransplantasikan.®

Di antara sel punca, MSC dianggap memiliki berbagai macam aplikasi
terapeutik. MSC memiliki beberapa kemampuan biologis yang unik karena
potensi terapeutik imunomodulatori dan regeneratifnya. MSC juga memiliki

kemampuan untuk memodulasi respons humoral dan seluler. MSC memiliki
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potensi untuk mengeluarkan sitokin dan kemokin anti-inflamasi yang
membuatnya cocok untuk mengobati gangguan autoimun.*®
2.6.1. MRNA
Messenger RNA (mRNA) adalah molekul asam ribonukleat yang

berfungsi sebagai perantara informasi genetik dari DNA menuju mesin
translasi sitoplasma, sehingga menentukan sintesis polipeptida dan protein
fungsional seluler. Dalam terapi dan vaksin modern, mRNA sintetik yang
dimodifikasi secara kimiawi digunakan untuk mengkode antigen atau protein
terapeutik yang, setelah dikirimkan ke sel target, diterjemahkan menjadi
protein yang memicu respons imun atau menggantikan fungsi protein yang
hilang sebuah pendekatan yang menonjol selama pengembangan vaksin
MRNA terhadap SARS-CoV-2. Keunggulan mRNA meliputi kemampuan
desain cepat, skala produksi relatif sederhana, dan potensi untuk modulasi
ekspresi protein melalui optimasi urutan serta formulasi delivery (lipid
nanopartikel). Translasional tetap ada, termasuk stabilitas mRNA in vivo,
efisiensi pengantaran ke jaringan target, dan respons imun inang terhadap
komponen delivery yang harus diminimalkan untuk keamanan jangka
panjang.t 2

2.6.2. IL-10

Interleukin-10 (IL-10) adalah sitokin anti-inflamasipleiotropik yang
berperan sentral dalam menekan respons imun berlebih dan
mempertahankan homeostasis jaringan. IL-10 dihasilkan oleh beberapa tipe

sel imun termasuk sel T regulator, makrofag, dan sel B dan bekerja dengan
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menghambat produksi sitokin pro-inflamasi, mengurangi ekspresi molekul
costimulator, serta menekan kemampuan antigen presenting cells untuk
mengaktivasi limfosit efektor. Secara molekuler, efek IL-10 melibatkan
aktivasi jalur STAT3 yang berkonsekuensi pada pengaturan transkripsi gen-
gen anti-inflamasi oleh karena itu IL-10 dianggap sebagai target terapeutik
potensial pada penyakit yang ditandai oleh disregulasi inflamasi kronis,
walaupun manipulasi IL-10 klinis memerlukan kehati-hatian karena efek
imunosupresif berlebihan dapat meningkatkan risiko infeksi atau
mengganggu imunitas antitumor.®* &
2.7. Calcipotriol

Calcipotriol (calcipotriene) adalah analog vitamin D3 yang
digunakan topikal -dalam pengobatan penyakit kulit inflamasi seperti
psoriasis; mekanisme kerjanya melibatkan pengikatan ke reseptor vitamin
D (VDR) pada keratinosit sehingga mengatur diferensiasi dan proliferasi
epidermal serta memodulasi ekspresi mediator imun lokal. Pada tingkat
molekuler, pengaktifan VDR oleh calcipotriol menekan jalur pro-inflamasi
dan menormalisasi Keratinisasi, yang secara klinis menurunkan skor
keparahan lesi psoriatik. Dalam praktik klinis, calcipotriol sering digunakan
dalam kombinasi dengan kortikosteroid topikal untuk meningkatkan
efektivitas dan mengurangi efek samping steroid; bukti meta-analisis dan
tinjauan menunjukkan kombinasi ini memiliki profil manfaat-risiko yang
menguntungkan dibanding monoterapi. Meski penelitian fokus pada

psoriasis, ada laporan dan studi uji coba kecil yang mengevaluasi kegunaan
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off-label calcipotriol pada penyakit kulit inflamasi lain tetapi bukti untuk
indikasi non-psoriasis masih terbatas dan memerlukan penelitian lebih
lanjut.®> ¢
2.8. Mencit Betina Dan Jantan

Pemilihan jenis kelamin mencit (jantan vs betina) merupakan aspek
kritis desain eksperimen pra-klinis karena perbedaan biologis seks
memengaruhi farmakokinetika, respons imun, hormon, dan fenotipe
penyakit. Sejumlah kajian komprehensif menunjukkan bahwa betina
seringkali menunjukkan respons imun adaptif yang lebih kuat dibandingkan
jantan, yang tercermin pada perbedaan jumlah dan fenotipe sel imun residen
serta variasi produksi sitokin setelah tantangan imunologis. Faktor
hormonal (estradiol, progesteron, testosteron) dan regulasi genetik
(kromosom seks) berkontribusi pada variasi ini, sehingga eksklusi salah satu
jenis kelamin dapat menimbulkan bias translasi dan mengaburkan
generalisasi hasil. Panduan internasional dan kebijakan pendanaan sekarang
mendorong inklusi kedua jenis kelamin dalam studi hewan untuk
meningkatkan reproducibility dan relevansi Klinis, serta analisis
terstratifikasi berdasarkan seks untuk mengidentifikasi efek-efek spesifik.
Oleh karena itu, pada penelitian yang menilai parameter imunologis, terapi
topikal, atau respons obat (penelitian eksosom, modulasi 1L-10), penting
untuk merencanakan ukuran sampel, randomisasi, dan analisis statistik yang

mengakomodasi variabilitas berdasarkan jenis kelamin.%7: 8
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2.9. Efek Dermatitis dan Exosome MSCs terhadap Interleukin-4 (IL-4) dan
Interleukin-17 (1L-17)

Dermatitis atopik merupakan penyakit kulit inflamasi kronis yang
ditandai oleh gangguan fungsi sawar kulit dan disregulasi imun. Dua sitokin
penting yang berperan dalam patogenesis dermatitis atopik adalah interleukin-
17 (IL-17) dan interleukin-4 (IL-4), yang masing-masing merepresentasikan
respons imun Th17 dan Th2. IL-17, khususnya IL-17A, telah diidentifikasi
sebagai mediator inflamasi dalam dermatitis atopik. Penelitian yang dilakukan
oleh Mao, et al menunjukkan bahwa pasien dermatitis atopik memiliki
peningkatan signifikan dalam ekspresi sel Th17 dan kadar serum IL-17
dibandingkan dengan individu sehat, mengindikasikan peran IL-17 dalam
memperburuk inflamasi kulit.®® Selain itu, penelitian oleh Kim, et al
menemukan bahwa ekspresi IL-17 meningkat secara signifikan pada lesi kulit
pasien dermatitis atopik, memperkuat bukti bahwa IL-17 berkontribusi pada
disregulasi imun terkait dermatitis atopik. Sedangkan, efek IL-4 terhadap
Fungsi Sawar Kulit IL-4, sitokin khas dari respons Th2, memainkan peran
sentral dalam patogenesis dermatitis atopik.>® Menurut tinjauan oleh Torres, et
al IL-4 mengganggu fungsi sawar kulit dengan menurunkan ekspresi protein
diferensiasi keratinosit seperti filaggrin, loricrin, dan involucrin, serta
mengubah metabolisme lipid kulit, yang mengarah pada peningkatan
kehilangan air transepidermal dan kerentanan terhadap iritan serta patogen. 38

Interaksi Antagonistik antara IL-17 dan IL-4 pada penelitian yang

dilakukan oleh Brewer, et al menunjukkan bahwa IL-17A dapat meningkatkan
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pembentukan dan fungsi tight junction pada keratinosit manusia, yang penting
untuk integritas sawar kulit. Namun, efek ini dihambat oleh IL-4, yang
menunjukkan bahwa IL-4 dapat mengganggu peran protektif IL-17A terhadap
sawar kulit. Temuan ini mengindikasikan bahwa ketidakseimbangan antara IL-
17 dan IL-4 dapat memperburuk disfungsi sawar kulit pada dermatitis atopik.
39

Exosome yang berasal dari sel punca mesenkimal (MSCs) telah
menunjukkan potensi besar dalam mengatur respons imun, khususnya melalui
modulasi sitokin pro-inflamasi seperti interleukin-17 (IL-17) dan sitokin pro-
inflamasi seperti interleukin-4 (I1L-4). Berbagai penelitian ilmiah internasional
telah mengeksplorasi efek imunomodulator dari exosome MSCs dalam konteks
penyakit autoimun dan inflamasi. Pengaruh-exosome MSCs terhadap IL-17.
Beberapa penelitian menunjukkan bahwa exosome MSCs dapat menurunkan
ekspresi 1L-17, sebuah sitokin pro-inflamasi yang berperan penting dalam
patogenesis berbagai penyakit autoimun. Dalam model kolitis eksperimental,
exosome yang berasal dari sel punca mesenkimal olfaktori (OE-MSCs) mampu
menekan diferensiasi sel Th17 dan produksi 1L-17, sekaligus meningkatkan
populasi sel T regulator (Treg) yang bersifat anti-inflamasi.*® Demikian pula,
aplikasi topikal exosome MSCs pada model psoriasis tikus menunjukkan
penurunan ekspresi IL-17 di kulit, yang dikaitkan dengan penghambatan
aktivasi komplemen dan pelepasan perangkap ekstraseluler neutrofil (NETs).*
Exosome MSCs juga berperan dalam menurunkan ekspresi IL-4, sitokin anti-

inflamasi yang terkait dengan respons imun Th2.#? Selain itu, exosome MSCs
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yang distimulasi dengan TGF-B dan IFN-y menunjukkan peningkatan
kapasitas dalam mempromosikan diferensiasi sel Treg, yang berkontribusi

pada peningkatan produksi IL-4 dan 1L-10.%3

UNISSULA
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BAB 1

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

1.3 Kerangka Teori

Dermatitis Atopik adalah penyakit heterogen yang diduga dipicu oleh
faktor lingkungan pada individu yang rentan secara genetik. Efek gen-gen dan
gen-lingkungan dianggap menjelaskan mekanisme patologis yang mendasari
kelainan penghalang epidermis dan peradangan kulit yang didorong oleh sel
T. Disbiosis mikrobiota - kulit juga dapat berperan dalam patogenesis
dermatitis atopik, dan pengaruh relatif dan temporal dari semua mekanisme
ini dapat menjelaskan heterogenitas klinis yang diamati di antara pasien

dengan dermatitis atopik.**

Jalur biologi molekuler dermatitis atopik diawali oleh induksi
calcipotriol yang memicu aktivasi respon imun dan inflamasi kulit. Pada
inflamasi kronis, interleukin-17 (IL-17) berikatan dengan reseptornya dan
mengaktivasi protein adaptor Actl, yang kemudian merekrut TNF receptor-
associated factor-6 (TRAF6) dan mengaktivasi transforming growth factor-
[-activated kinase-1 (TAKI). Aktivasi TAKI selanjutnya menginduksi
aktivasi nuclear factor kappa-B (NF-xB), yang berperan sebagai faktor
transkripsi utama dalam mengatur ekspresi gen proinflamasi. Aktivasi jalur
ini menyebabkan peningkatan produksi IL-17 dan memperberat proses

inflamasi pada dermatitis atopik.*6

Jalur biologi molekuler inflamasi akut pada dermatitis atopik
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melibatkan aktivasi respon imun adaptif melalui presentasi antigen oleh major
histocompatibility complex II (MHC 1I). Aktivasi ini menyebabkan
diferensiasi sel T menjadi T helper-2 (Th2), yang menghasilkan interleukin-4
(IL-4) sebagai sitokin utama. IL-4 berperan dalam memperburuk inflamasi,
mengganggu fungsi sawar kulit, dan meningkatkan respon imun alergi. Selain
itu, aktivasi sel Th2 juga menginduksi aktivasi NF-xB, yang selanjutnya
meningkatkan produksi sitokin proinflamasi seperti IL-4 dan IL-17. Oleh
karena itu, NF-«B merupakan regulator utama dalam patogenesis dermatitis

atopik. 4748

Jalur biologi molekuler efek terapi exosome hypoxia mesenchymal
stem cells (EH-MSCs) terjadi melalui peningkatan aktivitas sel T regulator
(Treg) yang dimediasi oleh miRNA dan interleukin-10 (IL-10). Sel Treg
menghasilkan I[-10 yang berfungsi menghambat aktivasi NF-kB dengan
menghambat jalur transduksi sinyal inflamasi. Inhibisi NF-xB menyebabkan
penurunan produksi sitokin proinflamasi, terutama IL-17 dan IL-4, sehingga
mengurangi = inflamasi dan memperbaiki kondisi dermatitis atopik.
Mekanisme ini menunjukkan bahwa exosome EH-MSCs berperan sebagai

agen imunomodulator melalui regulasi jalur Treg dan NF-kB.4-5°
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1.Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

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

penelitian menggunakan 5 perlakuan dengan skema penelitian sebagai berikut:

Kl —»| OIKI

—>| K2 —»| O2K2

i A [ I » K3 —»| O3K3

L 5| K4 > O4K4

—»| K5 | O5KS5

Gambar 4.1. Alur Rancangan Penelitian

Keterangan :

S : Sampel

A : Aklimatisasi
R : Randomisasi

| : Induksi MC903 (calcipotriol)
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K1 : Mencit C57BL Betina sehat, tanpa diberi perlakuan).

K2 : Kontrol Negatif (Mencit C57BL Betina diinduksi MC903 (calcipotriol)
dengan dosis 20mg

K3 : Kontrol Positif (Mencit C57BL Betina diinduksi MC903 (calcipotriol) dan di
terapi dengan injeksi Dexamethason)

K4 : Perlakuan 2 (Mencit C57BL Betina dengan paparan Dermatitis Atopik dan
perlakuan injeksi Exosome 100 pg).

K5 : Perlakuan 3 (Mencit C57BL Betina dengan paparan Dermatitis Atopik dan
perlakuan injeksi Exosome 200 j1g).

O1K1 : Observasi ekspresi IL-4 dan IL-17 kelompok K1

0O2K2 : Observasi ekspresi [L.-4 dan IL-17 kelompok K2

O3K3 : Observasi ekspresi IL-4 dan IL-17 kelompok K3

O4K4 : Observasi ekspresi I.-4 dan IL-17 kelompok K4

O5KS5 : Observasi ekspresi IL-4 dan IL-17 kelompok K5

4.2 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.2.1 Variabel Penelitian

a. Variabel bebas penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah
EH-MSC

b. Variabel Terikat penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah
Ekspresi IL-4 dan IL-17

c. Variabel Prakondisi pemberian MC903 (calcipotriol) secara topikal
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4.2.2 Definisi Operasional

4.2.2.1 EH-MSC

Exosome MSC adalah microvesicle berukuran 100-150 nm yang
disekresikan oleh MSC ke dalam medium kultur dan kemudian diisolasi
menggunakan metode tangential flow filtrastion dengan filter 100 kda dan
500 kda. Exosome MSC dibuat dalam sediaan injeksi isohidris dan isotonis
single dose. Injeksi exosome terbagi dalam beberapa kelompok yaitu dosis
EH-MSC 100 ug/mL secara subkutan dibagi menjadi 4 titik, dosis EH-MSC
200 ug/ml secara subkutan dibagi menjadi 4 titik. Pemberian dilakukan

sebanyak dua kali, yaitu pada hari ke-1 dan hari ke-5.

Satuan : ug (mikrogram protein)

Skala : Ordinal

4.2.2.2 Ekspresi IL-4

Ekspresi IL-4 adalah konsentrasi yang diproduksi oleh jaringan kulit pada
sampel penelitian. 1L-4 dianalisis menggunakan qRT-PCR dari sampel
kulit Mencit setelah perlakuan dengan exosome MSC pada hari ke-9. Kadar

normal IL-4 + 0 — 5 pg/mL

Satuan : fold change

Skala: rasio

4.2.2.3 Ekspresi IL-17

Ekspresi IL-17 adalah ekspresi IL-17 yang diproduksi oleh jaringan kulit
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pada sampel penelitian. IL-17 dianalisis menggunakan qRT-PCR dari

sampel kulit Mencit setelah perlakuan dengan exosome MSC pada hari ke-

9. Kadar normal IL-17 + 0 — 20 pg/mL

Satuan : fold change

Skala: rasio

4.3.  Subjek Penelitian dan Sampel Penelitian

4.3.1 Subyek penelitian

4.3.2 Kriteria inklusi

€.

f.

Mencit C57BL Betina

Jenis kelamin Betina

Usia 6-8 minggu

Berat badan 20-25 g

Tidak memiliki kelainan anatomis

Mencit C57BL Betina bergerak secara aktif.

4.3.3 Kriteria Eksklusi

a. Mencit tampak sakit (gerakan tidak aktif)

b. Mencit C57BL yang terkontaminasi dan morfologi sel tidak baik

4.3.4 Kiriteria drop out

a. Mencit C57BL Betina mengalami infeksi atau

b. Mencit C57BL Betina mati selama penelitian.

4.3.5 Sampel Penelitian
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441

4.3.7

Sampel yang digunakan adalah Spesifik-oportunistik-patogen-bebas
(SOPF) C57BL Betina (8 minggu, betina) diaklimatisasi selama tiga hari,
(suhu: 22 + 2 °C; kelembaban: 55 + 10%; siklus terang-gelap 12:12 jam) yang
termasuk kriteria inklusi. Semua sampel Mencit C57BL Betina yang dipilih
untuk penelitian ini setelah dinyatakan sehat dan layak oleh dokter hewan dari
Laboratorium SCCR (Stem Cell And Cancer Research) Semarang. Mencit
C57BL Betina dipelihara di lab berventilasi cukup dan suhu ruangan 20-28°C
dengan makanan dan minuman diberikan secara ad libitum.

Cara Pengambilan Sampel Penelitian

Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan menggunakan cara
Randomized Sampling. Mencit C57BL Betina dibagi menjadi 5 kelompok
yaitu kelompok 1 Mencit C57BL Betina sehat tanpa diberi perlakuan,
Kelompok 2 kontrol negatif (Mencit C57BL Betina diinduksi MC903
(calcipotriol) dengan dengan dosis 20 mg, kelompok 3 perlakuan Mencit
C57BL Betina  positif (Mencit C57BL Betina diinduksi MC903
(calcipotriol) dan diterapi dengan injeksi Dexamethason), kelompok 4
perlakuan perlakuan Mencit C57BL Betina dengan paparan Dermatitis dan
perlakuan injeksi exosome 100 g, kelompok 5 perlakuan Mencit C57BL

Betina dengan paparan Dermatitis dan perlakuan injeksi exosome 200 pug.

Besar Sampel
Jumlah sampel dihitung berdasarkan sampel eksperimental dari Frederer.
Rumus Frederer yaitu: (t-1) (n-1) > 15, dari rumus tersebut didapat hasil n

adalah 5. Keterangan untuk nilai t adalah banyaknya perlakuan yaitu 5 dan
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n adalah banyaknya sampel setiap perlakuan. Sehingga sampel yang
digunakan adalah 5 ekor per kelompok kemudian diambil secara acak.
Dibagi menjadi 5 kelompok sehingga jumlahnya adalah 25 ekor Mencit

C57BL Betina ditambah cadangan 5 ekor menjadi total 30 ekor.

4.4. Alat dan Bahan

441

45.1

Alat

Penelitian ini menggunakan beberapa peralatan untuk membuat hewan
model antara lain, UV chamber. Peralatan yang digunakan dalam kultur
MSC dan isolasi- exosome antara lain meliputi BSC, CO2 inkubator,
sentrifuge, uPulse tangential flow filtration dan membran filtrasi TFF
(Tangential Flow Filtration) berukuran 100 kda dan 500 kda digunakan
untuk isolasi exosome dari medium kultur MSC. Alat yang digunakan untuk
validasi MSC dan exosome hypoxia MSC antara lain Flowcytometer,
mikroskop inverted, incubator. Peralatan lain yang digunakan antara lain
mikropipet, tabung sentrifuge, pelat kultur sel, botol beher, shaker, pH
meter, autoclave dan lampu UV, aluminium Foil, NBF 10%, pot sampel,

masker, handscoon, alkohol 70%, povidine iodine 10% 60ml dan kasa steril.

Bahan

Bahan yang dipakai dalam penelitian meliputi bahan kultur yang terdiri dari
DMEM, Alpha MEM, Fetal Bovine Serum, Phospat Buffer Saline, Trypan
blue, Triple, Glutamin, Antibiotik dan anti jamur, Flask kultur, sentrifuge

tube, pipet tip. Bahan yang digunakan untuk isolasi Exosome antara lain
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4.5.

451

45.2

NaCl, dan Aquabidest.

Cara Penelitian

Perolehan Ethical Clearance

Permohonan ethical clearence penelitian diajukan kepada komisi etik

Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang.

Prosedur Isolasi Mesenchymal Stem Cell dari Umbilical Cord

Seluruh proses dilakukan di dalam biosafety cabinet class 2, menggunakan

peralatan yang steril dan dikerjakan dengan teknik sterilitas yang tinggi.

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

b. Dengan menggunakan pinset, masukkan umbilical cord ke dalam
cawan petri dan gunakan PBS untuk membersihkannya secara
menyeluruh

c. Umbilical cord janin Mencit C57BL Betina dipotong dan pembuluh
darahnya dibuang

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

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

f. Eksplan disimpan dalam inkubator dengan 5% CO; pada suhu 37°C

g. Setelah prosedur kultur dimulai, sel akan berkembang setelah sekitar

14 hari
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h. Setiap tiga hari, media diganti dengan cara membuang setengahnya

dan menambahkan yang baru dan penuh sebagai gantinya

Pemeliharaan sel berlanjut hingga 80% sel konfulensi.

4.5.3 Proses Hypoxia

4.5.4

MSCs dengan konfluensi 80% dimasukkan, dan ditambahkan hingga 10

mL media penuh

Selanjutnya flask yang mengandung MSCs ditempatkan di dalam ruang
hipoksia

Dalam mengukur jumlah oksigen dalam ruangan, gas nitrogen dialirkan
melalui katup inlet dan pengukur oksigen ditempatkan pada lubang

S€nsor

. Nitrogen disuntikkan sampai oksigen 5% ditunjukkan oleh jarum

indikator

Chamber yang telah diisi flask diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam

Media kultur dikeluarkan setelah 24 jam dan diisolasi dengan metode

TFF untuk menghasilkan EH-MSCs.

Pembuatan Exosome Hipoksia MSCs

EH-MSCs diisolasi menggunakan metode TFF. Langkah yang

dilakukan antara lain media kultur MSC dikumpulkan dalam botol steril dan
kemudian disaring menggunakan alat uPulse TFF dengan filter 100 kDa dan
500 kDa untuk menyisihkan partikel besar. Hasil filtrasi kemudian

dilakukan wvalidasi kandungan EH-MSCs menggunakan flowcytometri
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4.5.5

dengan penanda permukaan berupa CD81, CD63, dan CD9. Hasil yang

telah tervalidasi mengandung EH-MSCs disimpan dalam tabung 2,5 mL dan

disimpan dalam suhu 2-8 °C.

Pemaparan Dermatitis Atopik dan Pemberian Perlakuan pada Subjek

Penelitian

a. Hari 0-14: Induksi dermatitis

1.

Anestesi Mencit C57BL Betina menggunakan 4% isoflurana dalam
2 L/menit oksigen untuk induksi dan 2% isoflurana dalam 0,4
L/menit oksigen untuk pemeliharaan.

Timbang Mencit. CS57BL Betina  menggunakan timbangan
laboratorium  berpresisi tinggi dan letakkan hewan di atas alas
pemanas Mencit C57BL Betina bersuhu 37°C untuk menjaga suhu
tubuh. Catat berat badan selama perawatan.

Ukur ketebalan telinga kiri dan kanan menggunakan pengukur
ketebalan dial presisi di bawah anestesi ringan.

Secara topikal, oleskan oleskan 20 mg calcipotriol (1 nM MC903)
dalam 100% etil alkohol absolut (EtOH) menggunakan pipet 2-20 pl
ke kedua sisi setiap telinga (10 pl pada sisi telinga dorsal dan ventral
untuk volume total 20 pl per telinga) pada setiap hari perawatan
sesuai dengan rejimen perawatan. Mencit C57BL Betina kontrol
diobati secara paralel dengan volume EtOH yang sama (sebagai

kontrol pembawa) saja.
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5. Setelah perawatan, letakkan hewan di atas bantalan pemanas Mencit

C57BL Betina bersuhu 37°C untuk menjaga suhu tubuh tetap
konstan selama pemulihan, lalu kembalikan ke kandang.

Selama 1 minggu berikutnya ulangi pengukuran sebelum aplikasi
topikal MC903 (langkah 2-5). Sebanyak 7 aplikasi MC903 atau
EtOH akan diterapkan, dengan aplikasi topikal terakhir pada hari ke-

14.

b. Hari ke-14: Penilaian gatal

1.

Pada hari ke-14 , 24 jam sebelum diberikan perlakuan,rekam video
Mencit C57BL Betina dan ukur kejadian gatal melalui videografi

selang waktu. Tentukan dan ukur kejadian gatal selama 30 menit

c. Harike-15 dan 19: Perlakuan Terapi

1. Pada hari ke-15 dan 19, Mencit C57BL Betina diberikan perlakuan

sesuai dengan kelompoknya. Mencit C57BL Betina kelompok K4
diberikan injeksi perlakuan injeksi exosome dosis 100 pg subkutan
pada hari ke-15, dan kelompok K5 diberikan perlakuan injeksi

exosome dosis 200 g subkutan pada hari ke-19.

Hari ke-22: Titik akhir eksperimen

1.

Pada titik akhir percobaan (hari ke 22), eutanasia Mencit C57BL
Betina dengan CO2 sesak napas, ulangi pengukuran (langkah 3), dan
ambil jaringan kulit telinga menggunakan gunting tajam dan forsep

steril. Untuk kelenjar getah bening yang mengalirkan cairan dari
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telinga, potong kulit dengan hati-hati di daerah leher yang sesuai dan

bedah kelenjar getah bening aurikular.

4.5.6 Terminasi dan Pengambilan Jaringan

a.

Terminasi Mencit C57BL Betina dengan menggunakan cocktail dosis
lethal sebelum dilakukan pengambilan organ. Untuk pembuatan 10ml
cocktail digunakan ketamine 50 mg/kgBB, xylazine 10 mg/kgBB dan
acepromazine 2 mg/kgBB yang diinjeksikan IP.

Setelah Mencit C57BL Betina mati, dilakukan koleksi organ kulit
kemudian disimpan dalam cryotube yang bebas dari RNAase dan

disimpan pada suhu -800C dalam RNA later.

4.5.7 Ekstraksi RNA dan Sintesis cDNA

a.

Sampel kulit difiksasi dalam formalin 10 % dan dibuat menjadi blok
paraffin.

Sampel kulit sebanyak 100 mg diambil dari RNA later kemudian
dipotong menjadi bagian-bagian kecil dimasukkan ke dalam tube yang
telah terisi 50 ml RNA Iso Plus.

Potongan kulit ditumbuk menggunakan micopastle dan ditambahkan
lagi RNAIso Plus sebanyak 50 ml dan disimpan disuhu ruang selama
5 menit.
Ditambahkan 20 ml chloroform dan divortex hingga larutan menjadi
putih susu.

Inkubasi pada suhu ruang selam 2-3 menit, serta disentrifugasi pada

15.000 rpm selama 15 menit pada suhu 40°C hingga larutan dalam tube
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terlibat memiliki 3 lapisan. Lapisan yang paling atas berupa RNA (fase
liquid), lapisan kedua berupa DNA (fase semisolid) dan lapisan bawah
mengandung debris-debris sel.
Lapisan paling atas dipindahkan ke tabung sentrifuge baru dan
volumenya diukur, dan ditambahkan isopropanolol dengan volume
yang sama dengan RNA yang diambil dari lapisan paling atas.
. Tabung Eppendorf digoyang-goyangkan hingga muncul benang-benang
putih, kemudian disentrifugasi pada 15.000 rpm selama 10 menit pada
suhu 40°C. Supernatan dibuang sampai terlihat pellet berwarna putih
didasar tabung.
Setelah kering ditambahkan 100 ml etanol 70 % dalam larutan (diethyl
pvrocarbonat) “DEPC lalu bolak balikkan berulang kali serta
disentrifugasi kembali 15.000 rpm selama 5 menit pada suhu 40°C.
Supernatan dibuang dan ditambahkan DEPC sebanyak 30-50 pm.
campuran pada suhu 55°C selama 10 menit. Selanjutnya didapatkan
total RNA solution dan disimpan padasuhu -80°C RNA dikuantifikasi
dengan nanodrop. Hasil kuantifikasi dihitung dijadikan 3000 ng.
Sintesis cDNA dengan membuat campuran A dengan mencampurkan
sampel RNA yang telah dihitung, 1 ul oligoDT serta PCR water hingga
mencapai volume 10 pl, kemudian diinkubasi selama 5 menit dalam
suhu 70°C.
. Campuran A ditambah dengan campuran B yang terdiri dari 5 X buffer

4 ul, DEPC-Treated H20 5 pl, revertraAce 1 pl. Campuran tersebut
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diinkubasi pada suhu 250C selama 5 menit, 420C selama 50 menit dan

85°C selama 5 menit.

4.5.8 Prosedur Pewarnaan Histologi dan Imunohistologi

a.

f.

Reagen dan peralatan tambahan untuk metode standar pemotongan
jaringan tetap dan pewarnaan dengan H&E.

Setelah mengorbankan hewan dengan CO2 asfiksia, eksisi jaringan
salah satu telinga menggunakan forsep dan gunting steril. Fiksasi dalam
formalin buffer netral 10% selama 24 jam.

Tanamkan satu telinga dalam parafin, potong tiga bagian 4-um dengan
mikrotom, letakkan bagian tersebut pada slide mikroskop dan warnai
dengan H&E sesuai prosedur standar.

Pindai dan tangkap gambar slide jaringan yang diwarnai H&E.

Ukur ketebalan epidermis dan dermal di tiga lokasi terpisah di bidang
pandang setiap bagian jaringan.

Hitung dan plot rata-rata data yang dikumpulkan

Prosedur Pembacaan Ekspresi IL-4 dan IL-17 dengan Polymerase Chain

Reaction (PCR)

a.

Ekspresi mRNA dari IL-4 dianalisis menggunakan PCR. Campuran dari
3 ul cDNA sampel, Taq master mix (ANTPs, 7ag DNA polymerase,
reaction buffer and MgClo) sebanyak 12,5 pl, primer spesfik pada gen
IL-4 target sebanyak 0,6 pl untuk primer forward 5'-
GTTCAGAGCGGAGAAAGCATT-TG-3' dan reverse 5'-

CACATCTGCAAG-TACGTTCGTTT-3" dan 8,3ul Nuclease Free
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4.5.

4.6.

Water.

. Ekspresi mRNA dari IL-17 dianalisis menggunakan PCR. Campuran

dari 3 pul cDNA sampel, Taq master mix (ANTPs, Tag DNA polymerase,
reaction buffer and MgCly) sebanyak 12,5 pl, primer spesfik pada gen
IL-17 target sebanyak 0,6 upl wuntuk primer forward 5'-
ATGACAGACCTTCCTGAGCA-3' dan reverse 5'-
CTCCTTGGGACTTGGCTTTG-3" dan 8,3ul Nuclease Free Water.

Ekspresi gen housekeeping GAPDH digunakan sebagai baseline dengan
primer forward 5'-GAAGGTGAAGGTCGAGTC-3’dan reverse 5'-

GAAGATGGTGATGGGATTTC-3".

. PCR produk dianalisis menggunakan PCR illumina.

Peningkatan ekspresi gen dianalisis dalam ratio peningkatan terhadap

housekeeping gen mengunakan software EcoStudy

Tempat dan Waktu Peneltian
Penelitian dilakukan pada Bulan Desember 2025 di laboratorium Animal
Model Research Center SCCR Indonesia.

Analisa Data

Selanjutnya, dilakukan analisis normalitas dan variasi data

menggunakan uji Shapiro-Wilk dan Levene’s Test. Selanjutnya , didapatkan
hasil menunjukkan distribusi data normal (p>0,05) dan homogen (p>0,05),
maka uji One-Way ANOV A akan dilaksanakan. Apabila terdapat perbedaan
signifikan (p<0,05) di antara semua kelompok penelitian setelah uji One-

Way ANOVA, maka uji Post Hoc LSD akan diterapkan untuk mengetahui
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signifikansi perbedaan antar kelompok penelitian. Nilai signifikansi p<0,05
menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan antar kelompok penelitian.

Data yang didapatkan menunjukkan distribusi normal (p>0,05)
namun tidak homogen (p<0,05), maka uji One-Way ANOVA akan
dilakukan. Apabila perbedaan signifikan (p<0,05) terdapat pada semua
kelompok penelitian setelah uji One- Way ANOVA, maka uji Post Hoc
Tamhane akan digunakan. Nilai signifikansi p<0,05 menunjukkan adanya
perbedaan yang signifikan antar kelompok penelitian.

Data yang didapatkan distribusi data tidak normal (p<0,05), maka
uji Kruskal-Wallis akan dilakukan. Apabila terdapat perbedaan signifikan
(p<0,05) pada semua kelompok penelitian setelah uji Kruskal-Wallis, maka
uji Mann-Whitney - akan diaplikasikan -untuk - mengetahui signifikansi
perbedaan antar kelompok penelitian. Nilai signifikansi p<0,05

menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan antar kelompok penelitian.
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4.8 Alur Penelitian
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Gambar 4.3. Alur Penelitian

BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1. Hasil Penelitian

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

dan melekat di atas permukaan flask (Gambar 5.1A).

Gambar 5.1. Morfologi MSC. (A) morfologi MSC berbentuk fibroblas-like (ditunjuk
oleh anak panah) pada pembesaran 100x. (B) Analisis flow cytometry terhadap

ekspresi CD90, CD29, CD45, dan CD31.

Analisis identitas sel menggunakan surface marker MSC menggunakan
metode flow cytometry menunjukkan bahwa sel yang dikultur secara kuat
mengekspresikan CD90 (99,1%) dan CD29 (99,2%), dan hanya sedikit
mengekspresikan CD45 (0,51%) dan CD31 (4,34%) (Gambar 5.1B). Hal ini

menunjukkan bahwa sel yang dikultur dari tali pusar memiliki karakteristik MSC.

42



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

oleh Alizarin Reddan Alician Blue. (Gambar 5.2 A dan B).

Gambar 5.2. Kemampuan MSCs berdiferensiasi menjadi osteosit pada pewarna
alizarin red dan (B) Chondrocyte pada pewarnaan Alcian blue (ditunjukkan dengan

panah hitam, perbesaran 100x).

Setelah tervalidasi, MSC kemudian diinkubasi dalam kondisi hipoksia
dengan kadar oksigen 5% selama 24 jam menggunakan box hipoksia. Setelah itu,
medium kultur MSC yang mengandung sekretom MSC dikumpulkan dan difiltrasi
menggunakan metode TFF dengan ukuran 100-500 kDa sehingga dapat diperoleh
EH-MSC. Setelah diisolasi kadar exosome dianalisis menggunakan metode

flowcytometry dan didapatkan bahwa kadar exosome yang didapatkan sebesar

10.00 ug/mL (Gambar 5.3).
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Gambar 5.4. Validasi Dermatitis atopic Mencit sehat

Validasi pembentukan model Dermatitis atopik pada mencit dilakukan
secara visual dengan membandingkan kondisi densitas epidermal pada mencit sehat
dan mencit yang diinduksi Calcipotriol. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa
mencit sehat memiliki densitas epidermal yang lebih normal, sedangkan mencit
yang diinduksi Calcipotriol memiliki densitas epidermal yang lebih rendah,

sebagaimana terlihat dalam Gambar 5.4.

Secara makroskopis, mencit C57BL yang diinduksi dermatitis atopik dengan
Calcipotriol menunjukkan gambaran klasik peradangan kulit akut hingga kronis yang

ditandai dengan: pembengkakan (edema), kemerahan (erythema), dan kekeringan
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bersisik. Fenotip ini sangat menyerupai gejala yang terlihat pada manusia dengan
kondisi dermatitis atopic. Foto hari ke-21 kelompok K3 ditemukan edema, erythema

dan kekeringan bersisik ditunjukkan dengan tanda anak panah berwarna merah.

K1 K2 K3

Gambar 5.5. Hasil mikroskopis Preparat kulit perbesaran 100x

K1: Sehat
K2: Dosis 10mg Calcipotriol (50 mcg/g)
K3: Dosis 20mg Calcipotriol (50 mcg/g)

K1: Kelompok Kontrol/ Sehat. (Gambaran histopatologis menunjukkan epidermis dengan
ketebalan relatif normal dan susunan lapisan yang masih terorganisasi dengan baik. Tidak
ditemukan infiltrasi sel inflamasi yang bermakna. Pada dermis , struktur jaringan ikat
tampak utuh dan tersusun rapi , serta jaringan lemak subkutan tidak memperlihatkan
tanda-tanda reaksi inflamasi yang signifikan.)

K2: Dosis 10mg Calcipotriol (Preparat menunjukkan adanya penebalan epidermis derajat
ringan hingga sedang mengarah pada akntosis, disertai gambaran spongiosis. Infiltrasi sel
inflamasi pada lapisan dermis tampak lebih jelas dibandingkan kelompok kontrol, Selain
itu , terlihat kongesti pada pembuluh darah dermal serta indikasi respons inflmasi pada
struktur folikel dan jaringan sekitarnya.

K3: Dosis 20mg Calcipotriol (Pada kelompok ini, epidermis tampak mengalami
penebalan yang lebih nyata dengan akantosis yang jelas. Spongiosis terlihat lebih

menonjol , dan inflitasi sel inflamasi pada dermis tampak lebih padat. Secara keseluruhan

46



perubahan histopatologis menunjukkan respons inflamasi yang lebih intens dibandingkan
kelompok dosis lebih rendah)

Kelompok K2 dan K3 nampak penebalan lapisan korneum, epidermis, dan
dermis. Infiltrat mononuklear terutama diamati di dermis.

5.1.3. Ekspresi IL-4

Analisis distribusi data menggunakan uji Shapiro-Wilk menunjukkan bahwa
distribusi data pada setiap kelompok adalah normal (p>0,05). Selanjutnya, uji homogenitas
varians menggunakan Levene test, menunjukkan bahwa data ekspresi IL-4 pada kelima

kelompok memiliki varian yang tidak homogen (p<0,05).

Tabel 5.1. Data Hasil Analisis Ekspresi 1L-4

Kelompok

Variabel Kl (RE) K2(RE) K3(RE) K4 (RE) K5 (RE) P
ReratatSD  Rerata+=SD - ReratatSD  ReratatSD  Rerata+SD

IL-4 1,00+£0,04  5,15+0,70 3,01+0,25 = 2,07+0,20 1,74+0,49

Shapiro Wilk 0,41 0,99 0,08 0,67 0,89

Lavene test 0,001
One Way 0,001
Anova

Data ekspresi [L-4 dari lima kelompok (K1 hingga K5) menunjukkan variasi yang
signifikan dalam konsentrasi. Dari kelompok K1 (sehat) , Kelompok K2 memiliki
peningkatan yang signifikan pada relatif ekspresi 1L-4, yaitu 5,15+0,70 , diikuti oleh K3
dengan 3,01+0,25, dan K4 dengan 2,07+0,20. Dan kelompok K5 memiliki kadar yang lebih

rendah sebesar 1,74+0,49.

Analisis perbedaan ekspresi IL-4 antar kelompok dilakukan menggunakan One-
Way ANOVA, yang menghasilkan nilai signifikan secara statistik (p<0,05). Hasil ini
menunjukkan adanya perbedaan bermakna antara kelompok-kelompok tersebut. Dengan
kata lain, perlakuan atau kondisi pada setiap kelompok memberikan pengaruh yang

signifikan terhadap ekspresi IL-4.

Tabel 5.2. Perbedaan rerata ekspresi IL-4 antar dua kelompok dengan
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Uji Post Hoc Tamhene

Kelompok Kelompok Perbandingan Signifikansi
K1 K2 0,001
K3 0,001
K4 0,001
K5 0,001
K2 K3 0,004
K4 0,001
K5 0,001
K3 K4 0,001
K5 0,001
K4 K5 0,057

Berdasarkan data ekspresi IL-4 yang memiliki beda nyata setelah uji parametrik One
Way ANOVA. Selanjutnya, untuk mengevaluasi hubungan antar kelompok, dilakukan uji
post hoc Tamhane, karena data bersifat normal dan tidak homogen. Data hasil uji post hoc
Tamhane tersebut ditampilkan dalam Tabel 5.2. Berdasarkan hasil analisis data ditemukan
bahwa K4 berbeda signifikan dengan kelompok K1, K2, dan K3 (p<0,05), namun tidak
berbeda signifikan dengan K5 (P>0,05). Sementara itu K5 berbeda secara signifikan
dengan kelompok K2 dan K3 (p<0,05), dan tidak berbeda secara signifikan dibanding
dengan K1 dan K4 (p>0,05). Hal ini menunjukkan bahwa ekspresi IL.-17 K4 dan K5 tidak

berbeda.

Data juga menujukkan data ekspresi IL-4 K5 lebih tinggi dibandingkan dengan
kelompok lainnya , sehingga menghasilkan ekspresi IL-4 yang mendekati sama dengan

kelompok sehat.
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Gambar 5.8. Grafik Ekspresi IL-4.

Terdapat pola penurunan yang ditunjukkan adalah dose dependent manner dimana

dosis tertinggi menghasilkan penurunan ekspresi IL-4 signifikan.

5.1.4 Ekspresi IL-17
Uji statistik Shapiro-Wilk yang dilakukan untuk mengevaluasi distribusi data
menunjukkan bahwa data ekspresi IL-17 pada semua kelompok memiliki distribusi normal
(p > 0,05). Namun, analisis homogenitas varians menggunakan Levene test menunjukkan
bahwa varians data antar kelompok tidak homogen (p < 0,05). Hasil analisis ini kemudian
dilanjutkan dengan analisis perbedaan ekspresi IL-17 antar kelompok dilakukan
menggunakan One-Way ANOVA, yang memberikan hasil signifikan secara statistik (p <

0,05). Hal ini menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna pada ekspresi IL-17 antar

kelompok.

Tabel 5.3. Data Hasil Analisis Ekspresi IL-17

Kelompok

Variabel K1 (RE) K2 (RE) K3 (RE) K4 (RE) K5 (RE) P
RerataxSD ReratatSD ReratatSD ReratatSD  ReratatSD

49



IL-17 1,00+0,01  6,70+0,44 5,65+0,52  3,49+0,54  1,83+0,27

Shapiro Wilk 0,91 0,23 0,39 0,93 0,21

Lavene test 0,008
One Way 0,001
Anova

Data ekspresi IL-17 yang diperoleh dari lima kelompok (K1 hingga K5) menunjukkan
variasi yang signifikan dalam konsentrasinya. Dari kelompok K1 (sehat). Kelompok K2
memiliki peningkatan yang signifikan pada relatif ekspresi IL-17 tertinggi, yaitu 6,70+0,44,
diikuti oleh K3 dengan 5,65+0,52 , dan K4 dengan 3,49+0,54 dan kelompok K5 memiliki

kadar yang lebih rendah, yaitu 1,83+0,27.

Tabel 5.4. Perbedaan rerata ekspresi IL-17 antar dua kelompok dengan Uji Post

Hoc Tamhane

Kelompok Kelompok Perbandingan Signifikansi
K1 K2 0,001
K3 0,001
K4 0,001
K5 0,006
K2 K3 0,037
K4 0,001
K5 0,001
K3 K4 0,001
LD 0,001
K4 K5 0,002

Berdasarkan data ekspresi IL-17 yang memiliki beda nyata setelah uji parametrik
One Way ANOVA. Selanjutnya, untuk mengevaluasi hubungan antar kelompok, dilakukan
uji Post Hoc Tamhane, karena data bersifat normal, namun tidak homogen. Data hasil uji
post hoc Tamhane tersebut ditampilkan dalam Tabel 5.4. Berdasarkan hasil analisis data
ditemukan bahwa K4 berbeda signifikan dibanding dengan K1, K2, dan K3 (p<0,05) dan
tidak berbeda signifikan dibanding dengan K5 (p>0,05), sedangkan K5 berbeda secara
signifikan dengan kelompok K2 dan K3 (p<0,05), dan tidak berbeda secara signifikan

dibanding dengan K1 dan K4 (p>0,05). Hal ini menunjukkan bahwa ekspresi IL-17 K4
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dan K35 tidak berbeda, namun hanya kelompok K5 yang memiliki ekspresi IL-17 yang sama

dengan kelompok sehat.

7 |

6 K1
5 | .
4 K3

Ekspresi Relatif gen IL17

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Gambar 5.9. Grafik Ekspresi [L-17

Terdapat pola peningkatan yang ditunjukkan adalah dose dependent manner dimana

dosis tertinggi menghasilkan penurunan ekspresi IL-17 yang signifikan.

5.2. Pembahasan

1. Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSC) telah banyak diteliti sebagai
terapi berbasis sel yang menjanjikan dalam berbagai penyakit inflamasi kronik,
termasuk dermatitis atopik. Salah satu mekanisme utama yang mendasari efek terapeutik
EH-MSC adalah melalui sekresi exosome yang mengandung berbagai molekul bioaktif,
seperti miIRNA, protein imunoregulator, dan sitokin antiinflamasi, yang berperan dalam
memodulasi respons imun. Exosome yang berasal dari MSC diketahui mampu

mempengaruhi keseimbangan sel T helper, khususnya dengan menekan respons Th2 dan
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Thl7 yang berlebihan, yang merupakan jalur utama dalam patogenesis dermatitis
atopik.5%-"2

. Interleukin-4 (IL-4) merupakan sitokin utama yang diproduksi oleh sel Th2 dan
memiliki peran penting dalam fase akut dermatitis atopik. Peningkatan IL-4
berkontribusi terhadap peningkatan produksi IgE, gangguan fungsi barrier kulit, serta
aktivasi sel inflamasi seperti eosinofil dan mast cell. Selain itu, peningkatan IL-4 juga
dapat menghambat diferensiasi keratinosit dan menurunkan ekspresi protein barrier
seperti filaggrin, sehingga memperburuk kerusakan jaringan kulit dan mempertahankan
inflamasi kronik. %972

. Selain IL-4, IL-17 merupakan sitokin proinflamasi utama yang diproduksi oleh sel Th17
dan berperan penting dalam mempertahankan inflamasi kronik pada dermatitis atopik.
IL-17 berkontribusi dalam meningkatkan rekrutmen neutrofil, merangsang produksi
sitokin proinflamasi lainnya, serta memperparah kerusakan jaringan kulit. Peningkatan
kadar IL-17 pada dermatitis atopik menunjukkan adanya aktivasi jalur Th17 yang
berperan dalam memperberat inflamasi kronik dan berhubungan dengan kondisi
dermatitis atopik yang lebih berat dan persisten. %72

. Sel yang diisolasi dari tali pusat mencit memenuhi karakteristik mesenchymal stem cells
(MSC) berdasarkan morfologi fibroblast-like yang adherent serta profil imunofenotip
dengan ekspresi tinggi CD90 dan CD29 serta ekspresi minimal CD45 dan CD31, yang
mengonfirmasi kemurnian populasi sel. Kemampuan diferensiasi menjadi osteosit dan
kondrosit menunjukkan bahwa sifat multipoten (stemness) tetap terjaga. MSC kemudian
diprekondisi dalam kondisi hipoksia 5% O: selama 24 jam untuk meningkatkan potensi
biologis exosome, yang diisolasi menggunakan metode Tangential Flow Filtration

dengan konsentrasi 10,00 pg/mL. Selain itu, model dermatitis atopik-like yang diinduksi
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Calcipotriol berhasil menampilkan gambaran klinis dan histopatologis berupa edema,
eritema, penebalan epidermis, dan infiltrasi sel inflamasi, sehingga dapat dinilai valid
dan representatif untuk mengevaluasi efek imunomodulator EH-MSC terhadap
inflamasi kulit.

. Hasil analisis menunjukkan bahwa ekspresi IL-4 meningkat secara signifikan pada
kelompok dermatitis (K2) dibandingkan kelompok sehat (K1). IL-4 merupakan sitokin
utama yang diproduksi oleh sel Th2 dan berperan penting dalam patogenesis dermatitis
atopik, terutama pada fase awal dan fase aktif penyakit. Peningkatan IL-4 mencerminkan
dominasi respons imun Th2 yang menyebabkan peningkatan IgE, gangguan fungsi
barrier kulit, dan rekrutmen sel inflamasi. Pemberian EH-MSC pada kelompok
perlakuan (K3, K4, dan K5) menunjukkan penurunan ekspresi IL-4 secara bertahap dan
dose-dependent. Kelompok dengan dosis tertinggi (K5) menunjukkan ekspresi IL-4
yang tidak berbeda signifikan dengan kelompok sehat, yang mengindikasikan
pemulihan keseimbangan imun Th2. Penurunan IL-4 ini menunjukkan bahwa EH-MSC
mampu menekan aktivasi sel Th2, kemungkinan melalui penghambatan jalur inflamasi
dan peningkatan regulasi imun.*® Hal ini konsisten dengan laporan Kim et al. (2017,
Stem Cells Translational Medicine) yang menyatakan bahwa exosome MSC mampu
menekan aktivasi Th2 melalui peningkatan IL-10 dan TGF-p serta inhibisi jalur STAT6-
GATA3.”

. Ekspresi IL-17 pada kelompok dermatitis (K2) menunjukkan peningkatan signifikan
dibandingkan kelompok sehat, mengindikasikan aktivasi jalur Thl17 pada inflamasi
kronik. IL-17 diketahui berperan dalam meningkatkan rekrutmen neutrofil, menginduksi

produksi IL-6 dan TNF-a, serta memperkuat aktivasi NF-kB pada keratinosit.

53



Penurunan IL-17 pada kelompok EH-MSC menunjukkan bahwa terapi ini tidak hanya
memodulasi respons Th2 tetapi juga menghambat jalur Th17. Hasil ini sejalan dengan
penelitian Cho et al. (2018, Experimental Dermatology) yang melaporkan bahwa
exosome MSC mampu menurunkan ekspresi IL-17 melalui peningkatan Treg dan
inhibisi diferensiasi Th17.7

7. Pada penelitian ini, pemberian EH-MSC dosis 100 pg dan 200 pg bertujuan
mengevaluasi efek imunomodulator terhadap ekspresi IL-4 dan IL-17. Hasil
menunjukkan bahwa kedua dosis mampu menurunkan ekspresi sitokin proinflamasi
secara signifikan, dengan efek optimal pada dosis 200 ng.

8. Secara keseluruhan, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa EH-MSC secara signifikan
menurunkan IL.-4 dan IL-17 serta memperbaiki gambaran histopatologis kulit,
menandakan adanya modulasi jalur imun Th2 dan Th17 pada dermatitis atopik. Efek ini
menunjukkan bahwa terapi berbasis exosome MSC, khususnya yang diprekondisi
hipoksia, bekerja sebagai imunomodulator yang menekan imflamasi secara lebih terarah
tanpa menyebabkan imunosupresi sistemik yang luas. Dengan demikian, EH-MSC
berpotensi menjadi alternatif terapi yang lebih aman dan efektif dalam pengelolaan
dermatitis atopik kronik.”

5.3. Keterbatasan Penelitian

Penelitian ini memiliki beberapa keterbatasan yang perlu dipertimbangkan

dalam menafsirkan hasil serta dalam pengembangan penelitian selanjutnya.
a. Parameter inflamasi yang dianalisis pada penelitian ini terbatas pada ekspresi
sitokin proinflamasi Interleukin-4 (IL-4). dan Interleukin-17 (IL17). Meskipun
kedua sitokin tersebut merupakan mediator kunci dalam proses inflamasi

dermatitis atopik, respons imun pada penyakit ini bersifat kompleks dan
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melibatkan berbagai jalur imunologi lain.

. Penelitian ini menggunakan model hewan in vivo berupa mencit C57BL betina
yang diinduksi MC903 (Calcipotriol) sebagai model dermatitis atopik like.
Sehingga hasil yang diperoleh belum dapat digeneralisasikan secara langsung

pada manusia.

UNISSULA
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6.1.

6.2.

BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan tujuan penelitian untuk membuktikan pengaruh pemberian EH-MSC

terhadap ekspresi IL-4 dan IL-17 pada mencit C57BL model Atopic Dermatitis-like

yang diinduksi MC903, maka dapat disimpulkan:

a.

Pemberian EH-MSC dosis 100 pg dan 200 pg secara subkutan terbukti
menurunkan ekspresi [L-4 pada mencit model Atopic Dermatitis Like.
Penurunan tersebut menunjukkan adanya perbedaan bermakna dibandingkan

dengan kelompok kontrol berdasarkan hasil uji statistik .

Pemberian EH-MSC dosis 100 pg dan 200 g secara subkutan juga terbukti
menurunkan ekspresi IL-17 pada mencit model Atopic Dermatitis like, dengan

perbedaan yang signifikan dibandingkan dengan kelompok kontrol.

Saran

a. Studi yang akan datang diharapkan untuk mengukur kadar, ekspresi protein

intraseluler, dan ekspresi mMRNA IL-10 setelah dilakukan injeksi EH-MSC pada
mencit model Atopic Dermatitis like.

Perlu dilakukan uji klinis fase | pada manusia sebagai tahap awal translasi
penelitian dari model hewan ke manusia. Uji klinis fase | merupakan penelitian
pertama pada subjek manusia, yang umumnya melibatkan sejumlah kecil
relawan sehat atau pasien terbatas, dengan tujuan utama mengevaluasi

keamanan (safety), tolerabilitas, serta menentukan rentang dosis yang aman.
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Selain itu, fase ini juga bertujuan menilai profil farmakokinetik (proses
absorpsi, distribusi, metabolisme, dan eliminasi terapi dalam tubuh) serta
farmakodinamik (efek biologis terapi terhadap sistem imun). Tahap ini tidak
berfokus pada efektivitas klinis, tetapi memastikan bahwa terapi EH-MSC aman
sebelum dilanjutkan ke uji klinis fase 1l yang mengevaluasi efektivitas pada

populasi pasien yang lebih besar.
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