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ABSTRAK

Latar Belakang: Xerosis cutis ditandai gangguan hidrasi dan fungsi sawar kulit
akibat penurunan Aquaporin-3 (AQP3) dan Hyaluronic Acid (HA). Secretome
hypoxia mesenchymal stem cells (SH-MSCs) mengandung faktor pertumbuhan dan
sitokin antiinflamasi yang berpotensi mempengaruhi hidrasi serta memperbaiki
struktur kulit. Penelitian ini bertujuan menilai pengaruh injeksi intradermal SH-
MSCs terhadap kadar AQP3 dan HA pada tikus model xerosis cutis like.

Metode: Penelitian eksperimental in vivo dengan rancangan post-test only control
group design. Xerosis cutis diinduksi dengan SLS 5%. 34 ekor tikus Wistar jantan
dibagi menjadi enam kelompok, yaitu kelompok sehat, kontrol negatif, kontrol
positif, serta kelompok perlakuan injekst SH-MSCs dosis 100 pL, 200 pL, dan 300
uL. Pemberian perlakuan dilakukan pada hari ke-10, 13, 16, dan 19. Pada hari ke-
10, 4 tikus diambil jaringan kulitnya untuk pemeriksaan HE dan pada hari ke-22
untuk pengukuran kadar AQP3 dan HA melalui metode ELISA. Analisis
menggunakan One Way-ANOVA dilanjutkan post hoc LSD (AQP3) dan Tamhane
(HA).

Hasil: Pemberian SH-MSCs intradermal mempengaruhi kadar AQP3 dan HA
secara dosis-respons dibanding kontrol negatif (K2: AQP3 130,96 + 8,00 ng/L; HA
198,52 +£5,56 ng/L). Peningkatan paling tinggi terjadi pada dosis 300 uL (K6:
AQP3 626,96+5,05 ng/l; HA 737411125 ng/L). One-Way ANOVA
menunjukkan perbedaan bermakna antar kelompok (p<0,001). Uji post hoc
menunjukkan hampir seluruh perbandingan berbeda signifikan (p<0,001), kecuali
K1 dan K6 (AQP3 p=0,726; HA p=1,000).

Kesimpulan: Injeksi intradermal SH-MSCs secara signifikan mempengaruhi kadar
AQP3 dan HA pada tikus xerosis cutis secara dosis-respons, dengan dosis tertinggi
(300 nL) mendekati nilai K1.

Kata Kunci: Xerosis cutis, Secretome hypoxia-MSC, AQP3, Hyaluronic Acid, tikus
Wistar, hidrasi kulit
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ABSTRACT

Background: Xerosis cutis is characterized by impaired skin hydration and barrier
function due to decreased Aquaporin-3 (AQP3) and Hyaluronic Acid (HA).
Secretome from hypoxia mesenchymal stem cells (SH-MSCs) contains growth
factors, anti-inflammatory cytokines, and regenerative mediators that may
influence hydration and improve skin structure. This study evaluated the effect of
intradermal SH-MSCs on AQP3 and HA levels in a grade Il xerosis cutis rat model.
Methods: An in vivo experimental study with a post-test only control group design.
Xerosis cutis was induced using SLS 5%. Thirty four male Wistar rats were divided
into six groups: healthy, negative control, positive control, and SH-MSCs treatment
(100 uL, 200 uL, 300 uL). Treatments were given on days 10, 13, 16, and 19. Skin
tissue was collected on day 10 for histopathology (HE staining) and on day 22 for
AQP3 and HA measurement using ELISA. Data were analyzed using One-Way
ANOVA followed by LSD post hoc (AQP3) and Tamhane post hoc (HA).

Results: Intradermal SH-MSCs affected AQP3 and HA levels dose-dependently
versus the negative control (K2: AQP3 130.96 £8.00ng/L; HA 198.52 +£5.56 ng/L).
The highest increase occurred at 300 uL (K6: AOP3 626.96 £ 5.05 ng/L; HA 737.41
+ 11.25 ng/L). One-Way ANOVA showed significant differences among groups
(p<0.001). Post hoc tests showed significant differences in most comparisons
except between K1 and K6 (AQP3 p=0.726; HA p=1.000).

Conclusion: Intradermal SH-MSCs injection significantly affected AQP3 and HA
levels in xerosis cutis rats in a dose-response manner, with the highest dose (300
uL) approaching Ki values.

Keywords: Xerosis cutis, Secretome hypoxia-MSC, AQP3, Hyaluronic Acid, Wistar
rats, skin hydration
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Kulit merupakan organ terbesar pada tubuh manusia yang memiliki
fungsi utama sebagai pelindung terhadap berbagai rangsangan eksternal,
termasuk perubahan suhu, paparan bahan kimia, dan mikroorganisme. Salah
satu masalah kulit yang umum terjadi adalah xerosis cutis, yaitu kondisi kulit
kering yang ditandai dengan hilangnya kelembapan alami sehingga
menyebabkan kulit menjadi kasar, bersisik, dan rentan mengalami iritasi.
Xerosis cutis bukan hanya masalah kosmetik, tetapi juga dapat mengganggu
fungsi barrier kulit sehingga meningkatkan risiko inflamasi dan infeksi. Pada
banyak kasus, xerosis cutis bersifat kronis karena faktor internal dan eksternal
sulit dieliminasi sehingga kerusakan kulit dapat terus berlangsung.! Berbagai
faktor dapat memicu terjadinya xerosis cutis, antara lain paparan udara kering,
kondisi cuaca ekstrem, penggunaan produk kimia yang keras seperti sabun
dengan detergen tinggi, serta proses penuaan yang menyebabkan penurunan
kemampuan kulit dalam mempertahankan kelembapan.? Meskipun berbagai
produk pelembap berbasis hyaluronic acid (HA) telah banyak digunakan, tetapi
terapi topikal konvensional tidak selalu mampu memperbaiki kerusakan
biologis jaringan kulit. Terapi topikal konvensional seperti pelembap berbasis
hyaluronic acid (HA) umumnya hanya memberi perbaikan sementara dan

belum memperbaiki kerusakan biologis kulit.



Fenomena xerosis cutis tidak hanya bersifat teoritis, tetapi juga
memiliki prevalensi nyata yang signifikan pada beberapa populasi. Xerosis
cutis sering terjadi pada lansia, pasien atopik, atau penderita penyakit
metabolik, dan dapat berkembang menjadi dermatitis atau infeksi sekunder bila
tidak ditangani. Sebuah studi di Surabaya menunjukkan bahwa dari 299 pasien
lansia yang berkunjung ke Klinik Rawat Jalan Dermatologi dan Venereologi
selama dua tahun, sebanyak 87 pasien (29,1%) didiagnosis menderita xerosis
cutis.® Faktor risiko utama yang berkontribusi terhadap tingginya prevalensi ini
meliputi penuaan fisiologis, gangguan fungsi kelenjar sebaceous dan keringat
serta adanya komorbiditas seperti hipertensi dan diabetes mellitus. Selain itu,
paparan lingkungan seperti udara kering dan penggunaan produk pembersih
yang keras turut memperburuk kondisi xerosis cutis, menyebabkan gangguan
pada fungsi barrier kulit dan meningkatkan risiko iritasi serta infeksi.* Hal ini
menunjukkan keluhan kulit kering sering berulang meskipun telah diberikan
terapi standar.

Keterbatasan terapi konvensional dan tingginya prevalensi xerosis cutis
menuntut adanya pendekatan baru yang mampu memperbaiki hidrasi kulit
secara biologis. Salah satu pendekatan yang menjanjikan adalah penggunaan
secretome dari Mesenchymal Stem Cells yang dikondisikan dalam lingkungan
hipoksia (SH-MSCs). Injeksi SH-MSCs memiliki potensi untuk meregenerasi
kulit dan memulihkan fungsi barrier melalui kandungan faktor pertumbuhan
dan molekul bioaktif, seperti TGF-3, HGF, dan EGF, yang dapat meningkatkan

produksi Aquaporin-3 (AQP3) dan Hyaluronic Acid (HA).>”” AQP3 adalah



protein membran yang berfungsi sebagai kanal air dan gliserol, membantu
transportasi cairan di lapisan epidermis sehingga menjaga keseimbangan air
dan elastisitas kulit. HA merupakan polisakarida yang berperan penting dalam
menahan air di jaringan kulit, menjaga kelembapan dan volume jaringan. Pada
kondisi xerosis, kadar AQP3 dan HA menurun signifikan, terutama akibat
penuaan dan kerusakan barrier kulit.* Oleh karena itu, pengukuran kadar dua
biomarker ini menjadi penting untuk menilai efektivitas intervensi.®
SH-MSCs tidak hanya berfungsi sebagai agen regeneratif pasif, tetapi
juga mampu memodulasi respons sel epidermis terhadap stres lingkungan
melalui mekanisme parakrin yang meningkatkan ketahanan sel, homeostasis
air, dan adaptasi biologis kulit meskipun paparan faktor eksternal tetap
berlangsung.” %" Dengan demikian, SH-MSCs berpotensi meningkatkan
adaptasi kulit terhadap iritan yang sulit dieliminasi-dan memberi efek lebih
berkelanjutan dibanding terapi simptomatik. Mekanisme ini menjadikan SH-
MSCs kandidat potensial sebagai terapi pelembap regeneratif, terutama pada
model xerosis cutis like. Penelitian terkait aplikasi secretome-MSC pada
xerosis masih terbatas, terutama yang mengevaluasi parameter hidrasi biologis
seperti AQP3 dan HA secara bersamaan. Studi ini diharapkan dapat
menunjukkan potensi biologis secretome sebagai terapi yang tidak hanya
melembapkan secara topikal, tetapi juga memperbaiki fungsi biologis dan

struktural kulit.

1.2 Rumusan Masalah



Apakah injeksi intradermal SH-MSCs berpengaruh terhadap kadar

AQP3 dan HA pada tikus jantan galur Wistar model xerosis cutis like?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Menganalisis pengaruh injeksi intradermal SH-MSCs terhadap kadar
AQP3 dan HA dibandingkan dengan pelembab konvensional,pada jaringan

kulit tikus jantan galur wistar dengan xerosis cutis like.

1.3.2 Tujuan Khusus
1. Mengukur kadar Aquaporin 3 (AQP3) pada jaringan kulit tikus jantan
galur Wistar model xerosis cutis like yang diberikan injeksi
intradermal secretome hypoxia Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs).
2. Mengukur kadar Hyaluronic Acid (HA) pada jaringan kulit tikus
jantan galur Wistar model xerosis cutis like yang diberikan injeksi
intradermal secretome hypoxia Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs).
3. Menentukan dosis injeksi intradermal SH-MSCs yang paling optimal
dalam mempengaruhi kadar AQP3 dan HA pada jaringan kulit tikus
jantan galur Wistar model xerosis cutis like, yaitu antara dosis 100 pL,
200 pL, dan 300 pL
1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Teoritis
Penelitian ini diharapkan memberikan kontribusi ilmiah terhadap
pemahaman mengenai mekanisme kerja SH-MSCs dalam mempengaruhi

kadar AQP3 dan HA pada kondisi xerosis cutis. Hasil penelitian ini dapat



memperkaya literatur dalam bidang biologi kulit dan terapi regeneratif

berbasis secretome sebagai agen restoratif fungsi sawar kulit dan hidrasi.

1.4.2 Manfaat Praktis
Secara praktis, penelitian ini dapat menjadi dasar pengembangan
sediaan injeksi berbasis SH-MSCs sebagai terapi inovatif untuk mengatasi
xerosis cutis. Terapi ini berpotensi meningkatkan hidrasi kulit,
memperbaiki fungsi barier epidermis, serta meningkatkan kenyamanan

dan kualitas hidup penderita kulit kering kronis.

1.5 Originalitas Penelitian

Tabel 1.1 Originalitas penelitian

No Nama Judul Metode Penelitian ~ Hasil Penelitian
Peneliti Penelitian
1  Matsuoka Effects of Penelitian in vitro Eksosom MSC
T.etal.,  mesenchymal menggunakan sel meningkatkan
20211 stem cell- fibroblas kulit ekspresi AQP1 dan
derived manusia (NHDF) AQP3,
exosomes on yang dipaparkan mengembalikan
oxidative stress ~ dengan H20: untuk = sekresi hyaluronan,
responses in menimbulkan stres menurunkan ROS,
skin cells oksidatif, kemudian  dan mengaktifkan
diberi perlakuan jalur
eksosom dari MSC.  SIRT1/p53/p21
yang berperan
dalam perbaikan
stres oksidatif sel
kulit.
2  Kwonet  Mesenchymal Eksperimen in vitro  Patch ECM-
al., stem cell- dan in vivo pada secretome
2023 derived model luka kulit mempercepat
secretomes- tikus, menggunakan  penyembuhan luka
enriched patch hidrogel kulit, meningkatkan
alginate/ berbasis re-epitelisasi,
extracellular alginat/ekstraseluler — angiogenesis, dan
matrix hydrogel matriks (ECM) yang deposisi kolagen;




patch diperkaya secretome  melepaskan

accelerates skin MSC. biofaktor

wound healing. regeneratif lebih
banyak dan
bertahan lebih lama
dibanding patch
kontrol.

3 LiM.et  Exosomes from Penelitian in vivo Eksosom ADSC
al., adipose-derived pada model meningkatkan
20255 stem cells dermatitis akibat ekspresi HAS1 dan

alleviate acute  radiasi, dengan kadar hyaluronic
radiation- pemberian eksosom  acid, mengurangi
induced ADSC secara topikal inflamasi,
dermatitis by dan mtradermal; mempercepat
up-regulating diukur ekspresi regenerasi
hyaluronic acid HAS]1 dan kadar epidermis, dan
synthase 1 hyaluronic acid pada memperbaiki
(HASI) jaringan kulit. kondisi kulit yang
rusak akibat radiasi.

4  Carrillo Efficacy of stem Eksperimen in vivo  Kombinasi
D.etal, cell secretome  dengan pemberian secretome dan
202316 loaded in hidrogel hyaluronate hyaluronate

hyaluronate yang dimuat dengan =~ meningkatkan re-

hydrogel for secretome MSC pada epitelisasi,

skin disorders ~ model kulit mengurangi

inflamast (psoriasis). infiltrasi sel

inflamasi, serta
memperbaiki
struktur epidermis;
menunjukkan efek
sinergis secretome
dan HA dalam
mempercepat
regenerasi kulit.

5 Denget Mesenchymal Eksperimen in vitro =~ MSC-ext
al., Stem Cell dan in vivo meningkatkan
20247 Extract menggunakan proliferasi dan

Promotes Skin  ekstrak MSC (MSC-  migrasi fibroblas
Wound Healing ext) pada kultur serta sel epitel,

fibroblas, sel epitel,
dan model luka kulit
tikus.

mempercepat
penyembuhan luka,
meningkatkan
ketebalan dermis
dan formasi kolagen
tanpa menimbulkan
inflamasi berlebih;




potensial sebagai
terapi bebas sel.

6 YangY.  Secretive Penelitian in vitro Secretome MSC
et al., derived from dan in vivo pada hipoksia
2023'8 hypoxia model inflamasi meningkatkan
preconditioned  sendi, kandungan faktor
mesenchymal membandingkan pertumbuhan
stem cells secretome MSC (VEGF, HGF,
promote normoksia vs bFGF), menurunkan
cartilage hipoksia. sitokin proinflamasi
regeneration (IL-1B, TNF-a), dan
and mitigate mempercepat
joint regenerasi jaringan;
inflammation menunjukkan
via keunggulan
extracellular hypoxia-
vesicles preconditioned
MSC-secretome.
7  ZhouY.  Human Eksperimen invivo ~ Eksosom hADSC
et al., adipose-derived pada model luka mempercepat
20221 mesenchymal kulit tikus yang penyembuhan luka
stem cells- diinduksi; eksosom ~  dan memperbaiki
derived hADSC fungsi skin barrier,
exosomes diaplikasikan topikal meningkatkan
encapsulated in  dan intradermal. angiogenesis,
pluronic F127 kolagen, dan
hydrogel mengurangi TEWL;
promote wound mendukung
healing and penggunaan
regeneration exosomelsecretome
untuk perbaikan
penghalang kulit.
8  Koudonas Bacterial Penelitian Aplikasi SLS
et al., Invasion into eksperimental in vivo menyebabkan
2022%° the Epidermis ~ pada tikus. Kulit disrupsi barrier
of Rats with diinduksi dengan epidermis,
Sodium Lauryl ~ SLS untuk peningkatan
Sulphate- menimbulkan iritasi ~ kerusakan kulit, dan
Irritated Skin dan kerusakan mempermudah
Increases barrier epidermis, penetrasi bakteri.
Damage and kemudian dievaluasi Model ini
Induces invasi bakteri dan merepresentasikan
Incontinence- derajat kerusakan kondisi xerosis cutis
Associated kulit. dan dermatitis iritan
Dermatitis akibat gangguan

fungsi sawar kulit.




9 Dirjaet Mesenchymal Penelitian Injeksi secretome
al., Stem Cell- eksperimental in vivo MSC secara
2025%! Derived menggunakan model intradermal yang

Secretome luka bakar derajat terbagi pada 4 titik
Accelerates tiga pada tikus. di sekitar luka
Third-Degree Secretome MSC menunjukkan
Burn Wound dengan dosis100 uL.  percepatan
Healing: dan 200 puL penyembuhan luka
Effects on diberikan melalui bakar derajat I11
Proliferation, injeksi intradermal dengan
Angiogenesis, pada 4 titik di sekitar meningkatkan
and Fibrosis area luka. proliferasi sel dan
Regulation angiogenesis serta
mengontrol
pembentukan
fibrosis.

10 Dirjaet Enhanced Third  Penelitian SH-MSC yang
al., Degree Burn eksperimental in vivo - diberikan secara
2024 Wound Healing pada tikus dengan injeksi intradermal

by Hypoxic luka bakar derajat meningkatkan IL-10
Mesenchymal II. SH-MSC serta menekan
Stem Cells' diberikan melalui TNF-a dan PGE2,
Secretome: IL-  injeksi intradermal sehingga
10 pada area sekitar menurunkan
Upregulation luka. Analisis inflamasi dan
and TNF- dilakukan terhadap mempercepat proses
o/PGE2 mediator inflamasi penyembuhan luka
Suppression (IL-10, TNF-0, dan  bakar.

RGHEO)

11 Alindaet  Comparative Uji klinis acak Pemberian MSC-
al., Efficacy of terkontrol (RCT) conditioned
20213 Topical pada pasien ulkus medium setiap 3

Adipocyte- plantar kronik akibat hari sekali secara
Derived kusta. Subjek dibagi  signifikan
Mesenchymal menjadi kelompok mempercepat

Stem Cells- ADMSC-CM dan penyembuhan ulkus
Conditioned AMSC-CM. plantar kronik.
Medium Conditioned medium ADMSC-CM
(ADMSC-CM)  diaplikasikan secara  menunjukkan

and Amniotic topikal setiap 3 hari  efektivitas yang
Membrane sekali selama lebih baik
Mesenchymal periode observasi, dibandingkan

Stem Cells- dengan evaluasi luas AMSC-CM dalam
Conditioned luka, kedalaman mempercepat
Medium ulkus, dan proses penutupan luka dan
(AMSC-CM) on  penyembuhan. perbaikan jaringan.




Chronic
Plantar Ulcers
in Leprosy: A
Randomized
Controlled
Trial

Berdasarkan berbagai penelitian yang telah dilakukan, penggunaan
secretome atau eksosom dari Mesenchymal Stem Cell (MSC) terbukti memiliki
potensi besar dalam memperbaiki kerusakan kulit, meningkatkan hidrasi, serta
mempercepat regenerasi jaringan. Hasil penelitian Matsuoka et al. (2021)
menunjukkan bahwa eksosom MSC mampu meningkatkan ekspresi Aquaporin-3
(AQP3) dan sekresi hyaluronan pada sel fibroblas kulit manusia yang mengalami
stress oksidatif, menandakan peran penting secretome dalam menjaga

keseimbangan air dan fungsi barrier kulit.

Kwon et al. (2023) menemukan bahwa patch hidrogel berbasis matriks
ekstraseluler yang diperkaya secretome MSC secara signifikan mempercepat
penyembuhan luka kulit melalui peningkatan angiogenesis, deposisi kolagen, dan
re-epitelisasi. Penelitian L1 et al. (2025) juga memperkuat temuan ini dengan
membuktikan bahwa eksosom yang berasal dari adipose-derived stem cells (ADSC)
dapat meningkatkan ekspresi Hyaluronic Acid Synthase-1 (HAS1) serta kadar
hyaluronic acid (HA) jaringan, yang sangat berperan dalam mempertahankan

kelembapan dan elastisitas kulit.

Kombinasi secretome MSC dengan hyaluronate hydrogel yang dilakukan
oleh Carrillo et al. (2023) menunjukkan efek sinergis dalam memperbaiki struktur

epidermis, mengurangi infiltrasi inflamasi, dan mempercepat regenerasi kulit,
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membuktikan bahwa secretome dapat bekerja optimal dalam lingkungan yang kaya
HA. Penelitian Deng et al. (2024) juga mengonfirmasi bahwa ekstrak MSC (MSC-
ext) mampu meningkatkan proliferasi dan migrasi fibroblas serta sel epitel tanpa
menimbulkan inflamasi berlebih, menandakan potensi secretome sebagai terapi

bebas sel yang aman dan efektif.

Yang et al. (2023) menegaskan bahwa secretome MSC yang dipre-
kondisikan dalam kondisi hipoksia (SH-MSC) memiliki aktivitas biologis yang
lebih tinggi dibandingkan MSC normoksia, ditandai dengan peningkatan sekresi
faktor pertumbuhan (VEGF, HGF, bFGF) serta penurunan ekspresi sitokin
proinflamasi seperti IL-1p dan TNF-a. Hal ini mendukung penggunaan secretome
hypoxia dalam penclitian ini karena mampu memberikan efek regeneratif dan

antiinflamasi yang lebih kuat.

Zhou et al. (2022) menunjukkan bahwa eksosom dari MSC jaringan adiposa
dapat mempercepat penyembuhan luka, memperkuat fungsi skin barrier, serta
menurunkan transepidermal water loss (TEWL), yang relevan dengan upaya
peningkatan hidrasi kulit pada kondisi xerosis cutis. Koudonas et al. (2022)
menunjukkan bahwa induksi sodium lauryl sulphate (SLS) pada kulit tikus
menyebabkan kerusakan sawar epidermis yang ditandai dengan peningkatan
permeabilitas dan invasi bakteri. Model ini merepresentasikan gangguan barrier
kulit yang menyerupai xerosis cutis dan dermatitis iritan.”’ Dirja et al. (2025)
membuktikan bahwa pemberian secretome mesenchymal stem cell (MSC) secara
injeksi intradermal mampu mempercepat penyembuhan luka berat melalui

peningkatan proliferasi sel dan angiogenesis serta pengaturan fibrosis.?!



11

Dirja et al. (2024) juga menunjukkan bahwa secretome MSC yang
dikondisikan hipoksia (SH-MSC) memberikan efek imunomodulator yang lebih
spesifik, ditandai dengan peningkatan IL-10 dan penekanan TNF-a serta PGE2,
sehingga mempercepat penyembuhan luka melalui penurunan inflamasi.?? Alinda
et al. (2021) melaporkan bahwa pemberian MSC-conditioned medium setiap tiga
hari sekali secara signifikan mempercepat penyembuhan ulkus kronik, sehingga

mendukung pemilihan interval terapi berkala dalam penelitian regenerasi kulit.*®

Secara keseluruhan, hasil-hasil tersebut mendukung bahwa pemberian
intradermal secretome hypoxia MSC (SH-MSC) memiliki potensi untuk
meningkatkan kadar Aquaporin-3 dan Hyaluronic Acid, memperbaiki hidrasi serta
integritas penghalang kulit pada model xerosis cutis akibat induksi SLS, melalui
mekanisme  stimulasi regenerasi sel, pengaturan faktor pertumbuhan, dan

peningkatan sintesis komponen matriks ekstraseluler.



BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Aquaporin-3

Transpor air dan solut kecil melintasi membran sel merupakan proses
fundamental yang mendasari homeostasis seluler dan fungsi berbagai organ.
AQP3, sebagai anggota famili akuagiseroporin, memainkan peran unik dalam
proses ini karena kemampuannya mentranspor tidak hanya air tetapi juga
gliserol, urea, dan molekul kecil netral lainnya. Fungsi ganda ini
menempatkannya sebagai pemain kunci dalam fisiologi kulit, ginjal, saluran
pencernaan, dan sistem lainnya.?* Struktur AQP3, seperti aquaporin lainnya,
tersusun sebagai tetramer, dengan setiap subunit monomer membentuk pori
fungsional independen. Setiap monomer AQP3 terdiri dari enam heliks alfa
transmembran dan dua heliks pendek yang dibentuk oleh loop B dan E, yang
mengandung motif Asn-Pro-Ala (NPA) yang sangat terkonservasi. Dua motif
NPA yang khas melipat ke dalam struktur membran, menciptakan penyempitan
sentral pada pori yang esensial untuk selektivitas terhadap molekul air.?

Kemampuan AQP3 untuk mentranspor gliserol memiliki implikasi
fisiologis yang luas. Gliserol merupakan substrat penting untuk
glukoneogenesis dan lipogenesis, serta berfungsi sebagai osmolit.?® Di
epidermis, transpor gliserol oleh AQP3 penting untuk sintesis fosfolipid dan
menjaga hidrasi stratum korneum. Di jaringan adiposa dan hati, AQP7 dan

AQP9 (akuagiseroporin lain) lebih dominan dalam metabolisme gliserol,



13

namun AQP3 juga berkontribusi pada homeostasis gliserol di jaringan lain di
mana ia diekspresikan.?+26
Ekspresi gen AQP3 dimodulasi oleh berbagai faktor transkripsi dan
jalur pensinyalan. Sebagai contoh, pada keratinosit, faktor pertumbuhan seperti
Epidermal Growth Factor (EGF) telah dilaporkan meningkatkan ekspresi
AQP3, yang berkontribusi pada proliferasi sel. Sebaliknya, sitokin pro-
inflamasi seperti TNF-alpha dan IFN-gamma dapat menunjukkan efek yang
berbeda tergantung pada jenis sel dan konteksnya.?” Studi menggunakan teknik
seperti analisis promoter dan chromatin immunoprecipitation (ChIP) telah
membantu mengidentifikasi elemen regulator spesifik pada gen AQP3 dan
faktor transkripsi yang mengikatnya. Penelitian lain menyelidiki peran retinoid
dalam meregulasi ekspresi AQP3 di kulit, menunjukkan bahwa asam retinoat
dapat meningkatkan ekspresi AQP3, yang relevan untuk terapi penyakit kulit.?®
Aktivitas AQP3 juga dikontrol melalui modifikasi pasca-translasi
seperti fosforilasi, glikosilasi, dan ubiquitinasi, serta melalui regulasi trafiking
protein ke membran plasma.”> Fosforilasi oleh kinase tertentu, misalnya
Protein Kinase A (PKA) atau Protein Kinase C (PKC), pada residu
serin/treonin spesifik dapat mempengaruhi laju transpor atau stabilitas AQP3
di membran.?
2.2 Hyaluronic Acid
Hyaluronic Acid (HA), juga dikenal sebagai hialuronan, adalah
biopolimer alami berupa Glikosaminoglikan (GAG) non-sulfat yang

ditemukan melimpah di seluruh jaringan tubuh vertebrata, khususnya pada
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matriks ekstraseluler, cairan sinovial sendi, badan vitreus mata, dan kulit yang
berfungsi sebagai "spons" molekuler karena kemampuannya yang luar biasa
dalam mengikat sejumlah besar molekul air. Fungsi ini sangat penting dalam
memberikan turgor, volume, dan hidrasi.’®?! Metabolisme HA di dalam
jaringan diatur secara ketat melalui keseimbangan antara proses sintesisnya
oleh famili enzim Hyaluronan Synthase (HAS1, HAS2, HAS3) dan proses
degradasinya oleh famili enzim hialuronidase (HYALSs).>?

Keberadaannya yang universal dan sifat fisikokimianya yang unik
menjadikan HA komponen krusial dalam berbagai proses biologis, mulai dari
menjaga hidrasi dan integritas struktural jaringan hingga modulasi respons
seluler seperti proliferasi, migrasi, dan diferensiasi.’>*?

Secara kimia sebagaimana ditunjukkan pada Gambar 2.1,hyaluronic
acid adalah polisakarida linier yang tersusun atas unit disakarida berulang dari
asam D-glukuronat dan N-asetil-D-glukosamin.’> Berbeda dengan GAG
lainnya, HA tidak mengalami modifikasi sulfasi dan disintesis langsung di
membran plasma sel. Struktur primer yang relatif sederhana ini mampu
membentuk konformasi sekunder dan tersier yang kompleks di dalam larutan
fisiologis, menghasilkan rantai polimer yang sangat besar dan bervolume
hidrodinamik tinggi.>*

Karakteristik utama HA adalah variasi berat molekulnya (BM) yang
luas, yang secara langsung berdampak pada fungsi biologisnya. HA dengan
BM tinggi (HMW-HA, >1 MDa) umumnya menjaga homeostasis jaringan

dengan sifat anti-inflamasi dan  struktural, seperti memberikan
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viskoelastisitas.*>*> Sebaliknya, HA dengan BM rendah (LMW-HA, <250
kDa) dan fragmen oligosakarida (o-HA) seringkali memicu respons pro-
inflamasi, pro-angiogenik, dan imunostimulator.*’

HA memiliki sifat fisikokimia yang unggul, termasuk kemampuan
higroskopis tinggi untuk mengikat air secara masif, menjaga hidrasi dan turgor
jaringan. Sifat viskoelastisnya yang unik berfungsi sebagai pelumas dan
penyerap guncangan, tergantung konsentrasi dan berat molekulnya. Selain itu,
biokompatibilitas dan biodegradabilitas alaminya menjadikan HA ideal untuk
aplikasi biomedis.??:3

Sebagai komponen utama matriks ekstraseluler, HMW-HA membentuk
jejaring tiga dimensi yang terhidrasi, menyediakan dukungan struktural bagi
sel, memfasilitasi organisasi komponen ekstraselular matriks lainnya (seperti
kolagen dan proteoglikan), dan memelihara ruang untuk difusi nutrisi serta
migrasi sel. HA juga menciptakan lingkungan mikro yang mempengaruhi

adhesi, proliferasi, dan diferensiasi sel.?>33-3¢
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D-Glucuronic acid ~ N-Acetyl-D-glucosamine

Gambar 2.1 Struktur Kimia Hyaluronic Acid®’
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2.3 Mesenchymal Stem Cells (MSCs)
2.3.1 Definisi MSCs
MSCs merupakan populasi sel stroma bersifat multipoten yang
memiliki dua kemampuan fundamental, yaitu kemampuan untuk
memperbarui diri (self~renewal) dan kemampuan untuk berdiferensiasi
menjadi berbagai jenis sel yang berasal dari ketiga lapisan germinal,
meskipun potensi utamanya lebih condong ke arah diferensiasi menjadi

garis keturunan mesodermal *®

Untuk menyeragamkan definisi MSCs
pada manusia, /uternational Society for Cellular Therapy (ISCT) pada
tahun 2006 telah menetapkan serangkaian kriteria minimal. Kriteria
pertama adalah kemampuan sel tersebut untuk melekat pada permukaan
plastik dalam kondisi kultur standar di laboratorium. Kriteria kedua
berkaitan dengan profil ekspresi penanda permukaan sel; MSCs harus
positif untuk CD105, CD73, dan CD90, serta secara bersamaan negatif
untuk serangkaian penanda hematopoietik seperti CD45, CD34, CD14
atau CD11b, CD79 atau CD19, dan juga HLA-DR. Kriteria ketiga dan
terakhir adalah kapasitas MSCs untuk berdiferensiasi menjadi tiga jenis
sel spesifik secara in vitro, yaitu osteoblas (sel pembentuk tulang), adiposit
(sel lemak), dan kondrosit (sel tulang rawan.**!

MSCs dapat diisolasi dari beragam jaringan, baik yang berasal dari
individu dewasa maupun dari jaringan perinatal.** Sumber-sumber klasik

meliputi sumsum tulang (BM-MSCs), namun seiring perkembangan,

jaringan adiposa (AD-MSCs), darah tali pusat, jaringan tali pusat
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(khususnya Wharton's jelly, UC-MSCs), plasenta, dan pulpa gigi juga
telah menjadi sumber yang signifikan.*!*?
2.3.2 Secretome yang Berasal dari MSCs
Secretome yang dihasilkan oleh MSCs merupakan kumpulan
kompleks molekul bioaktif yang disekresikan ke lingkungan ekstraseluler
sebagai bagian dari mekanisme parakrin sel. Komponen utama secretome
meliputi protein terlarut seperti sitokin, kemokin, faktor pertumbuhan
(misalnya VEGF, HGF, TGF-p), enzim, serta lipid dan berbagai jenis asam
nukleat. Selain itu, secretome juga mencakup vesikel ekstraseluler kecil
seperti eksosom dan mikrovesikel, namun fungsi terapeutik utama banyak
dikaitkan dengan fraksi bebas yang secara langsung berinteraksi dengan
sel target. Produksi secretome dipengaruhi oleh mikrolingkungan,
termasuk kondisi hypoxia, peradangan, atau stimulasi kimiawi, yang dapat
mengubah profil bioaktifnya secara signifikan. Secretome MSC terbukti
memiliki  sifat imunomodulator, anti-inflamasi, dan angiogenik,
menjadikannya kandidat kuat dalam pendekatan terapi tanpa sel (cell-free
therapy). ¥+
Salah satu komponen secretome yang memiliki banyak pernana
dalam fungsi tingkat selular adalah exosome. Exosome yang berasal dari
MSCs (Exo-MSCs) berfungsi sebagai wahana pengangkut beragam
molekul yang mencerminkan komposisi sel induknya. Kargo molekuler ini
mencakup berbagai protein (seperti faktor pertumbuhan, sitokin, dan

enzim), lipid, serta berbagai bentuk asam nukleat termasuk mRNA,
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mikroRNA (miRNA), dan long non-coding RNA (IncRNA). Fungsi utama
eksosom adalah memediasi komunikasi antar sel dengan mentransfer
molekul bioaktif yang dibawanya ke sel target, sehingga memodulasi
fungsi sel penerima.*>*
2.3.3 Karakteristik Fungsional Utama MSCs
Kemampuan berdiferensiasi ke berbagai garis keturunan sel
(multilini) merupakan salah satu karakteristik fundamental MSCs. Sesuai
kriteria ISCT, MSCs harus mampu bertransformasi menjadi osteoblas (sel
tulang), kondrosit (sel tulang rawan), dan adiposit (sel lemak) secara in
vitro di bawah induksi spesifik. Meskipun beberapa penelitian
mengindikasikan potensi diferensiasi yang lebih luas, bahkan ke garis
keturunan non-mesodermal dalam kondisi tertentu.3%4
Sifat imunomodulatori yang kuat adalah salah satu aspek
fungsional MSCs yang paling signifikan. MSCs dapat berinteraksi dengan
hampir seluruh komponen sistem imun, baik sel imun bawaan (makrofag,
sel dendritik, sel NK) maupun adaptif (sel T, sel B), yang umumnya
menghasilkan efek imunosupresif atau mendorong toleransi imun.*’
Mekanisme imunomodulasi oleh MSCs bersifat multifaset, melibatkan
sekresi berbagai faktor larut seperti prostaglandin E2 (PGE2), indoleamine
2,3-dioxygenase (IDO), TGF-B, IL-10, HGF, dan nitrit oksida. Selain itu,
interaksi sel-ke-sel melalui molekul permukaan seperti PD-L1 dan FasL

turut berkontribusi.*’*® Lebih lanjut, pelepasan secretome yang

mengandung molekul imunoregulatori, termasuk miRNA spesifik
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(misalnya, miR-146a, miR-155) dan protein, kini diakui sebagai jalur
penting yang dapat menekan aktivasi sel T, mempromosikan diferensiasi
sel T regulator (Treg), dan mengarahkan polarisasi makrofag ke fenotipe
M2 anti-inflamasi.**°

Kemampuan bermigrasi menuju jaringan yang mengalami cedera
atau inflamasi, dikenal sebagai proses homing, juga merupakan
karakteristik penting MSCs.*’ Proses ini dimediasi oleh interaksi
kemotaktik antara kemokin dari jaringan rusak (misalnya, SDF-1) dan
reseptornya pada MSCs (misalnya, CXCR4). Kapasitas homing ini
esensial bagi efektivitas terapeutik MSCs, memungkinkan sel mencapai
target jaringan yang memerlukan perbaikan.”’

Efek terapeutik utama MSCs lebih banyak dimediasi oleh sekresi
faktor parakrin daripada diferensiasi langsung. Faktor-faktor parakrin ini,
atau "sekretom" MSCs, kaya akan molekul bioaktif. Komponen utamanya
meliputi berbagai faktor pertumbuhan seperti VEGF, bFGF, HGF, dan
IGF-1, yang secara kolektif merangsang angiogenesis, proliferasi sel, dan
menghambat apoptosis. MSCs juga mensekresikan sitokin dan kemokin
yang memodulasi inflamasi dan merekrut sel lain untuk perbaikan
jaringan. 0253
2.3.4 Pengaruh Kondisi Hipoksia terhadap Fungsi SH-MSCs

Kondisi hipoksia, yakni lingkungan dengan konsentrasi oksigen

rendah merupakan komponen penting dalam banyak mikro lingkungan

fisiologis (misalnya, ceruk sel punca) dan patologis (seperti area cedera
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atau pusat tumor). Paparan hypoxia diketahui memodulasi berbagai aspek
biologi MSCs secara signifikan. Dampak hypoxia pada proliferasi,
diferensiasi, dan kelangsungan hidup MSCs bervariasi, tergantung pada
tingkat dan durasi paparan serta sumber MSCs.* Namun, pra-kondisi
hypoxia ringan hingga sedang umumnya dilaporkan meningkatkan laju
proliferasi, mempertahankan atau meningkatkan sifat stemness, serta
meningkatkan kelangsungan hidup MSCs dalam kondisi stres. Hypoxia
juga dapat memodulasi potensi diferensiasi, misalnya mengarahkan ke
jalur kondrogenik atau angiogenik.’> Mekanisme molekuler utama yang
mendasari respons ini adalah stabilisasi dan aktivasi Hypoxia-Inducible
Factors (HIFs), terutama HIF-la dan HIF-2a yang mengatur adaptasi
seluler terhadap defisiensi oksigen. Suatu penelitian mengulas bagaimana
hypoxia, melalui jalur HIF, memodulasi fungsi MSCs dan potensi
regeneratifnya.’*

Paparan hypoxia juga seringkali meningkatkan kapasitas
imunomodulatori MSCs, misalnya dengan meningkatkan sekresi faktor
imunosupresif seperti IDO dan PGE2.°’ Selain itu, hypoxia dapat
merangsang sekresi faktor pro-angiogenik (seperti VEGF) dan faktor
pertumbuhan lain yang mendukung perbaikan jaringan. Hal ini
mengindikasikan bahwa pra-kondisi hypoxia dapat menjadi strategi untuk
mempersiapkan MSCs guna meningkatkan potensi terapeutiknya.>®

Temuan signifikan menunjukkan bahwa paparan hypoxia tidak

hanya mempengaruhi MSCs secara langsung tetapi juga secara substansial
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memodulasi sekresi dan komposisi secretome. Temuan dari studi terbaru
menegaskan bahwa pengkondisian hypoxia secara substansial memodulasi
secretome MSC, dengan meningkatkan kuantitas dan memperkaya kualitas
faktor parakrin yang dilepaskan. MSCs yang dikultur di bawah tekanan
oksigen rendah menghasilkan secrefome hipoksik yang memiliki
konsentrasi lebih tinggi dari protein pro-angiogenik (seperti VEGF, HGF,
IL-6, IL-8, Ang-1) dan faktor imunomodulator lainnya dibandingkan
secretome dari kondisi normoksia, sebagaimana terlihat melalui analisis
memakai protein array Luminex. Selain peningkatan faktor protein larut,
hypoxia juga mengubah profil vesikel ekstraseluler. Kondisi hypoxia
meningkatkan fraksi vesikel ekstrasecluler berukuran lebih besar serta
mengubah profil miRNA di dalamnya, termasuk peningkatan miR-126-3p
dan miR-122-5p yang diketahui mendukung proliferasi, angiogenesis, dan
anti-inflamasi dalam model regenerasi jaringan dengan jumlah vesikel
yang tetap.>>%’
2.3.5 Peran SH-MSCs dalam Terapi Penyakit Kulit
Kulit, sebagai organ terluas, rentan terhadap berbagai cedera dan
penyakit. Dalam konteks ini, secretome MSC menunjukkan potensi besar
sebagai agen terapi bebas sel untuk berbagai kondisi dermatologis.
Mekanisme kerja secretome MSC pada jaringan kulit melibatkan pengaruh
terhadap berbagai tipe sel kulit seperti keratinosit, fibroblas, sel endotel,
dan sel imun. Komponen bioaktif dalam secretome, terutama protein

terlarut (seperti VEGF, HGF, IL-6, dan IL-10), bekerja dengan
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menstimulasi  jalur pensinyalan intraseluler sel target. Hal ini
menghasilkan respons seluler yang menguntungkan seperti peningkatan
proliferasi dan migrasi sel kulit, peningkatan sintesis matriks ekstraseluler
seperti kolagen, peningkatan angiogenesis, serta regulasi inflamasi dan
stres oksidatif. Secretome juga diketahui memperbaiki homeostasis kulit
melalui efek anti-apoptotik dan imunomodulator. 6162

Dalam penyembuhan luka kulit, yang merupakan proses biologis
kompleks dengan fase inflamasi, proliferatif, dan remodeling, secretome
MSC terbukti mempercepat penyembuhan dan memperbaiki kualitas
jaringan yang terbentuk. Protein dan faktor pertumbuhan di dalam
secretome = mendorong migrasi keratinosit dan fibroblas, serta
meningkatkan ekspresi kolagen dan vaskularisasi. Molekul pro-
angiogenik seperti VEGF dan angiopoietin-1 memainkan peran penting
dalam meningkatkan aliran darah ke area luka. Selain itu, secretome juga
mengurangi infiltrasi sel imun pro-inflamasi dan meningkatkan transisi ke
fase regeneratif, sehingga mengurangi pembentukan jaringan parut
berlebih. 6162

Potensi terapeutik secretome MSC juga relevan untuk penyakit
kulit inflamasi kronis seperti dermatitis atopik dan psoriasis, yang ditandai
dengan disfungsi sawar kulit dan disregulasi sistem imun. Pada dermatitis
atopik, secretome MSC terbukti meningkatkan ekspresi protein sawar kulit
seperti filaggrin, menekan sitokin inflamasi (seperti IL-4 dan IL-13), serta

menurunkan reaktivitas alergi. Pada psoriasis, secretome MSC dilaporkan
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menormalkan proliferasi keratinosit yang berlebihan dan menekan
ekspresi sitokin pro-inflamasi seperti IL-17 dan TNF-a. Efek
imunomodulator ini menjadikan secretome sebagai pendekatan terapi yang
menjanjikan dengan risiko efek samping yang lebih rendah. 6162
Selain itu, secretome MSC telah dieksplorasi dalam konteks
peremajaan kulit dan terapi anti-penuaan. Penuaan kulit ditandai oleh
penurunan produksi kolagen dan elastin, peningkatan stres oksidatif, serta
kerusakan seluler kronis. Secretome MSC terbukti merangsang aktivitas
fibroblas untuk mensintesis kolagen tipe I dan III serta elastin, yang
berdampak pada peningkatan elastisitas dan pengurangan kerutan.
Molekul antioksidan dalam secretome juga melindungi sel kulit dari
kerusakan oksidatif dan memperbaiki mikroarsitektur kulit. Dengan
spektrum aktivitas yang luas, secretome MSC menjadi kandidat kuat
dalam' pengembangan terapi regeneratif kulit modern yang efektif dan
aman.®!-%2
2.4 Xerosis cutis
2.4.1 Definisi Xerosis
Xerosis cutis, berasal dari bahasa Yunani "xeros" yang berarti
kering dan "osis" yang berarti kondisi atau penyakit, secara harfiah
merujuk pada kondisi kulit yang kering secara abnormal. Istilah ini
digunakan dalam dermatologi untuk menggambarkan kulit yang tampak
kering, kasar, seringkali bersisik, dan terkadang disertai dengan keluhan

gatal (pruritus).*** Secara klinis, manifestasi xerosis dapat bervariasi
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dalam tingkat keparahannya, mulai dari kekeringan ringan dengan
permukaan kulit yang terasa sedikit tertarik dan kusam, hingga kondisi
yang lebih parah yang ditandai dengan skuama yang jelas, eritema
(kemerahan), fisura (retakan kulit), dan bahkan ekzema asteatotik (eksim
yang timbul akibat kekeringan ekstrem).®*

Kondisi ini dapat bersifat idiopatik atau merupakan gejala sekunder
dari berbagai faktor, baik intrinsik maupun ekstrinsik. Faktor intrinsik
meliputi proses penuaan alami, predisposisi genetik (seperti pada individu
dengan iktiosis vulgaris atau dermatitis atopik), dan berbagai penyakit
sistemik seperti hipotiroidisme, penyakit ginjal kronis, atau diabetes
melitus.** Sementara itu, faktor ekstrinsik yang dapat memicu atau
memperburuk xerosis mencakup paparan lingkungan dengan kelembapan
rendah, penggunaan sabun atau deterjen yang keras, mandi air panas
terlalu sering, serta efek samping obat-obatan tertentu. Perlu dipahami
bahwa xerosis merupakan spektrum, dan presentasi klinisnya dapat
dipengaruhi oleh interaksi kompleks antara faktor-faktor tersebut.’4%

2.4.2 Patofisiologi Xerosis

Patofisiologi xerosis adalah proses multifaktorial yang melibatkan
serangkaian perubahan kompleks pada struktur dan fungsi stratum
korneum (SK), lapisan terluar epidermis yang berperan sebagai sawar
utama kulit.** Gangguan pada komponen-komponen kunci SK ini
mengarah  pada  peningkatan  kehilangan air  transepidermal

(Transepidermal Water Loss - TEWL) dan penurunan kemampuan kulit
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untuk mengikat air, yang pada akhirnya bermanifestasi sebagai kulit
kering.®

Salah satu mekanisme sentral dalam perkembangan xerosis adalah
disfungsi sawar lipid epidermal (Gambar 2.2). Stratum korneum terdiri
dari korneosit (sel kulit mati yang telah terdiferensiasi penuh) yang
tertanam dalam matriks lipid interseluler yang kaya akan seramida,
kolesterol, dan asam lemak bebas. Lipid-lipid ini tersusun dalam struktur
lamelar yang teratur dan berfungsi untuk mencegah penguapan air yang
berlebihan dari lapisan kulit yang lebih dalam serta melindungi dari
penetrasi zat berbahaya dari lingkungan.®” Suatu penelitian menggunakan
teknik analisis lipidomik menunjukkan bahwa pada kulit xerotik, sering
terjadi penurunan kuantitas seramida atau perubahan rasio relatif antar
komponen lipid utama, yang mengakibatkan disorganisasi struktur lamelar
dan peningkatan permeabilitas sawar. Akibatnya, TEWL meningkat secara
signifikan, menyebabkan dehidrasi pada stratum korneum.%"-63

Faktor krusial lainnya adalah defisiensi Natural Moisturizing
Factors (NMFs). NMFs merupakan sekelompok molekul higroskopis
yang terdapat di dalam korneosit, berfungsi untuk menarik dan menahan
air, sehingga menjaga hidrasi dan fleksibilitas stratum korneum.
Komponen utama NMFs meliputi asam amino dan turunannya (seperti
asam pirolidon karboksilat/PCA), laktat, urea, dan ion-ion anorganik.
Sebagian besar NMFs ini berasal dari proses proteolisis filaggrin (FLG),

sebuah protein struktural penting di epidermis. Penurunan kadar filaggrin,
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baik akibat mutasi genetik (seperti pada iktiosis vulgaris dan sebagian
kasus dermatitis atopik) maupun akibat faktor lingkungan atau penuaan,

akan berdampak langsung pada penurunan produksi NMFs. %86
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Gambar 2.2 Mekanisme yang terjadi dalam menjaga keseimbangan
kulit"

AQP3, sebuah protein saluran air dan gliserol yang diekspresikan
pada keratinosit di epidermis, juga semakin mendapat perhatian dalam
patofisiologi xerosis.”! AQP3 memfasilitasi transpor air dan gliserol
melintasi membran sel Keratinosit, yang penting untuk hidrasi epidermis
dan fungsi sawar kulit. Gliserol sendiri merupakan humektan penting yang
berkontribusi pada plastisitas stratum korneum. Disregulasi atau
penurunan ekspresi AQP3, yang dapat terjadi akibat penuaan atau kondisi
patologis tertentu, dilaporkan berkontribusi terhadap penurunan kadar air
dan gliserol di epidermis, sehingga memperparah kondisi kulit kering.->
Proses deskuamasi korneosit yang abnormal juga berperan dalam

xerosis. Pelepasan korneosit dari permukaan kulit adalah proses fisiologis

yang diatur oleh aktivitas enzim proteolitik spesifik di stratum korneum.
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Gangguan pada aktivitas enzim ini, yang dapat dipengaruhi oleh pH kulit,
hidrasi, dan kadar lipid, dapat menyebabkan akumulasi korneosit yang
tidak terlepas secara normal, menghasilkan tampilan kulit yang bersisik
dan kasar.+8

Selain itu, meskipun xerosis awalnya dianggap sebagai kondisi
non-inflamasi, bukti terkini menunjukkan bahwa inflamasi subklinis dapat
berperan dalam siklus perpetuasi kulit kering. Disfungsi sawar kulit dapat
memicu pelepasan sitokin pro-inflamasi oleh keratinosit. Sitokin-sitokin
ini selanjutnya dapat memperburuk kerusakan sawar dan memicu rasa
gatal, yang jika digaruk akan menyebabkan kerusakan fisik lebih lanjut
pada kulit dan memperpanjang siklus inflamasi-kekeringan.®’

Faktor-faktor penuaan intrinsik juga berkontribusi signifikan
terhadap prevalensi xerosis pada populasi lansia. Seiring bertambahnya
usia, terjadi penurunan aktivitas kelenjar sebasea dan kelenjar keringat,
perlambatan laju pembaruan stratum korneum, penurunan sintesis lipid
epidermal dan FLG, serta perubahan struktural pada dermis yang
mengurangi kemampuan kulit secara keseluruhan untuk menahan
kelembapan. Interaksi kompleks antara faktor-faktor intrinsik ini dengan
paparan lingkungan kumulatif seringkali memuncak pada kondisi kulit

kering yang kronis pada lansia.®%"?
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2.5 Sodium Lauryl Sulfate (SLS)

Sodium lauryl sulfate (SLS) adalah surfaktan anionik yang sangat luas
digunakan dalam produk pembersih rumah tangga, kosmetik, dan sediaan
kesehatan  seperti sampo, sabun, pembersih wajah, dan pasta
gigi. Kemampuannya menurunkan tegangan permukaan membuat SLS efektif
melarutkan lemak dan kotoran, namun hal ini juga menjadikannya agen iritan
kulit standar dalam riset sawar kulit dan model dermatitis kontak iritan.”

SLS memiliki afinitas tinggi terhadap lipid dan protein kulit, sehingga
mudah berikatan dengan komponen stratum korneum dan menembus ke jaringan
lebih dalam. SLS menyebabkan disrupsi sawar kulit yang ditandai peningkatan
transepidermal water loss (TEWL), penurunan hidrasi stratum korneum, dan
eritema.”” Pada tikus, aplikasi topikal SLS berulang memicu pembengkakan
kulit dan proliferasi keratinosit yang menonjol, namun hanya sedikit infiltrasi sel
imun dan peningkatan sitokin bila dibanding model dermatitis alergik maupun
iritan klasik lain. Hal ini menunjukkan pola inflamasi berbeda, yaitu kerusakan
sawar dominan serta respons imun sekunder lebih ringan.”®

SLS banyak digunakan sebagai agen standar untuk menginduksi
kerusakan skin barrier pada manusia maupun hewan, karena respons kulit lebih
dipengaruhi oleh integritas barrier daripada status atopik. Hal ini menegaskan
bahwa SLS merupakan model yang andal untuk menilai kerusakan epidermis
tanpa dipengaruhi mekanisme imun adaptif.”*

Dalam konteks xerosis cutis, kerusakan barrier akibat SLS meniru

hilangnya lipid epidermal, peningkatan TEWL, inflamasi kronik ringan, dan
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gangguan mikrosirkulasi, sehingga memberikan model yang sesuai untuk

menilai terapi yang bersifat regeneratif, bukan hanya emolien.”” Oleh karena itu,

SLS menjadi dasar ilmiah yang kuat untuk meneliti xerosis cutis like secara

eksperimental.

2.6 Mekanisme Aquaporin-3 dan Hyaluronic Acid dalam Xerosis

2.6.1 Mekanisme Aquaporin-3 dalam Xerosis
AQP3 adalah protein transmembran yang termasuk dalam famili
akuagiseroporin, yang berarti selain memfasilitasi transpor air, AQP3 juga
secara efisien mentranspor molekul kecil netral seperti gliserol dan urea.
Pada kulit, AQP3 terutama diekspresikan pada membran plasma
keratinosit di lapisan basal hingga granular epidermis, memainkan peran
krusial dalam sistem hidrasi kulit dari lapisan dalam ke permukaan.?’
Mekanisme utama AQP3 dalam mencegah xerosis berkaitan erat

dengan perannya sebagai transporter air dan terutama gliserol, seperti
ditunjukkan pada Gambar 2.3. Gliserol yang diangkut oleh AQP3 dari
sirkulasi darah di dermis menuju sel-sel epidermis berfungsi sebagai
humektan alami yang poten. Di dalam keratinosit dan stratum korneum,
gliserol  berkontribusi dalam menjaga keseimbangan osmotik,
meningkatkan kemampuan stratum korneum untuk mengikat air, serta
mendukung plastisitas dan fleksibilitas kulit.>>’! Selain itu, gliserol juga
merupakan prekursor untuk sintesis lipid epidermal, termasuk fosfolipid
dan trigliserida, yang esensial untuk pembentukan dan pemeliharaan

integritas sawar lipid stratum korneum.?® Sebuah sawar lipid yang intak
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sangat penting untuk mencegah TEWL yang berlebihan, salah satu

penyebab utama xerosis.*
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Gambar 2.3 Mekanisme kerja AQP3 terhadap hidrasi kulit®®

Dalam kondisi xerosis, disfungsi atau penurunan ekspresi AQP3
secara signifikan mengganggu mekanisme hidrasi ini. Penurunan aktivitas
AQP3, yang dapat disebabkan oleh faktor penuaan, paparan radiasi
ultraviolet (UV) kronis, atau kondisi patologis tertentu seperti dermatitis
atopik, mengakibatkan berkurangnya suplai gliserol ke lapisan epidermis
atas.?’ Defisiensi gliserol ini secara langsung berdampak pada penurunan
kadar NMFs turunan gliserol di stratum korneum dan mengganggu
metabolisme lipid epidermal. Akibatnya, terjadi penurunan kemampuan
stratum korneum untuk menahan air, peningkatan TEWL, dan kerusakan
fungsi sawar kulit.® Studi pada model hewan knockout AQP3 secara
konsisten menunjukkan fenotipe kulit kering, penurunan elastisitas,

gangguan penyembuhan luka, dan peningkatan sensitivitas terhadap iritan,
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yang semuanya merupakan karakteristik xerosis.?*’> Lebih lanjut,

penelitian lain mengindikasikan bahwa penurunan ekspresi AQP3 yang

terkait dengan usia berkontribusi secara signifikan terhadap penurunan

hidrasi dan gangguan fungsi sawar pada kulit yang menua, yang seringkali

disertai dengan xerosis.’>"?

2.6.2 Mekanisme Hyaluronic Acid dalam Xerosis

HA adalah glikosaminoglikan non-sulfat yang tersusun atas unit

disakarida berulang dari asam D-glukuronat dan N-asetil-D-glukosamin.
HA merupakan komponen utama ECM di berbagai jaringan, termasuk
kulit, di mana ia ditemukan melimpah di dermis dan dalam jumlah yang
lebih kecil namun fungsional di epidermis. Sifat higroskopisnya yang luar
biasa, yaitu kemampuan untuk mengikat molekul air hingga beberapa ribu
kali beratnya sendiri, menjadikan HA sebagai molekul kunci dalam
menjaga hidrasi dan turgor jaringan.3%>*

Mekanisme HA dalam mencegah xerosis melibatkan beberapa
aspek. Secara intrinsik, HA yang terdapat di dermis membentuk matriks
seperti gel yang sangat terhidrasi, menyediakan dukungan struktural,
volume, dan elastisitas pada kulit. Lingkungan yang kaya air ini juga
memfasilitasi difusi nutrisi dan migrasi sel. Di epidermis, HA
berkontribusi pada hidrasi interseluler, proliferasi, dan diferensiasi
keratinosit, serta pemeliharaan fungsi sawar, sebagaimana diilustrasikan

pada Gambar 2.4.57%% Penurunan kadar HA intrinsik, yang secara alami

terjadi seiring bertambahnya usia atau akibat paparan faktor eksternal
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seperti radiasi UV, menyebabkan penurunan kemampuan kulit untuk
menahan air, kehilangan volume, dan peningkatan kerentanan terhadap
kekeringan.”> Sebuah tinjauan membahas bagaimana perubahan
metabolisme HA, termasuk penurunan sintesis oleh enzim HAS atau

peningkatan degradasi oleh HYAL, dapat mengganggu homeostasis

8

hidrasi kulit dan memicu xerosis.’

Tight junction
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EPIDERMIS

DERMIS

Collagen synthesis
increase

%{ >
—
<) High molecular weight HA - Hydration
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Collagen fiber

Gambar 2. 4. Mekanisme HA dalam meretensi air dan mencegah TEWL*®
Aplikasi topikal HA telah menjadi strategi yang populer dan efektif
untuk kondisi xerosis. Mekanisme kerja HA topikal terutama bergantung
pada BM, yaitu HMW-HA berperan menahan air di lapisan kulit karena
ukurannya yang besar, HMW-HA tidak dapat menembus stratum korneum
secara signifikan. Sebaliknya, ia membentuk lapisan film viskoelastis non-

oklusif di permukaan kulit.*>”° Film ini berfungsi sebagai humektan kuat,
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menarik dan mengikat kelembapan dari lingkungan (pada kondisi
kelembapan udara tinggi) atau dari lapisan kulit yang lebih dalam,
sehingga mengurangi TEWL dan memberikan efek hidrasi langsung pada
permukaan kulit. Kemampuan ini membantu melembutkan kulit,
mengurangi skuama, dan memperbaiki penampilan kulit kering.3>
Sementara itu, LMW-HA dan o-HA memiliki kemampuan
penetrasi yang lebih baik ke dalam stratum korneum dan bahkan lapisan
epidermis yang lebih dalam. Meskipun mekanisme pastinya masih terus
diteliti, LMW-HA diduga dapat memberikan hidrasi pada level yang lebih
dalam dan berpotensi merangsang scl-sel kulit. Beberapa studi
mengindikasikan bahwa LMW-HA dapat memodulasi ekspresi gen terkait

fungsi sawar atau bahkan merangsang sintesis HA endogen.>>""

2.7 Model Hewan Xerosis

Tikus Wistar, sebagai salah satu galur laboratorium outbred yang umum,
dipilih karena kemudahan penanganan dan riwayat penggunaannya yang
ekstensif. Untuk menginduksi kondisi xerosis pada tikus, metode yang paling
sering dilaporkan adalah perlakuan topikal menggunakan Sodium Lauryl
Sulfate (SLS). Aplikasi berulang SLS pada area kulit tertentu seperti punggung
yang telah dicukur secara efektif merusak sawar lipid pada stratum korneum,
meningkatkan kehilangan air transepidermal (TEWL), dan menurunkan hidrasi
kulit, yang menciptakan model xerosis pada tikus Wistar. Studi sebelumnya
telah menunjukkan bahwa paparan SLS dapat menyebabkan kerusakan pada

stratum korneum dan meningkatkan respons inflamasi, menjadikannya model
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yang valid untuk penelitian xerosis. Kerusakan lapisan lipid ini mengganggu
integritas sawar kulit, yang ditandai dengan peningkatan signifikan TEWL dan
dehidrasi progresif stratum korneum, manifestasi khas xerosis.®* Durasi dan
frekuensi aplikasi pelarut ini bervariasi, namun umumnya dilakukan hingga
gejala klinis xerosis tampak jelas, sebagaimana yang sering dilaporkan dalam
studi pengujian efikasi produk dermatologis. Selain perlakuan kimia, paparan
lingkungan dengan kelembapan relatif rendah juga dapat digunakan, baik
secara tunggal maupun kombinasi, untuk mempercepat induksi kekeringan
kulit dengan meningkatkan gradien penguapan air dari kulit.?%8!

Keberhasilan pembentukan model xerosis pada tikus Wistar dievaluasi
melalui serangkaian parameter. Secara visual, dilakukan penilaian klinis
terhadap tingkat kekeringan, eritema, pembentukan skuama, dan adanya fisura.
Pengukuran biofisik non-invasif menjadi kunci, terutama peningkatan TEWL
yang mengindikasikan kerusakan sawar dan penurunan hidrasi stratum
korneum yang diukur dengan Corneometer.®® Analisis histopatologi dari
sampel biopsi kulit dapat memperlihatkan perubahan struktural seperti
hiperkeratosis atau infiltrasi sel inflamasi. Untuk investigasi lebih mendalam,
analisis molekuler dan biokimia dapat dilakukan untuk menilai profil lipid,
kadar NMFs, atau ekspresi protein terkait fungsi sawar dan inflamasi.?

Penggunaan tikus Wistar sebagai model xerosis menawarkan kelebihan
berupa biaya yang relatif terjangkau dan kemudahan prosedur induksi. Namun,
keterbatasan tetap ada, terutama terkait perbedaan struktural dan fisiologis

antara kulit tikus dan manusia, serta fakta bahwa induksi kimiawi mungkin
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tidak sepenuhnya mereplikasi xerosis alami pada manusia. Meskipun
demikian, model ini tetap menjadi dipilih untuk skrining awal agen terapeutik,
studi mekanisme penyakit, dan evaluasi bahan aktif baru dalam penelitian

dermatologi.®®

UNISSULA




BAB III

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

3.1 Kerangka Teori

Xerosis cutis merupakan kondisi dermatologis yang muncul akibat
kegagalan kulit dalam mempertahankan hidrasi optimal, yang pada akhirnya
berujung pada gangguan fungsi sawar epidermis. Kondisi ini ditandai
dengan penurunan kadar air stratum korneum, peningkatan transepidermal
water loss (TEWL), serta manifestasi klinis berupa kulit kering, kasar,
bersisik, dan pruritus.*®* Pada kondisi normal, stratum korneum
mempertahankan keseimbangan air melalui integritas lipid epidermal dan
regulasi molekuler yang kompleks. Namun, paparan agen iritan seperti
Sodium Lauryl Sulfate (SLS) dapat mengganggu keseimbangan tersebut.
Aplikasi topikal SLS menyebabkan ekstraksi lipid epidermis dan
disorganisasi struktur lamelar stratum korneum, sehingga meningkatkan

TEWL dan memicu kerusakan sawar kulit, 848
Kerusakan sawar akibat SLS tidak hanya menyebabkan kehilangan air
secara pasif, tetapi juga memicu respons biologis aktif pada sel kulit.
Keratinosit yang mengalami stres melepaskan damage-associated
molecular patterns (DAMPs) yang kemudian dikenali oleh 7oll-like
receptor (TLR), terutama TLR2 dan TLR4, yang diekspresikan pada
keratinosit dan sel imun kulit. Aktivasi TLR ini menjadi pemicu awal

aktivasi respons inflamasi bawaan di kulit xerotik. Aktivasi tersebut
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menginisiasi berbagai jalur pensinyalan intraseluler yang berperan dalam
mempertahankan kondisi inflamasi kronik derajat rendah pada kulit.5>%

Aktivasi TLR selanjutnya meningkatkan produksi reactive oxygen
species (ROS), baik melalui aktivasi NADPH oxidase maupun gangguan
fungsi mitokondria. Akumulasi ROS berperan sebagai mediator penting
dalam aktivasi jalur inflamasi seperti nuclear factor-kappa B (NF-kB) dan
mitogen-activated protein kinase (MAPK). Jalur-jalur ini kemudian
meningkatkan ekspresi sitokin proinflamasi seperti IL-1a, TNF-a, dan IL-6,
yang memperburuk kerusakan sawar kulit dan mempertahankan inflamasi
lokal. > Lingkungan inflamasi ini mendorong polarisasi makrofag ke
fenotipe M1, yang semakin memperkuat produksi mediator inflamasi dan
stres oksidatif, sehingga memperparah kondisi xerosis.

Lingkungan inflamasi dan stres oksidatif yang persisten memberikan
dampak langsung terhadap molekul kunci hidrasi kulit, khususnya
aquaporin-3 (AQP3). AQP3 merupakan kanal membran yang berperan
penting dalam transport air dan gliserol ke dalam epidermis, dan sangat
berperan dalam menjaga hidrasi stratum korneum.?” Aktivasi NF-kB dan
MAPK, serta peningkatan ROS, diketahui menekan jalur pensinyalan
EGFR/PI3K-AKT dan STAT3 yang berperan dalam regulasi transkripsi dan
stabilitas protein AQP3. Akibatnya, ekspresi AQP3 pada keratinosit
menurun, sehingga menghambat masuknya gliserol ke dalam epidermis dan

memperburuk gangguan hidrasi kulit.?®
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Selain AQP3, inflamasi dan stres oksidatif juga memengaruhi
metabolisme hyaluronic acid (HA), komponen utama matriks ekstraseluler
kulit yang berfungsi sebagai reservoir air dan penentu elastisitas jaringan.
Kadar HA di kulit diatur oleh keseimbangan antara sintesis oleh enzim
hyaluronan synthase (HAS) dan degradasi oleh enzim hyaluronidase
(HYAL).** Aktivasi jalur inflamasi yang dimediasi NF-xB dan MAPK
menekan aktivitas jalur TGF-B/SMAD yang mengatur ekspresi enzim HAS,
khususnya HAS2, sekaligus meningkatkan degradasi HA. Kondisi ini
menyebabkan penurunan kadar HA dan berkurangnya kapasitas kulit dalam
mengikat air, sehingga memperparah xerosis cutis.5”%

Dalam konteks gangguan molekuler tersebut, mesenchymal stem cells
(MSCs) muncul sebagai kandidat terapi regeneratif yang menjanjikan. Efek
terapeutik MSCs sebagian besar dimediasi melalui mekanisme parakrin
dengan melepaskan secretome yang mengandung berbagai faktor bioaktif.>®
Secretome ini mampu mentransfer protein, lipid, dan miRNA fungsional ke
sel target melalui vesikel ekstraseluler, sehingga memodulasi berbagai
proses biologis.***® Pra-kondisi MSCs dalam lingkungan hipoksia terbukti
meningkatkan potensi regeneratif dan imunomodulator secretome yang
dihasilkan melalui pengayaan kargo bioaktifnya.>>’

Secretome Hypoxia-MSCs (SH-MSCs) mengandung berbagai faktor
pertumbuhan (HGF, VEGF), sitokin antiinflamasi (IL-10, TGF-B), serta

miRNA yang berperan dalam modulasi inflamasi, stres oksidatif, dan

regenerasi jaringan kulit. Kandungan bioaktif ini memungkinkan SH-MSCs
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untuk menekan aktivasi jalur TLR-NF-xB dan MAPK, sechingga
menurunkan produksi sitokin proinflamasi, serta mengaktifkan jalur Nrf2—
ARE yang meningkatkan respons antioksidan endogen dan menurunkan
akumulasi ROS. #>%¢  Selain itu, SH-MSCs juga berpotensi mendorong
peralihan fenotipe makrofag dari M1 ke M2, menciptakan lingkungan mikro
kulit yang lebih kondusif bagi perbaikan jaringan.>%3

Pemulihan lingkungan mikro ini memungkinkan reaktivasi jalur
pensinyalan yang mendukung hidrasi epidermis. Aktivasi kembali jalur
EGFR/PI3K-AKT dan STAT3 pada keratinosit berperan dalam
meningkatkan transkripsi dan stabilitas protein AQP3, sehingga transport
gliserol dan air ke dalam epidermis dapat berlangsung lebih optimal.>>%’
Peningkatan kadar gliserol epidermal selanjutnya berkontribusi terhadap
perbaikan hidrasi stratum korneum dan pemulihan fungsi sawar kulit.?’

Secara paralel, secretome SH-MSCs juga berperan dalam
memulihkan keseimbangan metabolisme HA. Faktor pertumbuhan seperti
TGF-p yang terkandung dalam secrefome dapat mengaktivasi jalur SMAD
pada fibroblas, meningkatkan ekspresi enzim HAS dan sintesis HA
endogen.®® Selain itu, miRNA tertentu dalam secretome SH-MSCs diduga
dapat menekan ekspresi enzim hialuronidase, sehingga memperlambat
degradasi HA dan meningkatkan stabilitas matriks ekstraseluler.3*3°

Peningkatan ketersediaan HA ini akan memperbaiki kapasitas kulit dalam

mengikat air dan mempertahankan elastisitas jaringan.
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Secara keseluruhan, pada model xerosis cutis yang diinduksi SLS,
pemberian SH-MSCs diharapkan mampu mengintervensi proses patologis
pada berbagai tingkat, mulai dari inflamasi dan stres oksidatif hingga
gangguan molekuler spesifik yang melibatkan AQP3 dan HA. Melalui
mekanisme tersebut, SH-MSCs berpotensi meningkatkan hidrasi epidermis,
memulihkan fungsi sawar kulit, dan mengurangi manifestasi klinis xerosis

cutis secara bermakna.?>%?
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Gambar 3.1. Kerangka Teori




42

3.2 Kerangka Konsep

Kadar AQP3
Injeksi Intradermal Secretome Hypoxia
Mesenchymal Stem Cells (SH-MSCs)
Dosis 100 uL, 200 pL, dan 300 pL Kadar HA

»
P>

Gambar 3. 2. Kerangka Konsep
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis Penelitian
Penelitian ini menggunakan desain studi eksperimental dengan
rancangan post-test only control group design. Dilakukan uji efek pemberian
injeksi Secretome Hypoxia-MSCs terhadap kadar AQP3 dan HA pada tikus
jantan galur Wistar yang telah diinduksi xerosis cutis menggunakan induksi
sodium lauryl sulfate (SLS) 5%.

Setelah tahap induksi xerosis cutis selesai, hewan coba akan dibagi
secara acak ke dalam enam kelompok perlakuan yang berbeda. Kelompok
sehat (K1) akan berfungsi sebagai kelompok normal, di mana tikus tidak akan
menerima intervensi terapeutik apapun. Kelompok K2 hingga K6 merupakan
kelompok tikus - yang seluruhnya telah diinduksi Xerosis cutis. Seluruh
perlakuan diberikan melalui injeksi intradermal pada area dorsal tikus dengan
volume total 300 uL, yang dibagi ke dalam empat titik penyuntikan dengan
dosis masing-masing 75 pL per titik. Pemberian injeksi dilakukan secara
berkala setiap 3 hari sekali selama periode 10 hari. Pada kelompok K2, tikus
menerima injeksi intradermal NaCl 300 pL sebagai kontrol negatif. Kelompok
K3 menerima injeksi intradermal hyaluronic acid (HA) non-crosslink dengan
konsentrasi 2 mg/mL sebagai kontrol positif. Kelompok K4, K5, dan K6
masing-masing menerima injeksi intradermal SH-MSCs dengan variasi dosis

bertingkat, yaitu 100 pL, 200 pL, dan 300 pL. Pada kelompok dengan dosis
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100 pL dan 200 pL, SH-MSCs diencerkan menggunakan larutan NaCl hingga

mencapai volume akhir 300 pL sebelum dilakukan injeksi intradermal.

0%
ox2
B Bl 0K3
oKs
oks
oKs

Gambar 4. 1 Rancangan Penelitian

Keterangan :

P: Populasi

S: sampel

A: Aklimatisasi

R: Randomisasi

K1 (Kelompok Sehat): Tikus tidak diinduksi dan tanpa intervensi terapeutik
apapun.

K2 (Kontrol negatif ): Tikus diinduksi xerosis cutis dan diberikan injeksi
intradermal NaCl dengan volume total 300 pL. Injeksi dilakukan pada area

dorsal tikus, dibagi ke dalam empat titik penyuntikan dengan dosis 75 pL per
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titik, dan diberikan sebanyak empat kali dengan interval setiap 3 hari, yaitu
pada hari ke-10, 13, 16, dan 19 setelah induksi xerosis cutis.

K3 (Kontrol Positif): Tikus diinduksi xerosis cutis dan diberikan injeksi
intradermal Hyaluronic Acid (HA) non-crosslink 2 mg/mL dengan volume total
300 pL.Injeksi dilakukan pada area dorsal tikus, dibagi ke dalam empat titik
penyuntikan dengan dosis 75 pL per titik, dan diberikan sebanyak empat kali
dengan interval setiap 3 hari, yaitu pada hari ke-10, 13, 16, dan 19 setelah
induksi xerosis cutis.

K4 (SH-MSCs dosis 100 pL): Tikus diinduksi xerosis cutis dan diberikan
injeksi intradermal SH-MSC's sebanyak 100 pL, yang diencerkan dengan NaCl
200 pL hingga mencapai volume total 300 pL. Injeksi dilakukan pada area
dorsal tikus, dibagi ke dalam empat titik penyuntikan dengan dosis 75 pL per
titik, dan diberikan sebanyak empat kali dengan interval setiap 3 hari, yaitu
pada hari ke-10, 13, 16, dan 19 setelah induksi xerosis cutis.

K5 (SH-MSCs dosis 200 pL) : Tikus diinduksi xerosis cutis dan diberikan
injeksi intradermal SH-MSCs sebanyak 200 pL, yang diencerkan dengan NaCl
100 pL hingga mencapai volume total 300 pL. Penyuntikan dilakukan pada
area dorsal tikus, dibagi menjadi empat titik injeksi dengan dosis 75 pL per
titik, dan diberikan sebanyak empat kali dengan interval setiap 3 hari, yaitu
pada hari ke-10, 13, 16, dan 19 setelah induksi xerosis cutis.

K6 (SH-MSCs dosis 300 pL): Tikus diinduksi xerosis cutis dan diberikan
injeksi intradermal SH-MSCs sebanyak 300 pL. Penyuntikan dilakukan pada

area dorsal tikus, dibagi menjadi empat titik injeksi dengan dosis 75 uL per
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titik, dan diberikan sebanyak empat kali dengan interval setiap 3 hari, yaitu
pada hari ke-10, 13, 16, dan 19 setelah induksi xerosis cutis.
O K1: Observasi kadar AQP3 dan HA pada kelompok 1
O K2: Observasi kadar AQP3 dan HA pada kelompok 2
O K3: Observasi kadar AQP3 dan HA pada kelompok 3
O K4: Observasi kadar AQP3 dan HA pada kelompok 4
O K5: Observasi kadar AQP3 dan HA pada kelompok 5
O K6: Observasi kadar AQP3 dan HA pada kelompok 6
4.2 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.2.1 Variabel Bebas (Independen)
Injeksi intradermal secretome hypoxia Mesenchymal Stem Cells (SH-
MSCs) dengan dosis 100 pL, 200 pL, dan 300 pL.
4.2.2 Variabel Terikat (Dependen):
Variabel terikat pada penelitian ini adalah sebagai berikut :
1. Kadar AQP3: Diukur pada sampel ekstrak jaringan kulit
menggunakan metode ELISA
2. Kadar HA: Diukur pada sampel ekstrak jaringan kulit menggunakan
metode ELISA.
4.2.3 Variabel Prakondisi
Variabel prakondisi pada penelitian ini adalah induksi dengan sodium
lauryl sulfate (SLS) 5%.

4.3 Definisi Operasional
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4.3.1 Injeksi Intradermal Secretome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells
(SH-MSCs)

Injeksi intradermal secretome hypoxia Mesenchymal Stem Cells
(SH-MSCs) didefinisikan sebagai pemberian produk sekretori yang
dihasilkan oleh mesenchymal stem cells yang dipra-kondisi dalam kondisi
hipoksia, yang mengandung berbagai faktor pertumbuhan, sitokin
antiinflamasi, serta miRNA bioaktif. SH-MSCs diperoleh dari
Laboratorium Stem Cell and Cell Culture Research (SCCR) dan diberikan
melalui injeksi intradermal pada arca dorsal tikus sebagai intervensi
terapeutik untuk memperbaiki hidrasi dan homeostasis kulit pada model
xerosis cutis. Pemberian dilakukan dengan volume total 300 uL per sesi
injeksi, yang dibagi ke dalam empat titik penyuntikan dengan volume
masing-masing 75 pl. per titik. SH-MSCs diberikan dalam tiga variasi
dosis bertingkat, yaitu 100 uL, 200 uL, dan 300 pL. Pada dosis 100 pL
dan 200 uL, secretome diencerkan menggunakan larutan NaCl fisiologis
hingga mencapai volume akhir 300 pL sebelum injeksi, sedangkan dosis
300 pL diberikan tanpa pengenceran tambahan. Injeksi intradermal
dilakukan secara berkala setiap 3 hari sekali selama periode 10 hari setelah
induksi xerosis cutis.

Unit: uL

Skala: Nominal
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4.3.2 Kadar AQP3
Kadar Aquaporin-3 (AQP3) didefinisikan sebagai konsentrasi
protein AQP3 yang terdapat dalam jaringan kulit tikus pada area dorsal
setelah seluruh rangkaian perlakuan selesai (hari ke 22). Pengukuran kadar
AQP3 dilakukan menggunakan metode ELISA dengan menggunakan kit
ELISA AQP3 spesifik tikus (Rat Aquaporin-3 ELISA Kit) yang
mengandung antibodi monoklonal anti-AQP3. Sampel jaringan kulit yang
dianalisis berupa jaringan kulit dorsal tikus dengan ukuran + 1 X 1 cm atau
berat sekitar 50-100 mg, yang diambil hingga mencapai lapisan dermis.
Unit: ng/L
Skala: Rasio
4.3.3 Kadar HA
Kadar Hyaluronic Acid (HA) didefinisikan sebagai konsentrasi
HA yang terdapat dalam jaringan kulit tikus pada area dorsal setelah
seluruh rangkaian perlakuan selesai (hari ke 22). Pengukuran kadar HA
dilakukan menggunakan metode ELISA dengan menggunakan kit
ELISA HA spesifik tikus (Rat Hyaluronic Acid ELISA Kit) yang
mengandung antibodi anti-HA. Sampel jaringan kulit yang dianalisis
berupa jaringan kulit dorsal tikus dengan ukuran + 1 % 1 cm atau berat
sekitar 50—100 mg, yang diambil hingga mencapai lapisan dermis.
Unit: ng/L
Skala: Rasio

4.4 Subjek Penelitian dan Sampel Penelitian
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4.4.1 Populasi dan Sampel

Populasi penelitian ini menggunakan tikus jantan galur Wistar
(Rattus norvegicus) yang sehat dengan rentang usia 6—8 minggu serta berat
badan antara 180-200 gram. Hewan coba dipilih tanpa adanya kelainan kulit
dan diperoleh dari fasilitas laboratorium hewan percobaan milik Stem Cell
and Cancer Research,Semarang, Jawa Tengah.

Selama penelitian, tikus dipelihara dengan pemberian pakan standar
berupa pelet Bravo 512 dan air minum aquades. Pemeliharaan dilakukan
pada ruangan dengan suhu terkontrol 20-26°C, disertai ventilasi serta
pencahayaan yang memadai untuk menjaga kesehatan hewan tetap stabil.
Sebelum dilakukan perlakuan, seluruh tikus menjalani masa adaptasi
selama 7 hari guna memastikan kondisi fisiologis dalam keadaan stabil ¥+
4.4.2 Besar Sampel

Sampel dipilih menggunakan teknik randomisasi sederhana setelah tikus
memenubhi kriteria inklusi dan eksklusi. Jumlah sampel dihitung menggunakan
rumus Federer's formula sebagai berikut,

-1 =15

(6-1) (n-1)>15
5(n-1)>15
5n-5>15
5n>20

n>4
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Di mana n menunjukkan jumlah tikus per kelompok, dan t adalah jumlah
kelompok uji (kelompok kontrol dan perlakuan). Terdapat 6 kelompok, maka
minimal 4 tikus per kelompok diperlukan, dengan total sampel sebanyak 24
tikus. Sampel ditambah 1 untuk mengantisipasi dropout sehingga total tikus
adalah 5 ekor tiap kelompok dengan total 30 ekor.’! Selain itu, 4 ekor tikus
dialokasikan khusus untuk pemeriksaan histopatologi (HE), sehingga total

tikus yang digunakan dalam penelitian adalah 34 ekor.

4.4.3 Subjek Penelitian
4.4.3.1 Kriteria Inklusi
a. Tikus Wistar jantan berumur 6 — 8 minggu.
b. Berat badan antara 180-200 gram.
c.  Sehat secara klinis (aktif, nafsu makan baik, bulu bersih, dan
tidak menunjukkan tanda-tanda penyakit).
4.4.3.2 Kriteria Eksklusi
a. Tikus yang tidak menunjukkan kriteria xerosis cutis like
setelah proses induksi SLS 5%.
4.4.3.3 Kriteria Drop Out
a. Tikus menunjukkan gejala stres berat, seperti penurunan berat
badan yang signifikan (>20% dari berat awal), kelemahan
yang parah, atau inaktivitas yang mengganggu hasil penelitian.
b. Tikus yang menunjukkan reaksi lokal berat pada lokasi injeksi
intradermal, seperti nekrosis, ulserasi luas, atau infeksi berat,

sehingga pengukuran lanjutan tidak dapat dilakukan.
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c. Tikus mati selama periode penelitian, baik akibat efek
perlakuan, prosedur, atau penyebab lain.
4.5 Cara Pengambilan Sampel
Penelitian ini menggunakan metode randomisasi sederhana untuk
memastikan setiap tikus memiliki peluang yang sama untuk masuk ke salah
satu kelompok perlakuan atau kelompok kontrol. Proses ini dijelaskan sebagai
berikut:
1. Seleksi Awal
Tikus Wistar diperiksa untuk memastikan kondisi kesehatan normal,
tidak menunjukkan tanda-tanda penyakit, aktif bergerak, dan memiliki
berat badan yang sesuai dengan kriteria inklusi.
2. Aklimatisasi
Tikus dipelihara dalam kondisi standar, dengan suhu ruangan dijaga
pada suhu 20-26°C, kelembapan 40—60%, siklus terang-gelap 12 jam, dan
akses bebas ke makanan serta minuman. Tikus menjalani periode adaptasi
minimal selama I minggu sebelum dimulainya perlakuan.
3. Pembagian Kelompok
Tikus dibagi secara acak menjadi enam kelompok:
e K1 (Normal): Tikus yang tidak diinduksi xerosis cutis dan tidak
diberikan terapi apapun.
e K2 (Kontrol negatif/ kontrol injeksi): Tikus diinduksi xerosis cutis dan

diberikan injeksi intradermal NaCl 300 uL pada area dorsal, dibagi ke
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empat titik dengan dosis 75 pL per titik. Pemberian dilakukan setiap 3
hari sekali, pada hari ke-10, 13, 16, dan 19 setelah induksi xerosis cutis.
K3 (Kontrol positif / HA): Tikus diinduksi xerosis cutis dan diberikan
injeksi intradermal hyaluronic acid (HA) non-crosslink 2 mg/mL pada
area dorsal dengan total volume 300 pL, dibagi ke empat titik dengan
dosis 75 pL per titik.Pemberian dilakukan setiap 3 hari sekali, pada
hari ke-10, 13, 16, dan 19 setelah induksi xerosis cutis

K4 (SH-MSCs dosis rendah): Tikus diinduksi xerosis cutis dan
diberikan injeksi intradermal SH-MSCs pada area dorsal dengan dosis
100 pL yang diencerkan dengan NaCl 200 uL hingga total 300 pL,
dibagi ke empat titik dengan dosis 75 uL per titik.Pemberian dilakukan
setiap 3 hari sekali, pada hari ke-10, 13, 16, dan 19 setelah induksi
Xerosis cutis

K5 (SH-MSCs dosis sedang): Tikus diinduksi xerosis cutis dan
diberikan injeksi intradermal SH-MSCs pada area dorsal dengan dosis
200 pL yang diencerkan dengan NaCl 100 pL hingga total 300 uL,
dibagi ke empat titik dengan dosis 75 pL per titik. Pemberian dilakukan
setiap 3 hari sekali, pada hari ke-10, 13, 16, dan 19 setelah induksi
xerosis cutis

K6 (SH-MSCs dosis tinggi): Tikus diinduksi xerosis cutis dan
diberikan injeksi intradermal SH-MSCs pada area dorsal demgan dosis

300 uL tanpa pengenceran, dibagi ke empat titik dengan dosis 75 pL
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per titik. Pemberian dilakukan setiap 3 hari sekali, pada hari ke-10, 13,

16, dan 19 setelah induksi xerosis cutis

4.6 Alat dan Bahan Penelitian
4.6.1 Bahan Penelitian

1. Hewan Coba Tikus Wistar jantan, usia 6—8 minggu, berat badan 180—
200 gram.

2. Ketamine

3. Xylazine

4. Sodium Lauryl Sulfate (SLS) 5%

5. ELISAKit

6. Reagen PBS (phosphate-buffer saline)

7. Hematoxylin-Eosin (HE) staining

8. Alcohol

9. Aquades

10. Medium kultur MSCs

11. Trypsin-EDTA atau detachment solution

12. NaCl 0,9% steril

13. Reagen Oil Red O & Alizarin Red

14. Antibodi marker CD29, CD44, CD45, CD31

4.6.2 Alat Penelitian
1. Kandang untuk pemeliharaan tikus, tempat makan dan minum.

2. Timbangan Digital
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3. Tempat air minum tikus.

4. 6mm biopsy punch

5. Centrifuge & microcentrifuge

6. Mikropipet 1

7. 1000 pL mikropipet tip

8. Vial tube 1,5 mL

9. Coated desk glass

10. Cover glass.

11. Biosafety cabinet class I1

12. Flow cytometer

13. Hypoxic chamber

14. Tangential Flow Filtration (TFF) system
15. ELISA reader (microplate reader)

16. Paraffin embedding station & mikrotom.

4.7 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Stem Cell and Cancer Research ,

Semarang, Jawa Tengah. Penelitian telah dilakukan pada Januari 2026.



Tabel 4.1. Jadwal Penelitian
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Jenis
Kegiatan

Persiapan
Penelitian

Penyusunan
proposal dan
pengajuan ke
komite etik

Pengadaan
alat dan bahan
penelitian

Tahap
Eksperimental

Minggu | Minggu

Minggu

Minggu

Minggu

Minggu

Induksi
XEerosis
tikus

pada

Pemberian
Injeksi
secretome
MSCs
hypoxia

Pengambilan
Sampel  dan
Analisis

Pengukuran
parameter
tambahan

Analisis kadar
AQP3

Analisis kadar
HA

Pengolahan
Data dan
Penyusunan
Laporan

Pengolahan
dan analisis
data

Penyusunan
laporan
penelitian
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4.8 Prosedur Penelitian
4.8.1 Perolehan Ethical Clearance
Penelitian ini diawali dengan pengajuan permohonan persetujuan
etik kepada Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas Sultan Agung
Semarang. Tahapan ini dilakukan setelah proposal penelitian
memperoleh persetujuan dari pembimbing dan penguji. Permohonan
persetujuan etik bertujuan untuk memastikan penelitian berjalan sesuai
prinsip-prinsip etika, terutama terkait penggunaan hewan coba hewan
(3R: Reduction, Refinement, Replacement). Persetujuan etik juga
menjamin bahwa perlakuan terhadap hewan percobaan dilakukan dengan
memperhatikan kesejahteraan dan hak-hak hewan, serta mengurangi
penderitaan yang tidak perlu.
4.8.2 Persiapan Awal
Pemilihan tikus Wistar jantan berusia 6-8 minggu dengan berat
badan 180-200 gram. Pemeliharaan tikus dalam kondisi standar (suhu
20-26°C dan akses bebas ke makanan dan minuman). Adaptasi
dilakukan pada kondisi standar minimal 1 minggu sebelum perlakuan.
4.8.3 Induksi Xerosis cutis
e Persiapan Hewan Uji
Pada tahap awal, bagian punggung tikus dibersihkan dengan
mencukur rambut seluas = 2 x 3 cm (6 cm?) menggunakan alat
cukur elektrik. Proses pencukuran dilakukan hati-hati untuk

menghindari terjadinya luka pada permukaan kulit.
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o Induksi Xerosis cutis
Larutan Sodium Lauryl Sulfate (SLS) 5% disiapkan dengan
melarutkan 2,5 gram SLS ke dalam 50 mL akuades steril hingga
larut sempurna. Larutan yang telah homogen kemudian
dimasukkan ke dalam wadah steril. Kasa steril dicelupkan ke
dalam larutan SLS 5% dan diaplikasikan secara merata pada area
dorsal tikus yang telah dicukur, dengan arah pengolesan dari
kepala ke ekor, tanpa menekan kulit.”>%%%3
Proses induksi dilakukan dua kali sehari pada jam yang sama
selama sembilan hari berturut-turut. Seluruh tikus pada kelompok
K2 hingga K6 menjalani induksi ini hingga terbentuk kondisi
xerosis cutis like, yang kemudian dikonfirmasi melalui
pemeriksaan makroskopis dan mikroskopis (dermoskop) sesuai
kriteria yang telah ditetapkan.”>%?
4.8.4 Pemberian Secretome dan Titik Injeksi
Secretome Hypoxia-MSC (SH-MSC) yang digunakan dalam
penelitian ini diperoleh dari lab SCCR. SH-MSC diberikan sebanyak
empat kali, yaitu pada hari ke-10, 13, 16, dan 19 pasca induksi xerosis
cutis. Penyuntikan dilakukan secara intradermal di empat titik yang
terletak pada setiap sudut area perlakuan berukuran 2 X 3 cm untuk
memastikan distribusi merata di kulit.”>**> SH-MSCs diberikan sesuai

kelompok perlakuan dengan dosis bertingkat 100 uL, 200 uL, dan 300

puL per ekor. Untuk dosis 100 uL dan 200 pL, SH-MSCs diencerkan
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menggunakan NaCl steril hingga mencapai volume total 300 uL. Seluruh
volume injeksi kemudian dibagi ke empat titik pada area dorsal tikus,
sehingga setiap titik menerima 75 pL larutan.”
Rincian pemberian SH-MSCs pada masing-masing kelompok
adalah sebagai berikut:

e Kelompok dosis 100 pL menerima 100 pL. SH-MSCs yang
diencerkan dengan 200 uL NaCl steril dengan total volume 300
uL per ekor, dibagi menjadi empat titik penyuntikan masing-
masing 75 pL per titik.

o Kelompok dosis 200 pL menerima 200 pl. SH-MSCs yang
diencerkan dengan 100 uL NaCl steril dengan total volume 300
uL per ekor, dibagi menjadi empat titik penyuntikan masing-
masing 75 pL per titik.

o Kelompok dosis 300 pL menerima 300 pL SH-MSCs tanpa
pengenceran tambahan, dibagi menjadi empat titik penyuntikan
masing-masing 75 pL per titik.

4.8.5 Observasi Makroskopis dan Mikroskopis pada Xerosis cutis
Pengamatan kondisi xerosis cutis dilakukan melalui
pemeriksaan makroskopis (klinis) dan mikroskopis (dermoskop)
untuk memastikan tercapainya xerosis cutis like sebelum pemberian
intervensi. Pemeriksaan dilakukan menggunakan sistem skoring

XASI dan mikroskop elektron/dermoskop, serta didokumentasikan

dalam bentuk foto klinis dan foto mikroskopis/dermoskop.
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Pemeriksaan dermoskopis dipilih sebagai metode suplementer untuk
menilai morfologi permukaan kulit secara rinci karena
kemampuannya mengungkapkan pola sisik yang melampaui lekukan
kulit (plate-like scaling) dan retakan dalam, pola yang telah
dilaporkan pada severe xerosis pada manusia dan diadaptasi untuk
menilai derajat perubahan pada model hewan.”®

Pemeriksaan klinis dan dermoskopi dilakukan pada hari ke-1,
3, 6, dan 9 selama periode induksi Sodium Lauryl Sulfate (SLS) 5%.
Pada hari pertama, pemeriksaan dilakukan pada tikus normal sebagai
kondisi dasar (baseline), sedangkan pada hari ke-3, 6, dan 9 dilakukan
pada tikus yang telah diinduksi SLS untuk memantau progresivitas
perubahan kulit hingga mencapai xerosis cutis like. Foto makroskopis
juga dilakukan pada hari ke 16 dan 22 sedangkan dermoskop diambil
pada setiap kali pemberian perlakuan dan pada akhir penelitian untuk
mengevaluasi perbaikan kondisi kulit setelah intervensi.

Pemeriksaan dermoskopis dilakukan pada area kulit dorsal
tikus yang telah diinduksi SLS 5%, menggunakan dermoskop
genggam dengan pembesaran *x10—x20 tanpa cairan imersi.
Pemeriksaan dilakukan secara hati-hati dengan tekanan minimal
untuk menghindari distorsi struktur permukaan kulit. Gambaran
dermoskopis yang diamati meliputi pola dan ketebalan sisik, distribusi
sisik terhadap lekukan permukaan kulit, keberadaan retakan (fissures),

serta perubahan tekstur permukaan epidermis.
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Dermoskop ~ memungkinkan  penilaian  perubahan
mikrostruktur kulit yang tidak tampak secara klinis, termasuk
retakan, sisik, dan gangguan pola pigmen yang berkaitan dengan
xerosis berat. Meskipun kriteria dermoskopis spesifik pada model
tikus belum banyak dilaporkan, pendekatan ini tetap relevan karena
kesamaan mekanisme gangguan sawar kulit akibat SLS antara tikus
dan manusia, serta tingginya sensitivitas dermoskopi sebagai metode
non-invasif. Oleh karena itu, dermoskop digunakan sebagai alat
konfirmasi objektif terhadap penilaian klinis berbasis skor XASI.
Sistem skoring XASI ditentukan sebagai berikut:

a. Skor 0: Kulit normal, halus tanpa tanda kekeringan, sisik, retakan,
maupun kemerahan.

b. Skor 1: Xerosis cutis ringan, ditandai sisik tipis, retakan halus, dan
eritema ringan pada sebagian kecil area.

c. Skor 2: Xerosis cutis sedang, dengan sisik lebih jelas, retakan
tampak nyata, serta kemerahan yang meluas.

d. Skor 3: Xerosis cutis berat, kulit sangat kering dengan sisik tebal,
retakan cukup dalam, dan eritema intens.

e. Skor 4: Xerosis cutis sangat berat, ditandai dengan kekasaran kulit
yang nyata, inflamasi jelas, sisik berukuran besar, serta adanya

retakan dalam atau pecah-pecah.”’
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Objective signs (physician’s assessment)

0 (none) 1 (mild) 2 (moderate) 3 (severe) 4 (very severe)

Scaling

Fissures/
rhagades

Erythema

Gambar 4. 2 Skor Xerosis cutis.”

Pemeriksaan dermoskopi pada xerosis cutis menunjukkan
struktur kulit yang tidak teratur dengan pola bersisik yang menonjol
dan tepi sisik terangkat. Tampak garis-garis putih hingga kekuningan
yang dalam dan tersusun linear, yang mencerminkan akumulasi
keratin pada stratum korneum. Selain itu, pembuluh darah tampak
lebih jelas akibat dilatasi vaskular superfisial. Pola kulit normal
mengalami gangguan atau menghilang dan digantikan oleh
permukaan kulit yang tampak kasar serta bergranular.”®** Temuan-
temuan ini mencerminkan gangguan sawar kulit yang khas pada
kondisi xerosis.

Pemeriksaan  histologis =~ menggunakan  pewarnaan
Hematoxylin—Eosin (HE) dilakukan bukan sebagai metode validasi,
melainkan sebagai bukti tambahan bahwa induksi SLS 5% telah
menimbulkan perubahan struktural pada kulit. Pemeriksaan HE

hanya dilakukan pada empat ekor tikus sebagai sampel perwakilan,



62

yaitu tikus yang dipilih secara acak, terdiri atas dua tikus dari

kelompok sehat (kontrol normal) dan dua tikus dari kelompok yang

diinduksi xerosis cutis. Jaringan kulit dorsal diambil dengan ukuran

+ 1 x 1 cm, kemudian diproses menjadi preparat histologi

menggunakan metode blok parafin dan pewarnaan HE.

Secara histopatologis, xerosis cutis berat ditandai oleh
penebalan stratum korneum (hiperkeratosis), disorganisasi lapisan
epidermis, berkurangnya kelembapan jaringan yang tampak sebagai
celah antar sel, serta infiltrasi ringan sel inflamasi pada dermis
superfisial. - Temuan ini berfungsi untuk memperkuat hasil
pengamatan makroskopis dan mikroskopis.'%!°!

Tahapan preparasi histologi dilaksanakan melalui beberapa
langkah sebagai berikut:

1. Potongan kulit dari setiap kelompok tikus difiksasi
menggunakan larutan NBF 10%.

2. Sampel kemudian dibilas dengan etanol 70% hingga bebas dari
sisa fiksatif.

3. Tahap dehidrasi dilakukan dengan merendam jaringan secara
bertahap dalam alkohol 70%, 80%, 90%, 96%, dan absolut,
masing-masing selama 30 menit.

4. Setelah itu, sampel dimasukkan ke dalam toluol hingga jaringan

tampak jernih (%1 jam).
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Proses infiltrasi dilakukan di oven bersuhu 56—-60°C dengan
perendaman dalam campuran toluol dan parafin dengan
perbandingan 3:1, 1:1, dan 1:3 masing-masing 30 menit,
dilanjutkan perendaman berturut-turut dalam parafin murni I, II,
dan III selama 30 menit tiap tahap.

Pada tahap embedding, jaringan yang telah berada dalam parafin
murni dituangkan ke cetakan blok parafin dan dibiarkan hingga
parafin mengeras.

Blok parafin kemudian dipotong menggunakan mikrotom
dengan ketebalan £6 um.

Potongan jaringan ditempelkan pada kaca objek yang
sebelumnya dilapisi Mayer’s albumin, ditetesi sedikit aquades,
lalu dipanaskan di /ot plate hingga menempel sempurna.
Preparat yang sudah menempel dideparafinisasi dengan
perendaman dalam xylol selama 24 jam.

Pewarnaan jaringan dilakukan dengan metode Hematoksilin-
Eosin (HE) di mana sisa xylol dihilangkan, jaringan direndam
berturut-turut dalam alkohol 96-30% dan aquades, lalu
dicelupkan ke hematoksilin (5-10 detik), dibilas air mengalir
(10 menit), dehidrasi bertahap kembali dalam alkohol 30-96%,
kemudian dicelupkan ke eosin (5—10 menit). Setelah itu, sampel
dikeringkan, dimasukkan ke xylol £15 menit, dan ditetesi

canada balsam.
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11. Preparat ditutup kaca penutup, diberi label, dan disimpan dalam
kotak sediaan.!0%10!

4.9 Teknik Pengumpulan Data

4.9.1 Persiapan sampel

1. Pengambilan Sampel: Sampel jaringan kulit diambil dengan
prosedur biopsi pada hewan percobaan yang telah disetujui oleh
komite etik.

2. Ekstraksi Protein: Jaringan sampel dicuci dengan PBS (phosphate-
buffered saline) untuk menghilangkan kotoran. Selanjutnya, jaringan
dihancurkan menggunakan pelarut lisis untuk ekstraksi protein, dan
hasil supernatan yang mengandung AQP3 atau HA disaring dan
disiapkan untuk analisis.

3. Penyimpanan Sampel: Sampel disimpan pada suhu -80°C jika tidak
segera dianalisis untuk mencegah degradasi.'?>!%

4.9.2 Analisis Kadar AQP3 dan HA
Analists Kadar AQP3 dan HA dilakukan dengan menggunakan
metode ELISA. ELISA digunakan karena kemampuannya untuk
mendeteksi dan mengukur konsentrasi protein atau sitokin dalam
sampel secara kuantitatif dan sensitif. Berikut adalah langkah-langkah
analisisnya:
1. Penyapuan Mikroplate: Plate mikrotiter dilapisi dengan antibodi

spesifik masing-masing untuk AQP3 dan HA dan diinkubasi pada
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suhu 4°C selama semalam untuk memastikan pengikatan yang
baik.

. Penambahan Sampel: Larutan sampel yang telah dipersiapkan
ditambahkan ke sumur plate mikrotiter dan diinkubasi selama 1-
2 jam pada suhu kamar. Selama inkubasi, AQP3 dan HA dalam
sampel akan terikat pada antibodi yang ada di permukaan sumur.
. Pencucian: Plate dicuci untuk menghilangkan molekul yang tidak
terikat.

. Penambahan Antibodi Sekunder: Antibodi sekunder yang
terkonjugasi dengan enzim horseradish peroxidase (HRP)
ditambahkan dan diinkubasi selama 1 jam.

. Pencucian; Plate dicuci untuk menghilangkan antibodi sekunder
yang tidak terikat.

. Penambahan Substrat: Substrat yang sesuai untuk HRP (seperti
TMB) ditambahkan. Reaksi enzimatis akan menghasilkan
perubahan warna yang dapat diukur pada panjang gelombang 450
nm menggunakan spektrofotometer.

. Kuantifikasi AQP3 dan HA: Konsentrasi AQP3 dan HA dihitung
berdasarkan kurva standar yang dibuat menggunakan kontrol
AQP3 dan HA dengan konsentrasi yang diketahui. Hasil
absorbansi dari sampel dibandingkan dengan kurva standar untuk
menentukan masing-masing konsentrasi AQP3 dan HA dalam

sampel.
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4.10 Analisis Data
Analisis data yang diperoleh dari penelitian ini dilakukan secara sistematis
untuk memastikan keakuratan interpretasi dan kesimpulan ilmiah. Tahap awal
analisis dimulai dengan pemeriksaan normalitas data menggunakan uji Shapiro-
Wilk. Uji ini bertujuan untuk menilai apakah distribusi data mengikuti pola
normal, sehingga menjadi dasar pemilihan metode statistik selanjutnya. Data yang
menunjukkan distribusi normal memungkinkan penggunaan metode parametrik,
sedangkan data yang tidak memenuhi asumsi normalitas dianalisis menggunakan

metode non-parametrik.

Pengujian homogenitas data dengan Levenes test dilakukan setelah
pemeriksaan normalitas. Uji ini digunakan untuk memastikan bahwa variansi
antar kelompok relatif sama, yang merupakan salah satu asumsi penting dalam
analisis perbandingan kelompok. Perbandingan antar enam kelompok perlakuan
dilakukan berdasarkan hasil uji normalitas dan homogenitas. Data AQP3
memenuhi asumsi normal dan homogen sehingga digunakan One-Way ANOVA
untuk menganalisis perbedaan rata-rata antar kelompok. One-Way ANOVA
memungkinkan identifikasi apakah terdapat perbedaan signifikan secara

keseluruhan sebelum menilai perbedaan spesifik antar kelompok.

Data AQP3 dilanjutkan dengan uji post hoc LSD untuk menentukan
kelompok mana yang berbeda secara signifikan. Sedangkan data HA memenuhi
asumsi normal tapi tidak homogen sehingga digunakan uji One Way ANOVA yang

kemudian dilanjutkan menggunakan uji post hoc Tamhane sebagai metode
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komparasi. Seluruh analisis dilakukan menggunakan perangkat lunak statistik

yang telah tervalidasi, dengan tingkat signifikansi ditetapkan pada p<0,05.

Hasil analisis statistik ini kemudian diinterpretasikan secara komprehensif
untuk menilai efek perlakuan terhadap parameter penelitian, seperti kadar AQP3
dan HA, serta untuk menguyji hipotesis yang diajukan. Pendekatan ini memastikan
bahwa setiap temuan didukung oleh bukti statistik yang kuat, sehingga dapat
memberikan kesimpulan yang valid mengenai potensi terapeutik Secretome

Hypoxia-MSCs dalam memperbaiki kondisi xerosis cutis pada model hewan.’!



4.11 Alur Penelitian

34 tikus wistar jantan sehat diadaptasi selama 7 hari
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cad SH-MSCs yang
Randomisasi diperoleh dari
| Lab SCCR
Induksi xerosis cutis dengan SLS 5%
selama 9 hari.
|
Validasi xerosis cutis hari ke-9 secara
makroskopis dan mikroskopis/dermoskop
|
Pengambilan sampel jaringan kulit hari ke-10 untuk pemeriksaan
histopatologi (HE) pada sampel perwakilan (2 tikus kontrol normal &
2 tikus xerosis cutis)
| |
| |
K1: K2: K3: K4: KS: K6 :
tikus sehat Tikus Tikus Tikus Tikus Tikus
(tanpa Xerosis Xerosis cutis Xerosis cutis Xerosis cutis Xerosis cutis
induksi cutis dengan dengan dengan dengan
xerosis dengan injeksi injeksi injeksi injeksi
cutis dan injeksi intradermal intradermal intradermal intradermal
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Pengambilan sampel jaringan kulit setiap kelompok hari ke-22

Pemeriksaan kadar AQP3 dan HA dengan ELISA

Analisis Statistik

Gambar 4.3 Alur Penelitian



BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN
5.1 Hasil Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh pemberian
Secretome Hypoxia-MSC (SH-MSCs) terhadap kondisi xerosis pada tikus
model xerosis cutis like. Penelitian eksperimental ini dilaksanakan selama 22
hari, yang mencakup induksi xerosis cutis, pemberian perlakuan injeksi
intradermal, serta pengambilan sampel jaringan kulit untuk analisis biomarker
dan evaluasi morfologi kulit secara makroskopis dan mikroskopis.

Penelitian ini menggunakan 34 ekor tikus, dimana 4 ekor dialokasikan
untuk pemeriksaan histopatologi (HE). Sebanyak 30 ekor tikus Wistar jantan
sehat sisanya dibagi ke dalam enam kelompok, masing-masing terdiri dari lima
ekor. Kelompok pertama (K1) merupakan kelompok kontrol sehat tanpa
induksi xerosis dan tanpa perlakuan, sedangkan kelompok kedua (K2)
merupakan kontrol negatif yang diinduksi xerosis cutis dengan larutan Sodium
Lauryl Sulfate (SLS) 5% dan diberikan injeksi NaCl steril sebagai kontrol.
Kelompok ketiga (K3) merupakan control positif yang diinduksi dengan SLS
5% dan diberikan injeksi HA non-crosslink. Sedangkan kelompok keempat
hingga keenam (K4-K6) merupakan kelompok perlakuan yang diinduksi
xerosis cutis dan menerima SH-MSCs dengan dosis bertingkat, yaitu 100 pL
(K4), 200 pL (K5), serta dosis tertinggi 300 pL penuh tanpa pengenceran (K6).

Masa adaptasi dilakukan selama 7 hari di laboratorium sebelum induksi.

Induksi xerosis cutis dilakukan dengan aplikasi larutan SLS 5% secara topikal
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dua kali sehari selama 9 hari. Validasi kondisi xerosis cutis dilakukan setiap
tiga hari melalui pemeriksaan makroskopis dan mikroskopis (dermoskop
genggam dengan pembesaran x10-20) untuk memastikan terbentuknya model
xerosis cutis like. Pemeriksaan histologis menggunakan pewarnaan
Hematoxylin—Eosin dilakukan pada sampel perwakilan untuk memperkuat
temuan makroskopis dan mikroskopis.
Setelah induksi, SH-MSCs diberikan secara intradermal pada empat titik
di area dorsal yang telah diinduksi xerosis, sebanyak empat kali pada hari ke-
10, 13, 16, dan 19. Pada setiap titik diberikan volume yang sama untuk
memastikan distribusi merata sesuai - dosis masing-masing kelompok.
Pengambilan jaringan kulit dilakukan pada hari ke-22 setelah perlakuan,
dengan tikus dianestesi sesuai prosedur etika penelitian hewan. Jaringan kulit
kemudian dianalisis menggunakan metode ELISA untuk evaluasi biomarker,
serta diamati secara makroskopis dan dermoskopis untuk menilai perbaikan
kondisi kulit setelah intervensi.
5.1.1 Hasil Validasi Animal Model Xerosis
Validasi model hewan xerosis cutis dilakukan untuk memastikan
keberhasilan induksi Sodium Lauryl Sulfate (SLS) 5% dalam menimbulkan
perubahan kulit yang sesuai dengan karakteristik model xerosis cutis like.
Proses validasi dilakukan melalui observasi makroskopis dan mikroskopis
(dermoskopis) secara berkala selama periode induksi.
Pengamatan makroskopis dilakukan pada hari ke-0 (HO), ke-3 (H3), ke-

6 (H6), dan ke-9 (H9) untuk menilai progresivitas perubahan morfologi kulit
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yang meliputi tingkat kekeringan, pembentukan sisik, eritema, dan retakan
kulit. Perubahan tersebut diamati sebagai indikator perkembangan xerosis
cutis dari kondisi normal hingga mencapai kondisi xerosis cutis like.
Gambaran makroskopis perubahan kondisi kulit selama proses induksi SLS

5% disajikan pada Gambar 5.1.

Gambar 5.1 Gambaran Makroskopis Xerosis Cutis Like pada Hari ke-0 (HO),
ke-3 (H3), ke-6 (H6), dan ke-9 (H9) setelah Induksi SLS 5%:
(A) Dengan Mikroskop Digital; (B) Dengan Kamera Digital.

Gambar 5.1 menunjukkan perkembangan perubahan kulit tikus
selama proses induksi xerosis cutis menggunakan SLS 5% yang diamati
secara dermoskopis (A) dan makroskopis/visual (B) pada hari ke-0 (HO), ke-
3 (H3), ke-6 (H6), dan ke-9 (H9).

Pada pengamatan dermoskopis (Gambar 5.1A), kulit pada hari ke-0
(HO) tampak homogen dengan permukaan relatif halus, tanpa sisik, retakan,
maupun kelainan pola permukaan kulit, yang mencerminkan kondisi kulit

normal. Pada hari ke-3 (H3), mulai terlihat perubahan awal berupa
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peningkatan kekasaran permukaan kulit dan munculnya sisik tipis yang
tersebar tidak merata. Pada hari ke-6 (H6), sisik tampak lebih jelas dan lebih
tebal, disertai perubahan tekstur permukaan kulit yang semakin kasar. Pada
hari ke-9 (H9), tampak gambaran khas xerosis cutis berat berupa sisik tebal
berlapis (plate-like scaling) yang melampaui lekukan kulit serta retakan yang
lebih dalam, yang menunjukkan kerusakan sawar kulit yang signifikan.

Pada pengamatan makroskopis (Gambar 5.1B), kulit dorsal tikus pada
hari ke-0 (HO) tampak normal, berwarna pucat kemerahan, halus, dan tanpa
tanda iritasi maupun deskuamasi. Pada hari ke-3 (H3), mulai tampak
perubahan berupa kulit yang lebih kering dan sedikit kasar. Pada hari ke-6
(H6), perubahan klinis semakin nyata permukaan kulit kasar yang lebih jelas,
peningkatan kekeringan, serta eritema ringan pada area kulit yang diinduksi.
Pada hari ke-9 (H9), kulit menunjukkan karakteristik xerosis cutis like,
ditandai dengan permukaan kulit yang sangat kering, sisik tebal, retakan yang
terlihat jelas, serta perubahan warna kulit yang mengindikasikan adanya
proses inflamasi.

Secara keseluruhan, hasil pengamatan dermoskopis dan makroskopis
menunjukkan adanya progresivitas perubahan kulit yang konsisten selama
periode induksi SLS 5%. Temuan ini mengonfirmasi bahwa paparan SLS 5%
selama sembilan hari berhasil membentuk model xerosis cutis like pada tikus
Wistar, yang selanjutnya digunakan sebagai dasar untuk pemberian intervensi

pada tahap penelitian berikutnya.
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Untuk memperkuat temuan makroskopis dan dermoskopis tersebut,

dilakukan pemeriksaan histologis jaringan kulit menggunakan pewarnaan

Hematoksilin—Eosin (HE), yang disajikan pada Gambar 5.2.

Gambar 5.2 asil pe "’Jﬁ-"ﬂﬂ!
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serat kolagen yang rapat dan teratur, mencerminkan kondisi kulit normal.
Sebaliknya, pada kelompok perlakuan SLS 5% selama sembilan hari
(Gambar 5.2B), terlihat perubahan histopatologis yang signifikan.
Pengelupasan stratum korneum (panah hitam) menunjukkan gangguan pada
lapisan pelindung kulit, sementara penebalan epidermis (panah hitam

berkepala dua) mengindikasikan respons hiperproliferasi sel epidermis akibat
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iritasi kimia. Peningkatan lapisan granula (segitiga biru) serta diferensiasi
keratinosit yang abnormal mencerminkan gangguan proses keratinisasi.

Selain perubahan pada epidermis, lapisan dermis juga menunjukkan
alterasi struktur jaringan. Serat kolagen tampak lebih tipis dan tidak teratur,
serta dikelilingi oleh area kosong (white spaces) yang luas, yang
mengindikasikan penurunan kepadatan jaringan dan gangguan integritas
matriks ekstraseluler. Akumulasi sel darah merah di dermis (panah merah)
menunjukkan adanya dilatasi vaskular dan peningkatan permeabilitas
pembuluh darah yang berkaitan dengan proses inflamasi.

Hasil histopatologis ini mengonfirmasi bahwa induksi SLS 5% selama
sembilan hari menyebabkan kerusakan struktur epidermis dan dermis yang
konsisten dengan karakteristik xerosis cutis like. Hasil ini memperkuat
temuan makroskopis-dan dermoskopis sebelumnya, sehingga model hewan
xerosis cutis yang digunakan dalam penelitian ini dapat dinyatakan valid
untuk tahap intervensi selanjutnya.

5.1.2 Hasil Validasi SH-MSCs

Validasi Secretome Hypoxia-MSC (SH-MSCs) dilakukan untuk
memastikan bahwa secretome yang digunakan dalam penelitian ini berasal
dari sel punca mesenkimal (Mesenchymal Stem Cells, MSCs) yang telah
melalui proses isolasi dan kultur sesuai prosedur standar. Tahap awal validasi
dilakukan melalui pengamatan morfologi sel hasil isolasi MSCs untuk

mengidentifikasi karakteristik sel yang sesuai dengan kriteria MSCs.
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Proses isolasi MSCs menghasilkan populasi sel yang mampu
beradherensi pada permukaan kultur dan menunjukkan pola pertumbuhan
yang khas. Karakterisasi awal dilakukan melalui pengamatan morfologi sel
untuk memastikan bahwa sel hasil isolasi memiliki ciri yang sesuai dengan
MSC. Pengamatan morfologi sel hasil isolasi MSC dilakukan menggunakan
mikroskop cahaya pada pembesaran 100%. Gambaran morfologi sel MSCs

disajikan pada Gambar 5.3 sebagai dasar validasi sumber SH-MSCs yang

digunakan dalam penelitian ini.

Gambar 5.3 Morfologi Khas MSCs. Morfologi berbentuk fibroblast-like pada
pembesaran 100x

Gambar 5.3 memperlihatkan bahwa sel hasil isolasi MSCs
menunjukkan morfologi fibroblast-like yang khas, dengan bentuk sel
memanjang dan pertumbuhan adheren pada permukaan kultur. Karakteristik
ini mengindikasikan bahwa sel yang diperoleh memiliki fenotipe yang sesuai
dengan MSCs.

Karakterisasi sel selanjutnya dilakukan melalui evaluasi kemampuan
diferensiasi MSCs ke arah osteogenik dan kondrogenik. Pengujian ini

digunakan untuk menilai potensi diferensiasi sel hasil isolasi sebagai bagian
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dari validasi MSCs. Hasil pengamatan diferensiasi MSCs ditampilkan pada
Gambar 5.4.

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

Gambar 5.4 menunjukkan kemampuan MSCs hasil isolasi untuk
berdiferensiasi menjadi sel osteogenik dan kondrogenik. Pada diferensiasi
osteogenik (Gambar 5.4A), pewarnaan Alizarin Red memperlihatkan deposisi
kalsium yang tampak sebagai area berwarna merah, yang mencerminkan
pembentukan matriks mineral sebagai karakteristik sel osteoblast. Pada
diferensiasi kondrogenik (Gambar 54B), pewarnaan Alcian Blue
menunjukkan akumulasi matriks proteoglikan yang tampak sebagai area
berwarna biru, yang merupakan ciri khas diferensiasi sel ke arah kondrosit.

Hasil uji diferensiasi osteogenik dan kondrogenik mengonfirmasi
bahwa MSCs yang diperoleh dari proses isolasi memiliki sifat multipoten
yang merupakan karakteristik utama sel punca mesenkimal. Validasi ini
menjadi dasar bahwa sel yang digunakan sebagai sumber SH-MSCs dalam
penelitian ini telah memenuhi kriteria biologis MSCs.

Selain karakterisasi morfologi dan kemampuan diferensiasi, dilakukan

pula analisis viabilitas dan populasi sel MSCs untuk memastikan kualitas sel
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yang digunakan. Evaluasi ini dilakukan melalui analisis gating populasi sel
MSCs yang viable, yang disajikan pada Gambar 5.5.
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Gambar 5.5 Gating populasi sel MSCs yang viable

Setelah proses gating dilakukan untuk mengidentifikasi populasi sel
MSCs yang viable, tahap selanjutnya adalah karakterisasi imunofenotipe sel
menggunakan - metode flow cytometry. Analisis ini bertujuan untuk
memastikan bahwa sel yang diperoleh memenuhi kriteria karakteristik MSCs
berdasarkan ekspresi penanda permukaan sel.

Parameter yang dianalisis meliputi ekspresi marker negatif
hematopoietik dan endotelial, yaitu CD45 dan CD31, serta marker positif
MSC, yaitu CD90 dan CD29. Hasil analisis menunjukkan bahwa populasi sel
MSC yang diperoleh memiliki ekspresi marker negatif yang rendah dan
marker positif yang tinggi, yang mengindikasikan kemurnian dan

karakteristik MSCs yang baik.
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Gambar 5.6 Analisis flow cytometry terhadap ekspresi CD45, CD31,CD90

dan CD29.

Berdasarkan hasil analisis flow cytometry pada Gambar 5.6, populasi
sel hasil isolasi menunjukkan pola ekspresi marker permukaan yang konsisten
dengan karakteristik MSCs. Marker positif MSCs, yaitu CD90 dan CD29,
diekspresikan dalam persentase tinggi masing-masing sebesar 94,54% dan
99,44%, sedangkan marker non-MSCs, yaitu CD45 dan CD31, menunjukkan
ekspresi yang sangat rendah masing-masing sebesar 0,53% dan 0,34%.

Profil imunofenotipe tersebut mengindikasikan bahwa populasi sel
yang diperoleh memiliki kemurnian yang tinggi sebagai MSCs dan
memenuhi  kriteria identifikasi MSCs berdasarkan ekspresi marker
permukaan sel. Dengan demikian, SH-MSCs yang digunakan dalam

penelitian ini telah tervalidasi secara morfologis, fungsional, dan
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imunofenotipik. Selanjutnya, profil komponen SH-MSCs yang digunakan
dalam penelitian ini disajikan pada Tabel 5.1.

Tabel 5.1 Profil Komponen SH-MSCs

Parameter Hasil Standar Metode Analisis
VEGF 321,43 pg/mL >100 pg/mL ELISA
IFN-y Undetected <50 pg/mL ELISA
IL-10 168 pg/mL > 100 pg/mL ELISA

Berdasarkan hasil analisis profil komponen SH-MSCs pada Tabel 5.1,
diketahui bahwa faktor pertumbuhan dan mediator imun yang terkandung
dalam SH-MSCs menunjukkan karakteristik biologis yang mendukung
potensi regeneratif dan imunomodulator. Kadar Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) terdeteksi sebesar 321,43 pg/mL, melampaui nilai standar
>100 pg/mL, yang menunjukkan potensi SH-MSCs dalam mendukung proses
angiogenesis dan perbaikan jaringan.

Selain itu, interleukin-10 (IL-10) terukur sebesar 168 pg/mL, juga
berada di atas nilai standar >100 pg/mL, yang mengindikasikan aktivitas
antiinflamasi yang signifikan. Sebaliknya, interferon-y (IFN-y) tidak
terdeteksi (undetected), sesual dengan standar <50 pg/mL, yang
mencerminkan rendahnya aktivitas proinflamasi dalam SH-MSCs.

Secara keseluruhan, profil komponen SH-MSCs yang diperoleh
menunjukkan keseimbangan faktor pertumbuhan dan mediator imun yang
mendukung efek regeneratif serta modulasi respons inflamasi, sehingga SH-

MSCs layak digunakan sebagai bahan intervensi dalam penelitian ini.
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Analisis kadar AQP3 dilakukan untuk mengevaluasi perubahan

kadar protein yang berperan dalam regulasi hidrasi kulit dan fungsi

barrier epidermis pada setiap kelompok perlakuan. Hasil analisis

deskriptif dan uji statistik kadar AQP3 antar kelompok perlakuan

disajikan pada Tabel 5.2.

Tabel 5.2 Uji Deskriptif Rata-rata Kadar AQP3 dan Uji One-Way ANOVA

Tikus Kontrol Kontrol SH- SH- SH- P
Kelompok Sehat Negatif  Positif ~ MSCs MSCs MSCs value
(K1) (K2) (K3) (K4) KS  (K6)
Kadar AQP3 (ng/L)
Mean 628,56 130,96~ 271,44 353,80 494,30 626,96
SD 6,31 8,00 8,29 4,37 9,40 5,05
Shapiro- 0,158 0,830 0,905 0,275 0,122 0,784
Wilk
Levene Test 0,449
One-Way ANOVA <0,001

Keterangan:
Shapiro-Wilk
Levene Test

= Distribusi normal (p>0,05)

= Data homogen (p>0,05)

One-Way ANOVA= Terdapat perbedaan signifikan antar kelompok (p<0,05)
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Gambar 5.7 Rata-rata Kadar AQP3 antar Kelompok
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Berdasarkan hasil analisis deskriptif pada Tabel 5.2 dan Gambar
5.7, kadar AQP3 menunjukkan perbedaan yang jelas antar kelompok.
Kelompok tikus sehat (K1) memiliki kadar AQP3 tertinggi,
mencerminkan kondisi kulit normal tanpa induksi xerosis. Sebaliknya,
kelompok kontrol negatif (K2) menunjukkan kadar AQP3 terendah, yang
mengindikasikan penurunan ekspresi AQP3 akibat induksi xerosis cutis
dengan SLS 5%.

Pada kelompok kontrol positif (K3), kadar AQP3 meningkat
dibandingkan kelompok kontrol negatif, namun masih lebih rendah
dibandingkan kelompok tikus sehat. Hal ini menunjukkan adanya
perbaikan parsial terhadap kondisi xerosis.

Pada kelompok perlakuan SH-MSCs (K4, K5, dan K6), terlihat
peningkatan kadar AQP3 vang lebih jelas dibandingkan kelompok
kontrol negatif dan kontrol positif. Peningkatan kadar AQP3
menunjukkan pola bertahap, di mana kelompok K4 memiliki kadar lebih
rendah dibandingkan K5, dan K6 menunjukkan kadar yang mendekati
kelompok tikus sehat. Pola ini mengindikasikan adanya hubungan antara
pemberian SH-MSCs dengan peningkatan kadar AQP3.

Uji normalitas Shapiro—Wilk menunjukkan bahwa seluruh
kelompok memiliki distribusi data yang normal (p>0,05), sedangkan uji
homogenitas varians Levene Test menunjukkan bahwa data bersifat
homogen (p>0,05). Oleh karena itu, data memenuhi syarat untuk

dilakukan uji parametrik menggunakan One-Way ANOVA.
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Hasil uji One-Way ANOVA menunjukkan adanya perbedaan yang
signifikan kadar AQP3 antar kelompok perlakuan (»p<0,001). Temuan ini
mengindikasikan bahwa perlakuan SH-MSCs memberikan pengaruh
terhadap kadar AQP3 pada model xerosis cutis, dengan pola peningkatan
yang mendekati kondisi fisiologis normal pada kelompok tikus sehat.
Untuk mengetahui perbedaan kadar AQP3 secara spesifik antar
kelompok perlakuan, dilakukan analisis lanjutan menggunakan uji Post
Hoc LSD yang hasilnya disajikan pada Tabel 5.3.

Tabel 5.3 Hasil Uji Post Hoc LSD setelah Perlakuan terhadap rata-rata

kadar AQP3
Kelompok K1 K2 K3 K4 KS Ké
K1 - <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* 0,726
K2 - <0,001* <0,001* <0,001* <0,001%*
K3 - <0,001* <0,001* <0,001%*
K4 - <0,001* <0,001*
KS - <0,001*

K6 -

Keterangan: *Bermakna p<0,05

Hasil uji Post Hoc LSD pada Tabel 5.3 menunjukkan bahwa
hampir seluruh pasangan kelompok memiliki perbedaan kadar AQP3
yang bermakna secara statistik (p<0,05). Kelompok kontrol sehat (K1)
berbeda signifikan dengan kelompok kontrol negatif (K2), kontrol positif
(K3), serta kelompok perlakuan SH-MSCs dosis rendah hingga sedang
(K4 dan K5), namun tidak berbeda signifikan dengan kelompok SH-

MSC:s dosis tertinggi (K6) (p=0,726).
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Kelompok kontrol negatif (K2) menunjukkan perbedaan

signifikan dibandingkan seluruh kelompok lainnya, yang mencerminkan

penurunan kadar AQP3 yang paling nyata akibat induksi xerosis cutis.

Sementara itu, kelompok kontrol positif (K3) dan kelompok perlakuan

SH-MSCs (K4-K6) juga berbeda signifikan satu sama lain, dengan pola

peningkatan kadar AQP3 yang sejalan dengan peningkatan dosis SH-

MSCs. Hasil ini menunjukkan bahwa pemberian SH-MSCs mampu

meningkatkan kadar AQP3 secara bertahap, dengan efek yang paling

mendekati kondisi fisiologis normal terlihat pada kelompok K6.

5.1.4 Hasil Analisis Kadar HA

Analisis kadar HA dilakukan untuk mengevaluasi perubahan

profil hidrasi kulit pada model xerosis cutis setelah pemberian SH-MSCs.

Hasil uji deskriptif dan uji One-Way ANOVA kadar HA disajikan pada

Tabel 5.4.

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

Tikus Kontrol Kontrol SH- SH- SH- P
Kelompok Sehat Negatif Positif  MSCs MSCs MSCs value
(K1) (K2) (K3) (K4) (K3) (K6)
Kadar HA (ng/L)
Mean 735,66 198,52 261,60 365,02 451,28 737,41
SD 11,78 5,56 6,87 5,31 7,20 11,25
Shapiro- 0,611 0,558 0,446 0,380 0,341 0,054
Wilk
Levene Test 0,035
One-Way ANOVA <0,001

Keterangan:
Shapiro-Wilk = Distribusi normal (p>0,05)
Levene Test = Data tidak homogen (p<0,05)

One-Way ANOVA= Terdapat perbedaan signifikan antar kelompok (p<0,05)



84

*kk *kk

800 A

700 A

600

*hk
500 H

Fkk K1
400 A

Kadar Relatif HA

*kk

300 1 Em— K3
=K4
200 1 mKs

mK6
100 ~

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
Gambar 5.8 Rata-rata Kadar HA antar Kelompok

Berdasarkan hasil analisis pada Tabel 5.4 dan Gambar 5.8, kadar
HA menunjukkan wvariasi yang nyata antar kelompok perlakuan.
Kelompok tikus sehat (K1) memperlihatkan kadar HA yang tinggi,
menggambarkan kondisi hidrasi kulit yang optimal. Sebaliknya,
kelompok kontrol negatif (K2) mengalami penurunan kadar HA dan
merupakan kelompok dengan kadar HA yang paling rendah, yang
mencerminkan gangguan hidrasi kulit akibat induksi xerosis cutis
menggunakan SLS 5%.

Kelompok kontrol positif (K3) menunjukkan peningkatan kadar
HA dibandingkan kelompok kontrol negatif, namun nilainya masih
berada di bawah kelompok tikus sehat. Temuan ini menunjukkan bahwa
intervensi pada kelompok kontrol positif mampu memperbaiki kondisi
xerosis, tetapi efeknya belum maksimal.

Pada kelompok yang mendapat perlakuan SH-MSCs (K4, K5, dan

K6), terjadi peningkatan kadar HA yang lebih progresif. Kelompok K4



85

menunjukkan kenaikan kadar HA dibandingkan K3, diikuti peningkatan
yang lebih tinggi pada K5, sementara K6 menunjukkan kadar HA yang
hampir setara dengan kelompok tikus sehat. Pola ini menggambarkan
respons yang meningkat seiring perlakuan SH-MSCs, yang berkontribusi
pada perbaikan hidrasi kulit.

Hasil uji normalitas Shapiro—Wilk menunjukkan bahwa data kadar
HA pada seluruh kelompok berdistribusi normal (p>0,05). Namun, uji
homogenitas varians menggunakan Levene Test menunjukkan bahwa
data tidak homogen (p<0,05). Analisis dilanjutkan dengan uji One-Way
ANOVA dan menunjukkan perbedaan yang signifikan antar kelompok
(p<0,001). Hasil ini menegaskan bahwa pemberian SH-MSCs
berpengaruh terhadap kadar HA pada model xerosis cutis. Untuk
mengidentifikasi perbedaan antar kelompok secara lebih rinci, dilakukan
analisis lanjutan menggunakan uji Post Hoc Iamhane yang disajikan
pada tabel 5.5.

Tabel 5.5 Hasil Uji Post Hoc Tamhane setelah Perlakuan terhadap rata-

rata kadar HA
Kelompok K1 K2 K3 K4 KS K6
K1 - <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* 1,000
K2 - <0,001* <0,001* <0,001* <0,001%*
K3 - <0,001* <0,001* <0,001*
K4 - <0,001* <0,001*
K5 - <0,001*

Ké -

Keterangan: *Bermakna p<0,05
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Hasil uji lanjut Post Hoc Tamhane pada Tabel 5.5 menunjukkan
adanya perbedaan yang bermakna kadar HA antara hampir seluruh
kelompok perlakuan (p<0,05). Kelompok tikus sehat (K1) berbeda
signifikan dengan kelompok kontrol negatif (K2), kontrol positif (K3),
serta seluruh kelompok perlakuan SH-MSCs (K4 dan K5). Namun, tidak
ditemukan perbedaan yang signifikan antara kelompok tikus sehat (K1)
dan kelompok SH-MSCs dosis tertinggi (K6) (p=1,000), yang
menunjukkan bahwa kadar HA pada kelompok K6 telah mendekati
kondisi fisiologis normal.

Perbandingan antar kelompok perlakuan menunjukkan bahwa
kelompok kontrol negatif (K2) berbeda signifikan dengan seluruh
kelompok  lainnya, menegaskan bahwa induksi xerosis cutis
menyebabkan penurunan kadar HA yang nyata. Kelompok kontrol positif
(K3) juga menunjukkan perbedaan signifikan dengan kelompok SH-
MSCs (K4, K5, dan K6), yang mengindikasikan bahwa pemberian SH-
MSCs memberikan efek peningkatan kadar HA yang lebih kuat
dibandingkan Kontrol positif.

Selain itu, perbedaan signifikan antara kelompok K4, K5, dan K6
menunjukkan adanya pola peningkatan kadar HA yang bertahap seiring
peningkatan dosis SH-MSCs. Temuan ini memperkuat bahwa pemberian
SH-MSCs berperan dalam meningkatkan kadar HA pada model xerosis

cutis, dengan efek yang paling optimal pada dosis tertinggi.
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5.2 Pembahasan

Xerosis cutis merupakan kondisi kulit kering yang terjadi akibat
gangguan fungsi sawar epidermis, penurunan kandungan lipid stratum
korneum, serta perubahan regulasi protein dan matriks ekstraseluler yang
berperan dalam hidrasi kulit. °*** Dalam penelitian ini, induksi Sodium Lauryl
Sulfate (SLS) 5% digunakan untuk meniru kondisi xerosis cutis like pada
tikus Wistar. Hasil pengamatan makroskopis, dermoskopis, dan histologis
menunjukkan bahwa paparan SLS secara berulang mampu menimbulkan
perubahan morfologi dan struktur kulit yang menyerupai xerosis berat,
sehingga model hewan yang digunakan dapat dianggap representatif untuk
mengevaluasi efek intervensi SH-MSCs.

Secara biologis, SLS sebagai surfaktan anionik bekerja dengan
melarutkan lipid epidermis dan merusak struktur lamellar lipid di stratum
korneum. Kerusakan ini meningkatkan transepidermal water loss (TEWL)
dan mengurangi kemampuan kulit mempertahankan kelembapan. Selain itu,
SLS juga memicu stres oksidatif dan respons inflamasi, yang berdampak pada
perubahan proliferasi dan diferensiasi keratinosit. Kondisi ini menjelaskan
munculnya hiperkeratosis, penebalan epidermis, serta perubahan struktur
dermis yang diamati pada kelompok kontrol negatif. Temuan ini sejalan
dengan laporan penelitian sebelumnya yang menyebutkan bahwa paparan
SLS secara kronis dapat menurunkan integritas barrier kulit dan memodulasi

ekspresi protein yang berperan dalam hidrasi epidermis.!
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Pada kelompok tikus sehat (K1), kadar AQP3 dan HA berada pada nilai
tertinggi yang mencerminkan kondisi fisiologis normal kulit. Secara biologis,
tingginya AQP3 pada K1 menunjukkan fungsi optimal keratinosit dalam
transport air dan gliserol, yang berkontribusi pada hidrasi epidermis dan
homeostasis kulit. Selain itu, kadar HA yang tinggi pada K1 mencerminkan
aktivitas fibroblas yang normal dalam sintesis matriks ekstraseluler dermis.
Kondisi ini menunjukkan bahwa pada kulit normal, terdapat keseimbangan
antara proses sintesis dan degradasi matriks dermis serta regulasi ekspresi
protein hidrasi epidermis. Temuan ini sejalan dengan berbagai penelitian
primer yang melaporkan bahwa AQP3 dan HA merupakan indikator penting
integritas barrier kulit dan status hidrasi jaringan.!%41%3

Pada kelompok kontrol negatif (K2), terjadi penurunan signifikan kadar
AQP3 dan HA dibandingkan K1. Penurunan ini mencerminkan dampak
langsung induksi SLS terhadap struktur dan fungsi kulit. AQP3 merupakan
aquaglyceroporin yang berperan dalam transport air dan gliserol pada
keratinosit, sehingga memiliki kontribusi penting dalam menjaga hidrasi
epidermis, proliferasi sel, dan homeostasis kulit. Aktivasi jalur inflamasi,
seperti NF-xB dan MAPK, menyebabkan peningkatan produksi sitokin
proinflamasi (misalnya IL-1B dan TNF-a), yang diketahui dapat menekan

ekspresi AQP3 pada keratinosit.?

Di sisi lain, stres oksidatif yang muncul
akibat paparan SLS juga berkontribusi pada penurunan aktivitas fibroblas,

sehingga menghambat sintesis HA dan mempercepat degradasinya.®® Dengan

demikian, rendahnya kadar AQP3 dan HA pada K2 mencerminkan kondisi
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Xerosis cutis yang berat, yang ditandai oleh gangguan fungsi epidermis dan
dermis secara simultan. Mekanisme ini sesuai dengan hasil penelitian primer
terdahulu yang menunjukkan bahwa iritan kimia dapat menurunkan ekspresi
AQP3 dan mengganggu metabolisme HA melalui jalur inflamasi dan stres
oksidatif.!%1%7 Dengan demikian, rendahnya kadar AQP3 pada kelompok
kontrol negatif menggambarkan kondisi xerosis yang berat akibat kerusakan
barrier epidermis.

Pada kelompok kontrol positif (K3), terjadi peningkatan kadar AQP3
dan HA dibandingkan K2, meskipun belum mencapai nilai K1. Hal ini
menunjukkan bahwa perlakuan pada K3 mampu memperbaiki sebagian
kerusakan kulit akibat SLS. Secara biologis, peningkatan AQP3 pada K3
menunjukkan adanya - pemulihan parsial fungsi keratinosit, yang
kemungkinan terkait. dengan penurunan inflamasi dan perbaikan mikro
lingkungan epidermis.'”” Intervensi pada K3 diduga mampu menekan
aktivasi jalur inflamasi dan meningkatkan ekspresi faktor-faktor yang
mendukung proliferasi dan diferensiasi keratinosit.'% Selain itu, peningkatan
kadar HA pada K3 menunjukkan bahwa aktivitas fibroblas mulai pulih,
meskipun belum optimal. Kondisi in1 menggambarkan bahwa perbaikan
jaringan kulit pada K3 masih berada pada tahap regenerasi awal. Pola ini
sejalan dengan penelitian yang melaporkan bahwa terapi topikal
konvensional atau agen kontrol positif dapat meningkatkan hidrasi kulit,

tetapi efeknya relatif terbatas dibandingkan terapi berbasis faktor biologis.'"
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Pada kelompok perlakuan SH-MSCs dosis rendah (K4), kadar AQP3
dan HA meningkat lebih tinggi dibandingkan K3. Hal ini menunjukkan
bahwa secretome MSCs mulai memberikan efek biologis yang nyata pada
perbaikan jaringan kulit. SH-MSCs mengandung berbagai faktor
pertumbuhan dan sitokin antiinflamasi, seperti VEGF dan IL-10, yang
berperan dalam modulasi inflamasi dan regenerasi jaringan.®'*> Penurunan
inflamasi melalui peningkatan mediator antiinflamasi menyebabkan
penekanan jalur NF-kB, sehingga ekspresi AQP3 pada keratinosit dapat
meningkat. Selain itu, faktor pertumbuhan dalam SH-MSCs juga merangsang
aktivitas fibroblas, sehingga sintesis HA di dermis mulai meningkat.®
Temuan ini konsisten dengan penelitian yang melaporkan bahwa SH-MSCs
mampu meningkatkan proliferasi keratinosit dan aktivitas fibroblas melalui
mekanisme parakrin.!%!11

Pada kelompok perlakuan SH-MSCs dosis sedang (K5), peningkatan
kadar AQP3 dan HA lebih jelas dibandingkan K4. Hal ini menunjukkan
adanya hubungan dosis-respons antara SH-MSCs dan perbaikan fungsi kulit.
Secara biologis, peningkatan dosis SH-MSCs memperkuat modulasi
lingkungan mikro jaringan kulit, sehingga jalur regenerasi seluler menjadi
lebih aktif.!'> Aktivasi jalur pertumbuhan sel, seperti TGF-B dan jalur terkait
proliferasi sel, mendorong peningkatan ekspresi AQP3 dan sintesis HA yang
lebih optimal.®® Selain itu, peningkatan angiogenesis yang dimediasi oleh
VEGF dalam SH-MSCs dapat meningkatkan suplai nutrisi dan oksigen ke

jaringan kulit, sehingga mendukung proses regenerasi epidermis dan
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dermis."”> Pola ini sejalan dengan berbagai penelitian primer yang
menunjukkan bahwa efek SH-MSCs bersifat dosis-dependent dalam proses
regenerasi jaringan.!!°

Pada kelompok perlakuan SH-MSCs dosis tinggi (K6), kadar AQP3 dan
HA mencapai nilai yang mendekati kelompok tikus sehat (K1). Kondisi ini
menunjukkan bahwa SH-MSCs pada dosis tinggi mampu memulihkan fungsi
epidermis dan dermis secara hampir optimal. Secara mekanistik, konsentrasi
faktor pertumbuhan dan mediator antiinflamasi yang lebih tinggi dalam
secretome MSCs menghasilkan modulasi inflamasi yang lebih efektif,
aktivasi proliferasi keratinosit yang lebih kuat, serta stimulasi aktivitas
fibroblas yang lebih intensif.!'? Kombinasi mekanisme ini menghasilkan
peningkatan ekspresi AQP3 dan sintesis HA yang signifikan, sehingga fungsi
barrier kulit dan hidrasi jaringan dapat dipulihkan mendekati kondisi normal.
Temuan ini memperkuat konsep bahwa SH-MSCs memiliki potensi
regeneratif yang lebih baik dibandingkan terapi konvensional, sebagaimana
dilaporkan dalam berbagai penelitian primer pada model kerusakan
Kulit, 14115

Pola perubahan kadar AQP3 dan HA secara keseluruhan antar
kelompok menunjukkan gradien perbaikan yang jelas, yaitu K2 sebagai
kondisi kerusakan paling berat, diikuti K3, K4, K5, dan K6, dengan K1
sebagai kondisi fisiologis normal. Pola gradien ini menunjukkan bahwa SH-
MSCs memberikan efek perbaikan yang bertahap sesuai dosis, yang

mencerminkan keterlibatan berbagai jalur biologis, mulai dari modulasi
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inflamasi, regulasi ekspresi protein hidrasi epidermis, hingga remodeling
matriks dermis.!!® Integrasi antara mekanisme epidermal dan dermal ini
menjelaskan mengapa SH-MSCs mampu memberikan perbaikan yang lebih
komprehensif dibandingkan kontrol positif.

Hasil penelitian ini menegaskan bahwa xerosis cutis bukan hanya
gangguan pada permukaan kulit, tetapi merupakan kondisi kompleks yang
melibatkan interaksi antara keratinosit, fibroblas, mediator inflamasi, dan
matriks ekstraseluler,!+198-110.114 QH_MSCs, melalui mekanisme parakrin
yang melibatkan berbagai faktor bioaktif, mampu menargetkan berbagai
komponen tersebut secara simultan. Oleh karena itu, peningkatan kadar
AQP3 dan HA pada kelompok perlakuan SH-MSCs tidak hanya
mencerminkan perbaikan struktural kulit, tetapi juga pemulihan fungsi
biologis jaringan kulit secara menyeluruh.

Penelitian in1 memiliki beberapa keterbatasan yang perlu diperhatikan.
Penelitian ini hanya mengevaluasi kadar AQP3 dan HA sebagai indikator
perbaikan hidrasi kulit, tanpa disertai pengukuran parameter lain yang
berperan dalam patogenesis xerosis cutis, seperti biomarker inflamasi, stres
oksidatif, protein sawar kulit, maupun pengukuran fungsi barrier kulit secara
langsung, sehingga mekanisme biologis yang mendasari perubahan AQP3
dan HA akibat pemberian SH-MSCs belum dapat dijelaskan secara
komprehensif. Selain itu, evaluasi histologis jaringan kulit dilakukan secara
deskriptif menggunakan pewarnaan Hematoksilin—Eosin (HE) tanpa analisis

histokimia atau imunohistokimia tambahan, sehingga perbaikan struktur
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jaringan kulit setelah pemberian SH-MSCs belum dapat dikarakterisasi
secara lebih spesifik pada tingkat matriks ekstraseluler dan komponen dermal.
Penelitian selanjutnya disarankan untuk mengevaluasi biomarker tambahan,
parameter fungsi sawar kulit, serta analisis histologis dan molekuler yang
lebih spesifik guna memperoleh pemahaman yang lebih komprehensif

mengenai mekanisme kerja SH-MSCs pada perbaikan xerosis cutis.
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

1.

Pemberian injeksi intradermal SH-MSCs berpengaruh terhadap kadar
AQP3 dan HA dibandingkan dengan pelembab konvensional pada jaringan

kulit tikus jantan galur wistar dengan xerosis cutis like.

. Pemberian injeksi intradermal SH-MSCs pada tikus jantan galur Wistar

model xerosis cutis like terbukti mempengaruhi kadar AQP3 secara

signifikan dibandingkan kelompok kontrol negatif.

. Pemberian injeksi intradermal SH-MSCs pada tikus jantan galur Wistar

model xerosis cutis like terbukti mempengaruhi kadar HA secara signifikan

dibandingkan kelompok kontrol negatif.

. Dosis injeksi intradermal SH-MSCs sebesar 300 wL merupakan dosis paling

optimal dalam mempengaruhi kadar AQP3 dan HA pada jaringan kulit tikus
model xerosis cutis like, dengan efek yang lebih tinggi dibandingkan dosis

100 uL dan 200 pL serta mendekati kondisi kelompok tikus sehat.

6.2 Saran

1.

Penelitian selanjutnya disarankan untuk menambahkan biomarker lain yang
relevan dengan fungsi sawar kulit, inflamasi, stres oksidatif, dan remodeling
jaringan, seperti filaggrin, loricrin, MMP, sitokin inflamasi, serta marker
stres oksidatif untuk memperoleh gambaran mekanisme yang lebih

komprehensif.
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2. Penelitian selanjutnya disarankan untuk melakukan pemeriksaan
histopatologis lanjutan (misalnya pewarnaan khusus seperti Masson
Trichrome) serta pengukuran parameter fungsi sawar kulit, seperti
transepidermal water loss (TEWL) dan hidrasi stratum korneum, guna
memperkuat interpretasi hubungan antara perubahan biomarker dan

perbaikan kondisi kulit.
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