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ABSTRAK

Latar Belakang: Psoriasis merupakan penyakit kulit inflamasi kronis yang
ditandai oleh disregulasi sistem imun, peningkatan sitokin proinflamasi, dan
hiperproliferasi keratinosit. T-box expressed in T cells (T-Bet) berperan dalam
diferensiasi sel T helper 1 (Thl) dan regulasi respons imun seluler, sedangkan
Ki67 merupakan penanda proliferasi sel yang meningkat pada lesi psoriatik.
Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSC) mengandung molekul
bioaktif dengan efek imunomodulator, antiinflamasi, dan antiproliferatif sehingga
berpotensi memperbaiki patogenesis psoriasis. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh pemberian EH-MSC terhadap ekspresi T-Bet dan Ki67 pada
model tikus psoriasis-like yang diinduksi imiquimod.

Metode: Penelitian eksperimental in vivo dengan rancangan randomized post-test
only control group menggunakan tikus Wistar jantan yang diinduksi imiquimod.
Hewan dibagi menjadi lima kelompok: kontrol sehat (K1), kontrol psoriasis/NaCl
(K2), metotreksat (K3), EH-MSC dosis 100 pl/ekor (K4), dan EH-MSC dosis 200
pl/ekor (K5). Ekspresi T-Bet dan Ki67 dianalisis menggunakan gRT-PCR. Data
dianalisis dengan One-Way ANOVA dan uji lanjut Post Hoc Tamhane.

Hasil: Terdapat perbedaan bermakna ekspresi T-Bet dan Ki67 antar kelompok
(p<0,001). Ekspresi- T-Bet menurun signifikan pada K4 (p=0,030) dan K5
(p=0,008) dibanding K2. Ekspresi Ki67 juga menurun signifikan pada K4
(p=0,032) dan K5 (p=0,002).

Kesimpulan: Pemberian EH-MSC dosis 100 pl dan 200 pl berpengaruh terhadap
penurunan ekspresi T-Bet dan Ki67 pada tikus model psoriasis dibandingkan
kelompok kontrol.

Kata kunci: psoriasis, T-Bet, Ki67, EH-MSC
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ABSTRACT

Background: Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease characterized by
immune dysregulation, increased pro-inflammatory cytokines, and keratinocyte
hyperproliferation. T-box expressed in T cells (T-Bet) plays a role in T helper 1
(Thl) differentiation and cellular immune responses, while Ki67 is a marker of
cell proliferation that is elevated in psoriatic lesions. Exosome Hypoxia
Mesenchymal Stem Cells (EH-MSCs) contain bioactive molecules with
immunomodulatory, anti-inflammatory, and antiproliferative properties, making
them a potential therapeutic approach for psoriasis.

Methods: This in vivo experimental study used a randomized post-test only
control group design with an imiquimod-induced male Wistar rat model. Animals
were divided into five groups: healthy control (K1), psoriasis/NaCl control (K2),
methotrexate (K3), EH-MSC 100 ul/rat (K4), and EH-MSC 200 ul/rat (K5). T-Bet
and Ki67 expression in skin tissue were analyzed using qRT-PCR. Data were
normally distributed but not homogeneous (Levene p<0.05) and were analyzed
using One-Way ANOVA followed by Tamhane post hoc test.

Results: Significant differences in T-Bet and Ki67 expression were observed
among groups (ANOVA p<0.001). T-Bet expression decreased significantly in K4
(p=0.030) and K5 (p=0.008) compared to K2. Ki67 expression also decreased
significantly in K4 (p=0.032) and K5 (p=0.002). No significant difference was
found between K4 and K35 for T-Bet (p=0.098) or Ki67 (p=1.000).

Conclusion: There is an effect of administering (Exosome hypoxia mesenchymal
stem cell) EH-MSC at a dose of 100 ul/kgBW and 200 1l/kgBW on reducing T-bet
and Ki67 expression in psoriasis model mice compared to the control group.

Key Words: psoriasis, T-Bet, Ki67 and EH-MSCs
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Psoriasis adalah penyakit kulit inflamasi kronik yang dimediasi imun
dengan beberapa subtipe fenotip berbeda, misalnya plakat, fleksural, gutata,
pustular, atau eritroderma. Pasien dengan psoriasis umumnya mengalami
lesi kulit berupa plak eritematosa dengan batas tegas yang ditutupi oleh sisik
putih hingga keperakan (silver-white scales), sering kali disertai gatal,
terbakar atau perih ringan. Pada sejumlah kasus, terutama yang lebih berat
atau jenis khusus (misalnya pustular atau eritrodermik), muncul rasa nyeri
kulit, sensitif terhadap air atau tekanan, dan adanya retakan atau perdarahan
pada area yang terkelupas. Perubahan di kuku (seperti pitting, onikolis)
maupun  keterlibatan sendi (Psoriatic = arthritis) juga dapat muncul,
menandakan bahwa psoriasis bukan hanya penyakit kulit semata.’

Psoriasis dapat ditemukan di seluruh dunia dengan prevalensi 0,1%-
11,8% angka yang berbeda beda pada setiap negara. Prevalensi psoriasis di
Indonesia mencapai 2,5% dari populasi penduduk. Terdapat kasus psoriasis
1.4% dari 14.618 penderita di RSUP Dr Kariadi dengan jenis psoriasis
vulgaris yang paling dominan.” India Utara, prevalensi psoriasis pada orang
dewasa bervariasi antara 0,44 hingga 2,8%, dengan prevalensi yang jauh
lebih rendah pada anak-anak.’ Meskipun tidak menyebabkan kematian,

psoriasis dapat mempengaruhi kualitas hidup penderita.



Psoriasis merupakan penyakit inflamasi kronis kulit yang sulit
disembuhkan secara tuntas. Terapi yang tersedia seperti metotreksat (MTX)
sering digunakan, namun hasilnya belum memuaskan karena efek samping
seperti mual, muntah, stomatitis, hepatotoksisitas, dan supresi sumsum
tulang yang membatasi penggunaannya jangka panjang. Penggunaan
Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (EH-MSC) dipilih karena sel ini
memiliki kemampuan imunomodulator dan regeneratif yang dapat menekan
peradangan, memperbaiki fungsi barier kulit, serta berpotensi memberikan
efek penyembuhan yang lebih aman dan tahan lama dibanding terapi
konvensional.?

Peran T-box expressed in T cells (T-bet) dan Ki-67 sangat penting
dalam patogenesis psoriasis karena keduanya mencerminkan dua aspek
utama penyakit ini, yaitu aktivitas imun dan proliferasi sel epidermis. T-box
expressed in T cells (T-bet) merupakan faktor transkripsi yang mengatur
diferensiasi sel T helper 1 (Thl) dan produksi sitokin proinflamasi seperti
IFN-y. Pada psoriasis, ekspresi T-bet meningkat dan mendorong aktivasi
jalur imun Thl yang berkontribusi pada inflamasi kronis kulit. Sementara
itu, Ki-67 adalah penanda proliferasi sel yang diekspresikan selama fase
aktif siklus sel, terutama digunakan untuk menilai tingkat hiperproliferasi
keratinosit pada epidermis psoriatik. Penelitian melaporkan bahwa ekspresi
Ki-67 pada jaringan kulit psoriasis jauh lebih tinggi dibandingkan
dermatosis lain dan berkorelasi positif dengan derajat keparahan penyakit

Psoriasis Area and Severity Index (PASI). Dengan demikian, peningkatan



T-bet mencerminkan aktivasi imun yang berlebihan, sedangkan peningkatan
Ki-67 menunjukkan hiperproliferasi epidermis; keduanya saling berkaitan
dalam membentuk gambaran khas psoriasis berupa inflamasi kronis dan
penebalan kulit.>***

Berbagai studi eksperimental menunjukkan bahwa exosome dari MSC
efektif menekan peradangan psoriasiform dan mengurangi hiperplasia

epidermis, pada model mice IMQ -induced, hUCMSC-EXxo secara signifikan

menurunkan ekspresi IL-17, I1L-23, CCL20, dan menghambat fosforilasi
STAT3, sehingga memperbaiki inflamasi dan proliferasi epidermal.®
Penelitian menunjukkan MSC  memperbaiki skor klinis, menurunkan
ketebalan epidermis, menekan ekspresi TNF-a dan IL-17A, serta
mempengaruhi diferensiasi T-sel (menghambat Th1/Th17 dan menginduksi
Treg).” ® Exosome (seperti IFNy-MSC-SEVs -lebih lanjut menunjukkan
peningkatan efikasi dalam mereduksi lesi, infiltrasi sel imun, dan
menurunkan jumlah sel Ki-67 di kulit, yang juga menekan jalur NF-«B dan
cytokine signaling.®®

Exosome berperan sebagai sistem penghantar alami yang dapat
menembus lapisan epidermis dan berinteraksi langsung dengan sel
keratinosit serta sel imun yang terlibat dalam patogenesis psoriasis. Melalui
mekanisme ini, exosome membantu meningkatkan penyerapan obat ke area
kulit yang mengalami peradangan, mengurangi ekspresi gen proinflamasi
seperti TNF-a, 1L-23, IL-6, dan IL-15, serta menurunkan efek sitotoksik

yang biasanya muncul pada pemberian obat bebas. Dengan demikian,



pemanfaatan exosome bertujuan untuk memperbaiki peradangan kulit,
menormalkan proliferasi keratinosit, dan mengurangi efek samping
sistemik, sehingga diharapkan menghasilkan terapi psoriasis yang lebih
efektif dan aman.*®

Penelitian yang dilakukan oleh Zhou et al. menunjukkan bahwa
exosome MSC (nor@MSC-EVs) secara efektif mengurangi sel Ki-67
(marker proliferasi) dalam model psoriasis tikus, menunjukkan efek
antiproliferatif yang relevan dengan penurunan hiperplasia epidermal.
Meskipun data langsung tentang T -bet masih terbatas, efek exosome dalam
menghambat jalur STAT3, IL-17, dan I[L-23 menunjukkan potensi
modulasi pada jalur imun Th1/Thl7 yang terkait dengan T-bet. Dengan
menurunnya inflamasi. dan ekspresi cytokine Th1/Thl7, dapat diperkirakan
bahwa T-bet juga akan menurun secara fungsional. Selain itu, mekanisme
exosome yang meningkatkan Treg dan menekan Th1/Th17 mendukung
kemungkinan penurunan ekspresi T-bet sebagai bagian dari perubahan
keseimbangan imun.®®

Penelitian lain melaporkan Efek terapeutik MSC pada psoriasis.™
Namun demikian, penelitian mengenai pengaruh EH-MSC terhadap

Ekspresi T-Bet dan Ki-67 masih sangat terbatas sehingga masih perlu untuk

dilakukan kajian.



1.2.

1.3.

Rumusan Masalah
Apakah terdapat pengaruh Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells
terhadap Ekspresi T-Bet dan Ki-67 Pada Tikus psoriasis like yang diinduksi

IMQ?

Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Tujuan umum yang ingin dicapai penelitian ini adalah
mengetahui pengaruh Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells
terhadap Ekspresi T-Bet dan Ki-67 yang diinduksi IMQ Pada Tikus

Wistar psoriasis-like.

1.3.2. Tujuan Khusus

1.3.2.1. Penelitian ini bertujuan membuktikan pengaruh Ekspresi T-
Bet antar kelompok yang diberikan Exosome Hypoxia
Mesenchymal Stem Cells dosis 100 ul/ekor dan 200 pl/ekor
dibandingkan kelompok kontrol.

1.3.2.2. Penelitian ini bertujuan membuktikan pengaruh Ekspresi
Ki-67 antar kelompok Exosome Hypoxia Mesenchymal
Stem Cells dosis 100 pl/ekor dan 200 pl/ekor dibandingkan

kelompok kontrol.



1.4. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

No Peneliti, Tahun Judul Metode Hasil
1. Borade, S, Evaluation of Studi Ekspresi Ki-67
Belgaumkar, V. IHC Ki-67 with  observasional; meningkat
A., Chavan, R. Clinical pemeriksaan signifikan pada lesi
B., Bhatt, N., &  Correlation in imunohistoki  psoriasis
Deshmukh, N. S.  Psoriasis mia (IHC) Ki- dibandingkan kulit
(2020)." 67 pada normal; tingkat
sampel  kulit ekspresi
penderita berhubungan
psoriasis, dengan tingkat
dikorelasikan  keparahan  klinis
dengan psoriasis.
temuan klinis
2. Lun-Fei Liu, Ji-  Ustekinumab Penelitian Ustekinumab
Su Chen, Ji-Yang treats psoriasis  Klinis menurunkan
Shen, Ting-Ting by suppressing eksperimental  ekspresi RORC, T-
Dou, Jiong Zhou, RORC and T-box - dengan desain BOX, dan GATA
Sui-Qing Cal, but its Crossover secara signifikan,
Min Zheng suppression of terkontrol tetapi tidak
(2018).*2 GATA restrains ~ plasebo acak.  mempengaruhi
its efficacy Sampel 30 FOXP3. Efek klinis
pasien maksimal dicapai
psoriasis setelah 2 Kkali
dibagi menjadi injeksi. Penekanan
kelompok terhadap  GATA
ustekinumab berpotensi
dan plasebo. membatasi
Pengukuran efektivitas terapi
PASI dan
ekspresi
MRNA
RORC, T-
BOX, GATA,
dan FOXP3
menggunakan
gPCR pada
minggu 0, 12,
dan 24
3. Dehghani P, Keratinocyte Uji in vitro Exosome yang
Varshosaz J, Exosomes for dan in vivo membungkus TFC
Mirian M, Topical Delivery menunjukkan
Minaiyan M, of Tofacitinib in sitotoksisitas yang
Kazemi M, Treatment of lebih rendah dalam




Peneliti, Tahun Judul Metode Hasil
Bodaghi M.2024. Psoriasis: an In uji MTT,
13 Vitro/ In Vivo penekanan ekspresi

Study in Animal gen TNF-a, IL-23,
Model of IL-6 , dan IL-15
Psoriasis yang lebih tinggi
dalam PCR waktu
nyata dan efek
terapeutik yang
lebih baik pada
model hewan
dibandingkan
dengan TFC bebas.
XiaoJuan Lul, Indirubin Eksperimental Baik  hUC-MSC

Hao Wang, combined with in vivo maupun indirubin
Hongwei Wang,  umbilical cord dapat secara efektif
Fan Xie, mesenchymal mengurangi lesi
Cuibao Jiang, stem cells to mirip psoriasis
Danpeng Shen, relieve psoriasis- pada tikus
Hongpeng like skin lesions BALB/c, dan
Zhang, in BALB/c mice pemberian
Jie Yang and gabungan obat ini
Youshu Lin, memberikan efek
2022.* terbaik.

Nanna Philbert Biologics Used  Analisis data  ekinumab, dan
Engel-Andreasen  for Psoriasis: A~ sekunder dari  secukinumab
etal.,2024. " Drug Utilization  registri adalah pengobatan

Study Based on  kesehatan dan ~ pilihan pertama
Two Nationwide = basis data yang paling umum.
Danish Data klinis Banyak pengguna
Sources memiliki lebih dari
satu episode
pengobatan.
Ustekinumab
menunjukkan
kelangsungan
hidup obat
terpanjang.

Kim SA, Ryu Differences in Analisis Adalimumab, ust
YW, Kwon JI, the expression of imunohistoki  Ekspresi cyclin D1,
Choe MS, Jung cyclin D1, Ki-67, miadilakukan Ki-67, dan p53
JW, dan Cho JW  pRb, and p53in  untuk meningkat  secara
(2018). * psoriatic skin membandingk  signifikan  pada

lesions and an ekspresi kulit psoriasis,
normal skin cyclin D1, Ki-  sedangkan pRb
67, pRDb, dan menurun. Hasil ini




No

Peneliti, Tahun Judul Metode Hasil

p53 pada menunjukkan
jaringan lesi adanya

kulit psoriasis  peningkatan

dan kulit proliferasi

normal.. keratinosit dan

disregulasi kontrol
siklus sel pada
psoriasis.

1.5.

Berdasarkan kajian beberapa penelitian terdahulu, ditemukan bahwa
telah dilakukan penelitian mengenai terapi psoriasis, namun demikian belum
ada penelitian yang mengkaji pengaruh pemberian Exosome Hypoxia
Mesenchymal Stem Cells terhadap Ekspresi T-Bet dan Ki-67 Pada Tikus
Wistar Psoriasis. Like yang diinduksi IMQ sehingga penelitian ini layak

untuk dilakukan.

Manfaat penelitian
1.5.1. Manfaat Teoritis
Manfaat yang ingin didapat . dari penelitian ini adalah
memberikan bukti ilmiah peran exosome hypoxia mesenchymal stem
cell terhadap Ekspresi T-Bet dan Ki-67 Pada Tikus Wistar Psoriasis-

like yang diinduksi IMQ.

1.5.2. Manfaat Praktis
1.5.2.1. Hasil penelitian ini dapat digunakan untuk alternatif terapi
lanjutan
1.5.2.2. Hasil penelitian ini dapat menjadi tambahan landasan teori

bagi penelitian selanjutnya yang berkaitan dengan peran



exosome hypoxia mesenchymal stem cell terhadap Ekspresi
T-Bet dan Ki-67 Pada Tikus Psoriasis Like yang diinduksi
IMQ.

1.5.2.3. Hasil penelitian ini dapat memberikan pengetahuan yang

berguna bagi masyarakat mengenai kegunaan Exosome

Hypoxia MSC untuk perlindungan kulit.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Psoriasis
2.1.1. Definisi

Psoriasis adalah kondisi kulit kronis yang relatif umum yang
mempengaruhi orang-orang dari segala usia, etnis, dan jenis
kelamin. Psoriasis juga merupakan kondisi kulit autoimun kronis
yang ditandai dengan pertumbuhan sel kulit yang cepat dan
berlebihan, yang menyebabkan pembentukan bercak tebal, merah,
dan bersisik di permukaan Kulit. Bercak ini dapat terasa gatal dan
nyeri, serta dapat menyebabkan ketidaknyamanan bagi pasien yang
mengalami kondisi ini. Terdapat komponen genetik pada psoriasis,
dan individu dengan riwayat keluarga dengan kondisi tersebut
berisiko lebih tinggi. Menurut literatur ilmiah, beberapa gen yang
terkait dengan regulasi sistem imun dan pertumbuhan sel kulit
memainkan peran penting dalam perkembangan penyakit ini.
Namun, psoriasis adalah kondisi multifaktorial, karena faktor-faktor
tertentu lainnya dapat memicu atau memperburuk gejala psoriasis.
Ini termasuk stres, infeksi, dan cedera pada kulit. Terapi untuk
psoriasis bertujuan untuk meringankan gejala, mengurangi
peradangan, dan memperlambat pertumbuhan sel kulit yang

berlebihan.*®

10



Gambar 2.1. Disregulasi respons imun pada psoriasis.*’

Psoriasis dapat dipicu oleh berbagai faktor, termasuk cedera
kulit (fenomena Koebhner), infeksi, obat-obatan, dan autoantigen
pada individu yang memiliki predisposisi. Pada fase awal psoriasis,
neutrofil menyusup ke kulit dan melepaskan perangkap ekstraseluler
neutrofil (NET), eksosom, metaloproteinase 9 (MMP9), dan IL-17.
Keratinosit yang teraktivasi (KC) memiliki kapasitas proliferatif
yang meningkat dan menghasilkan berbagai faktor pro-inflamasi,
termasuk kemokin, peptida antimikroba (AMP), dan alarmin. Sel
dendritik (DC) diaktifkan oleh figan reseptor mirip tol (TLR) dan
AMP yang memulai respons imun sel T. DC mengaktifkan berbagai
sel T, termasuk sel Th17 dan Tcl17 yang memproduksi IL-17, sel Th
9 yang memproduksi IL-9, sel Th 1 yang memproduksi IFN-y, dan
sel Th 22 yang memproduksi IL- 22. Lebih lanjut, DC dan sel
Langerhans (LC) dapat menghadirkan autoantigen yang merangsang

sel T autoreaktif. Mikrobioma kulit yang terganggu mengaktifkan sel
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T 8 yang memproduksi IL-17 dan IL-1B. Pada fase akhir
peradangan, lesi psoriasis ditandai dengan infiltrasi sel imun yang
mendalam, peningkatan konsentrasi beberapa sitokin dan kemokin,
dan hiperproliferasi KC. Selain itu, peningkatan angiogenesis dan sel
endotel yang diaktifkan oleh sitokin psoriasis memfasilitasi infiltrasi

sel imun ke dalam kulit yang meradang.*’

2.2. T-box expressed in T cells (T-Bet)
2.2.1. Definisi

T-box expressed in T cells (T-Bet) adalah faktor transkripsi
kunci yang mengatur diferensiasi sel T CD4" menuju fenotipe Thl
serta produksi sitokin proinflamasi, khususnya interferon-y (IFN-y).
Molekul ini tidak hanya berperan penting dalam respons imun
melawan infeksi intraseluler, tetapi juga memiliki keterlibatan dalam
regulasi berbagai sel imun lain termasuk sel NK, NKT, dan subset
sel B. Aktivitas T-bet berfungsi sebagai penghubung antara sistem
imun bawaan dan adaptif, sehingga ketidakseimbangan ekspresinya
dapat berkontribusi pada perkembangan penyakit autoimun,
inflamasi kronis, maupun kanker, menjadikannya faktor sentral

dalam homeostasis dan patologi sistem imun.*®
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2.2.2.

Differentiation of helper T cells

o
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Gambar 2.2. Peran T-bet dalam diferensiasi sel T pembantu.*®

Ketika sel T CD4+ naif diaktifkan oleh IFN-y dan IL-12, sel-
sel tersebut akan berdiferensiasi menjadi subset Thl. Proses ini
tergantung pada faktor transkripsi T-bet, yang diatur oleh sinyal dari
TCR dan IFN-y. T-bet meningkatkan regulasi gen untuk reseptor IL-
12 dan memicu respons 1L-12, melanjutkan ekspresi T-bet. T-bet
mendorong diferensiasi Thl dengan meningkatkan regulasi IFN-y
dan menginduksi gen untuk mobilisasi leukosit. Selain itu, T-bet
menekan diferensiasi- Th2 dan Th17 dengan menghalangi faktor
transkripsi sel-sel tersebut. Dalam sel T reg, T-bet penting untuk
regulasi CXCR3 dan aktivitas supresifnya dalam beberapa model

penyakit autoimunitas.*®

Peran T-Bet pada Psoriasis dan Penekanan Respons Th2

T-bet berperan penting dalam patogenesis psoriasis dengan
mengatur diferensiasi dan fungsi sel T efektor, khususnya sel Thl.
Pada psoriasis, TBX21 (T-bet) mendorong dominasi Thl melalui

peningkatan IFN-y dan secara aktif menekan Th2 (IL-4/IL-5/IL-13)
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2.3. Ki-67

2.3.1.

melalui antagonisme terhadap GATA-3. Ketidakseimbangan ini
berkontribusi pada inflamasi kronik khas psoriasis. T-bet
menginduksi  ekspresi interferon-y (IFN-y), sebuah sitokin
proinflamasi utama yang memicu aktivasi sel imun lain serta
meningkatkan produksi mediator inflamasi di kulit psoriatik.
Aktivasi T-bet yang berlebihan berkontribusi pada dominasi respons
imun Th1l yang memperparah inflamasi kronis, disfungsi sawar kulit,
dan hiperproliferasi keratinosit. Hal ini menjadikan T-bet salah satu
faktor transkripsi kunci yang menghubungkan disregulasi sel T

efektor dengan progresivitas psoriasis.

Definisi

Ki-67 adalah protein nuklear yang secara luas digunakan
sebagai penanda proliferasi sel karena diekspresikan pada semua
fase siklus sel aktif (G1, S, G2, dan M) tetapi tidak pada fase
istirahat (GO). Protein ini memiliki peran penting dalam mengatur
organisasi kromatin dan pemisahan kromosom selama mitosis,
sehingga fungsi Ki-67 tidak hanya terbatas sebagai indikator
pertumbuhan sel, tetapi juga berkontribusi pada dinamika struktural
nukleus. Oleh karena itu, Ki-67 dipandang sebagai biomarker yang
bernilai diagnostik dan prognostik, khususnya dalam penelitian

kanker dan penyakit proliferatif lainnya.?
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2.3.2. Peran Ki-67 pada Psoriasis

Ki-67 adalah penanda proliferasi sel yang diekspresikan pada
inti sel selama semua fase siklus sel aktif kecuali fase GO, sehingga
mencerminkan aktivitas proliferatif jaringan. Pada psoriasis, ekspresi
Ki-67 meningkat signifikan dibandingkan dengan psoriasiform
dermatitis, menunjukkan adanya hiperproliferasi keratinosit yang
menjadi ciri khas penyakit ini. Tingginya ekspresi Ki-67 pada
epidermis pasien psoriasis mengindikasikan peran pentingnya dalam
proses patogenesis, terutama dalam memperkuat gambaran Klinis
berupa penebalan epidermis (akantosis) dan pembentukan plak

akibat peningkatan turnover sel epidermal.**

Sulforaphane

Psoriatic skin
lesions

Gambar 2.3. Mekanisme penggerak dampak terapeutik SFN dalam
memerangi psoriasis.*?

Ekspresi Ki-67 meningkat pada kulit psoriatik akibat aktivasi
jalur inflamasi seperti STAT3 dan NF-kB yang dipicu oleh sitokin
proinflamasi TNF-o dan 1L-22. Aktivasi jalur ini menyebabkan

hiperproliferasi keratinosit yang merupakan ciri khas lesi psoriatik.
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Namun, pemberian sulforaphane menekan ekspresi Ki-67 melalui
aktivasi NRF2, yang memperkuat pertahanan antioksidan dan
menurunkan stres oksidatif (ROS). Penurunan ROS selanjutnya
menghambat fosforilasi STAT3 serta menurunkan ekspresi gen
proliferatif seperti K16, K17, dan Ki-67. Dengan demikian,
sulforaphane mampu menghambat siklus proliferasi keratinosit
berlebih dan memperbaiki struktur epidermis, yang secara

keseluruhan berkontribusi pada perbaikan lesi kulit psoriasis.®

2.4. Exosome Mesenchymal Stem Cells (E-Msc)

24.1.

24.2.

Definisi

Exosome adalah vesikel lipid dwilapis yang berbentuk bulat
dan memiliki-diameter yang bervariasi dari 30 hingga 150 nm.
Exosome menunjukkan pengayaan selektif untuk biomolekul yang
berbeda, seperti glikoprotein membran, lipid, dan protein spesifik sel
lainnya, selain beberapa jenis asam nukleat. Sel punca mesenkimal
(MSC) adalah sel stroma multilineage yang berdiferensiasi dengan
sifat imunomodulatori dan antiinflamasi yang luas. MSC dan
eksosom turunan MSC memainkan peran penting dalam memodulasi

peradangan dan perbaikan jaringan pada psoriasis.??

Kandungan Exosome MSC
Exosome yang berasal dari mesenchymal stem cells (EH-MSCs)

membawa beragam molekul bioaktif yang berpotensi dimanfaatkan
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sebagai terapi pada psoriasis. Beberapa komponen utama di dalam
exosome MSC berperan dalam mekanisme perbaikan kondisi
tersebut.

a. mMiRNA (MicroRNA)

Exosome MSC mengandung sejumlah miRNA yang
diketahui memiliki peran penting pada psoriasis. MikroRNA
adalah molekul RNA non-coding kecil yang terlibat dalam
pembungkaman RNA dan regulasi pasca-transkripsi ekspresi
gen, yang juga tampaknya memediasi disfungsi imun pada
psoriasis.?

b. Protein dan Enzim

Exosome yang mengandung T-Bet berpotensi dalam
mengatur berbagai proses biologis, termasuk respons imun.
Exosome MSC . Exosome-encapsulated .= miRNAs dapat
meningkatkan polarisasi M2 makrofag. Ki-67 memiliki peran
sebagai penanda aktivitas proliferasi (pembelahan) sel epidermis
dan sel imun dalam psoriasis, yang menunjukkan peningkatan
jumlah sel yang aktif membelah.

c. Lipida

Komponen lipida dalam exosome MSC juga memainkan

peran dalam memodulasi respon seluler dan menjaga integritas

membran sel. Komponen lipid dalam exosome MSC, khususnya
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fosfolipid, berperan penting dalam berkomunikasi antar sel pada
psoriasis.?*
d. Cytokine dan Growth Factors
Exosome yang mengandung T-Bet berpotensi dalam
mengatur berbagai proses biologis, termasuk respons imun. Ki-
67 memiliki peran sebagai penanda aktivitas proliferasi
(pembelahan) sel epidermis dan sel imun dalam psoriasis, yang

menunjukkan peningkatan jumlah sel yang aktif membelah.

2.4.3. Metode Isolasi Exosome MSC
Isolasi exosome dari mesenchymal stem cell (MSC) dari
medium kultur adalah proses penting untuk mempelajari fungsi dan
aplikasi terapinya. Beberapa metode isolasi telah dikembangkan
untuk memastikan kemurnian dan integritas exosome yang diisolasi.

Berikut adalah beberapa metode yang umum digunakan:

a. Ultrasentrifugasi Diferensial
Teknik ini merupakan metode yang paling sering
digunakan untuk mengisolasi exosome. Prosedurnya terdiri dari
beberapa tahap sentrifugasi dengan kecepatan bertahap untuk
memisahkan sel, sisa-sisa seluler, serta partikel berukuran lebih
besar. Pada tahap awal, medium kultur disentrifugasi pada
kecepatan rendah guna menghilangkan sel utuh dan debris
berukuran besar. Supernatan yang diperoleh kemudian diproses

kembali dengan sentrifugasi pada kecepatan yang lebih tinggi
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untuk mengendapkan mikrovesikel serta partikel yang ukurannya
lebih besar dibandingkan exosome. Akhirnya, supernatan
disentrifugasi pada kecepatan sangat tinggi (100,000-120,000 x
g) untuk mengendapkan exosome. Pellet exosome kemudian
dicuci dan disentrifugasi ulang untuk meningkatkan kemurnian.?
Ultrafiltrasi

Metode ini menggunakan membran filter dengan ukuran
pori tertentu untuk memisahkan exosome berdasarkan ukuran.
Medium kultur difiltrasi melalui membran untuk menghilangkan
partikel yang lebih besar dan molekul kecil, sementara exosome
tertahan di membran. Ultrafiltrasi sering digunakan sebagai
langkah tambahan setelah ultracentrifugasi untuk meningkatkan
kemurnian exosome.®
Kromatografi Afinitas

Teknik in1 didasarkan pada interaksi selektif antara
molekul yang terdapat pada permukaan exosome dan ligan yang
terimobilisasi pada matriks kromatografi. Antibodi yang
mengenali marker permukaan exosome, seperti CD63, CD8I,
dan CD9, umumnya digunakan dalam metode ini. Medium
kultur dialirkan melalui kolom yang mengandung ligan tersebut,
sehingga exosome dengan marker permukaan yang sesuai akan
berikatan dan tertahan di kolom, kemudian dapat dilepaskan

kembali melalui proses elusi.?®
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d. Presipitasi Polimer
Metode ini melibatkan penggunaan polimer, seperti
polyethylene glycol (PEG), yang menginduksi presipitasi
exosome dari medium kultur. Polimer ini ditambahkan ke
medium  kultur dan diinkubasi, kemudian campuran
disentrifugasi pada kecepatan rendah untuk mengendapkan
exosome. Metode ini relatif cepat dan sederhana, namun bisa
menghasilkan exosome dengan kemurnian yang lebih rendah
dibandingkan metode lain.*®
e. Isolasi Berdasarkan Densitas
Teknik ini menggunakan gradien densitas, seperti sukrosa
atau iodixanol, untuk memisahkan exosome sesuai karakteristik
densitasnya. Medium kultur ditempatkan pada media gradien
tersebut lalu disentrifugasi dengan kecepatan tinggi. Exosome
akan bermigrasi dan terkumpul pada lapisan yang sesuai dengan
densitasnya, sehingga fraksi tersebut dapat diambil secara

terpisah untuk analisis lebih lanjut.2
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KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori
Salah satu model yang paling sering digunakan untuk meniru proses
psoriasis secara eksperimental adalah pemberian Imiquimod (IMQ), suatu
agonis reseptor Toll-like 7/8 yang menstimulasi respon imun bawaan dan
adaptif. Aplikasi topikal IMQ pada kulit mencetuskan inflamasi mirip
psoriasis melalui aktivasi sel dendritik dan produksi sitokin proinflamasi
seperti IL-23 dan IL-17. Respons ini selanjutnya memicu hiperproliferasi
keratinosit dan aktivasi jalur mitogen-activated protein kinase (MAPK),
yang berperan dalam regulasi pertumbuhan, diferensiasi, dan apoptosis
keratinosit. Imiquimod. (IMQ) menginduksi stres oksidatif dan mengaktifkan
p38/MAPK yang mempercepat proliferasi epidermal dan inflamasi kulit

mirip psoriasis.'"?®
Pasca Induksi psoriasis dengan IMQ, aktivasi jalur imun adaptif
menjadi dominan, terutama melalui aktivasi sel T helper tipe 1 (Th1) dan
tipe 17 (Th17). Aktivasi reseptor sel T (TCR) meningkatkan produksi
sitokin seperti interferon-gamma (IFN-y) dan interleukin-17 yang berperan
dalam inflamasi kronik. Jalur JAK/STAT yang diaktifkan oleh IFN-y
kemudian menginduksi faktor transkripsi T-Bet yang memperkuat
diferensiasi Th1l. Di sisi lain, aktivasi p38 MAPK memacu ekspresi cyclin
yang berperan dalam siklus sel fase G1, S, dan G2, menghasilkan

peningkatan marker proliferasi seperti Ki-67. Terapi berbasis Exosome
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Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (EH-MSC) berpotensi menekan jalur
inflamasi ini melalui sekresi miRNA dan IL-10 yang menyeimbangkan rasio
Th1/Thl7 terhadap Treg, sehingga mengurangi kerusakan jaringan kulit.
19,27,28

Penelitian ini mengusulkan T-Bet dan Ki-67 sebagai marker utama
dalam penelitian ini karena T-Bet merupakan faktor transkripsi penting yang
mengatur diferensiasi sel Thl dan produksi IFN-y, sehingga mencerminkan
aktivitas imun adaptif yang berperan pada fase inflamasi psoriasis yang
diinduksi oleh IMQ. Peningkatan T-Bet menunjukkan dominasi respon Thl
dan aktivasi jalur JAK/STAT yang memperparah inflamasi kulit. Sementara
itu, Ki-67 adalah protein nuklear yang diekspresikan selama fase aktif siklus
sel dan menjadi indikator proliferasi keratinosit yang berlebihan pada lesi
psoriatik. Dengan mengukur kedua marker ini, penelitian dapat
menggambarkan dua aspek utama dari patogenesis psoriasis, Yaitu
komponen imun dan proliferasi seluler. T-Bet berperan langsung dalam
diferensiasi Thl dan peningkatan lesi psoriatik, sedangkan ekspresi Ki-67

berhubungan erat dengan tingkat keparahan lesi psoriasis.* 2%
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3.2. Kerangka Konsep

Ekspresi T-Bet

EH-MSC

Ekspresi Ki-67

Gambar 3.2. Kerangka Konsep
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BAB IV

METODE PENELITIAN

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

penelitian menggunakan 5 perlakuan dengan skema penelitian sebagai

berikut :
» K1 | OIKI
—»| K2 —» O2K2

S |7 A I || V [ R |+ K3 I O3K3
L »| K4 [ 04K4
Ly| K5 || O5KS

Gambar 4.1. Skema Rancangan Penelitian

Keterangan:

S = Sampel

A = Aklimatisasi hewan coba

I = Induksi Imiquimod (IMQ)

\ = Validasi

R = Randomisasi hewan coba

Kelompok 1 = Tikus sehat, tidak diberi perlakuan

Kelompok 2 = Tikus diinduksi IMQ dengan diberi NaCl 0,9%

Kelompok 3 = Tikus diinduksi IMQ dengan diberi Mtx 25mg per minggu
selama 12 minggu

Kelompok 4 = Tikus diinduksi IMQ dengan diberi Exosome Hypoxia MSC

100 pl/ekor

Kelompok 5 = Tikus diinduksi IMQ dengan diberi Exosome Hypoxia MSC
200 pl/ekor

O1K1 = Observasi Ekspresi T-Bet dan Ki-67 kelompok K1

02K2 = Observasi Ekspresi T-Bet dan Ki-67 kelompok K2

0O3K3 = Observasi Ekspresi T-Bet dan Ki-67 kelompok K3

0O4K4 = Observasi Ekspresi T-Bet dan Ki-67 kelompok K4

O5K5 = Observasi Ekspresi T-Bet dan Ki-67 kelompok K5
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4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.2.1. Variabel Penelitian

a.

b.

C.

Variabel Bebas penelitian yang digunakan dalam penelitian ini
adalah Exosome Hypoxia MSC

Variabel Tergantung penelitian yang digunakan dalam penelitian
ini adalah Ekspresi T-Bet dan Ki-67

Variabel Prakondisi penelitian ini adalah pemberian IMQ secara
topikal. Validasi HE dilihat perubahan histopatologi kulit dan

dilinat dari sel keratinosit, limfosit, neutrofil dan makrofag.

4.2.2. Definisi Operasional

a.

Injeksi exosome hypoxia MSC (EH-MSC)

Exosome dari mesenchymal stem cell (MSC) adalah vesikel
ekstraseluler yang mengandung berbagai molekul bioaktif seperti
miRNA, protein, dan lipida yang berkontribusi pada regenerasi
jaringan, anti-inflamasi, dan modulasi imun. Exosome Hypoxia
MSC diisolasi dengan metode TFF. Media kultur disaring
menggunakan filter 100 kDa dan 500 kDa. Validasi dilakukan
dengan flow cytometry menggunakan penanda CD81, CD63, dan
CD9. Exosome Hypoxia MSC yang tervalidasi disimpan di
tabung 2,5 mL pada suhu 2-8 °C. Injeksi exosome terbagi dalam
beberapa kelompok yaitu kelompok K4 diberikan EH-MSC dosis
100 pl/ekor dan kelompok K5 diberikan EH-MSC dosis 200

ul/ekor.
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Skala: Ordinal
Ekspresi T-Bet

T-box expressed in T cells (T-bet) adalah faktor transkripsi
kunci yang mengatur diferensiasi sel T CD4* menuju fenotipe
Th1 serta produksi sitokin proinflamasi, khususnya interferon-y
(IFN-y). T-bet berperan penting dalam patogenesis psoriasis
dengan mengatur diferensiasi dan fungsi sel T efektor,
khususnya sel Thl. Faktor transkripsi T-Bet dapat menurunkan
regulasi yang signifikan pada lesi kulit psoriasis. Pada Tikus
yang diinduksi oleh IMQ, pemberian exosome hypoxia MSC
dapat menurunkan ekspresi T-Bet pada tikus yang diinduksi
psoriasis. ‘Diukur menggunakan teknik PCR (Polymerase chain
reaction) dari kulit tikus setelah perlakuan dengan exosome
hypoxia MSC.
Skala: Rasio
Ekspresi Ki-67

Ki-67 adalah penanda proliferasi sel yang diekspresikan
pada inti sel selama semua fase siklus sel aktif kecuali fase GO,
sehingga mencerminkan aktivitas proliferatif jaringan. Pada
psoriasis, ekspresi Ki-67 meningkat signifikan dibandingkan
dengan  psoriasiform  dermatitis, menunjukkan  adanya
hiperproliferasi keratinosit yang menjadi ciri khas penyakit ini.

Pemberian exosome hypoxia MSC dapat meningkatkan Ekspresi
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Ki-67 pada tikus yang telah diinduksi oleh IMQ. Diukur

menggunakan teknik PCR (Polymerase chain reaction) dari

sampel kulit tikus setelah perlakuan dengan exosome hypoxia

MSC.

Skala: Rasio

4.3. Subyek Penelitian dan Sampel Penelitian

4.3.1. Subyek penelitian

4.3.2.

Tikus Wistar berusia 6-8 minggu dengan berat 200-250 gram

dipilih untuk penelitian ini setelah dianggap layak oleh dokter hewan

dari Laboratorium Stem Cell and Cancer Research (SCCR)

Indonesia. Tikus dipelthara di lab berventilasi cukup dan suhu

ruangan 20-28°C dengan makanan dan minuman diberikan secara ad

libitum.

Sampel Penelitian

4.3.2.1. Kriteria Inklusi

a.

Tikus Wistar

Jenis kelamin jantan
Usia 6-8 minggu
Berat badan 200-250 g

Tidak memiliki kelainan anatomi
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4.3.2.2. Kiriteria Eksklusi
Tikus wistar yang di berikan IMQ tidak mengalami

psoriasis.

4.4. Besar Sampel
Penelitian ini  menggunakan 5 perlakuan dan besaran sampel
dihitung menggunakan rumus Federer sebagai berikut:

(h-1) (t=1)>15
(n-1)5-1H=>15
A(n—-1)=15

dn—-4>15

4n>19

n>4,75 2 5 (pembulatan)

Berdasarkan perhitungan tersebut, penelitian menggunakan lima ekor
sampel per perlakuan. Untuk menghadapi risiko mortalitas pada tikus, setiap
kelompok ditambah sampel sebanyak satu ekor dari jumlah hitungan
menjadi total enam ekor per perlakuan. Ditambahkan 2 tikus validasi

sehingga total tikus 34 ekor.

4.5. Alat dan Bahan
4.5.1. Alat Penelitian
Peralatan kultur sel, termasuk Biosafety Cabinet (BSC),
mikropipet, inkubator CO2, peralatan bedah, dan labu 25T,
dipergunakan pada saat ini. Ruang hipoksia dipergunakan
menciptakan kondisi yang diperlukan untuk kultur hipoksia.

Konsentrasi oksigen di ruang hipoksia diukur menggunakan

29



pengukur oksigen. Selain itu, penyeka steril dipergunakan pada riset
ini guna injeksi EH-MSCs dan IMQ dipergunakan dalam
menginduksi gejala mirip psoriasis. Instrumen guna menganalisis

ekspresi T-Bet dan Ki-67.

4.5.2. Bahan Penelitian
Bahan kultur yang digunakan dalam penelitian ini meliputi tali
pusar tikus, NaCl 0,9%, DMEM, FBS, PBS, fungizone, serta
penstrep. Sementara itu, alkohol 70%, PBS, xylazine, ketamin, dan
gel berbasis = air digunakan sebagai bahan dalam prosedur

pengobatan.

4.6. Cara Penelitian
4.6.1. Ethical clearance
Setelah mendapatkan persetujun dari pembimbing dan penguiji
Ethical clearance penelitian diajukan ke Komisi Etik Fakultas

Kedokteran Universitas Sultan Agung Semarang.

4.6.2. Pembuatan psoriasis dan pemberian perlakuan pada subjek
percobaan
a. Setelah 7 hari adaptasi, tikus diberikan kombinasi xylazine (20
mg/kgbb) dan ketamine (60 mg/kgbb) untuk menginduksi
anestesi.
b. Mencukur rambut pada tikus

c. Tikus kelompok K1 tidak di berikan treatmen apapun. Tikus
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kelompok K2 sampai dengan K5 diberikan IMQ 5% / hari
selama 7 hari

Hari ke-15 dilakukan validasi

Dilakukan injeksi intradermal pada punggung tikus. Injeksi
NaCL dilakukan pada K2, injeksi Mtx pada K3, injeksi Exosome
Hypoxia MSC dosis 100ul/ekor pada K4, dan injeksi Exosome
Hypoxia MSC dosis 200ul/ekor pada K5

Hari ke-22 dilakukan pemeriksaan sampel

Jaringan yang telah dihomogenisasi disimpan dalam -80°C
hingga proses analisis.

Periksa ekspresi T-Bet dan Ki-67 menggunakan PCR sesuai

protokol pabrik.

4.6.3. Metode Validasi

a.

b.

Validasi secara makroskopis pada hari ke-15 dimana dinyatakan
positif jika daerah yang dicukur tidak menunjukkan kemerahan
dan iritasi pada kulit

Validasi mikroskopis dengan pewarnaan Hematoksilin-Eosin
(HE) dimana dinyatakan mengalami psoriasis apabila pada hasil
pengamatan ditemukan penebalan epidermis (akantosis),
parakeratosis, hilangnya lapisan granulosum, serta infiltrasi sel-
sel inflamasi pada dermis superficial. Untuk melakukan validasi

mikroskopis dilakukan langkah-langkah sebagai berikut:
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. Sampel kulit diperoleh dari masing-masing kelompok dan
digunakan untuk membuat potongan histologis menggunakan
pewarnaan HE dan teknik paraffin Sampel kulit tikus
diperoleh dari masing-masing kelompok dan diawetkan
dalam larutan NBF 10% atau Neutral Buffer Formalin

. Sampel kulit dibersihkan dari sisa larutan fiksatif dengan
membilasnya menggunakan alkohol 70%

. Sampel ditandai dan ditempatkan dalam keranjang tisu
setelah difiksasi dalam larutan BNF 10

. Alkohol absolut dan alkohol bergradasi 70, 80%, 90%, dan
96% digunakan untuk mendehidrasi sampel jaringan

. Sampel dimasukkan ke dalam toluol selama satu jam, atau
hingga menjadi bening atau transparan

. Sampel kemudian diinfiltrasi menggunakan parafin dalam
oven bersuhu 56°C. Caranya dengan memasukkannya ke
dalam kombinasi toluol dan parafin dengan perbandingan
3:1, 1:1, dan 1:3 masing-masing selama 30 menit. Masing-
masing selama tiga puluh menit, sampel kulit direndam
dalam parafin murni I, parafin murni Il, dan parafin murni 11l
Kemudian sampel ditanam (embedding) dalam parafin dan
blocking ditunggu hingga paraffin mengeras

Dengan menggunakan mikrotom, potong blok jaringan

menjadi irisan berukuran 6um. Kemudian letakkan potongan-
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10.

-y

12.

13.

14.

potongan tersebut di atas permukaan kaca yang telah dilapisi
perekat Mayer Albumin, ditetesi sedikit air suling, dan
dipanaskan di atas hot plate hingga menempel sempurna
Sebelum  pewarnaan jaringan, parafin  dihilangkan
(deparaffinisasi) dengan xylol selama sehari penuh

Pewarna HE digunakan untuk pewarnaan. Kertas kering
digunakan untuk menyerap kandungan xylol, yang kemudian
secara bertahap ditambahkan ke air sulingan dan larutan
alkohol dengan persentase yang semakin rendah (96%, 90%,
80%, 70%, 60%, 50%, 40%, dan 30% ), masing-masing,
untuk durasi 1- 2 menit

Setelah jaringan diwarnai- selama 5-10 detik dengan
hematoksilin, jaringan dibilas lagi selama 10 menit dengan
air mengalir

Selama 3-5 menit, preparata direndam dalam alkohol
masing- masing 30%, 40%, 50%, 60%, dan 70%

Selanjutnya jaringan diwarnal dengan pewarnaan eosin
selama 2 menit. Kemudian dikeringkan dengan kertas saring
dan dimasukkan ke dalam larutan alkohol bertingkat (70%,
80%, 90%, dan 96%) masing-masing selama 3-5 menit
Setelah 15 menit clearing xylol, balsam Kanada diteteskan ke

dalam sediaan histologi
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15. Memasang slide jaringan dengan kaca penutup, memberi
label, dan  memasukkannya ke dalam kotak sediaan

melengkapi prosedur ini.

4.6.4. Terminasi dan pengambilan jaringan

a.

b.

Sebelum melakukan pengambilan organ, matikan tikus dengan
dosis koktail yang mematikan. Ketamine 60 mg/kgBB dan
Xylazine 20 mg/kgBB diperlukan untuk membuat 10 mL cocktail
Organ kulit diambil dari hewan percobaan pasca-eutanasia dan
diawetkan dalam RNA later pada suhu -80°C dalam cryotube

bebas RNAase.

4.6.5. Ekstraksi RNA dan sintesis cDNA

a.

Sampel kulit dimasukan ke dalam tube berisi 300 uL RNA /ater,
kemudian disimpan dalam suhu -20°C.

Sampel kulit sebanyak 50 mg lalu dimasukan ke dalam tube
berisi 1 mL Trizol, kemudian dilakukan proses homogenisasi
menggunakan ultrasonikator serta diinkubasi di suhu ruang
selama 5 menit.

Sampel ditambahkan dengan 0.2 mL kloroform dan pada suhu
ruang sampel di inkubasi selama 2-3 menit.

Setelah itu sampel disentrifugasi selama 15 menit pada suhu 4°C
dengan kecepatan 12.000 x g.

Sampel akan membentuk tiga lapis larutan, sisi bawah berwarna
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merah muda berisi protein, sisi tengah berwarna putih asap berisi
DNA dan sisi atas berwarna bening berisi RNA (aqueous phase).
Pisahkan aquoeus phase di sisi atas ke tube yang berbeda.
Sampel aqueous phase kemudian ditambahkan 0.5 mL
isopropanol, kemudian diresuspensi, di inkubasi selama 10 menit
dan disentrifugasi dengan kecepatan 12000 x g pada suhu 4°C
selama 10 menit.

Supernatant kemudian dibuang dan pellet ditambahkan dengan 1
mL 75% ethanol lalu diresuspensi, kemudian disentrifugasi
dengan kecepatan 7500 x g di suhu 4°C selama 5 menit.
Supernatant kemudian dibuang dan pellet RNA ditambahkan
dengan 50.uL nuclease-free water (NEW).

Konsentrasi ~ sampel =~ RNA  kemudian  dikuantifikasi
menggunakan uDrop microplate reader.

Sampel RNA sebanyak 0.1 ug dalam 1 uL kemudian
ditambahkan 5 uL NFW dan dilakukan proses denaturasi dengan
inkubasi di suhu 6507C selama 5 menit menggunakan thermal
cycler.

Selama 5 menit dengan memanfaatkan thermal cycler sampel
RNA kemudian diinkubasi dengan suhu 37°C lalu ditambahkan 2
uL 4x DN Master Mix.

Selanjutnya ditambahkan 2 pL 5x RT Master Mix, dan thermal

cycler dimanfaatkan guna menginkubasi campuran pada suhu
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37°C selama 15 menit, 50°C selama 5 menit, dan 98°C selama 5

menit.

m. Sampel cDNA kemudian disimpan pada suhu -20 °C.

4.6.6. Pembacaan T-Bet dan Ki-67 dengan Real Time-Polymerase

Chain Reaction (RT-PCR)

a.

b.

C.

d.

e.

Dengan menggunakan Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction (QRT-PCR), ekspresi T-Bet dan Ki-67 dianalisis.

Lalu proses mencampuran 1 pL cDNA sampel, 2x SensiFAST
SYBR No-ROX Mix sebanyak 10 uL, forward primer sebanyak
0.8 ulL, reverse primer sebanyak 0.8 uL dan NFW sebanyak 7.4
ul.

Primer T-Bet yang digunakan marker diferensiasi sel T helper 1
(Thl) F 5'- AAG GAA ACC GAA GGC CAG TT -3, R5- ACG
GAA CCA TCG GTC AGA AG -3 dan Primer Ki-67 yang
digunakan marker proliferasi sel F 5'- CTT TGC GCC ATG CTG
AAACT -3, R5-ATG ACG ACC TGG AAC ATC GG -3..
Proses qPCR dilakukan menggunakan suhu 95 ° C selama 2
menit, 95 ° C selama 5 detik dan 56 ° C selama 20 detik
sebanyak 40 siklus. Proses gPCR dilakukan dengan menganalisis
probe terhidrolisis pada panjang gelombang 520 nm.

Dengan Software EcoStudy kuantifikasi data qPCR dilakukan.
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4.7. Alur Penelitian

Tikus Wistar 34 Ekor

v

Aklimatisasi selama 7 hari

A4

Imiquimod (IMQ) 5% Topikal 7 hari

A 4

Validasi (HE dan Makroskopis)

v

Randomisasi
v v v ) 4 v
K1 K2 K3 K4 K5
Tikus Tikus Pemberian Pemberian
Tikus sehat [ | diinjeksi diinjeksi injeksi EH- injeksi EH-
dengan || dengan Mtx | |MSC dosis 100, MSC
Nacl hari dosis ul/ekor dosis 200
ke 15-21 || 50mg/kgbb ||Hari ke 15 dan ul/ekor
hari ke15-21 17 hari ke 15 dan
17

Terminasi dan pengambilan sampel kulit pada hari ke 22

v

Analisis ekspresi T-bet dan Ki-67

v

Pengolahan Data

Gambar 4.2. Alur Penelitian
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4.8. Analisa Data

Analisis data dilakukan melalui beberapa tahapan uji statistik. Uji
Shapiro-Wilk digunakan untuk menentukan normalitas distribusi data,
sedangkan Levene’s Test digunakan untuk menilai homogenitas varians
antar kelompok.

Penelitian ini memiliki data berdistribusi normal (p > 0,05) dan
memiliki varians yang homogen (p > 0,05), maka dilakukan uji One-Way
ANOVA untuk mengetahui adanya perbedaan rerata antar kelompok. Jika
hasil uji ANOVA menunjukkan perbedaan yang signifikan (p < 0,05), maka
dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD untuk mengetahui kelompok mana
yang berbeda secara signifikan.

Hasil data yang berdistribusi normal (p > 0,05) namun tidak homogen
(p < 0,05), maka tetap digunakan uji One-Way ANOVA, tetapi uji lanjut
yang diterapkan adalah Post Hoc Tamhane. Nilai p < 0,05 menunjukkan
adanya perbedaan yang signifikan antar kelompok penelitian.

Hasil uji Shapiro-Wilk menunjukkan bahwa data tidak berdistribusi
normal (p< 0,05), maka digunakan uji non-parametrik Kruskal-Wallis. Jika
terdapat perbedaan yang signifikan (p< 0,05) antar kelompok, maka
dilanjutkan dengan uji Mann—Whitney U test sebagai uji perbandingan antar
pasangan kelompok. Nilai p< 0,05 dianggap menunjukkan adanya

perbedaan yang bermakna secara statistik.
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4.9. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan pada Bulan November di laboratorium Animal

Model Research Center SCCR Indomesia.
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BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

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

(Gambar 5.1A).

A
A 031% M
B I . [ s E 9551% |1y ¢ 99.43% | |
€ c 5 AN 3 i\
(08, S [\ 8 H——3 o [
) | (D45 \ (D304 ‘
|:]‘ Tow T e D ot W 'D' 0 » - w0 10.“ D w10 0
FITC-A T PE-A S PerCP-A C APC-A

Gambar 5.1. Validasi MSCs. (A) morfologi MSC berbentuk fibroblas-
like. (B) Analisis flow cytometry terhadap ekspresi CD45, CD3l,
CD90, dan CD29.
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Analisis identitas sel menggunakan surface marker MSC
menggunakan metode flow cytometry menunjukkan bahwa sel yang
dikultur secara kuat mengekspresikan CD29 (99,43%) dan CD90
(95,51%), dan hanya sedikit mengekspresikan CD45 (0,35%) dan
CD31 (0,31%) (Gambar 5.1B). Hal ini menunjukkan bahwa sel yang
dikultur dari tali pusar memiliki karakteristik MSC.

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

terlihat oleh Alizarin-red staining dan Alician Blue Staining.

(Gambar 5.2 A dan B).

Gambar 5.2. Kemampuan MSCs berdiferensiasi menjadi osteosit
pada pewarna Alizarin-red staining (ditunjukkan dengan panah
merah, perbesaran 200x dan (B) kondrosit pada pewarnaan Alician
Blue Staining (ditunjukkan dengan panah hitam, perbesaran 100x).
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5.1.2.

Setelah proses validasi, MSC diinkubasi pada kondisi hipoksia
dengan konsentrasi oksigen 5% selama 24 jam menggunakan kotak
hipoksia. Selanjutnya medium kultur MSC yang mengandung
sekretom dikumpulkan dan dilakukan proses filtrasi menggunakan
metode tangential flow filtrasi (TFF) dengan jarak ukuran 100-500
kDa untuk memperolen EH-MSC. Kadar exosome hasil isolasi
kemudian dianalisis menggunakan metode flowcytometry, yang
menunjukkan bahwa konsentrasi exosome yang diperoleh adalah

sebesar 10 ug/5 mL (Gambar 5.3).
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Gambar 5.3. Hasil Analisis Kadar Exosome menggunakan marker
CD63 dan CD9

Hasil Validasi Psoriasis

Validasi keberhasilan pembentukan model psoriasis pada tikus
dilakukan melalui pengamatan visual dengan membandingkan
kondisi permukaan kulit tikus kontrol sehat dan tikus yang diinduksi
imiquimod (IMQ). Hasil pengamatan menunjukkan bahwa pada

tikus sehat, permukaan kulit tampak halus tanpa adanya lesi maupun
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sisik. Sedangkan, pada tikus yang mendapat induksi IMQ, kulit
terlihat mengalami penebalan, kemerahan, dan terbentuknya sisik.
Lesi skuamosa yang muncul menampilkan gambaran plak psoriatik

dengan batas yang jelas, sebagaimana ditunjukkan pada Gambar 5.4.

Gambar 5.4. Validasi Makroskopis kulit Tikus Sehat dan Tikus Psoriasis

(A) Makroskopis tikus sehat
Permukaan kulit tampak halus, tanpa lesi atau sisik

(B) Makroskopis tikus Psoriais
Kulit tampak menebal, bersisik, dan kemerahan. Lesi skuamosa
memperlihatkan karakteristik plak psoriatik dengan batas yang jelas

dan terdefinisi tegas.
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Gambar 5.5. Validasi Mikroskopis kulit Tikus Sehat dan Tikus Psoriasis
dengan pewarnaan HE dan perbesaran 100x

(A)

(B)

Mikroskopis tikus sehat

Epidermis:  Lapisan tipis dengan struktur berlapis normal,
menunjukkan diferensiasi keratinosit yang baik, Dermis: Jaringan
ikat padat dengan kolagen terorganisir, tanpa infiltrasi sel inflamasi.
Tidak tampak- hiperplasia, parakeratosis, atau spongiosis. Tidak ada
elongasi rete ridges atau pembuluh darah superfisial yang menonjol.
Mikroskopis tikus Psoriasis,

Penebalan epidermis (akantosis) jelas, dengan rete ridge yang
memanjang dan mendalam. Hiperkeratosis (penebalan stratum
korneum) terlihat nyata. Parakeratosis (retensi inti sel pada lapisan
stratum korneum) dapat diamati, menandakan turnover epidermis
yang cepat. Dermis menunjukkan adanya infiltrasi sel radang

mononuklear di daerah papiler, sesuai dengan respon inflamasi.

Setelah tikus tervalidasi mengalami Psoriasis, tikus yang tanpa

induksi imq digunakan sebagai kontrol sehat (K1), sedangkan tikus
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yang mengalami Psoriasis akibat induksi imq dibagi menjadi 4
kelompok perlakuan secara acak yaitu K2 (tikus Psoriasis dengan
injeksi NaCl dengan dosis 100 uL secara intradermal), K3 (tikus
Psoriasis dengan injeksi Mtx 25mg secara intradermal), K4 dan K5
(tikus Psoriasis dengan injeksi EH-MSC dengan dosis masing-
masing 100 pl dan 200 pl secara intradermal).

Pemberian injeksi EH-MSC dilakukan pada hari ke-1 dan ke-3
setelah  tikus  dipastikan mengalami psoriasis, sedangkan
pengambilan sampel jaringan kulit dilakukan pada hari ke-15 pasca
injeksi. Jaringan kulit yang diperoleh selanjutnya dihomogenisasi
menggunakan buffer RIPA yang telah ditambahkan inhibitor
proteinase untuk mencegah degradasi protein. Setelah suspensi
terbentuk homogen, sampel disentrifugasi, dan supernatan yang
dihasilkan dikumpulkan untuk analisis ekspresi T-Bet dan Ki67

menggunakan metode PCR.

5.1.3. Ekspresi T-Bet
Tabel 5.1. Data Hasil Analisis Ekspresi T-Bet
Kelompok Sig. (p)
K1 K2 K3 K4 K5
Variabel Normal Kontrol (-) Kontrol EH-MSC EH-MSC
N=6 N=6 ) 100uL 200pL
N=6 N=6 N=6
Ekspresi
TBET
Mean + SD 1,02+0,19 4,93+1,33 2,80+0,27 2,26+0,51 1,39+0,43
Shapiro Wilk *0,83 *0,42 *0,15 *0,19 *0,37
Lavene test <0,001
One Way **<0,001
Anova

Keterangan : *Normal p>0.05 **Signifikan p<0.05
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Data ekspresi T-Bet dari lima kelompok (K1 hingga K5)
menunjukkan variasi yang signifikan dalam konsentrasi. Kelompok
K2 memiliki ekspresi T-Bet tertinggi, yaitu 4,93 £+ 1,33 pg/mL,
diikuti oleh K3 dengan 2,80 + 0,27 pg/mL, dan K4 dengan 2,26 +
0,51 pg/mL. Kelompok K5 memiliki kadar yang lebih rendah
sebesar 1,39 £ 0,43 pg/mL, sementara kadar terendah ditemukan
pada K1 dengan 1,02 + 0,19 pg/mL.

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

antar kelompok.
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Tabel 5.2. Perbedaan rerata ekspresi T-Bet antar dua kelompok
dengan Uji Post Hoc Tamhane

Kelompok Kelompok Perbandingan Signifikansi
K1 K2 0,007*
K3 <0,001*
K4 0,011*
K5 0,602
K2 K1 0,007*
K3 0,099
K4 0,030%*
K5 0,008*
K3 Kl <0,001*
K2 0,099
K4 0,410
K5 0,001*
K4 K1 0,011%*
K2 0,030*
K3 0,410
K5 0,098
K5 K1 0,602
K2 0,008*
K3 0,001*
K4 0,098

Keterangan : *Uji Post Hoc Tamhene dengan nilai p<<0.05

Berdasarkan data ekspresi T-Bet yang memiliki beda nyata
setelah uji parametrik One Way ANOVA. Selanjutnya, untuk
mengevaluasi hubungan antar kelompok, dilakukan uji Post Hoc
Tamhane, karena data bersifat normal, namun tidak homogen. Data
hasil uji post hoc Tamhane tersebut ditampilkan dalam Tabel 5.2.
Hasil analisis menunjukkan bahwa kelompok K1 berbeda signifikan
dengan K2 (p = 0,007), K3 (p < 0,001), dan K4 (p = 0,011), namun
tidak berbeda signifikan dengan K5 (p = 0,602). Selanjutnya,
kelompok K2 menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan K4 (p
=0,030) dan K5 (p = 0,008), tetapi tidak berbeda signifikan dengan

K3 (p = 0,099). Pada kelompok lainnya, kelompok K3 berbeda
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signifikan dengan K5 (p = 0,001), namun tidak menunjukkan
perbedaan yang signifikan dengan K4 (p = 0,410). Sementara itu,
kelompok K4 juga tidak menunjukkan perbedaan signifikan

dibandingkan dengan K5 (p = 0,098).
7 -

6
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-
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E:u 4 K3
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Gambar 5.6. Grafik ekspresi T-Bet
Grafik T-Bet menunjukkan bahwa ekspresi T-Bet meningkat
pada kelompok psoriasis dibandingkan kelompok kontrol sehat,
kemudian mengalami penurunan pada kelompok perlakuan EH-
MSC.
5.1.4. Ekspresi Ki67
Tabel 5.3. Data Hasil Analisis Ekspresi Ki67
Kelompok
Variabel K1 K2 K3 K4 K5 Sig. (p)
Normal Kontrol Kontrol EH-MSC EH-MSC
N=6 ©) “) 100uL 200uL
N=6 N=6 N=6 N=6
Ekspresi
Ki67
Mean + SD 1,01+£0,17 2,80+0,27 1,70+0,81 1,34+0,73 1,11+0,55
Shapiro Wilk *0,25 *0,16 *0,48 *0,71 *0,72
Lavene test 0,008
One Way **<0,001
Anova

Keterangan : *Normal p>0.05 **Signifikan p<0.05
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Data ekspresi Ki67 yang diperoleh dari lima kelompok (K1
hingga K5) menunjukkan variasi yang signifikan dalam
konsentrasinya. Kelompok K2 memiliki ekspresi Ki67 tertinggi,
yaitu 2,80 £+ 0,27 pg/mL, diikuti oleh K3 dengan 1,70 + 0,81 pg/mL,
dan K4 dengan 1,34 + 0,73 pg/mL. Kelompok K5 memiliki kadar
yang lebih rendah, yaitu 1,11 + 0,55 pg/mL, sedangkan ekspresi
Ki67 terendah ditemukan pada kelompok K1 dengan 1,01 + 0,17
pg/mL.

Uji statistik Shapiro-Wilk yang dilakukan untuk mengevaluasi
distribusi data menunjukkan bahwa data ekspresi Ki67 pada semua
kelompok memiliki distribusi normal (p > 0,05). Namun, analisis
homogenitas varians menggunakan I.evene test menunjukkan bahwa
varians data antar kelompok tidak homogen (p < 0,05). Hasil analisis
ini kemudian dilanjutkan dengan analisis perbedaan ekspresi Ki67
antar kelompok dilakukan menggunakan One-Way ANOVA, yang
memberikan hasil signifikan secara statistik (p < 0,05). Hal ini
menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna pada ekspresi Ki67

antar kelompok.
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Tabel 5.4. Perbedaan rerata ekspresi Ki67 antar dua kelompok
dengan Uji Post Hoc Tamhane

Kelompok Kelompok Perbandingan Signifikansi
K1 K2 <0,001*
K3 0,635
K4 0,981
K5 1,000
K2 K1 <0,001*
K3 0,177
K4 0,032%*
K5 0,002*
K3 K1 0,635
K2 0,177
K4 0,997
K5 0,859
K4 K1 0,981
K2 0,032
K3 0,997
K5 1,000
K5 K1 1,000
K2 0,002
K3 0,859
K4 1,000

Keterangan : *Uji Post Hoc Tamhene dengan nilai p<<0.05

Berdasarkan data ekspresi Ki67 yang memiliki beda nyata setelah
uji uji parametrik One Way ANOVA. Selanjutnya, untuk mengevaluasi
hubungan antar kelompok, dilakukan uji Post Hoc Tamhane, karena data
bersifat normal, namun tidak homogen. Data hasil uji post hoc Tamhane
tersebut ditampilkan dalam Tabel 5.4. Hasil analisis menunjukkan bahwa
kelompok K1 berbeda signifikan dengan K2 (p < 0,001), namun tidak
berbeda signifikan dengan K3 (p = 0,635), K4 (p = 0,981), dan K5 (p =
1,000). Selanjutnya, kelompok K2 menunjukkan perbedaan yang
signifikan dengan K4 (p = 0,032) dan K5 (p = 0,002), tetapi tidak berbeda

signifikan dengan K3 (p = 0,177). Selain itu, kelompok K3 tidak
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5.2.

menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan K4 (p = 0,997) maupun
K5 (p = 0,859). Demikian pula, kelompok K4 tidak berbeda signifikan
dibandingkan dengan K5 (p = 1,000). Hasil ini menunjukkan bahwa
ekspresi Ki67 pada kelompok K3, K4, dan K5 relatif serupa, serta
perlakuan pada kelompok K4 dan K5 berasosiasi dengan penurunan

ekspresi Ki67 hingga mendekati kelompok kontrol sehat.

3.5 9
3 -
Kl
2.5 1
K2
K3

mK4

BKS5

Ekspresi Relatif gen Ki-67

Gambar 5.7. Grafik Ekspresi Ki67
Terdapat pola penurunan ekspresi Ki67 yang bersifat dosedependent,
di mana peningkatan dosis perlakuan diikuti oleh penurunan ekspresi Ki67,

dengan dosis tertinggi menghasilkan penurunan Ki67 yang paling

signifikan.

Pembahasan Hasil Penelitian

Exosome merupakan vesikel bermembran lipid dwilapis berbentuk
bulat dengan diameter berkisar antara 30-150 nm. Vesikel ini memiliki
kandungan biomolekul yang diperkaya secara mewah, meliputi membran

glikoprotein, lipid, protein sel spesifik, serta berbagai jenis asam nukleat.
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Sel punca mesenkimal (mesenchymal stem cell/MSC) merupakan sel stroma
multilineage yang mampu  berdiferensiasi dan  memiliki  sifat
imunomodulatori serta antiinflamasi yang kuat. MSC beserta exosome yang
diturunkannya berperan penting dalam modulasi proses inflamasi dan
perbaikan jaringan pada psoriasis. Selain itu, exosome MSC mengandung
berbagai mikroRNA (miRNA) yang diketahui berperan dalam patogenesis
psoriasis. MikroRNA sendiri ~merupakan molekul RNA non-coding
berukuran kecil yang berfungsi dalam mekanisme pembungkaman RNA dan
regulasi ekspresi gen pada tingkat pasca-transkripsi, serta berkontribusi
dalam terjadinya disfungsi imun pada psoriasis.**?

MikroRNA-122 (miR-122) merupakan salah satu miRNA yang
berperan penting dalam regulasi respon imun dan inflamasi. Beberapa
penelitian melaporkan bahwa miR-122 mampu memodulasi jalur sinyal
yang berkaitan dengan aktivasi sel T dan ekspresi transkripsi faktor
proinflamasi. Dalam konteks psoriasis, peningkatan aktivitas sel T helper
proinflamasi, khususnya Thi, berkontribusi terhadap peningkatan ekspresi
T-Bet yang menjadi ciri utama inflamasi kronis pada lesi psoriatik.*

Ekspresi T-Bet dan Ki67 merupakan indikator penting dalam
patogenesis psoriasis, yang masing-masing berperan dalam regulasi respon
imun proinflamasi dan proliferasi keratinosit. T-Bet adalah faktor transkripsi
utama pada diferensiasi sel T helper 1 (Thl) yang berperan dalam
peningkatan produksi sitokin proinflamasi seperti IFN-y, yang diketahui

berkontribusi pada proses inflamasi kronik pada psoriasis. Sementara itu,
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Ki67 merupakan penanda proliferasi sel yang mencerminkan tingkat
hiperproliferasi keratinosit, salah satu ciri khas lesi psoriatik.****

Pada penelitian ini, pemberian EH-MSC dengan dosis 100 pl dan 200
ul pada tikus model psoriasis bertujuan untuk memberikan pengaruhnya
terhadap ekspresi T-Bet dan Ki67 yang berkaitan dengan regulasi imun dan
hiperproliferasi epidermis. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian
EH-MSC dosis 200 pul mampu menurunkan ekspresi T-Bet dan Ki67 secara
signifikan hingga mendekati tingkat pada tikus sehat. Sementara itu,
pemberian dosis 100 pl juga menurunkan ekspresi kedua penanda tersebut,
meskipun efeknya belum seoptimal dosis 200 pl. Temuan ini menunjukkan
bahwa dosis 100 pl tetap memberikan efek terapeutik dalam menekan
respon inflamasi dan proliferasi keratinosit, namun dosis 200 pl
menunjukkan efektivitas yang lebih tinggi pada model psoriasis.

Ekspresi T-bet dan Ki67 merupakan indikator penting dalam
patogenesis psoriasis, yang masing-masing mencerminkan aktivasi respon
imun proinflamasi dan proliferasi keratinosit. T-bet adalah faktor transkripsi
utama yang mengatur diferensiasi sel T helper 1 (Th1) dan memicu produksi
sitokin proinflamasi seperti IFN-y melalui jalur JAK/STAT, sehingga
berperan dalam mempertahankan inflamasi kronis pada lesi psoriatik.
Perubahan keseimbangan antara faktor transkripsi Thl dan subset lainnya
menunjukkan bahwa T-bet ikut mendukung dominasi respon imun

proinflamasi pada psoriasis.'’
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Hiperproliferasi keratinosit juga merupakan karakteristik histologis
psoriasis. Antigen Ki-67 merupakan protein inti non-histone yang
dituangkan selama semua fase aktif siklus sel, sehingga sering digunakan
sebagai penanda proliferasi sel. Studi imunohistokimia pada lesi kulit
psoriasis menunjukkan ekspresi Ki-67 yang lebih tinggi di epidermis
psoriasis dibandingkan kulit normal, mencerminkan proliferasi sel yang
meningkat dan berkaitan dengan perluasan plak psoriatik."

Dalam penelitian ini, pemberian EH-MSC pada tikus model psoriasis
menurunkan ekspresi T-bet dan Ki67, dengan respon yang lebih kuat pada
dosis 200 pl dibandingkan 100 upl. Penurunan ekspresi T-bet ini
menunjukkan bahwa EH-MSC mampu menekan diferensiasi Thl dan
respon imun proinflamasi , schingga mengurangi produksi sitokin seperti
IFN-y yang biasanya memulai inflamasi pada psoriasis. Dengan demikian,
modulasi ekspresi T-bet oleh EH-MSC memberi kesan bahwa terapi ini
memiliki efek imunomodulator dalam menekan jalur inflamasi dominan
pada penyakit.

Sedangkan penurunan ekspresi Ki67 setelah pemberian EH-MSC
menunjukkan penghambatan proliferasi keratinosit, yang merupakan respon
terhadap inflamasi kronis pada psoriasis. Penurunan ini lebih nyata pada
dosis 200 pul, menunjukkan bahwa jumlah terapi yang lebih tinggi lebih
efektif dalam mengurangi hiperproliferasi epidermis. Karena ekspresi Ki67
terakumulasi dengan tingkat proliferasi sel dan keparahan lesi, penurunan

Ki67 mencerminkan perbaikan struktural epidermis dan penghambatan
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5.3.

siklus proliferasi abnormal yang merupakan dasar pembentukan plak
psoriatik.'*!

Secara keseluruhan, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
pemberian EH-MSC dengan dosis 100 pl dan 200 pl mampu menurunkan
ekspresi T-Bet dan Ki67 pada tikus model psoriasis. Temuan ini
menunjukkan bahwa EH-MSC tidak hanya berperan dalam menekan jalur
imun Thl yang bersifat proinflamasi, tetapi juga dalam menghambat
proliferasi keratinosit. Efek pengobatan yang dihasilkan terlihat lebih

optimal pada pemberian dosis 200 ul dibandingkan dosis 100 pl.

Keterbatasan Penelitian
Meskipun penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian Exosome

Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (EH-MSC) berpengaruh terhadap
penurunan ekspresi T-Bet dan Ki-67 pada model tikus psoriasis-like,
interpretasi hasil tetap perlu dilakukan secara hati-hati. Hal ini disebabkan
oleh adanya keterbatasan metodologis dan ruang lingkup penelitian yang
tidak dapat sepenuhnya mencerminkan kompleksitas patogenesis psoriasis
secara keseluruhan. Oleh karena itu, beberapa keterbatasan berikut perlu
dipertimbangkan.

1. Penelitian menggunakan model hewan (tikus Wistar) sehingga hasilnya
belum dapat secara langsung digeneralisasi pada manusia. Perbedaan
fisiologi, respons imun, serta kompleksitas patogenesis psoriasis pada
manusia dapat menyebabkan perbedaan efek terapi dibandingkan

dengan model eksperimental.
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2. Parameter penelitian terbatas pada ekspresi T-Bet dan Ki-67 tanpa
mengevaluasi biomarker inflamasi lain atau parameter klinis yang lebih
luas. Keterbatasan ini menyebabkan gambaran efek EH-MSC terhadap
patogenesis psoriasis belum dapat dinilai secara komprehensif,

khususnya terkait jalur imun lain yang berperan dalam penyakit ini.
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6.1.

6.2.

BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Hasil penelitian mengenai pengaruh injeksi EH-MSC secara
intadermal terhadap penurunan ekspresi T-Bet dan Ki67 pada tikus jantan
galur Wistar model psoriasis menunjukkan bahwa:

a. Terdapat pengaruh pemberian (Exosome hypoxia mesenchymal stem
cell) EH-MSC terhadap ekspresi T-Bet yang hasilnya lebih rendah pada
kelompok tikus model psoriasis yang diberi dosis 100 pul dan 200 pl
dibandingkan dengan kelompok kontrol.

b. Terdapat pengaruh pemberian (Exosome hypoxia mesenchymal stem
cell) EH-MSC terhadap ekspresi Ki67 yang hasilnya lebih rendah pada
kelompok  tikus psoriasis yang diberi dosis 100 pl dan 200 pl

dibandingkan dengan kelompok kontrol.

Saran

a. Penelitian selanjutnya diharapkan dapat menilai ekspresi sitokin dan
mediator imun lain yang berperan dalam patogenesis psoriasis, seperti
IFN-y, IL-17, dan IL-23, serta ekspresi faktor transkripsi lain yang
terkait dengan diferensiasi sel T setelah pemberian EH-MSC.

b. Diperlukan penelitian lanjutan untuk efektivitas dan keamanan EH-MSC
pada model psoriasis yang lebih luas sebagai dasar pengembangan uji

klinis fase awal pada manusia.
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