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ABSTRAK

Latar Belakang: Psoriasis merupakan penyakit inflamasi kronik autoimun yang
ditandai oleh disregulasi imun dan gangguan diferensiasi epidermis. Forkhead Box
Protein P3 (FOXP3) berperan dalam fungsi sel T regulator, sedangkan Keratin-10
(K10) merupakan marker diferensiasi keratinosit yang mengalami perubahan patologis
pada psoriasis. Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (EH-MSC) memiliki
potensi imunomodulator dan regeneratif, namun pengaruhnya terhadap ekspresi
FOXP3 dan K10 pada model psoriasis masih terbatas.

Metode: Penelitian ini merupakan studi eksperimental in vivo dengan desain
randomized post-test only control group. Tikus Wistar jantan diinduksi psoriasis
menggunakan imiquimod (IMQ) dan dibagi menjadi lima kelompok: kontrol sehat,
kontrol IMQ, terapi metotreksat, serta dua kelompok EH-MSC dosis 100 ul dan 200
pl. Ekspresi FOXP3 dan K10 pada jaringan kulit dianalisis menggunakan metode
PCR. Analisis statistik dilakukan dengan One-Way ANOVA dilanjutkan uji Post Hoc
LSD, dengan tingkat signifikansi p<0,05.

Hasil: Terdapat perbedaan bermakna ekspresi FOXP3 antar kelompok (ANOVA
p<0,001). Pemberian EH-MSC adanya pengaruh ekspresi FOXP3 secara signifikan
dibandingkan kelompok IMQ, dengan nilai tertinggi pada dosis 200 ul (1,84+0,29
pg/mL). Ekspresi K10 juga menunjukkan perbedaan bermakna antar kelompok
(ANOVA p<0,001). Kelompok IMQ menunjukkan adanya pengaruh ekspresi K10
tertinggi (3,86+0,67 pg/mL), sedangkan pemberian EH-MSC mempengaruhi ekspresi
K10 secara signifikan dan bersifat dose-dependent, dengan dosis 200 pl menghasilkan
nilai yang tidak berbeda bermakna dengan kontrol sehat (p=0,345).

Kesimpulan: Pemberian EH-MSC meningkatkan ekspresi FOXP3 dan
menurunkan ekspresi K10 secara signifikan pada model psoriasis, yang mencerminkan
efek imunomodulator serta normalisasi diferensiasi keratinosit.

Kata kunci: psoriasis, FOXP3, Keratin-10, EH-MSC.
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ABSTRACT

Background: Psoriasis is a chronic autoimmune inflammatory skin disease
characterized by immune dysregulation and impaired epidermal differentiation.
Forkhead Box Protein P3 (FOXP3) plays a critical role in regulatory T cell function,
while Keratin-10 (K10) is a marker of Kkeratinocyte differentiation that is
pathologically altered in psoriasis. Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (EH-
MSCs) possess immunomodulatory and regenerative properties; however, their effects
on FOXP3 and K10 expression in psoriasis remain limited.

Methods: This in vivo experimental study employed a randomized post-test only
control group design. Male Wistar rats were induced with psoriasis-like lesions using
imiquimod (IMQ) and divided into five groups: healthy control, IMQ control,
methotrexate-treated group, and two EH-MSC treatment groups (100 pL and 200 pL).
FOXP3 and K10 expression in skin-tissue were analyzed using PCR. Statistical
analysis was performed using one-way ANOVA followed by Post Hoc LSD, with
p<0.05 considered statistically significant.

Results: FOXP3 expression differed significantly among groups (ANOVA
p<0.001). EH-MSC administration significantly increased FOXP3 expression
compared with the IMQ group, with the highest level observed in the 200 pL dose
group (1.84+0.29 pg/mL). K10 expression also showed significant differences among
groups (ANOVA p<0.001). The IMQ group exhibited the highest K10 expression
(3.86+0.67 pg/mL), while EH-MSC treatment significantly reduced K10 expression in
a dose-dependent manner. The 200 pL EH-MSC group demonstrated K10 levels not
significantly different from the healthy control (p=0.345).

Conclusion: EH-MSCs significantly increase FOXP3 expression and decrease
K10 expression in a psoriasis model, indicating immunomodulatory effects and
normalization of epidermal differentiation.

Keywords: psoriasis, FOXP3, keratin-10, EH-MSCs.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Psoriasis merupakan penyakit kulit inflamasi kronik yang bersifat
autoimun, ditandai oleh lesi eritematosa, penebalan kulit, dan sisik perak yang
sering menyebabkan gatal dan nyeri, serta menurunkan kualitas hidup pasien
secara signifikan.! Penyakit ini juga disertai gangguan psikis seperti depresi
dan stres kronis akibat tampilan lesi yang mencolok dan rasa tidak nyaman.?
Secara global, psoriasis memengaruhi sekitar 2-3% populasi dunia, dengan
lebih dari 125 juta orang terdampak.” *

Patofisiologi psoriasis terjadi akibat ketidakseimbangan antara respon
imun pro-inflamasi dan mekanisme regulasi imun yang melibatkan interaksi
kompleks antara sel T helper 17 (Thl17), sel T regulator (Treg), serta sel
keratinosit.® Aktivasi jalur Th17/1L-23 menyebabkan peningkatan sitokin IL-
17, 1L-22, dan TNF-a yang memicu hiperproliferasi keratinosit dan disfungsi
diferensiasi epidermis.’Terapi psoriasis saat ini masih bersifat simptomatik
dan belum sepenuhnya efektif. Metotreksat (MTX) merupakan terapi
sistemik yang paling sering digunakan, namun memiliki keterbatasan berupa
efek toksik hepatik, nefrotoksisitas, mielosupresi, serta resistensi akibat
variasi genetik pada gen FOXP3, ABCC1, dan ABCG2.® Terapi biologik
seperti anti-IL-17 atau anti-TNF-o memang memberikan perbaikan klinis
yang cepat, tetapi penggunaannya jangka panjang mahal dan dapat

menimbulkan risiko infeksi oportunistik. Oleh karena itu, dibutuhkan



pendekatan terapi yang lebih aman, efektif, dan mampu menekan akar
Imunopatogenesis psoriasis.

Pendekatan potensial yang dapat digunakan adalah Exosome Hypoxia
Mesenchymal Stem Cells (EH-MSC). Exosome yang dihasilkan MSC di
bawah kondisi hipoksia diketahui memiliki aktivitas imunomodulator yang
lebih tinggi melalui peningkatan ekspresi miRNA anti-inflamasi dan IL-10,
yang mampu menekan aktivasi Th17/Thl serta memperbaiki diferensiasi
keratinosit. Beberapa penelitian pra-klinis menunjukkan bahwa MSC-Exo
dapat menurunkan ketebalan epidermis, skor klinis psoriasis, serta menekan
ekspresi sitokin pro-inflamasi (TNF-a, IL-17A, IL-23) dan jalur pensinyalan
seperti STAT3, NF-«B, serta JAK/STAT. °

Penelitian ini menetapkan FOXP3 dan K10 sebagai marker utama untuk
menilai efek imunomodulator dan diferensiasi epidermal dari EH-MSC.*
FOXP3 adalah faktor transkripsi yang menentukan fungsi dan stabilitas sel T
regulator (Treg), yang berperan penting dalam menekan respon imun
berlebihan pada psoriasis.** Disfungsi atau penurunan ekspresi FOXP3 telah
dikaitkan dengan peningkatan aktivitas Th17/IL-17 dan peradangan kronis
kulit. Secara fisiologis, Keratin 10 (K10) merupakan marker diferensiasi
epidermal normal yang diekspresikan pada lapisan suprabasal kulit. Pada
psoriasis, ekspresi K10 meningkat akibat proliferasi berlebih dan hilangnya
diferensiasi fisiologis keratinosit. Beberapa studi menunjukkan bahwa terapi
berbasis Exosome MSC dapat menormalkan kembali ekspresi K10 dengan

menekan inflamasi dan mengembalikan homeostasis epidermal.** ** Selain



1.2.

itu, pemulihan FOXP3 dan K10 tidak hanya mencerminkan perbaikan
imunologis dan diferensiasi seluler, tetapi juga berhubungan langsung dengan
restorasi struktur dan fungsi kulit. Pada kondisi psoriasis, kulit mengalami
penebalan epidermis, hilangnya stratifikasi normal, dan gangguan skin barrier
akibat proliferasi keratinosit yang tidak terkontrol. Perubahan ini membuat
kulit lebih rentan terhadap inflamasi, kehilangan kelembapan, serta penetrasi
mikroba atau iritan. Dengan meningkatkan regulasi Treg melalui FOXP3 dan
memulihkan diferensiasi keratinosit melalui penurunan K10, pemberian EH-
MSC berpotensi membantu mengembalikan integritas epidermal sehingga
struktur  kulit kembali menyerupai keadaan fisiologis dan mampu
menjalankan fungsi protektifnya secara optimal.*®

Berdasarkan hal tersebut, penelitian -ini penting dilakukan untuk
mengevaluasi pengaruh Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells (EH-
MSC) terhadap ekspresi FOXP3 dan K10 pada model tikus Wistar psoriasis-
like yang diinduksi Imiquimod (IMQ). Kajian ini diharapkan dapat
memberikan manfaat penelitian baru bagi pengembangan terapi berbasis

Exosome sel punca yang lebih aman dan efektif untuk psoriasis.

Rumusan Masalah
Apakah terdapat pengaruh Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells
terhadap Ekspresi FOXP3 dan K10 pada Tikus Wistar Psoriasis-like yang

diinduksi IMQ?



1.3. Tujuan Penelitian

1.3.1. Tujuan Umum
Tujuan umum yang ingin dicapai penelitian ini adalah
mengetahui pengaruh Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells
terhadap Ekspresi FOXP3 dan K10 pada Tikus Wistar Psoriasis-like

yang diinduksi IMQ.

1.3.2. Tujuan Khusus
1.3.2.1. Penelitian ini bertujuan mengukur Ekspresi FOXP3 antar
kelompok yang diberikan Exosome Hypoxia Mesenchymal
Stem Cells dosis 100 pl/ekor dan 200 pl/ekor dibandingkan

kelompok kontrol.

1.3.2.2. Penelitian ini bertujuan mengukur Ekspresi K10 antar
kelompok Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cells dosis

100 pl/ekor dan 200 ul/ekor dibandingkan kelompok kontrol.

1.3.2.3. Penelitian ini bertujuan membedakan ekspresi FOXP3 &

K10 antar kelompok



1.4. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

No Peneliti, Tahun  Judul Metode Hasil
1.  Membrive- ABCC1, ABCG2 and Studi kohort Ditemukan
Jiménez C., FOXP3: Predictive =~ pada pasien bahwa variasi
Vieira-Maroun  Biomarkers of psoriasis genetik  pada
S., Marquez- Toxicity from sedang- ABCC1,
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Y., Pérez- Treatment in mendapat FOXP3
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Sanchez J., Severe Psoriasis Dilakukan peningkatan
Jiménez- analisis risiko toksisitas
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Tortosa M. D. mengevalua Biomarker ini
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Zhou F., Zhang  hyperproliferative mutasi gen gen keratin tipe
Y., Sun L, type | keratins in keratin tipe | | yang
Yang S., & mild and moderate (epidermal  berhubungan
Zhang X. psoriasis vulgaris dan dengan
(2018).%° patients: apossible  hiperprolifer patogenesis
role in the atify  pada psoriasis.
pathogenesis of pasien Mutasi ini
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disease severity vulgaris berkontribusi
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sedang, penyakit
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DNA keratinosit dan



struktur
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XiaoJuan Lul, Indirubincombined  Eksperiment  Baik hUC-
Hao Wang, with umbilical cord  al in vivo. MSC maupun
Hongwei Wang, mesenchymal stem indirubin
Fan Xie, Cuibao cells to relieve dapat secara
Jiang, Danpeng  psoriasis-like skin efektif
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Lin, 2022.1 tikus
BALB/c, dan
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Varshosaz J, Exosomes for dan in vivo yang
Mirian M, Topical Delivery of membungkus
Minaiyan M, Tofacitinib in TFC
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Psoriasis uji MTT,
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Kaur, M., Study of oxidative Studi Pasien
Sharma, S., stress in patientsof ~ observasional psoriasis
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1.5.

Bassi, R. biomarker stres oksidatif,
2016.%3 stres ditandai
oksidatif dengan kadar
pada pasien MDA yang
psoriasis lebih tinggi
dan aktivitas
antioksidan
yang
menurun
dibanding
kontrol

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 FOXP3 dan K10 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 FOXP3 dan K10 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 Hasil penelitian ini dapat menjadi tambahan landasan

teori bagi penelitian selanjutnya yang berkaitan dengan peran



exosome hypoxia mesenchymal stem cell terhadap FOXP3
dan K10 pada Tikus model Psoriasis 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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2.1.

BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

Psoriasis

2.1.1. Definisi

Psoriasis adalah penyakit kulit inflamasi kronis dengan
predisposisi genetik yang kuat dan sifat patogenik autoimun. Psoriasis
ditandai dengan adanya plak berwarna merah yang berbatas tegas
dengan sisik putih keperakan dan cenderung tersebar simetris ke
seluruh  tubuh. Gambaran klinis secara histologis didapatkan
hiperplasia dramatis epidermis (acanthosis) dengan hilangnya lapisan
granular, perpanjangan reguler rete ridges (papillomatosis), penebalan
lapisan kornea (hiperkeratosis), dan diferensiasi keratinosit inkomplit
dengan retensi nukleus di stratum corneum (parakeratosis). Infiltrat
inflamasi sebagian besar terdiri dari makrofag, berbagai jenis sel
dendritik, dan sel T dalam dermis, serta neutrofil dan beberapa sel T
dalam epidermis. Kemerahan pada lesi disebabkan oleh peningkatan
vaskularisasi peningkatan jumlah kapiler yang melebar dan berliku di

papilla dermal.**
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Trigger Factors
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Gambar 2.1. Patogensis Psoriasis.™

Temuan klinis utama pada psoriasis terlihat pada lapisan kulit
terluar, yang terdiri dari Keratinosit. Namun, perkembangan plak
psoriasis tidak terbatas pada peradangan di lapisan epidermis, tetapi
dibentuk oleh interaksi keratinosit dengan berbagai jenis sel (sel imun
bawaan dan adaptif, pembuluh darah) yang mencakup lapisan dermal
kulit. Patogenesis psoriasis dapat dikonseptualisasikan menjadi fase
inisiasi yang mungkin dipicu oleh trauma (fenomena Koebner),
infeksi, atau obat-obatan dan fase pemeliharaan yang ditandai dengan
perkembangan klinis kronis.**
Mekanisme dan Cara Kerja Psoriasis

Psoriasis berkembang melalui mekanisme imunologis yang
kompleks, diawali oleh aktivasi sel dendritik yang memicu

diferensiasi sel T efektor, khususnya Thl, Th17, dan Th22. Sel-sel T
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tersebut kemudian menghasilkan sitokin proinflamasi seperti IL-17,
IL-23, dan TNF-a yang berperan dalam meningkatkan proliferasi serta
menghambat diferensiasi normal Kkeratinosit, sehingga terbentuk
lingkaran inflamasi yang berkelanjutan antara sel imun dan
keratinosit. Proses ini diperkuat oleh faktor genetik, terutama
kerentanan pada lokus PSORS, yang memfasilitasi respons imun
abnormal. Selain itu, perubahan epigenetik meliputi alterasi metilasi
DNA, modifikasi histon, dan disregulasi microRNA/IncCRNA turut
mengatur ekspresi gen yang berperan dalam aktivasi imun dan
proliferasi ~ keratinosit. Dengan demikian, patogenesis psoriasis
merupakan hasil interaksi dinamis antara jalur imun, keratinosit,
faktor genetik, serta regulasi epigenetik yang secara kolektif
mempertahankan inflamasi kronis pada kutit.*
Faktor Genetik Psoriasis

Faktor genetik memiliki peran penting dalam meningkatkan
kerentanan individu terhadap psoriasis. Lokus utama yang terkait
dengan predisposisi penyakit ini adalah PSORS, khususnya PSORS1
pada kromosom 6p21, dengan alel HLA-C*06:02 sebagai penanda
genetik terkuat yang berhubungan dengan onset penyakit lebih dini
dan fenotipe klinis yang lebih berat. Selain itu, variasi pada gen-gen
yang berperan dalam regulasi imun dan diferensiasi keratinosit seperti
IL12B, IL23R, TNFAIP3, serta penghapusan gen LCE3B/LCE3C

diketahui turut memperkuat aktivasi jalur imun, terutama sumbu IL-

11



2.2.

2.2.1.

23/Th17. Kombinasi polimorfisme ini meningkatkan kecenderungan
terjadinya respons imun yang hiperaktif, sehingga membentuk dasar

terjadinya inflamasi kronis dan patogenesis psoriasis.*?

FOXP3
Definisi

Forkhead box P3 (FOXP3) adalah sebuah transcription factor
kunci yang secara esensial mengendalikan perkembangan, stabilitas,
dan fungsi sel T regulator (Treg), yaitu subset sel T CD4+ yang
berperan menjaga toleransi imun dan mencegah autoimunitas. FOXP3
bertindak sebagai master regulator identitas Treg dengan mengontrol
ekspresi gen-gen supresif melalui mekanisme epigenetik dan interaksi
protein kompleks. FOXP3 tidak hanya menginduksi program
transkripsi khas Treg, tetapi juga menekan program efektor sel T
konvensional, sehingga memastikan fungsi imun tetap berada dalam
kondisi seimbang. Mutasi atau disfungsi FOXP3 menyebabkan
kegagalan pembentukan Treg fungsional dan menghasilkan penyakit
autoimun berat seperti sindrom IPEX (Immune
dysregulation,Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked), yang
menegaskan bahwa FOXP3 memiliki peranan sentral dalam

homeostasis sistem imun adaptif.*®
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2.2.2.
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Gambar 2.2. Skema proses patofisiologi seluler dan molekuler yang
mendasari patologi penyakit.?

Mutasi pada gen FOXP3 mengakibatkan hilangnya fungsi dan
identitas sel T regulator (Treg), yang normalnya berperan dalam
menjaga toleransi imun terhadap antigen diri. Kehilangan fungsi Treg
ini menyebabkan ekspansi sel T konvensional (Tconv) yang bersifat
autoreaktif serta peningkatan diferensiasi ke arah sel efektor Thi, Th2,
dan Th17, disertai produksi berlebih sitokin inflamasi seperti IL-4, IL-
5, IL-13, IL-17, dan TNF-a. Selain itu, defek FOXP3 juga
menimbulkan hilangnya toleransi B sel perifer, yang berujung pada
pembentukan autoantibodi terhadap berbagai jaringan tubuh.
Akibatnya, pasien IPEX mengalami kerusakan multi-organ, termasuk
pada kulit, usus, pankreas, dan ginjal, dengan manifestasi klinis

berupa inflamasi sistemik dan autoimunitas berat sejak usia dini.?

Peran FOXP3 pada Psoriasis

FOXP3 sebagai penanda utama Treg berfungsi menekan
aktivasi berlebihan dari sel T efektor melalui penghambatan jalur
sinyal proinflamasi, salah satunya dengan menekan transkripsi sitokin

seperti IL- 2, IL-17, dan IFN-y. Pada psoriasis, ekspresi FOXP3
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mengalami gangguan, sehingga fungsi Treg untuk mengendalikan
respons imun melemah. Akibatnya, terjadi dominasi sel Th17 dan Thl
yang menghasilkan sitokin proinflamasi utama (IL-17A, IL-22, TNF-
a, dan IFN-y), yang berperan dalam hiperproliferasi keratinosit dan
peradangan kronis kulit. Selain itu, FOXP3 juga diketahui berinteraksi
dengan faktor transkripsi lain, seperti NFAT dan NF-xB, untuk
mengendalikan keseimbangan imun. Disfungsi pada regulasi ini
memperparah ketidakseimbangan antara Treg dan sel efektor, yang
pada akhirnya memicu progresivitas lesi psoriatik. Dengan
memahami peran FOXP3 dalam jalur molekuler ini, berbagai
pendekatan terapi baru diarahkan untuk memulihkan fungsi FOXP3+

Treg sebagai strategi pengendalian psoriasis.™

2.3. Keratin 10 (K10)
2.3.1. Definisi

Keratin 10 (K10) adalah protein intermediate filament tipe |
yang terutama diekspresikan pada keratinosit suprabasal di
epidermis normal, berperan penting dalam diferensiasi Kkeratinosit
serta menjaga integritas struktural kulit. K10 berfungsi sebagai
penanda diferensiasi epidermal, di mana ekspresinya meningkat saat
keratinosit berpindah dari lapisan basal menuju lapisan suprabasal.
Gangguan atau mutasi pada K10 dapat menyebabkan kelainan kulit,
termasuk epidermolytic ichthyosis, serta dikaitkan dengan disregulasi

diferensiasi pada kondisi inflamasi kronis seperti psoriasis.’
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2.3.2. Peran K10 pada Psoriasis

Keratin 10 (K10) berperan penting dalam patogenesis psoriasis
karena mutasi dan perubahan ekspresi pada gen keratin tipe I,
termasuk K10, dapat memengaruhi diferensiasi serta homeostasis
epidermis. Pada pasien psoriasis vulgaris ringan hingga sedang,
ditemukan adanya variasi genetik pada K10 yang berhubungan
dengan peningkatan proliferasi keratinosit dan gangguan diferensiasi
epidermal. Kondisi ini berkontribusi terhadap pembentukan plak
psoriatik yang ditandai dengan hiperproliferasi dan ketidakmampuan
sel kulit untuk mencapai maturasi normal. Oleh karena itu, K10 tidak
hanya berfungsi sebagai marker diferensiasi keratinosit tetapi juga
berpotensi menjadi faktor yang memperburuk keparahan psoriasis

melalui interaksi dengan jalur molekuler inflamasi dan genetik.*®
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Gambar 2.3. Ekspresi dan fungsi keratin pada epidermis kulit
normal atau epidermis kulit yang terluka/psoriatik.*
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Pada epidermis kulit normal, keratinosit basal mengekspresikan
pasangan keratin tipe | dan tipe Il KRT14 (K14)-KRT5 (K5), yang
diperlukan untuk mempertahankan proliferasi keratinosit dengan
meningkatkan fosforilasi AKT, mendorong perkembangan siklus sel,
dan menghambat diferensiasi spontan keratinosit. Sebaliknya, sel-sel
yang terletak di lapisan epidermis suprabasal mengekspresikan K10-
K1 sebagai pasangan keratin dominan, dan pasangan keratin ini
mendorong diferensiasi terminal keratinosit dengan menurunkan
fosforilasi ERK1/2, menghambat perkembangan siklus sel, dan
meningkatkan ekspresi Notchl sambil mempertahankan integritas inti
sel yang berdiferensiasi. Selama cedera kulit atau psoriasis, keratinosit
suprabasal menurunkan regulasi K10-K1, meningkatkan regulasi
K14-K5, dan secara kuat menginduksi ekspresi K16/K17-K®6.
Pasangan keratin K16-K6 berfungsi untuk mempertahankan migrasi
dan integritas sel kolektif dengan meningkatkan kontak sel-ke-seldan
sel-matriks, mengurangi  migrasi dan arah sel sekaligus
mempertahankan integritas mekanis. K17 dapat berpasangan dengan
K6 atau K5 untuk mendorong hiperproliferasi keratinosit dengan
meningkatkan ukuran sel dan sintesis protein. K17 juga dapat
menginduksi produksi sitokin Th1/Th17 dari keratinosit, dan peptida
K17 juga dapat berfungsi sebagai autoantigen untuk mendorong
aktivasi sel penyaji antigen (APC)- T, yang menyebabkan amplifikasi

autoimun selama patogenesis psoriasis.*
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2.4. Exosome Mesenchymal Stem Cells
Exosome merupakan vesikel lipid berlapis ganda berbentuk sferis dengan
ukuran diameter berkisar antara 30 hingga 150 nm. Vesikel ini mengandung
berbagai biomolekul yang tersusun secara selektif, meliputi glikoprotein
membran, lipid, protein spesifik sel, serta beberapa jenis asam nukleat.
Sementara itu, sel punca mesenkimal (Mesenchymal Stem Cells / MSC)
merupakan sel stroma multipotensial yang mampu berdiferensiasi ke berbagai
garis keturunan sel dan memiliki sifat imunomodulator serta antiinflamasi yang
luas. Baik MSC maupun Exosome yang dihasilkannya berperan penting dalam
mengatur respons inflamasi dan memperbaiki jaringan pada kondisi psoriasis.™
2.4.1. Kandungan Exosome Mesenchymal Stem Cells
Exosome yang berasal dari Mesenchymal Stem Cells (EH-
MSCs) mengandung berbagai molekul bioaktif yang memiliki potensi
terapeutik signifikan terhadap psoriasis. Komponen utama Exosome
MSC yang berkontribusi dalam mekanisme terapeutik tersebut antara
lain:
a. MikroRNA (miRNA)

Exosome MSC mengandung sejumlah miRNA yang
diketahui memiliki peran penting dalam patogenesis psoriasis.
MikroRNA merupakan molekul RNA non-koding berukuran kecil
yang berfungsi dalam proses pembungkaman RNA (RNA
silencing) dan pengaturan ekspresi gen pascatranskripsi. Molekul

ini berperan dalam mengendalikan disfungsi imun yang menjadi
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salah satu karakteristik utama psoriasis.
Protein dan Enzim

Exosome Mesenchymal Stem Cells mengandung protein dan
enzim, termasuk FOXP3, yang berperan dalam regulasi berbagai
proses biologis seperti respon imun. Selain itu, Exosome yang
membawa mMIRNA terenkapsulasi juga dapat meningkatkan
polarisasi makrofag tipe M2, yang berfungsi dalam proses
antiinflamasi. Di sisi lain, keratin 10 (K10) memiliki peranan
penting dalam patogenesis psoriasis, karena mutasi dan perubahan
ekspresi pada gen keratin tipe 1, termasuk K10, dapat mengganggu
diferensiasi dan homeostasis epidermis.®
Lipid

Komponen lipid yang terkandung dalam Exosome MSC
Juga berkontribusi dalam mengatur respons seluler serta
mempertahankan integritas membran sel. Fosfolipid sebagai
komponen utama lipid Exosome memiliki fungsi penting dalam
komunikasi antar sel, khususnya pada proses biologis yang

berkaitan dengan psoriasis.?

. Sitokin dan Faktor Pertumbuhan

Exosome yang mengandung FOXP3 juga berpotensi
mempengaruhi berbagai mekanisme biologis, termasuk modulasi
sistem imun dan regenerasi jaringan. Selain itu, Keratin 10 (K10)

turut berperan dalam keseimbangan epidermal melalui
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mekanisme regulasi ekspresi gen dan diferensiasi sel kulit.

2.4.2. Metode Isolasi Exosome Mesenchymal Stem Cells
Isolasi Exosome dari Mesenchymal Stem Cells (MSC)
merupakan tahap penting untuk meneliti fungsi biologis dan potensi
terapinya. Terdapat beberapa metode isolasi yang dikembangkan guna
memperoleh Exosome dengan tingkat kemurnian dan integritas yang
optimal. Metode-metode tersebut antara lain:
a. Ultrasentrifugasi Diferensial
Metode ultrasentrifugasi diferensial merupakan teknik yang
paling umum digunakan untuk memisahkan Exosome. Prosedur
ini-melibatkan beberapa tahap sentrifugasi dengan kecepatan
bertingkat untuk menghilangkan sel, debris seluler, serta partikel
berukuran lebih besar. Tahapan dimulai dengan sentrifugasi
kecepatan rendah untuk memisahkan sel dan debris besar, diikuti
dengan sentrifugasi menengah guna mengendapkan mikrovesikel.
Supernatan kemudian disentrifugasi pada kecepatan sangat tinggi
(100.000-120.000 x g) untuk mengendapkan Exosome. Hasil
endapan (pellet) dicuci dan disentrifugasi ulang untuk
meningkatkan kemurnian Exosome yang diperoleh.
b. Ultrafiltrasi
Metode ultrafiltrasi memanfaatkan membran dengan ukuran
pori tertentu untuk memisahkan Exosome berdasarkan ukuran

partikel. Media kultur difiltrasi melalui membran tersebut
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sehingga partikel berukuran besar dan molekul kecil dapat
dihilangkan, sementara Exosome tertahan pada membran. Teknik
ini sering digunakan sebagai tahap lanjutan setelah
ultrasentrifugasi, dengan tujuan memperbaiki kemurnian hasil
isolasi.
Kromatografi Afinitas

Metode kromatografi afinitas didasarkan pada interaksi
spesifik antara molekul di permukaan Exosome dengan ligan yang
terikat pada matriks kromatografi. Umumnya, antibodi spesifik
terhadap penanda permukaan Exosome seperti CD63, CD81, dan
CD9 digunakan. Media kultur dilewatkan melalui kolom
kromatografi yang mengandung ligan tersebut, sehingga Exosome
dengan penanda permukaan yang sesual akan terikat dan
kemudian dapat dielusi untuk dikumpulkan.
. Presipitasi Polimer

Metode ini- menggunakan polimer seperti polyethylene
glycol (PEG) untuk menginduksi presipitasi Exosome dari media
kultur. Polimer ditambahkan ke dalam media dan diinkubasi,
kemudian campuran disentrifugasi dengan kecepatan rendah
untuk mengendapkan Exosome. Teknik ini tergolong cepat dan
sederhana, namun tingkat kemurniannya relatif lebih rendah

dibandingkan metode isolasi lainnya.
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e. Isolasi Berdaskan Densitas

Metode ini menggunakan gradien densitas, seperti gradien
sucrose atau iodixanol, untuk memisahkan exosome berdasarkan

densitas.
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BAB Il1

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1. Kerangka Teori

Model IMQ dan inisiasi peradangan, Imiquimod (IMQ) adalah agonis
TLR7/8 yang sering digunakan untuk menginduksi model psoriasis pada
hewan karena kemampuannya mengaktifkan dendritik dan memicu respons
imun lokal mirip manusia. > 2 Psoriasis merupakan penyakit inflamasi kronis
yang ditandai oleh hiperproliferasi keratinosit serta aktivasi berlebihan sistem
imun, khususnya poros Thl dan Th17. Model psoriasis yang diinduksi
imiquimod (IMQ) banyak digunakan karena secara konsisten menghasilkan
pola inflamasi yang menyerupai psoriasis manusia, termasuk peningkatan
ekspresi TLR pada keratinosit dan stimulasi jalur inflamasi seperti NF-«B,
MAPK, dan JAK-STAT. Aktivasi jalur-jalur ini. memicu produksi sitokin
proinflamasi yang memperkuat kondisi hiperproliferatif epidermis.?

Peran Thl7 / Thl dan poros IL-23/Th17. Sinyal dari sel dendritik yang
teraktivasi mengaktifkan poros IL-23—-Th17 sehingga meningkatkan populasi
sel Thl7 yang mensekresi IL-17, IL-22 dan sitokin lain yang menjadi
pendorong utama peradangan pada psoriasis.”® 2’ Sel Thi juga berkontribusi
pada profil peradangan kombinasi respons Th17 dan Thl mengintensifkan
aktivasi jalur pensinyalan intraseluler di keratinosit yang mendukung
hiperproliferasi.?®

Jalur pensinyalan intraseluler (NF-xB, MAPK, JAK/STAT). Cytokine

yang dihasilkan oleh Th17/Th1l mengaktifkan beberapa jalur pensinyalan inti
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di keratinosit, termasuk NF-xB, MAPK dan JAK/STAT, yang bersama-sama
mengatur ekspresi gen pro-inflamasi, proliferasi sel, dan resistensi terhadap
apoptosis.®> 3! Aktivasi berulang dari jalur-jalur ini menjelaskan perubahan
fenotip kulit pada psoriasis yaitu epidermal hyperplasia dan hilangnya
diferensiasi epidermal normal.?

Dampak pada FOXP3 (Treg) dan K10 (diferensiasi epidermal). Pada
psoriasis terdapat gangguan jumlah dan fungsi sel regulator CD4" FOXP3*
(Treg) sehingga kontrol tolerance perifer menurun dan peradangan kronis
terus berlanjut, beberapa penelitian melaporkan disfungsi atau perubahan
fenotip Treg pada lesi psoriatik.** ** Diferensiasi epidermal juga terganggu,
tercermin pada perubahan pola keratin (peningkatan ekspresi keratin 10 pada
lapisan suprabasal) sehingga K10 marker diferensiasi epidermal normal
berubah pada kulit psoriatik.® *°

Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem Cell (EH-MSC) melepaskan
berbagai mediator seperti IL-10, PGE, , IDO, TGF-B, HGF, dan miRNA
yang bekerja sinergis menekan inflamasi dengan cara menghambat IL-17 dan
IFN- vy, mereduksi aktivasi NF-xB melalui jalur cAMP-PKA, serta
mendegradasi triptofan untuk menekan proliferasi sel T proinflamasi.
miRNA MSC turut mengatur ulang ekspresi gen inflamasi pada keratinosit
dan sel imun. Kombinasi mediator ini memperkuat aktivitas Treg dan
melemahkan respons Th17/Thl, sehingga mengarah pada normalisasi fungsi
epidermis. Peningkatan FOXP3 menandakan aktivasi Treg yang lebih kuat,
sementara berkurangnya sinyal inflamasi memungkinkan keratinosit

kembali
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berdiferensiasi secara fisiologis, ditunjukkan oleh menurunnya ekspresi
Keratin-10 (K10). Berbagai studi melaporkan bahwa terapi berbasis MSC
dapat memulihkan ekspresi K10 dan mengurangi hiperproliferasi keratinosit,

sehingga memperbaiki struktur dan fungsi kulit pada psoriasis.).3"% >4
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3.2. Kerangka Konsep

Ekspresi FOXP3

Eh-MSC

Ekspresi K10

Gambar 3.2. Kerangka Konsep

3.3. Hipotesis

Terdapat pengaruh pemberia

//
i

n_Exosome Hypoxia Mesenchymal Stem
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian ini merupakan eksperimen in vivo dengan desain
Randomized Post-Test Only Control Group Design. Penelitian dilakukan
dengan membagi subjek ke dalam lima kelompok perlakuan sesuai dengan

skema rancangan penelitian yang telah ditetapkan.

—>| K1 | O1K1

—»| K2 > o2K2

Sé2l AT o N, s TR

> K4 % ouaka

> K5 =¥ 0o5K5

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 50mg/KgBB
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

0O1K1 = Observasi Ekspresi FOXP3 dan K10 kelompok K1

02K2 = Observasi Ekspresi FOXP3 dan K10 kelompok K2

0O3K3 = Observasi Ekspresi FOXP3 dan K10 kelompok K3

04K4 = Observasi Ekspresi FOXP3 dan K10 kelompok K4

O5K5 = Observasi Ekspresi FOXP3 dan K10 kelompok K5
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4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.2.1. Variabel penelitian
a. Variabel Bebas penelitian yang digunakan dalam penelitian ini
adalah Exosome Hypoxia MSC
b. Variabel Tergantung penelitian yang digunakan dalam penelitian
ini adalah Ekspresi FOXP3 dan K10
c. Variabel Prakondisi penelitian ini adalah pemberian IMQ secara

topikal.

4.2.2. Definisi Operasional
a. Injeksi exosome hypoxia MSC (EH-MSC)

EH-MSC yang digunakan pada penelitian ini diperoleh dari
kultur mesenchymal stem cell (MSC) yang diinduksi dalam kondisi
hipoksia dan kemudian diisolasi menggunakan metode Tangential
Flow Filtration (TFF). Media kultur disaring dengan filter 100 kDa
dan 500 kDa, kemudian dilakukan validasi menggunakan flow
cytometry dengan penanda CD81, CD63, dan CD9 untuk
memastikan karakteristik exosome. Exosome yang telah tervalidasi
disimpan dalam tabung 2,5 mL pada suhu 2-8 °C hingga waktu
penggunaan. Pada tahap perlakuan, EH-MSC diinjeksikan secara
intradermal pada daerah punggung kulit mencit sesuai protokol
penelitian. Kelompok perlakuan terdiri dari K4 yang menerima EH-
MSC dosis 100 pL dan K5 yang menerima dosis 200 pL.

Skala: Ordinal
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b. Ekspresi FOXP3

FOXP3 (Forkhead box P3) adalah faktor transkripsi utama
yang sangat penting dalam mengatur perkembangan serta fungsi sel
T regulator (Treg), yaitu subpopulasi sel T yang berperan menjaga
keseimbangan sistem imun. Faktor transkripsi FOXP3 dapat
meningkatkan regulasi yang signifikan pada lesi kulit psoriasis. Pada
Tikus yang diinduksi oleh IMQ, pemberian exosome hypoxia MSC
dapat meningkatkan ekspresi FOXP3 pada tikus yang diinduksi
psoriasis. Diukur menggunakan teknik PCR (Polymerase chain
reaction) dari kulit tikus setelah perlakuan dengan exosome hypoxia
MSC pada hari ke-16.
Skala: Rasio

c. Ekspresi K10

Keratin 10 (K10) berperan penting dalam patogenesis psoriasis
karena mutasi dan perubahan ekspresi pada gen keratin tipe I,
termasuk K10, dapat memengaruhi diferensiasi serta homeostasis
epidermis. Pemberian exosome hypoxia MSC dapat menurunkan
Ekspresi K10 pada tikus yang telah diinduksi oleh IMQ. Diukur
menggunakan teknik PCR (Polymerase chain reaction) dari sampel
kulit tikus setelah perlakuan dengan exosome hypoxia MSC pada
hari ke-16.

Skala: Rasio
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4.3. Subyek Penelitian dan Sampel Penelitian
4.3.1. Subyek penelitian

Penelitian ini menggunakan hewan uji berupa tikus Wistar
berumur 6-8 minggu dengan bobot berkisar antara 200-250 gram.
Pemilihan tikus dilakukan setelah mendapatkan persetujuan dan
dinyatakan layak oleh dokter hewan dari Laboratorium Stem Cell and
Cancer Research (SCCR) Indonesia. Tikus dipelihara di laboratorium
dengan sistem ventilasi memadai dan suhu ruangan berkisar antara 20-
28°C. Selama pemeliharaan, hewan percobaan memperoleh pakan dan

minum secara ad libitum (tanpa pembatasan).

4.3.2. Sampel Penelitian
4.3.2.1. Kiriteria inklusi
Tikus Wistar, jenis kelamin jantan, usia 6-8 minggu,
berat badan 200-250 g, dalam keadaan sehat dan tidak
memiliki kelainan anatomi.
4.3.2.2. Kriteria eksklusi
Tikus Wistar yang telah diberikan IMQ namun tidak
menunjukkan gejala psoriasis dikeluarkan dari kelompok

sampel.
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4.4,

4.5.

Besar Sampel

Penentuan jumlah sampel dilakukan berdasarkan rumus Federer,
yaitu:

(n-1)(t-1)>15
Keterangan:
n= jumlah ulangan (jumlah hewan percobaan per kelompok perlakuan)
t= jumlah perlakuan
Dengan t = 5 perlakuan, maka:
(n-1) (5-1) > 154(n-1) > 15n > 4,75

Sehingga diperoleh jumlah minimal lima ekor tikus per kelompok
perlakuan. Untuk mengantisipasi kemungkinan mortalitas, setiap kelompok
ditambah satu ekor tikus sehingga total menjadi enam ekor per perlakuan.

Selain itu, ditambahkan dua ekor tikus sebagai sampel validasi, sehingga

total keseluruhan adalah 34 ekor tikus.

Alat dan Bahan
45.1. Alat Penelitian
Peralatan yang digunakan meliputi biosafety cabinet (BSC),
mikropipet, inkubator CO,, peralatan bedah, serta labu kultur 25T.
Selain itu, ruang hipoksia dimanfaatkan untuk menciptakan kondisi
rendah oksigen yang dibutuhkan dalam proses kultur hipoksia, dengan
kadar oksigen diukur menggunakan alat pengukur oksigen.
Alat tambahan berupa penyeka steril digunakan dalam proses
injeksi EH-MSCs, sedangkan IMQ dipakai untuk menginduksi gejala

menyerupai psoriasis. Instrumen analisis ekspresi gen FOXP3 dan
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K10 juga digunakan dalam penelitian ini.

4.5.2. Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan untuk kultur sel meliputi:

a. Tali pusar tikus

b. NaCl 0,9%
c. DMEM
d. FBS

e. PBS

f. Fungizone

g. Penstrep.

Proses perlakuan dan pengobatan terhadap hewan uji meliputi:
a. Alkohol 70%

b. PBS

c. Xylazine

d. Ketamine

e. 'Gel berbasis air

4.6. Metode Penelitian
4.6.1. Persetujuan Etik (Ethical clearance)
Sebelum pelaksanaan penelitian, protokol penelitian disetujui
oleh pembimbing dan penguji, kemudian diajukan ke Komisi Etik
Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang untuk

mendapatkan ethical clearance.

32



4.6.2. Pembuatan psoriasis dan pemberian perlakuan pada subjek
percobaan
a. Setelah proses adaptasi selama 7 hari, tikus dianestesi
menggunakan kombinasi xylazine (20 mg/kgBB) dan ketamine
(60 mg/kgBB).
b. Rambut tikus dicukur pada area punggung.
c. Tikus kelompok K1 tidak diberikan perlakuan.
d. Tikus kelompok K2-K5 diberikan IMQ 5% setiap hari selama 7
hari.
e. Pada hari ke-15 dilakukan validasi kondisi.
f. Injeksi intradermal dilakukan pada punggung tikus dengan
rincian:
1) K2: NaCl
2) K3: Metotreksat (Mtx) 50mg/KgBB diberikan setiap hari
selama 7 hari
3) K4: Exosome Hypoxia MSC dosis 100 pL/ekor diberikan
pada hari ke-1 dan ke-3
4) K5: Exosome Hypoxia MSC dosis 200 pL/ekor diberikan
pada hari ke-1 dan ke-3
g. Pemeriksaan sampel dilakukan pada hari ke-22.
h. Jaringan homogen disimpan pada suhu -80°C hingga tahap

analisis gen FOXP3 dan K10 menggunakan metode PCR.
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4.6.3. Metode Validasi

a. Validasi dilakukan secara makroskopis dan mikroskopis.

1)

2)

Makroskopis: dinyatakan positif apabila area kulit yang
dicukur tidak menunjukkan kemerahan atau iritasi. Permukaan
tampak rata, halus, dan tidak terlihat lesi dengan ukuran yang
terukur secara visual.

Mikroskopis: menggunakan pewarnaan Hematoksilin-Eosin
(HE) kulit dinyatakan normal bila tampak struktur epidermis
dengan ketebalan teratur, stratum korneum tipis-kompak,
tanpa hiperkeratosis (penebalan stratum korneum), akantosis
(penebalan lapisan spinosum), atau infiltrasi sel radang di
dermis. Tidak tampak gambaran khas psoriasis seperti
penebalan epidermis, parakeratosis, pemanjangan rete ridge,

serta akumulasi sel radang.*

b. Proses pembuatan preparat histologis meliputi:

1)

2)

3)

4)

Pengambilan sampel kulit dari masing-masing kelompok,
kemudian diawetkan menggunakan Neutral Buffer Formalin
(NBF) 10%.

Dehidrasi jaringan dilakukan dengan alkohol bertingkat (70—
96%).

Klarifikasi jaringan menggunakan toluol, dilanjutkan dengan
infiltrasi parafin pada suhu 56°C.

Jaringan dipotong menggunakan mikrotom setebal 6 pm,

ditempel pada kaca objek berlapis Mayer Albumin, dan
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dipanaskan agar menempel sempurna.

5) Parafin dihilangkan (deparafinisasi) dengan xylol, kemudian
dilakukan pewarnaan HE.

6) Setelah  pewarnaan, jaringan  didehidrasi  kembali
menggunakan alkohol bertingkat dan dilakukan clearing
dengan xylol.

7) Preparat diteteskan balsam Kanada, ditutup dengan kaca
penutup, diberi label, dan selanjutnya siap untuk dilakukan
pembacaan mikroskopis guna mengevaluasi  struktur

histologis kulit sesuai parameter penelitian.

4.6.4. Terminasi dan pengambilan jaringan
Tikus dimatikan menggunakan koktail anestesi letal yang terdiri
dari Ketamine 60 mg/kgBB dan xylazine 20 mg/kgBB dalam total
volume 10 mL. Setelah hewan mati, jaringan kulit diambil dan
diawetkan dalam RNA later pada suhu -80°C menggunakan cryotube

bebas RNAase.

4.6.5. Ekstraksi RNA dan sintesis cDNA
a. Sampel kulit dimasukkan ke dalam tabung berisi 300 pL RNA
later dan disimpan pada suhu -20°C.
b. Sebanyak 50 mg sampel kulit dihomogenisasi dalam 1 mL Trizol,
diinkubasi 5 menit pada suhu ruang.

c. Ditambahkan 0,2 mL kloroform, diinkubasi 2-3 menit, lalu
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4.6.6.

disentrifugasi 15 menit (12.000 x g, 4°C).

Lapisan atas (aqueous phase) yang mengandung RNA dipisahkan,
kemudian ditambahkan 0,5 mL isopropanol untuk presipitasi
RNA.

Setelah inkubasi 10 menit dan sentrifugasi ulang, supernatan
dibuang, lalu pellet dicuci dengan 1 mL etanol 75%.

RNA dikeringkan dan dilarutkan dalam 50 pL nuclease-free water
(NFW).

Konsentrasi RNA diukur menggunakan uDrop microplate reader.
RNA (0,1 pg) kemudian didenaturasi (65°C, 5 menit),
ditambahkan 4x DN Master Mix dan 5x RT Master Mix, lalu
diinkubasi menggunakan thermal cycler pada 37°C (15 menit),
50°C (5 menit), dan 98°C (5 menit).

Produk cDNA disimpan pada suhu -20°C.

Analisis FOXP3 dan K10 dengan RT-PCR

Ekspresi gen FOXP3 dan K10 dianalisis menggunakan Reverse

Transcription Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR).

Campuran reaksi terdiri dari:

a.

b.

1 uL cDNA

10 pL 2x SensiFAST SYBR No-ROX Mix
0,8 uL primer forward

0,8 UL primer reverse

7.4 uL NFW
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Primer FOXP3 yang digunakan:
a. Forward AGT GGC AGG GAA GGAGTG TCAG
b. Reverse AGG CTG GAT AAC GGC AGA GGA G
Primer K10 yang digunakan :
a. Forward CCT GCA AAT AACCCT CAATTGCTT
b. Reverse ATCACT CTGGTTTTATTAGTATTG CTCCC
Reaksi gPCR dilakukan dengan siklus:
a. 95°C selama 2 menit,
b. 95°C selama 5 detik,
c. 56°C selama 20 detik, sebanyak 40 siklus.
Hasil dianalisis’ ‘menggunakan software EcoStudy, dengan

pembacaan probe pada panjang gelombang 520 nm.

4.7. Tempat dan \Waktu Penelitian
Penelitian  dilaksanakan pada Bulan November Tahun 2025 di

laboratorium Animal Model Research Center, SCCR Indonesia.
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4.8. Alur Penelitian

Tikus Wistar 34 Ekor

v

Aklimatisasi selama 7 hari

v

Imiquimod (IMQ) topikal 5 %
setiap hari selama 7 hari

Y
Validasi
(HE dan Makroskopis)
Y
Randomisasi
v v v v
K1 K2 K3 K4 K5
Tikus sehat Tikus Tikus diinjeksif | Pemberian Pemberian
diinjeksi dengan Mtx injeksi injeksi
dengan 50mg/KgBB EH-MSC EH-MSC
Nacl diberikan dosis dosis 200
setiap hari 100pl/ekor pl/ekor
selama 7 hari diberikan diberikan
pada hari ke- pada hari
1 dan ke-3 ke-1 dan
ke-3
[

v

Terminasi dan pengambilan sampel kulit pada hari ke-22

T
v

Analisis ekspresi FOXP3 dan K10

v

Pengolahan Data

Gambar 4.2. Alur Penelitian




4.9. Analisa Data

Dilakukan melalui beberapa tahapan pengujian statistik. Uji
Shapiro Wilk digunakan untuk menilai normalitas distribusi data,
sedangkan Uji Levene diterapkan guna menguji homogenitas
varians antar kelompok. Hasil uji menunjukkan bahwa data
berdistribusi normal (p>0,05) dan memiliki varians yang
homogen (p>0,05), maka analisis dilanjutkan menggunakan uji
One-Way ANOVA untuk menentukan adanya perbedaan rerata
antar kelompok. Uji ANOVA menghasilkan perbedaan yang
signifikan (p<0,05), maka dilakukan uji lanjut Post Hoc LSD
untuk mengidentifikasi kelompok yang berbeda secara signifikan.
Data berdistribusi normal (p>0,05) namun tidak menunjukkan
homogenitas varians (p<0,05), maka uji One-Way ANOVA tetap
digunakan, dengan uji lanjut Post Hoc Tamhane sebagai alternatif.
Nilai p<0,05 diinterpretasikan sebagali adanya perbedaan
signifikan antar kelompok penelitian. Sementara itu, hasil uji
Shapiro Wilk menunjukkan bahwa data tidak berdistribusi normal
(p<0,05), maka digunakan uji non-parametrik Kruskal-Wallis.
Ditemukan perbedaan yang signifikan (p<0,05) antar kelompok,
analisis dilanjutkan dengan uji Mann Whitney U untuk
mengetahui perbedaan antar pasangan kelompok. Nilai p<0,05

menunjukkan perbedaan yang bermakna secara statistik.
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5.1.

5.1.1.

BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Penelitian
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, sel-sel tersebut dikultur
dalam Flask kultur yang berisi media DMEM. Setelah mencapai pasase
kelima, analisis morfologi sel dilakukan menggunakan mikroskop
inverted. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa sel MSC memiliki
morfologi fibroblast-like dengan bentuk spindle memanjang, tersusun
saling sejajar, serta melekat (adherent) pada permukaan flask kultur.

(Gambar 5.1A).

\
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Gambar 5.1. Validasi MSCs. (A) morfologi MSC berbentuk fibroblas-like pada
pembesaran 100x. (B) Analisis flow cytometry terhadap ekspresi CD45, CD31,
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 (99,57%) dan CD90 (95,83%), dan hanya
sedikit mengekspresikan CD45 (0,46%) dan CD31 (0,34%) (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. (A) 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).

Setelah tervalidasi, MSC kemudian diinkubasi dalam kondisi
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5.1.2.

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

didapatkan bahwa kadar exosome yang didapatkan sebesar 10 ug/5 mL

(Gambar 5.3).
oo - | ¥ 15 | 68.41%
eads
e’ |
= 10° - ¢
52) o E A
3 o N
10 {
b/ e
= 0s I {
¢ J AT
0! |
= 0 102 18 ot 0° Elo B #o 10 | 0 o 10
it Fi.-3 PerCP-H PE-A
CD63 CD9

Gambar 5.3. Hasil Analisis Kadar Exosome menggunakan marker CD63

dan CD9

Hasil VValidasi Psoriasis

Validasi pembentukan model psoriasis pada tikus dilakukan secara
visual dengan membandingkan kondisi permukaan kulit pada tikus sehat
dan tikus yang diinduksi IMQ. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa
tikus sehat memiliki permukaan kulit tampak halus, tanpa lesi atau sisik,
sedangkan tikus yang diinduksi IMQ kulit tampak menebal, bersisik, dan
kemerahan. Terdapat skuamosa lesi menunjukkan karakteristik plak

psoriatik dengan batas tegas, sebagaimana terlihat dalam Gambar 5.4. dan
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Makroskopis Tikus Sehat

Gambar 5.4. Validasi Makroskopis dan Mikroskopis kulit Tikus Sehat

dengan pewarnaan HE dan pembesaran 100

(A) Makroskopik tikus sehat
permukaan kulit tampak halus, tanpa lesi atau sisik

(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.
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Makroskopis Tikus Psoriasis | Mikroskopis ;Fii<us Pgoriais
Gambar 5.5. Validasi Makroskopis dan Mikroskopis kulit Tikus Psoriasis

dengan pewarnaan HE dan pembesaran 100

(A) Makroskopik tikus Psariais
Kulit tampak menebal, bersisik, dan kemerahan. Lesi menunjukkan
karakteristik plak psoriatik dengan batas yang tegas dan permukaan
skuamosa.

(B) 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 yang
mengalami Psoriasis akibat induksi imq dibagi menjadi 4 kelompok

perlakuan secara acak yaitu K2 (tikus Psoriasis dengan injeksi Nacl
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dengan dosis 100 uL secara intradermal), K3 (tikus Psoriasis dengan
injeksi Mtx 50mg secara intradermal), K4 dan K5 (tikus Psoriasis dengan
injeksi EH-MSC dengan dosis masing-masing 100 ul dan 200 ul secara

intradermal).

Injeksi EH-MSC diberikan pada hari ke-1 dan ke-3 setelah tikus
dinyatakan mengalami psoriasis, dan pengambilan sampel jaringan
dilakukan pada hari ke-22 setelah injeksi. Jaringan kulit kemudian
dihomogenisasi menggunakan RIPA buffer yang telah ditambahkan
inhibitor proteinase untuk menghambat kerusakan protein. Setelah
jaringan terhomogenisasi menjadi suspensi, proses sentrifugasi dilakukan,
dan supernatan dikumpulkan untuk analisis ekspresi FOXP3 dan K10

menggunakan metode PCR.

5.1.3. Ekspresi FOXP3
Tabel 5.1. Data Hasil Analisis Ekspresi FOXP3
Kelompok Sig. (p)
K1 K2 K3 K4 K5
Variabel Normal Kel (-) Kel (+) 100 pl 200 pl
N=6 N=6 N=6 N=6 N=6
Ekspresi
FOXP3
Mean+SD 1,03+0,29 0,65+0,33 1,26+0,19 1,44+0,52 1,84+0,29
Shapiro *0,26 *0,11 *0,32 *0,29 *0,51
Wilk
Lavene test 0,76
One Way **<0,001
Anova

Keterangan : *Normal p>0.05 **Signifikan p<0.05
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Data ekspresi FOXP3 dari lima kelompok (K1 hingga KB5)
menunjukkan variasi yang signifikan dalam konsentrasi. Kelompok K5
memiliki ekspresi FOXP3 tertinggi, yaitu 1,84 + 0,29 pg/mL, diikuti oleh
K4 dengan 1,44 £+ 0,52 pg/mL, dan K3 dengan 1,26 + 0,19 pg/mL.
Kelompok K1 memiliki ekspresi yang lebih rendah sebesar 1,03 £+ 0,29
pg/mL, sementara ekspresi terendah ditemukan pada K2 dengan 0,65 +
0,33 pg/mL.

Analisis  distribusi data menggunakan uji  Shapiro-Wilk
menunjukkan bahwa distribusi data pada setiap kelompok adalah normal
(p>0,05). Selanjutnya, uji homogenitas varians menggunakan Levene test
mengonfirmasi bahwa data ekspresi FOXP3 pada kelima kelompok

memiliki varians yang homogen (p>0,05).

Analisis perbedaan ekspresi FOXP3 antar kelompok dilakukan
menggunakan One-Way ANOVA, yang menghasilkan nilai signifikan
secara statistik (p<0,05). Hasil ini menunjukkan adanya perbedaan
bermakna antara kelompok-kelompok tersebut. Dengan kata lain,
perlakuan atau kondisi pada setiap kelompok memberikan pengaruh yang

signifikan terhadap ekspresi FOXP3.
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Tabel 5.2. Perbedaan rerata ekspresi FOXP3 antar dua kelompok
dengan Uji Post Hoc LSD

Kelompok Kelompok Perbandingan Signifikansi
K1 K2 0,062
K3 0,262
K4 0,048*
K5 <0,001*
K2 K1 0,062
K3 0,005*
K4 <0,001*
K5 <0,001*
K3 K1 0,262
K2 0,005*
K4 0,362
K5 0,007*
K4 K1 0,048*
K2 <0,001*
K3 0,362
K5 0,054
K5 K1 <0,001*
K2 <0,001*
K3 0,007*
K4 0,054

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

Berdasarkan data ekspresi FOXP3 yang memiliki beda nyata setelah
uji uji parametrik One Way ANOVA. Selanjutnya, untuk mengevaluasi
hubungan antar kelompok, dilakukan uji post hoc LSD, karena data
bersifat normal dan homogen. Data hasil uji post hoc LSD tersebut
ditampilkan dalam Tabel 5.2. Hasil uji post hoc LSD pada Tabel 5.2
menunjukkan bahwa kelompok K1 berbeda signifikan dengan K4 (p =
0,048) dan K5 (p < 0,001), namun tidak berbeda signifikan dengan K2 (p
= 0,062) dan K3 (p = 0,262). Kelompok K2 menunjukkan perbedaan
signifikan dengan K3 (p = 0,005), K4 (p < 0,001), dan K5 (p < 0,001).

Pada kelompok K3, perbedaan signifikan hanya ditemukan terhadap K5 (p
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= 0,007), sedangkan K4 dan K5 tidak menunjukkan perbedaan yang

signifikan (p = 0,054).
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Gambar 5.6. Grafik Ekspresi FOXP3.

Terdapat pola peningkatan ekspresi FOXP3 secara dose dependent
manner, di mana. pemberian dosis yang lebih tinggi menghasilkan
kenaikan ekspresi FOXP3 yang lebih besar, dengan dosis tertinggi

menunjukkan peningkatan yang paling nyata dibandingkan kelompok
dosis rendah dan kontrol.

5.1.4 Ekspresi K10

Tabel 5.3. Data Hasil Analisis Ekspresi K10

Kelompok Sig.(p)
Variabel K1 K2 K3 K4 K5
Normal Kel (-) Kel (+) 100 pl 200 pl
N=6 N=6 N=6 N=6 N=6

Ekspresi
K10
Mean+ 1,04+0,29 3,86+0,67 3,36+0,58 2,15+0,45 1,35+0,71
SD
Shapiro Wilk 0,36 0,15 0,42 0,25 0,98
Lavene test 0,70
One Way <0,001
Anova

Keterangan : *Normal p>0.05 **Signifikan p<0.05
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Data ekspresi K10 dari lima kelompok (K1 hingga KB5)
menunjukkan variasi yang signifikan dalam konsentrasi. Kelompok K2
memiliki ekspresi K10 tertinggi, yaitu 3,86 £+ 0,67 pg/mL, diikuti oleh K3
dengan 3,36 £ 0,58 pg/mL, dan K4 dengan 2,15 + 0,45 pg/mL. Kelompok
K5 memiliki ekspresi yang lebih rendah sebesar 1,35 + 0,71 pg/mL,
sementara ekspresi terendah ditemukan pada K1 dengan 1,04 + 0,29
pg/mL.

Analisis  distribusi data menggunakan uji  Shapiro-Wilk
menunjukkan bahwa distribusi data pada setiap kelompok adalah normal
(p>0,05). Selanjutnya, uji homogenitas varians menggunakan Levene test
mengonfirmasi bahwa data ekspresi K10 pada kelima kelompok memiliki

varians yang homogen (p>0,05).

Analisis perbedaan ekspresi K10 antar kelompok dilakukan
menggunakan One-Way ANOVA, yang menghasilkan nilai signifikan
secara statistik (p<0,05). Hasil ini menunjukkan adanya perbedaan
bermakna antara kelompok-kelompok tersebut. Dengan kata lain,
perlakuan atau kondisi pada setiap kelompok memberikan pengaruh yang

signifikan terhadap ekspresi K10.
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Tabel 5.4. Perbedaan rerata ekspresi K10 antar dua kelompok
dengan Uji Post Hoc LSD

Kelompok Kelompok Perbandingan Signifikansi
K1 K2 <0,001*
K3 <0,001*
K4 0,002*
K5 0,345
K2 K1 <0,001*
K3 0,135
K4 <0,001*
K5 <0,001*
K3 K1 <0,001*
K2 0,135
K4 <0,001*
K5 <0,001*
K4 K1 0,002*
K2 <0,001*
K3 <0,001*
K5 0,022*
K5 K1 0,345
K2 <0,001*
K3 <0,001*
K4 0,022*

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

Berdasarkan data ekspresi K10 yang memiliki beda nyata setelah uji
uji parametrik One Way ANOVA. Selanjutnya, untuk mengevaluasi
hubungan antar kelompok, dilakukan uji post hoc LSD, karena data
bersifat normal dan homogen. Data hasil uji post hoc LSD tersebut
ditampilkan dalam Tabel 5.4. Berdasarkan hasil analisis, menunjukkan
bahwa kelompok K1 berbeda signifikan dengan K2, K3, dan K4 (p <
0,05), namun tidak berbeda signifikan dengan K5 (p = 0,345). Kelompok
K2 menunjukkan perbedaan signifikan dengan K4 dan K5 (p < 0,05),
tetapi tidak berbeda signifikan dengan K3 (p = 0,135). Pada kelompok K3,

perbedaan signifikan ditemukan terhadap K4 dan K5 (p < 0,05). Sementara
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itu, kelompok K4 juga menunjukkan perbedaan signifikan dengan K5 (p =

0,022).
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Gambar 5.7. Grafik Ekspresi K10.

Grafik K10 menunjukkan pola dose-dependent, di mana
peningkatan dosis EH-MSC berpengaruh terhadap penurunan ekspresi

K10, dengan dosis tertinggi memberikan efek paling signifikan.

5.2. Pembahasan Hasil Penelitian

Exosome merupakan vesikel lipid berlapis ganda berukuran 30-
150 nm yang mengandung protein, lipid, dan asam nukleat. Sel punca
mesenkimal (MSC) adalah sel multipotensial dengan sifat
imunomodulator dan antiinflamasi. MSC dan exosome yang dihasilkannya
berperan dalam regulasi inflamasi serta perbaikan jaringan pada
psoriasis.*® Exosome MSC mengandung miRNA, protein, dan enzim yang
berperan dalam regulasi ekspresi gen dan respon imun pada psoriasis.

miRNA dalam exosome berkontribusi terhadap pengendalian disfungsi
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imun serta meningkatkan polarisasi makrofag M2 yang bersifat
antiinflamasi. Selain itu, keratin 10 (K10) berperan penting dalam
patogenesis psoriasis karena perubahan ekspresinya dapat mengganggu

diferensiasi dan homeostasis epidermis.?

FOXP3 merupakan faktor transkripsi utama yang menandai
regulatory T cells (Tregs) dan berperan penting dalam menjaga
keseimbangan imun serta menekan reaksi inflamasi yang berlebihan.
Defisiensi atau disregulasi Treg dan FOXP3 telah diidentifikasi sebagai
bagian dari mekanisme patogenik psoriasis, karena menurunnya FOXP3
berkorelasi dengan gangguan fungsi Treg yang gagal menekan aktivasi sel
T pro-inflamasi di kulit lesi psoriatik. Beberapa miRNA tertentu seperti
miR-210 dapat menarget ekspresi FOXP3 secara negatif dalam psoriasis,
sehingga menurunkan fungsi suppressive Treg dan memperburuk
inflamasi kulit.** Selain itu, Keratin 10 (K10) adalah marker diferensiasi
keratinosit yang menandai tahap terminal diferensiasi epidermis. Pada
psoriasis, diferensiasi keratinosit terganggu sehingga ekspresi K10 sering
meningkat atau tidak sesuai dengan epidermis normal akibat proliferasi sel

yang berlebihan serta disregulasi siklus pertumbuhan kulit.*’

Model psoriasis pada penelitian ini dibentuk melalui induksi
Imiquimod (IMQ) 5% secara topikal selama 7 hari. IMQ sebagai agonis
Toll-like receptor 7/8 (TLR7/8) mengaktivasi sel dendritik dan memicu
respons imun melalui poros IL-23/Th17, sehingga meningkatkan produksi

sitokin proinflamasi seperti IL-17, IL-22, dan TNF-0.?4?* Aktivasi jalur ini
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menyebabkan hiperproliferasi keratinosit dan gangguan diferensiasi
epidermis yang ditandai dengan akantosis, hiperkeratosis, dan

parakeratosis.?

Kelompok K1 merupakan kontrol sehat yang tidak diinduksi IMQ,

sehingga menunjukkan struktur kulit normal tanpa inflamasi.

Kelompok K2 diinduksi IMQ namun hanya diberikan NaCl 0,9%,
sehingga berfungsi sebagai kontrol psoriasis. Pada K2 tampak gambaran
klinis dan histopatologis khas psoriasis, disertai penurunan ekspresi
FOXP3 dan peningkatan ekspresi K10 sebagai akibat aktivasi inflamasi

berkelanjutan.?®*’

Perbedaan antara K1 dan K2 menegaskan bahwa induksi IMQ
berhasil membentuk model psoriasis-like yang valid sebagai dasar evaluasi

terapi pada kelompok perlakuan.

Pada penelitian ini, pemberian EH-MSC dengan dosis 100 pl dan
200 pl pada tikus model psoriasis bertujuan untuk mengevaluasi
pengaruhnya terhadap ekspresi FOXP3 dan K10 serta hubungan kedua
parameter ini dengan regulasi imun dan diferensiasi epidermis. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa dosis 200 pl EH-MSC mampu
meningkatkan ekspresi FOXP3 dan menurunkan ekspresi K10. Sementara
itu, dosis 100 pl menunjukkan peningkatan ekspresi Foxp3, meskipun
belum optimal, ditunjukan dari uji statistik dosis ini tetap memberikan
efek imunomodulator dan perbaikan diferensiasi keratinosit. Pemberian

EH-MSC menekan inflamasi melalui peningkatan FOXP3 dan fungsi
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Treg, sehingga menurunkan stimulus inflamasi pada keratinosit. Kondisi
ini menyebabkan penurunan ekspresi K10 yang bersifat patologis dan

mengarah pada pemulihan homeostasis epidermis.

Peningkatan ekspresi FOXP3 dibandingkan dengan kelompok 2
pada tikus psoriasis yang diberi EH-MSC dosis 100 pl dan 200 pl,
terutama pada dosis 200 ul, menunjukkan aktivasi mekanisme regulasi
imun yang berperan dalam pengendalian inflamasi kulit. FOXP3
merupakan faktor transkripsi utama Regulatory T cells (Treg) yang
menekan aktivasi sel T pro-inflamasi seperti Th17 dan Thl, yang berperan
dominan dalam patogenesis psoriasis. Penurunan FOXP3 pada lesi
psoriasis diketahui berkaitan dengan berkurangnya fungsi Treg dan
peningkatan sitokin pro-inflamasi seperti IL-17 dan TNF-a. Peningkatan
FOXP3 setelah pemberian EH-MSC mengindikasikan bahwa eksosom
mampu memulihkan keseimbangan imun melalui peningkatan fungsi Treg,
sejalan dengan laporan bahwa MSC-derived exosome mengandung
miRNA dan protein imunomodulator yang menstabilkan ekspresi FOXP3.
Efek ini lebih optimal pada dosis 200 pg, yang menunjukkan bahwa
peningkatan dosis memberikan muatan bioaktif yang lebih besar untuk

modulasi sistem imun, 3484

Selain efek imunomodulator, pemberian EH-MSC juga
menurunkan ekspresi Keratin 10 (K10), terutama pada dosis 200 pl. K10
merupakan marker diferensiasi terminal keratinosit suprabasal yang pada

psoriasis sering meningkat akibat hiperproliferasi keratinosit dan
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gangguan diferensiasi epidermis. Psoriasis ditandai oleh pergeseran
ekspresi dari keratin diferensiasi (K1/K10) menuju keratin stres
(K6/K16/K17), yang mencerminkan kegagalan maturasi epidermis.
Penurunan ekspresi K10 setelah pemberian EH-MSC menunjukkan
perbaikan diferensiasi dan homeostasis epidermis, yang kemungkinan
dipengaruhi oleh penurunan inflamasi melalui peningkatan FOXP3 dan
aktivitas Treg, sehingga menciptakan lingkungan mikro kulit yang

mendukung diferensiasi keratinosit normal.*®°

Dosis 200 pl EH-MSC menunjukkan efek yang lebih kuat
dibandingkan dosis 100 pl baik pada ekspresi FOXP3 maupun K10, yang
menegaskan bahwa efek EH-MSC bersifat dose-dependent. Dosis yang
lebih tinggi kemungkinan membawa lebih banyak exosomal miRNA dan
protein imunoregulator, yang secara sinergis menekan jalur inflamasi
psoriatik  (IL-23/IL-17 axis) sekaligus memperbaiki diferensiasi
keratinosit. Exosome MSC dosis tinggi lebih efektif dalam menurunkan
inflamasi dan mempercepat regenerasi jaringan kulit pada model penyakit

inflamasi kronis.>2

Secara keseluruhan, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa EH-
MSC dosis 100 pl dan 200 pl meningkatkan ekspresi FOXP3 dan
menurunkan K10, dengan dosis 200 ul memberikan efek paling optimal.
Peningkatan FOXP3 berkontribusi pada penguatan regulasi imun melalui
aktivasi Treg, sedangkan penurunan K10 mencerminkan perbaikan

diferensiasi dan homeostasis epidermis. Kombinasi kedua efek ini
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mendukung potensi EH-MSC sebagai pendekatan terapeutik yang

menargetkan baik aspek imunologis maupun struktural pada psoriasis-like.
5.2 Keterbatasan Penelitian

Penelitian ini memiliki beberapa keterbatasan yang perlu
dipertimbangkan dalam interpretasi hasil dan pengembangan penelitian

selanjutnya, antara lain:
1. Model Hewan Eksperimental

Penelitian ini menggunakan model tikus Wistar dengan induksi
Imiquimod (IMQ) untuk meniru kondisi psoriasis pada manusia.
Meskipun. model IMQ secara luas digunakan karena kemiripan
Imunopatogenesisnya dengan psoriasis manusia (aktivasi poros IL-
23/Th17), model ini tetap tidak sepenuhnya merepresentasikan
kompleksitas penyakit psoriasis kronik pada manusia, terutama terkait
faktor genetik, lingkungan, dan perjalanan penyakit jangka panjang.
2. Parameter yang Terbatas pada Marker Molekuler

Evaluasi efek EH-MSC hanya difokuskan pada ekspresi FOXP3 dan
K10 sebagai marker imunoregulator dan diferensiasi epidermal.
Penelitian ini belum menilai sitokin proinflamasi utama seperti 1L-17,
IL-23, TNF-0, maupun jalur pensinyalan spesifik seperti NF-kB,
MAPK, dan JAK/STAT secara langsung, sehingga mekanisme

molekuler detail belum dapat dijelaskan secara menyeluruh.
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3. Tidak Dilakukan Evaluasi Protein Secara Kuantitatif

Pemeriksaan dilakukan menggunakan metode PCR untuk menilai
ekspresi mRNA. Penelitian ini belum melakukan konfirmasi pada
tingkat protein (misalnya dengan Western blot atau imunohistokimia
kuantitatif), sehingga belum dapat dipastikan sepenuhnya bahwa
perubahan ekspresi gen berbanding lurus dengan perubahan ekspresi

protein fungsional.
4. Durasi Pengamatan Relatif Singkat

Penelitian ini menggunakan desain post-test only tanpa evaluasi jangka
panjang. Oleh karena itu, efek keberlanjutan (sustained effect) atau
kemungkinan kekambuhan inflamasi setelah terapi EH-MSC belum

dapat dievaluasi.
5. Karakterisasi Exosome Terbatas

Meskipun telah dilakukan validasi menggunakan marker CD63 dan
CD9, penelitian ini belum melakukan karakterisasi lanjutan seperti
analisis ukuran partikel (NTA), morfologi (TEM), maupun profiling
mIiRNA spesifik yang terkandung dalam EH-MSC yang mungkin

berperan dalam modulasi FOXP3 dan K10.
6. Belum Dilakukan Uji Toksisitas dan Keamanan Sistemik

Penelitian ini berfokus pada efektivitas biologis EH-MSC tanpa
mengevaluasi parameter toksisitas sistemik atau efek terhadap organ
lain, sehingga aspek keamanan jangka panjang belum dapat

disimpulkan.
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7. Variasi Biologis Individu Hewan Coba

Meskipun telah dilakukan randomisasi, variasi respons biologis antar
hewan tetap dapat memengaruhi hasil penelitian, terutama pada

parameter imunologis yang bersifat dinamis.

Dengan mempertimbangkan keterbatasan tersebut, penelitian
selanjutnya disarankan untuk melakukan evaluasi multi-parameter
inflamasi, konfirmasi ekspresi protein, pengamatan jangka panjang, serta
studi translasi klinis guna memperkuat potensi EH-MSC sebagai terapi

inovatif pada psoriasis.
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6.1.

6.2.

BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Hasil penelitian tentang pengaruh injeksi EH-MSC secara intradermal
terhadap peningkatan ekspresi FOXP3 dan K10 pada tikus jantan galur

Wistar model psoriasis menunjukkan hal-hal berikut:

Terdapat pengaruh pemberian (Exosome hypoxia mesenchymal stem
cell) EH-MSC dosis 100 ul/ekor dan 200 p/ekor terhadap ekspresi
FOXP3. Ekspresi FOXP3 pada kelompok tikus model psoriasis yang
diberi exosome 100 upl/ekor dan 200 p/ekor menunjukkan perbedaan
dibandingkan dengan kelompok kontrol, yang mencerminkan adanya

modulasi respons imun.

b. Terdapat pengaruh pemberian (Exosome hypoxia mesenchymal stem

cell) EH-MSC dosis 100 ul/ekor dan 200 ul/ekor terhadap ekspresi
Keratin 10 (K10) pada tikus model psoriasis dibandingkan dengan
kelompok kontrol. Ekspresi Keratin 10 (K10) pada kelompok yang
diberi exosome 100 ul/ekor dan 200 pl/ekor menunjukkan perbedaan

yang mengarah pada perbaikan proses diferensiasi keratinosit.

Saran

a. Penelitian selanjutnya disarankan untuk mengukur ekspresi sitokin

antiinflamasi dan proinflamasi lain, seperti I1L-10, IL-17, dan TNF-a,
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serta mengevaluasi hubungannya dengan ekspresi FOXP3 dan K10
setelah pemberian EH-MSC pada model psoriasis-like.

Melakukan penelitian translasi berupa uji klinis fase awal pada
manusia perlu dipertimbangkan untuk mengevaluasi keamanan, dosis
optimal, serta potensi terapeutik EH-MSC sebagai terapi berbasis

exosome pada penyakit psoriasis.
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