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ABSTRACT

Latar Belakang: Proses penyembuhan luka eksisi melibatkan rangkaian respons seluler yang kompleks untuk
membalikkan pembentukan integritas jaringan kulit. Proses ini membutuhkan komunikasi parakrin yang
melibatkan sitokin-sitokin antiinflamasi, terutama interleukin 10 (IL-10). Di sisi lain, sel punca mesenkimal
prekondisi hipoksia (H-MSCs) dipercaya mampu meningkatkan sekresi IL-10 berkontribusi pada percepatan
penyembuhan luka dibandingkan dengan sel punca mesenkimal prekondisi normoksia (N-MSCs). Tujuan:
Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan H-MSCs dan N-MSCs dalam meregulasi ekspresi serial IL-10 yang
terkait dengan peningkatan kepadatan kolagen pada model hewan luka eksisi. Metode: Tiga puluh enam tikus
Wistar jantan dengan luka eksisi dibuat sebagai model hewan dengan metode biopsi 6 mm. Hewan secara acak
dibagi menjadi empat kelompok yang terdiri dari empat kelompok perlakuan: N-MSCs 1x106, H-MSCs 1x106,
Kontrol (perlakuan PBS) dan Sham (tikus sehat yang tidak diobati). Pemberian perlakuan dilakukan 2 kali secara
intra peritonial pada hari ke 0. Jaringan kulit dikoleksi pada hari ke 3, 6 dan 9 pasca injeksi. Ekspresi IL-10
diperiksa dengan gPCR. Hasil: Penelitian ini menunjukkan bahwa terjadi peningkatan IL-10 yang signifikan pada
hari ke 3 dan 6 setelah perlakuan H-MSCs dan menurun pada hari ke-9 dibandingkan dengan perlakuan N-MSCs.
Kesimpulan: H-MSCs dapat meningkatkan ekspresi serial IL-10 yang mengarah pada perbaikan luka model tikus
luka eksisi dibandinglkan dengan N-MSCs.
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PENDAHULUAN

Proses penyembuhan luka eksisi pada jaringan kulit merupakan proses yang melibatkan
berbagai mekanisme dan komunikasi seluler dan terbagi dalam tiga fase yaitu fase inflamasi,
fase proliferasi dan fase remodelling(King et al., 2014; Singh et al., 2017). Metode penyembuhan
luka eksisi telah menjadi masalah klinis utama global, metode saat ini hanya mencapai 50%
penyembuhan dan tidak secara permanen(Han et al., 2020; Isakson et al., 2015). Studi terbaru
menyatakan bahwa transplantasi Sel Punca Mesenkimal atau Mesenchymal Stem Cells (MSCs)
dapat mempercepat proses pemulihan luka(Motegi & Ishikawa, 2016; Oh et al., 2018). Populasi
eksogen MSCs yang ditambahkan baik tujuan sistemik atau langsung juga dapat menghasilkan
beragam sitokin untuk merangsang sel punca endogen untuk meregenerasi area yang
rusak(Chen et al., 2016; A Putra et al., 2018). Namun, MSCs memiliki beberapa keterbatasan
dalam transplantasi sel yaitu kurangnya tingkat kelangsungan hidup dalam jaringan in vivo dan
hanya sebagian kecil sel yang mampu bertahan dalam jaringan kulit yang terluka tersebut(Muhar
et al., 2019). Beberapa penelitian juga menyatakan bahwa mekanisme regenerasi MSCs terutama
karena molekul-molekul aktif yang disekresikan MSCs secara parakrin(Gao et al., 2021; Sabry et
al., 2019; Zhao et al., 2020). Oleh karena itu, diperlukan teknik baru dalam meningkatkan
regenerasi jaringan dengan menggunakan molekul terlarut yang dilepaskan oleh MSCs. Di sisi
lain, penelitian saat ini mengatakan bahwa sitokin anti-inflamasi terutama IL-10 (IL-10) adalah
salah satu faktor penting yang berperan pada lingkungan mikro luka, utamanya untuk
meningkatkan migrasi, proliferasi, dan diferensiasi sel(Ho et al., 2018; King et al., 2014).
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Mesenchymal Stem Cells (MSCs) merupakan populasi sel pleiotropik dan mampu
memperbaharui diri serta berpotensi untuk berdiferensiasi menjadi berbagai sel spesifik
khususnya adiposit, kondrosit, dan osteosit(Sargent & Miller, 2016). MSCs memiliki marker
spesifik seperti ekspresi CD29, CD73, CD44, CD9o, CD105, CD166, yang tinggi dan kurangnya
ekspresi CD14, CD34, CD45/CD11b, CD19/CD79a, dan HLA-II(Numakura et al., 2019). Studi saat ini
melaporkan bahwa kondisi hipoksia pada MSCs mampu meningkatkan kemampuan MSCs secara
fungsional dalam pembaruan diri, proliferasi, dan modulasi gen kelangsungan
hidunya.(Consistently, n.d.) Hipoksia-MSCs (H-MSCs) dapat meniru lingkungan fisiologis dalam
jaringan tubuh yang menjadi salah satu kekurangan MSCs dalam transplantasi in vivo(Madrigal
et al., 2014). Hal ini konsisten salah satu masalah terapeutik pemberian MSCs adalah kurangnya
kemampuan engraftment dan kelangsungan hidup sel selama transplantasi dalam kondisi
hipoksia. Fakta ini menegaskan bahwa kemampuan MSCs untuk hidup dalam kondisi hipoksia
untuk mencegah pembentukan bekas luka sangat penting dieksplorasi. H-MSCs yang lebih kuat
mampu mengontrol inflamasi dan meningkatkan penyembuhan luka daripada N-MSCs melalui
mekanisme parakrin yang terutama molekul IL-10.

Penelitian-penelitian terkini juga menegaskan bahwa MSC terdiri dari banyak molekul
terutama IL-10 yang dapat memicu perbaikan jaringan regeneratif melalui pengaturan jalur anti-
inflamasi untuk mendorong pemulihan luka eksisi kulit(Ho et al., 2018; Seo & Jung, 2016).
Penelitian sebelumnya juga menemukan bahwa MSCs yang melepas IL-10 dan TGF-$ juga dapat
mempercepat penutupan luka kulit melalui pengendalian inflamasi dan merangsang aktivasi
fibroblas(Sapudom et al., 2017). IL-10 berperan sebagai sitokin utama dari reaksi anti-inflamasi
dalam mempercepat pergeseran dari fase anti-inflamasi ke fase proliferasi melalui
penghambatan ekspresi sitokin anti-inflamasi. IL-10 juga dikatakan dapat menginduksi polarisasi
makrofag dari fenotipe M1 pro-inflamasi menjadi fenotipe M2 anti-inflamasi, yang berkaitan
dengan ekspresi TGF-B, factor pertumbuhan pengontrol fibrosis(Oh et al., 2018; Sapudom et al.,
2017). Pernyataan-pernyatan tersebut memberikan bukti langsung bahwa IL-10 adalah biomarker
potensial dalam penyembuhan luka eksisi jaringan kulit. Oleh karena itu, dalam penelitian ini,
kami bertujuan untuk membandingkan antara H-MSC dan N-MSC dalam mengatur ekspresi serial
IL-10 pada model hewan dengan eksisi kulit.

METODE

Desain Penelitian

Penelitian ini menggunakan desain Post-Test Only Control Group yang dilakukan di
Laboratorium Stem Cell and Cancer Research (SCCR), Fakultas Kedokteran Universitas Islam
Sultan Agung (UNISSULA), Semarang dari Februari-Mei 2020. Penelitian ini disetujui oleh komite
etik Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang, Indonesia dengan nomor
No. 388/Xll/2020/Komisi Bioetik.

Kultur Isolasi SPM

SPM diisolasi dari tali pusat (Umbilical Cord) yang diperoleh dari tikus Wistar-albino bunting
berdasarkan metode seperti yang dijelaskan sebelumnya dengan sedikit modifikasi(Agung Putra,
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2019). Tali pusat dipotong kecil-kecil dan dipindahkan ke dalam flask kultur T25 (Corning;
Tewksbury; MA; USA) dengan medium DMEM (Gibco™ Invitrogen; NY; USA) yang disuplementasi
dengan FBS 10% (Gibco™ Invitrogen; NY; USA) kemudian diinkubasi pada 37°C, CO2 5%, dan
kelembaban 95%. Media diganti setiap 3 hari dan dipanen setelah populasi sel mencapai 80% di
dalam flask (14 hari).

Induksi H-MSCs dan N-MSCs

Untuk menginduksi H-MSCs, MSCs dari passage ke-4 diinkubasi dalam kondisi 5% O2 dalam
hypoxic chamber (STEMCELL Technologies; Biopolis; Singapore) selama 24 jam pada 37°C dan 5%
CO2. Sedangkan kelompok N-MSCs, diinkubasi dalam kondisi CO2 normal.

Hewan Model Luka Eksisi

Total 36 ekor tikus wistar jantan (200-250 gram) dirawat dengan kondisi suhu 23 +2°C,
kelembaban relatif 60%, dengan siklus terang-gelap 12:12 jam. Model hewan luka eksisi dibuat
dengan metode biopsi. Tikus dibius terlebih dahulu dengan isofluorane, kemudian dicukur pada
bagain punggung dan dilakukan biopsi lingkaran 6 mm. Tikus dibagi menjadi empat kelompok
secara acak; Perlakuan P1 (n=9) luka eksisi diobati dengan Normoksia-MSCs (N-MSCs) secara
topikal, dan Perlakuan P2 (n=9) luka eksisi diobati dengan Hipoksia-MSCs (H-MSCs) secara
topikal, sedangkan kelompok kontrol (n=9) luka eksisi diobati dengan phosphate-buffered saline
(PBS) dan kombinasi ekstrak plasenta 10% dan neomisin sulfat 0,5% (Bioplacenton®) dan
kelompok Sham (n=9) kelompok yang tidak diberi perlakuan. Intervensi N-MSCs, H-MSCs dan
PBS diberikan secara intraperitonial dua kali sehari pada hari ke-0. Pada hari ke 3, 6 dan 9
dilakukan terminasi untuk memperoleh sampel jaringan kulit.

Analisis Ekspresi IL-10 dengan qRT-PCR

Total RNA dari 50 mg jaringan kulit masing-masing perlakuan diekstraksi diekstraksi dengan
Trizol (Invitrogen, Shanghai, China) sesuai dengan protokol yang dianjurkan. Selanjutnya, cDNA
disintesis dengan menggunakan kit Enhanced Avian RT First Strand Synthesis (Sigma - Aldrich).
Pewarna KAPA-SYBR® FAST gPCR Master Mix (2X) Kit digunakan untuk reverse-transkripsi dalam
instrumen Eco Real-Time PCR lllumina®. Ekspresi mRNA dari beta-aktin dan IL-10 diukur
menggunakan masing-masing primer (Tabel 1). Kondisi thermocycler adalah sebagai berikut: fase
inisiasi pada suhu 95 °C (10 menit), diikuti oleh suhu 95 °C (15 detik), dan 60 °C (1 menit) dalam 45
siklus). Tingkat ekspresi dicatat sebagai ambang siklus atau Cycles threshold (Ct) dan dianalisis
menggunakan metode 2-AACt(Livak & Schmittgen, 2001).

Tabel 1. Sekuens primer

Gen Sekuens

IL10 F: 5-GCAGGACTTTAAGGGTTACTTGG-3’
R: 5’- CCTTTGTCTTGGAGCTTATTAAA-3’

B-Aktin F: 5’-ACAGCTACGAGCTGCCTGAC-3’

R: 5’-GGATGCCACAGGACTCCA-3’

Analisis Statistik
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Analisis statistik dilakukan dengan menggunakan SPSS 20 (SPSS Inc.; Chicago; USA). Hasil
analisis deskriptif dinyatakan dalam rerata + standar deviasi. Untuk analisis antar kelompok,
analisis varians of varians (ANOVA) digunakan untuk menganalisis perbedaan yang signifikan
antara kelompok dengan nilai signifikansi p<0.05.

HASIL

Ekspresi relative mRNA IL-10 pada sampel kulit tikus diukur dengan metode qRT-PCR dan
nilai CT dihitung dengan metode Livak sampai menghasilkan nilai relative quantification (Rq).
Nilai Rq diuji normalitas dengan Saphiro-Wilk, dan analisis varians Kruskal-Wallis digunakan untuk
membandingkan kedua kelompok perlakuan. Hasil analisis tersebut menunjukkan ekpresi IL-10
pada kelompok H-MSCs menunjukkan peningkatan pada hari ke 6 dan menurun pada hari ke 9,
sedangkan pada kelompok N-MSCs menunjukkan ekspresi IL-10 yang meningkat pada hari ke 6
dan 9. Disisi lain, kelompok Kontrol memiliki ekspresi IL-10 yang tinggi dan kelompok Sham tidak
terjadi perubahan ekspresi IL-10 yang signifikan (Gambar.1).
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Gambar 1. Grafik deskriptif ekspresi relatif mRNA IL-10 dibandingkan dengan Beta-actin. Data
disajikan sebagai mean * SD dari 3 sampel. *p<0,05 dengan uji Kruskal-Wallis dibandingkan antar
kelompok. Keterangan: N-MSCs (luka eksisi diobati dengan Normoksia-MSCs), H-MSCs (luka
eksisi diobati dengan Hipoksia-MSCs), sedangkan kelompok kontrol (n=9) luka eksisi diobati
dengan phosphate-buffered saline (PBS) dan kelompok Sham (n=9) kelompok yang tidak diberi

perlakuan.

PEMBAHASAN

Aspek penting dalam proses penyembuhan luka eksisi kulit adalah aktivasi dan

diferensiasi fibroblas dermal dalam berproliferasi dan bermigrasi ke lokasi luka yang terkait
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dengan produksi ECM untuk mempercepat penutupan luka(Mazini et al., 2021). Proses tersebut
dikendalikan oleh beberapa sitokin anti inflamasi, utamanya seperti TGF-p dan IL-10(Sapudom et
al.,, 2017). Penelitian sebelumnya telah melaporkan bahwa IL-10 dan TGF-B adalah molekul
penting dalam mempercepat penyembuhan luka dengan mekanisme aktivasi fibroblas menjadi
myofibroblas dan meningkatkan produksi matriks ekstraseluler yang mengarah pada penutupan
luka tanpa jaringan parut(Sapudom et al., 2017). Selain itu, beberapa penelitian juga telah
menguatkan bahwa di bawah kondisi kultur hipoksia, MSCs mampu meningkatkan sekresi
sitokin, termasuk IL-10(Li et al., 2010; Muhar et al., 2019). Namun, peran H-MSCs untuk
mempercepat penyembuhan luka eksisi terutama yang berkaitan dengan regulasi ekspresi serial
IL-10 belum diselidiki. Oleh karena itu, mempelajari peran H-MSCs dan N-MSCs untuk mengatur
ekspresi IL-10 dalam proses penyembuhan luka eksisi pada waktu yang tepat sangat diperlukan.

Peningkatan kadar IL-10 setelah pemberian H-MSCs pada fase awal penyembuhan hari ke-
3 sampai ke-6 kemudian diikuti dengan penurunan kadar IL-10 secara linier pada hari ke-9 yang
mencerminkan fase penyembuhan akhir dapat mengindikasikan bahwa HMSCs dapat
mempercepat proses penyembuhan dengan mengatur ekspresi IL-10. HMSCs yang melepaskan
IL-10 dapat meningkatkan perpindahan fase penyembuhan dari fase inflamasi ke fase proliferasi
dibandingkan dengan kelompok N-MSCs maupun Kontrol. Sebuah laporan peneltian sebelumnya
menunjukkan bahwa IL-10 memfasilitasi transisi dari inflamasi ke fase proliferasi dengan
menghambat sekresi sitokin pro-inflamasi seperti TNF-a selama fase inflamasi yang mengarah ke
percepatan pergeseran fase penyembuhan luka(Nosenko et al., 2019). Selain itu, IL-10 juga
berfungsi sebagai sitokin antifibrotik dalam mengatur aktivitas remodeling matriks ekstraseluler
dengan mengontrol aktivasi fibroblas. Penelitian lain juga mengungkapkan bahwa kadar IL-10

yang tinggi dapat memfasilitasi de-diferensiasi dari myofibroblast kembali menjadi fibroblas
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tanpa apoptosis yang mengarah pada penutupan luka tanpa bekas luka(Singampalli et al., 2020).
Laporan tersebut sejalan dengan hasil penelitian ini bahwa IL-10 yang disekresikan oleh H-MSCs
mampu mempercepat penyembuhan luka regeneratif melalui mekanisme parakrin oleh IL-10. Di
sisi lain, ekspresi IL-10 pada kelompok kontrol tinggi karena proses inflamasi belum terkontrol.
Keterbatasan penelitian ini adalah bahwa kami tidak mengukur ekspresi TGF- 3 sebagai
parameter aktivasi fibroblas yang terkait dengan percepatan penutupan luka. Kami juga tidak
menganalisis akumulasi kolagen sebagai indikator perbaikan dan regenerasi jaringan yang
optimal. Oleh karena itu, memahami peran HMSCs dalam mengendalikan TGF- 3 yang terkait
dengan produksi kolagen pada percepatan penutupan luka eksisi masih harus dieksplorasi lebih

lanjut.

KESIMPULAN

Kesimpulannya, Pemberian H-MSCs pada hewan model luka eksisi mampu memperbaiki
ekspresi serial IL-10 dibandingkan dengan N-MSCs, yang mengarah pada percepatan proses

penyembuhan luka.
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