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RINGKASAN

PENGARUH PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEAR CELL (PBMC) DAN
BONE MARROW-MESENCHYMAL STEM CELL (BM-MSC) TERHADAP
SEKRESI TGF-p , VEGF DAN EKSPRESI KOLAGEN TIPE I,
INTEGRIN a2p1 PADA PENYEMBUHAN LUKA BAKAR

Gusti Revilla

Luka bakar merupakan salah satu masalah kesehatan yang serius bagi
masyarakat negara berkembang, karena luka bakar akan menimbulkan kerusakan
fisik, bahkan menimbulkan kematian dan memerlukan perawatan yang lama serta
biaya yang besar. Luka bakar dapat disebabkan oleh suhu panas (thermal), kimia,
elektrik, dan radiasi. Kerusakan vang terjadi tergantung pada letak, kedalaman dan
luas dari luka bakar.

Kedalaman luka bakar tergantung pada tingginya suhu dan lamanya terpapar
dengan suhu yang panas. Berdasarkan kedalamannya luka bakar dibagi menjadi tiga
bagian yaitu derajat satu (superficial), derajat dua (partial), dan derajat tiga (full
thickness) yang mengenai seluruh lapisan epidermis dan dermis. Keadaan ini
memerlukan penanganan yang tepat, baik dan mencegah komplikasi, sehingga
mempercepat penyembuhan luka.

Penyembuhan luka bakar merupakan suatu proses yang komplek melibatkan
beberapa tahap yang saling berkaitan yaitu inflamasi, proliferasi (pembentukan
jaringan granulasi, reepitelisasi, pembentukan matriks ektraseluler) dan remodelling.
Ke tiga fase penyembuhan luka ini akan melibatkan proses vaskuler, seluler dan
aktivitas biokimia. Proses penyembuhan luka dapat berlangsung dengan baik
tergantung dari interaksi beberapa sitokin, molekul adhesi, faktor pertumbuhan dan
protein matrix extracellular. Molekul adhesi yang terlibat dalam penyembuhan luka
adalah E dan P selektin, intercellular adhesion molecule (ICAM), vascular cell
adhesion molecule (VCAM) dan integrin. Faktor pertumbuhan yang berperan pada
penyembuhan luka jumlahnya cukup banyak, diantaranya adalah FGF, TGF- B,
VEGF, EGF dan PDGF. TGF-B merupakan faktor pertumbuhan yang bersifat
multifungsional, diantaranya regulasi pertumbuhan sel, diferensiasi dan pembentukan
matriks ekstraselular termasuk kolagen dan fibronectin yang memperkuat
penyembuhan luka. VEGF merupakan faktor pertumbuhan yang berperan dalam
angiogenesis dengan cara meningkatkan proliferasi dan migrasi sel endotel,
mengontrol dengan kuat interaksi mediator angiogenik dan nonangiogenik,
mengawali kemotaksis monosit dan sebagai faktor survive untuk sel endotel. Peran
VEGF ini sangat penting dalam proses fisiologi normal dari penyembuhan luka.
Protein matrix extracellular diantaranya adalah kolagen I yang sangat berperan
dalam setiap fase penyembuhan luka mulai dari homeostasis sampai remodelling.

Penanganan luka yang dalam telah dilakukan dengan berbagai cara
diantaranya adalah  pencangkokan kulit, pemberian faktor pertumbuhan, dan




belum memberikan hasil yang memuaskan, karena perbaikan kulit belum sempurna.
Untuk itu, diperlukan pengobatan untuk membangun kembali struktur jaringan dan
fungsi kulit yang normal. Saat ini penggunaan stem sel dalam penelitian menjadi
prioritas dalam pengobatan berbagai penyakit diantaranya luka bakar.

Stem sel dapat berasal dari sumsum tulang, jaringan lemak, peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) dan sel darah tali pusat. Stem sel yang berasal
dari sumsum tulang dapat berupa stem sel hematopoetik dan mesenchimal stem cell
(MSC). Bila terjadi kerusakan maka ada usaha penyembuhan dari PBMC dan MSC
endogen melalui efek parakrin dan transdifrensiasi, namun jika kerusakan terlalu
besar maka stem sel endogen tidak mampu memperbaiki kerusakan maka diperlukan
pemberian stem sel eksogen. Penelitian stem sel PBMC dan MSC untuk
penyembuhan luka sudah dilakukan dimana stem sel mampu mempercepat
penyembuhan luka dengan cara mengurangi infiltrasi sel inflamasi kedalam luka,
mempercepat pembentukan jaringan granulasi dan meningkatkan reepitelilasasi.
Walaupun demikian mekanisme terjadi perobahan tersebut belum banyak yang
diketahui.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian stem sel
PBMCs dan BM-MSC terhadap proses penyembuhan luka bakar pada tikus
percobaan. Jenis penelitian adalah eksperimental dengan desain the post test only
control, dengan menggunakan 24 ekor tikus Wistar dan dibagi atas 4 kelompok
tikus yaitu 1) kelompok kontrol, yang hanya diberi PBS, 2) kelompok perlakuan I
diberi stem sel PBMC, 3) kelompok perlakuan II diberi sel punca BM-MSC dan 4)
kelompok perlakuan III diberi kombinasi sel punca PBMC dengan BM-MSC. Sel
punca diberikan satu kali selama penelitian secara subkutan ditempat luka dengan
dosis 2 x 10° sel/ml. Masing-masing tikus dianestesi dengan menggunakan xylazine
dan ketamin kemudian tikus dibuat luka bakar dengan cara memanaskan plat tembaga
dengan berat 150 g dalam air panas suhu 100°C dan plat tersebut ditempelkan bagian
dorsal (punggung) tikus selama 20 detik, sehingga tikus menderita luka bakar full
thickness. Pada hari ke 3 dan ke 7 di ambil darah lewat vena orbita dimana serum
yang didapatkan digunakan untuk mengukur kadar TGF- 1 dan VEGF-A. Pada hari
ke 14 setelah luka bakar, diambil jaringan kulit untuk melihat ekspresi kolagen dan
integrin a2l dengan menggunakan metode imunohistokimia. Hasil penelitian dianalisis
dengan uji oneway Anova dan uji lanjut Tukey. Penelitian ini sudah mendapat
persetujuan dari Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas Andalas Padang.

Hasil penelitian menunjukkan, pemberian sel punca berpengaruh terhadap
penyembuhan luka bakar pada tikus percobaan, dimana PBMC dan kombinasi PBMC
dan BM-MSC dapat meningkatkan kadar TGF- § 1, VEGF-A, ketebalan kolagen dan
persentase integrin a2B1 sedangkan BM-MSC menurunkan kadar TGF- 8 1, VEGF-A
dan meningkatkan ketebalan kolagen dan persentase integrin a2f1.

Rata-rata kadar sekresi TGF- B 1 pada kelompok kontrol adalah 797,267
pg/ml, PI 821,100 pg/ml, PII 553,350 pg/ml, dan PII 826,100 pg/ml. Pada hari ke 7
rata-rata kadar sekresi TGF- B 1 pada kelompok kontrol adalah 669,850 pg/ml, PI
956,100 pg/ml, PII 696,100 pg/ml, dan PIII 777,850 pg/ml. Dari hasil uji ANOVA




diperoleh bahwa p value pada hari ke 3 dan ke 7 sebesar 0,003 dan 0,008 (p<0,05)
yang berarti ada pengaruh pemberian sel punca terhadap kadar TGF- f I.Untuk
melihat signifikansi antara kelompok perlakuan dilanjutkan dengan uji Tukey.

Kadar sekresi TGF- B 1 pada hari ke 3 dan ke 7 pada kelompok yang diberi
PBMC dan kombinasi PBMC dan BM-MSC lebih tinggi secara bermakna
dibandingkan dengan kelompok kontrol sedangkan kelompok yang diberi BM-MSC
kadar TGF- B 1 menurun. Peningkatan sekresi kadar TGF- B 1 pada ke dua kelompok
tersebut mungkin disebabkan karena PBMC merupakan sel hematopoitik yang
berperan untuk menghasilkan sitokin dan faktor pertumbuhan diantaranya TGF-p dan
hasil ini menunjukkan kerja sinergis stem sel PBMC dengan BM-MSC. Penurunan
kadar TGF- B 1 setelah diberi BM-MSC ini disebabkan karena BM-MSC berperan
sebagai antiinflamasi dan stem sel ini berdifrensiasi menjadi sel fibroblast dan
endotel. Faktor pertumbuhan ini terlibat dalam meregulasi fase penyembuhan luka
mulai dari inflamasi sampai remodelling.

Rata-rata kadar sekresi VEGF pada kelompok kontrol adalah 61,667 pg/ml,
PI 82,542 pg/ml, PII 12,875 pg/ml, dan PIIl 37,042 pg/ml. Pada hari ke 7 rata-rata
kadar sekresi VEGF pada kelompok kontrol adalah 200,042 pg/ml, PI 90,583 pg/ml,
PII 23,917 pg/ml, dan PIII 22,250 pg/ml. Dari hasil uji ANOVA diperoleh bahwa p
value pada hari ke 3 dan ke 7 sebesar 0,005 dan 0,008 (p<0,025) yang berarti ada
pengaruh pemberian sel punca terhadap kadar VEGF. Untuk melihat signifikansi
antar kelompok perlakuan dilanjutkan dengan uji 7Tukey.

Sekresi kadar VEGF-A pada hari ke 3 setelah diberi PBMC lebih tinggi
dibandingkan dengan kelompok kontrol, tetapi pada kelompok BM-MSC dan
kombinasi PBMC dan BM-MSC kadar VEGF menurun. Penurunan kadar VEGF
setelah diberi BM-MSC dan kombinasi mungkin disebabkan karena sel punca ini
berdifrensiasi menjadi sel endotel, fibroblast dan miofibroblast sehingga
mempercepat penyembuhan luka bakar.

Pemeriksaan imunohistokimia terlihat bahwa rata-rata ketebalan kolagen tipe
I pada kelompok kontrol adalah 0,475 p, PI 0,860 p, PII 0,977 p, dan PIII 1,395 .
Dari hasil uji ANOVA diperoleh p value sebesar 0,000 (p<0,05). Ini menunjukkan
bahwa sel punca PBMC dan BM-MSC mampu meningkatkan ketebalan kolagen 1
dan menunjukkan perbedaan yang bermakna dari ke 3 kelompok sehingga
mempercepat penyembuhan luka dan lebih baik dibandingkan dengan kontrol.
Persentase integrin a2f1 setelah pemberian PBMC dan BM-MSC belum menunjukkan
ekspresi yang bermakna dibandingkan dengan kontrol, ini disebabkan karena ada
molekul adhesi lain yang berperan dalam penyembuhan luka.

Kesimpulan penelitian ini bahwa pemberian stem sel PBMC dan BM-MSC
berperan mempercepat penyembuhan luka bakar pada tikus percobaan.




SUMMARY

THE EFFECT OF PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEAR CELL (PBMC)
AND BONE MARROW-MESENCHYMAL STEM CELL (BM-MSC) on the
TGF-g 1, VEGF SECRETION AND COLLAGEN TYPE I, INTEGRIN
a2f1 EXPRESSION TO BURN WOUND HEALING

Gusti Revilla

A burn is a serious problem for the community in developing countries
because it can cause physical damage or even death and it requires longer treatment
and high cost. A burn is a type of injury caused by heat, chemicals, electricity and
radiation. The damage and the severity of burns depend on the sites, depth and extent
of injuries.

Temperature and duration of contact have a synergistic effect in depth of burn.
Burns are classified as first-degree (superficial), second-degree (partial -thickness)
and third-degree (full-thickness) depending on how deep and severe they penetrate
the skin’s surface. A full-thickness burn destroy epidermis and dermis layer.
Therefore, of all burn injuries, the third-degree of burns have higher morbidity and
deformity, require high cost due to intensive treatment in a specialized unit as well.

The wound-healing is a complex process involving several phases hemostasis,
inflammation, proliferation and tissue remodeling and that overlap in time. The three
phases of the wound healing will involve vascular, cellular and biochemist activities.
Wound healing can take place depending by interactions cytokine, adhesion
molecules, growth factors and extracelluler matrix. Adhesion molecules in wound
healing involves E and P selectin, intercellular adhesion molecule (ICAM), vascular
cell adhesion molecule (VCAM) and integrin. Growth factors a role in wound healing
such as FGF, TGF- B, VEGF, EGF and PDGF. TGF- B is a multifunctional regulator
of cell-growth, differentiation and extracellular matrix formation composed primarily
of collagen and fibronectin. VEGF is a growth factor crucially involved in the process
angiogenesis with enhancing migration and proliferation of endothelial cells,
increasing vascular permeability, strongly controlling interaction between angiogenic
and non-angiogenic mediators, initiating monocyte migration and acting as a
survival factor for endothelial cells. Colagen I which are major components of the
extracellular matrix protein is role in every phase of wound healing from
homeostasis to remodelling.

A proper for deep wound has been in various such as skin transplant, growth
factors, but it hasn’t provided satisfactory results, for skin repair will not be perfect.
For that they need treatment to rebuild the anatomy and normal skin function. Current
use of stem cells in research is priority in the treatment of various diseses including
burned.




Stem cells can be resource from bone marrow, fat tissue, peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) and cord blood cells. There are two stem cells in the bone
marrow is hematopoietic stem cells (HSCs) and mesenchymal stem cells (BM-
MSCs). If there is damage stem cells endogen (PBMC and BM-MSC) can to
contribute to the repair through mechanisms a  paracrine function and
transdifferentiation, but if the damage is too large stem cells endogen are not to able
to repair so that require exogenous stem cells.

PBMCs and BM-MSC have been shown to participate in to accelelerate
wound healing by reducing infiltration of inflammatory cells, accelelerate the
formation granulation tissue and reepithelization. Nevertheles, the mechanism
change occurs are unknown.

This study was aimed to know the effects of PBMC and BM-MSC to the wound
healing process of burn on rats.

The research is experimental design with the post test only control, using 24
wistar rats which were divided into four groups :1 control, group was given PBS,
treatmen group I was given PBMC, treatmen group Il was given BM-MSC and
treatmen group I1I was given a combination of PBMC with BM- MSC. Stem cells
had given once during the study subcutaneous with a dose of 2 x 10° cell/ml. Each
rats anesthetized with xylazine and cetamine and then the rat a full thickness burns
was made by placing a hot boiled metal for 20 seconds on their shaved dorsum. At
day 3 and 7, levels of TGF- B and VEGF serum obtained from rat’s eye was
measured by ELISA. At day 14 after burn skin was collected to see the expression of
collagen I and a2P1 integrin by immunohistochemical staining. This study was
approved by Ethical clearance from Faculty of Medicine at Andalas University. The
result was analized using one way ANOVA and Tukey's or LSD test for multiple
comparisons.

The levels of TGF- B at day 3 and 7 in the group was given PBMC and
combination group was higher than in control group, while the group was given BM-
MSC the levels of TGF- B decreased. Increased levels of TGF-B might be due to
PBMC are hematopoietic cell induces the release of cytokines and growth factor such
as TGF- B. The result showed a synergistic effect PBMC with BM-MSC stem cells.
Decreased levels of TGF-p after given BM-MSC because this stem cells a role as
antiinfllamatory and stem cells that have been shown to differentiate into fibroblast
and endothelial cells. The growth factor are involved in regulating the overall process
of wound healing from the start of inflammation to the remodeling.

The levels of VEGF-A at day 3 and 7 in the group was given PBMC was
higher than in control group, but the group was given BM-MSC and combination
group PBMC with MSC levels of VEGF-A decreased. Decreased levels of VEGF
after given BM-MSC because this stem cells a role as cells that have been shown to
differentiate into endothelial, fibroblast and myofibroblast cells, so that to
accelelerate wound healing.

Immunohistochemical evaluation confirmed of the thickness of collagen I
seen that PBMC and BM-MSC stem cells can increase the thickness of collagen I and




showed had significantly difference higher from three group so that to accelelerate
and more perfect wound healing than the control group. Percentage of ¢2B1 integrin
after was given PBMC and BM-MSC yet to show significant expression compared to
control, this is because a lot of other adhesion mollecules that play a role in wound
healing.

The conclusion of this study found that stem cells PBMC and BM-MSC to
accelelerate burn wound healing on rats.




ABSTRAK

PENGARUH PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEAR CELL (PBMC) DAN
BONE MARROW-MESENCHYMAL STEM CELL (BM-MSC) TERHADAP
SEKRESI TGF-p, VEGF DAN EKSPRESI KOLAGEN TIPE I,
INTEGRIN a2p1 PADA PENYEMBUHAN LUKA BAKAR

Gusti Revilla

Iuka bakar merupakan masalah kesehatan dimasyarakat karena luka bakar
akan menimbulkan kecacatan fisik dan kematian sehingga diperlukan penanganan
yang baik. Pada saat ini banyak penelitian difokuskan dengan menggunakan sel
punca. Pemberian PBMC dan MSC dapat mempercepat penyembuhan luka dengan
mengurangi infiltrasi sel inflamasi, mempercepat pembentukan jaringan granulasi
dan meningkatkan reepitelilasasi, namun mekanisme terjadi perubahan tersebut
belum banyak diketahui.

Penelitian bersifat eksperimental dengan desain the post test only control,
menggunakan 24 ekor tikus Wistar. Tikus dibagi atas 4 kelompok yaitu kontrol
(PBS), perlakuan 1 (PBMC), perlakuan II (BM-MSC) dan Perlakuan III dlben
kombinasi (PBMC dengan BM-MSC). Sel Punca diberikan subkutan dosis 2 x 10°
sel/ml. Sebelum diperlakukan tikus dianestesi dengan menggunakan xylazine dan
ketamin kemudian tikus dibuat luka bakar di bagian punggung dengan derajat full
thickness. Pada hari ke 3 dan ke 7 di ambil darah dan serum yang didapatkan untuk
mengukur kadar TGF- B 1 dan VEGF-A dengan metode ELISA. Pada hari ke 14
diambil jaringan kulit untuk melihat ekspresi kolagen dan integrin a2l dengan

metode imunohistokimia. Hasil penelitian dianalisis dengan uji oneway Anova dan uji -

lanjut Tukey.

Kadar TGF- B 1 hari ke 3 dan hari ke 7 pada kelompok yang diberi PBMC
dan kombinasi PBMC dan BM-MSC lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok
kontrol sedangkan kelompok yang diberi BM-MSC kadar TGF- B 1 menurun. Kadar
VEGF-A pada hari ke 3 setelah diberi PBMC lebih tinggi dibandingkan dengan
kelompok kontrol, tetapi pada kelompok BM-MSC dan kelompok kombinasi kadar
VEGF menurun. Pemeriksaan imunohistokimia terhadap kolagen terlihat bahwa
PBMC dan BM-MSC mampu meningkatkan ketebalan kolagen I dan berbeda
bermakna dari ke 3 kelompok. Persentase integrin a2f1 setelah pemberian PBMC dan
BM-MSC belum menunjukkan persentase yang bermakna dibandingkan dengan kontrol.

Kesimpulan penelitian ini bahwa pemberian PBMC dan BM-MSC dapat
mempercepat penyembuhan luka bakar pada tikus percobaan.

Kata Kunci: Stem sel PBMC dan MSC, TGF-f 1, VEGF-A , Kolagen tipe I,
Integrin a2f1
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Abstract

THE EFFECT OF PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEAR CELL (PBMC)
AND BONE MARROW-MESENCHYMAL STEM CELL (BM-MSC) ON
THE TGF-p 1, VEGF SECRETION AND COLLAGEN TYPEI,
INTEGRINa2p1 EXPRESSION TO BURN WOUND HEALING

Gusti Revilla

A burn is a serious problem for the community in developing countries
because it can cause physical damage or even death so that requires a right medical
care. For that they need treatment to rebuild the anatomy and normal skin function
and current use of stem cells. PBMCs and BM-MSC have been shown to participate
in to accelelerate wound healing by reducing infiltration of inflammatory cells,
accelelerate the formation granulation tissue and reepithelization. Nevertheles, the
mechanism change occurs are unknown.

The research is experimental design with the post test only control, using 24
wistar rats which were divided into four groups :1 control, group was given PBS,
treatmen group I was given PBMC, treatmen group II was given MSC and treatmen
group III was given a combination of PBMC with BM-MSC. Stem cells had given
once during the study subcutaneous with a dose of 2 x 10° cell/ml. Each rats
anesthetized with xylazine and cetamine and then the rat a full thickness burns. At
day 3 and 7, levels of TGF- B and VEGF serum obtained from rat’s intracardiac was
measured by ELISA. At day 14 after burn skin was collected to see the expression of
collagen I and a2l integrin by immunohistochemical staining. The result was
analized using one way ANOVA and Tukey's or LSD test for multiple comparisons.

The levels of TGF- B at day 3 and 7 in the group was given PBMC and
combination group was higher than in control group, while the group was given BM-
MSC the levels of TGF- B decreased. The levels of VEGF-A at day 3 in the group
was given PBMC was higher than in control group, but the group was given BM-
MSC and combination group PBMC with BM-MSC levels of VEGF-A decreased.
Immunohistochemical evaluation confirmed of the thickness of collagen I seen that
PBMC and BM-MSC stem cells can increase the thickness of collagen 1 and showed
had significantly difference higher from three group. Percentage of «2f1 integrin
after was given PBMC and this circumstances with accelelerate the wound healing.

The conclusion of this study found that stem cells PBMC and This
circumstances with accelelerate the wound healing process from the inflammatory to
the phase of remodelling MSC to accelelerate burn wound healing on rats.

Key Word: Stem cells PBMC and MSC, TGF- 1, VEGF-A, Collagen I,
Integrin a2p1
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showed had significantly difference higher from three group so that to accelelerate
and more perfect wound healing than the control group. Percentage of a2P! integrin
after was given PBMC and BM-MSC yet to show significant expression compared to
control, this is because a lot of other adhesion mollecules that play a role in wound
healing.

The conclusion of this study found that stem cells PBMC and BM-MSC to
accelelerate burn wound healing on rats.
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ABSTRAK

PENGARUH PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEAR CELL (PBMC) DAN
BONE MARROW-MESENCHYMAL STEM CELL (BM-MSC) TERHADAP
SEKRESI TGF-p , VEGF DAN EKSPRESI KOLAGEN TIPE 1,
INTEGRIN a2p1 PADA PENYEMBUHAN LUKA BAKAR

Gusti Revilla

Luka bakar merupakan masalah kesehatan dimasyarakat karena luka bakar
akan menimbulkan kecacatan fisik dan kematian sehingga diperlukan penanganan
yang baik. Pada saat ini banyak penelitian difokuskan dengan menggunakan sel
punca. Pemberian PBMC dan MSC dapat mempercepat penyembuhan luka dengan
mengurangi infiltrasi sel inflamasi, mempercepat pembentukan jaringan granulasi
dan meningkatkan reepitelilasasi, namun mekanisme terjadi perubahan tersebut
belum banyak diketahui.

Penelitian bersifat eksperimental dengan desain the post test only control,
menggunakan 24 ekor tikus Wistar. Tikus dibagi atas 4 kelompok yaitu kontrol
(PBS), perlakuan 1 (PBMC), perlakuan II (BM-MSC) dan Perlakuan III diberi
kombinasi (PBMC dengan BM-MSC). Sel Punca diberikan subkutan dosis 2 x 10
sel/ml. Sebelum diperlakukan tikus dianestesi dengan menggunakan xylazine dan
ketamin kemudian tikus dibuat luka bakar di bagian punggung dengan derajat full
thickness. Pada hari ke 3 dan ke 7 di ambil darah dan serum yang didapatkan untuk
mengukur kadar TGF- B 1 dan VEGF-A dengan metode ELISA. Pada hari ke 14
diambil jaringan kulit untuk melihat ekspresi kolagen dan integrin a2pl dengan
metode imunohistokimia. Hasil penelitian dianalisis dengan uji oneway Anova dan uji
lanjut Tukey.

Kadar TGF- B 1 hari ke 3 dan hari ke 7 pada kelompok yang diberi PBMC
dan kombinasi PBMC dan BM-MSC lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok
kontrol sedangkan kelompok yang diberi BM-MSC kadar TGF- B 1 menurun. Kadar
VEGF-A pada hari ke 3 setelah diberi PBMC lebih tinggi dibandingkan dengan
kelompok kontrol, tetapi pada kelompok BM-MSC dan kelompok kombinasi kadar
VEGF menurun. Pemeriksaan imunohistokimia terhadap kolagen terlihat bahwa
PBMC dan BM-MSC mampu meningkatkan ketebalan kolagen I dan berbeda
bermakna dari ke 3 kelompok. Persentase integrin a2f1 setelah pemberian PBMC dan
BM-MSC belum menunjukkan persentase yang bermakna dibandingkan dengan kontrol.

Kesimpulan penelitian ini bahwa pemberian PBMC dan BM-MSC dapat
mempercepat penyembuhan luka bakar pada tikus percobaan.

Kata Kunci: Stem sel PBMC dan MSC, TGF-f 1, VEGF-A , Kolagen tipe I,
Integrin a2p1
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Abstract

THE EFFECT OF PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEAR CELL (PBMC)
AND BONE MARROW-MESENCHYMAL STEM CELL (BM-MSC) ON
THE TGF-$ 1, VEGF SECRETION AND COLLAGEN TYPEI,
INTEGRINa2p1 EXPRESSION TO BURN WOUND HEALING

Gusti Revilla

A burn is a serious problem for the community in developing countries
because it can cause physical damage or even death so that requires a right medical
care. For that they need treatment to rebuild the anatomy and normal skin function
and current use of stem cells. PBMCs and BM-MSC have been shown to participate
in to accelelerate wound healing by reducing infiltration of inflammatory cells,
accelelerate the formation granulation tissue and reepithelization. Nevertheles, the
mechanism change occurs are unknown.

The research is experimental design with the post test only control, using 24
wistar rats which were divided into four groups :1 control, group was given PBS,
treatmen group I was given PBMC, treatmen group II was given MSC and treatmen
group I1I was given a combination of PBMC with BM-MSC. Stem cells had given
once during the study subcutaneous with a dose of 2 x 10° cel/ml. Each rats
anesthetized with xylazine and cetamine and then the rat a full thickness burns. At
day 3 and 7, levels of TGF- B and VEGF serum obtained from rat’s intracardiac was
measured by ELISA. At day 14 after burn skin was collected to see the expression of
collagen I and 2Bl integrin by immunohistochemical staining. The result was
analized using one way ANOVA and Tukey's or LSD test for multiple comparisons.

The levels of TGF- B at day 3 and 7 in the group was given PBMC and
combination group was higher than in control group, while the group was given BM-
MSC the levels of TGF- B decreased. The levels of VEGF-A at day 3 in the group
was given PBMC was higher than in control group, but the group was given BM-
MSC and combination group PBMC with BM-MSC levels of VEGF-A decreased.
Immunohistochemical evaluation confirmed of the thickness of collagen I seen that
PBMC and BM-MSC stem cells can increase the thickness of collagen I and showed
had significantly difference higher from three group. Percentage of «2f1 integrin
after was given PBMC and this circumstances with accelelerate the wound healing.

The conclusion of this study found that stem cells PBMC and This
circumstances with accelelerate the wound healing process from the inflammatory to
the phase of remodelling MSC to accelelerate burn wound healing on rats.

Key Word: Stem cells PBMC and MSC, TGF- 1, VEGF-A, Colagen I,
Integrin a2f1
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BAB I

Pendahuluan

1.1 Latar Belakang

Luka bakar merupakan salah satu masalah kesehatan yang serius bagi
masyarakat, karena dapat mengakibatkan kerusakan fisik sampai pada kematian.
Kerusakan fisik ini dapat berupa cacat tubuh yang akan mempengaruhi psikologis
penderita (Evers et al., 2010). Di Amerika Serikat diperkirakan 2.5 juta orang per
tahun menderita luka bakar berat, dan lebih kurang 12.000 orang di antaranya
meninggal (Mayhall, 2003). World Health Organization’s (WHO) melaporkan
pada tahun 2004, kejadian 110/100.000 orang mengalami luka bakar dan
diperkirakan 310.000 orang dari jumlah penduduk di dunia meninggal akibat
luka bakar. Di Negara Meditarian Timur diperoleh data 187/100.000 orang per
tahun, Asia Tenggara 243/100.000 orang pertahun (Othman et al., 2010). Di
Indonesia kasus luka bakar juga banyak namun data lengkap secara Nasional
belum ada sedangkan data di RSUP DR. M. Jamil Padang pada tahun 2009, kasus
luka bakar mencapai 91 orang dengan penyebabnya dari kompor dan sengatan
listrik. Pada tahun 2010 ditemukan 84 kasus luka bakar dengan bermacam
penyebab diantara, dari sengatan listrik 22 orang (26, 19%), siraman air panas 15
orang (17,86%) dan sisanya dari api, kompor gas, dan minyak panas (RSUP DR.
M. Jamil, 2011).

Luka bakar merupakan suatu kerusakan jaringan yang kompleks baik

secara lokal maupun sistemik. Luka bakar dapat disebabkan oleh suhu panas




(thermal), kimia, elektrik, dan radiasi. Kerusakan yang terjadi tergantung pada
letak, kedalaman dan luas dari luka bakar. Luka bakar yang luas dan dalam akan
menimbulkan kerusakan berbagai organ diantaranya kulit dan saluran nafas serta
menimbulkan komplikasi yaitu infeksi dan shock (Evers et al., 2010). Berat
ringannya luka bakar tergantung pada dalam, luas, dan letak luka (Syamsuhidayat
et al., 2003). Untuk mengurangi risiko yang ditimbulkan oleh luka bakar yang
cukup kompleks maka diperlukan penanganan yang tepat dan baik, sehingga tidak
mempengaruhi penyembuhan luka (Evers, et al., 2010).

Penyembuhan luka bakar seperti penyembuhan luka lain merupakan suatu
proses yang komplek melibatkan beberapa tahap yang saling berkaitan, termasuk
inflamasi, proliferasi (pembentukan jaringan granulasi, reepitelisasi, pembentukan
matriks ektraseluler) dan remodelling. Ke tiga fase penyembuhan luka ini akan
melibatkan proses vaskuler, seluler dan aktivitas biokimia. Proses penyembuhan
luka dapat berlangsung dengan baik tergantung dari interaksi beberapa sitokin,
molekul adhesi, faktor pertumbuhan dan protein matrix extracellular. Sitokin
yang berperan sebagai proinflamasi adalah interleukin 1, interleukin 6 dan tumor
necrosis factor (TNF), faktor pertumbuhan dan molekul adhesi merupakan respon
kimia (Kumar et al., 2004).

Molekul adhesi merupakan suatu komponen tempat perlekatan dalam
jaringan endotel. Molekul adhesi yang berperan untuk membantu migrasi sel
netrofil, keratinosit dan fibroblast. Ada beberapa jenis molekul adhesi yang

terlibat dalam penyembuhan luka seperti E dan P selektin, intercellular adhesion

molecule (ICAM), vascular cell adhesion molecule (VCAM) dan integrin (Lorenz




et al., 2003; Kotowict et al., 2000; Nagoka et al., 2000). Integrin merupakan
molekul adhesi reseptor transmembran yang terdiri atas subunit a dan f, dimana
ke 2 sub unit ada yang bergabung dalam melakukan fungsinya. Pada saat ini telah
ditemukan 24 jenis integrin. Gabungan integrin yang ditemukan berperan dalam
penyembuhan luka diantaranya adalah integrin alpl, a2p1 dan a4f6. Integrin juga
diketahui berfungsi untuk adhesi stem sel hematopoetik dan mesenchymal stem
cell/MSC ( Ellis ef al., 2010 ; Chamberlain et al., 2007 dan Rasokat et al., 2006).
Peran integrin lain adalah untuk pengaturan sinyal faktor pertumbuhan
diantaranya untuk merangsang TGF-f (Reynold er al., 2005).

Faktor pertumbuhan yang berperan pada penyembuhan luka jumlahnya
cukup banyak, diantaranya adalah fibroblast growth factor (FGF), transforming
growth factor- B (TGF- B), Vascular endothelial Growth Factor (VEGF),
Epidermal Growth Factor (EGF) dan plateled derived growth factor (PDGF).
Faktor pertumbuhan ini berperan dalam migrasi, mitogen dan proliferasi dari sel
keratinosit, fibroblast dan sel endotel yang ditemukan pada lapisan epidermis dan
dermis kulit.

TGF-B merupakan faktor pertumbuhan yang bersifat multifungsional,
diantaranya regulasi pertumbuhan sel, diffensiasi dan pembentukan matriks
ekstraselular termasuk kolagen dan fibronectin yang memperkuat penyembuhan
luka (Cowin et al., 2001; Jude et al., 2002). TGF-B dapat menyebabkan apoptosis
dari beberapa sel diantaranya sel B, epitel paru dan sel hematopoitik (Dennler ef

al., 2002). Faktor pertumbuhan ini juga berperan untuk meningkatkan ekspresi

integrin sehingga meningkatkan interaksi antara sel dengan matriks (Lorenz et




al., 2003). TGF-B 1 akan membantu migrasi sel endotel pembuluh darah dan
membantu dalam pembentukan tabung pembuluh. Faktor pertumbuhan ini juga
terlibat dalam meningkatkan regulasi faktor pertumbuhan angiogenik yaitu VEGF
sehingga mempengaruhi proses angiogenesis (Werner et al., 2003).

Peran faktor pertumbuhan pada penyembuhan luka sangat penting,
sehingga dilakukan beberapa penelitian dengan memberikan faktor pertumbuhan
untuk pengobatan luka seperti PDGF (Pierce et al., 1991) dan bFGF (Fu et al.,
2000; Akita ef al., 2008). Pemberian lokal PDGF berperan dalam meningkatkan
pembe.ntukan jaringan granulasi dan proliferasi sel fibroblast dan makrofag,
sedangkan FGF mampu mempercepat waktu penyembuhan luka bakar 2 - 4 hari
dibandingkan dengan tindakan terapeutik standar.

Penyembuhan luka luka bakar membutuhkan penanganan yang baik,
diawali dengan mengatasi komplikasi sistemik luka bakar dan dilanjutkan dengan
penanganan pengobatan lokal terhadap luka bakar pada kulit. Beberapa senter
luka bakar di rumah sakit memberikan obat topikal seperti burnazin, sofratul,
amnion dan silver sulfa diazyne (SSD). Jika luka bakar berat, maka dilakukan
pencangkokan kulit. Namun hal ini belum memberikan hasil kosmetik yang
memuaskan, sehingga perhatian para peneliti saaat ini terfokus pada penggunaan
stem cell/sel punca untuk mencapai penyembuhan luka yang sempurna (Metcalfe
et al., 2007).

Stem cell atau sel punca adalah sel yang bisa memperbaharui dirinya
sendiri, menghasilkan sel progenitor dan berdifrensiasi menjadi berbagai jenis sel.

Sel punca dapat berasal dari embrionik dan sel induk dewasa. Sumber sel punca




yang sering digunakan adalah dari sumsum tulang, jaringan lemak, peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) atau sel induk darah tepi dan sel darah tah
pusat. Sel punca yang berasal dari sumsum tulang dapat berupa sel punca
hematopoetik dan mesenchimal stem cell (MSC). Sel punca PBMCs merupakan
sel hematopoetik yang akan membentuk sel-sel darah, mengandung fibrosit dan
endothelial progenitor sel (EPC). MSC merupakan sel punca yang bersifat
multipotent progenitor sel dan berperan dalam perbaikan serta regenerasi sel pada
jaringan yang rusak, termasuk regenerasi jaringan kulit (Kim et al., 2007 cit Jeon
et al., 2010). MSC mampu berdifrensiasi menjadi osteoblast, kondrosit dan secara
in vitro MSC mampu berdifrensiasi menjadi sel endotel, sel neuron dan hepatosit.
Penelitian kemampuan difrensiasi MSC lainnya yaitu menjadi keratinosit yang
merupakan sel yang penting dalam penyembuhan luka (Wang et al., 2005; Medina
et al., 2006 and Wu et al., 2007).

Penelitian efek MSC terhadap beberapa penyakit sudah dilakukan
diantaranya untuk penyembuhan fraktur tulang, iskemik serebral dan infark
miokardial (Shake et al., 2002 and Wang er al., 2002) dan untuk penyembuhan
luka. Penelitian MSC untuk penyembuhan luka bakar yang dalam pada tikus dan
luka insisi yang diberikan secara injeksi ternyata mampu mempercepat
penyembuhan luka dengan cara mengurangi infiltrasi sel inflamasi kedalam luka,
mempercepat pembentukan jaringan granulasi dan meningkatkan reepitelilasasi
(Wu et al., 2007 dan Jeon et al., 2010). Penelitian lain dari MSC yang ditanamkan
dalam scaffold pada babi luka bakar partial dalam, ternyata pada minggu ke empat

terdapat kepadatan pembuluh darah yang signifikan pada MSC yang ditanamkan




dalam scaffold dibandingkan dengan yang diberi scaffold saja. Pada keadaan ini
MSC berdifrensiasi menjadi sel endotel dan mempercepat penyembuhan luka (Liu
et al., 2008). Penelitian lain dari MSC secara in vitro terhadap kultur fibroblast,
ternyata MSC dapat meningkatkan ekspresi kolagen I, Il dan tenascin C,
sehingga dapat digunakan untuk terapi pada kerusakan ligamen. Namun penelitian
pengaruh seluler sel punca terhadap kadar pertumbuhan, molekul adhesi dan
ekspresi dari kolagen setelah diberi MSC dikombinasikan dengan crud PBMC
belum diungkapkan.

Penelitian crud sel punca PBMCs terhadap penyembuhan luka bakar
sampai saat ini belum ditemukan, namun dari beberapa literatur secara jelas
dikatakan bahwa sel punca hematopoitik baik dari sumsum tulang maupun PBMC
berperan dalam angiogenesis (Takakura et al., 2000), dimana fibrosit akan
berdifrensiasi menjadi fibroblast dan miofibroblast yang menghasilkan faktor
pertumbuhan dan kolagen yang sangat berperan dalam penyembuhan luka (Wu, et
al., 2010; Mori et al., 2005 dan Abe et al., 2001), sedangkan peran endotelial
progenitor sel (EPC) pada penyembuhan luka dapat dilihat, dimana sel ini akan
berdifrensiasi menjadi sel endotel dan mengawali vasculogenesis dan
angiogenesis (Herdrick et al., 2010 dan Rasokat et al., 2006).

Penelitian sel punca PBMCs secara in vitro didapatkan bahwa sel ini
mampu berdifrensiasi menjadi sel epitel (keratinosit) dan fibroblast pada kulit
(Medina et al., 2009), paru-paru, tractus digestivus, hepar, regenerasi myocardial,
dan pembentukan neuron. Penelitian sel punca PBMCs pada luka kulit derajat

dalam pada mencit diabetes didapatkan bahwa sel punca ini mampu mempercepat




pembentukan pembuluh darah baru dan pembentukan epidermis pada mencit
(Rantam ef al., 2009). Kemampuan dari PBMC yang mengalami transdiferensiasi
menjadi fibroblast dapat meningkatkan produkst kolagen dengan merangsang
fibroblast sekitarnya dan matriks metaloproteinase (MMP). Keratinosit yang
berasal dari transdifrensiasi PBMC ini bisa mempengaruhi fungsi dari fibrosit
vaitu meningkatkan ekspresi MMP (Medina, er al., 2009). Perangsangan
fibroblast mungkin akan mempengaruhi produksi faktor pertumbuhan yang
diperlukan selama proses penyembuhan luka.

Untuk dapat bekerja di jaringan, maka sel punca harus homing terlebih
dahulu, kemudian baru dapat melakukan fungsinya. Untuk homing sel punca
mengalami beberapa langkah yaitu kemoatraktan,  adhesi, migrasi dan
berdifrensiasi (Rasokat et al., 2006). Sel punca hematopoitik melakukan homing
dengan cara migrasi karena ada molekul adhesi selektin dan integrin, kemudian
sel mengalami ekstravasasi dan selanjutnya mengalami proliferasi (Srour et al.,
2001). MSC dalam melakukan homing juga mengalami langkah yang sama
namun ada perbedaan dalam molekul adhesi. Untuk membantu homing MSC
selain integrin dan selektin juga diperlukan ICAM (Chamberlain et al., 2007).

Penelitian pada pasien luka bakar derajat dua dengan menggunakan stem
sel yang berasal dari darah tali pusat, didapatkan bahwa sel punca mampu
mempersingkat fase inflamasi, fase fibroplasia berjalan sesuai prediksi dan proses
epitelisasi berlangsung pada daerah yang sulit serta epitel yang terbentuk lebih
mendekati konfigurasi epitel normal (Moenadjat, 2009). Ini merupakan

keunggulan dari sel punca, namun belum menjanjikan penyembuhan yang




sempurna, karena masih banyak hal yang belum diungkapkan dan perlu penelitian
yang lebih mendalam mengenai peran sel punca dalam fase proses penyembuhan
luka. Oleh karena itu, penting sekali dilakukan penelitian yang lebih lanjut
mengenai pengaruh sel punca dalam fase proses penyembuhan luka yang akan
mempercepat penyembuhan luka bakar. Hal ini akan berakibat, baik efektif
maupun efisiensi perawatan luka bakar.

Berdasarkan latar belakang di atas, maka pada penelitian ini akan dikaji
pengaruh dari sel punca PBMC, MSC dan kombinasi sel punca PBMCs dengan
MCS terhadap penyembuhan luka bakar dengan mengukur kadar dari faktor
pertumbuhan (TGF-B 1dan VEGF), dan ekspresi dari kolagen tipe I dan molekul

adhesi integrin a2p1.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas dapat dirumuskan masalah sebagai berikut:

1. Apakah ada pengaruh pemberian PBMC, BM-MSC dan kombinasi injeksi
PBMC dengan BM-MSC terhadap sekresi kadar TGF-$ 1 pada tikus luka
bakar ?.

2. Apakah ada pengaruh pemberian PBMC, BM-MSC dan kombinasi
injeksi PBMC dengan BM-MSC terhadap sekresi kadar VEGF pada tikus
luka bakar ?.

3. Apakah ada pengaruh pemberian PBMC, BM-MSC dan kombinasi injeksi
PBMC dengan BM-MSC terhadap ekspresi kolagen tipe I pada tikus luka

bakar ?.



4. Apakah ada pengaruh pemberian PBMC, BM-MSC dan kombinasi injeksi
PBMC dengan BM-MSC terhadap ekspresi integrin a2p1 pada tikus luka

bakar 7.

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan Umum Penelitian
Menganalisis pengaruh PBMCs dan BM-MSC terhadap sekresi TGF- B
dan VEGF, ekspresi kolagen dan integrin a2p1 pada proses penyembuhan luka

bakar tikus.

Tujuan Khusus Penelitian

1. Menganalisis pengaruh pemberian PBMC, BM-MSC dan kombinasi
injeksi PBMC dengan BM-MSC terhadap sekresi TGF-B 1 pada tikus
luka bakar.

2. Menganalisis pengaruh PBMC, BM-MSC dan pemberian kombinasi
injeksi PBMC dengan BM-MSC terhadap sekresi VEGF pada tikus luka
bakar.

3. Menganalisis pengaruh PBMC, BM-MSC dan pemberian kombinasi
injeksi PBMC dengan BM-MSC terhadap ketebalan ekspresi kolagen tipe
1 pada tikus luka bakar.

4. Menganalisis pengaruh PBMC, BM-MSC dan pemberian kombinasi

injeksi PBMC dengan BM-MSC terhadap persentase ekspresi integrin

a2l pada tikus luka bakar.
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1.4 Manfaat Penelitian
Penelitian ini memberikan kontribusi pada:
1. Pengembangan llmu

1. Dapat menjelaskan secara molekuler penyembuhan luka bakar yang
diberi terapi PBMC, BM-MSC dan kombinasi PBMC dengan BM-
MSC.

2. Dapat dijadikan sebagai dasar penelitian lanjutan tentang terapi PBMC,
BM-MSC dan kombinasi PBMC dengan BM-MSC terhadap
penyembuhan luka bakar.

2. Masyarakat

Dengan di temukannya sel punca dapat mempercepat penyembuhan luka,

maka akan mengurangi beban penderita baik terhadap biaya dan lama

perawatan serta tidak menimbulkan kecacatan
3. Praktisi
Dapat dipertimbangkan dasar aplikasi sel punca dalam penanganan luka

bakar.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Luka Bakar
Luka bakar adalah trauma yang kompleks pada tubuh yang dapat
mempunyai efek lokal dan sistemik. Luka bakar terjadi akibat suhu ekstrim dan

dapat disebabkan oleh radiasi, suhu panas dan zat kimia (Evers et al., 2010).

2.1.1 Epidemiologi Luka bakar

Kejadian luka bakar cendrung meningkat baik di negara maju maupun
negara berkembang. Di Amerika Serikat mencapai 2,5 juta orang menderita luka
bakar yang memerlukan perhatian medis setiap tahunnya, dan diperkirakan 12.000
orang mengalami kematian per tahun akibat cedera termal ini (Deitch, 1990 cit.
Mayhall, 2003).

Di Indonesia kasus luka bakar juga banyak dialami masyarakat namun
belum ada data secara Nasional yang lengkap tentang kasus ini. Penyebab luka
bakar yang sering terjadi disebabkan oleh siraman air panas, kompor gas atau
adanya bencana alam yaitu meletusnya gunung merapi. Luka bakar dapat berupa
luka bakar ringan, sedang dan berat serta ada yang menimbulkan kematian. Dari
laporan di RS DR. M. Jamil Padang pada tahun 2009 diketahui bahwa kasus luka
bakar mencapai 91 orang dan penyebabnya adalah dari kompor dan dari alat
elektronik dan pada tahun 2010 data ditemukan 84 kasus luka bakar yang

disebabkan paling banyak adalah dari sengatan listrik 22 orang (26%), siraman air
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panas 15 kasus (18%) dan sisanya dari berbagai akibat diantaranya api, kompor
gas, dan minyak panas (RS DR. M. Jamil, 2009).

Pada Rumah Sakit Pusat Pertamina lima tahun terakhir ini menerima
antara 33 sampai dengan 53 penderita luka bakar sedang dan berat yang di rawat
di Unit Luka Bakar. Dari jumlah tersebut yang masuk dalam kategori luka bakar
berat rerata 21%. Angka kematian di pusat-pusat perawatan luka bakar masih
cukup tinggi berkisar 40-50%. Di Rumah Sakit Pusat Pertamina Tahun 2007 ini
menunjukan angka kematian akibat luka bakar berat menurun reratanya dari 43-

50% menjadi 25% (Poerwantoro, 2008).

2.1.2 Patofisiologi Luka Bakar

Luka bakar akan menyebabkan terjadinya respon fisiologis secara lokal
dan sistemik. Jackson tahun 1955 menjelaskan bahwa respon lokal akibat luka
bakar yaitu terjadi perubahan sirkulasi dan perubahan histologi pada Kkulit.
Perubahan pada sirkulasi menunjukkan adanya tiga zona yang berbeda yaitu:

- Zona koagulasi menunjukkan terjadinya kerusakan (koagulasi protein) akibat
pengaruh panas atau terjadi nekrosis pada jaringan yang bersifat ireversibel
dan menimbulkan jaringan parut (Church ef al., 2006 dan Evers et al.,
2010).

- Zona stasis. Zona ini berada pada jaringan berdekatan sekitar dengan daerah

nekrosis luka bakar, namun mempunyai resiko untuk terjadinya

nekrosis yang menyebabkan peningkatan derajat luka bakar. Kondisi ini




disebabkan karena terjadinya iskemik dan ketidakseimbangan dari mediator
inflamasi (Singh et al., 2007 dan Evers et al., 2010).

- Zona hiperemi. Zona ini terdiri dari kulit normal dengan sedikit cedera
seluler dan terjadi vasodilatasi dan terjadi inflamasi sebagai respon terhadap
cedera dan tidak menimbulkan kerusakan (Evers et al., 2010).

Respon sistemik akibat luka bakar yang luas terjadi akibat peningkatan
sitokin dan mediator inflamasi pada jaringan yang rusak akan mempunyai dampak
lain pada sistemik. Efek sistemik akan mempengaruhi sistem di dalam tubuh
yaitu kardiovaskular, respirasi, perubahan metabolisme, dan respon imun
(Hettiaratchy and Dziewulski, 2004).

Pada sistem kardiovaskular akan terjadi peningkatan permeabilitas
pembuluh darah yang akan diikuti dengan skstrapasasi cairan (plasma protein dan
elektrolit) dari vaskuler ke jaringan intertisial sehingga terjadi hipovolemik
intravaskular dan edema intertisial. Keadaan ini akan menyebabkan volume
intravaskular mengalami defisit dan proses transfortasi oksigen ke jaringan
berkurang sehingga menimbulkan syok (Hettiaratchy and Dziewulski, 2004 dan
Syaifuddin ef al,. 2006). Selama luka juga terjadi kerusakan pada sel darah merah
dan hemolisis sechingga menimbulkan anemia, peningkatan curah jantung untuk
mempertahankan perfusi. Keadaan ini akan menyebabkan terjadinya peningkatan
permeabilitas kapiler dan menimbulkan edema. Peningkatan permeabilitas
pembuluh darah juga diikuti terjadi peningkatan pertukaran elektrolit antara sel

dan cairan interstisial, schingga dapat terjadi kekurangan sodium dalam
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intravaskuler. Keadaan ini tentu akan memperlambat proses penyembuhan luka
(Kobayashi et al., 2004).

Gangguan respirasi umumnya disebabkan oleh panas (thermal) atau bahan
kimia dan secara tidak langsung akibat adanya infeksi sckunder. Kerusakan akibat
dari bahan kimia akan menimbulkan iritasi dan bronkokontriksi pada saluran
nafas. Obstruksi jalan nafas akan menjadi lebih hebat karena adanya tracheal
bronchitis dan edema. Kerusakan akibat infeksi disertai pneumonia bakterial akan
menyebabkan kerusakan sitotoksik. ~Kerusakan saluran nafas juga dapat
disebabkan oleh mediator-mediator inflamasi, radikal bebas yang dihasilkan dan
hipoproteinemia (Evers et al., 2010 dan Syaifuddin et al,. 2006).

Perubahan dalam pengeluaran energi pada luka bakar berkaitan dengan
proses katabolisme dan anabolisme. Setelah trauma luka bakar akan terjadi fase
hipermetabolik, fase ini bertujuan untuk mengkompensasi hilangnya panas tubuh
melalui proses penguapan melalui kulit yang terluka, serta perubahan dalam
sirkulasi protein plasma. Perubahan metabolisme ini dipengaruhi oleh hormon dan
mediator inflamasi. Mediator ini akan menyebabkan hiperkatabolisme
berlangsung lebih lama dan ini akan memperburuk keadaan penderita luka bakar
(Syamsuhidayat, 1997 dan Syaifuddin er al. 2006). Luka bakar juga akan
menyebabkan terjadinya imunosupresi, sehingga dapat terjadi sepsis yang diikuti
dengan kegagalan organ lainnya. Keadaan ini akan menyebabkan morbiditas
dan mortalitas pada pasien luka bakar. Luka bakar akan meningkatkan produksi

mediator proinflamasi sehingga terjadi peningkatan migrasi sel-sel inflamasi dan

keadaan ini dapat mempengaruhi fungsi imunitas. Mediator yang bersifat




proinflamasi adalah IL-1, 6 dan IL-8 serta TNF-a, mediator ini secara normal
berfungsi dalam penyembuhan luka dalam kadar yang rendah (Marano er al., 1990
cit Andrzejewska et al., 2000) .

Peningkatan respon imunitas akibat luka bakar menyebabkan terjadinya
penurunan fungsi respon alamiah dan adaptif. Luka bakar akan menginisiasi
terjadinya reaksi inflamasi lokal dan sistemik. Akibat dari reaksi inflamasi juga
dihasilkan radikal bebas yang akan merusak sel. Bukti terbaru menunjukkan
bahwa aktivasi dari kaskade proinflamasi memainkan peran penting dalam
komplikasi utama akibat luka bakar. Aspek respon imunitas penting dari luka
bakar adalah peningkatan produksi eicosanoids, yang merupakan metabolit asam
arakidonat (misalnya, prostaglandin, leukotrien, tromboksan) yang memiliki
beberapa efek biologis. Secara umum, prostaglandin bersifat sebagai
imunosupresif dan kadarnya meningkat pada pasien atau pada hewan percobaan
luka bakar.

Berdasarkan kedalaman lokal luka bakar dibagi menjadi tiga derajat yaitu:

a. Derajat satu (superficial) yaitu hanya mengenai epidermis dengan ditandai
eritema, nyeri, fungsi fisiologi masih utuh, dapat terjadi pelepuhan serupa
dengan terbakar mata hari ringan, keadaan ini terlihat 24 jam setelah
terpapar dan luka dapat sembuh antara 3-5 hari.

b. Derajat dua (partial) dibagi atas 2 bagian yaitu dangkal/superficial (IIA)
dan dalam/deep (1IB). Derajat It dangkal/superficial mengenai seluruh

epidermis dan sebagian lapisan atas dermis (lapian papilar). Pada derajat

ini organ kulit seperti folikel rambut dan kelenjar sebasea yang masih




16

banyak ditemukan, sehingga terasa nyeri. Penyembuhan luka bakar derajat
II superficial dapat terjadi dalam waktu 10 - 14 hari dan sedikit
menimbulkan jaringan parut. Luka bakar derajat II yang dalam hampir
mengenai seluruh lapisan dermis, sehingga organ kulit hanya sedikit yang

tinggal. Penyembuhan berlangsung lama yaitu lebih dari 1 bulan dan

menimbulkan jaringan parut (Syamsuhidayat, 1997).

Gambar 2.1 Derajat luka bakar kulit partial superficial dengan
karakteristik  terjadi  nekrosis (Burn  surgery Org
(file:///E:/Downloads/epidermis burn 2.htm)

Secara histologis pada derajat Il ini terlihat adanya zona nekrosis dan zona
stasis Pada zona nekrosis terlihat lapisan epidermis mengalami
kerusakan/nekrosis yang bersifat ireversibel. Zona "stasis" atau "iskemia",
akibat terjadi kerusakan dari mikrovaskular, gangguan metabolisme
karbohidrat dan pemecahan protein dan juga terjadi nyeri hebat. Gangguan

mikrovaskular akan menyebabkan kebocoran plasma sehingga terbentuk




b

vesikula dan bula, serta melepuh, bersamaan dengan itu respon inflamasi
juga terjadi ditandai dengan peningkatan netrofil ditempat luka. Kebocoran
mikrovaskular juga menyebabkan terjadi peningkatan kadar proteinase. Hal
ini akan mempengaruhi terhadap fungsi fisiologis terhadap jaringan atau sel

yang ada dikulit. (Syamsuhidayat, 1997).

Neutrophils
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Gambear 2.2 Derajat luka bakar kulit partial dalam terlihat peningkatan sel
netrofil dan  proteinase @ (Sumber Burmm  surgery  Org
(file:///E:/Downloads/epidermis burn 2.htm)

c. Derajat tiga yaitu jika luka bakar mengenai seluruh lapisan epidermis dan
dermis, tanpa meninggalkan sisa-sisa sel epidermis. Warnanya dapat

hitam, coklat dan putih, mengenai jaringan termasuk fascia, otot, tendon

dan tulang (Syamsuhidayat, 1997 dan Vern, ef al. 2001).
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Zone of

Gambar 2.3 Derajat luka bakar kulit ketebalan penuh, terlihat lapisan
epidermis dan dermis mengalami nekrosis (Sumber Burn surgery
Org file:///E:/Downloads/epidermis burn 2.htm)

Tabel 2. 1 Derajat luka bakar

Parameter Derajat 1 Derajat 11 Derajat 111
1. Kedalaman | Superficial Partial Full thickness
2. Kerusakan | Epidermis Epidermis dan | Epidermis  dan
pada kulit sebagian dermis dermis
3. Penampilan | Eritema/merah Eritema dan bula Putih, kehitaman
4. Sensasi Nyeri dan sensitif | Nyeri sekali Rasa nyeri hilang/
tidak terasa

(Vem et al., 2001)

2.2 Penyembuhan Luka
Penyembuhan luka merupakan suatu proses yang komplek yang terjadi
dalam 3 fase yang terdiri atas fase hemostasis dan inflamasi, fase proliferasi dan

fase maturasi atau remodelling. Proses penyembuhan dari masing-masing fase ini

saling berkaitan/tumpang tindih, tergantung dari interaksi beberapa mediator




yaitu faktor pertumbuhan, sitokin, protease dan molekul adhesi serta protein
matrix extracellular (Greenhalg et al., 1994 ; Juhasz et al., 1993 Cit. Kumar et
al., 2004). Faktor pertumbuhan dan sitokin dapat berkerja sebagai autokrin (untuk
sel sendiri) dan parakrin (pada sel lain) pada proses penyembuhan luka. Fase-fase

penyembuhan luka dan proses yang terjadi dapat dilihat pada gambar dibawah ini.

Time
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| | | | . f | o e
) | | I 7 r I ] [
mm Clot formation Growth facior Coltagen deposition Collagen cross-inking
Hemostasis Elaboration
Repair phase | R Profieration
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Cellular influx | N
Neutrophils *
F
oL

Gambar 2.4 Fase-fase penyembuhan luka dan waktu yang dibutuhkan
(Lorenz et al., 2003)
2.2.1.1 Fase Inflamasi
Inflamasi merupakan reaksi defensif (pertahanan) tubuh terhadap semua
bentuk kerusakan yang melibatkan pembuluh darah, plasma dan sel-sel dalam
sirkulasi darah. Fase inflamasi mulai setelah terjadi luka sampai hari ke 6.

Pembuluh darah yang terputus saat terjadinya luka akan segera berkontriksi,

diikuti oleh aktivasi kaskade koagulasi untuk mencegah terjadinya kehilangan
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darah, dan selanjutnya akan terbentuk bekuan darah, degranulasi dan agregasi
platelet (Singer and Clark, 1999) .

Pada proses degranulasi, platelet melepaskan granul alfa, untuk
mensekresi faktor-faktor pertumbuhan seperti epidermal growth factor (EGF),
PDGF dan TGF-B. Protein-protein ini akan menginisiasi proses penyembuhan
luka dengan menarik dan mengaktitkan fibroblast, sel endotel dan makrofag
(Singer and Clark, 1999). Platelet juga mengandung zat vasoaktif amine
(serotonin) yang akan meningkatkan permeabilitas vaskular, sehingga terjadi
eksudasi cairan kerongga ekstravaskular yang menyebabkan edema. PDGF
bersama dengan sitokin proinflamasi seperti IL-1 penting dalam menarik
polymorphonuclear (PMN/netrofil) ke daerah luka untuk mengawali proses
inflamasi. Sel ini berada dijaringan luka relatif pendek yaitu 24-48 jam. Dalam
waktu singkat netrofil akan mengadakan adhesi pada sel-sel endotel dan
menembus dinding pembuluh darah untuk melakukan fungsi utama netrofil
mencegah infeksi pada luka dengan cara memfagositosis infeksi dan jaringan
bekas luka (Singer and Clark, 1999 ; Barrientos et al., 2008).

Proses inflamasi dilanjutkan oleh sel monosit yang berubah menjadi
makrofag dengan bantuan dari TGF-p. Makrofag menginisiasi pembentukan
jaringan granulasi dan melepaskan bermacam sitokin proinflamasi (IL-1 dan IL-6)
dan faktor pertumbuhan yaitu FGF, EGF, TGF, dan PDGF (Barrientos et al.,
2008), yang akan merekrut fibroblast, keratinosit dan sel endotel untuk
memperbaiki jaringan (Enoch ef al., 2004). Makrofag berperan penting dalam

meningkatkan respon inflamasi setelah 48 — 72 jam (Falanga et al., 1998 cit
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Baum ef al., 2005), dan sel ini dapat berada lama (berminggu-minggu) dijaringan

luka, dan berperan dalam pertahanan yang komplek pada penyembuhan luka.

Gambar 2.5 Awal proses penyembuhan luka terjadi hemostasis dan
terjadinya degranulasi platelet (Borkow, 2004)

Gambar 2.6 Dalam waktu 24 jam terlihat netrofil memasuki daerah
luka dankeratinosit migrasi berada dimatriks sementara
(Borkow, 2004)
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Gambar 2.7 Pada hari ke 3 faktor pertumbuhan membantu sel untuk
migrasi ketempat luka (Singer and Clark, 1999)

2.2.1.2 Fase Proliferasi atau Fibroplasia
Fase proliferasi memperlihatkan keterkaitan dengan fase inflamasi yaitu
terlihat jaringan granulasi dan ditemukan makrofag serta beberapa faktor
pertumbuhan dan sitokin (Scott er al., 2001). Pada fase proliferasi aktivasi sel
yang predominan yang ada didaerah luka adalah fibroblast. Aktivasi fibroblast
akan melepaskan faktor pertumbuhan dan mensintesis kolagen. Serat kolagen
yang terbentuk menyebabkan adanya kekuatan untuk bertautnya tepi luka. Segera
setelah terjadi luka, kolagen akan berkontak dengan darah, dan akan
menyebabkan agregasi platelet dan mengaktivasi faktor kemotaktik yang penting
dalam penyembuhan luka. Pada fase selanjutnya kolagen menjadi dasar
pembentukan jaringan baru (Singer and Clark, 1999). Pada fase ini ada beberapa

proses yang terjadi yaitu:
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1. Fibroplasia

Proliferasi fibroblast berasal dari sel disekitar luka yang mengubah
fenotipnya dan menjadi aktif selama replikasi. Proliferasi fibroblast meningkat
pada hari ke 3 sampai ke 5 pada luka tanpa infeksi. Fibroblast bermigrasi kedalam
luka, menggunakan timbunan fibrin dan matriks fibronektin sebagai scaffold.
Fibroblast menjadi aktif dan mensintesis protein untuk pembelahan sel. Setelah
pembelahan sel, fibroblast mensintesis dan mensekresi matriks ekstraseluler.
Matriks awal berperan dalam memfasilitasi pertambahan dan migrasi sel.
Fibroblast migrasi memasuki dan mengisi daerah luka, kemudian enzim
hialuronidase yang ada ditempat luka akan mendigesti matriks sementara yang
kaya akan asam hialuronat dan kemudian menimbun lebih banyak
glikosaminoglikan (GAG). Secara bersamaan, fibroblast menimbun kolagen diatas
scaffold fibronektin dan GAG yang susunannya tak teratur. Kolagen tipe I dan 111
merupakan kolagen fibriler utama yang membentuk matriks ekstraseluler kulit.
Pada awal luka kolagen tipe Il lebih predominan dibandingkan dengan kulit
normal, tetapi pada saat pematangan luka, kolagen tipe I lebih banyak tertimbun

dalam luka (Lorenz et al., 2003; Brunicardi, 2005)

2. Pembentukan jaringan granulasi

Jaringan granulasi merupakan suatu matriks longgar yang tampak pada
luka dan terbentuk dari kolagen, fibronektin, dan asam hialuronat, dengan
inflitrasi makrofag, fibroblast, dan sel-sel endotelial vaskuler (Lorenz et al., 2003 ;

Baum, 2005). Jaringan granulasi ditandai dengan terbentuknya warna kemerahan
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seperti daging, akibat pembelahan dan migrasi sel endotelial untuk membentuk
rangkaian jaringan kaya kapiler yang baru ( angiogenesis ) pada tempat luka.
Proliferasi dan migrasi dari sel endotel pembuluh darah distimulasi oleh faktor
pertumbuhan yang dihasilkan oleh platelet, makrofag dan fibroblast. Pertumbuhan
sel-sel endotelial vaskuler terjadi secara simultan dengan proses fibroplasia
selama pembentukan atau formasi jaringan granulasi. Jaringan granulasi pada
klinik digunakan sebagai indikator untuk pencangkokan kulit untuk mempercepat

penyembuhan luka ( Kiritsy and Lynch, 1993).

MMP1 2-313 =

uPAT
MMP 12,333

 Fat

Gambar 2.8 Reepitelisasi dan neovaskularisasi pada hari ke 5 (Singer and
Clark, 1999)

3. Kontraksi

Kontraksi luka disebut juga pertumbuhan intussuseptif merupakan suatu
proses penutupan luka atau memperkecil permukaan luka. Proses terjadinya
kontraksi adalah dengan migrasinya sel yang ada dipinggir luka, untuk menutupi

jaringan rusak. Hal ini berhubungan dengan gerakan sentripetal kulit. Kulit yang
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tertarik memiliki struktur dermis normal. Secara umum kontraksi luka
menguntungkan karena mengurangi area jaringan parut yang menutupi luka
(Lorenz et al., 2003). Sel yang bertanggung jawab pada kontraksi luka adalah
myofibroblast. Myofibroblast merupakan sel mesenkim dengan fungsi dan
karakteristik sruktur seperti fibroblast dan sel-sel otot polos. Sel tersebut
merupakan komponen seluler jaringan granulasi atau jaringan parut yang
membangkitkan tenaga kontraktil melibatkan aktivitas kontraksi muskuler aktin-
miosin sitoplasma. Myofibroblast berasal dari fibroblast luka, dengan ciri
ekspresi aktin otot halus-alpha, bentuk aktif sama serupa sel-sel otot polos
vaskuler. Mikrofilamen aktin tersusun sepanjang axis panjang fibroblast dan
berhubungan dengan dense bodies. Myofibroblast juga mempunyai fungsi yaitu
menghubungkan sitoskeleton ke matriks ekstraseluler yang disebut fibronexus.
Fibronexus dibutuhkan untuk koneksi yang menjembatani membran sel antara
mikrofilamen interseluler dan fibronectin ekstraseluler. Jadi, kekuatan kontraksi
luka mungkin disebabkan oleh kumparan aktin dalam myofibroblast, dan hal
tersebut diteruskan ke tepi luka oleh ikatan sel-sel dan sel dengan matriks (Hinz,

2007).

4. Epitelisasi

Dalam waktu beberapa jam setelah terjadinya luka, terjadi perubahan
morfologi pada keratinosit pada tepi luka. Pada kulit yang luka, epidermal
menebal, dan sel-sel basal marginal melebar dan bermigrasi memenuhi defek

pada luka yang kehilangan epidermis, keadaan ini dikenal dengan epiboli . Satu
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kali sel bermigrasi, sel tersebut tidak akan membelah hingga kontinuitas
epidermal diperbaiki. Sel-sel basal yang telah diperbaiki pada area dekat potongan
luka terus membelah, dan sel-sel yang dihasilkan merata dan bermigrasi ke
seluruh matriks luka membentuk suatu lembaran. Adhesi sel glikoprotein seperti
fibronektin, vitronectin, dan tenascin menyediakan “jalan” untuk memfasilitasi
migrasi sel epitelial ke matriks luka. Keratinosit migrasi juga distimulasi oleh
laminin untuk membentuk membran basal. Keratinosit menjadi kolumner dan
membelah sehingga terbentuk lapisan epidermis (Lorenz et al., 2003). Kecepatan
penutupan epitel akan meningkat jika luka tidak memerlukan debridement, dan
jika kelembaban luka terjaga. Luka yang kering akan memperlambat re-
epitelisasi. Beberapa faktor pertumbuhan yang penting yaitu EGF penting dalam
mitogenitas epitel dan kemotaksis, faktor lain seperti bFGF dan KGF membantu

merangsang sel epitel untuk berproliferasi (Enoch er al., 2004).

5. Angiogenesis

Angiogenesis merupakan suatu proses pembentukan pembuluh kapiler
baru, proses ini dapat terjadi pada semua fase didalam penyembuhan luka. Faktor
pertumbuhan PDGF dan TGF-B yang disekresi oleh platelet pada fase hemostasis
menarik makrofag dan granulosit untuk memulai angiogenesis. Selama fase ini,
sel-sel endotel membelah sangat ekstensif. Sel endotel bermigrasi dari venula
terdekat dengan luka. Migrasi, replikasi dan formasi tubuli kapiler baru sangat
dipengaruhi oleh faktor pertumbuhan dan sitokin. Sel sel endotel bergabung

menjadi satu mengikat fibrin yang akan mensuport pembentukan dinding
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pembuluh darah. Makrofag mempunyai peranan penting dalam angiogenesis yaitu
mengeluarkan substansi angiogenik diantaranya TGF-f, VEGF dan FGF. Kapiler-
kapiler angiogenik akan menembus bekuan darah pada luka dan akan menjadi
anyaman mikrovaskuler pada jaringan granulasi luka dan berlangsung beberapa
hari. Jaringan vaskuler yang melakukan invasi ini merupakan suatu respons untuk
memberikan oksigen dan nutrisi yang cukup di daerah luka karena biasanya pada
daerah luka terdapat keadaan hipoksia dan turunnya tekanan oksigen (Wemer ef
al. , 2003 and Kumar et al., 2004). Angiogenic growth factor sangat penting
pada proses migrasi dan faktor tersebut di atas dilepaskan dari fibroblast in situ,
makrofag dan sel-sel endotel sendiri. Angiogenesis akan berhenti sesuai dengan
kebutuhan akan pembuluh darah baru. Pembuluh-pembuluh darah baru yang tidak
dibutuhkan akan hilang dengan sendirinya atau melalui proses apoptosis. (Hall,

2007)

2.2.1.3 Fase Remodelling

Fase remodelling merupakan fase yang terakhir dan terpanjang pada
proses penyembuhan luka. Fase ini dimulai pada minggu ke-3 setelah perlukaan
dan berakhir sampai kurang lebih 12 bulan. Fase ini diinisiasi oleh perkembangan
jaringan granulasi. Pada fase ini terjadi pematangan matriks, fibronectin serta
bertambahnya gelendong serabut kolagen, sehingga meningkatkan kekuatan
tensil jaringan. Fibroblast sudah mulai meninggalkan jaringan granulasi. Warna
kemerahan dari jaringan mulai berkurang, karena pembuluh mulai mengalami

regresi dan serat fibrin dari kolagen bertambah banyak yang berguna untuk
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memperkuat jaringan parut. Kekuatan dari jaringan parut akan mencapai
puncaknya pada minggu ke-10 setelah perlukaan. Untuk mencapai penyembuhan
yang optimal diperlukan keseimbangan antara kolagen yang diproduksi dengan
yang dipecahkan (Enoch er al., 2004). Proses sintesis, deposi dan degradasi
kolagen (kolagenolisis) terus menerus terjadi selama remodelling . Keseimbangan
antara proses ini tercapai sekitar hari ke 21 pasca terjadinya luka. Kolagenolisis
adalah hasil dari aktivitas kolagenase, suatu matriks metalloproteinase (MMP)
yang diproduksi oleh fibroblast, granulosit dan makrofag. Selama fase
remodelling berlanjut, aktivitas MMP semakin ditekan. Baik sintesis maupun lisis
kolagen diatur oleh sitokin dan faktor pertumbuhan. TGF-B berperan
meningkatkan sintesis kolagen dan juga menekan aktivitas MMP dengan aktivasi
inhibitor MMP. Keseimbangan antara deposit dan degradasi kolagen adalah
penentu kekuatan dan integritas jaringan luka (Brunicardi, 2005). Sebagai hasil
dari fase remodelling ini adalah jaringan parut yang tipis , lemas dan pucat serta
mudah digerakkan dari dasarnya. Kecepatan kekuatan luka meningkat dengan
baik pada minggu 1 sampai minggu 8, kemudian kecepatan kekuatan tarik luka
pada minggu selanjutnya akan menurun (Singer and Clark, 1999).

Penelitian peran dari faktor pertumbuhan sudah banyak dilakukan terhadap
penyembuhan luka, baik dari luka sayat, luka diabetes dan luka bakar. TGF-f,
PDGF dan VEGF merupakan faktor pertumbuhan yang berperan dalam proses

penyembuhan luka (Lynch er al., 1989).
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2.2.2 Faktor Pertumbuhan

Faktor pertumbuhan adalah suatu protein yang berikatan pada reseptor
permukaan sel dan berfungsi untuk mengaktivasi proliferasi dan difrensiasi sel.
Faktor pertumbuhan disintesis oleh banyak sel, dapat berfungsi sebagai autokrin,
parakrin dan jukstakrin atau mekanisme endokrin. Faktor pertumbuhan dapat
mempengaruhi sifat-sifat sel sebagai konsekuensi dari keterikatannya dengan
reseptor-reseptor permukaan sel yang spesifik atau protein-protein exstraselular
matrix (ECM). Faktor pertumbuhan berperan dalam perkembangan, perbaikan
jaringan yang rusak diantaranya penyembuhan luka dan dalam regenerasi sel
(Traversa and Sussman. 2001).

Pada penyembuhan luka faktor pertumbuhan yang berpengaruh cukup
banyak diantaranya adalah keluarga epidermal growth factor (EGF),
transforming growth factor-beta (TGF-B), fibroblast growth factor (FGF), VEGF,
GM-CSF, PDGF-BB dan CTGF. Dalam proses perbaikan jaringan faktor
pertumbuhan ini bekerja melalui beberapa proses (Traversa and Sussman. 2001;
Barrientos et al., 2008) yaitu:

a. Menarik sel-sel lain ke daerah luka (kemotaksis).

b. Menginduksi proliferasi sel (mitosis).

¢. Merangsang pembentukan pembuluh darah baru (angiogenesis).
d. Mengatur sintesis dan degradasi matriks ekstraselular (ECM).

Kesuksesan proses penyembuhan luka tergantung pada faktor
pertumbuhan, sitokin dan kemokin yang terlibat dalam integrasi yang kompleks

dari sinyal-sinyal yang mengkoordinasi proses seluler. Keterikatan faktor
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pertumbuhan pada reseptor akan memicu sebuah kaskade molekuler untuk
mengatur proses transkripsi protein, siklus sel, motilitas atau pola difrensiasi

(Barrientos et al., 2008).

2.2.2.1 Transforming growth factor-beta (TGF-§)
a. Pembentukan dan Jenis dari TGF-p

Transforming growth factor-beta (TGF-B) merupakan faktor pertumbuhan
yang mempunyai struktur protein dimer yang terdiri atas 3 tipe dan berperan
dalam beberapa fungsi fisiologis berbeda. TGF-f dihasilkan oleh hampir semua
sel terutama dihasilkan oleh platelet, fibroblast, keratinosit dan makrofag (Faler
et al., 2006).

Transforming growth factor-beta sama dengan protein lainnya dihasilkan
didalam ribosom dalam bentuk immatur dan dikeluarkan ke sitoplasma berupa
proprotein. Proprotein kemudian masuk kedalam retikulum endoplasmik (RE). Di
RE terjadi sintesis pembentukan TGF-p yang matur, kemudian TGF-B akan
dikeluarkan dan berada pada sisi cis dan frans aparatus golgi. TGF-B akan
dikeluarkan ke ekstraseluler secara difusi (Miyazono et al., 1992).

Transforming growth factor-beta merupakan faktor pertumbuhan yang
bersifat multifungsional diantaranya meregulasi pertumbuhan sel, difrensiasi dan
pembentukan matriks ekstraselular termasuk kolagen dan fibronectin yang
memperkuat penyembuhan luka (Cowin ez al., 2001; Jude et al., 2002). TGF-B

dapat menyebabkan apoptosis dari beberapa sel diantaranya sel B, epitel paru dan

sel hematopoitik (Dennler et al., 2002). Faktor pertumbuhan ini juga berperan
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untuk meningkatkan ekspresi integrin sehingga meningkatkan interaksi antara sel
dengan matriks (Lorenz er al., 2003).

Transforming growth factor-beta mempunyai 3 tipe yaitu TGF-f§ 1,2 dan
3. Ditemukan juga bagian yang termasuk anggota TGF- B  yaitu bone
morphogenic protein (BMP) dan aktivins. TGF-p 1, TGF-B 2 dan TGF-f 3 adalah
bentuk utama yang ditemukan pada mamalia. Ketiga TGF-B ini mempunyai
potensi dan fungsi biologi yang berbeda dalam penyembuhan luka. TGF-§ 1
bersifat predominan pada penyembuhan luka kulit (Shah et al., 1999).

Transforming growth factor-beta-2 dan TGF-B 3 dapat merekrut sel-sel
inflamasi dan fibroblast ke daerah luka. Penelitian secara in vivo memperlihatkan
bahwa TGF-B 2 menstimulasi pembentukan jaringan granulasi dengan
menginduksi angiogenesis, mempercepat reepitelisasi, sedangkan TGF-f 3 akan
menfasilitasi migrasi keratinosit dan stimulan yang kuat untuk neovas'kularisasi.
TGF-B 3 berperan menghambat pembentukan jaringan parut dan mengawali

organisasi kolagen (Shah et al., 1999).

b. Fungsi TGF-P pada sel-sel yang terlibat dalam Penyembuhan Luka
Pada penyembuhan luka TGF-p berperan dalam ke 3 fase dan berfungsi
langsung pada sel monosit, fibroblast, endotel dan keratinosit. Peran TGF-p ini

dapat dilihat pada tabel dibawah ini.
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Tabel 2.2 Peran TGF- terhadap sel-sel yang terlibat dalam penyembuhan luka

No Jenis Sel Fungsi

i Monosit Kemoatraktan
Membantu ekspresi molekul adhesi
intraselular untuk migrasi sel

Z Fibroblast Kemoatraktan dan stimulasi proliferasi
Mengontrol produksi dari ECM
Meningkatkan produksi kolagen dan
fibronektin

Stimulasi perubahan fibroblast menjadi
miofibroblast

3. Sel Endotel Stimulasi proliferasi

Bekerja sendiri dan sinergis dengan
faktor pertumbuhan lain untuk migrasi
sel endotel untuk angiogenesis
Pembentukan tabung pembuluh

4. Keratinosit Menurunkan proliferasi dan
meningkatkan migrasi
Berperan dalam reepitelisasi

(Faler et al., 2006).

c. Transforming growth factor-beta 1 (TGF-§ 1) dan Pengaruhnya pada fase
Penyembuhan Luka

Transforming growth factor-beta-1 merupakan tipe yang predominan dan
ditemukan pada sebagian besar jaringan dan faktor pertumbuhan ini paling banyak
dihasilkan oleh platelet. Secara umum TGF-B 1 berfungsi dalam proliferasi
bermacam-macam jenis sel, produksi matriksekstraselular dan membantu sintesis
faktor pertumbuhan lain. Dalam penyembuhan luka faktor pertumbuhan ini
mempunyai banyak fungsi yaitu dalam inflamasi, angiogenesis, reepitelisasi dan
regenerasi jaringan ikat. Ekspresi TGF-f 1 meningkat dengan terjadinya

kerusakan (Yang et al., 2001).
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Pada proses inflamasi TGF-p 1 akan memfasilitasi rekruitmen dari sel-sel
inflamasi dan meningkatkan debridement jaringan yang dimediasi oleh makrofag.
TGF-B 1 juga mampu mengdeaktivasi produksi superoksida dari makrofag secara
in vitro pada luka yang disterilkan. Keadaan ini akan membantu melindungi
jaringan sehat sekitar dan menyiapkan luka untuk pembentukan jaringan
granulasi. TGF-B 1 menghambat proliferasi sel-sel imun dan bersama dengan
sitokin lainnya menjaga keseimbangan dan toleransi dari sistem imun (Faler et
al., 2006).

Pada proses angiogenesis, TGF-f 1 akan membantu migrasi sel endotel
pembuluh darah dan membantu dalam pembentukan tabung pembuluh. Faktor
pertumbuhan ini juga terlibat dalam meningkatkan regulasi faktor pertumbuhan
angiogenik yaitu VEGF sehingga mempengaruhi proses angiogenesis (Werner et
al., 2003).

Peran TGF-B 1 selama reepitelisasi masih belum dipahami dengan baik,
karena dari penelitian TGF-B 1 mempunyai kemampuan sebagai meningkatkan
dan menghambat proliferasi dan migrasi keratinosit. Hasil penelitian secara in
vitro didapatkan bahwa TGF-B 1 menginhibisi proliferasi keratinosit tetapi
menstimulasi migrasi keratinosit, dengan mempengaruhi ekspresi integrin pada
keratinosit. Lebih lanjut penelitian pada hewan percobaan menunjukkan bahwa
ckspresi yang berlebihan dari TGF-p 1 meningkatkan proliferasi fenotif dari
keratinosit khususnya selama tahap akhir dari penyembuhan luka (Yang er al.,

2001; Barrientos et al., 2008).
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Pada fase remodelling TGF-f 1 terlibat dalam produksi kolagen (tipe 1
dan 3). TGF-B 1 juga merupakan inhibitor yang penting dari MMP-1, 3 dan 9 dan
mengawali pembentukan dari MMP/TMMP-1, sehingga menghambat pemecahan
kolagen. Kemampuan TGF-§ 1 untuk menstimulasi sintesis prokolagen tipe 1 dan
fibronektin (Raghow et al., 1987) dengan menstabilkan mRNAnya. TGF-B 1
memainkan peran utama dalam patogenesis dari fibrosis dengan menginduksi dan
mempertahankan aktivasi fibroblas keloid. Peningkatan yang bersifat lokal dari
pelepasan dan aktivasi TGF-B 1 dalam luka bakar dapat menghambat reepitelisasi

dan memacu fibrosis seperti pada glomerulonephritis, sirosis hepar dan pulmo

(Yang et al., 2001)
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Gambar 2.9 Peran TGF-f selama proses penyembuhan luka yaitu dalam merekrut
sel inflamasi, meningkatkan migrasi keratinosit dan meningkatkan
produksi kolagen (Werner et al., 2003)
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2.2.2.2 Platelet Derived Growth Factor (PDGF)

Platelet Derived Growth Factor (PDGF) merupakan faktor pertumbuhan
yang terdiri atas PDGF — AA, AB, BB, CC dan DD. PDGF dihasilkan oleh
platelet, makrofag, endotel pembuluh, fibroblast dan keratinosit. PDGF
mempunyai peran pada setiap tahap penyembuhan luka. Setelah terjadi luka,
PDGF dilepaskan dari degranulasi platelet dan berada pada cairan luka. PDGF
akan menstimulasi mitogenitas dan kemotaksis netrofil, makrofag, fibroblast dan
sel-sel otot polos kedaerah luka. PDGF juga menstimulasi makrofag untuk
memproduksi dan mensekresi faktor pertumbuhan seperti TGF-$ . Sangat mirip
dengan TGF-B, PDGF juga meningkatkan debridement jaringan yang dimediasi
oleh makrofag dan pembentukan jaringan granulasi. Secara in vitro, PDGF
bekerja secara sinergis dengan kondisi hipoksia untuk meningkatkan ekspresi dari
VEGF. PDGF khususnya penting dalam maturasi pembuluh darah. Penelitian in
vivo menunjukkan bahwa PDGF bersama dengan VEGF akan bekerja
meningkatkan integritas dari kapiler-kapiler, namun efek angiogenik PDGF lebih
lemah dari VEGF dan tidak berperan pada pembentukan awal dari pembuluh
darah. PDGF juga meningkatkan proliferasi dari fibroblast dan produksi ECM.
Selama remodeling jaringan PDGF membantu untuk memecahkan kolagen yang
tua dengan meningkatkan regulasi matrix metalloproteinase .

Recombinan PDGF-BB (becalpermin) varian manusia telah sukses
diaplikasikan pada diabetes dan venous ulcus (VU), dan telah disetujui FDA untuk

terapi luka kronik. Penelitian terapi gen PDGF telah sukses dan aman setelah diuji

coba pada pasien luka kronik. Hasil penelitian terhadap pemberian PDGF akan
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menyebabkan percepatan penyembuhan luka, regenerasi dermal tanpa kontraksi
luka dan mengurangi pembentukan scar (Yonei ef al., 2007). PDGF menginduksi
pembentukan matriks metalloproteinase yang dihasilkan oleh fibroblast dan
miofibroblas. Enzim ini memicu kontraksi matrik kolagen dan factor pertumbuhan
endotel pembuluh darah yang menyebabkan peningkatan kapiler baru pada luka
atau angiogenesis (Kumar et al., 2004). Pada penelitian lainnya juga diketahui
bahwa peran PDGF yang dikombinasikan dengan kolagen pada kelinci luka ulkus
didapatkan bahwa bioaktivitas yang kuat dari PDGF-BB untuk mengawali
reepitelisasi pada dermis luka ulkus, deposit kolagen dan pembentukan lumen
kapiler yang baru pada jaringan luka (Sun et al., 2007). TGF-B, PDGF dan FGF
tidak berperan langsung pada endotelial vaskular, tetapi berperan secara tidak

langsung pada pembentukan pembuluh darah baru (Hall, 2007).

2.2.2.3 Vascular endothelial Growth Factor (VEGF)

Vascular endothelial Growth Factor (VEGF) ditemukan tahun 1983 dan
awalnya dikenal sebagai vascular permeability factor (VPF) atau vaskulotropin.
Pada tahun 1990 namanya ditetapkan menjadi VEGF. VEGF merupakan
glikoprotein berperan penting dalam vasculogenesis selama embriogenesis dan
pembentukan pembuluh darah baru (angiogenesis) pada penyembuhan luka dan
fungsi reproduksi wanita dewasa (Senger et al., 1990 cit Ferrara 2009).

Faktor pertumbuhan ini terdiri atas VEGF -A,B,C, D, E yang mempunyai
jumlah asam amino 121 - 200. VEGF dihasilkan oleh sel endotel, keratinosit,

fibroblast, sel otot polos, platelet, netrofil dan makrofag. VEGF yang dihasilkan
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oleh sel-sel tersebut akan berperan dalam migrasi, proliferasi sel endotel, stimulasi
dari migrasi keratinosit dan membantu fibroblast untuk menghasilkan kolagen.

Hal ini dapat dilihat pada Gambar 2.10 dibawah ini.
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Gambar 2.10 Sel-sel yang menghasilkan VEGF dan perannya sebagai
autokrin dan parakrin (Bao et al., 2009).

Vascular endothelial Growth Factor (VEGF) dihasilkan pada awal luka
setelah terjadinya agregasi platelet. Faktor pertumbuhan ini akan mempengaruhi
kaskade dari proses koagulasi. Pada hari ke 2 setelah luka VEGF dihasilkan oleh
makrofag yang akan membantu migrasi dan proliferasi sel endotel sehingga
membentuk kapiler baru. VEGF bisa bekerja dengan adanya reseptor permukaan
tyrosin kinase Flt-1/fms-like tyrosine kinase (VEGFR-1) dan KDR/kinase insert-
domain containing receptor (VEGFR-2), yang terdapat pada permukaan sel
endotel pembuluh darah. Reseptor-reseptor ini mempunyai fungsi yang berbeda.
KDR adalah reseptor yang penting pada mitogen, kemotaksis dan proliferasi sel
endotel secara in vitro serta juga bertanggung jawab untuk menginduksi

difrensiasi sel endotel. Reseptor Flt-1 dibutuhkan untuk pengorganisasian
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pembuluh darah, memediasi permeabilitas vascular, ekspresi MMP pada sel otot

polos pembuluh dan protein anti apoptotik (Suarez et al., 2006).

a. Peran VEGF dalam penyembuhan luka

1. Pada fase inflamasi VEGF berperan sebagai kemoatraktan untuk migrasi

monosit

2. Pada angiogenesis merupakan pembentuk pembuluh darah baru dan meliputi
beberapa tingkatan yaitu vasodilatasi, degradasi membrana basalis, migrasi sel
endotel dan proliferasi sel endotel, selanjutnya akan terbentuk tabung
pembuluh darah baru. Peran VEGF dalam vasodilatasi pembuluh darah terjadi
bila  faktor perumbuhan terikat dengan reseptor (KDR) yang akan
menstimulasi sintetase nitrik oksidase (NOS). Keadaan ini akan mengawali
vasodilatasi dan permeabilitas dari pembuluh darah. Degradasi dari membrana
basalis diawali dengan peran VEGF dalam mengatur keseimbangan enzim
dalam mengawali dan menghambat migrasi sel endotel ke ruang
ekstravaskular. Pada awal angiogenesis maka sel endotel akan bermigrasi
sebelum melakukan mitosis dan pembentukan tabung pembuluh. Sel endotel
akan selalu memanjang sampai hari ke 4 dan ke 5. Migrasi sel endotel
memerlukan molekul adhesi integrin agar sel dapat berinteraksi dengan
matriksekstraseluler. Peran VEGF dalam proliferasi sel endotel adalah dengan
terjadinya pertumbuhan sel endotel dan mampu untuk menyeimbangkan antara

proliferasi dan penuaan sel (Bao et al., 2009).
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3. Pada reepitelisasi, VEGF yang dihasilkan oleh keratinosit bersifat sebagai
autokrin vang membantu proliferasi keratinosit untuk selanjutnya terjadi proses
reepitelisasi (Wilgus et al., 2005).

4. VEGF juga berperan dalam menstimulasi fibroblast untuk menghasilkan

kolagen sehingga menambah kekuatan luka (Bao er al., 2009).

b. Vascular endothelial Growth Factor-A (VEGF-A)

Vascular endothelial Growth Factor-A (VEGF-A) terbentuk dari platelet
yang teraktivasi pada saat luka dan keadaan hipodermia yang terjadi akibat
perubahan pengaturan metabolik. VEGF-A berperan dalam angiogenesis dengan
meningkatkan pembentukan sel endotel pembuluh pada awal angiogenesis
(Nagami et al., 2007) dan mengontrol dengan kuat interaksi mediator angiogenik
dan nonangiogenik (Eming et al, 2006). VEGF-A juga berperan mengawali
kemotaksis monosit dan merupakan faktor survival untuk sel endotelial (Ferrara,
2009).

Vascular endothelial Growth Factor-A berperan menstimulasi kaskade
angiogenesis pada vasodilatasi, degradasi membrana basalis, dan migrasi dan
proliferasi sel endotel. VEGF-A mempunyai kemampuan vasodilatasi pembuluh
darah lebih kuat dari histamin. Pada degradasi membrana basalis VEGF-A
berperan dengan cara menginduksi faktor koagulan, diantaranya Von Willebrand
Factor yang mengawali adhesi dan agregasi platelet. Migrasi sel endotel
mengalami 2 cara yaitu kemotaksis dan vasodilatsi. Pada awal angiogenesis sel

endotel bermigrasi kemudian akan mengalami mitosis. Proliferasi sel endotel akan
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dipengaruhi oleh VEGF-A dengan cara memberikan sinyal untk terjadinya
proliferasi sel endotel (Bao et al., 2009).

Sinyal kunci yang mengatur pertumbuhan, diferensiasi sel dan regenerasi
dilakukan melalui reseptor transmembran yaitu reseptor tyrosin kinase (RTK).
Ikatan yang spesifik dengan VEGF reseptor (VEGFR) akan menghantarkan efek
angiogenik dari VEGF. Ikatan tersebut mengakibatkan perubahan konformasi
pada reseptor berupa dimerisasi dan berlanjut dengan sinyal transduksi melalui
domain tirosin kinase. Ada 3 reseptor primer dan 2 buah ko-reseptor yang akan
mengikat VEGF dan keluarganya yaitu VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3 dan ko-
reseptor Neuropilin-1 dan Neuropilin-2. Reseptor VEGF mempunyai 7 domain
Imunoglobulin(lg)-like domain. Domain 1 mengatur ikatan ligand, domain 2 dan 3
mengikat ligand dengan afinitas yang tinggi, domain 4 untuk dimerisasi, dan
domain 5 dan 6 utk retensi VEGF. Neuropilin tidak mempunyai domain/area
intraseluler dan diduga meningkatkan afinitas VEGF pada reseptor primer.
(Suarez et al., 2006 and Bao er al., 2009) Afinitas ikatan dengan reseptor dapat
dilihat pada gambar 2. 12.

Reseptor dari VEGF selain ditemukan diendotel juga ditemukan pada
perisit, otot polos pembuluh darah, neuron, netrofil, monosit dan keratinosit. Pada

keratinosit mungkin VEGF berperan untuk mengirimkan sinyal untuk keratinosit

melakukan proliferasi (Wilgus et al., 2005
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Formation of blood vessels Formation of lymphatic vessels

Gambar 2.11 Reseptor VEGF dan koreseptor yang membantu kerja dari faktor
pertumbuhan VEGF selama angiogenesis (Suarez et al., 2006)

2.2.2.4 Interaksi Faktor Pertumbuhan Pada Jaringan Luka

Terdapat kerjasama dan interaksi diantara faktor-faktor pertumbuhan
dalam meregulasi penyembuhan luka. Jika terdapat gangguan dan perubahan pada
pola ekspresi faktor pertumbuhan ini, akan mengakibatkan penyembuhan luka
yang tidak adekuat. Perdarahan lokal yang terjadi dapat menyebabkan
ekstravasasi platelet dan pelepasan PDGF dan EGF. Mitogen ini menstimulasi
ekspresi FGF-7 oleh fibroblast. Selain itu, netrofil dan makrofag mensekresi
interleukin-1 dan TNF- a yang juga akan menstimulasi ekspresi FGF7.
Selanjutnya IL-1 dan TGF- a yang disekresi oleh keratinosit akan menstimulasi
ekspresi FGF-7 oleh fibroblast (Werner et al., 2003). Faktor pertumbuhan tersebut
merupakan yang esensial dalam pembentukan pembuluh darah baru. Makrofag
yang menginvasi juga akan mensekresi faktor ini, bersamaan dengan sitokin IL-1

dan TNF- a. Faktor-faktor ini menstimulasi ekspresi VEGF oleh keratinosit dan
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makrofag. Kerjasama antar faktor pertumbuhan juga terjadi pada regulasi
proliferasi, diferensiasi dan sintesis kolagen pada fibroblast. Proses ini diregulasi
oleh TGF-p melalui jalur Connective tissue growth factor-dependent (CTGF-
dependent), yang mungkin berkolaborasi dengan EGF, PDGF maupun IGF-2
(Grotendorst, 2004).

Transforming growth factor-beta (TGF-) yang dihasilkan oleh platelet,
makrofag maupun netrofil akan mengaktivasi sel fibroblast untuk memproduksi
CTGF dan menjadi responsif. Jika dalam suatu lingkungan terdapat ko-mitogen
(PDGF atau EGF) dalam jumlah memadai, bersama dengan CTGF kedua faktor
tersebut akan menstimulasi fibroblast untuk berproliferasi. Saat terjadi penurunan
kadar ko-mitogen, CTGF bersama dengan IGF akan merangsang fibroblast untuk
berdifrensiasi menjadi myofibroblast dan menghasilkan kolagen. Ini hanya terjadi
jika pada lingkungan tersebut terdapat IGF dalam kadar yang cukup. Proses ini
memperlihatkan adanya mekanisme kombinasi sinyal yang kompleks, yang
melibatkan banyak faktor-faktor pertumbuhan dalam meregulasi aktivitas

fibroblast dalam penyembuhan luka (Grotendorst, 2004).

2.3 Kolagen

Kolagen adalah protein utama yang menyusun komponen matriks
ekstraselular. Kolagen berbeda pada setiap hewan dan juga berbeda pada jaringan
dari hewan yang sama. Kolagen tersusun atas friple helix dari tiga rantai a

polipeptida dan ditemukan 27 jenis kolagen pada hewan vertebrata. Pada manusia
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kolagen ditemukan pada bagian tubuh yaitu tulang, otot dan kulit. Pada kulit ada 6
jenis kolagen yaitu tipe I, 11I, IV, V, VI dan VII (Hay er al., 1991 cit Rangaraj et
al., 2011). Pada matriks ekstraselular dermis kulit diperkirakan jumlah kolagen
sekitar 70 — 80% dari berat keringnya dermis (Hopkins, 1992 cit Rangaraj et al.,
2011). Kolagen disintesis dalam retikulum endoplasmik fibroblast kulit.

Kolagen tersusun atas friple helix dari tiga rantai a polipeptida. Kolagen

merupakan masa

relatif avaskuler dan aseluler untuk

yang berfungsi
mengembalikan kontinuitas, kekuatan dan fungsi jaringan. Secara prinsip kolagen
berperan sebagai scaffold pada jaringan konektif dan terlibat dalam mengontrol

fungsi selular seperti pertumbuhan, diferensiasi dan morfogenesis (Leitinge,

2011).

Tabel 2.3 Tipe-tipe dan lokasi dari Kolagen

Tipe Panjang Serabut Lokasi Gen pembentuk
Tipe | 300 nm Semua jaringan konektif kecuali COLIAl & COLIA2
kartilago hialin dan membrana basalis

Tipe Il 300 nm Kartilago hialin COL2A1

Tipe III 300 nm Kulit, pembuluh darah COL3A1

Tipe IV 390 nm Membrana basalis COL4Al, COL4A2
COL4A3, COL4A4
COL4AS & COL4AG

Tipe V 300 nm Semua jaringan COLS5AI, COLSA2?
COL5A3
COL6A1, COL6A2

Tipe VI 105 nm Semua jaringan ggf::;j

Tipe VII | 450 nm Dermal-epidermal junction COL8AI & COL8A2

Tipe VIII | 150 nm Membrana Descement dalam mata COL9A] & COL9A2

Tipe X | 200m Kogotiain | ool

Tipe X 150 nm Kartilago hipertrofik dan kartilago hialin | ~o; 7045

Tipe XI - Sebagian kecil kartilago COLIIAL
COL1IA2

Tipe XII | - Sebagian kecil tendon, berhubungan 4 COL2Al

Tipe XIII | - dengan tipe | COLI2A]

Tipe XIV | - Transmembran dan terlibat dengan

Tipe XV | - adhesi COL13A!

Kulit dan tendon feral CoListl

Tipe XVI | - Membrana basalis, menghasilkan

Tipe - fragmen angiogenik COLI6Al
COLI7A1
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XVl - Kartilago

Tipe - Menempel diantara epidermis dan
XVII - membrana basalis

Tipe XIX | - Menghasilkan fragmen angiogenik
Tipe XX | - -

Tipe XXI | - Berhubungan dengan kolagen tipe 1
Tipe B -

XXI1 - Berada diperhubungan antar sel
Tipe Kolagen transmembran

XX - Semua jaringan

Tipe - Kolagen transmembran pada amyloid
XXIv plaque penderita Alzheimer’s

Tipe Pada testis dan ovarium

XXV Kartilago

Tipe

XXVI

Tipe

XXVII

Canty and Kadler. 2005

2.3.1 Sintesis kolagen

Sisntesis kolagen terutama dihasilkan oleh fibroblast, tetapi prosesnya
mungkin sama pada jenis sel lain. Pembentukan kolagen berada didalam sel dan akan
menjadi kolagen yang matang setelah berada di ekstraseluler. Kolagen terdiri dari
asam amino prolin dan lisin. Di dalam sel kolagen dihasilkan secara translasi oleh
ribosom berupa 2 tipe rantai peptida kemudian rantai ini berada dibagian sisterna
retinakulum endoplasmik kasar (RER). Hal ini penting untuk terjadinya pembentukan
pilinan dan stabilisasi rantai triple helix. Rantai peptida ini dikenal dengan
preprokolagen dan kemudian peptida ini masuk kedalam lumen dari RER akan
menjadi prokolagen. Peptida yang berada dalam RER akan berinteraksi dengan C-
peptidase dan membentuk rantai triple helix seperti batang yang diapit oleh dua
domain yaitu N dan C proteinase. Di dalam RER terjadi hidrosilasi dari prolin dan
lisin. Proses ini akan dipengaruhi oleh adanya vitamin C dan akhirnya terbentuk triple

helix rantai alfa atau prokolagen. Prokolagen dalam RER akan dikeluarkan untuk
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2.3.2 Kolagen Tipe 1

Kolagen tipe | merupakan jenis kolagen fibrilar yang sebagian besar
ditemukan pada jaringan konektif, diantaranya pada kulit, tulang, tendo dan
kornea, selain itu kolagen disintesis pada sel endotel dan otot polos (Twardowski,
et al, 2011) . Kolagen mempunyai panjang sekitar 300 nm, yang tersusun
heterodimer dengan 2 rantai al dan 1 rantai a2 (Hay, 1991).

Pada penyembuhan luka kolagen tipe | memegang peranan penting pada
setiap tahap proses penyembuhan luka yaitu dalam mengawali proses homeostasis
(Morton ef al., 1989), berperan pada migrasi sel imun dan angiogenesis
(Tettamanti er al., 2005; Davis and Senger. 2005), meningkatkan komponen
seluler dan mendorong proses fibroplasia (Linsenmayer, 1991).

Pada proses hemostasis kolagen tipe I yang mempunyai rantai triple helix
sangat baik untuk perlekatan platelet agar terjadi agregasi (Morton et al., 1989).
Perlekatan platelet pada kolagen diperantarai oleh reseptor glikoprotein kolagen
dan molekul adhesi integrin a2B1 (Smethurst et al., 2007). Interaksi kolagen dan
integrin a2P1 ini juga menyebabkan migrasi keratinosit dari membrana basalis.
Interaksi angiogenesis kolagen dengan sel endotel melalui integrin a2fl

merupakan ligasi yang penting selama angiogenesis (Twardowski ef al., 2007).

2.3.3 Peranan Kolagen Dalam Penyembuhan Luka
Pada proses hemostasis dan inflamasi, kolagen berperan dalam perlekatan
trombosit pada kolagen. Sesudah terjadi interaksi, trombosit melepaskan substansi

untuk memulai proses hemostasis. Interaksi kolagen-trombosit tergantung pada

tingkat polimerisasi dari maturasi kolagen. Hal yang penting adalah bahwa pada
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kondisi normal dari kolagen mempunyai peranan pada hemostasis dan pada
kondisi abnormal dari kolagen akan terjadi perdarahan lama (Clemetson et al.,
2001). Pada inflamasi, kolagen akan membantu sel-sel monosit untuk bermigrasi
dari darah perifer ke ekstravaskuler untuk melakukan fungsinya sebagai
fagositosis (Newman and Tucci, 1990).

Pada fase proliferasi akan terjadi sintesis dan deposit kolagen. Sintesis
kolagen dimulai hari ke-3 setelah luka dan berlangsung secara cepat sampai
minggu ke 2 — 4 (Orgel er al., 2011). Kolagen yang terbentuk akan berperan
dalam pembentukan jaringan granulasi, dimana pada hari pertama luka sudah
terbentuk prokolagen. Pada hari ke 7, terjadi peningkatan jumlah kolagen yang
cukup besar pada cairan luka. Hal ini menunjukkan efek yang baik karena
jaringan granulasi dibentuk diantaranya oleh kolagen.

Pada fase remodelling maturasi kolagen tergantung pada sintesis dan
degradasi kolagen. Kolagenase dan metalloproteinase di dalam luka membuang
kelebihan kolagen tetapi sintesis kolagen yang baru tetap terjadi. Selama
remodeling, kolagen menjadi lebih terorganisir. Fibronektin secara bertahap
menghilang dan asam hialuronidase dan glikosaminoglikan diganti tempatnya
oleh proteoglikan. Kolagen tipe IIl tempatnya digantikan oleh kolagen tipe I
(Toole, 2001). Pada saat ini serabut kolagen menutup bersama, menyebabkan
kolagen cross-linking dan akhirmya mengurangi ketebalan jaringan parut dan
menghasilkan peningkatan kekuatan luka

Kolagen disekresi ke ruang ekstraseluler dalam bentuk prokolagen.

Bentuk ini kemudian membelah diri pada segmen terminal disebut tropokolagen.
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Tropokolagen dapat bergabung dengan molekul tropokolagen lainnya membentuk
filamen kolagen. Filamen — filamen ini kemudian bergabung membentuk fibril .
Fibril kolagen ini selanjutnya bergabung membentuk serabut kolagen. Bentuk
filamen, fibril, dan serabut terjadi di dalam matrik glikosaminoglikan, asam
hialuronidase, chondroitin sulfat, dermatan sulfat dan heparin sulfat yang

dihasilkan oleh fibroblast (Mercandetti ef al., 2013 ).

2.4 Molekul adhesi

Molekul adhesi adalah suatu protein permukaan sel yang terlibat dalam
pengikatan antar sel, sel dengan endotel atau matriks ekstraseluler. Molekul
adhesi berperan penting dalam proses seluler, di antaranya untuk pertumbuhan sel,
diferensiasi, embriogenesis, migrasi sel dan metastasis sel kanker. Molekul adhesi
juga mampu memberikan informasi dari matriks ekstraselular ke sel. Ada
beberapa molekul adhesi yaitu Immunoglobulin superfamily yang terdiri atas
intercellular adhesion molecule (ICAM) dan vascular cell adhesion molecule
(VCAM), integrins, cadherins dan selectins ... .

Molekul adhesi berperan dalam proses inflamasi dan respon imun. Pada
proses inflamasi molekul adhesi yang berperan adalah selectin, integrin, ICAM
dan VCAM. Molekul adhesi ini akan diekspresikan pada sel endotel pembuluh
darah. Molekul adhesi ini berperan dalam migrasi dan extravasasi dari lekosit
pada inflamasi. Ekspresi molekul adhesi akan diperkuat dengan adanya induksi

dari sitokin. Bentuk dari ke 4 molekul adhesi dapat dilihat pada gambar 2. 13
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Gambar 2. 13 Jenis molekul adhesi yang ditemukan pada permukaan sel
(Jackson, 2002)

2.4.1 Integrin

Integrin merupakan reseptor transmembran yang dapat berada pada
ekstraselular, membran dan intraselular. Integrin terdiri atas subunit o dan p.
Kedua sub unit ini berkombinasi dalam melakukan fungsinya. Pada saat ini sudah
ditemukan 24 jenis integrin. Integrin yang ditemukan pada membran sel
mempunyai 2 domain yaitu domain yang panjang berada diekstraseluler
sedangkan yang pendek berada di intraseluler. Domain diekstraseluler
berhubungan dengan matriks ekstraselular sedang domain intraselular
berhubungan dengan sitoskeleton (Lodish er al., 2000). Jenis dan ligan dari
integrin dapat dilihat pada tabel 2.4

Integrin ditemukan di berbagai sel dan beberapa sel mengekspresikan

bermacam integrin yang berikatan dengan ligan yang sama, tetapi dapat dengan
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selektif mengatur aktivitas dari tipe integrin masing-masing sechingga dapat
menyempurnakan ikatannya dengan matriks (Lodish er al., 2000).

Tabel 2. 4 Jenis dan ligan integrin yang ditemukan pada vertebrata

Subunit Ligan
B a Collagen dan Laminin
o Collagen dan Laminin
a3 Fibronectin dan Laminin
oy Fibronectin dan VCAM
s Fibronectin
(VP Laminin
o LLaminin
a, Fibronectin
B2 o ICAM-1 dan ICAM-2
VY C3b, Fibrinogen dan Factor X
ax Fibrinogen dan C3b
Bs (VIRTS Fibrinogen, Fibronectin dan
Vitronectin
av Sama dengan fsa, dan
Collagen

(Sumber Lodish et al., 2000)

Integrin mempunyai 2 fungsi yaitu perlekatan sel pada matriks
ekstraselular dan sebagai tranduksi sinyal. Integrin sebagai perlekatan sel akan
berhubungan dengan matriks ekstraseluler diantaranya kolagen, laminin dan
fibronektin. Hal ini akan menyebabkan sel bermigrasi dan berfungsi sebagai
tranduksi sinyal yang akan disampaikan ke dalam sel sehingga mempengaruhi
aktivitas intraselular. Aktivitas intraselular akan mempengaruhi berbagai proses
seperti proliferasi, diferensiasi, survival dan apoptosis sel (Berman et al., 2003;
Chien et al., 2000 and Lodish ef al., 2000).

Integrin berperan baik dalam kondisi fisiologis maupun dalam keaadaan
patologis seperti kanker, arteroskeloris, inflamasi dan penyembuhan luka

(Culbreath et al., 2001). Pada waktu luka ekspresi integrin sangat meningkat.
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2.4.2 Peran Integrin dalam Penyembuhan Luka

Dalam penyembuhan luka, integrin akan berperan pada fase inflamasi,
proliferasi dan remodelling. Pada fase inflamasi integrin berperan mengikat
platelet dengan kolagen sehingga platelet teraktivasi dan terjadi agregasi dari
platelet (Jung and Moroi, 2001). Pada sel-sel inflamasi, integrin berperan dalam
pengikatan yang kuat antara sel inflamasi dengan sel endotel (Lodish er al.,
2000). Integrin berperan pada sel yang akan mengalami migrasi seperti pada sel
netrofil (Werr ef al., 1998), keratinosit dan fibroblast.

Pada fase proliferasi, integrin berperan dalam pembentukan jaringan
granulasi dan reepitelisasi. Pada pembentukan jaringan granulasi, integrin akan
membantu migrasi dari fibroblast ketempat luka sehingga mengawali
pembentukan jaringan granulasi (Steffensen et al., 2001 dan Nakayama et al.,
2010). Pada reepitelisasi integrin banyak ditemukan di permukaan sel keratinosit
yaitu a2p1, a3pl, a6p4, avB6, dan a5p1. Integrin ini berperan dalam migrasi sel
keratinosit dari pinggir luka dan proliferasi keratinosit sehingga terjadi proses
reepitelisasi (Larjava ef al., 1993 dan Watt 2002).

Integrin dalam fungsinya dapat bekerjasama dengan faktor pertumbuhan
dengan cara mengaktifkan dan pengaturan sinyal faktor pertumbuhan sehingga
membantu dalam fase proliferasi penyembuhan luka (Steffensen et al., 2001)
diantaranya adalah TGFB (Reynold et al., 2005). Peran integrin lainnya adalah
dalam apoptosis, angiogenesis dan fungsi neural (Tsuji, 2004). Integrin juga
berfungsi pada stem sel yaitu untuk homing pada jaringan yang rusak (Semon ef

al., 2010; Srour et al., 2001).
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Gambar 2.14 Peran dari molekul adhesi mulai dari sel teraktivasi sampai
sel migrasi di dalam pembuluh darah (Lau er al., 2009).

2.4.3 Integrin a2p1

Integrin a2P1 disebut juga dengan GPla/lla, VLA-2, atau CD49b/CD29
yang pada awalnya ditemukan pada platelet. Integrin ini dapat berikatan dengan
kolagen tipe I, II, III, IV dan XI dan berperan dalam aktivasi dan agregasi dari
platelet

Kombinasi integrin ini cukup bervariasi. Integrin yang ditemukan pada
epidermis khususnya keratinosit yaitu alfl, a2p1, a3pl dan «6P4, dimana
integrin yang paling banyak ditemukan adalah a2Bl. Integrin a2Bl selama
penyembuhan luka berperan pada hemostasis, migrasi sel, reepitelisasi sampai
penutupan luka, karena integrin ini berperan untuk regulasi keratinosit (Gavani er
al., 1993).




53

Integrin a2B1 berperan dalam perlekatan antar sel, interaksi matriks-sel,
dan kolagen khususnya tipe I, 111 dan IV, tetapi integrin a2p1 mempunyai afinitas
lebih rendah pada kolagen tipe IV. Integrin a2l mutlak dibutuhkan untuk adhesi
keratinosit ke kolagen sehingga terjadi migrasi. Untuk proses penutupan luka
selain integrin a2pl, juga dibutuhkan kolagenase-1, matriks metalloproteinase-
1(MMP-1) dan kolagen tipe-1 (Eckes er al, 2006). Untuk penutupan luka
keratinosit berinteraksi dengan kolagen tipe | yang berikatan atau ligasi dengan
a2B1. Ikatan kolagen dermis dengan o2f1 akan menimbulkan transduksi sinyal
untuk mengawali perubahan secara seluler yang melibatkan induksi beberapa gen,
termasuk MMP-1. MMP] memecah kolagen tipe 1 dan akan mengﬁrangi
aviditasnya terhadap integrin a2p1. Kemudian integrin akan membangun kontak
kembali dengan kolagen baru pada dasar luka, schingga mempertahankan
migrasi  keratinosit. Hasil penelitian mendapatkan bahwa jika kemampuan
integrin 2Bl berikatan dengan ligan diblok akan menyebabkan migrasi
keratinosit terhenti, menghambat ekspresi dan aktivitas MMP-1 dan kolagen tipe I
resisten terhadap kolagenase. Hal ini menunjukkan bahwa integrin a2l perlu
dipertahankan dalam jumlah/kadar yang tinggi pada kulit untuk terjadinya proses
penutupan luka yang normal (Parks, 1999 cit Parks 2007). Untuk melihat interaksi

antara integrin 2B 1 dengan kolagen dapat dilihat pada gambar 2.15.
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Gambar 2.15 Peran molekul adhesi aktivitas interaksi antara integrin a2p1
dengan kolagen (Jung and Moroi 2001).

2.5 Stem Sel/Sel Punca

Stem sel atau sel punca adalah sel yang bisa memperbaharui dirinya
sendiri, menghasilkan sel awal dan berdifrensiasi menjadi berbagai jenis sel. Pada
dekade terakhir perhatian dan penelitian dalam bidang sel punca (stem cells)
mengalami kemajuan yang amat pesat. Para peneliti menggunakan sel punca
untuk pengobatan penyakit-penyakit degeneratif (seperti infark jantung, stroke,
parkinson, dan diabetes), maupun kelainan lainnya seperti trauma dan keganasan
(Ho et al., 2006).

Sel punca mempunyai potensi untuk berdifrensiasi menjadi lebih dari
satu jenis sel yang disebut plastisitas. Plastisitas dan potensi sel punca bervariasi

dibagi atas 3 bagian yaitu:
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a. Totipoten adalah kemampuan dari sel punca membentuk semua jenis sel
vang berkontribusi membentuk organisme. Sifat ini hanya dipunyai oleh
sel telur yang telah mengalami fertilisasi.

b. Pluripoten adalah kemampuan sel punca membentuk hampir semua jenis
sel organisme termasuk sel germinal tetapi tidak mampu membentuk
plasenta. Sifat ini dipunyai oleh sel embrio dan sel germinal.

c. Multipoten adalah kemampuan sel punca  untuk membentuk hampir
semua sel pada jaringan tertentu (ektodermal, mesodermal dan
endodermal). Sifat ini dimiliki oleh sel punca dewasa.

Potensi dari sel punca dipengaruhi oleh faktor genetik, lingkungan adanya
sel punca dan kemampuan apoptosis pada saat proliferasi dan difrensiasi sel.
Faktor genetik dari sel punca akan berpengaruh jika mengandung gen yang
sesuai atau gen yang telah teraktivasi dan diprogram menjadi sel tertentu,
sedangkan faktor lingkungan diantaranya faktor pertumbuhan lokal, hormon,
sitokin dan kontak dengan sel akan mempengaruhi aktivasi dari sel punca (Zhao
et al., 2008).

Potensi sel punca dapat berbentuk regenerasi dan perbaikan (repair).
Perbaikan berlangsung lebih cepat dan bertujuan untuk mempertahankan hidup
tetapi fungsi organ atau jaringan tidak harus optimal. Regenerasi merupakan
proses yang berlangsung lambat dengan hasil integritas organ atau jaringan
sehingga mencapai fungsi yang normal. Proses regenerasi pada pemberian sel
punca bertujuan untuk menggantikan fungsi metabolisme dari sel-sel yang rusak

(diantaranya kelenjar tiroid, pankreas dan hati), menggantikan fungsi metabolisme
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serta struktur organ (diantaranya otot, jantung dan kulit) dan fungsi organ (trakea,
diafragma dan vesica urinaria). Penelitian penggunaan sel punca diharapkan
dapat berbentuk regenerasi sehingga perbaikan jaringan atau organ akan seperti
jaringan aslinya (Marshak et al., 2009).

Sel punca sebelum digunakan untuk terapi harus dilakukan uji validasi
terlebih dahulu untuk melihat kemampuan sel tersebut untuk berdifrensiasi,
kemurnian dan tidak terkontaminasi. Penggunaan sel punca untuk terapi
dikelompokkan dalam 2 cara yaitu yang pertama hanya menggunakan sel punca
untuk pengobatan seperti pada penyakit kanker, diabetes melitus, stroke dan
parkinson. Cara pertama ini dapat dilakukan melalui injeksi langsung pada organ
atau jaringan target. Cara kedua adalah dengan menggunakan biomaterial lain
(scaffold) dengan cara menanamkan sel punca ke scaffold kemudian komposit
ini ditanamkan ke organ target, sehingga stem sel dapat berdifrensiasi
menggantikan sel-sel organ yang rusak. Terapi dengan cara kedua telah digunakan
untuk pengobatan luka bakar yang berasal dari sel monuklear yang berasal dari
sumsum tulang, darah tepi dan darah talipusat (Rantam et al., 2009).

Sel punca dapat berasal dari embrionik dan dewasa (adult stem cells/
ASCs). ASCs terdapat pada seluruh jaringan tubuh, namun tidak semua tempat
dapat diambil karena akan menimbulkan morbiditas pada donor. ASCs berperan
dalam regenerasi jaringan. ASCs berkumpul pada jaringan yang rusak atau
berdiferensiasi dan melepaskan molekul-molekul signal parakrin untuk merekrut

sel-sel inflamasi dan sel progenitor jaringan. Perkembangan penelitian dasar
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ASCs berkembang lebih pesat dan telah diaplikasikan dalam penyakit
degeneratif (Lau er al., 2009).

Saat ini sumber sel punca ASCs yang paling sering digunakan adalah dari
sumsum tulang, jaringan lemak, peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
atau sel induk darah tepi dan darah tali pusat. Sel punca yang berasal dari sumsum
tulang ditemukan stem sel hematopoetik dan mesenchymal stem cell /MSC (Zhao

et al.. 2008).

2.5.1 Sel punca ” Niche” dan Homing

Sel punca niche merupakan suatu lingkungan mikro yang bersifat
dinamis yang memelihara dan mengatur behavior sel punca. Lingkungan ini dapat
mempertahankan keseimbangan aktivitas sel punca (hemoeostasis) dan dapat
memperbaiki jaringan selama kehidupan suatu organisnie. Niche berperan dalam
meregulasi jumlah dari sel punca, kemampuan untuk memperbaharui diri dan
difrensiasi serta dapat meregulasi motilitas sel punca (Morrisos and Spradling.
2008; Ema and Suda. 2012).

Faktor-faktor yang berperan dalam meregulasi karakteristik sel punca
dalam niche diantaranya molekul adhesi yang mengatur interaksi antara sel punca
dengan niche, antara sel punca dengan matriks ekstraselular dan faktor
pertumbuhan yang mempengaruhi proliferasi sel punca dengan mengintegrasikan
sinyal-sinyal yang memperantarai respon yang seimbang sel punca terhadap
kebutuhan organisme. Interaksi antara sel punca dengan niche akan menciptakan

sistem yang dinamis diperlukan untuk menyokong kelangsungan hidup jaringan.
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Selama perkembangan sel punca dan niche bisa saling menginduksi dan selama
masa dewasa saling mengirim sinyal secara timbal balik (Watt and Mogan. 2000).

Selama perkembangan embrio, berbagai faktor niche bekerja terhadap sel
punca untuk mengubah ekspresi gen, dan menginduksi proliferasi dan difrensiasi
perkembangan fetus. Pada waktu dewasa, sel punca-niche akan dipertahankan
dalam keadaan diam, tetapi jika terjadi trauma jaringan, lingkungan mikro
sekitarnya akan menjadi aktif untuk mengirimkan sinyal ke sel punca agar
memicu peremajaan diri atau difrensiasi membentuk jaringan baru. Sel punca
kemudian akan mengalami migrasi untuk bisa homing dijaringan yang rusak (Li

and Xie. 2005).
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Gambar 2.16 Sel punca dan niche. Terlihat stem sel tidak aktif dan setelah
terjadi trauma maka stem sel menjadi aktif (Li and Xie. 2005)

Homing merupakan suatu proses yang cepat dan langkah penting dalam
transplantasi sel punca. Homing mempunyai peran dalam homeostasis sumsum
tulang, untuk perekrutan leukosit dari sumsum tulang dan selama mobilisasi sel

punca untuk pertahanan tubuh serta untuk perbaikan.
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2.5.2 Sel Punca Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs)

Sel punca PBMCs berasal dari darah tepi dan merupakan sel yang telah
matur terdiri dari sel hematopoetik yang terdiri dari sel monosit, fibrosit dan
endothelial progenitor cell (EPC). Sel monosit dan fibrosit dapat bersifat sebagai
APC dan menghasilkan sitokin serta faktor pertumbuhan, yang berperan dalam
inflamasi, pembentukan kolagen dan angiogenesis. Sel punca PBMCs dapat
berdifrensiasi menjadi sel progenitor dan mengandung fibrosit. Penelitian secara
in vitro dari stem sel PBMCs didapatkan bahwa sel ini mampu berdifrensiasi
menjadi sel epitel (keratinosit) dan fibroblast pada kulit, paru-paru, tractus
digestivus, hepar, regenerasi myocardial, dan pembentukan neuron (Medina er al.,
2009). Penelitian sel punca PBMCs pada luka kulit derajat dalam pada mencit
diabetes didapatkan bahwa sel punca ini mampu mempercepat pembentukan
pembuluh darah baru dan pembentukan epidermis pada mencit (Rantam ef al.,
2009). Kemampuan dari PBMC yang mengalami transdiferensiasi menjadi
fibroblast dapat meningkatkan produksi kolagen dengan merangsang fibroblast
sekitarnya dan matriks metaloproteinase (MMP). Keratinosit yang berasal dari
transdifrensiasi PBMC ini bisa mempengaruhi fungsi dari fibrosit dalam proses
penyembuhan luka, dengan meningkatkan ekspresi MMP (Medina et al., 2009).

Penelitian crud sel punca PBMCs terhadap luka bakar dari kepustakaan
yang telah terbaca belum ditemukan, namun dari beberapa literatur secara jelas
dikatakan bahwa sel punca hematopoietik baik dari sumsum tulang maupun
PBMC berperan dalam angiogenesis (Takakura et al., 2000). Pada sel punca

hematopoitik ditemukan fibrosit dan sel endotelial progenitor sel (EPC). F ibrosit
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akan berdifrensiasi menjadi fibroblast dan miofibroblast yang menghasilkan
faktor pertumbuhan dan kolagen yang sangat berperan dalam penyembuhan luka
(Wu et al., 2010; Mori et al., 2005 dan Abe et al., 2001), sedangkan peran EPC
pada penyembuhan luka adalah sel ini akan berdifrensiasi menjadi sel endotel dan
mengawali vasculogenesis dan angiogenesis (Herdrick ef al., 2010 dan Rasokat et
al., 2006).

Pada pasien luka bakar derajat dua telah dilakukan pengobatan dengan
menggunakan sel punca yang berasal dari darah tali pusat. Hasil yang didapatkan
menunjukkan bahwa sel punca lebih baik dibandingkan dengan silver sulfadiazine
(SSD) dan krim ambifilik. Sel punca darah tali pusat dapat mempersingkat fase
inflamasi, fase fibroplasia berjalan sesuai prediksi dan proses epitelisasi
berlangsung pada daerah yang sulit serta epitel yang terbentuk lebih mendekati

konfigurasi epitel normal (Moenadjat, 2009).

Angiogenesis/
arteriogenesis

Tissue repair and
organogenesis

Gambar 2. 17 Peran stem sel monosit, hematopoitik stem sel dalam
angiogenesis dan perbaikan jaringan (Zwanginga et al.,
2003).
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2.6.3 Sel Punca Mesenkimal

Sel punca mesenkimal (MSC) dikenal juga dengan mesenchymal stromal
cells dan connective tissue progenitor cells. MSC merupakan sel punca yang
bersifat multipotent progenitor sel nonhematopoitik. MSC berasal dari sumsum
tulang, jaringan adiposa (Gronthos ef al., 2001) , darah tali pusat (lgura et al.,
2004), cairan amnion (Tsai et al., 2004), darah perifer (Zvaifler et al., 2000), paru-
paru (Anker ef al., 2003) dan pada hati janin. Jumlah MSC lebih banyak pada

masa janin dan akan berkurang sesuai dengan pertambahan umur (Campagnoli et

al., 2003).

2.6.3.1 Biologi Sel Punca Mesenkimal

MSC telah diidentifikasi dan dapat dengan mudah diisolasi dari sejumlah
besar jaringan dewasa. MSC dapat diekspansi dalam kultur dan berdiferensiasi
menjadi sel yang dibutuhkan sesuai dengan stimulus yang cocok dan mempunyai
fungsi untuk menggantikan dan meregenerasi sel lokal yang hilang karena
kerusakan atau penuaan jaringan normal (Rantam et al., 2009) . MSC jumlahnya
0.001 — 0.01% dari populasi sel di sumsum tulang (Pittenger et al., 1999).
Menurut International Society of Cytotherapy syarat standar yang harus dipunyai
oleh MSC yaitu:
a. Sel tersebut harus mendukung plastisitas dalam kondisi kultur standar
b. Sel harus mengekspresikan CD 105, CD 73 dan CD 90 dan kurang

mengekspresikan CD45, CD 34 dan CD 14.

¢. Mampu berdifrensiasi menjadi osteoblast, adiposa dan khondroblast (Pittenger

et al., 1999).
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MSC mempunyai kemampuan untuk berproliferasi secara ekstensif dalam
suatu keadaan yang tidak terikat dan mempertahankan potensinya untuk
berdifrensiasi menjadi kondrosit, osteoblast, adiposit, miosit, fibroblast,
myofibroblast sel epitel, endotel dan sel neuron. Difrensiasi MSC dapat dilihat
pada Gambar 2.18 (Pittenger et al., 1999; Liu et al., 2009). MSC juga
mempunyai potensi yang kuat dalam regenerasi jaringan kulit (Semon et al.,
2010; Kim et al., 2007 cit Jeon et al., 2010). MSC dapat diisolasi dari jaringan
dewasa dan mampu berdifrensiasi diantaranya menjadi sel epitel dan endotel,
mensekresi kemokin untuk memperbaiki jaringan yang rusak, merangsang
proliferasi stem sel endogen dan mungkin akan mentransfer DNA mitokondria
atau mitokondria sendiri. MSC mempunyai kelebihan karena mudah diisolasi dari
pasien, dapat berkembang dengan cepat dan berperan dalam perbaikan jaringan
dengan cara sel homing ditempat jaringan yang rusak serta memperbaiki jaringan

tersebut (Wolfe ef al., 2008).

Adipocytes
s . ‘%l ‘ -\\ /
b N Mesenchymal
. - StemCells — ~
4 ! % 4 \

Epithelial cells Neurons

Gambar 2. 18 Kemampuan dari MSC untuk berdifrensiasi menjadi
beberapa sel. (Liu er al., 2009)
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Kemampuan difrensiasi MSC menjadikan sel punca ini sebagai suatu jenis
kandidat sel untuk upaya teknologi jaringan yang bertujuan untuk meregenerasi
jaringan pengganti struktur yang rusak. MSC dapat memberikan suatu efek yang
sangat baik pada perbaikan jaringan melalui modulasi lingkungan lokal dan
aktivasi sel progenitor endogen. Keadaan ini menjadikan terapi sel MSC menjadi
menarik bagi para peneliti dan MSC juga mempunyai potensi yang kuat dalam
regenerasi jaringan kulit (Semon ez al., 2010; Kim et al., 2007 cit Jeon ef al,
2010).

MSC dapat diisolasi dari jaringan dewasa dan mampu berdifrensiasi
menjadi berbagai jenis sel, mensekresi kemokin untuk memperbaiki jaringan yang
rusak dan merangsang proliferasi sel punca endogen serta mungkin akan
mentransfer DNA mitokondria atau mitokondria sendiri. MSC mempunyai
kelebihan karena mudah diisolasi dari pasien, dapat berkembang dengan cepat dan
berperan dalam perbaikan jaringan dengan cara homingnya sel di tempat jaringan
yang rusak serta memperbaiki jaringan tersebut (Wolfe er al., 2008), seperti pada
infark miokard (Minguell and Erices 2006) dan kerusakan spinal (Chernykh et al.,
2006). MSC juga mempunyai potensi yang kuat dalam regenerasi jaringan kulit
(Semon et al., 2010; Kim et al., 2007 cit Jeon et al., 2010), namun penelitian
pemberian MSC untuk luka kulit efektif atau tidak masih dalam tahap penelitian
(Sasaki et al., 2009).

Efek imunomodulator MSC dapat sebagai imunostimulan, imunosupresif
dan bersifat sebagai hipoimunogenik. Sebagai imunostimulan MSC berperan

dalam hematopoisis untuk menghasilkan sel-sel yang berperan sebagai pertahanan
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pertama terhadap masuknya benda asing. Sebagai imunosupresi MSC diketahui
dapat menghambat proliferasi dan aktivasi sel T, sel B, NK dan sel dendritik.
MSC juga diketahui dapat menghambat difrensiasi dan maturasi dari sel antigent
precenting cell (APC) sehingga mempengaruhi sekresi sitokin proinflamasi dan
meningkatkan produksi 1L-10 yang bersifat supresif dan tolerogenik (Angoulvant
et al., 2004; Di Nicola et al., 2002 and Krampera et al., 2003).

Kemampuan hipoimunogenik terlihat bahwa MSC tidak menimbulkan
respon imun pada inang. Hal ini disebabkan karena MSC sedikit mengkspresikan
molekul mayor histocompatibility class 1 (MHC 1) dan tidak mengekspresikan
molekul MHC kelas II. Peningkatan ekspresi molekul MHC kelas 1 dan
menstimulasi ekspresi MHC kelas II oleh interfron-gamma (IFN-y), oleh karena
MSC tidak mengekspresikan costimulator CD 80 (B7-1) dan CD 86 (B7-2). MSC
dapat digunakan karena menghambat aktivasi sel T alloreatif (Fibbe and Noort,

2003).

2.5.2.2 Peran Sel Punca Mesenkimal dalam Penyembuhan Luka

Pemberian MSC pada luka akan mempercepat penutupan luka, meningkat
kualitas penyembuhan luka dan meningkatkan kekuatan luka.
Pada Fase Inflamasi

Sel punca mesenkimal (MSC) endogen dan eksogen berperan dalam
tahap inflamasi dengan cara  mempengaruhi diferensiasi sel progenitor
hematopoetik dan prekursor sel mast. Sel progenitor hematopoetik mengalami

proses mielopoesis awal, sehingga terbentuk leukosit dalam jumlah tertentu yang
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membantu dalam proses inflamasi. Namun masih belum jelas peran peningkatan
sel progenitor ini pada fase inflamasi (Li et al., 2008). Prekursor sel mast yang
berasal dari sumsum tulang akan berada/niche di folikel rambut. Sel mast akan
berproliferasi karena adanya stem cell factor (SCF) yang diproduksi lokal oleh sel
folikel rambut dan menyebabkan prekursor sel mast ini dapat menjadi matur dan
akan berpcraﬁ dalam fase inflamasi penyembuhan luka (Peters et al., 2003 cit Lau

et al., 2009).

Pada Fase Proliferasi

Pada fase proliferasi penggunaan sel punca endogen dan eksogen yang
banyak diketahui adalah reepitelisasi dan angiogenesis. Pada reepitelisasi,
keratinosit endogen berasal dari 2 populasi sel punca yaitu epitel kulit dan folikel
rambut. Sel punca ini dapat memperbaiki diri atau beregenerasi dengan cara sel
berproliferasi dan berdiferensiasi. Sebagai respon terhadap kerusakan sel, ke dua
sel epitel ini menghasilkan keratinosit yang akan merekonstruksi barier epidermis
(Taylor et al., 2000 cit Lau et al., 2009). Transdiferensiasi MSC menjadi
keratinosit telah banyak dibuktikan (Medina et al., 2006; Wang et al., 2005 and
Wu et al., 2007) dan keratinosit terbentuk dalam jumlah yang banyak. Hasil
penelitian dengan cara injeksi MSC pada luka insisi didapatkan hasil yang
mempercepat penutupan luka dengan kualitas penyembuhan yang baik, sehingga
pemberian MSC sangat dibutuhkan dalam perbaikan luka kulit (Wu et al., 2007).

Pada angiogenesis, MSC dapat meningkatkan densitas dari kapiler dan ini
dihubungkan dengan pembentukan pembuluh darah baru. Pembentukan pembuluh

darah baru dipengaruhi oleh kemampuan dari MSC untuk berdifrensiasi menjadi




66

sel endotel, mengeluarkan faktor solubel diantaranya faktor angiogenik (Oswald
et al., 2004) dan pembentukan otot polos pembuluh yang berperan dalam
menyatukan endotel dinding pembuluh (Al-Khaldi et al., 2003). Penelitian Wu et
al., (2007), pemberian MSC pada tikus luka insisi terdapat peningkatan yang
signifikan kadar faktor angiogenik -1 (Ang-1) dan VEGF. MSC juga dapat
meningkatkan proliferasi sel endqtel dan permeabilitas pembuluh darah (Salvolini
et al., 2010). Proliferasi sel endotel dan permeabilitas dari pembuluh darah akan
dipengaruhi oleh VEGF. VEGF dikétahui berperan penting dalam angiogenesis
dengan menstimulasi proliferasi sel, migrasi sel dan pengorganisasian sel endotel
untuk membentuk tubulus pembuluh (Ferrara, 2009) dan berperan dalam
perbaikan serta regenerasi sel pada beberapa jaringan yaitu hepar, jantung, otak
limpa dan paru-paru. . .

Penelitian pada fase reepitelisasi, diketahui bahwa BM-MSC dapat
ditemukan pada bagian epidermis tikus percobaan, dan disini akan berdifrensiasi
menjadi sel epitél. Disamping itu juga bisa terjadi fusi sel antara MSC dan sel
epitel dengan cara meningkatkan epitelisasi melalui signal parakrin, namun,
transdiferensiasi merupakan bersifat predominan dari MSC (Lau et al., 2009).

Penelitian efek MSC pada tikus dengan luka bakar yang dalam dan luka
insisi, ternyata stem sel ini mampu mengurangi infiltrasi sel inflamasi kedalam
luka, mempercepat pembentukan pembuluh darah baru dan jaringan granulasi
(Wu et al., 2007 cit Fu et al., 2008 dan Jeon et al., 2010). Penelitian lain dari
MSC yang ditanamkan dalam scaffold pada babi luka bakar partial dalam ternyata

pada minggu ke empat terlihat kepadatan pembuluh darah yang signifikan
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dibandingkan dengan yang diberi scaffold saja dimana MSC akan berdifrensiasi
menjadi sel endotel dan mempercepat penyembuhan luka (Liu ef al., 2008).
Pengobatan dengan menggunakan sel punca di Amerika telah dilakukan
pada pasien dengan menderita penyakit diantaranya kardiovaskular, diabetes dan
akibat trauma luka bakar. Jumlah pasien luka bakar yang diobati dengan stem sel
di Amerika adalah sekitar 300.000 pasien dan memberikan perbaikan (Vogelstein,
et al., 2006). Begitu juga pada pasien luka bakar dinegara Perancis akibat radiasi
dengan menggunakan kombinasi MSC dan cangkok kulit ternyata dapat
memperbaiki luka yang luas dan dalam, serta bekerja secara sinergis (Bey et al.,
2010). Penelitian kombinasi MSC juga dilakukan dengan menggunakan amnion
pada kelinci dengan luka incisi derajat full thickness. Hasil yang didapatkan,
kombinasi ini memberikan penyembuhan yang efektif terlihat terjadinya
penebalan epidermis dan meningkatkan kualitas penyembuhan luka (Kim et al.,

2009).

Gambar 2. 19 Difrensiasi dari hematopoitik dan stromal stem cell (Wilson
etal., 2001).
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2.5.3 Interaksi Antara Integrin Dengan Sel Punca PBMC dan MSC

Interaksi antara integrin dengan sel punca PBMC dan MSC bertujuan
membantu kerja sel punca. Untuk dapat sampai ke jaringan target sel punca
PBMC terlebih dahulu mengalami beberapa langkah yaitu kemoatraktan, adhesi,
migrasi dan berdifrensiasi menjadi sel endotel (Rasokat et al., 2006). Untuk
homing sel punca hematopoitik pada awalnya harus rolling sepanjang endotel.
Peran ini dibantu oleh selektin untuk melekatnya sel punca dengan kuat pada sel
endotel. Kemudian sel punca mengalami ekstravasasi, melekat pada ECM dibantu
oleh integrin dan akhirnya sel punca mampu untuk homing pada sel spesifik
(Srour et al., 2001).

Homing MSC juga mengalami langkah yang sama namun ada
penambahan molekul adhesi yaitu ICAM (Chamberlain et al., 2007). MSC
awalnya memberikan respon terhadap sinyal dari jaringan yang rusak, kemudian
MSC melekat pada endotel, bertransmigrasi di endotelium, melekat pada matriks
ekstraseluler (ECM), dan akhirnya homing ke dalam jaringan target. Untuk dapat
bekerjanya MSC, diatur oleh berbagai jenis integrin yaitu dari unit dan B. Hasil
penelitian diketahui bahwa ekspresi integrin B1, B2, dan a3 pada MSC cukup
tinggi yaitu di atas 80% sedangkan ekspresi integrin al, a2, a4, a5, a6, dan oV

antara 20-55% (Semon et al., 2010).
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BAB 111
KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual
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3.2 Keterangan Bagan Kerangka Konsep

Luka bakar akan menimbulkan kerusakan pada jaringan kulit (1)dan akibatnya
jaringan akan mengeluarkan sitokin dan kemokin (2). Sitokin dan kemokin akan
mempengaruhi stem sel endogen dan eksogen (3) dengan cara menarik stem sel tersebut ke
jaringan rusak dan homing (4) didaerah tersebut. Stem sel endogen dan eksogen akan akan
teraktivasi berdifrensiasi (5) dan mengeluarkan sinyal parakrin dan autokrin (6). Sinyal
parakrin ini akan menarik sel-sel inflamasi diantaramya makrofag (7) ke jaringan yang
rusak. Sinyal parakrin ini juga membantu sel untuk berdifrensiasi menjadi sel yang berperan
dalam penyembuhan luka. Stem sel PBMC endogen dan eksogen akan berdifrensiasi
menjadi sel endotel, keratinosit dan fibroblast. Stem sel MSC endogen dan eksogen akan
berdifrensiasi menjadi sel endotel, keratinosit, neuron dan fibroblast (11). Sel-sel ini akan
migrasi ke tempat luka dengan adanya molekul adhesi diantaranya integrin (10).

Stem sel endogen dan eksogen yang telah mengalami difrensiasi dan migrasi akan
ada ditempat luka dan akan mempengaruhi lingkungan mikro sekitar luka karena sel-sel ini
akan mengeluarkan sitokin serta faktor perrtumbuhan yang akan mempengaruhi proses
penyembuhan luka. Faktor pertumbuhan ini akan bersifat autokrin dan parakrin. Faktor
pertumbuhan yang dihasilkan oleh sel endotel adalah FGF, VEGF dan PDGF, sel keratinosit
menghasilkan FGF, TGF-B dan PDGF dan fibroblast menghasilkan EGF, FGF, TGF-B,
VEGF dan PDGF, Sel makrofag sebagai sel inflamasi akan menghasilkan faktor

pertumbuhan dan sitokin. Faktor pertumbuhan yang dihasilkan makrofag adalah EGF, TGF-

B, VEGF dan PDGF sedangkan sitokin adalah IL-1, IL-6 dan TNF-c.
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Faktor pertumbuhan TGF-B 1 akan berperan dalam penyembuhan mulai dari fase
inflamasi sampai remodelling. Pada fase inflamasi TGF-B 1 akan membantu untuk
maturasinya monosit, menghambat proliferasi sel-sel imun dan bersama dengan sitokin
lainnya menjaga keseimbangan dan toleransi dari sistem imun. Pada fase proliferasi TGF- 1
berperan dalam angiogenesis yaitu dalam migrasi sel endotel dan membantu dalam
pembentukan tabung pembuluh. TGF-B 1 bersama dengan PDGF berperan dalam epitelisasi
sehingga akan mempercepat penutupan luka, TGF-p 1 pada fase remodelling adalah
menstimulasi proliferasi dari fibroblast dan meningkatkan sekresi kolagen sehingga
mempercepat penyembuhan luka dan juga TGF-B berperan untuk meningkatkan ekspresi
integrin sehingga meningkatkan interaksi antara sel dengan matriks.

Faktor pertumbuhan FGF dan VEGF akan mempengaruhi proliferasi dan
difrensiasi dari sel endotel. Proliferasi dan difrensiasi sel ini berperan dalam angiogenesis
dengan diawali migrasinya sel endotel dan terbentuk tabung pembuluh. Untuk migrasinya sel
endotel diperlukan molekul adhesi integrin  agar sel dapat berinteraksi dengan
matriksekstraseluler. Peran VEGF dalam proliferasi sel endotel adalah dengan terjadinya

pertumbuhan sel endotel dan mampu untuk menyeimbangkan antara proliferasi dan penuaan

sel
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3.3 HIPOTESIS PENELITIAN

(S ]

Terdapat pengaruh pemberian injeksi PBMC dengan MSC dan pemberian
kombinasi injeksi PBMC dengan MSC terhadap kadar faktor pertumbuhan TGF-§ 1
pada penyembuhan luka bakar tikus percobaan.

Terdapat pengaruh —pemberian injeksi PBMC dengan MSC dan pemberian
kombinasi injeksi PBMC dengan MSC terhadap kadar faktor pertumbuhan VEGF
pada penyembuhan luka bakar tikus percobaan

Terdapat pengaruh  pemberian injeksi PBMC dengan MSC dan pemberian
kombinasi injeksi PBMC dengan MSC terhadap kepadatan ekspresi kolagen tipe 1

pada sel jaringan kulit penyembuhan luka bakar tikus percobaan.

. Terdapat pengaruh pemberian injeksi PBMC dengan MSC dan pemberian

kombinasi injeksi PBMC dengan MSC terhadap persentase ekspresi molekul adhesi

integrin 21 pada sel jaringan kulit penyembuhan luka bakar tikus percobaan.




BAB 1V

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis dan Desain Penelitian
Jenis penelitian ini bersifat eksperimental dengan desain the post test only

control group design.

4.2 Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di:

1. Laboratorium Mikroskop Elektron dan laboratorium Medis Terpadu FK Unair
Surabaya untuk pembuatan dan pembacaan hasil dari preparat
imunohistokimia kolagen dan integrin

2. Laboratorium ITD C FK Unair Surabaya untuk persiapan hewan coba, isolasi
stem sel MSC, PBMC dan pelaksanaan penelitian dan pemeriksaan kadar

faktor pertumbuhan (TGF- fj dan VEGF)

4.3 Populasi dan Sampel Penelitian
Populasi adalah tikus jantan yang ada Laboratorium ITD C FK Unair
Surabaya. Sampel adalah bagian populasi yang memenuhi syarat eksklusif dan
inklusif. Kriteria inklusif adalah:
- Jantan

- Berat 140 - 180 gr
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- Umur 2 bulan
Kriteria eksklusif adalah:
- Sakit
- Tidak aktif
Besar sampel ditentukan dengan rumus Fraenkle and Wallen:
(np-1) (p-1) > p’
p = jumlah kelompok hewan percobaan
n = jumlah hewan coba dalam tiap kelompok
Berdasarkan rumus di atas didapatkan jumlah hewan coba setiap kelompok adalah 5
ekor, dengan mempertimbangkan jumlah sampel yang droup out dari tiap kelompok

10 - 20% maka tiap kelompok terdiri 7 ekor tikus putih, sehingga jumlah sampel 28

ekor.

Hewan dipelihara untuk aklitimasi dilaboratorium ITD Stem sel Unair.

4.4 Variabel Penelitian
Variabel-variabel yang digunakan adalah:
1. Variabel independen
Stem sel PBMCs, stem sel mesenkimal (MSC) dan kombinasi stem sel PBMC
dan stem sel mesenchymal (MSC)

2. Variabel terkendali
- Dosis

- Cara pemberian

- Luka bakar fullthickness
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3. Variabel perantara
- Vascular endothelial growth factor (VEGF)
- transformingt growth factor- (TGF-p)
- Molekul adhesi Integrin a2f1
- Penyembuhan luka
4. Variabel dependen

- Kolagen

4. 5 Definisi Operasional

1. Vascular endothelial growth factor (VEGF) merupakan glikoprotein yang
berperan penting dalam vasculogenesis selama embriogenesis dan
pembentukan pembuluh darah baru (angiogenesis).

Cara ukur : Elisa kit
Alat ukur : Elisa indirect
Hasil ukur : pikogram/ml
Skala ukur : Rasio

2. Transformingt growth factor-p (TGF-B) merupakan faktor pertumbuhan yang
mempunyai struktur protein dimer yang dihasilkan oleh hampir semua sel
terutama platelet, fibroblast, keratinosit dan makrofag.

Cara ukur : Elisa kit
Alat ukur : Elisa indirect
Hasil ukur : pikogram/ml

Skala ukur : Rasio
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3. Kolagen tipe 1 merupakan protein yang dihasilkan oleh sel fibroblas dan
merupakan salah satu dari matrikekstraselular.
Cara ukur : Pemeriksaan imunohistokimia
Alat ukur  : Computerized light mikroscope dengan pembesaran 400 kali
Hasil ukur : mikrometer
Skala ukur : Rasio

4. Molekul adhesi integrin a2pl merupakan suatu protein permukaan sel yang
terlibat dalam pengikatan antar sel, sel dengan endotel atau matriks
ekstraseluler.
Cara ukur : Pemeriksaan imunohistokimia
Alat ukur  : Computerized light mikroscope dengan pembesaran 400 kali
Hasil ukur : persentase
Skala ukur : Rasio

5. Luka bakar fullthickness adalah luka yang dibuat pada bagian dorsal tikus
dengan menggunakan plat aluminium diameter 1.5 cm yang sudah dipanaskan
pada air mendidih selama 20 menit sehingga menghasilkan luka bakar
Sullthickness
Alat ukur  : Plat yang sudah dipanaskan
Hasil ukur : Luka dalam
Skala ukur : Nominal

6. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) merupakan stem sel yang berasal

dari darah perifer tikus dan merupakan sel yang telah matur terdiri dari sel

hematopoetik yang terdiri dari sel monosit, fibrosit dan EPC. PBMC dipisahkan
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dengan menggunakan ficol histopaque dan sel yang digunakan sebanyak 2 x
10° sel/m yang dihitung dengan menggunakan hematositometer.

Alat ukur  : hematositometer

Hasil ukur : sel/ml

Skala ukur : Rasio

. Bone marrow-Mesenchymal stem cell (BM-MSC) merupakan stem csel yang
berasal stroma bone marrow tikus yang ditentukan berdasarkan bukti
karakterisasi adanya sel yang melekat pada cawan petri dan dengan
pemeriksaan imunohistokimia.
Alat ukur  : hematositometer
Hasil ukur : sel/ml

Skala ukur : Rasio
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4.6 Kerangka Operasional Penelitian

Populasi

Inklusif
Ekslusif

Luka bakar dengan
Ketebalan penuh

e

Kipk Klpk Klipk Klpk
kontrol Perlakuan perlakuan kombinasi
PBS PBMC MSC PBMC+MSC

Hari ke 3 dan 7

A

Serum

- TGFB,
VEGF

i eesvsssssncenccsssssass
i osecscsvcssssssssssssnns

Jar. luka Jar. luka

hari 14

Y

Kolagen 1
Integrin
a2p1

Gambar 4.1 Skema kerangka operasional penelitian
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4.7 Bahan dan Alat Yang Digunakan

1. Bahan-bahan yang digunakan untuk isolasi Stem sel, Elisa dan

Imunohistokimia

- Alkohol 70% - Etanol 70%, 80%, 95% dan absolut
- Aquadest steril - Xylol

- trypan blue - Parafin

- EDTA atau heparin - Aquabidest

- Ficol histopaque gradient 0.177 - H202 3%

- Anestesi (Ketamine dan Xylazine) - Kit VEGF

- Sopran - Kit TGF-B 1

- Buffer formalin - Kit Kolagen 1

- Betadin - Kit Integrin a2p1
-PBS

2. Alat Yang diperlukan

- Inkubator CO2

- Laminar flow

- Sentrifuse refrigator

- Pipet otomatik

- Gelas pipet Sml, 10 ml dan 20 ml
- Pipet eppendorf 0 — 200 pl daan 1000 pl
- Mikroskop inverted

- Tegaderm Film
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- Elastomult haft
- Botol koleksi sampel

- Kertas saring

4.8 Cara Pelaksanaan Penelitian
4.8.1 Isolasi Sel mononuclear PBMC Tikus
Untuk isolasi dari sel mononuklear dari PBMC tikus, semua alat dan
bahan yang akan digunakan dalam kondisi steril. Untuk mengambil darah lewat
ekor terlebih dahulu tikus dianestesi dengan menggunakan xylazine dan ketamin
perbandingan 1:1. Aspirat darah tikus diambil melalui ekor sebanyak 3.5 ml
dengan menggunakan jarum suntik yang sudah diberi heparin sebagai
antikoagulan (gambar 1 lampiran). Darah yang didapatkan digunakan untuk
isolasi dari sel mononuklear.
Cara Isolasi PBMC adalah sebagai berikut:
1. Disiapkan PBS steril untuk penambah sampel
2. Tiga koma lima ml darah dimasukan ke dalam tabung sentrifus ukuranl5 ml
kemudian ditambahkan 3.5 ml PBS dan campuran ini dimasukan ketabung
sentrifus lain yang sudah berisi 3.5 ml ficol isopaque density 0.177 secara
pelan-pelan sehingga darah tidak tercampur dengan ficol (gambar 2
lampiran).
3. Campuran di atas disentrifus selama 30 menit dengan kecepatan 1600 rpm.

Diambil pelan-pelan tabung dari rotator sentrifugasi dan hasil sentrifus akan
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didapatkan beberapa tingkatan dan PBMC ditemukan berada dibawah PBS
(lihat gambar 3 lampiran).

4. Pipet disiapkan dan diambil pelan-pelan PBMC dengan menekan pipet
terlebih dahulu kemudian dimasukan kedalam tabung sentrifus dan lepas
pelan-pelan pipet sehingga didapatkan mononuklear murni. Kemudian
ditambahkan PBS steril sebanyak 5 ml untuk mencuci sel. Setelah itu
disentrifus selama 5 menit kecepatan 1600 rpm selanjutnya supernatan
dibuang. Resuspensi ini dilakukan dengan hati-hati agar membran sel tidak
rusak. Pencucian ini dilakukan dua kali dan didapatkan pelet (gambar 4
lampiran).

5. Pelet yang didapatkan ditambahkan PBS kemudian dilakukan penghitungan
sel dengan menggunakan hematositometer dan jumlah PBMC yang
didapatkan dari sampel adalah 3 x 10’.

6. PBMC yang digunakan dalam penelitian ini adalah 2 x 10° sel/ml

4.8.1.1 Perhitungan Jumlah Sel

1. Disiapkan 1 tabung eppendorf steril, isi dengan 10 ul trypan blue, lalu
ditambahkan 10 pl suspensi sel yang telah diencerkan, resuspensi dan diamkan
3 menit.

2. Suspensi sel yang telah dicampur trypan blue dipipet 10 pl masukan ke dalam
kaca hemasitometer.

3. Dihitung viabilitas sel dan jumlah sel di mikroskop (gambar 5 lampiran).

4. PBMC yang digunakan untuk 1 ekor tikus dalam penelitian ini adalah 2 x 10°

sel/ml
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4.8.2 Isolasi Mesenkimal stem sel (MSC)

MSC yang digunakan pada penelitian ini adalah MSC yang sudah ada
dilaboratorium ITD C FK Unair Surabaya. Sebelum digunakan MSC dalam
tabung petridish yang monolayer akan dipisahkan untuk dihitung jumlah sel yang
akan digunakan dalam penelitian. Penggunaan MSC sama dengan PBMC

digunakan untuk 1 ekor tikus dalam penelitian ini adalah 2 x 10° sel/ml

4.8.3 Pelabelan MSC dan PBMC dengan PKH
4.8.3.1 Cara Pelabelan MSC dengan PKH2
1. MSC yang dalam kondisi monolayer ditripsinasi untuk menjadi single sel
dengan cara sentrifugasi selama 5 menit pada 2100 rpm dan supernatannya
dibuang
2. Pelet yang didapatkan berada pada dasar tabung ditambahkan dengan
diluent A dan PKH2 kemudian diinkubasi selama 2 - 5 menit (kalau lebih
akan menyebabkan toksik pada sel) dan distop dengan BSA 1%.
3. Kemudian dilakukan inkubasi lagi selama 1 menit dan BSA dicuci dengan
medium kompleks dan distop dengan cara disentrifus selama 10 menit
2100 rpm. Pencucian ini dilakukan 3 kali.
4. Hasil sentrifus dicuci dengan medium (« MEM) tanpa serum dan medium

yang digunakan dibuang dan sel yang sudah ada label siap untuk dipakai

4.8.3.2 Cara Pelabelan PBMC dengan PKH2
Cara pelabelan PBMC hampir sama dengan MSC. Perbedaannya terletak

pada awal atau pada langkah no 1 kalau MSC yang monolayer dipisahkan dengan
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tripsinasi sedangkan pada PBMC hasil isolat berupa buffy coar dihitung
kemudian dilanjutkan dengan langkah 2 sampai 4.

Pelabelan MSC dengan PKH green fluorescence dipergunakan untuk
mendeteksi homing MSC yang disuntikan disekitar luka bakar. PKH green
fluorescence merupakan label berfluoresen, yang akan melekat pada membran sel
MSC, sehingga MSC berwarna kehijauan bila dilihat dibawah mikroskop
fluoresen. MSC hasil kultur sebelum diberi label PKH harus dibuat sel tunggal,
kemudian baru diberi label PKH sebelum disuntikan di bagian luka bakar.

Pemberian label PKH tidak boleh berlebihan

4.9 Persiapan hewan coba (tikus) untuk luka bakar
Tikus dibagi atas 4 kelompok yaitu kontrol, kelompok perlakuan yang
terdiri atas pemberian stem sel PBMC, MSC dan gabungan PBMC + MSC.
Kelompok kontrol diberi PBS sesuai dengan pelarut sel dan kelompok perlakukan
diberi stem sel. Pemberian PBS dan stem sel dilakukan secara injeksi.
Pembuatan Luka Bakar pada Tikus (metode Paramonov dan Cheboterev
cit Shuid er al., 2008).
1. Tikus ditimbang berat untuk menyesuaikan pemberian anestesi dan
analgesik.
2. Disiapkan tempat kerja yang sudah dibersihkan dengan desinfektan
(gambar 6 lampiran)

3. Tikus di anestesi dengan menggunakan xylazin dan ketamin dengan

perbandingan 1 : 1.
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4. Tikus yang sudah tidur dicukur bulu bagian punggung yang sebelumnya
sudah diusapkan sapron suatu desinfektan (gambar 7 lampiran).

5. Tikus yang punggungnya sudah dicukur diolesi betadin, kemudian
dioleskan lagi dengan PBS (gambar 8 lampiran) setelah itu baru dicap
dengan plat dengan diameter 15 mm yang sudah dipanaskan dalam air
mendidih selama 30 menit dan dicapkan pada punggung tikus selama 20
detik (gambar 9 lampiran) . Luka bakar yang dihasilkan adalah luka bakar
ketebalan penuh (gambar 10 lampiran).

6. Setelah di cap, dilakukan injeksi sesuai perlakuan (PBS, PBMC, MSC dan
Kombinasi PBMC dan MSC perbandingan 1 : 1 gambar 11 lampiran) dan
bagian yang luka diberi tanda dengan spidol (gambar 12 lampiran),
kemudian ditutup dengan tegaderm film (gambar 13 lampiran) selanjutnya
diberi kasa elastomult haft (gambar 14 lampiran).

7. Terakhir diberikan analgesik yaitu antalgin injeksi dengan dosis 500
mg/kg BB.

8. Pada hari ke 3 dan 7 diambil darah melewati pembuluh di mata untuk
mengukur kadar faktor pertumbuhan TGF-B dan VEGF dengan metode
Elisa indirek.

9. Pada hari ke 14 diambil jaringan kulit luka bakar untuk melihat ekspresi
dari kolagen dan integrin «2Bl dengan metode imunohistokimia.

Kemudian tikus dikorban dengan cara pemberian kloroform. Setelah tikus

mati maka bulu disekitar luka dibersihkan dan diukur luas perbaikan luka.
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10. Luas perbaikan luka diukur dari dua sisi kemudian baru diambil jaringan
luka sesuai dengan bentuk luka dan selanjutnya jaringan dibungkus
dengan kertas saring dan dimasukan ke dalam botol yang berisi buffer
formalin.

11. Sampel yang sudah didapatkan dikoleksi dan pekerjaan pembuatan
jaringan histologisnya akan dilakukan di laboratorium Biomedik FK Unair
(gambar 15 lampiran).

4.10 Pemeriksaan faktor pertumbuhan TGF-B dan VEGF dengan metode

Elisa Indirect

1. Darah yang sudah diambil disentrifus untuk mendapatkan serumnya. Serum
dapat di gunakan langsung atau disimpan dalam freezer - 20°C sebelum
dilakukan pengukuran kadar faktor pertumbuhan.

2. Disiapkan bahan-bahan dan alat yang digunakan dalam kondisi ruang dan siapkan
bahan untuk standar sesuai dengan konsentrasi standar yang diinginkan

3. Diambil plat well dan dimasukan 50 pl assay diluent kesemua well (blanko,
standart, dan sampel)

4. Kemudian masukan 50 pl laruten standart, kontrol dan sampel sesuai dengan
sampel plat wellnya.

5. Plat Well diletakkan di atas sekher digerakkan dengan kecepatan 50 rpm selama 3

— 5 menit agar sampel dan antibodi yang ada pada well tercampur dengan baik

6. Setelah di sekher plat well ditutup dengan plastik adhesive, kemudian diinkubasi
dalam suhu ruang selama 2 jam.

7. Setelah diinkubasi maka larutan yang ada pada well disedot dengan menggunakan

pipet multichannel (8 channel)
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Selanjutnya plat well dicuci dengan memasukan washing buffer 300 pl/well
kemudian dilakukan sakher selama 2 menit dengan kecepatan 50 — 100 rpm.
Larutan yang ada pada plat well disedot dengan menggunakan pipet multichannel.
Waktu menyedot washing buffer harus hati-hati agar tidak terjadi kerusakan pada
dasar plat well yang berisi reaksi antigen antibodi. Kegiatan ini dilakukan sampai
4 kali. Pada pencucian ke 4 plat well dibalikkan yang sudah dialas dengan tissu

dan diketok-ketok perlahan sehingga cairan washing sudah terbuang seluruhnya.

9. Ditambahkan 100 pl enzim conjugate kesemua well kecuali blanko (diisi dengan

10.

13,

12.

13.

14.

washing buffer 100 pl), kemudian ditutup dengan plastik adhesive film seterusnya
diinkubasi selama 2 jam dalam suhu ruang.

Setelah diinkubasi cairan conjugate yang tidak bereaksi dengan antigen antibodi
yang ada pada dasar well dibuang dengan menggunakan pipet multichannel.
Dilakukan pencucian seperti pada point 8.

Ditambahkan 100 pl substrat solution (yang terbuat dari color reagen A dan B
yang dicampurkan sesaat melakukan tahapan ini) kemasing-masing well ,
inkubasi selama 30 menit pada suhu ruang dalam kondisi gelap. Penambahan
substrat solution akan menimbulkan warna biru langit.

Ditambahkan stop solution sebanyak 100 pl kemasing-masing well dan terjadi
perubahan warna dari biru kekuning.

Dimasukan plat well ke alat Elisa microplate reader kemudian disetting pada
panjang gelombang 450 nm

Hasil pengukuran tersebut keluar dalam bentuk absorban dan konsentrasi dan

hasil ukuran yang digunakan adalah konsentrasi.
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4.11 Cara Pewarnaan Imunohistokimia Kolagen dan Molekul Adhesi

k.

10.

Jaringan kulit luka bakar dibuat preparat histologis kemudian dipotong
dengan ketebalan 5 p dan ditempelkan pada objekglas yang telah dicoating
Preparat yang siap dipulas dimasukan ke dalam inkubator semalam suhu
38°C

Dilakukan deparafinisasi dengan cara mencelupkan dalam cairan xylol
sebanyak 3 kali, masing-masing selama 5 menit

Rehidrasi dengan cara mencelupkan secara berurutan dalam etanol absolut
sebanyak 3 kali masing-masing selama 2 menit, dan etanol 70% 2 Kkali
masing-masing selama 2 menit kemudian bilas dengan aquadest sebanyak
3 kali dan bersihkan pinggir slide dengan tissue.

Kemudian dimasukkan ke dalam H202 3% dalam metanol selama 5
menit. Kemudian dibilas dengan aquades sebanyak 3 kali

Dibilas dengan dengan PBS sebanyak 3 kali, kemudian dibersihkan
pinggir slide dengan tissue

Slide yang sudah dibersihkan dimasukkan ke dalam anti Integrin a2$1 atau
kolagen 1 (mouse anti rat 1:50) selama 30 menit dalam suhu ruangan

Dibilas dengan PBS 3 kali masing-masing 2 menit dan dikeringkan air
sekitar potongan jaringan

Disekeliling potongan jaringan yang ingin dipulas ditandai dengan Pap
pen

Slide dimasukan ke dalam antibodi sekunder (Rat anti mouse biotinilated

antibody label) selama 30 menit.
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11. Dibilas dengan larutan PBS 3 kali masing-masing selama 2 menit

12. Masukan ke dalam sterptavidin HRP label selama 30 menit

13. Dibilas dalam larutan PBS 3 kali, masing-masing selama 2 menit dan
bersihkan dari sisa cairan pencuci

14. Slide dimasukkan ke dalam substrat kromogen selama 3 - 10 menit, dan
bilas dengan larutan PBS 3 kali, masing-masing selama 2 menit kemudian
dibilas dengan aquadestilata

15. Slide dimasukkan ke dalam hematoksilin Mayer selama 6 - 15 menit
kemudian bilas dengan air mengalir

16. Dilakukan mounting

4.12 Cara Pengamatan Ekspresi Kolagen dan Molekul Adhesi Integrin.
Untuk mengamati ekspresi kolagen dan molekul adhesi (integrin) maka
jaringan kulit luka bakar dibuat sayatan histopatologisnya kemudian diwarnai
dengan pewarnaan imunohistokimia. Dengan menggunakan mikroskop cahaya
dapat diamati ekspresi kolagen dan integrin secara kuantitatif. Penilaian
dilakukan dengan cara membandingkan jumlah ekspresi kolagen dan integrin
pada sel yang terwarnai positif yang kuat dibandingkan dengan semua sel pada

setiap kelompok.

4.13 Pemantapan Mutu
Penelitian selalu melakukan pemantapan mutu pada semua tahapan guna
menjamin ketelitian dan ketepatan hasil pemeriksaan laboratorium. Cakupan

objek pemantapan mutu meliputi aktivitas tahap pra-analitik, tahap analitik dan




89

tahap pasca analitik. Pemantapan mutu bertujuan untuk memastikan bahwa segala
sesuatu sudah dilakukan dengan benar sehingga kevalidan data yang diperoleh
dapat dipertanggungjawabkan secara akademis. Sasaran yang menjadi objek
kegiatan pemantapan mutu adalah (Yamin, 1999):

1. Proses persiapan dan perlakuan terhadap hewan coba. Persiapan dan
perlakuan terhadap hewan coba dilakukan dengan pengontrolan terhadap
suhu dan kelembaban, schingga dapat dapat dipastikan hewan coba
mendapat lingkungan yang menyenangkan. Makanan dan minuman
diberikan sesuai kebutuhan. Dengan demikian dapat dipastikan bahwa
semua populasi mendapatkan perlakuan yang sama.

2. Proses pengambilan, pengiriman, penyimpanan dan pengolahan spesimen.
Pengambilan spesimen dilakukan oleh tenaga yang sudah terlatih sehingga
dampak terjadinya kerusakan spesimen saat pengambilan dapat
dihindarkan atau dikurangi. Proses pengiriman, penyimpanan dan
pengolahan spesimen dilakukan sesuai dengan prosedur standar.

3. Pengujian terhadap kualitas reagen. Reagen yang diterima dilakukan
pengecekan terhadap keutuhan segel dan wadah, no bath dan tanggal
kadaluarsa.

4. Uji ketelitian dan ketepatan. Khusus untuk setiap alat yang akan digunakan
pada pemeriksaan variabel penelitian dilakukan quality control sistem
dengan menentukan harga coefficient of variation (COV). Setelah harga
COV diperoleh dari masing-masing senyawa lebih kecil dari 5% baru

dilakukan pemeriksaan terhadap sampel. Tenaga yang melakukan
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pemeriksaan laboratorium adalah tenaga teknis labor yang sudah terlatih
melakukan pemeriksaan, diharap untuk satu jenis pemeriksaan dilakukan
oleh satu orang tenaga labor (Mangino, 1977).

5. Sistem pencatatan dan pelaporan dilakukan dengan benar dan
terdokumentasi. Peralatan laboratorium perlu dilakukan kalibrasi. Semua
proses pemantapan mutu (quality assurance) pada penelitian ini telah
mengacu kepada protap yang dikeluarkan oleh Pusat Laboratorium
Kesehatan Departemen Kesehatan Republik Indonesia.

6. Penghitungan ekspresi kolagen tipe I dan integrin a2p1 dilakukan dibawah

bimbingan ahli Patologi Anatomi

4.14 Etika Penelitian
Penelitian ini sudah dilakukan etika clearance dan sudah mendapat

persetujuan untuk dilaksanakan dengan No. 141/KEP/FK/2012.

4.15 Analisa Data

Untuk menganalisis pengaruh stem sel PBMCs, MSC dan kombinasi
PBMCs dan MSC terhadap kadar faktor pertumbuhan TGF-, VEGF, ekspresi
kepadatan kolagen dan presentase molekul adhesi integrin 02p1 dilakukan analisis

one way anova dengan uji lanjut Tukey.




BAB V

HASIL PENELITIAN

Penelitian ini didesign untuk menjelaskan dan membuktikan pengaruh sel
punca dengan tiga macam perlakuan yaitu perlakuan sel punca PBMC (P I),
MSC (P 1I) dan kombinasi antara PI dan PII (P IIl) terhadap luka bakar full
thickness pada tikus. Dari masing-masing perlakuan dihitung rata-rata sekresi
kadar faktor pertumbuhan TGF- 8 1, VEGF dan ekspresi ketebalan kolagen serta
persentase ekspresi integrin sel luka bakar full thickness. Perhitungan kadar
sekresi tersebut ditentukan dengan menggunakan teknik ELISA indirek. Hasil

penelitian ini dianalisis dengan menggunakan uji statistik one way anova.

5.1 Pengaruh Pemberian PBMC,BM-MSC dan Kombinasi PBMC dengan
BM-MSC Terhadap Sekresi Kadar TGF- B 1 Pada Serum Tikus

Sekresi kadar faktor pertumbuhan TGF- B 1 pada serum luka bakar full
thickness tikus, dihitung pada hari ke 3 dan ke 7. Rata-rata kadar sekresi faktor

pertumbuhan TGF- B 1 dari masing-masing perlakuan disajikan pada Tabel 5.1

dan gambar 5.1.

Tabel 5.1 Rata-rata Kadar Sekresi Faktor Pertumbuhan TGF-B1 Serum pada
Luka Bakar full thickness Tikus di Hari ke 3 dan ke 7

Kelompok Rata-rata Kadar TGF- B 1 (pg/ml) hari ke
3 p 7 P
K 797.267 + 103.389 | 0.003 | 669.850+ 67.327 | 0.008
Pl 821.100 + 123.692 956.100 + 87.302
Pl 553.350+ 63.725 696.100 + 102. 728
P 111 826.100 + 55.859 777.850+ 64.239
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Gambar 5.1 Grafik rata-rata kadar sekresi faktor pertumbuhan TGF- B 1 pada
kelompok kontrol, perlakuan I, perlakuan II dan perlakuan III
pada hari ke 3 dan 7
Berdasarkan Tabel 5.1 dan gambar 5.1 dapat dilihat bahwa pada hari ke 3,
rata-rata kadar sekresi faktor pertumbuhan TGF- § 1 kelompok P I dan PIII lebih
tinggi dari kelompok kontrol. Rata-rata kadar sekresi faktor pertumbuhan TGF-
B 1 pada kelompok kontrol adalah 797,267 pg/ml, PI 821,100 pg/ml, PII 553,350
pg/ml dan PIII 826,100 pg/ml. Dari uji ANOVA diperoleh p value sebesar 0,003
(p<0,05) yang berarti ada pengaruh pemberian sel punca terhadap kadar TGF- B 1.
Untuk melihat signifikansi antar kelompok perlakuan dilanjutkan dengan uji
Tukey.
Pada hari ke 7 rata-rata kadar sekresi faktor pertumbuhan TGF- B 1
kelompok kontrol adalah 669,850 pg/ml, PI 956,100 pg/ml, PII 696,100 pg/ml dan

PIII 777,850 pg/ml. Dari uji ANOVA diperoleh p value sebesar 0,008 (p<0,05)
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yang berarti ada pengaruh pemberian sel punca terhadap kadar TGF- B 1. Untuk

melihat signifikansi antar kelompok perlakuan dilanjutkan dengan uji Tukey.

Tabel 5.2 Hasil analisis kebermaknaan rata-rata kadar sekresi TGF- B 1 pada
masing-masing kelompok perlakuan menurut Tukey

Kelompok Hari ke 3 Hari ke 7
K Pl ¢ ~PlI P11l K Pl PII PII
K - ns s ns - S ns ns
Pl S ns S ns
PII s ns
PIII

ns = Non signifikan (p>0.05); s = Signifikan (p<0.05)

Pada tabel 5.2 hasil analisis lanjut dengan Tukey diketahui pada hari ke 3
terlihat bahwa antara kelompok kontrol dengan kelompok PI dan kelompok P 111
tidak terdapat perbedaan yang bermakna. Tetapi antara kelompok PI dengan PII
dan kelompok PII dengan PIII terdapat perbedaan yang bermakna (p<0,05). Pada
hari ke 7 terlihat bahwa antara kelompok kontrol dengan kelompok PI terdapat
perbedaan yang bermakna, sedangkan antara kelompok kontrol dengan PII dan
PIII tidak terdapat perbedaan yang bermakna. Tetapi antara kelompok PI dengan
PIl terdapat perbedaan yang bermakna (p<0,05) dan antara kelompok PI dengan

PII serta kelompok PII dengan PIII tidak terdapat perbedaan yang bermakna.
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5.2 Pengaruh Pemberian PBMC,BM-MSC dan Kombinasi PBMC dengan
BM-MSC Terhadap Sekresi Kadar TGF- p 1 Pada Serum Tikus

Sekresi kadar faktor pertumbuhan VEGF pada serum luka bakar full
thickness tikus, dihitung pada hari ke 3 dan ke 7. Rata-rata kadar sekresi faktor
pertumbuhan VEGF dari masing-masing perlakuan disajikan pada Tabel 5.3
berikut dan gambar 5.2 .

Tabel 5.3 Rata-rata kadar sekresi faktor pertumbuhan VEGF serum luka
bakar Full Thickness tikus pada hari ke 3 dan 7

Kelompok Kadar Rata-rata VEGF (pg/ml) hari ke
3 P 7 P
K 61.667+39.751 | 0.005 | 200.042+19.812 | 0.025
PI 82.542 + 24.246 90.583 + 47.385
PII 12.875 + 10.861 23.917 + 11.988
P III 37.042 + 37.309 22.250 + 30.933
250.00
200.00

Kadar VEGF

150.00 u K ontrol
1
100.00
u2
50.00 . .3
i - -
3

7

Hari pengamatan

Gambar 5.2 Grafik rata-rata kadar sekresi faktor pertumbuhan VEGF pada

kelompok kontrol, perlakuan I, perlakuan II dan perlakuan III pada
hari ke 3 dan 7
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Berdasarkan Tabel 5.1 dan gambar 5.1 dapat dilihat bahwa pada hari ke 3,
rata-rata kadar sekresi faktor pertumbuhan VEGF kelompok P I dan PIII lebih
tinggi dari kelompok kontrol. Rata-rata kadar sekresi faktor pertumbuhan VEGF
pada kelompok kontrol adalah 61,667 pg/ml, Pl 82,542 pg/ml, PII 12,875 pg/ml
dan PIIl 37,042 pg/ml. Dari uji ANOVA diperoleh p value sebesar 0,005
(p<0,05) yang berarti ada pengaruh pemberian sel punca terhadap kadar VEGF.
Untuk melihat signifikansi antar kelompok perlakuan dilanjutkan dengan uji
Tukey.

Pada hari ke 7 rata-rata kadar sekresi faktor pertumbuhan VEGF
kelompok kontrol adalah 200,042 pg/ml, PI 90,583 pg/ml, PII 23,917 pg/ml dan
PIII 22,250 pg/ml. Dari uji ANOVA diperoleh p value sebesar 0,025 (p<0,05)
yang berarti ada pengaruh pemberian sel punca terhadap kadar TGF- B 1. Untuk

melihat signifikansi antar kelompok perlakuan dilanjutkan dengan uji Tukey.

Tabel 5.4 Hasil Analisis Kebermaknaan Rata-rata Kadar VEGF pada Masing-
masing Kelompok Perlakuan menurut LSD

Hari ke 3 Hari ke 7
Kelompok K Pl Pl PII |[K PI PII PII
K - ns s ns - ns S S
PI - s S - ns ns
Pll B - ns - ns
PIII

ns = Non signifikan (p>0.05); s = Signifikan (p<0.05)
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Pada tabel 5.4 hasil analisis lanjut dengan Tukey diketahui pada hari ke 3
terlihat bahwa antara kelompok kontrol dengan kelompok PI dan kelompok P 111
tidak terdapat perbedaan yang bermakna, sedangkan kelompok kontrol dengan
PIl terdapat perbedaan yang bermakna (p<0,05). Tetapi antara kelompok Pl
dengan PIl dan PIII terdapat perbedaan yang bermakna (p<0,05), sedangkan
kelompok PII dengan P 111 tidak terdapat perbedaan yang bermakna. Pada hari ke
7 terlihat bahwa antara kelompok kontrol dengan kelompok PI tidak terdapat
perbedaan yang bermakna, sedangkan antara kelompok kontrol dengan PII dan
PIIl terdapat perbedaan yang bermakna (p<0,05). Tetapi antara kelompok PI
dengan PIl dan kelompok PII dengan PIII tidak terdapat perbedaan yang

bermakna.

5.3 Pengaruh Pemberian PBMC,BM-MSC dan Kombinasi PBMC dengan
BM-MSC Terhadap Ketebalan Kolagen Tipe I (p) pada Jaringan Kulit
Tikus Luka Bakar pada Hari Ke 14

Pemeriksaan imunohistokimia terhadap ekspresi kolagen dilakukan pada
hari ke 14, dengan cara menghitung ketebalan dari kolagen tipe 1 yang
memberikan reaksi positif terhadap anti kolagen 1 pada jaringan kulit luka bakar
tikus. Setiap kelompok masing-masing jaringan kulit luka bakar tikus diamati dan
diukur ketebalan kolagen dengan menggunakan mikroskop yang langsung

dihubungkan dengan layar komputer. Hasil pengukuran rata ketebalan kolagen

tersebut dapat dilihat pada Tabel 5.5 dan gambar 5.3.
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Tabel 5.5 Rata-rata ketebalan kolagen tipe I (1) pada jaringan kulit luka bakar
setelah diberi perlakuan PI, PII, dan PIII pada hari ke 14

Kelompok | Rata-rata Ketebalan Kolagen Tipe I (1) P
K 0.475+0.517 0.000

PI 0.860 £ 0.100

PII 0.977 £0.120

PIII 1.395 £ 0.299
1.6
- 14
g 12
s 1
S 08
= 06
2 04
a] 02
0

K ontrol Perakuan | Perakuan lI Perakuan Il
Perakuan

Gambar 5.3 Grafik rata-rata kadar ekpresi kolagen tipe I pada kelompok
kontrol, perlakuan I, perlakuan Il dan perlakuan III pada hari ke
14

Pada Tabel 5.5 dan gambar 5.3 grafik dapat dilihat bahwa terjadi
peningkatan rata-rata ketebalan kolagen tipe I pada jaringan kulit luka bakar tikus
setelah diberi sel punca. Rata-rata ketebalan kolagen kelompok kontrol adalah
0,475 p, P10,860 p, PI1 0,977 pdan PIII 1.395 p. Dari uji ANOVA diperoleh p
value sebesar 0,000 (p<0,05) yang berarti ada pengaruh pemberian sel punca
terhadap ketebalan kolagen. Untuk melihat signifikansi antar kelompok perlakuan

dilanjutkan dengan uji Tukey.
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Pada tabel 5.6 hasil analisis lanjut dengan Tukey diketahui pada hari ke 3
terlihat bahwa antara kelompok kontrol dengan kelompok PI, PII dan kelompok
P 111 terdapat perbedaan yang bermakna. Tetapi antara kelompok PI dengan PII
tidak terdapat perbedaan yang bermakna, sedangkan kelompok PI dengan PIII

dan kelompok PH dengan P III terdapat perbedaan yang bermakna (p<0,05).

Tabel 5.6 Hasil analisis kebermaknaan rata-rata ekspresi kolagen I pada
asing-masing kelompok perlakuan menurut Tukey

Kelompok K Pl PII PIII
K - s S s
Pl ns S
PIl s
PIII

ns = Non signifikan (p>0.05); s = Signifikan (p<0.05)

Ketebalan serat kolagen dari masing-masing kelompok Kontrol, PI, PII
dan PIII melalui pemeriksaan imunohistokimia pada jaringan kulit luka bakar
tikus berturut-turut disajikan pada Gambar 5. 4, 5.5, 5.6 dan 5.7 berikut ini.

Gambar 5.4 menunjukkan tikus kelompok kontrol yang diberi pelarut pada
jaringan kulit luka bakar tikus. Setelah dilakukan analisis IHK terlihat bahwa
ekspresi serat kolagen tipe | hanya berupa bayangan warna kecoklatan yang tipis

(400 x).
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Gambar 5.4 Pewarnaan THK serat kolagen tipe I pada kelompok kontrol
tampak pewarnaan  positif tipis hanya berupa bayangan

kecoklatan (400 x)
Gambar 5.5 menunjukkan pewarnaan IHK kolagen tipe 1 pada tikus
kelompok PI. Ekspresi serat kolagen tipe I pada kelompok PI, pada hari ke 14
terlihat lebih banyak dan secara statistik menunjukkan perbedaan yang bermakna

bila dibandingkan dengan kelompok kontrol.

Gambar 5.5 Pewarnaan THK kolagen tipe 1 pada kelompok PI tampak
pewarnaan positif terlihat warna kecoklatan (400 x)
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Ekspresi serat kolagen tipe I pada kelompok PII, pada hari ke 14 terlihat
‘ lebih banyak dan lebih tebal. Perbedaan ketebalan kolagen ini juga bermakna
dibandingkan dengan kelompok kontrol. Setelah dilakukan pewarnaan IHK,

memperlihatkan warna yang positif kecoklatan yang lebih jelas (Gambar 5.6).

Gambar 5.6 Pewarnaan IHK Kolagen Tipe 1 pada Kelompok P Il
Pewarnaan Positif Tipis Berupa Serat, Intensitas Warna Lebih

Coklat (400 x)
Ekspresi serat kolagen tipe I pada kelompok PIII, pada hari ke 14 terlihat
lebih banyak dan lebih tebal. Perbedaan ketebalan kolagen ini juga bermakna
dibandingkan dengan kelompok PII. Perbedaan ketebalan kolagen ini juga

bermakna dibandingkan dengan kontrol dan memperlihatkan warna yang positif

kecoklatan yang lebih pekat (Gambar 5.7).
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Gambar 5.7 Pewarnaan IHK kolagen ipe 1 pada kelompok P III tampak
pewarnaan positif tipis berupa serat, intensitas warna lebih coklat
kuat (400 x)

5.4 Pengaruh Pemberian PBMC,BM-MSC dan Kombinasi PBMC dengan
BM-MSC Terhadap Persentase Rata-rata Jumlah Sel yang Memberikan
Reaksi Positif terhadap Integrin a2p1 pada Jaringan Kulit Luka Bakar

Pemeriksaan imunohistokimia terhadap ekspresi integrin a2f1dilakukan
pada hari ke 14 dengan cara menghitung jumlah sel yang memberikan reaksi
positif terhadap anti integrin a2f1. Besar ekspresi integrin a2B1 dilakukan dengan
cara menghitung sel yang terekspresi dibagi dengan jumlah total sel/15625um’
pada jaringan kulit luka bakar tikus. Setiap kelompok masing-masing jaringan
kulitnya diamati dan dihitung sel yang mengekspresikan integrin dibagi jumlah
total sel yang terlihat. Hasil perhitungan persentase rata-rata ekspresi integrin

a2B1 dari masing-masing perlakuan dapat dilihat pada Tabel 5.7 dan Gambar 5.8.

Pada Tabel 5.7 dan gambar 5.8 terlihat bahwa pada hari ke 14, terjadi

peningkatan persentase rata-rata sel yang mengekspresikan integrin a2p1 di

jaringan kulit luka bakar tikus. Rata-rata persentase ekspresi integrin a2f1 pada




102

kelompok kontrol adalah 2,340, P 12,972, PII 2,938 dan PIII 3.297. Dari uji
ANOVA diperoleh p value sebesar 0,191 (p>0,05) yang berarti tidak ada
pengaruh pemberian sel punca terhadap persentase ekspresi integrin a2f31 pada
jaringan kulit luka bakar tikus.

Tabel 5.7 Persentase rata-rata sel yang memberikan reaksi positif terhadap

integrin a2P1 pada jaringan kulit luka bakar setelah diberi PI, PII, dan
PIII pad hari ke 14

Kelompok | Rata-rata Ekspresi Integrin a2p1 (%) P
pada Hari Ke 14
K 2.340 £ 0.329 0.191

PI 2.972 + 0.868

Pl 2.938 + 0.521

P III 3.297 + 1.039
3.50
— 3.00
gg 2.50
$ 20
; 1.50
E 0.50
0.00

K ontrol Perlakuan | Perlakuan Il Perlakuan I

Gambar 5.8 Grafik rata-rata kadar ekpresi Integrin a2p1 pada kelompok
kontrol, perlakuan I, perlakuan II dan perlakuan III pada hari ke
14
Ekspresi integrin a2f1 dari kelompok kontrol, PI, PII, dan PIII untuk
pemeriksaan imunohistokimia pada jaringan kulit yang mengalami luka bakar

pada tikus percobaan dapat dilihat pada Gambar 5. 9, 5.10, 5.11 dan 5.12.
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Gambar 5.9 menunjukkan tikus kelompok kontrol yang diberi pelarut pada
jaringan kulit tikus setelah luka bakar. Setelah pewarnaan IHK, tampak bahwa
ekspresi integrin a2f1 di dalam sel hanya berupa bayangan warna kecoklatan

yang tipis (400 x).

Gambar 5. 9 Pewarnaan IHK ekspresi integrin a2flpada tikus
kelompok kontrol tampak pewarnaan positif tipis di dalam
sel hanya berupa bayangan kecoklatan (400 x)

Ekspresi integrin 02p1 didalam sel pada tikus kelompok PI, pada hari ke
14, memperlihatkan warna yang positif kecoklatan dan ekspresi integrin a2p1 ini

dapat dilihat pada Gambar 5.10.
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Gambar 5.10 Pewarnaan IHK ekspresi integrin a2Blpada tikus
kelompok PI tampak pewarnaan positif di dalam sel terlihat
warna kecoklatan (400 x)

Ekspresi integrin a2f1 didalam sel pada tikus kelompok PII, pada hari ke
14, terlihat lebih banyak didalam sel dan warnanya lebih coklat. Perbedaan
ekspresi integrin a2f1 ini tidak bermakna dibandingkan dengan kontrol dan

memperlihatkan warna yang positif kecoklatan yang lebih jelas dan ekspresi

integrin a2P1 di dalam sel pada perlakuan ini dapat dilihat pada Gambar 5.11.
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Gambar 5.11 Pewarnaan IHK Ekspresi Integrin a2f1 pada Kelompok
P III Tampak Pewarnaan Positif di dalam Sel, Intensitas
Warna Lebih Coklat (400 x)

Ekspresi integrin a2f1 didalam sel pada tikus dengan menggunakan
kombinasi stem sel PBMC dengan MSC pada hari ke 14 terlihat lebih banyak di
dalam inti sel, lebih tebal dibandingkan dengan hanya pemberian MSC.
Perbedaan ekspresi integrin a2f31 ini bermakna dibandingkan dengan kontrol dan
memperlihatkan warna yang positif kecoklatan yang lebih pekat dan ekspresi

integrin a2B1 di dalam sel pada perlakuan ini dapat dilihat pada gambar 5.12.
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Gambar 5.12 Pewarnaan IHK ekspresi integrin a2p1 pada kelompok P III
tampak pewarnaan positif di dalam sel, intensitas warna
lebih coklat kuat

Pada gambar 5.12 terlihat ekspresi integrin a2l yang merupakan

molekul adhesi interseluler yang berada di dalam sel terlihat sangat jelas dengan

warna coklat kuat.




BAB VI
PEMBAHASAN

Pemberian sel punca PBMC dan BM-MSC eksogenus/ allotransplantasi terbukti dapat
mempercepat penyembuhan luka bakar pada tikus percobaan. Percepatan penyembuhan luka
bakar tikus percobaan ini  dilihat pada mekanisme molekuler sekresi kadar faktor
pertumbuhan, ekspresi kolagen tipe I dan integrin a2p1 setelah diberi sel punca PBMC (PI),

BM-MSC (PII) dan kombinasi antara PBMC dan BM-MSC (PI1II).

6.1 Pengaruh Sekresi Kadar TGF- p 1 Pada Serum Tikus Setelah diberi PBMC, BM-
MSC dan Kombinasi PBMC dengan BM-MSC

TGF-B 1 merupakan faktor pertumbuhan multifungsional yang berperan dalam setiap
fase penyembuhan luka (inflamasi, proliferasi dan remodelling). Setiap fase penyembuhan
luka, TGF-B 1 berperan dalam migrasi, proliferasi, dan peningkatan produksi kolagen oleh
fibroblast (Faler et al., 2006).

Hasil analisis data penelitian ini menunjukkan bahwa sekresi kadar TGF- B 1 terjadi
peningkatan pada hari ke 3 dan ke 7 pada kelompok PI jika dibandingkan dengan kelompok
kontrol. Peningkatan sekresi kadar TGF- B 1 pada hari ke 3 terjadi akibat adanya kerusakan
jaringan dan fase inflamasi sedang berlangsung. Pada hari ke 7 sekresi kadar TGF- B 1 masih
meningkat. Peningkatan ini disebabkan oleh peran sel keratinosit, fibroblast dan sel endotel
pada kulit yang akan menghasilkan TGF- B 1. Temuan ini sesuai dengan hasil penelitian yang
dilakukan Assoian and Sporn (1986) bahwa peningkatan kadar TGF-B1 terjadi akibat

kerusakan pada kulit sehingga memicu platelet untuk mengalami degranulasi dan
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akibat kerusakan pada kulit sehingga memicu platelet untuk mengalami
degranulasi dan mensekresikan faktor pertumbuhan ini Sel-sel pada kulit seperti
keratinosit, makrofag dan fibroblast dan sel endotel juga mensekresikan TGF-f
(Faller et al., 2006).

Peningkatan kadar sekresi TGF-B 1 hari ke 3 dan hari ke 7 pada kelompok
PBMC, disebabkan karena PBMC mengandung sel hematopoitik yang terdiri dari
sel monosit, fibrosit dan endothelial progenitor cell (EPC). Sel monosit dan
fibrosit  bersifat sebagai antiget precenting cell (APC) dan menghasilkan
mediator, yang berperan dalam inflamasi, pembentukan kolagen dan angiogenesis.
Fibrosit akan migrasi ke tempat luka yang disebabkan oleh interaksi kemokin
SLC dengan reseptor CCR 7 yang ada pada fibrosit. Ditempat luka fibrosit akan
menghasilkan kolagen tipe I. Pembentukan kolagen tipe I ini dipengaruhi oleh
sitokin inflamasi yaitu IL-1 dan TGF- B 1 (Abe et al., 2001). Pada kondisi luka
bakar jumlah fibrosit dan sekresi TGF-B1 meningkat. Peningkatan sekresi TGF-B1
dua kali lebih besar bila dibandingkan dengan kondisi normal (Wang et al., 2007
dan Yang et al., 2002 ).

Peningkatan sekresi TGF-B 1 setelah pemberian PBMC mempercepat
penyembuhan luka, dengan cara mempengaruhi migrasi sel-sel inflamasi, sel
endotel, keratinosit, meregulasi pertumbuhan sel dan difrensiasi. Peran TGF-p 1
terhadap regulasi pertumbuhan sel adalah merangsang proses EMT. TGF-B 1 akan
berikatan dengan reseptor tipe 1 dan Il melalui aktivasi reseptor tirosin kinase

(RTK). Aktivasi reseptor ini akan menyebabkan terjadinya fosforilasi smad 2 dan

smad 3, selanjutnya akan berikatan dengan smad 4 yang bersifat sebagai




109

coaktivator. Ikatan smad 2, smad 3 dengan smad 4 akan masuk ke nukleus
berikatan dengan DNA binding protein, yang akan merangsang atau menghambat
transkripsi gen. TGF-B 1 dapat meningkatkan difrensiasi fibrosit menjadi
fibroblast dan miofibroblast (Mattoli et al., 2009). Selain itu hasil penelitian
Werner et al., 2003, melaporkan bahwa migrasi sel endotel pembuluh darah yang
dipengaruhi oleh TGF-B 1 akan membantu pembentukan tabung pembuluh dan
meningkatkan regulasi faktor pertumbuhan angiogenik yaitu VEGF sehingga
mempengaruhi proses angiogenesis.

Hasil analisis data menunjukkan bahwa sel punca PBMC dapat
meningkatkan sekresi TGF-B 1. Selanjutnya sekresi TGF-B 1 ini akan
meningkatkan regulasi pertumbuhan sel dan migrasi sel pada kulit sehingga
mempengaruhi fase inflamasi, epitelisasi, angiogenesis dan mungkin juga akan
mempengaruhi fase remodelling yang akan mempercepat proses penyembuhan
luka.

Hasil analisis data penelitian ini menunjukkan bahwa sekresi kadar TGF-
1 untuk PII terjadi penurunan pada hari ke 3 dan terdapat perbedaan yang
bermakna jika dibandingkan dengan kelompok kontrol. Pada hari ke 7 kadar TGF-
B 1 terjadi peningkatan dibandingkan dengan kelompok kontrol tetapi tidak
terdapat perbedaan yang bermakna. Penurunan sekresi kadar TGF-B 1 pada tikus
yang diberi BM-MSC (PII) disebabkan karena sel punca ini berperan sebagai anti
inflamasi dengan cara mengurangi produksi sitokin proinflamasi (TNF-a dan IFN-

v). Pengurangan sitokin proinflamasi akan menghambat secara langsung fungsi

dan proliferasi sel T, sekresi prostaglandin E2 (PGE 2), indoleamine 2.3-
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dyoxigenase (IDO), TGF-B 1 dan inducible nitric oxyde synthase (iNOS). BM-
MSC meningkatkan produksi sitokin antiinflamasi yaitu IL-10 dan IL-4 sehingga
BM-MSC akan bersifat sebagai hyporesposiveness (Newman et al, 2009).
Kemampuan antiinflamasi dari BM-MSC juga didukung oleh penelitian Smith er
al., 2010 yang menemukan bahwa sel punca mampu menurunkan ekspresi gen
molekul adhesi yaitu ICAM 1, VCAM 1 dan MMP 11, yang akan mempengaruhi
migrasi sel inflamasi serta BM-MSC dapat menurunkan ekspresi mRNA TGF-§ 1
pada tikus luka insisi (Chen er al., 2008).

Mekanisme BM-MSC eksogen pada proses penyembuhan luka dapat
melalui beberapa cara yaitu terjadinya fusi/transdifrensiasi, sebagai
imunomodulasi dan efek parakrin melalui aktivasi beberapa faktor pertumbuhan
antara lain IGF-1, VEGF, HGF, PDGF, KGF dan angiotensin 1 (Chen er al,
2008). Fusi dari BM-MSC masih diperdebatkan, karena dari penelitian yang telah
dilakukan ternyata tidak terjadi fusi dari BM-MSC dengan sel yang ada dikulit
dan kalaupun terjadi fusi itu sangat jarang sekali. Transdifrensiasi dari BM-MSC
dapat terjadi dipengaruhi oleh lingkungan mikronya dan BM-MSC dapat
berdifrensiasi menjadi keratinosit, sel endotel, pericit dan monosit (Sasaki et al.,
2008). Untuk dapat terjadi difrensiasi BM-MSC akan migrasi dan homing
ditempat jaringan yang rusak.

Untuk dapat migrasi dan homing, MSC akan direkrut oleh kemokin yaitu
SLC/CCL21 yang dihasilkan oleh keratinosit sewaktu luka. Kemokin ini akan
berinteraksi dengan reseptor permukaan chemokine receptor (CCR7) yang ada

pada MSC, sehingga MSC akan berakumulasi ditempat luka dan akan berfungsi




111

mempercepat penyembuhan luka dengan cara mengeluarkan sitokin, faktor
pertumbuhan dan bertransdifrensiasi menjadi sel-sel kulit serta mempengaruhi
MSC endogen (Sasaki et al., 2008). Efek parakrin BM-MSC untuk penyembuhan
luka melalui aktivitas IGF-1 yang berperan penting dalam regenerasi jaringan
(Chen et al, 2008) dan BMP-4 akan menyebabkan BM-MSC berdifrensiasi
menjadi keratinosit (Sasaki et al., 2008).

Secara makroskopis tikus luka bakar yang diberi MSC, pada hari ke 7
terjadi perbaikan luka bakar yang lebih baik bila dibandingkan dengan pemberian
PBMC. Perbaikan luka bakar ini dilihat pada proses penyembuhan sudah terjadi
percepatan proses epitelisasi, folikel rambut sudah terbentuk, dan luas luka bakar
sudah berkurang. Hasil penelitian ini juga didukung oleh penelitian pemberian
BM-MSC untuk luka insisi yang menemukan bahwa BM-MSC dapat
mempercepat waktu dan kualitas penyembuhan luka, meningkatkan pembentukan
jaringan granulasi dan epitelisasi, kekuatan luka dan pembentukan folikel rambut
serta kelenjar keringat (Li et al, 2008). Perbedaan perbaikan luka secara
makroskopis ini dapat dilihat pada gambar lampiran 19 c.

Kadar TGF-p 1 pada hari ke 3 dan ke 7 setelah diberi kombinasi sel punca
PBMC dan BM-MSC  meningkat dibanding dengan kelompok kontrol.
Peningkatan kadar TGF-B 1 disebabkan karena PBMC dan BM-MSC yang
diberikan menghasilkan sitokin dan faktor pertumbuhan yang akan mempercepat
penyembuhan luka. Keadaan ini menunjukkan bahwa ke dua sel punca yang diuji

memberikan efek sinergis terhadap penyembuhan luka yang dapat dilihat bahwa

BM-MSC tidak mempengaruhi efek PBMC. Keadaan ini disebabkan karena
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sitokin, kemokin dan faktor pertumbuhan yang disekresi oleh BM-MSC akan
menyokong survive, proliferasi dan difrensiasi dari HSC dan EPC (Wu et al,
2010). Ke dua sel punca ini dapat migrasi ke tempat jaringan rusak, karena
ditemukan kemokin dengan reseptor yang sama yaitu SLC/CCR7 dan SDF-1a dan
CXCR4 (Bobis et al., 2006 dan Sasaki et al., 2008) dan kedua sel punca juga
berdifrensiasi menjadi sel-sel yang ada pada kulit, di antaranya fibroblast,
keratinosit dan sel endotel (Abe et al., 2001; Hedrick et al., 2010; Medina e al.,
2000 dan Sasaki ef al., 2008).

Hasil penelitian ini juga didukung dari penelitian pemberian kombinasi
antara Hematopoitik stem cells (HSC) dan BM-MSC yang berasal dari manusia
dan ditanamkan pada mencit untuk melihat pertumbuhan tulang. Ternyata
kombinasi ini mampu bekerjasama dalam pembentukan jaringan dan menyokong
pembentukan pembuluh darah (Moioli et al, 2008). Begitu juga dengan
pemberian kombinasi PBMC dan BM-MSC pada tikus luka bakar secara
makroskopis terlihat pada hari ke 7 terjadi perbaikan luka bakar yang lebih baik
dari pemberian masing-masing PBMC dan BM-MSC (dapat dilihat pada gambar
lampiran 19 c). Dari gambar tersebut terlihat bahwa pada hari ke 7 tikus yang
diberi kombinasi, proses penyembuhan luka sudah hampir sembuh, karena folikel
rambut sudah terbentuk dengan baik dan rambut/bulu dari tikus sudah banyak

yang tumbuh.
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6.2 Pengaruh Sekresi Kadar VEGF Pada Serum Tikus Setelah diberi
PBMC, BM-MSC dan Kombinasi PBMC dengan BM-MSC

VEGF merupakan faktor pertumbuhan yang telah dihasilkan pada awal
luka setelah terjadinya agregasi platelet. VEGF berperan dalam migrasi,
proliferasi dari sel endotel sehingga akan mempengaruhi proses angiogenesis.

Hasil analisis data menunjukkan bahwa sekresi kadar VEGF pada hari ke 3
setelah diberi PBMC lebih tinggi bila dibandingkan dengan kelompok kontrol.
Namun perbedaan kadar VEGF ini secara statistik tidak menunjukkan perbedaan
yang bermakna. Hal ini mungkin disebabkan karena kadar VEGF pada kelompok
kontrol di hari ke 3 dan ke 7 sangat bervariasi sehingga akan mempengaruhi
analisis data. Peningkatan kadar VEGF ini mungkin sama dengan yang terjadi
pada kadar TGF-B 1, sebab PBMC bersifat pluripotent yang mengandung
monosit, fibrosit dan endothelial progenitor cell/EPC (Herdrick et al., 2010 dan
Rasokat et al., 2006). Sel-sel ini akan memproduksi sitokin dan faktor
pertumbuhan di antaranya VEGF, FGF, HGF, GC-SF, GMC-SF dan TGF-p.
VEGF, FGF dan TGF-B berperan dalam angiogenesis (Rehman et al., 2003).

Peran VEGF dalam angiogenesis dari penelitian Bao et al, (2009)
terdahulu diketahui dapat melibatkan beberapa mekanisme yaitu vasodilatasi,
degradasi membrana basalis, migrasi dan proliferasi sel endotel. Vasodilatasi
meningkat dengan adanya VEGF yang terikat pada reseptor KDR yang akan
menstimulasi aktivitas dari NOS dan COX sehingga terjadi vasodilatasi dan
permebailitas pembuluh darah. Degradasi membrana basalis terjadi karena VEGF

pada endotel yang akan meningkatkan produksi MMP-1 dan TIMP-1. MMP-]
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berperan dalam mendegradasi kolagen tipe 1, Il dan kolagen tipe IIl. Adanya
keseimbangan dari enzim yang dihasilkan, maka VEGF yang ada akan
menyebabkan terjadi degradasi membrana basalis. Migrasi sel endotel meliputi
interaksi sel, molekul adhesi (integrin) dan matriks ekstraselular. VEGF
meningkatkan ekspresi dari uPA yang dibutuhkan integrin untuk dapat sel endotel
migrasi (Senger ef al., 1996). Untuk proliferasi sel endotel dipengaruhi oleh NO
yang akan menstimulasi jalur MPAK (Parenti er al., 1998). Selain itu VEGF juga
akan berperan dalam migrasi, proliferasi dan difrensiasi EPC yang ada pada
PBMC dan dari bone marrow (endogen). EPC endogen yang ada dalam darah
perifer sudah matur dan ditandai dengan adanya marker CD34 dan VEGFR-2.
EPC mampu migrasi dan homing ketempat jaringan rusak dipengaruhi oleh
beberapa faktor, seperti faktor pertumbuhan, enzim, ligand dan reseptor
permukaan. VEGF, SDF-1 dan matriks metaloproteinase-9 (MMP-9) akan
mempengaruhi migrasi EPC (Heissig et al., 2002).

Pada hari ke 7 setelah pemberian PBMC kadar VEGF lebih rendah dari
kontrol, namun secara statistik tidak berbeda secara bermakna. Penurunan kadar
VEGF setelah diberi PBMC mungkin disebabkan karena sekresi VEGF sudah
maksimal dan angiogenesis sudah terbentuk. Penurunan sekresi VEGF mungkin
disebabkan telah normalnya oxygen tension. Rendahnya oxygen tension
merangsang ekspresi dari suatu factor nuclear transcription termed yaitu
hypoxia-inducible factor I ( (HIF-1) oleh endotelial vaskular. HIF-1 berada dalam

ikatan rangkai spesifik DNA yang akan mengatur sintesis VEGF (Ferrara and

Smyth 1997). Penurunan kadar VEGF juga disebabkan karena fungsi faktor
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pertumbuhan ini mengatur keseimbangan antara proliferasi dan penuaan sel (Bao
et al., 2009; Herdrick ef al., 2010; Rasokat et al., 2006 dan Yeh er al., 2003).
Disamping itu VEGF juga membantu sel EPC berdifrensiasi menjadi sel endotel
dan otot polos pembuluh dan monosit yang ada pada PBMC akan
bertransdifrensiasi menjadi sel endotel (Zhao ef al,, 2003) dan akan berperan
dalam angiogenesis dan membantu pembentukan jaringan granulasi (Jab et al,
2003).

Hasil analisis data menunjukkan bahwa sel punca PBMC dapat
mempengaruhi sekresi kadar VEGF-—1; dan selanjutnya akan mempengaruhi
regulasi pembentukan pembuluh darah baru untuk mempercepat penyembuhan
luka. Hasil penelitian sejalan dengan yang ditemukan oleh Rantam dkk. (2009),
bahwa sel punca PBMC dapat mempercepat penyembuhan luka sayat pada mencit
diabetes dengan meningkatkan pembentukan pembuluh darah baru dan
pembentukan epidermis pada kulit mencit.

Hasil analisis data menunjukkan bahwa kadar VEGF pada hari ke 3 setelah
diberi BM- MSC dan kombinasi PBMC dengan BM-MSC, diperoleh kadar VEGF
lebih rendah dibandingkan dengan kelompok kontrol. Penurunan kadar VEGF ini
secara statistik menunjukkan perbedaan yang bermakna. Penurunan kadar VEGF
setelah diberi BM-MSC dan kombinasi, mungkin disebabkan karena stem sel
BM-MSC dan kombinasi setelah berada pada jaringan luka mengalami difrensiasi.

Hasil ini juga sesuai dengan hasil peneliti Sasaki e al., (2008) bahwa sel punca

akan berakumulasi di sekitar luka dan lingkungan mikro (adanya sitokin dan
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faktor pertumbuhan) yang ada di sekitar luka akan mempengaruhi sel punca,
sehingga terjadi difrensiasi sel punca menjadi endotel dan sel kulit lainnya.

Penelitian sinergis antara HSC dan BM-MSC telah didapatkan bahwa
kedua sel punca ini mempercepat pembentukan dan regenerasi jaringan vaskular
yang dipengaruhi oleh faktor pertumbuhan. Faktor pertumbuhan VEGF akan
memediasi difrensiasi BM-MSC menjadi sel endotel. Sifat sinergis dari kedua sel
punca ini terlihat bahwa jumlah dan diameter pembuluh darah meningkat.
Keadaan ini dipengaruhi oleh HSC dan BM-MSC yang berdifrensiasi menjadi sel
endotel, mengeluarkan sinyal yang berperan dalam perbaikan jaringan (Moioli et
al., 2008).

Percepatan penyembuhan luka bakar pada tikus yang diberi BM-MSC juga
sejalan dengan yang ditemukan oleh Sasaki et al., (2008) dan Wu et al., (2007)
bahwa BM-MSC akan mempercepat penyembuhan luka dengan mengawali
angiogenesis f meningkatkan reepitelisasi dan pembentukan sel diantaranya
keratinosit (Wu et al., 2007), meningkatkan proliferasi dan migrasi fibroblast
(Dulchavsky et al., 2008). Peran BM-MSC dalam mengawali angiogenesis di
antaranya  menghasilkan faktor proangiogenik dan antiangiogenik yang
mengakibatkan angiogenesis dapat terjadi dengan baik. Faktor proangiogenik ini
akan menstimulasi proliferasi, migrasi sel endotel dan mengatur sel untuk
membentuk tabung pembuluh (Wu et al., 2007).

Dalam angiogenesis banyak faktor angiogenik yang berperan di antaranya
FGF, angiotensin dan TGF-f. Pada penelitian ini kadar VEGF setelah diberi BM-

MSC dan kombinasi menurun dibandingkan dengan kontrol dan PBMC. Ini
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mungkin disebabkan karena BM-MSC mampu meningkatkn faktor angiogenik
lainnya. Untuk itu perlu penelitian lebih lanjut untuk menguji faktor angiogenik
lain yang berperan dalam angiogenesis. Kadar VEGF yang tinggi juga dapat
mempunyai efek yang tidak baik yaitu dapat menimbulkan jaringan parut (van der

Veer et al., 2009).

6.3 Pengaruh Eksprei Ketebalan Kolagen Tipe 1 pada Jaringan Kulit L
uka Bakar Tikus Setelah diberi PBMC, BM-MSC dan Kombinasi
PBMC dengan BM-MSC

Kolagen merupakan komponen matriks ekstraselular yang dihasilkan
fibroblast. Kolagen dihasilkan oleh fibroblast aktif yang mengandung mRNA
kolagen tipe I, dan selanjutnya akan menghasilkan kolagen tipe 1.

Hasil analisis data menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang bermakna
antara ketebalan kolagen tipe I pada jaringan kulit luka bakar di hari ke 14 setelah
diberi PBMC dengan kelompok kontrol. Ini menunjukkan bahwa PBMC mampu
mempercepat penyembuhan luka bakar tikus. Peningkatan ketebalan kolagen tipe
1 ini mungkin disebabkan karena PBMC dapat mengeluarkan sitokin dan faktor
pertumbuhan yang akan meningkatkan kerja sel kulit disekitar luka atau PBMC
yang mengalami diferensiasi. Hasil penelitian secara in vitro telah dilakakukan
peneliti terdahulu diketahui bahwa PBMC mengandung fibrosit. dengan adanya
IL-1 dan TGF- maka fibrosit akan menghasilkan kolagen tipe 1 dan monosit
PBMC juga bertransdiferensiasi menjadi myofibroblast atau sel otot polos-a (a-

SM actin) pada akhir fase inflamasi, sel epitel dan sel endotel (Wu, er al., 2010;

Jab et al., 2006; Mori et al., 2005; Zhao et al., 2003 dan Abe er al., 2001).




118

Difrensiasi PBMC menjadi myofibroblast dan sel endotel berperan dalam
pembentukan jaringan granulasi dan kekuatan luka. Sementara itu TGF-B yang
dihasilkan oleh keratinosit pada waktu luka juga akan menstimulasi fibroblast
untuk menghasilkan kolagen (Yang et al., 2001).

Peningkatan ketebalan kolagen pada pemberian PBMC secara
imunohistokimia dapat dilihat pada Gambar 5.5, bahwa serat kolagen tipe I lebih
tebal, dan perbaikan jaringan luka belum sebaik pemberian MSC dan kelompok
kombinasi. Pada pemberian PBMC sampai hari ke 7 terlihat adanya keropeng dan
proses inflamasi sudah tidak terlihat lagi. Keadaan ini dapat dilihat perbedaannya
pada gambar lampiran 20 b, ¢ dan d.

Peningkatan ketebalan kolagen tipe 1 setelah diberi BM-MSC pada tikus
berbeda secra signifikan bila dibandingkan dengan kelompok kontrol.
Peningkatan ini disebabkan karena BM-MSC menghasilkan mediator yang
mempunyai efek parakrin, yang dapat meningkatkan jumlah dan migrasi
fibroblast dijaringan luka (Smith ef al., 2010) dan mampu berdifrensiasi menjadi
fibroblast melalui jalur Wnt/B-catenin (Liu et al., 2009 dan Cheon et al., 2006 ).
Fibroblast akan migrasi ketempat luka karena adanya TGF-B, CTGF dan
monocyte chemoatractan protein-1 (MCP-1) dan mediator ini juga akan
menstimulasi fibroblast untuk menghasilkan kolagen tipe 1. BM-MSC juga
membantu kontraksi luka in vivo, karena pada in vitro sel punca ini
memperlihatkan  fenotipe  kontraktil dan  ekspresi actin  a-smooth

muscle/miofibroblast marker dan ekspresi miofibroblast ini akan mempengaruhi
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terhadap kontraksi luka (Farlin ef al., 2009 ; Lau er al., 2009 dan Smith et al.,
2010).

Peningkatan ketebalan kolagen akan berpengaruh terhadap fase
penyembuhan luka di antaranya pada fase inflamasi, proliferasi dan remodelling.
Kolagen pada fase inflamasi akan membantu sel-sel monosit untuk migrasi dari
darah perifer ke ekstravaskuler untuk melakukan fungsinya sebagai fagositosis
(Newman and Tucci, 1990). Pada fase proliferasi kolagen akan berperan dalam
pembentukan jaringan granulasi dan kekuatan luka (Yang ef al., 1999). Keadaan
inilah yang mempercepat penutupan luka bakar yang dilakukan pada penelitian
ini dan penebalan kolagen dapat dilihat Gambar 5.6.

Pada fase remodelling sintesis dan degradasi kolagen sangat diperlukan
untuk mempercepat proses penyembuhan luka. Pada fase ini BM-MSC akan
meregulasi deposisi kolagen dan meregulasi MMP/TMMP sehingga terbentuk
kekuatan dan integritas jaringan luka dengan baik (Maxon et al., 2012).

Ketebalan kolagen tipe 1 setelah diberi kombinasi PBMC dan BM-MSC
pada tikus luka bakar terjadi peningkatan cukup tinggi dan berbeda signifikan
dibandingkan dengan kontrol. Meningkatnya ketebalan kolagen setelah diberikan
perlakuan kombinasi ini, menunjukkan bahwa ke dua stem sel ini bekerja secara
sinergis. Hasil penelitian yang telah dilakukan dengan pemberian hematopoitik
stem sel dan BM-MSC pada luka terlihat bahwa ke dua stem sel ini berperan
dalam penyembuhan luka dan PBMC sangat berperan pada awal penyembuhan
luka yaitu pada fase inflamasi untuk meningkatkan sel inflamasi ditempat luka,

sedangkan BM-MSC berperan dalam ke tiga fase penyembuhan luka. Pada fase
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inflamasi BM-MSC berperan sebagai antiinflamasi dan imunosupresi, pada fase
proliferasi meningkatkan pembentukan jaringan granulasi, angiogenesis dan
reepitelisasi dan pada fase remodelling berperan dalam regulasi dari deposisi dan
degradasi kolagen serta regulasi dari MMP/TMMP (Fatkhe et al., 2004).

Kolagen merupakan suatu matriksekstraseluler yang berperan sebagai
scaffold pada jaringan konektif dan terlibat dalam mengontrol fungsi selular
seperti pertumbuhan, diferensiasi dan morfogenesis (Leitinge, 2011) serta
berinteraksi dengan molekul adhesi (Twardowski et al., 2007). Peranan kolagen
yang membantu proses seluler dan berinteraksi dengan molekul adhesi ini akan
menyebabkan mekanisme seluler seperti migrasi akan berjalan dengan baik.
Keadaan inilah yang akan membantu mempercapat penyembuhan luka.

Pemberian sel punca PBMC dan BM-MSC secara injeksi langsung di
daerah luka dapat memberikan efek yang sangat baik terhadap pembentukan
kolagen untuk penyembuhan luka bakar tikus percobaan pada hari ke 14. Untuk
melihat efek sel punca ini terhadap fibroblast sebagai penghasil kolagen dan
matriks ekstraselular lain yang berperan selama proses penyembuhan luka, perlu

dilakukan penelitian lanjutan.

6.4 Pengaruh Persentase Integrin o2fjl Pada jaringan Kulit Luka Bakar
Tikus Setelah diberi PBMC, BM-MSC dan Kombinasi PBMC dengan
BM-MSC

Integrin a2P1 merupakan molekul adhesi yang berperan dalam ikatan antar

sel dan dengan matriks ekstraselular. Integrin sebagai perlekatan sel akan
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berhubungan dengan matriks ekstraseluler diantaranya kolagen, laminin dan
fibronektin ini akan menyebabkan sel migrasi.

Hasil pengukuran persentase ekspresi integrin a2f] pada jaringan kulit
luka bakar terlihat meningkat pada kelompok perlakuan yang diberi PBMC dan
BM-MSC namun tidak menunjukkan perbedaan bermakna jika dibandingaq{kan
dengan kelompok kontrol, tetapi pada kelompok yang diberi kombinasi secara
statistik terlihat perbedaan. Ekspresi integrin o231 secara umum akan meningkat
pada waktu luka karena integrin ini berperan untuk mempengaruhi fungsi migrasi
dan proliferasi sel inflamasi, keratinosit dan fibroblast.

Pada platelet, integrin a2f1 akan berinteraksi dengan kolagen tipe I,
sehingga terjadi pengikatan platelet, selanjutnya akan meregulasi agregasi
platelet untuk mengeluarkan faktor pertumbuhan yang berperan dalam fase
inflamasi penyembuhan luka. Integrin a2p1 sangat dibutuhkan oleh keratinosit
untuk berikatan dengan kolagen, sehingga integrin a2f! memberikan transduksi
signal untuk memberikan fenotip untuk mengawali migrasi (Zhang et al., 2006).

Pemberian PBMC dan BM-MSC pada tikus luka bakar hanya sedikit
terjadi peningkatan persentase ekspresi integrin a2f1. Ini mungkin disebabkan
karena ekspresi integrin a2fl diperlukan hanya untuk meregulasi migrasi dan
proliferasi sel platelet dan keratinosit. Selain integrin a2fl untuk migrasi
keratinosit dan penutupan luka diperlukan colagenase-1 (MMP-1) dan kolagen
tipe 1 (Pilcher er al., 1997). Pada pengamatan IHC mungkin ekspresi integrin

sudah berkurang karena proses penutupan luka sudah terjadi dengan baik.
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Pada lekosit ada beberapa integrin yang dickspresikan dan berikatan
dengan ligan yang sama, tetapi dapat dengan selektif mengatur aktivitas dari tipe
integrin masing-masing sehingga dapat menyempurnakan ikatannya dengan
matriks (Lodish er al., 2000).

Persentase integrin yang tidak berbeda antara PBMC dan MSC mungkin
disebabkan banyaknya integrin lain yang bekerja dalam proses penyembuhan.
Untuk homing dari niche sel punca membutuhkan integrin sehingga sel punca
baik endogen atau eksogen akan mampu homing pada jaringan yang rusak (Semon
et al., 2010; Srour ef al., 2001). Hal ini juga disokong oleh penelitian Kanatsu-
Shinohara et al., (2008) bahwa ada integrin lain yang berperan untuk bisanya
homing sel punca yaitu a9f1 dan B1. Jika terjadi penurunan ekspresinya akan
menyebabkan pengurangan homing sel punca ditempat nichenya.

Pada penyembuhan luka khususnya reepitelisasi banyak jenis integrin
yang ditemukan di permukaan sel keratinosit yaitu o2B1, a3pl, a6p4, avp6, dan
a5p1. Keadaan ini mungkin yang menyebabkan ekspresi integrin a2p1 tidak
berbeda dengan diantara kelompok. Untuk itu perlu penelitian lebih lanjut tentang
persentase ekspresi integrin pada penyembuhan luka bakar. Integrin yang ada
pada keratinosit ini berperan dalam migrasi sel keratinoist dari pinggir luka dan
proliferasi keratinosit sehingga proses reepitelisasi terjadi (Larjava et al., 1993
dan Watt, 2002).

Integrin dalam fungsinya dapat bekerjasama dengan faktor pertumbuhan
dengan cara mengaktifkan dan pengaturan sinyal faktor pertumbuhan sehingga

membantu dalam fase proliferasi penyembuhan luka (Steffensen et al., 2001)
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diantaranya adalah TGF-p (Reynold et al., 2005). Peran integrin lainnya adalah
dalam apoptosis, angiogenesis dan fungsi neural (Tsuji, 2004).

Penelitian penggunaan sel punca untuk penyembuhan luka khususnya BM-
MSC sudah banyak dilakukan untuk luka sayat dan hanya sedikit yang baru
dilakukan untuk luka bakar, sedangkan untuk sel punca PBMC dan kombinasi
BM-MSC dan PBMC belum banyak dilakukan. Penelitian ini menjelaskan
mekanisme molekuler penyembuhan luka bakar dengan terapi PBMC, BM-MSC
dan kombinasi BM-MSC dan PBMC eksogenus melalui efek parakrin dengan
menginduksi lingkungan mikro. Akibat luka bakar, sel pada kulit mengsekresi
TGF-B dan VEGF untuk mengawali proses penyembuhan luka. BM-MSC
eksogen mempunyai reseptor TGF-f dan PBMC menghasilkan TGF-p dan VEGF
sehingga ke dua sel punca ini dapat bersifat sinergis.

Lingkungan mikro ini menyebabkan sel punca akan menstimulasi
difrensiasi sel progenitor menjadi fibroblast, keratinosit, makrofag dan sel endotel
dan sel ini akan dibutuhkan selama proses penyembuhan luka. Sel tersebut juga
akan menghasilkan mediator solubel diantaranya TGF-$ dan VEGF. Ke 2 faktor
pertumbuhan tersebut berperan dalam pembentukan pembuluh darah baru
(angiogenesis) yang akan membawa nutrisi, oksigen dan sel-sel yang dibutuhkan
untuk perbaikan jaringan,‘ untuk percepatan penyembuhan luka.

Percepatan penyembuhan luka terjadi karena TGF-f membantu merekrut
sel inflamasi makrofag, migrasi keratinosit selama proses reepitelisasi dan
mengaktivasi fibroblast untuk meningkatkan produksi kolagen tipe 1 pada fase

remodelling. Peningkatan kolagen juga menyebabkan terjadi perlekatan sel




124

dengan integrin, hal ini akan membantu sel migrasi. Integrin juga dapat
bekerjasama dengan TGF-f dengan cara mengaktifkan dan pengaturan transduksi
sinyal faktor pertumbuhan sehingga mempengaruhi aktivitas intraseluler seperti
proliferasi, apoptosis dan survival .

Keseimbangan aktivitas antara proliferasi dan apoptosis akan
menghasilkan penyembuhan luka yang baik secara kualitas dan tidak
menimbulkan jaringan parut. Hasil penelitian pengaruh sel punca PBMC, BM-
MSC dan kombinasi BM-MSC dan PBMC eksogen mampu mempercepat
penyembuhan luka bakar tikus percobaan

Temuan baru penelitian ini mungkin nantinya dapat menjadi dasar
penggunaan/aplikasi sel punca dalam penanganan yang optimal terhadap
penyembuhan luka bakar, sehingga kasus luka bakar full thickness dapat diterapi

dengan hasil yang lebih baik dan tidak menimbulkan kecacatan.




VII. KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 KESIMPULAN

adalah:

1.

Berdasarkan analisis data dan pembahasan, maka kesimpulan penelitian ini

Pemberian PBMC dan BM-MSC dapat meningkatkan sekresi kadar TGF-§
pada tikus luka bakar dan secara statistik menunjukkan perbedaan yang
bermakna dibandingkan dengan kelompok kontrol.

Pemberian PBMC dan BM-MSC dapat meningkatkan sekresi kadar VEGF
pada tikus luka bakar dan secara statistik menunjukkan perbedaan yang

bermakna dibandingkan dengan kelompok kontrol.

. Pemberian PBMC dan BM-MSC dapat meningkatkan ketebalan kolagen

tipe 1 pada tikus luka bakar dan secara statistik menunjukkan perbedaan
yang bermakna dibandingkan dengan kelompok kontrol.

Pemberian PBMC dan BM-MSC dapat meningkatkan persentase ekspresi
integrin a2Bl pada tikus luka bakar dan secara statistik menunjukkan

perbedaan yang bermakna dibandingkan dengan kelompok kontrol.

7.2 Saran

Perlu penelitian lanjutan pengaruh sel punca PBMC, BM-MSC dan
kombinasi PBMC dengan BM-MSC terhadap ekspresi TGF-p pada

jaringan kulit luka bakar dengan interval waktu yang berbeda.
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Perlu penelitian lanjutan pengaruh sel punca PBMC, BM-MSC dan
kombinasi PBMC dengan BM-MSC eksogen terhadap kadar dan ekspresi
faktor angiogenik lain yang berperan dalam penyembuhan luka bakar
Perlu penelitian pengaruh sel punca PBMC, BM-MSC dan kombinasi
PBMC dengan BM-MSC eksogen terhadap sel fibroblast yang
menghasilkan kolagen tipe I pada jaringan kulit luka bakar.

Perlu penelitian pengaruh sel punca PBMC, BM-MSC dan kombinasi
PBMC dengan BM-MSC eksogen terhadap ekspresi molekul adhesi lain
yang berperan dalam penyembuhan luka bakar tikus.

Perlu penelitian pengaruh dari pemberian dosis yang optimal dan lama
terapi penggunaan dari sel punca PBMC, BM-MSC dan kombinasi PBMC
dengan BM-MSC eksogen, sehingga memberikan efek yang optimal

dalam penyembuhan luka bakar.
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Ulangan Kadar Faktor Pertumbuhan TGF- p masing kelompok (pg/ml)
Kontrol Perlakuan I Perlakuan I Perlakuan 111
3 7 3 T 3 7 3 7

1 164.6 | 730.6 | 7246 |[961.6 |4746 |929.6 |825.6 |813.6
2 916.6 |690.6 | 810.6 1065.6 | 630.6 |593.6 |817.6 |762.6
3 7346 | 5736 |750.6 |944.6 |556.6 |684.6 | 898.6 | 840.6
4 740.6 |684.6 |9986 |852.6 |551.6 |576.6 |762.6 |694.6
5

Jumlah | 24314 | 2679.4 | 3284.4 | 38244 | 22154 | 2784.4 | 33044 | 3121.4
Rata- 607.85 | 669.85 | 821.1 | 956.1 |553.85 | 696.1 | 826.1 | 780.35
rata
Lampiran 1 b.

Analisis deskriptif dan analisis varian kadar TGF- B | pada serum tikus hari ke 3 dan

ke 7 setelah luka bakar pada kelompok kontrol, perlakuan 1, perlakuan Il dan
perlakuan 11

95% Confidence Interval
for Mean Minimum | Maximum
Mean Sld Std. Error Lower Upper Lower Upper
N Deviation Bound Bound Bound Bound
TGF-B K | 3| 7972667 | 103.38923 | 59.69180 | 5404336 | 1054.0998 734.60 916.60
3 PLL 4] 8211000 | 12369182 | 6184501 | 624.2787 | 1017.9213 | 72460 |  998.60
PILL 4| ss33s00! 6372532 | 31.86266 | 4519488 | 6547512 | 47460 |  630.60
'l
PIL Y 4| 8261000 | 5585994 | 27.92997 | 7372144 | 9149856 | 76260 |  898.60
1 I 4| 6698500 | 6733684 | 3366842 5627021 | 7769979 | 57360 | 73060
D | |
e | 95611000 | 8730216 | 4365108 | 817.188 | 10950172 | 85260 106560
5 ; |
PILY 4] 696.1000 | 16272779 8136389 | 4371638 | 9550362 | 57660 | 929.60
|
PULY 4| 7778500 | 6423589 | 3211795 | 6756364 | $80.0636 | 69460 |  840.60
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Dependent Variable: Respons

Mean 95% Confidence
Difference (I- Interval

(n J) J) Std. Error Upper Lower

Perlakuan | Perlakuan Sig. Bound Bound
e € 2383333 | 6863109 985 | -230.3819 | 1827152
3 243.91667(*) | 68.63109 020 | 37.3681| 4504652
4 -28.83333 | 6863109 974 | 2353819 | 177.7152
2 1 2383333 | 6863109 985 | -182.7152 | 230.3819
3 267.75000(*) | 63.54004 007 | 765232 | 4589768
3 4 -5.00000 | 6354004 | 1.000 | -196.2268 | 1862268
3 1 243.91667(") | 6863109 | 020 | 4504652 | -37 3681
2 -267.75000(*) |  63.54004 | 007 | -458.9768 | -76.5232
4 -272.75000(*) |  63.54004 006 | -463.9768 | -81.5232
4 1 2883333 | 68.63109 974 | 177.7152 | 2353819
2 500000 | 63.54004 | 1.000 | -186.2268 | 1962268
3 272.75000(*) | 63.54004 006 | 815232 | 4639768
1 2 -286.25000(*) | 73.11164 010 | -503.3112 ‘ -69.1888
3 -26.25000 | 73.11164 983 | -243.3112 | 190.8112
4 -108.00000 | 73.11164 480 | -325.0612 ' 109.0612
o 1 286.25000(*) | 73.11164 010| 69.1888 | 5033112
3 260.00000(*) | 73.11164 018 | 429388 | 477.0612
3 178.25000 | 73.11164 122 | 388112 | 3953112
3 1 2625000 | 73.11164 983 | -190.8112 ‘ 243.3112
7 2 -260.00000(*) | 73.11164 018 | -477.0612 1 -42.9388
. 8175000 | 7311164 | 686 | -298.8112 | | 1353112
4 1 108.00000 | 7311164 | 480 | -109.0612 | 325.0612
- -178.25000 | 73.11164 122 | -395.3112 ‘ 38.8112

|

* The mean difference is significant at the .05 level.




Respons
Hari 3
Subset for alpha = .05
Perlakuan N 1
Tukey 1
HSD(a) 4 669.8500
3 4 696.1000
4 4 777 8500 777 8500
2 4 956.1000
Sig. 480 122

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.

hari 7
Perlakuan N Subset for alpha = .05
1 2
L“skg("a) L 4 669.8500
4 696.1000
4 4 777.8500 777.8500
2 4 956.1000
Sig. 480 122

Lampiran 2 a.
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Kadar Faktor pertumbuhan VEGF serum tikus pada hari ke 3 dan 7 setelah
pemeriksaan dengan Elisa

Ulangan Kadar Faktor Pertumbuhan VEGF pada hari ke 3 dan 7 dari masing-
masing kelompok (pg/ml)
Kontrol Perlakuan I Perlakuan I1 Perlakuan I11

3 7 3 7 3 7 3 7
1 22.25 26.00 | 66.00 | 10850 | 11.00 | 32.25 7.25 9.00
2 37.25 54.00 | 124.00 | 153.50| 12.25| 77.25 13.5 5258
3 3725 | 22850 66.00| 23.50| 11.00 9.75 185 |~ 49.75
4 51.00 4350 94.75| 58.50 | 24.75 9.00| 51.00| 24.75
5 119.75 | 519.75| 84.75| 124.75| 5.25| 14.75 79.75| 67.25
6 102.50 | 328.50 | 59.75| 74.75| 23.50| 18.50 7.15 6.00
' Jumlah 370.00 | 1200.25 | 495.25 | 543.50 | 77.25| 143.50 | 223.25| 133.50
Rata-rata | 61.67 | 200.04 | 82.54 | 90.58 | 12.88 | 23.92 | 37.21| 22.25
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Analisis deskriptif dan analisis varian kadar VEGF pada serum tikus hari ke 3 dan ke
7 setelah luka bakar pada kelompok kontrol, perlakuan I, perlakuan Il dan perlakuan

11

95% Confidence
Interval for Mean
Mean Std. Std. Error Lower ] Upper  Minimum
N Deviation Bound | Bound Maximum
VEGF K |
61.6667 | 3975131 | 16.22840 = 19.9502 | 103.3831 2225, 119.75
. | I
: B 825417 | 2424635 | 989853 57.0967 | 1079866  5975|  124.00
' \
2 12.8750 | 10.86134 | 443412 14767 | 24.2733 -5.25 24.75
l
- 37.0417 | 37.90957 | 1547652 -2.7420 1 76.8253 775 | 79.75
i |
| | |
. 2000417 | 1978124 | g075659 75498 | 4076331 2600 519.75
& 90.5833 | 47.38583 | 19.34518  40.8550 | 140.3117 23.50 ‘ 153.50
. 239167 | 29.36480 | 11.98813  -6.8998 | 54.7331 -9.00 | 77.25
. 222500 | 30.93340 | 1262851 -10.2126 | 547126 -9.00 67.25
Dependent Variable: Respons
(J) Mean 95% Confidence Interval
n Perlakuan | Difference (I- | Std. Error Upper Lower
Perlakuan J) Sig. Bound Bound
LSD 1 2 -20.87500 | 17.61428 250 -57.6178 15.8678
3 48.79167(*) | 17.61428 012| 120489 | 85.5344
4 2462500 | 17.61428 77| -121178| 61.3678
s 1 20.87500 | 17.61428 250 | -158678| 57.6178
3 69.66667(*) | 17.61428 001 329239 | 106.4094
3 4 4550000(*) | 17.61428 018 87572 | 822428
3 . -48.79167(") | 17.61428 012| -855344 | -12.0489
¢ -69.66667(*) | 17.61428 001 | -106.4094 ‘ -32.9239
4 2416667 | 17.61428 185| -60.9004| 125761
4 1 2462500 | 17.61428 177 613678 121178
2 -45.50000(*) | 17.61428 018 | -822428 -8.7572
3 24 16667 | 17.61428 185| -125761| 60.9094
i
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Tukey 1 2 109.45833 | 59.99607 292 | -58.4668 | 277.3835
3 176.12500(*) | 59 99607 038 8.1998 | 344.0502

4 177.79167(") | 59.99607 | 036 98665 | 3457168

2 1 10945833 | 5999607 | 292 | -277.3835| 584668

. 66.66667 | 5999607 ‘ 687 | -101.2585 | 234.5918

4 6833333 | 5999607  671| -99.5918| 236.2585

2 . 176.12500 | ‘5999807 ! 038| -344.0502 | -8.1998

7 2 -66.66667 | 59.99607 L 687 | 2345918 | 101.2585
4 1.66667 | 59.99607 ‘ 1.000 | -166.2585 | 169.5918

n L 17779167y | 99907 | | 036| 3457168 98665

2 -68.33333 | 5999607 | 671 | -236.2585| 99.5918

-1.66667 | 59.99607 l 1000 | -169.5918 | 166.2585 |

* The mean difference is significant at the .05 level

Respons
Perlakuan N Subset for alpha = .05
1 2 3
Tukey 3
HSD(a) 6 ‘I 12.8750
4 6 | 37.0417 37.0417
1 6| 61.6667 616667
2 6| 82.5417 |
Sig. | 053 077 |

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.

Respons
\
Perlakuan N | Subset for alpha = .05
' l
1 ! 2 ; 1
Tukey 3
HSD(a) 6 | 22.2500
4 6 | 23,9167
|
|
1 6 ‘ 90.5833 t 90.5833
2 6 g ron
- 5 671 | 292 |

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.




Lampiran 3 a
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Ketebalan rata-rata kolagen tipe | (p) pada jaringan kulit luka luka bakar dari

masing-masing kelompok dengan pengamatan imunohistokimia

No Ketebalan rata-rata kolagen tipe | (1) pada jaringan kulit luka luka bakar
dari masing-masing kelompok
Kontrol Perlakuan I Perlakuan II Perlakuan IlI
| 0.53 0.96 1.08 142
2 0.50 0.84 0.88 1.24
3 0.49 0.88 Lokl 1.47
4 0.46 0.92 0.96 1.26
5 0.38 0.70 0.96 1.96
6 0.49 - 0.83 1.32
Rata- 0.475 0.86 0.977 1.399
rata

Lampiran 3 b.

Analisis deskriptif dan analisis varian ekspresi kolagen 1 pada jaringan kulit tikus

hari ke 14 setelah luka bakar pada kelompok kontrol, perlakuan I, perlakuan Il dan

perlakuan 111

95% Confidence
Interval for Mean Minimum | Maximum
Std. Lower Upper Lower Upper
Perlakuan | N Mean Deviation | Std. Error Bound Bound Bound Bound
K 6, 04750 0.05167 0.02110 0.4208 5292 .38 ! 53
PI'l 6| 08600 0.10000 l 004472 | 07358 | 9842 70 | 96
| |
| |
Pl 6| 09767 012011 004904 | 08506 | 1.1027 8 115
|
|
PIL 1 6| 13906 029945 } 0.12225| 1.0807 | 1.0032 112 | 1.96
ANOVA
VAROQ0001
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2,577 3 859 28,443 ,000
Within Groups 574 19 ,030
Total 3,151 22




Dependent Variable: VAR00001

Multiple Comparisons
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LSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval
(1) VARD0OO2 (J) VAR00002 (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
K kA -,38500" 10523 ,002 -.6053 -.1647
P2 -,50167% ,10034 .000 - 7117 -,2917
P3 -,92000" ,10034 ,000 -1,1300 -7100
B K ,38500* ,10523 002 1647 6053
P.2 -, 11667 10523 ,281 -, 3369 1038
P3 -,53500" ,10523 ,000 -, 7553 -3147
P2 K 50167 ,10034 ,000 2917 TJ117
P1 11667 ,10523 281 -.1036 3369
P3 -,41833* ,10034 ,001 -,6283 -,2083
P.3 K .92000" ,10034 ,000 ,7100 1,1300
R .53500" 10523 ,000 3147 7553
P.2 41833* ,10034 .001 ,2083 6283

*. The mean difference is significant at the .05 level.

Lampiran 4 a

No Jumlah sel yang memberikan reaksi positif terhadap

ekspresi integrin (%) dari masing-masing perlakuan
Kontrol | Perlakuan I | Perlakuan Il | Perlakuan ITI

1 2.16 3.99 3339 3.60

2 1.97 2.62 2.12 3.76

3 2.82 212 3.55 3.22

4 2.18 3.81 3.10 4.88

5 224 2.32 2.57 2.16

6 2.67 - 2.96 2.16

Rata 2.34 2972 2.938 2297

-rata

(%) dari masing-masing perlakuan

Jumlah sel yang memberikan reaksi Emsitif terhadap ekspresi anti integrin di
bagi dengan jumlah total sel/15625u
dengan pengamatan imunohistokimia
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Lampiran 4 b.

Analisis deskriptif dan analisis varian ekspresi integrin pada jaringan kulit tikus hari

ke 14 setelah luka bakar pada kelompok kontrol, perlakuan I, perlakuan 11 dan
perlakuan I11

95% Confidence
Interval for Mean
| Sud. Lower | Upper
Perlakuan | N Mean Deviation | Std. Error | Bound | Bound Minimum Maximum
e 6 2.3400 0.3299 0.1347 1.9938 | 2.6862 .97 2.82
1 k i
B 6 29720 0.8679 0.3882 1.8943 ‘ 4.0497 | 2.12 | 3.99
]
2 6| 29383 05214| 02120| 23911 \ 3.4855 212 3.55
ki 6 " 3.2967 1.0395 % 0.4244 2.2057 “ 4.3876 [ 1.97 | 488
ANOVA
VARO00001
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2,854 3 ,951 7ol J91
Within Groups 10,321 19 543
Total 13,174 22
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a b
Gambar 1. Pengambilan darah lewat ekor untuk isolasi PBMC (a) dan darah yang
didapatkan dimasukan ketabung sentrifus yang sudah berisi ficol histofaque (b)

a b
Gambar 2 Darah yang telah disentrifus terlihat ada beberapa lapisan dan bagian
PBMC berada diatas ficol histofaque (tanda panah gambar 3a) dan
diresuspensi terlihat pelet PBMC di dasar tabung sentrifus (tanda

panah gambar 3 b)
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Gambear 3. Pelet yang sudah didapatkan ditambahkan PBS kemudian dilakukan
penghitungan sel dengan menggunakan hematositometer

Gambar 4. MSC dalam kondisi monolayer
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Gambar 5. Persiapan alat dan Tempat kerja yang sudah dibersihkan dengan
desinfektan

Gambear 6. Tikus yang sudah dianestesi kemudian dicukur bulu di punggung yang
sebelumnya sudah diberi sapron
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Gambar 7. Tikus yang sudah dicukur bulu di punggung kemudian diberi betadin
dan NaCl fisiologis

Gambar 8. Tikus dicap dengan plat diameter 15 mm yang sudah dipanaskan
dalam air mendidih untuk mendapatkan luka bakar full thickness




156

Gambar 9. Punggung Tikus yang sudah selesai dicap

Gambar 10. Tikus yang diinjeksi sesuai dengan kelompoknya
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Gambar 15. Koleksi darah yang didapatkan disentrifus untuk mendapatkan serum

Gambar 16. Pada hari ke 14 setelah luka bakar jaringan luka bakar kulit diambil
untuk pembuatan preparat imunohistokimia ekspresi kolagen dan
integrin .
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VEGF

Gambar 18. Pelaksanaan dan langkah kerja dari pengukuran Kadar Faktor
pertumbuhan TGF- p dan VEGF serum tikus pada hari ke 3 dan 7
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Gambar 19. Perbaikan Luka bakar pada tikus pada Hari ke 7 dari masing-
masing kelompok a kelompok kontrol, b kelompok perlakuan I, ¢
perlakuan II, dan d perlakuan III.

T 7

Gambar 20. Perbaikan luka pada tikus pada hari ke 14 setelah luka bakar
terlihat dari masing-masing kelompok a kelompok kontrol, b
kelompok perlakuan I, ¢ perlakuan II, dan d perlakuan III.



