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ABSTRAK

PENGARUH SEKRETOM HYPOXIA MESENCHYMAL STEM CELLS
TERHADAP PENINGKATAN EKSPRESI GEN VEGF DAN PDX1 SEL p
PANKREAS

Latar belakang: Diabetes mellitus tipe 1 (DMT1) adalah penyakit autoimun
yang di tandai dengan kerusakan sel beta pankreas yang berkaitan dengan stress
oksidatif dan hiperinflammasi yang menyebabkan penurunan ekspresi faktor
transkripsi PDX1. Sekretom hipoksia mesenchymal stem cells (S-hMSCs)
mengandung soluble molecule bioaktif seperti growth factor dan sitokin anti-
inflamasi yang mampu menekan stress oksidatif dan inflamasi. Namun, peran S-
hMSCs terhadap peningkatan ekspresi gen VEGF dan PDX1 pada DMT1 hingga
saat ini masih belum jelas. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh
pemberian S-hMSC terhadap peningkatan ekspresi VEGF dan PDX1 pada
pankreas tikus model DMT1 yang diinduksi STZ 60mg/kgBB.

Metode: Penelitian eksperimental dengan post test control group. Jumlah sampel
20 ekor tikus jantan galur wistar dibagi menjadi 4 kelompok, terdiri dari :
Kelompok Sham yang tidak mendapat perlakuan, Kontrol mendapat injeksi STZ:
60mg/kgBB intra peritoneal, P1: mendapat injeksi STZ dan S-hMSCs 0.5 cc dan
P2 : mendapat injeksi STZ dan S-hMSCs 1 cc . Pemberian S-hMSCs secara
intraperitoneal pada hari ke 7, 14, dan 21. Pada hari ke 28 dilakukan terminasi,
diambil jaringan pankreas dan di analisis ekspresi gen VEGF dan PDX1 dengan
gqRT-PCR.

Hasil: Rerata ekspresi gen VEGF kelompok sham 1.00+0.01%, kontrol:
0.02+0.02%, P1: 5.60%£3.02%, P2: 7.98+2.67%, sedangkan rerata ekspresi gen
PDX1 kelompok Sham: 1.01+0.02%, kelompok kontrol:1.30+0.42%,
P1:10.08+4.16%, P2: 23.64+7.14%. pada uji normalitan dan homogenitas
didapatkan hasil p> 0,05. Hasil uji Anova p< 0,05

Kesimpulan: Terjadi peningkatan yang bermakna ekspresi gen VEGF dan
PDX1dengan pemberian S-hMSC pada tikus model DM tipe 1

Kata kunci: VEGF, PDX1, S-hMSCs, diabetes melitus tipe 1
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ABSTRACT

THE EFFECT OF HYPOXIA MESENCHYMAL STEM CELLS ON VEGF
AND PDX1 GENE EXPRESSION ON TYPE 1 DIABETES MELLITUS RAT
MODELS

Background: Type 1 diabetes mellitus (DMT1) is an autoimmune disease
characterized by beta cell damage associated with oxidative stress and
hyperinflammation that causes a decrease in the expression of the transcription
factor PDX1. Secretome hypoxic mesenchymal stem cells (S-hMSCs) contain
soluble bioactive molecules such as growth factors and anti-inflammatory
cytokines that can prevent suppression of oxidative stress and inflammation.
However, the role of S-hMSCs in increasing VEGF and PDX1 gene expression in
DMT1 is still unclear. The aim of this study was to determine the effect of S-
hMSCs to increase the expression of VEGF and PDX1 in the pancreas of rat
model DMT1 induced by STZ 60mg/kgBW.

Methods: Experimental research with post test control group. The total sample of
20 male rats of the wistar strain was divided into 4 groups, consisting of: The
Sham group that did not receive treatment, the Kontrol got the STZ injection:
60mg/kgBB intra peritoneal, P1: got the injection of STZ and S-hMSCs 0.5 cc and
P2: got the injection of STZ and S-hMSCs 1 cc. Intraperitoneal administration of
S-hMSCs on days 7, 14, and 21. On the 28th day, termination was carried out,
pancreas tissue was taken and analyzed the expression of the VEGF and PDX1
genes with qRT-PCR.

Results: The mean gene expression of VEGF genes of the sham group is
1.00+0.01%, control: 0.02+0.02%, P1:5.60£3.02%, P2:7.98+2.67%, while the
average gene expression of PDX1 gene of the Sham group: 1.01+0.02%, control
group:1.30+£0.42%, P1:10.08+4.16%, P2:23.64£7.14%. In normality and
homogeneity tests obtained results of p> 0.05. Anova test result p< 0.05.
Conclusion: There was a meaningful increase in the expression of VEGF and
PDX1 genes with S-hMSC in type 1 diabetes mellitus model mice

Keywords: VEGF, PDX1, S-hMSCs, type 1 diabetes mellitus
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Diabetes melitus (DM) tipe 1 adalah gangguan autoimun yang
ditandai dengan kerusakan sel § pankreas dan menyebabkan resistensi dan
atau defisiensi insulin. Hiperglikemia dan kegagalan aktivitas sel-sel imun
merupakan karakteristik DM tipe 1 akibat kerusakan sel 3 pankreas secara
permanen, sehingga penderita DM tipe 1 membutuhkan terapi insulin
seumur hidup 2. Terapi insulin ini tidak memiliki kemampuan untuk
meregenerasi perbaikan sel B pancreas 3. Hiperglikemia kronis terjadi akibat
peningkatan kronis reactive oxygen species (ROS) yang mengakibatkan
penurunan ekspresi gen vascular endothelial growth factor (VEGF),
pengatur utama vaskulogenesis, angiogenesis, permeabilitas vascular, dan
pembentukan fenestrasi edotel di pankreas 4. Penekanan VEGF berada di
bawah kontrol transkripsi pancreatic duodenal homeobox-1 (PDX1) yang
berakibat menekan pembentukan fenestrasi padat kapiler di islet °.
Berkurangnya ekspresi VEGF akibat penekanan PDX1 menunjukan
intoleransi glukosa dengan berkurangnya jumlah granula yang mengandung
insulin pada islet ©. Induksi ekspresi VEGF terbukti dapat mempercepat
regenerasi sel B pancreas dan meningkatkan produksi insulin 7.

Insiden DM tipe 1 telah meningkat secara global sejak tahun 1950
dengan peningkatan rata-rata 3-4% selama tiga dekade terakhir®.

Penyandang DM tipe-1 pada anak dan remaja di Indonesia tahun 2018



tercatat 1220 anak, dimana terjadi peningkatan sekitar tujuh kali lipat dari
3,88 menjadi 28,19 per 100 juta penduduk pada tahun 2000 dan 2010.
Prevalensi DM tipe 1 di Indonesia meningkat tujuh kali lipat selama 10
tahun, dari 3,88 per 100 juta penduduk pada tahun 2010 menjadi 28,19 per
100 juta penduduk pada tahun 2020 8. Hal ini menyebabkan penderita DM
tipe 1 harus menggunakan terapi insulin seumur hidup dengan berbagai
komplikasi lain yang terjadi. Komplikasi jangka panjang pada DM tipe 1
membuat harapan hidup penderita DM tipe 1 sangat rendah dan meninggal
di usia remaja®. Sekretom sebagai zat bioaktif yang terdiri dari 1L-10,
VEGF, PDGF, EGF dan FGF diharapkan dapat melindungi sel B pankreas
dan membantu merangsang regenerasi sel islet lainnya.

Sekretom hipoksia Mesenchymal Stem Cells (S-hMSCs) merupakan
soluble molecule bioaktif yang mengandung berbagai sitokin anti inflamasi
seperti interleukin-10 (IL-10), Transforming Growth Factor 5 (TGF-) dan
growth factor seperti Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Platelet
Derived Growth Factor (PDGF), Fibroblat Growth Factor (FGF),
Epidermal Growth Factor (EGF)°. MSC merupakan sel multipotent mirip
fibroblas yang dikarakterisasi berdasarkan berbagai surface marker seperti
ekspresi positif CD90, CD29 dan ekspresi CD31 dan CD458. MSC
diketahui mampu berperan sebagai imunomodulator, dimana dalam kondisi
hipoksia MSC mampu berpolarisasi menjadi tipe sel anti inflamasi dan
menghasilkan berbagai molekul antiinflamasi dan growth faktor yang

dikenal sebagai S-hMSCs. Beberapa penelitian telah membahas manfaat



sekretom dalam meningkatkan viabilitas sel, proliferasi sel dan penurunan
inflamasi sel. Penelitian Ribot et al membahas manfaat sekretom sebagai
faktor angiogenesis memicu proliferasi pada sel B pankreas'?. Regenerasi
sel B pankreas akan memicu peningkatan ekspresi VEGF dan PDX1,
Faktor transkripsi PDX1 mengandung homeobox dan berperan dalam
perkembangan, diferensiasi jaringan dan pengaturan ekspresi berbagai gen
spesifik pada sel beta pankreas, terutama insulint!. Penelitian terdahulu
melaporkan akumulasi kerusakan pankreas akibat autoimun akan
mengaktifkan sinyal c-Jun-NHz-Terminal Kinase (JNK) sehingga terjadi
translokasi nuklear pada  forkhead box protein 01 (FOXO01) dapat
menyebabkan penurunan PDX1 yang berujung pada penurunan produksi
insulin pada pasien DM tipe 1 disebabkan oleh kerusakan organ pankreas
yang berdampak pada produksi insulin. Penelitian yang dilakukan oleh Gao
et al (2018) menunjukkan bahwa kehilangan selurunh PDX1 pada tikus akan
menyebabkan DM tipe 1, sementara kadar glukosa tetap normal apabila
masih memiliki satu alel PDX1'%. Kerusakan sel B pankreas juga berdampak
pada kerusakan endotel vascular jaringan pankreas. Salah satu molekul
angiogenik yang berperan penting dalam perkembangan endotel adalah
VEGF. Penelitian terdahulu menjelaskan bahwa Ekspresi VEGF pada DM
tipe 1 yang berada pada islet sel B pankreas berkurang imunoreaktivitasnya
akibat adanya gangguan tranduksi sehingga respon minositik terganggu?.
Studi terbaru yang dilakukan Waseem et al (2016) menunjukkan

bahwa sekretom yang dihasilkan oleh hypoxia mesenchymal stem cells
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(hMSC) diketahui mengandung berbagai molekul bioaktif yang bermanfaat
untuk meredakan inflamasi sekaligus meregenerasi sel B pankreas pada DM
tipe 1, S-hMSC juga dapat memicu angiogenesis dan proliferasi pada sel 3
pankreas yang kurang optimal®2.

Berbagai penelitian melaporkan bahwa S-MSC mampu menurunkan
kadar molekul proinflamasi, seperti TNF-a, IFNy, IL-1 dan IL-6 pada tikus
model DM tipe 1*2. Penelitian lain juga melaporkan bahwa S-MSC mampu
meningkatan regenerasi sel B pankreas pada DM tipe 1 sekaligus
memperbaiki ekspresi insulin dan kadar gula darah, melalui peningkatan
ekspresi VEGF dan PDGF. Peningkatan regenerasi insulin dikaitkan dengan
peningkatan ekspresi faktor transkripsi pengontrol ekspresi insulin, salah
satunya adalah PDX1'°. Namun, penelitian mengenai ekspresi gen VEGF
dan PDX1 pada DM tipe 1 setelah pemberian S-MSCs masih belum
dilakukan. Berdasarkan hal tersebut, peneliti melakukan analisis pengaruh
sekretom dosis 500 uL dan 1000 uL terhadap ekspresi gen VEGF dan

PDX1 pada jaringan pankreas tikus model DM tipe 1

Rumusan Masalah
Rumusan masalah penelitian ini “Apakah terdapat pengaruh sekretom
hMSCs (S-hMSCs) terhadap peningkatan ekspresi gen VEGF dan PDX1 sel

B pankreas pada tikus model DM tipe 1?



1.3. Tujuan Umum
1.3.1. Tujuan Umum
Mengetahui pengaruh dari sekretom hMSCs terhadap
peningkatan ekspresi gen VEGF dan PDX1 sel B pankreas pada

tikus model DM tipe 1.

1.3.2. Tujuan Khusus
1. Membuktikan pengaruh peningkatan ekspresi gen VEGF sel
pankreas dengan pemberian S-hMSCs pada dosis 0,5 cc dan 1 cc
dibandingkan kontrol pada tikus model DM tipe 1.
2. Membuktikan pengaruh peningkatan ekspresi gen PDX1 sel B
pankreas dengan pemberian S-hMSCs pada dosis 0,5 cc dan 1 cc

dibandingkan kontrol pada tikus model DM tipe 1.

1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritis
Memberikan sumbangan keilmuan medis tentang penggunaan
sekretom Hypoxia-MSCs terhadap peningkatan ekspresi gen VEGF

dan PDX1 sel  pankreas tikus model DM tipe 1.

1.4.2. Manfaat Praktis
Memberikan informasi dan acuan bagi pembaca mengenai

penelitian secara in vivo tentang pengaruh sekretom dari Hypoxia-



MSCs terhadap peningkatan ekspresi gen VEGF dan PDX1 sel B

pankreas tikus model DM tipe 1.

1.5. Originalitas Penelitian

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian

Peneliti,tahun Judul metode Hasil
Khatri R, Petry SF, Mesenchymal stem hTERT-MSC MSC
Linn T. 2021 cells promote in vivo meningkatkan
pancreatic 3-cell ekspresi EGF, dan
regeneration through menghambat faktor
downregulation of pro inflamasi (IFN-
FoxO1 pathway y dan TNF-o) serta
peningkatan
ekspresi Pdx1
Dias I, Pinheiro D,  Secretome effect of 2D dan 3D Adiposa stem cell

Silva KR, Stumbo
AC, Thole A,
Cortez E, de
Carvalho L,
Carvalho SN. 2021

adipose tissue-derived
stem cells cultured two-
dimensionally and
three-dimensionally in
mice with
streptozocininduced
type 1 diabetes

metode kultur

menurunkan kadar
gula darah dan
meningkatkan
ekspresi PDX1
pada tikus model
DM tipe 1

Dettmer R, FGF2 Inhibits Early PCR Human pluripotent
Cirksena K, Pancreatic Lineage stem cell
Munchhoff J, Specification during meningkatkan
Kresse J, Diekmann Differentiation of ekspresi gen Pdx1
U, Niwolik I, Human Embryonic

Buettner FFR and Stem Cells

Naujok O. 2020

He Q, Song J, Cui Mesenchymal stem In vitro Peningkatan

C, Wang J, Hu H, cell-derived exosomal ekspresi gen Pdx1
Guo X, Yang M, miR-146a reverses setelah  diberikan
Wang L, Yan F, diabetic B-cell bone marrow MSC
Liang k, Liu Z, liu differentiation pada tikus model
Fugiang, Sun Z, DM tipe 2

Dong M, Hou X

dan Chen L. 2021

Xu L, Xu C, Zhou PAX4 promotes PDX1- InVivo Peningkatan

S, Liu X, Wang J,
Liu X, Suping Q,
XinY, Gao Y, Zhu
Y, Tang X. 2017

induces differentiation
of mesenchymal stem
cells into insuling-
secreting cells

ekspresi gen Pdx1
untuk meregulasi
insulin dan
stimulasi glukosa




Penelitian Khatri et al (2020) menggunakan human telomerase
reverse transcriptase mesenchymal stem cell (hTERT-MSC) untuk
meregulasi ekspresi EGF, menghambat faktor pro inflamasi (IFN-y dan
TNF-a)) dan mengaktifkan PDX1 sebagai faktor progenitor pankreas?®,
Penelitian Dias et al 2021 menggunakan adiposa stem cell dengan metode
kultur ~ two and three dimensional pada tikus model DM tipe 1
membuktikan adanya peningkatan ekspresi PDX1 dan menurunkan kadar
glukosal’. Penelitian Dettmer et al (2020) menggunakan human
pluripotent stem cells (hPSCs) dapat meningkatkan ekspresi PDX1 di fase
awal'8. Penelitian He et al (2021) menggunakan bone marrow stem cells,
membuktikan adanya peningkatan VEGF dan ekspresi PDX1 pada tikus
model DM tipe 2%°. Penelitian Xu et al (2017) menggunakan PAX4 untuk
merangsang MSC, sehingga meningkatkan PDX1 untuk meregulasi dan
stimulasi glukosa?’. Penelitian ini berbeda dengan penelitian lain karena
dengan mengunakan secretom hipoksik MSCs yang di filtrasi dengan
tangential flow filtration (TFF) sehingga diperoleh sekretom dengan
ukuran dan kandungan tertentu, pada penelitian ini pemberian secretom di
berikan secara intravena dengan dosis 0.5 cc dan 1 cc, dibandingkan pada
nukleus dengan mengukur ekspresi gen VEGF dan PDX1 sel B pankreas

pada tikus model DM tipe 1 yang di induksi STZ.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Vascular Endothelial Growth Factor

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) merupakan pengatur
proses angiogenesis pada sel endotelial. Gen VEGF pada manusia terletak
di kromosom 6p21.3 dan tersusun atas 8 ekson dan dipisahkan oleh 7
intron. Karakteristik utama gen VEGF diantaranya adalah sebagai faktor
angiogenesis normal dan patologis, melindungi neuron motorik dari
kerusakan®®.

VEGF mamalia terdapat lima bentuk: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D dan placental growth factors (PIGF). VEGF-A menjadi prototipe
terletak di kromosom 6p21.3 menghasilkan empat isoform 121, 165, 189
dan 206 asam amino. Produksi VEGF dapat diinduksi dalam sel hipoksia
dan akan menghasilkan Hypoxia-Inducial Factor (HIF). VEGF-A
berikatan dengan reseptor VEGF memicu jalur tirosin kinase yang
mengarah angiogenesis?®. VEGF merangsang respon seluler dengan
mengikat reseptor tirosin kinase (VEGFR) pada permukaan sel
menyebabkan dimerisasi dan teraktivasi melalui transfosforilasi walaupun
dalam tempat, waktu dan luasan yang berbeda. Reseptor VEGF memiliki
bagian ekstraseluler yang terdiri dari 7 domain yang serupa dengan
immunoglobulin. VEGF mengikat VEGFR-1 dan VEGFR-2, NRP-1 dan
NRP-2, tetapi VEGFR-2 sebagai reseptor utama yang menghubungkan

semua respon seluler??.



Penurunan fungsi VEGF-A pada DM tipe 1 karena adanya gangguan
tranduksi pada VEGFR-1 yang menyebabkan respon minositik terganggu.
Hiperglikemia yang terjadi terlalu lama pada DM tipe 1 menyebabkan
perubahan biokimia seluler dan menginduksi reactive oxygen species
(ROS) dan membentuk advanced glycation end products (AGES)?%.
Perubahan biokimia yang diinduksi glukosa akan berdampak buruk pada
fungsi seluler dengan mengubah berbagai jalur transduksi sinyal??.
Kemotaksis monosit VEGFR-1 dimediasi oleh P13K/Akt atau protein
kinase P38 yang diaktifkan oleh mitogen diatur oleh extracellular signal-
regulated kinase 1/2 (ERK1/2)?3. Pada pasien non DM Tirosin kinase
VEGFR-1 mengaktivasi jalur ini, sedangkan inaktivasinya terjadi sebagai
akibat dari penangkal fungsional oleh protein tyrosine phosphatase (PTP),

sehingga terjadi keseimbangan antara tirosin kinase dan PTPs?,

/ AGE
PIGF-1 Hyperglycemia ! PIGF-1

VEGF-A /DiGET VEGF-A
/%.EGFR 1 R081 -f\ /;, ; \VEGFR-1

s \// PTPS‘L\\I/ Pathwéys

L desensitized
\ P-ERK? Constitutive | p.grk1
e P-p381 / elevation in | p_p384
. P-Akt1 absence of | p_akt1 »
i I VEGFR1 ~_
stimulation
non-DM DM

Gambar 2.1. Mekanisme VEGF-A pada DM%
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Pancreatic Duodenal Homeobox 1 (PDX1)

Kelenjar pankreas terdiri atas eksokrin dan endokrin. Kelenjar
eksokrin yang terdiri dari asinar dan duktus bekerja memetabolisme
nutrisi. Kelenjar endokrin pankreas tersebar diseluruh organ memiliki
pulau langerhans berfungsi menghasilkan insulin. Kelenjar endokrin
pankreas berfungsi untuk mengeluarkan enzim pencernaan dan
bertanggung jawab homeostasis glukosa?’. Kelenjar pankreas terdiri atas :
sel o (memproduksi glukagon), sel B (memproduksi insulin), sel &
(memproduksi somatostatin), sel PP (memproduksi polipeptida pankreas).
Sel B pankreas bertanggung jawab atas transkripsi, sintesis, dan pelepasan
hormone insulin sebagai respon terhadap glukosa?®. Gambaran histologi
pankreas yang normal (gambar 2.2) menunjukkan keteraturan susunan sel-
sel yang menyebar di pulau Langerhans dan tidak adanya ruang yang

kosong ditengah pulau langerhans

Gambar 2.2. Histologi Pankreas Tikus
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Pancreatic Duodenal Homeobox 1 (PDX1) merupakan faktor
penting dalam regulasi ekspresi gen insulin, mengatur perkembangan,
pematangan dan diferensiasi sel p%2. PDX1 terletak di lokus kromosom
13g12.1. Transkripsi protein akan mengaktifkan gen seperti insulin,
nucleusase, somatostatin dan islet amyloid polipeptida yang akan
mengatur metabolisme glukosa dan merupakan faktor transkripsi untuk
perkembangan pankreas.?®

PDX1 pada embrio tikus terbentuk pada hari ke 8.5 di endoderm
dorsal usus, ekspresi pada hari ke 9.5 akan menjadi bagian tunas pankreas
bagian ventral dan dorsal. PDX1 yang tidak berkembang pada masa
embrionik menyebabkan pankreas tidak berkembang menyebabkan
hiperglikemia serta kematian perinatal. Kadar PDX1 di kelenjar endokrin
pada manusia dewasa dipertahankan dalam jumlah yang tinggi berfungsi
sebagai transkripsi insulin, sedangkan ekspresi rendah di kelenjar
eksokrin?,

PDX1 mengatur beberapa gen untuk mempertahankan fungsi sel
pankreas mengendalikan kadar glukosa darah. Sachdeva et al menemukan
PDX1 sebagai gen fungsional yang meregulasi metilasi utama pada DM
tipe 1. Penelitian sebelumnya menemukan diabetes akan terjadi apabila
PDX1 dihilangkan secara lengkap pada tikus, apabila masih membawa
satu alel menunjukkan tingkat toleransi glukosa normal. Hal ini

menunjukkan bahwa sel dewasa dapat hidup tanpa keberadaan PDX1%°.
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ROS hasil dari proses inflamasi berkepanjangan pada pankreas DM

tipe 1 akan menyebabkan peningkatan aktivasi second messenger c-Jun N-

terminal Kinase (JNK) yang berdampak pada penurunan ekspresi PDX1

sehingga menurunkan produksi insulin?.

2.3. Diabetes Melitus Tipe 1

2.3.1.

2.3.2.

Definisi

Diabetes melitus adalah gangguan metabolisme yang dapat
disebabkan berbagai macam etiologi, disertai dengan adanya
hiperglikemia kronis akibat gangguan sekresi insulin atau gangguan
kerja insulin atau keduanya. Sedangkan DM tipe 1 adalah kelainan
sistemik akibat terjadinya gangguan metabolisme glukosa yang
ditandai oleh hiperglikemia kronik disebabkan karena kerusakan sel
B pankreas baik oleh proses autoimun maupun idiopatik sehingga

produksi insulin berkurang bahkan terhenti®.

Etiologi

Penderita DM tipe 1 biasanya tidak mempunyai riwayat
keluarga dengan penyakit serupa. Faktor genetik dan lingkungan
sangat berperan dalam terjadinya DM tipe-1. Faktor genetik
dikaitkan dengan pola Human Leucocyte Antigen (HLA) tertentu,
tetapi sistim HLA bukan merupakan faktor satu-satunya ataupun
faktor dominan pada patogenesis DM tipe-1. Peran HLA sebagai

suatu susceptibiity gene atau faktor kerentanan. Faktor lingkungan
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berinteraksi dengan faktor genetik menjadi pemicu autoimunitas.
DM tipe 1 yang terjadi pada usia dini menunjukkan adanya paparan
faktor lingkungan pada tahun pertama kehidupan seperti adanya
infeksi enteroviral, perubahan komposisi mikrobioma usus karena
konsumsi susu sapi, sereal atau gluten dini dan defisiensi vitamin D
dapat mempengaruhi autoimunitas sel3..

Pada beberapa pasien dengan DM tipe 1 yang baru
berkembang, hanya sebagian kecil sel yang tidak rusak. Pemberian
insulin  meningkatkan fungsi sel-sel yang tersisa, mengurangi
kebutuhan akan insulin ekstrinsik. Periode ini dikenal sebagai
periode bulan madu atau bulan madu dengan kontrol glikemik yang
baik. Tahap ini biasanya dimulai dalam beberapa minggu setelah
dimulainya pengobatan dan berlangsung hingga 36 bulan. Untuk

beberapa pasien, itu bisa bertahan hingga 2 tahun®.

Patofisiologi

Diabetes melitus tipe 1 terjadi karena interaksi kompleks
antara sel pankreas dan sistem imun bawaan dan adaptif. Beberapa
infeksi virus dikaitkan dengan DM tipe 1, dan enterovirus adalah
salah satu infeksi yang paling sering dikaitkan. Protein kapsid
enterovirus utama VP1 dan RNA baru-baru ini telah terdeteksi di
pulau pankreas manusia DM tipe 1, bersama dengan ekspresi
berlebih dari kompleks gen histokompatibilitas kelas utama dan

indeks infeksi virus lainnya. Satu kemungkinan adalah bahwa
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beberapa orang dengan DM tipe 1 mungkin memiliki infeksi virus
kronis atipikal yang mengarah pada perkembangan peradangan

kronis dan autoimunitas?.

Gambaran Kilinis

Kebanyakan pasien dengan DM tipe 1 memiliki riwayat
penyakit Klinis akut. Gejala klasik seperti poliuria, polidipsia,
nokturia, enuresis, penurunan berat badan yang cepat 26 minggu
sebelum diagnosis, terkadang polifagia dan gangguan penglihatan.
Diagnosa DM dapat ditegakkan dengan melakukan pemeriksaan
dengan menggunakan darah vena®? :
a. Gejala klasik dan GDP > 126 mg/dL
b. Gejala klasik dan GDS > 200 mg/dL
c. Gejalaklasik dan GD 2 jam setelah TTGO = 200 mg/dL
d. Tanpa gejala klasik dan 2 kali pemeriksaan GDP > 126 mg/dL
e. Tanpa gejala klasik dan 2 kali pemeriksaan GDS > 200 mg/dL
f. Tanpa gejala klasik dan 2 kali pemeriksaan GD 2 jam setelah

TTGO = 200 mg/dL

g. HbAlc > 6,5%

Penundaan diagnosa sering terjadi pada diagnosis DM tipe 1.
Pada beberapa anak, gejala ketoasidosis mungkin muncul sangat
awal, tetapi pada anak lain, gejala tersebut mungkin muncul
perlahan selama beberapa bulan. Akibat keterlambatan diagnosis,

penderita DM tipe 1 dapat memasuki tahap ketoasidosis dan
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berakibat fatal bagi penderita. Keterlambatan ini juga dapat terjadi
karena pasien diduga mengalami asidosis atau bronkopneumonia
dengan syok berat akibat gastroenteritis®2.

DM tipe-1 dan 2 pada remaja overweight atau obesitas perlu
ditelusuri riwayat keluarga lengkap, pengukuran autoantibodi islet,
dan konsentrasi C-peptida plasma atau urin. Cho dkk melaporkan
bahwa kadar C-peptida puasa dapat membantu klasifikasi tipe DM
saat diagnosis pada anak dan remaja. Pemeriksaan autoantibodi pada
anak dengan DM belum menjadi pemeriksaan yang rutin dilakukan
karena ketersediaan pemeriksaan yang belum luas dan relatif mahal
di Indonesia. Penanda serologi untuk autoimunitas terhadap sel
pankreas, antara lain, (1) glutamic acid decarboxylase 65
autoantibodies (GAD), (2) Tyrosine phosphatase-like insulinoma
antigen 2 (1A2), (3) insulin autoantibodies (IAA), dan (4) B-cell-
specific zinc transporter 8 autoantibodies (ZnT8). Hasil positif pada
salah satu penanda serologi tersebut memastikan diagnosis DM tipe-
1. Skrining DM tipe 1 pada anak asimtomatik dengan panel antibodi
hanya direkomendasikan dalam penelitian dan jika memiliki anggota

keluarga derajat pertama dengan DM tipe-1%.
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Karateristik klinis saat diagnosa ditegakkan®? :

a.

Tidak terdapat kegawatan

1)

2)

3)
4)

5)

Enuresis (mengompol) pada anak yang sudah tidak
mengompol dapat menyebabkan kesalahan diagnosis dengan

infeksi saluran kemih.

Kandidiasis vaginal, terutama pada anak perempuan
prapubertas.
Penurunan berat badan kronis atau gagal tumbuh.

Iritabilitas dan penurunan prestasi di sekolah.

Infeksi kulit berulang.

Terdapat kegawatan (Ketoasidosis diabetik atau hiperglikemia

hiperosmolar)

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

Dehidrasi sedang sampai berat.

Muntah berulang dan pada beberapa kasus nyeri perut
(menyebabkan kesalahan diagnosis sebagai gastroenteritis).

Tetap terjadi poliuri meskipun dehidrasi.

Kehilangan berat badan oleh karena kehilangan cairan dan
otot serta lemak.

Pipi kemerahan karena ketoasidosis.

Bau pernapasan aseton.

Hiperventilasi pada ketoasidosis diabetik (pernapasan

Kussmaul).
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8) Gangguan sensorik (disorientasi, apatis sampai dengan

koma)

9) Syok (nadi cepat, sirkulasi perifer memburuk dengan

sianosis perifer).

10) Hipotensi (tanda paling terlambat dan jarang pada anak

ketoasidosis diabetic
c. Kondisi yang menyebabkan keterlambatan diagnosis

1) Pada anak yang sangat muda dapat terjadi ketoasidosis yang
berat karena  defisiensi insulin terjadi secara cepat dan
diagnosis tidak ditegakkan segera.

2) Hiperventilasi pada ketoasidosis salah diagnosis sebagai
pneumonia atau asma.

3) Nyeri perut berhubungan dengan Kketoasidosis dapat
menyebabkan akut abdomen sehingga pasien dirujuk ke
bedah.

4) Poliuria dan enuresis salah diagnosis sebagai infeksi saluran
kemih.

5) Polidipsia diduga sebagai psikogenik

6) Muntah salah diagnosis sebagai gastroenteritis atau sepsis.

Perjalanan alamiah DM tipe 1 ditandai dengan masa remisi
(sebagian/total) yang dikenal dengan honeymoon period. Periode ini
terjadi karena fungsi jaringan pankreas yang tersisa, seperti halnya

pankreas mengeluarkan insulin yang tersisa. Periode ini berakhir
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ketika pankreas kehabisan insulin yang tersisa®*. Secara klinis, jika
pasien baru dengan DM tipe 1 sering mengalami serangan
hipoglikemik dan perlu mengurangi kebutuhan insulin untuk
menghindari hipoglikemia, ada atau tidak adanya periode ini harus
dicurigai. Jika dosis insulin yang dibutuhkan mencapai <0,5
U/kg/hari, HbAlc <7%, pasien berada pada tahap “remisi parsial”.
Periode ini dimulai dalam beberapa hari atau minggu setelah
memulai terapi insulin dan berlangsung dari minggu ke tahun.
Selama waktu ini, kadar gula darah stabil dalam kisaran normal

meskipun pengaturan makanan dan olahraga berfluktuasiZ®.

Pengelolaan DM tipe 1

Diabetes melitus tipe 1 tidak dapat disembuhkan, tetapi
kualitas hidup pasien dapat dipertahankan secara optimal dengan
kontrol metabolisme yang baik. Kontrol metabolik yang baik
berusaha untuk menjaga kadar glikemik dalam atau mendekati
tingkat normal tanpa menyebabkan hipoglikemia, mencegah
komplikasi jangka panjang mikrovaskular dan makrovaskular.
Meskipun masih dianggap sebagai kelemahan, parameter HbAlc
merupakan parameter standar untuk pengendalian metabolik DM.
Nilai HbAlc < 7% kontrol metabolik baik, HbAlc < 8% cukup dan
> 8% dianggap buruk. Pada anak-anak, semakin rendah HbAlc,
semakin tinggi risiko hipoglikemia, sehingga kriteria ini harus

disesuaikan dengan usia®’,
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Tata laksana DM tipe-1 adalah injeksi insulin, pemantauan
gula darah, nutrisi, aktivitas fisik, serta edukasi®.
2.3.5.1. Insulin

Insulin diklasifikasikan menurut durasi kerjanya:
cepat, pendek atau teratur, sedang dan panjang. Terapi
insulin bersifat personal, menyesuaikan dengan usia, berat
badan, durasi penyakit, tujuan kontrol glikemik, gaya hidup,
dan komorbiditas?.

Regimen yang direkomendasikan adalah bolus basal
yang diberikan setidaknya dua kali sehari dengan pompa
atau insulin subkutan menggunakan insulin basal dan
insulin kerja cepat atau kerja pendek yang paling mirip
dengan sekresi insulin fisiologis. penggunaan insulin
normal). Hingga 50% dari total kebutuhan insulin (bila
menggunakan insulin kerja cepat). Pada pasien yang
menggunakan insulin normal, rasio insulin basal lebih
rendah karena insulin normal juga memiliki efek basal.
Dosis insulin yang tersisa disesuaikan dengan dosis
sebelum makan dengan insulin kerja cepat atau reguler
Rasio insulin terhadap karbohidrat dapat digunakan untuk
menentukan dosis insulin kerja cepat. Ini dihitung

menggunakan Persamaan 500 dan dibagi dengan total dosis
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insulin harian. Hasilnya adalah berapa gram karbohidrat
yang dapat ditutupi dengan satu unit insulin®.

Penyesuaian  dosis insulin  dapat ditentukan
berdasarkan pola harian kadar glukosa darah. Saat
memberikan insulin kerja cepat Glukosa darah diperiksa 12
jam setelah makan untuk menentukan efektivitas insulin.
Peningkatan kadar glukosa darah sebelum sarapan
memerlukan penyesuaian dosis insulin kerja menengah atau
insulin kerja panjang sebelum makan malam atau sebelum
tidur.  Peningkatan  glukosa  darah  postprandial
membutuhkan peningkatan dosis insulin kerja cepat atau
reguler. Dosis insulin harus ditentukan berdasarkan asupan
makanan atau karbohidrat dan hasil tes GDS®.

Dosis insulin yang dimodifikasi diberikan ketika
kadar gula darah meningkat. Faktor sensitivitas insulin
digunakan saat menghitung dosis yang dikoreksi. Ini
menentukan tingkat gula darah yang dapat dikurangi
dengan satu unit insulin. Dosis yang dikoreksi dihitung
menggunakan formula insulin kerja cepat 1800 dibagi
dengan total dosis insulin harian. Dosis koreksi insulin kerja
pendek dihitung dengan menggunakan rumus 1500, yaitu
1500 dibagi dengan dosis insulin harian total. Dari

perhitungan ini dengan total dosis insulin harian. Dosis
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koreksi insulin kerja pendek dihitung dengan menggunakan
rumus 1500, yaitu 1500 dibagi dengan dosis insulin harian
total. Dari perhitungan ini akan diketahui berapa banyak
gula darah yang dapat diturunkan dengan pemberian 1 IU
insulint.

Saat ini, terapi pompa insulin (Continous Subcutaneus
Insulin Infussion [CSII]) populer di negara maju. Dengan
CSII, dosis bolus dapat disesuaikan dengan asupan
makanan sedangkan dosis basal dapat diperbaiki atau
bervariasi. Data pompa dapat diunduh untuk memantau pola
dosis bolus. CSII meningkatkan ketidakstabilan glikemik,
kadar HbA1C 15, perkembangan hipoglikemia, dan
kebutuhan insulin. Sayangnya, CSII belum tersebar luas di
Indonesia. Berdasarkan data dari Registri UKK
Endokrinologi IDAI pada Oktober 2018, pengguna secara
konsisten menggunakan rejimen insulin CSII intensif

tradisional. Mereka adalah 52,9%, 46,3% dan 0,7%%.

2.4. Mesenchymal Stem Cell

24.1.

Definisi

Mesenchymal stem cell (MSC) adalah sel punca yang dapat
berdiferensiasi menjadi berbagai macam sel, termasuk sel adiposity,
osteoblast, kondrosit, neuronal, miosit, B-pankreas. Memiliki dua

karakteristik, yaitu pembaruan diri secara terus menerus (self
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renewal) dan kemampuan untuk berdiferensiasi menjadi tipe sel
dewasa yang terspesialisasi*®
Beberapa klasifikasi MSC:#
2.4.1.1. Berdasarkan plasitisitas
e Totipoten adalah sel yang dapat berdiferensiasi menjadi
semua jenis sel
e Pluripoten adalah sel-sel yang dapat berdiferensiasi
menjadi semua jenis sel dalam tubuh, namun tidak
dapat membentuk organisme baru
e Multipotent adalah sel yang dapat berdiferensiasi
menjadi beberapa jenis sel dewasa
2.4.1.2. Berdasarkan Sumber Asal
e Sel punca embrionik

e Sel punca dewasa

2.4.2. Fungsi
2.4.2.1. Imunomodulator
MSC mampu meregulasi system imun dan
mempercepat perbaikan  jaringan yang mengalami
kerusakan melalui mekanisme parakrin. MSC memberikan
efek imunosupresif pada sel B, sel Natural killer (NK), sel

dendritik dan netrofil*2.
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2.4.2.2. Kemampuan Diferensiasi

MSC mempunyai kemampuan untuk memperbarui
diri dan mempertahankan multipotensi yang artinya dapat
berdiferensiasi menjadi osteoblast, adiposity, kondrosit dan

miosit*3.

2.4.2.3. Antimikrobial

Efek antimikrobial MSC sangat kuat baik melalui
mekanisme langsung atau tidak langsung, sebagian besar
dimediasi oleh protein antimikroba (AMP). Sekresi AMP
yang diekspresikan oleh MSC : cathelicidin LL-37, human

defensins, hepcidin dan lipocalins.

2.4.3. Sumber

Sumber utama dari stem cell berasal dari embrio dan sumsum

tulang, tetapi beberapa penelitian melaporkan berbagai jaringan yang

mengandung MSC sebagai berikut*!

a.

b.

Jaringan dental pulp
Jaringan adiposa
Sel somatik (kulit)
Jaringan plasenta

Jaringan endometrial
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Gambar 2.3. Sumber mesenchymal stem cell (MSCs) %3
2.4.4. Karakteristik
MSC memiliki tiga karakteristik biologis yang memenuhi
syarat sebagai terapi seluler®:

a. Dapat mengekspresikan penanda permukaan sel tertentu seperti
CD73, CD90 dan CD105 dan tidak memiliki ekspresi penanda
lain termasuk molekul permukaan CD45, CD34, CD14, atau
CD11b, CD79alpha atau CD19 dan HLA-DR;

b. Mempunyai sifat perlekatan pada plastic kultur

c. Memiliki kapasitas untuk berdiferensiasi menjadi osteoblas,

adiposit dan kondroblas dalam kondisi in vitro.

Mesenchymal stem cells

= ;
/ “: ~— \ Nerve cells

¢ \
Adipocytes

Cardiomyocytes
\. /\Q . ﬁ
W/ L e )

/w

Chondrocytes
(cartilage-forming cells)

Osteoblasts
(hnna-farmina ralls)

Gambar 2.4. Kemampuan diferensiasi dari MSCs %
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Peran MSCs

Secara in-vivo, MSCs berfungsi dalam proses regenerasi suatu
jaringan. Peran MSCs dalam regenerasi jaringan berkaitan dengan
kemampuan MSCs dalam berdiferensiasi dan meregulasi kondisi
imun dalam tubuh. Kemampuan diferensiasi MSCs memungkinkan
untuk dapat mengganti jaringan yang rusak. Sedangkan kemampuan
MSCs sebagai imunoregulator berkaitan dengan kemampuan MSCs
untuk berubah menjadi MSCs tipe 1 yang bersifat pro-inflamasi atau
menjadi MSCs tipe 2 yang bersifat anti-inflamasi. MSCs tipe 1
berperan dalam memicu proses inflamasi yang menyebabkan
beberapa komponen inflamasi segera menuju ke lokasi inflamasi.
Hal ini menyebabkan proses inflamasi akan berlangsung lebih cepat
dibandingkan dengan kondisi normal. Ketika proses inflamasi
selesai, MSCS akan berubah peran menjadi MSCs tipe 2 yang
bersifat  anti-inflamasi dan ~ memiliki  kemampuan dalam
mengeksresikan sitokin-sitokin yang berperan dalam menghentikan

proses inflamasi 758,

2.5. Hipoksia

2.5.1.

Definisi

Hipoksia merupakan keadaan tidak tersedianya suplai oksigen
pada jaringan. Hipoksia bersifat merusak bagi berbagai jenis sel dan
pada kondisi hipoksia jangka panjang dapat memicu terjadinya

apoptosis sel. Namun menurut beberapa penelitian kondisi hipoksia
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dapat meningkatkan kemampuan proliferasi, self renewal, dan
pelekatan MSCs*. Selain itu kondisi hipoksik memicu produksi
molekul Hipoxic Induce Factor (HIF) yang berperan dalam

peningkatan produksi sitokin-sitokin dari MSCs*3,

HYPOXIA
1-2% 02
cp31* "
1F-1
:: aSMA*

® FGF Desmin®,
® VEGF

g ® IGF Caspase 3
© HGF Bcl-2

Oct 4 © SDF-1 MTP-2

Rex1 TGF-1

Gambar 2.5. Lingkungan hipoksia mengaktivasi MSCS %
2.5.2. Mekanisme Fisiologi Seluler

Ketergantungan kuat pada oksigen untuk homeostasis
metabolik dan kelangsungan hidup menyebabkan evolusi awal
mekanisme molekuler yang memungkinkan sel, jaringan, dan
organisme untuk beradaptasi dengan hipoksia. Respon adaptif ini
terutama diatur oleh keluarga faktor transkripsi yang disebut
hypoxia-inducible factors (HIFs)*.

HIF adalah heterodimer yang terdiri dari subunit protein HIFa,
yang hanya diekspresikan selama hipoksia, dan subunit protein
HIF1B yang diekspresikan secara konstitutif. Selama normoksia,
subunit HIFa dihambat oleh kompleks VHL dan ditargetkan untuk
degradasi proteasomal. Interaksi yang bergantung pada normoksia

antara subunit HIFa dan kompleks VHL membutuhkan hidroksilasi
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dari dua residu prolin dalam domain oxygen-dependent degradation
(ODD) dari HIFa. Reaksi hidroksilasi ini, yang dikatalisis oleh HIF-
regulating prolyl-4-hydroxylases, digabungkan dengan
dekarboksilasi oksidatif-ketoglutarat menjadi suksinat dan karbon
dioksida®.

Hipoksia terjadi apabila adanya subunit HIF-o lolos dari
degradasi konstitutif, menjadi stabil di sitoplasma, dimerisasi dengan
HIF-1B dan heterodimer inti mengatur ulang pola ekspresi gen sel
hipoksia. Hal ini terutama, menginduksi gen yang memediasi
peralinan dari metabolisme bergantung oksigen ke metabolisme
anaerobik*. HIF-1a diekspresikan di sebagian besar jaringan
manusia, sementara HIF-2a dan HIF-3a diekspresikan pada jaringan
yang lebih terbatas dan pada tahap perkembangan, seperti paru-paru
janin atau endotel vaskular yang berkembang. Dalam merefleksikan
pola ekspresi jaringan spesifik mereka, HIF-1a memainkan peran
secara luas dalam regulasi transkripsi semua sel sebagai respons
terhadap hipoksia, sedangkan HIF-2a dan HIF-30 memainkan peran

yang lebih terbatas atau terspesialisasi dalam homeostasis oksigen°.

2.6. Sekretom
2.6.1. Definisi
Sekretom merupakan zat yang dihasilkan MSC mengandung
faktor parakrin larut yang bertanggung jawab untuk perkembangan

jaringan, homeostasis, regenerasi. Sekretom mampu mengeluarkan
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molekul neuroregulasi penting, seperti: faktor neurotropik yang
diturunkan dari otak (BDNF), faktor pertumbuhan saraf (NGF),
faktor pertumbuhan insulin 1 (IGF-1), faktor pertumbuhan hepatosit
(HGF), faktor pertumbuhan endotel vaskular (VEGF), faktor
pertumbuhan transformasi beta (TGF-p), faktor neurotropik turunan
glial (GDNF), faktor pertumbuhan fibroblas 2 (FGF-2), faktor sel
induk (SCF), faktor perangsang koloni granulosit (G-CSF) dan
faktor turunan sel stroma (SDF-1) baik secara in vitro maupun in

vivo?8,

Komposisi

Komposisi sekretom yang telah diteliti dan dapat digunakan
untuk terapi tanpa sel : anti inflamasi (IL-4, 1L-10, IL-3 dan TGFb),
pro-inflamasi (IL2, IL12, IFNr, TNFa, IL1a), chemokines (MCP1,
IL-8, MIP1b), hemopoeitik (G-SCF dan GM-CSF), faktor pleitropik

(IL-6)7.

Modifikasi Pendorong Sekret Mesenchymal Stem Cell

Terdapat beberapa bukti yang menunjukkan bahwa modifikasi
MSC dapat meningkatkan efek terapeutik sekretomnya. Berbagai
rangsangan dan kondisi yang telah dikembangkan antara lain “2:
a. Kultur sel dalam kondisi hipoksia, meningkatkan produksi faktor

pertumbuhan dan molekul anti-inflamasi; rangsangan pro-
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inflamasi, menginduksi sekresi lebih tinggi dari faktor - faktor
yang berhubungan dengan imunitas;

b. Kultur pada sistem tiga dimensi, yaitu kultur sferoid,
meningkakan produksi faktor anti-inflamasi dan anti-tumor

c. Rekayasa mikropartikel.

Streptozotocin

Streptozotocin  didapatkan dari  Streptomyces achromogenes.
Streptozotocin memiliki stuktur analog glukosa dengan penambahan N-
asetil glikosamine dan bersifat toksik pada sel beta pankreas®.
Streptozotocin sering digunakan untuk menginduksi DM tipe 1 maupun tipe
2 pada hewan coba®.

Streptozotocin bekerja dengan cara membentuk radikal bebas sangat
reaktif yang dapat menimbulkan kerusakan pada membran sel, protein, dan
deoxyribonucleic acid (DNA), sehingga menyebabkan gangguan produksi

insulin oleh sel beta langerhans pankreas®?.

Hubungan Sekretom hipoksia Mesenchymal Stem Cells terhadap Gen
VEGF dan PDX1

Sekret dari Mesenchymal Stem Cell, yaitu sekretom mengandung
berbagai faktor pertumbuhan dan sitokin, sehingga dapat digunakan sebagai
terapi alternatif yang baik untuk terapi berbasis stem cell.#” MSC telah
diketahui perannya dalam meningkatkan regenerasi jaringan yang terluka

dengan kapasitasnya untuk berdiferensiasi menjadi beberapa jenis jaringan.
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Penelitian terbaru telah melaporkan bahwa MSC yang dikondisikan dengan
hipoksia meningkatkan kemampuan parakrin mereka®3.

Sitokin IL-1B, TNFa dan IFNy yang disekresikan oleh makrofag dan
sel T memiliki peran besar dalam proses kerusakan sel pada DM Tipe 1.
Sitokin-sitokin tersebut adalah penginduksi utama stres sel B yang
bertanggung jawab atas tingkat kematian sel p hewan pengerat dan manusia
pada model eksperimental dari DM Tipe 154,

Sekretom mengandung berbagai faktor anti-inflamasi yang diduga
dapat memberikan efikasi pada sel islet DM tipe 1, diantaranya yaitu IL-10,
TGFpB, TGFa, bFGF, EGF, VEGF, PDGF, KGF, G-CSF, GM-SCF, IGF-1,
dan HGF. IL-10 merupakan sitokin anti-inflamasi yang disekresi oleh
sekretom yang dapat menurunkan sitokin pro-inflamasi (IL-6, TNFa, dan
|L_1B)16,55,67.

Perlakuan prakondisi pada MSC dengan pre-treatment hipoksia
meningkatkan efek imunomodulator MSC dengan meningkatkan sekresi
sitokin dan faktor terlarut yang terkait dengan imunosupresi dari MSC51.
Prokondisi Hipoksia meningkatkan sekresi VEGF, HGF, FGF, sekresi sel
endotel yang akan menunjang proses angiogenesis®®.

Vaskularisasi jaringan pankreas dipengaruhi oleh ekspresi gen VEGF
yang merupakan regulator dari proses vaskulogenesis, angiogenesis,
permeabilitas pembuluh darah dan susunan sel endotelial pembuluh darah.
Sel endothelial pembuluh darah pada  pankreas penderita DM berkurang

jumlahnya disebabkan oleh resisten insulin. Sekretom memiliki faktor-
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faktor pertumbuhan seperti VEGF, bFGF dan EGF akan meningkatkan
angiogenesis dan regenerasi sel endotel sehingga ekspresi gen VEGF sel
pankreas akan meningkat®/-8,

Faktor anti-inflamasi sekretom dapat mengaktifkan faktor spesifik
pada sel progenitor pankreas seperti fosforilasi AKT dan PI3K akan
merangsang peningkatan forkhead-homeobox02 (FOX02) sehingga
meningkatkan ekspresi PDX1. Secara keseluruhan sekretom merangsang
proliferasi sel B pankreas sehingga ekspresi PDX1 meningkat seiring

perbaikan sel islet yang sebelumnya rusak oleh karena proses autoimun®,



3.1.

BAB IlII

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

Kerangka Teori

Induksi STZ pada sel pankreas akan menginduksi stress oksidatif
(ROS) yang mengaktifkan jalur IKK/NF-kp dan JNK/AP-1 untuk
menginduksi pelepasan sitokin proinflamasi seperti IL-6, IL-1B, TNF-a, dan
IFN-y®7. Pelepasan sitokin tersebut menyebabkan inflamasi yang berdampak
terhadap kerusakan islet langerhans, kematian pada sel B-pankreas dan
penurunan  produksi insulin.  Kerusakan tersebut  menyebabkan
penghambatan sekresi insulin yang menyebabkan kondisi hiperglikemia.

Prekondisi hipoksia berpengaruh dalam meningkatkan kemampuan
bertahan hidup dan proliferasi MSCs. MSCs hipoksia akan
mengekspresikan soluble molecule berupa sitokin, kemokin dan growth
faktor lebih banyak dari pada kondisi normal®. Sitokin-sitokin dan
mediator—mediator yang muncul sebagai respon terhadap adanya hipoksia
antara lain IL-10, TGFB, TGFa, bFGF, EGF, VEGF, PDGF, KGF, G-CSF,
GM-SCF, IGF-1, dan HGF yang selanjutnya disebut sekretom hipoksia
mesenchymal stem cells (S-hMSCs). Pada penelitian ini sekretom diberikan
secara intraperitoneal pada tikus model DM tipe 1. Komponen VEGF pada
S-hMSC mengaktifkan jalur angiogenesis sehingga meningkatkan ekspresi

VEGF vaskular pankreas®.
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S-hMSC
IL-10, TGF-B, TGF-a,
b-FGF, EGF, VEGF,
PDGF, KGF, GCSF,
GM-SCF, IGF1
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3.2. Kerangka Konsep

Ekspresi PDX1

Ekspresi VEGF

Gambar 3.1. Kerangka Teori
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Gambar 3.2. Kerangka Konsep
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3.3. Hipotesis
1. Terjadinya peningkatan ekspresi VEGF sel B pankreas pada sampel
tikus dengan model DM tipe 1 yang diinduksi streptozocin setelah
pemberian S-hMSCs pada dosis (P1) 0.5 cc dan (P2) 1 cc.
2. Terjadinya peningkatan ekspresi PDX1 sel $ pankreas pada sampel tikus
dengan model DM tipe 1 yang diinduksi streptozocin setelah pemberian

S-hMSCs pada dosis (P1) 0.5 cc dan (P2) 1 cc



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Penelitian merupakan post test only control group dengan metode
rancang acak lengkap dengan lima kali ulangan per perlakuan. Objek
penelitian adalah tikus jantan galur wistar dengan bobot badan 200 g + 10 g
(cv = 5%).
Perlakuan terdiri dari:
1. Kelompok: Sham (tidak diberi perlakuan),
2. Kelompok: Kontrol (DM Tipe 1 diinduksi STZ 4mg/minggu)
3. Kelompok: P1 (pemberian S-hMSCs secara intraperitoneal dosis 0.5
cc),
4. Kelompok: P2 (pemberian S-hMSCs secara intraperitoneal dosis 1 cc),
A : Adaptasi

R : Randomisasi

P : Perlakuan * | Shan O1
O: Observasi » Kontrol 02
Sampel (» A ——» R —> P1 03
> P2 04

Gambar 4.1. Gambar Rancangan Penelitian
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4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.2.1. Variabel Peneltian
4.2.1.1. Variabel Bebas
Variabel bebas: S-hMSCs dosis 0.5 cc dan 1 cc.
4.2.1.2. Variabel Terikat
Variabel dependen: ekspresi gen VEGF dan PDX1
4.2.1.3. Variabel Pengganggu
a. Variabel terkendali
1. Usia
Memilih subyek yang berumur 2 — 3 bulan.
2. Berat badan
Memilih subyek dengan berat badan antara 200 —
250 gram.
3. Waktu pengukuran kadar glukosa
Melakukan pengukuran kadar glukosa darah pada
waktu yang sama.
4. Dosis perlakuan dan lama perlakuan
Dikendalikan dengan pemberian dosis perlakuan
yang sama disesuaikan pada masing-masing
kelompok tikus dan memberikan perlakuan selama

sebulan.
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5. Penyesuaian lingkungan
Dikendalikan dengan melakukan adaptasi pada
subyek penelitian terlebih dahulu selama 3 hari.
b. Variabel tak terkendali
Subyek diberi pakan standar dan aquades jenis
pakan yang diberi sama, namun jumlah yang

dikonsumsi masing-masing subyek tidak diobservasi.

4.2.2. Defenisi Operasional
4.2.2.1. Sekretom Hipoksia MSCs (S-hMSC)

Sekretom adalah molekul larut dan vesikel
ekstraseluler yang disekresikan olehn MSCs. Molekul larut
meliputi faktor biologis aktif seperti sitokin, kemokin dan
faktor pertumbuhan. Sekretom diperoleh dari medium hasil
prekondisi MSCs secara hipoksia. Kemudian dlilakukan
filtrasi dengan menggunakan Tangential Flow Filtration. S-
hMSCs kemudian diinjeksikan secara intraperitoneal
kepada beberapa kelompok yaitu kelompok P1 di berikan S-
hMSCs 0.5 cc dan kelompok P2 di berikan S-hMSCs 0.5
cc. Injeksi S-hMSC dilakukan pada hari 1, 7 dan 14.

Skala: Rasio
4.2.2.2. Ekspresi gen VEGF
VEGF adalah mitogen spesifik sel endotel in vitro dan

penginduksi angiogenik dalam jaringan pankreas. Sampel
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jaringan diambil dan dilakukan ekstraksi RNA untuk di
analisis dengan metode reverse transcriptase-polymerase
chain reaction (RT-PCR) yang disajikan dalam bentuk
presentase.
Skala: Rasio
4.2.2.3. Ekspresi gen PDX1

PDX1 adalah faktor transkripsi utama pada pankreas
yang berperan dalam regenerasi jaringan pankreas dan
sebagai regulator dalam produksi insulin. Sampel jaringan
diambil dan dilakukan ekstraksi RNA untuk di analisis
reaction (RT-PCR) yang disajikan dalam bentuk presentase.

Skala: Rasio

4.3. Subyek Penelitian dan Sampel Penelitian
4.3.1. Subyek Penelitian

Subyek pada penelitian ini adalah tikus jantan galur Wistar
(Rattus novergicus) berusia 2-3 bulan dengan bobot badan 200-250
gram yang dinyatakan layak digunakan untuk penelitian oleh dokter
hewan dari Animal House Integrated Biomedical Laboratory,
Fakultas Kedokteran Universitas Sultan Agung Semarang dan timbul
terjadi DM Tipe 1 setelah paparan STZ dosis 4mg/minggu dan
dikonfirmasi terjadi peningkatan kadar gula darah > 200 mg/dL pada

hari ke-7 setelah induksi.



4.3.2. Sampel Penelitian

4.3.3.

43.2.1.

4.3.2.2.

4.3.2.3.

Kriteria Inklusi
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Kriteria inklus sampel penelitian adalah tikus jantan

putih galur Wistar dengan Kkriteria sebagai berikut:

1. Umur 2-3 bulan.

2. Kondisi sehat dan tidak cacat.

3. Bobot badan 200-250 gram.

4. S-hMSC dapat mengekspresikan CD90 dan CD29
Kriteria Eksklusi

Tikus putih jantan galur Wistar dengan kriteria:

1. Memiliki kelainan anatomis.

2. Sudah pernah digunakan untuk penelitian sebelumnya.
3. Tikus yang sakit selama masa penelitian.

Kriteria Drop Out

Tikus mengalami infeksi atau mati selama penelitian.

Besar Sampel

Sampel minimal dihitung dengan menggunakan kriteria WHO

sebanyak 5 ekor sampel per kelompok. Penelitian ini setiap

kelompok diberi tambahan 1 ekor tikus.

Pada penelitian ini menggunakan 20 ekor tikus putih jantan

galur Wistar dengan masing-masing 5 ekor sampel per kelompok.

Kelompok sampel dalam penelitian disebar menjadi empat

kelompok, maka besar sampel dapat dirumuskan:
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Besar sampel = Jumlah kelompok penelitian x 5

ekor/kelompok= 4 x 5 ekor= 20 ekor tikus jantan galur wistar.

4.3.4. Cara Pengambilan Sampel Penelitian

Berdasarkan besar sampel menurut kriteria WHO didapatkan
jumlah sampel tiap perlakuan > 5 sehingga total hewan coba yang
diperlukan untuk penelitian ini adalah 20 ekor tikus putih jantan
galur Wistar. Teknik Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan
menggunakan cara Randomized Sampling. Pertama, tikus diberi
label dari 1 sampai 5. Lalu, membuat table kosong berisikan kolom
yang berjumlah semua sampel penelitian yang terbagi dalam 4
kelompok perlakuan yaitu perlakuan Sham (tidak diberi perlakuan),
Kontrol (hanya diberi induksi STZ 4mg/minggu), P1 (Pemberian S-
hMSCs secara iv dengan dosis 0.5 cc), dan P2 (Pemberian S-hMSCs
secara iv dengan dosis 1 cc), kemudian secara acak memasukan tikus
tersebut ke dalam suatu kelompok dan memberi label pada tikus
tersebut. Untuk cadangan setiap kelompok ditambah 1 ekor tikus

sehingga total sampel setelah ditambah cadangan adalah 24.

4.4. Alat dan Bahan
44.1. Alat
Penelitian ini menggunaka peralatan berupa perlengkapan
kultur sel yang terdiri Biosafety Cabinet (BSC), mikropipet,

inkubator COg, dissecting kit, dan flask 75T. Kondisi kultur hipoksia
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didapatkan dengan menggunakan hypoxic chamber. Oxygen meter
digunakan untuk mengukur kadar oksigen di dalam hypoxic
chamber. Selain itu penelitian ini menggunakan untuk induksi STZ
dan pemberian S-hMSCs vyaitu spuit 3 ml, jarum suntik 23-G, alat
ukur glukosa digital, kandang tikus, tabung icrocentrifuge 1,5ml,
sentifugator, alat gRT-PCR (Illumina) yang digunakan untuk analisis

ekspresi gen VEGF dan PDX1

4.4.2. Bahan
Bahan dari penelitian ini terdiri dari bahan kultur yang
tersusun atas tali pusat tikus, NaCl 0.9%, PBS, DMEM, FBS,
fungizone, dan penstrep. Sedangkan bahan yang digunakan untuk
proses perlakuan adalah gel berbasis air, alcohol 70%, PBS,
Ketamin, Xylasine. Makanan standard hewan pengerat (Harlan),
Natrium sitray 50 mM pH 45 (ezxyme grade, Fisher),

Streptozotocin (STZ, Sigma), dan sukrosa 10% (Sigma).

45. Cara Penelitian
45.1. Perolehan Ethical Clearance
Ethical clearance penelitian didapatkan dari Komisi Etik

Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang.



42

4.5.2. Prosedur Isolasi Mesenchymal Stem Cells dari Umbilical Cord

Seluruh proses dilakukan di dalam biosafety cabinet class 2,

menggunakan peralatan yang steril dan dikerjakan dengan teknik

sterilitas yang tinggi.

1.

Umbilical cord dikumpulkan dan ditaruh dalam wadah steril
yang mengandung NaCl 0.9%

Dengan menggunakan pinset, umbilical cord diletakkan ke petri
dish, umbilical cord dicuci sampai bersih menggunakan PBS
Umbilical cord dipisahkan dari janin tikus dan pembuluh darah
dibuang.

Umbilical cord dicacah hingga halus dan diletakkan pada flask
25T secara merata dan diamkan selama 3 menit hingga jaringan
melekat pada permukaan flask.

Medium komplit yang terdiri dari DMEM, fungizon, penstrep,
dan FBS) ditambahkan secara pelan-pelan hingga menutupi
jaringan.

Eksplan diinkubasi di dalam inkubator pada suhu 37°C dan 5%
CO,.

Sel akan muncul setelah kurang lebih 14 hari dari awal proses
kultur.

Penggantian medium dilakukan setiap 3 hari sekali dengan cara
membuang separuh medium dan diganti dengan medium

komplit baru.
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Pemeliharaan sel dilakukan hingga sel mencapai konfulensi

80%.

45.3. Pembacaan CD90, CD29, CD45, dan CD31 dengan Flow

Cytometry

1.

Lepaskan sel dari flask dengan menggunakan BD™ accutase™
cell detachment solution (cat No. 561527) atau larutan
detachment soluution yang lain, cuci sel dan lakukan resuspensi
dengan konsentrasi 1x107 sel /ml di dalam BD Pharmingen™
Stain Buffer (cat. No. 554656) atau Phospat Buffer Saline (PBS)
buffer. Sel dapat diresuspensi pada kosentrasi 5x 10° sel/ml jika
jumlah sel terbatas.

Siapkan tabung falcon 5ml yag berisi reagen flowcytometry
(Tabel 4.1).

Ulangi tabung 5 sampai 7 untuk setiap penambahan sempel
yang dianalisis.

Ambil 100 pl sampel kedalam masing masing tabung.

Vortex atau tapping.

Inkubasi 30 menit suhu kamar, dalam ruang gelap.
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Tabel 4.1. Reagen yang digunakan dalam flow cytometry

Volume yang
Tabung Reagen dimasukan

1 FITC mouse anti-human CD29 5ul

2 PE mouse anti-human CD90 5ul

3 PerCP-CyTm 5.5 mouse anti-human CD45 5ul

4 APC Mouse anti-human CD31 5ul
5 Kosong -

6 hMSC positive isotype control cocktail 20pl

hMSC negative isotype control cocktail 20ul

7 hMSC positive cocktail 20pl

PE hMSC negative cocktail 20yl

7. Cuci sebanyak 2 kali dengan stain buffer (PBS) dan resuspensi
dengan 300-500ul stain bufer (PBS) atau 1 kali washing buffer
(FBS).

8. Baca di flow cytometry gunakan tabung 1-5 sebagai kontrol

untuk set up cytometry ( sebagai kompensasi).

4.5.4. Proses Hipoksia

1. MSC yang telah mencapai 80% konfluensi ditambahkan
medium komplit hingga 10 mL.

2. Flask yang telah berisi MSC kemudian masukkan ke dalam
hypoxic chamber.

3. Gas nitrogen disalurkan melalui katup inlet dan oxygen meter
ditempatkan pada lubang sensor untuk mengukur konsentrasi
oksigen di dalam chamber.

4. Nitrogen ditambahkan hingga jarum indicator menujukkan

konsentrasi 5% oksigen.
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Chamber yang telah berisi flask diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37°C.

Setelah 24 jam, media kultur diambil dan saring dengan
menggunakan TFT untuk mendapatkan HypMSC-Scr yang
selanjutnya dicampurkan dengan gel berbasis air sesuai dengan

dosis P1 dan P2.

4.5.5. Pembuatan Tikus Model DM Tipe 1

1.

Tikus yang memenuhi kriteria inklusi dimasukan dalam satu
kandang ,dua sampai lima tikus jantan pada suhu 24 Ce £ 1-C
dan kelembaban 55% * 5%, dengan siklus terang-gelap selama
12 jam (cahaya pada jam 8 : 00 dan mati pada pukul 20:00) Beri
tikus akses menuju makanan dan air secara bebas.

Timbang semua tikus secara akurat sampai 1 g. Sebar hewan
secara acak menjadi kelompok kontrol dan kelompok perlakuan.
(Jumlah tikus harus sama untuk setiap kelompok)

Pada percobaan hari 1, puasakan semua tikus selama 6 sampai 8
jam sebelum perlakuan STZ. Berikan minum seperti biasa.
Siapkan buffer natrium sitrat 50 mM (pH 4,5). Tempatkan 1 ml
buffer ke dalam masing-masing tabung microcentrifuge 1,5 mi
dan tutup tabung dengan aluminium foil.

Larutkan STZ dalam 50 mM buffer natrium sitrat (pH 4,5)

hingga konsentrasi akhir 10 mg / ml. Larutan STZ harus
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disiapkan secara baru untuk setiap injeksi dan diinjeksikan
dalam 5 menit setelah larut.

Menggunakan spuit 3-ml dan jarum 23-G, injeksi larutan STZ
secara intraperitoneal pada 65 mg / kg untuk kelompok
perlakuan. Masukkan buffer sitrat dengan volume yang sama
(pH 4,5) secara intraperitoneal untuk kelompok kontrol.
Kembalikan tikus ke kandangnya. Berikan makanan seperti
biasa dan air sukrosa 10%.

Pada hari percobaan ke-2, ganti air sukrosa 10% menjadi air
biasa

Untuk penelitian yang melibatkan DM Tipe 1 tahap awal: Pada
hari percobaan ke-10, puasakan semua tikus selama 6 sampai 8
jam. Uji kadar glukosa darah dari sampel vena di ekor
menggunakan alat cek kadar gula digital. Kadar glukosa drah
hewan coba >150mg/dl lebih tinggi dibandingkan tikus kontrol.
Kadar glukosa puasa untuk hiperglikemia ringan harus >150 mg
/ dl dan / atau menunjukkan peningkatan yang signifikan secara
statistik pada tikus yang disuntik STZ dibandingkan dengan
tikus kontrol.

Pada minggu ke-3, sebagian besar tikus yang diinjeksi STZ
mengalami diabetes berat dengan tingkat glukosa darah

biasanya> 250 sampai 600 mg / dl.
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12. Suatu zat uji atau senyawa sedang dinilai kemampuannya untuk
mengoreksi hiperglikemia, perpanjang protokolnya lebih lama,
tergantung pada kebutuhan eksperimental. Rawat kelompok
hewan seperti yang dijelaskan pada langkah 3 sampai 9 untuk
membentuk status diabetes dan kemudian obati hewan dengan
terapi restoratif potensial. Sertakan kelompok yang menerima
suntikan vehicle yang sesuai sebagai kontrol.

13. Tikus DM Tipe 1 yang terlah terkonfirmasi di treatment S-
hMSCs pada hari ke 7, 14, dan 21 dengan dosis P1 diinjeksi S-
hMSCs 0.5 cc dan P2 S-hMSCs 1 cc. Tikus sham tidak di
berikan treatmen apapun, sedangkan tikus control diberikan

perlakuan STZ 4mg/minggu.

4.5.6. Terminasi dan Pengambilan Jaringan

1. Terminasi tikus dengan menggunakan cocktail dosis lethal
sebelum dilakukan pengambilan organ. Untuk pembuatan 10 mL
cocktail digunakan Ketamine 50 mg/kgBB, Xylazine 10
mg/kgBB dan Acepromazine 2 mg/kgBB yang diinjeksikan
secara intramuskular.

2. Setelah proses terminasi, koleksi organ pankreas kemudian
disimpan dalam cryotube yang bebas dari RNAase dan disimpan
pada suhu -80°C dalam RNA later.

3. Pengumpulan sampel pankreas tikus.
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4.5.7. Ekstraksi RNA dan sintesis cDNA

1. Sampel pankreas sebanyak 100 mg diambil dari RNA later
kemudain dipotong menjadi bagian-bagian kecil dimasukkan
kedalam tube yang terlah terisi 50 mL RNA Iso Plus.

2. Potongan pankreas ditumbuk menggunakan micropastle dan
ditambahkan lagi RNAIso Plus sebanyak 50 mL dan disimpan di
suhu ruang selama 5 menit.

3. Ditambahkan 20 mL chloroform dan divortex hingga larutan
menjadi putih susu.

4. Inkubasi pada suhu ruang selama 2-3 menit, serta disentrifugasi
pada 15.000 rpm selama 15 menit pada suhu 40C hingga larutan
dalam tube terlihat memiliki 3 lapisan. Lapisan yang paling atas
berupa RNA (fase liquid), lapisan kedua berupa DNA (fase
semisolid) dan lapisan bawah mengandung debris-debris sel.

5. Lapisan paling atas dipindahkan ke tabung centrifuge baru dan
volumenya diukur, dan ditambahkan isopropanolol dengan
volume yang sama dengan RNA yang diambil dari lapisan paling
atas.

6. Tabung Eppendorf digoyang-goyangkan hingga muncul benang-
benang putih, kemudian disentrifugasi pada 15.000 rpm selama
10 menit pada suhu 40C. Supernatan dibuang sampai terlihat

pelet berwarna putih di dasar tabung.
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Setelah kering ditambahkan 100 mL etanol 70% dalam larutan
(Diethyl pyrocarbonat) DEPC lalu bolak balikkan berulang kali
serta disentrifugasi kembali pada 15.000 rpm selama 5 menit
pada suhu 40C.

Supernatan dibuang dan ditambahkan DEPC sebanyak 30-50
um. Campuran diinkubasi pada suhu 55°C selama 10 menit.
Selanjutnya didapatkan total RNA solution dan disimpan pada
suhu -80°C. RNA dikuantifikasi dengan Nanodrop. Hasil
kuantifikasi dihitung untuk dijadikan 3000 ng.

Sintesis cDNA dengan membuat campuran A dengan
mencampurkan sampel RNA yang telah dihitung, 1 pl OligoDT
serta PCR water hingga mencapai volume 10 pl, kemudian
diinkubasi selama 5 menit dalam suhu 70°C.

Campuran A ditambah dengan campuran B yang terdiri dari 5X
buffer 4 pl, DEPC-Treated H20 5 ul, ReverTraAce 1 pl.
Campuran tersebut diinkubasi pada suhu 250C selama 5 menit,

42°C selama 50 menit dan 85°C selama 5 menit.

4.5.8. Pembacaan ekspresi gen VEGF dengan Real Time-Polymerase

Chain Reaction (RT-PCR)

1.

Ekspresi mRNA dari VEGF dianalisis menggunakan Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).
Campuran dari 3 pl cDNA sampel, Tag master mix (ANTPs, Taq

DNA polymerase, reaction buffer and MgClI2) sebanyak 12,5 pl,
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primer spesfik pada masing-masing gen target sebanyak 0,6 pl
untuk primer forward dan reverse dan 8,3 pl Nuclease Free
Water.

3. PCR produk kemudian dianalisis dengan ¢gRT-PCR dan
peningkatan CT VEGF di kalkulasi terhadap gen house keeping

pB-actin.

4.5.9. Pembacaan ekspresi gen PDX1 dengan Real Time-Polymerase

Chain Reaction (RT-PCR)

1. Ekspresi mRNA dari PDX1 dianalisis menggunakan Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).

2. Campuran dari 3 pl cDNA sampel, Taq master mix (dNTPs, Taq
DNA polymerase, reaction buffer and MgCl2) sebanyak 12,5 pl,
primer spesfik pada masing-masing gen target sebanyak 0,6 pl
untuk primer forward dan reverse dan 8,3 pl Nuclease Free
Water.

3. PCR produk kemudian dianalisis dengan gRT-PCR dan
peningkatan CT PDX1 di kalkulasi terhadap gen house keeping

B-actin.

4.6. Tempat dan Waktu Peneltian
4.6.1. Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan di laboratorium Stem Cell & Cancer

Research (SCCR), Fakultas Kedokteran Unissula Semarang.
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4.6.2. Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan pada bulan Maret - April 2022.

Analisa Data

Data yang telah didapat, diproses, disunting, ditabulasi, dan
dibersihkan, kemudian dilakukan uji deskriptif. Kemudian dilakukan uji
normalitas data dengan uji Shapiro-Wilk. Karena data berdistribusi normal
maka dilanjutkan dengan uji homogenitas Lavene test. Data yang homogen
dilanjutkan dengan uji parametrik One Way Annova untuk mengetahui
perbedaan antar kelompok perlakuan(p<0,05) yang kemudian dilanjutkan
dengan uji Post Hoc LSD. Pengolahan analisis data dilakukan dengan

menggunakan software SPSS 16.0.
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Alur Penelitian

Tikus putih jantan galur Wistar 24 ekor

v

Randomisasi dan adaptasi selama5 hari

v

4mg/minggu

Tikus dipuasakan 6-8 jam pada hari ke-6 tikus di injeksi STZ dengan dosis

Validasi hewan coba post induksi STZ dengan GDS> 200 selama 72 jam

v

Dibagi menjadi 4 kelompok
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Tikus Buntina

v

Isolasi umbilical cord

v

Isolasi dan kultur

v

Pemanenan Sel

v

Penghitungan dan

validasi MSC
Jr v
Kelsorr]r;ﬁg)k | Kellfomn?r(())ll( I Kelon;pl)ok 11 Kelorggok v Prekondisi Hipoksia
ada Chamber Oksigen
(dtidak diberi (Injeksi NaCl) M (pemberianS- [ (pemberian S- p 9
perlakuan) hMSCs IV dosis hMSCs IV dosis v
0.5 cc) 1cc) . .
Isolasi medium
| | | kondisional MSC
v v
| Diberi pakan standard dan minum denaan sukrosa 10% | | Filtrasi dengan TFF |
Ganti minum menjadi air biasa kembali pada hari ke-2 setelah induksi STZ Masul;l;alljr;tdalam
! v
| Rawat tikus hingaa hari ke-21 | J S-hMSCs
Kelompok | Kelompok 11 Kelompok 111 Kelompok 1V
Sham Kontrol P1 P2
(tidak diberi u (Injeksi NaCl) (pemberian S- ] (pemberian S-
hMSCs IV dosis hMSCs IV dosis 1

perlakuan)

Pemberian pakan standar sampai hari ke-28

Pengambilan sampel pankreas dan darah vena pada hari ke-28

Pemeriksaan ekspresi gen VEGF dan PDX1

Pengolahan dan analisa data

Gambar 4.2. Gambar Alur Penelitian




BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental yang dilakukan selama bulan
Februari 2022 hingga Maret 2022 di Laboratorium Stem Cell and Cancer
Research (SCCR), Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung,
Semarang. Subjek penelitian ini adalah tikus jantan galur wistar dengan berat 200-
250 gram dan berumur 2-3 bulan yang diinduksi Streptozotocin (STZ) dengan
dosis 60 mg/kgBB pada hari ke-6 setelah diadaptasikan selama 5 hari dan
dipuasakan 6-8 jam. Dalam penelitian ini jumlah sampel sebanyak 20 ekor dan
tidak ada yang tereksklusi selama penelitian berlangsung. Penelitian ini terdiri
dari 4 kelompok dengan 1 kelompok Sham (tidak diberi perlakuan), 1 kelompok
kontrol, dan 2 kelompok perlakuan. Kelompok perlakuan pertama (P1) terdiri atas
5 ekor hewan uji (Tikus DM Tipe 1) dengan pemberian injeksi S-hMSCs
intraperitoneal dosis 0.5 cc pada hari ke 7, 14, dan 21 dan kelompok kedua (P2)
terdiri atas 5 ekor hewan uji (Tikus DM Tipe 1) dengan pemberian injeksi S-
hMSCs intraperitoneal dosis 1 cc pada hari ke 7, 14, dan 21. Untuk kelompok
kontrol terdiri dari 5 ekor hewan uji yang hanya mendapatkan induksi STZ
60mg/kgBB dan NaCl sebagai vehicle. Sedangkan kelompok sham adalah

kelompok tikus sehat tanpa perlakuan dan intervensi.
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5.1. Hasil Penelitian

5.1.1.

Isolasi Secretome Mesenchymal Stem Cell (MSC-Scr) dari
Umbilical Cord

Isolasi MSC dilakukan di Laboratorium Stem Cell and Cancer
Research (SCCR) Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan
Agung, Semarang, menggunakan umbilical cord tikus bunting usia
21 hari. Hasil isolasi kemudian dilakukan kultur pada flask plastik
dengan penambahan medium komplit yang terdiri dari DMEM,
fungizon, penstrep, dan FBS. Hasil kultur MSC setelah konfulensi
80% didapatkan gambaran sel yang melekat pada dasar flask dengan
morfologi spindle-like cell dalam pengamatan mikroskopis (Gambar
5.1 A). Hasil isolasi sel MSC divalidasi mengunakan uji diferensiasi
untuk melihat kemampuan diferensiasi MSC menjadi osteogenik dan
adipogenik®. Uji diferensiasi adipogenik dengan pewarnaan oil red
O yang menujukkan terbentukan lipid droplet berwarna merah
(Gambar 5.1 B). Uji diferensiasi osteogenik dengan pewarnaan

Alizarin red menunjukkan terbentuknya desposisi kalsium yang

ditandai dengan warna merah (Gambar 5.1 C).

Gambar 5.1. Hasil Validasi Isolasi Sel MSC
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Validasi MSC juga dianalisis dengan flow cytometry untuk
menunjukan MSC mampu mengekspresikan beberapa surface
marker penanda MSC®. MSC mampu mengekspresikan CD90

(99,80%), CD29 (94,20%) dan tidak mengekspresikan CD45

(1,60%) dan CD31 (6,60%).

Gambar 5.2. Analisa Flowcytometry Terhadap Ekspresi CD90, CD29,
CD45 dan CD31

Penelitian Pidada et al melakukan pengamatan morfologi sel
B-pankreas pada hewan model DM Tipe 1 dengan pewarnaan
Hematoxylin-Eosin (HE)™. Pidada et al (2018) membuat preparat
histopatologi dibuat sesuai prosedur Kiernan (2010) dan pewarnaan

dengan metode Harris Hematoksilin-Eosin (HE)"%"*,

Validasi Tikus Model DM Tipe 1

Kelompok tikus yang diinduksi STZ 60 mg/kgBB menunjukan
terdapat perbesaran sel B-pankreas dan kerusakan struktur inti sel
yang menandakan terjadinya degenerasi sel f-pankreas dibandingkan
kelompok sham (Gambar 5.3 A-B). Penelitian Dinullah dkk (2017)
menunjukkan bukti bahwa pada kelompok kontrol positif yang
diinduksi STZ terlihat perubahan morfologi organ pankreas, terdapat

adanya rongga atau ruang intraseluler baik di daerah endokrin (pulau
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Langerhans) maupun di daerah eksokrin (sel-sel asinar)’?. Perubahan
lainnya terjadi pada pulau Langerhans yaitu ketidakteraturan bentuk
pulau Langerhans dan jumlah sel B- pankreas yang berkurang akibat
adanya degenerasi sel endokrin. Perubahan yang terjadi
menunjukkan bahwa STZ dapat merusak sel B-pankreas. Hal ini juga
sesuai dengan penelitian Erwin dkk. (2017) yang menyatakan
pemberian STZ secara intraperitonial mengakibatkan kerusakan pada
sel B Langerhans pankreas. Streptozotosin bekerja dengan cara
membentuk radikal bebas sangat reaktif yang dapat menimbulkan
kerusakan pada membran sel, protein, dan deoxyribonucleic acid
(DNA), sehingga menyebabkan gangguan produksi insulin oleh sel 3
Langerhans pankreas’®.

Perubahan-perubahan pada sel-sel yang ditimbulkan oleh zat
yang mempunyai efek sitotoksik yaitu pengecilan pulau-pulau
Langerhans, pengurangan jumlah sel B dan degranulasi. Pada
penderita diabetes melitus, beberapa sel f menunjukkan degranulasi
lengkap dengan sitoplasma yang kosong’. Berdasarkan penjelasan
tersebut, terlihat bahwa tikus DM Tipe 1 berhasil terbentuk dan
dapat digunakan sebagai hewan model DM Tipe 1 pada penelitian

ini.
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Gambar 5.3. (A) Kondisi Sel pada Kelompok Sham. (B) Kondisi Sel pada
Sampel Penelitian setelah Dilakukan Induksi STZ dengan Dosis
60mg/kgBB. Perbesaran 100x

Kondisi tikus pada percobaan ini mengalami perubahan yang
dapat dilihat dari hasil pemeriksaan GDS sebelum pemberian STZ,
setelah pemberian STZ pada hari ke-7, 14 dan 21 dan sebelum
terminasi. Peningkatan GDS tikus pada kelompok kontrol negative,
kelompok P1 dan kelompok P2 di hari ke-7 percobaan dibandingkan
dengan GDS tikus sebelum penyuntikan STZ. Kelompok kontrol
mengalami rerata kadar GDS tikus menjadi 261,60 mg/dL,
kelompok P1 menjadi 252,67 mg/dL dan kelompok P2 menjadi
263,86 mg/dL. Rerata GDS tikus yang sehat juga mengalami sedikit
peningkatan menjadi 13,83 mg/dL, diduga karena stress selama
perawatan. Hasil GDS diperiksa kembali pada hari ke-21 perlakuan
didapatkan rerata GDS kelompok kontrol negative meningkat
menjadi 401,67 mg/dL, sedangkan kelompok P1 dan P2 yang diberi
S-hMSCs mengalami penurunan GDS menjadi 186,75 mg/dL dan

182,00 mg/dL.
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Tabel 5.1. Data hasil Penelitian Ekspresi Gen VEGF dan PDX1

Variabel Kelompok pvalue
Sham n=5 Kontrol n=5 P1 P2
MeantSD Mean£SD n=5 n=5 MeanxSD

Mean+£SD

Ekspresi gen VEGF  1.00+0.01 0.02+0.02 5.60+3.02 7.98+2.67

Saphiro wilk 0.134 0.728 0.164 0.959

Levene test 0.058

One way 0.004

Anova

Ekspresigen PDX1  1.01+£0.02 1.30+0.42 10.08+4.16 23.64+7.14

Saphiro wilk 0.820 0.646 0.361 0.312

Levene test 0.087

One  way 0.000

Anova

5.1.3. Pengaruh Pemberian S-hnMSCs terhadap Ekspresi Gen VEGF

pada Tikus Model DM Tipe 1

Diabetes melitus merupakan suatu gangguan metabolik yang
ditandai oleh hiperglikemia kronik. Hal ini disebabkan oleh kelainan
sekresi insulin, gangguan kerja insulin atau gangguan keduanya.
Sebanyak 12-25% pasien DM mempunyai risiko untuk mengalami
ulkus diabetika. Ulkus diabetika merupakan komplikasi yang sering
terjadi pada pasien DM tipe 1 dan 2. Diabetes melitus merupakan
suatu model prototopikal pada kejadian gangguan penyembuhan
luka. Individu dengan DM menunjukkan kemampuan angiogenesis
abnormal pada beberapa organ. Gen Vascular Endothelial Growth
Factor-A (VEGF-A), merupakan gen yang menjadi polipeptida
VEGF. Studi fungsional yang telah dilakukan mengindikasikan

bahwa polimorfisme pada gen ini memengaruhi ekspresi mRNA.
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Ekspresi  mRNA mempunyai peranan penting pada proses
penyembuhan luka’™.

Beberapa protein yang bekerja sama dalam mengontrol
pembentukan pembuluh darah baru di lokasi terjadinya luka adalah
faktor pertumbuhan, protein matriks ektraseluler (ECM), matriks
metaloproteinase (MMP), integrin, dan sitokin’®. Terlepasnya
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), PDGF, dan TGF-
dari platelet, monosit, dan fibroblas merupakan pemicu terjadinya
proses angiogenesis’’. Sel endotel bersifat responsif terhadap faktor-
faktor pertumbuhan, seperti FGF, VEGF, PDGF, angiogenik, TGF-
oc, dan TGF-B. Sel endotel yang teraktivasi oleh molekul-molekul
angiogenik kemudian merusak ikatan antar sel endotel, membran
basement, dan komponen matriks ekstraseluler dengan melepaskan
matriks metaloproteinase’®. Molekul-molekul tersebut membuat
suatu sinyal angiogenik potensial dan merangsang sel endotel untuk
bermigrasi ke matriks ekstraseluler, berproliferasi dan kemudian
membentuk pembuluh immature’®®,  Kondisi hipoksia selama
terjadinya luka menyebabkan  molekul-molekul angiogenik
disekresikan dan memicu terjadinya proliferasi dan pertumbuhan sel-
sel endotel®.

Pemberian S-hMSC menyebabkan peningkatan ekspresi gen
VEGF secara tergantung dosis (Gambar 5.4). Pada kelompok P1

terdapat peningkatan ekspresi gen sebesar 5.60+3.02% dan pada
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kelompok P2 peningkatan sebesar 7.98+2.67% dibandingkan dengan
kelompok kontrol 0.02+0.02%. Hal ini menunjukkan bahwa S-
hMSCs mengatur pelepasan growth factor yang berkaitan dengan
regenerasi atau perbaikan sel 3-pankreas pada DM Tipe 1.

15

13 *

11

Ratio VEGF mRNA

gl N

= Sham Control Pl P2

Gambar 5.4. Grafik Ekspresi VEGF pada semua kelompok

(*p signifikansi<0.05).
Tabel 5.2. Uji Post-hoc LSD ekspresi VEGF

Kelompok Kelompok | ! Interval kepercayaan 95%
Pebandingan Signifikansi Batas Bawah Batas Atas

Sham Kontrol 0.000* -9.6830 -4.7450

P1 0.122 -4.3810 0.5570

P2 0.446 -3.3890 1.5490

Kontrol P1 0.000* 2.8330 7.7710

P2 0.000* 3.8250 8.7630

P1 P2 0.412 -1.4770 3.4610

Uji Post Hoc: * mean difference significant P <0.05

Kemudian, data yang sudah didapat, diproses, disunting,

ditabulasi, dan dibersihkan, kemudian dilakukan uji deskriptif.
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Kemudian dilakukan uji normalitas data dengan uji Shapiro Wilk dan
hasilnya menunjukkan masing-masing perlakuan terdistribusi normal
(p>0,05) untuk kelompok Gen VEGF, diketahui hasilnya sebagai
berikut: kelompok kontrol; p=0,728, P1; p=0,164, P2;p=0,959. Hasil
ini menandakan terdistribusi normal karena nilai p>0.05.

Selanjutnya, uji homogenitas menggunakan uji Levene
menunjukkan hasil untuk kelompok Gen VEGF adalah p=0.058.
Hasil ini menunjukkan bahwa data bersifat homogen (p>0,05).
Sebaran data normal dan varian data sama, maka akan dilakukan uji
beda uji One Way Anova dan dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD
untuk mengetahui perbedaan masing-masing kelompok.

Uji parametrik ANOVA memperlihatkan hasil untuk kelompok
Gen VEGF adalah p=0.004 sehingga terdapat perbedaan yang
bermakna antar kelompok (p<0,05). Uji lanjut menggunakan Post-
hoc Test digunakan untuk mengetahui variabel mana yang memiliki
perbedaan yang signifikan. Dari Tabel 5.6 juga menunjukkan bahwa
sebagian perlakuan tidak memiliki perbedaaan yang signifikan, yaitu
kelompok sham dengan kelompok kontrol (p=0,570) serta kelompok

P1 dengan P2 (p=0,186).

Pengaruh Pemberian S-hMSCs terhadap Ekspresi Gen PDX1
pada Tikus Model DM Tipe 1
Diabetes Melitus tipe 1 merupakan penyakit metabolik yang

disebabkan oleh kerusakan sel B pankreas baik oleh proses
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autoimun, maupun idiopatik sehingga produksi insulin berkurang
bahkan terhenti. Defisiensi insulin absolut biasanya didapatkan pada
pasien Diabetes Mellitus tipe 1. Penyakit diabetes dapat dipengaruhi
oleh gen pembentukan insulin, salah satunya adalah Pancreatic
Duodenal Homeobox 1 (PDX1) yang merupakan gen faktor
transkripsi yang berperan dalam proses terbentuknya pankreas pada
masa organogenesis serta maturasi sel B pankreas. Penurunan
ekspresi gen PDX1 menyebabkan kegagalan maturasi sel p pankreas
dan diabetes tipe 2. Defisiensi PDX1 dapat menyebabkan disfungsi
dan kematian sel B pankreas yang menyebabkan penyakit diabetes.
Kejadian ini dapat ditemui pada hewan pengerat maupun manusia®°.

Pemberian S-hMSC menyebabkan peningkatan ekspresi gen
PDX1 secara tergantung dosis (Gambar 5.5). Pada kelompok P1
terdapat peningkatan ekspresi gen sebesar 10.08+4.16% dan pada
kelompok P2 peningkatan sebesar 23.64+7.14% dibandingkan
dengan kelompok kontrol 1.30+0.42%. Hal ini menunjukkan bahwa
S-hMSCs mengatur regenerasi atau perbaikan gen Pancreatic

Duodenal Homeobox 1 (PDX1) pada DM Tipe 1.
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Gambar 5.5. Grafik Ekspresi PDX1 pada semua kelompok
(*p signifikansi<0.05).

Hasil uji normalitas Shapiro Wilk semua data dari masing-
masing perlakuan terdistribusi normal (p>0,05). Pada Tabel 5.3,
untuk kelompok Gen PDX1, diketahui bahwa: kelompok kontrol;
p=0,646, P1; p=0,361, P2;p=0,312.

Kemudian, uji homogenitas menggunakan uji Levene
menunjukkan hasil untuk kelompok Gen PDX1 adalah p=0.087.
Hasil ini menunjukkan bahwa data bersifat homogen (p>0,05). Uji
parametrik ANOVA diperoleh hasil untuk kelompok Gen PDX1
adalah p=0.000 sehingga terdapat perbedaan yang bermakna antar
kelompok (p<0,05). Uji lanjut menggunakan Post-hoc Test

menunjukkan bahwa terdapat perlakuan tidak memiliki perbedaaan



64

yang signifikan, yaitu kelompok sham dengan kelompok kontrol
(p=0,932).

Tabel 5.3. Uji Post-hoc LSD Ekspresi PDX1

) Mean Interval kepercayaan 95%
Dependent (1) Kelompo Difference
Variable  Kelompok k (1-9) Signifikansi Batas Atas Batas Bawah
PDX1 Sham Kontrol  -0.2974010 0.932 -8.090338  7.495536
P1 -9.0829283" 0.028 -16.875866 -1.289991
P2 -
22.6438800 0.000 -30.436817 -14.850943
P1 Kontrol ~ 8.7855273" 0.032 .992590 16.578465
P2 -
13.5609517 0.004 -21.353889 -5.768014
P2 Kontrol - 22.3464790 0.000 14.553542  30.139416

5.2. Pembahasan Hasil Penelitian

Kemajuan terbaru dalam penelitian sel punca, terutama MSC telah
membuka cakrawala baru dalam angiogenesis untuk pemulihan serta
penyelamatan jaringan iskemik®. Faktor-faktor angiogenik yang
dikeluarkan oleh MSC meliputi Basic Fibroblast Growth Factor (BFGF),
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Transforming Growth Factor
beta (TGF-B), Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), Angiopoietin-1
(ANG-1), Placental Growth Factor (PIGF), interleukin 6 (IL-6), dan
Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1). Sekretom MSC secara
positif merangsang angiogenesis in vitro dan in vivo®2.

MSC secara aktif berpartisipasi dalam angiogenesis melalui

diferensiasi langsung, interaksi kontak sel dengan turunan sel endotel, dan
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melepaskan faktor pro-angiogenik secara parakrin. Faktor parakrin dapat
meningkatkan suplai darah dari jaringan yang rusak melalui aktivasi dan
rekrutmen sel punca dan sel progenitor. MSC memiliki beberapa faktor
angiogenesis, termasuk interleukin-8 (IL-8), Insulin-Like Growth Factor 1
(IGF-1), dan Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). Faktor-faktor
pro-angiogenik ini mampu membentuk jaringan pembuluh darah dan
meningkatkan migrasi turunan sel endotel in vitro. Selain sekresi faktor
angiogenik oleh MSC, terungkap bahwa berbagai faktor yang ada dalam
sekretom dapat mengaktifkan sifat angiogenik dalam sel endotel. Sebagai
contoh, MSC angiokrin darah tepi ditemukan mampu merangsang sifat
fungsional endotel dengan menginduksi jalur pensinyalan VEGF-A melalui
beberapa faktor seperti endotelin-1, 1L-8, Platelet-Derived Growth Factor-
AA (PDGF-AA), dan IGF-2. Penelitian terdahulu juga melaporkan bahwa
MSCs hipoksia lebih poten dalam meregenerasi jaringan rusak dibanding
dengan MSCs normoksia, hal ini diduga karena MSCs hipoksia
mengekspresi molekul Heat Shock Protein (HSP) jauh lebih tinggi
dibanding normoksia, sehingga mampu melakukan folding protein yang
menyebabkan fungsi protein intraseluler lebih optimal fungsinya, seperti
VEGF dan PDGF*3, Penggunaan Mesenchymal Stem Cell dengan pemilihan
dosis maksimal juga dapat mempercepat penyembuhan pada pankreas yang
mengalami kerusakan yang biasanya dialami oleh para pasien penderita

DM.
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Dalam penelitian ini menunjukkan bahwa sebagian perlakuan tidak
memiliki perbedaaan yang signifikan, yaitu kelompok sham dengan
kelompok kontrol (p=0,570) serta kelompok P1 dengan P2 (p=0,186).
Kelompok yang diinduksi STZ tidak berbeda bermakna dengan kelompok
yg tidak terpapar karena hal ini menunjukkan bahwa hewan coba yang
digunakan dalam kondisi fisiologis yang homogen, yakni dalam kadar
glukosa darah normal sehingga dapat digunakan sebagai hewan uiji.
Kelompok P1, yaitu 5 ekor hewan uji (Tikus DM Tipe 1) dengan pemberian
injeksi S-nMSCs IV dosis 0,5 cc dan kelompok P2, yaitu 5 ekor hewan uji
(Tikus DM Tipe 1) dengan pemberian injeksi S-hnMSCs 1V dosis 1 cc tidak
menunjukkan perbedaan yang signifikan pada ekspresi Gen VEGF,
sedangkan untuk kelompok sham dan kontrol juga tidak menunjukkan
perbedaan yang signifikan pada ekspresi Gen VEGF. Berdasarkan data
tersebut, bahwa pemberian injeksi S-hMSCs IV dosis 1 cc (dosis yang lebih
besar) tidak mempengaruhi peningkatan kadar VEGF.

MSC diketahui dapat mensekresi VEGF dan faktor pertumbuhan lain
serta meningkatkan proliferasi sel-sel endotel. Sekresi VEGF merupakan
mediator sinyal dari sel B pankreas ke sel endotel untuk menginduksi
pembentukan jaringan kapiler pada pulau Langerhans®. Peningkatan dosis
injeksi S-hMSCs IV diharapkan akan semakin meningkatkan sekresi VEGF.
Hasil penelitian ini yang membuktikkan bahwa pemberian injeksi S-nMSCs
IV dosis 1 cc (dosis yang lebih besar) tidak mempengaruhi peningkatan

kadar VEGF sejalan dengan hasil penelitian Muhar (2019) tentang Pengaruh
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MSCs Hipoksia dan MSCs Conditioned-Medium dengan Teknik Omental

Patch Terhadap Derajat Adhesi Peritoneal. Penelitian Muhar (2019)

membuktikan bahwa tidak dijumpai adanya perbedaan kadar VEGF antara

kelompok MSC hipoksia dosis tinggi dengan kontrol. Selanjutnya, Muhar

(2019) juga menemukan bahwa peningkatan skor adhesi peritoneal diikuti

dengan penurunan kadar VEGF dan peningkatan kadar PDGF karena

kondisi objek penelitian sudah dalam kondisi perbaikan®. Penelitian

Sidharta (2018) memberikan sebuah kesimpulan bahwa kombinasi media

kaya asam amino dan kondisi hipoksia dapat meningkatkan sekresi VEGF,

khususnya pada kondisi hipoksia 5%8°.
Pemberian dosis S-hMSCs yang lebih tinggi tidak menimbulkan
pengaruh disebabkan karena:

1. Sampel dari subjek penelitian ini (tikus jantan galur wistar dengan
kondisi DM tipe 1) berasal dari strain yang sama sehingga pemberian
dosis yang lebih tinggi dari injeksi S-hMSCs IV tidak berpengaruh
terhadap gen glukoregulator tubuh.

2. Kondisi pankreas subjek penelitian ini (tikus jantan galur wistar dengan
kondisi DM tipe 1) mengalami kerusakan sehingga seharusnya yang
diperbaiki adalah gen glukoregulator tubuh. Sekresi VEGF merupakan
mediator sinyal dari sel B pankreas ke sel endotel untuk menginduksi
pembentukan jaringan kapiler pada pulau Langerhans. Kondisi sel
pankreas yang sudah rusak menyebabkan mediator (sekresi VEGF) tidak

dapat menjalankan tugasnya dengan baik. Polimorfisme dari human
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leukocyte antigen class Il (HLA) gen yang mengkodekan DR dan DQ
adalah penentu genetik utama DM tipe 1. Pasien DM tipe 1 sekitar 95%
memiliki baik HLA-DR3 atau HLA-DR4. Pasien yang memiliki
heterozigot haplotipe beresiko lebih besar secara signifikan untuk DM
daripada homozigot. HLA-DQS juga dianggap penanda spesifik pada
DM tipe 1. Sebaliknya, beberapa haplotipe (misalnya, HLA-DR2)
memberikan proteksi yang kuat terhadap DM tipe 1 (Valdes,2011).

3. Penelitian ini tidak mengkombinasikan media kaya asam amino seperti
penelitian Sidharta (2018) sehingga kurang dapat meningkatkan sekresi
VEGF.

Kelompok kontrol dan sham tidak menunjukkan perbedaan bermakna
(p=0,932). Hal ini berarti untuk kelompok sham dan kontrol tidak
menunjukkan perbedaan yang signifikan pada ekspresi Gen PDXI.
Kelompok yang diinduksi STZ tidak berbeda bermakna dengan kelompok
yg tidak terpapar karena hal ini menunjukkan bahwa hewan coba yang
digunakan dalam kondisi fisiologis yang homogen, yakni dalam kadar
glukosa darah normal sehingga dapat digunakan sebagai hewan uiji.
Sedangkan dari gambar terdapat perbedaan signifikan antara kelompok yang
lain, terutama untuk kelompok P1 dengan P2 (p=0,004), serta kelompok P2
dengan P1 (p=0,004). Kelompok P1, yaitu 5 ekor hewan uji (Tikus DM
Tipe 1) dengan pemberian injeksi S-hMSCs IV dosis 0,5 cc dan kelompok

P2, yaitu 5 ekor hewan uji (Tikus DM Tipe 1) dengan pemberian injeksi S-
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hMSCs IV dosis 1 cc menunjukkan perbedaan yang signifikan pada ekspresi
Gen PDX1.

Gen PDX1 merupakan gen glukoregulator tubuh yang secara tidak
langsung berperan dalam pengaturan kadar glukosa darah. Hasil penelitian
ini menunjukkan bahwa pemberian dosis yang berbeda (dosis rendah
maupun tinggi) dari injeksi S-hMSCs 1V dapat meningkatkan ekspresi Gen
PDX1. Subjek penelitian ini adalah tikus jantan galur wistar dengan kondisi
DM tipe 1. Diabetes tipe 1 adalah penyakit autoimun dimana sistem
kekebalan tubuh menyerang sel B (sel penghasil insulin) di dalam klaster
pankreas yang disebut Pulau Langerhans. Kebanyakan penderitanya adalah
anak-anak dan remaja. Sel B bertanggung jawab untuk mengontrol kadar
gula dalam darah dan memproduksi insulin untuk menjaga tetap stabil.
Tanpa sel P, para penderita diabetes harus mendapat suntikan insulin.
Injeksi S-hMSCs IV menjadi salah satu terapi baru dalam regenerasi sel dan

salah satu nya membantu dalam regenerasi gen PDX1.

5.3. Keterbatasan Peneliti
1. Keterbatasan penelitian ini adalah tidak melakukan konfirmasi kadar
HSP pada S-hMSCs yang mempengaruhi pelepasan VEGF.
2. Pada penelitian ini juga tidak melakukan pengamatan gen
glukoregulator untuk menvalidasi bahwa tidak terjadi perbedaan yang
signifikan akibat pemberian dosis S-hMSCs yang lebih besar pada

hewan model dengan galur Wistar.
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3. Pada penelitian tidak melakukan pengamatan sel P-pankreas setelah
diberikan terapi S-hMSCs untuk memastikan perbaikan/ regenerasi sel

B-pankreas.



6.1.

6.2.

BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan Penelitian

1. Terdapat pengaruh pemberian S-hMSCs 0,5 cc dan 1 cc terhadap
peningkatan ekspresi gen VEGF pada tikus model DM 1 dibanding
dengan kontrol.

2. Terdapat pengaruh pemberian S-hMSCs dosis 0,5 cc dan 1 cc terhadap
peningkatan ekspresi gen PDX1 pada tikus DM tipe 1 dibandingkan

dengan kontrol.

Saran Penelitian

Saran bagi penelitian ini adalah:

1. Perlu pemeriksaan T Regulator setelah pemberian S-hMSCs.

2. Perlu mengkaji respon imun sel.

3. Perlu melakukan pengamatan sel sel p-pankreas setelah diberikan terapi

S-hMSCs untuk memastikan perbaikan/ regenerasi sel -pankreas.
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