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ABSTRAK 

PENGARUH PEMBERIAN SECRETOME MESENCHYMAL STEM CELL 
HIPOKSIA TERHADAP EKSPRESI CD38, p16, p21 DAN SIRT1 DI 

JARINGAN OTAK TIKUS MODEL DM TIPE 1 
 

Latar Belakang: Diabetes adalah penyakit metabolik kompleks yang 
menyebabkan gangguan neurodegeneratif ditandai dengan meningkatnya 
senescence sel di otak serta keterlibatan CD38 sebagai pendegradasi NAD+. 
Secretome Mesenchymal Stem Cell Hipoksia (S-HMSCs) mengandung soluble 
molecule seperti sitokin anti-inflamasi yang dapat menekan faktor inflamasi akibat 
sekresi senescence sel. Namun, peran S-HMSCs terhadap kondisi neuro-
degeneratif hingga saat ini belum jelas. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 
pengaruh pemberian S-HMSCs dalam bentuk injeksi terhadap ekspresi CD38, p16, 
p21, dan SIRT1 pada otak tikus model DM tipe 1 yang diinduksi STZ. 
 
Metode: Penelitian eksperimental post test control group. Kelompok kontrol, 
sham, perlakuan S-HMSCs 500 µl (P1) dan S-HMSCs 1000 µl (P2). Injeksi S-
HMSCs dilakukan pada hari 0, 7, 14, dan 21. Ekspresi CD38 dianalisis dengan IHC 
dan ekspresi p16, p21, serta SIRT1 menggunakan qRT-PCR. Pengolahan data 
dilakukan dengan menggunakan R Studio. 
 
Hasil: Ekspresi CD38 mengalami penurunan bermakna pada perlakuan P1 rerata 
12,7 ± 2,65 dan 8,4 ± 1,01 pada P2 dibanding kontrol 19,07 ± 2,7. Rasio ekspresi 
mRNA p16 mengalami penurunan pada P1 rerata 0,25 ± 0,38 dan 0,31 ± 0,38 pada 
P2 dibanding kontrol 1 ± 0,01. Rasio ekspresi mRNA p21 mengalami penurunan 
rerata 0.32 ± 0,04 pada P1 dan 0.05 ± 0,03 pada dosis pada P2 dibanding kontrol 1 
± 0,01. Rasio ekspresi mRNA SIRT1 mengalami peningkatan rerata 2.48 ± 0,67 
pada P1 dibanding kontrol dengan rerata 1 ± 0,01.  
 
Kesimpulan: Pemberian S-HMSCs berpengaruh secara bermakna terhadap 
penurunan jumlah senescence sel dan CD38 di otak. 
 
Kata Kunci: CD38, p16, p21, secretome, neurodegeneratif 
 

 
 

 
 

 

 

 



 

 
 

viii 

ABSTRACT 

THE EFFECT OF SECRETOMEE MESENCHYMAL STEM CELL 
HIPOKSIA ON EXPRESSION OF CD38, P16, P21, AND SIRT1 IN THE 

BRAIN DM TYPE 1 RAT MODEL  
 
Background: Diabetes is a complex metabolic disease that causes 
neurodegenerative disorders characterized by the aging of brain cells and the 
involvement of CD38 as an NAD+ degrader. Hypoxic Secretome Mesenchymal 
Stem Cells (S-HMSCs) contain soluble molecules such as anti-inflammatory 
cytokines that can suppress inflammatory factors due to cell senescence secretion. 
However, the role of S-HMSC in neuro-degenerative conditions is not yet clear. 
This study aims to determine the effect of giving S-HMSC in the form of injection 
on the expression of CD38, p16, p21, and SIRT1 in the brains of STZ-induced type 
1 DM rats. 
 
Methods: Experimental research post-test control group. The control group, sham, 
treated S-HMSCs 500 l (P1) and S-HMSCs 1000 l (P2). S-HMSCs were injected 
on days 0, 7, 14, and 21. CD38 expression was analyzed by IHC and p16, p21, and 
SIRT1 expressions using qRT-PCR. Data processing is done using R Studio. 
 
Results: The expression of CD38 decreased significantly in the P1 treatment with 
an average of 12.7 ± 2.65 and 8.4 ± 1.01 in P2 compared to the control 19.07 ± 2.7. 
The ratio of p16 mRNA expression decreased in P1 by an average of 0.25 ± 0.38 
and 0.31 ± 0.38 at P2 compared to 0.01 ± 1 in control. The ratio of p21 mRNA 
expression decreased by an average of 0.32 to 0.04 at P1 and 0.05 to 0.03 at a dose 
at P2 compared to 0.01 ±  1i n control. The SIRT1 mRNA expression ratio increased 
by a mean of 2.48 to 0.67 in P1 compared to controls with a mean of 1 ± 0.01. 
 
Conclusion: The administration of S-HMSC has a significant effect on decreasing 
the number of aging cells and CD38 in the brain. 
 
Keywords: CD38, p16, p21, secretome, neurodegenerative 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang 

Diabetes mellitus (DM) adalah salah satu penyakit metabolik 

kompleks yang dapat menginisiasi  terjadinya gangguan neurodegeneratif 

pada central nervous system (CNS)1. Kondisi neurodegeratif seperti 

demensia, alzheimer, parkinsonisme, atau penyakit saraf motorik 

dikarakterisasi oleh hilangnya populasi neuron yang bersifat progresif secara 

selektif seperti degenerasi frontotemporal, gangguan ekstrapiramidal, atau 

degenerasi spinocerebellar2. Studi terkini menyebutkan bahwa terdapat 

peningkatan ekspresi CD38 sebagai pendegradasi nicotinamide adenine 

dinucleotide (NAD) agen neuroprotektif dalam sel-sel neuron, astrosit, serta 

sel mikro glial3. 

Penelitian terdahulu melaporkan bahwa kondisi hiperglikemik dalam 

proses pergantian aliran dalam sawar darah-otak memungkinkan masuknya 

glukosa yang tinggi ke dalam sel-sel otak melalui transporter glukosa dan 

meningkatkan stres oksidatif melalui kelebihan produksi ROS yang 

berimplikasi terhadap hubungan antara stres oksidatif dan disfungsi 

mitokondria.4 Selanjutnya, mekanisme ini akan memicu timbulnya 

senescence sel yang ditandai oleh peningkatan ekspresi p21 dan p16 yang 

dapat menjadi salah satu kontributor utama dari kondisi neurodegeneratif4,5. 

Sekretori faktor yang dihasilkan oleh senescence sel yakni senescence 



 

 
 

2 

associated secretory phenotype (SASP) seperti Il-6, IL-8, dan MCP1 

menginduksi peningkatan NADase CD386. Selanjutnya, kondisi ini memicu 

efek downstream penurunan silent information regulator tipe 1 (SIRT1) 

sebagai komponen penting dalam memodulasi pertumbuhan dendrit, akson, 

plastisitas neuron, dan fungsi kognitif, serta perlindungan terhadap 

degenerasi saraf terkait penuaan seluler dan penurunan kognitif7,8,9. 

Prevalensi diabetes dan neurodegeneratif meningkat secara paralel. 

Saat ini, diabetes mempengaruhi hingga 10% dari negara maju sementara 

Alzheimer berkisar hingga 1,5% dari populasi10. Ekspektasi prevalensi DM 

sudah melebihi prediksi tahun 2030 dan 2050 sehingga diperkirakan pada 

tahun 2050 prevalensi alzheimer meningkat menjadi 3,3%. Selain itu, 40.000 

pengukuran klinis tunggal dengan kuat mengkonfirmasi hubungan antara DM 

dan peningkatan risiko parkinson di kemudian hari11. Ensefalopati diabetes 

juga mengalami peningkatan sebagai akibat dari peningkatan global diabetes 

tipe 1 terlebih pada pasien yang semakin muda dengan prevalensi mencapai 

40% pada DM kronis atau yang tidak terkontrol12,13. Hingga saat ini, 

pengobatan kondisi neurodegeneratif dengan beberapa regimen kimiawi 

seperti acetylcholinesterase inhibitor, memantine, anti ansietas, antipsikotik, 

hanya bersifat supportif serta belum tersedianya modalitas terapi untuk 

menyembuhkan kondisi ini14 

Penelitian terkini membuktikan bahwa Sekretome Mesenchymal Stem 

Cells (MSC) mengandung soluble molecule bioaktif seperti growth factor dan 

sitokin anti-inflamasi, mikrovesikel, serta exosome yang mampu 
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memperbaiki dan menginduksi regenerasi dan menurunkan inflamasi. Lebih 

lanjut, sekresi secretome dari MSC tikus mampu menyelamatkan sel dari 

apoptosis yang diinduksi oleh ekspresi protein tau dalam model sel untuk 

penyakit Alzheimer15. Secara khusus, kelangsungan hidup dan proliferasi sel 

tau sekretom sumsum tulang MSC juga menunjukkan kapasitas dalam 

kondisi neuroregeneratif16. Namun, peran secretome terhadap CD38, 

senescence sel dan SIRT1 hingga saat ini masih belum jelas. 

Secretome MSC adalah istilah kolektif untuk faktor terlarut yang 

diproduksi oleh sel punca dan digunakan untuk komunikasi antar sel dan 

dikodekan oleh sekitar 10% dari genom manusia. Sekresinya mencakup 

beragam serum proteins, growth factor, angiogenic factor, hormone, 

cytokine, extracellular matrix protein, dan bahkan, sebagian lipid mediator 

dan material genetik15,17. IL-10 sebagai salah satu soluble faktor yang 

disekresikan diduga mampu menghambat pembetukan ROS serta menekan 

SASP yang sekresikan oleh senescence sel18. Lebih lanjut, secretome juga 

mampu menghambat respon inflamasi dari sel mikroglia19. Sekretom 

merupakan bio molekul aktif sehingga tidak memiliki imunogenisitas, tidak 

menimbulkan efek samping, dan ukuran molekulnya yang kecil 5-300 kDa 

sehingga mudah untuk diabsorpsi menembus blood brain barrier (BBB)20 

Peningkatan ekspresi CD38 dan menurunnya SIRT1 berdasarkan 

mekanisme tersebut dapat diatasi dengan pemberian sekretom. Pada 

penelitian sebelumnya IL-10 dapat menghambat respon sitokin pro 

inflamasi21. Sementara exosome memiliki efek positif pada berbagai model 
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neurodegeneratif. Selain itu, exosome juga menurunkan sensistifitas 

dopaminergik terhadap stres oksidatif serta memodulasi lingkungan 

neurogenik17,22. Lebih lanjut, neurotropik yang disekresikan oleh MSC juga 

dapat meningkatkan neuronal survival seperti glial cell-derived neurotrophic 

factor (GDNF), vascular endothelial growth factor (VEGF), dan brain 

derived neurotrophic factor (BDNF)23. Meskipun secara spesifik belum ada 

penelitian yang menyebutkan secretome dalam menekan CD38 dalam proses 

degeneratif tetapi MSC terbukti dapat menghambat ekspresinya24. Oleh 

karena itu, kami menduga adanya potensi sekretome MSC sebagai agen 

alternatif yang dapat digunakan untuk menginhibisi ekspresi CD38 akibat 

proses degeneratif akibat diabetes sehingga dalam penelitian ini akan diamati 

pengaruh sekretom MSC dalam mengontrol CD38, sel senescence  melalui 

penanda p16 dan p21, serta SIRT1 pada otak tikus model yang diinduksi STZ 

secara in vivo. Data yang diperoleh pada penelitian ini akan diolah 

menggunakan R Studio sebagai salah satu bahasa pemrograman. Pengolahan 

data yang dikembangkan oleh Ross Ihaka dan Robert Gentleman pada tahun 

1995 yang memungkinkan visualisasi data lebih baik. 

1.2. Rumusan Masalah 

Rumusan masalah yang dikemukakan dalam penelitian ini adalah : 

”Apakah terdapat pengaruh pemberian secretome H-MSCs terhadap ekspresi 

CD38, p16, p21 dan SIRT1 pada otak tikus model DM tipe 1 yang diinduksi 

STZ?” 
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1.3. Tujuan Penelitian 

1.3.1. Tujuan Umum 

Untuk mengetahui pengaruh pemberian secretome H-MSCs terhadap 

ekspresi CD38, p16, p21, dan SIRT1 pada otak tikus model DM tipe 1 yang 

diinduksi STZ. 

1.3.2. Tujuan Khusus 

1. Untuk mengetahui pengaruh penurunan ekspresi CD38 pada otak 

tikus yang diinduksi STZ pada dosis 1000 µl  dan 500 µl  pada 

hari 28 dibanding kontrol 

2. Untuk mengetahui pengaruh penurunan ekspresi p16 pada otak 

tikus yang diinduksi STZ pada dosis 1000 µl  dan 500 µl  pada 

hari 28 dibanding kontrol 

3. Untuk mengetahui pengaruh penurunan ekspresi p21 pada otak 

tikus yang diinduksi STZ pada dosis 1000 µl  dan 500 µl  pada 

hari 28 dibanding kontrol 

4. Untuk mengetahui pengaruh peningkatan ekspresi SIRT1 pada 

otak tikus yang diinduksi STZ pada dosis 1000 µl  dan 500 µl  

pada hari 28 dibanding kontrol 

1.4. Manfaat Penelitian 

1.4.1. Manfaat teoritis 

Memberikan informasi ilmiah mengenai pengaruh pemberian 

secretome H-MSCs dalam dunia kedokteran sebagai agen regeneratif dalam 

yang berpengaruh terhadap perbaikan kondisi otak akibat diabetes. 
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1.4.2. Manfaat praktis 

Penelitian ini dapat mengungkapkan peran secretome H-MSCs dalam 

mengontrol kondisi regeneratif yang efektif. Selain itu penelitian ini dapat 

memberikan sumber informasi pada masyarakat tentang pengaruh sekretom 

terhadap kondisi regeneratif otak. Penelitian lebih lanjut dapat diaplikasikan 

bagi masyarakat.   

1.5.  Originalitas Penelitian 

Tabel 1.1. Originalitas penelitian (2004-2021) 

Peneliti, 
Tahun 

Judul Metode Variabel 
penelitian 

Hasil 

K. Le Blanc, I. 
Rasmusson, C. 
Go¨therstro¨m, 
C. Seidelz, B. 
Sundberg, M. 
Sundin, K. 
Rosendahl, C. 
Tammik & O. 
Ringden (2004) 

Mesenchymal Stem 
Cells Inhibit the 
Expression of CD25 
(Interleukin-2 
Receptor) and CD38 
on 
Phytohaemagglutinin-
Activated 
Lymphocytes 

In Vitro, 
Eksperimental 

Variabel 
bebas: MSC 
 
Variabel 
terikat: CD25, 
CD38 

Mesenchymal 
stem cell 
menghambat 
ekspresi CD38 

Yoshio Ogura, 
Munehiro 
Kitada, Jing Xu, 
Itaru Monno, 
Daisuke Koya 
(2020) 

CD38 inhibition by 
apigenin ameliorates 
mitochondrial 
oxidative stress 
through restoration of 
the intracellular 
NAD+/NADH ratio 
and Sirt3 activity in 
renal tubular cells in 
diabetic rats 

In Vivo, 
Eksperimental 

Variabel 
bebas : 
Apigenin 
 
Variabel 
terikat : 
CD38, 
NAD+/NADH 
ratio, SIRT3 

Apigenin 
menghambat 
ekspresi CD38 
dan 
memperbaiki 
stress oksidatif 
mitokondria 
pada sel 
tubulus ginjal 

 
Sung Hyun 
Son, Su Mi Lee, 
Mi Hwa Lee, 
Young Ki Son, 
Seong Eun 
Kim, Won Suk 
An (2021) 

Omega-3 Fatty Acids 
Upregulate SIRT1/3, 
Activate PGC-1α via 
Deacetylation, and 
Induce Nrf1 
Production in 5/6 
Nephrectomy Rat 
Model 

In Vivo, 
Eksperimental 

Variabel 
bebas : omega 
3 FA 
 
Fariabel 
terikat : 
SIRT1/3, 
PGC-1α, 
Nrf1, 

Omega 3 Fatty 
acid 
meningktakan 
biogenesis 
mitokondria. 
upregulasi Nrf1 
dan Nrf2. 
peningkatan 
PGC-1α dan 
deasetilasi 
PGC-1α, yang 
dipicu oleh 
peningkatan 
SIRT1 
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G. Corbi ,V. 
Conti ,K. 
Komici , V. 
Manzo ,A. 
Filippelli ,M. 
Palazzo,F. 
Vizzari ,S. 
Davinelli ,A. Di 
Costanzo, G. 
Scapagnini,N. 
Ferrara ,and D. 
Casamassima 
(2018) 

Phenolic Plant 
Extracts Induce Sirt1 
Activity and Increase 
Antioxidant Levels in 
the Rabbit’s Heart and 
Liver 

In Vivo, 
Eksperimental 

Variabel 
bebas : 
Phenolic Plant 
Extracts 
 
Variabel 
terikat: SIRT1 
Antioksidant 
levels 

Terdapat 
peningkatan 
aktifitas SIRT1 
dan antioksidan 
level pada 
jantung dan 
hati kelinci 
yang diberi 
perlakuan 

Vivi 
Yustianingsih, 
Titiek 
Sumarawati, 
Agung Putra, 
(2019) 

HIPOKSIA enhances 
selfrenewal properties 
and markers of 
mesenchymal stem 
cells 

In Vitro, 
Eksprimental 

Variabel 
bebas: 
Hipoksia 
 
Variabel 
terikat: 
marker MSC 

Hipoksia MSC 
meningkatkan 
proliferasi dan 
stemness MSC, 
serta sitokin 
lebih optimal 

 

Penelitian Le Blanc et all., 2004 menggunakan mesenchymal stem cell 

tanpa proses hipoksik menekan ekspresi CD25 dan CD38 pada limfosit yang 

diaktifkan dengan phytohaemaglutinin. Penelitian Yoshio Ogura et all., 

mengungkapkan CD38 dapat tersupresi dengan pemberian apigenin serta 

memperbaiki stres oksidatif mitokondria melalui pemulihan rasio 

NAD+/NADH intraseluler pada sel tubulus ginjal tikus diabetes. Penelitian 

Sung Hyun Son et all., mengungkap pemberian asam lemak omega-3 dapat 

meningkatkan SIRT1 dan mengaktifkan PGC-1α melalui deasetilasi pada 

tikus dengan 5/6 nefrectomi. Penelitian G Corbi et all., mengungkap 

pemberian ekstrak phenolic plant dapat menginduksi aktifitas SIRT1 serta 

level antioksidan pada hati dan jantung kelinci. Penelitian Yustianingsih et 

all., 2019 mengungkapkan kondisi hipoksia MSCs meningkatkan produksi 

sitokin yang disekresikan MSCs. Penelitian ini berbeda dari penelitian lain 

karena menggunakan secretome hipoksik MSCs yang di filtrasi dengan 
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tangential flow filtration (TFF) sehingga diperoleh sekretome dengan ukuran 

dan kandungan tertentu, pada penelitian ini pemberian secretome diberikan 

melalui injeksi intraperitoneal dibandingkan pada kontrol dan sham dalam 

mengukur ekspresi CD38, p16, p21 serta SIRT1. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. CD38  

2.1.1. Definisi 

CD38 adalah surface marker yang pertama kali diidentifikasi oleh  E. 

L. Reinherz dan  S. F. Schlossman dalam sebuah tugas besar untuk 

mengkarakterisasi dan mengidentifikasi penanda permukaan sel dengan 

antibodi monoklonal sebagai bagian dari riset pioneer pencarian molekul 

untuk imunofenotip sel T25. Penanda ini  diekspresikan pada awal diferensiasi 

stem cell CD34+ dan tetap dalam sel-sel imun yang matur termasuk sel T, sel 

B, granulosit, dan sel NK. Namun, seiring perkembangan riset, ekspresi 

CD38 tidak terbatas hanya pada sel imun tapi juga terekspresi pada berbagai 

jaringan seperti otak, mata, prostat, usus, pancreas, otot, tulang dan ginjal26. 

Selain sebagai surface marker CD38 juga terlibat dengan begitu banyak 

kondisi fisiologis maupun patologis yang terjadi seperti pendegradasi utama 

nikotinamide adenin dinukleotida (NAD+) dalam jaringan mamalia. 

2.1.2. Kompleks Biologi CD38 

CD38 adalah glikoprotein transmembran yang berukuran 45 kDa yang 

terdiri dari bagian ekor di sitoplasma, domain transmembran, dan domain 

ekstraseluler. CD38 memiliki reseptor dan fungsi yang diperantarai enzim. 

Data yang diperoleh menggambarkan bahwa kromosom 4 adalah letak 

promotor gen CD38 pada manusia yang kemudian diregulasi oleh faktor 
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seperti NF-κB, R×R, L×R, dan STAT. Ekspresi CD38 diinduksi oleh 

berbagai faktor seperti endotoksin, interferon, dan beberapa nuclear receptor. 

Salah satu karakteristik unik dari enzim CD38 adalah lokalisasi selulernya 

yang sebagian besar memiliki orientasi membran tipe II, dengan situs katalitik 

menghadap ke luar sel. Dengan demikian, lebih dari 90% dari CD38 

berfungsi sebagai ekto-NADase. Sisi lain, CD38 tidak hanya berfungsi untuk 

mendegradasi NAD, tetapi juga prekursor NAD yang bersirkulasi seperti 

nicotinamide mono-nucleotide (NMN) dan nucleotide riboside (NR)25. 

2.1.3. Fungsi CD38 

Ekspresi CD38 meningkat seiring pengingkatan usia kronologis, 

CD38 yang awalnya digambarkan sebagai reseptor yang diekspresikan oleh 

sel, terutama limfosit T, di mana CD38 juga mengatur adhesi sel dan terlibat 

dalam transduksi sinyal yang dimediasi oleh kompleks reseptor utama.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.1. CD38 selama proses aging 
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Lebih lanjut, CD38 juga memetabolisme NAD+ ekstraseluler, 

menghasilkan ADPR dan ADPR siklik. Ekto-enzim ini mengontrol 

homeostasis nukleotida ekstraseluler dan fluks kalsium intraseluler, CD38 

relevan dalam berbagai kondisi fisiopatologis (infeksi, tumor, dan penuaan). 

Pada aplikasi klinis, CD38 digunakan sebagai penanda aktivasi sel dan dalam 

diagnosis/stadium leukemia26. 

Secara garis besar terdapat dua fungsi utama CD38 yang telah 

direview secara ekstensif yakni: 

a) Aktifitas Enzimatik 

CD38 memiliki aktifitas enzimatik yang kompleks. Salah satu fungsi 

utamanya yang diketahui adalah sebagai enzim NADase, yang menyebabkan 

hidrolisis NAD dan menciptakan produk sampingan ADPR dan 

nikotinamida. Selain itu, CD38 juga dapat mengkatalisis siklisasi NAD untuk 

menghasilkan cADPR melalui aktifitas ribosa siklase ADP-nya, meski fungsi 

ini adalah fungsi sekunder dari fungsinya sebagai NADase. Substrat lain yang 

diketahui dari CD38 adalah nikotinamide adenin dinukleotida fosfat (NADP), 

yang dapat dihidrolisis menjadi asam nikotinat adenin dinukleotida fosfat 

(NAADP) melalui reaksi pertukaran basa27. 

b) Aktifitas Ligan/Reseptor 

Sebagai reseptor, CD38 berinteraksi dengan ligan CD31 yang dikenal 

sebagai platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1), yakni 

glikoprotein transmembran tipe I yang berukuran 130 kDa3. Interaksi antara 

CD38 dan CD31 mirip dengan yang terlihat dengan selektin, menghasilkan 
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interaksi yang lemah dan dinamis antara sel imun dan sel endotel untuk 

mendorong perilaku migrasi sel imun27. 

2.1.4. CD38 di Otak 

CD38 diekspresikan di otak pada seluruh spesies termasuk tikus dan 

manusia. Pada manusia, CD38 diekspresikan di hampir semua area otak, 

secara statistik ekspresinya terlihat lebih tinggi daripada rata-rata di caudate, 

pallidum, olfactory bulb, putamen, thalamus, dan cingulate anterior pada 

tingkat seluler. Pada tingkat subseluler, di dalam otak tikus, CD38 sebagian 

besar terletak di membran plasma dan intraseluler. Selama perkembangan 

kehidupan, CD38 diekspresikan di otak tikus antara hari ke 14 dan 28 pasca 

kelahiran, terutama di astrosit, di mana ia mengatur perkembangannya secara 

otonom dan mendorong diferensiasi oligodendrosit secara non otonom. CD38 

juga termasuk regulator utama intraseluler NAD level di otak. Lebih lanjut, 

Melalui aktivitas siklasenya, CD38 juga menghasilkan cADPR, suatu 

penggerak kalsium universal yang terlibat dalam pelepasan neurotransmitter 

oleh neuron dan astrosit di otak3. 

Peran yang dimainkan oleh CD38 dalam neurodegenerasi dan 

peradangan saraf diawali dengan peningkatan jumlah sel senescence di otak, 

sebagian besar oleh senesence astrosit yang merilis SASP ditandai dengan 

pelepasan sitokin dan kemokin pro-inflamasi. Faktor pro-inflamasi ini 

meningkatkan ekspresi CD38 dalam astrosit lain dan sel mikroglia, yang 

mengarah ke pelepasan sitokin pro-inflamasi dan peradangan saraf yang 

diperkuat serta penurunan NAD akibat peningkatan aktivitas enzimatik CD38 
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yang menyebabkan penurunan aktivitas SIRT yang bergantung pada NAD. 

Hal ini berimplikasi pada akumulasi kerusakan DNA serta disfungsi 

metabolik serta stres oksidatif, yang menyebabkan kerusakan saraf dan 

kematian sel3. 

2.2. Sel Senescence  

2.2.1. Definisi 

Sel senescence merupakan suatu tahapan pada siklus sel yang tidak 

lagi mengalami pertumbuhan namun tidak melakukan program kematian sel. 

Keadaan ini bersifat permanen atas  penghentian siklus sel yang terjadi pada 

sel dengan stressor yang berbeda. Keadaan senescence ini disertai dengan 

kegagalan untuk memasuki kembali siklus sel sebagai respons terhadap 

rangsangan mitogenik, fenotip sekretori yang tinggi dan resistensi terhadap 

kematian sel. Hal ini bisa terjadi di beberapa jaringan selama proses fisiologis 

dan patologis yang berbeda seperti remodeling jaringan, cedera, kanker, dan 

penuaan28. Keadaan ini ditandai dengan peningkatan ekspresi tumor supresor 

p21 CIP1/WAF1 (dikodekan oleh Cdkn1a) dan p16INK4A (dikodekan oleh 

Cdkn2a)29. 

Fenotipe sel senescence sering ditandai dengan aktivasi respons dari 

kerusakan DNA secara kronis, keterlibatan berbagai inhibitor cyclin-

dependent kinase (CDKi), peningkatan sekresi faktor pro-inflamasi dan 

remodeling jaringan, induksi gen antiapoptosis, perubahan tingkat 

metabolisme, dan stres pada retikulum endoplasma (ER). Konsekuensi dari 

jalur pensinyalan sel-sel penuaan ini menunjukkan penyimpangan struktural, 
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Gambar 2.2. Morfologi Senescence sel 

dari morfologi yang membesar dan lebih rata, komposisi membran plasma 

(PM) yang berubah, akumulasi lisosom dan mitokondria, dan perubahan 

inti30. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Morfologi  tampak membesar dengan bentuk yg tidak beraturan, 

integritas inti terganggu karena hilangnya lamin B1, yang juga menyebabkan 

munculnya fragmen kromatin sitoplasma (CCF); kandungan lisosom 

meningkat, yang seringkali terdeteksi sebagai aktivitas b-galaktosidase 

tinggi; mitokondria besar tetapi disfungsional yang menghasilkan reaktive 

oxygen species (ROS); dan membrane plasma yang berubah  seperti 

peningkatan caveolin-130. 

2.2.2. Jenis Sel Senescence 

Sel senescence bisa diinduksi oleh berbagai rangsangan yang berbeda, 

diantaranya dalah: 
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a) Sel Senescence yang diinduksi kerusakan DNA 

Kerusakan DNA yang tidak dapat diperbaiki dapat menyebabkan 

Sel Senescence atau apoptosis, tergantung pada besarnya kerusakan. 

Secara in vitro, beberapa agen perusak DNA digunakan untuk 

menginduksi jenis penuaan ini, termasuk radiasi atau obat-obatan. 

b) Sel Senescence yang diinduksi onkogen (OIS) 

Aktivasi onkogen, seperti Ras atau BRAF, atau inaktivasi tumor 

suppressors, seperti PTEN dapat menyebabkan OIS. Senescence yang 

diinduksi onkogen ini adalah respons anti-proliferatif yang kuat dan 

berkelanjutan yang disebabkan oleh pensinyalan onkogenik yang 

dihasilkan dari mutasi pengaktifan onkogen, atau inaktivasi gen penekan 

tumor. Jalur yang memediasi OIS sangat kompleks dan belum sepenuhnya 

dijelaskan, tetapi penghentian proliferasi melibatkan aktivasi jalur RB dan 

p5331. 

c) Sel Senescence yang diinduksi reaktif oksigen spesies (ROS) 

Produk pengoksidasi dari metabolisme sel atau agen oksidatif yang 

ada seperti H2O2, dapat menyebabkan Sel Senescence, meskipun agen 

pengoksidasi mengerahkan efeknya sebagian melalui kerusakan DNA, 

komponen dan proses seluler lainnya juga terpengaruh. Peningkatan level 

ROS telah terbukti berpotensi penting dalam menginduksi penuaan sel. 

ROS berkontribusi pada onset dan progresi penuaan seluler dengan 

merusak mtDNA secara langsung atau bersinergi dengan modifikasi enzim 
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telomerase reverse transcriptase (TERT) dan aktivitas jalur p53 dan Ras32. 

Selain itu, produksi ROS dengan pensinyalan serial melalui GADD45-

MAPK14 (p38MAPK)-GRB2-TGFBR2-TGFb diperlukan dan cukup 

untuk stabilitas penghentian pertumbuhan, selama pembentukan 

senescence33. 

d) Sel Senescence yang diinduksi kemoterapi 

Berbagai obat-obatan anti kanker dapat menginduksi Sel 

Senescence beberapa dapat menginduksi DNA damage seperti bleomycin 

dan doxorubicin, dan beberapa lainnya beraksi melalui mekanisme yang 

berbeda seperti menginhibisi CDKs seperti abemaciclib dan palbociclib. 

Senescence juga diaktifkan sebagai respons terhadap kemoterapi untuk 

mencegah penyebaran sel kanker. Penelitian terbaru menunjukkan bahwa 

respons ini tidak selalu pasti dan bahwa populasi yang persisten dapat 

menggunakan senescence sebagai jalur adaptif untuk memulai kembali 

proliferasi dan menjadi lebih agresif34. 

e) Mithocondrial disfunction–associated Sel senescence  (MIDAS) 

Disfungsi mitokondria bisa menyebabkan terjadinya Sel 

Senescence yang ditandai dengan adanya produksi senescence-associated 

secretory phenotype (SASP). Disfungsi mitokondria ini dapat 

menginduksi penuaan seluler dalam in vitro dan in vivo. Namun, sedikit 

yang diketahui tentang mekanisme yang memediasi efek ini. Beberapa 

penelitian mengimplikasikan ROS pada mitokondria sebagai 
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penyebabnya, tetapi juga lebih dimungkinkan karena disfungsi 

mitokondria35. 

f) Sel Senescence yang diinduksi epigenetic 

Inhibitor DNA metylase seperti 5-aza-20-deoxycytidine atau 

histon deasetilase seperti suberoylanilide hydroxamic acid dan sodium 

butyrate dapat menyebabkan terjadinya sel senescence. 

g) Parakrin Sel Senescence 

Sel senescence sekunder yang disebabkan oleh induksi SASP yang 

disekresikan oleh sel senescence primer, sebelumnya sel yang menjalani 

OIS (yang dinduksi onkogen) dapat mengirimkan SASP melalui 

mekanisme parakrin ke sel sekitar. Kondisi kompleks ini diatur oleh 

pensinyalan inflammasome dan IL-130,36. 

 

Gambar 2.3. Karakteristik Sel senescence54. 

Secara garis besar, sel senescence memiliki dua sisi mata uang yang 

berbeda, satu sisi sel senescence memiliki efek positif, sisi lain ia juga 

memiliki efek negatif.  
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Efek positifnya antara lain : 

a) Wound Healing 

 Sel senescence berkaitan dengan penyembuhan luka di kulit. 

Fibroblas direkrut ke tempat cedera dan berdiferensiasi menjadi 

miofibroblas, Pada akhir proses penyembuhan luka, protein matriseluler 

CCN1 yang diekspresikan pada area injuri, berikatan dengan 

reseptornya, integrin a6b1, dan mengaktifkan produksi stres oksidatif di 

miofibroblas. Peningkatan stres oksidatif menyebabkan penuaan 

myofibroblast selama penyembuhan luka di kulit, yang melindungi 

terhadap perkembangan fibrosis yang berlebihan. 

b) Liver Fibrosis 

 Fibrosis hati terjadi sebagai akibat dari akumulasi berlebihan protein 

matriks ekstraseluler, termasuk kolagen. Fibrosis hati yang berlanjut 

dapat menyebabkan sirosis dan gagal hati. Pada kondisi ini, sel stellata 

hepatik akan diaktifkan dan mulai memproduksi komponen matriks 

ekstraseluler untuk memperbaiki kerusakan. Sel-sel stellata kemudian 

menjadi sel senescence dan mengekskresikan SASP, termasuk MMPs, 

untuk memperbaiki jaringan parut fibrotik. 

c) Cardiac Fibrosis 

 Sel senescence memiliki peran penting dalam regulasi fibrosis 

jantung setelah infark miokard (MI) pada model tikus. Fibroblas jantung 
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yang senescence terakumulasi dalam jantung yang mengalami infark 1 

minggu setelah MI pada tikus. Di sisi lain, deposisi kolagen meningkat 

setelah MI. Hasil ini menunjukkan bahwa penuaan seluler yang 

dimediasi oleh p53 penting untuk membatasi deposisi kolagen jantung 

dan fibrosis jantung. 

d) Senescence yang diprogram saat perkembangan  

 Temuan menarik pada riset terbaru mengungkap bahwa sel 

senescence juga terjadi selama perkembangan, dan sel senescence 

kemungkinan terlibat dalam mempromosikan remodeling jaringan 

selama masa perkembangan28. 

Efek negatif sel senescence : 

a) Tumor promotion 

 Meskipun sel senescence terlibat dalam menekan transformasi 

malignansi, tetapi faktor-faktor yang disekresikan oleh SASP seperti 

sitokin inflamasi (IL-1, IL-6, IL-8, MCP2, dan lainnya), protease (MMPs 

dan lainnya), dan growth factor (VEGF dan lainnya) dapat memfasilitasi 

perkembangan dan mempercepat metastasis sel tumor dengan 

mempengaruhi lingkungan mikronya. 

b) Penyakit Degeneratif 

 Beberapa penyakit lain yang berhubungan dengan sel senescence  

seperti sarcopenia, osteoarthritis, dan fibrosis paru. Penuaan astrosit juga 

telah terlibat dalam patogenesis penyakit alzheimer dan penyakit 



 

 
 

20 

parkinson. Hingga saat ini laporan dari  sel senescence yang terkait 

dengan berbagai penyakit manusia telah meningkat28. 

Berbagai penelitian hingga saat ini mengungkap bahwa sel 

senescence terlibat dalam banyak penyakit degeneratif terkait usia baik 

dalam situasi normal maupun patologis. sel senescence mempengaruhi 

struktur jaringan normal dan integritas jaringan melalui perilisan  

SASP28. 

c) Adiposite senescence, Obesitas, and Diabetes   

Banyaknya sel senescence jaringan adiposa tidak hanya 

meningkat siring penuaan tetapi juga pada kondisi obesitas, terutama 

obesitas hipertrofik. Sejalan dengan ini, ukuran sel adiposa dalam 

jaringan adiposa subkutan pada individu non-diabetes berhubungan 

positif dengan penanda penuaan seluler. Akumulasi lemak putih berlebih 

dalam adiposit memicu respons inflamasi pada jaringan adiposa dan 

menginisiasi proses patologis sistemik. Adipokin yang semenstinya tidak 

diinginkan seperti TNF-α diproduksi oleh respon inflamasi ini dan 

menyebabkan resistensi insulin dan diabetes37. 

Sel senescence progenitor adiposa adalah regulator negatif utama 

adipogenesis, baik melalui mekanisme sel-otonom atau dengan 

mempengaruhi sel-sel lain melalui perilisan SASP. Setelah terbentuk, Sel 

senescence dapat mempengaruhi fungsi sel-sel progenitor jaringan 

adiposa sekitar, menghambat adipogenesis. Selain itu, sel-sel tua dapat 

secara langsung menyebabkan resistensi insulin melalui sekresi faktor 
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SASP seperti aktivin A, IL-6 dan TNF-α. Sel-sel tua juga berkontribusi 

pada kemo-attraksi makrofag ke jaringan adiposa viseral pada obesitas37. 

 Sel senescence dengan SA-b-gal positif terakumulasi dalam jaringan 

adiposa ini disertai dengan akumulasi p53 dan p21, peningkatan regulasi 

faktor SASP, dan infiltrasi inflamasi. Sel senescence secara progresif 

terakumulasi dalam jaringan adiposa putih visceral dan hati selama 

proses penuaan, selain itu sitokin inflamasi yang disekresikan (SASP) 

menginduksi makrofag untuk berproliferasi dan mengekspresikan 

CD3828. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.4. Induksi SASP terhadap peningkatan CD38 Makrofag 

 Penuaan dan akumulasi lemak yang meningkatkan akumulasi sel 

senescence akan menyebabkan meningkatnya ekspresi CD38 pada 

Makrofag tipe 1 yang berimplikasi tingginya inflamasi dan aktifitas  

NADase serta menurunnya koenzim NAD+ melalui SASP. SASP yang 

dirilis oleh sel senescence diperlukan dan cukup untuk meningkatkan 

ekspresi CD38 dalam makrofag dan mendorong proliferasi makrofag38. 
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Gambar 2.5. Penanda Senesence di central nervous system (CNS) 

 

 

2.2.3. Sel Senescence dan Neurodegeneratif 

Kondisi neurodegenerasi baik yang terjadi secara alami seiring 

bertambahnya usia kronologis maupun neurodegenerasi yang dipicu oleh 

berbagai kondisi seperti diabetes berkaitan dengan induksi SASP oleh sel 

senescence sebagai sumber utama sterile inflammation yang meningkatkan 

aktivitas senescence-associated β-galactosidase (SA-Bgal), kompleks SASP 

yang menginduksi  kemokin pro-inflamasi, damage asociated molecule 

patterns (DAMPs) dan sitokin39. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Berbagai stressor baik yang bersifat intrinsik maupun ekstrinsik dapat 

menstimulasi peningkatan sel senescence diotak. Juga terhadap sel sel otak 

semisal astrosit dan mikroglia, yang menunjukkan bahwa mekanisme ini 

dapat berkontribusi pada gangguan interaksi glia-neuron melalui SASP dan 

pengembangan patologi otak40. 
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Gambar 2.6. Perbendaan sel senescence  pada normal aging dan penyakit 
neurodegeneratif9. 

Gambar 2.7. Senescence sel dalam memediasi neurodegenerasi51. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Penuaan seluler dapat diinduksi oleh beberapa rangsangan di sel-sel 

otak yang berbeda. Penuaan mikroglia dan astrosit menyebabkan peradangan 

dan hilangnya dukungan trofik. Penuaan oligodendrosit mengurangi mielin, 

yang mempengaruhi transmisi dan BBB dapat dikompromikan oleh penuaan 

sel endotel. Perubahan ini berdampak pada integritas dan kelangsungan hidup 

neuron dan akhirnya fungsi otak41.Lebih lanjut, akumulasi berlebihan SASP 
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Gambar 2.8. Induksi SASP meningkatkan ekspresi CD38 

yang dihasilkan oleh senescence sel akan menginduksi peningkatan ekspresi 

CD38 yang juga berimplikasi pada menurunan koenzym NAD+42. 

Penghapusan CD38 sangat mengurangi peradangan saraf dan menunjukkan 

bahwa CD38 mungkin memainkan peran kunci dalam proses 

neurodegenerasi3,29. 

 

 

 

 

 

2.3. SIRT1 

2.3.1. Definisi 

Protein silent regulator 2 (Sir2), atau dikenal juga sebagai sirtuin 

adalah keluarga protein pensinyalan yang terlibat dalam regulasi metabolisme 

yang awalnya diidentifikasi sebagai gene silencing untuk mencegah ekspresi 

gen, tapi kemudian diketahui terlibat dalam banyak fungsi termasuk 

menambah usia pada sel ragi. Protein ini adalah keluarga deasetilase protein 

yang sangat terkonservasi dan bergantung pada NAD+  untuk aktivitasnya. 

Sejauh ini ada tujuh sirtuin (SIRT1-SIRT7) pada mamalia. Salah satu sirtuin 

yang memiliki banyak manfaat terkait dengan saraf adalah SIRT1  terkait 

perlindungan saraf dari peradangan.  

Modulasi aktivitas sirtuin dapat mempengaruhi jalannya beberapa 

agregat dalam membentuk gangguan neurodegeneratif termasuk penyakit 
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alzheimer, penyakit parkinson, penyakit huntington, amiotrofik sklerosis 

lateral (ALS) dan atrofi otot spinal dan bulbar. Sirtuin dapat mempengaruhi 

perkembangan gangguan neurodegeneratif dengan memodulasi aktivitas 

faktor transkripsi dan secara langsung mendeasetilasi spesies proteotoksik 

sehingga terdapat potensi terapi untuk memodulasi aktivitas sirtuin pada 

gangguan ini9. 

2.3.2. SIRT1 di Otak dan Neuron Survival 

SIRT1 diekspresikan secara luas di otak orang dewasa. Sebagian 

besar terlokalisasi di inti saraf. Namun, SIRT1 juga ditemukan di sel glial 

otak, di sel punca saraf, mikroglia, dan astrosit, serta di hipotalamus sebagai 

pusat kendali homeostasis. SIRT1 mRNA diekspresikan dalam arkuata, 

ventromedial, dorsomedial, dan inti paraventrikular hipotalamus, yang 

menunjukkan peran penting SIRT1 di otak dalam mengatur status 

metabolisme. Fungsi lain dari SIRT1 otak adalah regulasi jam sirkadian di 

nukleus suprachiasmatic (SCN) dari hipotalamus. Selain itu fungsi fisiologis 

SIRT1 di hipotalamus adalah melakukan perlindungan saraf pada disfungsi 

neurologis43. 

 

 

 

 

 

 Gambar 2.9. SIRT1 di Otak 
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Gambar 2.10. Peran SIRT1 pada perkembangan neuron 

SIRT1 otak bergantung pada jumlah NAD+ yang meningkat saat 

krisis energi dan menurun dengan beban energi yang tinggi. Fungsi yang tepat 

dari SIRT1 otak adalah pelindung terhadap obesitas, diabetes, disregulasi 

sirkadian. Selain itu, SIRT1 otak memberikan perlindungan saraf terhadap 

cedera iskemik dan gangguan neurodegeneratif, seperti penyakit Alzheimer 

(AD), penyakit Parkinson (PD), dan penyakit Huntington (HD).  

Ekspresi SIRT1 yang tinggi di otak embrio menunjukkan bahwa ia 

memiliki peran dalam perkembangan saraf dan otak. Gagasan ini sesuai 

dengan beberapa fenotipe yang terkait dengan tikus SIRT1-knockout, di mana 

kelangsungan hidup pasca kelahiran jarang terjadi sehingga memiliki cacat 

perkembangan seperti ecencephaly44. 

  

 

 

 

 

 

 

 

SIRT1 dapat mendorong perkembangan akson dengan mendeasetilasi 

Akt dan menghambat Gsk3, mempengaruhi dinamika mikrotubulus selama 

perpanjangan akson. SIRT1 juga berinteraksi dengan microRNA-138 melalui 

loop umpan balik negatif dan microRNA ini menekan pertumbuhan akson. 
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Gambar 2.11. SIRT1 dalam pembentukan sinaps 

SIRT1 juga memengaruhi arborisasi dendritik dengan penghambatan 

aktivitas ROCK kinase. SIRT1 sitoplasma dapat merangsang pertumbuhan 

neurit yang bergantung pada NGF karena penurunan regulasi mTOR dan 

penghambatan efektor hilirnya45. 

 

 

 

 

 

 

Di hippocampus, SIRT1 mempengaruhi plastisitas sinaptik melalui 

kompleks repressor yang mengandung faktor transkripsi YY1, yang 

mengatur microRNA-134 (mIR-134). MicroRNA spesifik otak ini mengatur 

protein pengikat respons cAMP (CREB) dan ekspresi brain-derived 

neurotrophic factor (BDNF). Protein ini penting untuk pembentukan sinaps 

dan potensiasi jangka panjang.  

Selain itu SIRT1 di hipotalamus juga berperan dalam mengatur 

kondisi fisiologi dan perilaku dengan mengoordinasikan respons 

neuroendokrin yang mengatur nafsu makan, suhu, kontrol sirkadian, dan 

pelepasan hormon untuk mempertahankan homeostasis. Di bagian 

ventromedial nukleus hipotalamus, SIRT1 mengatur pengeluaran energi dan 

melindungi dari obesitas dalam kondisi diet tinggi lemak, selain itu, SIRT1 

juga mengatur aktivitas dan suhu tubuh di dorsomedial dan hipotalamus 
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lateral. Di dalam inti arkuata, SIRT1 memodulasi nafsu makan dan kekebalan 

adaptif.  Dalam nukleus supraschiasmatic hipotalamus, kadar SIRT1 

menurun seiring dengan penuaan sehingga mempengaruhi pola aktivitas dan 

sirkadian45. 

2.3.3. SIRT1 dan  Otak 

Salah satu fenomena fisiologis di mana fungsi tubuh menurun seiring 

waktu yakni proses menua (longevity), demikian pula otak, hingga saat ini 

secara luas dipahami bahwa penuaan otak ditandai dengan adanya perubahan 

kognitif. Penuaan ini adalah faktor risiko utama untuk beberapa penyakit 

neurodegeneratif, seperti alzheimer (AD) dan parkinson (PD). Beberapa 

penelitian telah menunjukkan bahwa proses inflamasi dan stres oksidatif 

berkontribusi pada gangguan kognitif pada manusia. Studi ekspresi gen 

menunjukkan perubahan ekspresi gen terkait usia pada otak manusia.  

Gen downregulasi yang mencakup memori dan pembelajaran, 

pensinyalan kalsium, dan fungsi mitokondria yang menurun. Selain itu, 

inflamasi kronis juga terbukti terkait dengan penuaan dalam mekanisme 

peningkatan progresif kondisi pro-inflamasi atau “inflamageing”. Pada kondisi 

ini, SIRT1 memainkan peran penting dalam perkembangan penyakit 

neurodegeneratif, seperti AD dan PD. SIRT1 juga terlibat dalam penuaan dan 

umur melalui peningkatan Brain-specific SIRT1-overexpressing (BRASTO) 

spesifik otak yang menjadi penanda peningkatkan rentang hidup pada tikus46. 
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2.4. Diabetes 

2.4.1. Definisi 

Diabetes mellitus adalah gangguan metabolisme heterogen yang 

dikarakterisasi oleh hiperglikemia kronis yang disebabkan oleh gangguan 

sekresi insulin atau gangguan aksi insulin atau keduanya47. Termasuk 

malfungsi metabolisme karbohidrat, protein, dan lipid4. Diabetes mellitus 

diklasifikasikan menjadi diabetes mellitus tipe 1 yang juga dikenal sebagai 

insulin-dependent yang ditandai dengan kurangnya produksi insulin dan 

diabetes mellitus tipe-2 yang dikenal sebagai diabetes non-insulin-dependent 

yang disebabkan oleh ketidakmampuan tubuh untuk menggunakan insulin 

secara efektif, serta diabetes gestasional yakni hiperglikemia yang ditemukan 

pertama kali pada masa kehamilan48. 

2.4.2. Epidemiologi 

Sebagai bagian dari heterogenous disorder diabetes memiliki 

progresifitas mencapai proporsi epidemi secara global dengan perkiraan 

sekitar 347 juta orang penderita secara global pada tahun 2011 yang 

diproyeksikan akan meningkat menjadi 552 juta pada tahun 203049,50. Selain 

itu gangguan toleransi glukosa (IGT), kondisi yang mungkin menyebabkan 

diabetes juga diproyeksikan naik 7,1% pada tahun 203051. Lebih lajut, 

menurut International Diabetic Federation (IDF) pada tahun 2011, tidak 

kurang dari 366 juta orang menderita penyakit ini dan 80% di antaranya 

tinggal di negara dengan pendapatan rendah dan sedang48. 
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2.4.3. Diabetes dan Neurodegeneratif 

Salah satu komplikasi diabetes yakni gangguan mikrovaskuler jangka 

panjang seperti neuropati, nefropati, dan retinopati50. Yang patut diberi 

perhatian salah satunya adalah  penyakit degeneratif pada sistem saraf yang 

menimbulkan beban medis dan kesehatan masyarakat yang substansial pada 

populasi di seluruh dunia. Penyakit Alzheimer (AD), penyakit Parkinson 

(PD), dan amyotrophic lateral sclerosis (ALS) adalah tiga penyakit 

neurodegeneratif utama. Prevalensi dan insiden penyakit ini meningkat secara 

dramatis seiring bertambahnya usia, sehingga jumlah kasus diperkirakan 

akan meningkat di masa mendatang karena rentang hidup di banyak negara 

terus meningkat52. 

Selain itu kondisi ini juga dapat menyebabkan perubahan progresif 

lambat di otak, seperti ensefalopati diabetik yang ditandai dengan perubahan 

kognitif dan perubahan struktural yang dapat diidentifikasi pada pencitraan 

otak10,53. Gangguan neurodegeneratif, sebagai gangguan progresif pada fungsi 

otak yang secara umum mempengaruhi orang dewasa dan memburuk seiring 

bertambahnya usia. Hal ini dipicu oleh kerusakan neuron tertentu atau 

kerusakan saraf secara umum. Akibatnya, beberapa fungsi saraf yang sangat 

spesifik seperti penglihatan, pendengaran atau fungsi kognitif umum seperti 

yang diamati pada demensia terpengaruh51. Meski tampaknya kedua masalah 

ini terpisah, namun terdapat hubungan antara keduanya. Peran diabetes dalam 

perkembangan demensia dengan kondisi neurodegenerasi lain juga telah lama 

dieksplorasi oleh para ilmuwan. Hubungan keduanya memang tampak erat 
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sebagaimana kita ketahui bahwa meski hanya memiliki proporsi 2% dari total 

berat tubuh tetapi untuk menjalankan fungsinya ia membutuhkan 25% total 

konsumsi glukosa tubuh atau 5,6 mg glukosa per 100 g jaringan otak manusia 

per menit54. 

Meskipun tidak banyak bukti langsung yang menunjukkan hubungan 

antara diabetes dan neurodegenerasi, beberapa penelitian telah menunjukkan 

korelasi antara diabetes dan atrofi otak dan penurunan integritas saraf.   

Dalam penelitian Yi et all (2011) dengan menggunakan model tikus diabetes 

yang diinduksi streptozotocin (STZ), didapatkan ensefalopati dengan 

degenerasi saraf dan peradangan serta gangguan dalam komunikasi gap 

junction1. Selain itu, penyakit neurodegeneratif juga mempengaruhi 

metabolisme glukosa di otak. Gangguan neurodegeneratif juga telah 

dieksplorasi lebih banyak terjadi pada penderita dengan kondisi diabetes 

dibandingkan dengan mereka yang tidak menderita diabetes55. Penelitian lain 

menunjukkan bahwa mereka yang menderita diabetes memiliki prevalensi 

yang lebih tinggi dari gangguan kognitif dan penurunan kognitif yang lebih 

besar dibandingkan dengan individu normoglikemik56,57. 

Selain itu, terdapat defisit dalam kinerja memori dan kognisi yang 

berbasis hipokampus selain terjadinya pengurangan volume otak yang 

dimediasi oleh kondisi diabetes pada individu58. Studi klinis menunjukkan 

penurunan fungsi neuropsikologis pada pasien diabetes penyakit alzheimer 

(AD) dengan tingkat metabolisme glukosa yang rendah dan kelainan 

sensitivitas insulin di otak yang mengarah ke lingkungan hiperglikemik yang 
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dapat menyebabkan kematian neuron. Resistensi insulin juga menurunkan 

metabolisme glukosa yang berimplikasi menyebabkan hyperphosphorylates 

TAU protein sehinga menyebabkan neurofibrillary tangles yakni 

penumpukan protein dalam neuron penderita AD51. 

 Dalam sebuah studi post mortem pada 216 pasien diabetes 

menunjukkan bahwa pasien dengan alel ApoE-ε4, yang merupakan faktor 

risiko genetik untuk AD, menunjukkan peningkatan plak neuritik 

hipokampus di korteks dan hipokampus serta risiko yang lebih tinggi dari 

angiopati amiloid serebral. Studi post mortem lain dengan sekitar 1000 pasien 

diabetes menunjukkan bahwa diabetes menyebabkan atrofi kortikal yang 

lebih besar59. Lebih lanjut, pada penelitian  Kamada et all (2007) dengan 

model hiperglikemik bermanifestasi dalam meningkatkan stres oksidatif dan 

aktivitas matriks metaloproteinase-9 (MMP-9) yang mengakibatkan 

disfungsi sawar darah otak setelah cedera iskemia-reperfusi. Data ini 

menunjukkan bahwa dalam kondisi hiperglikemik ketika sawar darah otak 

terganggu, dapat menyebabkan sel-sel inflamasi dan cairan menembus otak 

yang menyebabkan edema dan kematian sel51,60. 

Degenerasi saraf pada penyakit Alzheimer disebabkan oleh 

pembentukan neurofibrillary tangle dan deposisi plak amiloid ekstraseluler. 

Kedua pathway tersebut difasilitasi oleh resistensi insulin sebagai penyebab 

utama diabetes tipe 2. 
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Gambar 2.12. Pathway neurodegenerasi pada kondisi DM38. 

Hyperglycemia-generated advanced glycation end products (AGEs), 

stres oksidatif dan peradangan saraf yang dihasilkan oleh hiperglikemia 

kronis juga merupakan penyebab penting dari kondisi neurodegenerasi 

sehingga memberikan hubungan penting antara diabetes dan 

neurodegenerasi61. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.13. Diabetes dan Neurodegenerasi di Otak3. 



 

 
 

34 

Gambaran skematis perubahan di otak dengan kondisi diabetes. 

Hilangnya insulin dan pensinyalan insulin termasuk reseptor insulin-growth 

factor 1 (IGF-1) yang berkontribusi pada ensefalopati diabetik dan penyakit 

Alzheimer. Hilangnya insulysin juga dikenal sebagai insulin-degrading 

enzyme (IDE), Plak amiloid dan neurofibrillary tangles, Aterosklerosis yang 

berhubungan dengan diabetes dan faktor risiko vaskular lainnya yang 

berkontribusi terhadap adanya iskemia dan penyakit vaskular campuran. 

Hilangnya sinaptik ditunjukkan di otak murine dengan imunohistokimia 

untuk sinaptofisin, serta lesi materi putih yang diidentifikasi menggunakan 

pencitraan resonansi magnetik otak dari pasien dan diabetes bersama dengan 

leukopenia10. 

2.5. Mesenchymal Stem Cell (MSC) 

2.5.1. Definisi 

Mesenchymal stem cell (MSC) adalah sel yang bersifat multipotensi 

sehingga dapat berdiferensiasi menjadi sel dewasa lain seperti osteosit, 

adiposit, dan neurosit. Mesenchymal stem cell dapat diisolasi dari beberapa 

jaringan antara lain jaringan adipose, folikel rambut, bone marrow, hingga 

wharton jelly dari tali pusat62. Secara umum, MSC diidentifikasi sebagai sel 

yang dapat menempel pada permukaan plastik dan bentuk menyerupai sel 

fibroblast atau jarum. Secara fenotype, MSC yang diisolasi dari tikus, dimana 

MSC tikus tidak mengekspresikan beberapa marker spesifik antara lain CD44 

dan CD29, namun mengekspresikan marker spesifik CD45 dan CD31 dan 

bersifat osteogenic63. 
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Gambar 2.14. Sumber MSC 67 

2.5.2. Sumber MSC 

MSC dapat diperoleh dari beberapa jaringan antara lain sumsum 

tulang, jaringan adiposa, folikel rambut, warthon jelly dari tali pusat, dan 

plasenta62. 
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2.5.3. Karakteristik MSC 

MSC memeliki beberapa karakteristik antara lain memiliki 

kemampuan self renewal, mampu berdiferensiasi menjadi beberapa sel 

dewasa seperti, seperti osteoblas, adiposit, kondrosit, tenosit, dan miosit64. 

Selain itu MSC juga memiliki kemampuan sebagai imunomodulator karena 

mampu mengeksresi beberapa sitokin baik pro atau pun anti-inflamasi. Hal 

ini menjadikan MSCs memiliki potensi yang besar dalam menekan inflamasi 

yang terjadi di CNS65. . 
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Gambar 2.16 Hipoksia mengaktivasi MSC71. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.15. Diferensiasi MSC 

2.5.4. Hipoksia 

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 dapat meningkatkan 

kemampuan proliferasi, self renewal, dan pelekatan MSC66. Lebih lanjut 

kondisi hipoksik memicu produksi molekul Hipoxic Induce Factor (HIF) 

yang berperan dalam peningkatan produksi sitokin-sitokin dari MSC67. 
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2.5.5. Secretome Stem Cell 

MSC diketahui mengeluarkan senyawa bioaktif aktif yang disebut 

sekretome, biasanya diklasifikasikan sebagai sitokin, kemokin, molekul 

adhesi sel, mediator lipid, interleukin, growth factor (GF), hormon, eksosom, 

mikrovesikel, serta faktor anti-inflamasi. Faktor-faktor ini dianggap sebagai 

protagonis untuk berpartisipasi dalam perbaikan dan regenerasi jaringan 

melalui parakrin yang memediasi pensinyalan sel ke sel68,69. Sejumlah besar 

molekul bioaktif yang dihasilkan dari MSC termasuk bahan genetik (DNA, 

fragmen RNA, microRNAs (miRNAs)), enzim, sinyal dan protein transduksi 

sinyal, faktor imunomodulator dan growth factor yang dilapisi oleh membran 

bilayer.70 Neurotropin yang dihasilkan dari MSC (brain-derived neurotrophic 

factor  (BDNF) dan nerve growth factor (NGF)), yang sangat penting untuk 

pengurangan cedera tulang belakang. Hal ini juga berkaitan dengan CNS71. 

Selain itu secretome yang disekresikan dari MSC munjukkan efek 

menguntungkan dalam pengobatan penyakit degeneratif hepatobilier, 

pernapasan, tulang, gastrointestinal, kardiovaskular dan sistem saraf72. Lebih 

lanjut, eksosom yang berasal dari umbilical cord mesenchymal stem cell 

mereduksi eksitasi neuron serta mengaktivasi sel glial68. 

2.6. Peran Secretome Mesenchymal Stem Cell Hipoksia (S-HMSCs) Terhadap 

Ekspresi CD38, p16, p21, dan SIRT1 pada Jaringan Otak Tikus Model 

DM Tipe 1 

MSC mensekresikan banyak derivate seperti sitokin, kemokin, 

molekul adhesi sel, mediator lipid, interleukin, growth factor (GF), hormon, 
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eksosom, mikrovesikel, serta faktor anti-inflamasi71. Kondisi hipoksia akan 

memicu MSC untuk mensekresikan lebih banyak soluble molekul yang 

mengandung lebih banyak mediator-mediator anti-inflamasi dan growth 

factor66. Peran secretome untuk mensupresi ekspresi CD38 yang diinduksi 

oleh SASP dan proses degenerasi karena aging belum sepenuhnya jelas meski 

CD38 merupakan target yang sangat menjanjikan untuk melawan 

neurodegenerasi serta peradangan saraf karena hubungannya yang erat 

dengan penuaan serta memiliki bukti eksperimental3. MSC secara langsung 

terbukti dapat mensupresi CD3824. Selain itu, MSC juga mensekresikan 

(brain-derived neurotrophic factor (BDNF) dan nerve growth factor (NGF)) 

yang penting dalam pertumbuhan jaringan saraf68.  

Sitokin anti-inflamasi yang disekresikan seperti IL-10 akan menekan 

faktor inflamasi dalam SASP seperti IL-6 dan IL-1 serta agen inflamasome 

lain melalui jalur NF-kβ73,74. Faktor-faktor SASP yang tersupresi akan 

menghambat terbentuknya senescence sel baru yang diinduksi SASP yakni 

parakrin senescence sel30,36. Lebih lanjut, SASP dari senescence sel  yang 

disupresi akan menghambat terekspresinya CD3828,38. Menurunnya ekspresi 

CD38 akan menyebabkan peningkatan koenzym NAD+ yang dipergunakan 

dalam metabolisme sel dalam reaksi redoks serta dipergunakan oleh SIRT1 

dalam melepas gugus asetil dari protein. Peningkatan koenzim NAD+ dapat 

digunakan untuk mengaktifkan SIRT1 sebagai sensor intraseluler NAD+75. 

Selain itu, peningkatan ekspresi SIRT1 akan berimplikasi positif sebagai 

neuroproteksi, mengurangi pembentukan plak amyloid, dan menekan proses 
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neurodegenerasi serta penurunan kognitif76,77,78. SIRT1 menggunakan NAD+ 

untuk menghilangkan struktur kimia spesifik yang disebut gugus asetil 

sebuah proses yang disebut deasetilasi dari protein seluler untuk mengontrol 

regulasi transkripsi, metabolisme energi, ritme sirkadian, perbaikan DNA, 

dan kelangsungan hidup sel. 
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BAB III 

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN HIPOTESIS 

 

3.1.   Kerangka Teori 

Sel beta pangkreas mengekspresikan glutamic acid decarboxylase 65 

autoantibody (GAD65A), insulin autoantibody (IAA), islet cell autoantibody 

(ICA),): zinc transporter 8 autoantibody (ZnT8A). Autoantigen ini merilis 

epitop-epitop yang kemudian ditangkap oleh antigen presenting cell (APC) 

seperti makrofag dan sel dendritik. Sel-sel APC ini kemudian merilis 

immunogenic signal, molekul adhesi dan IL12 yang akan mengaktifasi Th1. 

Th1 yang teraktifasi akan merilis IL-2, IFNγ, dan TNFβ yang akan 

mengaktifasi autoreaktif  CD8+ dan makrofag yang akan merilis perforin dan 

granzym serta sitokin pro-inflamasi yang akan menghancurkan beta sel. 

Akumulasi jumlah beta sel yang berkurang akan menyebabkan terjadinya 

diabetes tipe 1. Reaktif oksigen nitrogen spesies (RONS) yang dihasilkan 

oleh mekanisme tersebut berkontribusi pada onset dan progresi penuaan 

seluler dengan merusak mtDNA atau bersinergi dengan modifikasi enzim 

telomerase reverse transcriptase (TERT) dan aktivitas jalur p53 dan Ras.  

Peningkatan akumulasi senescence sel di otak dan terakumulasi 

melalui senescence yang diinduksi ROS, senescence akibat disfungsi 

mitokondria, serta parakrin senescence  sel. Lebih lanjut, senescence sel ini 

akan merilis faktor-faktor inflamasi dalam senescence-associated secretory 

phenotype (SASP) yang mengakibatkan terjadinya peningkatan ekspresi 
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CD38 serta menyebabkan efek parakrin senescence sel baru. Tingginya 

ekspresi CD38 akan mengonsumsi banyak Nicotinamide adenine 

dinucleotide (NAD+) sehingga menyebabkan terjadinya penurunan 

konsentrasi yang berefek downstream penurunan SIRT1. 

Secretome MSC Prekondisi hipoksia berpengaruh dalam 

meningkatkan kemampuan survival dan proliferasi MSC. MSC hipoksia akan 

mengekspresikan molekul soluble berupa sitokin, kemokin dan growth factor 

lebih banyak dari pada kondisi normal. Aktifitas secretome akan turut 

mencegah peningkatan ROS serta menekan faktor inflamasi SASP. 

Penghambatan ROS dan SASP berimplikasi pada berkurangnya senescence 

sel yang diinduksi ROS serta penurunan ekspresi CD38 yang akan 

meningkatkan koenzim NAD+ dan SIRT1 .
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Gambar 3.1. Kerangka Teori 

AgPC: antigen-presenting cell; GAD65A: glutamic acid decarboxylase 65 
autoantibody; IAA: insulin autoantibody; ICA: islet cell autoantibody; ZnT8A: 

zinc transporter 8 autoantibody. 
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3.2. Kerangka Konsep 

 

 

 

Gambar 3.2. Kerangka Konsep 

3.3. Hipotesis 

1. Terdapat pengaruh pemberian secretome H-MSCs terhadap 

penurunan ekspresi CD38 pada otak tikus yang diinduksi STZ 

pada dosis 1000 µl  dan 500 µl  pada hari 28  

2. Terdapat pengaruh pemberian secretome H-MSCs terhadap 

penurunan ekspresi p16 pada otak tikus yang diinduksi STZ pada 

dosis 1000 µl  dan 500 µl  pada hari 28  

3. Terdapat pengaruh pemberian secretome H-MSCs terhadap 

penurunan ekspresi p21 pada otak tikus yang diinduksi STZ pada 

dosis 1000 µl  dan 500 µl  pada hari 28  

4. Terdapat pengaruh pemberian secretome H-MSCs terhadap 

peningkatan ekspresi SIRT1 pada otak tikus yang diinduksi STZ 

pada dosis 1000 µl  dan 500 µl  pada hari 28  
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BAB IV  

METODE PENELITIAN   

 

4.1.   Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian   

Penelitian merupakan post test only control group dengan metode 

rancang acak lengkap dengan empat kali ulangan per perlakuan. Objek 

penelitian adalah tikus jantan galur wistar dengan bobot badan 250 gr ± 10 gr 

(cv = 5%).  

Perlakuan terdiri dari:  

• Kelompok: Sham (tidak diberi perlakuan),   

• Kelompok: Kontrol (DM)  

• Kelompok: P1 (pemberian secretome H-MSC  dosis 500 µL),   

• Kelompok: P2 (pemberian secretome H-MSC dosis 1000 µL),   

A : Adaptasi R : Randomisasi P : Perlakuan O: Observasi 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1. Rancangan penelitian 
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4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional 

4.2.1. Variabel Penelitian 

4.2.1.1. Variabel Bebas 

Secretome HMSCs dosis 500 µL dan 1000 µL 

4.2.1.2.Variabel Terikat 

Ekspresi CD38, p16, p21, dan SIRT1 

4.2.2. Definisi Operasional 

4.2.2.1. Secretome MSC Hipoksia 

Sekretome adalah molekul larut dan vesikel ekstraseluler 

yang disekresikan oleh mesenchymal stem cell (MSCs). Molekul 

larut meliputi beragam serum proteins, growth factor, angiogenic 

factor, hormone, cytokine, extracellular matrix protein, 

mikrovesikel, eksosom, dan bahkan, sebagian lipid mediator dan 

material genetik. Sekretom diperoleh dari medium hasil prekondisi 

MSCs secara hipoksia.  Kemudian dlilakukan filtrasi dengan 

menggunakan Tangential Flow Filtration (TFF). Sekretome yang 

digunakan dalam beberapa kelompok yaitu kelompok P1 sebanyak 

500 µl dan kelompok P2 sebanyak 1000 µl.  Skala: Rasio 

4.2.2.2. Ekspresi CD38 

Ekspresi CD38 adalah gambaran surface marker yang 

berperan sebagai pendegradasi utama Nikotinamida adenina 

dinukleotida (NAD+). Sampel jaringan otak diambil dan dibuat slide 
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untuk dianalisis dengan metode IHC yang disajikan dalam bentuk 

persentase. Skala : Rasio 

4.2.2.3. Ekspresi p16 

Ekspresi p16 adalah gambaran protein supresor tumor yang 

memainkan peran penting dalam mengatur siklus sel, yang 

mengkodekan inhibitor spesifik dari cyclin D-CDK4 dan CDK6. 

Dengan mengontrol aktivitas CDK4, p16 membantu mengontrol 

fosforilasi Rb pada akhir G1. Sampel jaringan otak diambil dan 

dilakukan ekstraksi RNA untuk dianalisis dengan metode reverse 

transcriptase-polimerase chain reaction (RT-PCR) yang disajikan 

dalam bentuk presentase. Skala : Rasio 

4.2.2.4. Ekspresi p21 

Ekspresi p21 adalah gambaran CDK inhibitor yang 

menghambat aktivitas CDK-2 dan CDK-4 dibawah regulasi p53, dan 

menghentikan siklus sel pada fase G1. Sampel jaringan otak diambil 

dan dilakukan ekstraksi RNA untuk dianalisis dengan metode 

reverse transcriptase-polimerase chain reaction (RT-PCR) yang 

disajikan dalam bentuk presentase. Skala : Rasio 

4.2.2.5. Ekspresi SIRT1 

Ekspresi Protein silent regulator 2 (Sir2), atau dikenal juga 

sebagai sirtuin adalah gambaran keluarga protein pensinyalan yang 

terlibat dalam regulasi metabolisme yang awalnya diidentifikasi 

sebagai gene silencing untuk mencegah ekspresi gen. SIRT1 ini 
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adalah NAD-dependent deacetylase yang sangat terkonservasi dan 

bergantung pada NAD+  untuk aktivitasnya. Sampel jaringan otak 

diambil dan dilakukan ekstraksi RNA untuk dianalisis dengan 

metode reverse transcriptase-polimerase chain 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 berusia 3 

bulan dengan bobot badan 250 gram yang dinyatakan layak digunakan untuk 

penelitian oleh dokter hewan dari Animal House Integrated Biomedical 

Laboratory, Fakultas Kedokteran Universitas Sultan Agung Semarang dan 

diinjeksi STZ 65 mg/KgBB 

4.3.2. Sampel Penelitian 

4.3.2.1. Kriteria Inklusi 

Kriteria inklus sampel penelitian adalah tikus jantan putih 

galur Wistar dengan kriteria sebagai berikut:  

1. Umur 2-3 bulan.   

2. Kondisi sehat dan tidak mengalami kecacatan.  

3. Bobot badan 200-250 gram. 

4. GDP 200 setelah hari ke-7 pemberian STZ 

4.3.2.2. Kriteria Eksklusi 

Tikus putih jantan galur Wistar dengan kriteria:  

1. Memiliki kelainan anatomis.  



 

 
 

48 

2. Sudah pernah digunakan untuk penelitian sebelumnya.  

4.3.2.3.Kriteria Drop Out 

Tikus mengalami infeksi atau mati selama rentang waktu 

penelitian 

4.3.3. Cara Pengambilan Sampel Penelitian 

Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan cara Randomized 

Sampling. Tikus putih jantan galur Wistar dibagi menjadi 4 perlakuan yaitu 

perlakuan Sham (tidak diberi perlakuan), Kontrol (diinduksi STZ tanpa 

pemberian secretome), P1 (Pemberian secretome dengan kadar 500 µL), dan 

P2 (Pemberian secretome kadar 1000 µL). 

4.3.4. Besar Sampel 

Sampel minimal dihitung dengan menggunakan kriteria WHO 

sebanyak 5 ekor sampel per kelompok. Penelitian ini menggunakan 24 ekor 

tikus putih jantan galur Wistar dengan masing-masing 6 ekor sampel per 

kelompok. 

4.4. Alat dan Bahan 

4.4.1. Alat 

Penelitian ini menggunaka peralatan berupa perlengkapan kultur sel 

yang terdiri Biosafety Cabinet (BSC), mikropipet, inkubator CO2, dissecting 

kit, dan flask 75T. Kondisi kultur hipoksia didapatkan dengan menggunakan 

hypoxic chamber. Oksigen meter digunakan untuk mengukur kadar oksigen 

di dalam hypoxic chamber. Instrumen dan alat Real-Time PCR dan thermal 

cycle (PCRmax Eco 48 real time PCR), fluorometer, mikropipet dan tip, 
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homogenizer, mikrosentrifuge dan rotor, spinner, vortex, micro pestle, 

microtube 1,5 cc, qPCR tube 0,5 cc, qPCR tube 0,2 cc, qPCR well plate dan 

seal, timbangan analitik, pinset, gunting.  

4.4.2. Bahan 

Bahan dari penelitian ini terdiri dari bahan kultur yang tersusun atas 

NaCl 0.9%, PBS, DMEM, FBS, fungizone, dan penstrep bahan untuk hewan 

model yakni STZ. Bahan untuk analisis ekspresi CD38 dengan IHC Phospat 

buffer solution (PBS), Ethanol 70%, 80%, 90%, Xylol, Parrafin cair 

(histoplast), Bahan pengecatan Hematoksilin-Eosin (HE), Canada balsam, 

Antibodi primer CD38 Rabbit pAB, Antibodi sekunder Biotinylated goat 

anti-polyvalent, Kit universal streptavidin-biotin (EnVision-

DakoCytomationR). Bahan untuk analasis ekspresi p16, p21, dan SIRT1 

dengan RT-PCR adalah TRI reagen, isopropyl-alcohol, ethanol 75%, ddH2O, 

master mix qPCR, cDNA syntesis kit TOYOBO ReverTra Ace™ qPCR RT 

Master Mix with gDNA Remover, Quantifluour RNA Kit, qPCR master mix 

Bioline SensiFAST SYBR® No-ROX Kit, serta rat primer dari gen-gen yang 

target yang memiliki sekuens masing-masing. 
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Tabel 4.1. Sekuen primer untuk amplifikasi gen-gen target 

Gene Primer Anneling 

Temp. 

Cycles  

p16 F : CTACTCTCCTCCGCTGGGAA 

R : GGCCTAACTTAGCGCTGCTT 

54 0C 35 

p21 F : CAGGCTCAGGAGTTAGCAAGG 

R : TCAACACCCTGTCTTGTCTTCG 

65 0C 35 

SIRT1 F : CTTGGAGCAGGTTGCAGGAAT 62 0C 35 

 R : GGACACCGAGGAACTACCTGAT 

GAPDH F : TGACAACTTTGGCATCGTGG   

 R: GGGCCATCCACAGTCTTCTG   

 
 
4.5. Cara Penelitian 

4.5.1. Perolehan Ethical Clearance 

Ethical clearance penelitian didapatkan dari Komisi Etik Fakultas 

Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang. 

4.5.2. Prosedur Isolasi Mesenchymal Stem Cell dari Umbilical Cord 

Seluruh proses isolasi mesenchymal stem cell 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 

berisi medium transport.  

2. Umbilical cord diletakkan ke petri dish, umbilical cord dicuci 

sampai bersih menggunakan PBS. Tindakan dilakukan dengan 

pinset 
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3. Umbilical cord dipisahkan dari janin tikus dan pembuluh darah 

dibuang.  

4. Umbilical cord dicacah hingga halus dan diletakkan pada flask 25T 

secara merata dan diamkan selama 3 menit hingga jaringan melekat 

pada permukaan flask.  

5. Medium komplit yang terdiri dari DMEM, fungizon, penstrep, dan 

FBS ditambahkan secara pelan-pelan hingga menutupi jaringan.  

6. Eksplan diinkubasi di dalam inkubator pada suhu 37oC dan 5% 

CO2. 

7. Sel akan tumbuh setelah kurang lebih 14 hari dari awal proses 

kultur.  

8. Penggantian medium dilakukan setiap 3 hari sekali dengan cara 

membuang separuh medium dan diganti dengan medium komplit 

baru.  

9. Pemeliharaan sel dilakukan hingga sel mencapai konfulensi 80% 

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

Cytometry 

Pembacaan marker dengan flowcytometri dilakukan beberapa tahap, 

yakni: 

1. Lepaskan  sel dari flask dengan menggunakan BDTM accutaseTM 

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 PharmingenTM Stain Buffer 
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(cat. No. 554656) atau Phospat Buffer Saline (PBS) buffer. Sel 

dapat diresuspensi pada kosentrasi 5x 106 sel/ml jika jumlah sel 

terbatas.   

2. Siapkan tabung falcon 5ml yag berisi reagen flowcytometry  

3. Ulangi tabung 5 sampai 7 pada setiap penambahan sempel yang 

dianalisis.  

4. Ambil 100 µl sampel kedalam masing masing tabung. Vortex atau 

tapping.  

5. Inkubasi 30 menit suhu kamar, dalam ruang gelap. 

6. Cuci sebanyak 2 kali dengan stain buffer (PBS) dan resuspensi 

dengan 300-500µl stain bufer (PBS) atau 1 kali washing buffer . 

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

set up cytometry ( sebagai kompensasi). 

Tabel 4.2. Analisis flowcytometri 
 

 

 

Tabung Reagen Volume yang 
dimasukan 

   
1 FITC mouse anti-human CD29 5µl 
2 PE mouse anti-human CD44 5µl 

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

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

6 

hMSC positive isotype control 
cocktail 20µl 

hMSC negative isotype control 
cocktail 20µl 

7 
hMSC positive cocktail 20µl 

PE hMSC negative cocktail 20µl 
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4.5.4. Proses Hipoksia 

Proses hipoksia dilakukan beberapa tahap yakni: 

1. MSC yang telah mencapai 80% konfluensi ditambahkan medium 

komplit hingga 10 mL.  

2. Flask yang telah berisi MSC dimasukkan 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.  

5. Chamber yang telah berisi flask diinkubasi selama 24 jam pada suhu 

37oC.  

6. Setelah 24 jam, media kultur diambil dan saring dengan menggunakan 

TFF untuk mendapatkan secretome yang selanjutnya dibagi sesuai dosis 

P1 dan P2 

4.5.5. Prekondisi  Hewan Model 

Hewan coba yang digunakan pada penelitian ini adalah tikus wistar 

jantan sehat yang didapatkan dari di unit hewan coba Integrated Biomedical 

Laboratory, Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung, 

Semarang. Tikus dipelihara dalam kandang yang sudah distandarisasi 

berukuran 37 x 40 x 18 cm dengan penutup kawat kasa dan kondisi 

temperature ruangan  23-25˚C, kelembaban 40-70%, dan siklus gelap:terang 

setiap 12:12 jam. Perlakuan pada tikus dimulai dengan mengadaptasi tikus 
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selama 7 hari dalam kandang yang terstandarisasi dengan suasana 

laboratorium untuk pengamatan terhadap kesehatan dan perubahan tingkah 

laku, selama penelitian hewan  diberi pakan standar AIN-76A dan air minum 

secara adlibitum (Werawatganom, 2014). Dasar kandang di beri serbuk kayu 

dan diganti setiap 2 hari. Setelah dilakukan randomisasi masing-masing 

kelompok, tikus akan menempati kandang yang berbeda. 

Penelitian berlangsung dengan prosedur perlakuan hewan secara 

benar ditinjau dari prinsip 3R (reduction, replacement, refinement) serta 

prinsip 5F (freedom from hunger and thirst, freedom from discomfort, 

freedom from pain, injury or disease, freedom of express normal behaviour, 

freedom from fear and distress) (Food and agriculture organization of the 

united nations, 2011) dan diberlakukan kriteria putus uji apabila subjek 

penelitian mengalami sakit atau kematian sehingga tidak bisa memenuhi 

prosedur penelitian yang membutuhkan waktu selama 28 hari. 

4.5.6. Pembuatan Model DM tipe 1  

Beberapa Langkah pembuatan hewan coba adalah sebagai berikut: 

1. Menyiapkan tikus yang telah dirandomisasi dengan berat 200-

250gr. 

2. Menyiapkan sediaan STZ dengan dosis 65 mg/kgBB ekor. 

3. Menginduksi secara intraperitoneal pada tikus. 

4. Selang dua hari memeriksa gula darah puasa. 

5. Melakukan validasi dengan mpemeriksaan gula darah puasa pada 

hari ke-2, 5 dan 7. 
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4.5.7. Uji Validasi Hewan model 

Validasi dilakukan dengan pemeriksaan kadar gula darah puasa 

(GDP) yang diambil dari ujung ekor tikus 3 hari setelah melakukan injeksi 

STZ intraperitoneal. Hewan model masuk dalam kriteria inklusi setelah kadar 

GDP mencapai diatas 200 mg/dl pada hari ke-7. 

4.5.8. 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 intraperitoneal  

2. Setelah tikus mati, dilakukan koleksi organ otak kemudian 

disimpan dalam cryotube yang bebas dari RNAase dan disimpan 

pada suhu -80oC dalam RNA later dan satu bagian terpisah yakni 

buffer formalin 10%. 

4.5.9. Pembacaan Ekspresi CD38 dengan IHC 

Ambil slide sampel dari kulkas 4⁰C dan diamkan pada suhu ruang 

selama ±30 menit, kemudian dilakukan proses deparafinisasi dengan 

merendam sampel dalam xylene 1,2 dan 3 masing masing selama 5 menit. 

Kemudian dilakukan proses rehidrasi dengan mencelupkan slide sampel pada 

rak staining logam kedalam etanol absolut 1, absolut 2, etanol 90%, etanol 

80%, etanol 70%, etanol 70% masing masing selama 3 menit, kemudian   

dicuci pada air mengalir selama 5 menit, selanjutnya direndam aquades 
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selama 5 menit. Proses selanjutnya yaitu Antigen retrieval dengan merandam 

slide dalam citrate buffer 1x pH 6,5 dan masukkan dalam Decloaking 

Chamber (Biogear) selama 30 menit pada suhu 900C Keluarkan glass jar dari 

microwave dan diamkan hingga mencapai suhu ruang (±30 menit). Setelah 

selesai keluarkan ke suhu ruang hingga slide dingin.  

Selanjutnaya slide dicuci dengan PBS 1x selama 5 menit sebanyak 3 

kali. Kemudian dilakukan blocking peroksidase endogen dengan H2O2  

selama 5 menit, kemudian slide dicuci dengan PBS 1x selama 5 menit 

sebanyak 3 kali. Kedudian dilakukan blocking background dengan 

meneteskan larutan Background Sniper (Starr Trek Universal-HRP Detection 

Kit) pada jaringan per slide dan diinkubasi selama 20 menit, selanjutnya slide 

dikeringkan dengan menggunakan tisu pada permukaan bawahnya dan 

sekitar jaringan tanpa merusak jaringan dan ditambahkan first Antibody  

sebanyak 70-100 μL antibodi CD38 (Dako; Carpinteria, CA), kemudian tutup 

humidity chamber dan simpan di dalam kulkas 4⁰C overnight. 

Ambil slide sampel dari kulkas 4⁰C dan diamkan pada suhu ruang 

selama ±30 menit hingga mencapai suhu ruang, kemudian cuci slide 

menggunakan PBS 1x sebanyak 3 kali selama 5 menit, bersihkan jaringan dan 

tetesi secondary antibody Trekkie Universal Link (Starr Trek Universal-HRP 

Detection Kit)  kemudian inkubasi selama 60 menit pada suhu ruang, cuci 

slide menggunakan PBS 1x sebanyak 3 kali selama 5 menit, kemudian tetesi 

TrekAvidin-HRP Label (Starr Trek Universal-HRP Detection Kit) inkubasi 

selama 45 menit pada suhu ruang, cuci slide menggunakan PBS 1x sebanyak 
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3 kali selama 5 menit, kemudian tetesi DAB 1:400 (1 μL Betazoid DAB 

Chromogen + 400 μL Betazoid DAB)  inkubasi 3 menit dalam ruangan gelap, 

cuci slide menggunakan PBS 1x sebanyak 3 kali selama 5 menit, kemudian 

lakukan counterstaining dengan mencelupkan dalam Mayer Hematoksilin 

(Bio-Optica Milano S.p.A) selama 3 menit, cuci slide menggunakan air 

mengalir selama selama 5 menit. Selanjutnya ditambahkan lithium karbonat 

sebanyak 100 μL setiap jaringan, kemudian dicuci air mengalir selama 5 

menit dan  kemudian slide dicelupkan pada rak staining logam kedalam 

etanol 70%, etanol 80%, etanol 96%,  etanol absolut 1, absolut 2, masing 

masing selama 3 menit, selanjurnya proses clearing dengan mencelupkan 

slide pada xylene 1, 2 dan 3 masing masing selama 5 menit, kemudian 

mounting jaringan dengan entellan.  

4.5.10. Ekstraksi RNA dan sintesis cDNA  

4.5.10.1. Ekstraksi RNA 

Prosedur ekstraksi RNA terdiri dari tiga tahapan utama yang 

diuraikan sebagai berikut.  

Tahap I Sample preparation  

Sampel jarringan otak dalam RNA-later dikeluarkan dari freezer dan 

ditunggu hingga agak sedikit cair kemudian sampel ditimbang seberat 

50-70 mg dan dipindahkan ke mikrotube 1,5 mL menggunakan pinset 

yang selanjutnya, ditambahkan 1000 µL TRIreagen (Trizol Kit, 

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Sampel yang tercampur digerus 
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dengan mikropestel hingga hancur kemudian diinkubasi selama 5 

menit pada suhu ruang. 

Tahap II Phase separation 

Sampel yang telah diinkubasi ditambahkan 200 µL chloroform 

kemudian divortex hingga homogen dan dilakukan inkubasi selama 5-

15 menit pada suhu ruang. Setelah inkubasi, sampel disentrifugasi 

pada 12000xg selama 15 menit pada suhu 4⁰C. Hasil dari sentrifugasi 

ini akan diperoleh 3 lapisan larutan yaitu : (1) lower red organic phase 

(protein) (2) interphase (DNA) (3) upper aqueous phase (RNA); 

selanjutnya lapisan atas dipindahkan ke mikrotube baru. 

Tahap III RNA Precipitation 

Sampel aqueous phase (RNA sampel) dalam microtube 1,5 

mL ditambahkan dengan 500 µL 100% 2-propanol (isopropyl-

alcohol) dan dihomogenkan dengan vortex, selanjutnya diinkubasi 10 

menit pada suhu ruang. Setelah inkubasi, sampel disentrifugasi pada 

12000xg selama 5 menit dengan suhu 4⁰C. Supernatan hasil 

sentrifugasi dibuang, kemudian pellet RNA dicuci denngan 1 mL 75% 

ethanol dan divortex hingga homogen. Selanjutnya, sampel 

disentrifugasi 7500xg selama 5 menit dengan suhu 4⁰C. Supernatan 

hasil sentrifugasi dibuang dan pellet RNA dikeringanginkan dengan 

cara tube dibiarkan terbuka selama 5-10 menit. Setelah 

dikeringanginkan, pellet RNA diresuspensi dengan 



 

 
 

59 

diethylpyrocarbonate-treated (DEPC) water atau ddH2O dan 

dihomogenkan dengan cara ditapping secara perlahan. 

4.5.10.2. Kuantifikasi RNA 

Prosedur untuk kuantifikasi sampel RNA yang sudah 

diekstraksi dari sampel jaringan dilakukan dengan dua tahap yaitu 

pembuatan working solution dan pengukuran RNA sampel. Tahap 

pertama, working solution atau larutan standard dibuat dengan 

menambahkan 10 µL Quantifluor RNA dye dengan 3990 µL 1X TE 

buffer, selanjutnya divortex agar lebih homogen. Sebelum dilakukan 

pengukuran sampel RNA, larutan blanko dapat diukur terlebih dahulu 

untuk tujuan kalibrasi atau sebagai peembanding dalam analisis 

fotometri dengan cara menambahkan 200 µL working solution pada 

microtube 0.5 mL dan diukur intensitasnya. Tahap kedua, sampel 

RNA sebanyak 5 µL ditambahkan dalam 200 µL working solution, 

dihomogenkan dengan spinner dan diinkubasi selama 5 menit pada 

ruang gelap, selanjutnya konsentrasi RNA sampel dapat diukur. 

4.5.10.3. Sintesis cDNA 

Sintesis cDNA dilakukan berdasarkan prosedur pabrikan dari 

Kit TOYOBO ReverTra Ace™ qPCR RT Master Mix with gDNA 

Remover dengan No. FSQ-301. Langkah pertama dalam tahapan 

sintesis cDNA yaitu disiapkan campuran 1 pada tube 0,2 mL steril 

dengan komposisi seperti berikut : 
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Tabel 4.3. Komposisi reagen sintesis cDNA 

 

Larutan dihomogenkan dengan spinner, selanjutnya campuran 

1 diinkubasi pada termal cycle dengan suhu 37⁰C selama 5 menit. 

Setelah inkubasi, campuran 2 disiapkan dengan menambahkan 2 µL 

5X RT Mastermix II pada campuran 1 dan dilanjutkan pada proses 

inkubasi dengan termal cycle pada suhu 37⁰C selama 15 menit, 50⁰C 

selama 5 menit dan 98⁰C selama 5 menit. Setelah inkubasi, sampel 

cDNA dalam tube siap untuk dianalisis atau disimpan di -20⁰C untuk 

analisis selanjutnya. 

4.5.10.4. Analisis ekspresis gen dengan qRT-PCR 

Proses analisis gen target dilakukan dengan terlebih dahµLu 

mempersiapkan larutan Mastermix berdasarkan prosedur qPCR 

master mix Bioline SensiFAST SYBR® No-ROX Kit (Cat. No. BIO-

98005) dengan komposisi berikut : 

 

 

 

 

Reagen Volume (µL) 
4X DN Mastermix (with gDNA remover) 2 
RNA Tempale   1-2 
Nuclease Free Water ad 8 
Total 8 µL 
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Tabel 4.4. Komposisi reagen Mastermix qRT-PCR 

 

 

 

 

Pembuatan Mastermix tersebut adalah untuk 1 kali reaksi, 

jumlah reaksi pembuatan Mastermix dapat disesuaikan dengan jumlah 

sampel yang akan diuji. Setelah semua larutan reaksi dihomogenkan 

dan di spindown, 20 µL larutan reaksi dimasukkan ke dalam PCR 

microplates kemudian seal dipasang dengan rapat dan terbentuknya 

gelembung udara dihindari. Selanjutnya, dilakukan pengujian 

ekspresi gen target maupun housekeeping gene dengan mesin real 

time PCR (PCRmax Eco 48 real time PCR) dengan kondisi standart 

untuk PCR adalah sebagai berikut:  

Tabel 4.5. Kondisi siklus, suhu dan waktu mesin PCR untuk pengujian gen 
 

Siklus Suhu Waktu Keterangan 

1 95⁰C 2 menit Aktivasi Polimerase 
    
 95⁰C 5 detik Denaturasi 

40 60-65⁰C 10 
detik 

Annealing 

 72⁰C 5-20 
detik 

Elongasi 

Reagen Volume (µL) 
2x SensiFAST SYBR® No-ROX 
Mix 

10 

10 µM Forward Primer 0,8 
10 µM Reverse Primer 0,8 
cDNA Tempale   1-3 
Nuclease Free Water ad 20 
Total 20 µL 
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Catatan: Sebelum dimasukkan ke RT-PCR dilakukan optimasi 

suhu anneling untuk setiap gen. 

4.6. Tempat dan Waktu Penelitian 

4.6.1. Tempat Penelitian  

Penelitian dilakukan di laboratorium Stem Cell & Cancer Research 

(SCCR), Intergrated Biomedical Laboratory Fakultas Kedokteran Unissula 

4.6.2. Waktu Penelitian 

Penelitian dilakukan pada bulan maret - mei 2022. 

4.7. Analisa Data 

Data yang diperoleh, diproses, disunting, dan ditabulasi, kemudian 

dilakukan uji deskriptif lalu dilakukan uji normalitas data dengan uji Shapiro 

Wilk dan uji varian data dengan uji Levene. Apabila sebaran data normal dan 

varian data sama, maka akan dilakukan uji beda uji One Way Anova dan 

hasilnya p<0,05 akan dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD untuk mengetahui 

perbedaan masing-masing kelompok. Bila terdapat sebaran data tidak normal 

dan varian tidak sama, maka dilakukan uji Kruskal Wallis dan dilanjutkan 

dengan uji Mann Whitney untuk mengetahui perbedaan masing-masing 

kelompok. Pengolahan analisis data dilakukan dengan menggunakan R 

Studio. 
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4.8. Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tikus putih galur Wistar 24 ekor 

Randomisasi dan adaptasi selama 7 hari 

Injeksi STZ dan validasi diabetes 

Dibagi menajdi 4 kelompok 

Kelompok I 
Sham (tidak 

diberi perlakuan) 

Kelompok II 
Kontrol 

Kelompok III 
PI (pemberian 

secretome dosis 
500 µL 

Kelompok IV 
PII (pemberian 

secretome dosis 
1000 µL 

Diberi perlakuan hari 0, 7, 14 dan hari 21 

Diberi pakan standar sampai hari ke -28 

Terminasi dan pengambilan organ hari ke-28 

Pemeriksaan ekspresi CD38, p16, p21, dan SIRT1 

Pengolahan dan analisa data 

Tikus Bunting 

Isolasi umbilical cord 

Isolasi dan kultur MSC 

Pemanenan sel 

Penghitungan dan  
Validasi MSC 

Prekondisi hipoksia pada 
chamber oksigen 5% 

Isolasi medium kondisional MSC 

Filtrasi dengan TFF 

Pembuatan SECRETOME 
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BAB V 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

 Penelitian eksperimental ini kami lakukan selama periode bulan Maret 2022 

hingga Mei 2022 di laboratorium Stem Cell and Cancer Research (SCCR), Fakultas 

Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung, Semarang. Subjek dari penelitian 

yang telah dilakukan ini adalah tikus galur wistar jantan yang berbobot 250 hingga 

300 gram berumur 4-6 bulan model diabetes melitus tipe 1 yang diinduksi STZ 

sebanyak 65 mg/kgBB per ekor79. Sampel penelitian ini sebanyak 24 ekor tanpa 

drop out selama penelitian berlangsung. Penelitian ini terdiri dari 4 kelompok 

dengan 2 kelompok perlakuan, 1 kelompok kontrol, dan 1 kelompok sham. 

Kelompok perlakuan pertama (P1) sebanyak 6 ekor hewan uji dengan pemberian 

500 µL dosis secretome dan kelompok perlakuan kedua (P2) terdiri atas 6 hewan 

uji dengan pemberian 1000 µL. sedangankan kelompok kontrol tanpa pemberian 

secretome, dan kelompok sham adalah kelompok sehat tanpa perlakuan dan 

intervensi. 

5.1. Hasil Penelitian 

5.1.1. Isolasi Secretome Mesenchymal Stem Cell Hypoksia (S-HMSCs) 

Isolasi Mesenchymal Stem Cell dilakukan di Laboratorium Stem Cell 

and Cancer Research (SCCR) Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan 

Agung, Semarang, dengan standar steril. MSCs diisolasi dari warthon jelly 

umbilical cord tikus bunting usia 21 hari. Hasil isolasi yang telah didapatkan 

kemudian dikultur pada flask steril T75 dengan medium komplit khusus. 
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Kultur MSCs yang adherent dan konfluen lebih dari 80% setelah pasase ke-4 

memiliki morfologi spindle-like cell dalam pengamatan mikroskopis. MSCs 

memiliki ciri dapat berdiferensiasi menjadi sel osteosit, yang ditandai dengan 

endapan kalsium berwarna merah setelah pewarnaan dengan Alizarin red dye. 

Dari hasil pengamatan ini sel hasil isolasi diidentifikasi sebagai MSCs karena 

memenuhi syarat dan karakteristik sel punca yakni dapat berdiferensiasi  

menjadi lineage yang baru.  

 

  

 

 

Gambar 5.1. (A) Isolasi MSCs dengan konfluen 80% didapatkan 
gambaran sel berbentuk spindle-like pada pembesaran 100x. (B) 

Diferensiasi osteogenic menggunakan pewarnaan Alizarin red pada 
populasi MSC pembesaran 100x. 

 
Hasil isolasi sel MSCs juga divalidasi dengan menggunakan metode flow 

cytometry untuk menunjukkan MSCs mampu mengekspresikan beberapa 

surface marker penanda MSCs. Stem Cell mengekspresikan CD90 (98,50%), 

CD29 (95,30%) dan tidak mengekspresikan CD45 (1,60%) dan CD31 

(0,00%) 

 

 

 

Gambar 5.2. Analisis flow cytometri terhadap ekspresi CD90, CD29, 
CD45 dan CD31  
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Sel MSCs diprekondisi secara hipoksia selama 24 jam dalam chamber 

CO2, selanjutnya medium kultur MSCs yang mengandung secretome 

tersebut dikoleksi dan difiltrasi menggunakan alat tangential flow filtration 

(TFF) hingga diperoleh molekul kecil berukuran 10 hingga 50 kDa yang 

mengandung molekul anti-inflamasi seperti interleukin-10 (IL-10) yang 

memiliki ukuran 18 kDa.  

Tabel 5.1. Analisis kandungan biomolekul S-HMSCs 

Molekul S-HMSCs (pg/ml) 

VEGF 1228.86 ± 27.71 

PDGF 1043.06 ± 24.49 

FGF 1085.34 ± 28.92 

IL-10 415.02 ± 7.14 

 

Sitokin IL-10 ini berperan mensupresi SASP yang disekresikan oleh 

senescence sel seperti IL-6, IL-1 dan TNF-a serta agen inflamasome lain 

melalui jalur NF-kβ20,73. Growth factor akan menstimulasi pembentukan 

jaringan baru melalui pensinyalan endogen untuk mengatur respons seluler 

yang diperlukan dalam proses penyembuhan luka seperti migrasi, proliferasi, 

dan diferensiasi. 
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Tabel 5.2. Data hasil penelitian ekspresi CD38, p16, p21, dan SIRT1 

Variabel Kelompok  pvalue 

 K 
n=6 

Mean±SD 

P1 
n=6 

Mean±SD 

P2 
n=6 

Mean±SD 

SHAM 
n=6 

Mean±SD 

 

SIRT1 1±0 2.48±0.67 0.04±0.017 0.003±0.009  

Saphiro 
wilk 

0.001 0.627 0.057 0.001  

Levene 
test 

    0.001 

Kruskal-
Wallis 

    0.001  

p21 1±0 0.32±0.037 0.05±0.025 0.44±0.079  
Saphiro 
wilk 

0.001 0.765 0.037 0.059  

Levene 
test 

    0.145 

Kruskal-
Wallis 

    0.001 

p16 1±0 0.25±0.38 0.31±0.38 0.60±0.57  

Saphiro 
wilk 

0.001 0.017 0.023 0.024  

Levene 
test 

    0.426 

Kruskal-
Wallis 

    0.004 
 

CD38 19.07±2.69 12.72±2.65 8.41±1.008 4.274±1.17  

Saphiro 
wilk 

0.981 0.779 0.753 0.357  

Levene 
test 

    0.184 

One Way 
Anova 

    0.001 

 

 

 



 

 
 

68 

5.1.2. Efek Pemberian Secretome Mesenchymal Stem Cell Hipoksia (S-

HMSCs) Terhadap Ekspresi CD38 pada Jaringan Otak Tikus 

Model DM Tipe 1 

CD38 adalah glikoprotein transmembran yang berukuran 45 kDa 

yang  berperan penting dalam degradasi nicotinamide adenin dinucleotide 

(NAD+), CD38 akan menghasilkan satu molekul cADPR untuk setiap 100 

molekul NAD yang dihidrolisis80. Peningkatan ekspresi CD38 berkaitan 

dengan paparan SASP yang disekresikan oleh senescence sel. Pada 

pemberian S-HMSCs ekspresi CD38 berkurang secara signifikan tergantung 

dosis (Gambar 5.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5.3 . Hasil pemeriksaan IHC Thalamus pada jaringan otak (perbesaran 
40x) yang diolah dengan imageJ menampilkan perbedaan persentase ekspresi 

CD38(tanda panah) 
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Gambar 5.4. Hasil IHC menunjukkan rasio ekspresi CD38 pada 
pada jaringan otak masing-masing kelompok perlakuan. 

*Menunjukkan perbedaan yang signifikan antara kelompok sham 
dan perlakuan (p<0.05) dan # menunjukkan perbedaan yang 

signifikan antar kelompok perlakuan (p<0.05). 
 

Tabel 5.3. Uji Post Hoc LSD ekspresi CD38 antar kelompok perlakuan 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Uji Post Hoc : *mean difference significant P<0.05 

 
Berdasarkan data di atas terlihat bahwa pemberian S-HMSCs 500 µL 

dan 1000 µL secara berturut-turut menurunkan ekspresi CD38 hingga 6.3 dan 

10.6 kali lebih rendah dibandingkan kelompok kontrol. Kedua perlakuan 

dosis memberikan perbedaan yang signifikan dalam menurunkan ekspresi 

CD38 dibanding kontrol dan sham. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian 

Kelompok Kelompok 
Pebandingan 

Signifikansi 

K  SHAM 0.001* 
 P1 0.001* 
 P2 0.001* 
SHAM P1 0.001* 
 P2 0.025* 
P1 P2 0.019* 



 

 
 

70 

S-HMSCs mampu menurunkan ekspresi CD38 meskipun belum setara 

dengan kondisi normal tanpa induksi STZ. 

Pada data deskriptif ekspresi CD38 masing-masing kelompok 

dilakukan uji normalitas dengan menggunakan Saphiro Wilk dan uji 

homogenitas dengan menggunakan uji Levene. Hasil uji normalitas 

mendapatkan p value >0.05  dan homogenitas > 0.05. Hasil tersebut 

menunjukkan bahwa data berdistribusi normal sehingga dapat dilakukan uji 

parametrik One Way Anova dan dilanjutkan dengan uji Post Hoc. Hasil 

disajikan dalam bentuk grafik pada gambar 5.4 dan tabel 5.3. pada 

penelitian ini didapatkan perbedaan yang signifikan (p<0,05) antara 

kelompok kontrol dengan kelompok sham dan kelompok perlakuan, serta 

antar kelompok perlakuan. 

5.1.3. Efek Pemberian Secretome Mesenchymal Stem Cell Hipoksia (S-

HMSCs) Terhadap Ekspresi p16 pada Jaringan Otak Tikus 

Model DM Tipe 1 

p16 adalah cyclin-dependen kinase inhibitor, yang mengontrol transisi 

sel dari fase G1 ke S sehingga sel kehilangan kapasitasnya untuk 

berproliferasi karena penghentian siklus sel yang ireversibel. p16 membantu 

mengontrol fosforilasi Rb pada akhir G1 yang memicu terjadinya sel 

senescence yang sering ditandai dengan aktivasi respons dari kerusakan DNA 

secara kronis, keterlibatan berbagai inhibitor cyclin-dependent kinase 

(CDKi), peningkatan sekresi faktor pro-inflamasi dan remodeling jaringan, 
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induksi gen anti-apoptosis, perubahan tingkat metabolisme, dan stres pada 

retikulum endoplasma (ER). 

 

Gambar 5.5. Hasil RT-PCR menunjukkan rasio tingkat ekspresi mRNA 
p16 pada jaringan otak masing-masing kelompok perlakuan. 

*Menunjukkan perbedaan yang signifikan antara kelompok sham dan 
perlakuan (p<0.05) dan # menunjukkan perbedaan yang signifikan antar 

kelompok perlakuan (p<0.05). 
 

Tabel 5.4. Uji Mann Whitney ekspresi mRNA p16 antar kelompok 

perlakuan 

 
Kelompok Kelompok 

Pebandingan 
Signifikansi 

K  SHAM 0.049* 
 P1 0.002* 
 P2 0.002* 
SHAM P1 0.179 
 P2 0.179 
P1 P2 0.309 

Uji Mann Whitney : *mean difference significant P<0.05 
 

Berdasarkan data di atas terlihat bahwa pemberian S-HMSCs S-

HMSCs 500 µL dan 1000 µL secara berturut-turut menurunkan ekspresi gen 
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p16 hingga 0,75 dan 0,69 kali lipat lebih rendah dibandingkan kelompok 

kontrol. Kedua perlakuan dosis memberikan perbedaan yang signifikan 

dalam menurunkan ekspresi gen p16 dibanding kontrol. Namun, pemberian 

dosis S-HMSCs  tidak menunjukkan perbedaan signifikan jika dibandingkan 

kelompok sham. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian S-HMSCs mampu 

menurunkan ekspresi gen p16 setara dengan kondisi normal tanpa induksi 

STZ.  

Pada data deskriptif ekspresi gen p16 masing-masing kelompok 

dilakukan uji normalitas dengan Saphiro Wilk dan uji homogenitas dengan 

uji Levene. Hasil uji normalitas salah satu kelompok mendapatkan p value 

<0.05  dan homogenitas >0.05. Hasil tersebut menunjukkan bahwa data tidak 

berdistribusi normal  sehingga dilakukan uji non parametrik Kruskal-Wallis 

dengan p value <0.05 dan dilanjutkan dengan uji Mann Whitney. Hasil uji 

Mann Whitney disajikan dalam bentuk grafik pada gambar 5.5 dan tabel 

5.4. pada penelitian ini didapatkan perbedaan yang signifikan (p<0,05) 

antara kelompok kontrol dengan kelompok sham dan kelompok perlakuan, 

tetapi tidak signifikan antar kelompok perlakuan. 

5.1.4. Efek Pemberian Secretome Mesenchymal Stem Cell HIPOKSIA 

(S-HMSCs) Terhadap Ekspresi p21 pada Jaringan Otak Tikus 

Model DM Tipe 1 

p21 adalah target utama aktivitas p53 dan terkait dengan kerusakan 

DNA dan sebagai CDK inhibitor yang menghambat aktivitas CDK-2 dan 

CDK-4 dibawah regulasi p53, dan menghentikan siklus sel pada fase G1. 
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Peningkata ekspresi p21 terjadi selama stabiliasi p53 yang menyebabkan fase 

awal terhentinya siklus sel. Sebelum secara permanen dikontrol oleh p16 

melalui p38 dan ERK signaling5. Induksi STZ terbukti meningkatkan ekspresi 

gen p21. Pada pemberian S-HMSCs ekspresi gen p21 berkurang tergantung 

dosis (Gambar 5.6). Hal ini menunjukkan bahwa S-HMSCs mengatur 

regulasi senescence sel dengan mendownregulasi ekspresi p21. 

 

 

 

Gambar 5.6. Hasil RT-PCR menunjukkan rasio tingkat ekspresi 
mRNA p21 pada jaringan otak masing-masing kelompok 

perlakuan. *Menunjukkan perbedaan yang signifikan antara 
kelompok sham dan perlakuan (p<0.05) dan # menunjukkan 

perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan (p<0.05). 
 

Tabel 5.5. Uji Mann Whitney ekspresi mRNA p21 antar kelompok 
perlakuan 

 
Kelompok Kelompok 

Pebandingan 
Signifikansi 

K  SHAM 0.002* 
 P1 0.002* 
 P2 0.002* 
SHAM P1 0.002* 
 P2 0.002* 
P1 P2 0.002* 

` Uji Mann Whitney : *mean difference significant P<0.05 
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Berdasarkan data di atas terlihat bahwa pemberian S-HMSCs 500 

µLdan 1000 µL secara berturut-turut menurunkan ekspresi gen p21 hingga 

0,64 dan 0,95 kali lipat lebih rendah dibandingkan kelompok kontrol. Kedua 

perlakuan dosis memberikan perbedaan yang signifikan dalam menurunkan 

ekspresi gen p21 dibanding kontrol dan kelompok sham. Pada data deskriptif 

ekspresi gen p21 masing-masing kelompok dilakukan uji normalitas dengan 

menggunakan  Saphiro Wilk dan uji homogenitas dengan uji Levene. Hasil 

uji normalitas salah satu kelompok mendapatkan p value <0.05  dan 

homogenitas >0.05. Hasil tersebut menunjukkan bahwa data tidak 

berdistribusi normal  sehingga dilakukan uji non parametrik Kruskal-Wallis 

dengan p value <0.05 dan dilanjutkan dengan uji Mann Whitney. Hasil uji 

Mann Whitney disajikan dalam bentuk grafik pada gambar 5.6 dan tabel 

5.5. pada penelitian ini didapatkan perbedaan yang signifikan (p<0,05) 

antara kelompok kontrol dengan kelompok sham dan kelompok perlakuan. 

5.1.5. Efek Pemberian Secretome Mesenchymal Stem Cell HIPOKSIA 

(S-HMSCs) Terhadap Ekspresi SIRT1 pada Jaringan Otak Tikus 

Model DM Tipe 1 

SIRT1 adalah kelompok silent information regulator type 1 sebagai 

komponen penting dalam memodulasi pertumbuhan dendrit, akson, 

plastisitas neuron, dan fungsi kognitif, serta perlindungan terhadap 

degenerasi saraf terkait penuaan seluler dan penurunan kognitif yang 

memainkan peran penting dalam perkembangan penyakit neurodegeneratif, 

seperti AD dan PD. SIRT1 juga terlibat dalam penuaan dan umur melalui 
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peningkatan Brain-specific Sirt1-overexpressing (BRASTO) spesifik otak 

yang menjadi penanda peningkatkan rentang hidup pada tikus. SIRT1 

memainkan peran aktif dalam pertahanan seluler terhadap stres oksidatif dan 

fungsinya dipengaruhi oleh keberadaan ROS melalui modifikasi pasca-

translasi serta menginduksi endogenous anti-oxidant system melalui faktor 

transkripsi FOXO8,45,46. 

 

Gambar 5.7. Hasil RT-PCR menunjukkan rasio tingkat ekspresi mRNA 
SIRT1 pada jaringan otak masing-masing kelompok perlakuan. 

*Menunjukkan perbedaan yang signifikan antara kelompok sham dan 
perlakuan (p<0.05) dan # menunjukkan perbedaan yang signifikan antar 

kelompok perlakuan (p<0.05). 
 

Tabel 5.6. Uji Mann Whitney ekspresi mRNA SIRT1 antar 
kelompok perlakuan 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Uji Mann Whitney : *mean difference significant P<0.05 

Kelompok Kelompok 
Pebandingan 

Signifikansi 

K  SHAM 0.002* 
 P1 0.002* 
 P2 0.002* 
SHAM P1 0.002* 
 P2 0.002* 
P1 P2 0.002* 
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Berdasarkan data di atas terlihat bahwa pemberian S-HMSCs 500 µL 

dan 1000 µL secara berturut-turut meningkatkan ekspresi gen SIRT1 hingga 

2,48 dan 0,04 lebih tinggi dibandingkan kelompok sham. pemberian S-

HMSCs 500 µL meningkatkan ekspresi 3,48 kali dibanding kontrol tetapi 

0,96 kali lebih rendah dibandingkan dengan kelompok kontrol. Perbedaan 

antar semua kelompok terjadi secara signifikan. 

Pada data deskriptif ekspresi gen SIRT1 masing-masing kelompok 

dilakukan uji normalitas dengan menggunakan Saphiro Wilk dan uji 

homogenitas dengan uji Levene. Hasil uji normalitas salah satu kelompok 

mendapatkan p value <0.05  dan homogenitas <0.05. Hasil tersebut 

menunjukkan bahwa data tidak berdistribusi normal  sehingga dilakukan uji 

non parametrik Kruskal-Wallis dengan p value <0.05 dan dilanjutkan 

dengan uji Mann Whitney. Hasil uji Mann Whitney disajikan dalam bentuk 

grafik pada gambar 5.7 dan tabel 5.6. pada penelitian ini didapatkan 

perbedaan yang signifikan (p<0,05) antara kelompok kontrol dengan 

kelompok sham dan kelompok perlakuan. 

5.2. Pembahasan 

Diabetes adalah salah satu penyakit metabolik yang memiliki 

pengaruh terhadap terjadinya kondisi neurodegeneratif serta penurunan 

kinerja dan fungsi kognitif dengan kelainan struktural di otak10,81. Penelitian 

ini menggunakan Hewan uji tikus jantan galur wistar karena termasuk 

vertebra mamalia. Hewan uji diinduksi dengan STZ dosis 65mg/kgBB 

intraperitoneal dan dilakukan validasi pada hari ke-2, 5, dan 7  dengan 
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mengukur kadar gula darah, kriteria inklusi tercapai dengan kadar gula darah 

200 mg/dl. Bahan aktif streptozotocin yang diinjeksikan akan menyebabkan 

terjadinya nekrosis pada sel beta pankreas yang berimplikasi pada penurunan 

akumulasi sel beta yang akan menyebabkan terjadinya kondisi 

hiperglikemik82. Penggunaan STZ ini memimik mekanisme DM tipe 1 pada 

manusia dimana terjadi proses autoimmunity yakni sel beta pangkreas 

mengekspresikan glutamic acid decarboxylase 65 autoantibody (GAD65A), 

insulin autoantibody (IAA), islet cell autoantibody (ICA),): zinc transporter 

8 autoantibody (ZnT8A). Autoantigen ini merilis epitop-epitop yang 

kemudian ditangkap oleh antigen presenting cell (AgPC) seperti makrofag 

dan sel dendritik. Sel-sel AgPC ini kemudian merilis immunogenic signal, 

molekul adhesi dan IL12 yang akan mengaktifasi Th1. Th1 yang teraktifasi 

akan merilis IL-2, IFNγ, dan TNFβ yang akan mengaktifasi autoreaktif  CD8+ 

dan makrofag yang akan merilis perforin dan granzym serta cytokine pro 

inflamasi yang akan menghancurkan beta sel dan menyebabkan terjadinya 

hiperglikemia.  

Kondisi patologis ini selanjutnya memicu kerusakan oksidatif 

mitokondria, yang dapat mengakibatkan apoptosis dan/atau nekrosis yang 

diinduksi oleh stres oksidatif yang berimplikasi pada penghambatan 

neurogenesis83.  Lebih lanjut, hiperglikemia pada diabetes juga memicu 

disfungsi saraf yang berkaitan dengan aktivasi NF-kB sebagai faktor 

transkripsi ekspresi sitokin pro-inflamasi. Selain itu, jalur NF-kB juga terlibat  

sebagai sistem molekuler kunci pada peradangan otak patologis termasuk 



 

 
 

78 

apoptosis neuron84–86. Kondisi ini peningkatan reaktif oksigen nitrogen 

spesies (RONS) yang dihasilkan akan merusak mtDNA atau bersinergi 

dengan modifikasi enzim telomerase reverse transcriptase (TERT) dan 

aktivitas jalur p53 dan Ras yang memicu terjadinya upregulasi senescence sel 

yang ditandai dengan meningkatnya ekspresi p16 dan p21 dan berimplikasi 

pada tingginya SASP seperti IL-1, TNFa, IL-6 serta faktor inflamasi lain 

sehingga situasi tersebut akan mengupregulasi ekspresi CD38 sebagai 

pendegradasi koenzym NAD+ yang akan memicu penurunan SIRT13,38,41. 

Penelitian terkini membuktikan bahwa Mesenchymal Stem Cell dengan 

prekondisi hipoksia mensekresikan beragam sitokin anti-inflamasi serta 

growth factor  seperti IL-10, VEGF, PDGF, HGF, dan FGF64,66,74. Oleh 

karena itu penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh pemberian 

variasi dosis S-HMSCs dalam bentuk injeksi terhadap ekspresi CD38, p16, 

p21 dan SIRT1 yang berperan pada kondisi neurodegenatif tikus model 

diabetes. Penelitian ini melakukan pengukuran ekspresi CD38 yakni surface 

marker yang juga terlibat dengan begitu banyak kondisi fisiologis maupun 

patologis, selain itu CD38 adalah pendegradasi utama Nikotinamide Adenin 

Dinukleotida (NAD+) yang terlibat pada hampir 400 reaksi di dalam jaringan 

mamalia26,87. Pada penelitian sebelumnya diungkapkan bahwa TNF-a dan IL-

6 adalah penginduksi kuat peningkatan ekspresi CD3888–91.  

Pada penelitian ini didapatkan bahwa terdapat penurunan ekspresi 

CD38 secara sigifikan pada perlakuan dosis S-HMSCs 500 µL dan 1000 µL 

dibanding kontrol. Soluble molecule yang terkandung dalam secretome  S-
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HMSCs seperti IL-10 dan  TGF-b akan menekan SASP yang disekresikan 

oleh senescence sel melalui penghambatan faktor transkripsi NF-kB74. Lebih 

lanjut, anti-inflammatory factor secretome yang dihasilkan oleh MSCs 

dengan prekondisi hipoksia ini juga menekan reaktif okxygen nitrogen spesies 

(RONS) akibat kondisi hiperglikemik di otak4,66,92. Penurunan ekspresi CD38 

pada penelitian ini juga seiring dengan penurunan akumulasi sel senescence 

di otak yang digambarkan dengan penurunan ekspresi gen p16 dan p2141. 

Ekspresi p16 dan p21 yang berkolerasi dengan peningkatan 

senescence sel ini menginduksi NADase CD38 melalui SASP yang 

disekresikan seperti TNF-a dan IL-6 melalui aktivasi NF-kB6. Pada 

penelitian ini pemberian S-HMSCs secara signifikan dan tergantung dosis 

dalam menurunkan ekspresi gen p16 dan p21. Pada pemberian dosis S-

HMSCs 500 µL dapat menurunkan ekspresi gen p16  sebagai cyclin-

dependen kinase inhibitor, yang mengontrol transisi sel dari fase G1 ke S 

sehingga sel kehilangan kapasitasnya untuk berproliferasi, karena 

penghentian siklus sel yang ireversibel lebih besar dibanding dosis 1000 µL 

dan secara signifikan terhadap kelompok kontrol. Selanjutnya, pada 

pemberian dosis S-HMSCs 1000 µL dapat menurunkan ekspresi gen p21 

sebagai target utama aktivitas p53 dan terkait dengan kerusakan DNA lebih 

besar dari dosis 500 µL dan secara signifikan dengan kelompok kontrol. Hal 

ini menunjukkan bahwa pemberian S-HMSCs dapat menurunkan akumulasi 

senescence sel melalui downregulasi gen p16 and p21.  Hal ini membuktikan 

bahwa secretome S-HMSCs memiliki potensi untuk menjadi agen senolytic 
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dengan cara menekan SASP melalui supresi jalur NF-kB sehingga mencegah 

terjadinya peningkatan ekspresi CD38 serta menghambat terbentuknya sel 

senescence baru yang terkait seperti sel senescence yang diinduksi ROS, 

disfungsi mitokondria, kerusakan DNA serta sel senescence parakrin dari 

SASP.  

Pada penelitian ini terjadi fenomena menarik yakni peningkatan 

ekspresi gen SIRT1 pada dosis S-HMSCs 500 µL secara signifikan dibanding 

sham dan dosis 1000 µL, selain itu peningkatan ekspresi gen SIRT1 juga 

terjadi pada kelompok kontrol. Meski mekanisme SIRT1 hingga saat ini 

belum sepenuhnya jelas, penelitian terdahulu mengungkapkan fungsi SIRT1 

memainkan peran aktif dalam pertahanan seluler terhadap stres oksidatif dan 

fungsinya dipengaruhi oleh keberadaan ROS melalui modifikasi pasca-

translasi dan menginduksi endogenous anti-oxidant system melalui factor 

transkripsi FOXO93. Lebih lanjut, SIRT1 mempromosikan pemanjangan 

telomer melalui penghambatan telomere reverse transkriptase (TERT) 

dimediasi oleh aktivasi c-Myc sehingga menghambat terbentuknya 

senescence sel94. Seiring waktu, terjadi downregulasi SIRT1 pada kondisi 

lingkungan inflamasi. Terjadinya peningkatan ekspresi SIRT1 pada dosis S-

HMSCs 500 µL berdasarkan hasil penelitian ini disebabkan oleh penurunan 

ekspresi CD38 dan sel senescence. Berdasarkan penelitian terdahulu 

penghambatan ekspresi CD38 memperbaiki mitokondria oksidatif stress 

melalui restorasi NAD+/NADH rasio, hal ini akan mengupregulasi ekspesi 

SIRT1 sebagai gen yang teraktivasi oleh NAD+. Sebaliknya, pada dosis S-
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HMSCs 1000 µL tidak terdapat peningkatan ekspresi SIRT yang signifikan 

adalah fenomena menarik yang bisa dieksplorasi lebih lanjut pada penelitian 

selanjutnya. 

5.3. Kelemahan Penelitian 

Kelemahan Penelitian ini adalah tidak dilakukannya pemeriksaan 

fungsi kognitif untuk mengonfirmasi efek yang ditimbulkan dari kondisi 

neurodegeneratif seperti pemeriksaan Morris Water Maze test. Hal tersebut 

tidak dilakukan karena keterbatasan alat pemeriksaan. Selain itu juga tidak 

dilakukan pemeriksaan ekspresi NAD+ sebagai koenzym yang akan tereduksi 

akibat peningkatan CD38 serta tidak mengamati aktivitas molekuler sel 

neuron secara in vivo karena keterbatasan. 
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BAB VI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

6.1. Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian ini maka dapat disimpulkan: 

1. Pemberian S-HMSCs dosis 500 µL dan 1000 µL berpengaruh secara 

signifikan terhadap penurunan ekspresi CD38 pada jaringan otak tikus 

model DM tipe 1 yang diinduksi STZ. 

2. Terdapat penurunan ekspresi gen p16 pada jaringan otak tikus model 

DM tipe 1 yang diinduksi STZ lebih banyak pada dosis 1000 µL 

dibandingkan 500 µL. 

3. Terdapat penurunan ekspresi gen p21 pada jaringan otak tikus model 

DM tipe 1 yang diinduksi STZ lebih banyak pada dosis 1000 µL 

dibandingkan 500 µL. 

4. Terdapat peningkatan ekspresi gen SIRT1 pada jaringan otak tikus 

model DM tipe 1 yang diinduksi STZ pada dosis 500 µL dan kontrol 

dibandingkan dosis 1000 µL dan sham. 

6.2. Saran 

Berdasarkan keterbatasan penelitian yang telah dijelaskan diatas kami 

menyarankan : 

1. Perlu dilakukan pemeriksaan fungsi kognitif pada penelitian selanjutnya 

terkait fungsi degeneratif untuk menyambung benang merah pada 

penelitian ini. 
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2. Perlu dilakukan pengamatan kadar koenzym NAD+ dan aktivasi jalur 

NF-kB sebelum dan setelah pemberian S-HMSCs.  

3. Perlu dilakukan analasis proteomik menyeluruh terhadap kandungan S-

HMSCs untuk mengetahui secara presisi kandungan secretome dan 

dosis yang akan digunakan pada penelitian selanjutnya untuk 

melakukan eksplorasi lebih lanjut. 
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