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ABSTRACT

THE EFFECT OF MESENCHYMAL STEM CELLS WHARTON’S JELLY OF
GENE EXPRESSION GLUT-4 IN ALZHEIMER’S RAT

By

Berlianisa

Mesenchymal Stem Cells Warton's Jelly (MSC-WJ) is a stem cell with a
very high rate of proliferation that has recently been developed as a source of
alternative medicine in Alzheimer's disease. In the brains of patients with Alzheimer's
a decrease in gene-expressionof G4, Ed'zg7ucb§e£franspgyter in‘the brain was found
due to impaired insulin signaling by Beta Amyloid plaque. This study purpose to
observe gene expression of Glut-4 in_the brains of Alzheime’s rat with AICI3
induction, after being given MSC-W.J.

This research is an experimental study with the post test only control group
design which was used 18 experimental RNA animals which were divided into 3
groups (K-, K+, and P). Thr average value of Glut-4 gene expression was obtained
from the comparison of the Glut-4 gene to GAPDH gene using a semiquantitaive
method wiyh ImageJ. Data analysis using One Way ANOVA test. It is said to be
meaningful if the p value < 0.05.

The average ratio gene expression Glut-4 obtained in the K-, K+, P groups
were 2.28, 2.82, and 3.13. Therewas no significant difference in each group with p
value = 0.099 (p > 0.05).

The conclusion is no significant difference in Glut-4 gene expression in the
brains of Alzheimer's rat given MSC-W.J compared to those not given MSC-WJ.

Keywords: Beta Amyloid, Glut-4, Aluminum chloride (AICl3), Mesenchymal Stem
Cells Wharton's Jelly (MSC-WJ), Alzheimer's
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ABSTRAK

PENGARUH PEMBERIAN MESENCHYMAL STEM CELLS
WHARTON’SJELLY TERHADAP EKSPRESI GEN GLUT-4 PADA TIKUS
ALZHEIMER

Oleh
Berlianisa

Mesenchymal Steni "Cells  Warton’s Jelly (MSC+WI) merupakan sel punca
dengan tingkat proliferasi yang sangat tinggi sehingga akhir-akhir ini dikembangkan
menjadi salah satu sumber pengobatan alternatif pada penyakit Alzheimer. Pada otak
penderita Alzheimer ditemukan penurunan ekspresi gen Glut-4, suatu transporter
glukosa di otak yang terjadi akibat gangguan pensinyalan insulin oleh plak Beta
Amyloid. Penelitian ini bertujuan untuk melihat ekspresi gen Glut-4 pada otak tikus
yang mengalami Alzheimer dengan induksi AICI;, setelah diberikan MSC-W1J.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan rancangan the post
test only control group design yang menggunakan 18 sampel RNA hewan coba yang
dibagi menjadi 3 kelompok (K=, K+,dan P). Nilai rata-rata ekpresi gen Glut-4
didapatkan dari perbandingan gen Glut-4 terhadap gen GAPDH menggunakan
metode semikuantitatif dengan Imagel. Analisis data menggunakan uji One Way
ANOVA. Dikatakan bermakna bila nilai p < 0,05.

Rata-rata ratio ekspresi gen Glut-4 yang didapatkan pada kelompok K-, K+, P
berturut-turut adalah 2,28, 2,82, dan 3,13. Didapatkan tidak ada perbedaan yang
bermakna setiap kelompok hewan coba dengan nilai p = 0,099 (p > 0,05).

Kesimpulan adalah tidak ditemukan perbedaan ekspresi gen Glut-4 pada otak
tikus Alzheimer yang diberikan MSC-WJ dibandingkan yang tidak diberikan MSC-
WI.

Kata Kunci : Beta Amyloid, Glut-4, Alumunium klorida (AlCl3), Mesenchymal Stem
Cells Wharton's Jelly (MSC-WJ), Alzheimer
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Menurut World Health Organization (WHO), demensia adalah sindrom
neurodegeneratif yang timbul karena adanya kelainan yang bersifat kronis dan
progresif disertai dengan gangguan fungsi luhur multipel seperti memori, kalkulasi,
kapasitas belajar, bahasa, dan mengambil keputusan.! Gangguan tersebut terjadi
karena kerusakan dan kematian dari sel-sel saraf | di\ bagian-otak: Berberapa bentuk
penyakit neurodegeneratif yang menyebabkan demensia adalah penyakit Alzheimer,
demensia vascular, demensia frontotemporal, demensia dengan badan Lewy, dan
demensia campuran.? Penyakit Alzheimer merupakan demensia yang paling umum
ditemukan dengan prevalensi sekitar 60-80%. Karakteristik yang paling mencolok
pada penyakit Alzheimer adalah gangguan memori, disorientasi dan perilaku
emosional.’

Kejadian demensia di seluruh dunia menimpa sekitar 50 juta orang dengan
penambahan 10 juta kasus baru setiap tahunnya. Pada tahun 2030 jumlah penderita
demensia diperkirakan mencapai 82 juta dan 152 juta pada tahun 2050.3 Di Amerika,
demensia Alzheimer merupakan penyebab kematian kelima orang yang berusia lebih
dari 65 tahun dan sudah menimpa sekitar 5,4 juta orang. Hampir dua pertiga orang
Amerika yang terkena AD adalah wanita dan sepertiganya adalah laki-laki. Penyakit
ini menjadi masalah global.dengan jumlah kasus yang terus meningkat.*

Berdasarkan data riset kesehatan dasar (Riskesdas) tahun 2013 melaporkan
bahwa kasus gangguan mental emosional yang ditandai dengan gejala depresi serta
kecemasan pada usia produktif tercatat sebanyak 14 juta jiwa atau 6% penduduk
Indonesia dan meningkat menjadi 7% penduduk di tahun 2018.° Pada tahun 2015
Indonesia masuk dalam sepuluh negara dengan demensia tertinggi di dunia dan Asia
Tenggara. Menurut Alzheimer’s Disease International (ADI) pada tahun 2016
penderita demensia Alzheimer di Indonesia diperkirakan sekitar 1.2 juta orang, dan

akan meningkat menjadi 2 juta orang pada tahun 2030 serta 4 juta orang pada tahun
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2050.° Biaya untuk perawatan orang demensia di Indoneisa cukup tinggi yaitu
mencapai 28,6 milyar per tahun.®

Demensia Alzheimer adalah salah satu bentuk demensia yang paling banyak
dilaporkan.” Demensia Alzheimer dibagi menjadi 2 kelompok yaitu kelompok yang
menderita pada usia 65 tahun kebawah (onset cepat) dan kelompok yang menderita
pada usia 65 tahun keatas (onset lambat).® Faktor genetik juga berperan penting pada
perkembangan AD seperti adanya mutasi gen apolipoprotein E menjadi faktor resiko
genetik utama dari demensia Alzheimer onset lambat ( tipe sporadis ).” Sedangkan,
demensia Alzheimer onset cepat,(tipe| familial), berhubungan dengan mutasi dari 3
gen yaitu amyloid precursor.protein (APP), presenilin—.l (PSEN1), dan presenilin-2
(PSEN2).° Mutasi ini terjadi karena produksi yang berlebih atau adanya peningkatan
agregasi dari Beta-Amyloid (AB)."°

Demensia Alzheimer secara histopatologis ditandai dengan terbentuknya
plak amiloid atau neuritic plaque ekstraseluler yang mengandung Beta-Amyloid (A),
dan intracellular neurofibrillary tangles (NFTs) yang terbentuk dari hiperfosforilasi
protein tau.'! Beta-Amyloid merupakan salah satu jenis protein dalam tubuh yang
dihasilkan dari APP dan merupakan komponen soluble dari plasma dan cairan
serebrospinal. Deposit Beta-Amyloid yang tidak larut akan membentuk plak amiloid.
Intracellular neurofibrillary tangles (NFTs) merupakan buntalan filamen protein
dalam sitoplasma sel saraf yang mengelilingi sel saraf.!”? Agregasi plak amiloid dan
kusut neurofibrillary intraseluler juga akan, mendorong aktivasi dari mikroglia, reaktif
astrosit, dan respons inflamasi:'?

Mikroglia dan astrosit adalah dua komponen sel utama sistem saraf pusat
yang berperan penting dalam kerusakan sel neuron. Keduanya berperan dalam
memelihara homeostasis neurologis melalui pembentukan sawar darah otak.!’
Mikroglia yang diaktifkan akan mencetuskan sitokin proinflamasi, seperti faktor
nekrosis tumor (TNF)-a, interleukin (IL)-1P, dan oksida nitrat (NO), yang dapat
memperburuk kerusakan saraf.!'* Kerusakan sel neuron pada AD berawal dari daerah
hippocampus sehingga menimbulkan manifestasi klinis penurunan fungsi kognitif

berupa gangguan memori. Penelitian yang dilakukan pada hewan coba juga
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menunjukkan hal yang sama, sehingga daerah hippocampus dapat menjadi parameter
terjadinya kerusakan sel saraf akibat penginduksian Alzheimer.

Penelitian yang sudah banyak dilakukan pada hewan coba dapat
menggambarkan hewan coba seperti model Alzheimer, penelitian tersebut
menginduksi hewan coba menggunakan zat kimia Aluminium Klorida (AICI3).
Aluminium (Al) merupakan zat neurotoksik yang berperan penting dalam
perkembangan plak amiloid. Mekanisme AICl; diketahui dapat meningkatkan
ekspresi gen Amyloid Precursor Protein (APP) yang secara signifikan dapat
meningkatkan pembentuk_an_\Abf dan :ganggguam memori pada model tikus sehingga
tikus/hewan coba tersebut débat menggambarkan model .seperti Alzheimer.!®

Perkembangan terapi untuk AD cukup berkembang pesat seperti terapi
psikososial dan farmakoterapi, tetapi angka mortalitas dan biaya yang dikeluarkan
pemerintah masih tinggi. Di Indonesia perkembangan terapi untuk Alzheimer sangat
terbatas karena mekanisme penyakit ini yang beragam dan diperberat oleh salah
satunya ketidakmampuan sel saraf otak beregenerasi sendiri maka pendekatan
terapi hanya bertujuan untuk memperlambat kerusakan otak dan memperbaiki
kualitas hidup tanpa memperbaiki kerusakan fungsional yang ditimbulkan oleh
penyakit Alzheimer. Terapi berbasis sel memiliki potensi yang besar untuk
meregenerasi jaringan saraf yang rusak pada penyakit Alzheimer.'*

Pada beberapa penyakit neurodegeneratif seperti Alzheimer, terapi sel
punca/stroma mesenkim (MSC) adalah sel multipoten dengan potensi aplikasi yang
menjanjikan dalam pengobatan regenerative, imunomodulasi, dan anti-inflamasi.'®
Sumber sel punca dapat berasal dari darah tepi, tali pusat, plasenta, jaringan adiposa,
sumsum tulang belakang, dan lain sebagainya. Salah satu sumber sel punca yang
mudah didapatkan adalah sel punca yang berasal dari tali pusat karena tindakan
pengambilan yang tidak invasif, merupakan organ fetus yang pada akhirnya dibuang
dan tali pusat juga mudah ditemukan, karena angka kelahiran terus meningkat setiap
tahunnya. Tali pusat memiliki beberapa struktur umum yaitu selaput membran tali

pusat, lapisan wharton’s jelly, vena umbilikalis, dan arteri umbilikalis. Lapisan
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wharton’s jelly terbukti menjadi lapisan terbaik dari bagian tali pusat untuk diisolasi
menjadi Mesenchymal Stem Cells Wharton'’s Jelly (MSC-W1J).1¢

Mesenchymal Stem Cells Wharton Jelly (MSC-WIJ) merupakan sel yang
berasal dari jaringan tali pusat bayi dari pasien sehat yang menjalani persalinan baik
dalam persalinan normal maupun sesar. Mesenchymal Stem Cells Wharton Jelly
banyak memiliki manfaat klinis seperti memiliki lebih sedikit kontaminan sel non-
stem cell, dapat dihasilkan dalam jumlah besar dengan kultur yang minimal untuk
menghindari perubahan fenotip, isolasinya mudah dan cepat untuk di standarisasikan.
Selain itu, MSC-WI juga r_r{emiliki- tingkat; proliferasi yang sangat tinggi dan efek
imunomodulator ' terkuat, séhingga menjadikannya salah satu sumber alternatif
pengobatan di masa depan yaitu penyakit Alzheimer.'¢

Menurut Lee dkk terapi dengan MSC-WJ dianggap sebagai pilihan
pengobatan terbaik untuk DA karena telah menunjukkan berbagai efek seperti efek
perbaikan terhadap fungsi kognitif, modulasi peradangan saraf, peningkatan
neurogenesis endogen, dan juga peningkatan kinerja perilaku AD.!” Namun ada juga
yang menyatakan hasil penelitiannya tidak menunjukkan peningkatan fungsi kognitif
serta tidak memiliki manfaat secara klinis pada penyakit Alzheimer seperti
menggunakan Human Chorionic (HC)-MSC.'8 Penelitian terbaru mengenai MSC-W1J
diketahui MSC-WJ dapat memproteksi sel saraf tikus Azheimer dari stress oksidatif,
mengurangi penumpukan Befa-Amyloid (AP) dan hiperfosforilasi protein tau serta
meningkatkan memori pada tikus.!

Sel neuron di otak mendapatkan suplai energi dari glukosa. Jika kadar glukosa
di otak menurun maka sel saraf otak akan kekurangan energi sehingga lama
kelamaan mengalami kerusakan. Glukosa dibawa oleh transporter glukosa ke dalam
kapiler dan sel-sel otak. Untuk pengambilan glukosa ke dalam sel otak, transporter
glukosa diekspresikan ke dalam neuron, astrosit, sel oligodendroglial, dan sel
mikroglial.?® Transporter glukosa di otak terdiri dari Glutl-6 dan Glut-8, dan
kotransporter Na * - D -glukosa SGLT1.%!

Menurut Marko dkk berdasaran penelitiannya Glut-1 banyak ditemukan di sel

endotel mikrovaskuler dan astrosit, Glut-3 adalah transporter glukosa neuronal
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kanonik, dan Glut-4 diekspresikan di beberapa daerah otak tetapi pada umumnya
ditemukan di dalam korteks dan hipokampus otak.?! Glukosa transporter 4 (Glut-4)
adalah suatu protein spesifik yang dikenal sebagai transporter glukosa utama dan
responsif terhadap insulin di dalam jaringan otot rangka, otak , jantung dan adiposa.
Penelitian yang dilakukan oleh McNay dkk melaporkan bahwa pengurangan aktivasi
transporter glukosa responsif insulin Glut-4 dapat menyebabkan terjadinya penurunan
kognitif pada penderita diabetes melitus tipe 2 dan penyakit Alzheimer.?? Perubahan
ekspresi transporter glukosa di otak, dan kekurangan energi terkait transporter neuron
yang dapat berkontribusi pada patogenesis'AD.2% |

Penyerapan glukosa yang dimediasi Glut- 4 di hipokampus dilaporkan
memiliki peran yang sangat penting untuk pembentukan memori.?* Translokasi Glut-
4 ke membran plasma untuk meningkatkan penyerapan glukosa seluler diatur oleh
beberapa molekul sinyal pasca-reseptor yang penting untuk mempertahankan memori
jangka panjang seperti insulin (PI3K / Akt), AMP-activated protein kinase (AMPK),
protein kinase = C-zeta, protein, asetilasi histon, protein kinase A, dan
Ca2 * /calmodulin kinase II.2!?> Penelitian lain juga melaporkan bahwa kadar Glut-4
mengalami penurunan pada AD yang mengakibatkan berkurangnya translokasi
transporter glukosa ke dalam membran.”* Hal ini dapat menyebabkan keadaan
hipometabolisme glukosa di otak sehingga dapat mendahului timbulnya defisit
kognitif berupa penurunan memori.**

Pada AD telah dilaporkan adanya gangguan pensinyalan. insulin hipokampus
bersama dengan hipometaboliSme otak dan akumulasi'Beta-Amyloid (AB). Penelitian
terbaru juga menunjukkan bahwa gangguan pensinyalan insulin berupa [Insulin
Resistance (IR) membentuk mekanisme loop feed-forward dengan pembentukan
oligomer AP dan hiperfosforilasi protein tau di area temporo-parietal otak.?> Hal ini
menyebabkan gangguan kognitif yang cepat, penurunan metabolisme glukosa lokal,
dan gangguan translokasi transporter glukosa yang diatur insulin Glut-4, tetapi tidak
berpengaruh pada Glut-1 atau Glut-3.2? Sejauh ini penelitian yang membahas tentang
pemberian MSC-W/J terhadap ekspresi gen Glut-4 ini masih sangat sedikit sehingga
membutuhkan informasi yang lebih jelas dan lebih banyak lagi. Oleh sebab itu,
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peneliti tertarik melakukan penelitian terkait ‘“Pengaruh Pemberian Mesenchymal

Stem Cells Wharton's Jelly terhadap Ekspresi Gen Glut-4 pada Tikus Alzheimer”.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah penulis paparkan diatas, maka didapat
beberapa rumusan masalah sebagai berikut:
1. Bagaimana ekspresi gen Glut-4 pada tikus yang diinduksi Alzheimer
menggunakan AlCl; ?
2. Bagaimana.pengaruh pemberian‘Mesenchymal Stem. Cells Wharton's Jelly
terhadap ekspresi gén Glut-4 pada tikus yang diinduksi Alzheimer ?

1.3  Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Mengetahui pengaruh pemberian Mesenchymal Stem Cells Wharton’s Jelly
terhadap ekspresi gen Glut-4 pada tikus Alzheimer.
1.3.2 Tujuan Khusus

Tujuan khusus penelitian ini adalah:

1. Mengetahui ekspresi gen Glut-4 pada kelompok hewan coba yang
diinduksi AICl3

2. Mengetahui ekspresi gen Glut-4 pada kelompok hewan coba Alzheimer
yang sudah diberikan Mesenchymal-Stem Cells Wharton’s Jelly

3. Membandingkan ekspresi gen Glut-4 pada kelompok hewan coba yang
diinduksi AICl; dengan kelompok hewan coba Alzheimer yang sudah
diberikan Mesenchymal Stem Cells Wharton'’s Jelly

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Bagi Peneliti
Bagi peneliti, penelitian ini sebagai wujud penerapan disiplin ilmu yang telah

dipelajari sehingga dapat mengembangkan wawasan keilmuan peneliti. Selain itu,
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penelitian ini juga dapat menjadi sarana bagi peneliti untuk melatih pola berpikir

kritis terhadap pemahaman akan ilmu pengetahuan.

1.4.2 Manfaat Bagi [lmu Pengetahuan
Bagi ilmu pengetahuan, hasil penelitian ini peneliti harapkan dapat
memberikan informasi ilmiah mengenai pengaruh pemberian Mesenchymal Stem
Cells Wharton's Jelly terhadap ekspresi gen Glut-4 pada tikus Alzheimer.
1.4.3 Manfaat Bagi Institusi Pendidikan
Bagi Institusi Pendidikan, —hasil —penelitian ini dapat menambah
pembendaharaan referensi atau Surhber 'pemb'eléj aran untuk'pendidikan.
1.4.4 Manfaat Bagi Peneliti Lain
Bagi peneliti lain, dapat menggunakan hasil penelitian ini sebagai bahan
penambah gagasan untuk penelitian sejenis yang berkaitan dengan pengaruh
pemberian Mesenchymal Stem Cells Wharton'’s Jelly terhadap ekspresi gen Glut-4

pada tikus Alzheimer atau penelitian lanjutan.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Alzheimer Disease (AD)

2.1.1 Definisi dan Kklasifikasi Alzheimer Disease (AD)

Penyakit Alzheimer (AD) adalah penyebab paling umum dari gejala
demensia. Pada AD terjadi kematian sel-sel saraf di otak sehingga menyebabkan
sinyal-sinyal saraf di otak sulit untuk di transmisikan secara baik.?® Ciri AD secara
patologis ditandai oleh adanya, plakjamiloid dan neurafibrillary tangles (NFTs) dalam
jumlah dan distribusi yang. cukup.!! Penyakit Alzheimer dapat diklasifikasikan
sebagai onset cepat (AD familial) yaitu individu yang berusia kurang dari 65 tahun
dan onset lambat (AD sporadis) yaitu individu yang berusia lebih dari 65 tahun.?
Alzheimer tipe familial sering berkaitan dengan adanya mutasi pada amyloid
precursor protein (APP) atau gen presenilin (PSEN1 dan PSEN2), sedangkan AD
sporadis berhubungan dengan mutasi pada disfungsi IR apolipoprotein E (APOE)-4.°
Selain itu, jenis kelamin perempuan adalah salah satu faktor risiko utama untuk

terjadinya penyakit Alzheimer (AD) onset lambat.?’

2.1.2 Epidemiologi Alzheimer Disease (AD)
Kasus demensia di seluruh dunia menimpa sekitar 50 juta orang dengan 10

juta kasus baru setiap tahunnya dan sebagian besar kasus ini terkait dengan AD.3
Pada tahun 2030 jumlah pc_anderita demensia diperkirakan mencapai 82 juta dan 152
juta pada tahun 2050.°> Data sensus telah memperkirakan bahwa pada tahun 2050
akan ada sekitar 13,8 juta orang menderita AD.?® Di Amerika, demensia Alzheimer
merupakan penyebab kematian kelima orang yang berusia lebih dari 65 tahun dan
sudah tercatat sekitar 5,4 juta orang mengalami kematian akibat AD.*. Sebuah studi
epidemiologis telah melaporkan bahwa dua per tiga orang yang terkena AD adalah
wanita dan sepertiganya adalah laki-laki.?’

Penyakit ini menjadi masalah global dengan jumlah kasus yang terus
meningkat. Berdasarkan data riset kesehatan dasar (Riskesdas) tahun 2013

melaporkan bahwa kasus gangguan mental emosional yang ditandai dengan gejala
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depresi serta kecemasan pada usia produktif tercatat sebanyak 14 juta jiwa atau 6%
penduduk Indonesia dan meningkat menjadi 7% penduduk di tahun 2018.> Pada
tahun 2015 Indonesia masuk dalam sepuluh negara dengan demensia tertinggi di
dunia dan Asia Tenggara. Menurut Alzaimer’s Disease International (ADI) pada
tahun 2016 penderita demensia di Indonesia diperkirakan sekitar 1.2 juta orang, dan
akan meningkat menjadi 2 juta orang pada tahun 2030 serta 4 juta orang pada tahun
2050.° Di Indoneisa biaya yang dihabiskan untuk perawatan orang demensia

mencapai 28,6 milyar per tahun.b

213  Etiologi Alzheimer Disease (AD)
Etiologi penyakit Alzheimer masih belum jelas, tetapi kemungkinan

merupakan hasil dari faktor genetik, usia, dan lingkungan. Faktor genetik tersebut
seperti adanya mutasi gen presenilin 1 (PS1), presenilin 2 (PS2), protein prekursor
beta amiloid (APP), dan gen apolipoprotein E (APOE)-4.2° Meskipun usia tua
merupakan faktor risiko utama untuk AD, tetapi masih banyak faktor risiko lain yang
dapat mempengaruhi perkembangan AD.?® Diantaranya seperti hipertensi,
hiperkolesterolemia, stroke, merokok, penggunaan alkohol berlebihan, dan pola
makan yang buruk, depresi serta faktor psikososial lainnya.”

Selain hal di atas, diabetes mellitus juga terlibat sebagai faktor risiko untuk
penyakit Alzheimer.” Beberapa penelitian telah melaporkan bahwa terdapat hubungan
antara gangguan neurodegeneratif seperti penyakit Alzheimer dan gangguan sinyal
insulin di SSP pada‘diabetes mellitus tipe'2.°!Penyakit. Alzheimer berkaitan dengan
gangguan fungsi mitokéndria, homeostasis kalsium, keseimbangan hormon,
peningkatan stres oksidatif dan inflamasi pada saraf. Selanjutnya pada DM tipe 2
ditandai dengan adanya resistensi insulin seluler dan peradangan kronis yang

mempercepat penuaan.’!

2.14 Manifestasi klinis Alzheimer Disease (AD)
Interpretasi klinis penyakit Alzheimer biasanya adalah demensia. Demensia

adalah sindrom neurodegeneratif yang timbul karena adanya kelainan yang bersifat

kronis dan progresif disertai dengan gangguan fungsi luhur multipel seperti daya
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ingat, daya orientasi, kalkulasi, kapasitas belajar, bahasa, dan mengambil
keputusan.!?® Gejala demensia tersebut dapat sangat memengaruhi kegiatan sehari-
hari seperti mandi, berpakaian, makan, merawat kebersihan diri, perilaku sosial,
buang air besar, dan buang air kecil. Gejala yang ada pada AD akan muncul secara
bertahap. Awalnya penyakit Alzheimer dapat bermanifestasi seperti gangguan fungsi
kognitif dan perubahan mood serta perilaku yang onsetnya tidak tampak. Kemudian
gejala tersebut berkembang menjadi disorientasi, hilang ingatan, dan afasia yang
menjadi penanda dari disfungsi otak korteks berat. Sekitar kurang lebih 5 sampai 10

tahun mendatang, penderita AD bisa mengalami disabilitas, bisu, dan imobilitas.*
2.1.5 Patofisiolgi Alzheimer Disease (AD)

PATHOPHYSIOLOGY OF AD

[
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Gambar 2.1 : Hipotesis dari Patofisiologi AD.*

Patofisiologi AD dikaitkan dengan berbagai faktor, termasuk deposisi
ekstraseluler plak amiloid, akumulasi neurofibrillary intraseluler, disregulasi
metabolisme glukosa, stress oksidatif, dan radang inflamasi.?® Secara morfologis,

demensia Alzheimer ditandai oleh atrofi otak dan ventrikel otak besar serta gliosis

Fakultas Kedokteran Universitas Andalas 10



yang progresif.> Secara histopatologis terdapat 2 gambaran yang khas pada AD yaitu
endapan ekstraseluler yang disebut plak amiloid atau neuritic plaque ekstraseluler
yang mengandung Beta-Amyloid (AB), dan intracellular neurofibrillary tangles
(NFTs) yang terbentuk dari hiperfosforilasi protein tau.'! Beta-Amyloid merupakan
salah satu jenis protein dalam tubuh yang dihasilkan dari APP dan merupakan
komponen soluble dari plasma dan cairan serebrospinal.!'”

Kaskade amiloid terdapat tahapan abnormal dari agregasi oligomer AP
terlarut menjadi plak yang tidak larut. Oligomer AP yang terbentuk pada kaskade
amiloid bersifat neurotoksik, .sehinggal" dapat ;menycbabkan disfungsi sinap dan
kerusakan sel saraf yang berimplikasi terhadap penumﬁan kognitif berupa gangguan
memori. Akumulasi peta-Amyloid terjadi karena ketidakseimbangan dalam
homeostatis AB-peptida. AB-peptida merupakan komponen protein utama dari plak
AP yang berasal dari aksi enzim sekretase (gamma dan beta-sekretase). Enzim
sekretase (gamma dan beta-sekretase) adalah enzim yang dapat mengkatalisis APP
menjadi struktur pfeta-Amyloid. |Akumulasi peta-Amyloid akan membentuk plak
amiloid jika mengendap akan menyebabkan proses imun lokal seperti aktivasi dari
mikroglial, peningkatan sitokin, dan respon inflamasi dari banyak protein yang dapat
mendegradasi sel saraf secara kronis.*?

Intracellular neurofibrillary tangles (NFTs) merupakan benang neurofibril
yang kusut di dalam neuron, dibentuk oleh buntalan filament yang mengalami
polimerasi berpasangan, bentuk hyperphosphorylasi dari protein terkait mikrotubulus.
Hal ini dapat mengakibatkan disfungsi protein tat sehingga terjadi kerusakan
transport aksonal, kerusakan sinaptik, dan neurodegenerasi. Selain itu, ada bukti
bahwa tau toksik dapat meningkatkan produksi Ap melalui mekanisme /oop umpan
balik. Selain karena adanya plak AP dan NFTs ada kemungkinan lain yang menjadi
dasar terjadinya AD seperti defisit neurotransmitter asetilkolin karena terjadi
hidrolisis yang cepat oleh asetil kolinesterase (AChE).*3

Asetilkolin merupakan neurotransmitter kolinergik yang berperan dalam
konduksi impuls listrik dari satu sel saraf ke sel saraf lainnya. Pada AD terjadi

penurunan kadar Asetilkolin karena terjadi hidrolisis yang cepat oleh
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asetilkolinesterase (AChE). Asetilkolinesterase menghasilkan fungsi non-kolinergik
seperti deposisi dan pembentukan A dan neurofibrillary tangles di otak pada pasien
dengan penyakit Alzheimer. Selain itu, disfungsi mitokondria dan stres oksidatif
dapat berperan dalam patogenesis penyakit Alzheimer. Sel secara rutin menghasilkan
radikal bebas dan kelompok oksigen reaktif (ROS) yang merupakan bagian dari
proses metabolisme. Oksigen reaktif yang dihasilkan dari kerusakan protein
mitokondria, DNA, dan lipid dalam komponen membran yang menghasilkan
disfungsi mitokondria. Tekanan stres oksidatif pada mitokondria dapat menyebabkan
hiperfosforilasi tau, melalui penurynan-aktivitas, superoksida dismutase yang terkait
dengan A dan aktivasi sintase kinase 3 |

Perubahan kondisi vaskular seperti penurunan aliran darah otak juga
menjadi salah satu alasan terjadinya AD. Hipotesis ini menunjukkan bahwa proses
neurodegeneratif dimulai oleh otak yang mengalami hipoperfusi kronis yang
disebabkan oleh penuaan, stres oksidatif, dan kondisi vaskular seperti hipertensi,
aterosklerosis, dan hiperkolesterolemia. Kerusakan sawar darah-otak juga
mengakibatkan akumulasi neurotoksik protein serum di otak, peradangan, dan
disfungsi vaskular serta sinaptik berperan juga dalam defek pada metabolisme serta
pembersihan dari plak AP dan Tau sehingga akhirnya dapat mengakibatkan
kerusakan sel saraf.*?

2.1.6 Perkembangan Terapi Alzheimer Disease (AD)

Terapi Alzheimer di Indonesia diberikan berdasarkan derajat penyakitnya
secara medikamentosa. —Obat golongan inhibitor kolinesterase seperti donepezil,
rivastigmin, dan galantamin telah menunjukkan manfaat pada demensia AD ringan,
sedang, dan berat. Obat golongan ini berfungsi menunda penurunan fungsi kognisi
pada pasien Alzheimer. Sedangkan memantine dan donepezil lebih
direkomendasikan pada demensia AD sedang dan berat.’* Memantine bersifat
neuroprotektif dengan mencegah hilangnya neuron dan memulihkan fungsi neuron
yang rusak.

Obat-obatan pada penyakit Alzheimer diikuti oleh pemberian obat

simtomatik serta latihan stimulasi saraf sesuai gejala-gejala yang menyertai penyakit
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Alzheimer. Namun saat ini strategi pengobatan sebagian besar tidak efektif sehingga
menyebabkan penurunan kognitif yang ireversibel dan progresif pada pasien AD.?
Oleh karena itu, pengobatan presisi berbasis sel punca (stem cells) menjadi fokus
penelitan dan salah satu peluang pengobatan yang menjanjikan pada beberapa

penyakit neurodegeneratif seperti Alzheimer.

2.2 Mesenchymal Stem Cells (MSCs)

Terapi dengan menggunakan sel punca (stem cells) telah menjadi
pandangan baru dalam pen_g(_)bla_tan_ ber_ba_gai penyakit. Beberapa penelitian
melaporkan bahwa pengoBétaﬁ menggunakan Mesenchymal Stem Cells (MSCs)
efektif pada beberapa penyakit neurodegeneratif.’® Bahkan uji klinis pun telah
dilakukan di berbagai negara. Sel punca mesenkim adalah sel stroma multipoten yang
mudah ditemukan karena dapat diisolasi dari berbagai organ dan jaringan, seperti
sumsums tulang, tali pusat, jaringan adiposa, darah tepi, dan cairan ketuban.
Penelitian menunjukkan bahwa MSC sangat proliferatif dan dapat berdiferensiasi
menjadi berbagai jenis sel seperti neuron dan sel atrosit.’’” Berdasarkan penelitian
Vasic dkk melaporkan bahwa transplantasi MSC mengurangi deposit AP dan tau-
fosforilasi, meningkatkan neurogenesis dan memberikan dukungan dengan faktor
yang disekresikan dan meningkatkan defisit pembelajaran dan memori. Dalam hal ini,
MSC mampu menghambat proses kerusakan neurologis pada hewan model tikus

dengan penyakit neurodegeneratif.’’

23 Mesenchymal Stem Cells Wharton’s Jelly (MSC-WJ)

Mesenchymal Stem Cells Wharton’s Jelly (MSC-WJ) merupakan sel
yang berasal dari jaringan tali pusat bayi dari pasien sehat yang menjalani
persalinan baik persalinan normal maupun sesar. Tali pusat memiliki beberapa
struktur umum yaitu selaput membran tali pusat, lapisan wharton’s jelly, vena
umbilikalis, dan arteri umbilikalis. Lapisan wharton’s jelly terbukti menjadi
lapisan terbaik dari bagian tali pusat untuk diisolasi menjadi Mesenchymal Stem

Cells Wharton’s Jelly (MSC-WIJ). Transplantasi MSC-WJ tidak bersifat
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teratogenik dan karsinogenik serta isolasinya pun mudah dilakukan.

1 umbkbilical vein
Perivascusar subamniatic

Wharter's Jelly [ Wharlon's Jelly

umbilical
cond lining

" umbilical
7 " . ol
intervascular epithelium

Whartonis Jelly \
Gambar 2.2 : Struktur Tali Pusat.?®

Tali pusat bayi dari ibu yang melahirkan sebelum dibawa ke
laboratorium dimasukkan ke dalam botol steril dan diberikan antibiotik agar
tidak terkontaminasi. Tali pusat dicuci beberapa kali dengan phosphate-
buffered saline (PBS) yang mengandung penisilin/streptomisin untuk
menghilangkan darah tali pusat dan kemudian dipotong menjadi bagian-bagian
kecil ukuran sekitar 2 cm. Bagian tersebut dimasukkan pada wadah berisi Aigh
glucose-alpha modified eangle  medium -~ (HG-aMEM) wuntuk dikultur.
Pergantian medium_ selanjutnya dilakukan dua kali seminggu. Apabila sel
sudah mecapai koﬁﬂuens‘i 90% di f)ergantian medium 'kedua-, sel dikumpulkan
dengan 0,25 % trypsin-ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA) dan dibilas
dua kali dengan PBS.*

Mesenchymal Stem Cells Wharton’s Jelly banyak sekali memiliki
manfaat seperti tingkat proliferasi yang sangat tinggi dan efek imunomodulator
terkuat, sehingga membuatnya ideal untuk digunakan dalam terapi sel dan
sebagai salah satu sumber alternatif pengobatan di masa depan yaitu penyakit

Alzheimer.!¢ Beberapa penelitian juga menunjukkan bahwa MSC-WJ adalah

penghambat terkuat proliferasi sel T dengan efek imunogenik yang lebih

Fakultas Kedokteran Universitas Andalas
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sedikit dibandingkan jenis MSC lainnya.*® Namun kekurangan dari MSC-WJ

adalah potensi dalam osteogenesis masih rendah.

24  Glut4

Kebutuhan energi neuron di otak bersumber dari suplai glukosa. Jika kadar
glukosa di otak menurun maka sel saraf otak akan kekurangan energi sehingga lama
kelamaan mengalami kerusakan. Glukosa dibawa oleh transporter glukosa ke dalam
kapiler dan sel-sel otak. Transporter glukosa harus melewati blood-brain barrier
(BBB) agar dapat mengekspresikan D- glukosa ke dalam neuron, astrosit, sel
oligodendroglial, dan sel fniffoéliai.zo Transpor.ter-glﬁk(isa di otak terdiri dari Glutl-
6 dan Glut-8, dan kotransporter Na *- D -glukosa SGLT1.

Menurut Marko dkk berdasarkan penelitiannya Glut-1 banyak ditemukan di
sel endotel mikrovaskuler dan astrosit, Glut-3 adalah transporter glukosa neuronal
kanonik, dan Glut-4 diekspresikan di beberapa daerah otak tetapi pada umumnya
ditemukan di dalam korteks dan hipokampus otak.?! Glut-4 di hipokampus berperan
sebagai saluran untuk menyuplai glukosa di neuron dan mencegah neuroglikopenia.
Glukosa transporter-4 (Glut-4) adalah suatu protein spesifik yang dikenal sebagai
transporter glukosa utama dan responsif terhadap insulin di dalam jaringan otot
rangka, otak , jantung, dan adiposa. Penelitian yang dilakukan oleh McNay dkk
melaporkan bahwa pengurangan aktivasi transporter glukosa responsif insulin Glut-4
dapat menyebabkan terjadinya penurunan kognitif pada penderita diabetes melitus
tipe 2 dan penyakit Alzheimer.22 Penelitian Tain juga mendukung pernyataan tersebut
bahwa resistensi resisten insulin tidak hanya terjadi di perifer, tetapi juga di otak yang

dikaitkan dengan penyaki Alzheimer.*!
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Baseline gene exprassion differences Y [ifferential vulnerability

Tau vulnerable areas: Tau Pathelogy (NFTs)
* o IRS1, Akt, GSK3 @d\ Pl

* L GLUTL, T GLUTY

pSer 4 & pTyr J IRS1
J» downstream insulin signaling

Al aligomers

AB vulnerable areas:

+ L GlUTY

+ Anaerobic glycolysis

+ 4 inberstitial lactate WP interstitial AR

Af Pathelogy (NPs)

Gambar 2.3 : Hubungan Glut-4 dengan Alzheimer Disease.>

Area di temporo-parietal otak memerlukan metabolisme glukosa berupa
glikolisis. Glukosa yang masuk ke ‘dalam sel-sel otak dibawa oleh transporter glukosa
yang salah satunya adalah Glut-4. Namun, saat Glut-4 mengalami penurunan maka
glikolisis terjadi secara anaerob sehingga menghasilkan laktat. Peningkatan laktat di
intertisial berhubungan dengan" peningkatan AP interstisial, kemudian akan
membentuk ikatan oligomer AP. Oligomer AP dapat mengakibatkan fosforilasi IRS-
1 yang menghasilkan fosforilasi residu berupa protein Ser.

Dengan adanya fosforilasi pada reseptor insulin di otak maka akan
menghambat pensinyalan insulin ke otak dan terjadilah resistensi insulin di otak.
Sebuah loop feed—fgrward antara IR ~(Insulin _I_Qesistance) dan patologi AP akan
menghasilkan deposisi plak Ap y'anlg f)régreéif padai neuron at.a-l.l dikenal juga dengan
neuretic plag. Resisten insulin kronis juga dapat mengakibatkan hiperfosforilasi
protein tau hal ini dibuktikan dengan terbentuknya hiperfosforilasi protein tau di
daerah otak dan efek ekspresi protein pensinyalan insulin yang rendah seperti
ekspresi IRS-1, Akt, dll. Apablia terjadi hiperfosforilasi dari protein tau maka akan
berkembang terbentuknya neurofibrillarry tangles. Dapat disimpulkan bahwa ketiga
kondisi patologis (IR, AP, Tau) saling berhubungan menghasilkan penyakit

Alzheimer.?

Fakultas Kedokteran Universitas Andalas 16



Penyerapan glukosa yang dimediasi Glut-4 hipokampus dilaporkan
memiliki peran yang sangat penting untuk pembentukan memori.?* Translokasi Glut-
4 ke membran plasma untuk meningkatkan penyerapan glukosa seluler diatur oleh
beberapa molekul sinyal pasca-reseptor yang penting untuk mempertahankan memori
jangka panjang seperti insulin (PI3K / Akt), AMP-activated protein kinase (AMPK),
protein kinase C-zeta, protein asetilasi histon, protein kinase A, dan
Ca2 * /calmodulin kinase II.21?? Penelitian lain juga melaporkan bahwa kadar Glut-4
mengalami penurunan pada AD yang mengakibatkan berkurangnya translokasi
transporter glukosa ke -dalam, membran?%, Hal fni dapat_menyebabkan keadaan
hipometabolisme  glukosa di otak sehingga dapat mendahului timbulnya defisit
kognitif atau penurunan memori.

Metabolisme glukosa dimulai dengan adanya ikatan antara insulin dan
reseptornya yang terdapat di permukaan membran sel dan menghasilkan signal
intraseluler. Signal ini selanjutnya mengakibatkan translokasi transporter glukosa
(Glut-4) menuju membran plasma, pada permukaan sel otak membentuk saluran.
Adanya saluran ini menyebabkan glukosa masuk ke dalam sel seperti neuron dan sel
atrosit sebagai sumber energi. Penelitian terbaru menunjukkan bahwa pada AD
terjadi gangguan pensinyalan insulin hipokampus disertai dengan hipometabolisme
otak dan akumulasi Beta-Amyloid yang menyebabkan penurunan fungsi kognitif yang

cepat.
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2.5 Kerangka Teori

TEkspresi gen APP

A
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4 plak AB

\>
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A 4
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Ketidakstabilan
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v
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l

inflamasi
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Transportasi aksonal l
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\ 4
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Penyakit Alzheimer
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BAB 3

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual

Glut-4
berkurang i

AlCl3 300
mg/kgBB

i Akumulasi plak :
‘———’- mitokondria

A

Kadar glukosa
di otak
berkurang

MSC-WJ

Kerusakan sel
neuron

Disfungsi

Peningkatan
: faktor inflamasi

T

Penyakit
Alzheimer
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: variabel yang diteliti

_——— = —,

I | : variabel yang tidak diteliti

_— : mempengaruhi

| : menghambat

3.2 Hipotesis Penelitian
Pemberian Mesenchymal Stem Cells Wharton's Jelly dapat meningkatkan
ekspresi gen Glut-4 pada tiku
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BAB 4
METODE PENELITIAN

4.1 Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian
Jenis penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan rancangan the

post test only control group design.

4.2 Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laborato_rium Biomedik Fakultas Kedokteran
Universitas Andalas yang dilaksanakan pada bulan September 2021 sampai Januari

2022.

4.3 Populasi dan Sampel,

4.3.1 Populasi
Populasi yang digunakan adalah seluruh sampel yang disimpan di

Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas Andalas dan digunakan

untuk penelitian skripsi.

4.3.2 Sampel
Sampel yang digunakan adalah bahan biologis tersimpan berupa RNA dari

jaringan otak hewan coba Alzheimer yang diterapi dengan Mesenchymal Stem Cells

Wharton's Jelly dengan dosis 1 x. 10%/tikus dalam 300 ul®.#?

4.3.3 Kriteria Inklusi
1. RNA dalam konsentrasi 100 pl /20 ul

2. RNA dengan purifikasi A260/280 <2

4.3.4 Kriteria Eksklusi
1.  RNA yang terkontaminasi

4.4 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.4.1 Klasifikasi Variabel
1. Variabel Bebas : hewan coba Alzheimer yang diberi Mesenchymal Stem
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Cells Wharthon’s Jelly

2. Variabel Terikat : ekspresi gen Glut-4

4.4.2 Definisi Operasional

4.4.2.1 Alzheimer-like animal model

Definisi

Alat ukur
Cara ukur
Hasil ukur
Skala ukur

Hewan coba yang diinduksi menjadi Alzheimer melalui
pemberian Aluminium Klorida (AICl;) 300 mg/kgBB.
Aluminium adalah zat neurotoksik yang bisa meningkatkan
ekspresi gen APP.sehingga mengakibatkan akumulasi plak
A[;pa.lda otak hewan coba dan pada akhirnya menimbulkan

kerusakan saraf.!343
Histopatologi
congo red staining
persentase

ratio

4.4.2.2 Mesenchymal Stem Cells Wharton’s Jelly

Definisi

Alat ukur
Cara ukur

Hasil ukur

Skala ukur

Sel multipoten yang berasal dari lapisan wharton pada tali
pusat neonatus yang memiliki tingkat proliferasi yang
sangat tinggi dan efek imunomodulator terkuat. Dosis yang
diginakan : 1 x 109 tikus dalam 300 ul’ yang telah

melewati tahap pasage 3.4
mikroskop

haemocytometer

densitas (jumlah sel/ml)

ratio
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4.4.2.3 Ekspresi gen Glut-4

4.5 Bahan Penelitian

Definisi

Alat ukur
Cara ukur

Hasil ukur

Skala ukur

Suatu protein spesifik yang dikenal sebagai transporter
glukosa utama dan responsif terhadap insulin di dalam
jaringan otot rangka, otak, jantung dan adiposa.
Pengurangan kadar Glut-4 dapat menyebabkan terjadinya
gangguan memori pada penyakit Alzheimer.??> Ekspresi gen
Glut-4 dari tikus yang-diinduksi Alzheimer dinilai melalui
GDNA.

Thermal Cycler PCR

PCR konvensional

nilai ekspresi

ratio

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah :

alpha Modified Eagle Medium (a-MEM) high glucose

I.

—_— =
NN = O

A e A I

Penisilin/streptomisin

Amphotericyn B
Fetal Bovine Serum (FBS)
Trypsin-EDTA 0,25%,

Trypan blue

Phospat Buffered Saline(PBS)

Aquades steril

Natrium Bikarbonat (NaHCO3)

. Parafilm

13. Trizol

. Sampel RNA tikus
. Sampel RNA tamplate
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14
15
16
17
18
19
20
21

. Isopropanol

. Kloroform

. Nanodrop

. RNase free water

. Es batu

. Antibody marker MSC-WJ

. Primer gen GAPDH dan gen Glut-4

. Stem cell yang diperoleh dari IMERI FK UI

4.6 Instrumen Penelitian

Intrumen yang digunakan dalam penelitian ini adalah:

I.

A e A S

I e N S e e T = T =
N N n A WD = O

19

Hand spray

Alkohol

Cotton balls

Handschoen

Sabun cuci tangan antiseptic/ Handscrub
Masker

Jas laboratorium

Pinset

Gunting

. Falcon tube 50 ml

. Falcon tube 15 ml

. Pipet tip 1000 ul, 200 ul dan 10 ul

. Syringe filtered 0, 22 um

. Jarum suntik 5 ml

. Centrifuge tube 1,5 ml dan 0,5 ml

. Microcentrifuge tube 0,5 ml dan 1 ml
. Tissue culture flask 25 cm2

18.

Six well plate , 24 well-plate

. Microtube
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20. Vortex

21. Inkubator CO2 (Thermo Fisher Scientific)
22. Sentrifus (Thermo Fisher Scientific)

23. Timbangan analitik

24. Waterbath

25. Laminar Air Flow (LAF)

26. Mikroskop inverted

27. Nanodrop

28. PCR Konvension_a_ll VE]

4.7 Prosedur Penelitian

4.7.1 Thawing Mesenchymal Stem Cells Wharton’s Jelly (MSC-WJ)
Medium komplit yang terdiri dari alpha Modified Eagle Medium (a-MEM)

high glucose, penisilin/streptomisin dan Fetal Bovine Serum (FBS) disiapkan dan
dimasukkan ke dalam falcon tube 15 ml dengan perbandingan 1: 9. Kemudian, sel
dari liquid tank diambil dan dimasukkan ke dalam waterbath selama 10 detik.
Selanjutnya, sel yang ada di dalam cryotube tersebut dipindahkan ke dalam falcon
tube 15 ml yang telah berisi medium komplit. Sentrifugasi dilakukan dengan
kecepatan 2000 rpm selama 10 menit pada suhu ruang. Setelah sentrifugasi selesai,
supernatan dibuang dan pelet yang tersisa ditambahkan medium komplit sebanyak 4
ml (tergantung ukuran flask yang akan digunakan). Kemudian, dihomogenkan dan
dipindahkan ke dalam'flask 25 em? dan cek di-bawah ‘mikroskop inverted. Sel
diinkubasi di dalam inkubator CO, dengan suhu 37°C dan tekanan udara 5% selama

3 hari.*

4.7.2  Sub-Kultur Sel
Media kultur yang ada di dalam flask dibuang dan bilas dengan PBS. Lalu

PBS dibuang dan ditambahkan 1 ml larutan trypsin-EDTA 0.25% ke dalam flask,
aduk perlahan. Inkubasi selama 10-15 menit pada inkubator CO, dengan suhu 37°C
dan tekanan udara 5%. Kemudian, sel-sel diamati bawah mikroskop inverted sampai

lapisan sel terlepas dari dasar flask. Sel yang sulit dilepaskan dapat diinkubasi
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kembali pada inkubator CO> suhu 37°C selama 5 menit. Tahap selanjutnya adalah
menambahkan 4 ml medium komplit dan aspirasi sel dengan pipet transfer dan
lakukan sentrifugasi dengan kecepatan 2000 rpm selamal0 menit. Pergantian medium
dilakukan 3- 4 hari sekali hingga sel siap untuk digunakan dalam penelitian ini yaitu

pasasi ke 3.4

4.7.3 Perhitungan sel dengan Haemocytometer
Suspensi sel dipindahkan ke tabung Eppendorf dengan menggunakan pipet

mikro sebanyak 10 pl dan ditambahkan 10 pl larutan trypan blue. Ambil 10 pl sel
yang telah diwarnai-trypgnbhie 'dan-masukkan ke’ dalam .chamber haemocytometer
yang sebelumnya telah dibersihkan dengan alkohol 70% lalu tutup dengan cover slip .
Suspensi sel dibiarkan memenuhi daerah perhitungan sel dengan mekanisme
kapilaritas, kemudian sel dihitung menggunakan mikroskop dengan perbesaran
objektif 10x. Chamber haemocytometer memiliki 4 buah kotak besar untuk
menghitung jumlah sel. Jarak antara cover slip dengan chamber yaitu 0,1 mm. Hitung
jumlah sel pada tiap kotak besar dan rata-ratakan. Kemudian kalikan dengan 10*
untuk mendapatkan jumlah sel tiap mililiter pada sampel di chamber
haemocytometer.** Sel dihitung dengan rumus berikut:

Jumlah sel/ml = (jumlah sel di semua kotak besar/4) x 10*

4.7.4 Pemberian Mesenchymal Stem Cells Wharton’s Jelly (MSC-WJ)
Semua kelompok hewan coba dilakukan anestesi mengunakan ketamin 50

mg/kg dan xylazin 15 mg/kg BB secara inhalasi. Kemudian tikus diinjeksikan
dengan MSC-W1J sebanyak 1 x 10° sel/ tikus dalam 300 ul medium komplit
secara intraperitoneal. Satu bulan setelah injeksi, jaringan otak tikus dipanen dan

dimasukkan kedalam botol fi/m yang telah disiapkan.**

4.7.5 Isolasi RNA
Total RNA dari jaringan semua kelompok eksperimen diisolasi menggunakan

reagen trizol. Jaringan dihomogenisasi menggunakan homogenizer dengan 1 mL
reagen trizol per 50- 100 mg jaringan ke sampel. Kemudian, ditambahkan 200 ul

kloroform, tube dibolak balik dan inkubasi selama 5 menit pada suhu kamar.
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Selanjutnya, sentrifus pada kecepatan 12.000 g pada suhu 4°C selama 15 menit.
Lapisan atas (aqueous phase) dipindahkan ke microtube yang baru dan steril.
Tambahkan 2x isopropanol dan inkubasi kembali selama 10 menit pada suhu kamar.
Sentrifus kembali selama 10 menit dengan kecepatan 12.000xg pada suhu 4°C.
Kemudian, supernatan dibuang dan pelet dicuci dengan etanol 70% sebanyak 350 ul.
Selanjutnya, tube dibolak balik dan vortex secara perlahan. Sentrifus kembali dengan
kecepatan 7.500 g pada suhu 4°C selama 5 menit. Buang supernatant kemudian
vacuum sentrifuge selama 10 menit. Setelah vakum selesai, suspensikan pellet dalam
RNAse Free Water 25-40 \ul: ((tergantung rbanyak —pelet). Kemudian, RNA

dikuantifikasi dan disamakan pada konsentrasi 1000ng menggunakan nanodrop.**

4.7.6 Sintesis cDNA
Sintesis ¢DNA dilakukan dengan menggunakan kit sintesis. Komposisi

sintesis cDNA total adalah 5x TransAmp 4 pl, 1 ul RTase, RNA template (100x) 10
wl, 5 Nuclease-Free Water dengan volume reaksi 20 upl. Sintesis cDNA total
dilakukan pada suhu 52°C selama 50 menit dengan protokol kerja sesuai dengan

manual kit.*

4.7.7 Amplifikasi Gradient PCR
Semua proses PCR dilakukan dalam rentang amplifikasi selama 40 siklus

amplifikasi yang terdiri dari langkah predenaturasi pada suhu 95°C selama 1 menit,
denaturasi pada suhu 95°C selama 15 detik, annealing pada suhu 56°C selama 15

detik, kemudian extension pada suhu72-°C selama 5 menit,*!

4.7.8 PCR
Setelah sintesis cDNA selesai, selanjutnya yaitu PCR menggunakan primer

gen yang akan digunakan sesuai dengan desain dan optimasi suhu yang telah
dilakukan.
Tabel 4.1 Primer gen Glut-4 dan GAPDH

Gen Forward primer Reverse primer

Glut-4 | CAGCTCTCAGGCATCAAT TCTACTAAGAGCACCGAG

GAPDH | CATCATCCCTGCCTCTACTG | CCAAATTCGTTGTCATACCAGG
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Tabel 4.2 Komposisi PCR

Komposisi Jumlah Reaksi
MyTaq 12,5
Nucleus - free water (NFW) 9,5
Forward 1
Reverse 1
cDNA 1

4.7.9 Elektroforesis-dan Yj_sualis'asi Produk'PCR 1 ; :

Produk PCR divisualisasikan dengan teknik elektroforesis gel agarose 1.5%.
Elektroforesis dilakukan selama 60 menit pada tegangan konstan 100 volt atau
sampai pewarna bromtimol blue mencapai bagian bawah gel. Setelah elektroforesis

selesai, gel diambil untuk dilakukan pemotretan menggunakan UV .#

4.7.10 Pengukuran Hasil Elektroforesis
Pengukuran hasil elektroforesis dalam penelitian ini menggunakan metode

semikuantitatif dengan ImageJ.
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4.8 Alur Penelitian

4.8.1 Persiapan Thawing Mesenchymal Stem Cells

Hangatkan semua media dalam waterbath dan
pindahkan dalam falcon 15 ml berisi medium
komplit (a-MEM, 1% penstrep, 10% FBS)
sebanyak 9 ml

y

Ambil sel dari liquid dan masukkan ke dalam
falcon yang berisi medium komplit

A 4

Sentrifugasi dengan kecepatan 2000 rpm, 10 menit,

suhu ruang
v

Supernatan dibuang dan pelet yang tersisa
ditambahkan  medium  komplit selanjutnya
dipindahkan ke dalam fissue flask culture 25 cm?

A 4

Inkubasi pada inkubator CO; dengan suhu 37°C

\ 4

Lakukan pergantian medium 3-4 hari sekali
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4.8.2 Sub-kultur Sel dan Perhitungan Sel

Medium kultur dibuang dan bilas lapisan sel
dengan PBS

\ 4

PBS dibuang dan ditambahkan 1 ml larutan
trypsin-EDTA 0.25% ke dalam flask

\ 4

Inkubasi dalam inkubator CO; selama 10-15 menit

A

Amati sel di bawah mikroskop inverted, ulangi
inkubasi jika sel sulit terlepas dari dasar flask

Tambahkan 4 ml medium komplit dan aspirasi sel
kemudian sentrifugasi

'

Lakukan pergantian medium 3-4 hari sekali. Sel
vang digunakan vyaitu pasasi ke 3

A

Pindahkan 10 pl dari dish ke tabung Eppendorf dan
ditambahkan 10 pl larutan trypan blue

Y

Maukkan ke chamber haemocytometer lalu hitung
jumlah sel/ml pada 4 kotak besar/4 x 10 *
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4.8.3 Isolasi RNA

Jaringan dihomogenisasi menggunakan
homogenizer dengan 1 ml reagen trizol

y

Tambahkan 200 pl kloroform dan aduk bolak balik
kemudian inkubasi 5 menit pada suhu ruang

'

Sentrifus pada kecepatan 12.000 x g pada suhu
4 °C selama 5 menit

| w0

Lapisan atas atau brning dipindahkan ke microtube

steril yang baru

Tambahkan 2 x isopropanol (400 pl), inkubasi
selama 10 menit dan sentrifus dengan kecepatan
12.000 x g pada suhu 4°C selama 10 menit

A 4

Supernatan dibuang dan pelet dicuci dengan etanol
70% sebanvyak 350 ul

Tube dibolak balik dan sentrifus kembali pada
llecepatan 7.500x gpada suhu 4°C selama 5 menit

|

Buang supernatan dan vakum selama 10 menit.

A

Resuspen pelet dalam RNAse Free Water 25-40 pl
dan RNA disamakn pada konsentrasi 100 ng
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4.8.4 Sintesis cDNA

Campurkan 5 pg RNA total, 1x RT buffer, 20
pmol oligodT, 4 mM dNTP, 10 mM DTT, 40 U
enzim SuperScript TMII RTase dan Nuclease Free

Water dengan volume reaksi 20 pl..

\ 4

Inkubasi pada suhu 52°C selama 50 menit dengan

protokol kerja sesuai dengan manual kit.

A 4

Didapatkan produk cDNA

A

Lakukan PCR menggunakan primer gen Glut-4
dan gen GAPDH

v

Ukur konsentrasi gen dengan menggunakan

metode semikuantitatif

4.9 Cara Pengolahan dan Analisis Data
Kelompok dianalisis menggunakan One Way ANOVA, dan Post Hoc

Bonferroni. Jika nilai p < 0,05, maka nilai tersebut dianggap signifikan. Jika data

tersebut tidak terdistribusi normal maka dilakukan uji alternatif Kruskal Wallis.

4.10 Etika Penelitian
Penelitian ini telah dilaksanakan sesuai dengan izin etik yang sudah

dikeluarkan dengan No : 501/UN.16.2/KEP-FK/2021.
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BABS
HASIL PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui pengaruh
pemberian Mesenchymal Stem Cells Wharton'’s Jelly terhadap gen Glut-4 pada
tikus Alzheimer. Penelitian ini menggunakan sampel biologis berupa RNA dari
jaringan otak hewan coba sebanyak 18 sampel dengan rincian : 6 sampel
sebagai kontrol negatif, 6 sampel sebagai kontrol positif yang diberikan AICl;,
dan 6 sampel sebagai per_l\a_k_l__}an-! dengan pemberian, Mesenchymal Stem Cells
Wharton’s Jelly. Setelah.isolasi RNA kemudian dﬂékukan sintesis cDNA.
Pada hari ke-2 dilanjutkan mengukur tingkat kemurnian dan konsentrasi DNA
menggunakan spektrofotometer sehingga diperoleh data yang disajikan pada
Tabel 5.1. Rasio 260/280 nm memiliki sensitifitas yang tinggi untuk menilai
kontaminasi DNA oleh protein. Semakin tinggi kandungan asam nukleat dalam
sampel, maka semakin rendahrasio nilai absorbansi pada 260/280nm begitu
pula sebaliknya. Molekul DNA dikatakan murni jika nilai rasio A 260/ A 280
adalah sebesar 1.7 —2.0.%

Tabel 5.1 : Uji Kemurnian dan Konsentrasi Larutan DNA pada Sampel
Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis

Sampel Rataan ~ Kemurnian Rataan
(A 260/280) Konsentrasi
(ng/ml)
K-1 1,8 2207,3
K-2 2 957,75
K-3 1,9 1828,75
K-4 1,9 1585,15
K-5 2 1742,85
K-6 2 164235
K+1 1,7 2061,8
K+2 2 2438.,45
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K+3 1,9 1287,25
K+4 1,9 2172
K+5 2 822,8
K+6 2 1821,25
Pl 2 1015,3
P2 2 1100
P3 1,8 136,05
P4 1,8 1678,7
P5 . 21V ERSITAS ANDA _§Z8,75
P6 2 912,25

Hasil pengukuran absorbansi pada panjang gelombang 260/280 nm
beragam namun secara keseluruhan DNA yang digunakan itu murni karena
nilai rasio A 260/280 rata-rata dalam rentang 1.7 — 2.0. Selanjutnya dilakukan
proses amplifikasi fragmen DN:A_?rimer yang akan diteliti yaitu gen Glut-4 dan
gen GAPDH sebagai housekeegénig.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Gambar 5.1 : Visualisasi hasil amplifikasi fragmen DNA gen Glut-4
pada gel agarose 1.5%, (M) Marker 100 bp (basepare), sampel kontrol negatif
(1-6), kontrol positif(7-12), dan perlakuan (12-18).
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Gambar 5.2 : Visualisasi hasil amplifikasi fragmen DNA gen GAPDH
pada gel agarose 1.5%, (M) Marker 100 bp (basepare), sampel kontrol negatif
(1-6), kontrol positif(7-12); danpetlakuan (12-18). L4 5

Dari Gambar 5.1 dan 5.2 memperlihatkan bahwa hasil amplifikasi gen
Glut-4 dan GAPDH dalam gel agarose terbaca pada angka 200 bp. Selanjutnya
nilai disetiap pita dibaca menggunakan ImagelJ dan dilakukan perbandingan
untuk mengetahui ekspresi gen Glut-4 pada setiap sampel.

Tabel 5.2 Ratio Ekspresi gen Glut-4

Kelompok No Sampel Ratio
Kontrol 1 2,68
Negatif 2 2,70

3 y T,
4 1,54
5 1,89
6 2,25

Rata-rata 2,28
Kontrol 1 2,66
Positif 2 3,31

3 2,96
4 2,63
5 2,03
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6 3,34

Rata-rata 2,82

Perlakuan 1 2,42

7 3,00

3 2,87

4 2,30

5 4,66

6 3,56

Rypa=taia 1‘.-_“5\\'1‘;1;5H1‘:\‘5 A ";"-f:"'-'\ LAg e
3.5
3
2.5
2
1.5
1
0.5
0

K- K+ P
Gambar 5.3 Grafik Rata-Rata Ratio Ekspresi gen Glut-4 pada setiap
- Kelompok Sampel. '

Data yang didapat kemudian diuji dengan interval kepercayaan 95% dan taraf
signifikasi 0,05 (p = 0,05). Hasil analisis ini diuraikan dalam uji normalitas data dan
uji komparabilitas. Hasil pengukuran ekspresi gen Glut-4 pada masing-masing
kelompok selanjutnya dianalisis secara statistik. Pengujian yang dilakukan adalah uji
normalitas data menggunakan Shapiro-Wilk Test dan didapatkan hasilnya pada
kelompok kontrol negatif, kontrol positif dan perlakuan berturut-turut adalah 0.205,
0,531, 0,367. Nilai p > 0,05 sehingga disimpulkan bahwa data terdistribusi normal
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sehingga uji One Way ANOVA dapat dilakukan. Selanjutnya analisis data dilakukan
dengan menggunakan uji One Way ANOVA.

Uji One Way ANOVA bertujuan untuk mengetahui bermakna atau tidaknya
perbedaan ratio ekspresi gen Glut-4 pada setiap kelompok secara statistik. Nilai
perbedaan yang dapat diuji dengan nilai p < 0,05. Sebelum melakukan uji One Way
ANOVA, terlebih dahulu dilakukan pengujian Homogeneity of Variances untuk
mengetahui kesamaan varian data. Hasil uji didapatkan nilai p = 0,349 (p > 0,05)
sehingga dapat disimpulkan bahwa varian data antar kelompok sama. Selanjutnya
dilakukan uji One Way ANOVA;: Hasil| pengujian, menunjukkan ratio ekspresi gen
Glut-4 pada semua kelompok penelitian memiliki nilai p =10,099 (p > 0,05) setelah
pemberian Mesenchymal Stem Cells Wharton's Jelly. Dapat disimpulkan bahwa tidak

ada perbedaan yang bermakna terjadi pada semua kelompok hewan coba.
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BAB 6
PEMBAHASAN

6.1. Ekspresi gen Glut-4 Kelompok Kontrol Positif

Kelompok positif pada penelitian ini adalah RNA tikus yang diinduksi
menjadi Alzheimer menggunakan senyawa kimia AICIl3 dengan dosis 300
mg/kgBB yang diberikan secara oral selama 5 hari untuk menginduksi
terbentuknya plak amiloid yang dibuktikan oleh penelitian sebelumnya.'s
Aluminium (Al) adalah  zat neurotoksik, yang berperan penting dalam
perkembangan plak beta-di;ayloid (AB). Aluminiﬁrﬁ.in'i mampu melewati blood
brain barrier (BBB) melalui afinitas tinggi dari reseptor spesifik transferin.*®
Pemberian AlICI3; dapat menyebabkan terjadinya stress oksidatif dan akumulasi
oksigen reaktif (ROS) di dalam sel otak. Hal ini akan mendorong pemrosesan
dari gen APP amiloidogenik yang dipecah menjadi AP oleh enzim B-secretase
dan y-secretase.'

Mutasi ganda pada gen APP akan meningkatkan pemecahan APP
sehingga AP yang dihasilkan juga meningkat. Kegagalan clearance
mechanisms dari AP di otak mengakibatkannya tidak larut dan menumpuk.
Penumpukan dari AP akan membentuk agregasi oligomer AP. Agregasi
oligomer AP pada kaskade amiloid bersifat neurotoksik sehingga dapat
menyebabkan disfungsi sinap dan kerusakan sel saraf yang berimplikasi
terhadap penurunan fungsi-kognitif berupa gangguan memori.*’ Selanjutnya
agregasi oligomer AP akan membentuk plak AP yang dapat menyebabkan
disfungsi mitokondria dan memicu Tau patologis melalui penurunan aktivitas
superoksida dismutase yang terkait dengan AP dan aktivasi sintase kinase yang
akhirnya membentuk kusut neurofibrillary.’® Terbentuknya plak AP atau
neuritic plaque dan neurofibrillary tangles (NFTs) pada hipokampus otak
dapat dibuktikan secara histopatologi dengan pewarnaan congo red yaitu

adanya tumpukan protein yang berwarna coklat.’
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Gambar|6.1 . Neurofibrillary tangle.s:(_tandg panah-hitan) an Neuritic
plaque (tanda panah putih).”

Oligomer AP dapat menyebabkan gangguan sinyal insulin di hipokampus
dan translokasi Glut-4 berku ‘sehingga suplai glukosa sebagai sumber

energi bagi otak juga berkurang.’>?® Metabolisme glukosa dimulai dengan

adanya ikatan antara insulin dan reseptornya yang terdapat di permukaan

membran sel - menghasilkan signal intraseluler. Pengikatan insulin
mengaktivasi aktivitas‘\S‘ub&nit.J_i‘r_ghsin.-kinase erangsang fosforilasi

reseptornya sepe{;t_i\-substrat reseptor i_n&i_l_l_(_ﬂ_lﬁ-l dan IRS.-2 “.-'di sel saraf dan
sel glial.®® Sigﬁal-f 1hmgy&%§ﬁm%ka§;®ut-4 menuju
membran plasma pada p-e;mlukaan sel otak membentl;k_é;lluran. Adanya saluran
ini menyebabkan glukosa masuk ke dalam sel saraf dan sel glial. Translokasi
Glut-4 ke membran plasma untuk meningkatkan penyerapan glukosa seluler
diatur oleh beberapa molekul sinyal pasca-reseptor yang penting untuk
mempertahankan memori jangka panjang seperti insulin (PI3K / Akt), AMP-
activated protein kinase (AMPK), protein kinase C-zeta, protein asetilasi histon,
protein kinase A, dan Ca2 * /calmodulin kinase II.2!2? Sebaliknya, degradasi

dari IRS-1/2 oleh c-Jun N-terminal kinase (JNK1) dan protein kinase lainnya
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yang menghambat fosforilasi tirosin yang dirangsang oleh insulin dapat
menyebabkan terjadinya resistensi insulin.*8

Pada penelitian De La Monte dkk terdapat suatu mekanisme umpan balik
positif atau loop feed-forward yang menghubungkan antara insulin resistance,

patologi AP yang menghasilkan plak AP dan hiperfosforilasi protein tau.*

Diabetes mellitus
Steatohepatitis

Obesity

Peripheral insulin resistance

Type 3 diabetes d
Brain insulin deficiency

CNS metabolic dysfunction
CNS oxidative injury

Brain
insulin
resistance

[T Tau pathology‘
.

T ApPP
expression

Apolipoprotein E g4
Presenilin mutation

4, Oligomers

yr ADDLs

Gambar 6.2 : Hubungan Timbal Balik antara Insulin Resistance, Plak Af, dan
Hiperfosforilasi Tau.*

Resistensti 'iﬁsulir_l Perkontribﬁsi'. terhadap degenerasi saraf yang memicu
peradangan saraf dan peningkatan ekspresi protein precursor AR (ABPP).
Peningkatan ekspresi protein precursor A (APPP) mengawali terbentuknya
plak AP yang tidak larut dan hiperfosforilasi protein tau. Akibat penurunan
pensinyalan melalui phosphoinositol-3-kinase (PI3K), Akt atau aktivasi yang
berlebihan oleh glikogen sintase kinase 3 (GSK-3) mengakibatkan terbentuk
struktur fibril yang berpasangan (filamen heliks dan lurus) yang akhirnya
membentuk kusut neurofibrillary. Kusut ini dapat mengganggu jaringan
sitoskeletal dan transportasi aksonal yang menyebabkan pemutusan sinaptik

dan neurodegenerasi progresif.*’
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Glukosa transporter-4 (Glut-4) adalah suatu protein spesifik yang dikenal
sebagai transporter glukosa utama dan responsif terhadap insulin di dalam
jaringan otot rangka, otot jantung, adiposa, dan otak.>® Ekspresi Glut-4 dalam
membran plasma sangat bergantung pada insulin.*® Penelitian yang dilakukan
oleh Blazquez dkk melaporkan bahwa Glut-4 terletak di area selektif otak,
termasuk bulbus olfaktorius, dentate gyrus hipokampus, hipotalamus, dan
korteks dengan jumlah yang rendah dibandingkan dengan isoform lainnya.*®
Tingkat ekspresi glukosa transporter di otak berbeda-beda, seperti yang
dijelaskan pada gambar_6.§\. VERSI

Isoform Lokasi Jenis sel Kelimpahan Kontrol

transpor
glukosa
GLUT-1 di mana-mana Glia dan endotel Sangat Hipoglikemia,
melimpah msulin
GLUT-2 Hipotalamus Newron, glia, dan Terbatas
tanycytes
GLUT-3 Cerebellum, striatum, korteks, dan MNeuron, glia, dan Sangat
hipokampus endotel melimpah
GLUT4 Bulbus olfaktorivs, hipokampus Neuren dan glia Area selektif  Glukosa. insulin dan
(dentate gvrus), dan hipotalamus latthan olahraga
serebelum
GLUT-8 Hipotalamus, serebelum, batang otak.  Newron: badan dan  Terbatas Glukosa

hipokampus. dentate gvrus, amigdala.  dendrit apikal
dan korteks olfaktorius primer proksimal

Gambar 6.3 : Isoform Transport Glukosa Utama di Otak.*®

Penelitian ini terdiri atas beberapa tahap, dimulai derigan isolasi RNA
hewan coba Alzheimer yang diperoleh dari jaringan disekitar hipokampus otak,
kemudian melakukan sintesis ¢cDNA, amplifikasi PCR, elektroforesis, dan
menghitung ekspresi gen Glut-4 menggunakan Imagel. Sampel yang
digunakan pada penelitian ini belum diketahui telah mengalami resistensi
insulin atau tidak. Pada penelitian yang dilakukan oleh Das dkk melaporkan
pada AD ketika terjadi resistensi insulin maka kadar Glut-4 mengalami
penurunan yang mengakibatkan berkurangnya translokasi glukosa ke dalam

membran sel otak. Kurangnya mutasi pada gen yang sesuai dengan fungsi
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glukosa transpoter juga berpengaruh terhadap ekspresinya.?* Resistensi insulin
di otak terjadi dalam jangka waktu yang lama dan tidak hanya karena patologi
AP tetapi juga dipengaruhi oleh banyak faktor seperti adanya kerusakan
pankreas dalam memproduksi insulin secara berlebihan, penyakit resistensi
insulin di jaringan perifer, diabetes mellitus, paparan toksik atau faktor
lingkungan.** Penelitian lain telah menemukan bahwa meskipun diabetes
menghasilkan perubahan dalam kinerja kognitif atau meningkatkan risiko
demensia tetapi tidak ada hubungan antara DM dan AD.’' Pada penelitian ini
hewan coba berhasil diinduksi- menjadi' Alzheimer menggunakan AICls, namun
kondisi ini belum memperlihatkan pengaruh terhadap.ekspresi dari gen Glut-4
karena berdasarkan analisis statistik didapatkan rata-rata ekspresi gen Glut-4
pada kelompok kontrol positif (2,82) lebih tinggi dibandingkan kelompok
kontrol negatif (2,28).

6.2 Ekspresi Gen Glut-4 Kelompok Perlakuan Pemberian MSC-WJ
Penelitian ini bertujuan’ untuk mengetahui pengaru pemberian
Mesenchymal Stem Cells Wharton's Jelly terhadap ekspresi gen Glut-4 pada
tikus Alzheimer. Mesenchymal Stem Cells Wharton'’s Jelly berpotensi
mengurangi deposit AP dan hiperfosforilasi protein tau, meningkatkan
neurogenesis dan memberikan dukungan dengan faktor yang disekresikan.’’
Mesenchymal Stem Cells mengeluarkan berbagai faktor parakrin yang disebut
sebagai secretome yang. berperan hingga 80%dari " efek terapeutiknya.>?
Mesenchymal Stem Cells Wharton’s Jelly diketahui mampu mengeluarkan
vesikel ekstraseluler (MSC-EVs) yang dapat melewati sawar darah otak
sehingga sangat cocok diaplikasikan untuk membantu proliferasi sel-sel saraf
yang sudah rusak pada jaringan otak. Vesikel ini dikeluarkan oleh MSC-WJ
dengan ukuran, morfologi yang berbeda dan molekul bioaktif yang terdapat
didalamnya seperti messenger RNA (mRNA), microRNAs (miRNAs), sitokin,
kemokin, faktor imunomodulator yang mengatur fenotip dan fungsi tertentu

dari interaksi yang dihasilkan.>
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Studi yang dilakukan oleh Aline dkk menunjukkan bahwa Mesenchymal
Stem Cells Wharton'’s Jelly mendorong regenerasi saraf melalui peningkatan
regulasi langsung oleh gen Heparin Binding Epidermal Growth Factor
(HBEGF), C-X-C chemokine Ligand-5 (CXCLYS), CXCL2, Epidermal Growth
Factor (EGF), Fibroblast Growth Factor-9 (FGF9), midekine (MDK) dan
pelepasan neurotrophic-3 (NTF-3) sebagai  faktor neurotropik pada sel
target.>*>> Diketahui juga MSC-WJ mampu mengaktifkan beberapa faktor
transkripsi neurogenesis seperti SRY-box containing gene-11 (SOXI11) dan
Paired-Like Homeodomain, ., Transcription A\Factor;1 ~(PITX1) serta faktor
transkripsi angiogenesis yéitu The forkhead transcﬁ'ption factor (FOXF1).
Reseptor yang terlibat dalam neurogenesis juga meningkat akibat MSC-W1J ini
seperti NCadherin-2 (CDH2), Neuropilin-2 (NRP2), dan Fms-related tyrosine
kinase-1 (FLT1).%

Pada penyakit Alzheimer akumulasi feta-Amyloid akan membentuk plak
amiloid yang dapat menyebabkan proses imun lokal seperti aktivasi dari
mikroglial, peningkatan sitokin pro-inflamasi (TNF-a, IL1f, IL-2) dan respon
inflamasi dari banyak protein yang dapat mendegradasi sel saraf secara
kronis.>»>* Selama terbentuknya plak AP maka stres oksidatif akan terus
meningkat, namun MSC-WI resisten terhadap stres oksidatif karena memiliki
enzim anti-oksidan yang tinggi sehingga walaupun inflamasi meningkat MSC-
WIJ masih dapat bekerja dengan baik."? Mesenchymal Stem Cells Wharton's
Jelly dapat menginduksi sitokin anti-inflamasi seperti IL-4, IL-10, IL-35 dan
TGF- untuk mengontrol pro-inflamasi sehingga dapat mengurangi peradangan
saraf yang cedera. Keseimbangan antara pro dan anti-inflamasi sangat penting
untuk regenerasi saraf perifer.>

Transplantasi MSC-WIJ dapat mengaktitkan mikroglia (mikroglia mirip
M?2) sebagai neuroprotektif atau neurodestruktif untuk melindungi neuron
dengan meningkatkan pembersihan AP sehingga dapat mengurangi
penumpukan Beta-Amyloid di jaringan otak.’® Salah satu karakteristik penting

dari MSC adalah kemampuan untuk menuju ke jaringan yang mengalami
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kerusakan. Penelitian yang dilakukan oleh Lian dkk melaporkan bahwa MSC-
WIJ juga memiliki peningkatan sensitivitas insulin dan pemulihan fungsi sel
pankreas yang rusak karena memproduksi insulin secara berlebihan.’” Pada
penelitian ini didapatkan rata-rata ekspresi gen Glut-4 pada RNA tikus
Alzheimer yang diberikan perlakuan MSC-WIJ (3,13) lebih tinggi dari pada
RNA tikus yang diinduksi menjadi Alzheimer menggunakan AICl; (2,82).

6.3 Perbandingan Ekspresi Gen Glut-4 Kelompok Positif dengan Kelompok

Perlakuan Pemberi_z}n MSC-WJ _

Mesenchymal Stem. Cells  Wharton’s Jeily diketahui  mampu
mengeluarkan vesikel ekstraseluler (MSC-EVs) yang dapat melewati sawar
darah otak dengan jumlah sel yang optimal sehingga dapat memberikan efek
biologis seperti regeneratif, proliferasi, anti-apoptosis, dan anti-inflamasi.
Vesikel ekstraseluler adalah partikel terikat membran fosfolipid yang
disekresikan dari sel yang mengandung biomolekul, faktor pertumbuhan,
sitokin, lipid, DNA, dan RNA. Vesikel ekstraseluler berinteraksi dengan sel
penerima melalui mekanisme yang mirip dengan yang terlibat dalam entri virus
termasuk mengikat reseptor permukaan untuk memicu kaskade sinyal dan fusi
dengan sel untuk mengirimkan bahan langsung ke membran sitoplasma dan
sitosol.>?

Pada penelitian ini rata-rata ekspresi .gen Glut-4 pada RNA tikus
Alzheimer yang diberikan perlakuan MSC-WJ" mengalami peningkatan
dibandingkan pada RNA tikus yang diinduksi menjadi Alzheimer
menggunakan AICls. Hal ini belum dapat dipastikan bahwa MSC-WJ dapat
mempengaruhi ekspresi gen Glut-4 karena berdasarkan analisis statistik setiap
kelompok sampel didapatkan nilai p > 0,05 yang artinya setiap kelompok
sampel tidak menunjukan perbedaan yang bermakna sehingga hipotesis dari
penelitian ini ditolak karena tidak terbukti ditemukannya pengaruh pemberian
Mesenchymal Stem Cells Wharton’s Jelly terhadap ekspresi gen Glut-4 pada

tikus Alzheimer.
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6.4. Keterbatasan Penelitian

Keterbatasan pada penelitian ini adalah peneliti masih melakukan
pengukuran ekspresi gen Glut-4 menggunakan PCR konvensional dengan
metode semikuantitatif dan secara manual menggunakan ImageJ untuk mencari
nilai ekspresi gen Glut-4 dari hasil elektroforesis sehingga kemungkinan bias
masih tinggi. Pada penelitian ini belum ada pemeriksaan resistensi insulin pada
kelompok hewan coba Alzheimer, sehingga dapat memengaruhi hasil analisis
statistik pengaruh MSC-W]J terhadap ekspresi gen Glut-4, dan pengambilan
sampel dibagian_ daerah . otak jzyang A tidak representatif _schingga dapat

memengaruhi nilai ekspresi gen Glut-4.
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BAB 7
PENUTUP

7.1 Kesimpulan

7.1.1. Ekspresi gen Glut-4 pada RNA tikus yang telah diinduksi menggunakan
AIlCIl3 memiliki hasil yang lebih tinggi dibandingkan dengan RNA tikus
yang tidak diinduksi menggunakan AlCl;.

7.1.2 Ekspresi gen Glut-4 pada RNA tikus yang diberi perlakuan Mesenchymal
Stem Cells Wharton's Jelly memiliki hasil jyang lebih tingi dibandingkan
dengan RNA tikus yéng diinduksi AICl; tanpa bemberian Mesenchymal
Stem Cells Wharton’s Jelly.

7.1.3 Tidak terdapat perbedaan bermakna ekspresi gen Glut-4 antara kelompok
tikus yang hanya diberikan AICl3 dengan kelompok tikus yang diberikan
AlCI; dan Mesenchymal Stem Cells Wharton's Jelly.

7.2  Saran

7.2.1. Bagi peneliti selanjutnya agar dapat dilakukan penelitian lebih lanjut
mengenai pengaruh pemberian Mesenchymal Stem Cells Wharton's Jelly
terhadap ekspresi gen Glut-4 pada tikus Alzheimer dengan menggunakan
Real Time PCR

7.2.2. Bagi peneliti selanjutnya agar dilakukan penelitian lebih lanjut terkait
efek Mesenchymal Stem Cells Wharton's “Jelly dapat mengurangi
penumpukan plak AP, imunomodulator dan peranan lainnya.

7.2.3 Bagi peneliti selanjutnya agar dapat dilanjutkan penelitian dengan
menggunakan gen yang lebih spesifik untuk Alzheimer.

7.2.4 Bagi peneliti selanjutnya agar dilakukan pengambilan sampel dari
jaringan hipokampus yang lebih representatif untuk membuktikan

hubungan Glut-4 dengan plak Ap.
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