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(AMSCs)

Nadiar Dwi Nuarisal, | Gde Rurus Suryawan!, Andrianto

Abstract

Introduction: Stem cell therapy for myocardial regeneration is expected to
increase cardiomyocyte proliferation and trigger neovascularization to improve
cardiomyocytes. Mesenchymal Stem Cells (MSCs) are ideal candidates for
regenerative medicine and immunotherapy. But low viability of MSCs is a major
challenge in this alternative therapy. Therefore, a cytoprotective strategy is needed,
one of them is hypoxic preconditioning which can significantly increase survival stem
cells after being transplanted. MSCs are known to have a limited life span, after
experiencing several splits MSC will enter the senescence process. It is known that
hypoxia can also increase cell proliferation and differentiation potential in vitro and in
vivo through the role of Octamer-4 (Oct-4) as a regulator of the pluripotency gene.
Methods: Experimental laboratory studies (in vitro studies) using human-AMSCs
which were given hypoxic preconditioning, observed as a immunocytochemistry.
Results: The results showed that hypoxic precondition (1% O2) inhibited the
senescence process. It can be seen in the lower expression of senescence in hypoxic
conditions at P6, P7, P8, P9, PI0 compared to normoxic ((p=0,004, p=0,001,
p=0,009, p=0,013, p=0,024. There is a significant difference in the senescence
expression of each passage in hypoxic and normoxic conditions with the highest
expression at P10. In addition, we also observed AMSCs differentiation through
the Oct-4 expression. It is showed that Oct-4 expression were higher in hypoxia
compared to normoxia on P7, P8, P9, P10 (p=0,009, p=0,009, p=0,030, p=0,0001).
Conclusions: Hypoxic preconditioning have the effect of inhibiting the senescence
process on Adipose-derived MSCs (AMSCs) or prolonging their life span. The longer
life span of AMSCs is also seen by higher cell differentiation potential from increased
expression of Oct-4. However, the mechanism of inhibiting the senescence process
in hypoxia in stem cells is still remain unknown.

(Indonesian | Cardiol. 2018;39:110-1 19)

Keywords: human-Adipose derived Mesenchymal Stem Cell Cultures (h-AMSCs),
Hypoxic Preconditioning, Senescence cell, Oct-4.
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Pengaruh Prakondisi Hipoksia Terhadap Proses
Senescence Sel pada Kultur Adipose-Derived
Mesenchymal Stem Cells (AMSCs)

Nadiar Dwi Nuarisa!, | Gde Rurus Suryawan!, Andrianto!

Abstralc

Pendahuluan: Terapi stem cells unruk regenerasi miokard diharapkan dapat meningkatkan proliferasi kardiomiosic dan memica
neovaskularisasi untuk perbaikan kardiomiosir., Mesenchymal Stem Cells (MSCs) adalah kandida ideal untuk pengobaran regeneratif dan
imunoterapi. Tewpi viabilitas MSCs yang cukup rendah merupakan tan tangan utama dalam terapi alrernacif ini. Oleh karena it diperlukan
suatu strategi sicoprotekrif, salah satunya berupa prakondisi hipoksia yang secara signifikan dapat meningkackan survival stem cells setelzh
ditransplantasikan. MSCs diketahui memiliki masa hidup yang terbatas, screlah mengalami beberapa kali pembelahan MSC akan memasuki
proscs senescence. Diketahui bahwa hipoksia juga dapar meningkatkan potensi proliferasi dan diferensiasi sel in vitro dan in vivo melalui peran
dari Octamer-4 (Ocr-4) sebagai pengatur gen pluripotensi,

Metode : Studi laboratorium eksperimental (studi in vitro) menggunakan AMSCs manusia yang diberi prakondisi hipoksia, diamati secara
imunositokimia.

Hasil: Hasil penelitian menunjukkan bahwa prakondisi hipoksia (02 1%) menghambat proses senescence. Dapar dilihar pada ekspresi
senescence yang lebih rendah pada kondisi hipoksia pada PG, P7, P8, P9, P10 dibandingkan normoksia (p=0,004, p=0.001, p=0,009,
p=0.013, p=0,024). Terdapar perbedaan bermakna ckspresi senescence tiap masing-masing pasase di kondisi hipoksia maupun normoksia
dengan ekspresi yang tertinggi adalah saar P10, Selain itu, kami juga melakukan pengamatan diferensiasi AMSCs melalui ekspresi Oce-4,
Didapatkan hasil berupa elspresi Ocr-4 yang lebih ringgi pada kondisi hipoksia dibandingkan normoksia pada P7, P8, P9, P10 (p=0.009,
p=0.009, p=0,030, p=0,0001).

Kesimpulan: Prakondisi hipoksia menimbulkan efek penghambatan proses senescence pada Adipose-derived MSCs (AMSCs) arau
memperpanjang rentang hidupnya, Semakin panjangnya rentang hidup AMSCs ini diperkuac dengan tingginya potensi diferensiasi sel dari
peningkacan ckspresi Oce-4. Namun mekanisme terjadinya penghambatan proses senescence dalam hipoksia pada stem cells masih belum
diketahui secara pasti.

(Indenesian ] Cardiol, 2018;39:110-1 19)

Kata Kunci: lmman—(—'\dipnse Mesenchymal Stem Cell Cultures (h-AMSCs), Prakondisi Hipolksia, Senescence sel, Oct-4,

IDepartemen Kardiologi dan Kedokteran Vaskular, Fakultas Pendahuluan
Kedokteran Universitas Airlangga, RSUD dr. Soetomo Surabaya

enyakit kardiovaskuler merupakan salah saru
penyebab utama mortalitas dan morbiditas
tertinggi di dunia. Penyakir jantung koroner
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bahwa pada tahun 2020 penyakit aterosklerosis tetap
menjadi penyebab utama dari total beban penyakit dan
dapat menyebabkan 23 juta mortalitas!2. Di Indonesia
sendiri, menurut sensus nasional Depkes tahun 2013
prevalensi penyakit jantung koroner (PJK) scbesar 1,5%
atau sekitar 2,6 jura orang,

Saat penyakit ini berkembang menjadi gagal jantung
tahap alhir dengan mortalicas yang tinggi, transplantasi
jantung menjadi satu-satunya pilihan terapi. Tetapi,
pilihan tersebut sangat terbatas karena hanya sedikit
donor jantung dan komplikasi terkai penggunaan
obat-obat penekan imun seumur hidup. Maka dari itu,
strategi pengobatan terbaru jelas diburuhkan sebagai
alternatif terapi34, Terapi stem cells telah menu njukkan
efek menguntungkan pada beberapa kasus penyakit
kardiovaskuler seperti penyakit jantung  iskemia,
gagal jantung, disfungsi endothelial, penyakit arteri
perifer, atherosklerotik dan hipertensi pulmonal®,
Tujuan regenerasi miokard arau yang dikenal dengan
cardiomyoplasty seluler adalah selain untuk mengganti
jaringan miokard yang rusak akibat proses degeneratif,
juga untuk menginduksi peningkatan vaskularisasi pada
daerah yang mengalami trauma, mencegah remodelling
patologis setelah terjadinya atropi¢-

Stem cells merupakan sel prekursor jaringan yang
memiliki kemampuan untuk memperbaharui diri dan
berdiferensiasi menjadi berbagai macam sel, Dengan
transplanrasi  stem cell diharapkan dapat  terjadi
proliferasi kardiomiosit dan memicu neovaskularisasi
untuk perbaikan kardiomiosit. Mesenchymal stem cells
(MSCs) merupakan sel yang multipoten yang dapat
memperbaharui diri sendiri dan terdapat pada beberapa
jaringan dan organ. MSCs banyak menarik perhatian
untuk penelitian karena sel ini mudah untuk diisolasi
dari aspirat sumsum tulang ataupun jaringan lemak
dalam jumlah yang minimal dan dapar dikembangkan
untuk kepentingan klinis secara in vitro maupun in
vivo®’. Dari penelitian sebelumnya mengenai viabilitas
MSCs yang diinjeksikan kedalam venrrikel kiri dari
jantung tikus dewasa strain beige yang dibuat menderita
infark miokard sangat rendah, oleh karena MSCs yang
diinjcksikan mengalami kematian sel atau apoptosis
sebanyak 99% setelah hari ke-4 pemberian injeksi stem
fffisB.AMSCsmcmbcrikanmasadcpanyangmcnjanjil(an
untuk perbaikan dan regenerasi jaringan. Sayangnya,
tidak semua MSC yang ditransplantasikan sepenuhnya
survive. Diperkirakan akibat kondisi microenvironment

112

pada kondisi iskemia yang menginduksi kematian sel,

Prakondisi hipoksia untuk meningkatkan akeivitas
MSCs muncul sebagai alternatif strategi yang lebih
aman dan sesuai dengan Kklinis. Beberapa penelitian
membuktikan  prakondisi  hipoksia sangat  efektif
untuk proteksi endogenous, Pengaruh dari prakondisi
hipoksia juga ditelici pada kultur AMSCs yang
menunjukkan peningkatan vigbilitas stem cells, dan
mengurangi kerusakan sel dan apoptosis pada kondisi
iskemik, juga memperbaiki kapasitas angiogenesis9,
Prakondisi hipoksia juga dapar meningkatkan survival
jaringan setelah iskemia akur melalui akcivasi dari
PI3K  (phosphatidylinositol ~ 3-kinase)l Akt signalling
pathway'. PI3KIAkt pathway merupakan  survival
pathway yang mempunyai peranan  penting pada
fisiclogi dan patofisiologi dari beberapa tipe sel, dengan
meningkatkan proliferasi sel, differensiasi dan migrasi
sel. Akrivitas Akt dapar meningkatkan proliferasi,
angiogenesis, survival, dan migrasi MSC  melalui
downstream target protein!112,

Senescence adalah keadaan sel yang stabil dan akrif
secara metabolik baik in vitro maupun in vive ditandai
dengan terhentinya proliferasi sel sceara ireversibel dan
terjadi perubahan pada morfologi sel, metabolisme,
ckspresi gen dan sckresi fenotip!3. Semescence pada
AMSCs manusia terjadi karena respon terhadap stresor
yang berbeda, termasuk stres oksidarif, hear shock, dan
agen kemoterapi. Hal ini menunjukkan bahwa jalur
akrivasi senescence rtidak tergantung pada jaringan
narasumber dan rangsangan stres'. Berbagai biomarker
dipelajari untuk mengkarakterisasi keadaan senescense
AMSCs, dimana yang paling sering dihubungkandeng&n
perubahan morfologi dan proliferatif, peningkatan
ekspresi  senescence-associated f-galaktosidase (SA-B-
gal), hilangnya potensi diferensiasi trilinease AMSCs,
terhentinya siklus sel, modifikasi epigenetil, stres
oksidatif, pemendekan telomere dan kerusakan DNA,
aktivasi supresor tumor p53, RBI dan pl16INKA4!S,

Beberapa penclitian menunjukkan bahwa akiviras
lisosomal f-galakrosidase meningkat cukup banyak
pada sel-sel senescence yang dapar didercksi pada pH
suboptimal 6.0, yang merupakan susasana pH untuk
aktivitas  Senescence-Associated  [-Galactosidase (SA-
BGal). Peningkatan ini nampaknya disebabkan olch
akumulasi peningkatan kadar GLB1 mRNA dan
protein. SA-BGal lebih merupakan pengganti marker
untuk peningkatan jumlah lisosom atau aktivitasnya,

Indonesian | Cardiol ® Vol. 39, Issue 3 » July - September 208
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yang bethubungan dengan penuaan organisme dan
replicative senescernce'S,

Octamer-4  (Oct-4) merupakan suatu protein
anggota dari POU (Pit, Oct, Unc) yang terikatr pada
DNA sebagai faktor transkripsi yang juga dikenal
sebagai Oct-3, Okt-3/4, Otf3 atau NEF-A3, dikodekan
oleh Gen Pou5fl (terletak di kromosom 6 manusia
dan kromosom 17 pada tikus). Oce-4 berfungsi sebagai
pengatur utama kondisi pluripotensial suatu sel. Oct-4,
yang ckspresinya terkait dengan sifat pluripotent stem cell
merupakan faktor penting yang mengendalikan tahap
awal embriogenesis mamalia. Oct-4, Sox2 dan Nanog
bekerjasama untuk mempertahankan self-renewal dan
pluripotensial stenz cell embrionik manusia dan tikus,
Keterlibatan Oct-4 dalam diferensiasi mesendodermal
dan hubungan sel jantung dengan stem cell embrionik
telah terbuktil?,

Metode

Penelitian ini merupakan penelitian cksperimental
laboraroris eksploratif (in vitro study) dengan pemberian
kondisi hipoksia terhadap kultur adipose-derived
mesenchymal stem cell (AMSCs) yang berasal dari jaringan
adipocyte. Tujuan dari penelitian ini adalah unruk
mengetahui efek prakondisi hipoksia dengan oksigen
sebesar 1% pada kultur adipocyte-derived mesenchymal
stem cells (AMSCs) terhada P proses senescence,

Kultur AMSCs yang berada dalam kondisi dorman
atau tidur dilakukan alkivasi atau thawing, Tahap kedua,
dilakukan penentuan phenotype AMSCs menggunakan
metode  lmunofiuorescene indirect dan fowcytometri
yang sesuai dengan kriteria ISCT (/nternational Society
of Cellular Therapy). Tahap selanjutnya, sampel AMSCs
dibagi menjadi 2 kelompok perlakuan yaitu Kelompok
PO (kontrol) yaitu AMSCs kondisi normoksia (02
21%) selama 24 jam, dan Kelompok Perlakuan 1 (P1)
yaitu AMSCs kondisi hipoksia (02 1%) sclama 24
jam. Tahap keempat, sampel pada kelompok hipoksia
dan normoksia dipantau manakah yang lebih lambar
mencapai proses senescence. Yaitu dengan adanya
ckspresi dari SA-BGal secara histokimia menggunakan
senescence detection kit (BioVision, USA), Penelitian
tahap kelima, Observasi potensi diferensiasi sel dengan
ckspresi Oct-4 berdasarkan imunofluoresence (IF) dan
imunositokimia, Dara yang diperoleh akan diuji secara
statistik.

Indonesian | Cardiol ® Vol. 39, Issue 3 o July - September 2018

Hasil

Pemeriksaan flowcytometry dan imunositokimia untuk
karakterisasi fenotipe AMSCs menunjukkan ekspresi
positif CD44 dan CD90 serta tidak terekspresinya
CD45 (Gambar 1), hal ini sesuai dengan kriteria dari
ISCT!8 (Tabel 1).

Table 1. Summary of criteria o identify MSC

1 Adherence o plastic in standard culture conditions

2 Phenotype  Posidve (> 95% +) Negative (< 2% +)
CD10s CD45
CD73 CD34
CD%0 CD14 or CDI11b

CD79« or CD19
HLA-DR
3 In vitre differendation: ostcoblasts, adipocytes, chondroblasts
(demonstrated by staining of in vitro cell culrure)

Ekspresi Sel Senescence

Pada penelitian ini, morfologi sel yang mengalami
senescence dapat dilihat dari bentuk spindle like shape
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Gambar 1. Pemerilsaan Flowcytometry (A) menunjukkan
ekspresi positif CD44 dan CD90 dan ekspresi negative pada
CD45; dan fuorescen imunositokimia (B) menunjukkan sel
CD73+ CD90+ ,CD105 terekspresi posirif dengan pendaran
hijau yang kuar dan CD45- vang tidak terekspresi.

AMSCs yang menjadi lebih besar, lebih pipih, dan
granularitas yang meningkat serta berwarna biru atau
biru kehijauan karena ekspresi dari enzim lisosomal
SA-8Gal. Pada kondisi hipoksia, ckspresi senescence
lebih rendah dibandingkan normoksia pada masing-
masing pasase (Tabel 2). Terdapat perbedaan bermakna
ckspresi senescence pada kondisi hipoksia dibandingkan
normoksia. Semakin lanjut pasase suatu AMSCs, maka
warna biru atau biru kehijauan yang menggambarkan
ckspresi senescence akan semakin terang (Gambar 2).
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Gambar 2. Pemeriksaan ICC pada ckspresi sel senescence P6 hingga P10 pada kondisi hipoksia (A)

Tabel 2. Tabel Deskriptif Ekspresi Sel Senescence

Ekspresi Sel Senescence

Hipoksia Normoksia

Min-Max Mean + §D  Min-Max Mean + SD
P 237-11.11 375+098 5.86-11.11 786+ 2,10
P7  2.67-1043 4314132 7.10-10.43 8.88 + 1.42
P8 4.29-4439 7.1414.05 39.83-44.39 4171 = 1.74
P9 20.98-53.49 28.50+6.96 36.82-53.49 43.03 + 7.47
P10 26.42-83.97 33.43+4.83 43.78-83.97 55.664 17.22

60 )

50

40 B

30 ' 3

20 - 2 PR .. e

10
e+ POG | POE | PoR Poa | P
W Hipox 375 431 7,14 285 33,43
WNormox 786 888 4171 4303 5566

Gﬁr’;lﬁlh:l .I.le"n:rk;aﬁdiné;n Eks;;-rcs;mSerl.csc.c.nce .Hi i;vok.;ia
dan Normoksia mulai P6 hingga P10

dan normoksia (B). Tampak

perbedaan morforfologi sel senescence kondisi hipoksia dan normoksia, serta ckspresi SA-BGal yang dilihar dari kuat tidaknya

warna biru atau biru kehijauan yang dihasilkan.
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"Tabel 3. Tabel Hasil Uji Ekspresi Senescence Hipoksia dibandingkan Normoksia

Hipoksia Normoksia
- Siq (P-Value)
Min-Max Mean + SD Min-Max Mean + SD
PG 3.37 -4.94 3.75+ 098 5.86-11.11 7.86+2.10 0,004
7 2.67 - 5.56 4,31 £ 1.32 710 - 10.43 8.88 ¢ 1.42 0,001
P8 4.29 - 14.25 7.14 + 4.04 39.83 - 44,39 41.71 £ 1.94 0,009
P9 20.98 - 37.50 28.5 £ 6.96 36.82 - 53,49 43.03 + 7.07 0,013
P10 26.42 - 38.19 33.43 + 4.83 43,78 - 83.97 55.66 + 17.22 0,024

"Data dinyatakan bermakna jika nilai p<,005.

Ekspresi Oct-4 Hipoksia vs Normoksia

1,00
0,80

0,60

Pls PO P08 o . P10
EHipox 052 089 0,94 024 089

| Normax 0,48 087 0,76 0,73 el

Grafik 2. [%fb;mdingan Ekspresi Oc[—4 Hipoksia dan
Normoksia Mulai PG hingga P10

Tabel 4. Tabel Deskriptif Ekspresi Oct-4
Ekspresi Octd

Hipoksia Normoksia
Min-Max Mean £ SD Min-Max Mean + SD
6 0,32-0,68 052 £0,13 0.33-0,61 0,48 1 0,10
I'7 0,80-092 0,89 4 0,05 0,77-0,94 0,87 + 0,06
rs 0,93- 0,96 0.94 £ 0,01 0,52-0,85 07640,13
P9 0,89 - 0,98 0,94 £ 0,03 0,52-0,86 0,73+0,14
P10 0,82-097 0,89 £ 0,05 0,54 - 0,68 0,61 £ 0,06

Ekspresi Oct-4

Ekspresi Oct-4 diamati dengan mikroskop fluorescence
dengan pendaran IF (zmmunofluorescence) warna hijau.
Didapatkan pendaran IF Qct-4 yang kuat pada pasase
dalam kondisi hipoksia dibandingkan normoksia.
Sebagian besar pasase kondisi hipoksia, terutama pada
P8 menunjukan ckspresi Oct-4 yang lebih tinggi
dibandingkan normoksia, yaitu 0,93 hingga 0,96
(rata-rata 0,95); dibandingkan kondisi normoksia 0,52
hingga 0,85 dengan rata-rata 0,76 (Tabel 4). Dengan
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kata lain, pasase dengan ckspresi senescence yang
lebih rendah akan menunjukkan suatu ckspresi Oct-4
yang lebih ringgi. Meskipun secara statistik, tidak ada
perbedaan bermakna ekspresi Oct-4 kondisi hipoksia
dibandingkan normoksia pada PG (Tabel 5)

Diskusi

Adipose-Derived  Mesenchymal Stem Cell (AMSC)
memiliki banyak antigen permukaan (surface marker)
pada sclnya untuk menunjukkan sifar atau karakeer
dari sel tersebut. AMSCs tidak dapar diidentifikasikan
dengan menggunakan surface marker tunggal namun
diperlukan beberapa penanda untuk identifikasi dari
populasi yang ada. Hasil identifikasi surface marker
AMSCs pada penelitian ini menunjukkan ekspresi
positif CD44 dan CDY0 serta tidak terekspresinya
CD45 pada pemeriksaan floweytometry. Semua AMSCs
menunjuldkan pola karakreristik mesenkimal ckspresi
surface marker termasuk CD90, CD105, CD44H,
CD73, dan negatif untuk marker hematopoietik seperti
CD11a,CD33, CD45, GlycophotinCD235a dan HLA-
DR, Kemudian, hasil pemeriksaan karakteristik MSCs
secara IF CD90+ dan CD 105+ menunjukkan hasil
adanya sel yang berpendar warna hijau sebagai marker
karakterisasi fenotipe AMSCs, selain itu pemeriksaan

flowcytometri CD 90+ mengekspresikan sel. Sedangkan

pada pemeriksaan karakterisasi fenotipe IF MSCs,
pemeriksaan CD  45- menunjukkan hasil ekspresi
negatif dan didukung oleh pemeriksaan floweyromerri.
Hal ini membuktikan bahwa sel yang dikultur adalah
benar AMSCs sesuai kriteria ISCT8,

Sel senescence mengalami penghentian pertumbuhan
yang ireversibel tetapi terus aktif secara metabolik.
Secara morfologi menunjukkan perubahan berupa
ukuran yang lebih besar, pipih, granularitas yang lebih
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tinggi, perubahan ckspresi gennya dan perubahan
rasio nukleus terhadap sitoplasma, serta didapatkan
aktivitas dari SA-B-gal. Perubahan morfologis tidak
menggambarkan  tahapan  dari tetapi
menggambarkan perubahan lebih lanjut dalam AMSCs
jangka panjang?02!.  Penelitian kami mengamati
perbandingan elspresi senescence pada kondisi normoksia
dan hipoksia, didapackan hasil penelitian berupa ada
perbedaan bermakna ekspresi senescence pada kondisi
hipoksia dibandingkan dengan normoksia dengan
nilai p<0,05. Strategi prakondisi hipoksia terbulti
dapat menghambat proses senescence yang dapat dilihat
terutama pada pasase lanjut, misal pada P10 tampak
masih banyaknya sel-sel AMSCs yang masih survive
dengan memperhatikan morfologi selnya (Gambar
2). Selain itu, didapatkan pula hasil ekspresi senescence
yang lebih rendah pada kondisi hipoksia dibandingkan
dengan normoksia (Tabel 2),

Hal ini sesuai dengan penclitian oleh Lee Chang-
Woo, et al tahun 2018 yang menyebutkan bahwa
prakondisi hipoksia secara signifikan mempercepat
laju proliferasi dan memperpanjang rentang  hidup
MSC dibandingkan dengan normoksia. Dalam kondisi
hipoksia, MSC pada pasase lanjut akan terus menerus
berproliferasi dan mempertahankan morfologi yang
sama dengan sel pasase awal. Namun, pada MSC
pasase lanjut (pasase 8 dan seterusnya) dalam kondisi
normoksia hampir sepenuhnya kehilangan kemampuan
proliferasinya dan bentuknya menjadi pipih, membesar
dan berhenti berproliferasi, yang memanifestasikan
karakereristile dari senescence dan menunjuklan bahwa
hipoksia memperpanjang rentang hidup proliferasi
sel MSC, walaupun penyebab pastinya masih perlu
penelitian lebih lanjut. Perbedaan penclitian ini dengan
penclitian kami adalah source MSC yang digunakan??,
Lee Chang-Woo er 2/ menggunakan MSC yang berasal

fenescerce

dari wmbilical cord manusia, sedangkan penelitian
kami menggunakan adiposa. Sebuah penelitian yang
membandingkan perbedaan antara karakeeristik biologis
dasar MSC yang berasal dari jaringan adiposa (AMSCs)
dan  wumbilical cord-derived mesenchymal stem  cells
(UCMSCs) adalah serupa satu sama lain, dan keduanya
memiliki kapasitas self-renewal yang Luar, kapasitas
antiapoptotik, dan kapasitas multidiferensiasi23.
Marker alcernarif berguna dalam menilai senescence
seluler karena marker-marker ini menunjukkan fungsi
biologis dibandingkan dengan
sencscence, penurunan regulasi dari fakeor transkripsi
yang berhubungan dengan pluripotensi dapar menjadi
marker potensial senescence pada stem cell?*. Gen
pluripotensi, seperti OCT-4, SOX2, dan Nanog, telah
terbukei diekspresikan pada MSC dimana Oct-4 sebagai
pengatur utama dari pluripotensi. Pada penelitian ini
diamati ekspresi dari Oct-4 untuk mengkonfirmasi
terjadinya potensi diferensiasi pada sel AMSCs yang
mengalami hambaran proses senescence. Ekspresi Oct-4
berupa pendaran IF warna hijau yang dinilai berdasarkan
kuat tidaknya IF pada kondisi hipoksia maupun
normoksia. Didapatkan hasil penelitian berupa ekspresi
Oct-4 pada kondisi hipoksia lebih tinggi daripada
normoksia, dimana semakin lanjut pasase AMSCs pada
hipoksia maka ekspresi Oct-4 akan semakin tinggi pula.
Sebagian besar pasase pada kondisi hipoksia, terutama
pada P8 menunjukan ekspresi Oct-4 yang lebih ringgi
kondisi normoksia (Tabel 4). Dengan kata lain, pasase
dengan espresi senescence yang lebih rendah akan
menunjukkan suatu ekspresi Oct-4. IF pada kondisi
hipoksia rata-rata menunjukkan pendaran warna hijau
yang lebih kuar daripada normoksia. Meskipun secara
statistik, tidak ada perbedaan bermakna ekspresi Oct-
4 kondisi hipoksia dibandingkan normoksia pada PG
(Tabel 5.15). Hal ini sesuai dengan penelitian oleh

yang berlawanan

Tabel 5. Tabel Hasil Uji Ekspresi Oce-4 Kondisi Hipoksia dibandingkan Normoksia

Hipoksia Normoksia ;
Sig (P-Value)
Min-Max Mean + SD Min-Max Mean + SD
PG 0,32 - 0,68 0,52 £+ 0,13 0,33 - 0,61 0,48 + 0,10 0,646
P7 0,80-0,92 0,89 £ 0,05 0,77 - 0,94 0,87 + 0,06 0,009
P8 0,93 -0,96 0,94 + 0,01 0,52 - 0,85 0,76 £ 0,13 0,009
P9 0,89 - 0,98 0,94 + 0,03 0,52 - 0,86 0,730,114 0,030
PLO 0,82 - (1,97 0,89 + 0,05 0,54 - 0,68 0,61 + 0,06 0,0001

'Data dinyatakan bermalkna jika nilai p<0,005.
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Piccinato et al tahun 2015 yang membukrikan bahwa
dalam kondisi hipoksia, MSC dengan ckspresi Oct-4
yang tinggi terdapat pada sel yang rentang hidupnya
panjang. Rasio Oct-4/p16 yang tinggi berhubungan
dengan peninglkatan rentang hidup. Penelitian Piccinato
ini merupakan studi pertama yang menunjukkan
hubungan gen pluripotensi dengan proses senescence
dan rentang hidup suatu MSC. Piccinato e 4/
mengemukakan bahwa tingkar p16 yang rendah dan
tingginya ekspresi Oct-4 dapat memprediksi keadaan
senescence dan potensi diferensiasi MSC pasase awal
in vitro, Mekanisme yang mendasari hal ini adalah
adanya pengikatan langsung Oct-4 ke promotor DNA
mechyleransferase 1, schingga meningkatkan ekspresinya
yang pada akhirnya akan menurunkan ekspresi pl6 dan
p21 serta mempertahankan DNA methylation, yang
pada akhirnya dapat mengatur status proliferatif dan
MSC yang tidak terdiferensiasi. DNA methylation adalah
proses dimana grup methyl ditambahkan pada molekul
DNA. Methylation dapat mengubah aktivitas segmen
DNA tanpa mengubah urutannya, ketika dilerakkan
pada gen promotor, DNA methylation alan menekan
transkripsi gen?5,

Kesimpulan

Dari  penelitian  kami, dapar disimpulkan bahwa
prakondisi hipolssia selain dapat menghambar proses
senescence juga terbukdi dapar meninglkatkan potensi
diferensiasi pada AMSCs terutama pada pasase lanjur
yaitu P8 dan selanjutnya.

Daftar Singkatan

AMSCs : Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cell
CD : Cluster of Differentiation

DNA : Deoxyribonucleic

DR : death receptor

FC : FlowCyrometry

ICC : Immunocytochemistry

ITF : immunoHuorescent

ISCT : International Society of Cellular Therapy
Oct-4 : Octamer-4

PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase

SA-BGal :Senescence-Associated B-Galactosidase
WHO : World Health Organization
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