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RINGKASAN SURABAYA

Mesenchymal Stem Cells (MSCs) telah banyak menarik perhatian para klinisi karena
aplikasi potensialnya dalam terapi berbasis sel. MSCs dapat ditemukan hampir pada semua
jaringan tubuh dan merupakan sumber sel utama untuk memperbaiki dan meregenerasi
jaringan yang rusak termasuk xerostomia akibat defek kelenjar saliva yang disebabkan
paparan radiasi ionisasi. Efikasi dan potensi terpiutikMSCs tergantung pada beberapa hal
antara lain kondisi keradangan pada daerah injuri pada saat akan ditransplantasikan. Ketika
kerusakan jaringan terjadi, MSCs baik di daerah sekitar atau yang berasal dari sumsum tulang
dimobilisasi dan bermigrasi ke jaringan yang rusak. Pada umumnya kerusakan jaringan akan
disertai dengan pelepasan faktor proinflamasi. Penelitian terbaru menunjukkan bahwa ada
interaksi dua arah antara MSCs dan sel inflamasi, yang menentukan hasil proses perbaikan
jaringan yang dimediasi oleh MSCs. Mekanisme perbaikan jaringan yang dimediasi MSC
sangat kompleks, namun faktor tropik yang dilepaskan MSC sepert fibroblas growth factor
(FGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), stromal derived factor-1 (SDF-1),
CXCR4 dan lain-lain mempunyai peran yang penting yaitu meregulasi homing, retensi dalam
microenvironment dan memberikan signal untuk cell growth dan diferensiasi.

Pada keadaan akut pada umumnya kerusakan jaringan diikuti oleh inflamasi, diduga
bahwa faktor inflamasi yang dihasilkan selama immune respon bertindak untuk mengaktifkan
kapasitas imunosupresif MSCs. Sebaliknya, beberapa penelitian lain menunjukkan bahwa
MSCs tidak dapat bertahan hidup pada saat ditransplantasikan atau tidak dapat menekan
Graft vs Host Disease (GvHD), meskipun secara in vitro dapat menekan proliferasi limfosit
sampai batas tertentu. Oleh karena itu, status peradangan pada kondisi akut ataupun kronis
pada lingkungan mikro tertentu yang terkait dengan kerusakan jaringan mungkin perlu
dipertimbangkan saat dilakukan transplantasi MSCs.

Tujuan penelitian ini adalah untuk mencari waktu pemberian transplantasi MSCs yang
tepat sehingga dapat meningkatkan efikasi dan potensi terapi dari MSCs ini sehingga
diharapkan dapat terjadi proses regenerasi jaringan yang lebih optimal. Penelitian ini adalah
true experimental dengan rancangan post test only control group design. BM-MSCs diisolasi
dari femur tikus janta Wistar dengan umur 3-4 bulan dan berat 200 gram, kemudian dikultur
dalam kondisi normoksia (O2 21%) dan kondisi hipoksia dengan menggunakan hypoxia
chamber yang mengadung N2 95%. CO2 5% dan O2 1% selama 48 jam. Sebanyak 30 ekor
tikus Wistar jantan dibagi dalam 6 kelompok yaitu 2 kelompok Kontrol (kontrol normal dan
kontrol defek) serta 4 kelompok perlakuan. Seluruh sampel kecuali kontrol normal dibuat
defek pada kelenjar salivanya dengan cara memberi paparan radiasi sebesar 15 Gy pada
daerah ventral leher tikus.

Pada kelompok perlakuan kemudian diberi transplantasi BM-MSCs pada 4 minggu
setelah radiasi dan kemudian dibandingkan dengan pemberrian BM-MSCs pada 4 minggu
setelah radiasi. Pengamatan terhadap sampel dilakukan setelah 30 hari pasca transplantasi
terhadap proses regenerasi kelenjar saliva melalui ekspresi sejumlah chemokines dan protein
yaitu SDF1-CXCR4, Bcl2 pada jaringan kelenjar saliva yang defek dengan metode
Imunohistokimia dan pemeriksaan aktivitas enzim o-amilase yang diproduksi sel acinar
dengan cara ELISA aktivitas sebagai penanda terjadinya proses regenerasi kelenjar saliva.
Data yang terkumpul dianalisis dengan uji statistik MANOVA.

Key word : mesenchymal stem cells, xerostomia, akut, kronis/subakut, CXCR4, Bcl2,
enzim a amilase.
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khususnya dibidang stem cells.

Surabaya, November 2018
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BAB 1 INIVERSITAS AIRLANG
PENDAHULUAN SURABA YA

1.1. Latar Belakang

Kelenjar saliva merupakan salah satu organ yang sensitif terhadap radiasi ionisasi.
Sebagai akibatnya ketika dilakukan terapi radiasi di daerah kepala dan leher kelenjar saliva
seringkali terkena dampaknya, yaitu terjadinya defek kelenjar saliva yang bersifat
irreversible. Defek kelenjar saliva dapat menyebabkan penurunan produksi kelenjar
salivayang sangat hebat yang disebut xerostomia. Xerostomia merupakan salah satu
komplikasi irreversible yang paling banyak ditemukan dan dikeluhkan pasien dengan terapi
radiasidaerah kepala dan leher (Rhodus dan Bereuter, 2000). Radiasi ionisasi menyebabkan
kerusakan pada jaringan glandular dan keadaan ini terjadi dengan cepat sehingga terjadi
hilangnya sekresi saliva secara irreversible. Dosis radiasi 2,25 Gy pada pasien menyebabkan
penutrunan sekresi saliva istirahat 50% dalam 24 jam pasca radiasi. Penurunan sekresi saliva
mencapai 90% setelah dosis total 40 Gy (Spijkervet, 1996). 91,8% pasien terapi radiasi yang
dilakukan oleh Epstein ef al. (1999) mengeluh adanya kekringan pada rongga mulut.

Komplikasi ini merupakan keluhan terbesar (58%) dari seluruh penderita yang
mendapat terapi radiasi di daerah kepala dan leher, dimana seringkali menimbulkan beberapa
keluhan di rongga mulut seperti rasa nyeriyrasa terbakar, sulit mengunyah, gangguan
pengecapan dan kerusakan jaringan lunak. Beberapa penelitian menunjukkan penurunan
kualitas hidup penderita akibat defek kelenjar saliva setelah terapi radiasi (Feng et al,2009).
Apabila hal ini tidak mendapat perhatian yang serius maka akan berakibat terganggunya
fungsi pencernaan sehingga dapat memperburuk kesehatan penderita secara umum. Sampai
saat ini kelainan ini belum ditemukan cara pengobatannya meskipun dengan tindakan
operatif. Hiposalivasi yang irreversible setelah kerusakan yang diinduksi iradiasi terutama
disebabkan oleh sterilisasi stem cell primitif kelenjar saliva. Pada kelenjar yang mengalami
kerusakan parah dan jaringan yang tertinggal tidak dapat diperbaiki, maka diperlukan suatu
pendekatan alternatif untuk mengatasinya. Salah satu pendekatan alternatif untuk tujuan ini
adalah terapi stem cell.

Mesenchymal stem cells (MSCs) atau yang juga dikenal sebagai mesenchymal stromal
cells merupakan salah satu pilihan yang sering digunakan dalam aplikasi klinis untuk

memperbaiki dan meregenerasi jaringan yang rusak.
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Pada peneltian ini peneliti menggunakan MSCs sebagai sumber stem cells yang diambil
dari bone marrow tikus Wistar karena beberapa sifat yang tidak dimiliki oleh stem cells lain
yaitu kemampuannya untuk bertransdiferensiasi menjadi berbagai jenis sel diluar jalur
diferensiasinya, mudah diisolasi dan dikembangkan secara in vitro serta diketahui
mempunyai sifat non imunogenik atau imunosupressive sehingga aman digunakan sebagai
allo-transplantation. Selain itu banyak laporan yang menyatakan bahwa MSCs mensekresi
berbagai macam faktor yang meningkatkan fissue repair, menstimulasi proliferasi dan
diferensiasi dari sel progenitor endogenous serta tidak menimbulkan imun respon sehingga
sangat berguna untuk transplantasi allogenic dan perbaikan jaringan (Nicole et al, 2008).

Pada penelitian terdahulu telah dilakukan pemeriksaan secara Imunohistokimia
mengenai pengaruh prekondisi hipoksia terhadap ekspresi CXCR4 dan SDF-1. Hasil
penelitian tersebut menunjukkan bahwa perlakuan prekondisi hipoksia O2 1% dapat
meningkatkan secara signifikan ekspresi CXCR4 dan SDF-1 sebagai faktor homing yang
berperan penting untuk meningkatan kemampuan MSCs bermigrasi kedaerah defek serta
meginduksi endogenous stem cells untuk dapat berploriferasi dan berdiferensiasi menjadi sel
yang dibutuhkan.

Pada penelitian ini dilakukan transplantasi MSCs yang telah dibuat adaptif pada
kelenjar saliva tikus yang telah dibuat defek terlebih dahulu dengan paparan dosis radiasi
pengion sebesar 15 Gy. Pada umumnya kerusakan jaringan akan disertai dengan pelepasan
faktor proinflamasi. Penelitian terbaru menunjukkan bahwa ada interaksi dua arah antara
MSCs dan sel inflamasi, yang menentukan hasil proses perbaikan jaringan yang dimediasi
oleh MSCs. Pada keadaan akut, diduga faktor inflamasi yang dihasilkan selama immune
respon bertindak untuk mengaktifkan kapasitas imunosupresif MSCs. Sebaliknya, beberapa
penelitian lain menemukan bahwa MSCs tidak dapat memperpanjang kelangsungan hidup
graft atau menekan GvHD secara in vivo. Oleh karena itu, status peradangan pada lingkungan
mikro tertentu yang terkait dengan penyakit spesifik mungkin perlu dipertimbangkan saat
mengembangkan strategi terapeutik baru yang melibatkan MSCs.

Tujuan penelitian ini untuk mengetahui waktu pemberian transplantasi MSCs yang
tepat sehingga dapat meningkatkan efikasi dan potensi terapi dari MSCs ini sehingga
diharapkan dapat terjadi proses regenerasi jaringan yang lebih optimal melalui premeriksaan
ekspresi binding CXCR4-SDF1, BCI2, ERK dan enzim alpha amilase yang merupakan
penanda terjadinya regenerasi sel acinar yang mensekresi saliva. Sehingga ke depannya
diharapkan terapi MSCs dapat digunakan sebagai harapan baru untuk pengobatan xerostomia
akibat terapi radiasi dengan waktu pemberian yang tepat.
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Kelenjar saliva merupakan salah satu organ tubuh yang sangat sensitive terhadap
radiasi ionisasi. Sebagai akibatnya pada saat dilakukan terapi radiasi di daerah kepala dan
leher, kelenjar saliva seringkali terkena dampaknya yaitu menyebabkan defek kelenjar saliva
yang bersifat irreversible yaitu ditandai dengan penurunan sekresi saliva yang sangat hebat,
keadaan ini disebut dengan xerostomia (Baum et al, 2009).

Radiasi ionisasi menyebabkan kerusakan pada jaringan glandular dan keadaan ini
terjadi dengan cepat sehingga terjadi hilangnya sekresi saliva secara irreversible. Dosis
radiasi 2,25 Gy pada pasien menyebabkan penutrunan sekresi saliva istirahat 50% dalam 24
jam pasca radiasi. Penurunan sekresi saliva mencapai 90% setelah dosis total 40 Gy
(Spijkervet, 1996). 91,8% pasien terapi radiasi yang dilakukan oleh Epstein er al. (1999)
mengeluh adanya kekringan pada rongga mulut. Hasil studi retospektif yang dilakukan oleh
August et al. (1996) menunjukkan adanya xerostomia pada pasien dengan terapi radiasi.
Produksi saliva menurun antara 36,67% sampai 47,9% pada satu minggu paska radiasi,
kemudian menetap pada kadar tersebut untuk minggu selanjutnya (Epstein er al., 1998).
Eisburch ef al. (1999) menyatakan bahwa terdapat ambang dosis radiasi yang bila terlampaui
maka kelenjar saliva akan sangat sedikit bahkan tidak memproduksi saliva. Perubahan fungsi
yang terjadi pada kelenjar saliva akibat radiasi dengan dosis tunggal lebih dari 7,5 Gy pada
daerah kepala dan leher tikus akan menyebabkan hiposalivasi (Nagler er al., 1998).

Pada kelenjar yang mengalami kerusakan parah dan jaringan yang tertinggal tidak dapat
diperbaiki, maka diperlukan suatu pendekatan alternatif. Salah satu pendekatan alternatif
yang paling menarik untuk tujuan ini adalah terapi stem cell, dengan menggunakan beberapa
stem cell, growth factor dan beberapa faktor transkripsi sebagai signal intuk meregenerasi
jaringan.

Transplantasi stem cell merupakan salah satu terapi pilihan yang diharapkan mampu
untuk mengembalikan fungsi dari kelenjar saliva yang defek akibat radiasi pengion dengan
cara meregenerasi sel acinar sehingga dapat memproduksi saliva kembali. Keberhasilan
terapi stemcells selain dibutuhkan bahan stem cells yang adaptif, kondisi microenvironment
yang kondusif, juga pada saat ditransplantasikan stem cells harus melekat kuat dan

berintegrasi dengan niche-nya.

) . . 8
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Stem cell niche dibutuhkan untuk meningkatkan dan mempertahankan viabilitas stem
cell yang ditransplantasikan pada daerah defek sehingga memiliki lingkungan
microenvironment yang sama seperti kondisi mikrofisiologis sel asal dan dapat mendukung
stem cells dapat berproliferasi dan berdiferensiasi menjadi seperti sel asalnya. Disamping itu
terdapat permasalahan yang tetap ada hingga sekarang ini dalam terapi berbasis sel (cell-
based teraphies) yaitu proses delivery cell atau migrasi sel ke daerah injuri atau yang biasa
disebut homing. MSCs diketahui mempunyai kemampuan untuk bermigrasi ke daerah defek,
akan tetapi mekanisme yang mendasar proses migrasi tersebut masih belum jelas.

Mesenchymal stem cell merupakan stem cell dewasa yang akhir-akhir sering digunakan
dalam stem cell terapi. MSCs dikenal mempunyai sifat multipoten yaitu mempunyai
kemampuan untuk dapat bertransdiferensiasi menjadi berbagai jenis sel yaitu sel mesoderm,
ectoderm dan endoderm selain berdiferensiasi mengikuti jalur diferensiasinya termasuk
jaringan tulang, kartilago dan jaringan adipose (Kean et al, 2013). Selain itu MSCs diketahui
dapat menghasilkan sejumlah cytokines, chemokines serta Growth Factors yang berperan
penting umtuk meregenerasi jaringan dengan menginduksi aktifitas endogenous temcells
(Sohni and Verfaille, 2013).

Potensi terapiutik MSCs juga tergantung pada kemampuannya untuk menghasilkan
sejumlah juxtacrine/paracrine factors dimana efek dari juxtacrine factor ini menyebabkan
MSCs dapat bermigrasi ke daerah defek atau yang dikenal sebagai homing factor. Salah satu
kemokin yang berperan sebagai homing factor adalah reseptor-ligand CXCR4-SDF-1.

Stromal-Derived Factor-1a (SDF-1a)atau CXCL12 merupakan molekul kecil dengan
bentuk gabungan dan berasal dari famili kemokin CXC. N-terminus molekul ini berfungsi
dalam ikatan dan aktivasi reseptor kemokin. Reseptor SDF-1a yang paling banyak diteliti
adalah CXCR4 molekul dengan 352 asam amino. Jika teraktivasi reseptor ini akan
melakukan transduksi berbagai sinyal yang dapat mengatur beberapa fungsi biologis seperti
kemotaksis, proliferasi, apoptosis, ketahanan (viability), dan diferensiasi sel. Salah satu
fungsi utama SDF-1a/CXCR4 adalah regulasi trafficking dari sel progenitor (PGC) saat fase
perkembangan embrionik, kemotaksis sel, dan postnatal homing pada daerah yang cedera.
Hingga saat ini, para peneliti masih berupaya menemukan metode dan jalur administrasi stem
cell ke dalam tubuh yang paling optimal. Metode pertama yang bisa digunakan adalah
mentransplantasikan stem cell tersebut secara langsung ke dalam jaringan yang rusak, metode
ke dua adalah mentransplantasikan stem cell melalui pembuluh darah. Mengingat kemudahan
aplikasinya dibanding metode yang pertama, maka metode yang kedua inilah yang banyak
digunakan dan diuji efektivitasnya.

9
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Hal itu membutuhkan suatu konsep optimalisasi distribusi stem cell ke jaringan yang
rusak, yang dikenal sebagai konsep Homing. Sejumlah kemokin diduga mempunyai peran
penting didalam proses homing, salah satu diantaranya adalah SDF-1 beserta reseptornya
CXCRA4.

Pada peneltian sebelumnya telah dilakukan pemeriksaan sejumlah ekspresi dari
chemokines yaitu CXCR4 dan CXCL12 (SDF1) pada kultur BMSCs dan saat
ditransplantasikan. Secara fungsional permukaan BMSCs yang mengekspresikan chemokines
reseptor mempunyai peran penting dalam proses cell growth, diferensiasi dan migrasi ke
daerah defek pada saat ditranplantasikan (Wozniak et al, 2004). Efikasi dan potensi dari
MSCs juga tergantung pada time pf delivery atau waktu yang tapat pada saat
ditransplantasikan, karena beberapa faktor seperti keradangan atau inflamasi mempunyai
pengaruh yang cukup signifikan terhadap efikasi dan kemampuan MSCs dalam meregenerasi
jaringan yang rusak. Penelitian terbaru menunjukkan bahwa ada interaksi dua arah antara
MSCs dan sel inflamasi, yang menentukan hasil proses perbaikan jaringan yang dimediasi
oleh MSCs. Mekanisme perbaikan jaringan yang dimediasi MSC sangat kompleks. Pada
keadaan akut pada umumnya kerusakan jaringan diikuti oleh inflamasi, diduga bahwa faktor
inflamasi yang dihasilkan selama immune respon bertindak untuk mengaktifkan kapasitas
imunosupresif MSCs. Sebaliknya, beberapa penelitian lain menunjukkan bahwa MSCs tidak
dapat bertahan hidup pada saat ditransplantasikan atau tidak dapat menekan Graft vs Host
Disease (GvHD), meskipun secara in vitro dapat menekan proliferasi limfosit sampai batas
tertentu. Oleh karena itu, status peradangan pada kondisi akut ataupun kronis pada
lingkungan mikro tertentu yang terkait dengan kerusakan jaringan mungkin perlu
dipertimbangkan saat yang tepat untuk dilakukan transplantasi MSCs.
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BAB3 SURABAYA

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1. Tujuan Penelitian
Untuk mengetahui manakah waktu pemberian yang paling tefektif dengan
membandingkan hasil transplantasi MSCs pada kondisi akut (24 jam setelah radiasi) dan
pemberian pada kondisi subakut/kronis (2 minggu stelah radiasi) pada kelenjar saliva yang
defek akibat radiasi pengion dengan cara :
1. Mengukur ekspresi reseptor-ligand CXCR4-SDF-1 pada jaringan kelenjar saliva setelah
diberi terapi MSCs.
2. Melihat sebaran sel MSCs yang telah dilabel dengan menggunakan PKH 26 pada
kelenjar saliva setelah transplantasi.
3. Mengukur ekspresi BCI2 pada jaringan kelenjar saliva setelah diberi terapi MSCs.
4, Mengukur aktivitas enzim alpha amilase yang dihasilkan oleh sel acinar pada jaringan
kelenjar saliva setelah diberi terapi MSCs sebagai penanda terjadinya proses regenerasi

kelenjar saliva.

3.2. Manfaat Penelitian

Mengetahui waktu transplantasi MSCs yang tepat untuk mendapatkan hasil terapi yang
optimal sebagai dasar pengobatan xerostomia yang disebabkan kerusakan kelenjar saliva
akibat paparan radiasi dosis tinggi. Sehingga kedepannya diharapkan terapi MSCs dapat
digunakan sebagai harapan baru untuk penderita Xerostomia yang umumnya terjadi akibat

efek samping terapi radiasi didaerah kepala dan leher.

11
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METODE PENELITIAN R =

4.1. Rancangan Penelitian
Penelitian ini adalah studi eksperimental laboratoris dan dilanjutkan dengan true
experimental pada tahap pertama dengan menggunakan animal model, dimana penelitian ini
melalui beberapa tahapan penelitian, yaitu :
1. Identifikasi dan karakterisasi pada kultur MSCs dari bone marrow tulang femur tikus
Wistar jantan.
2. Melakukan pemberian radiasi dosis tunggal sebesar 15 Gy didaerah leher tikus untuk
membuat kondisi defek pada kelenjar saliva tikus.
3. Transplantasi MSCs yang dilakukan secara direct pada daerah defek kelenjar saliva
tikus jantan yang terlebih dahulu diberi label.
4. Mengukur ekspresi binding CXCR4-SDF-1, BCI2 dan aktivitas enzim alpha amilase
pada kelenjar saliva yang sudah diberi terapi MSCs.

4.2. Materi Penelitian

Unit eksperimen pada penelitian ini adalah stem cell mesenchymal (MSCs) yang
diambil dari bone marrow tulang femur tikus Wistar dan tikus Wistar jantan dengan usia 3
bulan dan berat sekitar 200 gram sebagai animal model. Penggunaan hewan coba ini akan

dilakukan melalui Laik Etik penelitian di Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga.

4.3. Besar Sampel
Pada penelitian ini jumlah sampel ditentukan berdasarkan jumlah ulangan dengan
rumus Federer sebagai berikut :
(k-1) (r-1) 215
(6-1) (r-1)=15
(r-1)215/5§—> r=3
Keterangan : k= jumlah kelompok subyek (= 10)

r = jumlah ulangan

Jadi jumlah sampel yang dibutuhkan untuk tiap kelompok adalah 10 (sepuluh). Jadi
sampel keseluruhan adalah 30 sampel.

LAPORAN PENELITIAN Terapi Xerostomia Akibat Radiasi ... Sri Wigati Mardi Mulyar%i:‘1
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4.4. Teknik Randomisasi

Teknik randomisasi dari sampel pada penelitian ini adalah berdasarkan hasil random

dari sejumlah sampel MSCs berkualitas baik. didasarkan pada kriteria yang ditetapkan oleh
tim stem cell dan bank jaringan Surabaya bertempat di ITD Universitas Airlangga.

4.5. Variabel Penelitian

4.6.

Variabel Bebas (Independent Variable)
Menchymal stem cell yang diberi prekondisi hipoksia 1% dan normoksia.

. Variabel Tergantung (Dependent Variable)

» Ekspresi CXCR4 pada kultur MSCs sesudah diberi perlakuan hipoksia (O; 1%) dan
normoksia (02 21%).

* Ekspresi enzim alpha amilase pada kelenjar saliva tikus setelah diberi terapi MSCs
yang diberi prekondisi hipoksia (O2 1%) dan normoksia (O2 21%).

Variabel Kendali

Variabel kendali pada penelitian ini adalah : umur, strain dan jenis kelamin hewan

coba, kandang dan suhu lingkungan, pakan dan handling hewan coba, operator, waktu

isolasi dan cara isolasi stem cell dari bone marrow.

Definisi Operasional Variabel Penelitian

| 18

Hipoksia adalah kondisi MSCs yang didapat dari bone marrow melalui tulang femur
kelinci New Zeland dikultur dalam hypoxic chamber (021%, CO; 5% dan N 95%)
dan hipoksia mimetic agent Cobalt Chloride (CoCly).

. Ekpresi binding CXCR4-CXCL12 pada kelenjar saliva tikus yang merupakan

penanda terjadinya proses homing/migrasi baik dari MSC yang diinjeksikan maupun
endogenous stem cell pada daerah defek.

. Ekspresi Bcl2 adalah ekspresi protein antiapoptosis sebagai penjaga integritas

membran mitokondria sehingga mencegah terlepasnya apoptosom kompleks.

. Ekspresi ERK adalah merupakan ekspresi suatu protein yang diaktivasi oleh Mek.

ERK yang teraktivasi menyebabkan terjadinya translokasi ERK kedalam nucleus
dimana faktor transkipsi difosforilasi sehingga aktivitasnya diregulasi untuk
mempengaruhi transkripsi gen.

. Aktivitas enzim a amylase merupakan enzim yang dihasilkan oleh kelenjar saliva

sehinggadapat digunakan sebagai penanda terjadinya regenerasi kelenjar saliva yang
rusak.

_ 13
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4.7. Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Stem Cell - Institute Tropical Dissease

(ITD) Unair Surabaya. Pelaksanaan penelitian ini berlangsung dari bulan April-Oktober
2017.

4.8. Alur pelaksanaan penelitian

[ Aspirasi BM-MSCs dari Bone Marrow tikus jantan ]
I
[ Ekspansi dan Karakterisasi J
|

Hipoksia BM-MSC's pada Kultur In Vitro
dengan konsentrasi O; (1 dan 21%)

Transplantasi BM-MSCs pada kelenjar saliva tikus setelah
24 jam pasca radiasi (akut) dan 4 minggu pasca radiasi

|
+ <+ i 8

[ PO (Kontroi)] [ P1 normoxia ] E’Z hipoksiaj

_______ — — e ——

EVALUASI (hr ke-30)
1. Ekspresi binding SDF1-CXCR4
secara imunohistokimia
2. Ekspresi BCL, secara imunositokimia
. Ekspresi Erk dengan Imunohistokimia
4. Sekresi 0. amilase dengan ELISA aktivitas

(9% ]

4.9. Prosedur Penelitian

Tahap 1 : Isolasi dan Kultur MSCs dari bone marrow tikus Wistar jantan.

Prosedur Isolasi MSCs dari bone marrow.

Prosedur isolasi MSCs dari bone marrow diawali dengan pelaksanaan sterilisasi
semua perlengkapan dan reagen, selanjutnya semua prosedur kultur harus dibuat dalam
sebuah kultur jaringan tertutup dengan menggunakan teknik yang aseptis. Semua material
harus dibersihkan dengan ethanol 70% dimasukan dalam Biologycal Safety Cabinet
(BSC). Penggunaan jas laboratorium dan gloves harus dikenakan. Media kultur dan

. o 14
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buffers harus dipanaskan terlebih dahulu pada suhu 37° C sebelum digunakan. Tahapan
isolasi dapat diikuti seperti di bawah ini

Tikus diterminasi dengan diberi eter terlebih dahulu sebelum dilakukan pengambian
tulang femurnya. Kemudian dilakukan aspirasi bone marrow dari kedua tulang femur
untuk mendapatkan jumlah bone marrow yang cukup untuk dikultur. Aspirat ditepatkan
pada tabung 15 mL Heparin yang sebelumnya diisi dengan 3 mL o-MEM.

Masing-masing aspirat di transfer dalam 15 mL tabung steril bertutup biru dan
diencerkan dengan 1 X Phosphat Bufer Saline (PBS) steril sampai total volume 8 mL.
Masing-masing tabung kemudian dibilas dua kali dengan 5 mL1 X PBS dan isi
dikombinasi dengan larutan aspirat.Pada masing-masing aspirat, diletakkan pada ruang
temperatur Ficoll dalam tabung 15 mL terpisah. Selanjutnya dilakukan pelapisan masing-
masing aspirat danlam Ficoll. Selanjutnya dilakukan sentrifugai pada 1.600 rpm selama 15
menit pada suhu ruangan. Setelah sentrifugasi selesasi, dilakukam koleksi pada lokasi
“buffy coat” pada permukaan Ficoll-PBS dengan pipet pasteur steril dan diletakkan dalam
tabung 15 mL.

Masing-masing sampel dilarutkan dengan 1 X PBS sampai total volume 15 mL, agar
campuran merata, tabung dibolak-balik 3-5 kali. Selanjutnya dilakukan sentrifugasi
kembali dengan kecepatan 1600 rpm selama 10 menit. Langkah berikutnya buang
supernatan dan sel-sel yang melayang-layang dengan 6 mL dari CCM sebelum
dipanaskan. Kemudian letakkan sel dalam plate sebanyak 10 cm? atau 5 cm> Selanjutnya
sel diikubasi pada subu 37° C dengan kelembaban 5% CO2 dibiarkan selama 18-24 jam
agar sel melekat.

Kira-kira 24 jam kemudian buang media dan sel-sel yang tidak melekat. Selanjutnya
tambahkan 5 mL 1 X PBS sebelum dipanaskan dalam kultur, kocok dengan baik dan tutup
permukaan area, dan kemudian buang dengan 1 X PBS. Ulangi pencucian 2 kali.

Selanjutnya tambahkan 10 menit 10 mL CCM segar pada dish dan masukkan
kembali dalam inkubator. Inkubasi sel pada suhu 37°C dengan kelembaban CO2 5-10%.
Dilakukan pengamatan pada kultur setiap hari dengan mikroskop inverted.

Selanjutnya setiap tiga hari, media dibuang, bilas sel dengan 10 mL atau 5 mL 1 X
PBS sebelum dipanaskan, buang PBS dan isi dengan 10 mL CCM segar. Dilanjutkan terus
sampai sel confluent antara 60-80%. Jika sel berkembang meluas dalam pabrik sel, maka
pabrik sel harus diseimbangkan dalam incubator pada kelembaban 5% CO2 dan suhu 37°
C selama 48 jam sebelum digunakan.
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Prosedur Kultur MSCs dari bone marrow

Setelah sampel bone marrow dilarutkan dengan 3 volume sama rata dari medium
penumbuh MSCs dan didistribusikan sama rata secara menyilang pada beberapa dish.
Masing-masing dish 10 cm cultur dish mendapatkan 10 mL dari aspirat yang diencerkan.
Disimpan kembali pada inkubator dengan CO2 5% dan dikultur tanpa diganggu pada
inkubator suhu 37°C selama 4-5 hari.

Setelah 4-5 hari, medium yang lama diaspirasi tanpa menganggu untuk
memindahkan sel-sel berwarna merah yang telah menetap. Selanjutnya, medium diganti
setiap 3-4 hari, dan kontaminasi sel-sel berwarna merah dan sel-sel yang tidak repikasi
serta tidak melekat akhirnya diencerkan dan dibilas untuk menghilangkannya.

Koloni-koloni MSCs kecil dari sel-sel fibroblast yang terlekat dan terlihat pada 5-7
hari. Selanjutnya dibagi, koloni-koloni yang berkembang sama dan yang tidak
berkembang yang pada akhirnya menjadi tua.Setelah 12-14 hari, koloni-koloni kecil
mudah ditemukan. Pada kondisi ini, sel-sel dibilas dengan serum-free a-MEM dan
subcultur. 5 mL dari 0,05% trypsin/0,23 mMJ EDTA. ditambahkan dan setelah beberapa
menit, sel mulai dikirim dari substrat. Dialkukan pengamatan di bawah mikroskop.
Kelebihan larutan trypsin/EDTA dapat secara hati-hati diaspirasi dibuang sepanjang sel-
sel secara penuh belum dikirim. Jika sel-sel telah mulai dipindahkan dari substrat, fresh
medium penumbuh berisi FBS ditambahan dan menghilangkan aktivitas trypsin.

Selanjutnya MSCs dibilas dari permukaan dengan medium penumbuh dengan pipet
dan dibagi dalam dua dish pada tahap ini konsentrasi rendah tapi akan berkembang dengan
cepat. Masing-masing dish diisi 10 mL dari susensi sel dan dimasukkan kembali dalam
inkubator 5% CO2.

Tahap 2 : Melakukan identifikasi terhadap ekspresi binding CXCR4-SDF1, Bel2 dan
Erk pada kultur MSCs melalui pemeriksaan Imunohistokimia

Imunohistokimia untuk mengevaluasi ekspresi binding CXCR4-SDF1,Bcl2 dan
ERK dalam sediaan sel BM-MSCs yang ditransplantasikan. Pewarnaan sediaan sel
menimbulkan ikatan antibodi pada antigen di permukaan atau di dalam sel yang
selanjutnya dapat dideteksi dengan cara dilabel dengan enzim, isotop, fluoropore, atau
coloidal gel. Sel difiksasi kemudian dilokalisasi diantara sel dan divisualisasikan dengan
mikroskop elektron atau mikroskop cahaya (Rantam, 2003).
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Proses Fiksasi, bertujuan untuk memfiksasi suatu bahan, maka yang perlu
diperhatikan adalah perbandingan antara larutan fiksasi dengan bahan yang hendak
difiksasi. Pada umumnya perbandingan antara bahan yang difiksasi dengan larutan fiksasi
berkisar antara 1: 10. Sedangkan lama fiksasi disesuaikan dengan ketebalan sel. Adapun
tujuan dari fiksasi adalah untuk: 1. mempertahankan morfologi sel semula, dengan maksud
agar sel yang diperiksa sesuai dengan keadaan pada waktu diisolasi; 2. mencegah terjadi
otolisis, karena apabila setelah sel diisolasi kemudian dibiarkan dalam beberapa saat, maka
sistem pembungkus enzim proteolitik yang berada pada sitopasma sel akan mengalami
kerapuhan sehingga enzim proteolitik akan keluar dari sistem pembungkus, akhimya
merusak protein penyusun sel lainnya dan terjadi kerusakan sel atau lisis; 3. mencegah
pertumbuhan bakteri atau jamur.

Selanjutnya dilakukan pewarnaan pada sel. Metode pewarnaan sel dilakukan melalui
metode pewarnaan rutin dan metode pewarnaan khusus. Metode pewarnaan rutin adalah
dengan menggunakan haematoxylin Eosin (H.E), sedangkan metode pewarnaan khusus
termasuk pewarnaan imunositokimia. Prinsip teknik imunositokimia merupakan
perpaduan dari dua macam reaksi, reaksi imunologis dan reaksi kimiawi (Sudiana, 2005),
dimana reaksi imunologis ditandai adanya reaksi antara antigen dengan antibodi, dan
reaksi kimiawi ditandai adanya reaksi antara enzim dengan substrat. Reaksi
imunositokimia bersifat spesifik karena bahan yang dideteksi akan direaksikan dengan
antibodi spesifik yag dilabel dengan suatu enzim. Untuk menandai reaksi enzimatik

digunakan suatu indikator warna (chromogen) (Sudiana, 2005).
Pengolahan dan Analisis Data
Data yang didapat hanya berupa satu jenis data yaitu secara kuantitatif dengan skala

data numerik. Sehingga bila berdistribusi normal maka dapat dilakukan dengan pengujian

Manova.
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5.1. Hasil

Penelitian ini merupakan lanjutan dari penelitian yang sebelumnya dan dilaksanakan
untuk mengetahui waktu pemberian transplantasi MSCs yang tepat sehingga dapat
meningkatkan efikasi dan potensi terapi dari MSCs ini. Dengan demikian diharapkan dapat
menghasilkan proses regenerasi jaringan yang lebih optimal.

Penelitian ini dilakukan melalui beberapa tahapan yaitu: Tahap pertama. Pemeriksaan
fenotip CD 105, CD 90, CD 45,CD 34 dengan metode Flowcytometri. Tahap kedua,
perlakuan defek kelenjar saliva pada tikus Wistar jantan melalui pemberian radiasi dengan
dosis tunggal 15 Gy di daerah ventral leher tikus Wistar. Tahap ketiga, transplantasi MSCs
pada kelenjar saliva tikus dengan cara intra glandular pada kelenjar submandibularis tikus.
Tahap keempat adalah analisis mekanisme regenerasi kelenjar saliva tikus melalui ekspresi
binding SDF1-CXCR4, Bcl, dan Erk dengan pemeriksaan Imunohistokimia dan ELISA

aktivitas untuk mengukur aktivitas enzim o amilase.

5.1.1 Hasil Pemeriksaan Fenotip dari MSCs

CD105, CD90, CD45 dan CD34 merupakan marker positif dan marker negatif dari
mesenchymal stem cells (MSCs), karakterisasi fenotip stem cells terhadap beberapa marker
tersebut bertujuan untuk menjamin validitas bahwa stem cells yang dikultur adalah
mesenchymal stem cells. Karakterisasi terhadap CD90 dan CDI105 sebagai penanda
permukaan sel spesifik dari MSCs dan CD34 dan CD45 sebagai penanda permukaan sel
spesifik HSCs (marker negatif) dilakukan melalui metode flowcyrometri.

Identifikasi dengan menggunakan flowcytometri terhadap CD105, CD90, CD45 dan
CD34, marker yang digunakan adalah monoklonal APC anti-mouse cross anti-rabit CD 105
(Biolegend), FITC anti-rabbit CD 90 (Biossusa), PerCP-Cy5.5 anti-human cross anti-
rabbit CD45(BD) dan PerCP-Cy 5.5 anti human cross anti-rabbit CD34 (BD). Hasil
identifikasi yang didapat berdasarkan flowcytometri menunjukkan bahwa sel yang dikultur
adalah mesenchymal stem cells (MSCs) (Gambar 5.1 - 5. 4)

. o 18
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Gambar 5.1 Pemeriksaan fenotip MSCs pada kondisi normoksia dengan flowcytometri menunjukkan
ekspresi positif lemah CD90 5% dan ekspresi negatif pada CD45.

Hasil identifikasi berdasarkan gambar 5.1 menunjukkan bahwa ekspresi CD90
(quadrant statistic pada area upper left (UL)) pada kultur MSCs kondisi normoksia
menunjukkan ekspresi positif lemah sebesar 26,12% dan ekspresi negatif CD34.

o Hipok 48jam 2 002 - Hipok 48am 2 002 - Hipok 48:am 2 002
24 Q
= =
?_'_“{_— Mj-! &
EJ'N
a2 = —
g i e
=3 A o
RZ
o o
= < T Ll ¥ A =T ” : ~ %
200 400 600 800 1000 w?® ' 1w 1Y 10 1Y ! 10 10 (
FSC-Heght CD45 PerCP-CY5 5 CD45 PerCP-0y5 &

Quad Events % Gated % Total X Mean X GeoMean Y Mean Y Geo Mean

UL 504 7089 2507 19.73 1181 551.42 363.40
UR 0 000 000
LL 206 2901 1025 2331 1272 3556 19.35
LR 0 000 000

Gambar 5.2 Pemeriksaan fenotip MSCs dengan flowcytometri pada MSCs menunjukkan ekspresi positif
CD90 pada kondisi hipoksia 25,07% dan menunjukkan ekspresi negatif pada CD45.
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Hasil identifikasi berdasarkan gambar 5.2 menunjukkan bahwa ekspresi CD90
(quadrant statistic pada area upper left (UL)) pada kultur MSCs kondisi hipoksia
menunjukkan ekspresi positif sebesar 26,12% dan ekspresi negatif CD34.
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Gambar 5.3 Identifikasi CD105 secara flowcytometri pada MSC rat yang dikultur

dalam kondisi normoxia.

Hasil identifikasi berdasarkan gambar 5.3 menunjukkan bahwa ekspresi CD105
(quadrant statistic pada area upper lefi (UL)) pada kultur MSCs kondisi normoksia
menunjukkan ekspresi positif sebesar 26,12% dan ekspresi negatif CD34.
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Gambar 5.4 Identifikasi CD105 secara flowcytometri pada MSC rat yang dikultur dalam
kondisi hipoxia.

LAPORAN PENELITIAN Terapi Xerostomia Akibat Radiasi ... Sri Wigati Mardi Mulya%ci:l



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Hasil identifikasi berdasarkan gambar 5.4 menunjukkan bahwa ekspresi CD105
(quadrant statistic pada area upper left (UL)) pada kultur MSCs kondisi hipoksia
menunjukkan ekspresi positif sebesar 70,07% dan ekspresi negatif CD34.

5.1.2 Transplantasi Mesenchymal Stem Cells (MSCs) pada Kelenjar Saliva Tikus

Transplantasi mesenchymal stem cells dilakukan dengan cara injeksi langsung pada
kelenjar submandibularis/intraglandular tikus sebanyak 5x 10° sel setelah 24 jam dan 4
minggu pasca radiasi. Sebelumnya MSCs dilabel terlebih dahulu dengan menggunakan
PKH 26 untuk mengamati pekembangan dan migrasi dari MSCs yang ditransplantasikan
pada jaringan kelenjar submandibularis tikus.

Selanjutnya dilakukan pengamatan terhadap kematian sel, ekspresi SDF1-CXCR4,
Bel, Erk yang dilakukan secara imunohistokimia dan mengukur aktivitas enzim o amilase
kelenjar saliva tikus dengan ELISA aktivitas. Pemeriksaan ini dilakukan dengan tujuan
umtuk melihat pengaruh transplantasi MSCs terhadap regenerasi kelenjar saliva tikus.

5.1.3 Hasil pemeriksaan Histopatologi kelenjar saliva tikus Wistar

Defek pada kelenjar saliva tikus dilakukan dengan memberikan pemajanan dosis
tunggal radiasi 15 Gy pada permukaan vetral leher tikus. Setelah itu dilakukan
pemerikasaan histopatologi dengan pewarnaan HE setelah 4 minggu pasca radiasi yang
bertujuan untuk melihat kerusakan kelenjar submandibularis tikus, dibandingkan dengan
gambaran histopatologi kelenjar submandibularis setelah mendapat transplantasi MSCs.

Pemeriksaan ini dilakukan untuk melihat perubahan histopatologi kelenjar saliva tikus
Wistar setelah mendapat transplantasi MSCs. Gambaran perubahan histopatologi tikus
Wistar setelah mendapat transplantasi MSCs pada masing-masing kelompok dapat dilihat
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Gambar 5.10.Perubahan histopatologi kel. Submandibula pasca perlakuan. Hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa skor kerusakan kel. Submandibula kelompok perlakuan hipoksia baik akut
mapun kronis (C dan E) relatif lebih ringan dibandingkan dengan kelompok normoksia, baik akut
mapupun kronis (D dan F). Gambaran perubahan histopatologi yang dominan adalah vakuolisasi
(panah) dan nekrosis (kepala panah) baik pada sel-sel ductulus mapun acinus, serta pembentukan
fibrosis (f) (pewarnaan HE; pembesaran 400x; mikroskop NikkonH600L; digital camera DS Fi2
300 megapixel)

Tabel 5.4 Nilai rerata dan standar deviasi (SD) ekspresi kematian sel pada kultur MSCs

Relampok Kematian sel b

Rerata SD

KN 2200 | 1.643

KD 16.000 | 0.000

HA 3.400 |2.302

HK 12.600 | 3.209 0.000

NA 5400 | 1.949

NK 16.000 | 0.000

* signifikan (p<0,05)

Hasil uji Manova pada Tabel 5.4 menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang
bermakna (p<0.05) dari ekspresi kematian sel antara kelompok kontrol normal, kontrol

defek, hipoksia akut, hipoksia kronis, normoksia akut dan normoksia kronis.

5.1.4 Hasil pemeriksaan IHC ekspresi SDF1-CXCR4 pada kelenjar saliva tikus Wistar
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Gambar 5.13 Gambaran perbandingan ekspresi CXCR4 (coklat kromogen) diantara perlakuan.
Pada slide diatas nampak bahwa kelompok yang dikondisikan hipoksia akut (A) dan kronis (C)
menunjukkan ekspresi CXCR4 terutama pada ductus yang lebih kuat dibandingkan dengan
kelompok normoksia baik akut (B) maupun kronis (D) (pewarnaan immuno histokimia,
Pembesaran 400x; mikroskop Nikon H600L; camera DS Fi2 300 megapixel)

Tabel 5.6 Nilai rerata dan standar deviasi (SD) ekspresi SDF 1-CXCR4 pada kultur MSCs

Keslbiinok SDF1-CXCR4 5

Rerata SD

KN 1.640 | 0.555

KD 1.160 | 0.219

HA 3.720 1.825

HK 5.280 1.591 (909

NA 2.920 |0.540

NK 2.720 | 0.995

* signifikan (p<0,05)

Hasil uji Manova pada Tabel 5.6 menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang
bermakna (p<0.05) dari ekspresi SDF1-CXCR4 antar kelompok perlakuan.

5.1.5 Hasil pemeriksaan sebaran/migrasi eksogenous MSCs pada kelenjar saliva tikus

23
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Gambar 5.14 Gambaran mikroskopik sel BMSCs yang dilabel dengan menggunakan PKH 26. Pendaran
warna hijau pada gambar menunjukkan sebaran sel BMSCs yang sudah dilabel. Pada gbr A2-B2.
Pendaran warna hijau terlihat lebih kuat pada kelompok hipoksia akut maupun kronis dibanding
kelompok normoksia Al-B1

5.1.6 Hasil pemeriksaan imunohistokimia ekspresi Bel; pada kelenjar saliva tikus
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Gambar 5.16 Gambaran perbandingan ekspresi Bcl, (coklat kromogen) diantara perlakuan. Pada
slide diatas nampak bahwa kelompok yang dikondisikan hipoksia baik akut maupun kronis (A dan
C) menunjukkan ekspresi Bel, yang lebih kuat dibandingkan dengan kelompok normoksia baik
akut maupun kronis (B danD) (pewarnaan immuno histokimia, Pembesaran 400x; mikroskop Nikon
H600L,; camera DS Fi2 300 megapixel).

Tabel 5.8 Nilai rerata dan standar deviasi (SD) ekspresi Bcl, pada kultur MSCs

Bclg
Kelompok Rerata ) P
KN 23.600 | 5.176
KD 4.000 | 1.870
HA 11.800 | 1.303
HK 18200 | 1302 | 000
NA 5400 | 1.140
NK 8.200 | 1.303

* signifikan (p<0,05)

24
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Hasil uji Manova pada Tabel 5.8 menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang
bermakna (p<0.05) dari ekspresi Bcl; antar kelompok perlakuan.

5.1.7 Hasil pemeriksaan ELISA aktivitas ekspresi a amilase pada kelenjar saliva tikus
Tabel 5.12 Nilai rerata dan standar deviasi (SD) ekspresi a amilase pada kultur MSCs.

a amilase

Kelompok Rerata D P
KN 289259.000 | 18645.313
KD 95330.400 | 31503.973
HA 186118.400 | 5971.156
HK 331095.600 | 170273.0800 0.000
NA 152088.200 | 6434.510
NK 153023.600 | 11076.034
* signifikan (p<0,05)

Hasil uji Manova pada Tabel 5.12 menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang
bermakna (p<0.05) dari ekspresi o amilase antar kelompok perlakuan.

Pada penelitian sebelumnya telah dilakukan transplantasi pada daerah defek kelenjar
salivatikus akibat paparan radiasi dosis tunggal 15 Gy dengan menggunakan Mesenchymal
stem cells (BM-MSCs) yang telah diberi prekondisi hipoksia dengan konsentrasi O, 1%.
Transplantasi MSCs dilakukan dengan cara injeksi secara langsung intraglandularke daerah
defek dan diberikan 24 jam setelah paparan radiasi atau diberikan pada kondisi akut.

BM-MSCs yang akan ditransplantasikan terlebih dahulu dilabel dengan PKH 26 untuk
membuktikan bahwa sel BM-MSCs yang ditransplantasikan (exogenous stem cells) dapat
tetap survive dan bermigrasi kedalam jaringan kelenjar saliva yang mengalami defek. Sel
BM-MSCs yang dilabel akan menghasilkan pendaran warna hijau pada jaringan yang
ditransplantasikan. Pada hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa sel BM-MSCs yang
telah diberi prekondisi hipoksia mempunyai kemampuan terapiutik yang lebih baik
dibanding kondisi normoksia sehingga dapat mengindusi proses perbaikan sel. Hal itu dapat
dilihat dari pendaran warna hijau dari gambaran mikroskopis jaringan kelenjar saliva yang
lebih banyak menempati di bagian basal membran duktus. Hal itu menunjukkan adanya
proses migrasi sel BM-MSCs di bagian basal membran dari duktus dan sel acinar yang
banyak mengalami kerusakan akibat paparan radiasi. Distribusi BM-MSCs yang telah
dilabel PKH 26 menunjukkan pendaran warna hijau terlihat lebih kuat pada kelopok

hipoksia dibanding kelompok normoksia.
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Selain itu dari hasil penelitian menunjukkan terdapat peningkatan yang cukup
bermakna dari ekspresi SDF1-CXCR4, Bcl, dan Erk pada kelompok hipoksia dibanding
kelompok normoksia yang diikuti dengan peningkatan secara bermakna terhadap ekspresi
enzim a amilase yang diproduksi sel acinar sebagai penghasil saliva sebagai penanda
terjadinya proses regenerasi kelenjar saliva. Hasil ini sekaligus membuktikan bahwa
pemberian perkondisi hipoksia dapat meningkatkan kemampuan BM-MSCs untuk
mempertahankan serta mengekspresikan

Efikasi dan potensi dari MSCs juga tergantung pada time of delivery atau waktu yang
tapat pada saat ditransplantasikan,karena beberapa faktor seperti keradangan atau inflamasi
mempunyai pengaruh yang cukup signifikan terhadap efikasi dan kemmapuan MSCs dalam
meregenasi jaringan yang rusak. Pada umumnya setiap kerusakan jaringan akan disertai
dengan pelepasan faktor proinflamasi. Penelitian terbaru menunjukkan bahwa ada interaksi
dua arah antara MSCs dan sel inflamasi, yang menentukan hasil proses perbaikan jaringan
yang dimediasi oleh MSCs. Pada keadaan akut, diduga faktor inflamasi yang dihasilkan
selama immune respon bertindak untuk mengaktifkan kapasitas imunosupresif MSCs.
Sebaliknya, beberapa penelitian lain menyatakan bahwa MSCs kondisi tersebut
menyebabkan MSCs tidak dapat mempertahankan kelangsungan hidup graft atau menekan
GvHD secara in vivo. Oleh karena itu pada penelitian kali ini dilakukan untuk mengetahui
waktu pemberian yang tepat dengan membandingkan hasil transplantasi MSCs pada kondisi
akut (24 jam setelah radiasi) dan pemberian pada kondisi subakut/kronis (2 minggu stelah
radiasi) pada kelenjar saliva yang defek akbiat radiasi pengion melalui melalui pemeriksaan
ekspresi binding CXCR4-SDF1, BCI2, Erk dan enzim alpha amilase yang merupakan
penanda terjadinya regenerasi sel acinar yang mensekresi saliva.

Pada hasil penelitian memunjukkan bahwa MSCs yang ditranplantasikan pada kondisi
kronis atau 4 minggun setelah paparan radiasi menunujukkan penurunan jumlah sel acinar
yang nekrosis pada kelenjar submandibula tikus dibanding pada kondisi akut. Selain itu
juga menunjukkan peningkatan ekspresi ikatan CXCR4/SDF-1 yang bertanggung jawab
terhadap proses migrasi dari sel MSCs yang ditransplantasikan serta peningkatan terhadap
ekspresi Bcl2 dan aktivitas enzim alpha amilase yang merupakan penanda terjadinya proses

regenerasi pada kelenjar saliva.
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5.2. Luaran yang dicapai

L.

Luaran yang dicapai pada saat ini adalah sebagian hasil penelitian telah dipublish ke
jurnal Veterinary World yang terindeks Scopus (Q2) Vol 11, July 2018.

. Hasil penelitian sebagian telah dipresentasikan pada seminar Internasional di

Hiroshima Jepang pada bulan Maret 2018.

. Hasil penelitian telah dipresentasikan pada seminar Internasional 32nd IADR —SEAA

di Nang Dang Vietnam pada bulan September 2018.

. Hasil penelitian telah disubmitkan di European Journal of Dentistry yang terindex

Scopus (Q1) dan sedang direview.
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BAB 6
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, memunjukkan bahwa MSCs yang
ditranplantasikan pada kondisi kronis atau 4 minggu setelah paparan radiasi menunujukkan
penurunan jumlah sel acinar yang nekrosis pada kelenjar submandibula tikus dibanding pada
kondisi akut. Selain itu juga menunjukkan peningkatan ekspresi ikatan CXCR4/SDF-1 yang
bertanggung jawab terhadap proses migrasi dari sel MSCs yang ditransplantasikan serta
peningkatan terhadap ekspresi Bcl2 dan aktivitas enzim alpha amilase yang merupakan

penanda terjadinya proses regenerasi pada kelenjar saliva.

6.2. Saran

1. Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai metode dan jalur administrasi stem cell
ke dalam tubuh yang paling optimal.

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai cara aplikasi dan cara penghitungan
yang tepat terhadap jumlah sel yang dilabel PKH26 untuk mendapatkan gambaran
yang lebih pasti mengenai jumlah sel yang viabel dan bermigrasike daerah defek.

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai upaya induksi dan mobilisasi stem
cell endogen mengingat hingga saat ini masih belum ditemukan metode administrasi

yang tepat.

MILIK TN

PERPUSTAKAAN
UNIVERSITAS AIRLANGGA

SURABAY&

. o 28
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Abstract

Admz To examine the effect of hy poxie preconditions on the atulity of bone marrow stem eells enlture mediated expression
C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCRAT and stromal cells derved factor-1 (SDE-1) ar vin,

Materials and Methods: Bone martow mesenchymal stem cells (BMSCs) were derived from 12 femurs of 2000 ¢ Wista

male s The ammals were euthanzed belore BMSUs polaton. BMSCs were divided mto two groups, control group
Normoxie condition 2170 O and trestment group: Hypoxie condition 1% O The charctenzanon of BMSUs was analyzed
using flow evtometry by cluster ditferentiation 34 and cluster ditferentiaton 1050 The expression of CXCR4 and SDE-]
measured sing immunocstochenustry immunofluorescence fabel atter 48-h incubation in a low-tension onygen chamber
with an internal stmosphere consisting of 984 N 820 CO and 170 O Al data were subrected o normality test and then
anily zed wsang -test statiate (peos),

Resulis: The chasaeterization of bone marrow stem cells showed positive cluster differentation 34 and cluster ditlerentiation
103, A hypoxie precondition (1% O in culture incredses CNCRA (p 0.000) and SDE-1 expression than nonmeie condinons
(P LN g (0,03,

Conclusion: Hypoxie preconditiommg with 176 0 nerease CNCREand SDE T expression

Kevwards: bone marrow stem cells, C-X-C chemokine receptor tvpe 4, hvpoxie preconditionmg, mesenchymal stem cells,
h i :
strommnl wells derived factor-1

Introduction important role i regulating the adhesion, expansion,
migration, and homing of MSCs. A recent study indi-
cates that CXCRS and SDE-1 are lnghly expressed in
bone murrow MSCs (BMSCs). but is Tost on cultur-
g at a high passage number. Under hypoxie condi-
tons, o number of evtokmes, chemokines imcluding
CXCRA and SDF-1 expression can be re-established,
thereby maintaming the etficacy of MSCs, The sur-
vival and proliferation of transplanted progenitor cells

Mesenchymal stem cells (MSCs) constitute
population of adult stem cells that can transdifferenti-
ate notonly mto types of mesodermal hincage cells but
also mto multlineage cell types |1 Prelimanary stud-
1es have shown that MSCs are capable of producing
a mange of evtokmes and growth faciors such ashasic
fibroblast growth factor and vascular endothelial
growth factor (VEGE). In addition, there s another

factor that significantly infTuences the success of ther-
apy by inducing stem cells 10 migrate into defective
s. The other factors that can mediate such migra-
ton are stromal derived-cell factor 1 (SDETD) and
C-X-C chemoking receptor type 4 (CXCR4) 2]
SDE-1 s asmall molecule of chemokines which,
by bindmg with o CXCR4 receptor, executes an

Copynght: Mulyam, et of. O3
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walver
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in tssue would require cell adaptation to the harsh,
low oxvgen tension environment [3] The previous
study demonstrated that hvposi preconditioning can
mereiase the abtliy ol transplanted stem progentor
cells 1o survive and proliferste abihty i vt [4]
Hypoxia preconditiommg mumies the stuation that
the cells will meet when they are transplanted into
the tissue defect. Accordance 1o the previous study
demonstrated  thatHypoxia-mducible taetor- 1 alpha
(HIE-Ta), CXCRAL anti-apoptotie gene Bel-2, p-Aky,
SDF- 1 and VEGE expression were all elevated after
hvpoxia precondinonmg and were turther ventied
by nereased anti-apoptosts and nigration capacity
in vigro and decreased apoptosis and better cardiae

rescue potency movitro, However, the mechanisms
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underlymg the beneticial eflects of hypoxia preconds-
tioned progentor celtls remam incomplele |3

The sim of this study was to exanune the eflect
of hypovie preconditions o MSCs culture o expres-
stont ONCRA and SDE-1 fn v,

Materials and Methods

Ethical approval

AR it stadies were performed  thsough
@ protocol approved by the listitutionad - Aninal
Cate and Use Consnitiee of Facalty o Veteninary
Medicine, Universitas Airhmgea and complicd with
the Navonal Resesrch Conncil's guidelnes ethacal
approsal number: No 366.KE through the ethical
semigan, The sesearch was conducted ol an experi-
piental laborators within the Stems Cell and Tissue
Engincenng  Development  Centre, Universitas
Artangga. Sutabaya, Indonesia,
Animat model

Albanimats were hotsed m polyearbonate ciges,
subjected to a 12-h lighi-dich eyele w the constam
temperature of 23°C, and fed o stndard pellet dict
texpanded pellets. Sweplickd, Witlun, Esses, UKD
with tap water ad Lbinm. The exploraton of MSCs
imvalved the use of 200 fermmes from 12 Wistar male
rads The sampling techmague of the BMSCs trom the
s femurs wits determined by Lemeshow’s method.
The aninids were emthunized betore Buane Marrow
solation,

BMSCs isolation

BMSCs dsolation and  culiure acconding 1o
fRantam of f '~ [6] method asparate Tran femur bones
praduces suflicient narow to be cullured. Aspirue of
bonte mamow wits attached 0 o 15 ml Hlepann tube
(Sigma-Aldrich’. USA) previousty filled with 3 ml
aemimpmum essential pediom (MEMY Each aspirale
wirs translered toa 15 mi sterile tubwe with a blue cap
and dituted with 1+ phosphate butter saline (PBS)
tSigma- Aldneh', USA) senle to o 1otal velume off
8 ml. Each tube was then rinsed twice with $ ml -
PBS. ad the contents were combined with an aspirate
solution. In every cise, the aspirate was pliced o
Ficoll (Sigma-Aldoeh’, USA) iempesiure chamber o
aseparale 15 ml be. Furthermore, cach aspirate was
coated with Ficoll betore bemg centrifuged (Sonvali™
MN O Series Floor Madel Micro-Uliacentriluge,
Thermo Fisher, USApat 1600 rpm for 13 min ot room
temperature, After centritugation, the collection was
effected at she “huly eoat”™ location on the surfice of
Fieoll-PRS using a stenle Pasteur pipetie and pliced
i 15 ml rabe (Sigma- Aldrich®, USA).

Each sample was dilured with § < PBS 103 ol
volume of 15 mil, with the ibe bemy tmed 3-5 tmes
as a mieans of achieving an even nin. Athe neststage,
cemtrilisgation was undertaben tor 10 nun ata speed of’
160t ipun betore the supematint and cells suspended
it of eell culture medinm (COND were emoved

10 e’ of cells on the plate, they were imcubated
3770 at 3% 0O, modsture and allowed 10 attach o the
cell tor 1%-29 h. Approninately 24 h later. the media
and eells not attached were disposed ol Sl |- ['BS
was then added before bemg heated in the culture,
shaken well and used to cover the surface area. I was
then disposed of watli 1+ PBS before the washung gro-
vess being repeated twiee,

Ten sminutes Ester, 10wl of fresh CONM owas
added to thie dish betore it was returned (0 the incubi-
tor. The cells were incubated @ 37 °Cand 3-10% €0,
wmosture with the culture betme obsened daily using
an ivened microscope. Fyery 3 days, the media were
removed and the cells rnsed with § ml v 10 ml of
1 - PBS belore heanng. The PHS was subsequently
iscasded and the dish Gited with 3l of fresh COM.
This process was continued until the concentration of
conttuent cells teached between 60%, and X0 11 the
cell diveloped i the celf plant, the Lter had 10 be bal-
anwed 11 the incubator at 3% €O, moisture and 37°C
for 58 I belore use. ’

BMSCs identification surface markers by flow
cytometry

BMOs were harvested by centritugation at the
end o cocutture and miade in single cells betore tlow
exvtometry amatysis, The cells ate then meubated in
test tubes o1 mictatiter plates wath unlabeled or tluo-
rescently conjugated antibodies i analyzed through
tflow cytometry (Beeton Dickson FACSVerse, San
Dicgo, USAYL MSCs were trypsinized for identifica-
tian of 2 nunther of MSC surlace markers, appeov-
umitiely 2-10° cells per sample were washed twice
with PRS. The antibudies for surface sinhers weie
anti-CDI - Allophycocyanin (Cat no 13580
anti-CPI0S Fluorescein Isotloeyamaie (FITC) (Cat
No 36113 (Becton Dichson Pharmingen, San Dicgo,
USA)

BMSCs culture

Bone nurow samples were dissolved i three
equal volumiies of the MSC growmg medium and dis-
tnbuted unitormly across 10 ¢m culture dishes Each
dish produced 1) ml o diluted aspinne. Stoted man
wculitor ¢ Thermo Scientific Hereus, USAY willy 3%
CO, and cultured w4 constant lempesature of 374 fo
4.5 days, The medivm was replaced every 3-3 days,
and e contamination of red cells and vaseplicated.
unattached cells were eventually difuted and tinsed to
eradicate i,

Small MSC colomes of fibioblust cells were
attached and perceptible within 5.7 days - After
1214 diays, small colonies could easily be detected.
In this condition, cells were rinsed with senim-
fiee - MEM and subculture. $ ml of 00374 wyp-
ain sas added and, atter a few mnutes, cells began
to be dispatchied from the substrae, Dial the obser-
vations under a microwope  (JEOL, JSMT1000,
Scanning Microscope. fapan). The inspsin ethylene-

belne heating. Having placed between § em’ and dismietetaneetic acid (Sagma-Aldrich',  USA)
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solution could be carefully aspiated and removed as
long as the full cells had not been delivered. 1t the
remonal of cells from the substrate had begun, a fresh
srowing medim contmning el bovine serm was
added winch ehimmated wnvpsin activaty. The MSCs
were then flushed from the surface with a tlask grower
meorporating @ pipette and divided o two dishes
at this stage of low coneentration and then rapidly
expanded. Fach dish was Gilled with 10 ml of cell sus-
ceptibelity betore being placed in 8% CO2 incubator,
BMSCs were divided into two groups, control group:
Normoxste conditton 21" O and treatment group
hvpoxie condition 176 O

Hypoxia preconditioning

Hyponi was aclievad by placimg the cells o
Modular Incubator Chamber (Billups-Rothenberg,
Del Mar, CA ) according to the manufactures s instrue-
nons Adter i briet tme spent i the chamber, the cells
were Hushed with s mastare of 00176 O 32 CO L and
G4 0%, N for & mun, The chamber was then ¢losed
aned the cells menbated at 3770 tor vanous lengths of
nme Next, the cells were cultured under normosie or
v posie condions tor 3 b6 b 12 hand 24
Identification of CXCR4 and SDF-1 expression by
immunofluorescence

Trypsin was added and centntueed at Tot0 i
tor 3 min. The pellets were added w Tmilof a-NEM
arowth medwm (Sipma-Aldneh’. LSA) suspended
and grown on a special glass of 20 4l The object
elass was placed ma box contaming wet paper and
then mcubated at 37°C for 1 h betore bemg washed
tumes with PBS and dred. Anti-CXCRA (Cat No
MABTT2 ) and anti=SDE-1(Cat Noo MARIS0) mono-
Clonal antibodies (Sizma Aldneh’ . USA) were added
to cach sample and then meubated an 37°C tor 45 mumn,
Mier that, the PBS washing and dryving processes
were repeated. At the neat immuanofluorescence,
FITC labeled examimation on glass abgect with 300,
plveenn dropped above the glass objeet and viewed
the results with a Nuorescent microscope CAutomated
Fuorescence Microscope. BN63 Olvinpus”, USA)

. viges 10614 003
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Statistical analysis

Data i normal distnbution were analy z¢d using
A ttest Staustical analvsis was analvzed usmg ol
Stutistical Package tor the Soctal Sciences (SPSS)
170 sottware tor windows 8.1 by SPSS Inc., Clucago,
Loted States

Results

Flow evtometry analyvsis of BMSC phenots pes
and BMSC cultures treated wath hy posae precondiion-
g was expressed more strongly ar CDTOS (70070
than the normoxie condition (26 12%0 and 134
expression negatnvely i both condinons thigure-1)
The mean of SDE-1 and CXCRS expression st
cantly expressed i hvpoxte preconditioning group
than normosie: The ttest result mdicated a signficant
difference (pr (L03) between the SDEL C-X-C mout
chemokine 12 (CXCLI2) expression between groups
(Fgure-) and Table-1). The t-test result demon-
strated that there was a significant ditference (p 0.05)
between CXC R4 expressions ol the hypoxee precon-
dimoning group and the normosic proup (Freare-3 and
fable-2)

The mimunotluorescence of SPE-1 expression
result showed the normoxie condition (00 2170 to b
weahly expressed but more strongly s afier a A8-h
hyponie precondition (0. 17a) thigures-4 and 3). The
mnmunocytochemical of CXCRG expression resualt
showed weakly  oxpressed m normoexic condifron
(O 21 but stronely expressed (chocolate chromo-
geny i hypovic condition (01" (Frgare-6)

Discussion

The amportant factor i cell-based regenera-
tve therapy s the abahity of stem cells womignite o
the detect arcas through watliching and successtul
engrattment when stem eells are tansplanted. This s
strongly intluenced by the CXCRA chemohane recep-
tor bond sith the SDE-1 Bigand chemobane The Toss
of this chemokme receptor during expansion v v
culture will decrease the regenerative ability ol stem
cells 7] The culture environment affects cell agmg
and expression of the chemokme marker that plays

5, o thm a3 )
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Figure-1: Phenaotypic charactenzation of bone marrew mesenchymal stem cells wentificd By flow cytometry examination
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SDF-1/CXCL12

SDF1- Expression

: =

Hypoxia Normaoxia

Preconditiomng

Groups

Figure-2: The mean of stramal celle denved o= 144
! motf chemaokine 12 expressions i bone marraw
W iymal cultured 0 both  nypana
preconditioning and normaxia group

CXCR4

stem  cells

CXCRA Expression
(¥

Hypoxta Normoxia

ditioning

Preco

Groups

Figure-3: The mean of C-X-C chemakine receptaor by
G eapression in mesenchymal stem cells caltured in Bott

hypaxia preconditioning  and  normoxia  group with IcC
examination

Figure-4: TIhe colls  derved
factor-1 at 4
magrification
(b)) with fluyre
camera DS Fil

expresson  of  stromal
passage «n a narmoxic groug with
(a) Moesenchymal stem cells without filter,
ant fiter (MNikkonsGI0L Mwroscope, digital
100 megapixel)

an important rele m migratory vells and eneridiment
when MSC s are transplanted. These problems can be
mmmzed by modifving the microeny momnent
stem el eulture by provading precondition of iy posi
with the oxyeen concentration m accordance with it
miche environment (O 12370 {8]

Figure-5: The expression of stromal cells denved factor-1

at 4% passage in hypoxic
100x . (a) Mesenchvmal s

reconditioning  group  with
cells without fiter

JOL Microscope: digital camera

(b} with

Figure-6: C-X-C chemokine receptor type 4 esxpression
(chotolate chromaogen) on  the  maesenchymal  stem
cell nypexic preconditioning groun (a) showed strong
eRpresnann, whereas the normaxic group demonstrated
weak expression (Slide B) with immunocytochemstry with
400 = (Nikkon=H600L Microscape; tigial camery DS F2 300
megapixel ),

Table-1: T-test rocult of SDF -1 expression i BMSCs
diticring and NOrMOoxXic grouprs

Culture Nypoxic precos

Group SDF-1 Significant
MeantSD
Hy ok 11.67722.4 p=0 000*

NOrr 351200969

*Sigmifie (pe0.058) SDF-1=Stromal cells derved
factor-1, BMSCs - Bene marrow mesenchymal stem cels,
SD=Standard deviation

Tabla-2: 1-test result of CXCHA exprossion in BMSCs
culture hypoxie preconitionng and normoxic groups

Meant5D P
0000

Group
18.20045.596
10.750+5. 748

Hypoxi£
Hormuoxic
(p+C.05], BMSCs=Hone marrow mesenchymal
rells, SD-Standarg deviation, CXCRA-C-X-(

ptor type 4

chemoking

MSCs are known to have some benehicial prop-
erties such as beme tound m BMSCS [9] Previons
stichies reported the ability of MSCs o secerete evio-
kines. chemokine, and growth tactors m cultured cells
whieh play animponant role i the regeneration pro-
cessstichas SDE-1L, CXCRA, VEGE, Bbroblast growth
factor, and msuhm-hike grosal factor These Bictons
vontribute o the magration cell provess, sarvival cells,
angrogenesis, cell prolteration, and differentiation
that relates 1o ussue reparr and regeneration [ 10]

The decreased potential of MSCs o vino may be
due to call culture conditons and the wtal subeultures
pertormed. Sohng and Vertmlhe [T reveated that the
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tigher the number of passiges mide e stem cell
calture will decrease the potential for ditleremition,
viahility, and eflectiveness. Previous studies reponed
et term cultare (30 day ) witl ead to loss of chemok-
e receptor expression followed by decreased expres-
s of specilic surfwe teceptars (CDTOS and DY),
Thereture, o van be concluded that MSCs require
microenvironment w santain their viability and plas.
ucity [ 12, Several studies suggest that hyposic pre-
conditioning will activate some trnsenption factors
s the nnchens such as HIEF- T, nuclear tactor Kappa |,
Watd, and ;iR 280, where these will also interact with
paracrine factors such an MEKR. PIIK, Bk, and Akt
that will tnenase the seeretion of SEM-1 and CXCRS
expression {13).

One ol the primany functions of the SDII-
CXCRA is the ialicking segubition of MSC cells
Bomsing i on the igury stte [14]. The previous study
demonstned that MSC therpy 1o aeee thit produced
a defeet i heir brains suggested that the migration
process from MSCs to defective aneas s probably
mediated by chemokine and thewr receptorns SDEFL.
CXURS through the mechanism of MSCs iratlicking
G-protein-conpled receptar signaling, SDFHCXCR
also playvs o role in ceBular retardaton, proliferation,
and dilerentiation mechanisms by MAPK PI3K sig-
kg pathway through mereased expression of BCL2
and ERK {15].

In thys study was 10 detenmine whether hypoxia
preconditioning
chemokine receptors and §i

1d (CXCRA-SDE-1) in

cells calture. BMSCs were taken from the temaur of

mitle Wistar - and are cultured in hyposic condi-
tions (O, 101 the 4 passage and compared with
normonic condition {0, 2140y The phenotypie char-
acterization of AISCs using by flow cyvtometry
hypoxie condition showed strong expression of CD
105 compared to nonuoxic condition. the specttic
surtice marker of MSCs and negative expression

of C 34 in both conditions, the speeitic marker off

hematoporetic stem cells. 1t was isumed that the
cell culture in hyponic condition has puely iso-
lated of MSCs than normosie condition cell culture
(Figure- 1), The result of an examination on the effect
of hyposie precondition in the cell culture using
mmunotluorescence and immunoevtochemical indi-
cated strongly expressed of SDF-T and CXCRA aller
4% b hyponae precondition compared to the normeic
conditton,

I owas in accorlwee with Yeltowley  that
revatled under hyposic condition 3 number of ¢yo-
Kines, chemokines inclading CXCRS and SDEF-4

eapression can be reestablished. o the eflicaey of

MSCsean be santsined. The expression of the ran-
seriplion factor byposia-inducible factor-1, a-sub-
unit (HIF- L, miay dnve the upregulation of SDE-1

CNCL12 i ypoaie condition ad ultimately segulate
the hommyg of CXCRS stem cells and progenitor cells.
Under hyposte conditions, the activity of PHEZ

e improve the expression of

reduced. and HUE-La degradation 1 sntubited: HIE- 1y
accumulates and binds (o its consensus sequenee. the
Iy posiaeresponsive clement on HIF-Ta target genes.
6} THE-1s has been shuwn o induce the expression
of SDF-) and CXCRA. Finally, when MSCs trans-
planted can improse the ability of MSCs to migrate
inte defected tissues, proliferme. and dilerentiale
mto origin-like cells, and promate resident stem cells
prowth and probileraten.

Conclusion

thapone preconditioning 1'% O, can promote
mcieising CNCRS and SDFI expression thal nnay
play an ampostant tobe w0 mmprove BMSCs migration
it detect areas, prodifetation. and differentiation into
origin-hke cells,
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C-1 Hypoxic Precondition Induces SDF-1 -CXCR4 Expression
in Bone Marrow —Derived Mesenchymal Stem Cells Culture

sri Wigati Mardi Muljanl', DiahSavitri Ernawati- and EhaRenwi Astuti’

Departement of Dentomoilofacial Radolagy

Cepartement of Oral Medicine, Faculty ot Dentsty Arlangga University. Surabaya-indonesia,
. Pret.Dr. Moestopo 47 Surabaye. E-Mai: swigatininaagmal.com

Mesenchymal Stromal Stem Cells (MSCs) constitute
a population of adult stem cells that have the abihity to
ransdifferontiate. Stromal Derived-Cell Factor 1 (SDF1)
and C-X-C Chemokine Receptor Tvpe 4 (CXCRY) are
important factors that influence stem cell capability to
migrate into a defective area and plav a significant role
inregulating the adhesion, expansion, migration and
homing of MSCs. CXCR4 and SDF-1 are bothstrongly
exprossedin bone marrow M5SCs, but are lost upon
culturing with a high passage number. Nevertheloss,
ander hipoxic conditionscertain oy tokines, CXCR4 and
SDF-1 exprossion can be re-established and mamtamed,

AIM : to examine the etiect of hipoxic preconditions on
she ability of MSCs culture mediated expression CXCR4
e SDF-1

METHODS  MSCs was derived from the femars of 200 gr
Wostar male rats, Stem cell culture was performed in
wpovie conditions (1 %0 and the expression of CACRY

LAPORAN PENELITIAN
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and SDE-1 measured by using immunocytochemistry,
ELISA and immunoflouracence after 48-hour incubation
in o low tension oxygen chamber with an mterral
atmosphere consisting, of 95% No 5% COzand 1% O All
data were subjected to a normality test and then analyzed
by means ofManova statistic (p<0.03)

RESULTS - a hypoxic precondition (1700 in M5Us culture
ncreases CXNCR4 and SDF-1 expression more than
normexiceondition

CONCLUSION : a bvpoxie precondition with 150 Os can
promote increasing CXCR4 and SDFL expression that
may play a important role immproving MSCs migration
into defectiveareas, proliferation and ditterentiation into
orgin-hike cells and resident stem cells growth

Key words : Bone Marrow Stem Cells, Mesendrymal
Stem Cells, Hyvpoxie Precondition, UNCRA SDF-L
Homing Factors
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Prostacyclin Promotes Human
Dental Pulp Cells Migration Via
Matrix Metalloproteinase-9-
Related Pathway

Chalida Limjeerajarus’, Sonntana Seang’, Prasit
Pavasant’

Department of Physclogy, Chulilongkorn  University,
Bangkok, Thaland, ‘Graduate S Dentsitry,
Chulalongkom University, Bangkok, Thaitand, 'Department of
Anatomy, Chulalongkorn University, Bang

ol of

ok, Thaitand

Objectives Dental pulp healing 1s the crucial event for dental
pulpregeneration. Thisstudy investiz

-ated the role of prostacychin

(PG jenpromotng hum indentalpulpcolis (HDPCs) mugration
Meathods The wound scratch assay was performed on
HDPCs. The HDPCs were treated with PGL for 24 and 72
h, The gPCR gene analysis and ELISA were performed The
inhibitar of PGl (IP) receptor and protein kinase A (PKA)
gu;.ﬂ,aiir‘-g pathway was performed by the treatment of 1P
antagonist/ PKA inhibitor

Results The closure of a mechanical scratch in HDPCs in cell
culture was accelerated and reduced the wounded areaat 72 h
upaon the treatment of iloprost. The increase of MMP-9 mRNA
and protein expression in hDPCs was observed and these
effects were inhibited by PKA-inhibitar. Upon the activation of
forskolin, the MMP-9 expression was upregulated

Conclusions PGl accelerated wound closure in the scratch
test assay in HDPCs. The expression of MMP-9 {s increased by
ifoprost by the (P-PKA pathway. These observations suggested
that PGI. can stimulate wound healing through the enhanced
production of MMP-9. The treatment of PGl might be another
promising biomaolecule in dental pulp regenerative treatments.

0232

DIx5-Augmentation in Neural
Crest Cells Induced Calvarial

Ectopic Cartilages.

Tri H. Vu', Masaki Takechi', Miki Shimizu’, Taro
Kitazawa®, Hiroki Higashiyama’, Hiroki Kurihara’,
Sachiko Iseki'

'Molecular Craniofacial Embryology, Tokyo Medical and Dental
University, Graduate School of Medical and Dental Sciences,
Tokyo, Japan, ‘Department of Physiological Chemistry and
Metabaolism, Graduate School of Medicine, The University of
Takyo. Tokyo, Japan

Objectives Distal less homeobox (Dx) genes are essential for
craniofacial skeletal pattarning, This research s to propase the
DivSfunctionsinbaneandcarulagedevelopmentinthecalvarium
Methods \Wnt! Cre: Rosals (NCC-DIx5) mice in
which Dix5 is continuously expressed n the neural crest cell
(NCC) lineage were used. In situ hybridization (15H), alizarin
red & alcian blue skeletal staming. hematoxylin & eosin (H&E)

154
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staning, toluidine blue staining, and transmission electron
microscapic (TEM) analyses were performed.

Results Endogenous expression of Dixd in the distal part ot
mandibular arch, otic vesicle and some parts of the brain at the
embryonic day (E) 10.5 wild-type mouse was confirmea oy
15H. Then, it was first detected in a certain papulation of NCC
derived head mesenchyme between the surface ectoderm anc
the future meningeal mesenchyme at E11.5. In NCC-D
mice. low levels of expression of Dix5 was found in NCC
derived mesenchyme in cramiofacial subregions that normally
lack Die 5 expression. Subsequently, a striated ectopic cartila
formation was found in the frontal bone farmmg area from
the lateral side of the head to the apex crossing the midline
at E13.5. At E18.5. the apically expanded mineralized fronta
bone and the ectopic cartilage overlapped at the posteric
part of the frontal bone, prior to the coronal suture. Sem
TEM observations demonstrated that the
ectopic carvlage seemed to form in the dura mater layer of the
meninges, underneath the developing frontal bone

thin secuons

Conclusions The augmented expression of Dix3 in the
NCC resulted in ectopic cartilage formation in a certain part

of the meninges that covers the cerebral hemisphere. Th

abservation suggests heterogeneity of head mesenchyme i

response ta D) expression

0233

Tranplantation of Bone Marrow
Mesenchymal Stem Cell for
Acute Xerostomia due to

lonized Radiation
Sri Mardimulyani', Eha R. Astuti', Diah S. Ernawati®

Dental Radiology, Facultyofl Dental Medicine, Surabaya,
East Java, Indonesia, “Oral Medicine, Universitas Airlangga.
Surabaya, East Java, Indonesia

Objectives The purpose of study was to explan the
mechanism of regeneration of salivary gland deffect due o
ionizing radiation by BM-MSCs transplantation that have been
given hypoxic precondition with 1% of O, concentration,

Methods This reseearch was a true experimental post test
control group design, The exploration of BM MSCs was
isalated from femur of Wistar male rats. Stem cell culture
was performed In normoxic condition (O, 21%) and hypoxic
conditions by 48 hour incubation in low oxygen tension
chamber cansisting 95% N, 5% CO, and 1% O, A total of 30
male Wistar rats were divided into Six groups: two groups
of control (normal and defect group). and four groups of
treatment. All treatment groups were defected in the salivary
glands by expasure with a single dose of 15 Gy radiation in the
ventral of the neck region. BM-MSCs transplant was given in
the treatment groups for normaxia and hypoxia after 24 hours
(acute phase) post radiation, The regeneration process of
salivary gland daffect were determined after 4 weeks post BM
SCs transplantation by expressicn of a number of chemaokines
and protein such binding SOF1-CXCRA4, Bel.. Erk on the ussue
by Immunohistochemistry methods and the activity of enzyme
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XEROSTOMIA THERAPY due to IONIZED RADIATION USING PRECONDITIONED
BONE MARROW DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS

Sri Wigati Mardi Mulyani', Eha Renwi Astuti', Otty Ratna Wahyuni', Nastiti Faradilla Ramadhani'

]Departement of Dentomaxillofacial

Radiology Faculty of Dentistry Airlangga

University Surabaya - Indonesia

J1. Prof.Dr. Moestopo 47

Surabaya Email.
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ABSTRACT

Objectives.The purpose of study was to explain the mechanism of regeneration of salivary
gland deffect due to ionizing radiation by BM-MSCs transplantation that have been given
hypoxic precondition with 1% of O, concentration.

Methods.Stem cell culture was performed in normoxic condition (O2 21%) and hypoxic
conditions by 48 h incubation in low oxygen tension chamber consisting 95% N,, 5% CO>
and 1% O,. Thirty of male Wistar rats were divided into four groups: two groups of control,
and two groups of treatment. All treatment groups were defected in the salivary glands by
exposure with a single dose of 15 Gy radiation in the ventral of the neck region. BM-MSCs
transplant was given in the treatment groups for normoxia and hypoxia after 24 h post
radiation.

Result. The result of the study showed a significant increase in the expresssion of binding
SDF1-CXCR4, BCl; (p<0.05) and also in the activity of the enzyme a amylase in all groups
of hypoxia.

Conclusions.The conclusion demonstrated that BM-MSCs transplantation with hypoxic
precondition increasing the expression of binding SDF1-CXCR4, BCI; that contribute of cell
migration, cell survival and cell differentiation.

Keywords : BM-MSCs, hypoxic precondition, salivary gland deffect, SDF1-CXCR4,
BCl;, a amylase

INTRODUCTION

Salivary gland is one of the normal tissue frequently affected by the side effects of
head and neck radiation therapy. One of the side effects is the occurrence of irreversible
salivary gland defect. The salivary gland defect result in the decrease of saliva production,
and in a very severe condition it is called xerostomia.' Irreversible hyposalivation after
irradiation-induced damage is mainly caused by the stem cell sterilizationof the primitive
salivary glands.? It is required to apply an alternative approach to treat the severe damage
glands and the left tissue. One of the alternative approach for this purpose is the stem cells
therapy.

The sussces of stem cell therapy is depend on some factors, the stem cells have to
strongly attach and survive in the defect area and can integrate with the surrounding
microenvironment.” However, the lack of viability in the form of the survival of the
transplanted stem cells results in the effectiveness of stem cell therapy have reduced. The
temporary underlying assumptions of the decline in the viability and function of stem cells is
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the conventional stem cell culture it is done in normoxia conditions (O 21%), contrary to the
condition of invivo stem cell requires a hypoxic environment between 1-7% depending on

the type and location of stem cell. It assumed that the same of microenvironment condition
is required to improve and maintain the viability of the transplanted stem cells in the defect

tissue, so it support the stem cells to proliferate and differentiate into origin-like cells.5 In
addition to the appropriate microenvironment, there are others factor that also play a role in
the succes of stem cells therapy, the factors that can induce stem cells capability to migrate
into defect area. One of the mediators that plays an important role the migration process into

defect area is stromal derived-cell factor 1 (SDF1) through binding with CXCR4 receptor.6
The purpose of study was to explain the mechanism of regeneration of salivary gland
deffect due to ionizing radiation by BM-MSCs transplantation that have been given hypoxic

precondition with 1% of O3 concentration.

MATERIAL AND METHODS
Ethical approval

All animal studies were performed via a protocol approved by the Institutional Animal
Care and Use Committee of Faculty of Veterinary Medicine, Universitas Airlangga and
complied with the National Research Council’s guidelines (366-KE) through ethical seminar.

Salivary Gland Defect in Animal Model

Defect salivary gland due to ionized radiation in male Wistar rat were defected by
exposure with a single dose of 15 Gy radiation in the ventral of the neck region of rat. The
laboratory animals used in this study were healthy male Wistar rats, 3-4 month-old and each
250-300 g weight. Healthy condition was determined by their active movement. Rats kept in
an individual plastic cage in laboratory for Experimental Animal of Institute Tropical
Disease, Universitas Airlangga with adequate ventilation.

Treatment:
This reseearch was a true experimental post test control group design. The exploration of
BM-MSCs was isolated from femur of Wistar male rats. Stem cell culture was performed in

normoxic condition (O 21%) and hypoxic conditions by 48 hour incubation in low oxygen

tension chamber consisting 95% N3, 5% CO and 1% O3,
A total of 40 male Wistar rats were divided into four groups: two groups of control
(normal and defect group),
A total of 40 male Wistar rats was divided into four groups, each has 10 replications.
They were:
1. The negative control group (T0-): Rats with salivary glands normal (not irradiated) and
without MSCc treatment
2. The positive control group (TO+): Rats with defect salivary gland and without MSCs
treatment
3. The treatment Group 1 (T1): Rats with defect salivary gland, given MSCs transplant with
normoxia condition after 24 hour post radiation
4. The treatment Group 2 (T2): Rats with defect salivary gland, given MSCs transplant with
hypoxic condition 24 hour post radiation.

The regeneration process of salivary gland deffect were determined after 4 weeks post
BM-MSCs transplantation by expression of a number of chemokines and protein such

binding SDF1-CXCR4, BCly. on the tissue by Immunohistochemistry methods and the
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activity of enzyme a- amilase produced by acinar cells through ELISA activity as a marker of
salivary gland regeneration process. Data were analyzed with MANOVA statistic.

Immunohistochemical methods for observation of SDF1-CXCR4 and BCl
Immunohistochemical observation was performed to determine the expressions of

SDF1-CXCR4 and BClg.jF First, made an incision through salivary gland transversely from
paraffin blocks. The IHC techniques using monoclonal antibodies anti- SDF1-CXCR4 and

anti- BCly. Observations of SDF1-CXCR4 and BCly expressions were made using a light
microscope with a magnification of 200 times. The expression of each variable is indicated

by the number of cells with brown discoloration due to DAB-chromogen in each incision.

Histological observation of salivary gland

Identification of salivary gland histology and regenerate acinar cells performed through
light microscopy examination. Histological preparations such as the following: Fixation of rat
submandibulay gland in 10% buffer formalin. Subsequently dehydration with a series of
alcohol. i.e.. from 70%. 80%. 90%, and 96% (absolute). Clearing of the gland tissues of rat in
xylene solution. The tissues were infiltrated with embedding agent, the liquid paraffin. The
sectioning was done with microtome that could be set with a distance at 4-6 p, and the
sections were placed on a slide. The embedding process must be reversed to get the paraffin
wax out of the tissue and allow water soluble dyes to penetrate the sections. Therefore, before
any staining can be done, the slides are “deparaffinized” by running them through xylenes to
alcohols to water. The staining used was the routine H & E. The stained section then mounted
with Canada balsam and placed a coverslip on it. Observations and identifications of
submandibulary gland and gcinar cells regenerations are based on the histological measures

of that of the normal tissue.

RESULT
Table 1. Average value and standard deviation (SD) expression of SDF1-CXCR4
Kelompok SDF1-CXCR4 .

Rerata SD

KN 1.640 | 0.555

KD 1.160 | 0.219

HA 3.720 | 1.825 0000

NA 2.920 | 0.540

*significance (p<0.05)
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Figure 2. Comparison of CXCR4 (brown chromogen) expression between
treatments. In the slide above it appears that groups hypoxic
conditioned in acute conditions showed mainly CXCR4 expression
(A) that was stronger than the normoxia group (B)
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(immunohistochemical staining, 400x magnification; Nikon H600L
microscope; 300 megapixel camera DS Fi2)

Figure 3. Microscopic images of BM-MSCs cells labeled using PKH 26. The green light
in the image shows the distribution of BM-MSCs cells that have been labeled.

Table 2. Average values and standard deviations (SD) of expression of Bel2

Kelompok Bely p
Rerata SD
KN 23.600 5.176 0.000
KD 4.000 1.870
HA 11.800 1.303
NA 5.400 1.140
*significance (p<0.05)
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Figure 4. Comparison of the expression of Bcl2 (brown chromogen) between
treatments. In the slide above, it appears that groups with acute hypoxia (A)
showed stronger Bcl2 expression compared to the acute normoxia group
(B) (immuno histochemical staining, 400x magnification; Nikon H600L
microscope; 300 megapixel camera DS Fi2).

Table 3. Average values and standard deviations (SD) of 0. amylase enzime expression

G o amilase

s Mean SD P
KN 289259.000 18645.313

KD 95330.400 31503.973 0.000
HA 186,118.400 5971.156

NA 152,088.200 6434.510

* significance (p<0,05)
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DISCUSSION

The results of this study indicate that BM-MSCs cells that have been given hypoxic
preconditions have better therapeutic ability than normoxia conditions so that they can induce
cell repair processes. It can be seen from the green color of the microscopic picture of
salivary gland tissue that occupies more of the ductal basal membrane. This shows the
migration process of BM-MSCs in the basal membrane of the ducts and acinar cells which
are heavily damaged by radiation exposure. The distribution of BM-MSCs that have been
labeled PKH 26 shows that green coloration is stronger in hypoxic groups than the normoxia
group. The Immunohistochemical examination results, in the hypoxic group showed the

expression of binding SDF1-CXCR4 and BCl; increased significantly than normoxia group.
These results are in inline with those of previous studies which states that the activation
of SDF-1-CXCR4 bonds in tissues plays a role in the transduction of various signals that can
regulate several biological functions such as cell survival, proliferation, chemotaxis and cell
differentiation. One of the main functions of SDF1-CXCR4 lg)ond is the trafficking regulation

of BM-MSCs cells in the homing process in the injured area.

Furthermore, the Manova test results showed that there were significant differences (p
<0.05) of o amylase expression between treatment groups. The acute hypoxia group showed a
significant increase in a amylase enzyme compared to the acute normoxia group after
transplantation. The results of this study indicate that the regeneration process of the salivary
glands which is characterized by increased activity of the a amylase enzyme as a marker of
acinar cells regeneration.

All these have shown the influential effect of low O3 concentration on MSCs biology

and raised serious concern over its therapeutic efficiency and biosafety.lo The higher O2
concentration might cause environmental stress to the in vitro cultured MSCs. Moreover, in
recent years, several studies have presented clear evidence regarding the negative influence
of ambient O2 concentration gO" MSCs, including early senescence, longer population
doubling time, DNA damage, and poor engraftment following transplantation.  Severel
number of studies suggest that hypoxia activates several transcription factors in the nucleus
such as HIF-1a, NFkp, these factors will also interact with paracrine factors such as MEK,
PI3K/Akt.' ' All of these interactions will increase the secretion of several growth factors
such as stromal-derived factor 1 (SDF-1), hepatocyte growth factor (HGF), vascular
endothelial growth factor (VEGF) with increased expression of each receptor such as
CXCR4, increased secretion of some anti-protein apoptotics such as Bcl-2 and Bel-xL as a

survival factor.

CONCLUSION

The conclusion demonstrated that (1) BM-MSCs transplantation with hypoxic
precondition of 1% O increasing of expression SDF1-CXCR4 and BCl; that contribute of
cell migration and cell survival (2) BM-MSCs can improve regeneration process of salivary

gland deffect through increasing activity of the a- amylase enzime as a marker of
regeneration process in salivary gland tissue.
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