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ABSTRAK

KEMAMPUAN METABOLIT SEL PUNCA MESENKIMAL GINGIVA TERHADAP
PENINGKATAN EKSPRESI RUNX2 DAN OSTERIX PADA OSTEOLISIS
KALVARIA YANG DIINDUKSI LIPOPOLISAKARIDA (IN VIVO)

Nastiti Faradilla Ramadhani

Latar Belakang: Penyakit tulang yang disebabkan inflamasi dapat menurunkan quality of life.
Metabolit GMSCs merupakan biomaterial yang mengandung sitokin, anti-mikroba peptide,
growth factor yang dapat diperoleh dari hasil kultur GMSCs. GMSCs- CM dapat menghambat
resorpsi tulang dan mempercepat regenerasi tulang untuk meningkatkan kualitas hidup pasien.
RUNX2 dan Osterix merupakan gen transkipsi penting dalam osteoblastogenesis

Tujuan: Menganalisa kemampuan metabolit sel punca mesenkimal gingiva terhadap
peningkatan RUNX2 dan OSX pada model osteolisis kalvaria R. novergicus yang diinduksi
lipopolisakarida secara in vivo

Metode: 10 tikus wistar jantan dan sehat (R. novergicus) umur 1-2 bulan dengan berat badan
250-300 gram dibagi menjadi 3 kelompok, yaitu Kelompok LPS: 100pg LPS hari 1-7;
Kelompok LPS dan Metabolit GMSCs: 100pg LPS + 100pg Metabolit GMSCS hari 1-7. LPS
E. Coli digunakan untuk menginduksi resorpsi tulang pada calvaria dengan injeksi subkutan.
GMSCs-CM diambil setelah kultur passage 4-5 dan difilter berdasarkan ukuran molekul
kemudian disuntikkan secara subkutan pada calvaria. Semua sampel diperiksa pada hari ke-8.
Jumlah ekspresi RUNX2 dan Osterix pada osteoblas kemudian diamati di bawah perbesaran
100x, 400x dan 1000x. Independent-t-test dilakukan untuk menganalisis perbedaan antar
kelompok (p<0,01).

Hasil: Ekspresi RUNX2 dan Osterix meningkat secara signifikan pada kelompok LPS +
Metabolit GMSCs dibandingkan dengan kelompok LPS (p<0,01).

Kesimpulan: Metabolit GMSCs dapat meningkatkan Ekspresi RUNX2 dan Osterix pada
resorpsi tulang calvaria yang diinduksi LPS pada tikus wistar (R. novergicus).

Kata kunci: Metabolit, GMSCs, Osteolisis, RUNX2, Osterix
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ABSTRACT

GINGIVAL MEDICINAL SIGNALING CELLS CONDITIONED MEDIUM EFFECT
ON RUNX2 AND OSTERIX EXPRESSION IN LIPOPOLYSACCHARIDE-INDUCED
CALVARIA BONE RESORPTION IN WISTAR RATS’ (RATTUS NOVERGICUS)
Nastiti Faradilla Ramadhani

Background: Bone disease caused by inflammation can reduce quality of life. GMSCs
metabolites are biomaterials containing cytokines, anti-microbial peptides, growth factors that
can be obtained from GMSCs culture. Metabolites of GMSCs can inhibit bone resorption and
accelerate bone regeneration to improve patients' quality of life. RUNX2 and Osterix are
important transcriptional genes in osteoblastogenesis

Purpose: Analyzing the ability of gingival mesenchymal stem cell metabolites to increase
RUNX2 and OSX in lipopolysaccharide-induced R. novergicus osteolysis model in vivo
Methods: 10 healthy male wistar rats (R. novergicus) aged 1-2 months with a body weight of
250-300 grams were divided into 3 groups, namely the LPS group: 100pg LPS days 1-7; LPS
Group and GMSCs Metabolites: 100pg LPS + 100ug GMSCS Metabolites Days 1-7. LPS E.
Coli was used to induce bone resorption in the calvaria by subcutaneous injection. GMSCs-
CM were taken after culture passage 4-5 and filtered based on molecular size and then injected
subcutaneously in the calvaria. All samples were examined on the 8th day. The total expression
of RUNX2 and Osterix in osteoblasts was then observed under 100x, 400x and 1000x
magnification. Independent-t-test was conducted to analyze the differences between groups
(p<0.01).

Results: Expression of RUNX2 and Osterix was significantly increased in the LPS +
Metabolite GMSCs group compared to the LPS group (p<0.01).

Conclusion: GMSCs metabolites can increase RUNX2 and Osterix expression on LPS-
induced calvarial bone resorption in wistar rats (R. novergicus).

Keywords: Metabolite, GMSCs, Osteolysis, RUNX2, Osterix

X
TESIS KEMAMPUAN METABOLIT SEL... NASTITI FARADILLAR



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR ISI
SAMPUI DEPAN ...ttt ettt stb e e e e reestaessseesseesseessseesseeseens i
SAMPUI DALAM ....oeiiiiiie ettt et eeaeeneeenneas il
Lembar Pengesahan ..........cccocoviiiiiiiiiiiciiecee ettt il
Penetapan Panitia Penguji ......c.ccooueviiiiiiiiiiiniiiiicieceeee s v
Lembar Pernyataan OriSINalitas ..........cccoccieiieriiieiieiienie ettt v
Ucapan terima Kasih .........coceiiiiiiiiicciiciceeese ettt a e s ebeesaaesnne e vi
F N 1] 1 1 QUSRS viii
YN ] 1 211 SO PSPPSR X
DAFTAR IS .ottt ettt ettt seesaesseesaenseenaeseenean X
DAFTAR GAMBAR ..ottt ettt e e b e aeenean Xii
DAFTAR TABEL ..ottt ettt et eneas xiii
DAFTAR SINGKATAN ..ottt ettt ettt ss e s e steesaenseesaeseenean Xiv
BAB 1 PENDAHULUAN ..ottt ettt sbe e eneas 1
1.1 Latar BElaKang ..........ccccueiciieiieiiecie ettt ettt ettt ettt e et eseessaeenseenseensaenes 1
1.2. Rumusan Masalah ...........ccoooiiiiiii e 4
L3 TUJUAN ..ttt ettt sttt ettt e s ebe s b e esseesteeesbeessaessaeesseesseesseensaasssennseenseenses 5
1.3.1 Tujuan UmUIT ..oooeeieiieieieee ettt te et e see e eaeesneesnneens 5
1.3.2 TUjuan KIUSUS ......ocovieiiieiiiieiieiieiteeee ettt eeseveesve e taeseseenbeeneesnneees 5
1.4. Manfaat Penelitian ..........ccccccieiieiiiiiiieiecie ettt 6
1.4.1 Manfaat Penelitian TeOTItiS .......cccceerireiiierieniieie et 6
1.4.2 Manfaat Praktis .......cccoieriieiieiieiieeiceie ettt ettt eve e ae e ere e snae e 6
BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA ...cooiiuiiennninensnnssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 7
2.1 Sel Punca Mesenkimal (IMSCS) ....c.cieviiriieiiieiieiiesieeeiteere et eseeeveebeeseeesveesseesseeseneens 7
2.1.1 Karakteristik terapeutik sel punca mesenkimal............ccecoverierciieiienienieeieeen. 8
2.2 Sel Punca Mesenkimal GINGIVA .......ccceeveviieriieiiciieiiiieeieeerreesreeesreesireesreeeereesnaeenenes 9
2.2.1 Karakterisasi Sel Punca Mesenkimal Gingiva (GMSCS)........cccevevierieneenicnnene 10
2211 Self-7eneWal ..........ooceeieieiieieeeeeee et 11
2.2.1.2 Potensi Diferensiasi Multilineage ...........ccccceeveeeeviecieenieniieieeseeseeeneans 11
2.2.2 Sifat Imunomodulator GMSCS .......coociieiiieiiiieeie e 13
2.2.2.1 Efek GMSCs pada sistem imun bawaan ............cccecceeeveevreecreeneenneienenn, 13
2.2.2.1.1 Toll-Like Receptors (TLR) ....ccceveevveiecieiecieeieeeee e 14
2.2.2.1.2 Sel Dendritik ......cccccceeiieiiieeeeee e 15
2.2.2.1.3 MAKIOTAZ ..cevveiiieiieieeiiecee ettt 16
2.2.2.1.4 SEIMASL ..ottt 16
2.2.2.2 Efek GMSCs pada Sistem Imun yang didapat ...........ccccceveeerveeeenrennnns 17
2.2.2.2.1 Efek GMSCs pada T-Sel ......cccceoevirieniniiniinieenieceeeen 17
2.3 Metabolit Sel Punca Mesenkimal ............ccoccooiiiiiiiiiiiieieee e 18
2.3.1 Analisis Proteomik Metabolit MISCS .........ccccueriiiininiiienieicneeeeeseee e 19
2.3.2 Immunomodulatory Metabolit MSCS .......cccoiviieiieiieiieeteece e 21
2.4 Proses Regenerasi TUIANG ........cccceciiiiiiiiieiiiciieieeeeeete et s sene e 22
2.4.1 Runt-Related Transcription Factor-2 (RUNX2) ....cccoceveeienienieeiieeeeie e 25
2.4.2 OSLETIX (OSX) uriiiiiieieiieerie et e ette st e e rte e sre e e stveestaeestbee e taeesbaeesabaeansaeeasseeenenes 27
2.5 LAPOPOLISAKATIAA ....eevviieieieiiiiieciieciie ettt ettt ettt e e b e et st eebeesbaessaessbeesseenseasssenns 28
BAB 3 KERANGKA KONSEP .......... ceesssessssnsssressssansssssases .30
3.1 Kerangka KONSEP .....cooveiiiiiieiieciie ettt ettt ettt e ete e st ss e esb e b e saseesbaesseenes 31
3.2 Penjelasan Kerangka KONSEP ......cceevciieiiiiiiiiiiiiiieieseee et 32
BAB 4 METODE PENELITIAN ....ccoviininninnninsinsnnssesssnssesssnssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 34
X

TESIS KEMAMPUAN METABOLIT SEL... NASTITI FARADILLA R



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

4.1 Jenis Penelitian ..........coceiiiiiiiieee ettt e 34
4.2 POPUIAST .evieuiiiiiiiiieiiesie ettt ettt et et e et e e be e teessbeesseesseessaeesseensaesaeanseenseenseasssenns 34
T BT 11] o) USSR 34
4.3.1 Kriteria SAMPEL.......cccvieiriiiiieiieieeciccte ettt ve et st eeve e saaeeeneenneas 34
4.3.2 BeSAr SAMPEL ...ooeiieeiieiieiieeeeeee et as 34

4.4 Variabel PEenelitian ...........ccoooiiiiiiiiiiieieeie ettt 36
4.5 Definisi Operasional Variabel ..........ccccoceiiriiiiiniiiinieeeecceeee e 36
4.6 LoKkasi PEnelitian ..........ccoeouieiiiiiieiieieie ettt ettt et e e 36
4.7 Alat dan Bahan ...........cooiiiiiiiiiieeeeee e 37
A.T.1 ALAL oottt e te et e te e beeraesseesaenbenaeens 37
A7 2 BANAN ...iiiiieieee ettt sh e ettt ae e et enee s 37

4.8 €A KOIJA .ottt et ettt ettt et be et eaean 38
4.8.1 Prosedur isolasi, thawing, kultur, subkultur GMSCs .........cccoveiiiiiiiieee. 38
4.8.2 Uji karakterisasi Gingival Mesenchymal Stem Cells ............ccccoevevevvevceeecnnannen. 39
4.8.2.1 Analisa imunositokimia dengan Imunofluorosense ............cccccceevvenuenne 39

4.8.3 Persiapan Metabolit GIMSCS ......cviivviieiiieiiiceiee et 39
4.8.4 Prosedur Persiapan Sampel Penelitian ............ccoceveiiininieniiiiniiieiencecee 40
4.8.5 Perlakuan pada hewan coba ...........ccoooieiiiiiiiieieee e 40
4.8.6 Pengambilan Jaringan dan Pewarnaan ...........c.ccccoeveevceiecienienieecieeieesie e 41
4.8.6.1 Pengambilan Jaringan ..........cccccceeieeiieiieiiienie et 41

4.8.6.2 Proses Pemotongan Jaringan Berupa Makros ........c.cccceeevieeviecieneennnns 41

4.8.6.3 Proses Pengeblokan dan Pemotongan Jaringan ..........c.cceceeeveveniennennen. 41

4.8.6.4 Proses DeparafiniSasi ........coeceeeeerienireieeiiesie ettt 41

4.8.6.5 Proses Pewarnaan Imunohistokimia ..........c.ccoceveeveninieneniienenieneee, 42

4.9 ANAliSIS DAtA ....ooieiiiiieeie ettt ettt e e te e neeenneens 42
4,10 ATUT PENCIITIAN ....viivviiiiiiiiicieecieecee ettt ettt e b e et e e teeebeesbe e saessseesbeeseeseneans 43
BAB 5 HASIL PENELITIAN 44
5.1 Deskripsi Hasil PEnelitian ...........ccccoeviiiioiiiiniieiiecciie et seve s 44
5.1.1 Karakterisasi Isolat GMSCs Gingiva tikus wistar (Rattus Novergicus) ................... 44
S5.1.2 EKSPresi RUNXZ ...ttt ettt st sseeeneeenneas 46
5.1.3 EKSPIEST OStEITX . uvietieriiierieriesteeseeiteereesteesereesseeseesseeseseesseesseesssessseasseessessssessseenses 48
BAB 6 PEMBAHASAN .51
6.1 Karakterisasi Gingival Mesenchymal Stem Cell............ccccccoeveviiiiiieiciii e 51
6.2 EKSPresi RUNXZ ......oiiiiiiiiiiieieecee ettt ettt ettt et e s e snseensaensaenns 52
(O I B8 ) 03 (13 W 1 £ 5 b PR 54
BAB 7 PENUTUP ....cucouiiiiininnisinsnisesssisesssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 56
7 B S 111 0101 PP 56
A T ¢ U 56
DAFTAR PUSTALKA ....oooiiieeeeeee ettt e sbe e saeeneas 57
LAMPIRAN ..uuiiviinniiiessnssesssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns .74

xi

TESIS KEMAMPUAN METABOLIT SEL... NASTITI FARADILLA R



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR GAMBAR

Gambar 2.5.1 Peran RUNX2 pada osteoblast dan kondroblas ...........c.cceceveviinenieiieninenennnn. 27
Gambar 5.1 Morfologi Gingival Mesenchymal Stem Cells menunjukkan bentukan morfologi seperti
fibroblast berbentuk spindle dan melekat pada dasar plate (panah merah). Pemeriksaan dengan
mikroskop Elektron (CX22 Binocular, Olympus) dengan pembesaran 400X ..........ccccceeeneene. 44
Gambar 5.2. Pemeriksaan imunositokimia immunofluoresence GMSCs mengekspresikan marker
permukaanMSCs positif (+) (panah merah). A, B. CD73; C, D. CD90; E, F. CD105; berlabel FITC.
Pemeriksaan dengan mikroskop Elektron (Immunofluoresence Microskop, Olympus) dengan
PEMDESATAN TOOX. .uvivieeieiieieeiietieiete ettt et e st et et e te e bt estebesbeebeeseensesseeseeneensessesseensensessesseensenes 45
Gambar 5.3. . Pemeriksaan ICC immunofluoresence GMSCs tidak mengekspresikan marker HSC; A.
CD34 (panah merah) B. negatif CD34 (tidak berpendar) ; C. CD45 (panah merah) D. negatif CD45
(tidak berpendar) berlabel FITC. Pemeriksaan dengan mikroskop Elektron (Immunofluoresence
Microskop, Olympus) dengan pembesaran 400X. .........ccccceevierierienieniesieeieeie e eee e eeeeeens 45
Gambar 5.4 Rerata ekspresi RUNX2 pada GMSCs tikus wistar (Rattus Novergicus) pada kelompok
kontrol (LPS) dan kelompok perlakuan (LPS + Metabolit GMSCS) ......ccccceviririeieieneeeeeene 46
Gambar 5.5 Gambaran ekpresi RUNX2 pada GMSCs tikus wistar (Rattus Novergicus). Kelompok
kontrol pembesaran 100x (A); 400x; (B) 1000x; (C). Kelompok perlakuan positif ditandai dengan
warna coklat pada GMSCs dengan pembesaran 100x(D); 400x(E); 1000X (F)......cccccvevveuennene. 47
Gambar 5.6 Rerata ekspresi Osterix pada GMSCs tikus wistar (Rattus Novergicus) pada kelompok
kontrol (LPS) dan kelompok perlakuan (LPS + Metabolit GMSCS) ......cccccevererienieneninenene 48
Gambar 5.7 Gambaran ekpresi Osterix pada GMSCs tikus wistar (Rattus Novergicus). Kelompok
kontrol pembesaran 100x (A); 400x; (B) 1000x; (C). Kelompok perlakuan positif ditandai dengan
warna coklat pada GMSCs dengan pembesaran 100x(D); 400x(E); 1000x (F). «..coovevverreriennnnne. 49

X1i
TESIS KEMAMPUAN METABOLIT SEL... NASTITI FARADILLAR



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR TABEL

Tabel 2.1. Protein terapeutik yang diidentifikasi melalui metode yang berbeda dari metabolit
IMISCS ettt a et b ettt 21
Tabel 5.1 Hasil Uji Statistik Ekspresi RUNX2 pada kelompok kontrol dan perlakuan ....47
Tabel 5.2 Hasil Uji Statistik Ekspresi Osterix pada kelompok kontrol dan perlakuan .....49

xiii
TESIS KEMAMPUAN METABOLIT SEL... NASTITI FARADILLA R



Daftar Singkatan

ALP
BMP
BMSCs
BSP
CBFA1
DAMP
DMEM
ECM
ELISA
FBS
FGF
GF
GMSCs
HRQL
IFN-y
IGF
IHC

IL
ISCT
LPS
MC
MLR
MMP-9
MSCs
NFATcl
NFKB
NK
OPG
OSX
PAMP
PBS

TESIS

KEMAMPUAN METABOLIT SEL...

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR SINGKATAN

Keterangan

Alkaline Phospatase

Bone Morphogenic Protein

Bone Marrow Stem Cells

Bone Sialoprotein

Core-Binding Factor Alpha-1
Danger-Associated Molecular Pattern
Dulbeccos Modified Eagle Medium
Extracelullar Matrix

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Fetal Bovine Serum

Fibroblast Growth Factor

Growth Factors

Gingival Mesenchymal Stem Cells
Health-related quality of life
Interferon-y

Insuline Growth Factor
Immunohistochemistry

Interleukin

International Society for Cellular Therapy

Lipopolisakarida

Mast Cells

Mixed lymphocyte reaction
Matrix Metalloproteinase-9
Mesenchymal Stem Cells
Nuclear Factor Associate Tcelll
Nuclear Factor Kappa B
Natural Killer

Osteoprotegerin

Osteorix

Pathogen Associate Molecule Pattern

Phospate Buffer Saline

Xiv

NASTITI FARADILLA R



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

PDGF- Platelet Derived Growth Factor-f

PDL Periodontal Ligament

PGE2 Prostaglandin E2

RANK Receptor activator of nuclear factor kappa-B

RANKL Receptor activator of nuclear factor kappa-B
Ligand

RAMP Resolution-Associated Molecular Pattern

RUNX2 Runt-Related Transcription Factor-2

SOST Sclerostin

TGFp-1 Tumor Growth Factor-f1

TLR Toll-Like Receptor

TNF-a Tumor Necrosis Factor-o

TNFRSF11B Tumor Necrosis Factor Receptor
Superfamily Member 11B

TRAP Tartrate-Resistant Acid Phosphatase

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

XV

TESIS KEMAMPUAN METABOLIT SEL... NASTITI FARADILLA R



