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RINGKASAN

Osteoblastogenesis pada Sel Punca Mesenkimal Adiposa Pasien Penyakit
Ginjal Kronik yang Menjalani Hemodialisis

Penyakit ginjal kronik (PGK) merupakan masalah kesehatan yang mencakup
5-10% populasi dunia. Penyakit Ginjal Kronik dikaitkan dengan tingkat kematian
yang tinggi, tantangan tampaknya tidak hanya mencegah timbulnya dan
berkembangnya penyakit tetapi juga mengurangi morbiditas dan mortalitas.
Kematian pada pasien dengan PGK, juga dapat dikaitkan dengan faktor risiko
gangguan metabolisme mineral dan tulang yang terkait dengan PGK (GMT-
PGK). Istilah GMT-PGK pertama kali diperkenalkan pada tahun 2006 oleh
Kidney Disease Improvement Global Outcomes (KDIGO), dimana gangguan
mineral dan tulang ini berhubungan dengan risiko penyakit kardiovaskular, dan
patah tulang.

Remodelling tulang diperlukan untuk memperbaiki tulang lama yang rusak.
Remodelling ini memerlukan komunikasi secara langsung dari sel-sel dari turunan
osteoblas (osteoblas, osteosit, dan turunan sel-sel tulang) dan sel-sel resopsi tulang
(osteoklas). Osteoblas berasal dari sel punca mesenkim pada stroma sumsum
tulang dan berperan terhadap sintesis matriks tulang dan selanjutnya mineralisasi.
Diferensiasi osteoblas juga dikenal sebagai osteoblastogenesis, diatur oleh
beberapa jalur sinyal dan faktor transkripsi.

Sel progenitor garis keturunan osteoblas mengalami tiga tahap perkembangan,
yaitu proliferasi sel, sekresi matriks ekstraseluler (ECM) dan pematangan matriks
serta mineralisasi matriks. Pre-osteoblas mengalami proliferasi aktif dan
mengekspresikan kolagen, fibronektin, osteopontin (OPN) dan reseptor 1
transforming growth factor-p (TGF-B). Pada tahap kedua, proliferasi sel
diturunkan regulasinya, dan osteoblas imatur berdiferensiasi menjadi osteoblas
matur yang mensekresi collagen type 1 alpha 1 chain (COL1Al) sebagai
konstituen utama matriks ekstraselular (ECM) dan mengekspresikan alkali
fosfatase (ALP) untuk mematangkan ECM. Mineralisasi matriks terjadi dalam
proses yang sangat teratur melalui ekspresi berbagai penanda osteoblastogenik,
seperti OPN, osteokalsin, dan bone sialoprotein (BSP), dengan ekspresi lanjutan
dari ALP dan COL1Al. Osteokalsin mengatur metabolisme kalsium dan
mendorong pengendapan mineral dalam ECM, OPN mendorong pembentukan
dan mineralisasi tulang, dan BSP mendorong mineralisasi yang mengatur
pembentukan kristal hidroksiapatit.

Osteoblastogenesis diatur oleh beberapa jalur sinyal, termasuk Wnt, PTH,
BMP, TGF-B, fibroblast growth factor (FGF), dan hedgehog (Hh). Jalur sinyal
Wnt memainkan peran penting dalam mendorong diferensiasi, proliferasi, dan
pematangan osteoblas. BMP termasuk dalam superfamili TGF-B dan dilaporkan
sebagai faktor osteoblastogenik. BMP-2 adalah penginduksi osteoblastogenesis
yang poten dengan mengaktifkan jalur sinyal Smad. BMPs mengikat serin/treonin
kinase reseptor 1l dan mengaktifkan reseptor | untuk mengirimkan sinyal melalui
Smad1/5/8. Smad1/5/8 yang dikomplekskan dengan Smad4 ditranslokasi ke
nukleus untuk mengaktifkan RunX2, yang mengarah pada peningkatan ekspresi
penanda osteoblastogenik. TGF-p dapat secara langsung menginduksi
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osteoblastogenesis dari sel progenitor osteoblas. Kemampuan TGF-f untuk
meningkatkan proliferasi osteoblas, menghambat apoptosis osteoblas, merekrut
prekursor osteoblas ke tempat pembentukan tulang dan menghasilkan ECM
selama osteoblastogenesis telah didokumentasikan dengan baik. Pengikatan T GF-
B ke TGFBRI dan TGFBRII memicu sinyal hilir melalui Smad2/3. Smad2/3 yang
teraktivasi membentuk kompleks dengan Smad4 dan mengalami translokasi
nukleus untuk menginduksi ekspresi gen osteoblastogenik yang dimediasi.

Kerusakan ginjal akan menyebabkan penurunan jumlah nefron yang
berfungsi, sehingga terdapat gangguan ekskresi fosfat. Gangguan ekskresi ini
akan menyebabkan retensi fosfat yang menimbulkan respon peningkatan kadar
Parathyroid Hormone (PTH) dan Fibroblast Growth Factor (FGF23) di sirkulasi
. FGF-23 mengurangi konsentrasi fosfat dalam darah dengan dua mekanisme:
mengurangi reabsorpsi fosfat oleh sel tubulus proksimal di ginjal dan
menghambat enzim 1 alfa-hidroksilase di ginjal, sehingga mengurangi sintesis
kalsitriol.

Penurunan Kalsitriol menyebabkan berkurangnya penyerapan kalsium dari
usus dan tubulus proksimal, sehingga menyebabkan kecenderungan hipokalsemia
yang diimbangi dengan peningkatan produksi dan sekresi PTH. Efek akhirnya
adalah  hiperparatiroidisme  sekunder, yang selanjutnya memperburuk
hiperfosfatemia  (umpan balik positif).  Hiperparatiroidisme  sekunder
menyebabkan peningkatan mobilisasi kalsium dari tulang sehingga terjadi
kelemahan tulang dan kecenderungan patah tulang. Kualitas dan kuantitas tulang
yang tidak normal dapat menyebabkan peningkatan risiko patah tulang pada
pasien PGK.

Toksin uremik yang berakumulasi di dalam darah pasien PGK menyebabkan
penurunan sinyal Wnt/B-catenin di osteoblas dan peningkatan ekspresi
penghambat sinyal Wnt seperti sclerostin dan Dickkopf-1 (Dkk1). Jalur Wnt/B-
catenin telah dikenal sebagai pengatur utama pembentukan tulang. Kadar TGF-$
plasma lebih tinggi secara signifikan pada pasien hemodialisis dan pada pasien
dengan osteodistrofi renal.

Penyakit Ginjal Kronik berbagi banyak kesamaan fenotipik dengan penuaan
ginjal, seperti sklerosis glomerulus, fibrosis interstisial, atrofi tubulus, hilangnya
kemampuan perbaikan, dan penipisan vaskular, juga menunjukkan fenotipe
geriatri sistemik, misalnya Kkalsifikasi vaskular, inflamasi uremik persisten,
disfungsi kognitif, pengecilan otot, osteoporosis, dan kelemahan. Kita dapat
berspekulasi bahwa PGK berkorelasi erat dengan penuaan seluler berdasar
penemuan tersebut.

Penelitian sel punca mesenkimal in vitro telah meningkat selama beberapa
tahun terakhir. Semua perkembangan penelitian in vitro memungkinkan untuk
lebih  memahami mekanisme bagaimana sel beroperasi di bawah kondisi
eksperimental.

Penelitian ini menggunakan sel punca mesenkimal yang berasal dari jaringan
adiposa orang sehat dan pasien Penyakit Ginjal Kronik yang menjalani
hemodialisis (PGK-5D) untuk menganalisis penanda osteoblastogenesis pada
pasien PGK-5D. Osteoblastogenesis pada sel punca mesenkimal adiposa ditandai
dengan terdapatnya TGF-f1, BMP-2 yang berperan pada jalur sinyal, Dkk-1 yang
berperan sebagai penghambat jalur sinyal Wnt/p-catenin, Smad3 sebagai sinyal
hilir dari TGF-B, RunX2 sebagai faktor transkripsi dan regulator utama
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osteoblastogenesis, alkali fosfatase, osteokalsin, dan deposit kalsium sebagai
penanda adanya matriks termineralisasi sebagai hasil dari diferensiasi osteoblas.
Pada penelitian ini juga akan memeriksa kadar (-galactosidase sebagai penanda
penuaan sel. Konsentrasi parameter pada penelitian diukur dengan metode Elisa
pada hari ke 4,7,14 dan 21.

Hasil penelitian diuji dengan uji T 2 kelompok bebas untuk menentukan
perbedaan pada 2 kelompok. Pada hasil didapatkan perbedaan bermakna (p<0,05)
pada pasien PGK-5D dibandingkan dengan orang sehat, pada parameter TGF-p1
meningkat pada hari ke 4, menurun pada hari ke 14, BMP-2 meningkat pada hari
ke 7, DKkk-1 meningkat pada hari ke 7, Smad3 meningkat pada hari ke 7, RunX2
meningkat pada hari ke 7, alkali fosfatase meningkat pada hari ke 14, 21,
osteokalsin meningkat pada hari ke 4, menurun pada hari ke 7 dan 14, deposit
kalsium fosfat menurun pada hari ke 14,21 dan penuaan sel meningkat pada hari
ke 7.

Osteoblastogenesis pada sel punca mesenkimal adiposa pasien PGK-5D
berbeda dibanding orang sehat. Analisis jalur menunjukkan terdapat hubungan
antara Smad3 dan RunX2, dimana terdapat peningkatan konsentrasi Smad3 dan
RunX2 yang seharusnya RunX2 menurun pada fase maturasi. Osteoblas
mengalami kegagalan dalam maturasi dan menyebabkan kegagalan dalam
mineralisasi matriks.
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SUMMARY

Osteoblastogenesis in Adipose Mesenchymal Stem Cells in Chronic Kidney
Disease Patient undergoing Hemodialysis

Chronic kidney disease (CKD) is a health problem covering 5-10% of the
world's population. As CKD is associated with high mortality rates, the challenge
appears to be preventing the onset and progression of the disease and reducing
morbidity and mortality. Death in patients with CKD can also be associated with
risk factors for bone and mineral metabolism disorders associated with CKD
(GMT-CKD). The term GMT-PGK was first introduced in 2006 by Kidney
Disease Improvement Global Outcomes (KDIGO), where mineral and bone
disorders are associated with the risk of cardiovascular disease and fractures.

Bone remodeling is needed to repair old bones damaged. This remodeling
requires direct communication of cells of the osteoblast lineage (osteoblasts,
osteocytes, and bone-derived cells) and bone resorption cells (osteoclasts).
Osteoblasts originate from mesenchymal stem cells in the bone marrow stroma
and play a role in bone matrix synthesis and subsequent mineralization. Osteoblast
differentiation, also known as osteoblastogenesis, is regulated by several signaling
pathways and transcription factors.

Osteoblast lineage progenitor cells undergo three developmental stages: cell
proliferation, extracellular matrix (ECM) secretion and matrix maturation, and
matrix mineralization. Pre-osteoblasts undergo active proliferation and express
collagen, fibronectin, osteopontin (OPN), and receptor 1 transforming growth
factor-p (TGF-B). In the second stage, cell proliferation is downregulated, and
immature osteoblasts differentiate into mature osteoblasts that secrete collagen
type 1 alpha one chain (COL1ALl) as a significant constituent of the extracellular
matrix (ECM) and express alkaline phosphatase (ALP) for maturation of the
ECM. Matrix mineralization occurs in a highly regulated process with various
osteoclastogenic markers, such as OPN, osteocalcin (OCN), bone sialoprotein
(BSP), with continued expression of ALP and COL1Al. Osteocalcin regulates
calcium metabolism and promotes mineral deposition in the ECM. OPN
encourages bone formation and mineralization, and BSP promotes mineralization,
regulating hydroxyapatite crystal formation.

Osteoblastogenesis is regulated by several signaling pathways, including Wnt,
PTH, BMP, TGF-p, fibroblast growth factor (FGF), and hedgehog (Hh). The Wnt
signaling pathway plays an essential role in promoting osteoblasts' differentiation,
proliferation, and maturation. BMP belongs to the TGF-p superfamily and is
reported as an osteoclastogenic factor. BMP-2 is a potent inducer of
osteoblastogenesis by activating the Smad signaling pathway. BMPs bind to
serine/threonine kinase receptor Il and activate receptor | to transmit signals via
Smad1/5/8. Smad1/5/8 complexed with Smad4 was translocated to the nucleus to
activate RunX2, leading to increased expression of osteoclastogenic markers.
TGF-B can directly induce osteoblastogenesis of osteoblast progenitor cells. The
ability of TGF- to increase osteoblast proliferation, inhibit osteoblast apoptosis,
recruit osteoblast precursors to bone formation sites and generate ECM during
osteoblastogenesis has been well documented. The binding of TGF-p to TGFpRI
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and TGFBRII triggers downstream signals via Smad2/3. Activated Smad2/3
complexes with Smad4 undergo nuclear translocation to induce osteoclastogenic-
mediated gene expression.

Kidney damage will cause a decrease in the number of functioning nephrons,
resulting in impaired phosphate excretion. Impaired excretion will cause
phosphate retention, which causes a response to increased levels of Parathyroid
Hormone (PTH) and Fibroblast Growth Factor (FGF23) in the circulation. FGF-
23 reduces phosphate concentration in the blood by two mechanisms: it reduces
the reabsorption of phosphate by proximal tubular cells in the kidney. It inhibits
the enzyme 1 alpha-hydroxylase in the kidney, thereby reducing calcitriol
synthesis.

Reduction of calcitriol shows the decrease of calcium absorption from the
intestine and proximal tubule. This reduction tendency toward hypocalcemia is
offset by increased production and secretion of PTH. The net effect is secondary
hyperparathyroidism, further exacerbating hyperphosphatemia  (positive
feedback). Secondary hyperparathyroidism causes increased calcium mobilization
from the bones, resulting in bone weakness and a tendency to fracture. Abnormal
bone quality and quantity can increase fracture risk in CKD patients.

Uremic toxins accumulate in the blood of CKD patients, such as indoxyl
sulfate, cause decreased Wnt/p-catenin signaling in osteoblasts and increased
expression of Wnt signaling inhibitors such as sclerostin and Dickkopf-1 (Dkk1).
The Wnt/B-catenin pathway has been recognized as a primary regulator of bone
formation.

Chronic Kidney Disease shares many phenotypic similarities with renal aging,
such as glomerular sclerosis, interstitial fibrosis, tubular atrophy, loss of
repairability, and vascular thinning. It exhibits systemic geriatric phenotypes, e.g.,
vascular calcification, persistent uremic inflammation, cognitive dysfunction,
wasting: muscle tone, osteoporosis, and weakness. Based on these findings, we
can speculate that CKD is closely correlated with cellular senescence.

In vitro mesenchymal stem cell research has increased over the past few years.
All these developments in vitro research make it possible to understand better the
mechanisms by which cells operate under experimental conditions.

This study used mesenchymal stem cells derived from adipose tissue of
healthy individuals and Chronic Kidney Disease patients undergoing hemodialysis
(CKD-5D) to analyze markers of osteoblastogenesis in CKD-5D patients. The
presence of TGF-B1 characterizes osteoblastogenesis in adipose mesenchymal
stem cells, BMP-2 which plays a role in the signaling pathway, Dkk-1 which acts
as an inhibitor of the Wnt/B-catenin signaling pathway, Smad3 as downstream
signaling of TGF-B, RunX2 as a transcription factor and significant
osteoblastogenesis regulators, alkaline phosphatase, osteocalcin, and calcium
deposits as markers of the presence of mineralized matrix as a result of osteoblast
differentiation. This study will also examine the levels of -galactosidase as a
marker of cell aging. The concentration of parameters in the study was measured
by the Elisa method on days 4,7,14, and 21.

An independent group T-test tested the study results to determine differences
in the two groups. In the results, there was a significant difference (p<0.05) in
CKD-5D patients compared to healthy people, on the parameter TGF-B1,
increased on day 4, decreased on day 14, BMP-2 increased on day 7, Dkk- 1
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increased on day 7, Smad3 increased on day 7, RunX2 increased on day 7,
alkaline phosphatase increased on day 14, 21, osteocalcin increased on day 4,
decreased on day 7 and 14, decreased calcium phosphate deposits on day 14,21
and cell aging increased on day 7.

Osteoblastogenesis in adipose mesenchymal stem cells in CKD-5D patient
differs from that in healthy individual. Path analysis showed that there was a
relationship between Smad3 and RunX2, where there was an increase in the
concentration of Smad3 and RunX2 which should have decreased in the
maturation phase of RunX2. Osteoblasts fail to mature and cause failure in matrix
mineralization.
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ABSTRAK

Osteoblastogenesis pada Sel Punca Mesenkimal Adiposa Pasien Penyakit
Ginjal Kronik yang menjalani Hemodialisis

Artaria Tjempakasari

Latar belakang: Penyakit ginjal kronik (PGK) merupakan masalah kesehatan
yang dikaitkan dengan morbiditas dan mortalitas yang tinggi. Gangguan mineral
dan tulang merupakan komplikasi pada PGK dengan risiko patah tulang dan
penyakit kardiovaskuler. Sel punca mesenkimal mampu berdiferensiasi menjadi
osteoblas dan regulasinya diatur oleh jaringan sitokin dan faktor transkripsi.
Tujuan: Membuktikan terdapatnya perbedaan osteoblastogenesis pada sel punca
mesenkimal adiposa pasien PGK-5D dibanding orang sehat.

Metode: Sampel penelitian adalah sel punca mesenkimal adiposa pasien PGK
yang menjalani hemodialisis (PGK-5D) dan orang sehat. Osteoblastogenesis yang
terjadi dinilai dengan mengukur konsentrasi TGF-f1, BMP-2, Dkk-1, Smad3,
RunX2, Alkali fosfatase, osteokalsin, deposit kalsium dan penuaan sel pada media
kultur. Konsentrasi parameter tersebut diukur dengan metode Elisa pada hari ke
4,7,14 dan 21.

Hasil: Pada uji T 2 kelompok bebas didapatkan perbedaan bermakna (p<0,05)
pada pasien PGK-5D, pada parameter TGF-1 meningkat pada hari ke 4, menurun
pada hari ke 14, BMP-2 meningkat pada hari ke 7, Dkk-1 meningkat pada hari ke
7, Smad3 meningkat pada hari ke 7, RunX2 meningkat pada hari ke 7, alkali
fosfatase meningkat pada hari ke 14, 21, osteokalsin meningkat pada hari ke 4,
menurun pada hari ke 7 dan 14, deposit kalsium fosfat menurun pada hari ke
14,21 dan penuaan sel meningkat pada hari ke 7.

Kesimpulan: Osteoblastogenesis pada sel punca mesenkimal adiposa pasien
PGK-5D berbeda dibanding orang sehat. Osteoblas mengalami keagagalan dalam
maturasi dan menyebabkan kegagalan dalam mineralisasi matriks.

Kata kunci: sel punca mesenkimal adiposa, osteoblastogenesis, penyakit ginjal
kronik, gangguan mineral tulang pada PGK
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ABSTRACT

Osteoblastogenesis in Adipose Mesenchymal Stem Cells in Chronic Kidney
Disease Patient undergoing Hemodialysis

Artaria Tjempakasari

Background: Chronic kidney disease (CKD) is a health problem that is
associated with high morbidity and mortality. Mineral and bone disorders are
complications of CKD with a risk of fractures and cardiovascular disease. Its
pathophysiology is not fully understood. Osteoblasts play an important role in
remodeling. Mesenchymal stem cells are capable of differentiation into
osteoblasts and their regulation is regulated by a network of cytokines and
transcription factors.

Objective: To prove that there are differences in osteoblastogenesis in adipose
mesenchymal stem cells in CKD-5D patients compared to healthy people.
Methods: The research sample was adipose mesenchymal stem cells from CKD
patients  undergoing  hemodialysis (PGK-5D) and healthy people.
Osteoblastogenesis was assessed by measuring the concentrations of TGF-p1,
BMP-2, Dkk-1, Smad3, RunX2, alkaline phosphatase, osteocalcin, calcium
deposits and cell aging on culture media. The concentration of these parameters
was measured by the Elisa method on days 4,7,14 and 21.

Results: In the independent group T test, there was a significant difference
(p<0.05) in CKD-5D patients, on the parameter TGF-B1 increased on day 4,
decreased on day 14, BMP-2 increased on day 7, Dkk-1 increased on day 7,
Smad3 increased on day 7, RunX2 increased on day 7, alkaline phosphatase
increased on day 14, 21, osteocalcin increased on day 4, decreased on day 7 and
14, calcium phosphate deposits decreased on day 14,21 and cell aging increased
on day 7.

Conclusions: Osteoblastogenesis in adipose mesenchymal stem cells in PGK-5D
patient is different from that in healthy people. Osteoblasts fail to mature and
cause failure in matrix mineralization

Keywords: adipose mesenchymal stem cells, osteoblastogenesis, chronic kidney
disease, bone mineral disorders in CKD
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DMEM/F-12 = Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12
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ERK = Extracellular Signal-Regulated Kinase
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XxXxiil

DISERTASI OSTEOBLASTOGENESIS ... ARTARIA TJEMPAKASARI



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

IS = Indoxyl Sulfate

ISCT = The International Society for Cellular Therapy
[-Smad = Inhibitory Smad

INK = c-Jun N-Terminal Kinase

KDIGO = Kidney Disesase Improving Global Outcomes
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MSC-MV = Microvesicles Derived From Mesenchymal Stem Cells
Myo D = Myoblast Determination
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NKF = National Kidney Foundation
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OCT4 = Octamer-Binding Transcription Factor 4
Ocy = Osteosit

OF = Osteitis Fibrosa
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OPG = Osteoprotegerin
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PA = Proliferative Activity

PBS = Phosphate-Buffered Saline
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PGK = Penyakit Ginjal Kronik

PGTA = Penyakit Ginjal Tahap Akhir
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PKA = Protein Kinase A

PKC = Protein Kinase C
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PPR = PTH/PTH-Related Peptide Receptor
PTH = Parathyroid Hormone
PTHrP = Parathyroid Hormone related Peptide
PTHIR = Parathyroid Hormone I Receptor
RANK = Receptor Activator of Nuclear Factor Kf
RANKL = Receptor Activator of Nuclear Factor Kp-Ligand
ROD = Renal Osteodystrophy
ROS = Reactive Oxygen Species
Runx = Runt-related transcription factor
R-Smad = Receptor-regulated Smad
S = Simpangan baku gabungan
SAHF = Senescence-Associated Heterochromatin Foci
SASP = Senescence-Associated Secretory Phenotype
SA-B—Gal = Senescence-Associated B-Galactosidase
SB = Simpangan Baku
SBE = Smad Binding Element
SCL = Sclerostin
SD = Standar Deviasi
SFRP1 = Secreted Frizzled-Related Protein 1
SFRP4 = Secreted Frizzled-Related Protein 4
SHC = Src-homology/collagen protein
SHPT = Secondary Hyperparathyroidism
SMAD = Protein SMA dan MAD
SMRT = Silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone
receptor
Sost = Sclerostin
SOFA = Sequential Organ Failure Assesment
Sox2 = Sex determining region Y Box Transcription Factor 2
SRC = Steroid Receptor-Coactivator
SVF = Stromal Vascular Fraction
sWAT = subcutaneous White Adipose Tissue
S1P = Sphingosine 1-Phosphate
TAK1 = TGF-p-Activated Kinase 1
TAZ = Transcriptional coactivator with PDZ-binding motif
Tcf = T-cell specific transcription factor
TGF-B = Transforming Growth Factor-f
TGF-B1 = Transforming Growth Factor-f1
™V = Turnover, Mineralization, and Volume
TNF = Tumor Necrosis Factor
TR = Thyroid Hormone Receptor
Trap5 = Tartrate-resistant acid phosphatase 5
T3 = Triiodotironin
TPR = Transforming Growth Factor-f Receptor
Ub = Ubiquitinated
UVB = Ultraviolet B
VvC = Vascular Calcification
VDR = Vitamin D Receptor
VDRA = Vitamin D Receptor Activator
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VEGF = Vascular Endothelial Growth Factor
vWAT = Visceral White Adipose Tissue
WAT = White Adipose Tissue
WIF1 = Wnt Inhibitory Factor-1
WNT = Wingless Int-1
X1-X2 = Selisih minimal rerata yang dianggap bermakna dari penelitian
sebelumnya
Za = Deviat baku alfa dua arah
7B = Deviat baku beta
o = Alpha
oMEM = Minimum Essential Medium with alpha modification
B = Beta
B-Gly = p-Glycerophosphate
Y = Gamma
uCT = Micro-Computed Tomography
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