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Abstrak

Tujuan: Studi ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh pemberian Mesenchymal Stem Cell Wharton
Jelly (MSC-WIJ) terhadap gambaran histologis pankreas tikus model diabetes melitus tipe 1. Metode:
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan rancangan Posttest-Only Control Group
Design. Sampel terdiri dari 3 kelompok (Normal, DMT1, DMT1 + MSC-WIJ). Kelompok perlakuan
diterapi dengan MSC-WJ selama 4 minggu. Analisis data menggunakan uji One Way ANOVA dan Post
Hoc Bonferroni. Hasil: MSC-W)J dapat meningkatkan rerata diameter dan luas area pulau Langerhans
kelompok tikus DMT1 dari 98,08 um — 126,85 pum dan dari 4911,95 pum?— 8995,35 um?2, namun
perbedaan ini belum bermakna (p > 0,05). Kesimpulan: Penelitian ini menunjukan bahwa terjadi
perbaikan kerusakan pankreas dengan pemberiaan MSC pada tikus diabetik akibat induksi aloksan.
Kata kunci: DMT1, MSC-WJ, pulau Langerhans, aloksan

Abstract

Objective: This study was conducted to determine the effect of administering Mesenchymal Stem Cell
Wharton Jelly (MSC-WJ) on the histological appearance of the rat's pancreas in a type 1 diabetes
mellitus model. Methods: The current research is experimental with a Posttest-Only Control Group
Design. The sample consisted of 3 groups (Normal, TIDM, TIDM + MSC-W.J). The treatment group was
treated with MSC-WJ for four weeks. Data analysis used One-way ANOVA and Post Hoc Bonferroni
tests. Results: Our results showed WJ-MSC can increase the mean diameter and area of the islets of
Langerhans in the T1DM rat group from 98,08 um — 126,85 um and from 4911.95 um? — 8995.35 um?
but this difference is not yet significant (p > 0.05). Taken together, this research shows that there is an
improvement in pancreatic damage due to alloxan induction when administering WJ-MSC to diabetic
rats.
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PENDAHULUAN

Diabetes melitus (DM) merupakan
kelainan metabolik endokrin kronis yang
ditandai dengan produksi dan
penggunaan insulin yang tidak
mencukupi, sehingga mengakibatkan
kadar glukosa darah tinggi secara tidak
normal yang menyebabkan komplikasi
seperti kebutaan, gagal ginjal, penyakit
kardiovaskular, stroke, neuropati, dan
disfungsi pembuluh darah.!

Diabetes melitus tipe 1 (DMT1)
adalah  kelainan  autoimun  yang
bergantung pada insulin akibat
penghancuran sel B pankreas vyang
dimediasi oleh sel T. Pada awal Kklinis
diabetes tipe 1, sebagian besar pasien
biasanya memiliki sisa 20-30% massa sel B
aslinya. Namun, sel B yang tersisa ini juga
akan dirusak seiring dengan
perkembangan penyakit, yang pada
akhirnya mengakibatkan kontrol glukosa
yang buruk, ketoasidosis, infeksi,
retinopati dengan potensi kehilangan
penglihatan, nefropati yang
menyebabkan gagal ginjal, komplikasi
kehamilan, disfungsi seksual. 234

Suntikan  insulin  dan  obat
hipoglikemik saat ini digunakan untuk
pengobatan Diabetes melitus. Obat-
obatan tersebut dapat mencapai kontrol
glikemik yang memadai namun tidak
mencegah perkembangan komplikasi
diabetes. Stem sel memiliki kemampuan
untuk  berdiferensiasi  menjadi  sel
fungsional penghasil insulin, sehingga
dapat menjadi sumber yang menjanjikan
untuk sel-sel yang memproduksi insulin.
Terapi stem sel berhasil menghilangkan
penyebab penyakit dan meningkatkan
regenerasi pankreas. Stem sel tersedia
secara luas di banyak jaringan.>®’

Salah satu sumber sel punca yang
mudah didapatkan adalah sel punca yang

berasal dari Wharton’s Jelly, diisolasi dari
plasenta yang lebih dikenal dengan
Mesenchymal Stem Cells Wharton Jelly
(MSC-WIJ). Wharton's jelly telah terbukti
menyediakan sumber MSC yang bagus
dan disarankan untuk menjadi standar
emas baru untuk terapi berbasis MSC.
Daya tarik utama tentang MSC terletak
pada potensinya untuk memberikan efek
reparatif pada spektrum cedera jaringan
yang sangat luas. Hal ini semakin
diperkuat oleh kemudahan isolasi dan
kapasitas ekspansi yang besar secara ex
vivo, serta menunjukkan aktivitas
multipotensi dan imunomodulator.®

Beberapa penelitian dengan MSC-WIJ
telah  menunjukan adanya perbaikan
hiperglikemia. Penelitian ini
memanfaatkan Wharton’s Jelly derived
mesenchymal stem cells (MSC-WJ) sebagai
terapi DMT1 untuk melihat pengaruhnya
terhadap gambaran histologi pankreas
hewan model DTM1.

METODE

Hewan dan Desain Penelitian

Penelitian ini menggunakan tikus putih
(rattus novergicus) jantan sebanyak 18
ekor yang berusia 2-3 bulan dengan berat
badan 200-300 gram yang sesuai dengan
kriteria inklusi dan eksklusi. Tikus yang
digunakan pada penelitian ini
diaklimatisasi selama tujuh hari sebelum
dilakukan perlakuan. Masing-masing tikus
diberi makan sebanyak 20 gram/hari dan
diberi minum secara ad libitum, diperiksa
dan ditambah setiap hari.

Induksi Hiperglikemia

Tikus diinjeksi dengan aloksan dosis 100
mg/kgBB sebanyak 0,2 ml secara
intraperitoneal. Sebelum diinduksi
dengan aloksan, tikus dipuasakan selama
112 jam, dan ditimbang berat badannya
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mendapatkan volume induksi aloksan.
Setelah 7 hari pemberian aloksan, kadar
gula darah puasa (GDP) tikus diukur
menggunakan test strip dan alat
glukometer yang telah dikalibrasi.®

Terapi MSC-WJ pada hewan model
diabetes tipe 1

MSC-W!I diperoleh dari Indonesia Medical
Education and Research Institute (IMERI)
Fakultas Kedokteran Universitas
Indonesia. MSC-WIJ ini mengekspresikan
molekul permukaan CD73, CD93 dan
CD105. Pada hari ke 7 induksi aloksan,
tikus hiperglikemia secara acak dibagi
menjadi 2 kelompok yaitu kelompok tikus
hiperglikemia (n=6) dan kelompok tikus
hiperglikemia yang diterapi MSC-W)
dengan dosis 3 x 10°% sel. MSC-WIJ
disuspensikan dalam phosphat buffered
saline (BPS) ke vena ekor tikus dan
dibiarkan selama 4 minggu. Sebagai
kelompok kontrol normal (n=6)
digunakan tikus sehat. Pada hari ke 29,
darah tikus dikumpulkan dari vena
orbital.*°

Pembuatan preparat pankreas

Spesimen jaringan dibedah dari tikus
pada minggu ke 4. Diambil pankreas dari
semua kelompok. Jaringan difiksasi dalam
formalin netral buffer 10%. Selanjutnya
diolah menjadi blok parafin dan dipotong

HASIL DAN PEMBAHASAN

Studi terhadap 18 tikus jantan, 6
tikus merupakan kelompok kontrol
(normal) dan 12 tikus diinduksi oleh
aloksan selama 7 hari. Tikus DMT1 dibagi
menjadi 2 kelompok, terdiri dari kelompok
DMT1 tanpa diberi MSC-WJ dan kelompok
tikus DMT1 yang diberi MSC-WJ (DMT1 +
MSC-WIJ) selama 4 minggu.

dengan mikrotom setebal 4 um. Hasilnya
diwarnai dengan Hematoxyline dan
Eosin.1®

Pengukuran diameter dan luas area
pulau langerhans

Pengukuran luas pulau langerhans
dilakukan dengan fotomikrografi pada
perbesaran 400x menggunakan mikroskop
CX 33, kamera Beta 3,1MP Sony Exmor,
dan program BetaView,Ink, pengukuran
luas area penampang pulau Langerhans
dilakukan dengan bantuan program
Imagel) (Imagel 1.49v software, National
Institute of Health, Bethesda, MD, USA),
dilaporkan dalam luas area rerata (um?)

Analisis statistik

Data dinyatakan sebagai rata-rata +
standar deviasi dan analisis menggunakan
uji One Way ANOVA, dan Post Hoc
Benferroni.  lJika data tersebut tidak
terdistribusi normal maka dilakukan uji
alternatif Kruskal Wallis.

Etika penelitian

Penelitian  ini  telah  mendapat
pertimbangan etik dan persetujuan dari
Tim Komite Etik Penelitian Fakultas
Kedokteran Universitas Andalas dengan
nomor registrasi 872/UN.16.2/KEP-
FK/2022.

Pengaruh Aloksan terhadap Kerusakan Sel
Beta Pankreas

Aloksan  dapat = menyebabkan
Diabetes Melitus tergantung insulin pada
binatang dengan karakteristik mirip
dengan Diabetes Melitus tipe 1 pada
manusia. Aloksan bersifat toksik selektif
terhadap sel beta pancreas yang
memproduksi insulin karena
terakumulasinya aloksan secara khusus
melalui transporter glukosa yaitu GLUT2. !
Aloksan memiliki sifat efek patologis yaitu
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secara selektif dapat menghambat sekresi
insulin yang diinduksi glukosa melalui
penghambatan glukokinase, sensor
glukosa sel beta, dan menciptakan
keadaan diabetes tergantung insulin
dengan menginduksi pembentukan
Reactive oxygen species (ROS) vyang
menyebabkan nekrosis selektif sel beta.!?

Aksi sitotoksik aloksan dimediasi
oleh radikal bebas. Aksi toksik aloksan
pada sel beta diinisiasi oleh radikal bebas
yang dibentuk oleh reaksi redoks. (13
Aloksan dan produk reduksinya, asam
dialurik, membentuk siklus redoks dengan
formasi radikal superoksida. Radikal ini
mengalami dismutasi menjadi hydrogen
peroksida. Radikal hidroksil dengan
kereaktifan yang tinggi dibentuk oleh
reaksi Fenton. Aksi radikal bebas dengan
rangsangan tinggi meningkatkan
konsentrasi

kalsium sitosol yg
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menyebabkan destruksi cepat sel beta.'*

Pengaruh pemberian MSC-WJ terhadap
gambaran histologis

Kerusakan kelenjar pankreas dinilai
secara histologis dengan menilai proporsi
kelenjar yang menunjukkan adanya
kelainan  histologis  berupa  tanda
degenerasi/nekrosis sel asinus dan pulau
Langerhans, serta sebaran sel radang. Pada
kelompok DMT1 jaringan pankreas
menunjukkan kerusakan berupa atrophy
pulau Langerhans. Pulau Langerhans
berukuran kecil dan sebagian sel
berdegenerasi, stroma bersebukan sel
radang sebagian komponen eksokrin
berdegenerasi (Gambar 1). Tampak
penurunan bermakna baik diameter
maupun luas area pulau Langerhans
(Gambar 2 dan 3).

Gambar 1. Histologi jaringan pankreas hewan coba, memperlihatkan pulau Langerhans (P) dan kelenjar
eksokrin (E). Kontrol normal (a,d), kontrol positif dengan induksi alloksan (b,e). Perlakuan dengan MSC; (c,f),
Tikus diabetic memperlihatkan atrophy pulau Langerhans yang mengandung sel berdegeneratif ( ¥) serta sel
radang dalam stroma ({ ). Perlakuan dengan MSC memperlihatkan ukuran pulau Langerhans, diameter
maupun luas area lebih tinggi dibanding kontrol positif, serta proporsi sel yang berdegenerasi lebih rendah
dibanding kontrol positif. Hematoksilin eosin, panel atas perbesaran asli 100x, panel bawah perbesaran asli

400x.

Hasil penilaian histologis
memperlihatkan bahwa pulau Langerhans
pada kelompok tikus normal tidak
menunjukan kelainan yang bermakna yang

berarti skor histologisnya 0, pulau
Langerhans pada kelompok tikus DMT1
atropi berat dan sel berdegenerasi > 50%,
radang pada stroma dengan skor histologis
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3 (kerusakan berat), sedangkan pulau
Langerhans pada kelompok tikus DMT1
yang diberi MSC-WJ berdegenerasi < 25%
radang minimal pada stroma dengan skor
histologis 1 (kerusakan ringan).'®
Kelompok tikus DMT1

memperlihatkan skor kerusakan
histologis sedang sampai berat serta
penurunan rerata diameter dan luas area
pulau Langerhans. Perlakuan dengan
MSC-WJ memperlihatkan perbaikan skor
kerusakan pankreas serta ukuran pulau
Langerhans baik diameter maupun luas

60000 1

area lebih baik dibanding kontrol positif.
Namun perbaikan diameter maupun luas
area pulau Langerhans dengan perlakuan
MSC-WIJ belum signifikan (Gambar 2 dan
3). Pada kelompok perlakuan dengan
pemberian MSC-WJ (DMT1 + MSC-WJ)
terdapat perbaikan kerusakan histologis
pankreas ditandai dengan tanda
degenerasi sel lebih rendah (Gambar 1),
ukuran rata rata diameter dan luas area
pulau Langerhans lebih tinggi dibanding
kelompok DMT1 (Gambar 2 dan 3).

50000 4 I
40000 A
30000 4

20000 4

10000 A

Luas Area Pulau Langerhans (um?)

=

Normal

DMT1 DMT1 + MSC-WJ
Kelompok

Gambar 2. Luas area pulau Langerhans (uM?) setelah diinduksi aloksan selama 7 hari dan diperlakukan dengan

MSC-WIJ

Penelitian El Miniawy et.al. (2017)
menunjukkan bahwa peran terapi dari
WJ-MSC unta dapat meregenerasi
jaringan pankreas untuk pemulihan
fungsi.l®  Terapi  MSC-WJ  dapat
mengembalikan fungsi sel B islet dalam
waktu yang lebih lama.? Hal ini dapat
disebabkan MSC dapat terlokalisasi di
setiap lokasi cedera. Migrasi atau
proliferasi kemungkinan sedikit banyak

dipengaruhi oleh jaringan lokal, sehingga
yang tersalurkan ke lokasi cedera yang
diteliti cukup rendah.'®*  Pengobatan
DMT1 oleh MSC-WJ adalah aman dan
efektif, walaupun mekanisme pastinya
belum diketahui, namun implantasi MSC-
WIJ dapat menjadi strategi yang efektif

dalam pengobatan diabetes melitus tipe
1.2,17
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Gambar 3. Diameter pulau Langerhans (uM) setelah diinduksi aloksan selama 7 hari dan diperlakukan dengan

MSC-WIJ

MSC yang diisolasi dari Wharton’s
Jelly (WIJ-MSCs) mewakili sumber sel
potensial untuk mengobati diabetes.
Pemberian WJ-MSC secara sistemik
menghasilkan pemulihan pulau langerhans
pankreas dari insulitis, peningkatan sekresi
insulin darah dan koreksi hiperglikemia.'’
Terapi stem sel yang berhasil dapat
menghilangkan penyebab penyakit dan
meningkatkan regenerasi pankreas.'®
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