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Artikel Penelitian

Pengaruh Pemberian Mesenchymal Stem Cells Wharton’s

Jelly terhadap Ekspresi Gen PPAR-y pada Tikus Alzheimer

Nabila Priscilla Putri1, Hirowati Aliz, Tofrizals, Eryati Darwin4, Restu Susantis, Hasmiwati®

Abstrak

Alzheimer ditandai dengan adanya peningkatan produksi beta amyloid. PPAR-y menunjukkan keterlibatan dalam
penyakit Alzheimer. Gen PPAR-y diduga mampu membersihkan plak beta amyloid dan mengurangi terjadinya
peradangan serta stres oksidatif pada penyakit Alzheimer. Mesenchymal Stem Cells Wharton’s Jelly (MSC-WJ)
diharapkan mampu meningkatkan ekspresi gen PPAR-y. Tujuan: Mengamati ekspresi gen PPAR-y pada tikus yang
mengalami Alzheimer. Metode: Tikus diberi perlakuan induksi menggunakan AIClz dan MSC-WJ. Penelitian ini
merupakan studi eksperimental dengan rancangan the post test only control group design yang menggunakan 18
sampel RNA hewan coba yang dibagi menjadi 3 kelompok, yakni kelompok kontrol negatif (K-), kontrol positif (K+),
dan kelompok perlakuan (P). Nilai rerata ekspresi gen PPAR-y didapatkan dari perbandingan gen PPAR-y dengan gen
GAPDH. Penelitian ini menggunakan metode semikuantitatif dengan Imaged. Analisis data menggunakan uji Kruskal-
Wallis. Dikatakan bermakna apabila <0,05. Hasil: Rerata ratio ekspresi gen PPAR-y yang didapatkan pada kelompok
K-, K+, dan P adalah 0,12; 0,06; 0,08. Didapatkan ada perbedaan yang signifikan pada setiap kelompok hewan coba
dengan nilai p adalah 0,023 (p<0,05). Simpulan: pemberian MSC-WJ dapat meningkatkan ekspresi gen PPAR-y.
Kata kunci: MSC-WJ, penyakit Alzheimer, PPAR-y

Abstract
The increased production of beta-amyloid marks Alzheimer's disease. PPAR-y shows involvement in Alzheimer's

disease. PPAR-y Gene is suspected to reduce beta-amyloid plaques and reduce inflammation and oxidative stress in
Alzheimer's disease. Mesenchymal Stem Cells Wharton's Jelly (MSC-WJ) is expected to increase the PPAR-y Gene
expression. Objective: To observed the PPAR-y Gene expression in Alzheimer's Mice. Methods: The mice are
induced using AICls and were given MSC-WJ. This study was an experimental study with a post-test-only control group
design on 18 samples of RNA from Alzheimer's mice that were divided into 3 groups. Negative control group (K-),
positive control group (K+), and experimented group (P). The mean of PPAR-y gene expression was obtained by
comparing the PPAR-y gene with the GAPDH gene. This study used semiquantitative methods using Imaged. Data
analysis was used with the Kruskal-Wallis test. It is significant if the value is <0,05. Results: The mean ratio of PPAR-y
gene expression that was obtained in K-, K+, and P were 0.12, 0.06, and 0.08, respectively. There were significant
differences between each group, with a p-value of 0,023 (p<0,05). Conclusion: Giving MSC-WJ could increase the
PPAR-y gene expression. Further study using real-time PCR is highly needed to increase the MSC-WJ treatment in
patients with Alzheimer's disease.
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terhadap kemampuan individu dalam menjalankan

aktivitas sehari-hari. Penyakit Alzheimer merupakan
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bentuk paling umum dari demensia dimana 60-70 %
kasus dari demensia adalah penyakit Alzheimer."
Penyakit Alzheimer merupakan gangguan
neurodegeneratif yang menunjukkan perubahan
kognitif progresif secara bertahap dan defisit
fungsional. Alzheimer berkaitan dengan adanya
perubahan perilaku yang berhubungan dengan
penumpukan deposisi amiloid serta protein Tau di
otak. Gejala kognitif Alzheimer yang paling sering,
yaitu defisit dalam memori jangka pendek, eksekutif
dan disfungsi visuospasial, serta praksis. Gangguan
memori merupakan gejala khas pada Alzheimer.
Meskipun umumnya non-defisit kognitif memori,
seperti afasia, disfungsi eksekutif, dan apatis bisa
bermanifestasi lebih awal dan menjadi gejala dari AD
tetapi defisit memori dianggap sebagai gejala utama.?
Penelitian menunjukkan permulaan Alzheimer
berkaitan dengan adanya mekanisme kaskade
kompleks yang menyebabkan kematian pada neuron.
Kaskade neurodegeneratif ini ditandai dengan adanya
perubahan dalam produksi beta amyloid (AB). Dua
faktor utama dalam terjadinya Alzheimer adalah
pembentukan  neurofibrillary  tangle (NFT) dan
hiperfosforilasi protein Tau. Peningkatan produksi beta
amyloid (AB) serta adanya kekusutan neurofibrillary
otak dapat merangsang sistem imun dan menginduksi
adanya proinflamasi. Aktifnya kaskade inflamasi
menginduksi kerusakan yang permanen pada sel-sel
otak.? Hubungan antara peradangan saraf dan
disfungsi saraf pada Alzheimer, diatur oleh adanya
aktivasi astrosit serta aktivasi sel mikroglia yang
bersifat progresif. Aktivasi tersebut akan menimbulkan
kelebihan produksi dari molekul proinflamasi.4
Gen Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-
y (PPAR-y) merupakan gen yang berperan penting
dalam Alzheimer. Pengamatan yang dilakukan
terhadap PPAR-y menunjukkan bahwa PPAR-y
mampu menekan respon inflamasi pada makrofag
perifer dan berperan dalam antiamiloidogenik dalam
Alzheimer. PPAR-y memiliki efek perbaikan status
inflamsi pada otak pasien yang mengalami Alzheimer
dengan cara menekan sekresi molekul proinflamasi,
meningkatkan fungsi mitokondria, serta terlibat
langsung terhadap mekanisme pembentukan peptida

beta amyloid dan hiperfosforilasi protein Tau.®

Penelitian menunjukkan bahwa PPAR-y memiliki
efek neuroprotektif dengan cara mengatur transkripsi
gen yang berkaitan dengan patogenesis dari
neurodegenerasi pada Alzheimer.Penelitian lain juga
menyebutkan bahwa PPAR-y dapat mecegah
terjadinya neurodegenerasi. Hal ini memperkuat
kemungkinan  translasi pengembangan terapi
neuroprotektif baru yang menargetkan PPAR-y untuk
kondisi penyakit yang berkaitan dengan
neurodegeneratif yaitu Alzheimer.®

Terapi yang mampu untuk mengobati penyakit
Alzheimer secara efektif belum ada sampai sekarang,
terutama dalam menghentikan progresivitas penyakit
Alzheimer. Obat-obatan yang ada seperti asetilkolin-
esterase inhibitor atau antagonis reseptor NMDA
hanya menawarkan manfaat simptomatik.7 Obat yang
disetujui oleh Food Drug Administration (FDA) untuk
pasien Alzheimer vyaitu inhibitor kolinesterase
(donepezil, rivastigmine, dan galantamine) dan
modulator reseptor NMDA (memantine) hanya
bertujuan untuk meningkatkan kualitas hidup dan
memperpanjang usia tetapi gagal dalam
menghentikan perkembangan penyakit. Pilihan terapi
berbasis sel induk dalam penyakit neurodegeneratif
memberikan harapan baru dalam pengobatan penyakit
Alzheimer dengan strategi pergantian maupun
regenerasi sel.®

Sel punca merupakan populasi sel yang memiliki
kemampuan dalam berproliferasi secara ekstensif
dalam hal memperbarui diri dari satu sel menjadi
berbagai jenis sel maupun jaringan tertentu. Sel punca
memiliki kapasitas yang besar dalam perbaharuan diri
(self-renewal) untuk melakukan replikasi dan
menghasilkan sel-sel dengan karakteristik yang sama
dengan induk. Kemampuan ini diatur melalui interaksi
dinamis antara protein intrinsik yang diekspresikan
dengan sinyal ekstrinsik yang diterima.’ Sel punca
memiliki ciri khas berupa dapat membangun struktur
jaringan dalam tubuh dan plastisitas. Plastisitas sel
punca merupakan kemampuan sel punca khusus
jaringan dewasa untuk beralih menjadi identitas yang
baru. Sel punca memiliki kemampuan trans-
diferensiasi menjadi garis keturunan yang spesifik.10
Sel punca berasal dari beberapa sumber yang

memiliki potensi berbeda. Sel punca yang saat ini
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mulai banyak digunakan adalah Wharton’s jelly yang
mengandung Mesenchymal Stem Cells (MSC). Ini
merupakan sel multipoten yang memiliki kemampuan
dalam berdiferensiasi menjadi sel osteogenik,
adipogenik, kondrogenik, dan neurogenik. MSC
dianggap sumber sel yang bisa ditransplantasi dalam
pengobatan regeneratif yang efektif. Kumpulan sel ini
dapat ditemukan di berbagai lokasi salah satunya
terdapat pada lapisan tali pusat manusia (wharton’s
jelly)."

Mesenchymal Stem Cells Wharton’s Jelly (MSC-
WJ) merupakan salah satu jenis dari MSC dan berasal
dari tali pusat. Tali pusat memiliki MSC dalam jumlah
yang besar serta dianggap etis untuk dimanfaatkan
karena tali pusat sering dianggap seabagai sesuatu
yang tidak berguna. Keuntungan logistik ini
menjadikan Wharton’s jelly sebagai sumber sel punca
yang menarik dalam suatu terapi. Wharton’s jelly
merupakan sumber yang sangat baik karena
kandungan MSC dalam Wharton’s jelly masih
mempertahankan sifat primitif. Mesenchymal Stem
Cells Wharton’s jelly mampu berdiferensiasi menjadi
sejumlah tipe sel yang mengarah ke berbagai fungsi.
MSC-WJ juga mudah untuk dipanen jika dibandingkan
dengan MSC seperti sumsum tuIang.11 Kemampuan
MSC telah diuji pada model hewan Alzheimer dan
didapatkan bahwa MSC mampu mengurangi ukuran
plak AB. MSC juga bertindak dalam imunomodulator,
yakni dapat meningkatkan regulasi dari sitokin anti-
inflamasi; menurunkan proinflamasi, seperti tumor
necrosis factor- a (TNF- a), IL-1, dan IL-6. MSC dapat
berkontribusi dalam perlindungan neuron yang
terpapar oleh stres oksidatif.?

Penelitian terbaru yang ditinjau oleh Wang et al.
(2019) menunjukkan bahwa sel punca mampu
menginduksi regenerasi langsung dari sel saraf dan
sinapsis, mencegah pembentukan proinflamasi
mikroglia dan  mempromosikan pembentukan
antiinflamasi dari mikroglia. Selain itu, efek pemberian
dari sel punca juga dapat meningkatkan degradasi dari
beta amyloid, mengurangi risiko kaskade beta
amyloid, memperbaiki neuron yang cedera,
meningkatkan sinaptogenesis. Sel punca memiliki efek
yang besar dalam patogenesis Alzheimer dengan cara
memperoleh kembali fungsi vital melalui memperbaiki

neuron yang rusak."®

Angka harapan hidup semakin tinggi seiring
dengan penambahan usia. Lansia yang menderita
Alzheimer akan mengalami penurunan kualitas hidup
karena adanya neurodegenerasi pada Alzheimer. Saat
ini belum ada obat yang dapat menghentikan
terjadinya neurodegenerasi. Sel punca diharapkan
menjadi salah satu alternatif pengobatan yang
menjanjikan bagi Alzheimer. MSC merupakan salah
satu sumber sel punca yang dapat digunakan. Pada
penelitian sebelumnya belum ada pembahasan lebih
lanjut mengenai pengaruh MSC terhadap gen yang
dianggap memiliki potensi besar dalam Alzheimer,
yakni PPAR-y. Gen PPAR-y ikut terlibat pada
patogenesis Alzheimer dalam melakukan modulasi
plak amyloid.14 Berdasarkan uraian diatas, maka perlu
dilakukan penelitian mengenai “Pengaruh Pemberian
Mesenchymal Stem Cells Warthon’s Jelly terhadap
Ekspresi Gen PPAR-y pada Tikus Alzheimer.”

METODE
Rancangan penelitian yang digunakan adalah

true experimental dengan menggunakan rancangan
the post-test only control group design. Penelitian ini
menggunakan 18 sampel RNA dari jaringan otak tikus
yang dibagi menjadi 3 kelompok, yakni: Kelompok
kontrol (-); RNA dari tikus tanpa perlakuan AICI3
maupun MSC-WJ, Kelompok kontrol (+); RNA dari
tikus yang diberikan AICl; dosis 300 mg/kg BB, dan
Kelompok perlakuan; RNA dari tikus yang diberikan
perlakuan AICIz dosis 300 mg/kgBB + HWJ-MSC

dengan dosis 1x10° sel /tikus dalam 300 pl medium ).

Sintesis cDNA

Penelitian ini diawali dari tahap sintesis cDNA
dengan menggunakan aliquot synthesis kit (Sensifast
cDNA Asynthesis kit bioline cat no. bi 65045).
Selanjutnya, inkubasi reaksi tersebut selama 10 menit
pada suhu 25°C, 15 menit pada suhu 42°C dan
selama 5 menit pada suhu 85°C menggunakan PCR

konvensional.

PCR

Semua proses PCR dilakukan dalam rentang
amplifikasi selama 35 siklus amplifikasi dengan siklus
inti terdiri dari predenaturasi 95°C selama 1 menit,

denaturasi 95°C selama 15 detik, annealing 60,4°C
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selama 15 detik, extension 72 °C selama 10 detik, dan
final extension 72 °C selama 5 menit. cDNA vyang
diperoleh menjadi sasaran amplifikasi PCR untuk
memperkirakan ekspresi gen PPAR- y dan GAPDH.
Urutan forward dan reverse primer gen PPAR-y yang
digunakan adalah 5-CCAAGAATACCAAAGTGCGA-

3’ dan 3'-TGCTTTATCCCCACAGACTC-5'.

Elektroforesis

Hasil PCR divisualisasikan menggunakan teknik
elektroforesis gel agragose 1,5%. Elektroforesis ini
dilakukan selama 60 menit menggunakan tegangan

yang konstan sebesar 100 volt.

Pengukuran Konsentrasi Gen
Pengukuran konsentrasi gen dalam penelitian ini

menggunakan metode semikuantitatif.

Analisis Data

Data dianalisis secara statistik berdasarkan
variabel yang dinilai menggunakan sistem
komputerisasi yaitu analisis univariat dan bivariat.
Analisis univariat dilakukan untuk melihat distribusi
frekuensi dari masing-masing variabel independen dan
variabel dependen. Analisis bivariat dilakukan untuk
menganalisis hubungan antara variabel independen
dan variabel dependen. Hubungan dua variabel
tersebut dianalisis dengan menggunakan uji Kruskal-
Wallis dan dikatakan bermakna bila p < 0.05.
Dilanjutkan dengan menggunakan uji Mann Withney,
dikatakan bermakna bila p < 0.05. Penelitian ini telah
lulus kaji etik dengan nomor surat: 796/UN.16.2/KEP-
FK/2022.

HASIL
Hasil yang didapatkan berupa rerata ratio

ekspresi gen PPAR-y/GAPDH. Pengujian data
dilakukan dengan uji normalitas data menggunakan uji
Shapiro-Wilk dan didapatkan hasilnya pada kelompok
kontrol (-), kontrol (+), dan perlakuan (AIClz+ MSC-WJ)
berturut-turut adalah 0.183, 0.031, dan 0.148. Nilai p
< 0,05 sehingga disimpulkan bahwa data tidak
terdistribusi normal. Selanjutnya dilakukan  uji

homogenitas dengan uji Levene dan diperoleh hasil

0,19. Nilai signifikan <0,05 yang artinya data tidak
homogen. Data yang didapatkan tidak normal dan
tidak homogen sehingga data dilanjutkan dengan uiji
uji Kruskal Wallis nilai p=0.023 (p < 0,05) setelah
diberikan MSC-WJ 1 x 10° sel/ tikus dalam 300 pl°
medium. Disimpulkan bahwa terdapat perbedaan yang
bermakna pada semua kelompok hewan coba. Uiji
lanjut untuk melihat perbedaan ekspresi antar
kelompok  menggunakan uji Mann  Whitney
menunjukkan nilai signifikan pada kelompok kontrol (-)
dengan kelompok kontrol (+) yaitu 0.013 (p < 0,05)
dan pada kelompok kontrol (+) dengan perlakuan,
yaitu 0,049 (p < 0,05). Data rerata ratio ekspresi gen
PPAR-y ditampilkan pada grafik berikut ini:

Grafik rata-rata ratio ekspresi gen PPAR-Y
/GAPDH
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Gambar 1. Grafik rata-rata ekspresi gen PPAR-y pada
kelompok kontrol (-) berupa tikus normal, kelompok
kontrol (+) berupa tikus yang diinduksi AICls, dan
kelompok perlakuan (P) berupa tikus yang diinduksi
AICI3 + MSC-WJ

Pada penelitian ini ekspresi gen PPAR-y pada
kelompok yang diinduksi AICls memiliki ekspresi yang
paling rendah yaitu dengan rerata ratio sebesar 0,06.
Hal ini terjadi kemungkinan disebabkan oleh adanya
penginduksian zat Aluminium Klorida (AICl3) yang
dapat meningkatkan plak beta amyloid sehingga akan
terjadi penurunan kadar PPAR-y. Aluminium adalah
suatu zat neurotoksin yang berkaitan dengan
perkembangan  patologis berbagai  neurologis.
Aluminium dapat bertindak sebagai pengikat silang
protein amyloid sehingga menimbulkan plak AB. Selain
itu, Aluminium menghasilkan oligomerisasi yang

merangsang suatu neurotoksisitas. '®
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PEMBAHASAN

Penelitian Prashantha et al. (2020) menunjukkan
PPAR-y ikut terlibat dalam modulasi plak amyloid pada
agonis dari PPAR-y memberikan efek terapeutik
dalam Alzheimer melalui pelemahan kaskade
inflamasi sentral yang diinduksi oleh mikroglial. PPAR-
y mampu memfasilitasi pembersihan dari plak beta
amyloid serta menurunkan hiperfosforilasi protein Tau.
Pasien Alzheimer yang menerima agonis PPAR-y
menunjukkan adanya peningkatan dari fungsi kognitif.6
Pada penelitian ini, kelompok yang diinduksi dengan
AICl; menunjukkan peningkatan rerata rasio ekspresi
gen PPAR- y dari 0,06 menjadi 0,08 setelah diberikan
perlakuan menggunakan MSC-WJ dengan dosis 1x10°
ltikus dalam 300 pl medium. Peningkatan ini diduga
terjadi karena adanya pemberian MSC-WJ yang
mampu meningkatkan ekspresi dari gen PPAR- y.
MSC mempunyai suatu vesikel ekstraseluler yang
mampu menurunkan aktivasi astrosit dan mikroglia,
menurunkan proinflamasi, dan meningkatkan regulasi
sitokin  antiinflamasi.’®  Aktivasi  dari PPAR-y
mengakibatkan terjadinya penekanan dari berbagai
faktor transkripsi yang terlibat dalan inflamasi seperti
faktor nuklir kB (NF- «kB), Stat-1, dan AP-1
transcription factor."” PPAR-y merangsang ekspresi
protein transport kolesterol apolipoprotein E yang
terlibat dalam pembersihan plak AR terlarut. Fungsi ini
sangat penting dalam mencegah adanya deposisi dari
protein A pada jaringan otak.™

Penelitian Satvik et al. (2020) menunjukkan
bahwa agonis dari PPAR-y seperti Pioglitazone dan
Rosiglitazone menghasilkan efek yang menjanjikan
pada penyakit Alzheimer. Obat tersebut bekerja
dengan cara mengurangi peradangan saraf dan
mampu memperbaiki metabolisme dari glukosa yang
mengarah pada perbaikan saraf. PPAR-y yang
diaktivasi oleh obat tersebut memperlambat degradasi
lebih lanjut dari neurodendritik serta menghambet
reaksi neuroinflamasi pada pasien anemia aplastik.19

Penelitian Yang et al. (2013) menunjukkan

bahwa pemberian MSC-WJ ke hipokampus tikus
transgenic model Alzheimer mengalami penurunan
plak AB dan pemberian MSC-WJ juga meningkatkan
memori tikus melalui modulasi peradangan saraf.
MSC-WJ memiliki suatu enzim bernama neprilysin

yang memiliki kemampuan untuk memfasilitasi

pembersihan plak beta amyloid. MSC-WJ mampu
mengurangi beban plak beta amyloid melalui
degradasi AB dengan jalur endosomal lisosom.?
Penelitian Kim et al. (2010) menunjukkan bahwa MSC
terbukti dalam memperbaiki kecacatan pada tikus
model Alzheimer dengan cara mempercepat proses

pembersihan amyloid dan protein Tau.”’

SIMPULAN
Pemberian MSC-WJ dapat meningkatkan

ekspresi gen PPAR-y.
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