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Artikel Penelitian

Pengaruh Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells Terhadap
Sekresi VEGF pada Penyembuhan Luka Bakar Tikus

Gusti Revilla

Abstrak

Penanganan luka bakar telah dilakukan dengan berbagai cara, tetapi belum memberikan hasil yang
memuaskan, sehingga diperlukan pengobatan dengan menggunakan stem sel. Pemberian Mesenchymal Stem Cells
(MSC) untuk penyembuhan luka  diketahui dapat mempercepat pembentukan jaringan granulasi, namun
mekanismenya belum banyak diketahui. Tujuan penelitian ini adalah melihat pengaruh pemberian MSCs terhadap
sekresi VEGF pada proses penyembuhan luka bakar tikus. Penelitian bersifat eksperimental dengan desain the post
test only control terhadap 12 ekor tikus Wistar, yang dibagi atas kelompok kontrol (PBS) dan perlakuan Bone Marrow
Mesenchymal Stem Cells (BM-MSCs). Stem sel diberikan subkutan dosis 2 x 106 sel/ml. Sebelum diperlakukan, tikus
dianestesi dengan menggunakan xylazine dan ketamin kemudian tikus dibuat luka bakar di bagian dorsal (punggung)
dengan derajat full thickness. Pada hari ke 3 dan 7 diambil darah untuk mengukur kadar VEGF dengan metode Elisa.
Hasil penelitian dianalisis dengan uji-t. Sekresi kadar VEGF hari ke 3 dan ke 7 pada kelompok diberi BM-MSCs lebih
rendah vyaitu 12.875 pg/ml dan 23.917 pg/ml dibandingkan dengan kelompok kontrol yaitu 61.667 pg/ml dan 200.042
pg/ml. Terdapat perbedaan yang bermakna diantara ke dua kelompok dengan p= 0.012 dan p=0.038. Simpulan
penelitian ini menunjukkan pemberian stem sel BM-MSCs mampu mempengaruhi kadar VEGF yang mungkin BM-
MSCs berdiferensiasi menjadi sel-sel yang berperan dalam angiogenesis, ini mempercepat pembentukan jaringan
granulasi.
Kata kunci: BM-MSCs, VEGF, penyembuhan luka bakar

Abstract

Treatment for burns have been carried out in various ways, but have not provided satisfactory results, so that
using stem cells is necessary. Administering Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells (BM-MSCs) for healing, are by
accelerating the formation of granulation tissue, however the effectiveness of the provision of is still under exploration.
The objective of this study was to determine the effect of the administration of stem cells BM-MSCs on VEGF secretion
on burn healing process in rats. This research was an experimental research with design the post-test only control,
using 12 Wistar rats, divided into 2 groups: control (PBS), treatment (BM-MSCs), stem-cells subcutaneously
administered dose of 2 x 106 cells / ml. Before that the treated rats anesthetized using xylazine and ketamine then
burns are made on the dorsal with full thickness degrees. On day 3 and 7, blood were obtained to measure levels of
VEGF was measured by ELISA. The results were analyzed by t-test. Levels of VEGF in day 3 and day 7 in the group
given BM-MSC were dereased 12.875 pg/ml dan 23.917 pg/ml compared to the control group 61.667 pg/ml and
200.042 pg/ml and showed significant differences p= 0.012 and p=0.038. The conclusion of this study is the
administration of BM-MSCs were the influence levels of VEGF which has into differentiate to cells that contribute to
angiogenesis was can to granulation tissue.
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PENDAHULUAN

Luka bakar merupakan salah satu masalah
kesehatan yang serius bagi masyarakat negara
berkembang karena luka bakar dapat menimbulkan
kerusakan fisik sampai dengan kematian. Luka bakar
dapat disebabkan oleh suhu panas (thermal), kimia,
elektrik dan radiasi. Kerusakan yang terjadi akibat luka
bakar tergantung pada letak, kedalaman dan luas dari
luka bakar.'

Kedalaman Iuka bakar tergantung pada
tingginya suhu dan lamanya terpapar dengan suhu
yang panas. Berdasarkan kedalamannya luka bakar
dibagi menjadi tiga bagian vyaitu derajat satu
(supefficial), derajat dua (partial) dan derajat tiga (full
thickness) yang mengenai seluruh lapisan epidermis
dan dermis. Keadaan ini memerlukan penanganan
yang tepat dan baik, sehingga mempercepat
penyembuhan luka.??

Penyembuhan luka bakar merupakan suatu
proses yang komplek melibatkan beberapa tahap yang
saling berkaitan yaitu inflamasi, proliferasi (jaringan
granulasi, reepitelisasi, = pembentukan  matriks
ektraseluler) dan remodelling. Ke tiga fase
penyembuhan luka ini akan melibatkan interaksi dari
beberapa mediator, sel dan protein matrix
extracellular.*

Penanganan luka bakar yang dalam telah
dilakukan dengan berbagai cara diantaranya adalah
pencangkokan kulit, pemberian faktor pertumbuhan,
namun belum memberikan hasil yang memuaskan,
karena perbaikan kulit belum memberikan hasil yang
memuaskan. Saat ini, perhatian para peneliti sangat
terfokus pada penggunaan stem cell atau sel punca
untuk pengobatan berbagai penyakit di antaranya luka
bakar.’

Stem sel dapat berasal dari sumsum tulang,
jaringan lemak, Peripheral Blood Mononuclear Cells
(PBMCs) dan sel darah tali pusat. Stem sel pada
sumsum tulang dapat berupa stem sel hematopoetik
dan Mesenchimal Stem Cells (MSCs). Bila terjadi
kerusakan maka stem sel endogen PBMC dan MSC
berkontribusi dalam penyembuhan melalui efek
parakrin  dan bertransdiferensiasi, namun jika
kerusakan terlalu besar maka stem sel endogen tidak
mampu memperbaiki kerusakan maka diperlukan

pemberian stem sel eksogen. 5

Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells (BM-
MSCs) merupakan stem sel yang bersifat multipotent
progenitor dan dapat berdiferensiasi menjadi
kondrosit, osteoblast, adiposit, miosit, fibroblast,
myofibroblast sel epitel, endotel dan sel neuron.®” BM-
MSCs mempunyai potensi yang kuat dalam
regenerasi  jaringan kulit,>®  namun penelitian
pemberian BM-MSCs untuk luka kulit efektif atau tidak
masih dalam tahap penelitian.™

Beberapa penelitian BM-MSCs yang telah
dilakukan pada luka insisi dengan pemberian injeksi
diketahui bahwa BM-MSCs dapat mempercepat
penutupan luka dengan kualitas penyembuhan yang
baik, sehingga pemberian BM-MSCs sangat
dibutuhkan dalam perbaikan luka kulit ! Penelitian
BM-MSCs

meningkatkan densitas dari kapiler dan ini dapat

pada angiogenesis diketahui dapat

dihubungkan dengan pembentukan pembuluh darah
baru. Pembentukan pembuluh darah baru dipengaruhi
oleh kemampuan dari MSC untuk berdiferensiasi
menjadi sel endotel, mengeluarkan faktor solubel
diantaranya faktor angiogenik,12 dan pembentukan
otot polos pembuluh yang berperan dalam
menyatukan endotel dinding pembuluh.13
Mesenchimal stem cells juga dapat meningkatkan
proliferasi sel endotel dan permeabilitas pembuluh
darah." Proliferasi sel endotel dan permeabilitas dari
pembuluh darah akan dipengaruhi oleh factor
angigenik diantaranya vascular endothelial growth
factor (VEGF). VEGF merupakan glikoprotein yang
berperan penting dalam vasculogenesis selama
embriogenesis dan pembentukan pembuluh darah
baru (angiogenesis) pada penyembuhan luka dan
fungsi reproduksi wanita dewasa. Pada penyembuhan
luka VEGF berperan penting dalam angiogenesis
dengan menstimulasi proliferasi, migrasi dan
organisasi sel endotel untuk membentuk tubulus
pembuluh.15 Untuk itu dilakukan penelitian pengaruh
BM-MSCs terhadap sekresi kadar VEGF pada tikus

luka bakar.

METODE

Stem Sel MSC Bersal Dari Sumsum Tulang Tikus
MSC yang digunakan pada penelitian ini adalah

yang sudah ada dilaboratorium ITD C FK Unair

Surabaya. Sebelum digunakan MSC dalam tabung
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petridish yang monolayer akan dipisahkan untuk
dihitung jumlah sel yang akan digunakan dalam
penelitian. Penggunaan MSC untuk 1 ekor tikus dalam

penelitian ini adalah 2 x 10° sel/ml

Persiapan hewan coba (tikus) untuk luka bakar
Pembuatan Luka Bakar pada Tikus (metode
Paramonov dan Cheboterev cit Shuid et al., 2008)16.
Tikus diberi anestesi dengan xylazin dan ketamin
(perbandingan 1: 1), kemudian dicukur bulu bagian
punggung. Untuk membuat luka bakar full thickness
plate dipanaskan dalam air mendidih selama 30 menit
dan ditempelkan pada punggung tikus selama 20
detik. Setelah itu diinjeksi PBS untuk kelompok kontrol
dan PBMC untuk kelompok perlakuan, kemudian luka
ditutup dengan tegaderm film dan kasa elastomult
haft. Tikus juga diberi analgesik yaitu antalgin injeksi.
Pada hari ke 3 dan 7 diambil darah melewati
intrakardial untuk mengukur kadar faktor pertumbuhan
VEGF dengan metode elisa dengan menggunakan Kit
VEGF (R&D system) dan pada hari ke 14 diambil
jaringan kulit luka bakar untuk melihat ekspresi dari
kolagen keluaran (R&D system) dengan metode
imunohistokimia kemudian tikus dikorban dengan cara

pemberian kloroform.

Pemeriksaan faktor pertumbuhan VEGF dengan
metode Elisa

Darah yang sudah diambil, kemudian
disentrifus untuk mendapatkan serum. Ambil plat well
masukan 50 pl assay diluent kesemua well (blanko,
standart, dan sampel), kemudian masukan 50 pl
larutan standart, kontrol dan sampel. Plat Well
diletakkan di atas sekher digerakkan dengan
kecepatan 50 rpm selama 3 — 5 menit, setelah itu plat
well ditutup dengan plastik adhesive, dan inkubasi
dalam suhu ruang selama 2 jam. Larutan hasil
inkubasi pada well disedot dengan menggunakan
pipet multichannel dan plat well dicuci dengan
washing buffer 300 pl/well, kegiatan ini dilakukan
sampai 4 kali. Tambahkan 100 pl enzim conjugate
kesemua well kecuali blanko (diisi dengan washing
buffer 100 ul), kemudian tutup dengan plastik adhesive
film seterusnya diinkubasi selama 2 jam dalam suhu
ruang dan setelah inkubasi cairan conjugate dibuang.

Tambahkan 100 pl substrat solution kemasing-masing

well, inkubasi selama 30 menit pada suhu ruang
dalam kondisi gelap. Tambahkan stop solution
sebanyak 100 pl kemasing-masing well dan masukan
plat well ke alat Elisa microplate reader pada panjang
gelombang 450 nm. Hasil pengukuran tersebut keluar
dalam bentuk absorban dan konsentrasi dan hasil
ukuran yang digunakan adalah konsentrasi.

Penelitian ini sudah dilakukan etika clearance
dan sudah mendapat persetujuan oleh the Comittee
of the Research Ethics of the Faculty of Medicine,
Andalas University untuk dilaksanakan penelitian.

Analisis pengaruh stem sel MSC terhadap
kadar faktor pertumbuhan VEGF dilakukan analisis

dengan uji oneway Anova dengan uji lanjut Tukey.

HASIL

Sekresi kadar faktor pertumbuhan VEGF pada
serum luka bakar full thickness tikus, dihitung pada
hari ke 3 dan ke 7. Rata-rata kadar sekresi faktor
pertumbuhan VEGF dapat dilihat pada Tabel 1 dan
Gambar 1.

Tabel 1. Rerata kadar sekresi faktor pertumbuhan
VEGF serum luka bakar full thickness tikus pada hari
ke 3dan7

Klpk Kadar Rata-rata VEGF (pg/ml) hari ke
3 7 p
K 61.667+ 0.012 200.042 0.03
39.751 19.812 8
Pl 12.875 + 23.917
10.861 11.988

250.00

200.00

150.00

B Kontrol

100.00

- :.
0.00

3 7

Kadar VEGF

MsC

Hari pengamatan

Gambar 1. Grafik rerata kadar sekresi  faktor
pertumbuhan VEGF pada kelompok kontrol dan
kelompok MSC pada hari ke 3 dan 7
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Berdasarkan Tabel 1 dan Gambar 1 grafik
rerata sekresi VEGF dapat dilihat bahwa pada hari ke
3 dan 7, rerata kadar VEGF kelompok kontrol lebih
tinggi dari kelompok MSC. Secara statistik rerata
kadar VEGF ini menunjukkan perbedaan yang
bermakna pada p = 0.012 dan p=0.038.

PEMBAHASAN

VEGF merupakan faktor pertumbuhan yang
telah dihasilkan pada awal luka setelah terjadinya
agregasi platelet. VEGF berperan dalam migrasi,
proliferasi dari sel endotel sehingga akan
mempengaruhi proses angiogenesis.

Hasil analisis data menunjukkan bahwa kadar
VEGF pada hari ke 3 dan ke 7 setelah diberi BM-
MSCs, lebih rendah dibandingkan dengan kelompok
kontrol. Penurunan kadar VEGF ini secara statistik
menunjukkan perbedaan yang bermakna. Penurunan
kadar VEGF setelah diberi BM-MSCs, mungkin
disebabkan karena stem sel BM-MSCs setelah berada
pada jaringan luka mengalami diferensiasi. Hasil ini
juga sesuai dengan hasil penelitian lain bahwa stem
sel ini akan berakumulasi di sekitar luka dan
lingkungan mikro (adanya sitokin dan faktor
pertumbuhan) yang ada di sekitar luka akan
mempengaruhi BM-MSCs, sehingga terjadi
diferensiasi stem sel menjadi endotel dan sel kulit

Iainnya.10

Pada penelitian ini mungkin juga terjadi
diferensiasi BM-MSCs menjadi sel endotel dan
keratinosit, keadaan ini terlihat dengan penyembuhan
luka yang lebih cepat dibandingkan kelompok kontrol.
Percepatan penyembuhan Iuka bakar pada
tikus yang diberi BM-MSCs juga sejalan dengan yang
ditemukan oleh peneliti lain yaitu BM-MSCs akan
mempercepat penyembuhan luka dengan mengawali

10,11

angiogenesis, meningkatkan reepitelisasi dan

pembentukan  sel  diantaranya  keratinosit,"
meningkatkan proliferasi dan migrasi fibroblast."
Peran BM-MSCs dalam mengawali angiogenesis di
antaranya menghasilkan faktor proangiogenik dan
antiangiogenik yang mengakibatkan angiogenesis
dapat terjadi dengan baik. Faktor proangiogenik ini
akan menstimulasi proliferasi, migrasi sel endotel dan
mengatur sel untuk membentuk tabung pembuluh.11
Dalam angiogenesis banyak faktor angiogenik

yang berperan di antaranya FGF, angiotensin dan

TGF-B. Pada penelitian ini kadar VEGF setelah diberi
BM-MSCs menurun dibandingkan dengan kontrol. Ini
mungkin disebabkan karena BM-MSCs mampu
meningkatkan faktor angiogenik lainnya. Untuk itu
perlu penelitian lebih lanjut untuk menguji faktor
angiogenik lain yang berperan dalam angiogenesis.
Kadar VEGF yang tinggi juga dapat mempunyai efek
yang tidak baik yaitu dapat menimbulkan jaringan

parut.'

SIMPULAN

Pemberian BM-MSCs mampu mempercepat
penyembuhan Iluka bakar pada tikus, walaupun
menurunkan kadar VEGF dan mungkin stem sel ini

dapat mempengaruhi faktor angiogenik lainnya.
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