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ABSTRAK

INTAN PURNAMA SARI. IDENTIFIKASI EKSPRESI GEN MIOGLOBIN
PADA SEL PUNCA MESENKIMAL. Skripsi. Program Studi Biologi,
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam,
Universitas Negeri Jakarta. 2015.

Mioglobin (Mb) merupakan protein yang bertindak sebagai
penyimpan oksigen untuk membantu menjaga persediaan oksigen
jaringan, ditemukan dalam jumlah besar pada otot jantung dan otot
rangka. Penelitian terbaru menunjukkan bahwa mioglobin juga ditemukan
ekspresinya dijaringan non muskuler, yaitu di paru tikus dan otak penyu
hijau pada keadaan normoksia. Hal tersebut melatar belakangi penelitian
identifikasi ekspresi mioglobin pada sel punca mesenkimal, yaitu sel yang
nantinya akan terdiferensiasi menjadi jaringan non muskuler. Metode
penelitian ini adalah deskriptif menggunakan teknik two step RT-PCR dan
metode Tagman Probe untuk mengidentifikasi ekspresi gen target
mioglobin dan gen HIF (Hypoxia include factor) sebagai penanda keadaan
oksigen pada sampel dan Housekeeping Gene Betha Actin sebagai
kontrol teknik pekerjaan. Penelitian ini dilakukan pada bulan Maret- Mei
2015 di Laboratorium Biokimia dan Biologi Molekuler Jurusan Biologi,
FMIPA - UNJ dan Laboratorium Biologi Oral FKG - Ul. Gen mioglobin,
HIF, dan Betha actin terekspresi pada sel punca mesenkimal. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa gen mioglobin terekspresi pada sel punca
mesenkimal hasil preservasi cryogenik deep freezer -80 °C disertai
dengan ekspresi gen HIF 1a yang menunjukkan bahwa sel punca
mesenkimal berada pada keadaan hipoksia.

Kata Kunci:Mioglobin, two step RT-PCR, Tagman Probe, HIF, Betha
Actin



ABSTRACT

INTAN PURNAMA SARI. EXPRESSION IDENTIFICATION OF
MYOGLOBIN GENE ON MESENCHYMAL STEM CELLS. Thesis. A
course of study Biology. Major Biology. Mathematics and Natural Science
Faculty. University of Jakarta. 2015.

Myoglobin is a protein that act as the depositary of oxygen to help
maintain the supply of oxygen for the tissue, found in large numbers upon
the cardiac muscle and skeletal muscles. Recent study shows that
myoglobin also found its expression in non-muscular tissue, in pulmonary
of rat and green turtles brains on normoksia circumstances. It triggered the
study to indentify the expression of Myoglobin on the stem cell that will be
differentiated become non-muscular tissue. The research methodology
was descriptive with two step RT-PCR technic and Tagman Probe method
to identify the Myoglobin expression gene target and HIF gene (Hypoxia
include factor) as the oxygen indicatoron the sample and Housekeeping
Gene Betha Actinas controlling for technical of the study. The studywas
heldon March - May 2015 at Biochemistry Laboratory — Biology University
of Jakarta and Laboratory Biology Oral FKG University of Indonesia.
Myoglobin gene, HIF, and Betha actin be expressed on stem cell. The
results showed that the myoglobin gene expressed in mesenchymal stem
cells preservation results cryogenik deep freezer -80 °© C accompanied by
the expression of HIF-1a gene which indicates that the mesenchymal stem
cells that are in a state of hypoxia.

Keywords: Myoglobin, two step RT-PCR, Tagman Probe, HIF, Betha
Actin
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BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Mioglobin (Mb) adalah protein yang bertindak sebagai penyimpan
oksigen untuk membantu menjaga persediaan oksigen jaringan. Austen
dan Thomas menjelaskan bahwa konsentrasi Mb tertinggi terdapat pada
otot rangka mamalia air dan meningkat konsentrasinya pada hewan dan
manusia setelah terjadi hipoksia. Hipoksia adalah keadaan rendahnya
konsentrasi oksigen di dalam sel atau jaringan yang dapat mengancam
kelangsungan hidup sel (Septelia et al., 2009).

Telah ditemukan bahwa mioglobin ternyata ekspresinya terdistribusi
di paru tikus dan otak penyu hijau pada keadaan normoksia
(Puspitaningrum,et al., 2010). Normoksia adalah kondisi dimana level
oksigen jaringan/sel berada dalam keadaan normal (Mckeown, 2013).
Hasil tersebut adalah satu informasi baru yang menambahkan penguatan
hasil temuan Fraser, et altahun 2006 tentang temuan yang sangat
mengejutkan tentang ekspresi mioglobin pada ikan mas hipoksik.

Ditemukannya ekspresi mioglobin selain di otot jantung dan otot
rangka masih menjadi perdebatan dikalangan peneliti mioglobin di dunia.
Apakah benar mioglobin terekspresi di jaringan non muskuler, apakah
ekspresi mioglobin merupakan indikasi mekanisme adaptif sel terhadap

lingkungannya, atau apakah mioglobin merupakan protein



konstitutif(selalu tersedia). Oleh karena itu, untuk menjawab semua
pertanyaan tersebut dirancang serangkaian penelitian untuk mendapatkan
informasi bagaimana sesungguhnya mekanisme dan regulasi ekspresi
gen mioglobin dalam sel/jaringan. Pada penelitian inidigunakan sel punca
mesenkimalsebagai sampel penelitian.

Sel Punca adalah sel mampu memperbaharui diri sendiri dan memicu
diferensiasi sel (Till dan McCulloch, 1961). Sel punca ditemukan di
berbagai sumber seperti embrio, sumsum tulang, darah, kornea dan retina
mata, otak, otot rangka, pulpa gigi, hati, kulit, lapisan saluran pencernaan,
dan pankreas. Meskipun pembaruan diri dan diferensiasi menjadi bentuk
sel-sel lain yang umum; sel punca sangat bervariasi dalam potensi untuk
berdiferensiasi (Morrison,et al., 1997).

Sel induk/sel punca merupakan sel-sel yang ditemukan pada
organisme multiselular, yang dapat membelah melalui mitosis dan
berdiferensiasi menjadi jenis sel khusus yang beragam dan dapat
memperbaharui diri untuk menghasilkan sel-sel lain (Helianti, 2013). Pada
mamalia, ada dua jenis sel induk: sel induk embrionik, yang terisolasi dari
massa sel bagian dalam blastokista, dan sel induk dewasa (adult cell),
yang ditemukan dalam berbagai jaringan. Pada organisme dewasa, sel
induk bertindak sebagai sistem perbaikan untuk tubuh dan perbaikan
jaringan yang rusak. Pada sel induk embrio, sel induk tersebut dapat
berdiferensiasi menjadi semua sel-sel khusus (disebut sel multipotent).

(Takahashi, 2007).



Sel punca mesenkimal (MSCs) merupakan sumber sel punca yang
yaitu dapat memperbaharui diri dan bersifat multipotent. Human umbilical
cord (HUC) atau tali pusat yang berasal dari embrio adalah membran
ekstra embrio dan Whartons Jelly berada dalam plasenta yang merupakan
sumber sel punca. Whatrtons jelly memiliki keunikan yaitu laju poliferasi
yang tinggi, multipotent, hipoimun ogenitas, tidak menyebabkan teratoma
dan memiliki sifat anti kanker, sehingga dapat bermanfaat untuk terapi.
Selama lebih dari 30 tahun, sel punca dari sumsum tulang dan tali pusar,
telah digunakan untuk mengobati pasien kanker seperti leukemia dan
limfoma.

Pemilihan sel punca normoksia sebagai objek penelitian ini sekaligus
memberi harapan baru untuk membuka cara pandang terhadap
keberadaan dan fungsi penting protein mioglobin sesungguhnya di dalam
tubuh. Hasil penelitian ini akan menggambarkan bagaimana sel punca
normoksik ini menjaga homeostasis oksigennya di dalam sel yang diamati
melalui ekspresi gen mioglobin. Implementasi hasil penelitian ini adalah
memberikan pemahaman penting tentang mekanisme respon protektif dan
adaptif tubuh terhadap lingkungannya.

Deteksi gen target mioglobin pada sel punca menggunakan metode
two step Real Time PCR. Teknik penelitian ini menggunakan gen betha
actin. Betha actin adalah housekeepinggene yang berperan sebagai
kontrol teknik lab dalam penelitian ini (Sahela, et al., 2010). HIF (Hypoxia

Induce Factor) adalah gen yang digunakan untuk mengetahui kondisi sel



punca, keberadaan ekspresi gen HIF ini berguna untuk mengidentifikasi
apakah sel punca tersebut dalam kondisi hipoksia atau tidak (Masagus
dan Lutfah, 2013).

Beberapa efek hipoksia pada fungsi sel punca secara langsung
dimediasi oleh HIF (Keith,et al., 2007.). Baru-baru ini, mekanisme
molekuler baru dimana HIF langsung mengubah diferensiasi selular dan
fungsi sel punca sudah ditetapkan. HIF berperan dalam mekanisme
molekuler yang spesifik dimana respon oksigen dapat menghambat

diferensiasi sel punca.

B. Rumusan Masalah
Apakah sel punca mesenkimal mengekspresikan gen mioglobin?
C. Tujuan Penelitian

1. Mengetahui apakah sel punca mesenkimal mengekspresikan gen
mioglobin.

2. Mengidentifikasi gen HIF 1a (Hypoxia Induce Factor) pada sel
punca mesenkimal dalam preservasi cryogenik deep freezer -
80°C.

3. Mengidentifikasi gen Betha Actin sebagai kontrol teknik pada sel

punca mesenkimal.



D. Manfaat Penelitian

1. Dapat mengetahui ekspresi gen mioglobin pada sel punca

mesenkimal.
2. Dapat mengetahui pengaruh HIF (Hypoxia Induce Factor)

terhadap ekspresi gen mioglobin pada sel punca mesenkimal.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA DAN KERANGKA BERFIKIR

A. Kajian Pustaka
1. Mioglobin

Mioglobin (BM 16700, disingkat Mb) merupakan protein pengikat
oksigen yang relatif sederhana, ditemukan dalam konsentrasi yang besar
pada tulang dan otot jantung, membuat jaringan ini berwarna merah yang
berfungsi sebagai penyimpan oksigen dan sebagai pembawa oksigen
yang meningkatkan laju transpor oksigen dalam sel otot (Nelson dan Cox,
2005). Mioglobin berfungsi sebagai pengangkut oksigen dalam
menanggapi permintaan oksigen dari mitokondria dan mengangkut
mitokondria dari sarkolemma menuju jantung dan sel-sel otot (Jonathan,
et al., 2003).

Protein seperti mioglobin juga banyak ditemukan pada organisme sel
tunggal. Mioglobin merupakan polipeptida tunggal dengan 153 residu
asam amino dan satu molekul heme. Komponen protein dari Mioglobin
yang disebut globin, merupakan rantai polipeptida tunggal yang berisi
delapan a-heliks. Sekitar 78% residu asam amino dari protein ditemukan
dalam a-heliks ini (Nelson dan Cox, 2005).

Protein mioglobin diikat oleh satu gugus heme yang terletak pada
bagian hidrofobik. Pengikatan heme pada mioglobin berfungsi untuk

mengikat oksigen. Heme terdiri dari cincin protoporfirin yang mengelilingi



atom besi. Atom besi tersebut diikat oleh 4 gugus nitrogen yang terdapat
pada protoporfirin. Bagian interior dari mioglobin terbentuk dari gugus
samping hidrofobik, sedangkan eksterior terbuat dari gugus samping

hidrofilik (Arkhipov,et al., 2008).

Gambar 1. Struktur Mioglobin

Struktur utama mioglobin pada otot rangka dan jaringan otot jantung
tidak terdapat perbedaan. Mioglobin bukan merupakan suatu penyebab
kerusakan pada otot jantung, karena otot rangka mengeluarkan mioglobin
yang akan dirubah menjadi serum yang akan digunakan untuk
penyembuhan cedera otot jantung (Romero dan Lehman, 1974). Hal ini
dibuktikan bahwa peningkatan serum mioglobin tidak meningkatkan AMI
(acute myocardial infarction). Tetapi serum mioglobin tetap sebagai
analitkarena sensitivitasnya dan sebagai protein yang dilepaskan lebih

cepat dari protein yang lain. Oleh karena itu, mioglobin sering dijadikan



sebagai penanda untuk mendiagnosis penyakit dan dalam prognosis
AMI5-10 (Giblet, et al.,1987).
2. Fungsi Mioglobin

Mioglobin merupakan hemoprotein yang berkontribusi dalam
penyimpanan oksigen intraseluler dan memfasilitasi difusi oksigen seluler
(Meyer, 2004).Saat oksigen cukup tersedia, mioglobin akan mengikat
oksigen dengan afinitas yang tinggi dan pada saat oksigen rendah
mioglobin akan melepaskan oksigen dan membawa oksigen ke
mitokondria, dengan demikian mioglobin juga berperan dalam
homeostasis oksigen (Postnikova,et al., 2013). Selain itu mioglobin juga
merupakan scavenging nitrogen oksida (NO) (Husnil, 2012).
3. Sel Mesemkimal

Sel mesenchymal (MSC) pertama kali diisolasi pada tahun 1966 oleh
Friedanstein, et al., dari sumsum tulang belakang. Friedanstein juga
menemukan bahwa MSC merupakan sel progenitor multilineage dengan
kemampuan berdiferensiasi dan berkembang biak secara in vitro. The
International Society for Seluler Terapi (ISCT) menerapkan kriteria umum
untuk menentukan MSC, yaitu morfologi seperti fibroblast, berdiferensiasi
menjadi osteoblas, adiposit, dan kondroblast:ekspresi positif CD105,
CD73 dan CD90; ekspresi negatif CD45, CD34, D14 atau CD11b,
CD79alpha atau CD19, dan HLA-DR. MSC memiliki sifat imunomodulator

yang mempengaruhi varietas populasi sel imun (Hui Yun,et al.,2014).



Sel mesenkimal terdapat pada semua jaringan seperti di sumsum
tulang belakang, jaringan adiposa, ligamen periodontal, membran sinovial,
dan otot serta pada jaringan janin seperti plasenta cairan amnion dan tali
pusat. Sel mesenkimal dapat mempengaruhi perkembangan seluler yang
dilakukan secara in vivo sebagai agen terapeutik (Orbay, et al.,2012). Sel
mesenkimal dapat berdiferensiasi menjadi miosit dan kardiomiosit dan
bahkan ke dalam sel yang bukan berasal dari mesoderm, termasuk
hepatosit, sel yang memproduksi insulin, dan neuron (Jiang, et al., 2002).
4. Sel Punca

Sel punca didefinisikan sebagai sel yang belum berdifferensiasi
sehingga memiliki potensi untuk memperbanyak diri dan tumbuh menjadi
sel tertentu. Beberapa terminologi yang digunakan untuk menjelaskan
karakteristik berbagai jenis sel punca (Du,et al., 2009):

a) Sel punca totipotent: memiliki kemampuan untuk berdifferensiasi
menjadiseluruh sel dan jaringan yang membangun embrio dan
mendukungperkembangan fetus, misalnya zigot atau ovum yang
dibuahi

b) Sel punca pluripotent: memiliki potensial untuk berkembang
menjadi sel yangberasal dari ketiga lapisan germinal, misalnya sel
punca embrionik.

c) Sel punca multipotent: memiliki kemampuan menghasilkan
sejumlah sel spesifik yang berdiferensiasi sesuai tempatnya,

misalnya sel punca somatikatau sel punca dewasa.
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d) Sel punca unipotent: memiliki kemampuan berdifferensiasi menjadi
satu jenissel, misalnya sel punca epidermal (Du,et al., 2009).

Sel punca bertanggung jawab dalam pertumbuhan, homeostasis dan
perbaikan berbagai jaringan. Pada jaringandewasa normal, sel punca
dikontrol dengan integrasi faktor intrinsik (misalnya faktor inti sel)dan
faktor ekstrinsik (melalui growth factor, stroma dan pengaruh lainnya)
(Parte, et al., 2011).

Sel punca dapat diklasifikasikan karena sumber asal sel tersebut dan
potensinya untuk membedakan dengan jenis sel lainnya. Ada tiga jenis
utama dari sel punca: Embrio Stem Cells (ESCs), Germ Stem Cells
(GSCs), dan Adult Stem Cells (ASCs) (Takashashi and Yamanka, 2006).
5. Embrio Stem Sel (ESCs)

Embrio stem cells pertama kali diisolasi dari massa sel permulaan
dalam sel tikus pada tahun 1981 oleh Kaufman dan Martin, dan dari
manusia pada tahun 1998 oleh Thomson,et al. Embrio stem cells dapat
membentuk sel-sel dari ketiga germ layer dan melakukan pembelahan
dengan jumlah yang tidak terbatas pada pembelahan secara simetris
tanpa diferensiasi secara in vitro (Burdon,et al. 2002). Embrio stem cells
memiliki aktivitas telomerase yang tinggi, yang menambahkan telomer
sampai ke ujung kromosom (Armstrong,et al., 2000). Embrio Stem Cells
tidak memerlukan stimulus eksternal untuk memulai replikasi DNA

(Burdon,et al. 2002).



11

Embrio stem cells ketika disuntikkan ke tikus imunodefisiensi dapat
membentuk tumor. Hal ini menunjukkan bahwa karena potensi diferensiasi
yang tinggi, sel tersebut dapat membentuk semua jenis sel sehingga,
proses pembelahan harus dikontrol dan semua faktor yang mempengaruhi
diferensiasi ESCs harus diketahui sebelum menggunakan sel tersebut
dalam aplikasi klinis(Gultekin, 2009). Embrio stem cells berpotensi
menimbulkan penolakan kekebalan, dan kendala lain. Embrio stem cells
tidak dapat digunakan dalam aplikasi terapi.

6. Germ Stem Cells (GSCs)

Johnson,et al (2004) melaporkan bahwa epitel permukaan ovarium
merupakan sumber sel punca germinal yang berproliferasi dan mampu
memperbaiki proses folikulogenesis postnatal. Germline stem cells(GSCs)
ditemukan pada organisme yang terus-menerus memproduksi sperma
dan telur sampai mereka steril. Sel punca yang berspesialisasi ini terletak
di GSC niche, yakni lokasi awal untuk produksi gamet, yang terdiri dari
GSCs, stem cells somatik, dan sel somatik lain.

7. Adult Stem Cells (ASCs)

Adult stem cells ditemukan di jaringan dan organ, dan peran utama sel
tersebut adalah untuk mempertahankan homeostasis (Serakinci dan
Keith, 2006). Adult stem cells kebanyakan ditemukan dalam sumsum
tulang, darah, kornea dan retina mata, otak, otot rangka, pulpa gigi, hati,
kulit, lapisan saluran pencernaan, dan pankreas. Adult stem cells tersebar

seluruh jaringan organisme yang sudah dewasa dan memiliki peran yang
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sangat berbeda tergantung pada lingkungan. Adult stem cells juga dapat
membentuk jenis sel dari khusus yang dikenal sebagai plastisitas
(Horwitz, 2003). Jika mekanisme bawah plastisitas sel punca dewasa
dapat diidentifikasi dan dikendalikan, maka dapat digunakan dalam
perbaikan jaringan yang rusak. Adult stem cells yang paling sering diteliti
adalah HSCS, MSC, sel punca saraf, sel punca epitel, dan sel punca kulit.
HSCS ditemukan dalam sel darah merah, limfosit B, limfosit T, neutrofil,
basofil, eosinofil, monosit, makrofag, dan trombosit. Sel mesenkimal
(MSC) ditemukan pada osteosit, kondrosit, adiposit, dan jenis lain dari sel-
sel jaringan ikat seperti yang di tendon.

Adult stem cells dapat digunakan untuk menggantikan jaringan rusak
atau hancur. Adult Stem Cells juga dapat pengobatan potensial di masa
depan untuk berbagai penyakit seperti gangguan jantung, diabetes,
penyakit Alzheimer dan banyak lainnya (Horwitz, 2003).

8. HIF (hypoxia Induce Factor)

Ketersediaan oksigen yang tidak memadai dapat mengakibatkan
disfungsi seluler dan jika keadaan ini berlanjut maka akan menyebabkan
kematian sel pada organisme (William, et al., 2008). Rendahnya tingkat
oksigen dalam jaringan (hipoksia) muncul sebagai konsekuensi dari
sejumlah kondisi patofisiologi karena suplai oksigen berkurang akibat
pembuluh darah yang rusak. Kondisi tersebut meliputi gangguan iskemik

yang akan mengakibatkan penyakit diabetes, aterosklerosis, penyakit
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inflamasi, pre-eklampsia, penyakit paru obstruktif kronik, dan kanker
(Brahimi-Horn dan Pouyssegur, 2007).

Pada tingkat molekuler, sel-sel memiliki kemampuan untuk
mendeteksi ketersediaan oksigen dan dengan demikian mengalami
perubahan adaptif dalam ekspresi gen yang meningkatkan pengiriman
oksigen. Faktor transkripsi yang disebut faktor Hypoxia Induce Factor
(HIF) memainkan peran penting dalam proses ini (Kaelin dan Ratcliffe,
2008).

Molekul HIF-1 merupakan heterodimer yang terdiri dari sub unit a
dan sub unit B yang dikenal sebagai ARNT (ary hydrocarbon nuclear
translocator). Sub unit B (HIF-1B) terdapat di dalam inti sel dan
diekspresikan secara konstitutif. Oleh karena itu aktivitasnya tidak
dipengaruhi kondisi hipoksia. Sedangkan sub unit a (HIF-1a) yang
diinduksi secara khusus sebagai respons adaptasi terhadap keadaan
hipoksia, dipercaya sebagai regulator utama homeostasis oksigen.
Stabilitas dan aktivitas sub unit a sangat dipengaruhi oleh kadar oksigen
dan diatur oleh beberapa modifikasi pasca translasi (Lee, et al., 2004).

9. Betha Actin

Gen actin termasuk housekeeping gene yaitu gen yang memiliki
tingkat ekspresi yang stabil di berbagai jaringan pada semua tahapan

perkembangan. Sifat gen yang seperti ini menjadikan gen aktin digunakan
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sebagai kontrol internal pada analisis ekspresi, khususnya analisis
ekspresi gen dengan metode gRT-PCR (quantitative reverse transcriptase

polymorphisme chain reaction).
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Gambar 2. Posisi gen betha actin pada kromosom manusia pada
cytogenik 7p22.1.

Housekeeping gene digunakan dalam penelitian untuk mengukur
potensi terjadi kesalahan pada RNA/cDNA yang digunakan dalam
sebuah penelitian. Hosekeeping gene yang ideal harus stabil di jaringan
yang berbeda, tahap perkembangan, dan kondisi eksperimental pada
sampel penelitian yang digunakan. Macam-macam housekeeping gene
yang dapat digunakan dalam RT-PCR yaitu ACTB, GAPDH, 18S rRNA,

ATP5B dan ATP5G1 (Kuchipudi, et al., 2012).

10. Complementary DNA (cDNA)

Complementary DNA (cDNA) ini dapat pula digunakan untuk
keperluan deteksi ekspresi gen eukariot dalam sel prokariot (Nicholl,
2002). Molekul cDNA diperoleh dari penyalinan mRNA yang sudah tidak
memiliki daerah intron pada urutan basa nukleotidanya. Daerah intron
dapat mencegah ekspresi gen eukariot pada sel prokariot. Sel prokariot

tidak memiliki perangkat untuk memotong daerah intron. Oleh karena itu,
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cDNA banyak digunakan sebagai sumber DNA pada proses pengklonan
maupun deteksi ekspresi gen (Nicholl, 2002).
11. Metode Tagman Probes

Real-time PCR atau quantitative PCR (qPCR) merupakan salah satu
modifikasi Polymerase Chain Reaction (PCR), dimana proses
perbanyakan dan analisis kuantitatif amplikon/molekul DNA target
dilakukan secara bersamaan. Real Time PCR merupakan variasi dari
teknik standar PCR yang digunakan untuk mengkuantifikasi sampel DNA
atau RNA.Pada Real Time PCR, jumlah DNA dihitung pada setiap siklus
menggunakan penanda berfluoresensi yang menempel pada produk PCR.
Peningkatan sinyal fluoresensi berbanding lurus dengan jumlah produk
PCR yang dihasilkan pada fase eksponensial. Real Time PCR lebih efektif
dibandingkan dengan PCR konvensional. Pada PCR konvensional, jumlah
produk PCR/ amplikon dihitung setelah proses PCR berakhir. Hal tersebut
kurang efektif, karena proses PCR bisa saja tidak berada pada fase
eksponensial atau berada pada kondisi optimum saat di beberapa siklus
pertama, akibatnya perhitungan menjadi tidak valid. Sedangkan pada
Real-time PCR, jumlah produk PCR dapat dihitung pada setiap siklus,
sehingga perhitungannya lebih akurat (Siew Leng,et al.,2013).

Salah satu metode yang menggunakan pada Real Time PCR untuk
mendeteksi adanya mutasi adalah teknik Fluorescent Hybridization
Tagman Probes. Metode tersebut menggunakan DNA probe yang telah

dilabel dengan suatu penanda yang dapat berfluoresensi. DNA probeyang
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telah dilabel akan berkomplementasi dengan DNA target melalui
hibridisasi sehingga dapat mendeteksi keberadaan gen tertentu. Probe
sangat sensitif dalam mendeteksi DNA atau molekul target. Probe
dirancang untuk berikatan dengan DNA target hasil amplifikasi (Siew
Leng,et al.,2013).

Probe yang digunakan dalam penelitian ini adalah Probe TagMan.
Probe tersebut memiliki fluorescent reporter (pemancar sinar fluoresen)
pada ujung 5 dan quencher dye (pemadam sinar) pada ujung3’.
Fluorescent reporter selalu memancarkan sinar. Selama probe belum
berikatan dengan DNA target atau probe tidak dapat berikatan dengan
DNA target, maka sinar yang dipancarkan oleh fluorescent reporter
diredam oleh quencher dye. Jika probe telah menempel/berhibridisasi
dengan DNA target, maka probe akan dipotong atau diuraikan oleh
aktivitas DNA Taq Polimerase yang diinisiasi oleh primer, sehingga
fluorescent reporter dan quencherdye akan terpisah. Akibatnya sinar yang
dipancarkan oleh fluorescent reporter tidak lagi diredam oleh quencher
dye sehingga sinarnya dapat ditangkap oleh detektor pada mesin PCR
(Siew Leng,et al.,2013).

Peningkatan sinyal fluoresensi yang tertangkap detektor berbanding
lurus dengan jumlah produk PCR yang dihasilkan. Dengan mencatat
jumlah emisi fluoresen pada setiap siklus, reaksi selama fase
eksponensial dapat dipantau. Peningkatan produk PCR yang signifikan

pada fase eksponensial berhubungan dengan jumlah inisiasi gen target.
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Makin tinggi tingkat ekspresi gen target maka deteksi emisi fluoresen
makin cepat terjadi. Tingkat ekspresi gen diketahui melalui munculnya

sinyal amplikon pada grafik di monitor (Siew Leng,et al.,2013).
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Gambar 3. Prinsip kerja Tagman Probe (Yuan,et al.,2000)

Terdapat dua strategi yang dapat digunakan untuk melihat kuantitas
RNA dengan Lighcycler instrumen yaitu satu tahap atau dua tahap.
Masing-masing strategi tersebut memiliki kelebihan masing-masing
tergantung pada langkah kerja penelitian.

Keuntungan satu tahap reaksi RT-PCR adalah RNA langsung
diproses dalam mesin RT-PCR sehingga proses ini lebih mudah dan
kemungkinan hilangnya sampel dan kontaminasi lebih sedikit. Sedangkan
pada dua tahap reaksi RT-PCR RNA diubah menjadi cDNA terlebih
dahulu menggunakan Transcriptor reverse Transcriptase. Kondisi RNA

yang tidak stabil dan lebih cepat terdenaturasi. Hal ini diatasi
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denganpengubahan RNA menjadi cDNA dilakukan supaya kondisi RNA
lebih stabil dan dapat disimpan pada suhu -20°C sehingga langkah yang

dilakukan lebih lengkap.
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Gambar 4. Analisis hasil amplifikasi dengan menggunakan Real Time
PCR

Dalam Real Time PCR reaksi positif diakumulasi dari sinyal
flouresence berupa kurva amplifikasi. Nilai Ct yang dihasilkan merupakan
jumlah amplikon yang dihasilkan selama proses RT-PCR dengan 40
siklus.Jumlah cDNA vyang terbentuk menentukan banyaknya amplicon
yang dihasilkandalam reaksi PCR. NilaiCt menggambarkan jumlah
amplicon (semakin kecil nilai Ct maka semakin banyak jumlah amplicon
sebaliknya semakin besar nilai Ct maka semakin sedikit jumlah amplikon)

(Schmittgen and Livak, 2008).
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B. Kerangka Berfikir

Sel punca adalah sel yang belum mengalami diferensiasi menjadi
bentuk sel yang sempurna. Kemampuan sel untuk berdiferensiasi
merupakan potensi sel punca untuk dapat berkembang menjadi sel-sel
jenis lainnya, misalnya sel darah, sel kulit, sel saraf, dan sel otot.
Regenerasi pada sel punca merupakan suatu kemampuan untuk
membelah dan menghasilkan lebih banyak sel-sel punca. Sel-sel ini
kemudian akan terus membelah, menjadi sel-sel yang lebih spesifik,
sampai akhirnya menjadi sel yang hanya dapat berkembang menjadi satu
jenis sel tertentu saja.

Sel punca bertanggung jawab dalam pertumbuhan, homeostasis dan
perbaikan berbagai jaringan. Pada jaringandewasa normal, sel punca
dikontrol dengan integrasi faktor intrinsik (misalnya faktor inti sel)dan
faktor sik (melalui growth factor, stroma dan pengaruh lainnya).

Menurut asalnya sel punca dibedakan menjadi 3 bagian besar yaitu
sel punca embrional yang diperoleh dari blastokista, sel punca
ekstraembrional yang diperoleh dari tali pusat, plasenta dan cairan amnion
serta sel punca dewasa yang diperoleh dari jaringan dewasa sesuai
dengan jenis jaringan tempat diperolehnya sel, misalnya sumsum tulang,
darah, lemak maupun kulit. Sel punca yang terpapar dengan kondisi
tertentu yang sesuai akan berdiferensiasi menjadi 3 lapisan germinal dan

juga primordial sel germinal.
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Pada penelitian ini sel punca yang digunakan adalah sel punca yang
berasal dari sel mesenkim tali pusat. Sel induk adalah sel mesenkim yang
belum berdiferensiasi, sering disebutjuga sebagai 'sel progenitor’ atau ’sel
prekursor’.Sel induk bersifat pluripotent, yaitu memilikikemampuan untuk
berdiferensiasi menjadi bermacam-macam jenis sel sesuai dengan
kebutuhan dilingkungannya. Sel ini merupakan sel yang pertama kali
membelahketika terjadi cedera.

Saat ini sel punca mesenkimal banyak digunakan untuk terapi atau
pengobatan karena sel ini mampu berdiferensiasi menggantikan sel pada
jaringan rusak karena sifatnya yang memiliki kemampuanuntuk
berkembang. Mekanisme perbaikan dan homeostasis oksigen sel punca
ini akan diketahui melalui ekspresi salah satu jenis protein respirasi, yaitu
mioglobin.

Sampai sejauh ini belum diketahui apakah sel punca
mengekspresikan mioglobin, yaitu protein penting penyimpan dan
pembawa oksigen sel untuk pembentukan energi di dalam mitokondria.
Oleh karena itu, penelitian deskriptif ini dilakukan untuk melihat gambaran
homeostasis oksegen sel punca normoksik atau normal. Deteksi dan
analisis ekspresi mioglobin sel punca mesenkim ini dilakukan dengan
menggunakan metode Tagman Probes.

Metode Tagman probe merupakan metode amplifikasi fragmen gen
yang menggunakan probe spesifik yang akan mengenali gen target pada

sel yang diinginkan. Metode probe ini memiliki fluorescent reporter yang
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berada pada ujung 5 dan quencher dye yang berada pada ujung 3.
Selama probe belum berikatan dengan DNA target atau probe tidak dapat
berikatan dengan DNA target, maka sinar yang dipancarkan oleh
fluorescent reporter diredam oleh quencher dye. Jika probe telah
menempel/berhibridisasi dengan DNA target, maka probe akan dipotong
atau diuraikan oleh aktivitas DNA Taq Polimerase yang diinisiasi oleh
primer, sehingga fluorescent reporter dan quencherdye akan terpisah.
Akibatnya sinar yang dipancarkan oleh fluorescent reporter tidak lagi
diredam oleh quencher dye sehingga sinarnya dapat ditangkap oleh

detektor pada mesin PCR.
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METODOLOGI PENELITIAN

A. Tujuan Operasional
Tujuan operasional pada penelitian ini adalah:
1. Menganalisis ekspresi gen target mioglobin pada hasil two step RT
PCR.
2. Menganalisis ekspresi gen HIF pada hasil two step RT PCR.
3. Menganalisis ekspresi gen betha actin pada hasil two step RT
PCR.
B. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan pada bulan Maret hingga Mei 2015 di
Laboratorium Biokimia Universitas Negeri Jakarta dan Laboratorium
Biologi Oral Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Indonesia.
C. Sampel
Sampel sel punca mesenkimal yang berasal dari tali pusat pada
penelitian ini sejumlah 738.000 sel per mL diperoleh atas jasa baik Prof.
Jeanne Pawitan dari UPT Teknologi Kedokteran Sel Punca, Rumah sakit
Cipto Mangunkusumo. Sel punca mesenkimal disimpan dalam preservasi
cyrogenik deep freezer -80°C dan hasil pasase langsung. Sampel sel
punca mesenkimal ini merupakan sisa preservasi sel punca pada

laboratorium UPT.

22
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D. Metode Penelitian

Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah metode deskriptif.
Penelitian ini dilakukan dengan mengisolasi RNA dari sel punca
mesenkimal. Molekul mRNA vyang diisolasi akan digunakan untuk
mendeteksi gen protein mioglobin dan HIF (Hypoxia Induce Factor)

dengan menggunakan kontrol betha actin.

E. Prosedur Penelitian
1. Alat dan Bahan

Alat yang digunakan terdiri dari sentrifus mikro, pipet mikro eppendorf
0.1-10 pL, 10-100 uL, 100-1000 pL, mikro tip, vortex, tabung mikro 1.5
mL, tabung mikro 0.5 mL, gelas kimia, gelas ukur,mesin Real
TimePCRstep One Applied Biosystem, Personal Thermal Cycler Bio Rad,
Micro vacuum Tomy MV-100, Thermo centrifuges DAAD, Laminar Air Flow
DAAD, Nanodrop spektrofotometer, sentrifuges Hitachi RXII series,
microAmp Optical 8-cap strip applied biosystems, microAmp fast optical
48-well Reaction Plate (0,1) applied biosystems. Bahan yang digunakan
pada penelitian ini terdiri darisel punca mesenkim, akuabides steril,
isopropanol, etanol 75%, klorofom,TRI reagent Solution,High Capacity
cDNA Reverse Transcription,Tagman Fast Advance Master Mix Product

Insert, dan Tagman Gene Expression Assay.
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2. CaraKerja

a. lIsolasi mMRNA dari sel punca mesenkimal

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)
11)

12)

Homogenisasi sampel jaringan dalam 10-20 volume TRI
Reagent. Homogenisasi sel kultur dalam 1 ml TRl Reagent per
5-10 x 10° sel atau per 10 cm? area kultur dish.

Menginkubasi homogenat selama 5 menit pada temperatur
ruang.

Sentrifuse homogenat pada kecepatan 12.000 rpm selama 10
menit pada suhu 4 °C.

Transfer supernatan ke tube bersih.

Menambahkan 100 ml BCP atau klorofom per 1 ml TRI Reagent
yang digunakan untuk homogenisasi, kocok selama 15 detik.
Menginkubasi larutan pada temperatur ruang selama 5-15 menit.
Sentrifuse larutan pada 12.000 rpm selama 10-15 menit pada
suhu 4°C.

Mentransfer aqueous phase ke tube bersih.

Menambahkan 500 pL isopropanol per 1 mL TRI Reagent
Solution.

Vortex selama 5-10 menit.

Menginkubasi pada temperatur ruang selama 5-10 menit.
Sentrifuse pada 12.000 rpm selama 8 menit pada suhu 4°C.

Supernatan dibuang.
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13) Menambahkan 1 mL etanol 75 % per 1 mL TRI reagent Solution.
14) Sentrifuse pada 7500 rpm selama 5 menit, etanol dibuang dan
keringkan pellet.
15) Menambahkan buffer pada pellet mMRNA sebanyak 300-500 pL
buffer.
b. Amplifikasi molekul mMRNA menjadi cDNA menggunakan High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kits
Pengubahan mMRNA menjadi cDNA menggunakan teknik PCR
(Polymerase Chain Reaction) dengan total volume 20 pL. PCR mix terdiri
dari 10x RT Buffer, 25x dNTP Mix, 10x RT random Primers, Multiscribe
Reverse Transcriptase, RNAse Inhibitor, Nuclease free water, mRNA

template.

Tabel 1. Komposisi formulasi campuran bahan untuk proses PCR
Amplifikasi molekul mRNA menjadi cDNA

Komponen Volume (uL)/Reaksi

10x RT Buffer 2,0

25X dNTP mix 0,8

10x random Primers 2,0
MultiScribe Revertse Transcriptase 1,0
Nuclease free water 4.2

RNA Template 10,0

Total Volume 20,0
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c. Analisis Molekul mMRNA menggunakan spektrofotometri

Spektrofotometri yang digunakan adalah Nano Drop
Spectrophotometer. Sebanyak 2 pL mRNA diteteskan ke alat deteksi pada
Nano Drop Spectrophotometer. Kemurnian dan konsentrasi mRNA dapat
dilihat pada layar monitor mesin Nano Drop Spectrophotometer.

d. Deteksi mioglobin dengan Tagman Probes

Proses deteksi produk cDNA hasil amplifikasi dilakukan dengan teknik
Fluorescent Hybridization Tagman Probes menggunakan two stepReal
Time PCR. Total volume reaksi adalah 20 pL yang terdiri dari Tagman
Fast Advance Master Mix, Tagman gene Expression Assay, nuclease free
water, dan cDNA template.

Probe yang digunakan dalam penelitian ini adalah Probe TagMan.
Probe tersebut memiliki fluorescent reporter (pemancar sinar fluoresen)
pada salah satu ujungnya dan quencher dye (pemadam sinar) pada ujung
yang lain. Tingkat ekspresi gen diketahui melalui munculnya sinyal
amplikon pada grafik di monitor.

Tabel 2. Komposisi formulasi campuran bahan two step Real Time PCR
untuk mengamplifikasi gen Mioglobin, HIF 1a, dan Betha Actin

Komponen Volume (uL)/Reaksi
Tagman fast Advance master Mix (2x) 10,0
Tagman Gene Expression Assay (20x) 1,0
cDNA Template 2,0
Nuclease free water 7,0

Total volume 20,0
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F. Teknik Pengumpulan data

Data yang dikumpulkan adalah berupa grafik yang muncul pada
monitor yang menunjukkan bahwa terdapat gen target mioglobin pada sel
punca mensenkimal dengan kontrol HIF 1a yang menyatakan bahwa sel
tersebut hipoksia, dan kontrol lain yang digunakan yaitu gen betha actin

sebagai kontrol teknik laboratorium.

G. Alur Penelitian

Pengambilan sampel sel punca mesenkimal sejumlah
738.000 sel per mL yang diperoleh atas jasa baik
Prof. Jeanne Pawitan dari UPT Teknologi Kedokteran
Sel Punca, Rumah Sakit Cipto Mangunkusumo.

ags

Isolasi RNA dengan
menggunakan TRI Reagent
Solution

e

Amplifikasi template RNA menjadi cDNA dengan
teknik PCR menggunakan High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits

ags

Amplifikasi ekspresi gen mioglobin, HIF, dan betha
actin dengan metode Tagman Probe menggunakan
teknik two stepRT-PCR dengan jumlah template
cDNA 2 pL dengan jumlah + 2000 ng/pL

ags

Analisis hasil amplifikasi ekspresi gen menggunakan
mesin Real Time PCR Step One Applied Biosystem.




BAB IV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

A. HASIL PENELITIAN

1. Hasil Desain Probe

Desain probe pada penelitian ini menggunakan Applied Biosystem

Tagman Gene Expression Assay Target Protein. Berikut merupakan hasil

desain probe yang dilengkapi dengan keterangan lokasi pada kromosom

dan ID gen vyaitu:
a. MYOGLOBIN
Gene Symbol
Entrez Gene ID
Gene Name
Gene Aliases
NCBI Location Chromosome
b. HIF
Gene Symbol
Entrez Gene ID

Gene Name

Gene Aliases

NCBI Location Chromosome

28

- MB

14151

: myoglobin

: PVALB, RP4-569D19.7

: Chr.22: 36002811 - 36019401

s HIF1A
164344
. hypoxia inducible factor alpha
subunit
‘HIF-1A, IPAS, MOP7, PASDY7,

bHLHel7

: Chr.19: 46800303 - 46846690



c. B-ACTIN
Gene Symbol : ACTB
Entrez Gene ID : 60
Gene Name > actin, betha
Gene Aliases : BRWS1, PS1TP5BP1
NCBI Location Chromosome : Chr.7: 5566779 - 5570232

2. Hasil Isolasi molekul mRNA dari Sel Punca Mesenkimal

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah sel punca
mesenkimal tali pusat sejumlah 738.000 sel per mL yang didapatkan dari
UPT Teknologi Kedokteran Sel Punca, Rumah Sakit Cipto

Mangunkusumo vyaitu:

Tabel 3. Sumber perolehan sampel sel punca mesenkimal tali pusat dari
lab UPT Teknologi Kedokteran Sel Punca

Sampel Penanganan preservasi lab Jumlah sel
per mL
Pasien 1 (Al) Cryogenik deep freezer — 80°C 738.000
Pasien 2 (A2) Cryogenik deep freezer — 80°C 738.000
Kelompok B
Pasien 3 (B1) Pasase langsung 738.000
Pasien 4 (B2) Pasase langsung 738.000

Isolasi MRNA dilakukan berdasarkan protokol TRI Reagent Solution.

Molekul mRNA yang diperoleh dari hasil isolasi. Selanjutnya diubah
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menjadi cDNA dengan menggunakan High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit.

Tabel 4. Data nilai kemurnian dan konsentrasi sampel mRNA

Nomor A260 A280 Kemurnian Konsentrasi
sampel (A260/A280) (ng/pL)
Al 0,406 0,246 1,650 16,23
A2 0,347 0,223 1,556 13,89
Bl 16,548 6,211 2.664 661,93
B2 26,743 9,646 2,773 1069,73

Hasil kemurnian mRNA pada tabel (Tabel 4) diatas menunjukan
bahwa mRNA yang telah diisolasi tidak murni. Rasio A260/A280 yang
rendah menunjukkan kontaminasi protein. Hasil pada sampel A1 dan A2
memiliki rasio yang kecil yaitu 1,5 — 1,6 hasil ini menandakan bahwa
MRNA hasil cryogenik deep freezer mengalami degradasi. Sampel B1 dan
B2 memiliki rasio yang lebih besar dari 2,0 hal ini diperkirakan adanya
kontaminasi dari bahan-bahan lain.

3. Hasil Amplifikasi Molekul mMRNA menjadi cDNA

Molekul mRNA hasil isolasi diubah menjadi cDNA dengan
menggunakan teknik PCR. Hasil diperoleh dengan melakukan optimasi

PCR (Tabel 5).



31

Tabel 5. Program PCR:untuk mengubah molekul mMRNA menjadi cDNA

Tahap Suhu Waktu
Tahap 1 25°C 10 menit
Tahap 2 37°C 120 menit
Tahap 3 85°C 5 menit
Tahap 4 4° C 0

4. Hasil Uji teknik two stepRT-PCR untuk analisis ekspresi gen

Mioglobin, HIF, dan Betha Actin pada sel punca mesenkimal

a. Amplifikasi sampel A1, A2, B1l, dan B2 cDNA sel punca

mesenkimal

Deteksi hasil amplifikasi untuk semua ekspresi gen target (Mioglobin,
HIF, Betha actin) dilakukan dengan teknik two step RT-PCR. Semua
sampel diaplikasikan menggunakan program two step RT-PCR optimum
(Tabel 6), yaitu:

Tabel 6. Program two step RT-PCR untuk hasil analisis optimum

Tahap Suhu Waktu Siklus
Inkubasi 50°C 2 menit 1 siklus
Aktifasi Polymerase 95°C 20 detik 1 siklus
Denaturasi 95°C 3 detik 40 siklus
Anneling / Elongasi 60°C 30 detik 40 siklus

Pada penelitian ini digunakan two stepReal Time PCR yaitu tahap

pertama pengubahan mRNA menjadi cDNA. Selanjutnya tahap kedua
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yaitu aplikasi cONA menggunakan mesin Real Time PCR. Two step Real
Time PCR digunakan untuk memperkecil adanya kontaminasi dan

degredasi pada mRNA vyang didapatkan dari hasil isolasi.
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Gambar 5. Hasil ampllifikasi ekspresi gen Mioglobin, HIF dan Betha Actin
pada kelompok sampel sel punca mesenkimal yaitu Al, A2,
B1, dan B2 dengan komposisi cDNA sebanyak 2 pL
berdasarkan protokol Tagman Fast Advance Master Mix
Product Insert (Lampiran 1) dengan menggunakan teknik dan
program two step RT- PCR.

Penelitian ini menggunakan teknik dan program two step RT-PCR
dan diperoleh hasil bahwa gen mioglobin, HIF dan Betha Actin terekspresi
dalam sampel A1, A2, B1, dan B2 sel punca mesenkimal. Hasil amplikon

yang dapa dianalisis adalah amplikon yang melewati garis Threshold cycle
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(Ct). Threshold cycle yang digunakan pada penelitian ini adalah 0,1 dan

0,03.
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Gambar 6. Hasil amplifikasi ekspresi gen Mioglobin sel punca mesenkimal
yang terdeteksi pada sampel Al hasil preservasi cryogenik
deep freezer — 80 °C dengan menggunakan teknik dan
program two step RT-PCR.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekspresi gen mioglobin

hanya terdeteksi pada sampel Al sel punca mesenkimal dengan Ct 0.03.

sampel Al dan sampel A2 yang merupakan pengulangan dari sampel Al

sel punca mesenkimal dalam penelitian ini berasal dari penyimpanan
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cryogenik deep freezer - 80°C. Sampel A2 tidak menunjukkan ekspresi
gen mioglobin. Hal ini mungkin dapat dijelaskan bahwa jumlah cDNA tidak
representatif (Tabel 5) sehingga amplikon belum dapat ditangkap oleh
mesin RT-PCR. Penggunaan 2 pl sampel cDNA sesuai dengan protokol

Tagman Fast Advance Master Mix Product Insert (Lampiran 1).
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Gambar 7. Hasil amplifikasi ekspresi gen HIF 1 a sel punca mesenkimal
pada sampel Al dan A2 hasil preservasi cryogenik deep
freezer -80°C dengan menggunakan teknik dan program two
step RT-PCR.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekspresi gen HIF 1a
terekspresi pada sampel Al dan A2 sel punca mesenkimal (disimpan

dalam cryogenik deep freezer -80 °C) dengan Ct 0,1. Sampel sel punca
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mesenkimal B1 dan B2 (adalah hasil pasase langsung), pada hasil uji
menggunakan teknik dan program two step RT — PCR tidak terdeteksi

adanya ekspresi gen HIF 1a.

Amplification Plot
10 4

. /// > A1l
Z 7 I

B2

vy

0.01

ARN

0.001 -

0.0001

0.00001 1

0.000001 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2 4 ] 8 10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 I R H¥ ¥ B &

Cycle

2N

B HiF1 Apha [ Beta Actin [l Mb

Gambar 8. Hasil amplifikasi ekspresi gen betha actin sel punca
mesenkimal pada sampel Al, A2, Bl, dan B2 dengan
menggunakan teknik dan program two step RT-PCR.

Hasil penelitian ini menunjukkan ekspresi gen betha actin terdeteksi

pada sampel Al, A2, B1, dan B2 sel punca mesenkimal dengan Ct 0,03.

Hasil ini menunjukkan bahwa teknik laboratorium selama penelitian

dilakukan sesuai prosedur.
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B. PEMBAHASAN
1. Molekul mMRNA dan cDNA hasil isolasi sel punca mesenkimal

Sampel sel punca mesenkimal dalam penelitian ini adalah sejumlah
738.000 sel per mL. Berdasarkan protokol isolasi mMRNA menggunakan
TRI Reagent Solution, bahwa pemakaian 1 mL TRI Reagen Solution
digunakan untuk 7 x 10° sel per mL. Oleh karena itu, untuk mendapatkan
molekul mRNA yang optimum, dalam preparasi sampel penelitian ini
dilakukan modifikasi protokol dengan cara menggunakan % resep bahan
pereaksi yang dianjurkan.

Target jenis sampel mMRNA dalam sel punca mesenkimal yang
digunakan pada penelitian ini adalah mRNA untuk semua gen Mb, HIF
dan betha Actin. Umumnya, jumlah molekul mRNA dalam sel hanya
ditemukan sebesar 1-5 % dari total MRNA yang ada. Semua jenis mMRNA
ini memiliki ukuran dan urutan basa nukloetida yang bervariasi. Ukuran
panjang MRNA dapat berbeda-beda, mulai dari beberapa ratus basa
sampai ribuan bassa nukleotida. Molekul mMRNA pada sel mamalia
memiliki poli-A yang cukup panjang pada ujung 3’ nya sehingga dapat
mempermudah mRNA untuk diisolasi (Sambrook dan Rusel, 2001).

Kemurnian mRNA hasil isolasi pada semua sampel terlalu kecil yaitu
1.650 dan 1.556 pada sampel A1l dan sampel A2 dan terlalu tinggi yaitu
2.664 pada sampel Bl dan 2.773 pada sampel B2. Rendahnya

konsentrasi pada hasil isolasi mMRNA diduga karena adanya kontaminasi
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protein maupun bahan yang digunakan selama isolasi mMRNA dan
kemungkinan juga adanya kontaminasi DNA (Portillo,et al., 2006).

Degradasi mMRNA oleh Rnase merupakan salah satu masalah utama
dalam isolasi mRNA. Enzim Rnase bersifat stabil karena tidak
membutuhkan kofaktor untuk aktifitasnya. Aktivitas Rnase yang tinggi
dijumpai pada beberapa tipe jaringan dan sel. Enzim tersebut juga dapat
berasal dari kontaminasi selama isolasi mMRNA (Darmania, 2015).Oleh
karena itu pengerjaan persiapan mRNA, selain harus dilakukan dalam
waktu yang sangat cepat namun juga harus steril.

Molekul mRNA sampel yang sudah diperoleh segera disiapkan
sebagai template mMRNA untuk didiubah menjadi cDNA (sebagai template
teknik two step RT — PCR). Template mRNA tersebut harus terjaga
dalam keadaan sangat dingin dan steril untuk mencegah degradasi.
Kemurnian template mRNA (bebas dari kontaminasi protein, polisakarida,
maupun DNA) dan integritas mRNA (degradasi) merupakan faktor yang
sangat mempengaruhi keberhasilan sintesis cDNA full-length (Wang dan
Young, 2003).

Proses pengubahan mRNA menjadi cDNA dalam penelitian ini adalah
menggunakan High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits. Data
yang diperoleh adalah bahwa nilai kemurnian cDNA adalah sangat baik,
yaitu 1,65 — 2,11 dengan konsentrasi cDNA dalam sampel £1000 ng/uL.
Complementary DNA (cDNA) ini dapat pula digunakan untuk keperluan

deteksi ekspresi gen eukariot dalam sel prokariot (Nicholl, 2002).
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Molekul cDNA diperoleh dari penyalinan mRNA yang sudah tidak
memiliki daerah intron pada urutan basa nukleotidanya. Daerah intron
dapat mencegah ekspresi gen eukariot pada sel prokariot. Sel prokariot
tidak memiliki perangkat untuk memotong daerah intron. Oleh karena itu,
cDNA banyak digunakan sebagai sumber DNA pada proses pengklonan

maupun deteksi ekspresi gen (Nicholl, 2002).

2. Amplifikasi ekspresi gen mioglobin, HIF 1 alfa dan betha actin sel

punca mesenkimal dengan tekniktwo step RT-PCR

Hasil uji teknik two step RT-PCR menunjukkan bahwa mioglobin
terekspresi pada sampel Al sel punca mesenkimal (Gambar 5 dan 6).
Hasil optimum ekspresi gen target mioglobin sampel Al sel punca
mesenkimal terdapat pada formulasi penggunaan cDNA sebanyak 2 pL
dengan konsentrasi £2000 ng/uL. Ekspresi gen tersebut terdeteksi dalam
kapasitas jumlah yang relatif tinggi dengan threshold cycle (Ct) sebesar
0,03, nilai ini menunjukkan jumlah amplikon sedikit karena mendekati
akhir siklus RT-PCR . Threshold cycle (Ct) dapat disesuaikan untuk setiap
percobaan sehingga dapat menunjukkan kurva amplifikasi pada seluruh
sampel.

Hasil dari reaksi real- time RT - PCR berupa nilai threshold cycle (Ct)
yang men menunjukkan siklus amplifikasi dimana sinyal fluorescent
melewati batas ambang (threshold) yang ditandai dengan jumlah

amplicon yang bertambah.Dalam Real Time PCR reaksi positif
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diakumulasi dari sinyal flouresence berupa kurva amplifikasi. Nilai Ct yang
dihasilkan merupakan jumlah amplikon yang dihasilkan selama proses
RT-PCR dengan 40 siklus.Jumlah cDNA yang terbentuk menentukan
banyaknya amplicon yang dihasilkandalam reaksi PCR. NilaiCt
menggambarkan jumlah amplicon (semakin kecil nilai Ct maka semakin
banyak jumlah amplicon sebaliknya semakin besar nilai Ct maka semakin
sedikit jumlah amplikon) (Schmittgen and Livak, 2008).

Sampel Al sel punca mesenkimal ini adalah sel punca yang disimpan
dalam cryogenik deep freezer -80°C. Proses penyimpanan adalah proses
lazim yang dilakukan oleh sebuah laboratorium. Tujuan penyimpanan
adalah untuk deposit sel yang nantinya akan digunakan untuk berbagai
analisis lebih lanjut atau sekedar sebagai sumber sel punca baru pada
pasase berikutnya dalam pembiakan sel punca.

Proses penyimpanan atau preservasi deep freezer -80°C memberi
pengaruh terhadap kondisi sampel Al sel punca mesenkimal. Diketahui
bahwa penyimpanan seperti itu akan menyebabkan penurunan aktivitas
sel sebanyak sekitar 50%. Artinya bahwa kondisi tersebut telah mampu
mencetuskan ekspresi gen mioglobin pada sampel Al sel punca
mesenkimal (lihat Gambar 5 dan 6).

Ekspresi gen mioglobin sampel Al sel punca mesenkimal disertai
dengan gambaran ekspresi gen HIF 1 alfa pada sampel tersebut (Gambar
5 dan 7). Ekspresi gen HIF 1 alfa juga terdeteksi untuk sampel A2 sel

punca mesenkimal (Gambar 5 dan 7) yang merupakan hasil preservasi
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deep freezer -80°C. Hal ini membuktikan bahwa kemungkinan besar
proses penyimpanan secara lazim di laboratorium ternyata mempengaruhi
keadaan kadar oksigen di dalam sampel sel punca mesenkimal. Kondisi
kadar oksigen di dalam sampel sel tersebut memicu ekspresi gen HIF 1
alfa sebagai indikasi kondisi hipoksik awal pada sel (sebagai mekanisme
proteksi/respon awal sel terhadap kondisi kadar rendah oksigen
lingkungan)

Kondisi kurang oksigen (hipoksia) pada sel/jaringan umumnya
ditandai dengan jumlah HIF 1 alfa yang tinggi. Kondisi hipoksia tersebut
dalam waktu yang lama akhirnya akan mencetuskan sejumlah besar HIF 1
B. Komplek HIF 1 a dan HIF 1 B menyebabkan elemen promotor gen.
Promotor gen akan memicu ekspresi sejumlah gen salah satunya adalah
mioglobin yang diperlukan untuk memulai proses pemulihan kadar O, sel
(Reperfusi) (Puspitaningrum, 2010). Kondisi sel punca mesenkimal pada
Al menggambarkan keadaan proses pemulihan kondisi O, yang
dibuktikan dengan terdeteksinya ekspresi gen mioglobin (Lihat gambar 5
dan 6).

Namun tidak demikian halnya pada sampel A2 sel punca mesenkimal.
Tidak terdeteksinya gen mioglobin (Gambar 5 dan 6) pada sampel A2
kemungkinan disebabkan oleh jumlah mRNA tidak representative.

Ekspresi gen mioglobin tidak terdeteksi pada sampel B1 dan B2 sel
punca mesenkim (hasil pasase langsung) (Gambar6). Artinya bahwa

dalam kondisi kultur sel dan pasasepada sampel B1 dan B2 sel punca
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mesenkimal dalam keadaan normal (normoksia). Hal ini dibuktikan melalui
gambar 6, bahwa sejumlah ekspresi gen HIF 1 alfa yang ada dalam
sampel tersebut tidak terdeteksi oleh mesin RT — PCR ( masih dalam
batasan normoksia).

Seluruh prosedur penelitian ini dikontrol oleh terdeteksinya ekspresi
house keeping gene, yaitu betha actin (Gambar 8). Gambaran kurva yang
terlihat pada masing-masing sampel dalam gambar 8 menunjukkan bahwa

semua ekspresi gen yang terjadi berlangsung secara alamiah dan real.

3. Ekspresi Gen Moglobin Sel Punca Mesenkimal

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekspresi mioglobin ternyata
ditemukan pada sel punca mesenkimal (sebagai bakal jaringan non
muskuler). Pencetus ekspresi gen mioglobin adalah kondisi sel kurang
oksigen. Hal ini menguatkan penemuan awal Fraser, et al, 2006.

Hasil penelitian ini juga menguatkan fungsi utama mioglobin di dalam
sel adalah sebagai protein pengikat dan penyimpanan oksigen yang akan
ditranfer ke dalam mitokondria yang terdistribusi di seluruh tipe jaringan.

Hasil ekspresi gen HIF 1 a menunjukkan bahwa sampel A1 dan
sampel A2 sel punca mesenkimal berada dalam kondisi hipoksia dalam
line threshold cycle 0,1. Sampel ini berada dalam preservasi deep freezer-
80°C atau disebut preservasi cryogenik. Threshold cycle (Ct) pada
ekspresi gen HIF 1 a lebih rendah dibanding dengan Ct pada ekspresi gen

mioglobin yaitu sebesar 0,03 karena amplikon yang dihasilkan mendekati
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akhir siklus, hal ini menunjukkan sampel masih pada tahap awal hipoksik.
Kondisi hipoksik pada sel punca dapat mempengaruhi kemampuan
diferensiasi sel sehingga akan berpengaruh terhadap implantasi sel punca
yang digunakan untuk terapi sel (Helianti dan Candra, 2013).

Berdasarkan penelitian Helianti dan Candra pada tahun 2003,
menunjukkan bahwa sel punca pada kondisi hipoksia dapat dijadikan
kandidat yang lebih baik dibandingkan dengan sel punca pada kondisi
normoksia. Sel punca dapat berkembang pada lingkungan in vitro dengan
konsentrasi oksigen 1 %- 7%. Kultur invitro pada konsentrasi oksigen
tinggi (hiperoksia) dapat mengakibatkan stres oksidatif melalui produksi
reactive oxygen species (ros) yang merupakan radikal bebas yang dapat
merusak lemak, protein dan DNA sehingga merubah metabolisme sel
(Helianti dan Candra, 2003).ROSyang tinggi dapat mengakibatkan
apoptosis, senescence dari sel. Pada konsentrasi O, yang sedang bahkan
rendah dapat terbentuk ROS intraseluler yang dapat meningkatkan
efisiensi metabolisme (Rosova, 2008).

Sel punca pada kondisi hipoksia menunjukkan perkembangan sel yang
lebih besar dibandingkan dengan sel punca pada kondisi normoksia dan
menunjukkan penurunan apoptosis sel pada sel punca (Helianti dan
Candra, 2003).

4. Ekspresi gen betha actin dengan teknik two stepRT-PCR
Ekspresi mioglobin dalam uji ini dikuatkan oleh adanya ekspresi gen

betha actin (Gambar 8). Betha actin merupakan housekeeping gene
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dalam analisis ekspresi gen, dengan dihasilkannya kurva amplifikasi gen
betha actin maka menunjukkan bahwa teknik laboratorium yang dilakukan
cukup baik.

Suatu gen disebut housekeeping gene karena gen tersebut mengkode
protein yang dibutuhkan untuk tujuan fungsional umum dan penting di
sebagian besar tipe sel dan tidak bergantung pada histologi sel
(Vandesompele, 2002). Housekeeping gene yang ideal adalah gen yang
ekspresinya tidak berubah atau tetap stabil pada setiap sel dan pada

kondisi percobaan yang berbeda.



BAB V

KESIMPULAN, IMPLIKASI, DAN SARAN

A. KESIMPULAN

Kesimpulan yang diperoleh berdasarkan hasil penelitian adalah

sebagai berikut:

1. Gen mioglobin pada sel punca mesenkimal terekspresi pada
sampel sel punca mesenkimal tali pusat hasil dari preservasi
cryogenik deep freezer — 80°C.

2. Ekspresi gen mioglobin pada sampel sel punca mesenkimal tali
pusat hasil preservasi cryogenik deep freezer — 80°C.ditandai
dengan adanya sejumlah ekspresi gen HIF 1 alfa yang
menunjukkan rendahnya kadar oksigen pada sel.

3. Gen mioglobin dan gen HIF 1 alfa tidak terekspresi pada sampel
sel punca mesenkimal tali pusat hasil dari pasase langsung.

4. Teknik laboratorium yang dilakukan dalam penelitian ini sudah
sesuai dengan prosedur, hal ini dibuktikan dengan terdeteksi
ekspresi gen Betha Actin pada semua sampel sel punca

mesenkimal tali pusat.

B. IMPLIKASI

Implikasi dari penelitian ini adalah gen mioglobin terkspresi pada sel

punca hasil preservasi cryogenik deep freezer -80°C yang juga

44
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mengekspresikan gen HIF (Hypoxia Induce Factor) yang dengan betha

actin sebagai kontrol teknik lab.

C. SARAN
Saran dari penelitian ini adalah:

1. Perlu dilakukan penelitian selanjutnya untuk lebih mengetahui
ekspresi gen mioglobin pada sel punca hipoksia dan normoksia.

2. Perlu adanya lebih banyak pengulangan pada sampel sehingga dapat
menguatkan hasil penelitian.

3. Kontrol teknik laboratorium yang digunakan diperbanyak sehingga

mendapat hasil yang lebih akurat.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Protokol formulasi campuran bahan two stepReal Time PCR

mmed For Research Use Only. Not intended for
any animal or human therapeutic or
diagnostic use.
TagMan® Fast Advanced Master Mix Product Insert 2
Insart PN 4444402 Rev.C .
Product part numbers and storage conditions
Prodeet | Quantity/part number
Twimb 1 i1xEml | 25mL  Sx5mL  10xSmb | 1xSOmb
TogMan® Fast Advanced Msster Mix | 4444558 | 4484857 | 4444063 | Stoes at -18 to 28 *C unti
] | i Frst use, then stom at 4 °C.

Protocol for TagMan® and Custom TagMan® Gene Expression Assays

o N ] ;
mkmalmmbmdscﬂbeshowmpeﬂomgmewnexp& using the Tag| ® Fast A d Master Mix with
TagMan® and Custom TegMan® Gene Expression Assays. For more delailed procedures, or for procedures on performing gene
expression experiments with TaqMan® MicroRNA Assays or TaqMan® Array Micro Fluidic Cards, refer to the TagMan® Fast Advanced
Master Mix Protocol (PN 4444405].

Prepare the PCR reaction mix

1. Thoroughly mix the TaqMar® Fast Advanced Master Mix.

2. Thaw frozen samples and frozen TaqMan® ys on ice. R d by
3. Calculate the total vol q for each volurne for 1 ion x the total number of reactions.

4. Add all components to a 1.5-mL micrccantrifuge tube, cap the tube, then vortex briefly to mix.

5. Centrifuge the tube briefly to spin down the and i air
Prepare and run the PCR reaction plate
1. Transfer the riats volume of PCR reaction mix to each well of an optical reaction plate.
2. Cover the plate, then cer ge the plate briefly to spin down the contents and eliminate air bubbiles.
3. Run the PCR reaction plate using the parameters below.
* Run mode: X

Preduct Insert
0672010
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Lampiran 2. Tanda bukti penerimaan sel punca mesenkimal tali pusat dari
UPT Teknologi Kedokteran Sel Punca RSCM

\wnés
i
PFUNCA

. UPT Teknolag Kedokteran Se Punca RSCMFKU
(Rscm

mmouwmmwmmzus
D peregmee . T e Rusal, MR,

T, iz 20BN B <HLLL-BIBNEEGE Wi mm sl <
TANDA TERIMA
Telah diterima dari
Berupa [0 Sampel [0 CollectionKit [J Info Pack
[ Kwitansi No. ................. [ Agreement [¥ .50 00
Scjumlah
Keterangan
Jakarta, .30 M 2050
Diterima oleh,

Hormat kami,
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Lampiran 3. Prosedur Penelitian

a. Isolasi molekul mRNA

1. Pengambilan sampel sel punca dari UPT Kedokteran Sel Punca
Rumah sakit Cipto Mangunkusumo.

2. Sentrifuse sampel selama 10 menit pada 3000 rpm pada suhu 4
°C untuk mengendapkan sel sehingga terpisah dari media
pelarutnya.

3. Supernatan dibuang, tambahkan 500 pL (0,5 mL) TRI Reagent
Solution (memakai % reaksi dari anjuran protokol) (pekerjaan
dilakukan di laminar air flow).

4. Inkubasi homogenat selama 5 menit pada suhu ruang.

5. Sentrifuse pada 12.000 rpm selama 10 menit dengan suhu 4 °C.

6. Supernatan ditransfer pada tube baru.

7. Tambahkan klorofom 50 pL lalu inkubasi 15 menit pada suhu
ruang.

8. Sentrifuse pada 12.000 rpm selama 15 menit dengan suhu 4 °C.

9. Supernatan ditransfer ke tube baru lalu tambahkan 250 pL
isopropanol, vortex selama 10 detik.

10.Inkubasi sela 10 menit pada suhu ruang.

11.Sentrifuse pada 12.000 rpm selama 8 menit dengan suhu 4 °C,
lalu supernatan dibuang.

12. Tambahkan ethanol 75 % ke dalam pellet.

13. Sentrifuse pada 7.500 rpm selama 5 menit dengan suhu 4 °C.
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14.Supernatan dibuang, lalu dikeringkan dengan menggunakan

Aspirator.

15. Tambahkan nuclease free water pada pelet RNA.

Mengubah mRNA menjadi cDNA

1.

Membuat master mix sesuai protokol High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Table 1) kedalam mikrotube 0,2 mL.
Campuran bahan PCR sebanyak 10 pL.

Masukkan 10 pL RNA hasil isolasi ke dalam campuran bahan
PCR.

Mix campuran bahan dengan RNA selama beberapa saat.
Masukkan tube yang sudah berisi campuran ke dalam mesin
PCR.

Program PCR sesuai dengan protokol High Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit ( tabel 4).

Deteksi mioglobin dengan Tagman Probes menggunakan

teknik Real Time PCR.

Preparasi sampel dan bahan Real Time PCR.

. Deteksi menggunakan microAmp fast optical 48-well Reaction

Plate (0,1) applied biosystems sehingga menggunakan volume
20 pL (Lihat Lampiran 1 dan Tabel 2).

Mix semua campuran bahan pada mikrotube 0,2 mL.
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. Masukkan 2 puL cDNA ke dalam campuran bahan real Time
PCR.

. Transfer campuran bahan dan cDNA ke dalammicroAmp fast
optical 48-well Reaction Plate (0,1) applied biosystems.

. Running dengan menggunakan protokol Tagman Fast Advance

Master Mix (Tabel 6).
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