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RINGKASAN

Saat terjadi kerusakan pada jaringan pada organisma maka proses regenerasi jaringan
berperan penting untuk pemulihan struktur dan fungsi jaringan. Proses regenerasi jaringan
diawali dengan upaya penyembuhan luka yang terjadi pada fase awal yang disebut fase
wound healing. Tingginya aktivitas sel pada fase wound healing menyebabkan jaringan
mengalami keadaan hipoksia relative. Keadaan hipoksia relative dapat menstimulasi ekspresi
gen sitoglobin yang diduga memiliki peran mendifusikan oksigen ke dalam mitokondria.
Sitoglobin terbukti memiliki daya afinitas tinggi terhadap besi. Hasil penelitian dengan
menggunakan hewan coba cecak (Hemidactylus platyurus) betina sebanyak 30 ekor yang
memiliki daya regenerasi tinggi pada jaringan ekor, menunjukkan adanya ekspresi gen Cygb
pada fase wound healing. Hasil pengamatan histologi jaringan dengan pewarnaan HE selama
fase wound healing menunjukkan tingginya aktivitas sel. Sel basal lamina, sel saraf, sel
fibroblast, dan sel leukoosit berproliferasi, bermigrasi, dan berdiferensiasi dalam upaya
penyembuhan luka selama fase wound healing. Selama fase tersebut, pembuluh darah belum
terbentuk, sehingga asupan oksigen ke dalam sel berkurang. Keadaan hipoksia relative terjadi
karena tingginya kebutuhan akan oksigen dan rendahnya asupan oksigen. Ekspresi gen Cygh
reatif sangat tinggi pada hari pertama pertumbuhan jaringan ekor cecak dan mencapai
puncaknya pada hari ke 8. Hasil uji Kruskal Wallis menunjukkan tidak adanya perbedaan
ekspresi pada setiap hari pengamatan (p > 0,05) pada fase wound healing. Hal ini
menunjukkan bahwa ekspresi gen Cygb relative stabil dan dipertahankan agar tetap tinggi
selama fase wound healing untuk mempertahankan aktivitas sel selama fase tersebut.

Kata Kunci : fase wound healing, hipoksia, sitoglobin, regenerasi jaringan, diferensiasi



BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Regenerasi jaringan dalam ilmu Biologi adalah proses pembaharuan, restorasi,
dan pertumbuhan yang membuat genom, sel, organisme, dan ekosistem tahan terhadap
fluktuasi alam atau kejadian yang menyebabkan gangguan atau kerusakan. (1) Proses
regenerasi menjadi lengkap jika jaringan baru yang terbentuk sama dengan jaringan
yang hilang, sedangkan proses regenerasi tidak lengkap jika setelah terbentuk sel
nekrotik, maka terbentuk jaringan fibrosis.(2) Pada dasarnya, proses regenerasi
dimediasi oleh proses regulasi molekuler gen. Beberapa hewan reptil dan amfibi hanya
dapat meregenerasi bagian ekor yang hilang seperti kecebong dan cecak.(3)

Sitoglobin (Cygb) merupakan senyawa berbentuk homodimer yang diikat oleh
ikatan Cys-disulfida, dengan unsur heme menghadap sisi berlawanan dengan ikatan
dimer.(4) Cygb terbukti memiliki daya afinitas terhadap besi untuk ikatan luar dan
memikili oksigen yang seimbang seperti halnya myoglobin (Mygb). Oleh karena itu,
diduga Cygb terlibat dalam difusi oksigen menuju mitokondria. (5)

Protein Cygb menyebar pada popuasi sel, namun tidak berkaitan dengan
tingginya konsumsi okigen dan tingkat metabolisme. Hal ini menunjukkan bahwa Cygb
tidak berperan pada proses difusi oksigen. Hasil yang kontradiksi telah dilaporkan,
mengenai regulasi dan fungsi Cygb dalam keadaan hipoksia. Perubahan signifikan
ekspresi Cygb pada jaringan kortikal otak setelah mengalami hipoksia berkelanjutan
atau pada saat terapi hipoksia.(6) Kadar mRNA Cygb meningkat saat hipoksia. Secara
kontras, hasil sebelumnya telah melaporkan bahwa tingkat mRNA dan protein Cygh
tidak berubah secara signifikan di otak, meskipun di bawah kondisi hipoksia
berkelanjutan atau intermiten.(7)

Hasil penelitian tentang fungsi Cygb dalam keadaan hipoksia, menemukan
bahwa Cygb yang diatur dalam cell line glioblastoma manusia yang beraneka ragam dan
jaringan tumor manusia, mengimplikasikan bahwa Cygb mungkin sebagian
berkontribusi pada mekanisme pertahanan dan memungkinkan sel-sel kanker untuk
bertahan hidup dalam keadaan hipoksia. (8)Sebuah analisis sebelumnya tentang
ekspresi Cygb pada otak tikus dewasa dalam keadaan hipoksia kronis, paparan hipoksia

menunjukkan terjadinya peningkatan Cygb pada tingkat transkripsi di daerah otak



sebagai respon terhadap stres oksidatif. Hal ini menunjukkan bahwa Cygb dapat
berfungsi di sitoproteksi dan metabolik / homeostasis kardiovaskular. (9)

1.2 Perumusan Masalah

Regenerasi jaringan merupakan proses rumit yang melibatkan berbagai sel, gen
dan protein. Pada penelitian ini akan menganalisis eksprsi gen Cygb pada fase wound
healing regenerasi jaringan serta peranan gen tersebut yang belum teridentifikasi

sebelumnya

1.3 Kebaharuan yang ditemukan
Ekspresi gen Cygb pada fase wound healing (penyembuhan luka) serta peranan gen

tersebut terhadap proses regenerasi jaringan.

1.4 Tujuan Khusus
a. Analisis ekspresi gen Cygb pada fase wound healing pada proses regenerasi
jaringan
b. Analisis peranan gen tersebut pada fase wound healing pada proses regenerasi

jaringan

1.5 Urgensi (keutamaan) penelitian
Urgensi penelitian ini adalah sebagai langkah awal untuk menganalisis ekspresi dan
fungsi gen Cygb pada fase wound healing regenerasi jaringan, sehingga menjadi
dasar dalam penelitian selanjutnya untuk menemukan metoda pemberian terapi

terbaik dalam terapi regenerasi jaringan

1.6 Target temuan dan kontribusinya terhadap ilmu pengetahuan
Target temuannya analisis ekspresi gen Cygb serta peranannya pada fase wound
healing proses regenerasi jaringan sehingga dapat dimanfaatkan dalam terapi luka

atau kerusakan jaringan
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Regenerasi Jaringan

Regenerasi jaringan dalam ilmu Biologi adalah proses pembaharuan, restorasi,
dan pertumbuhan yang membuat genom, sel, organisme, dan ekosistem tahan terhadap
fluktuasi alam atau kejadian yang menyebabkan gangguan atau kerusakan. Setiap
spesies, dari mulai bakteri sampai manusia mampu melakukan regenerasi. Proses
regenerasi menjadi lengkap jika jaringan baru yang terbentuk sama dengan jaringan
yang hilang, sedangkan proses regenerasi tidak lengkap jika setelah terbentuk sel
nekrotik, maka terbentuk jaringan fibrosis. Pada dasarnya, proses regenerasi dimediasi
oleh proses regulasi molekuler berbagai gen yang berperan dalam proses tersebut.
Regenerasi dalam biologi berlandaskan proses morfogenesis organisme multiseluler
untuk memperbaiki jaringan atau organ tubuhnya sehingga dapat mempertahankan sifat
fisiologi dan morfologi organisme.(1)(10)

Pada dasarnya, proses regenerasi dimediasi oleh proses regulasi molekuler
berbagai gen yang berperan dalam proses tersebut. Regenerasi dalam biologi
berlandaskan proses morfogenesis organisme multiseluler untuk memperbaiki jaringan
atau organ tubuhnya sehingga dapat mempertahankan sifat fisiologis dan morfologi
organisme. (1)

Proses regenerasi terbagi dalam empat fase, yaitu fase wound healing
(penyembuhan luka) fase blastemal, fase diferensiasi, dan fase pematangan. Fsse wound
healing meliputi inflamasi, granulasi dan rekonstruksi luka, merupakan fase awal
jaringan melakukan upaya jaringan menyembuhan luka, sehingga pada fase ini sel aktif
beraktivitas. Fase blastemal merupakan fase jaringan membentuk agregat sel punca.
Fase diferensiasi merupakan fase membentuk jaringan baru yang berasal dari sel punca.
Fase pematangan merupakan fase jaringan mematngkan jaringannya melalui proses

morfogenesis. (11)

2.2 Fase wound healing
Regenerasi jaringan pada penyembuhan luka akan melibatkan tahap inflamasi,
tahap granulasi, dan tahap kontraksi luka. Gambar 2.1 merupakan gambaran kurva

proses penyembuhan luka yang terjadi secara tumpang tindih. Setelah jaringan



mengalami cedera, maka jaringan akan mengalami inflamasi. Pada tahap inflamasi
belum terjadi proses regenerasi jaringan, hanya terjadi proses penghentian aliran darah
ke area cedera dengan membentuk gumpalan yang dipadatkan membentuk serat fibrin.
Penggumpalan darah ini memerlukan faktor penggumpalan darah dan trombosit. Pada
tahap inflamasi juga terjadi migrasi sel neutrofil dan makrofag yang berperan
memfagositosis sel mati, serta membunuh bakteri di area cedera.(12)(13)(14)
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Gambar 2.1 Kurva proses penyembuhan luka jaringan

(modifikasi dari?)

Tahap selanjutnya adalah granulasi yang ditandai dengan proliferasi sel fibroblas
dan endotel, serta pembentukan lapisan epidermis baru. Jaringan granulasi terjadi
selama beberapa hari, dimulai dengan munculnya beberapa pembuluh darah kecil dan
penyebaran sel fibroblas. Sel fibroblas sangat besar peranannya pada proses ini.
Fibroblas akan aktif bermigrasi dari jaringan sekitar luka ke area luka, berproliferasi,
dan mengeluarkan beberapa substansi yang berperan membentuk jaringan baru. Proses
fagositosis oleh sel makrofag sangat berperan pada proses penyembuhan luka, karena
dapat mengaktivasi fibroblas untuk mensintesis kolagen. Sintesis kolagen sangat
diperlukan dalam proses reepitelisasi dan pembentukan pembuluh kapiler baru atau

angiogenesis. Sel fibroblas dan keratinosit akan merangsang proses angiogenesis dan
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stimulasi matriks ekstraseluler. Sejumlah sel dan pembuluh darah baru yang terbentuk
dalam jaringan baru disebut sebagai jaringan granulasi.(11)(14)

Fibroblas dan epidermis memiliki peranan besar dalam penyembuhan luka. Pada
proses penyembuhan luka, sel basal lamina epidermis pada tepian luka akan terlepas
dan berpindah menutupi permukaan luka, dan akan diganti oleh sel basal lamina lainnya
hasil mitosis. (11) Proses reepitelisasi adalah proses yang pertama kali tercetus untuk
menutupi jaringan luka sehingga mencegah infeksi, serta mencegah hilangnya atau
rusaknya epidermis maupun jaringan yang menjadi struktur di bawahnya. Fibroblas
mensintesis kolagen yang memperkuat jaringan luka. Fibroblas berproliferasi dan lebih
aktif mensintesis komponen ekstrasel jaringan ikat sebagai respons terhadap cedera. Sel
epidermis akan membentuk lapisan epidermis tipis pertama secara terus menerus untuk
menutupi area luka sehingga terbentuk jaringan epidermis baru,(12)(15)

Aktivitas utama dalam regenerasi jaringan adalah proliferasi sel. Pada
regenerasi jaringan terjadi pembelahan sel secara terus-menerus. Sel baru yang
terbentuk berasal dari sel punca yang akan berproliferasi dan menggantikan sel yang
rusak atau mati. Setelah luka tertutup, semua jaringan yang terdapat di bagian dalam
epidermis penutup luka, yaitu jaringan otot, tulang, tulang rawan, dan jaringan ikat
mengalami disintegrasi serta kehilangan ciri karakteristiknya. Pada tahap ini semua
jaringan mengalami dediferensiasi dengan timbulnya jaringan granulasi yang terdiri atas
pembuluh darah baru dan sel fibroblas.(12)(16)

Pada fase regenerasi penyembuhan luka, terjadi peningkatan proses angiogenesis
atau pertumbuhan pembuluh darah baru. Peningkatan angiogenesis ini untuk memenuhi
kebutuhan nutrien dan oksigen guna mendukung proses proliferasi sel dan diferensiasi
jaringan. Pada fase ini dapat menginduksi keadaan hipoksia akut yang akan menjadi
sinyal penting selama fase penyembuhan luka karena keadaan hipoksia akan meregulasi
proliferasi sel, migrasi sel, dan diferensiasi melalui induksi sitokin dan sinyaling sel.
(17)(14)

Pada fase regenerasi jaringan pembuluh darah akan memvaskularisasi hampir
semua jaringan sesuai dengan kebutuhan fisiologinya. Terjadi proses angiogenesis yaitu
pertumbuhan pembuluh darah baru dari pembuluh darah yang telah ada. Angiogenesis
terutama terjadi selama perkembangan embrio dan dapat pula terjadi pada hewan
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dewasa selama proses fisiologi antara lain penyembuhan luka. Angiogenesis sangat
dibutuhkan untuk keberhasilan terjadinya penyembuhan luka.(14)(18)

2.3 Hipoksia dan gen Cygb

Berkurangnya kadar oksigen dalam jaringan dapat menyebabkan kejadian
hipoksia dengan kadar oksigen mencapai 1 % dari keadaan normal 21 %. Hipoksia
adalah keadaan rendahnya konsentrasi oksigen di dalam jaringan yang dapat
mengancam kelangsungan hidup organisme. Hipoksia merupakan suatu keadaan di
mana terjadi defisiensi oksigen yang mengakibatkan kerusakan jaringan akibat
penurunan respirasi oksdatif aerob, akibat mengalami cedera atau luka pada jarinngan.
Tingkat kerusakan jaringan akan tergantung kepada tingkatan hipoksia, sel pada
jaringan dapat mengalami adaptasi, cedera, atau kematian. Namun, organisme aerob,
dari prokariot sampai eukariot yang kompleks, mempunyai mekanisme homeostasis
yang adaptif untuk mengatasi hipoksia baik pada tingkat sistemik maupun seluler.
(19)(20)

Protein Cygb merupakan salah satu salah satu hemoglobin ekstra eritrositer
selain mioglobin (Mb) dan neuroglobin (Ngb), serta merupakan anggota famili protein
globin heksakoordinat. Cygb memiliki kemampuan mengikat oksigen dengan kuat.
Protein ini ditemukan oleh Burmester dan Hankeln awal abad 21, bersamaan dengan
Ngb yang diduga memiliki fungsi yang sama dengan Mb. Protein Cygb memiliki
struktur khas terdiri atas delapan a-heliks (Gambar 2.2) dan memiliki residu globin yang

bersifat lestari pada spesies mamalia, ikan, amfibi, reptil, dan burung.(21)
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Gambar 2.2 Struktur protein Cygb manusia.
Terdapat 8 alfa heliks dan beberapa residu pada N terminal dan C terminal
(Modifikasi dari (22))

Tingginya afinitas Cygb terhadap oksigen menimbulkan dugaan bahwa Cygb
berperan sebagai faktor difusi oksigen ke dalam mitokondria, yang fungsinya sama
dengan mioglobin dalam sel otot untuk mempertahankan proses fosforilasi
oksidatif.(22) Hipotesis yang menarik adalah ekspresi Cygb sebagian besar terjadi pada
sel-sel derivat fibroblas. Cygb pertama kali diidentifikasi pada tahun 2001 pada sel
stelata hati yang diisolasi dari jaringan hati tikus. Protein Cygb yang ditemukan awalnya
bernama stellate cell associated activated protein (STAP).(23) Penelitian dengan
menggunakan hewan transgenik, ternyata Cygb berperan dalam respon pembentukan
serat fibrotik pada beberapa organ termasuk hati dan ginjal. Oleh karena itu, diduga
bahwa Cygb terlibat dalam respon adaptif yang terkait cedera, hal tersebut menunjukkan
bahwa ekspresi Cygb diregulasi dalam keadaan hipoksia.(24)

Kondisi hipoksia dapat menstimulasi Cygb yang diduga berperan membawa
oksigen ke dalam mitokondria. Hasil penelitian Jusman dengan menggunakan hati tikus
dalam keadaan hipoksia normobarik sistemik kronik menunjukkan bahwa keadaan
hipoksia dapat menstimulasi sintesis protein Cygb.(24) Hasil penelitian Singh,
membuktikan adanya peran Cygb pada regenerasi otot skeletal. Pertama, bahwa Cygb
terdapat pada inti sel basal lamina selama proses regenerasi otot skeletal. Kedua,

menunjukkan bahwa Cygb melindungi myoblas dari apoptosis sel yang dimediasi oleh
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ROS. Ketiga, sel basal lamina yang kekurangan Cygb akan mengalami gangguan pada
proses proliferasi dan diferensiasi sel.(9)

Pengetahuan tentang peranan protein Cygb terhadap regenerasi jaringan masih
sangat terbatas.(25) Beberapa hasil penelitian, menyimpulkan dugaan beberapa peranan
Cygb dalam jaringan pada keadaan hipoksia, antara lain berperan dalam difusi oksigen
ke dalam rantai pernafasan mitokondria dan sebagai penyimpan oksigen sesuai hasil
penelitian Nakatani yang menunjukkan adanya Cygb pada fibrosis jaringan ketika
persediaan oksigen berkurang.(26) Fungsi lainnya adalah sebagai sensor oksigen, Cygb
dapat meregulasi aktivitas protein yang mampu merespon perubahan kadar oksigen
dalam jaringan. Cygb juga diduga terlibat dalam sintesis protein matriks ekstraseluler,
seperti kolagen, terbukti dengan ditemukannya Cygb pada sejumlah sel fibroblas,
kondroblas, dan osteoblas. Cygb berkontribusi pada sinyaling sel lipid sehingga
meningkatkan ekspresi antioksidan serta berperan sebagai pelindung dari stres oksidatif
seperti enzim hidrogen peroksidase.(27)

2.4 Cecak (Hemidactylus platyurus)

Cecak (Hemidactylus platyurus) termasuk kelas reptilia, ordo squamata, family
Geckonidae dan Genus Hemidactylus, yang memiliki kemampuan regenerasi jaringan
yang cukup tinggi. Regenerasi jaringan pada cecak terjadi pada ekornya yang akan
mengalami autotomi untuk mempertahankan diri. Ekor yang hilang tersebut akan
digantikan dengan ekor yang baru dalam waktu lebih kurang 7 hari. Proses
penyembuhan luka, merupakan fase awal dalam regenerasi jaringan yang melibatkan
proses peradangan atau inflamasi.(28)(29)

Cecak terkenal sebagai pemanjat yang ulung. Binatang ini mampu memanjat
dinding tegak lurus, bahkan memanjat dan merayap di atap. Kemampuan ini dimiliki
karena cecak memiliki bulu-bulu halus yang mampu melekat pada permukaan apapun
pada keempat kakinya. Ekor cecak berfungsi sebagai penyeimbang pada saat cecak
memanjat permukaan yang tegak lurus. Adapun, adaptasi tingkah laku reproduksi cecak
adalah bereproduksi dengan cara bertelur (ovipar) dan fertilisasi cecak terjadi secara
internal.(30)

Cecak memiliki daya regenerasi tinggi pada ekor yang terputus (autotomi) dan

mampu membentuk ekor baru. Autotomi adalah perilaku cecak dalam kemampuannya

14



memutuskan ekor untuk mengelabui predator. Saat autotomi, cecak akan menekan
ototnya di bagian tataran autotomi sehingga ekor terputus. Ekor baru yang terbentuk
memiliki morfologi yang berbeda dengan ekor lama. Perbedaan ekor lama dan ekor
regenerat terletak pada warna kulit, bentuk sisik, struktur saraf, dan struktur tulang ekor.
Ekor regenerat memiliki ukuran panjang sedikit lebih pendek dibandingkan ekor
semula.(31)(32)

Regenerasi pada ekor cecak termasuk autotomi yang terjadi karena cecak
melukai bagian distal ekor atau memberikan tekanan yang menyebabkan ekor terputus
di bagian distal. Regenerasi kemudian akan dilakukan cecak untuk membentuk ekor
yang baru meskipun terdapat perbedaan bentuk antara ekor yang baru dengan ekor yang
lama. Pembentukan struktur columna vertebrae pada ekor hasil regenerasi lebih

sederhana sehingga berbeda dari ekor yang normal.(33)

2.5 Peta jalan penelitian

Road map penelitian tentang Kontrol Genomik dan Proteomik dalam kondisi
hipoksia dan proses mitosis secara invitro pada regenerasi jaringan di Departemen
Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia berlangsung selama 5 tahun dan
telah berjalan pada tahun ke 3, yaitu penelitian disertasi ini. Tahun 1 dan ke 2 telah
dilakukan oleh mahasiswa program Doktor ilmu Biomedik di Deprtemen Biokimia
Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia. Pada riset ini, dilakukan analisis peranan
biogenesis mitokondria pada renerasi ekor cecak yang merupakan rangkaian dari riset
utama.

Dengan skema road map sebagai berikut :

Tahun 1 Tahun 2 Tahun 3
Peranan HIF 1 Peranan Cygb Peranan HIF 1a,
dan HIF 2 dalam proses HIF 2a, mitokondria)
dalam proses mitosis mitosis serta —> |dan Cygb dalam
serta kaitannya kaitannya dengan regenerasi ekor
dengan ekspresi ekspresi PNa cecak
PNa

Tahun 4 Tahun 5
Peranan PGC dan Proses regenerasi
Biogenesis mitoko —> pada hewan coba
kondria serta suksi- tikus : peranan
nat dehydrogenase HIF 1, HIF 2 dan
dalam regenerasi cygb
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2.6 Kontribusi dan kebaharuan yang akan dihasilkan

Proses regenerasi merupakan proses yang rumit karena melibatkan berbagai sel
dan protein sehingga menghasilkan jaringan yang mirip seperti jaringan sebelumnya
dan dapat melakukan aktivitasnya kembali. Hasil penelitian ini diharapkan dapat
memberikan kontribusi dan kebaharuan pada proses regerasi jaringan agar lebih optimal
dengan memanfaatkan dan menstimulasi gen yang diduga berperan dalam proses
regenerasi jaringan. Sehingga diharapkan hasil penelitian dapat dikembangkan untuk

terapi  regenerasi jarinan hewan tingkat tinggi dan pada manusia.
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BAB 3. METODE PENELITIAN
3.1 Bagan Penelitian

Persiapan sampel penelitian Persiapan Desain Primer

Pencarian gen Cygb dari spesies

Input : Hewan coba cecak kekerabatan terdekat dengan cecak

L 0

Prosgg®l  Adaptasi laboratorium Gunakan Blast tools dari web site

11 www.nchi untuk proses alignment
autotomi ﬂ
ll Pilih beberapa sekuen terdekat dan

pengambilan ekor setelah 1,3,5,7,10,13, gunakan sqftware Megar untgk_ .
17, 21,25 dan 30 hari setelah tumbuh mendeteksi sekuen konservasi tinggi

jaringan baru
| !

Isolasi mMRNA dari jaringan ekor Delsj["f"rll pr;!“er ger,][ dCygb darlkhaSII
hasil regenerasi jaringan multiple afignment gengan sekuens

konservasi tinggi
{ I

Ampflifikasi gen Cygb pada
jaringan oleh DNA primer dengan
metoda qPCR

!

Data kuantitatif ekspresi gen
Cygb pada proses regerasi
jaringan

Ouput
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3.2 Bahan Penelitian

Bahan penelitian yaitu ekor cecak (Hemidactylus Platyurus) betina hasil
regenerasi jaringan pada hari 1, hari 3, hari ke 5, hari ke 7, hari ke 10, hari ke 13 dan
hari ke 17 setelah proses autotomi, kit isolasi RNA, kit gPCR, DEPC free water,
Proteinase K, es batu, ethanol 70 %, Isopropanol, TE buffer, DNA primer hasil
pelacakan DNA spesifik gen Cygb.

3.3 Metoda
3.3.1 Pelacakan gen

Pelacakan gen HIF 1la cecak merupakan gen target. Pelacakan gen Cygb cecak
(Hemidactylus Platyurus), dimulai dengan pengkajian filogenetik dari literature spesies
yang paling dekat kekerabatannya. Diperoleh spesies Gecko Japonicus, maka Gen Cygh
dari Gecko Japonicus dianalisis dengan metoda BLAST untuk menemukan sekuen gen
Cygb dari spesies lainya. Dalam penentuan daerah-daerah terkonservasi digunakan soft
ware Mega7 dengan teknik ClustalX. Urutan basa disejajarkan dengan Program
ClustalX untuk kemudian dipilih yang memiliki kemiripan lebih dalam basa
penyusunnya. Hal tersebut dipilih untuk dasar pelacakan penempelan primer. Dilakukan
analisis penentuan DNA primer dengan software Primer3, dan dipilih secara manual
daerah yang memiliki konservasi tinggi dengan mempertimbangkan daerah tersebut
adalah daerah coding sequence, dan memiliki parameter umum, antara lain jumlah
nukleotida, kandungan GC dan tidak terdapat kemungkinan adanya saling komplemen

antara basa di dalam satu rantai primer ataupun antara primer yang satu dengan lainnya.

3.3.2 Proses isolasi RNA

Ekor hasil regenerasi jaringan pada pertumbuhan hari ke 1, 3 dan 5 sebagai
sampel yang akan dilakukan isolasi RNA, dihancurkan sampai halus untuk memecah
membran sel secara mekanik. Ditambahkan proteinase K 1 ul dan cell lisis sebanyak
300 ul. Suspensi diinkubasi pada suhu suhu 65°C selama 15 menit dan setiap 5 menit
divortex. Suspensi kemudian ditambahkan MPC175 ul, disenrifugasi pada suhu —4° C
selama 10 menit dengan kecepatan 10.000 rpm. Pisahkan supernatant dan tambahkan
supernatant dengan isopropanol 500 ul, homogenkan. Larutan supernatant disentrifugasi
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kembali selama 10 menit pada kecepatan 10.000 rpm. Maka akan tampak RNA total
pada bagian bawah tabung. Buang supernatant, bersihkan RNA dengan ehanol 70 % dua
kali dan simpan dalam E buffer sebanyak 35 ul, dilakukan pengukuran konsentrasi RNA
dengan nanodrop varioscan serta Pengujian Integritas RNA Total sebanyak 2pl sampel
RNA total yang terisolasi dikuantifikasi dan dinilai kemurniannya menggunakan
spektrofotometri nanodrop. Blanko yang digunakan pada spektrofotometri nanodrop
adalah nuclease free water. Kemurnian RNA dinilai dari perbandingan absorbansi pada
panjang gelombang ()) 260 . Sampel disimpan pada lemari pendingin suhu -4° C.

3.3.3 Ekspresi gen gPCR

Dilakukan pengenceran hasil isolasi RNA dengan konsentrasi 10 ng/ul
menggunakan TE buffer. Larutan mix Kit qPCR dari merck Kappa sebanyak 10 pl
untuk setiap sampel dengan komposisi 2x Kappa sebanyak 5 ul, Forward DNA primer
sebanyak 0,2 ul, Reverse DNA Primer sebanyak 0, 2 pl dan 5x kappa sebanyak 0,2 pl,
sampel RNA sebanyak 2 pl dan DEPF FW sebanyak 2, 4 pl. Digunakan sampel
control dan house keeping gene (18S) sebagai pembanding pada hasil kuanifikasi
relative jumlah amplifikasi yang dihasilkan. Dilakukan ampilfikasi gen dengan machine
Real time PCR max type sebanyak 40 siklus dan perpendaran hasil ampifikasi dengan
cyber green fluoresensi. Hasil amplifikasi menunjukkan kuantitas jumlah Double
standed DNA yang terbentuk. Data yang diperoleh dari real-time RT-PCR (qPCR)
berupa nilai threshold cycle (CT). Nilai ACT dihitung dengan cara pengurangan nilai
CT 18S rRNA dengan nilai CT gen HIF 1 alpha. Nilai ACT antar kelompok
dibandingkan secara deskriptif (Dietrich et al., 2011). Data hasil elektroforesis dianalisa
secara deskriptif.
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BAB 4. HASIL PENELITIAN

4.1 Pertumbuhan Panjang Ekor cecak

Hasil pertumbuhan panjang ekor cecak tampak pada gambar 4.1. Pada Gambar
4.1, tampak bahwa pertumbuhan panjang ekor berlangsung secara lambat dari hari ke 1
sampai hari ke 10 setelah autotomi. Pertumbuhan jaringan tampak bertambah dari hari
ke 1 setelah autotomy dengan adanya proliferasi, migrasi sel, dan diferensiasi sel.
Pertumbuhan jaringan dari hari ke 1 sampai hari ke 10 setelah autotomy ini tidak

berbeda secara signifikan (p > 0,05).

Gambar 4.1 Pertumbuhan panjang ekor cecak dari hari ke 1- 10 setelah autotomi
pada fase wound healing A. Jaringan hari ke 1; B. Jaringan hari ke 3; C. Jaringan
hari ke 5; D. Jaringan hari ke 8’; E. Jaringan hari ke 10

4.2 Gambaran histologi jaringan ekor cecak

Gambaran histologi jaringan ekor cecak (Hemidactylus platyurus) pada fase
wound healing menunjukkan tinginya aktivitas sel (Gambar 4.2). Hasil pewarnaan HE
menunjukkan perbedaan secara histologi proses regenerasi jaringan pada setiap hari

pengamatan yaitu pada hari ke 1; hari ke 3; hari ke 5; hari ke 8; dan hari ke 10.
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Gambar 4.2 Gambaran histologi jaringan ekor cecak pada fase wound healing;
A. histologi hari ke 1; B. histologi Hari ke 3; C. histologi hari ke 5; D. histologi
hari ke 8; E. histologi hari ke 10

Pada hari ke 1 pasca autotomi tampak lapisan epidermis telah terbentuk
menutupi area luka. Pada hari ke 5, lapisan epidermis tampak lebih tebal menutupi area
luka. Pada hari ke 10, lapisan epidermis dan dermis semakin menebal menutupi area
luka. Sediaan histologis jaringan ekor cecak satu hari setelah autotomi belum
menunjukkan adanya proses atau perubahan morfologis jaringan ekor, lapisan
epidermis sudah terbentuk beserta lapisan keratin. Tampak adanya tulang rawan yang
sedang tumbuh, dengan area sel tulang rawan belum matang dikelilingi oleh sel tulang
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rawan matang yang berkalsium. Sel leukosit tersebar cukup banyak di area luka. Diduga
hal tersebut berkaitan dengan fungsinya yaitu membersihkan jaringan dari agen asing
dan sel yang mengalami apoptosis. Tampak pula sel eritrosit yang menyebar di area
luka yang menunjukkan terjadinya perdarahan di area luka. Sel basal lamina tampak
jelas terlihat di lapisan basal yang akan berperan dalam pembentukan lapisan epidermis
baru. Di bagian dermis, tampak adanya jaringan kolagen yang banyak mengandung sel
mirip fibroblas.

Pada proses regenerasi jaringan ekor cecak hari ke 3 setelah proses autotomi
terdapat saraf ganglion dan saraf tepi pada area sekitar luka, serta sel eritrosit dan sel
leukosit yang banyak menyebar di jaringan. Sel mirip fibroblas menyebar pada lapisan
dermis dan jaringan lainnya, serta masih banyaknya penyebaran sel eritrosit pada area
luka tersebut.

Perkembangan jaringan pada hari ke 5 setelah autotomi menunjukkan
perkembangan yang lebih kompleks dibandingkan hari ke 1 dan ke 3. Tampak sel
endotel mulai muncul di jaringan ikat dan di jaringan tulang rawan, sel basal lamina
tampak semakin bertambah pada lapisan basal lamina epitel.

Pada sediaan histologis regenerasi jaringan ekor cecak pada hari ke 8 setelah
autotomi terjadi pembentukan tulang belakang yang semakin terlihat memanjang,
lapisan epidermis semakin tebal serta sel leukosit dan sel mirip fibroblas semakin
banyak menyebar ke seluruh jaringan.

Pada hari ke 10 setelah autotomi epidermis semakin menebal dan perubahan
bentuk sel epidermis yang semula bulat menjadi pipih serta sel basal lamina membentuk
epidermis baru. Tulang belakang semakin jelas terlihat memanjang. Sel endotel semakin
banyak membentuk pembuluh darah yang terisi eritrosit baru. Tampak pula jaringan
lemak, serta sebaran sel mesenkim, sel saraf, dan sel mirip fibroblas pada lapisan

dermis.

4.3 Ekspresi gen Cygb
Analisis ekspresi mMRNA Cygb ditampilkan pada Gambar 4.3, tampak sebaran
data ekspresi mMRNA Cygb berdistribusi normal dan homogen dengan nilai p > 0,05.
Ekspresi mMRNA Cygb jauh lebih tinggi mulai hari ke-1 sampai hari ke-10 proses
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regenerasi jaringan dibandingkan kontrol. Ekspresi mRNA Cygb mencapai puncaknya
pada hari-8 dan hari ke-10 (Gmbar 4.4), namun hasil uji ANOVA tidak menunjukkan
adanya perbedaan nyata antara hari pengamatan (p > 0,05), walaupun data pengamatan
menunjukkan adanya perbedaan ekspresi mRNA Cygb.
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Gambar 4.3. Ekspresi relatif mMRNA Cygb terhadap kontrol (K) mulai dari hari
ke-1 sampai hari-10. n =15, sebaran data normal (p > 0,05), namun hasil uji ANOVA
tidak menunjukkan adanya perbedaan bermakna antara setiap hari pengamatan

kspresi mRNA relatif terhadap
{alglige]

Harike1l harike3 harike5 harike8 hari ke 10
Hari pertumbuhan

Gambar 4.4 Grafik pertumbuhan jaringan dari hari ke 1 sampai hari ke 10
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BAB 5. DISKUSI

5.1. Pertumbuhan Panjang Ekor Cecak Rumah

Penelitian proses regenerasi jaringan pada ekor cecak rumah (Hemidactylus
platyurus) ini ditinjau dari aspek hipoksia merupakan penelitian yang pertama kali
dilakukan. Penelitian sebelumnya dilakukan pada kadal (Anolis carollinensis) yang
mengamati aspek histologi dan peran sel saraf pada proses regenerasi jaringan ekor.(34)
Penelitian lain mengenai regenerasi jaringan yang menganalisis aspek hipoksia
dilakukan pada organ hati tikus yang struktur organnya berbeda dengan ekor.(19)
Peneliti lain meneliti regenerasi jaringan pada hewan vertebrata yang lebih rendah
tingkatan taksonominya dibandingkan cecak serta hewan invertebrata lainnya yang
menganalisis proses regenerasi dari aspek berbeda. (35)(2)

Cecak rumah dipilih menjadi hewan coba oleh karena mudah diperoleh di
lingkungan sekitar dan merupakan hewan vertebrata terdekat klasifikasinya dengan
mamalia yang memiliki daya regenerasi tinggi. Menurut Alibardi, cecak adalah
kelompok hewan reptil dari Famili Geckonidae yang memiliki kemampuan regenerasi
tinggi pada ekornya.(3) Kelompok genus Hemidactylus memiliki kemampuan
regenerasi ekor yang sangat tinggi. Proses regenerasi jaringan pada cecak berlangsung
relatif cepat dan pada hari ke 30 telah terbentuk jaringan lengkap. Organ ekor cecak
memiliki mobilitas tinggi dan terletak di luar rongga tubuh, dengan susunan jaringan
lengkap meliputi kulit, otot, tulang, saraf, jaringan ikat, darah dan lemak, sama halnya
seperti jaringan pada organ gerak mamalia.(36)(37) Oleh karena itu ekor cecak rumah
sangat tepat dijadikan model sederhana dalam mempelajari proses regenerasi jaringan
bahkan organ pada penelitian kami.

Pertumbuhan panjang ekor cecak memperlihatkan pertumbuhan yang lambat
pada fase wpund healing. Pada 10 hari pertama setelah autotomy merupakan tahap
penyembuhan luka. Pada regenerasi organ kulit manusia, fase penyembuhan luka

berlangsung relatif lama dan lambat.(14)
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Perbedaan pertumbuhan jaringan ekor pada hari-hari tersebut tidak menunjukkan
perbedaan secara nyata, karena pada tahap ini jaringan mengalami proses penyembuhan luka
dan kontraksi luka, dan belum mengalami proses regenerasi jaringan. Oleh karena itu
pertumbuhan panjang ekor berlangsung relatif lambat. Menurut Mescher, pada awal
regenerasi terjadi fase penyembuhan luka, yang ditandai dengan proses proliferasi sel,
migrasi dan diferensiasi sel makrofag, sel fibroblas, dan sel progenitor.(12) Pada regenerasi
jaringan ikan zebra, telah diketahui bahwa terjadi migrasi sel pada awal proses regenerasi
jaringan dari berbagai organ. Pada regenerasi jaringan jantung ikan zebra terjadi migrasi sel
progenitor jantung dan kardiomiosit ke arah tabung jantung.(2) Pada regenerasi ekor cecak
ini, banyak ditemukan sel leukosit, sel mirip fibroblas, sel basal lamina, sel saraf, sel tulang
rawan, serta sel otot. Sel leukosit, sel mirip fibroblast, sel saraf menyebar di jaringan dermis
dan jaringan ikat, yang aktif berproliferasi dan berdiferensiasi.

Pada sediaan histologi, sel basal lamina pada lapisan epidermis sudah mulai tampak
dan mengalami perubahan bentuk yang semakin memipih ke arah tepi lapisan epidermis. Hal
tersebut menunjukkan adanya aktivitas sel basal lamina membentuk lapisan epidermis baru.
Hal serupa ditemukan pada regenerasi jari tikus, terjadi migrasi dan proliferasi sel epidermis,
membentuk lapisan epidermis baru dan berlangsung relatif cepat.(19)

Pada penelitian ini pembentukan epidermis yang baru untuk menutup luka terjadi
relatif cepat dalam waktu satu hari setelah luka. Hal ini juga ditemukan pada regenerasi jari
salamander, proses pembentukkan epitel yang baru juga terjadi relatif cepat untuk menutupi
area luka agar proses penyembuhan luka dan regenerasi jaringan dapat berlangsung.(38)

Pada hari ke 5 regenerasi jaringan ekor cecak, lapisan epidermis yang terbentuk relatif
lebih tebal. Proses epitelisasi yang berlangsung relatif cepat ini bertujuan untuk melindungi
diri dari infeksi dan mempercepat terjadinya regenerasi jaringan. Kejadian ini berbeda dengan
proses penyembuhan luka pada manusia, yang memerlukan waktu berhari-hari untuk proses
epitelisasi.(11) Terdapat perbedaan yang nyata pertumbuhan ketebalan epidermis dan dermis
jaringan ekor cecak yang menunjukkan adanya aktifitas pada sel epidermis dan dermis pada
setiap hari pengamatan.

Sel leukosit muncul mulai hari pertama pengamatan dan menyebar ke berbagai ke
area luka. Menurut Murdoch, sel makrofag pada dua hari pertama setelah luka akan
menyebar pada berbagai jaringan karena perannya memfagositosis bakteri, virus, dan patogen
lainnya.(20) Alibardi juga menemukan adanya peningkatan jumlah leukosit pada area luka

pasca autotomi ekor kadal, yang berperan memfagositosis sel yang rusak dan bakteri di area
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luka.(3) Tinggiya sel leukosit pada jaringan ekor cecak dihubungkan dengan perannya untuk
memfagositosis bakteri, sel dan jaringan yang rusak.

Pada hari pertama pengamatan sudah banyak ditemukan sel mirip fibroblas pada
lapisan dermis serta pada jaringan ikat. Menurut Krafts, sel mirip fibroblas memiliki peran
dalam proses pembentukan jaringan darah (angiogenesis).(11) Pada amputasi ekor amfibi,
terjadi proliferasi sel yang dimulai dari sel fibroblas pada jaringan ikat yang membentuk
jaringan pembuluh darah.(38) Sel mirip fibroblas tampak menyebar pada jaringan dermis
serta jaringan ikat ekor cecak, dan tampak adanya kenaikan densitas yang bermakna yang
dimulai pada hari ke 3. Pada saat yang bersamaan terjadi pembentukan sel endotel serta
pertambahan ketebalan jaringan dermis.

Proliferasi sel juga ditemukan pada ganglion saraf dan sel saraf tepi. Peningkatan sel
saraf menandakan bahwa terjadi peningkatan aktivitas proliferasi dan migrasi sel saraf. Pada
hari pertama setelah autotomi, ganglion sel saraf tidak tampak dalam jaringan, namun pada
hari ke 3 terlihat ganglion saraf sebagai dampak dari aktivitas proliferasi sel saraf yang
berlangsung relatif cepat. Hal ini juga ditemukan oleh Nakatomi, yang meneliti regenerasi sel
saraf pada tikus dengan perlakuan iskemia, dalam waktu 2 hari terjadi regenerasi dan
diferensiasi sel saraf hipokampus yang berlangsung relatif cepat.(39) Hasil penelitian Lozito
dan Tuan pada regenerasi jaringan ekor kadal, menemukan adanya sel saraf pusat medula
spinalis, saraf tepi, dan ganglion. Sel saraf medula spinalis berperan dalam proses
pertumbuhan jaringan tulang belakang, sedangkan saraf ganglion merupakan kumpulan sel
saraf yang berperan menghantarkan sinyal saraf dari medula spinalis ke sel saraf tepi.(33) Hal
yang sama juga ditemukan pada penelitian regenerasi ekor cecak ini, adanya sel saraf medula
spinalis, sel saraf tepi, dan ganglion saraf. Peningkatan densitas sel saraf sejalan dengan
pertumbuhan jaringan tulang rawan pada tulang belakang.

Pada pangkal ekor kadal, yang diteliti Hutchin, terdapat mediator Neural Growth
Factor (NGF) yang berperan mengatur proses proliferasi dan regenerasi sel saraf. Semakin
jauh proses autotomi dari pangkal ekor maka proses regenerasi jaringan ekor akan tumbuh
makin tidak normal bahkan bercabang.(40) Pada hasil penelitian kami, ditemukan ganglion
saraf pada bagian proksimal ekor. Mengacu kepada laporan Hutchin, maka ganglion saraf ini
menghasilkan NGF, sehingga pertumbuhan ekor cecak berlangsung normal seperti yang kami
temukan.(41) Pada ekor salamander yang diamputasi, hasil penelitian Joven dan Simon
banyak ditemukan sel progenitor saraf yang berperan dalam proses regenerasi sel saraf dan
bertahan di sepanjang sumbu dorsal-ventral selama regenerasi. Setelah cedera, sel-sel
progenitor akan meregulasi pertumbuhan sel ependima.(38) Menurut Mescher, NGF
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memiliki peran menstimulasi proliferasi sel, migrasi, diferensiasi, dan kelangsungan hidup sel
saraf.(12)

Pada hari pertama pengamatan terjadi sintesis Cygb yang relatif lebih tinggi
dibandingkan gen lainnya. Pada penelitian yang dilakukan Avivi dengan menggunakan tikus
Sparlax pada organ otak, menunjukkan adanya keberadaan mRNA dan protein Cygb dalam
keadaan normoksia dan meningkat saat kondisi hipoksia.(19) Tingginya sintesis Cygb pada
hari pengamatan jaringan ekor tikus menandakan adanya keberadaan Cygb pada kondisi
sebelum hipoksia.

Meskipun ekspresi kenaikannya lambat untuk mencapai puncaknya pada hari ke 8, ,
namun pada hari yang sama terjadi diferensiasi berbagai sel dan sintesis berbagai senyawa
yang diperlukan untuk proses regenerasi organ. Kami menduga, peningkatan ekspresi Cygb
dalam jaringan mulai hari ke 5 dalam keadaan hipoksia kronis, menunjukkan peranannya
dalam menyuplai oksigen ke dalam rantai respirasi di dalam mitokondria. Menurut Schmidt,
dalam keadaan hipoksia, Cygb yang merupakan kelompok globin yang memiliki peran
mendifusikan oksigen ke dalam rantai respirasi.(22) Tingginya daya afinitas Cygb terhadap
oksigen membuktikan bahwa Cygb berperan sebagai pembawa oksigen intraseluler. Cygh
akan membawa oksigen ke dalam mitokondria untuk reaksi fosforilasi oksidasi, seperti
halnya fungsi Mb dalam sel otot.(24) Hasil penelitian kami membuktikan peranan Cygb yang
sangat besar dalam proses regenerasi, yang terus dipertahankan ekspresinya tetap tinggi
dibandingkan ke 4 gen lainnya. Keberadaan Cygb berhubungan dengan proses metabolisme
sel yang tinggi dan memerlukan oksigen yang tinggi pula.

Hasil uji korelasi menghasilkan nilai korelasi negatif sedang antara Cygb dengan
variabel pertumbuhan ketebalan dermis, epidermis, dan luas jaringan tulang rawan. Hal ini
menunjukkan bahwa pada saat suplai oksigen atau fluks oksigen telah mencukupi, maka
ekspresi Cygb dibatasi sampai batas minimum, sedangkan sel dan jaringan terus melakukan
pertumbuhan sampai batas tertentu. Keberadaan Cygb dipertahankan di dalam sel untuk
menjamin aliran oksigen ke dalam mitokondria.

Ekspresi mRNA dan protein Cygb yang berbeda secara bermakna, pada setiap hari
pengamatan, serta adanya korelasi yang sangat kuat antara kedua variabel tersebut
menunjukkan adanya aktivitas ekspresi gen dan sintesis protein Cygb.dengan ekspresi Cygb
yang mencapai puncaknya pada hari ke 8. Pada periode ini jaringan masih mengalami
hipoksia, Dalam keadaan hipoksia kronis, kebutuhan akan oksigen dipenuhi oleh Cygb yang

memiliki kemampuan mendifusikan oksigen.
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BAB 6.
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan
1. Pada fase wound healing terjadi aktivitas sel yang sangat tinggi yang memerlukan
oksigen yang tinggi
2. Protein Cygb terekspresikan selama proses regenerasi jaringan, berkaitan dengan

perannnya dalam suplai oksigen ke dalam jaringan

6.2 Saran
1. Perlu dilakukan analisis peranan sel saraf dan jaringan tulang dalam proses regenerasi

jaringan dalam keadaan hipoksia
2. Analisis lebih lanjut peranan jaringan lemak yang kaya akan sel embrional dalam

proses regenerasi jaringan.
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LAMPIRAN

Data rata-rata pertambahan panjang ekor Cecak (Hemidactylus platyurus)
dari hari ke 1-30 (Mean + SEM) data berdistribusi tidak normal (p < 0,05)

panjang ekor (cm)
Hari ke

Pengulangan 1 3 5 8 10

1 0,04 | 0,18 | 0,22 | 0,3 0,5

2 0,05 | 0,14 | 0,28 | 05 0,5

3 0,06 | 0,13 | 0,25 | 04 0,5
X 005| 015 0,25| 04 0,5
SD 0,01| 003] 003] 0,10 0,00
SEM 001| 001 002] 0,05/ 0,00

Ekspresi mMRNA Cygb relatif terhadap kontrol (rumus livak) dari hari ke 1-30 (Mean + SEM)
data berdistribusi normal p > 0,05

Pengulanga | Ekspresi semi kuantitatif mMRNA Cygb relatif terhadap kontrol

n (rumus livak)
1 3 5 8 10

1 11,02 10,23 14,04 16,84 13,56

2 9,23 11,57 12,12 13,22 17,12

3 8,18 13,02 10,39 11,43 10,91

=Y 94766667 | 1190909 | 12,18339 1383 | 13,863333

SD 1,44 1,40 1,83 2,76 3,12

SEM 0,64 0,62 0,82 1,23 1,39
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