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STEM CELL THERAPY ON ANIMAL MODEL (Rattus norvegicus)
END GESTATIONAL TIME EXPOSED TO CARBON BLACK AS
OBSERVED FROM CASPASE-3 EXPRESSION
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ABSTRACT

Background: Air pollution in the form of Diesel Exhaust Particles emerging from motor vehicles
are harmful to health that have adverse reproductive health impacts, especially during pregnancy.
The use of stem cells in treating white mice (Rattus norvegicus) exposed to carbon black can reveal
the potential for treatment of placental impairment during pregnancy. Purpose: to demonstrate
the effectivity of Rat Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell therapy on rats (Rattus norvegicus)
exposed to carbon black as observed from caspase-3 expression. Methods: This reseach uses a
completely randomized design with factorial pattern. Fourty-eight gravid female rats were divided
into six treatment groups. Results: caspase-3 expression in each treatment showed no significant
differences in the groups treated with RBMMSC in each gravid groups treatment (therapy GD 11
and GD 17) were exposed to carbon black and not treated with RBMMSC. The same are indicated
by the normal trophoblast cells (cytotrophoblast and syncytiotrophoblast cells) in the RBMMSC
treated group showed no significant difference with the group exposed to carbon black only.
Conclusion: this research indicate that Rat Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell therapy in Rattus
norvegicus exposed to carbon black have not been able to reduce expression of caspase-3.

ABSTRAK

Latar Belakang: Pencemaran udara yang berupa Diesel Exhaust Partikel yang keluar dari mesin
kendaraan bermotor berbahaya bagi kesehatan yang memiliki dampak merugikan terhadap
kesehatan reproduksi, terutama pada masa kehamilan. Penggunaan stem cell dalam mengobati
tikus putih (Rattus norvegicus) yang dipapar carbon black dapat mengungkap potensi terapi
tersebut terhadap gangguan plasentasi selama kebuntingan. Tujuan: untuk melihat efektivitas
terapi stem cell terhadap tikus yang dipapar carbon black terhadap gambaran ekspresi Caspase-3
sel Trofoblast. Metode: penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap dengan pola
faktorial. Sebanyak empat puluh delapan tikus betina bunting dibagi menjadi enam kelompok
perlakuan. Hasil: Ekspresi Caspase-3 dari setiap perlakuan menunjukkan tidak adanya perbedaan
yang signifikan pada kelompok yang diobati dengan Stem Cell pada setiap kelompok Kebuntingan
(GD 11dan GD 17) yang dipapar Carbon Black dan yang tidak diterapi. Hal yang sama ditunjukkan
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oleh sel-sel trofoblas normal (sel sitotrofoblas dan sel syncytiotrophoblast) pada kelompok yang
diobati RBMMSC menunjukkan tidak ada perbedaan yang signifikan dengan kelompok yang

terpapar carbon black. Kesimpulan: Terapi Stem cell pada tikus putih bunting yang di papar

carbon black belum dapat menurunkan ekspresi Caspase-3.

Kata kunci:
Carbon black, Rat Bone Marrow
Mesenchymal Stem Cell, Caspase-3

PENDAHULUAN

Pencemaran pada lingkungan telah menjadi
masalah yang serius dalam beberapa tahun terakhir
ini. Pencemaran yang terjadi pada saat ini adalah
akibat perkembangan dari sektor industri, pertanian,
serta peningkatan populasi manusia (Timbrell, 2002).
Kemajuan dalam bidang industri dan peningkatan
jumlah kendaraan bermotor yang menggunakan energi
berbahan bakar fosil pada negara-negara berkembang
merupakan sumber utama dalam pencemaran udara.
Diperkirakan pencemaran udara dan kebisingan
akibat kegiatan industri dan kendaraan bermotor akan
meningkat dua kali lipat pada tahun 2000 dari kondisi
tahun 1990 dan sepuluh kali lipat pada tahun 2020
(Departemen Kesehatan Republik Indonesia, 2012).
Peningkatan jumlah kendaraan yang ada sebanding
dengan peningkatan jumlah emisi yang dihasilkan
(Hickman, 1999). Peningkatan emisi yang dihasilkan akan
berdampak pada udara. Dampak dari pencemaran udara
yang berasal dari emisi gas buang kendaraan bermotor
dan industri dapat menyebabkan penurunan kualitas
udara, yang berdampak negatif terhadap kesehatan
manusia (Departemen Kesehatan Republik Indonesia,
2012).

Buangan partikel yang berasal dari mesin-mesin
diesel (diesel exhaust particles/DEP), berkontribusi secara
signifikan terhadap partikulat polusi udara pada udara
diperkotaan. Buangan partikel yang berasal dari mesin
diesel kendaraan memiliki ukuran yang sangat kecil
(ultrafine) kurang dari 0.05-0.2 um (Hougaard et al., 2008).
Salah satu buangan partikel yang berasal dari mesin
diesel kendaraan bermotor adalah carbon black. Carbon
black merupakan salah satu partikel particulate matter
hasil pembakaran (combustion-derived) yang tersuspensi
pada polusi udara (Barlow et al,, 2005; Shinde et al., 2011)
yang memiliki dampak merugikan terhadap kesehatan
reproduksi, terutama pada masa kehamilan dikarenakan
ukuran partikel carbon black yang sangat kecil yang dapat
menyebabkan kerusakan pada sel plasenta (Sudaryanti,
2010). Dikarenakan memiliki ukuran yang sangat kecil
(ultrafine), particulate matter carbon black dapat melewati
placenta barrier dan mempengaruhi janin sehingga
menyebabkan terjadinya Intra Uterina Growth Retardation
(IUGD) (Dejmek et al., 1999; Garza et al., 2008; Wick et al.,
2009; Berkowitz et al., 2009).

Carbon black yang masuk melalui paru-paru (inhalasi)
diketahui dapat berpengaruh terhadap fetus melalui
beberapa mekanisme diantaranya: secara langsung

dapat masuk ke dalam plasenta melalui pembuluh
darah sehingga dapat mengakibatkan perubahan fungsi
pada plasenta dan secara tidak langsung akibat sitokin
inflamasi yang masuk ke dalam sirkulasi darah sehingga
dapat memicu stres oksidatif pada sel plasenta dan fetus
(Hougraad et al., 2008). Stres oksidatif yang terbentuk
menginduksi perubahan pada jaringan plasenta dan
memberikan kontribusi terhadap berat plasenta menjadi
lebih rendah serta luaran kebuntingan berupa IUGR, berat
badan lahir rendah maupun cacat bawaan (Sagai et al.,
1993; Kamath et al., 2006; Biri et al., 2007; Suryohudoyo.,
2007; Veras et al., 2008).

Penggunaan stem cell memiliki potensi yang sangat
menjanjikan dalam mengobati penyakit yang tidak
dapat disembuhkan dengan menggunakan metode
pengobatan konvensional. Kerusakan pada plasenta
akibat paparan carbon black bersifat irreversibel, sehingga
terapi menggunakan obat-obatan konvensional hanya
mampu memperlambat atau mencegah kerusakan
jaringan yang lebih luas. Satu-satunya cara yang harus
ditempuh dalam memperbaiki kerusakan tersebut
dengan mengganti komponen sel atau jaringan yang
rusak dengan yang baru. Terapi dengan menggunakan
stem cell memiliki kemampuan untuk menyembuhkan
penyakit dengan mengganti komponen sel yang rusak
(Halim dkk., 2010). Pada kasus teratogenik, pemberian
Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell dapat menekan
inflamasi, apoptosis dan cacat kongenital (Lee et al.,
2007). Oleh karena itu perlu diketahui efektifitas terapi
penggunaan Rat Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell
dalam mengobati tikus putih (Rattus norvegicus) yang
dipapar carbon black, sehingga dapat diungkap potensi
terapi tersebut terhadap gangguan plasentasi selama
kebuntingan.

MATERIAL DAN METODE

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak
Lengkap dengan Pola Faktorial. Sebanyak 48 ekor tikus
betina bunting dibagi menjadi enam kelompok perlakuan.
Perlakuan P,.Kelompok-1 (tanpa dipapar carbon black
pada umur kebuntingan 6-11 hari), P,.Kelompok-2
(dipapar carbon black pada umur kebuntingan 6-11 hari
dosis 532 mg/m?3 selama 4 jam), P,.Kelompok-3 (dipapar
carbon black pada umur kebuntingan 6-11 hari dosis
532 mg/m?3 selama 4 jam + RBMMSC 1x106/0,1 ml L.V),
P,.Kelompok-1 (tanpa dipapar carbon black pada umur
kebuntingan 6-17 hari), P,.Kelompok-2 (dipapar carbon
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black pada umur kebuntingan 6-17 hari dosis 532 mg/m3
selama 4 jam), P,. Kelompok-3 (dipapar carbon black pada
umur kebuntingan 6-17 hari dosis 532 mg/m3 selama 4
jam + RBMMSC 1x106/0,1 ml LV).

Hewan coba ditempatkan dalam kandang
pemeliharaan sampai perlakuan dimulai. Sebelum
percobaan, dilakukan aklimatisasi pada boks paparan.
Hewan coba dimasukkan dalam boks paparan untuk
diberikan perlakuan, sejak kebuntingan hari ke-6 s/d hari
ke-11 dan hari ke-6 s/d hari ke-11 ke-17. Pada kelompok
perlakuan kebuntingan hari ke-11 dan hari ke-17 setelah
perlakuan hewan coba dimasukkan kandang individu,
dan pada hari terakhir pemaparan yaitu kebuntingan hari
ke-11 pada P,. Kelompok-3 serta kebuntingan hari ke-17
pada P,.Kelompok-3 diberikan terapi Rat Bone Marrow
Messenchymal Stem Cell. Pada hari ke-12 pada semua
kelompok P, dikorbankan, begitu juga dengan P,, semua
kelompok dikorbankan pada hari ke-18.

Tikus yang telah dipapar particulate matter carbon
black pada kelompok P,. Kelompok-3 dan P,. Kelompok-3,
masing-masing pada kebuntingan hari ke-11 dan
kebuntingan hari ke-17, kemudian diterapi dengan
RBMMSC dengan dosis 1x10° sel/0,1 ml (Madyawati dan
Rimayanti, 2013). Tikus yang akan diterapi, pada bagian
ekornya terlebih dahulu dibersihkan dan diberikan
alkohol, hal ini bertujuan agar terjadi vasodilatasi pada
vena coccygealis serta agar pada saat terapi dilakukan
dengan aseptis. Setelah semua prosedur dilaksanakan
RBMMSC diinjeksikan melalui vena coccygealis.

Preparat plasenta yang telah dibuat dengan
menggunakan metode pewarnaan immunohistikima,
kemudian dilakukan penilaian ekspresi caspase-3 pada
sel sitotrofoblas plasenta dengan menggunakan metode
Indeks Skala Remmele yang telah dimodifikasi. Penilaian
ekspresi Caspase-3 dilakukan dengan 10 lapangan
pandang berbeda dengan pembesaran 1000x. Setiap
hasil penilaian ekspresi caspase-3 pada setiap lapangan
pandang dihitung dan kemudian dimasukkan dengan
menggunakan rumus sebagai berikut:

Ekspresi Caspase-3 =

[Ekspresi Lapangan pandang1+...Ekspresi Lapangan pandang N]
Jumlah Lapangan Pandang yang diperiksa

HASIL

Hasil perhitungan ekspresi Caspase-3 pada sel
trofoblas plasenta, dengan menggunakan metode
semikuantitatif Indeks Skala Remmele yang telah
dimodifikasi. Dari hasil uji Kruskal-Wallis didapatkan hasil
berbeda sangat nyata (p<0,01). Hasil yang berbeda sangat
nyata pada tiap faktor menunjukkan adanya interaksi
faktor yang mempengaruhi ekspresi Caspase-3 pada
setiap kelompok. Dengan adanya interaksi setiap faktor,
kemudian dilanjutkan dengan uji Mann Whitney setiap
kelompok perlakuan untuk melihat adanya perbedaan
antar dua perlakuan.

Tabel. 1 Hasil Uji Mann Whitney Ekspresi Caspase-3 pada sel
Trofoblas Plasenta

Ci'fp‘:::_; Kelompok K;;:Z‘i':;k Signifikansi
P, Kelompok-2 0,000%*
P, Kelompok-3 0,000**

Caspase-3 P, Kelompok-1 P,Kelompok-1 0,000"™
P, Kelompok-2 0,000%*
P, Kelompok-3 0,000%*
P, Kelompok-3 0,958
P, Kelompok-1 0,011*

Caspase-3 P, Kelompok-2 P, Kelompok-2 0,001%*
P, Kelompok-3 0,027*

P, Kelompok-1 0,071

Caspase-3 P, Kelompok-3 P,Kelompok-2 0,001**
P, Kelompok-3 0,020*
P, Kelompok-2 0,001**
Caspase-3 P, Kelompok-1 P, Kelompok-3 0,003%*

Caspase-3 P,Kelompok-2 P, Kelompok-3 0,671

Keterangan : *Signifikansi pada p<0,05 ; **Signifikansi pada
p<0,01

Dari tabel diatas dapat terlihat bahwa pada
perlakuan P, Kelompok-1 (tikus betina tanpa paparan
carbon black pada umur kebuntingan hari ke-6 s/d hari
ke-11) terlihat berbeda sangat nyata dibandingkan
pada semua kelompok perlakuan (p<0,01). Begitu juga
dengan perlakuan P, Kelompok-2 (tikus betina dengan
paparan carbon black 532 mg/m?3 selama 4 jam pada
umur kebuntingan hari ke-6 s/d hari ke-11) yang terlihat
berbeda sangat nyata dengan perlakuan P, Kelompok-2
(tikus betina dengan paparan carbon black 532 mg/m?3
selama 4 jam pada umur kebuntingan hari ke-6 s/d hari
ke-17) (p<0,01) dan berbeda nyata dengan kelompok
P, Kelompok-1 (tikus betina tanpa paparan pada umur
kebuntingan hari ke-6 s/d hari ke-11) dan P, Kelompok-3
(tikus betina dengan paparan carbon black 532 mg/m?3
selama 4 jam pada umur kebuntingan hari ke-6 s/d hari
ke-17 + RBMMSC 1x106/0,1 ml), serta tidak berbeda nyata
dengan kelompok P, Kelompok-3 (tikus betina dengan
paparan carbon black 532 mg/m3 selama 4 jam pada umur
kebuntingan hari ke-6 s/d hari ke-11 + RBMMSC 1x106/0,1
ml). Pada perlakuan P, Kelompok-3, terlihat tidak berbeda
nyata dengan kelompok P, Kelompok-1, namun dengan
perlakuan P, Kelompok-2 berbeda sangat nyata dan
dengan perlakuan P, Kelompok-3 berbeda nyata. Pada
perlakuan P, Kelompok-1 berbeda sangat nyata dengan
perlakuan P, Kelompok-2, dan P,Kelompok-3. Pada
perlakuan P, Kelompok-2 tidak terdapat perbedaan
yang nyata antara kelompok P, Kelompok-3. Berdasarkan
hasil diatas menunjukkan bahwa efek terapi Rat Bone
marrow Mesenchymal Cell terhadap tikus putih yang
dipapar carbon black belum dapat menurunkan ekspresi
Caspase-3 pada sel trofoblas plasenta umur kebuntingan
hari ke-12 dan hari ke-18.
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Gambar 1. Ekspresi Caspase-3 pada sel Trofoblas plasenta tikus putih (Rattus norvegicus) pada tiap kelompok perlakuan. Keterangan: (A).
Menunjukkan tidak adanya ekpresi Caspase-3 berupa warna kuning kecoklatan dan B. Menunjukkan adanya ekspresi Caspase-3 pada perlakuan.

(Pewarnaan Imuno-histokimia; perbesaran 1000 kali).

PEMBAHASAN

Dari hasil uji Mann Whitney menunjukkan perbedaan
antara umur paparan kebuntingan umur hari ke-6 s/d hari
ke-11 dan hari ke-6 s/d hari-17. Pada setiap perlakuan
paparan carbon black umur kebuntingan hari ke-6 s/d
hari ke-17 menunjukkan adanya peningkatan ekspresi
caspase-3. Pada kelompok perlakuan P,.Kelompok-1
tanpa perlakuan pemaparan carbon black menunjukkan
ekspresi caspase-3 yang lebih sedikit dibandingkan
dengan kelompok yang perlakuan lainnya dalam
kelompok hari kebuntingan yang sama (P,.Kelompok-2,
dan P,.Kelompok-3), ekspresi ini normal terjadi ketika
semakin mendekati hari kelahiran (Straszewski-Chaves
and Gil Mor, 2005). Peningkatan ekspresi Caspase-3

meningkat bersamaan dengan peningkatan lamanya
pemberian paparan Carbon black pada umur kebuntingan
hari ke-6 s/d hari ke-17. Pada perlakuan P,.Kelompok-2
sebagai kontrol paparan carbon black pada umur
kebuntingan hari ke-6 s/d hari ke-17, memiliki ekspresi
caspase-3 yang tidak jauh berbeda dengan perlakuan
P,.Kelompok-3. Pada perlakuan P,.Kelompok-3 yang
diberikan terapi Rat Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell
(RBMMSC), ternyata belum dapat menurunkan ekspresi
caspase-3

Ketidakmampuan RBMMSC dalam menurunkan
ekspresi caspase-3 pada perlakuan P,.Kelompok-3 dan
P,.Kelompok-3, kemungkinan besar diakibatkan oleh
waktu yang diberikan hanya sehari kepada RBMMSC
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untuk bekerja sebelum hewan coba dikorbankan,
sehingga RBMMSC belum mampu bekerja maksimal
dalam melakukan signaling cell untuk menekan sistem
imun (imunosupresif). Dengan waktu yang singkat,
IL-10 yang disekresikan oleh RBMMSC belum mampu
menurunkan kadar sitokin TNF-a di dalam tubuh yang
menyebabkan terjadinya apoptosis pada sel trofoblas.
Selain itu RBMMSC juga belum dapat bekerja secara
optimal dalam mengatur perbandingan protein pro-
apoptotik Bax dan protein anti-apoptotik Bcl-2 di dalam
sel trofoblas.

KESIMPULAN

Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa
terapi Rat Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell (RBMMSC)
pada tikus model kehamilan akhir belum mampu
menurunkan ekspresi Caspase-3 pada sel trofoblas
plasenta.
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