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ABSTRAK

Pemanfaatan stem cell untuk pengobatan berbagai macam penyakit meningkat dalam beberapa dekade terakhir ini. Rat Bone
Marrow Stem Cell (RBMSC) dimanfaatkan untuk terapi karena stem cell ini mempunyai kemampuan mengekspresikan gen atau sel
tertentu dalam tubuh. Sindroma Ovarium Poli Kistik (SOPK) merupakan kelainan endokrin yang paling sering dijumpai pada wanita
usia reproduksi. Pada kasus SOPK, pemberian RBMSC mampu memperbaiki proses folikulogenesis. Penelitian ini bertujuan
memanfaatkan Stem Cell untuk pengobatan SOPK melalui perbaikan folikulogenesis sehingga mampu meningkatkan fertilitas.
Manfaat penelitian ini adalah inovasi baru pemanfaatan stem cell untuk terapi SOPK. Penelitian ini meliputi pembuatan tikus model
SOPK, pemeriksaan swab vagina untuk mengetahui status reproduksi tikus model SOPK, penyiapan kultur Rat Bone Marrow Stem
Cell dari sumsum tulang tikus, terapi tikus model SOPK dengan Rat Bone Marrow Stem Cell secara intravena pada ekor,
pemeriksaan swab vagina tikus model SOPK setelah terapi Rat Bone Marrow Stem Cel, pemeriksaan ekspresi GDF 9 dengan metode
immunohistokimia dan pemeriksaan kadar estrogen dengan metode ELISA. Hasil penelitian menunjukan bahwa siklus birahi tikus
model SOPK kelompok setelah diterapi dengan RBMSC bisa kembali subur karena banyak yang mencapai fase estrus dan proestrus,
ekspresi Growth Differentiantion Factor 9 (GDF 9) meningkat dibandingkan kelompok control dan kadar estrogen kelompok
perlakuan lebih tinggi dari kelompok kontrol. Kesimpulan dari penelitian ini pemberian RBMSC pada tikus model SOPK dapat
memperbaiki kesuburan, meningkatkan ekspresi GDF 9 dan kadar estrogen. (MOG 2014;22:9-12)
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ABSTRACT

Utilization of stem cells for the treatment of various diseases is increasing in recent decades. Rat Bone Marrow Stem Cell (RBMSC)
is used for stem cell therapy because it has the ability to express certain genes or cells in the body. Poly Cystic Ovary Syndrome
(PCOS) is an endocrine disorder that is most common in women of reproductive age. In the case of PCOS, RBMSC is able to
improve folliculogenesis process. This research aims to use stem cell for treatment of PCOS through folliculogenesis improvement so
as to increase fertility. The benefit of this research is a new innovation for the use of stem cell therapy of PCOS. This study
manufactured a rat model of PCOS, examination of vaginal swab to determine the reproductive status of the rat model of PCOS,
preparation of culture Rat Bone Marrow Stem Cell from the bone marrow of mice, a mouse model of PCOS therapy with Rat Bone
Marrow Stem Cell intravenously in the tail, vaginal swab examination of PCOS rat model of after therapy in rat Bone Marrow Stem
Cell, expression of GDF 9 examination with immunohistochemical methods and examination of estrogen levels by ELISA. The results
showed that the estrus cycle model of PCOS group after treatment with RBMSC could reach fertile estrus and proestrus phase. The
expression of Differentiantion Growth Factor ß (GDF 9) increased compared to the control group and in treatment group the
estrogen levels was higher than that in control group. In conclusion, RBMSC administration in mice models of PCOS can improve
fertility, increase the expression of GDF 9 and estrogen levels. (MOG 2014;22:9-12)
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PENDAHULUAN

Sindroma Ovarium Poli Kistik (SOPK) merupakan
kelainan endokrin yang paling sering dijumpai pada
wanita usia reproduksi dengan prevalensi 4-12%. SOPK
sendiri merupakan suatu masalah heterogen dengan
gejala yang sangat kompleks.1 Semenjak diperkenalkan
oleh sarjana Stein dan Leventhal pada tahun 1925-1935
sampai sekarang belum diketahui secara pasti penyebab

utamanya. Kemungkinan penyebabnya multifaktorial
serta poligenik. Angka kejadian ovarium polikistik
tertinggi adalah 52% pada para imigran Asia selatan di
Inggris dengan 41,9% diantaranya mengeluhkan
gangguan mentruasi yang tidak teratur.2

Saat ini, minat terhadap stem cell untuk pengobatan
berbagai macam penyakit meningkat dalam beberapa
dekade terakhir ini. Hal itu disebabkan potensi stem cell
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yang sangat menjanjikan untuk terapi berbagai penyakit
sehingga menimbulkan harapan baru dalam perbaikan
berbagai penyakit.3 Stem cell mempunyai kemampuan
berdiferensiasi menjadi sel lain sehingga mampu
berkembang menjadi berbagai jenis sel matang. Selain
itu stem cell mampu meregenerasi dirinya sendiri yaitu
dapat membuat salinan sel yang persis sama dengan
dirinya melalui pembelahan sel.3 Pemanfaatan Rat Bone
Marrow Stem Cell untuk terapi digunakan sebagai alat
pembawa transgen ataupun sel ke dalam tubuh karena
stem cell ini mempunyai kemampuan mengekspresikan
gen atau sel tertentu dalam tubuh. Rat Bone Marrow
Stem Cell mempunyai sifat self renewing, sehingga
pemberian terapi tidak perlu dilakukan berulang-ulang.

Selain itu sifat hematopoietic stem cell juga dapat
berdiferensiasi menjadi bermacam-macam sel, sehingga
sel tersebut dapat menetap diberbagai macam sel dan
memperbaiki sel yang mengalami kerusakan melalui
proses pembelahan sel.4 Pada kasus SOPK, pemberian
Rat Bone Marrow Stem Cell terjadi peningkatan sekresi
kit ligand sebagai inisiasi perkembangan primordial
folikel sehingga proses folikulogenesis kembali normal.

Berjalannya proses folikulogenesis ini secara langsung
akan meningkatkan sekresi beberapa sitokin lokal yang
ada di ovarium antara lain Transforming Growth Factor
ß dan hyaluronan sehingga akan menyebabkan
terjadinya ekspansi sel kumulus yang akan menginisiasi
mekanisme proses maturasi sel telur. Selain itu
perubahan terjadi perubahan siklus birahi sehingga
menyebabkan menjadi kondisi anestrus.5 Oleh karena
pemanfaatan Rat Bone Marrow Stem Cell untuk terapi
SOPK perlu kajian secara biomolekuler reproduksi
untuk mengungkap mekanisme folikulogenesis dan
maturasi sel telur sebagai dasar pembuktian kajian
secara ilmiah. Penelitian ini menggunakan tikus sebagai
hewan model SOPK semata-mata karena faktor etika
dan kemudahan penelitian berlangsung.

BAHAN DAN METODE

Pembuatan tikus model SOPK dilakukan dengan
penyuntikan hormon testosteron provionat dengan dosis
100 mg/kg BB selama 14 hari. Penyuntikan dilakukan
pada tahap proestrus. Pada hari ke 15 dilakukan
pemeriksaan ulas vagina untuk mengetahui status siklus
birahi tikus. Tikus yang mengalami SOPK, pada hari ke
15 pada pemeriksaan ulas vagina akan tampak tahap
diestrus.6 Tikus model SOPK dilakukan ulas vagina
dengan cara cutton dibasahi kemudian dimasukan dalam
vagina diputar-putar, selanjutnya dioleskan pada obyek
glas, kemudian difiksasi dengan alkohol 70% selama 5
menit. Selanjutnya obyek glas ditetesi dengan pewarna
giemsa, dibiarkan selama 2-3 menit, kemudian dicuci

dengan air dan dikeringkan, selanjutnya diperiksa di
bawah mikroskop unutk menentukan tahapan siklus
birahi yaitu proestrus, estrus, metestrus dan diestrus.

Untuk penyiapan Kultur Rat Bone Marrow Stem Cell
dilakukan isolasi sumsum tulang tikus, ditambahkan
medium MEM kemudian disentrifuse dengan kecepatan
3000 rpm selama selama 10 menit dan diulang sampai 2
kali. Endapan kemudian dikultur dalam medium MEM
dan ditambahkan dengan antibiotik, anti jamur dan Fetal
Calf Serum (FCS) 15%. Dilakukan pasese berulang
sampai terbentuk cell line. Tikus model SOPK diterapi
dengan Rat Bone Marrow Stem Cell yang diperoleh dari
hasil kultur sumsun tulang belakang tikus yang
dilakukan di Riset Tropical Disease Centre Universitas
Airlangga. Penyuntikan diberikan secara single dose
dengan dosis 106/ekor. Penyuntikan dilakukan secara
intra vena pada ekor. Sebelum penyuntikan bagian ekor
dihangatkan supaya terjadi vasodilatasi pembuluh darah
ekor.

Tikus model SOPK setelah terapi Rat Bone Marrow
Steam Cell dilakukan ulas vagina dengan cara cutton
dibasahi kemudian dimasukan dalam vagina diputar-
putar, selanjutnya dioleskan pada obyek glas. Kemudian
difiksasi dengan alkohol 70% selama 5 menit.
Selanjutnya obyek glas ditetesi dengan pewarna giemsa,
dibiarkan selama 2-3 menit, kemudian dicuci dengan air
dan dikeringkan Selanjutnya diperiksa dibawah
mikroskop unutk menentukan tahapan siklus birahi
yaitu proestrus, estrus, metestrus dan diestrus. Jaringan
ovarium difiksasi pada obyek glas, selanjutnya
dilakukan proses parafinisasi, deparafinisasi dan coating
dengan antibody sekunder. Selanjutnya dilakukan
pencucian dan coating antibodi monoclonal GDF 9
untuk menentukan letak reseptor dari GDF 9.
Counterstaining menggunakan commasie blue.

Metode immunohistokimia yang digunakan adalah
model avidin –biotin dan antibody. Serum yang
mengandung estrogen diberi buffer coating dan
dimasukan kedalam sumur mikroplate dan diinkubasi
semalam. Selanjutnya dicuci dan dilakukan blocking.
Setelah diinkubasi satu jam dan dicuci dengan NaCl
Triton selanjutnya dilabel dengan antibodi, dicuci lagi
dan dilabel dengan alkalin phosphatase, diikubasi dan
dicuci lagi, kemudian ditambahkan substrat dan
diinkubasi dalam ruang gelap. Setelah 90 menit reaksi
dihentikan dengan menambahkan larutan stopper
selanjutnya dibaca dengan ELISA reader.7

Pengumpulan data dilakukan dalam lingkungan yang
terkontrol dan terkendali dengan asumsi semua kondisi
diusahakan sama. Data yang diperoleh dari ekspresi
GDF 9 diuji dengan Kruskall Walis sedangkan kadar
estrogen ditampilkan secara deskriptif.8
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Pembuatan model SOPK dilakukan dengan menyuntik
tikus betina dengan hormone testosterone propionate
dosis 100 mg/kg BB selama 14 hari. Pada hari ke 15
tikus di swab vagina untuk mengamati siklus birahi
setelah disuntik dengan testosterone propionate. Hasil
pemeriksaan swab vagina seluruh tikus dalam fase
diestrus. Data hasil swab vagina tersaji pada Tabel 1.

Tabel 1. Prosentase siklus birahi tikus model SOPK
sebelum dan sesudah mendapatkan terapi
RBMSC

Tabel 2. Hasil Rataan Kadar Estrogen pada Ovarium
Tikus Model SOPK setelah Diterapi dengan
Rat Bone Marrow Stem Cell

Kelompok Nilai Mean ± SD Sig
Kontrol 2.25 ±.81 0,000

Perlakuan 11.00± 3.86

Hewan Model SOPK setelah diterapi dengan Rat Bone
marrow Stem Cell dosis 1x106/ekor dan dilakukan
pemeriksaan siklus reproduksi, memberikan hasil bahwa
seluruh kelompok kontrol yang tidak mendapat terapi
Rat Bone Marrow Stem Cell 100% tetap pada fase
diestrus. Kelompok perlakuan yang mendapat terapi Rat
Bone Marrow Stem Cell, siklus reproduksi sebagian
besar hewan model SOPK berubah menjadi fase
proestrus  (53,4%) dan estrus (26,4%) walaupun
sebagian kecil tetap pada fase diestrus sebesar (20%).
Hal ini menunjukan bahwa pemberian terapi Bone
Marrow Stem Cell dapat memperbaiki siklus
reproduksi. Data hasil swab vagina hewan model SOPK
setelah diterapi dengan Rat Bone Marrow Stem Cell
tersaji pada tabel 1 diatas.

Ekspresi Growth Differentiantion Factor 9 pada setiap
sampel dinilai secara semikuantitatif menurut metode
Remmele yang sudah dimodifikasi. Indeks Skala
Remmele (IRS) merupakan perkalian antara skor
persentase sel immunoreaktif yang mengekspresikan
GDF 9 dengan skor intensitas warna yang dihasilkan
pada sel. Pengaruh terapi Rat Bone Marrow Stem Cell
pada tikus model SOPK melalui pewarnaan
imunohistokimia, dihitung secara semikuantitatif, dapat
dilihat pada Tabel 2.

Hasil analisis perhitungan yang dilakukan dengan Uji
Kruskal Wallis terhadap keseluruhan perlakuan

didapatkan hasil yang berbeda nyata (p<0,05). Jika dari
hasil analisis berbeda nyata maka selanjutnya dilakukan
perbandingan Uji non parametrik Mann-Whitney
menunjukkan antara dua perlakuan terdapat perbedaan
yang signifikan (p<0,05), artinya terdapat perbedaan
antara kontrol dan perlakuan dalam ekspresi TGF-ß
pada ovarium.

Pada uji Mann-Whitney antara kontrol dan perlakuan
memiliki perbedaan yang nyata. Hal ini mengindikasi-
kan antara kontrol dan perlakuan memiliki ekspresi
TGF-ß yang berbeda dan perlakuan yang diberikan
memberikan efek yang nyata. Hal ini tampak juga pada
hasil rataan ekspresi GDF 9 yang menunjukkan
perbedaan yang dimana rataan ekspresi GDF 9 pada
perlakuan lebih besar (2,4 kali) daripada kontrol. Rerata
ekspresi pada kontrol sebesar 9.70, sedangkan pada
perlakuan 21,30 dengan signifikansi 0,000.

Gambar 1. Ekspresi GDF 9 ditunjukkan oleh warna
kekuningan hingga coklat tua pada sel-sel
immunoreaktif. Pada slide A tidak nampak
adanya sel immunoreaktif. Perbedaan
ekspresi GDF (panah) antara kelompok
kontrol (K) dan perlakuan (P) (pewarnaan
immuno histokimia, Pembesaran 100x;
mikroskop Nikon H600L; camera DS Fi2
300 megapixel)

Hasil pemeriksaan kadar estrogen berdasarkan
pengujian dengan metode Elisa. Data yang diperoleh
dari hasil pembacaan dengan Elisa reader diperoleh
data, yang selanjutnya dianalisis dengan Uji Chi
Kuadrat terhadap keseluruhan perlakuan didapatkan
hasil yang berbeda nyata (p<0,05). Jika dari hasil

Kelompok Siklus Birahi
Proestrus Estrus Metestrus Diestrus

Kontrol 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 15 (100%)
Perlakuan
RBMSC

8
(53,4%)

4
(26,4 %)

0
(0%)

3
(20%)
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analisis berbeda nyata maka selanjutnya dilakukan
perbandingan Uji non parametrik Mann-Whitney
menunjukkan antara 2 perlakuan terdapat perbedaan
yang signifikan (p<0,05), artinya terdapat perbedaan
antara kontrol dan perlakuan dalam kadar Estrogen
serum tikus model SOPK. Pada uji Mann-Whitney
antara kontrol dan perlakuan memiliki perbedaan yang
nyata. Hal ini mengindikasikan antara kontrol dan
perlakuan memiliki kadar estrogen yang berbeda dan
perlakuan Rat Bone Marrow Stem Cell memberikan
efek yang nyata. Hal ini tampak juga pada hasil rataan
kadar estrogen menunjukkan perbedaan antara
kelompok perlakuan dan kontrol.

SIMPULAN

Pemberian Rat Bone Marrow Stem Cell pada tikus
model Polikistik Ovari dapat memperbaiki siklus birahi
mencit berdasarkan jumlah tikus yang mencapai fase
proestrus dan estrus, dapat meningkatkan jumlah
ekspresi rming Growth Factor ß, dan dapat
meningkatkan kadar estrogen.
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