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Abstract

The tissue regeneration of digit tip mice needs some proteins that play a role in overcoming the
inflammatory state. The protein plays a role in the continuous growth of specific cells, cell migration,
functional differentiation, and tissue morphogenesis. All of the cells need energy related to cell
respiration. Naturally expressing mRNA of ADAM 17, Wnt-5a, Hedgehog (HH), and Cytochrome-c (Cyt-
c) reliably produced the accordance with their respective roles in each specific phase of tissue
regeneration until the whole tissues formed again. The ADAM 17 genes expressed in the inflammatory
phase, it positively related its essential role to the inflammatory process. Cyt-c gene expression occurs
throughout the tissue regeneration the gene has a role in apoptosis cell. The Wnt-5a gene in the
granulation phase and the HH gene expressed after the blastema phase. Both expressed genes positively
correlate with the continual growth of the digit tip mice by the specific Spearman test (p < 0.05) because
of their active role of cell proliferation, cell differentiation, extensive migration, and morphogenesis.
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Abstrak

Proses regenerasi jaringan jari kaki mencit memerlukan protein yang berperan dalam mengatasi keadaan
inflamasi, protein yang berperan pada proses proliferasi sel, diferensiasi, migrasi sel, diferensiasi, serta
morfogenesis jaringan. Keseluruhan proses tersebut memerlukan energi yang berkaitan dengan respirasi
sel. Ekspresi mMRNA gen ADAM 17, Wnt-5a, Hedgehog (HH), dan Cyt-c membentuk orchestra yang
berkesinambungan sesuai dengan fungsinya masing-masing pada setiap fase regenerasi jaringan sehingga
terbentuk jaringan dan organ yang utuh kembali. Gen ADAM 17 terekspresikan pada fase inflamasi,
karena fungsinnya berkaitan dengan proses inflamasi. Ekspresi gen Cyt terjadi sepanjang proses
regenerasi jaringan terjadi, karena berkaitan degan fungsinya dalam proses respirasi sel. Ekspresi mMRNA
gen Whnt-5a terjadi pada fase granulasi dan gen HH terjadi setelah fase blastema, kedua gen berkorelasi
dengan pertumbuhan digit tip mice dengan uji Spearman (p < 0,05) karena peranannya dalam proses
proliferasi sel, diferensiasi sel, migrasi, dan morfogenesis sel.

Kata Kunci : ujung jari kaki mencit, ADAM 17, Cyt-c, Wnt-5a, Hedgehog

Pendahuluan

Regenerasi jaringan merupakan proses alami
yang akan terjadi pada saat organisma mengalami
luka atau amputasi. Tidak semua organisma
mengalami proses regenerasi secara sempurna,

luka yang terjadi tertutupi kembali namun tidak
mampu mengembalikan organ yang hilang jika
mengalami amputasi. Semakin rendah tingkatan
hewan, maka semakin tinggi daya regenerasinya.
Hydra, cacing pita, bintang laut, memiliki daya
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regenerasi tinggi saat kehilangan bagian tubuhnya.
Pada hewan vertebrata, kemampuan ini terbatas
hanya pada beberapa organ tertentu dan pada
hewan tertentu. lkan memiliki daya regenerasi
pada siripnya, urodela memiki daya regenerasi
pada ekornya, demikian juga cecak dan kadal
memiliki kemampuan regenerasi pada ekormya
setelah mengalami autotomi. Manusia, sebagai
organisma dengan tingkatan taksa tertinggi
memiliki daya regenerasi yang sangat terbatas.
Oleh karena itu penelitian regenerasi jaringan terus
dikembangkan sebagai upaya terapi pada manusia
saat mengalami luka atau amputasi.

Proses regenerasi jaringan melibatkan berbagai
sel, molekul, protein, dan gen. Proses ini sangat
rumit dan kompleks karena dinamika jaringan
dalam  mengatur segala instrumen  dan
compartment. Dinamika ini sangat berkaitan
dengan pembagian waktu dan fasa proses
regenerasi jaringan. Terdapat 4 tahapan regenerasi
jaringan yaitu fasa wound healing, fasa blastema,
fasa regenerasi, dan fasa maturasi. Fasa wound
healing terjadi sesaat setelah jaringan mengalami
luka. Pada fasa ini, jaringan akan mengalami
inflamasi, granulasi, dan konstraksi luka. Pada
setiap fasa, ekspresi gen, protein, molekul, dan sel
yang terlibat dalam proses regenerasi jaringan ini
berbeda. Pada fasa inflamasi, jaringan mengalami
bleeding dan jaringan didominasi oleh sel darah
putih yang berperan memfagositosis sel yang rusak
serta benda asing yang masuk. Pada tahap
granulasi, sel-sel punca pada area luka melakukan
proliferasi sel dan mensekresikan molekulnya yang
berperan dalam regenerasi jaringan. Tahap
selanjutnya dari  penyembuhan luka adalah
kontraksi luka yang ditandai migrasi sel endotel
membentuk pembuluh darah baru (angiogenesis)
sehingga banyak membutuhkan matriks kolagen.
Pada tingkat ini juga terjadi migrasi dan proliferasi
sel fibroblas dan sel makrofag. Sel fibroblas akan
mensekresikan faktor pertumbuhan yang akan
merangsang pembentukan matriks ekstra seluler.
Sel makrofag berperan membersihkan jaringan
dari sisa matriks ekstraseluler, sehingga terjadi
keseimbangan antara produksi matriks
ekstraseluler dengan degradasi ekstraseluler,
sehingga terjadi pembentukkan jaringan baru dan
pematangan jaringan.'™

Selama fase inflamasi, protein pada
permukaan sel akan mendominasi  untuk
dikeluarkan  fragmen ekstrseluler.  Sejumlah
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leukosit meregulasi proses proteolitik  yang
memikiki peran penting dalam mengatasi
inflamasi. Salah satu protein yang berperan dalam
phase inflasmasi adalah protein disintegrin and
metalloproteinase-17 (ADAM17) vyang akan
memediasi ikatan domain pada permukaan sel.
Sesungguhnya peran gen ADM 17 dalam proses
inflmasi ini sebenarnya belum jelas. Hambatan
ekspresi  ADAM17 dapat menyebabkan sel
kerusakan pada sel darah putih..

Gen Hedgehog (HH) merupakan salah satu
gen yang memiliki peran dalam proses mitosis dan
morfogenesis jaringan dari mulai perkembangan
embrio sampai tumbuh dewasa pada seluruh
organisma. Ekspresi gen tersebut masih
ditemukaan di beberapa populasi sel dewasa.
Peranan gen HH dalam proses regenerasi masih
sangat terbatas informasinya. Terdapat tiga jenis
protein hedgehog, antara lain sonic (SHH), Indian
(IHH), dan desert (DHH) hedgehog yang bersifat
homolog satu sama lain. Protein HH akan
mengalami modifikasi setelah translasi dan akan
disekresikan sel menggunakan protein transporter
membrane. Protein SHH adalah jenis yang paling
banyak dieksresikan oleh sel hewan vertebrata.
Sinyaling SHH juga meregulasi ekspansi dan
pembelahan sel dalam pembentukkan neural tube
pada masa embrio untuk membentuk pola jaringan.
Pada tahap perkembangan tertentu protein SHH
akan menghambat diferensiasi sel neural
progenitor, hal tersebut untuk menjaga agar sel
tetap sebagai sel punca progenitor. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa ternyata sinyaling
HH protein dapat meregulasi sel punca dalam hal
proliferasi dan spesifikasi. Pada hewan vertebrata
dewasa yang mengalami luka pensinyalan HH
dapat memicu sel punca dalam perbaikan.
Peningkatan regulasi HH merupakan respons alami
terhadap cedera dan cara untuk mencapai
perbaikan jaringan melalui proliferasi, plastisitas,
atau transdifferensiasi sel."®*’

Gen Whnt-5a adalah gen yang disekresikan
dengan sinyaling sel dan berperan meregulasi
pemmbentukkan sel, membentuk sifat adhesi sel,
proliferasi sel, diferensisau serta oergerakan sel.
Keseluruhan aktivitas sel ini sangat dibutuhka
dalam pembentukkan organ. Beberapa hasil
penelitian menunjukkan adanya peran Wnt-5a
dalam proliferasi sirip, kaki pada beberapa organ
hewan yang sedang berproliferasi. Gen Wnt-5a
juga berkontribusi dalam respon imun dengan

82



Novianti, dkk

meregulasi diferensisai sel T. Fungsi proinflamasi
Whnt-5a tidak hanya mestimulasi proliferasi sel,
tetapi juga dapat menginduksi ekspresi Interleukin
6 (IL-6) dan ekspresi IL-1b. Ekspresi WNT-5A
bervariasi pada setiap jenis sel terutama pada
stimulasi respon imun. Gen WNT-5A tidak hanya
berperan dalam merespon saat luka tetapi juga
berperan dalam mestabilkan jumlah sel imun
dalam tubuh.

Gen Cytochrome c (Cyt c) adalah protein yang
tidak diragukan lagi berperan besar pada proses
apoptosis. Gen Cyt ¢ yang terletak pada peripheral
sel dalam inner membrane mitokondria, berfungsi
sebagai tempat loncatan electron dari complex |11
dan complex 1V pada rantai respirasi. Pada mencit,
kelainan pada gen Cyt ¢ menyebabkan embrio
yang letal. Protein Cyt c disentesus pada sitosol
sebagai apoprotein dan bertranslokasi menuju
mitokondria yang berkaitan dengan kelompok
besi. Fungsi Cyt ¢ atau holocytochrome c, tersusun
atas rantai polypeptide yang terdiri dari 104 residu
asam amino amino Yyang berikatan dengan
kelpompok  besi. Kuatnya ikatan  Cyt-c
berimplikasi terhadap berbagai fungsi. Perannya
dalam transport elektrin akan menghambat
pembentukkan reactive oxygen species (ROS) dan
mencegah oxidative stress.

Pada penelitian ini dilakukan analisis ekspresi
gen yang diduga berperan dalam inflamasi, yang
diduga berperan sebagai penyedia energi selama
proses respirasi sel, gen yang berperan dalam
proliferasi sel dan gen yang berperan dalam

morfogenesis sel dan organ dalam  proses
regenerasi jaringan jari kaki mencit.

Metode Penelitian

Sampel

Diajukan kode etik penelitian pada Komisi Etik
Penelitian Universitas Esa Unggul. Sampel

penelitian adalah 30 ekor mencit betina (Mus
musculus) var Swiss webstar, berusia 8 minggu
dengan berat 20 gram. Jumlah sampel
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menggunakan rumus Federerr. Mencit diperoleh
dari  laboratorium  millik  penelitian  dan
pengembangan, Departemen Kesehatan Republik
Indonesia, yang dipelihara dan diberi perlakuan
oleh laboran dari litbangkes depkes RI.

Mencit dibius dengan menggunakan
ketamin/zylazine dengan dosis 0,5 gr/kg BB, dan
dilakukan amputasi pada ujung jari kaki. Hasil
pertumbuhan jaringan digunakan sebagai sampel
pada hari ke 0 (4 jam setelah amputasi), 1, 3, 5, 10,
15, dan 25 hari setelah amputasi. Sanpel hasil
regenerasi  digunakan untuk analisis gPCR,
histologi, uji IHK, dan uji elisa. Pada tahun ke 1
dilakukan uji ekspresi gen melalui metoda qPCR
dan histologi.

Histologi dengan pulasan Hematoxylin Eosin
(HE)

Sediaan histologi diwarnai dengan pulasan
Hematoxylin Eosin (HE) dan histokimia: formalin
10%:; alkohol 70%; alkohol 80%; alkohol 95%;
dan alkohol 100%; xylol; blok parafin;
hematoxylin-eosin; akuades; pulasan Van Gieson.

Penghitungan semi kuantitatif sediaan HE
dengan program ImageJ 1-46

Perangkat lunak ImageJ 1-46 merupakan
perangkat lunak yang memiliki berbagai fitur yang
dapat digunakan dalam analisis semi kuantitatif
sediaan histologi dengan pewarnaan HE. Pada
perangkat lunak Image J ini dapat dilakukan
penghitungan jumlah sel serta pengukuran
panjang atau luas sel serta jaringan. Perangkat
lunak Image J dapat diunduh secara gratis dan
digunakan secara offline.?

Penghitungan panjang dilakukan dengan
membuka file gambar histologi terlebih dahulu dan
dilakukan pengaturan skala gambar dengan
menggunakan fitur set scale. Penghitungan
panjang digunakan fitur gambar garis hasil
penghitungan didapat secara otomatis dengan
menggunakan fitur measure (Gambar 1).%
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Gambar 1. Penghitungan panjang jaringan jari kaki mencit dengan menggunakan perangkat lunak Image

J.

Analisis MRNA gPCR

Hasil desain primer gen Cyt, Whnt-5a,
Hedgehog (HH), dan ADAM 17 diamplifikasi
dengan larutan isolasi DNA dari sampel jaringan
dengan menggunakan prosedur qPCR, melalui
tahapan sintesis DNA, inaktivasi Reverse
transcriptase, siklus PCR dilakukan 40 siklus
dengan suhu anealling pada suhu 57°C untuk gen
HH, Wnt-5a, dan ADAM 17, serta suhu annealing
55°C untuk gen Cyt-c dan 18S rRNA, dan
selanjutnya tahap melting curve. Gen 18srRNA
digunakan sebagai gen referens. Kontrol negatif
digunakan air bebas nuklease sebagai pengganti
RNA untuk menyingkirkan hasil positif palsu.
Dari hasil gqRT-PCR diperoleh nilai efisiensi dan
Cycle Treshold (CT). Analisis ekspresi gen dinilai
secara relatif quanfication sehingga diperoleh
nilai kadar relatif ekspresi mRNA dengan
menggunakan metode Livak.

Analisis Statistik

Analisis statistik dengan uji Kolmogorov
smirnov dilakukan uji normalitas data. Jika tidak
memenuhi standar tersebut diakukan transformasi
data dan dilakukan kembali uji normalitas. Jika
data yang diperoleh ternyata homogen dan normal

maka dilakukan uji parametrik. Sebaliknya jika
data yang telah ditransformasi masih berdistribusi
tidak normal maka digunakan uji non parametrik.
Dilakukan uji homogenitas dengan uji ANOVA,
karena data bersifat non parametrik dan untuk uji
korelasi digunakan uji korelasi Spearman.

Hasil

Pertumbuhan ujung jari kaki mecit (Mus
musculus)

Pertumbuhan digit tip mice (Mus musculus)
setelah amputasi (gambar 2), menghasilkan
pertumbuhan jaringan yang terus tumbuh
sehingga pada hari ke 25 pertumbuhan jaringan
sama dengan kontrol. Pada hari ke 0 dan ke 1
belum tampak adanya pertumbuhan jaringan,
diperikirakan ~ merupakan  jaringan  yang
mengalami inflamasi. Pada hari ke 3 sampai ke
10, tampak adanya jaringan yang tumbuh dari
area luka merupakan hasil pembelahan sel yang
belum membentuk jaringan yang sesungguhnya.
Hari ke 15 dan 25, jaringan baru yang terbentuk
terlinat nyata dan telah membentuk jaringan
kuku.
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Gambar 2. Pertmbuhan jari kaki mencit (Mus musculus) dari hari ke 0 sampai hari ke 25: (A) Jari kaki
pada hri ke 0 (4 jam setelah amputasi) (B) 1 hari setelah amputasi (C) 3 hari setelah amputasi (D) 5 hari
setelah amputasi (E)15 hari setelah amputasi (F) 25 hari setelah amputasi (G) kontrol

Pada gambar 3 tampak adanya kurva sampai hari ke 10 setelah amputasi. Setelah hari
pertumbuhan jaringan digit tip mice yang tumbuh ke 10, garis kurva tampak meningkat dengan
lambat pada hari ke 0 (4 jam setelah amputasi) tajam sampai hari ke 25.
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Gambar 3. Kurva pertumbuhan jaringan digit tip mencit (Mus musculus) dari hari ke 0 (4 jam setelah

amputasi) sampai hari ke 25. Garis kurva meningkat dengan lambat mulai hari ke 0 sampai hari ke 10,
dan meningkat tajam setelah hari ke 10.
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Hasil perwarnaan histologi konvensional

Hasil pengamatan histologi jaringan pertumbuhan
digit tip mice (Mus musculus) tampak adanya
aktivitas sel dan perubahan bentuk jaringan
(Gambar 4). Pada hari ke 0 (4 jam setelah
amputasi) dan hari ke 1 tampak pada area luka
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dan 10 mulai tampak pembelahan sel punca
sehingga jaringan semakin luas, namun belum
terbentuk jaringan baru. Pada hari ke 15 dan 25,
tampak terbentuk jaringan baru membentuk
jaringan kuku, jaringan epidermis, dermis,
jaringan ikat, serta jaringan tulang.

didominasi oleh sel darah putih. Pada hari ke 5

A
Gambar 4. Histologi pertumbuhan jaringan digit tip mice (Mus musculus) dari hari ke 0 (4 jam setelah
amputasi) sampai hari ke 25 (A) pertumbuhan jaringan digit tip mice hari ke 0, proliferasi sel punca
osteoblast (panah merah), sel mesenkim (panah kuning), jaringan tulang rawan (panah biru), sel fibroblast
(panah hitam) (B) Jaringan pada hari ke 1, jaringan tulang rawan tumbuh mendesak ke bawah (panah
biru), sel mesenkim (panah kuning), sel osteoblast (panah merah) (C) pertumbuhan jaringan hari ke 5,
jaringan epitel menutup area luka (panah hitam), sel mesenkim terus bermigrasi ke ujung jaringan (panah
kuning), sel osteoblast pada dasar dari jaringan (panah merah), tampak mulai pembentukkan area bakal
sumsum tulang (D) pertumbuhan jaringan hari ke 10, tulang rawan tumbuh terus membentuk kuku baru
(panah biru), area osteoblast (panah merah) dan sel mesenkim (panah kuning) semakin menyempit (E)
pertumbuhan jaringan hari ke 15, tulang rawan membentuk jaringan kuku baru semakin luas (panah biru),
area sel embryonal semakin menyempit (panah merah) (F) pertumbuhan kuku sudah semakin terlihat jelas
bentuknya (panah biru), area embryonal semakin menyempit (panah merah), mulai tampak terlihat
sumsum tulang (panah kuning), jaringan pada hari ke 25 lebih lengkap (perbesaran 10 x 40).

MRNA gene expression
Hasil  perhitungan secara relative
kuantitatif ~ terhadap  kontrol ~ menghasilkan

mencapai puncaknya pada hari ke 5 dan
ekspresinya menurun setelah hari ke 10. Ekspresi
relative lebih rendah

ekspresi gen yang berbeda pada setiap tahap
regenerasi jaringan (Gambar 5). Pada fase
inflamasi gen Cyt dan ADAM 17 relatif tinggi
dibandingkan  kontrol.  Ekspresi gen Cyt
meningkat dan mencapai puncaknya pada hari ke
3 setelah amputasi. Sedangkan gen ADAM 17

gen ADAM 17 ini
dibandingkan ekspresi gen lainnya. Gen Wnt-5a
meningkat ekspresinya pada hari ke 10 dan
menurun tajam setelah hari ke 25. Sedangkan gen
HH mencapai puncaknya pada hari ke 15 dan
ekspresinya tetap tinggi pada hari ke 25.
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Gambar 5. Ekspresi mRNA gen Wnt-5a, gen ADAM17, gen Cyt, dan gen Hedghog (HH) relative
terhadap kontrol. Ekspresi ke 4 gen tersebut berbeda pada setiap tahap pertumbuhan jaringan.

Analisis statistic
Uji Homogenotas

Pada gambar 6 menunjukkan adanya
hasil uji homogenitas data hasil penelitian. Hasil
uji homogenitas pertumbuhan panjang digit tip
mencit pada setiap hari  pertumbuhan
menunjukkan adanya suatu perbedaan
pertumbuhan jaringan secara nyata (p < 0,05)
dengan uji ANOVA. Tampak adanya perbedaan
pertumbuhan jaringan digit tip antara hari ke 10
dan hari ke 15 serta antara hari ke 15 dengan hari
ke 25. Perbedaan ekspresi mRNA gen berbeda
secara nyata antara hari ke 0 dengan hari ke 1,
antara hari ke 1 dengan hari ke 3, antara hari ke 3
dengan hari ke 5, antara hari ke 5 dengan hari ke
10. Perbedaan ekspresi mRNA gen Cyt ini

berbeda secara nyata (p < 0,05) dengan uji
ANOVA. Hasil uji ANOVA perbedaan ekspresi
mRNA gen ADAM 17 menunjukkan adanya
perbedaan ekspresi secara nyata antara hari ke 0
dengan hari ke 1, antara hari ke 1 dengan hari ke
3, antara hari ke 3 dengan hari ke 5, serta antara
hari ke 5 dengan hari ke 10 (p < 0,05). Ekspresi
mRNA gen Wnt-5a menunjukkan adanya
perbedaan secara nyata dengan uji ANOVA (p <
0,005). Perbedaan tersebut tampak pada ekspresi
antara hari ke 3 dan 5, antara hari ke 5 dan 10,
antara hari ke 10 dan 15, dan antara hari ke 15
dan 25. Ekspresi gen HH terjadi perbedaan sangat
nyata (p < 0,05) antara hari ke 5 dan hari ke 10,
serta antara hari ke 15 dan hari ke 25.
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Gambar 6. Uji homogenitas ANOVA yang berbeda secara nyata (p < 0,05) (A) Pertumbuhan jaringan
digit tip mice (Mus musculus) yang berbeda antara hari ke 10 dengan hari ke 15 serta antara hari ke 15
dengan hari ke 25 (*) (B) Ekspresi mMRNA gen Cyt yang berbeda antara hari ke 0 dengan hari ke 1, antara
hari 1 dengan hari ke 3, antara hari ke 3 dengan hari ke 5, serta antara hari ke 5 dengan hari ke 10 (*) (C)
Ekspresi MRNA gen ADAM 17 yang berbeda antara hari ke antara hari ke 0 dengan hari ke 1, antara hari
ke 1 dengan hari ke 3, antara hari ke 3 dengan hari ke 5, serta antara hari ke 5 dengan hari ke 10 (*) (D)
ekspresi mMRNA gen Wnt-5a berbeda antara hari ke 3 dan 5, antara hari ke 5 dan 10, antara hari ke 10 dan

15, dan antara hari ke 15 dan 25 (*) (E) Ekspresi mRNA gen HH berbeda antara hari ke 5 dan hari ke 10,
serta antara hari ke 15 dan hari ke 25 (*)

Uji korelasi mRNA gen ADAM 17 dengan pertumbuhan
Hasil uji korelasi Spearman menunjukkan bahwa panjang digit tip mice, tidak terjadi korelasi. Hasil
antara ekspresi mMRNA gen Cyt dengan panjang uji korelasi Spearman menunjukkan hasil uji p >
pertumbuhan digit tip mice serta antara ekspresi 0,05 dan nilai korelasi kecil dan negative. Uji
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korelasi Spearman antara panjang pertumbuhan
digit tip mice dengan ekspresi mRNA Wnt-5a
menujukkan adanya korelasi nyata (p < 0,05; r =
0,598) vyang bersifat sedang. Sedangkan uji
korelasi antara Spearman antara panjang
pertumbuhan jaringan digit tip mice dengan
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ekspresi mMRNA gen HH menunjukkan adanya
korelasi nyata yang bersifat kuat (p < 0,05; r =
0,837).
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Gambar 7. Uji korelasi Spearman (A) Uji korelasi antara panjang dengan ekspresi mRNA gen Cyt (p >
0,05) (B) Uji korelasi antara panjang pertumbuhan digit tip mice dengan ekspresi MRNA gen ADAM 17
(p < 0,05) (C) Uji korelasi antara panjang pertumbuhan digit tip mice dengan ekspresi mMRNA Wnt-5a (p
< 0,05; r = 0,598) (D) uji korelasi antara panjang pertumbuhan jaringan digit tip mice dengan ekspresi

mRNA gen HH (p < 0,05; r = 0,837).

Pembahasan

Pertumbuhan jaringan digit tip mice (Mus
musculus) menunjukkan adanya pertumbuhan
yang secara significant berbeda pada setiap fasa.
Pertumbuhan pada fase wound healing terjadi
sangat lambat, hasil analisa histologi pada
jaringan tampak adaya proliferasi sel dan migrasi
sel. Menurut Meschner, pada fase wound healing
terjadi proses inflamasi, granulasi, proliferasi sel
dan migrasi sel karea pada fase ini terjadi proses
kontraksi luka. Pada fase ini jaringan belum

membentuk jaringan baru, tetapi terjadi proses
pembersihan jaringan pada area luka dari infeksi
bakteri dan sel yang rusak. Sel embryonal akan
mengalami proliferasi sel dan migrasi sel sebagai
persiapan pembentukkan jaringan baru. Pada fase
ini, area luka mulai tertutup oleh lapisan
epidermis dan dermis baru, sehingga pada
jaringan digit tip mice proliferasi sel embryonal
tampak lebih aktif. Jaringan tulang rawan bakal
pembentuk kuku tampak meluas dan bermigrasi
melingkupi jaringan lainnya dan mendominasi
jaringan digit tip mice. Hasil penelitian
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menggunakan jaringan digit tip mice, tampak
adanya proliferasi sel embryonal yang sangat
aktif membentuk bakal jaringan epidermis,
dermis, jaringan ikat, dan pembentukkan bakal
pembuluh darah baru.

Pada fase inflamasi regenerasi jaringan digit
tip mice, tampak adanya beberapa sel leukosit
pada area luka yang menunjukkan terjadinya
inflamasi pada area tersebut. Protein ADAM 17
yang terletak pada permukaan sel diduga
memiliki peran dalam fase inflamasi, ditunjukkan
dengan tingginya ekspresi gen tersebut pada fase
inflamasi. Ekspresi ini menurun setelah fase
inflamasi berakhir. Hasil uji analisis statistic
menunjukkan tidak ada korelasi ekspresi gen
tersebut dengan pertumbuhan regenerasi jaringan
digit tip mice. Hingga kini peranan gen tersebut
dalam proses inflamasi masih belum jelas, namun
letal gen ADAM17 mengakibatkan kerusakan
pada sel neitrofil selama proses inflamasi.

Pada proses regenerasi jaringan digit tip mice
tampak aktivitas sel yang sangat tinggi
melakukan proliferasi, diferensiasi, dan migrasi
sel. Aktivitas sel yang sangat  tinggi ini
memerlukan energi yang sangat tinggi dan
aktivitas respirasi sel yang sangat tinggi pula.
Protein Cytochrome-c (Cyt-c) merupakan protein
yang terdapat pada inner membrane mitokondria
yang berperan menangkap electron pada rantai
respirasi dan  berperan  menangkal dan
menghambat terjadinya stress oksidatif. Pada
proses regenerasi jaringan digit tip mice, ekspresi
MRNA gen Cyt-c relative tinggi pada tahap
inflamasi dan granulasi pada fase wound healing.
Hal tersebut terjadi karena pada fase wound
healing terjadi peningkatan aktivitas sel agositosis
sel leukosit, proliferasi dan migrasi sel punca,
oleh karena pada fase tersebut terjadi peningkatan
respirasi sel dan sejalan dengan peningkatan
ekspresi mRNA gen Cyt-c. Namun, hasil uji
korelasi antara pertumbuhan digit tip dengan
ekspresi gen mMRNA Cyt tidak terjadi korelasi, hal
ini mungkin dikarenakan ekspresi protein tersebut
tidak secara langsung berdampak pada proses
regenerasi. Ekspresi gen Cyt tetap bertahan dan
relative tinggi dibandingkan kontrol sampai hari
ke 25, hal tersebut menunjukkan bahwa aktivitas
proses regenerasi jaringan memerlukan energi
dan terjadi respirasi sel. Menurut Osuma, selama
proses regenerasi jaringan, penigkatan kebutuhan

IJOBB, Vol 3 (2], 2019

energi
jaringan.

Setelah hari ke 10, pada jaringan histologi
digit tip mice tampak adanya sel embryonal yang
terkumpul menjadi satu membentuk blastema
yang akan membentuk jaringan baru. Menurut
Alibardi, blastema akan membentuk suatu kuncup
yang berisi sel punca yang akan berdiferensiasi
membentuk  jaringan  baru.  Pembentukkan
jaringan baru akan tumbuh terus menyebabkan
pertumbuhan jaringan digit tip mice tumbuh
sangat cepat. Kurva pertumbuhan
memperlihatkan garis yang meningkat tajam
sampai hari ke 25. Pada pengamatan histologi
tampak pertumbuhan lapisan epidermis, dermis,
tulang rawan yang membenttuk kuku baru, serta
jaringan ikat muncul membentuk kembali
jaringan digit tip yang baru seperti semula.
Menurut Meschner, pada fase regenerasi dan
maturase ini aktivitas sel meningkat untuk
melakukan diferensiasi sel dan membentuk sel
baru sehingga terbentuk jaringan baru.

Protein  Wnt-5a merupakan protein yang
memiliki peran dalam proses proliferasi sel,
pembentukan sel, migrasi sel, serta diferensiasi
sel membentuk jaringan baru. Pada regenerasi
jaringan digit tip mice ini, ekspresi mMRNA Wnt-
5a mulai menigkat tajam pada hari ke 3 dan
mencapai puncaknya pada hari ke 10 saat
pembentukkan blastema. Ekspresi ini msih tetap
dipertahankan relative tinggi  dibandingkan
kontrol dan relative lebih tinggi dibandingkan
ekspresi mMRNA gen lainnya pada fase regenerasi.
Tingginya ekspresi mMRNA gen Wnt-5a ini diduga
berkaiatan dengan perannya dalam proses
prolliferasi, diferensiasi, pembentukkan bentuk
sel, dan migrasi sel pada proses regenerasi
jaringan digit tip mice. Hasil uji korelasi
menunjukkan adanya korelasi nyata dan
significant dengan pertumbuhan jaringan digit tip
mice. Hal tersebut menunjukkan bahwa gen Wnt-
5a memiliki peran dalam proses regenerasi
jaringan digit tip mice.

Demikian pula halnya dengan gen Hedgehog
(HH) yang memiliki peran dalam mengatur
proses proliferasi spesifikasi bentuk sel dan
morfogenesis pada proses regenerasi jaringan
organisma dewasa. Gen HH memiliki peran
meneruskan sinyal ke populasi sel punca pada
berbagai organ sehingga proses regenerasi itu
terjadi. Pada proses regenerasi jaringan digit tip

meningkat selama proses regenerasi
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mice tampak ekspresi gen tersebut muncul pada
hari ke 10 saat fase blastema dimulai, dan
ekspresi ini mencapai puncaknya pada fase
regenerasi. Hasil uji korelasi antara pertumbuhan
panjang digit mice dengan ekspresi mRNA HH
terjadi korelasi nyata dan kuat. Hal tersebut
menunjukkan bahwa gen HH memiliki peran
dalam proses pembentukkan digit tip mice yang
baru.

Dinamikan ekspresi gen Cyt, ADAM 17,
Whnt-5a, dan gen HH seperti orchestra yang
memiliki perannya masing-masing pada setiap
fase namun berpadu dan saling bergantian peran
sehingga menghasilkan jaringan digit tip mice
yang baru. Saat jaringan dalam keadaan inflamasi
gen ADAM17 muncul untuk mengatasi keadaan
tersebut, setelah inflamasi terlewati gen Wnt-5a
mulai menunjukkan perannya dalam proliferasi
sel, diferensiasi sel, dan migrasi sel. Gen HH
muncul tak lama dari gen Wnt-5a dengan peran
yang sama namun mengakhiri orchestra ini
dengan memperindah bentuk jaringan dan organ.
Keseluruhan orchestra ini menerlukan energi
yang tidak sedikit, maka respirasi sel harus tetap
berlangsung dari mulai proses ini dimulai sampai
berakhirnya proses tersebut, maka gen Cyt-c yang
berperan dalam respirasi sel tetap dipertahankan
dari awal hingga akhir dan mencapai puncaknya
saat proses ini memerlukan energi tertinggi pada
fase blastema.

Hasil penelitian ini dapat dijadikan acuan
untuk langkah selanjutnya dalam stimulasi
regenerasi jaringan dewasa yang memiliki
kemampuan regenerasi jaringan yang terbatas.
Dalam upaya stimulasi regenerasi jaringan
dewasa, maka kita harus berupaya menstimulasi
ekspresi gen yang berperan mengatasi inflamasi,
gen yang berperan menyediakan energi, serta gen
yang berperan dalam proses proliferasi,
diferensiasi, migrasi sel, dan morfogenesis
jaringan.

Kesimpulan

Ekspresi gen Cyt, ADAM 16, Wnt-5a, dan HH
membentuk suatu dinamika yang menarik dengan
fungsinya masing-masing pada setiap fase
pertumbuhan jaringan, namun saling bersinergi
sehingga terbentuk kembali jaringan dan organ
yang utuh.
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