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Abstract

Retinal ischemia (IR) is still the biggest cause of blindness in the world. Several factors contribute to the
pathogenesis of Retinal Ischemia. However, oxidative stress and inflammatory processes are the main factors.
Various forms of therapy have been applied in clinical care of Retinal ischemia, but none have been optimal for
repairing the cells damage and able to avoid immunological and oncogenic reactions. MSC-EVs have opened a
new perspective for the treatment of Retinal Ischemia. MSC is a multipotent cell with paracrine characteristic
and mediated by extracellular vesicles (EVs) which is derivative of MSC that can be used as a biomimetic agent
to help nerve protection and tissue regeneration. In addition, MSC-EVs have a lower tendency to trigger
immune responses and the inability to directly form tumors. Therefore, MSC EVs can prove to be an ideal
source for the latest therapies in dealing with the problem of retinal ischemia.

This Literature Riview is compiled by using a literature study with collecting valid journals, particular inclusion
and exclusion criteria. On testing its effectiveness, three indicators were used, that is the protective effect of
MSC-EVs on retinal cells, the effects of post-ischemic in vivo administration of MSC-EVs, and the distribution
of MSC-EVs in humour vitreous and long-term protective effects estimates. Significantly shows a protective
effect, decreases inflammatory factors and apoptosis of retinal cells. Based on the results of testing in vitro and
in vivo MSC-EVs are endocytosis by retinal cells that provide neuroprotective effects before and after treatment,
and this effect can be developed into long-term therapy. Therefore, using MSC-EVs can be a promising therapy
in the treatment of retinal ischemia.
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Abstrak

Iskemia Retina (IR) masih menjadi penyebab terbesar angka kebutaan di seluruh dunia. Beberapa faktor
berkontribusi terhadap patogenesis Iskemia Retina. Namun, stres oksidatif dan proses inflamasi merupakan
faktor yang utama. Berbagai bentuk terapi telah diterapkan dalam perawatan klinis Iskemia Retina namun belum
satu pun yang optimal untuk memperbaiki sel yang rusak dan mampu menghindari reaksi imunologis dan
onkogenik. MSC-EVs telah membuka perspektif baru untuk pengobatan Iskemia Retina. MSC adalah sel
multipoten dengan sifat parakrin dan dimediasi oleh Extracellular Vesicles (EVs) yang merupakan turunan MSC
yang dapat digunakan sebagai agen biomimetik untuk membantu perlindungan saraf dan regenerasi jaringan.
Selain itu, MSC-EVs memiliki kecenderungan yang lebih rendah untuk memicu respon imun serta
ketidakmampuan untuk secara langsung membentuk tumor. Oleh karena itu, MSC-EVs dapat terbukti menjadi
sumber yang ideal untuk terapi terbaru dalam mengatasi masalah iskemia retina.

Literature Riview ini disusun menggunakan metode studi pustaka dengan mengumpulkan jurnal yangvalid
dengan kriteria inklusi dan eksklusi khsus. Dalam pengujian efektivitasnya, digunakan 3 indikator yaitu efek
protektif MSC-EVs terhadap sel retina, efek pemberian MSC-EVs secara in vivo pasca-iskemik, dan distribusi
MSC-EVs dalam cairan vitreous dan perkiraan efek protektif jangka panjang. Secara signifikan memperlihatkan
efek protektif, menurunkan faktor inflamasi dan apoptosis sel retina. Kesimpulan: Berdasarkan hasil pengujian
secara in vitro dan in vivo MSC-EVs di endositosis oleh sel retinal yang memberikan efek neuroprotektif pada
sebelum maupun setelah perawatan, dan efek ini dapat dikembangkan menjadi terapi jangka panjang. Oleh
karena itu, dengan menggunakan MSC-EVs dapat menjadi suatu terapi yang menjanjikan dalam penanganan
iskemia retina.

Kata kunci :  EVs, Iskemia Retina , MSC, Sel Retina
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PENDAHULUAN

Iskemia retina (IR) adalah penyebab
umum gangguan penglihatan dan kebutaan
di seluruh dunial dan merupakan
penyebab utama kebutaan permanen di
negara negara barat yang diperkirakan
akan mempengaruhi sekitar 200 juta orang
pada tahun 2020. Iskemia Retina ditandai
dengan hilangnya dasar pembuluh darah
dan  hipoksia  berkelanjutan  disertai
proliferasi pembuluh darah masif ke dalam
cairan vitreous sehingga menyebabkan
putusnya retina dan kebutaan. Iskemia
retina (IR) meliputi prematuritas retinopati
(ROP), retinopati diabetik (DR), dan
degenerasi makula terkait usia (AMD).

Beberapa faktor berkontribusi terhadap
patogenesis Iskemia Retina. Namun, stres
oksidatif dan proses inflamasi berdiri
sebagai faktor utama. Peradangan dan stres
oksidan saling terkait erat. Peradangan
adalah respons seluler terhadap berbagai
faktor (termasuk yang disebabkan oleh
stres  oksidan) yang mempengaruhi
homeostasis dari jaringan, tetapi proses ini
juga  bertindak  sebagai  mekanisme
pertahanan untuk menjaga keseimbangan
fungsi. Sitokin dan kemokin adalah sinyal
protein yang melakukan perjalanan ke
seluruh tubuh untuk melakukan fungsi
spesifik dalam peradangan. Namun,
peradangan  yangberkelanjutan  dapat
merusak integritas jaringan'.

Terapi yang telah ada dalam menangani
iskemia retina yaitu penggunaan suntikan
intraokular (misalnya Anti-VEGF),
antikoagulan, dan laser. Namun, terapi ini
hanya efektif dalam beberapa kasus
iskemia retina saja dan hanya efektif bila
diberikan lebih awal sebelum
perkembangan penyakit terjadi. Adanya
efek imunologis dan onkogenik juga
belum  bisa  dihindarkan dengan
penggunaan terapi yang ada.

Melihat masalah tersebut, telah banyak
studi berkembang yang diarahkan pada
strategi terapi terbaru untuk
memungkinkan  perbaikan  regenerasi
jaringan yang terluka dengan
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meminimalkan konsekuensi imunologis
dan onkogenik. Dalam hal ini, terapi sel
induk menggunakan Mesenchymal Stem
Cell (MSCs) berfungsi sebagai pilihan
yang menarik. MSC adalah sel multipoten
dengan sifat regeneratif dan
imunomodulator. Di sisi lain, terdapat
bukti yang menunjukkan bahwa sebagian
besar efek MSC bersifat parakrin dan
dimediasi oleh Extracellular Vesicles (EV)
turunan MSC. Mediator tersebut dapat
digunakan sebagai agen biomimetik untuk
membantu  perlindungan  saraf  dan
regenerasi jaringan. MSC-Evs memberikan
keuntungan spesifik yaitu kecenderungan
yang lebih rendah untuk memicu respon
imun serta ketidakmampuan untuk secara
langsung membentuk tumor. Oleh karena
itu, MSC-EVs dapat terbukti menjadi
sumber yang ideal untuk terapi terbaru
dalam mengatasi masalah iskemia retina.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Mesenchymal Stem Cell (MSC)

MSC (Mesenchymal Stem Cell) adalah
sel multipoten dengan sifat regeneratif dan
imunomodulator yang dapat digunakan
dalam perbaikan jaringan dan
penyembuhan luka. MSC dapat
memperbaharui  diri  sendiri, memilki
kemampuan multipoten yang dapat
diisolasi dari berbagai  jaringan.
Karakteristik dasar MSC adalah salah satu
sel primer yang paling mudah diakses dan
dapat diambil dengan mudah dari berbagai
jaringan, seperti jaringan adiposa, tali
pusat, hati, cairan ketuban, plasenta, pulpa
gigi, dan sumber lainnya. Kemudahan
isolasi, fungsi biologis khusus, disertai
kapasitas yang luas dan telah diterima
secara etis, menjadikan MSC ini sebagai
pilihan terapi sel dalam uji praklinis dan
klinis.

Beberapa penelitian dan uji klinis saat
ini sedang dilakukan untuk menguji
penggunaan MSC dalam berbagai penyakit
seperti cedera medula spinalis, sklerosis
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ganda, alzheimer, sirosis hepatis dan
hepatitis, osteoarthritis, infark miokard,
penyakit ginjal, radang usus, diabetes
melitus, kerusakan kartilago lutut, dan
transplantasi organ.

Penggunaan MSC sebagai sel benih
rekayasa jaringan dalam berbagai penyakit
tersebut diatas disebabkan oleh adanya
fungsi  biologis yang  dimilikinya,
diantaranya potensi untuk diferensiasi
menjadi beberapa turunan sel mesenkim
seperti tulang, lemak, tulang rawan, otot,
dan turunan sel non mesenkim seperti
neuron, sel glial, dan hepatosit.

Selama dekade terakhir, MSC memiliki
kemampuan untuk bermigrasi ke jaringan
yang terluka dengan melepaskan sitokin,
mediator inflamasi, komponen matriks
ekstraseluler, dan protein antimikroba
untuk menghasilkan lingkungan mikro
yang sesuai dalam perbaikan jaringan.
Dalam model cedera kornea dan retina,
penerapan MSC pada jaringan yang
terluka telah ditunjukkan untuk
meningkatkan penyembuhan luka. Selain
itu, MSC telah terbukti memiliki spektrum
luas dengan kemampuan imunoregulasi
yang baik. MSC memiliki efek
neuroprotektif yang dapat berubah menjadi
sel-sel saraf dan mengeluarkan berbagai
neurotrofik dan anti-inflamasi.

Extracellular Vesicles (EV)

Setiap sel dapat mengeluarkan
Extracellular ~ Vesicles (EV) untuk
berkomunikasi dengan sel lainnya. Hal ini
telah dibuktikan oleh Raposo, G.dkk
bahwa sel B yang mengeluarkan EV dapat
menginduksi respon sel T20. Media
komunikasi ini dapat membawa molekul
bioaktif dan informasi genetic yang
fungsinya mencerminkan sel induknya.

Beberapa studi telah membuktikan
adanya mRNA dan non-coding RNA
seperti miRNA dalam EV yang akan
dibawa menuju sel target. Vesikel ini
berinteraksi dengan sel target dengan tiga
mekanisme, yaitu terikat ke reseptor di
permukaan sel untuk merangsang kaskade
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persinyalan, internalisasi melalui
endositosis, fagositosis, makropinositosis,
atau menyatu dengan sel dan mengirimkan
secara langsung material tersebut ke
membran sitoplasma/sitosol.

Extracellular Vesicles ini terdiri atas
membran lipid bilayer dan inti cair
sehingga memungkinkan pembawaan obat
yang  bersifat  hidrofilik  maupun
hidrofobik. Selain kemampuannya
melewati sawar darah otak, vesikel ini juga
dapat  melindungi  material  yang
dibawanya.  Vesikel ini  berpotensi
mengantarkan material tersebut ke sel
target secara spesifik, karena pada proses
pengantarannya melibatkan protein pada
permukaaan vesikel itu sendiri dan protein
pada sel target secara spesifik. Ditambah
lagi dengan pembuktian secara in vitro dan
in vivo bahwa EV dapat mengurangi
kematian sel saraf akibat hipoksia,
merangsang pertumbuhan akson, memiliki
sifat antiinflamasi, serta berperan sebagai
immunomodulator. Dengan kemampuan
ini maka EV dapat digunakan sebagai
pembawa terapi yang menjanjikan.

Mesenchymal Stem Cell-Derived
Extracellular Vesicle (MSC-EVs)

Dari banyaknya kelebihan yang dimiliki
oleh MSC, pemanfaatannya hingga saat ini
masih dibatasi karena memiliki integrasi
sel yang rendah serta kemungkinan
pertumbuhan yang 5 menyimpang.
Sehingga dibutuhkan bentuk khusus dalam
penghantarannya dan meningkatkan kerja
dari MSC ini. Untuk mendukung hal
tersebut, dari berbagai penelitian beberapa
tahun terakhir, ditemukan bahwa efek dari
MSC ini bersifat parakrin dan dimediasi
oleh Extracellular Vesicles.

Oleh karena itu, dipikirkan potensi
regeneratif dari Mesenchymal Stem Cell
yang dibawa dalam bentuk Extracellular
Vesicles (MSC-EVs) terhadap jaringan
lunak maupun jaringan keras. Extracellular
Vesicles ini akan Dberintegrasi dan
bepenetrasi  sekaligus menjadi  agen
pembawa yang Dbersifat biomimetik

ISKEMIK RETINAL 67



AL-IQRA MEDICAL JOURNAL : JURNAL BERKALA ILMIAH KEDOKTERAN

e-ISSN : 2549-225X. Vol. 1 No. 2, Agustus 2018, Hal. 65-73

sehingga tidak di serang oleh sistem imun
tubuh. Efek lain dari Extracellular Vesicles
ini adalah ditemukan dapat mengurangi
kematian sel saraf setelah hipoksia/
iskemia secara in vitro dan in vivo,
merangsang pertumbuhan akson,
immunomodulator dan sekaligus bersifat
anti-inflamasi. Sehingga, dengan
menggunakan MSC-EVs ini, dapat
bersinergis dalam mengurangi cedera yang
disebabkan oleh hipoksia dan iskemia di
retina.

Penggunaan MSC-EVs dalam berbagai
penyakit

Beberapa tahun terakhir, MSCEVs
sebagai pembawa terapi dalam berbagai
penyakit kini mulai dikembangkan.
Beberapa penelitian telah dilakukan secara
in vivo atau dengan menggunakan hewan
coba. Kebanyakan MSC-EVs dimasukkan
secara intravena dan intraperitoneal.
Penyakit yang sedang diteliti ialah
penyakit gagal ginjal akut, infark miokard
akut, gagal hati akut, dan cedera otak
traumatik*!.

Pada beberapa hewan coba dengan
penyakit yang  berbeda, MSCEVs
menunjukkan efek yang sama yaitu
penekanan  sitokin  proinflamasi  dan
peningkatan sitokin antiinflamasi, serta
penurunan apoptosis sel dan fibrosis.
Adapun efek spesifik yang dihasilkan
diantaranya pada model gagal ginjal akut
yaitu menekan stres oksidatif yang
diinduksi ~ oleh  penyakit  tersebut.
Kemudian, pada cedera otak traumatik
dihasilkan efek neuroprotektif jangka
panjang, dan pada model infark miokard
akut terjadi peningkatan proliferasi sel dan
penurunan apoptosis sel, sedangkan pada
model gagal hati akut, MSC-EVs ini
mengurangi stres oksidatif dan melakukan
perbaikan fungsi pada hati tersebut?!.
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Gambar 1. Gambaran umum kerja MSC-
EVs dalam berbagai penyakit
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Pengolahan MSC-EVs dan
Karakteristiknya terhadap sel retina

Sel mesenkim yang digunakan dalam
pembuatan MSC-EVs ini adalah turunan
dari Human Mesenchymal Stem Cell
(hMSC) yang didapatkan dari berbagai
produsen sel kultur seperti American Type
Culture Collection (ATCC). Setelah itu
kultur sel tersebut diisolasi dan dilakukan
berbagai prosedur untuk menghasilkan
suspensi Extracellular Vesicles. Sekitar
100 pl suspensi di dapatkan dari 1 juta sel
kultur yang selanjutnya diverifikasi dengan
memeriksa  kandungan RNA  serta
proteinnya.

MSC-EVs yang didapatkan ini terlihat
berbentuk seperti lonceng 6 dengan

mayoritas  ukurannya  50-150 nm
berdasarkan hasil pengukuran
menggunakan  Nanoparticle  Tracking

Analysis (NTA). Dengan pemeriksaan
Western  Blot, Vesikel ektraseluler
menunjukkan adanya penanda permukaan
Exosome yaitu CD81, CD63, CD9, dan
HSP70a, yang telah sesuai dengan
berbagai penelitian yang juga melakukan
pembuatan MSC-EVs ini

Mathew  dkk. dalam  menguji
mekanisme  dasar dari  endositosis
MSCEVs ini  melakukan pengujian

menggunakan kultur sel retina R28.
Didapatkan efisiensi penyerapan yang
tinggi dari MSC-EVs oleh sel R28, dan
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terlihat adanya ketergantungan penyerapan
tersebut dengan dosis, suhu, dan berbagai
jenis ligan. Endositosis dimediasi oleh
Caveolin-1 sebagai penanda terhadap
Caveolae dan membran lipid serta Clathrin
yang akan membentuk lubang endositik?.

Efek Protektif MSC-EVs terhadap Sel
Retina

Untuk pengujian efektivitas dari MSC-
EVs ini digunakan sel retina yang berasal
dari  tikus = Sprague-Dawley  yang
sebelumnya sudah mengalami stress
oksidatif, yaitu sel R28. yang dibuat
iskemik secara in vitro. Sel retina di
matikan dengan menggunakan teknik
Oxygen Glucose Deprivation (OGD). 24
jam sebelum mematikan sel dengan
mediasi OGD, beberapa sel diberikan
MSC-EVs dan beberapa sel lainnya tidak
diberikan. Hasilnya menujukkan bahwa
pada sel yang tidak diberikan MSC-EVs
terjadi kematian sel >75% diakibatkan
oleh OGD dan secara signifikan berkurang
jika dibandingkan dengan sel yang
diberikan MSC-EVs dengan berbagai
dosis. Hal ini membuktikan bahwa MSC-
EVs ini menujukkan efek protektif yang
sangat baik terhadap sel Retina dalam
masa pra-perawatan.

90 -
75 4
60 1
45 A

30 1

% cell death by LDH

15 4

A IIIHIHIHITTITNINY
AN
ALMIMMIY

0 -

1

x

104 5X104 1X10° 1X107 1

>
-
=

©

EVs concentration (EVs/ml)

Gambar 2. Efek MSC-EVs dalam
berbagai dosis terhadap banyaknya
kematian sel yang diinduksi OGD pda sel
R28?
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Efek Pemberian MSC-EVs secara in
vivo Pasca-Iskemik

Pengujian secara in vivo dilakukan
dengan menggunakan model tikus yang
dibius dengan ketamine dan xylazine
secara intraperitoneal dan mata tikus
dilukai dengan prosedur tertentu sebagai
bentuk dari proses iskemiknya. Pada
proses iskemik tersebut progres kerusakan
sel retina dipengaruhi oleh mediator
inflamasi seperti TNF-o dan IL-6, serta
apoptosis  didukung oleh Caspase-3.
Ternyata dengan pemberian MSC-EVs ini
dapat menurunkan faktor inflamasi dan
apoptosis tersebut secara signifikan yang
menandakan bahwa MSC-EVs juga
memberikan efek yang sangat baik setelah
proses iskemik.

PBS MSC-EVs
Normal Ischemic Normal Ischemic
C— - TNF-a
- ———— L6
i Sl caspase-3

G GEEEED g S (-actin

Gambar 3. Representasi Western Blots
Untuk TNF-a, IL-6, dan Caspase 3 , serta
B-Actin sebagai Loading Control’.

Distribusi MSC-EVs dalam cairan
Vitreous dan Perkiraan Efek Protektif
Jangka Panjang

Setelah mengamati efek pemberian dari
MSC-EVs ini terhadap retina iskemik,
pengujian selanjutnya adalah menilai
bagaimana distribusi MSC-EVs pada saat
setelah diinjeksikan. Untuk menilainya,
pada MSC-EVs itu sendiri digunakan
Flouroscent  untuk melihat tampakan
gambarannya melalui Retinal Imaging
Microscope. Sebelumnya telah dinilai Free
Flouroscent yang diinjeksikan pada intra-
vitreal namun hanya bertahan 48 jam
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dalam cairan vitreous, tapi pada saat
Menggunakan MSC-EVs,  Flourosensi
terlihat hingga 4 minggu kemudian dan hal
ini dipastikan sebagai flourosensi dari
MSC-EVs itu sendiri. Hal ini menjadi
dasar bahwa cairan vitreous dapat
berfungsi  sebagai  reservoir  untuk
melepaskan EV ke dalam retina dan hal ini
dapat menguntungkan untuk
memperpanjang  EV,  meminimalkan
jumlah injeksi, dan menghasilkan efek
jangka panjang. (lihat gambar 4)

Control Ischemic Control Ischemic

Gambar 4. Pencitraan Secara In Vivo dari
MSC-EVs  Flourescent  hijau  yang
disuntikan secara intra-vitreal.

KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

Pengembangan kerja dari MSC dalam
perbaikan sel retina yang mengalami
iskemik sekarang bisa diturunkan dalam
bentuk partikel biomimmetik yaitu EV.
Menggunakan MSC-EVs ternyata
memberikan sangat banyak keuntungan
dalam transmisi serta efek terapiutik.
Berdasarkan hasil pengujian secara in vitro
dan in vivo MSC-EVs di endositosis oleh
sel retinal yang memberikan efek
neuroprotektif pada sebelum maupun
setelah perawatan, dan efek ini dapat
dikembangkan menjadi terapi jangka
panjang. Oleh karena itu, dengan
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menggunakan MSC-EVs dapat menjadi
suatu terapi yang menjanjikan dalam
penanganan iskemia retina.

Saran

Diharapkan penelitian dalam
pengembangan MSC-EVs ini dapat terus
dilanjutkan hinggka ke pengujian klinis,
dan  berbagai  keterbatasan  seperti
pengontrolan pelepasan dari EV itu sendiri
dapat dilakukan dengan dibuat dalam
rekayasa matriks biomimetik.
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