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ABSTRAK

Pembezaan sel stem secara in vitro kepada osteoblas secara umumnya melibatkan gabungan aruhan asid askorbik dan 
β-gliserofosfat. Namun, β-gliserofosfat didapati menyebabkan penurunan keviabelan sel. Maka, kajian ini adalah untuk 
menentukan potensi asid askorbik tanpa kehadiran β-gliserofosfat dalam mengaruh pembezaan osteoblas serta mengenal 
pasti perubahan keamatan pengekspresan sekretom bagi protein osteoblas. Sel stem pulpa gigi kekal (DPSC) yang 
dipencilkan; diaruh dengan 10 µg/mL asid askorbik selama 21 hari. Pengekspresan gen osteoblas pada hari ke-7 dan 21 
ditentukan melalui transkripsi berbalik-tindak balas rantaian polimerase (RT-PCR). Selepas 21 hari aruhan, sel dieram 
dengan medium basal tanpa serum selama 12 jam dan dianalisis melalui pendekatan kromatografi cecair-spektrometri 
jisim/spektrometri jisim (LC-MS/MS). Kehadiran protein sekretom pada kedua-dua aruhan asid askorbik dan kawalan 
positif (gabungan asid askorbik + β-gliserofosfat) digunakan untuk menentukan proses biologi yang terlibat. Seterusnya, 
protein yang terlibat dalam pembezaan osteoblas serta mengalami perubahan terhadap keamatan pengekspresannya 
ditentukan melalui analisis UniProt dan PANTHER. Hubung kait antara protein sekretom ini ditentukan menggunakan 
STRING bagi penentuan tapak jalan pembezaan DPSC kepada osteoblas. Hasilnya, gen BSP didapati diekspreskan semasa 
perlakuan asid askorbik serta sebanyak 57 protein sekretom dikenal pasti terlibat semasa aruhan asid askorbik dan 
kawalan, dengan hanya tiga protein didapati berkaitan dengan pembezaan osteoblas serta mengalami perubahan keamatan 
pengekspresan melalui penggunaan UniProt dan PANTHER. Seterusnya, analisis menggunakan STRING mendapati hanya 
dua sekretom bagi DPSC dikenal pasti melibatkan tiga tapak jalan. Kesimpulannya, asid askorbik sahaja walaupun 
tanpa β-gliserofosfat berupaya mengaruh pengekspresan protein sekretom yang berkaitan dengan osteoblas. Inhibin beta 
rantai A dan fibrilin-2 dicadangkan sebagai penanda sekretom semasa pembezaan DPSC kepada osteoblas. 
Kata kunci: Asid askorbik; pembezaan osteoblas; penanda sekretom; sel stem pulpa gigi kekal (DPSC)

ABSTRACT

In vitro stem cell differentiation into osteoblast involved a combination of ascorbic acid and β-glycerophosphate. However, 
β-glycerophosphate reduced cell viability in the culture.  Therefore, this study was conducted to determine the potential 
of ascorbic acid to induce osteoblast differentiation by identifying differentially expressed osteoblast-related secretome. 
Stem cells isolated from permanent (DPSC) tooth pulp was induced with 10 µg/mL ascorbic acid for 21 days, and 
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osteoblast gene expression was determined via reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR). After 21 days 
of induction, cells were incubated in a serum-free basal medium for 12 h and analyzed via liquid chromatography-mass 
spectrometry/mass spectrometry (LC-MS/MS) approach. The biological processes and differentially expressed osteoblast-
related secretome were determined using UniProt and PANTHER based on similar proteins expressed in ascorbic acid 
induction and positive control. Interaction between secretome was determined using STRING for DPSC differentiation 
pathways determination. As a result, the BSP gene was expressed in ascorbic acid induction. A total of 57 secretome 
proteins were identified in ascorbic acid induction and control, where three differentially expressed osteoblast-related 
secretome were determined in DPSC. For secretome interaction, only two secretomes were involved in three pathways 
of DPSC after STRING analysis. In conclusion, ascorbic acid alone without β-glycerophosphate successfully induced 
osteoblast-related secretome. Inhibin beta A chain and fibrillin-2 were suggested as secretome markers for DPSC during 
osteoblast differentiation. 
Keywords: Ascorbic acid; osteoblast differentiation; secretome; stem cells from human permanent tooth pulp (DPSC)

PENDAHULUAN

Sel stem adalah sel primitif yang berkebolehan untuk 
memperbaharui diri sendiri dan membeza kepada sel 
matang seperti osteoblas, kondrosit dan adiposit (Intan 
Zarina et al. 2008; Megat Abdul Wahab et al. 2017). Pada 
masa kini, terdapat pelbagai sumber sel stem yang telah 
dikenal pasti dan dikulturkan secara in vitro (Busra et al. 
2017; Hasmad et al. 2018; Lim et al. 2021; Shamsul et 
al. 2018; Shanmuganantha et al. 2018; Siow et al. 2021; 
Zahari et al. 2017). Sel stem pulpa gigi kekal (DPSC) 
manusia dipilih dalam kajian ini kerana pemencilannya 
daripada tisu pulpa gigi kekal adalah mudah dan tidak 
invasif (Yazid et al. 2019). DPSC merupakan sel yang 
menyerupai sel fibroblas dan dicirikan sebagai sel stem 
mesenkima (MSC) kerana mengekspreskan penanda MSC 
(Shahrul Hisham et al. 2019).  

Kajian terdahulu melaporkan bahawa DPSC 
berupaya membeza kepada osteoblas dalam kehadiran 
gabungan asid askorbik dan β-gliserofosfat (Ariffin 
et al. 2010; Yazid et al. 2010). Asid askorbik penting 
dalam pembentukan kolagen tulang dan transkripsi gen 
osteoblas manakala, β-gliserofosfat pula bertindak sebagai 
sumber ion fosfat untuk pemineralan tulang (Intan Zarina 
et al. 2020; Orriss et al. 2010). Walau bagaimanapun, 
β-gliserofosfat didapati berupaya menurunkan keviabelan 
sel yang seterusnya menyebabkan penurunan kepada 
bilangan sel viabel (sel hidup) yang akan membeza 
kepada osteoblas (Coelho & Fernandes 2000). Bilangan 
sel viabel yang rendah akan menyebabkan ia tidak boleh 
digunakan dalam terapi sel yang memerlukan bilangan 
sel viabel yang tinggi iaitu hampir 10 hingga 400 juta sel 
viabel (Estrada et al. 2013). 

Sekretom adalah kumpulan protein yang dirembeskan 
oleh sel ke ruang ekstrasel. Protein ini memainkan 
peranan dalam komunikasi antara sel, proliferasi serta 

metabolisma sel (Zhang et al. 2014). Selain itu, rembesan 
sekretom akan bekerjasama dengan komponen utama 
tulang yang lain seperti mineral, matriks berkolagen dan 
osteoblas untuk mewujudkan jaringan mikropersekitaran 
yang kondusif bagi menghasilkan tulang yang sihat. 
Sekretom seperti faktor pertumbuhan dan sitokin didapati 
terlibat dalam proses pemodelan tulang (Han et al. 2018). 
Selain itu, Katagiri et al. (2017) mendapati sel MSC 
berupaya untuk membeza kepada osteoblas dengan hanya 
melalui aruhan rembesan sekretom. Ini menunjukkan 
bahawa sekretom mempunyai peranan yang penting 
dalam proses pembentukan tulang. Analisis sekretom 
secara umumnya berupaya untuk membantu dalam 
mengenal pasti penanda protein bagi kegunaan diagnostik 
dan berupaya mengenal pasti tapak jalan terapeutik yang 
baru (Deracinois et al. 2013). 

Secara keseluruhannya, kajian ini bertujuan untuk 
menentukan aruhan asid askorbik sahaja tanpa kehadiran 
β-gliserofosfat juga berupaya untuk membezakan sel 
DPSC kepada osteoblas serta mengenal pasti protein dan 
tapak jalan yang terlibat semasa proses aruhan pembezaan 
ini. Ini adalah untuk memastikan bilangan sel viabel 
yang tinggi dapat dicapai tanpa menjejaskan potensi sel 
untuk membeza kepada osteoblas bagi kegunaan terapi 
sel. Pembentukan tulang yang sihat melalui pembezaan 
DPSC juga boleh dilakukan dengan kehadiran perancah 
yang sesuai seperti perancah titanium (Rohaya et al. 
2020). Untuk mencapai objektif tersebut, analisis molekul 
melibatkan penanda osteoblas (BSP) dilakukan diikuti 
dengan analisis sekretom dengan menggunakan teknik 
kromatografi cecair-spektrometri jisim/spektrometri 
jisim (LC-MS/MS) ke atas medium basal DPSC di bawah 
aruhan asid askorbik. Pendekatan analisis LC-MS/MS 
ini akan menyumbang kepada penentuan calon penanda 
sekretom bagi DPSC sewaktu aruhan asid askorbik serta 
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fungsinya dalam mikropersekitaran kultur pembezaan 
osteoblas. Maklumat ini boleh diaplikasikan dalam kajian 
regeneratif tulang bagi merawat penyakit tulang seperti 
osteogenesis imperfekta. 

BAHAN DAN KAEDAH

KELULUSAN ETIKA DAN PEMENCILAN DPSC

Sebanyak tiga sampel gigi kekal diperoleh daripada 
tiga individu sihat yang berbeza (n=3) dengan 
kebenaran bertulis serta mendapat kelulusan etika 
daripada Jawatankuasa Etika Penyelidikan Universiti 
Kebangsaan Malaysia (UKM 1.5.3.5/244/FST-2015-
009). Gigi kekal diekstrak daripada individu dewasa 
berumur 18 hingga 25 tahun. Sampel gigi dibersihkan 
dengan 1% (i/i) larutan penisilin-streptomisin (HiMedia, 
India) dalam salin berpenimbal fosfat (PBS) (Gibco, 
USA) dan dipotong pada cemento-enamel junction (CEJ) 
menggunakan bur pergigian. Tisu pulpa gigi seterusnya 
diekstrak, dicincang dan dicernakan di dalam 1 mg/mL 
kolagenase jenis I (500 CDU) (Sigma Aldrich, USA) 
selama 30 min pada 37 °C. Kemudian, serum fetus 
lembu (FBS) (Gibco, USA) yang telah dieram pada 56 °C 
selama 30 min ditambahkan ke dalam campuran untuk 
merencatkan tindak balas enzim kolagenase (Berry et al. 
1991) sebelum diemparkan pada kelajuan 400 g selama 
5 min. Supernatan dibuang manakala pelet diampaikan 
dalam medium lengkap yang mengandungi Dulbecco’s 
Minimum Essential Medium-Knockout™ (Gibco, USA), 
10% FBS, 1% (i/i) larutan penisilin-streptomisin dan 
GlutaMAX™ (Gibco, USA). Sel dieramkan pada 37 °C 
dan 5% karbon dioksida (CO2) sehingga mencapai 80-
90% konfluensi. 

PERLAKUAN ASID ASKORBIK TERHADAP DPSC 

DPSC pada pasaj 3 digunakan dalam kajian ini. 
Sebanyak 104 sel/cm2 dikulturkan dalam medium lengkap 
serta dieram selama 24 jam pada suhu 37 °C dan 5% 
CO2. Selepas 24 jam pengeraman, medium lengkap 
dikeluarkan dan digantikan dengan medium lengkap yang 
mengandungi 10 mg/mL asid askorbik. Kawalan positif 
pula terdiri daripada sel di dalam medium pembezaan 
osteoblas yang standard iaitu medium lengkap dengan 
penambahan gabungan 50 mg/mL asid askorbik dan 
10 mM β-gliserofosfat. Selain itu, sel yang dikulturkan 
di dalam medium lengkap tanpa faktor pembezaan 
berperanan sebagai kawalan negatif. Medium kultur sel 
digantikan dengan medium baru setiap tiga hari.

PENGEKSPRESAN GEN OSTEOBLAS

Pengekspresan gen osteoblas ditentukan pada hari ke-7 
dan 21 selepas diaruh dengan 10 µg/mL asid askorbik 
serta kawalan positif (gabungan 50 mg/mL asid 
askorbik dan 10 mM β-gliserofosfat). Dalam analisis 
ini profil pengekspresan gen BSP telah melibatkan sel 
DPSC Pasaj 3 yang seterusnya dikulturkan pada hari 
ke-7 dan 21. Transkriptase berbalik-tindak balas rantaian 
polimerase (RT-PCR) dijalankan dengan RNA jumlah 
daripada kesemua aruhan diekstrak menggunakan 
reagen TRIzol® (Invitrogen, USA) mengikut arahan 
pengilang. Ketulenan RNA ditentukan menggunakan 
spektrofotometer pada 260 dan 280 nm. Sejumlah 200 
ng RNA jumlah digunakan sebagai templat sintesis 
cDNA menggunakan kit First Strand cDNA Synthesis 
(PCR Biosystems, USA). Seterusnya, PCR dilakukan 
menggunakan 1 µL cDNA, 1.25 unit Taq polimerase, 
1× GoTaq penimbal tindak balas, 2.5 mM MgCl2, 
0.2 mM deoksinukleosida trifosfat (dNTPs) dan 1 
mM pencetus kehadapan dan berbalik. Amplifikasi 
PCR dijalankan seperti berikut: penyahaslian pada 
95 °C selama 2 min; diikuti dengan 36 kitaran yang 
melibatkan tiga fasa iaitu fasa penyahaslian pada 
95 °C selama seminit, fasa penyepuhan (pada 59.5 
°C; GAPDH dan 54.3 °C; BSP)  selama 30 s dan fasa 
pemanjangan pada 72 °C selama seminit; akhir sekali 
merupakan pemanjangan pada 72 °C selama lima 
min. Produk PCR dipisahkan secara elektroforesis 
menggunakan gel agarosa 1.7% (b/i) dalam penimbal 
1× TAE dan jalur DNA diwarnakan menggunakan 
etidium bromida. Gel diperhatikan menggunakan sistem 
dokumentasi gel (Alpha Innotech, USA) di bawah sinaran 
ultra ungu. Jujukan pencetus adalah seperti berikut: 
GAPDH (Kehadapan: 5’GCAACTAGGATGGTGTGGCT3’; 
Berbalik: 5’TCCCATTCCCCAGCTCTCATA3’) dan BSP 
(Kehadapan: 5’GCCTGGCACAGGGTATACAG3’; Berbalik: 
5’TGGTGTCTTCTGCATTGGCT3’).

PENYEDIAAN SAMPEL PROTEIN

Selepas 7 dan 21 hari pengkulturan, medium dikeluarkan 
dan sel dibasuh menggunakan medium basal DMEM-KO 
masing-masing sebanyak tiga kali. Sel dieram dalam 
medium basal DMEM-KO yang diletakkan di dalam 
inkubator yang mengandungi 5% CO2 selama 12 jam. 
Selepas itu, medium eraman dipindahkan ke dalam tiub 
yang mengandungi 1 × enzim perencat protease dan 
diempar pada kelajuan 1000 g pada suhu 4 °C selama 
5 min. Protein daripada medium tersebut diasingkan 
melalui teknik pemendakan menggunakan 95% etanol. 
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Medium ditambahkan dengan 95% etanol (nisbah 1:9) 
dan dieramkan semalaman pada suhu -80 °C. Campuran 
tersebut diempar pada kelajuan 4500 g pada 4 °C selama 
30 min. Supernatan dibuang manakala pelet yang terhasil 
dikeringkan pada suhu bilik selama 5 min. Setelah 
kering, pelet tersebut diampaikan menggunakan 50 mM 
ammonium hidrogen karbonat dalam 8 M urea. Sampel 
disimpan dalam -80 °C sehingga analisis seterusnya 
dilakukan. 

PENYEDIAAN SAMPEL PEPTIDA

Sebanyak 10 µL sampel ditambahkan ke dalam 15 µL 
50 mM ammonium bikarbonat dan 1.5 µL 100 mM 
ditiotretol untuk penurunan protein. Air suling ternyahion 
ditambahkan ke dalam campuran tersebut sehingga isi 
padu akhir larutan mencapai 27 µL. Campuran tersebut 
dieramkan pada suhu 60 °C selama 30 min di atas 
blok haba dan dibiarkan sejuk pada suhu bilik selama 
lima minit. Kemudian, 3 µL 100 mM iodoasetamida 
ditambahkan untuk pengalkilan protein dan sampel 
dieram dalam gelap selama 20 min. Kepekatan urea dalam 
sampel protein dicairkan menjadi 1 M menggunakan 50 
mM ammonium bikarbonat sebelum pencernaan tripsin 
dilakukan. Sampel protein dicernakan menggunakan 
100 ng tripsin (gred spektrometri jisim) pada suhu 37 
°C selama 3 jam. Seterusnya, sebanyak 100 ng tripsin 
ditambahkan lagi ke dalam campuran dan dieram 
semalaman di atas blok haba pada suhu 30 °C. Setelah 
itu, tiub yang mengandungi sampel divorteks dan diempar 
pada kelajuan 73 g selama seminit. Seterusnya, sampel 
diempar pada kelajuan 1000 g dalam mesin pengempar 
vakum selama 10 hingga 15 minit sehingga kering. 

Selepas proses pengeringan menggunakan mesin 
pengempar vakum, sampel dilarutkan dalam 1 mL 0.1% 
asid formik. Kolum katrij Sep-Pak (Waters Corporation, 
USA) digunakan untuk proses penyahgaraman sampel. 
Sebanyak 3 mL 90% metanol dilalukan pada kolum 
Sep-Pak untuk membasahkan kolum. Kemudian, 2 mL 
0.1% asid formik dipipetkan ke dalam kolum Sep-Pak 
dengan titisan secara perlahan-lahan. Setelah itu, 1 mL 
sampel pula dimasukkan ke dalam kolum juga melalui 
pendekatan titisan secara perlahan. Setelah kesemua 
sampel habis, 1 mL 0.1% asid formik dipipetkan ke dalam 
kolum diikuti dengan 1 mL 50% asetonitril dalam 0.1% 
asid formik bagi mengeluarkan sebarang peptida yang 
terperangkap di dalam kolum. Sampel peptida tersebut 
dikumpulkan di dalam tiub baru dan dikeringkan dengan 
menggunakan mesin pengempar vakum. Sampel peptida 
dilarutkan dalam 0.1% asid formik sebelum analisis 
menggunakan mesin kromatografi cecair-spektrometri 
jisim/spektrometri jisim (LC-MS/MS) dilakukan.

PENENTUAN PROTEIN MELALUI ANALISIS LC-MS/MS 
SECARA SEMI-KUANTITATIF

Tiga kali suntikan dilakukan bagi setiap sampel peptida 
ke dalam kromatografi cecair (LC) (Dionex 3000 
Ultimate RSLnano, USA) yang disambungkan kepada 
spektrometer jisim (MS) LTQ Orbitrap Fusion (Thermo 
Scientific, Bremen, Jerman). Sebanyak 2 μg peptida 
disuntik ke dalam kolum fasa berbalik dan dikeluarkan 
pada kadar aliran 250 nL per min. Alat LC ditetapkan 
supaya beroperasi pada mod bersandarkan data (data-
dependent mode). Bagi setiap analisis kecerunan 
kepekatan penimbal digunakan iaitu 5 - 40% penimbal 
B selama 91 min, seterusnya 2 min bagi 85% penimbal 
B, 3 min bagi 85% penimbal B, 5% penimbal B selama 
seminit dan akhir sekali 4 min bagi 5% penimbal B. 
Selepas setiap analisis, kolum dibasuh menggunakan 
10% penimbal A dan 90% penimbal B iaitu Penimbal A: 
0.1% asid formik dalam air steril manakala Penimbal 
B: 0.1% asid formik dalam asetonitril.

Spektrum imbasan penuh dikumpulkan daripada 
spektrometri jisim Orbitrap berdasarkan parameter yang 
berikut: Lingkungan imbasan 310-1800 m/z, kuasa 
pembezajelas sebanyak 12,000, sasaran automatik 
pengawal gandaan (AGC) sebanyak 400,000 dan 
masa suntikan maksimum sebanyak 50 ms. Kaedah 
ini merangkumi Mod Kelajuan Tinggi selama 3 s 
dengan pelopor dipilih secara maksimum pada kitaran 
3 s. Pelopor monoisotop m/z dan keadaan bercas 2-7 
sahaja dipilih untuk analisis. Semua pelopor ditapis 
menggunakan tetingkap penyisihan dinamik selama 20 
s dengan ambang keamatan sebanyak 5,000. 

Bagi spektrum MS/MS pula, kadar imbasan 
pantas dilakukan pada masa suntikan maksimum iaitu 
250 ms. Ion induk dan ion serpihan masing-masing 
ditentukan dengan penetapan toleransi sebanyak ± 10 
ppm dan ± 0.6 Da. Pengoksidaan (M), penyahaminaan 
aspargina (N) dan glutamin (Q) dipilih sebagai 
pengubahsuaian pemboleh ubah. Sampel peptida 
disahkan dengan menggunakan algoritma penapis 
(percolator®) berdasarkan nilai q kurang daripada 5% 
kadar penemuan palsu (FDR) (Aranda et al. 2019). FDR 
pada tahap protein pula adalah kurang daripada 1% (Lu 
et al. 2019). Data LC-MS/MS diperoleh melalui pangkalan 
data Homo sapiens daripada UniProt menggunakan 
perisian Thermo Scientific™ Proteome Discoverer™ 
versi 2.1. Kuantifikasi ditentukan menggunakan formula 
berikut:

dengan nilai PP > 1.5 merupakan peningkatan 
pengekspresan protein dan < 1.5 merupakan penurunan 

Penambahan Protein (PP) =  𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑃𝑃𝑎𝑎𝑎𝑎𝑃𝑃𝑎𝑎𝑃𝑃 sampel rawatan
𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑃𝑃𝑎𝑎𝑎𝑎𝑃𝑃𝑎𝑎𝑃𝑃 sampel kawalan 
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pengekspresan protein. Normalisasi pula dilakukan 
berdasarkan kepada setiap sampel yang disuntik adalah 
pada kepekatan 2 µg protein.

Seterusnya, penentuan protein daripada LC-MS/MS 
dianalisis menggunakan pangkalan data Homo sapiens 
daripada UniProt (dimuat turun pada November 2018) 
menggunakan perisian Thermo Scientific™ Proteome 
Discoverer™ versi 2.1.

ANALISIS IN SILIKO

Peratus persamaan protein di antara sel dalam perlakuan 
asid askorbik, kawalan positif dan kawalan negatif 
dibandingkan. Perisian Venny 2.1.0 (http://bioinfogp.
cnb.csic.es/tools/venny/) digunakan untuk mengenal 
pasti protein yang sama di antara jenis sel, hari analisis 
dan jenis perlakuan. 

Analisis perubahan keamatan pengekspresan protein 
dilakukan bagi protein sel DPSC antara perlakuan asid 
askorbik dan kedua-dua kawalan positif dan negatif. 
Analisis perubahan keamatan pengekspresan turut 
dijalankan ke atas protein tersebut pada hari ke-7 dan 
21 semasa perlakuan asid askorbik. Ujian Shapiro-Wilk 
dilakukan untuk menentukan taburan data yang normal. 
Ujian analisis varians (ANOVA secara sehala dilakukan 
bersama post hoc ujian Bonferroni, df=2) untuk 
menentukan perubahan keamatan protein yang signifikan 
(p<0.05). Hanya protein yang menunjukkan perubahan 
keamatan pengekspresan melebihi 1.5 kali ganda secara 
signifikan (p<0.05) dianggap sebagai peningkatan atau 
penurunan keamatan protein. 

Analisis pengenalpastian sekretom dilakukan 
untuk meramal protein yang dirembeskan ke dalam 
medium menggunakan perisian SignalP 5.0, SecretomeP 
2.0a dan TMHMM v. 2.0. Secara asasnya, protein sekretom 
ditentukan dengan menepati salah satu kriteria iaitu 
skor melebihi 0.450 daripada perisian SignalP 5.0, skor 
NN melebihi 0.600 daripada perisian SecretomeP 2.0a 
atau skor melebihi 18.000 daripada perisian TMHMM 
v. 2.0. Seterusnya, dua pangkalan data iaitu Universal 
Protein Resources (UniProt; www.uniprot.org) dan 
Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships 
(PANTHER; www.pantherdb.org) digunakan untuk 
meramal protein sekretom yang terlibat dalam proses 
biologi yang berkaitan dengan pembezaan osteoblas. 

Sekretom seterusnya dimasukkan ke dalam 
pangkalan data STRING untuk menentukan ramalan 
hubung kait sekretom. Sumber interaksi sekretom 

dipilih daripada text-mining, uji kaji, pangkalan data, 
pengekspresan bersama, kejiranan, gabungan gen dan 
kejadian bersama. Skor interaksi ditetapkan pada tahap 
keyakinan sederhana (0.400-1.000). Sekretom diwakili 
oleh nod bulat dengan nama gen masing-masing, 
manakala setiap tapak jalan bagi sekretom diwakilkan 
oleh warna yang berbeza.
  

HASIL DAN PERBINCANGAN

PENGEKSPRESAN GEN OSTEOBLAS DALAM 
PERLAKUAN ASID ASKORBIK

Rajah 1 menunjukkan profil pengekspresan gen 
osteoblas bagi sel DPSC pasaj 3 selepas perlakuan asid 
askorbik. Sel DPSC pada pasaj 3 merupakan populasi sel 
stem mesenkima dengan lebih 90% sel dalam populasi 
ini mengekspreskan penanda sel stem mesenkima iaitu 
CD29 (Ponnaiyan & Jegadeesan 2014), CD73 dan 
CD105 (Huang et al. 2010). Dalam kajian sebelum ini; 
sel DPSC pada pasaj 3 telah ditentukan pencirian molekul. 
Kajian oleh Shahrul Hisham et al. (2019) menunjukkan 
sel DPSC yang sama pada pasaj 3 merupakan sel stem 
mesenkima dengan kehadiran penanda molekul cKIT+, 
CD29+, CD73+, CD105+, CD146+, CD11b-, CD34- dan 
CD45-. Pada hari ke-7 dan 21, kedua-dua sel di dalam 
perlakuan asid askorbik dan kawalan positif didapati 
mengekspreskan gen GAPDH+ (~532 pb)  dan BSP+ 

(~287 pb) (Rajah 1). Gen BSP diekspreskan pada fasa 
awal pembezaan osteoblas dan terlibat dalam proses 
pemineralan matriks tulang iaitu mengaruh tapak jalan 
penghasilan matrik berkalsium (Bouet et al. 2015; Yang 
et al. 2016). Walau bagaimanapun, kajian ini hanya 
melibatkan satu sahaja penanda gen osteoblas. Hari ke-7 
dan 21 dipilih kerana hari ke-7 merupakan peringkat awal 
proses pembezaan sel osteoblas (Intan Zarina et al. 2008; 
Muhammad Dain et al. 2011; Ruzanna et al. 2012; Shahrul 
Hisham et al. 2019), manakala hari ke-21 mewakili 
peringkat akhir pembezaan secara in vitro kerana pada 
masa ini sel telah membeza sepenuhnya membentuk 
sel osteoblas matang (Manal et al. 2021; Megat Abdul 
Wahab et al. 2017). Kajian lain ke atas sel stem adipos 
juga menunjukkan pengekspresan gen BSP semasa 
pembezaan osteoblas (Olimpio et al. 2018). Ini kerana 
gen BSP bukan sahaja mengekod sialoprotein tulang 
iaitu komponen matriks tulang; malahan terlibat dalam 
pembentukan hidroksiapatit semasa pemineralan tulang 
(Farshdousti Hagh et al. 2015). Ini menunjukkan bahawa 
gen BSP terlibat dalam pembezaan osteoblas daripada 
fasa awal hingga akhir. Pengekspresan gen BSP telah 
menunjukkan bahawa kepekatan 10 µg/mL asid askorbik 

Normalisasi = 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑃𝑃𝑎𝑎𝑎𝑎𝑃𝑃𝑎𝑎𝑃𝑃 pada sampel x 2µg protein
Kepekatan protein yang disuntik (µg)  
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sahaja masih mampu mengaruh pembezaan osteoblas 
DPSC sama seperti kawalan positif (Rajah 1). Oleh itu, 

analisis profil protein sekretom dilakukan melibatkan 
aruhan asid askorbik pada kepekatan 10 µg/mL.

 

RAJAH 1. Pengekspresan penanda gen osteoblas

PENGKULTURAN DPSC DALAM MEDIUM BASAL TANPA 
SERUM

Dalam kajian ini, sel DPSC dikulturkan dalam medium 
basal tanpa serum selama 12 jam sebelum analisis 
sekretom dilakukan. Ini kerana serum mengandungi 4-5 
mg/mL protein yang akan menyukarkan penentuan profil 
protein sekretom yang kebiasaannya akan diekspreskan 
oleh sel pada kepekatan yang rendah (Shin et al. 2019). 
Berdasarkan kajian terdahulu ke atas sel stem sumsum 
tulang (BMMSC) melibatkan analisis pembezaan 
osteoblas; pengkulturan tanpa serum selama 12 jam 

adalah masa eraman yang mencukupi untuk pemantauan 
profil protein sekretom (Choi et al. 2010). Oleh itu, 
masa eraman selama 12 jam juga dipilih dalam kajian 
melibatkan DPSC.

PROFIL PROTEIN SEKRETOM UNTUK DPSC DI DALAM 
ARUHAN ASID ASKORBIK

Analisis protein sekretom adalah penting bagi menentukan 
perubahan dinamik yang berlaku pada komposisi rembesan 
kerana ia mempengaruhi proliferasi dan perkembangan 

DPSC diaruhkan selama 7 dan 21 hari menggunakan 10 µg/mL asid askorbik, kawalan positif (50 µg/mL asid askorbik 
dan 10 mM β-gliserofosfat) dan kawalan negatif (medium sel tanpa perlakuan asid askorbik). M: penanda 100 pasang bes 
(pb); Lajur 1 dan 4: sel dalam perlakuan 10 μg/mL asid askorbik; Lajur 2 dan 5: kawalan positif; Lajur 3 dan 6: kawalan 
negatif. GAPDH+ (~532 pb) dan BSP+ (~287 pb) diekspreskan oleh sel pada hari ke-7 dan 21 menandakan pembezaan 
osteoblas dalam perlakuan asid askorbik dan kawalan positif
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sel (Shin et al. 2019). Rajah 2 menunjukkan total arus ion 
(TIC) bagi DPSC pada hari ke-7 dan 21 semasa perlakuan 
asid askorbik, kawalan positif dan negatif. Setiap 
kumpulan perlakuan ini masing-masing melibatkan tiga 
sampel. TIC menunjukkan elution protein yang konsisten 
selama 110 min. Sebanyak ~80-480 protein telah dikenal 
pasti di antara sel pada hari analisis dan perlakuan yang 
berbeza (Rajah 2(a)-2(c)). Kajian terdahulu ke atas sel 
BMMSC melaporkan kehadiran ~200 protein dalam 
medium basal semasa pembezaan osteoblas (Choi et 
al. 2010). Pengenalpastian protein sering melibatkan 
bilangan protein yang rendah kerana protein dirembeskan 
oleh sel pada kepekatan yang sangat rendah yang 
seterusnya akan menyukarkan proses pengesanannya 
(Chevallet et al. 2007).

Untuk mendapatkan gambaran kasar tentang 
protein yang telah dikenal pasti, pemerhatian dilakukan 
ke atas tiga kumpulan perlakuan yang melibatkan sel 
DPSC iaitu perlakuan asid askorbik, kawalan positif 
dan negatif. Setiap kumpulan merangkumi analisis pada 
hari ke-7 dan 21 bagi sel (Rajah 3(a)-3(c)). Sebanyak 72 
protein telah dikenal pasti bagi perlakuan asid askorbik 
(Rajah 3(a)), diikuti 272 protein bagi kawalan positif 
(Rajah 3(b)) dan 284 protein bagi kawalan negatif (Rajah 
3(c)). Analisis protein sekretom dijalankan sebanyak tiga 

kali terhadap tiga sampel yang berlainan untuk setiap 
kumpulan perlakuan dan menunjukkan keputusan yang 
hampir sama pada setiap replikat.

Bilangan protein yang diekspreskan semasa 
pembezaan sel didapati berkurangan berbanding kawalan 
negatif iaitu sel stem yang mengalami proliferasi. Sel stem 
dalam kawalan negatif akan mempamerkan gabungan 
faktor transkripsi tertentu untuk pembahagian sel serta 
mengekalkan tahap primitif sel. Walau bagaimanapun, 
gabungan tindakan faktor transkripsi ini melibatkan 
pelbagai protein. 

Pengawalaturan isyarat sel yang khusus dan 
pengekspresan protein yang berkaitan sahaja berlaku 
semasa pembezaan sel; dalam kes ini, apabila sel 
diaruhkan menggunakan asid askorbik, hanya beberapa 
tapak jalan akan diaktifkan. Semasa pembezaan sel, 
beberapa faktor transkripsi yang terlibat dalam proses 
pembahagian sel berinteraksi dengan gabungan faktor 
transkripsi lain yang akan menghasilkan perubahan 
keamatan protein yang berlainan (Rossmann et al. 2018). 
Oleh itu, gabungan pelbagai faktor transkripsi yang 
berbeza dan perubahan keamatan pengekspresan protein 
adalah lebih penting dalam menentukan takdir sesuatu sel 
berbanding bilangan protein yang diekspreskan semasa 
rawatan.  

 

Hari Ke- 7 Hari Ke- 21 

RAJAH 2. Total arus ion (TIC) kromatogram dan bilangan protein dalam medium basal

LC-MS/MS DPSC pada hari ke-7 dan 21 selepas perlakuan a) 10 µg/mL asid askorbik, b) kawalan positif dan c) kawalan negatif. 
Kromatogram menunjukkan keamatan jumlah terhadap masa (minit). Sebanyak 2 µL sampel (1 µg/ µL) disuntik selama 110 minit 
pada kadar aliran 250 nL/min dalam fasa mobil B 0.1% (asid formik 0.1% dalam asetonitril). Analisis LC-MS/MS telah mengenal 
pasti ~80 hingga 480 protein dalam medium basal DPSC pada semua perlakuan dan masa
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PROSES BIOLOGI MELALUI PANGKALAN DATA PANTHER

Penentuan protein yang sama dalam suatu perlakuan 
adalah penting kerana majoriti protein tidak dapat 
melaksanakan fungsinya secara bersendirian. Protein 
berinteraksi antara satu sama lain dan sering terlibat 
dalam proses biologi yang sama (Launay et al. 2017). 
Maka, protein yang sama perlulah ditentukan terlebih 
dahulu sebelum mengenal pasti proses biologinya. 
Proses biologi merupakan urutan fungsi molekul yang 
mewakili peranan fisiologi bagi setiap protein yang 
terlibat secara keseluruhannya dalam kompleks jaringan 
sekretom (Dalmer & Clugston 2019). Berdasarkan 
Rajah 3(d), sebanyak 57 protein yang sama telah 
dirembeskan ke dalam medium semasa perlakuan asid 
askorbik, kawalan positif dan negatif bagi DPSC (Rajah 
3(d)). Gambaran proses biologi bagi protein tersebut 

 
d) e) 

RAJAH 3. Taburan dan proses biologi protein dalam medium basal

telah ditentukan menggunakan PANTHER seperti dalam 
Rajah 3(e). Sejumlah 43 daripada 57 protein yang sama 
didapati tersenarai dalam pangkalan data PANTHER 
berserta dengan proses biologinya. 
 Hampir separuh daripada protein tersebut dikaitkan 
dengan proses sel (42.6%) seperti pembentukan 
sitorangka, rembesan faktor pertumbuhan serta 
komponen matriks ekstrasel (Rajah 3(e)). Komponen 
dalam proses sel dilaporkan mempunyai penglibatan yang 
penting dalam mekanisme proliferasi dan pembezaan 
sel (Gattazzo et al. 2014). Menurut pangkalan data 
PANTHER, sebanyak 13% protein pula dikaitkan dengan 
proses organisma multisel (Rajah 3(e)). Proses ini 
merujuk kepada rembesan bahan organik matriks oleh 
pelbagai organisma multisel. Ini termasuklah kolagen 
dan faktor pertumbuhan yang berpotensi tinggi secara in 

Medium basal DPSC dianalisis pada hari ke-7 (D7) dan 21 (D21) selepas perlakuan a) 10 µg/mL asid askorbik, b) kawalan positif 
dan c) kawalan negatif; masing-masing menunjukkan taburan protein sebanyak 72, 272 dan 284. d) Sebanyak 57 protein yang 
sama didapati dalam ketiga-tiga perlakuan. e) Pangkalan data Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships (PANTHER) 
menunjukkan hanya 43 protein daripada keseluruhan 57 protein yang terdapat di dalam pangkalan data ini dengan majoriti protein 
terlibat dalam proses sel (42.6%) dan proses organisma multisel (13.0%) 
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vitro terlibat di dalam proses penyembuhan luka (Deng 
et al. 2017). Daripada 22 proses biologi yang terdapat 
di dalam pangkalan data PANTHER; sembilan proses 
biologi telah dikenal pasti mempunyai kaitan dengan 43 
protein yang telah dikenal pasti pada medium pembezaan 
osteoblas untuk DPSC (Rajah 3(e)). Kajian lain yang 
melibatkan analisis medium eraman sel stem folikel 
gigi menunjukkan bahawa majoriti protein yang terlibat 
merupakan proses sel, proses metabolik, kawalatur 
biologi, proses pembangunan dan tindak balas terhadap 
rangsangan (Dou et al. 2017). Kelima-lima proses biologi 
tersebut turut ditemui dalam kajian ini, iaitu sel DPSC. 

PROFIL PERUBAHAN KEAMATAN PENGEKSPRESAN 
PROTEIN SEKRETOM SEMASA PEMBEZAAN OSTEOBLAS 
Analisis terhadap perubahan keamatan pengekspresan 
protein dibandingkan antara perlakuan dan kedua-dua 
kawalan untuk memahami sistem biologi sewaktu 
pembentukan tulang. Dalam kajian ini, lima protein 
didapati mengalami perubahan keamatan pengekspresan 
(p<0.05) serta terlibat di dalam pembezaan osteoblas. 
Namun, pengkulturan sel tanpa serum boleh menyebabkan 
kematian sel dan kandungannya terurai ke dalam 
medium basal (Tit-Oon et al. 2014). Bagi memastikan 
protein dalam medium basal DMEM-KO adalah hasil 
rembesan sel (sekretom) dan bukan kandungan sel 
mati (proteom) akibat lisis sel; lima protein tersebut 
disaring menggunakan tiga perisian di atas talian 
iaitu SignalP 5.0, SecretomeP 2.0a dan TMHMM v. 2.0. 
Perisian SignalP 5.0 digunakan untuk meramal sekretom 
yang dirembeskan melalui tapak jalan klasik manakala 
SecretomeP 2.0a meramal sekretom yang dirembeskan 
melalui tapak jalan bukan klasik. TMHMM v2.0 pula 
meramal kehadiran heliks transmembran pada jujukan 
protein (Chang et al. 2013). 

Merujuk kepada Jadual 1, empat daripada lima 
protein DPSC diramalkan sebagai protein sekretom yang 
terlibat dalam pembezaan sel DPSC kepada osteoblas 
iaitu inhibin beta rantai A (INHBA), fibrilin-2 (FBN2), 
peroksiredoksin-1 (PRDX1) dan talin-1 (TLN1). Daripada 
kesemua empat protein sekretom ini; satu protein 
sekretom yang merupakan protein heliks transmembran 
iaitu FBN2 melibatkan tapak jalan klasik. Manakala, tiga 
sekretom pula terlibat dalam tapak jalan bukan klasik 
iaitu, INHBA, PRDX1 dan TLN1. 

Sebelum ini, kajian pembezaan osteoblas daripada 
BMMSC turut melaporkan 33 dan 25% protein sekretom 

masing-masing terlibat di dalam tapak jalan klasik 
dan bukan klasik (Kim et al. 2013). Majoriti sekretom 
mempunyai struktur isyarat peptida supaya dirembeskan 
melalui tapak jalan klasik melibatkan sintesis polipeptida 
oleh ribosom, proses pasca-translasi sebelum dihantar 
ke jasad Golgi dan seterusnya dirembes ke luar sel 
secara eksositosis (Brandizzi & Barlowe 2013). Bagi 
sekretom selebihnya, protein yang terlibat samada tidak 
mempunyai struktur isyarat peptida atau dirembeskan 
melalui tapak jalan bukan klasik iaitu diangkut ke luar 
sel tanpa melalui jasad Golgi dengan menggunakan 
laluan yang masih belum dikenal pasti (Kim et al. 2018) 
(Jadual 1). 

Objektif kajian ini adalah bertujuan untuk 
menentukan potensi asid askorbik dalam mengaruh 
sekretom yang berkaitan dengan osteoblas. Maka 
selepas penentuan sekretom, empat proses biologi 
dijadikan sebagai kriteria pemilihan protein sekretom 
yang berkaitan dengan osteoblas iaitu pembezaan 
sel, pembangunan sistem rangka, ikatan ion kalsium 
(Schmidt et al. 2016) serta organisasi matriks ekstrasel 
(Kim et al. 2013). Maklumat proses biologi bagi 
setiap sekretom berkaitan osteoblas diperoleh daripada 
pangkalan data UniProt dan PANTHER serta diringkaskan 
dalam Jadual 2. Kesimpulannya, sebanyak tiga protein 
sekretom yang berkaitan dengan osteoblas telah dikenal 
pasti bagi sel DPSC di bawah aruhan asid askorbik 
(Jadual 2). 

Seterusnya, perubahan keamatan pengekspresan 
sekretom berkaitan osteoblas bagi sel DPSC juga 
diringkaskan di dalam Jadual 2. INHBA, FBN2 dan 
PRDX1 mengalami perubahan keamatan pengekspresan 
dalam perlakuan asid askorbik berbanding kawalan 
negatif samada pada hari ke-7 dan 21. Semasa perlakuan 
asid askorbik pada hari ke-7 berbanding ke-21 
pula, hanya FBN2 mengalami perubahan keamatan 
pengekspresan (Jadual 2). 

Kajian terdahulu ke atas sel BMMSC yang 
dibezakan kepada osteoblas menunjukkan perubahan 
keamatan sekretom yang terlibat dalam organisasi 
sitorangka, ikatan ion kalsium dan pembentukan 
matriks ekstrasel. Namun, pembezaan BMMSC kepada 
osteoblas diaruh menggunakan gabungan asid askorbik 
dan β-gliserofosfat (Choi et al. 2010). Daripada kajian 
ini, perlakuan asid askorbik sahaja tanpa β-gliserofosfat 
didapati telah berjaya mengaruh perubahan keamatan 
sekretom berkaitan osteoblas bagi sel DPSC.
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JADUAL 1. Pengenalpastian sekretom DPSC berdasarkan ramalan oleh perisian SignalP 5.0, SecretomeP 2.0a dan TMHMM 
v2.0

No No Aksesan Protein (Nama Gene) SignalP a) SecretomeP b) TMHMM c)
Sekretom 

(Ya/Tidak)

1 P08476
Inhibin beta rantai A 

(INHBA)
0.974 0.814 0.007660 Ya

2 P35556 Fibrilin-2 (FBN2) 0.844 0.417 18.51939 Ya

3 Q06830
Peroksiredoksin-1 

(PRDX1)
0.001 0.838 10.04669 Ya

4 Q9ULV4-3

Isoform 3 bagi 

Koronin-1C 

(CORO1C)

0.002 0.080 6.99404 Tidak

5 Q9Y490 Talin-1 (TLN1) 0.0016 0.755 0.00018 Ya
Protein yang menunjukkan perubahan keamatan pengekspresan dikategorikan sebagai sekretom jika memenuhi sekurang-kurangnya satu kriteria 
yang berikut: protein mempunyai struktur isyarat peptida berdasarkan SignalP 5.0 (skor-D>0.450), protein dirembeskan melalui tapak jalan bukan 
klasik berdasarkan SecretomeP 2.0a (skor N-N>0.600) dan protein mempunyai heliks transmembran berdasarkan TMHMM v2.0 (skor>18.000). 
Fon tebal menunjukkan sekretom memenuhi salah satu daripada tiga perisian

JADUAL 2. Perubahan keamatan pengekspresan sekretom DPSC berkaitan osteoblas sewaktu perlakuan asid askorbik pada hari 
ke-7 dan 21

No 

Aksesan

Sekretom

(Nama Gen)
Proses Biologi

Pengekspresan pada hari 

ke-7

Pengekspresan pada hari 

ke-21
Pengekspresan 

AA pada hari ke-7 

dan 21AA & NEG AA & POS AA & NEG AA & POS

P08476
Inhibin beta rantai 

A (INHBA)
Pembezaan sel Malar Malar Menurun Menurun Malar

P35556 Fibrilin-2 (FBN2)
Pembangunan 

sistem rangka
Menurun Menurun Menurun Malar Menurun

Q06830
Peroksiredoksin-1 

(PRDX1)

Organisasi 

matriks ekstrasel
Malar Malar Meningkat Menurun Malar

*AA: Asid Askorbik; POS: Kawalan Positif; NEG: Kawalan Negatif

HUBUNG KAIT ANTARA PROTEIN SEKRETOM DENGAN 
TAPAK JALAN SEMASA PERLAKUAN ASID ASKORBIK 

MELALUI PANGKALAN DATA STRING

Selain daripada proses biologi dan perubahan keamatan 
pengekspresan, hubung kait antara protein sekretom 
dapat memberikan maklumat yang penting semasa 
aruhan asid askorbik dalam pembezaan osteoblas. Rajah 4 
menunjukkan hubung kait protein sekretom yang terlibat 
di dalam pembezaan osteoblas bagi sel DPSC berdasarkan 
kepada pangkalan data STRING. Analisis hubung kait 

antara protein sekretom berdasarkan pangkalan data 
STRING mendapati sejumlah sebelas protein lain juga 
terlibat untuk melengkapkan jaringan hubung kait ini. 
Kesemua sekretom diwakili oleh simbol gen masing-
masing. Berdasarkan Rajah 4, setiap hubungan di antara 
protein menunjukkan nilai p pengayaan protein yang 
signifikan (p<1.0 × 10-16). Melalui pendekatan analisis ini, 
hubungan fungsian telah diramalkan bagi semua sekretom 
hasil aruhan asid askorbik bagi sel DPSC.
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Cadangan tapak jalan bagi pembezaan sel DPSC 
semasa pembentukan osteoblas telah ditunjukkan dalam 
Jadual 3. Berdasarkan pangkalan data STRING dan 
analisis pendekatan LC-MS/MS pada sel DPSC yang 
diaruh dengan asid askorbik; hanya dua protein sekretom 
yang telah dikenal pasti terlibat di dalam pembezaan 
DPSC kepada osteoblas iaitu INHBA dan FBN2. Kedua- 
dua protein ini (INHBA dan FBN2) didapati terlibat 
dalam tapak jalan 1) Pengawalaturan Pembezaan Sel, 
manakala FBN2 juga terlibat dalam dua tapak jalan 
yang berlainan iaitu 2) Organisasi Matriks Ekstrasel dan 
3) Pembentukan Tulang Trabekular. Ketiga-tiga tapak 
jalan ini adalah signifikan (FDR) dan nilai p < 0.05 
Bonferroni-corrected) bagi pembezaan DPSC kepada 
osteoblas (Jadual 3). 

Pengekspresan INHBA didapati meningkat semasa 
pembentukan tulang melalui rangsangan aktiviti 
osteoblas (Perrien et al. 2012). INHBA didapati berupaya 
untuk meningkatkan kadar pemineralan matriks 

ekstrasel dan perembesan osteokalsin iaitu sejenis 
hormon bukan kolagen yang terdapat pada tulang (Perrien 
et al. 2007). Selain itu, FBN2 sentiasa diekspreskan 
semasa pembezaan MSC kepada osteoblas dan 
pemodelan semula tulang retak didapati mengikat ion 
kalsium dan protein morfogenetik tulang (Smaldone & 
Ramirez 2016). Kedua- dua sekretom telah dirembeskan 
dalam kajian pembezaan osteoblas ini juga terlibat 
dalam aruhan 10 µg/mL asid askorbik sahaja. Ini 
membuktikan bahawa asid askorbik sahaja tanpa 
β-gliserofosfat dapat mengaruh penanda sekretom 
berkaitan osteoblas seperti media pembezaan kawalan 
(kawalan positif). Maka, INHBA dan FBN2 dicadangkan 
sebagai calon penanda sekretom bagi DPSC sewaktu 
pembezaan osteoblas dengan kehadiran asid askorbik. 
Calon penanda sekretom amat berguna untuk kajian dan 
aplikasi dalam bidang perubatan regeneratif bagi merawat 
penyakit berkaitan pemodelan tulang.

RAJAH 4. Jaringan hubung kait sekretom berkaitan osteoblas bagi DPSC

Berdasarkan pangkalan data Search Tools for the Retrieval of INteracting Genes/Proteins (STRING), tiga 
sekretom bagi DPSC berserta sebelas protein tambahan diperlukan untuk membentuk hubung kait sekretom. 
Setiap protein sekretom diwakilkan oleh nod dan nama gen masing-masing. Warna nod mewakili proses 
biologi tertentu iaitu: Putih: tiada proses biologi dikesan; Merah: pengawalaturan pembezaan sel (DPSC); 
Hijau: organisasi matriks ekstrasel; dan Ungu: pembentukan tulang trabekular (DPSC); gabungan warna 
mewakili gabungan proses. Hubung kait sekretom ditentukan melalui penghubung nod. Ketebalan penghubung 
nod mewakili skor tertentu. Paling nipis: keyakinan paling rendah (skor interaksi: 0.400); sederhana tebal: 
keyakinan sederhana (skor interaksi: 0.700) dan tebal: keyakinan tertinggi (skor interaksi: 0.900)
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JADUAL 3. Tapak jalan bagi sekretom berkaitan osteoblas sewaktu perlakuan asid askorbik

#ID tapak jalan Tapak jalan
DPSC

Bilangan gen
Kadar penemuan 

palsu (p<0.05)
Gen yang padan dalam jaringan interaksi

GO:0045595
Pengawalaturan 

Pembezaan Sel
7 0.0029

COL1A1,FBN1,FBN2,FLNA,IGFBP5,IN

HBA,LGALS1

GO:0030198
Organisasi 

Matriks Ekstrasel
5 0.00063 COL1A1,FBN1,FBN2,LAMC1,TGFBI

GO:0060346

Pembentukan 

Tulang 

Trabekular

2 0.0013 COL1A1,FBN2

Kadar penemuan palsu dan nilai p Bonferroni corrected (FDR; p<0.05) diperoleh daripada pangkalan data STRING. Ketiga-tiga tapak jalan didapati signifikan (FDR; 
p<0.05) bagi DPSC. Fon tebal mewakili sekretom yang menunjukkan perubahan keamatan pengekspresan dalam kajian ini dan tersenarai dalam STRING 

KESIMPULAN

Perlakuan asid askorbik ke atas DPSC berjaya mengaruh 
pengekspresan gen osteoblas iaitu BSP selepas 7 hari. 
Perubahan keamatan pengekspresan bagi sekretom 
berkaitan osteoblas turut ditemui sewaktu aruhan 
DPSC kepada sel osteoblas. Daripada analisis jaringan 
STRING, dua sekretom berkaitan pembezaan DPSC 
kepada osteoblas iaitu protein FBN2 dan INHBA terlibat 
dalam tapak jalan pengawalaturan pembezaan sel, serta 
dua tapak jalan tambahan untuk FBN2 iaitu Organisasi 
Matrik Ekstrasel dan Pembentukan Tulang Trabekular. 
Kedua-dua protein sekretom ini dicadangkan sebagai 
calon penanda sekretom semasa pembezaan osteoblas. 
Maka, asid askorbik sahaja tanpa β-gliserofosfat didapati 
berupaya untuk mengaruh pembezaan DPSC kepada 
osteoblas serta mengaruh pengekspresan sekretom yang 
mempunyai hubungan dengan osteoblas.
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