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ABSTRACT

Background: Use of allogeneic MSC for repair of large defects may be an alternative to
autologous and allogeneic tissue-grafting procedures. An allogeneic approach would
enable MSC to be isolated from any donor, expanded and cryopreserved, providing a
readily available source of progenitors for cell replacement therapy. Current knowledge
regarding the immunobiology and clinical application of MSC needs to be strengthened
further to establish MSC as a safe and effective therapeutic tool in regenerative medicine.
This paper discusses alloreactivity of MSCs with particular reference to serum level of
interleukin-10 (IL 10), in the engraftment process following allogenic bone marrow
mesenchymal stem cells injection to the femoral muscle, to explain allogenic MSCs’s role
as immunomodulators and their multilineage differentiation potential and possible use in
tissue regeneration and repair.

Method: Laboratory experimental study. Serum IL-10 levels were measured in over 16
samples of New Zealand white rabbit, before and for up to 1 weeks following
transplantation using a enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) IL-10 kit for
rabbit, with a sensitivity of > 78 pg/mL. Eight white rabbit received 2 x 10° injection of
allogenic MSCs into their femoral muscle. In the remaining 8 rabbit, act as control, were
injected with phosphate buffered saline. At day 8 post transplantation, injection site on
femoral muscle were being obtained for histopathology examination using hematoxylin-
eosine staining.

Result: Histopathology examination showed no significant different found from
limphocytes, monocytes, and polimorphonuclear cells between allogenic MSCs resipients
and control group. Comparation of serum IL-10 peak levels were studied in the immediate
posttransplant period between day 0 and day 8 in recipients of allogenic MSCs as well as
control group.

Conclusion: Allogenic MSCs may modulate immunobiological process during their
engraftment. This animal study showed favourable result toward MSCs’ alloreactivity.

Keywords: allogeneic mesenchymal stem cells, interleukin 10, immunobiology, tissue
repair




PENDAHULUAN

Bone marrow mesenchymal stem
cells (MSCs) sebagai salah satu modalitas
terapi dalam regenerative medicine,
memiliki  banyak keunggulan dalam
terapi  klinis. Di bidang orthopedi,
penggunaan auto stem cells pada defek
tulang dan tendon sudah diteliti dan
diterapkan. Namun terdapat
ketidakseimbangan jumlah antara supply
and demand , antara donor dan resipien ,
dimana jumlah kebutuhan resipien
melebihi jumlah ketersediaan donor.

Morbiditas  donor  site  juga
merupakan faktor yang mempengaruhi
pengadaan stem cell allogenik, yang
merupakan upaya untuk menghasilkan
produksi masal stem cell untuk mengatasi
keterbatasan donor.

Belum banyak data penelitian
mengenai data pemakaian autologus dan
allogenik stem cells di dunia dan
Indonesia. Pencarian berbasis PubMed
dengan kata kunci “bone marrow
mesenchymal  stem  cell  clinical
application in orthopedic”
memperlihatkan  hasil  sebanyak 33
penelitian di seluruh dunia.*?**

Penggunaan MSCs allogenik masih
menimbulkan kekhawatiran akan
timbulnya reaksi penolakan oleh sistem
imun host.

Sistem imun yang berperan pada
proses penolakan (rejection) timbul
karena adanya polimorfisme genetik.

Antigen transplantasi merupakan produk
gen yang polimorfik, berupa golongan
darah dan molekul Major
Histocompatibility Complex (MHC) yang
berbeda diantara berbagai individu.
Transplantasi  sumsum tulang untuk
menghasilkan ~ stem  cells  dapat
menimbulkan graft versus host reaction.
Oleh karena itu dalam penelitian ini
penulis ingin meneliti reaksi imun yang
terjadi pada implantasi MSCs allogenik,
dalam kepentingan rekayasa jaringan.

METODOLOGI PENELITIAN

Penelitian ini adalah  suatu
penelitian eksperimental laboratoris,
dimana pengumpulan data dilakukan
setelah intervensi atau perlakuan pada
subyek penelitian. Rancangan penelitian
yang digunakan adalah cross sectional,
dengan cara  pengumpulan  data
sekaligus pada suatu saat (point time
approach). Subyek penelitian adalah
kelinci putih  (New Zealand white
rabbit), dan obyek penelitian adalah
serum dan jaringan otot femur kelinci.
Penelitian ini  dimaksudkan untuk
melihat alloreaktivitas, dinilai dari
kadar serum IL 10 serta jumlah limfosit,
monosit, serta polimorphonuclear cells
(PMN). Demi mendapatkan gambaran
tentang alloreaktivitas pada jaringan
sekitar setelah dilakukan penanaman
bone marrow derived mesenchymal
stem cells (BMSC:s).
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Penelitian dilakukan secara pengamatan terdiri dari 8 ekor hewan
eksperimental di dalam laboratorium. coba yang mendapat perlakuan yang
Penelitian ini menggunakan 1 macam sama.
perlakuan yang sama yaitu penanaman Bahan-bahan yang dipersiapkan
BMSCs dalam jaringan otot femur untuk kultur sel adalah aMEM, Ficol, dan

kelinci, dibagi menjadi 2 kelompok FBS. Sumsum tulang dituang kedalam



tabung disposable 15 ml yang steril dan
ditambahkan PBS 10 ml, kemudian
dilakukan resuspensi. Dimasukkan 5 ml
Ficol ke dalam tabung disposibel 15 ml
yang steril  melalui dinding tabung
tuangkan campuran marrow dan PBS.
Dilakukan sentrifugasi pada temperatur
20°C selama 25 menit dengan kecepatan
1600 rpm. Dari hasil sentrifugasi akan
diperoleh 4 lapisan yaitu sel darah merah,
ficol, buffy coat, dan plasma. Buffy coat
diambil dan diletakkan pada tabung
disposibel 15 ml yang steril dengan
pipet. Ditambahkan PBS 10 ml yang
tujuannya untuk mencuci buffy coat yang
diperoleh. Dilakukan  sentrifugasi
kembali dengan suhu 20°C selama 10
menit dengan kecepatan 1600 rpm. Dari
hasil sentrifugasi diperoleh pellet, pellet
ini  kemudian ditambahkan medium
penumbuh oMEM sebanyak 2 ml
kemudian lakukan resuspensi. Hasil
resuspensi dipindahkan kedalam piring
petri diameter 10 ml dan ditambahkan 10
ml medium penumbuh aMEM. Inkubasi
pada inkubator 37°C dengan kadar CO,,
dan pertumbuhan sel akan diamati setiap
harinya.

Pertumbuhan sel terus diamati
setiap harinya, pada hari kedua dilakukan
pencucian sel, dengan cara medium lama
diambil dan dicuci dengan menggunakan
PBS, lalu diganti dengan medium baru.
Hal ini dilakukan karena pada sumsum
tulang didapatkan lemak, sisa sel darah
merah dan stem cells mesensimal yaitu
sel yang melejat pada dinding Petri. Pada
hari ke tujuh bila pertumbuhan sel telah
konfluen 80% dilakukan splitting.
Medium lama diambil dan ditambahkan
tripsin 2 ml, kemudian tripsin diambil
dan dibuang lalu tambahkan lagi 2 ml
tripsin kemudian inkubasi 5 menit pada
inkubator. Penambahan tripsin  yang

pertama dilakukan untuk mencuci sel dan
yang kedua dilakukan untuk
merontokkan sel. Setelah 5 menit
ditambahkan medium penumbuh oMEM
sebanyak 2 ml kemudian dilakukan
resuspensi untuk memisahkan sel yang
rontok agar menjadi sel tunggal. Lalu
hasil resuspensi dipindahkan kedalam
tabung disposibel 15 ml yang steril untuk
kemudian dilakukan sentrifugasi. Pelet
yang diperoleh ditambahkan medium
penumbuh oMEM diresuspensi dan
dipindahkan ke dalam 2 piring petri
diameter 10 ml,  masing-masing
ditambahkan 10 ml medium penumbuh
oMEM. Inkubasi kembali kedalam
inkubator.  Pertumbuhannya  diamati
setiap hari, passase yang dilakukan
sampali dengan passase 4 dimana
biasanya jumlah yang diinginkan telah
tercapai dan ideal untuk diaplikasikan.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Penelitian ini bertujuan untuk
membuktikan bahwa terjadi peningkatan
konsentrasi serum [IL-10 pada kelinci
yang otot femurnya sudah ditanami
mesenchymal stem cells allogenik, serta
untuk membuktikan bahwa tidak terjadi
peningkatan jumlah limfosit, monosit,
dan sel polimorphonuclear (PMN) pada
otot femur kelinci yang sudah ditanami
mesenchymal stem cells allogenik.
Berdasarkan uji Mann Whitney
didapatkan tidak terdapat perbedaan
jumlah limfosit pada kelompok kelompok
perlakuan dan kelompok kontrol. (p =
1,000). Pada uji Independent T Test
menunjukkan tidak terdapat perbedaan
monosit pada kelompok perlakuan dan
kelompok kontrol. (p = 0,356).
Sedangkan pada uji Mann Whitney
menunjukkan tidak terdapat perbedaan



jumlah PMN pada kelompok perlakuan
dan kelompok kontrol. (p=0,959).

Interaksi MSCs allogenik dengan
sel imun menimbulkan alloreaktifitas.
Alloreaktifitas yang timbul akibat
interaksi MSCs dan sel imun yang
diamati pada penelitian ini adalah tidak
terjadinya reaksi penolakan allogenik
MSCs yang ditanamkan pada jaringan
otot femur Kkelinci, yang terlihat pada
tidak ada beda signifikan antara hitung
sel limfosit, monosit maupun PMN pada
kelompok perlakukan dan kelompok
kontrol.

Ini dipengaruhi oleh potensi MSCs
dalam menghambat secara langsung
fungsi dan proliferasi sel T, melalui
sekresi  prostaglandin  E2  (PGE2),
indoleamine  2,3-dyoxygenase (IDO),
transforming growth factor R1 (TGF 1),
inducible nitric oxide synthase (iNOS),
haemoxygenase-1 (HO1), serta soluble
HLA-G5 (sHLA-G5).

Penelitian ini juga mengamati
adanya peningkatan konsentrasi IL 10
pada serum kelinci yang mendapat injeksi
intramuskuler allogenik MSCs.

Uji komparatif dengan
menggunakan  independen t  test
menunjukkan ada beda signifikan antara
perbedaan yang signifikan kadar IL-10
pada kelompok perlakuan dan kelompok
kontrol. (p=0,000). Pada penelitian ini
kadar IL-10 serum lebih tinggi secara
signifikan pada kelompok yang mendapat
stem cells dibandingkan yang tidak diberi
stem cells.

Penanaman jaringan allogenik
pada tubuh makhluk hidup umumnya
akan  memicu reaksi  imunologis.
Kerusakan jaringan yang ditimbulkan
olen luka insisi umumnya juga akan
memicu reaksi inflamasi, yang berarti

naiknya kadar interferon ¥ dalam serum
dan kadar IL 10 yang turun.

Mesenchymal Stem Cells (MSCs)
memiliki kemampuan sebagai
imunomodulator. Transplantasi allogenik
MSCs memodulasi produksi sitokin
dengan menghambat maturasi  sel
dendritik serta aktivasi sel T."*

Efek imunomodulator MSCs juga
bekerja melalui penghambatan aktivasi
dan proliferasi  sel T, menghambat
diferensiasi sel B menjadi sel plasma,
menghambat  proliferasi  sel  NK,
menghambat maturasi sel dendritik.
MSCs dapat berperan sebagai anti
inflamasi yang poten dengan cara
menstimulasi  sekresi  sitokin  anti
inflamasi, IL-10, dan  menekan
pembentukan interferon-y (IFN-y) yang
diproduksi oleh plasmacytoid dendritic
cells (pDCs).® Interleukin 10 memiliki
dua efek penting pada sel imun yaitu
menghambat reaksi inflamasi serta
mencegah reaksi imunologis yang tidak
terkontrol.

Transplantasi  jaringan dapat
memicu reaksi rejeksi (Graft Versus Host
Disease) serta reaksi inflamasi. Peran
MSCs allogenik dalam rekayasa jaringan
tidak saja sebagai imunomodulator dalam
mengurangi resiko terjadinya GVHD,
namun juga meminimalkan reaksi
inflamasi yang tidak diinginkan.

KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini
dapat disimpulkan bahwa Bone marrow
derived mesenchymal stem cell (MSCs)
allogenik menimbulkan peningkatan
jumlah interleukin 10 (IL 10) pada serum
kelinci. Bone marrow derived
mesenchymal stem cell (MSCs) allogenik
tidak menimbulkan peningkatan jumlah



sel limfosit, monosit polimorphonuclear
(PMN) bila ditanam pada otot femur
kelinci.
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