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~EBAGAI TERAPI SEL PENYAKIT DIABETES MELITUS
(DM)

Romdah Romansyah, S.Pd, M.Pd.,
“%.IP. Universitas Galuh Ciamis, Jawa Barat

Abstrak

Saiam terapi sel penyakit diabetes mellitus, merupakan salah satu upaya di
mellitus dengan penggunaan cell replacement therapy. Transplantasi
memberikanan harapan bagi kesembuhan permanen dari penderita diabetes
Semusakan sel beta pankreas. Tahapan yang harus dilakukan dalam proses
memadi sel beta pankreas meliputi tahap perubahan stem cells menjadi sel
“amgerhans (tahap islet neogenesis), dan tahap perubahan sel islet menjadi sel
‘mesgenesis).Pengujian di laboratorium meliputi analisis kemampuan sel beta
#spresi gen insulin, uji imunologis serta manfaat dan efisiensi hasil terapi.

Abstract

el therapy of diabetes mellitus is an effort in the management of diabetes
mepiscement therapy. Transplant using stem cells give hope for a permanent
% munly due to destruction of pancreatic beta cells. Steps that must be done
of stem cells into pancreatic beta cells includes the step change stem
W e structure of the islets of Langerhans (isletneogenesis stage), and the
# sletmen pancreatic beta cells (beta cells neogenesis). Laboratory testing
WSiey of pancreatic beta cells, testing the ability of insulin gene expression,
semefits and efficiency of therapeutic outcomes.

replacement therapy atau terapi berbasis

Diabetes sel dengan cara hanya menggantikan
Wemgan  pemberian sel-sel yang rusak dengan sel-sel baru,
transplantasi yaitu mentransplantasikan sel-sel beta
msulin yang pankreas pada pasien. Untuk memenuhi
demgan mudabh, kebutuhan tersebut maka digunakanlah
d@donorkan dan stem cells sebagai alternatif sumber sel
wrzzn terhadap (Brolen et al. 2005, Sameer e al. 2006).
samping  yang Berdasarkan sumbernya  stem
penggunaan cells dapat dikelompokan menjadi 2
kendala yang kelompok utama, yaitu embrionik
et al. 2004, (embryonic  stem cells, ESC) dan
Whermatif lain yang nonembrionik (adult stem cells, ASC).
 Mss  penanganan Embryonic stem cells adalah stem cells
penggunaan cell yang diperoleh atau diisolasi dari embrio.
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Sedangkan ASC atau yang juga dikenal
sebagai mesenchymal stem cells (MSC)
ataupun mudtipotent adult progenitor
cells (MAPC), adalah sel yang ditemukan
di berbagai jaringan tubuh yang memiliki
fungsi untuk menjaga kescimbangan
dan memperbaiki jaringan tubuh. Adult
stem cells dapat diisolasi dari sumsum
tulang, otak, hati, kulit, lemak, otot, dan
darah (Davila et al. 2004).

Penelitian mengenai stem cells
sudsh dimulai sejak permulaan abad ini.
Pertama kalinya dilakukan untuk
menanamkan sel telur in vitro adalah
pada tahun 1878. Sepuluh tahun
kemudian Edward dan Bavister berhasil
memfertilisasikan sel telur manusia in
vitro. Pada tahun 1981, Evans dan
Kaufmann menemukan kondisi kultur
yang sesuai untuk sel induk embrional
(embryonic stem cells) manusia sehingga
untuk pertama kalinya sel induk
embrional berhasil dikultur. Sejak saat
itulah terapi berbasis sel (cell-based
therapy) dikembangkan (Winslow, 2001).

Stem cells (SC) merupakan sel
yang belum berdiferensiasi yang dapat
diarahkan untuk membentuk berbagai
tipe sel tubuh (Czyz et al., 2003), seperti
sel syaraf (Bouhon ef al., 2005; Zhang
et al., 2006), sel pankreas (Roche ef al.,
2005), sel jantung (Kanno et al., 2004;
Guo et al., 2006; Hong et al., 2007), sel
ginjal (Kim dan Dressler, 2005), otot, sel
darah, sel. tulang dan sebagainya (Boheler
et al., 2002).

Potensi stem cells yang dapat
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sel apapun yang membentui
dipandang lebih bernilai
dalam transplantasi sd
penyakit pada hewan
telah  dapat i
transplantasi stem cells
melitus (Sameer ef al.,

Perumusan Masalah

1. Bagaimana teknik
untuk terapi
?

2. Bagaimana aplikas
dalam terapi s=d
‘Diabetes Mellitus ¥

3. Bagaimana etika
stem cells therapy
Diabetes mellitas ¥

Tujuan

1. Mengetahu
untuk  teraps
Mellitus.

2. Mengetahm
cells dalam
Diabetes

3. Mengetahm

stem cells

Pembahasan
Diabetes
merupakan
yang  ditands
hiperglikemia
Mellitus bisa
sel beta



- i “Ix yang umumnya

s msulin absolut,
aciek genetik fungsi
wmex genetik  kerja
cksokrin  pankreas,
pemgaruh obat atan zat
@ sindrom genetik lain
Sambang, 2011).

tipenya, diabetes
Wian menjadi 2 tipe
peses tipe 1 dan tipe 2.
© meea dikenal sebagai
Diabetes Mellitus
tipe ini disebabkan
Segagalan sistem imun
gea sistem imun tubuh
%exa Diabetes tipe ini
penambahan insulin
e secara berkala untuk
san tubuh akan insulin
metzkukan transplantasi
W= maupun pankreas
| Wmeea tubuh kembali
¢ msubn (Dugi, 2006).
i dabetes tipe 2 atau
wn Non Independent
‘NIDDM), umumnya
Wesurangnya sensitivitas
T pada sel-sel
yang dilakukan pada
wm adalah menstimulasi
¢ schungga menghasilkan

W stem cells memiliki

= -
B L

berupa inti sel
desar bila dilihat dari

wima nukleus dengan
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sitoplasmanya. Selain itu stem ceils
Juga memiliki kecenderungan untuk
tumbuh membentuk koloni berlapis yang
kompak (compact multilayered colonies).
Karakteristik lain yang dimiliki oleh stem
cells adalah fase G1 yang pendek pada
siklus selnya, serta memiliki aktivitas
telomerase yang tinggi, dan ukuran
telomere yang lebih panjang bila
dibandingkan  dengan  sel-sel pada
umumnya (Bhat er al. 2004).

Penggunaan embryonic stem cells
telah banyak diteliti dan terbukti Upaya
untuk meningkatkan efektivitas dan
keamanan transplantasi embryonic stem
cells atau jenis stem cells yang lainnya,
perlu dilakukan induksi diferensiasi stem
cells menjadi sel beta pankreas terlebih
dahulu di laboratorium. Tahapan yang
harus dilakukan dalam proses
diferensiasi stem cells menjadi sel beta
pankreas meliputi tahap perubahan stem
cells menjadi sel penyusun struktur pulau
Langerhans (tahap isles neogenesis),
membutuhkan waktu = 40 hari dan
tahap perubahan sel islet menjadi sel
beta pankreas (beta cells neogenesis),
membutuhkan waktu + 4 hari (Halim ez
al., 2010).

Teknik kultur stem cell untuk terapi
penyakit Diabetes Mellitus.

Adapun tahapan diferensiasi
embryonic stem cells menjadi sel beta
pankreas teknik kultur stem cell adalah
sebagai berikut :
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1. Isolasi Inner Cell Mass .

Embryonic stem cells diperoleh
dengan mengisolasi inner cell mass
(ICM) dari embrio pada ‘fase
Blastosis adalah = snatn
tahapan pada perkembangan embrionik
pada saat embrio mencapai pertumbuhan
pada hari ke 4 setelah terjadinya
pembuahan. Pada saat tersebut embrio
mengalami kompaksi dan sel-sel pada
bagian paling luar akan mensekresikan
suatu cairan. Dominasi cairan’ tersebut
akan mendesak sel-sel yang berada
pada bagian dalam sehingga terkumpul
pada satu sisi dan menghasilkan suatu
rongga yang berisi cairan yang disebut
dengan
mengeliling pada bagian paling Iluar
dinamakan frophectoderm. Sedangkan
sel-sel yang terkumpul pada bagian
tengah disebut dengan inner cell mass
(ICM) (Nagy et al. 2003).

Langkah
dilakukan isolasi ICM, zona pelucida
yang membungkus - blastosis harus
dihilangkan terlebih dahulu. Zona
pellucida adalah lapisan glikoprotein
yang membungkus
berfungsi untuk menjaga kesatuan

blastosis.

blastosol.  Sel-sel  yang

pertama  sebelum

embrio, yang

embrio saat embrio belum mengalami
kompaksi (pre-compacied). Pada in vivo,
zona pellucia akan lisis akibat enzim
tripsin yang dihasilkan oleh sel-sel
xropechtoderm, yang disebut dengan
stripsin (Budhiarko et al. 2008).
Pengisolasian ICM dari

blastosis dapat  dilakukan  dengan

-sel trophectoderm akiber
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metode - immunosurgery,
atapun enzimatik (Nagy &
Umumnya

e LT

metode  yamg
digunakan adalah metode &
Prinsip dasar dalam
immunosurgery  adalah
ICM dengan cara meh
trophectoderm yang ads
ICM. Pelisisan sel-sel
dilakukan dengan bantusm
komplemen. Antibodi
dengan sel-sel trophects
sehingga terbentuk ke
antibodi. Kemudian deng
komplemen akan terjad |

cascade complement yag
tejadinya membrane
(Nagy et'al., 2003) schm
ICM sebagai  hasi
microsurgery, ICM
melakukan pembedahsm
blastosis.

Isolasi ICM
menggunakan metode
Blastosis diinkubas: S
mengandung rabbs
(Sigma, USA) 25%
kemudian dicuci
serum dan diink
DMEM yang mese
complement (Sigma
90 menit. Proses
dilanjutkan dengas
berulang  dam
menghilangkan s
masih melekat



2zlam medium kultur

Lmrneic Stem Cell

wd mass yang diperoleh
Mlidaler  dengan  tetap
' sfat  undifferentiated
‘Pour et al. 2004). Pada
dikultur  dalam
ved Eagle's Medium

USA)  yang
Bovine Serum (FBS)
USA)a ﬂ"

0.1 mM (Sigma,
' amino acids 1%
willin-streptomycin 5
W8A), dan Leukimia
WLIF) 20 ng/ml. Kultur
2 petri 4-well (Nunc,
mnya telah dilapisi
P (SIGMA, USA).
» kultur dilakukan
WWoach dan McNeish,

LIF  dalam
| berfungsi  untuk
\ wfs  undifferentiated

Woitory  factor akan
komplek reseptor
wiimeric  receplor
» dan LIF receptor
gp 130. Ikatan
mengaktifkan  faktor
wassociated  1yrosine
wme melekat pada
g 130 schingga
pizss.  JAK  yang

mengikat  signal
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transducer and activator of transcription
3 (STATS3). Ikatan yang terbentuk antara
STAT3 dan JAK menyebabkan STAT3
terfosforilasi dan memiliki
kecenderungan untuk membentuk dimer.
STAT3 dalam bentuk dimer tersebut
kemudian akan bertranslokasi ke dalam
nukleus dan mengaktifkan gen- gen yang
terkait dalam kemampuan self-renewal
ESC (Burdon et al. 2002).
3. Karakteristik Embryonic Stem Cells
Embryonic stem cells memiliki
karakteristik sebagai berikut berasal dari
embrio yang belum melekat pada dinding
rahim (preimplantation); dapat
berproliferasi tanpa berdiferensiasi dalam
waktu yang panjang; dapat berkembang
menjadi berbagai sel yang berasal dari
3 lapis germinal (endoderm, mesoderm,
dan ektoderm) (Kitiyanant er al. 2000).
Molekul penanda yang dapat digunakan
dalam mendeteksi keadaan
undifferentiated pada ESC antara lain
adanya Stage Specific Embryonic Antigen
(SSEA), Octamer-4 (Oct4), dan Nanog.
Stage specific embryonic antigen adalah
glikoprotein spesifik yang diekspresikan
pada awal perkembangan embrionik dan
stem cells yang belum berdiferensiasi
(undifferentiated stem cells). Sedangkan
Oct4 dan Nanog adalah faktor transkripsi
yang berperan dalam menjaga ESC
pada fase wundifferentiated (Hoffman
dan Carpenter 2005,)
4. Diferensiasi Embryonic Stem Cells
Menjadi Sel Beta Pankreas

Stem  cells yang  bersifat
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pluripoten  telah  menjadi = alternatif
sumber sel dalam cell replaceménr
therapy. Pada penggunaannya, stem cells
terlebih dahulu diarahkan sehingga
membentuk sel beta pankreas. Beberapa
metode yang telah dilakukan dalam
diferensiasi stem cells menjadi sel beta
pankreas antara lain, melalui modifikasi
genetik schingga stem cells akan
- specific
promotor atan melalui - diferensiasi

mengekspresikan  pancreas

spontan yang diikuti seleksi, penggunaan

growth  factors:  (seperti  activin,
fibroblast growth factbr, retinoic acid,

dan transforming growth factor) (Shi et

al. 2005)

Embryonic stem cells terlebih
dahulu dicuci dengan DPBS sebanyak 2
kali dan diinkubasi dengan DPBS yang
mengandung trypsin EDTA  0.25%
selama 3 menit pada suhu 37°C, lalu
ditambahkan medium kultur yang
mengandung FBS 15%. Populasi sel
kemudian dihomogenkan menggunakan
pipet hingga menjadi sel-sel tunggal' atau
cluster-cluster kecil. Sel lalu dikultur
pada cawan petri yang telah dilapisi
dengan gelatin (Sigma, USA) 0.1%
dan dikultur selama 48 jam dalam
medium kultur yang mengandung serum.
Setelah 48 jam sel kemudian dicuci
dengan medium kultur tanpa serum dan
dikultur selama 14 hari dalam medium
pengarahan seperti penggunaan growth
factors,  extracellular . matrix  atau

conditioned medium.
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5. Analisa Sel Beta Pamioosn
Sel beta pankzess
dari hasil pengarsham
diidentifikasi  dan
merah  yang
pewarnaan  dithizome.
pewarnaan imunobssiosm
menggunakan ELISS
adanya insulin yang &
al. 2002, Lin er &
2006). Selain itu ¢
analisa terhadap
peptide), yaitu
(Rajagopal ef al. 20
6. Kemampuan £
Adanya
pada sel beta
dari pengarzhan S0
dengan cara detelis
dan insulin 2 &e
Transcription-5o8
Reaction (RTPCEL
merupakan ge=
hormon insulm
Setelah dilakuias
sel kemudian
diinkubasi
(Invitrogen)
supernatan
dalam tabemg °
dalamnya .
sebanyak N
dihomogenkan
menit pads
kemudian &
12000 g schamm



w0

72 cairan  bening
w dalam fube baru
ml dan ditambahkan

¢ alkohol (isopropanol)

L #l. dicampur hingga
P dunkubasi selama 10

| | reang.
L
I

"
" semudian  disentrifus
12000g selama 10
4°C. Supernatan
¢ dan pada pelet yang
fismbahk etanol
" 1 ml, divortex
e disentrifus dengan

I ssfama 5 menit pada
kemudian dibuang
mekan selama 15-20
2 Pada RNA yang
sbkan RNAse free
“ap digunakan atau
wmbs  -80°C  hingga

franscription
ian  Transcriptor
PCR  dilakukan
y & reen Mastermix
| Primer yang
S-actin  (kontrol),
B gromsulin 2. Total
awal transkripsi
wme terdiri  dani
¢ pemer 1 pl, total
-PCR grade 7 pl.
{ @omogenkan lalu
85°C selama 10
“mpuran  langsung
% & ditambahkan
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dengan Transcriptor buffer 4 ul, RNase
inhibitor 0.5 pl, Deoxynucleotide 2 ul,
dan Transcriptase 0.5 pl hingga volume
total campuran menjadi 20 ul. Campuran
kemudian dihomogenkan dan
dimasukkan ke dalam mesin  PCR
(GeneAmp PCR System 9600) serta
diinkubasi pada suhu 50°C selama 60
menit diikuti dengan pemanasan pada
suhu 85°C selama 5 menit. cDNA yang
dihasilkan kemudian langsung digunakan
sebagai cetakan atau template pada reaksi
PCR atau disimpan pada suhu -80°C.
Pada reaksi PCR, total campuran terdiri
dari Go tag green mastermix 12.5 ul,
primer sense 1.25 pl, primer anfisense
125 ul, DNA template 5 ul, dan
Nuclease-free water 5 pl sehingga total
volume yang diperoleh menjadi 25 pl.
Campuran tersebut  kemudian
dihomogenkan lalu dimasukkan dalam
mesin PCR. Reaksi PCR dilakukan
sebanyak 35 siklus dengan  suhu
denaturasi awal 95°C selama 2 menit,
suhu denaturation 95°C selama 45
detik, suhu annealing (b-actin  dan
insulin 1: 62°C dan insulin 2 64°C)
selama 45 detik, suhu extension 7250
selama 1 min dan final extension 72°C
selama 5 menit. Produk PCR kemudian
dianalisa menggunakan gel agarose
dengan konsentrasi agarose 2.5% yang
mengandung Ethidium Bromide (EtBr)
1.25 pl/ml. Produk PCR yang dianalisa
dalam setiap proses elektroforesis
adalah 10 pl pada sampel dan 4pl
pada  kontrol. Elektroforesis dilakukan
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pada voltase 95 volt selama 60 menit
menggunakan - ge/
system (Bio Rad). Hasil
kemudian dibaca
menggunakan Gbox XT.

electrophoresis

elektroforesis

Aplikasi Transplantasi Stem Cells
unfuk Pasien Penderita Diabetes
Mellitus

Keberadaan sel pengganti sel
beta pankreas yang telah rusak
merupakan suatu  keharusan untuk
memberikan kesembuhan yang bersifat
permanen pada penderita diabetes
melitus. Terapi yang dilakukan saat ini
yaitu injeksi insulin, hanyalah bersifat
simptomatik dan sementara. Terapi
transplantasi sel awalnya menggunakan
metode allotransplantasi antara kadaver
sebagai donor dan pasien DM. Namun,
hal ini berdampak adanya resiko rejeksi
imunologis. Selain itu, ketersediaan
kadaver sebagai donor yang sesnal juga
sangat terbatas dan tidak berimbang
dengan jumlah penderita DM. Sehingga
banyak panderita yang tidak dapat
melakukan terapi transplantasi sel beta
pankreas  hingga akhir  hidupnya.
Transplantasi menggunakan stem cells
memberikanan  harapan baru  bagi
kesembuhan permanen dari penderita
DM (White et al, 2001). Penggunaan
stem cells untuk mengobati penyakit
dikenal sebagai cell based therapy.

Prinsip terapi adalah dengan melakukan

transplantasi stem cells pada organ yang
rusak. Ada beberapa alasan penggunaan
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stem cell dalam cell based therapw

1) stem cell dapat dipessieh
pasien sendiri, artinya
dapat bersifat autolog

menghindari  potens:
Berbeda dengan
organ yang mem
donor yang  hams
transplantasi  stem
dilakukan tanpa orgam
sesuai.

2) Mempunyai k
berproliferasi

sehingga dapat
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1. Apakah penelitian embrio manusia
secara moral dapat dipertanggung
Jawabkan?

2. Apakah penelitian embrio yang
menyebabkan  kematian  embrio

merupakan pelanggaran  terhadap
hak azasi manusia (HAM) dan
berkurangnya penghormatan terhadap
mahluk hidup?

3. Apakah  penyalahgunaan dapat
diketahui dan dikendalikan?

4. Apakah penggunaan embrio sisa
proses bayi tabung pada
penelitian diperbolehkan?

5. Apakah penelitian khusus membuat
embrio untuk
diperbolehkan?

Isu bioetika wutama dalam

digunakan

penggunaan stem cell adalah penggunaan
embryonic stem cells terutama tentang
sumber sel tersebut yaitu embrio. Sumber
embrio adalah hasil abortus, zigot sisa
IVF dan hasil pengklonan. Perdebatan
yang cukup ramai adalah mengenai status
moral embrio, apakah embrio harus
diperlakukan  sebagai manusia atan
sebagai sesuatu yang berpotensi untuk
menjadi manusia atau sebagai jaringan
hidup tubuh lainnya. Lebih jauh lagi
apakah  embrio yang berkembang
dianggap  sebagai  mahluk hidup
(Tadjudin, 2006).

Proses membuat dan mematikan
embrio dianggap menyalahi etika karena
kehidupan telah dimulai sesaat setelah
fertilisasi terjadi dan embrio juga sudah

memiliki status sebagai manusia. Dalam
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proses pemanenan stem cell embrio
terjadi kerusakan pada embrio dan
menyebabkan embrio tersebut mati.
Adanya anggapan bahwa embrio
berstatus sama dengan  manusia
menyebabkan hal tersebut tidak dapat
diterima (Saniei dan de Vries, 2008).

Pendapat lain  menyatakan
bahwa embrio tidak memerlukan
perhatian khusus dari  sisi moral
(Fischbach dan Fischbach, 2004). Aborsi
yang dilakukan pada tingkat sel sangat
diperlukan ketika faktor keselamatan
organ dan individu sangat wurgensi.
Embrio dari tahap  blastosis belum
memiliki sel-sel saraf jadi belum ada
kemampuan untuk mendeteksi dan legal
digunakan untuk tujuan kesehatan.
Perdebatan tentang etika juga terjadi
pada stem cell yang diambil dari tali
pusar orang lain.

Pada dasarnya secanggih apapun
dan semaju apapun teknologi yang
dikembangkan manusia, ada teknologi
yang manusia belum bisa dan hanya
Tuhan yang Maha Sempumna. Hal ini
tergantung kita menyikapinya, bagaimana
etika yang telah diajarkan kepada masing-

masing keyakinan, karena hanya Tuhan

yang bisa menciptakaan sempurna seperti
manusia harapkan.
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