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Abstrak: Selama ini sel punca mesenkim telah diketahui mempunyai aktivitas imunosupresan. Secara
klinis, sel ini terbukti mampu mampu mengurangi gejala penolakan organ transplan. Pembuktian secara
klinis juga sedang dilakukan pada penyakit berbasis inflamasi seperti pada penyakit autoimun yang
disebabkan karena kompleks imun, seperti pada lupus eritematosus sistemik (SLE). Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui dan mempelajari efek stimulasi sel punca mesenkim dalam hubungannya
dengan efek imunosupresan. Sel punca mesenkim diisolasi dari limbah liposuction dan dikarakterisasi
berdasarkan molekul permukaannya untuk konfirmasi identitasnya berdasarkan kreiteria ISCT.
Selanjutnya sel punca mesenkim dikultur dengan penambahan Heat Aggragated Immunoglobulin
Gamma (HAGG) selama 6 hari. Untuk mengetahui sifat imunosupresannya, dilakukan pemeriksaan
kandungan senyawa indoleamin 2,3-dioksigenase (IDO) pada supernatan hasil kultur dengan metode
ELISA pada panjang gelombang 450 nm. Hasil menunjukkan bahwa terjadi peningkatan kadar IDO
pada kultur dengan stimulasi dibanding tanpa stimulasi sebanyak 16,73-49,5 %. Penelitian ini dapat
menjadi dasar ilmiah yang memperkuat penggunaan terapi sel punca mesenkim pada penyakit autoimun
berbasis kompleks imun.

Kata kunci: sel punca mesenkim, indoleamin 2,3 dioksigenase (IDO), heat-aggregated immunoglobulin
G (HAGG).

Abstract: Mesenchymal stem cells have been known to have the nature of supressing immune response.
This cell have been proven to reduce the symptoms of organ transplants rejection. Clinically proofing is
also being performed on an autoimmune disease caused by the complex immune such as systemic lupus
erythematosus (SLE). This study aimed to know aggregated IgG-stimulating effects of mesenchymal
stem cells in relation to IDO secretion, an immunosuppressant agent. Mesenchymal stem cells was
isolated from liposuction waste and characterized based on its surface molecule accrording to ISCT
criterias. The confirmed cell culture was used to the next culture by the addition of heat aggragated
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immunoglobulins gamma (HAGG) for six days. IDO secreted on supernatant culture was collected and assayed
by elisa method at 450 nm. The results showed that there was elevated levels of IDO (16.73-49.5%) on culture
with HAGG stimulation than without stimulation. This study could be a part of the basic mechanism of the use
of mesenchymal stem cell therapies on an autoimmune disease due to immune complex.

Keywords: mesenchymal stem cells, indoleamine 2,3-dioxygenase(IDO), heat-aggregated immunoglobulin G

(HAGG).
PENDAHULUAN

SEL PUNCA telah dikenal mempunyai prospek yang
menjanjikan dalam terapi perbaikan jaringan rusak.
Sel ini mempunyai kemampuan untuk memperbanyak
diri dan berdiferensiasi menjadi berbagai macam
sel tergantung pada lingkungan mikronya.
Kemampuannya berdiferensiasi menyebabkan sel
ini mempunyai prospek untuk digunakan sebagai
bahan terapi regenerasi jaringan. Salah satu jenis sel
punca yang digunakan untuk terapi regenerasi adalah
sel punca mesenkim.

Selain mempunyai kemampuan untuk
berdiferensiasi, sel punca mesenkim juga memiliki
sifat imunologi yang istimewa yaitu hipoimunogenik
dan mampu mensupresi sistem imun (imunosupresi).
Sifatnya yang hipoimunogenik menyebabkan sel
tersebut mempunyai prospek untuk digunakan secara
alogenik (berbeda individu) sehingga dapat menjamin
ketersediaan bahan sel yang dibutuhkan untuk pasien
yang membutuhkan®.

Beberapa penelitian telah dilaporkan untuk
menjelaskan mekanisme imunosupresi sel punca
mesenkim. Melalui penelitian in vitro disebutkan
bahwa aktivitas imunosupresi ini disebabkan karena
sekresi faktor terlarut oleh sel punca mesenkim.
Faktor terlarut tersebut diantaranya adalah indoleamin
2,3-dioksigenase (IDO)®; enzim yang memecah
substrat triptofan menjadi metabolit kinurenin,
sehingga sel mengalami deplesi triptofan sebagai
nutrisinya®*.

Secara in vivo, aktivitas imunomodulasi
(imunosupresi) dari sel punca mesenkim diujikan
pada hewan model Experimental Autoimmune
Encephalitis (EAE)®: © juga pada penyakit Graft
versus Host Disease (GvHD)"%), Crohn disease,
multiple sclerosis, diabetes melitus tipe I dan lupus
eritematosus sitemik (SLE). Sebagian besar dari jenis
penyakit tersebut adalah penyakit autoimun. Pada
umumnya, hasil uji klinik pada berbagai penyakit
tersebut dilaporkan memberikan perbaikan terhadap
skor penyakit.

Melalui penelitian terdahulu diketahui bahwa
sel punca dapat mensekresikan IDO ke dalam
lingkungannya bila terinduksi oleh IFNy®-+19-Selain
IFNy, dilaporkan juga bahwa IgG dapat menginduksi
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ekspresi receptor Fcy'V. Berdasarkan hal tersebut,
ingin diketahui pula apakah stimulasi dengan IgG
menyebabkan sel punca mesenkim menghasilkan
faktor terlarut IDO.

Penelitian ini berkonsep pada kejadian penyakit
autoimun yang berbasis pada autoimun. Dalam
tubuh penderita terdapat banyak autoimun, bila ke
dalam tubuh penderita tersebut diberikan sel punca
mesenkim maka apakah akan dapat diusahakan
terjadinya imunosupresi sehingga gejala inflamasi
penyakit tersebut akan dapat dikurangi. Hasil
penelitian ini diharapkan dapat menjadi informasi
dasar penelitian lebih lanjut mengenai penggunaan
sel punca mesenkim pada penyakit autoimun.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Sel hasil isolasi dari jaringan lemak
(Adipose-Derived Stem Cell/ ADSC) yang merupakan
limbah hasil operasi /iposuction dengan metode
konvensional. Jaringan lemak tersebut diperoleh
dari beberapa rumah sakit yang bekerja sama dengan
laboratorium Stem Cell and Cancer Institute (SCI).
Protokol pengambilan sampel dan perlakukannya
telah dibahas dan disetujui oleh komisi etik Stem Cell
and Cancer Institute Institutional Review Board.

Antibodi yang digunakan untuk karakterisasi
molekul permukaan sel punca mesenkim yaitu
antihuman antibody: CD105-PE (abcam 53321-100),
HLA-DR-PE (abcam 23901), CD73-PE (BD550257),
CD 19-PE (abcam 1168-500), CD14-FITC (abcam
28061-100), CD45-FITC (BD 555482), CD34-FITC
(BD 348053) dengan isotipenya masing-masing.

Medium kultur yang digunakan adalah Mesencult
Basal Medium (Stem Cell Technology 5401),
Mesencult stimulatory supplement (Stem Cell
Technology 5402), penisilin streptomisin (Sigma
P0781), Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco 26140),
Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) (Gibco
12800). Untuk mengukur IDO digunakan kit Human
Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) (Uscn Life
Science E1547Hu). Sebagai stimulan adalah human
gamma globulin (hlgG) (Gammaraas immune
globulin IV 5%, Shanghai RAAS).

Alat. Flow cytometer BD FACS Calibur dengan
CellQuest Pro software dan Microplate reader
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(Benchmark plus, BIORAD).

METODE. Isolasi dan Kultur Sel Punca
Mesenkim. Jaringan lemak didapatkan sebagai
limbah hasil operasi liposuction di beberapa rumah
sakit yang bekerja sama dengan laboratorium
SCI. Jaringan lemak diisolasi dengan metode yang
diadopsi dari Zuk, dkk. dan telah dimodifikasi oleh
Sardjono, dkk.'>'3). Singkatnya, jaringan lemak yang
telah dicacah dan dicuci dengan Phosphat Buffer Salin
(PBS) didigesti dengan larutan 0,075% kolagenase
tipe I (Sigma) menggunakan orbital shaker pada suhu
37 °C selama 30 menit atau sampai bagian lemak
terlihat seperti bubur halus. Setelah digesti selesai
maka dilakukan netralisasi aktivitas kolagenase
dengan cara menambahkan medium Dulbecco’s
modified Eagle’s (DMEM) (Gibco 12800)10% Fetal
Bovine Serum (FBS)(Gibco 26140). Hasil digesti
kemudian disentrifugasi pada 600 x g selama 10
menit dan pelet disuspensikan kembali dalam DMEM
10% FBS dan disaring menggunakan saringan steril
100 pum. Sel hasil isolasi yang berada di dalam filtrat
dihitung dengan hemasitometer menggunakan teknik
trypan blue dye exclusion.

Sel hasil isolasi ditanam dalam cawan kultur
dengan kerapatan sel 1-4 x 10* sel/cm? dalam medium
Mesencult Basal Medium (Stem Cell Technology
5401) yang telah mengandung Mesencult stimulatory
supplement (Stem Cell Technology 5402) 1% penisilin
streptomisin (Sigma P0781). Cawan kultur diinkubasi
pada 37 °C, 5% CO, sampai sel mencapai kerapatan
70%. Subkultur dilakukan dengan lebih dahulu
melepaskan sel dengan menggunakan larutan 0,25%
tripsin EDTA (Sigma T4049).
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Karakterisasi Molekul Permukaan. Sebanyak
minimal 10° sel dalam 25 pL PBS 2% FBS
dimasukkan dalam tabung khusus (FACS tube Becton
Dickinson 352054) kemudian masing-masing tabung
ditambahkan antibodi monoklonal untuk karakterisasi
molekul permukaan, kemudian diinkubasi dalam suhu
4 °C dalam gelap selama 15 menit. Setelah itu suspensi
sel dicuci dengan penambahan PBS 2% FBS sebanyak
500 pL dan disentrifugasi dengan kecepatan 300 x g,
10 menit, suhu 4 °C. Pelet yang didapat disuspensikan
kembali dengan 300 uL PBS 2% FBS. Pengukuran
dilakukan dengan flowcytometer atau FACS Calibur,
Becton Dickinsons 3 argon laser 488 nm) dilakukan
dalam 5000 hitungan menggunakan perangkat lunak
Cell-Quest-pro software. Analisis dilakukan dengan
menghitung persentase sel yang mempunyai petanda
sesuai dengan antibodi yang ditambahkan.

Pembuatan Heat Aggregated Immunoglobuline
Gamma (IgG) (HAGG)", Sejumlah tertentu larutan
human gamma globulin (hlgG) (Gammaraas) kadar 8
mg/mL diinkubasi pada suhu 63 °C di dalam penangas
air selama 1 jam. Segera setelah itu larutan didinginkan
dalam penangas es. Ke dalam larutan tersebut
ditambahkan PEG 8000 sehingga konsentrasi PEG
dalam larutan HAGG menjadi 1%. Campuran PEG
dengan HAGG kemudian diinkubasi dalam penangas
es selama 30 menit. Setelah itu campuran PEG-HAGG
disentrifugasi selama 1 menit dengan kecepatan 3000
g, supernatan dibuang dan pelet dikumpulkan. Pelet
kemudian dicuci menggunakan cairan pencuci PEG
1%. Pada tahap akhir pelet disuspensikan kembali
dengan PBS sampai didapatkan suspensi stok.

Lipoaspirat
I -
v Isolasi
Isolat sel mononuklir
1', Kultur

Sel morfologi mirip fibroblast

Pemeriksaan marker sal

h

Sel punca mesenkim

(Flowcytometer)

Stimulasi dengan HAGG

h

IDO dalam supernatant kultur

Penetapan kadar IDOD
(ELISA)

Gambar 1. Tahapan proses penetapan kadar IDO dalam supernatan kultur sel punca mesenkim.
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Stimulasi Kultur. Sebanyak 5x10° sel/cm?
ditanam dalam cawan kultur berdiameter 10 cm,
menggunakan medium Mesencult lengkap. Kultur
diinkubasi selama 1 jam agar memberi kesempatan
bagi sel mesenkim untuk melekat pada dasar kultur,
kemudian ditambahkan HAGG konsentrasi 200 pg/
mL sebagai stimulan. Kultur diinkubasi selama 6 hari.
Supernatan hasil kultur dikumpulkan untuk kemudian
dilakukan pengukuran kadar IDO. Sebagai kontrol
dilakukan juga kultur sel yang tidak distimulasi.

Analisis IDO pada Supernatan Kultur.
Pengukuran jumlah IDO yang kemungkinan disekresi
oleh sel diukur dengan teknik Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) menggunakan kit
Human Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) (Uscn
Life Science E1547Hu). Semua pereaksi dipersiapkan
dengan prosedur seperti tertera dalam manual kit.
Terlebih dahulu dibuat kurva standard dengan
konsentrasi IDO 0; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 dan
100 IU/mL, kemudian dilanjutkan dengan pengukuran
supernatan sel yang distimulasi HAGG dan yang
tidak distimulasi HAGG. Serapan diukur dengan alat
microplate reader pada panjang gelombang 450 nm.
Alur penelitian selengkapnya disajikan pada Gambar 1.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Dari Gambar 2 terlihat bahwa ekspresi CD105 dan
CD?73 tinggi yaitu di atas 90% sedangkan ekspresi
HLA-DR, CD14, CD19, CD34 dan CD45 di bawah
2%. Profil ini sesuai dengan ketentuan ketentuan sel
punca mesenkim negatif dari International Society of
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Celuller Therapy (ISCT). Menurut ISCT, sel punca
mesenkim positif mengekspresikan CD105(endoglin),
CD73 (ecto 5 -nucleotidase) tetapi negatif terhadap
CD19, CD14, CD34, CD45 dan HLA-DR, yang
merupakan penanda sel hematopoetik dan endotel.

Konsentrasi IDO dalam Supernatan Kultur.
Efek stimulasi sel dapat dilihat dengan melakukan
analisis terhadap molekul yang kemungkinan
disekresikan ke dalam supernatan kultur. Pada
percobaan ini ingin dilihat apakah stimulasi ASC
berpengaruh pada sekresi IDO di supernatan
kultur. Hasil pengujian memperlihatkan terjadinya
peningkatan konsentrasi IDO pada kultur yang
distimulasi dibanding dengan tanpa stimulasi
(Gambar 3).

Pada pengujian IDO ini digunakan 2 macam sampel
dari 2 donor yaitu ASC04 pasase 5 dan 6, serta ASC10
pasase 2 dan 3. Peningkatan kadar IDO berkisar antara
16,73—49,5%, dengan perincian untuk masing-masing
kultur ADSC10 P2, ADSC10_P3, ADSC4_P5,
ADSC4 P6 berturut-turut peningkatannya sebesar
44,52%, 49,50%, 16,74% dan 27,06%.

IDO merupakan salah satu faktor terlarut yang
disekresi oleh sel punca mesenkim. IDO adalah
enzim yang substratnya adalah asam amino triptofan.
Triptofan adalah asam amino yang sangat dibutuhkan
pada proliferasi sel. Deplesi triptofan menyebabkan
aktivitas proliferasi sel terhambat. Mekanisme IDO ini
banyak dihubungkan dengan aktivitas imunosupresan
sel punca mesenkim. Kokultur sel punca mesenkim
dengan sel limfosit CD4" dan CD8" ataupun dengan
Periferal Blood Mononuclear Cell (PBMC) yang
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Gambar 2. Identitas molekul permukaan sel punca mesenkim hasil isolasi dari jaringan lemak.
Keterangan: Sumbu X, intensitas fluoresen dari sel yang mengikat antibodi anti-CD yang terkonjugasi dengan senyawa berfluoresen
(FL-1, mendeteksi fluoresensi yang ditimbulkan oleh konjugat FITC, FL-2 mendeteksi fluoresensi konjugat phycoerythrin/PE). Sumbu
Y, menunjukkan hitungan sel. M: penanda positif (sel yang positif mempunyai penanda tertentu). Data ini adalah dari sampel ASC04
pasase 2. Data angka dalam persen telah dikurangi dengan persen background staining menggunakan antibodi kontrol isotipe. Kurva
warna ungu memperlihatkan sel dengan antibodi anti-penanda, kurva garis hijau memperlihatkan sel dengan antibodi kontrol isotipe.
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Gambar 3. Konsentrasi IDO pada supernatan Kultur dengan stimulasi HAGG.
Keterangan: Sel punca yang berasal dari jaringan lemak (Adipose-derived Stem Cell/ADSC) yang digunakan pada penelitian ini berasal
dari 2 sumber /donatur lemak ke 10 (ADSC10) dan ke 4 (ADSC4). Dari sumber tersebut yang digunakan sebagai sampel adalah pasase
sel ke 2 (P2) dan ke 3 (P3) sertake 5 (P5) dan ke 6 (P6). Kadar IDO pada kultur tanpa stimulasi diperlihatkan dengan grafik yang diarsir
motif profil ( £M), kultur yang distimulasi HAGG 200 pg/mL dengan arsiran penuh ([ll).

diaktivasi baik dengan phytohaemaglutinin (PHA)
ataupun dengan Mixed Lymphocyte Culture dapat
menekan proliferasi limfosit tersebut!®. Peranan IDO
banyak mendasari mekanisme pemberian sel punca
mesenkim dalam menurunkan gejala Graft versus
Host Disease (GVHD)19),

IDO adalah substansi yang banyak dilaporkan
sebagai senyawa yang bertanggung jawab dalam
menyebabkan efek imunosupresan sel punca
mesenkim. Sebagian besar penelitian IDO pada
sel punca mesenkim mesenkim membahas bahwa
sekresi IDO dipengaruhi oleh TFNy® 7. Penelitian
terdahulu memperlihatkan bahwa sekresi IDO
juga akan terstimulasi bila di dalam kultur in vitro
terdapat interferon (IFN) y. Stimulasi oleh TFNy
mampu meningkatkan sekresi IDO sebanyak 68,81%-
112,21%19. Pada penelitian ini ingin dilihat pula
apakah pemberian agregat IgG juga menyebabkan
peningkatan IDO. Agregat IgG pada penelitian ini
dibuat sebagai model kompleks imun pada penderita
autoimun, dimana kompleks imun terdapat dalam
tubuh penderita. Apabila ke dalam tubuh penderita
ini dimasukkan sejumlah sel punca mesenkim, apakah
sekresi IDOnya akan meningkat. Untuk mengetahui
jawaban tersebut maka dirancang penelitian seperti
ini. Hasil menunjukkan bahwa ada bukti in vitro
bahwa HAGG dapat menstimulasi sekresi IDO
pada supernatan kultur. Hal ini menjadi dasar untuk
mengetahui lebih lanjut apakah respon imun yang
teraktivasi pada kejadian autoimun dapat diredam.

IDO adalah enzim intraseluler yang mengandung
gugus hem dengan berat molekul 45 kDa'®, Mellor,
dkk. menyatakan bahwa tidak diketahui keberadaan
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bentuk ITDO yang disekresi atau ekstraseluler®.
Namun disebutkan bahwa IDO disekresi oleh sel
punca mesenkim®@® dan sel epitel kelenjar uterus®b.
IDO menguraikan asam amino triptofan melalui
jalur kinurenin. Penurunan jumlah triptofan karena
degradasi oleh IDO menyebabkan penghambatan
aktivasi sel T. Studi melakukan penambahan triptofan
dalam medium dapat mengembalikan proliferasi sel T
kembali demikian juga pemberian penghambat IDO
dapat mengembalikan kemampuan proliferasi sel T
tersebut® 22, IDO banyak terekspresi pada jaringan
dan beberapa jenis sel.

IDO mempunyai efek parakrin®®. Terdapat
2 hipotesis yang menjelaskan efek IDO dalam
meregulasi sistem imun, yaitu menyebabkan deplesi
triptofan yang menyebabkan menurunnya proliferasi
sel T dan meningkatkan metabolit kinurenin yang
menyebabkan sel T mengalami apoptosis. Kondisi
tersebut menyebabkan regulasi naik dari general
control nonderepressible 2 (GCN2) yang merupakan
molekul sinyal yang menyebabkan sel T merespon
lingkungan stres akibat deplesi triptofan karena
IDO®Y, Secara in vitro, IDO dapat menyebabkan
sel T native CD4" berdiferensiasi menjadi sel T reg
Foxp3*®), Sebaliknya, sel Treg juga dapat memicu
tingginya ekspresi IDO pada percobaan in vitro sel
dendritik mencit®®. IDO memiliki efek imunosupresi
yang bersifat lokal®”. Oleh karena itu, ekspresi IDO
pada sel punca mesenkim memberi nilai tambah
karena sel punca mesenkim juga memiliki kemampuan
‘homing’ sehingga efek imunosupresi dapat lebih
terarah ke jaringan yang dituju®.
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SIMPULAN

Stimulasi sel punca mesenkimal dengan agregat [gG
200 pg/mL dapat meningkatkan konsentrasi IDO
pada 6 hari kultur dibanding dengan kultur tanpa
stimulasi. Peningkatan konsentrasi IDO karena
stimulasi agregat IgG dapat menjadi dasar untuk
penelitian lanjutan dalam rangka mencari mekanisme
guna meemantapkan penggunaan sel punca mesenkim
sebagai terapi penyakit autoimun khususnya yang
berbasis kompleks imun.
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