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TRANSPLANTASI STEM CELL SUMSUM TULANG
UNTUK PERBAIKAN FOLIKULOGENESIS PADA MENCIT
MODEL KEGAGALAN OVARIUM DENGAN PEMBERIAN
KEMOTERAPI

Hendy Hendarto’, M Ferri Komarhad, Widjiati®, Suhatno?, Fedik A Rantam*
2 Dept/SMF. Obstetri Ginekologi Fakultas Kedokteran

b | ab. Fertilisasi in vitro Fakultas Kedokteran Hewan

¢ Lab. Stem cell Lembaga Penyakit Tropis

Universitas Airlangga

PENDAHULUAN

Keberhasilan fertilisasi in vitro yang dilakukan pada penderita penyakit kanker setelah
mendapat kemoterapi ternyata menurun secara bermakna, tampak dari berbagai
hasil, yaitu: tidak didapatkan pertumbuhan folikel, tidak didapatkan oosit saat
ovum picked-up dan jumlah embryo dengan kualitas bagus didapatkan lebih rendah
dibandingkan kalau dilakukan sebelum kemoterapi (Doimans et al., 2005). Efek
toksik kemoterapi diduga akan menyebabkan kerusakan ireversibel folikel primordial
terutama pada membran sel granulosa dan oosit sehingga terjadi kegagalan cvarium
(Absoloin et al., 2008) (Huser et al., 2008). Selain fertilisasi in vitro, berbagai cara
dilakukan untuk mengatasi infertilitas akibat kemoterapi antara lain preservasi krio
jaringan ovarium, oosit dan embryo. Berbagai cara tersebut belum dapat terbukti
menunjukkan angka keberhasilan yang tinggi. Saat ini telah dicoba terapi stem cell
untuk mengatasi kegagalan ovarium akibat kemoterapi, namun data masih sedikit
dan hasilnya tidak konsisten, diduga antara lain disebabkan belum terungkapnya
mekanisme perbaikan yang terjadi dengan pemberian stem cell tersebut. Hal ini
yang diangkat sebagai masalah pada penelitian kami, yaitu bagaimanakah peran
transplantasi stem cell sumsum tulang mesenkim terhadap perbaikan gangguan
folikulogenesis pada kegagalan ovarium akibat pemberian kenoterapi?

Angka harapan hidup penderita kanker saat ini meningkat dengan
adanya diagnosis dan terapi yang adekuat dengan pembedahan, radioterapi
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dan kemoterapi. Penggunaan kemoterapi pada wanita penderita kanker usia
reproduksi akan memberikan efek samping yang merugikan berupa gangguan
folikulogenesis dan kegagalan ovarium. Sampai saat ini dipercaya dogma bahwa
tidak ada pertumbuhan oosit baru pascapersalinan, karena itu gangguan
folikulogenesis dan kegagalan ovarium akibat kemoterapi diduga permanen
sehingga akan memberikan konsekwensi penurunan kualitas hidup karena terjadi
infertilitas (Lee ef al., 2007; Roux et l., 2010; Stroud et al., 2009). Pada gangguan
folikulogenesis dan kegagalan ovarium, terdapat dua faktor pertumbuhan penting,
yaitu Stem cell Factor (SCF) dan Growth Differentiation Factor-9 (GDF-9) yang
berperan pada interaksi sel granulosa dan oosit akan terganggu, serta akan
mempengaruhi pertumbuhan dan jumlah folikel, dari folikel primordial, primer,
sekunder, dan folikel de graaf. Bila dilakukan fertilisasi in vitro, gangguan tersebut
akan mempengaruhi maturasi oosit sehingga berakibat kegagalan dalam fertilisasi.
Penelitian kami sebelumnya membuktikan bahwa akibat inflamasi lokal yang
terjadi di rongga peritoneum pada penyakit endometriosis akan menyebabkan
terjadi gangguan folikulogenensis yang ditandai dengan penurunan ekspresi SCF
dan GDF-9 (Hendarto et al., 2007, 2009). Walaupun penyebabnya berbeda namun
diduga mekanisme gangguan folikulogenesis akibat pemberian kemoterapi mirip
dengan akibat inflamasi pada endometriosis.

Stem cell sumsum tulang mesenkim, yang mempunyai kemampuan
meregenerasi dirinya sendiri dan berdiierensiasi menjadi sel jaringan lain, telah
dicoba penggunaannya untuk terapi regenerasi berbagai macam penyakit.
Transplantasi intravena stem cell akan homing dan berdiferensiasi menjadi sel
progenitor untuk berkembang menjadi sel target atau diduga stem cell tersebut
akan memperbaiki lingkungan mikro untuk mengaktifkan stem cell setempat.
Berdasarkan penelitiannya pada tahun 2007 Lee et al. menyatakan bahwa
transplantasi sumsum tulang terbukti mampu memperbaiki fertilitas mencit
transgenik dan terbukti pula bahwa setelah dilakukan fertilisasi silang semua
keturunannya berasal dari oosit resipien (Lee et al., 2007).

Penclitian kami saat ini bertujuan untuk membuktikan pengaruh
transplantasi stem cell sumsum tulang terhadap ekspresi SCF, GDF-9 dan hitung
folikel ovarium sebagai gambaran perbaikan folikulogenesis pada mencit model
kegagalan ovarium dengan pemberian obat kemoterapi cisplatin.

MATERI DAN METODE

Empat puluh delapan ekor mencit yang memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi
dengan ciri yang homogen dari segi usia maupun berat badan rata-rata, dibagi



menjadi tiga kelompok. Kelompok pertama adalah kelempok kontrol (Po)
yang diberikan suntikan NaCl 0,9% intraperitoneum, kelompok kedua (P1)
adalah kelompok mencit model kegagalan ovarium dengan pemberian cisplatin
5 mg/kgbb intraperitoneum selama 1 minggu, dan kelompok ketiga (P2) adalah
kelompok mencit model kegagalan ovarium yang setelah diberi cisplatin kemudian
mendapat transplantasi stem cell sumsum tulang (SPST) selama 2 minggu.

Membuat Mencit Medel Kegagalan Ovarium

Seluruh hewan coba yang digunakan diambil dari Unit Hewan Coba Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Airlangga. Mencit disuntik sitostatika cisplatin
dengan dosis konversi 5 mg/kg BB, penyuntikan dilakukan secara intraperitoneum
dengan perlahan selama 60 detik. Jarum suntik disuntikkan posisi 45° dari perut
mencit. Pada hari ke 7 pascapenyuntikan diharapkan telah menjadi mencit
model kegagalan ovarium, kondisi ini telah terbukti pada penelitian sebelumnya.
(Komarhadi et al., 2010)

Isolasi Stem Cell Sumsum Tulang

Melakukan koleksi aspirat sumsum tulang yang berasal dari tulang krista iliaka donor
manusia dengan anestesi lokal, selanjutnya ditempatkan pada tabung Heparin 15
mL yang berisi e-MEM 3 mL. Tabung dan sediaan disimpan dalam es sebelum
dilakukan proses selanjutnya. Setiap aspirat ditransfer kedalam tabung blue cap
15 mL dan didilusi dengan PBS. Tabung dicuci dengan 2 kali dengan PBS 5 mL.
Mencampurkan dan melapisi setiap aspirat dengan Ficoll, selanjutnya melakukan
sentrifugasi 1600 rpm selama 15 menit. Melakukan koleksi "buffy coat' yang terletak
pada Ficoll-PBS dengan pipet Pasteur dan letakkan sel pada tabung 15 ml, selanjutnya
melakukan dilusi setiap sampel dengan PBS, campur sebanyak 3-5 kali. Sentrifugasi
1600 rpm selama 10 menit dan diteruskan dengan aspirasi supernatan dan resuspensi
sel dengan CCM 6 mL. Meletakkan sel pada plate 5 atau 10 cm?, dilanjutkan dengan
inkubasi sel pada suhu 37° C dengan kelembaban 5% CO, selama 24 jam, setelah
itu menambahkan PBS 2 mL pada kultur, cuci 2 kali. Menambahkan CCM 10 mlL,
dan melakukan inkubasi pada suhu 37° C dengan kelembaban 5% CO, selaina 5-10
hari. Melakukan pemeriksaan setiap hari dengan mikroskop elektron dan setiap 3
hari cuci sel dengan PBS 5 atau 10 ml dan menambahkan CCM 10 mL sampai sel
antara 60-80% confluent (Kantam et al., 2009).

Transplantasi Stem Cell Sumsum Tulang (SPST)

SPST sebanyak 2x10” sel diinjeksikan satu kali pada resipian melalui pembuluh
darah vena ekor mencit setelah 1 minggu pemberian cisplatin intrapetitoneum.
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Dua minggu kemudian dilakukan evaluasi ekspresi SCF, GDF-9 dengan metode
imunohistokimia dan hitung folikel primordial, primer, sekunder, de Graaf dan
korpus luteum dengan metode pengecatan eosin pada 3 kelompok mencit di
atas.

HASIL PENELITIAN DAN DISKUSI

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei sampai Juli 2010 di Kandang
Hewan Coba dan Laboratorium Patologi Veteriner Fakultas Kedokteran Hewan
Universitas Airlangga Surabaya. Dua minggu setelah pemberian transplantasi
SPST hewan coba mencit dikorbankan dan selanjutnya dilakukan evaluasi pada
jaringan ovarium.

Ekspresi SCF

Pada penelitian ini didapatkan hasil pemeriksaan imunohistokimia untuk
ekspresi SCF pada kelompok kontrol, perlakuan cisplatin dan perlakuan cisplatin
+ transplantasi SPST adalah sebagai berikut: 10.90 + 2.0; 7.54 + 2.46 dan 10.00 +
0.00. Terdapat perbedaan bermakna pada ketiga kelompok di atas (p=0,001). Hasil
ini sesuai dengan gambar pewarnaan imunohistokimia yang ditandai dengan
warna coklat pada sel yang mengekspresikan SCF. Pada pemberian cisplatin

ALUR PENELITIAN

N\ ' \ 7 HARI

- CISPLATIN |
[ cspLaTIN | I_-—r—‘

l SPST __E 14 HARI

v v
L Evaluasi ekspresi SCF, GDF9 dan hitung folikel J

Gambar 10.1  Alur penelitian, SCF: Stemcell Factor, GDF-9: Growth Differentiated
Factor-9, SPST. Stemm cell Sumsum Tulang
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Gambar 10.2  Ekspresi SCF pada kelompok kontrol (1), perlakuan cisplatin (2} dan perlakuan
cisplatin + SPST (Stem cell Sumsum Tulang) (3). Magnifikasi 400 x

didapatkan penurunan ekspresi SCF dan pada pemberian transplantasi SPST
akan terjadi peningkatan ekspresi SCF (Gambar 10.2).

Cisplatin adalah salah satu jenis obat kemoterapi golongan agen alkilating
dari senyawa platinum yang digunakan untuk pengobatan kanker ovarium,
payudara dan kandung kemih. Setelah diberikan, cisplatin akan berdifusi masuk
sel yang selanjutnya mengikat DNA sehingga mencegah traskripsi dan replikasi
DNA. Ikatan cis-DDP (Diammine Dichloro Platinum) pada g (genomic) DNA yang
terdapat pada inti bertanggung jawab pada mekanisme tersebut dan selanjutnya
akan memicu kematian sel/apoptosis (Turkyilmaz et al., 2008). Pada penelitian
ini pemberian cisplatin intraperitoneum akan menyebabkan kerusakan DNA
dan terjadi apoptosis sel granulosa sehingga akan mengganggu produksinya
yaitu ekspresi SCF. Keadaan ini terbukti dengan didapat hasil ekspresi SCF yang
rendah pada kelompok 2 yang diberi cisplatin (7.54 + 2.46) dibandingkan dengan
kelompok kontrol (10.90 + 2.0) (Tabel 10.1).

Pada kelompok 3 yang mendapat transplantasi SPST didapatkan hasil
ekspresi SCF (10.00 + 0.00) tidak berbeda dengan kelompok kontrol (10.90+2.0).

Tabel 10.1 Perbedaan ekspresi SCF antara kelompok kontrol, cicplatin dan cisplatin + SPST
8l

Kelompok Ekspresi SCF - - . -
! I
“Kontrol 10.90 £ 2.0 ¥ -
|
] —— ]
Cisplatin 7.54 +2.46 |

Cisplati + SPST  10.00 + 0.00

® fl

>
=)
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Hasil ini menunjukkan bahwa transplantasi SPST yang dilakukan setelah
pemberian cisplatin akan memperbaiki ekspresi SCF, yang ditunjukkan ekspresi
SCF yang lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok yang diberi cisplatin (7.54
+ 2.46).

Sel granulosa ovarium memproduksi SCF yang berfungsi penting untuk
pertumbuhan oosit. Melalui interaksi antara SCF dan GDF-9 yang berasal dari
oosit pada proses folikulogenesis akan menghasilkan oosit matur yang siap
difertilisasi (Thomas & Vanderhyden, 2006). Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa transplantasi SPST akan meningkatkan ekspresi SCF di sel granulosa, yang
berarti SPST yang ditransplantasikan melalui pembuluh darah ekor mencit akan
"homing" menuju ke sel granulosa ovarium yang telah dirusak oleh cisplatin. Hasil
ini memperlihatkan bahwa SPST berpotensi memperbaiki lingkungan di ovarium,
antara lain regenerasi sel granulosa yang terbukti dengan peningkatan ekspresi
SCF. Mekanisme ini perlu dikaji lebih lanjut dalam penelitian berikutnya.

Ekspresi GDF-9

Hasil pemeriksaan imunohistokimia untuk ekspresi GDF-9 pada kelompok
kontrol, perlakuan cisplatin dan perlakuan cisplatin + transplantasi SPST adalah
sebagai berikut: 9.54 + 3.50; 1.54 + 2.46 dan 13.33 £ 2.50, terdapat perbedaan
bermakna pada ketiga kelompok di atas (p=0,00).

Hasil di atas sesuai dengan gambar pewarnaan imunohistokimia yang
ditandai dengan warna coklat pada sel yang mengekspresikan GDF-9. Pada
pemberian cisplatin didapatkan penurunan ekspresi GDF-9 dan pada pemberian
transplantasi SPST terjadi peningkatan ekspresi GDF-9 (Gambar 10.3)

GDE-9 adalah faktor pertumbuhan berasal dari famili TGE-p yang diproduksi
oleh oosit. Filho pada tahun 2001 menyatakan bahwa GDF-9 merupakan faktor
krusial pada folikulogenesis dan fertilitas, dan terbukti ekspresi GDF-9 menurun
pada wanita dengan ovarium polikistik yang ditunjukkan adanya gangguan
pada pertumbuhan dan diferensiasi oosit (Filho et al., 2001). Pada penelitian
kami ini menghasilkan data bahwa ekspresi GDE-9 lebih rendah pada kelompok

Gambar 10.3 Ekspresi GDF-9 pada kelompok kontrol (1), perlakuan cisplatin (2) dan perlakuan
cisplatin + SPST (3). Magnifikasi 400 x



Tabel 10.2 Perbedaan ekspresi GDF9 antara kelompok kontrol, cicplatin dan cisplatin + SPST

Kelompok Ekspresi GDF-9

o s
Kontrol 954 % 3.50 -
Cisplatin 1.54 £ 246 ;

Cisplatin + SPST 13.33 £ 2.50

GOF

KELOMPOK —

cisplatin dibandingkan dengan kelompok kontrol, yang berarti bahwa telah terjadi
gangguan folikulogenesis karena gangguan produksi GDF-9 yang diduga karena
terjadi apoptosis pada oosit akibat pemberian kemoterapi cisplatin (Tabel 10.2).

Seperti yang terjadi pada sel granulosa, pemberian secara intraperitoneum
akan membuat cisplatin difusi aktif maupun pasif masuk ke dalam oosit di
folikel ovarium. Di dalam oosit cisplatin berikatan pada DNA dan non DNA,
sehingga menyebabkan terjadi kerusakan dan ruptur mitokondria (Turkyilmaz
et al., 2008) yang pada gilirannya akan mengaktivasi caspase sehingga terjadi
apoptosis oosit.

Pada kelompok 3 dengan pemberian transplantasi SPST terjadi peningkatan
ekspresi GDF-9 (13.33 + 2.50) dibandingkan dengan kelompok cisplatin (1.54 +
2.46). Hasil ini menunjukkan bahwa SPST telah memberikan efek terapi yang
diduga berupa penghentian laju apoptosis, kemungkinan melalui perbaikan
rasio protein pro dan anti apoptosis sehingga meningkatkan ekspresi GDF-9.
Diduga juga SPST yang berasal dari lokasi ekstragonad ini telah melepas sel
germ progenitor ke sirkulasi dan selanjutnya "homing” menuju ovarium dan
engraftt sebagai oosit baru di dalam folikel, namun bisa juga terjadi mekanisme
transformasi untuk memperbaiki lingkungan mikro di folikel ovarium (Johnson,
2007). Pada penelitian kami ini terbukti bahwa transplantasi SPST memperbaiki
gangguan folikulogenesis akibat pemberian cisplatin melalui peningkatan
produksi GDF-9. Hal menarik pada hasil ini adalah peningkatan ekspresi GDF-
9 pada kelompok yang mendapat transplantasi SPST lebih tinggi dari kelompok
kontrol. Untuk itu perlu dikaji lagi pada penelitian berikutnya yaitu dosis SPST
yang ditransplantasikan perlu disesuaikan agar didapatkan keseimbangan
baru.

15
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Hitung Folikel Ovarium

Folikel adalah unit fungsional organ reproduksi wanita yang terdiri dari 3 sel, yaitu
sel granulosa, teka dah oosit. Folikulogenesis adalah proses tumbuh kembang
folikel yang melibatkan komunikasi endokrin dan molekuler antara ke 3 sel
tersebut dengan hasil akhir adalah oosit matur yang siap di fertilisasi (Rajkovic et
al., 2006). Proses tumbuh kembang ini ditandai dengan adanya gambaran folikel
primordial, primer, sekunder, de Graaf dan korpus luteum. Pada penelitian ini
pada kelompok yang diberi cisplatin didapatkan jumlah folikel primordial, primer,
sekunder, de Graaf dan korpus luteum yang lebih rendah (1,81 + 0,75); (1,54 +
0,52); (1,18 + 0,40); (0,18 + 0,40) dan (0) dibanding kan kelompok kontrol (4,54 +
1,03); (3,54 + 1,12); (4,72 + 1,19); (3,18 + 0,87) dan (4,63 + 1,36). (Tabel 10.3)

Sebagaimana kita ketahui fase pertama folikulogenesis atau fase preantral
ditandai dengan pertumbuhan dan diferensiasi oosit, tampak dengan gambaran
bentuk folikel primordial, primer dan sekunder. Fase kedua disebut fase antral
ditandai dengan peningkatan pesat ukuran folikel, berupa gambaran folikel de
Graaf dan setelah ovulasi menjadi bentuk korpus luteum (Zeleznik, 2004).

Hasil penelitian kami ini menunjukkan bahwa pemberian cisplatin intra
peritoneum mengganggu pertumbuhan dan diferensiasi folikel dengan cara merusak
membran sel granulosa dan osit pada folikel ovarium. Keadaan ini dibuktikan dengan
berkurangnya hitung folikel primordial, primer, sekunder, de Graaf dan korpus
lutem. Temuan menarik adalah tidak didapatkan korpus luteun pada kelompok
yang diberi cisplatin, ini menunjukkan juga bahwa pada kelompok yang diberi
cisplatin folikelnya tidak berovulasi. Kondisi demikian memberi gambaran bahwa
cisplatin intraperitoneum akan menyebabkan gangguan folikulogenesis, sehingga
akan menghasilkan penurunan kualitas oosit atau tidak berovulasi.

Dengan dilakukan transplantasi SPST terlihat bahwa jumlah folikel primordial,
primer, sekunder, de Graaf dan korpus luteum lebih tinggi (5,66 + 0,50); (3,66 +
0,50); (3,33 + 0,50); (4,66 + 1,32) dan (5,66 +1,32) dibandingkan dengan yang diberi
cisplatin saja (1,81 + 0,75); (1,54 + 0,52); (1,18 + 0,40); (0,18 + 0,40) dan (0).

Hasil ini menunjukkan bahwa transplantasi SPST memberikan efek terapi
berupa perbaikan gangguan folikulogenesis akibat pemberian cisplatin. Seperti

Tabel 10.3 Perbedaan jumlah folike! pada kelompok kontrol, P1 dan P2

Folikel Folikel Folikel Folikelde  Korpus

Kelompok primordial ~ primer sekunder Graaf Luteum

Kontrol 454+103 354+112 472+119 318+087 463 +1,36
P1 (Gisplatin) 181+075 154+052 118+020 018+040 O

P2 (Cisplatin +SPST) 566+050 366+050 333+050 466+132 566+132




pada diskusi sebelumnya SPST yang di tansplantasikan melalui pembuluh vena ekor
mencit akan berjalan menuju ovarium dan selanjutnya sel germ progenitor akan
melakukan perbaikan pada folikel yang rusak. Selain itu SPST akan memperbaiki
komunikasi molekuler pada folikel ovarium dengan cara meningkatkan produksi
SCF dan GDEF-9, sehingga dapat mengatasi gangguan folikulogenesis akibat
pemberian cisplatin. Pada tahun 2007 Lee pada penelitiannya menyatakan bahwa
transplantasi SPST akan mengaktivasi oogenesis secara langsung maupun tidak
langsung, Secara langsung SPST akan mengaktivasi siklus sel yang terhambat
dan secara tidak langsung akan menstimulasi lingkungan micro (niche) sel yang
rusak (Lee ef al., 2007).

Selain itu terlihat pada hasil ini bahwa kecuali pada folikel sekunder, hitung
semua folikel pada kelompok yang mendapat tranplantasi SPST lebih tinggi dari
kelompok kontrol. Bila dihubungkan dengan ekspresi GDF-9 pada kelompok
yang mendapat transplantasi SPST lebih tinggi dari kontrol, maka perlu kajian
lagi tentang dosis SPST pada penelitian berikutnya.

Berdasarkan hasil penelitian kami ini dapat dijelaskan bahwa SPST akan
"homing" menuju folikel ovarium yang rusak akibat pemberian cisplatin dan
selanjutnya akan menormalkan lingkungan sel somatik disekitar oosit, sehingga
akan memperbaiki komunikasi molekuler antara sel granulosa dan oosit. Regenerasi
sel granulosa akan memperbaiki produksi SCF yang berfungsi untuk proliferasi
dan maturasi oosit. Selain karena ada regenerasi sel, oosit juga akan dipicu kembali
untuk memproduksi GDF-9 yang berperan penting untuk proliferasi sel granulosa.
Selanjutnya folikulogenesis mulai berjalan normal kembali, yang tergambar dengan
terjadinya proses tumbuh kembang dan bertambahnya jumlah folikel primordial,
primer, sekunder, de Graaf dan korpus luteum.

Kami simpulkan bahwa pada hewan coba mencit model kegagalan ovarium
akibat pemberian kemoterapi cisplatin, transplantasi SPST akan memperbaiki
gangguan folikulogenesis yang ditandai dengan meningkatnya ekspresi SCF,
GDF-9 dan bertambahnya hitung jenis folikel. Tentunya kajian lebih detil pada
penelitian selanjutnya sangat diperlukan, antara lain pada dosis transplantasi
SPST yang tepat, mekanisme hambatan laju apoptosis sel granulosa dan oosit
serta rincian detil regenerasi sel somatik dan gonad baru.
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