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Abstrak

Latar belakang penelitian ini untuk melawan Tuberkulosis (TB) telah digunakan obat-obatan selama puluhan
tahun, namun selama perjalanannya juga telah menghasilkan strain yang resistan terhadap satu atau lebih obat-
obat ini, yang disebut dengan multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB). Terapi konvensional untuk MDR-
TB sangat menantang dan membutuhkan waktu yang panjang sehingga dapat menyebabkan efek merugikan
yang signifikan terhadap pasien. Selama satu dekade terakhir, pengobatan untuk penyakit degeneratif, infeksi
dan metabolik telah berkembang ke arah terapi seluler, khususnya penggunaan terapi stem cell. Stem cell akan
mengeluarkan parakrin yang berperan sebagai immunomodulator dan antiinflamasi salah satunya PGE2.
Masih belum diketahui bagaimana kadar parakrin PGE2 yang dihasilkan oleh mikroenkapsulasi yang akan
digunakan sebagai studi preliminari untuk terapi seluler MDR-TB. Tujuan penelitian ini untuk
mengembangkan terapi seluler MDR TB dengan menggunakan parakrin kapsulasi mesenchymal stem cell dan
hematopoietic stem cell asal tali pusat. Metode penelitian ini terdiri atas 2 tahap, dimana pada tahap pertama
merupakan isolasi, kultur dan enkapsulasi mesenchymal stem cell dan hematopoietic stem cell. Tahap kedua
merupakan uji kadar PGE2 pada stem cell yang dimikroenkapsulasi pada hari ke-7, ke-14, dan ke-21. Hasilnya
menunjukkan Kadar PGE2 yang dihasilkan oleh mikroenkapsulasi MSC meningkat secara lebih signifikan
dibandingkan dengan yang dihasilkan oleh mikroenkapsulasi HSC-CD34. Dengan menggunakan
mikroenkapsulasi membuat PGE2 tidak dapat berdifusi keluar sehingga akan menjadi sarana penghantaran
yang baik menuju organ yang bermasalah.

Kata Kunci: mikroenkapsulasi; mesenchymal stem cells; hematopoietic stem cell; PGE2; MDR TB.
Abstract

Research Background: In the battle against Tuberculosis (TB), drugs have been utilized for decades. However,
this journey has also given rise to strains resistant to one or more of these drugs, known as multidrug-resistant
tuberculosis (MDR-TB). Conventional therapy for MDR-TB is highly challenging and time-consuming,
potentially causing significant adverse effects on patients. Over the past decade, the treatment landscape for
degenerative, infectious, and metabolic diseases has evolved towards cellular therapy, particularly the use of
stem cell therapy. Stem cells release paracrine factors that act as immunomodulators and anti-inflammatory
agents, including PGE2. It is still unknown how the paracrine levels of PGE2 produced by microencapsulation
will be used as a preliminary study for MDR-TB cellular therapy. Research Objective the aim of this study is to
develop cellular therapy for MDR TB using paracrine encapsulation of mesenchymal stem cells and umbilical
cord blood-derived hematopoietic stem cells. The research methodology consists of two stages. The first stage
involves the isolation, culture, and encapsulation of mesenchymal stem cells and hematopoietic stem cells. The
second stage includes testing the levels of PGE2 in microencapsulated stem cells on days 7, 14, and 21. Result
The levels of PGE2 produced by microencapsulated MSC increased more significantly compared to those
produced by microencapsulated HSC-CD34. The use of microencapsulation prevents the diffusion of PGE2,
making it an effective delivery system towards problematic organs.
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PENDAHULUAN

Tuberkulosis (TB) paru masih menjadi
masalah global yang sulit dieliminasi dan menjadi
beban dunia. Menurut laporan dari World Health
Organization (WHO) pada tahun 2020, jumlah
terbesar kasus baru TB yaitu 43%, terjadi di
Kawasan Asia Tenggara, diikuti oleh kawasan
Afrika, dengan 25% kasus baru, dan kawasan
Pasifik Barat, dengan 18%. Pada tahun yang sama,
86% kasus TB baru terjadi di 30 negara dengan
beban TB vyang tinggi. Delapan negara
menyumbangkan dua pertiga kasus TB baru yaitu
India, Tiongkok, Indonesia, Filipina, Pakistan,
Nigeria, Bangladesh, dan Afrika Selatan.

Untuk melawan TB telah digunakan obat-
obatan selama puluhan tahun, namun selama
perjalanannya juga telah menghasilkan strain yang
resistan terhadap satu atau lebih obat-obat ini. Bila
pengobatan tidak adekuat, maka Mycobacterium
tuberculisis sebagai bakteri penyebabnya akan
membentuk kekebalan atau resistensi terhadap
obat yang diberikan. Resistensi obat timbul saat
obat-obat TB digunakan dengan tidak sesuai, resep
yang tidak tepat, kualitas obat yang buruk, dan
penghentian  pengobatan dini  oleh  pasien.
Pengobatan yang relatif lama dengan jumlah obat
yang banyak juga mempengaruhi kepatuhan pasien
untuk minum obat. Jenis obat yang seringkali
mengalami  resistensi  adalah Isoniazid dan
Rifampicin, yang disebut dengan multidrug-
resistant tuberculosis (MDR-TB).

Pada tahun 2020, hanya sekitar satu dari
tiga orang dengan MDR-TB yang mengakses
pengobatan. Secara global, kasus MDR TB
meningkat setiap tahun, dari 160.684 kasus pada
tahun 2017 menjadi 186.772 kasus pada tahun
2018 dan sekitar 3.5% dari kasus MDR-TB adalah
kasus baru dan 18% adalah kasus yang berasal dari
kasus rawatan sebelumnya. 4 Indonesia merupakan
salah satu negara dengan jumlah kasus MDR-TB
tertinggi di dunia. Data dari WHO memperkirakan
di Indonesia terjadi 24.000 kasus baru MDR-TB
per tahunnya yaitu 2,4% dari setiap kasus baru TB
dan 13% kasus pada pengobatan ulang TB dengan
angka keberhasilan pengobatan 48%.

Terapi konvensional untuk MDR-TB
sangat menantang dan membutuhkan setidaknya
lima obat anti tuberkulosis selama paling lambat
20 bulan dan dapat menyebabkan efek merugikan
yang signifikan terhadap pasien. Akibatnya pasien
banyak yang menghentikan pengobatannya
sebelum menyelesaikan secara lengkap yang dapat
memicu terjadinya resistensi yang lebih berat yaitu

Extensively drug resistant TB (XDR-TB). Pilihan
obat juga harus berdasarkan riwayat sebelumnya,
pola resistensi dan data kepekaan antibiotik yang
juga memerlukan perhatian khusus.4 Hal-hal inilah
yang menyebabkan kemungkinan kegagalan terapi
MDR-TB cukup tinggi dan tingginya angka
kematian.  Untuk  mengatasinya  diperlukan
alternatif terapi yang dapat memberikan hasil
pengobatan yang signifikan.

Selama satu dekade terakhir, pengobatan
untuk penyakit degeneratif, infeksi dan metabolik
telah berkembang ke arah terapi seluler, khususnya
penggunaan terapi sel punca (stem cell). Stem cell
yang digunakan untuk terapi akan mengeluarkan
parakrin yang mengandung growth factor maupun
kemokin penting yang dapat berperan sebagai
immunomodulator dan antiinflamasi seperti PGE2,
TGFp, TNFa, dan interleukin yang disebut sebagai
sekretom. Immunomodulator ini lah yang akan
merangsang sistem imun dalam mengeliminasi
antigen yang masuk ke dalam tubuh, dalam hal ini
adalah bakteri penyebab MDR-TB. Jenis stem cell
yang banyak digunakan adalah yang berasal dari
tali pusat yaitu dari jaringan Wharton’s jelly
berupa mesenchymal stem cell dan dari darah tali
pusat atau berupa hematopoietic stem cell
khususnya CD34.

Efektivitas pengeluaran sekretom ini
sangat dipengaruhi oleh viabilitas dari stem cell
pada kultur sel atau jaringan. Beberapa penelitian
menunjukkan bahwa enkapsulasi stem cell dapat
meningkatkan viabilitasnya sehingga pengeluaran
parakrin juga akan lebih optimal. Reaksi inflamasi
yang dirangsang oleh sekretom yang dihasilkan
juga tidak menyerang stem cell yang berada di
dalam kapsul sehingga viabilitas dan fungsi
parakrinnya tidak terganggu. Pada penelitian ini
akan dilakukan perbandingan kadar PGE2 yang
dihasilkan oleh mikroenkapsulasi mesenchymal
stem cell (MSC) dan hematopoietic stem cell
CD34 (CD34) yang merupakan potensial terapi
seluler untuk MDR-TB. Bagaimanakah kadar
PGE2 yang dihasilkan oleh mikroenkapsulasi
MSC dan HSC-CD34?

METODE

Penelitian ini merupakan studi preliminari
eksperimental in  vitro untuk mendapatkan
gambaran perbandingan kadar/ konsentrasi PGE2
yang dihasilkan oleh mikroenkapsulasi MSC dan
HSC-CD34. Penelitian ini dilakukan di Stem Cells
and Tissue Engineering (SCTE) Indonesian
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Medical Education and Research Institue (IMERI)
FK Ul.

Isolasi, kultur dan kapsulasi sel punca
mesenkimal

Sampel penelitian berupa MSC dan HSC
dari tali pusar dengan metode duplo. Kultur
Mesenchymal Stem Cell (MSC)
Kriopreservasi Mesenchymal stem cell asal
tali pusat dari penelitian sebelumnya di
thawing dan dikultur dalam T flask dengan
menggunakan medium kultur MEM yang
disuplementasi  dengan lisat  konsentrat
trombosit  dan  heparin. Pemeriksaan
flowsitometri CD 105, CD 90, dan CD 73
dilakukan untuk menganalisis kemurnian stem
cell berdasarkan kriteria International Society
Cell and Gene Therapy terhadap CD 105, CD
90 dan CD 73. Sel punca diinkubasi dalam
inkubator 5% CO2 37°C. Mesenchymal stem
cell dipanen dengan Triple Select ketika
konfluens 70 — 80% dan disubkultur dalam T
flask dengan densitas 5000 sel/cmz2. Jumlah sel
dihitung dengan trypan blue exclusion test.

Suspensi 8.000.000 mesenchymal stem
cell dalam 0,5 mL medium kultur MSC
diletakkan dalam tube 1,5 mL. Kemudian, 3
mL larutan alginate 1,8% dicampurkan dengan
0,5 mL larutan yang berisi 8.000.000 sel
punca. Larutan alginate 1,8% dan suspensi sel
diteteskan ke dalam CaCl 0,2M dengan
menggunakan spuit insulin. Cuci dengan PBS
sebanyak 3 kali dan dimasukkan ke dalam
well yang berisi medium kultur.

Uji kadar PGE2 pada kultur
mikroenkapsulasi hari ke-7, ke-14 dan ke-
21 dengan pemeriksaan ELISA

Kadar PGE2 diukur dengan
menggunakan medium kultur
mikroenkapsulasi. Analisa dilakukan pada 48
jam, hari ke-7, hari ke-14 dan hari ke-21. Kit
untuk mengukur kadar albumin menggunakan
Human PGE2 ELISA Kit sesuai dengan
petunjuk dari produsen. Sinyal absorbansi
diukur dengan Spektrofotometer pada panjang
gelombang 260nm dan 280 nm. Data berupa
hasil absorbansi spektrofotometer dianalisis
menggunakan program Excel untuk

mengetahui perbedaan kadar PGE2 pada
mikroenkapsulasi MSC dan HSC-CD34.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Rerata Kadar PGE2 yang Dihasilkan oleh
MSC dan HSC-CD34

Telah dilakukan uji kadar PGE2 dengan
spektrofotometri yang dihasilkan oleh
mikroenkapsulasi Mesenchymal stem cell (MSC)
dan Hematophoietic stem cell CD34 (HSC-CD34)
yang diamati pada hari ke-7, hari ke-14, dan hari
ke-21 yang dirangkum pada gambar 1 berikut ini.

Gambar 1. Grafik Perbandingan Kadar
PGE2 yang Dihasilkan oleh MSC dan HSC-CD34
Mikroenkapsulasi pada Pengamatan Hari ke-7, ke-
14, dan ke-21

Dari grafik di atas dapat diamati bahwa
kadar PGE2 yang dihasilkan baik oleh MSC
maupun HSC-CD34 mengalami kenaikan yang
cukup signifikan mulai dari pengamatan hari ke-7
hingga hari ke-21. Kenaikan kadar PGE2 yang
dihasilkan oleh mikroenkapsulasi MSC dari hari
ke-7 hingga hari ke-14 adalah sebesar 737,279
pg/mL (180,58%) dan kenaikan dari hari ke-14
hingga hari ke-21 adalah sebesar 1.736,775 pg/mL
(151,61%). Sedangkan kadar PGE2 yang
dihasilkan oleh mikroenkapsulasi HSC-CD34 dari
hari ke-7 hingga hari ke-14 adalah sebesar 224,407
pg/mL (28,36%) dan kenaikan dari hari ke-14
hingga hari ke-21 adalah sebesar 600,589 pg/mL
(59,13%). Hal ini menunjukkan bahwa kadar
PGE2 vyang dihasilkan oleh mikroenkapsulasi
MSC  meningkat secara lebih  signifikan
dibandingkan dengan yang dihasilkan oleh
mikroenkapsulasi HSC-CD34.

Pada penelitian ini mesenchymal stem cell
dan hematopoietic stem cell dimasukkan ke dalam
suatu mikrokapsul berupa alginat.
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Mikroenkapsulasi  berfungsi untuk membuat
struktur pelindung atau kapsul untuk imobilisasi,
perlindungan, pelepasan, dan fungsionalisasi
bahan aktif. Mikroenkapsulasi juga memiliki
tujuan untuk dapat memberikan peningkatan pada
kestabilan dan daya larut dari suatu bahan, dalam
pengendalian pelepasan dari senyawa aktif
sehingga dapat menghasilkan partikel partikel
padat yang terlapisi dengan pembungkus sehingga
meminimalisir  kehilangan  nutrisi.  Hidrogel
alginate dapat bertindak sebagai penghalang fisik
atau kimia untuk menyediakan lingkungan mikro
seluler untuk model jaringan buatan. Sel yang
dienkapsulasi menunjukkan pertumbuhan dan
proliferasi pada hidrogel alginate dengan viabilitas
70%. Dengan menggunakan mikroenkapsulasi
membuat PGE2 tidak dapat berdifusi keluar
sehingga akan menjadi sarana penghantaran yang
baik menuju organ yang bermasalah.

Alginat merupakan senyawa polimer
anionic yang diperoleh dari alga coklat dan
mikroba  pseudomonas  dan  azotobacter.
Kemampuan alginate untuk membentuk struktur 3
dimensi dan toksisitasnya yang rendah membuat
alginate  banyak digunakan dalam proses
enkapsulasi. Alginat merupakan gel yang
digunakan untuk enkapsulasi sel yang memberikan
perlindungan pada sel yang di enkapsulasi
sehingga dapat mempertahankan sel yang
diinginkan. Mikroenkapsulasi berbasis alginate
yang permeable memungkinkan terjadinya kultur
jangka Panjang (>14 hari) yang berfungsi untuk
mengembangkan jaringan mikro dan mikrokapsul,
memiliki mikrokapsul pelindung serta ruang
interior merupakan hal yang sangat penting.
Mesenchymal Stem Cell yang di enkapsulasi
menggunakan alginate dapat bertahan serta dapat
bertindak sebagai pelepasan immunodulator
selama 5 minggu yang di lakukan secara in vitro.

Mikrokapsul pelindung ini berfungsi untuk
menghalangi dan mencegah sel T inang untuk
mengenali antigen asing pada permukaan sel yang
ditransplantasikan. Ketebalan mikroenkapsulasi
juga mempengaruhi terjadinya difusi molekul
melalui membran, namun membran yang lebih
tebal dapat memperlambat terjadinya difusi,
sedangkan untuk membran yang lebih tipis dapat
menjadikan difusi nutrisi sel dengan cepat.
Terdapatnya celah pada membran akan
mempengaruhi  keseluruhan proses enkapsulasi
sehingga membuat sel yang ditransplantasikan
rentan terhadap penurunan.

Penggunaan  mikroenkapsulasi  alginat
merupakan hal yang sangat baik pada

Mesenchymal Stem Cell dalam mempertahankan
sekresi Prostaglandin E2, Penelitian ini sejalan
dengan penelitian yang dilakukan oleh Hui Cheng
dkk dimana menyatakan bahwa untuk dapat
mempertahankan konsentrasi PGE2 hal yang harus
dilakukan adalah memasukan kadar Prostaglandin
E2 ke dalam mikroenkapsulasi. Pada penelitian
yang dilakukan oleh Rosa dkk dengan menyatakan
mikroenkapsulasi dapat meningkatkan viabilitas
sesuai dengan penelitian yang peneliti lakukan
terbukti dengan adanya kadar pada hari ke-21.13
Ditemukan jumlah kadar PGE2 sebanyak
2.882,335 pada hari ke-21 menunjukkan bahwa
PGE2 ini masih terus dihasilkan. Dalam
mempertahankan kadar PGE2 dapat menggunakan
mikroenakapsulasi sesuai dengan penelitian yang
dilakukan oleh Hui Cheng dkk. Penelitiannya
menyatakan bahwa mikroenkapsulaski  dapat
menjaga konsentrasi secara efektif dalam medium
hidrogel kitosan untuk merawat lokasi luka dan
mempercepat laju penyembuhan.13 Jumlah kadar
yang dihasilkan kadar PGE2 dengan menggunakan
mikroenkapsulasi alginat lebih banyak
dibandingkan dengan hasil dari MSC-PGE2 yang
dihasilkan tanpa melalui menggunakan
mikroenkapsulasi, yaitu jumlahnya sebanyak 1163
gen sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh
Hezam dkk.

Peningkatan viabilitas dari penggunaan
mikroenkapsulasi sesuai dengan penelitian Kang
dkk yang menyatakan bahwa mikroenkapsulasi
berbahan alginate dapat mengurangi paparan
terhadap tekanan lingkungan selama dilakukan
pemantauan. Hal ini terjadi karena adanya
hubungan antara ukuran pori-pori pada alginate
yang terhitung kecil berada pada skala nanometer
(5-200 nm).11 Semakin kecil pori-pori yang ada
pada mikroenakapsulasi, semakin kecil kadar yang
keluar dari kapsul tersebut. Pernyataan ini sesuai
dengan penelitian yang dilakukan oleh Lee Fung
dkk.

SIMPULAN

Kesimpulan dari penelitian ini adalah bahwa kadar
PGE2 yang dihasilkan oleh mikroenkapsulasi
MSC maupun HSC-CD34 mengalami kenaikan
dari hari ke-7 hingga hari ke-14 dan dari hari ke-14
hingga ke-21. Kadar PGE2 yang dihasilkan oleh
mikroenkapsulasi MSC meningkat secara lebih
signifikan hingga 151% dibandingkan dengan
yang dihasilkan oleh mikroenkapsulasi HSC-CD34
yaitu hingga 59%.
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