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ABSTRAK 

Sel stem embrionik manusia (hE c) mempakan el plwipoten yang boleh 
memperbaharui diri justeru ia berpotensi tinggi dalam aplikasi perubatan regeneratif. 
Kekurangan substrat xeno-free e trasel (ECM) yang selamat digunakan menghadkan 
penggunaan de,ivatif sel hESc dalan1 aplikasi terapi penggantian sel. Keadaan kultur 
termasuk penggunaan medium dan substrat kultur yang suboptima merupakan faktor 
utama yang menyumbang kepada ketidakstabilan kromosom s l hE c. Kajian ini 
bertujuan untuk mengkaji kestabilan kromosom sel hESc dan menentukan ekspresi 
gen sel hESc dan sel induk me enkima (MPC) semasa pengkulturan di atas ECM 
dalam jangka masa panjang. Kajian ini telah menggunakan titisan sel hE c (MEL-1). 

el MEL-1 dikultur atas E M yang dipencilkan daripada sel MPC (autogenik) yang 
terhasil daripada sel hE c melalui protokol p mbezaan yang novel yang dihasilk:an 
dalam kajian ini. P ncirian sel MPC dan hE c telah dilakukan menggunakan~~ 
pewarnaan imunositokimia dan analisis aliran sitomehi terhadap panel ~ 1 ~el -
stem me enkima dan pe uripoten masing- • . Asal us>11 s~ telah 
ditentukan dengan menJalankan anahs1s -P R terhada gen g)pesifik pada 
lapisan g rma yang berl man. Pencirian bagi fungsi sel hE t _... dllakukan dengan 
mengguuakan asai p m entuk b 1 111 : Ana • 1 p ngekspresan gen yang 
mengawalatur pluripote i dan I j tu i Jon ity ~ I telah dilakukan dengan RT­
PCR manakala status pe uaan ( ·enesc nee) l • dan MPC juga telah ditentukan 
m lalui asai penuaan g l ct ida ) (s'.v. µ m om sel hE c t lah dilakukan 
dengan teknik kariotip piaw • •. • '---pewamaan imunositokimia dan aliran 
sitometri t rhadap I MPC ,,,_~.-vq ,..., ~ukkan resi penanda-penanda awal sel 
mesenkima. Analisis sp kt,rG'o im rtandem t rhadap campuran E M yang 
terhasil daripada MPfl ~et ~ l kehadiran komp nen protein extrasel seperti 
tenascin C fibrEelctt'n an v1tr n ktin. arni 111 nunjuk.kan sel hESc yang dik:ultur 
atas ECM ~ lurip tensinya l 61 laluan dengan mengekpres protein 
penanda_(~llfl o nsi ( EA-3. E -4. -1- 1 TRA-1-60 Oct-4) dan juga gen 
yang<te ijbarclalan1 p ng walaiuran luripoten i sel se rti FoxD3 Oct-4 Tdgfl ox-

<'.L,Nanog dan Rex 1. Se! ct rsebut idapati mempunyai kebolehan untuk membeza 
epada sel mewakili lapisan ktoderm endoderma, dan mesoderma. el hESc 

ters but juga didapati mengekalkan ekspr si gen lanjut usia hTERT dan menunjukkan 
hasil pewarnaan ang negatif terhadap asai penuaan P-galaktosidase di sarnping 
menunjukkan kariotip yang normal (46-XY). Kesimpulannya, el MEL-1 yang 
dikultur pada ECM tersebut telah menunjukkan kariotip yang normal dan ekspresi gen 
lanjut usia yang stabil. istem pengln.tlturan xenofree yang autogenik dan bebas 
daripada sel pembekal ini telah menyokong pengembangan sel hE c MEL-1 dengan 
stabil dan berpotensi d.imajukan untuk aplikasi kJinikal. 



CHROMOSOMAL STABILITY AND GENE EXPRESSION UPON LO G 
TERM CULTURE OF MEL-1 HUMAN EMBRYONIC STEM 

CELLS USING AUTOGENIC FEEDER FREE SYSTEM 
FROM ITS MESENCHYMAL PROGENITORS 

ABSTRACT 

V 

Human embryonic stem cells (hESc) are known for their pluripotency and self­
renewal capability thus posse ing great potential in regenerative medicine. The lack 
of suitable xeno-free extracellular substrates supporting the safe and stable 
propagation of hESc currently limits its applications in cell-based therapy. Culture 
conditions including culture medium and substrates are known to be the main factors 
which affect chromosome stability ofhESc cells. This research was aimed to study the 
chromosome stability of hESc and determine the gene expression of hE,,S~ it 
mesenchymal progenitor cells MPC) upon long term culture on extrac f~ atrix 
(ECM). The hESc Mt~-t-c:~l line u ed in • dy. The c9lls ,..,~ cultured on 
the ECM that was i olated from th mesenchymal rogeni ~'s (autogenic) of 
MEL-1 via a el diffi r ntiation protocol deve rd .,,in this study. The 
characterization o 1 carrie ,. u via immunocytochemistry 
staining and flow ,, el of mesenchymal stem cells 
markers and pluripot nt marker re pectiv . origin of the MPC was determined 
using RT-PCR anal i f enn la (spe9J! · genes. Functional characterization of 
pluripotency was p orme bY. e~v : body formation assay. The expression of 
pluripotent and Ion evi w analyzed by RT-PCR while the state of 
senescence of hESc 1as analyzed by 0-galactosidase senescence assay. ,, / 
Standard kary~· g d to analyze the chromosomes of hESc. 
Immunocyto5:·s and fl cytometry ch a terization of the MPC revealed the 
presenc~ y m enchymal mar rs. T dem mass spectometry analysis of ECM 
prod /ed't>y C r vealed the prese ce fa mixture of extracellular proteins which 
r c de tenascin C br nectin and vi ronectin. Th pluripotency of the MEL-1 cells 
ultured on the EC was maint • d over 61 passages, as determined by the 

expression of pluripotent g nes (Fo 3 Oct-4 Tdgfl, Sox-2 anog Rexl ), protein 
~arkers. (S~EA-3, SEA-4 TRA-1- 1, TRA-1-60 Oct-4) and the ability to 
drfferenttate mto cells representative of ectoderm endoderm and rnesodenn. The hESc 
showed consistent ~xpression of the longevity gene hTERT, normal 46-XY karyotype 
and showed negative re ult for /3-galacto idase senescence assay after prolonged 
culture on the EC~. In conclusion the MEL-1 cells had shown a normal karyotype 
and a _stable expression of the longevity gene upon long term culture on the ECM. The 
res~ltmg x~no-free autogenic feeder free system supports a stable expansion of the 
undifferentiated hESc MEL-1 cells which could be of clinical relevance. 
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BABI 

PENDAHULUAN 

1.1 LATARBELAKANG EL TEMEMBRIONIKMANU IA 

1Ji:U'.:'?l,H-M!'1,,_ pluripoten ,,. 
memperbaharui diri atau 1.n~~em~~un!il.!a:!.!·~,LJ;l.l,....u;'J.1--J..J:.J.=~-u..1· .at lu 1 tefmya telah 

dibuktikan secara in vitro 

kepada sel-sel yang terdiri ar 

mesoderma dan endod rma 

memb ntuk ti u kulit el 

Thesleff 2003 . 
/ 

·a bol h membeza 

I daripada lapisan ektoderma 

·ambut dan kclenjar mama Pispa & 

• od r,ma pula m mb ntuk tisu otot rangka, 

dermis, tisu p rantara ~St m ah dan limp (P Wing et al. 2003). el ,,.. 

daripada lapisan _pidod m1a puJa memb tis organ pemafasan dan p ncernaan 

(Le & h ~<YI ,,J Pen rbitanrtiti an I t m em rionik yang pertama adalah ./ 

darip Ev & Kaufm 1981 . di u uli dengan pemerbitan titisan 

m embrionik manusia yang p rtama aripada ji im sel dalam pada blastosis 

yang berusia lima hari (Thomson et al. 1998). Blastosis rnerupakan embrio pada 

peringkat awal perkembangan manusia yang terdiri daripada 50-150 sel (Thomson et 

aJ. 1998). 

Minat para p nyelidik dalam p nyelidikan sel hE c meningkat memandangkan 

hE c berkebolehan untuk memp rbaharuhi diri dan boleh dirangsang untuk 

membeza k pada sel-sel matang yang diingini. Contohnya, sel jantung yang boleh 

dihasilkan daripada pembezaan sel stem embrionik berpotensi menggantikan sel 

jantung yang mengalami nekrosis atau fibrosis akibat p nginfarkan miokardium. 
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W alau bagaimanapun, pada masa kini tiada terdapat terapi sel terhadap 

manusia dilaksanakan lagi disebabkan oleh masalah k selamatan seJ hE c tersebut 

yang membimbangkan. Transplantasi sel matang yang tercemar dengan sel hESc yang 

pluripoten boleh men ebabkan pembentukan tisu teratoma di dalam badan penerima 

graft. Agensi pengawalan seperti FDA di Am rika yarikat memainkan peranan yang 

penting dalam memastikan terapi sel adalah selamat sebelum sesuatu percubaan terapi 

klinikal terhadap manusia diluluskan. Percubaan terapi klinikal yang pertama hanya 

diluluskan oleh FD setelah syarikat GERO berjaya membentangkan basil kajian 

pre-klinikal yang dilakukan terhadap tikus dan sebarang pembentukan cyst telah dikaji 

dengan teliti dan dipastikan bukan teratoma. 

ecara umunmya, se 

totipoten, pluri poten dan m .. .l+.-"'""'1""'"'-ff.~~~~~T'"c'r,;;:;,----;;,::;:. 

yang pluripoten manaka]a 

ciri sifat pluri poten sel ste 

untuk membeza kepada sel 

germa, iaitu ektoderma, me oderrn 
/ .) 

bagaimanapun, tidak sepert f /, 

adalah n sebagai keupayaannya 

g_jrefmnjukkan ciri ketiga-tiga lapisan 

odenna ~Thomson et al. 1998). Waiau 

tern pluripoten tidak boleh 
(' 

membentuk organisma..'Jrul iseba kan ol h etidak-upayaan sel tersebut 

untuk membe ~da 1-sel yang mben plasenta yang menyokong 

perkemb~1 em.brio (Bed ingt n & Ro rt on 1989). Justeru penyelidikan sel 

1 brionik tidak a.lean menghasilk klon manusia. Multipotensi pula 

dide misikan sebagai keupa aan sel untuk m mb za kepada sel-sel yang menunjukkan 

atau mempunyai ciri-ciri yang berkait rapat. Misalnya, sel stem rnesenkima 

roerupakan salah satu contob sel stem dewasa, yang berupaya membeza kepada s I 

yang membentuk tisu perantara seperti kondrosit, osteosit dan adiposit. Waiau 

bagaimanapun sel stem mesenkima tidak boleh membeza kepada sel darah merah 

yang berasal daripada sel stem hematopoietik (Pittenger et al. 1999). 

Oleb kerana keupayaan sel stem embrionik membentuk kesemua jenis sel yang 

membentuk badan manusia, ianya berpotensi untuk digunakan dalam aplikasi klinikal 

eperti transplantasi sel kardiomiosit bagi pesakit yang mengalami penginfarkan 

miokardium manakala transplantasi sel pankreas boleh dilakukan bagi pesakit 
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diab tes. Percubaan klinika1 manusia yang pertama t lab diluluskan oleh FDA untulc 

mengkaji keberkesanan dan keselamatan sel oligodendrosit yang terhasil daripada sel 

h.E c etelah ditransplantasikan ke dalam badan pesakit yang menga]ami kecederaan 

saraf tunjang Alper 2009). Laporan awal percubaan klinikal kedua yang diluluskan 

oleh FD telab menunjukkan basil yang menggalakkan di mana sel epitelium pigmen 

retina dari sel hE c berjaya ditransplantasikan kepada pesakit yang mengalami 

penyakit distrofi macular targardt s ( chwartz et al. 2012). 

el stem embrionik boleh didorong secara in vitro untulc membeza kepada sel-

el yang tertentu yang b rpoten i untulc digunakan bagi terapi sel(__ u_ 

ia masih sua~~-~,an ara pen elidik un 'lheij.dorong bagaimanapun 

pembezaan sel hE c ..---------je_ru_s_s_e_l_y_an_g spes~< da ""homogenus. 

Pembezaan k pada po adalah suatu .al~ penting danjuga 

merupakan penghalan · ~t dalam rawatan terapi sel 
/ 

(Pon aerts et al. 2004 . elain itu, hs).ditan. s-; ..:sel h.E c yang tidak membeza 
,, ( / ,-/ 

ber an1a dengan sel-sel matan enyl:!ba kan pembentukan teratoma selepas 

el- el tersebut ditr baum et al. 2007). Oleh yang 

demikian, pencirian .,. .... UA..,,...,..., atifn a mesti dilakukan secara 

menyeluruh y O me..,..:...'t:i.'';.~~~- p fil pertumbuhan p ngekspresan gen dan 
------adal tern mbrionik kekal menunjukkan ciri-

1 pas disub ulturkan manakala sel yang matang tidak 

m mpamerkan sifat yang pluripoten :tlewumi et al. 2007). Di samping itu 

pencirian sel yang terbeza daripada s 1 stem em brionik hamslah dilakukan dengan 

teliti bagi mengelakkan berlakunya kontaminasi sel stem embrionik dalam populasi 

el yang membeza untuk tujuan transplantasi. Kontaminasi sel stem embrionik dalarn 

populasi el- el matang yang bakal digunakan untuk transplantasi boleh 

mengakibatkan penumbuhan sel teratoma pada penerima transplantasi sel tersebut. 

el stem dewasa mempunyai kelebihan di mana ianya boleh didapati daripada 

sumber-sumber yang sedia ada eperti sumsum tulang tisu lemak dan darah 

berbanding dengan sel tern embrionik yang hanya boleh didapati daripada embrio 

berusia pada hari kelima. Oleh itu, kajian yang melibatkan sel stem dewasa 

terutamanya sel stem mesenkima berkembang dengan cepatnya dan transplantasi sel 
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autologous tisu pengantara daripada sel MSC telah mencapai taliap ujian percubaan 

kinikal pada manusia Giordano et al. 2007). Walau bagaimanapun. sel stem dewasa 

juga mempunyai beberapa limitasi di mana ianya hanya boleh didapati dengan 

pro edur yang invasif seperti melalui perolehan biopsi penyedutan lipid (liposuction) 

dan lain-lainnya. Di samping itu sel stem dewa a yang dip rolehi daripada seseorang 

ang lanjut usianya. kurang berkebolehan untuk menunjukkan pe1tumbuhan dan 

pembezaan yang baik secara in vitro (Coipeau et al. 2009). Limitasi sel st m dewasa 

ini menjadikan ianya kurang berpotensi dalan1 aplikasi klinikal. 

Justeru sel st m embrionik membawa potensi ang amat besar dalam ter pi 

penggantian s 1. Walau bagaimanapun, isu-isu keselamatan pengguna~~ t rn 
embrionik haruslah <liken • an di e aikan. a ang s,el 1 daibebas 

daripada deri vatif haiw---~~m-1"'-i~~rrr-.,.,,,trrtc~ mi, 

selamat. Di amping i an derivatifnya secara 

elum sel- e 

klinik:al. 
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1.2 OBJEKTIF KA.TIAN 

1.2.1 Objektif Utama 

Mengkaji proses pembezaan kestabilan kromosom dan ekspresi gen sel stem 

embrionik dan sel derivatif mesenkimanya. 

1.2.2 Objektif Spe ifik 

l. Mengkaji kestabilan kromosom sel hE c M L-1 yang dik:ultur d~g "" 
✓ ('") matriks ekstrasel sel progeni~to~r~~ffl!::::rmts...,_ 

2. Mengkaji proses p 

sel hESc MEL- I. 

3. engkaji profil ek presi 

penuaan sel hE c selepa 

p ngkultrnan jangka p~ 
"' 

<.:"l'c__ 
1.3 0A KA 

r h.estabilan kromosom dan 

utor mesenkima dan selepa 

el hE c yang dikultur d ngan matt· el atau EC kekal dengan kariotip yang 

normal walaupun selepas pengkulturan pada jangka masa panjang. 

2. el hE c ang dikultur dengan matrigel atau ECM rnengekspres gen yang 

mengawalatur kestabilan dan p nuaan sel dengan konsist n sepanjang pengkulturan 

sel hE c dijalankan. 
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