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ABSTRAK

Penyambungan saraf yang terputus menggunakan saraf penderma autologous adalah
rawatan piawai untuk pesakit yang mengalami kecederaan saraf periferi. Namun,
rawatan yang digunakan ini mempunyai kelemahan seperti perbezaan saiz saraf
penderma dengan saraf penerima, memerlukan pembedahan kedua untuk
memperolehi saraf penderma dan risiko neuroma di kawasan pembedahan kedua.
Untuk mengatasi masalah tersebut, kajian ini dijalankan untuk menjana saraf gantian
melalui teknik kejuruteraan tisu menggunakan sel stem mesenkima daripada sum-sum
tulang manusia. Sel stem mesenkima (MSCs) manusia diperolehi daripada lebihan
sum-sum tulang pesakit yang menjalani pembedahan tulang yang patah. MSCs
dikultur dalam media o-Minimum Essential (a-MEM) sebelum diaruh menjadi sel
saraf. Analisa immunositokimia dan aliran sitometri mengesahkan kejayaan proses
diferensiasi MSCs kepada sel saraf. Sel yang telah menjalani proses diferensiasi. ini
turut mengekalkan profil kitaran sel normal. Salur vena dan tisu otot terpyah sel

digunakan sebagai bahan kerangka yang menyerupai struktur saraf nurinal‘ Bagi
menghasilkan konsﬁug/mf'ﬁ-ngg—mm diaruh kepqda fenotip sel
saraf disemai ke atas tisu otot semalaman dan dipadatkan ke datam salur vena pada
keesokkan harinya. K Mm@f yqng dlhasdkan akan dfmkubam dalam media

a-MEM selama 3 hari juntuk an P ntas: pada mencit athymik
untuk analisa in vivo. Kontnﬁc(s ednm gkat in vitro dan in vivo
menunjukkan kadar proliferasi sel yan histologi pada minggu kedua
menunjukkan tisu otot imu mmgz!ani%:f:sﬂzgmdm dan perlahan-lahan diganti
dengan matrik luar sel yang di as;lkan -olefr sel yang disemai. Selepas lapan minggu
implantasi, kesemua isu _otol ah ‘mengalami proses degradasi dan diganti
sepenuhnya dengan matrik® lag, ¢
minggu implantas/i/ : 17¢ ultra menunjukkan sel yang disemai
menghasilkan I dengan” merembeskan vasikel matrik secara aktif.
Kesimpul 1su otot ternyah sel g disemai dengan sel MSCs yang diaruh
kepad&ﬁa&nltl);) Sel saraf dan dipadatkan ke dalam salur vena menghasilkan konstruk
saraf yang Stabil dan rpoten51 untuk gantikan penggunaan saraf autologus di

\




DEVELOPMENT AND EVALUATION OF NEURAL CONDUIT SEEDED
WITH NEURO DIFFERENTIATED BONE MARROW
MESENCHYMAL STEM CELLS

ABSTRACT

Bridging nerve gaps using autologous donor nerve is the treatment of choice for
patients with peripheral nerve injury. However, it has disadvantages such as size
mismatch between donor and recipient nerve, requirement of a second surgery for the
extraction of donor nerve and risk of neuroma. To overcome these problems, this
study aimed to construct a human nerve substitute via tissue engineering technique
using mesenchymal stem cells (MSCs) derived from human bone marrow. Excess
bone marrow was derived from pat:ents who underwent a routine fractufe
management procedure called th ) procedure where a nail was.ms[mcd into
the medullary canal of aAra cd-MSCs were cultured in a-
Minimum Essential 'nducthrk with a neuro
differentiation  protoc Immunocytqc-hem:stry and flow | cytometry analysis
confirmed the successful neuro’ Qlfﬁ;bmla{l of’ the MSCs. These cells retained the
normal cell cycle profil¢. Human muscles G-Qere decellularized and used to
form a nerve conduit mlmlcked nan ﬁv ucture. To form a living nerve

athymic mice for in viv arfa Y518 :&n n VItro and in vivo analyses showed good cell
proliferation mt}un/thc condwit, His logy analysis demonstrated that at two week
post implantatign, “these arted to degrade and gradually became replaced by
extracellularmafrix produced by the seeded cells, At eight weeks post implantation,
the mustles were fully degraded and %ﬁ pletely replaced by extracellular matrix
whll’c the veins remained intact. Ultra s | analysis further revealed that these
- “seeded cells actively produced extracell matrix via secretion of matrix vesicles. In
—conclusion, decellularized muscle stuffed vein seeded with neuro differentiated MSCs
forms a stable neural conduit and has the potential to replace autologous nerve in
future.
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BAB 1

PENGENALAN

1.1 KEJURUTERAAN TISU

-

Kejuruteraan tisu adalah satu bid

berkembang dengan’cépz;t:dan
menggabungkan pelbagdi disiplin ilmu :'yfing melibatkan hbiologi 'perui)alan dan

kejuruteraan yang me cvolusukan atau mengubah ,sepcnuhnya cara kita
mempertingkatkan tahap esmaian dan kualif kcl'udupanf\ﬁcrjuta manusia di dunia,
dengan cara memulih, mengekalkan atau mer r@:ﬂﬂ\an fungsi tisu atau organ. Dalam
erti kata lain, matlamat utama bgdang l(e_;urutetaan tisu berdasarkan konsep rawatan
1alah untuk menggantika at@- Mgembahkan struktur anatomi dan fungsi tubuh
yang hilang akibat kec }d ! ):' kﬁmaakkan atau kehilangan tisu atau organ berikutan
kemalangan mahugﬁﬁn proses palologl dalam tubuh. Matlamat ini cuba dicapai dengan
cara mengg’ ,buﬁgkﬁn sel, | biobahan, faktor biokima dan fisio-kimia bersama faktor
pen\mbuhan vang tertent

-

pertumbuhan tisu atau organ (Ibarra et al 2000, Atala 2000; Lanza 2000).

: dalam satu persekitaran mikro yang sesuai bagi setiap

Definisi lain turut diberikan oleh Charles A. Vacanti dan Langer R. (1993)
dalam artikel bertajuk 7issue Engineering, dalam jurnal Science. Namun begitu,
walau bagaimana pun ayatnya diolah, ianya tetap memberikan pengertian dan
matlamat yang sama iaitu mengubati penyakit. Menurut CA Vacanti dan Langer R.
(1993) kejuruteraan tisu merupakan bidang interdisiplin yang menggabungkan prinsip
kejuruteraan dan sains kehidupan dalam aplikasi ke arah pembentukkan bahan ganti
biologi yang lebih memfokus kepada penciptaan, pemeliharaan atau pengembalian
fungsi organ yang rosak. Selain menyediakan platform untuk mengubati penyakit, di

mana tisu tumbuh di dalam badan pesakit atau di luar badan pesakit dan kemudiannya

LI_
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ditransplantasi semula kepada pesakit, kejuruteraan tisu juga menyediakan platform
menggunakan tisu yang dihasilkan secara in vitro untuk kajian metabolisma dan
penyerapan dadah, kajian ketoksikkan dan kajian ke atas penyebab penyakit.
Pengasasan kejuruteraan tisu untuk aplikasi rawatan atau aplikasi diagnostik adalah

untuk memanfaatkan sel hidup dalam pelbagai cara.

Dalam bidang kejuruteraan tisu, sumber sel autologus merupakan sumber
terbaik kerana dapat mengelakkan risiko penolakkan imunisasi, risiko penularan
penyakit dan masalah mencari penderma yang sesuai. Sel yang digunakan juga adalah
sel yang hidup dan berupaya untuk terus berproliferasi. Selain itu, penggunaan
biobahan yang menjadi struktur sokongan utama bagi memberi bentuk kepada tisd
yang dijana, perlu diselWWp biobal’mnﬁg'rsébuf dan
kesesuaiannya dengan ana__bi g - tidgk -sesuai akan
mlm’@‘%{ ngan itu, bi\q\be;han dari sumber biologi
ilihan ‘térbaik supayd ~dapat’ mengembalikan fungsi dan
berintegrasi dengan tubuh penerima. meqﬂy(‘?}l{gt\hgumkan juga selamat kepada
pengguna apabila prose§ degrs i: béfl‘akﬁ" tanpa mengakibatkan mudarat kepada

menyumbang kepada ke
dan autologus adalah

pengguna. (F”F >\ ?\ “..=~_.
o X - x -’
Bidan;;l(aﬁ;rutermn tisu Qadah ng.lla bertapak di negara kita sejak beberapa
lahur} )’ap'g depas selepag hampir 35 tahl?l penyelidikan berkaitan kejuruteraan tisu

telah dijalankan oleh penyelidik luar (Saim et al. 2000). Ini dibuktikan daripada kajian

yang dilaporkan oleh Chick et al padg tahun 1975 berkenaan kejayaan mereka
menjana satu sistem yang melibatkan sel pankreas di simpan di dalam membran
separa telap untuk membantu proses pengawalan paras glukosa pesakit diabetes
melitus. Namun begitu, sejarah kejuruteraan tisu sebenarnya telah bermula seawal
1970-an oleh pakar tulang kanak-kanak dari Children’s Hospital, W. T. Green, M.D
yang menjalankan kajian untuk menjana tisu rawan menggunakan sel kondrosit yang
disemai di tulang spikul dan diimplan ke atas mencit atymik seperti mana yang
dilaporkan oleh Charles A. Vacanti dalam penulisannya yang bertajuk ‘The history of

tissue engineering .




Walaupun kajian ini tidak berjaya, namun ia dapat mencetuskan idea dan
membuka mata para penyelidik lain dalam meningkatkan mutu dan kualiti
penyembuhan penyakit. Beberapa tahun kemudian, penyelidik daripada Massachusetts
General Hospital and M.LT bergabung menjalankan penyelidikan berkaitan
kejuruteraan tisu kulit menggunakan matriks kolagen untuk menyokong pertumbuhan
sel fibroblast. Pada tahun yang sama juga ujian klinikal dijalankan ke atas pesakit
yang tercedera akibat kebakaran dengan menampal kepingan nipis sel keratonosit di
kawasan yang melecur. Bermula dari saat itu, lebih banyak kajian dilakukan terhadap
pelbagai jenis tisu seperti telinga (Aminuddin et al. 2003; Cao et al. 1997; Saim et al.
2000), tendon (Cao 2002), komea (Li et al. 2003; Shimura et al. 2003; Tsai eLal
2003), saraf periferi (Lundborg & Richard 2003; Scherman et al. 2001; Eyaﬁset al.
2002; Fansa & Kellho_ 47 Faweetb& Keynes iam-]amhgl Selepas
pada itu, bermula pula-epi term ',smnborw(pem sum-sum

2005; Zuk et al. 2001; |8 . . “'“‘d:pm:aym boleh diaruh kepada sel
vang dikehendaki. Hingga g el agi 7@_@1&!1 berkaitan kejuruteraan tisu
sedang giat dijalankan di ASelur nia dengan satu matlamat iaitu untuk
meningkatkan tahapKes an Kualiti kehidupan berjuta manusia di dunia.

Ve
o P
o O it

12_ ‘PEBMULAAN

RN

-/ Usaha awal merawat kecedeman tisu s’af telah bermula seawal tahun 1608. Akan
tetapi sehingga abad kesembilan belas barulah pakar saraf mula memfokus kepada
usaha pembaikan yang lebih berkesan. Malangnya, kebanyakkan teknik pembedahan
vang digunakan untuk menjana semula saraf periferi yang tercedera memberi
keputusan pemulihan fungsi yang tidak baik. Oleh itu, alternatif lain diambil bagi
mengatasi masalah ini, termasuk menggunakan tulang, tiub logam dan gauze (Gregory

: WATAN E;’.‘E'DERAAN TISU SARAF PERIFERI

-

2003). Sehinggalah pada awal tahun 1960an, Millesi memperkenalkan konsep
mikrosurgeri yang mana setiap fasikel saraf boleh disambung secara lurus dari hujung
distal dan proksimal menggunakan saraf lain sebagai penyambung, dan teknik ini
meningkatkan tahap regenerasi saraf dengan berkesan pada waktu itu (Millesi 1990a;
Millesi 1990b).



Namun begitu, masa silih berganti, teknik yang diperkenalkan ini
menimbulkan beberapa masalah seperti memerlukan pembedahan kedua untuk
memperolehi saraf lain sebagai penyambung, menimbulkan rasa sakit atau risiko
neuroma pada tempat pembedahan kedua dilakukan, kekurangan bekalan saraf yang
sihat dan hanya boleh diaplikasi sekiranya jarak antara dua hujung yang terputus
adalah pendek (Bae & Chung; terzis et al. 1997, Oliveira et al. 2004; Trumble & Shon
2000). Sekali lagi membuka mata para penyelidik dunia mencari sumber alternatif
dalam mengatasi masalah ini. Dengan itu, pelbagai kajian dilakukan bagi
menggantikan saraf yang rosak selain mengembalikan fungsinya. Sehingga Kkini,
masih tiada jalan penyelesaian yang konkrit diperolehi kerana setiap langkah yang
digunakan memiliki kebaikan dan keburukkan yang tersendiri. Sebagai éoiltoh,
terdapat beberapa kajigi—mendapati diding salir—veha yang digufakan untuk
menyambung dua hujung-sera arak-antara dua l;kijurfg adalah 2 cm
(Tang 1995 Brunelli ct al. 2005; ﬂ;u?q‘?(?p,lﬁsﬂ {aag sama juga diperolehi jika
hujung disambung me & tisu ami‘ff'/_ ja (Brunelli 2005), walaupun

vena dan bzsﬂ’_l%m_ﬁ‘amntnt dipercayai sangat sesuai
/‘\\ e

O\ ‘ ;

Oleh itu, kajian |ini “berfokus kgi)qda penjanaan semula tisu saraf periferi
menggunal;an;gyr verla dan tisu-otdly manusia sebagai biobahan dan sel stem
mc}sgnkiina’,yang di menjadi sel sebagai_._‘ sumber sel melalui kaedah

persekitaran di dalam

untuk regenerasi akson.

_ 1 E‘*j-uruterﬁan tisu. Ini adalah langkah permulaan dalam penjanaan tisu saraf periferi

peing diharapkan kajian ini dapat diperdalam
pada suatu masa kelak agar lebih banyak informasi diperolehi sebelum menapak
kepada kajian klinikal .

~bagi merawat kecederaan saraf periferi,

1.3 OBJEKTIF KAJIAN

1.3.1  Objektif Umum Kajian

Objektif umum kajian ini ialah untuk menjana konstruk saraf menggunakan salur vena
yang disumbat dengan tisu otot ternyah sel yang disemai dengan sel stem mesenkima

vang diaruh kepada fenotip sel saraf melalui kaedah kejuruteraan tisu.




13.2

Objektif Khusus Kajian

Mengenalpasti morfologi dan profil pertumbuhan sel stem mesenkima manusia
dan sel sel stem mesenkima manusia yang diaruh teraruh kepada fenotip sel
saraf secara mengukur peratusan viabiliti, masa penggandaan dan analisa
kitaran sel.

Menilai cin-ciri sel stem mesenkima manusia dan sel stem mesenkima
manusia yang diaruh kepada fenotip sel saraf menggunakan penanda sel
Schwann dengan mengesan protein permukaan sel seperti S100b, reseptor p75
Faktor Pertumbuhan Saraf (NGF), Protein Glia Fibril Berasid (GFAP) dan
Nestin melalui teknik imunofloresen dan menilai secara kuantit’at{if/;p}otein

permukaan sel motahiiteKnik alitaq Sitometi——_ N\

Menilai bahan 'Eadatkm d’engan tisu otot

ey

manusia ternyah|sel dan(d;m iaanel stem mesenkima manusia yang

diaruh kepada fehotip sa saraf ber an ahdliss histologi dan struktur ultra
(SEM).

Menilai konstrul

oA SN
!—-.3‘-'

:) o
‘ implantasi pada lapisan otot mencit

vlogi dan struktur ultra (SEM).

athymik (in vivo) sccii anafisa

o i,

¢
¢ v

S\cl stem mcscnkixqa' "boleh diku’lﬁ& di dalam media pengkulturan a-MEM dan
profil pertumbuhan sel selepas proses diferensiasi tidak terganggu.

Sel stem mesenkima boleh diaruh kepada sel yang memiliki fenotip sel saraf
secara in vitro dan mempamerkan penanda protein permukaan sel Schwann
yang dikaji seperti S100b, Nestin, GFAP dan reseptor p7SNGF.

Salur vena dan tisu otot ternyah sel merupakan bahan yang berpotensi untuk
digunakan sebagai bahan kerangka dalam penghasilan konstruk saraf dalam
menggalakkan perlekatan sel walaupun selepas menjalani siri rawatan
menggunakan larutan kimia.

Konstruk saraf yang disemai dengan sel neuro diferensiasi sel stem mesenkima
selepas implantasi menggalakkan proliferasi sel dan penghasilan matrik luar
sel oleh sel yang disemai.
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