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ABSTRAK 

Penyambungan saraf yang terputu m nggunakan saraf penderma autologous adalah 
rawatan piawai untuk pesakit yang mengalami kecederaan saraf periferi. amun, 
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. 
Untu.k mengatasi masalah tersebut, kajian ini dijalankan untuk menjana saraf gantian 
melalui teknik kejuruteraan tisu menggunakan sel stem mesenk:ima daripada sum-sum 
tulang manusia. Sel stem me nkima (MSCs) manusia diperolehi daripada lebihan 
um-sum tulang pesakit yang menjalani pembedahan tulang yang patah. MSCs 

dikultur dalam media a-Minimum Essential (a.-MEM) sebelum diaruh menjadi set 
saraf. Analisa immunositokimia dan aliran sitometri menge ahkan kejayaan proses 
diferensiasi MSCs kepada sel saraf. el yang telah rnenjalani proses diferensiasi ini 
turut meng kalkan profil kitaran el normal. Sahu vena dan tisu otot t~rp-ynh s l 
digunakan sebagai bahan keran ka ang men erupai struktur saraf nou:na-~ Bagi 
menghasilkan konstr ,,_,...,,.p-"ttang hi u sel M s n diaruh ~epada fenotip sel 
saraf disemai ke atas tisu otot semalaman dan di adatkan ke dat: ~ l ur vena pada 
keesokkan harinya. K nstruk: saraf ang dihasilkan akarr- diinkuba i dalam media 
a-:MEM selama 3 hari untuk: anali a in ·tro dan diimpianta i pad.a mencit athymik 
untuk: analisa in vivo. Kontru saraf di kedua-du ,.. peringkat in vitro clan in vivo 
menunjuk.kan kadar pr liferasi sel yang bai alisa histologi pada minggu kedua 
menunjukkan tisu otot uJa mengalami pres~ degrada -i dan perlahan-lahan diganti 
dengan matrik luar sel ang dihas • ka letr' el yang disemai. Selepas lapan minggu 
implantasi, kesemua • su o t ah mengalami proses degradasi dan diganti 
sepenuhnya dengan m !,( /. . Salllr vena masih utuh walaupun selepas lapan 
minggu implant~ .- t-Sa truk:tur ultra menunjukkan sel yang disemai 
menghasilkan .,matrik uar sel dengan m.erembeskan asikel matrik secara alctif. 
Kesimpul~a;-ti u o ot temyah el ang d. emai dengan se] MSCs yang diaruh 
kepa~Cll\ :noiip sel sar dan dipadatkan ke dalam salur vena menghasilkan konstruk 
artf yang"stabil dan b otensi untuk. menggantikan penggunaan saraf autologus di 

,,. ,,. m a hadapan. 
v 



DEVELOPME T AND EV ALUATIO OF NEURAL CONDUIT SEEDED 
WITH EURO DIFFERENTIATED BONE MARROW 

MESENCHYMAL STEM CELLS 

ABSTRACT 

V 

Bridging nerve gaps using autologous donor nerve is the treatment of choice for 
patient with peripheral nerve injury. However, it has di advantages such as size 
mismatch between donor and recipient nerv , requirement of a econd surgery for the 
extraction of donor nerve and risk of neuroma. To overcom these problems, this 
stud aimed to construct a human nerve substitute ia tissue engineering technique 
using mesenchymal stem ceUs (MSCs) derived from human bone marrow. Ex~ss 
bone marrow was deri ed from patients who underwent a routine P-:a ;tafe 
management procedure called th ilin du.re where a nail w~ rt~ into 
the medullary canal of actur d lon . he acqw.re Cs were «r:rtured in a-
Minimum Essential di.um.. \,,U-:l.l!,L.L.:.UU.,J-1,U,l.J,_~.-·b induc o th a neuro 
differentiation protoc . Immwio ytochemist ti.ow cytometry analysis 
confirmed the successfi neuro di_ffi r ntia • on of th MSC . These cell retained the 
normal cell cycle profit . Human mu cl s and ~ er decellularized and used to 
form a nerve conduit t at mimicked nativ;:.. erve-'. tructure. To form a living nerve 
conduit, neuro differen ated MSCs were/. ~cled on decellularized and hydrolyzed 
muscles overnight and en stu d ·nto a decellularized vein the next day. The nerve 
construct wa incubated ·n a.- or 3 days for in itro analysis and implanted into 
athymic mice for in vivo a. a • , otb in vitro and in vi o analyses showed good cell 
proliferation withinfte con ·t • o1ogy analysis demonstrated that at two week 
post implantati~n,"'the e u cles started to degrad and gradually became replaced by 
extracell~aipK pro ced by the seed d cell , At eight weeks post implantation, 
the II} cl ~ were fully degraded and completely replaced by extracellular matrix 

bi( the eins rernaine intact. illtra structural analy • further revealed that these 
..- ,, ee ed cells acti ely produced extracellular matrix via secretion of matrix vesicl . In 

onclusion, decellularized mu cl tuffed ein seeded with neuro differ ntiated M Cs 
forms a stable neural conduit and has the potential to replac autologous nerve in 
future. 
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BABI 

PENGENALA 

1.1 KEJURUTERAAN TIS 
,, ,, 

f c__ 
Kejuruteraan tisu adalah atu~b~i~d~ao.g.a+e~~~N~~b~er~kembang dengan epat-,dan 

,. / 

menggabungkan pelbag 1 di 1plin ilmu ang melibatkan ~iolo • p~ batan dan 
✓ 

kejuruteraan yang me e olusikan atau mengubah .. sepe uhnya cara kita 

mempertingkatkan tahap esihatan dan kua1i • kehidtif!,~rjuta manusia di dunia, 

dengan cara memulih, me gekalkan atau me ·nyk:atR'an fung i tisu atau organ. Dalam 
.. / .,,,J 

erti kata lain, matlamat u a bidan kej-urutetaan tisu berdasarkan konsep rawatan 

ialah untuk menggantika embijlikan truktur anatomi dan fungsi tubuh 

yang hi tang akibat k~de ,, o akkan a tau kehi Langan tisu atau organ berikutan 

kemalangan mah~ pro e patologi dalam tuquh. Matlamat ini cuba dicapai dengan 
,..,.--... 

cara menggaJnt6gkfui sel, biobahan, faktor biokima dan fisio-kimia bersama faktor 
~ / 

r~b an yang terten dalam satu pers kitaran fill r O yang sesuai bagi etiap 

,,. ~rtumbuhan tisu atau organ (Ibarra et al 2 00; Atala 2000; Lanza 2000). 

Definisi lain turut cliberikan oleh Charles A. Vacanti dan Langer R. (1993) 

dalam artikel bertajuk Tissue Engineering, dalam jumal cience. amun begitu, 

walau bagaimana pun ayatnya cliolah, 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 menyecliakan platform untuk mengubati penyakit, di 

mana tisu tumbuh di dalam badan pesakit atau cli luar bad.an pesakit dan kemudiannya 
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ditran plantasi emu1a k pada pe ak.it, kejuruteraan ti u juga menyediakan platform 

m nggunakan tj u yang dihasilkan cara in vitro untuk kajian metaboli ma clan 

pen erapan dadah, ajian eto ikkan dan kajian ata pen ebab pen akit. 

P nga an k j uruteraan ti u untuk aplikasi ra atan atau aplika i diagn stik adalah 

untuk memanfa tkan el bidup dalam pelbagai cara. 

Dalam bidang k juruteraan tisu, sumber sel autologus merupak:an umber 

t rbai kerana dapat m n lakkan ri iko nolakkao imuni a i risiko penularan 

pen 1ak:i t dan masalah m ncari pend rma yang esuai. I ang digunak:an juga adalah 

el ang hidup dan b rupa a untuk teru b rprnlifera i. elain itu, p nggunaan 
("' 

biobahan ang m njadi truktur o ongao utama bagi memb ri b ntuk: k ga,rla' tis 

yang dijana, p rlu di elid. g1 • aan clap bi bahan ,.r f b clan 

e uaiann a dengan 

m nyumbang • pada k 

penggw1a apabila pro 

pengguna 

tahun ang I 
~ 

,.tcl dija ankan l h 

ang dilaporkan oleh 

.. ✓ 

akan 

bahan dari umb r bio]ogi 

ngembalikan fung i dan 

unakan j uga s lamat k pada 

bertaku tanpa rn n akibatkan mudarat kepada 

udah ula rtapak di n gara kita sejak b berapa 

tahu pen elidlkan b rkaitan kej urut raan tisu 

lidik luar 'aim t al. 2000). lni dibuktikan daripada kajian 

hick t al. pada tahun 197 berkenaan k ja aan m reka 

m njana atu i tern ang melibatkan l pankrea di impan di dalam membran 

para telap untuk: m mbantu pros penga alan paras glttlco a pesakit diabete 

m litus. amun begitu, jarab k j uruteraan ti u b narn a t l h bermula ea al 

1970-an oleh pakar tulang ana - anak dari hildren ' H pital W. T. Gre n. M.D 

ang m njalankan kajian untuk m njana ti u rawan menggunakan el kondr it ang 

dt emai di tulang pikuJ dan diimplan k a mencit atymik p rti m na yang 

di laporkan ol h harl . Vacanti dalam p nulisann a ang b rtajuk ' The }11 tory of 

llS ue engineerm '. 
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Walaupun kajian ini tid k berjaya, namun ia dapat menc -tu kan idea dan 

m mbuka mata para penyelictik lain dalam meningkatkan mutu dan kualiti 

pen embuhan penyak:it. Beberapa tahun kemuctian, penyelidik daripada Mas achusetts 

Gen ral Ho pit I and M.I.T b rgabung menjalankao pen lidikan b rkaitan 

kejuruteraan ti u lculit menggunakan matriks kolagen untuk meny ong p rtumbuhan 

el fibr bla t Pada tahun ang ama juga ujian klinikal dijalankan ke atas pe akit 

yang t re dera akibat bakaran dengan menampal kepingan nipi el keratonosit di 

kawasan yang m l cur. Bermula dari aat it~ lebih banyak ajian dilakukan terhadap 

pelbagai jenis ti u sep rti telinga (Aminuddin t aL 2003· ao et al . 1997; aim et aJ. 

2000 , t ndoo ao 2002 komea (Li et al. 2003· himura et al. 2003· T 

2003) araf peri ri undborg Richard 2003; ch rman et al. 2001 • et,~ -

2002· ansa & Keilhoffi"~n1"'""-i;- an lain-Ja· lepas 

pada itu., bennula pul 

tulang Pitteng r et al. 

dan ti u adipo (Kokai 

2005; Zuk et al. 2001 • 

ang dikehendaki. Hi 

sedang giat dijalank 

meningkatkan t.ah¢_. 

1.2 .,. ,, 

r.: 
/ -'7 .,) 

,,,. 

p 1997· Azizi et al. 1998 

et al. 2006; afford & Ri 

ang diperca •ai bol h diaruh k pada _,,, 
i jeni ajian berka1tan ejuruteraan ti u 

dunia den an atu matlamat iaitu untu 

rj uta manu ia di dunia. 

Usaha awal m rawat keced raan tisu af telah b rmula a al tahun 1608. Akan 

tetapi ebingga abad k s mbilan belas bamlah pakar araf mula mem.fi ku kepada 

usaha pembaikan ang lebih berk, an. Malangn a keban akkan t, knik pembedahan 

ang digunak n untuk menjana semula araf p riferi ang t r dera memberi 

keputusan pemulihan fungsi ang tidak baik. 01 b itu altematif lain diambil bagi 

mengat i masalah ini t rmasuk menggunakan tulang, tiub logam dan gauze ( regory 

2003 . hinggalah pada a al tahun 1960an, Mille i memper enalkan ko p 

mikr urgeri ang mana etiap fa ikel saraf bol h di am bung secara lurus dari bujung 

di tal dan pr imal menggunakan araf lain agai pen ambung, dan t: knik ini 

meningkatkan tahap r g nerasi araf dengan berke an pada aktu itu (Mill i 1990a; 

Mille i 1990b . 
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amun begitu masa ilih berganti, tekn.ik ang diperkenal an lfil 

m nimbulkan beberapa masalah seperti memerl ukan pembedahan kedua untuk 

memperoleru araf lain bagai pen ambung menimbuJkan rasa sakit atau risiko 

n uroma pada tempat p mbedahan kedua dilakukan, ekurangan b kalan araf yang 

ihat dan hanya boleh cliaplika i kiranya jarak antara dua hujung ang t rputus 

adalah pendek (Bae & hung· terzi et al. 19 7; Oliveira et al. 2004· Trumbl & hon 

2000). ekali lagi membuka mata para peny lictik dunia mencari umber altematif 

daJarn m ngata i m alah ini . D ngan itu, pelbagai kajian dilakukan bagi 

m nggantikan araf yang rosak lain meng mbalikan fungsinya. S hingga kini, 

masih tiada jalan penyele aian yang konkrit diperolehi kerana tiap langkab a g 
,. -' 

digunakan m miliki baikan clan eburukkan ang t r endiri. ebaga • toh 
\ ~' 

t rdapat beb r pa kaj i ,.--,.....,,.,,,r1 a yang di akan untuk 

m n ambung dua hujulli!--sanH-·~~·--··.._.,.,,m1Tr1mrn~m-rn-rn bl!' 
, 

( ang 1995· rw1elli et m ama juga dipe~ lehi jika 

hujung disambung m (Brunelli 2005) alaupun 

pe kitaran di dalam • otot diperca ai angat esuai 

untuk regenera i akson. 

01 b itu, ,.. aj(ru1 ·us k ada njanaaa mula tisu saraf periferi 

menggunakan--fai dan tisu ot manu ia sebagai biobahan dao l st m 
/ J 

me ektrn ang diaru menjadi 1 .sara eba • umb r J melaJui kaedab .,. 

.,. • ruteraan ti u. Ini ada ab langkah pennulaan daJam penjanaan tisu ara periferi 

ag1 merawat k ced raan araf perifcri , g diharap an kajian ini dapat diperdalam 

pada uatu ma a kelak agar Jebih ban ak informa i diperolehi ebelum menapak 

kepada kajian k.Jinikal . 

1.3 OBJEKTIF KAJTAN 

1.3.J Objektif mom Kajian 

bJekttf mnum ajian ini ialab untuk menjana konstruk araf menggunakan alur ena 

yang di umbat d ngan ti u otot t myah el ang di emai dengan I tern m nkima 

an cUaruh k pad a :fi n tip I araf melal w lra dah kej uruteraan ti u. 



,. 

5 

1.3.2 Ob. ktifKhosus Kajian 

M ngenalpa ti morfologi dan pr fil pertumbuhan el stem mes nkima manusia 

dan I sel st m me enkima manu ia yang diaruh teraruh kepada fenotip el 

saraf ecara m ngukur peratusan viabiliti, m a penggandaan dan anali a 

kitaran el. 

2. M nilai m-ciri l t m mes nkima manusia clan el t m m enkima 

3. 

4 

1.4 

manusta yang diaruh k pada fenotip cl saraf menggunakan penanda sel 

chwann d ngan meng an prot in permukaan el sep rti SlOOb, r ptor p75 

Faktor Pertumbuhan araf Protein Glia Fibril Berasid G AP) ~n 
,. / 

e tin melalui t knik imunoflor en dan rnenilai ecara kuantita • ..prot in 

permukaan 1 m...i..:.Ji.-tin--n, 
(" .,..) 

Mcn.ilai 

manu ia 

M nilai 

athymik 

l 

,nn,o-ime,a tkao d,.,...ngan tisu otot 

tell) m nkima manu ia ang 

araf crdasarkan clisa histologi dan struktur ultra 
( / -----,, r✓ .,,,J _,., 

I pa im lan i pada lapi an ot t meacit 

M). 

Se! tem me enkiroa boleh ct· ultur di dalam media pengkulturan a- dan 

pr fil perturnbuhan el I pas pr e difer nsiasi tidak t rganggu. 

2 el tern m enkima bol h diaruh kepada s 1 ang memiliki fenotip el ar f 

ara in • tro dan m mpamerkan p nanda protein permukaan seJ chwann 

ang dikaji seperti 100b e tin, GFAP dan r ptor p75 GF. 

3 alur en dan ti u otot ternyab sel merupakan bahan yang b rpot n i untuk 

4 

digunakan ebagai bahan kerangka dalam penghasilan konstruk araf dalam 

m nggalakkan p rlekatao sel alaupun s lepas menjalani siri ra atan 

m nggunakan larutan kimia. 

on truk araf ang di emai dengan l neuro diferen iasi el t m me nkima 

l pa implantasi menggalakkan prolifi rasi el dan pengba i)an matrik luar 

el Jeh I ang dis mai . 
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