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Abstrak

Darah tali pusat telah banyak digunakan dalam terapi regeneratif. Hal ini disebabkan darah tali pusat
mengandung sel punca, yaitu sel punca hematopoietik dan very small embryonic-like stem cell.
Keberhasilan terapi regeneratif menggunakan darah tali pusat membutuhkan dosis yang disesuaikan
dengan berat badan dan cara pemberian sel punca. Oleh karena itu, dibutuhkan informasi yang dapat
memengaruhi jumlah sel punca yang ada pada darah tali pusat. Usia ibu pada saat kehamilan diperkirakan
memiliki pengaruh terhadap jumlah sel punca. Penelitian ini dilakukan dengan pendekatan studi potong
lintang. Penelitian dilakukan di Laboratorium Prodia StemCell Indonesia pada bulan Desember 2017.
Sebanyak 22 sampel yang digunakan dalam penelitian ini merupakan darah tali pusat yang telah disimpan
sebelumnya selama lebih dari dua tahun. Deteksi jumlah sel hematopoietik dan very small embryonic-
like stem cell dilakukan dengan menggunakan metode flowcytometry. Deteksi sel punca hematopoietik
dilakukan dengan menggunakan molekul penanda permukaan CD34+ dan CD45+, sedangkan deteksi
very small embryonic-like stem cell dilakukan dengan menggunakan molekul penanda permukaan
CD45-, CD34+, dan CD184(CXCR4)+. Pada kelompok usia ibu di atas 30 tahun, rata-rata jumlah sel
hematopoietik adalah 63,71+£58.419x10° sel/mL dan rata-rata jumlah very small embryonic-like stem
cell adalah 7,83+7.060 x10° sel/mL. Uji beda menunjukkan semakin tua usia ibu pada saat kehamilan,
jumlah sel punca semakin meningkat, namun tidak ada perbedaan yang signifikan (r=0,0510; p<0,005).
Hal ini menunjukkan bahwa usia ibu tidak memengaruhi konsentrasi sel darah tali pusat.

Kata kunci: Darah tali pusat, sel hematopoietik, sel punca, very small embryonic-like stem cell

Influence of Maternal Age on Hematopoietic Stem Cell and Very Small
Embryonic-like Stem Cell Concentration in Umbilical Cord Blood

Abstract

Umbilical cord blood (UCB) has been used in regenerative medicine due to the stem cell content in
the blood. Hematopoietic stem cell and very small embryonic-like stem cell are found in UCB sample.
Dosage and route of administration of stem cell need to be determined for the success of regenerative
therapy. Therefore, information that can affect the stem cell number is needed. This study used cross-
sectional approach, and was conducted at Prodia StemCell Laboratory in December 2017. Twenty-two
UCB samples collected from Prodia StemCell Laboratory which had been stored for more than 2 years
were thawed to detect the number of stem cell. Flowcytometry method was used to detect the number
of hematopoietic stem cell and very small embryonic-like stem cell in UCB sample. Hematopoietic
stem cell was detected using antibody CD34+ and CD45+ while very small embryonic-like stem cell
was detected using CD45-, CD34+, and CD184(CXCR4)+. The mean cell number of hematopoietic
stem cell and very small embryonic-like stem cell in maternal age above 30 years old group were 63.71
+58.419x10° cell/mL and 7.83+7.060 x10° cell/mL, respectively. There was no significant difference
in maternal age group during pregnancy (r=0.0510; p<0.005). In conclusion, the number of cells in
umbilical cord blood due to the number of blood cell is not related to maternal age.
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Pendahuluan

Sejak keberhasilan transplantasi darah tali
pusat yang dilakukan pada penderita anemia
Fanconi pada tahun 1988, darah tali pusat
banyak digunakan dalam terapi regeneratif.
Terapi regeneratif yang telah dilakukan tidak
hanya terbatas pada kelainan darah saja.'
Telah banyak uji klinis yang menggunakan
sel punca untuk mengobati penyakit lainnya,
seperti gangguan sistem imun, gangguan
neurologis, gangguan jantung, serta gangguan
persendian.”* Darah tali pusat mengandung
sel punca hematopoietik (hematopoietic stem
cell/HSC) dan jenis sel punca lain, seperti
very small embryonic-like stem cell (VSEL).?
Sel punca merupakan sel yang mampu
memperbanyak dirinya dan berdiferensiasi
menjadi sel lain yang ada di dalam tubuh. Setiap
sel punca memiliki perannya masing-masing
dalam proses terapi regeneratif.® Sel punca
hematopoietik merupakan sel punca dewasa
yang mempunyai kemampuan multipotensi
dan juga dapat memperbanyak dirinya. Sel
punca hematopoietik berperan dalam proses
hematopoiesis yaitu melakukan pertahanan
jumlah sel darah di dalam tubuh dengan cara
memperbanyak dan berdiferensiasi dalam
garis turunannya.” VSEL merupakan sumber
alternatif untuk sel punca pluripoten karena
memiliki kemampuan untuk berdiferensiasi
menjadi 3 germ layer. VSEL memerankan
fungsi untuk rejuvenasi sel dewasa dalam
proses regenerasi. VSEL dapat berdiferensiasi
dan mengakibatkan peningkatan populasi sel
punca hematopoietik yang bersifat jangka
panjang (long-term HSC).?

Keberhasilan terapi regeneratif dengan
menggunakan sel punca dipengaruhi oleh rute
pemberian dan dosis sel yang sesuai dengan
kebutuhan yang diperlukan. Selain itu, sel yang
digunakan dalam terapi regeneratif haruslah
sel yang mencukupi kebutuhan dan mampu
bekerja secara optimal.’ Proses mendapatkan
sel punca yang berasal dari darah tali pusat
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dapat dipengaruhi oleh faktor maternal pada
saat kehamilan. Salah satu faktor maternal
yang dapat memengaruhi jumlah sel yang
terkandung dalam darah tali pusat adalah usia
ibu pada saat kehamilan. Semakin tua usia
ibu, semakin besar pula risiko komplikasi
yang terjadi baik terhadap ibu maupun bayi.'
Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk
melihat pengaruh usia ibu terhadap jumlah
sel punca yang ada di dalam darah tali pusat.

Metode

Penelitian ini telah disetujui oleh Komisi Etik
Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran
Universitas Padjadjaran (No. 1001/UN6/C10/
PN/2017). Subjek penelitian merupakan ibu
hamil dengan kriteria inklusi sebagai berikut:
1) Usia ibu 17-39 tahun; 2) Usia kehamilan
37-40 minggu yang merupakan kelahiran
aterm; 3) Hasil screening darah ibu bebas
dari penyakit infeksius berdasarkan standar
America Association Blood Bank (AABB), yaitu:
Human Immunodeficiency Virus (HIV), Hepatitis
B, Hepatitis C, Cytomegalovirus (CMV), Venereal
Disease Research Laboratory (VDRL), dan
Trepanoma Pallidum Hemaglutination Assay
(TPHA)

Deteksi sel punca hematopoietik dan VSEL

Darah tali pusat yang telah diperiksa anti-
HIV, anti-HBs, anti-CMV IgM, TPHA/VDRL,
dan lulus screening diproses di Laboratorium
PT. Prodia Stem Cell. Darah tali pusat diproses
dengan menggunakan metode pembentukan
rouleaux oleh hydroxyethyl starch (HES)
untuk mengisolasi sel punca. Kriopreservasi
dilakukan dengan menambahkan larutan
DMSO 10%, dan sampel disimpan beku pada
suhu di bawah —150°C pada fase uap nitrogen
cair. Sampel yang telah disimpan selama lebih
dari dua tahun dikeluarkan dan dicairkan
pada suhu 37°C. Sebanyak 100pl sampel
dimasukkan ke dalam tabung BD Trucount
tube (BD Bioscience, San Jose, CA), lalu
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ditambahkan antibodi 20 pul CD34-PE/CD45-
FITC (BD Bioscience, San Jose, CA), dan 10
ul CD184 (CXCR4)-PE.Vio770 (Miltenyi
Biotec GmbH, Bergish Gladbach, Germany).
Sampel kemudian diinkubasi selama 30
menit pada suhu ruang dalam kondisi gelap,
lalu ditambahkan 2 mL BD FACS Lysing
Solution 1x (BD Bioscience, San Jose, CA)
dan diinkubasi selama 10 menit pada suhu
ruang. Sampel kemudian dibaca pada mesin
flowsitometer BD FACS CANTO II. Deteksi
sel punca hematopoietik dilakukan dengan
menggunakan molekul penanda permukaan
CD34+ dan CD45+, sedangkan deteksi VSEL
dilakukan dengan menggunakan molekul
penanda permukaan CD45—, CD34+, dan
CD184(CXCR4)+.

Perhitungan jumlah sel
Perhitungan jumlah sel dilakukan berdasarkan
rumus pada instruksi manual:

Jumlah event cell positif N Jumlah bead dalam trucount
Jumlah event bead Volime sampel

Jumlah sel =

Keterangan:

(1) Jumlah event cell positif: jumlah sel yang
positif terhadap penanda antibodi spesifik
pada hasil pembacaan flowsitometri;

(2) Jumlah bead dalam trucount: partikel
dengan konsentrasi yang telah ditetapkan
sebelumnya pada tabung frucount untuk
perhitungan konsentrasi sel pada sampel,

(3) Jumlah event bead: jumlah partikel
pada tabung trucount pada hasil pembacaan
flowsitometri; dan

(4) Volume sampel: volume sampel yang
digunakan dalam preparasi sampel.

Analisis data

Analisis data dilakukan dengan menggunakan
perangkat lunak SPSS versi 24 pada sistem
operasi Windows dengan standar kesalahan
sebesar 5%. Uji korelasi dilakukan dengan
menggunakan metode Spearman sebab sebaran
data tidak normal. Uji beda dilakukan dengan
menggunakan Kruskal-Wallis.

Hasil

Sebanyak 22 sampel darah tali pusat yang
terkumpul pada penelitian ini diperoleh dari
ibu hamil dengan usia ibu 17-39 tahun dan
usia kehamilan aterm yang berkisar antara
37-40 minggu. Usia ibu pada saat kehamilan
dikelompokkan berdasarkan pada persebaran
data yang diperoleh pada penelitian. Nilai
tengah yang didapatkan yaitu usia 28 tahun,
sedangkan kuartil 1 yaitu 26 tahun dan kuartil
3 adalah 30 tahun. Untuk melihat pengaruh
usia ibu terhadap jumlah sel punca yang ada
di dalam darah tali pusat, dilakukan analisis
pada berbagai kelompok usia (Tabel 1).

Berdasarkan Gambar 1, rata-rata jumlah sel
punca hematopoietik dan VSEL pada setiap
kelompok usia meningkat seiring dengan
bertambahnya usia. Uji beda yang dilakukan
terhadap peningkatan jumlah sel menunjukkan
adanya perbedaan yang tidak signifikan.

Uji korelasi yang dilakukan untuk melihat

Tabel 1 Hubungan Jumlah Sel Punca terhadap Kelompok Usia

Kelompok Usia
Variabel <26 tahun 27-30 tahun >31 tahun
(n=5) (n=12) (n=5) Nilai p
Mean=SD Mean=SD Mean=SD
Umur (tahun) 22+4 28+1 36+1 0,000*
Usia kehamilan (minggu) 38+1 38+1 38+l 0,498
Sel punca hematopoietik (103 sel/mL) 17,82+8,568  31,33+£23,138 63,71+58,419 0,253
Very small embryonic-like stem cell (103 sel/mL) 2,511,634 4,94+6,171 7,837,060 0,402
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Gambar 1 Grafik Boxplot Rata-Rata Jumlah Hematopoietic Stem Cell (HSC) dan Very Small
Embryonic-like Stem Cell (VSEL) pada Setiap Kelompok Usia

apakah VSEL berpotensi untuk berdiferensiasi
menjadi sel punca hematopoietik dilakukan
dengan melihat korelasi terhadap jumlah
sel punca hematopoietik dan VSEL. Hasil
uji korelasi tersebut menunjukkan adanya
korelasi positif signifikan (p<0.005) dengan
nilai r=0.510 (Gambar 2).
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Pembahasan

Deteksi jumlah sel punca hematopoietik dan
VSEL dilakukan pada darah tali pusat yang
telah disimpan dan diolah sebelumnya di
Laboratorium Prodia StemCell Indonesia.
Darah tali pusat dengan volume sampel

r=0,510%
p<0,005
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Gambar 2 Grafik Korelasi Jumlah Hematopoietic Stem Cell (HSC) dan Very Small Embryonic-like

Stem Cell (VSEL)
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berkisar antara 25,94-123,68 mL yang diproses
dengan menggunakan metode volume reduksi
hingga menjadi 25 mL produk akhir. Standar
deviasi dari jumlah hematopoietik dan VSEL
sangat besar. Hal ini dapat dipengaruhi oleh
ketidakseragaman volume awal sampel."!

Uji beda yang dilakukan antara kelompok
usia ibu menunjukkan tidak ada perbedaan
dengan jumlah sel punca hematopoietik dan
VSEL yang ada di dalam darah tali pusat.
Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh
Bielec-Berek et al. menunjukkan bahwa usia
ibu memengaruhi jumlah sel darah putih.'?
Pada kehamilan dengan usia ibu di atas 31
tahun, jumlah sel darah putih lebih banyak
dibandingkan usia ibu di bawah 25 tahun. Sel
punca darah tali pusat merupakan populasi
sel yang berada pada sel darah putih. Akan
tetapi, pada penelitian tersebut dikatakan pula
bahwa pada sel hematopoietik, tidak terdapat
pengaruh usia ibu hamil terhadap jumlah sel
punca hematopoietik."® Berbeda dengan hasil
studi Mazzoccoli ef al., jumlah sel seperti total
sel berinti (TNC) dan CD34+ tidak memiliki
perbedaan yang signifikan jika dibandingkan
usia ibu pada saat kehamilan, namun memiliki
perbedaan terhadap usia kehamilan.'* Faktor
lainnya, seperti proses kelahiran, juga dapat
memengaruhi jumlah sel punca yang ada. Hal
ini disebabkan tubuh secara alami merespon
stres oksidatif dan faktor lain yang ada.

Hasil uji korelasi yang dilakukan antara
jumlah sel punca hematopoietik dan VSEL
menunjukkan korelasi yang positif. Uji ini
dilakukan untuk melihat kemampuan VSEL
dalam berdiferensiasi menjadi sel punca
hematopoietik, hal ini karena VSEL bersifat
pluripoten yang memiliki kemampuan untuk
berdiferensiasi menjadi seluruh sel yang
ada di dalam tubuh. VSEL memiliki fungsi
kerja dalam menjaga keseimbangan jumlah
sel yang ada di dalam tubuh. Apabila tubuh
mengalami luka, tubuh akan mengeluarkan
sitokin yang akan merangsang VSEL untuk
berdiferensiasi menjadi tissue committed
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stem cell (TCSC).'*!5 Salah satu jenis TCSC
adalah sel punca hematopoietik. VSEL akan
berdiferensiasi menjadi sel punca hematopoietik
yang bersifat jangka panjang atau dikenal
dengan istilah long-term hematopoietic stem
cell ®

Keterbatasan dalam penelitian ini adalah
jumlah sampel yang tidak merata pada setiap
kelompok usia, dan jumlah volume sampel
yang diperoleh saat pengambilan darah tali
pusat tidak seragam. Semakin tinggi volume
sel yang diperoleh saat pengambilan darah tali
pusat, semakin meningkat jumlah sel punca
yang ada pada akhir produk darah tali pusat
yang disimpan. Oleh karena itu, sebaiknya
dilakukan standarisasi volume awal darah
tali pusat sebelum dilakukan metode volume
reduksi. Adapun kelebihan dari penelitian
ini adalah dilakukannya perhitungan jumlah
sel VSEL dengan menggunakan metode
enumerasi, sehingga dapat dilihat jumlah sel
pada setiap mL sampel.

Penelitian mengenai VSEL merupakan hal
yang baru dikembangkan pada tahun 2008.
Ratajczak et al. pertama kali mengidentifikasi
adanya sel yang bersifat pluripoten pada sum
-sum tulang belakang.® Publikasi mengenai
VSEL masih tergolong sedikit dan tengah
dikembangkan dari berbagai sumber lainnya.
Terkait sel punca hematopoietik, aplikasi
klinis dari transplantasi klinis telah banyak
dilakukan. Namun, penelitian masih terus
dikembangkan untuk mencari sumber sel
punca yang baik digunakan. Oleh karena itu,
penelitian ini diharapkan dapat memberikan
informasi mengenai sumber sel punca yang
baik digunakan dilihat dari sumber sel punca
dan krtieria donor berdasarkan usia ibu.

Simpulan

Usia ibu saat kehamilan tidak berpengaruh
terhadap jumlah sel punca hematopoietik
(HSC) dan very small embryonic-like stem
cell (VSEL) yang terdapat pada darah tali
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pusat. Usia ibu di atas 30 tahun memiliki
konsentrasi sel punca yang paling besar, yaitu
63,71+£58,419 sel HSC/mL dan 7,83+7,060
sel VSEL/mL. Terdapat korelasi positif antara
VSEL dan sel punca hematopoietik.
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