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Abstract
]

Human adipose tissue is a great source of mesenchymal stem cells. Adipose-derived mesenchymal stem cells (AD-MSCs)
are easily isolated, can differentiate into muh.ineagc cells and have various clinical application. Commonly, the
osteogenic differentiation of MSC were induced using culture medium that was supplemented with L-ascorbic acid 2-
phosphate (Asc), dexamethasone (Dex) and beta-glycerophosphate ($-GP). T!. supplement composition of osteagenic
medium that was frequently used (OM1 and OM2) was originally generated for bone marrow-derived mesenchymal stem
cells, thus the supplement concentration may not be optimal for the differentiation of AD-MSCs. Th.zfure, in this study
we investigated the ability of human AD-MSCs to differentiate into osteogenic lineage using four different osteagenic
medium (OM1, OM2, OM3 and OM4). Cells were cultured in osteogenic medium and characterized on day 5. The result
suggest that differentiation was enhanced on OM3 and OM4, which have high Asc and low Defconcentrations. Hence
higher concentration of Asc, lower concentration of Dex and higher serum concentrations should be used for the
osteogenic dﬂerentiatfon.f human AD-MSCs in vitro.
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1. PENDAHULUAN

Jaringan tulang memiliki kemampuan untuk memperbaiki dirinya sendiri tanpa meninggalkan bekas
luka. Namun, perbaikan pada kerusakan tulang yang disebabkan oleh trauma, rescksi kanker atau patah
tulang yang gagal tersambung masih menjadi tantangan bagi dokter bedah ortopedik (Meyer and
Wiesmann, 2006). Hingga saat ini, cangkok tulang autolog merupakan standar yang paling ideal untuk
perbaikan jaringan tulang. Meskipun demikian, terdapat beberapa kemungkinan komplikasi dalam
pendekatan ini, yaitu meliputi ketersediaan donor untuk transplantasi, morbiditas donor, kemungkinan
terjadinya infeksi serta perlu dilakukannya prosedur operasi tambahan untuk mendapatkan hasil donor
(Neovius and Engstrand, 2010). Salah satu alternatif yang dapat digunakan adalah cangkok tulang
alogenik, namun metode ini dapat meningkatkan risiko penolakan dan penyebaran penyakit (Ehrler and
Vaccaro, 2000). Oleh sebab itu, diperlukan suatu strategi baru untuk mengurangi keterbatasan dari terapi-
terapi yang tersedia.

Saat ini, perkembangan dalam bidang terapi sel telah memberikan pendekatan baru dalam
memperbaiki kerusakan tulang. Sel punca mesenkim atau mesenchymal stem cells (MSC) merupakan sel
punca multipoten yang mampu memperbaharui dirinya sendiri dan memiliki potensi diferensiasi menjadi
adiposit, kondrosit dan osteoblas yang memiliki peran penting dalam terapi regeneratif (Zuk et al, 2001).
Oleh karena kemampuan memperbaharui diri dan dapat berdiferensiasi menjadi osteoblas, MSC
merupakan sumber sel yang ideal dalam rekayasa jaringan tulang (Patel et al.,, 2013).

MSC dapat diperoleh dari berbagai sumber pada manusia dewasa, yang umumnya menggunakan
sumsum tulang belakang, Namun, pengambilan MSC melalui sumsum tulang belakang memiliki beberapa
kekurangan, yaitu seperti jumlah MSC yang didapatkan relatif rendah dan prosedur pengambilannya yang
relatif menyakitkan dan berisiko tinggi bagi pasien (Zuk et al, 2001). Sumber lainnya yang menarik
perhatian adalah jaringan adiposa, yang menawarkan kelebihan seperti jumlah MSC yang banyak dan
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prosedur pengambilan yang lebih mudah (Locke et al, 2009). Oleh karena itu, MSC asal jaringan adiposa
dikatakan sebagai sumber MSC yang baik.

Umumnya, diferensiasi osteogenik MSC dalam kultur in vitro dilakukan dengan mensuplementasikan
media tumbuh dengan 50 uM asam askorbat 2-fosfat, 100 nM deksametason dan 10 mM beta-gliserofosfat
(Zuk et al, 2011). Media osteogenik ini pada awalnya dibuat untuk menginduksi diferensiasi osteogenik
MSC asal sumsum tulang, sehingga konsentrasi komponen yang digunakan belum tentu optimal untuk
diferensiasi osteogenik MSC asal jaringan adiposa (Jaiswal et al, 1997; de Girolamo et al, 2007). Oleh
sebab itu, tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengevaluasi potensi diferensiasi MSC asal jaringan
adiposa menjadi osteoblas dengan menggunakan dua komposisi media osteogenik yang berbeda. Untuk
mengatasi masalah ini, penelitian ini dilakukan untuk mengetahui potensi diferensiasi MSC asal jaringan
adiposa menjadi sel osteoblas dengan menggunakan empat media osteogenik berbeda.

2. BAHAN DAN METODE
2.1. Bahan

Jaringan adiposa didapatkan dari donor manusia yang sehat dengan persetujuan tindakan medis di
Johnson Medical and Beauty Clinic dengan metodologi yang digunakan telah disetujui oleh kode etik yang
berlaku.

2.2. Metode
2.2.1. Isolasi MSC Asal Jaringan Adiposa

Jaringan lemak adiposa diisolasi secara enzimatis dengan collagenase. Diinkubasi pada 5% COZ2, suhu
37°C. Sel diamati jika mencapai 80% confluency, sel di subkultur.

2.2.2. Kultur MSC Asal Jaringan Adiposa

Setelah proses isolasi, MSC asal jaringan adiposa ditumbuhkan dalam media tumbuh yang tersusun
atas Alpha-Minimum Essential Medium («-MEM) dengan penambahan suplementasi penicillin-
streptomycin dan platelet rich plasma (PRP) yang diinkubasi dalam inkubator 37°C dan 5% CO2. Media
tumbuh diganti setiap 3 hari dan ditripsinasi (0.05% trypsin-EDTA; Sigma) ketika sel telah mencapai
konfluensi. Sel disubkultur setiap 3-5 hari dan diperbanyak hingga mencapai pasase 3.

2.2.3. Diferensiasi Osteogenik

MSC asal jaringan adiposa pada pasase 3 ditanam dalam 60 mm petri dish dengan densitas 5 x 103 sel
per petri. Sel diinkubasi selama dua jam dalam media tumbuh, yang selanjutnya diinduksi untuk
berdiferensiasi menggunakan a-MEM yang disuplementasikan dengan deksametason, asam askorbat 2-
fosfat dan (3-gliserofosfat. Empat komposisi media diferensiasi osteogenik (MDO) yang berbeda yaitu
MDO1, MDO2, MDO3 dan MDO4 digunakan untuk menginduksi osteogenik (Tabel 1). MDO1 dan MDOZ,
serta MDO3 dan MDO4 memiliki komposisi suplemen yang sama namun konsentrasi serum (PRP) yang
berbeda. Kultur induksi diinkubasi selama 5 hari dan pada hari ke-5, hasil induksi osteogenik dideteksi
menggunakan pewarna alizarin red.

2.2.4. Pewarnaan alizarin red

Sel yang dikultur dalam media osteogenik selama beberapa hari sampai menunjukkan perubahan
morfologi pada sel kemudian dicuci secara perlahan menggunakan PBS dan difiksasi menggunakan 10%
formaldehid. Sel kemudian diwarnai menggunakan Alizarin red untuk visualisasi kalsium. Sel dicuci
dengan air steril untuk menghilangkan pewarnaan tidak spesifik, daerah yang terwarnai kemudian
divisualisasi menggunakan mikroskop inverted.
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Tabel 1 Komposisi media diferensiasi osteagenik (MDO) yang berbeda untuk menginduksi osteogenik

Media Komposisi
Media Kontrol (MK) 1 oa-MEM + PRP 2.5%
MK 2 o-MEM + PRP 5% (@
MDO1 a-MEM + PRP 2.5% 100 nM Dex
50 pg/mL Asc
10 mM B-GP
MDO2 @-MEM + PRP 5%
100 nM Dex
50 pg/mL Asc
10 mM B-GP
MDO3 @8EM + PRP 2.5%
5 nM Dex
250 pM Asc
10 mM B-GP
MDO4 a-MEM + PRP 5%
5 nM Dex
250 uM Asc
10 mM B-GP

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1. Hasil Diferensiasi osteogenik

MSC asal jaringan adiposa pada pasase 3 diberikan perlakuan dengan deksametason, asam askorbat 2-
fosfat, dan p-gliserofosfat untuk menginduksi diferensiasi osteogenik. Potensi osteogenik dievaluasi
dengan menggunakan alizarin red, yaitu pewarna yang memberikan warna merah terhadap deposisi
kalsium. Berdasarkan hasil daerah yang terwarnai dengan alizarin red yang menunjukkan deposisi
matriks termineralisasi, didapatkan bahwa hasil pewarnaan pada MDO3 dan MDO4 lebih baik
dibandingkan pada MDO1 dan MDO2 (Gambar 1).

3.2. Pembahasan

Sebagai sumber MSC, jaringan adiposa dapat diperoleh dengan mudah tanpa risiko yang tinggi apabila
dibandingkan dengan sumber lainnya. Jumlah sel punca yang melimpah dalam jaringan adiposa dengan
kemampuan berdiferensiasi menjadi beberapa jenis sel menjadikannya sebagai potensi yang menjanjikan
dalam terapi berbasis sel. Namun, potensi penting ini hanya dapat dijamin apabila sel-sel tersebut dapat
berdiferensiasi menjadi sel osteoblas dalam kultur in vitro.

Fokus dalam penelitian ini adalah untuk mengevaluasi potensi osteogenik MSC asal jaringan adiposa
pada media berbeda yang dikarakterisasi menggunakan alizarin red. Warna merah yang dihasilkan oleh
pewarna alizarin red menunjukkan keberadaan deposisi kalsium dalam matriks ekstraseluler. Pada
Gambar 1, terlihat bahwa hasil diferensiasi MSC menggunakan MDO1 dan MDOZ menunjukkan perbedaan
yang signifikan dibandingkan dengan MDO3 dan MDO4. Selain itu, penggunaan serum PRP dengan
konsentrasi yang lebih rendah, seperti pada MDO1 dan MDO3, menghasilkan jumlah sel yang relatif lebih
sedikit dibandingkan sel yang dikultur dalam konsentrasi PRP 5%.

Perbedaan ini menunjukkan bahwa komposisi media osteogenik yang umumnya digunakan (MDO1
dan MDO2) ternyata masih belum optimal dalam menginduksi diferensiasi MSC asal jaringan adiposa
menjadi sel osteoblas. Meskipun MSC asal sumsum tulang dan jaringan adiposa memiliki berbagai
karakteristik yang serupa, namun responnya terhadap faktor induksi belum tentu identik (Shafiee et al,
2011). Oleh sebab itulah, MDO1 dan MDOZ2 yang digunakan dalam penelitian ini masih belum mampu
menginduksi diferensiasi osteogenik dengan baik karena konsentrasi komponennya yang belum
dioptimasikan untuk diferensiasi MSC asal jaringan adiposa. Untuk mengetahui media osteogenik yang
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optimal, MDO3 dan MDO4 yang digunakan dalam penelitian ini dibuat dengan komposisi deksametason
yang lebih rendah dan asam askorbat yang lebih tinggi dibandingkan dengan MDO1 dan MDO2.
Berdasarkan penelitian ini, MDO3 dan MD0O4 dapat menginduksi diferensiasi osteogenik secara lebih baik
dibandingkan dengan MDO1 dan MDO2.

; MK | . MK2

Gambar 1. Hasil pewarnaan M5C asal jaringan adiposa untuk optimasi media osteogenik. MSC dikultur dalam empat media osteogenik
berbeda selama lima hari dan diwarnai dengan menggunakan pewarna Alizarin red.

Pengaruh media osteogenik terhadap jumlah sel bergantung dengan kondisi serum. Pada kondisi
serum yang lebih rendah (MDO1 dan MDO3), jumlah sel cenderung lebih sedikit dibandingkan dengan
menggunakan PRP 5% (MDO2 dan MD04). Konsentrasi serum yang tepat diperlukan untuk meningkatkan
pertumbuhan sel, sehingga penggunaan serum PRP 2.5% masih belum mampu mendukung pertumbuhan
MSC asal jaringan adiposa secara optimal.

Hasil karakterisasi menunjukkan bahwa MD04 dengan menggunakan media tumbuh a-MEM + PRP 5%
dapat menghasilkan diferensiasi osteoblas yang paling optimal apabila dibandingkan MDO lainnya. Hal ini
menunjukkan bahwa hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh de Girolamo et al.
(2007) yang menemukan bahwa penggunaan konsentrasi asam askorbat yang lebih tinggi dan
deksametason yang lebih rendah dapat menginduksi osteogenesis pada MSC asal jaringan adiposa dengan
baik. Konsentrasi asam askorbat yang tinggi dilaporkan dapat menstimflasi proliferasi MSC asal sumsum
tulang dan sel seperti osteoblas tanpa kehilangan potensi diferensiasi (Takamizawa et al, 2004; Maehata
et al, 2007; Choi et al, 2008). Beberapa studi telah menekankan penffhgnya asam askorbat dalam
diferensiasi osteogenik MSC asal sumsum tulang dan sel seperti osteoblas (Hitomi et al,, 1992; Torii et al,
1994). Di sisi lain, deksametason dalam konsentrasi tinggi telah menunjukkan penghambatan diferensiasi
osteogenik, meskipfin deksametason diperlukan dalam konsentrasi rendah untuk induksi osteogenik MSC
yang efektif (Wang et al,, 2012; Coelho and Fernandes, 2000; Jaiswal et al., 1997).

Prosiding : Innovation of Bioec ics on Agroindustrial and Biotechnology Programme
Serpong, 30 - 31 Januari 2017

54




Bratakencana dkk, Potensi sel punca mesenkim.
ISBN: 975-602-410-097-1

4. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil yang terkumpul, dapat disimpulkan bahwa MDO dengan konsentrasi Asc yang lebih
tinggi dan Dex yang lebih rendah seharusnya digunakan untuk menginduksi diferensiasi osteogenik MSC
asal jaringan adiposa dengan konsentrasi serum PRP 5%.
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