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I. LATARBELAKANG 

Terapi altematif dengan menggunakan sel punca (stem eel[) dalam dunia 

kedokteran terntama untuk pengobatan penyakit degeneratif mernpakan terapi masa 

depan yang menjanjikan. Beberapa penyakit seperti penyumbatan pembuluh darah 

pada jantung, Iuka akibat diabetes militus dan beberapa kelainan atau cidera pada 

tulang telah dapat diterapi menggunakan sel punca khususnya sel punca dewasa. 

Penelitian-penelitian di berbagai multi senter terus dilakukan untuk terapi aplikasi 

maupun penelitian-penelitian dasar yang terus dikembangkan. 

Dewasa ini peningkatan teknologi dalam pengarahan dan manipulasi stem cell 

yang bersumber dari sel punca dewasa khususnya sumsum tulang terns dilakukan. 

Sumsum tulang terdiri dari sel punca hematopoietik, sel punca mesenchymal dan sel­

sel endotel. Sel hematopoetik dapat pula ditemukan di darah tepi (peripheral blood 

stem eel[), sel-sel ini dapat diarahkan menjadi tiga kelas sel darah yang ditemukan 

dalam sirkulasi: sel-sel darah putih (leukosit), sel-sel darah merah (eritrosit), dan 

platelet (trombosit). Sel punca mesenchymal memiliki kemampuan untuk 

berdiferensiasi menjadi osteoblas , kondrosit, miosit dan sel endotel yang berperan 

dalam angiogenesis 1• 

Keberagaman, kemampuan multipotensi dari sel punca dari sumsum tulang 

dan kemudahan dalam mendapatkan sumsum tulang mernpakan pertibangan yang 

banyak dilakukan untuk terns dapat mengoptimalkan pemanfaatan sumsum tulang 

menjadi sumber sel punca dewasa untuk berbagai terapi. Isolasi, memproduksi 

(proliferasi), penyimpanan guna ketersediaan sel punca dan pengarahan (diferensiasi) 

sel punca dari sumsum tulang khususnya mesenchymal stem cell terns dikaji dan 

menjadi perhatian penting untuk kemudian dapat diaplikasikan sebagai terapi 2•3• 

MSCs dapat diisolasi dari sumsum tulang, darah perifer, darah plasenta, fetus, 

jaringan lemak dan cairan maupun membran amnion. Isolasi MSCs dari sumsum 

tulang dapat dilakukan dengan prinsip density gradient centrifugation menggunakan 

medium Ficoll-Hypaque kemudian dikultur dalam petridish selama semalam 4'5'6• 

MSCs akan melekat pada petridish sedangkan sel-sel yang tidak melekat pada dasar 

petridish dibuang dan mengganti medium kultur7• Identifikasi MSCs menurut 

Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committe of the International Society for 

Celluler Therapy mempunyai minimal 3 kriteria yaitu melekat pada dasar petridish 
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plastik (plastic-adherent) dengan medium kultur standar, mengekspresikan marker 

CDIOS, CD74, CD90 dan tidak mengekspresikan CD45, CD34, CD14 atau CDl lb, 

CD79alpha or CDl 9 dan HLA-DR pada permukaan molekul. Pada manusia marker 

yang paling spesifik MSCs dari sumsum tulang adalah CD2718•9. Kriteria yang ketiga 

MSCs paling tidak secara in vitro dapat berdiferensiasi menjadi osteoklas, adiposit 

dan kondroblas10·11• 

Simpan beku dilakukan untuk menjaga ketersediaan MSCs dalam menjaga 

kontinyuitas riset di laboratorium atau menjamin ketersediaan MSCs saat akan 

dibutuhkan dibutuhkan dalam aplikasi klinis. Simpan beku MSCs yang telah diisolasi 

dan dikultur pada suhu -196°C (dalam nitrogen cair) merupakan cara yang paling 

ideal untu menyimpan sel dalam waktu lama, karena pada suhu tersebut metabolisme 

sel akan berlangsung dengan sangat minimal bahkan nol sehingga sel dapat 

mempertahankan kelangsungan hiupnya tanpa melakukan aktifitas (nonaktif)2•11• 

Untuk menjaga viabilitas sel yang disimpan dalam suhu sangat rendah diperlukan 

krioprotektan. Krioprotektan merupakan senyawa yang mampu melindungi sel dari 

kerusakan struktur bahkan kematian sel pada saat penyimpanan 7. 

Rumusan Masalah 

Pada penelitian ini menggunakan hewan coba mencit karena mencit 

mempunyai kemiripan genetik dengan manusia dan mempunyai ukuran yang kecil 

sehingga mudah dipantau, dan beberpa penelitian serupa menggunakan mencit 

sebagai hewan coba. 

Berdasarkan pedoman penyelenggaran pelayanan medis sel punca di Indonesia 

salah satu standar laboratorium riset terapan sel punca yaitu mampu menunjang 

penyimpanan beku dan penggunaan sel punca yang disimpan beku untuk waktu yang 

sanagat lama. Saat ini simpan beku (kriopreservasi) MSCs dilakukan menggunakan 

metode slow cooling yang membutuhkan alat yang mahal, waktu yang lebih lama 

dalam proses penyimpanan dan disimpan dalam deep freezer dengan suhu -8o0c. 

Penyimpanan dalam suhu - 80°C sel tidak akan bertahan lama kerena metabolisme sel 

masih aktif. Dalam penelitian ini akan dilakukan simpan beku MSCs dengan teknik 

vitrifikasi dengan krioprotektan DMSO dan EG yang disimpan dalam N2 cair (-

1960C). Hipotesa penelitian ini diharapkan dapat menghasilkan kualitas MSCs yang 

baik selama proses isolasi, proliferasi dan penyimpanan dengan metode vitrifikasi. 
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II. MANFAAT 

Penelitian ini diharapkan dapat didapatkan teknologi isolasi, produksi dan 

simpan beku MSCs yang lebih mudah. 

III. TUJUAN 

l.Tujuan Umum 

Mengisolasi, mengkultur dan menyimpan mesenchymal stem cell (MSCs) 

yang bersumber dari sumsum tulang mencit. 

2. Tujuan Khusus 

1. Vitrifikasi MSCs menggunakan krioprotektan EG dan Ficoll. 

2. Mengevaluasi viabilitas MSCs yang telah divitrifikasi. 
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IV. METODE 

Kerangka Pikir 

I 

Isolasi MSCs 

Kultur 

l 
Pasase 

Simpan Beku 

I 
Tun. I 

Produksi MSCs 

....................... ...................................................... 

,. 

Thawing dan kultultur 

Diferensiasi MSCs 

Karakterisasi 
(imunohistokimia-molekuler) 

•• ................... �··················· 
'. 

Aplikasi Terapi dengan Sel 

� 
Terapi penyakit 

I 
Thn. II 

Pengarahan MSC 

. .. .... ............................. . 
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Thn. III 
Aplikasi hewan coba 
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Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Stem Cell Puslit BMF Badan Penelitian dan 

Pengembangan Kesehatan - Departemen Kesehatan Republik Indonesia pada tahun 

2011 bulan Januari-Desember. 

Populasi dan Sampel 

Populasi : Jumlah hewan coba yang digunakan 

Sampel : Sel punca dari surnsum tulang (MS Cs) 

Baban dan Cara Kerja 

Isolasi Sumsum Tulang dan MSCs 

Mencit yang digunakan dalam penelitian ini merupakan strain swiss webster 

betina dengan umur 6-7 minggu. Mencit betina dipelihara dalam kandang kawat 

dengan pemberian pakan dan minum secara adlibitum. Mencit yang akan diambil 

tulang femur dan tibianya diterminasi dengan cara dislocatio cervicalis atau 

pemberian eter. Menurut Carvalho AB et al. (2008) isolasi pada tikus dapat 

dilakukan dengan memotong tiap ujung tulang femur kemudian disentrifuse pada 

1600 rpm selama 20 menit dengan medium phosphate buffer saline (PBS) 

( Gibco.21600) dan ficoJI dengan perbandingan 1: 1. Supernata dibuang pelet di 

resuspensi dengan a-MEM (Sigma.M0894) 20% FBS (Gibco.26140) dan penstrep 

10.000 unit/ml (Sigma.P0781 ). Kultur dilakukan di dalam inkubator dengan 5% C02 

dan 37oc1,12,n 
. 

Kultur dan Pasase mesenchymal stem cell dari Sumsum Tulang 

Sel setelah confluent dilakukan pasase dengan membuang media dan dicuci 

dengan menggunakan larutan PBS pH 7,4 sebanyak 2 kali. Untuk memisahkan ikatan 

antar sel tambahkan 5 ml tripsin EDTA (Merk.114) 2,5 % dan inkubasi selama 5 

menit dalam inkubator 37 
°c 12. Tambahakan 5 ml a-MEM 20% dan lakukan tirturasi 

(sedot semprot). Sebanyak 0,5 ml suspensi sel dimasukkan ke dalam petri dish yang 

telah berisi 10 ml a-MEM 20%. Maukkan ke dalam inkubator dengan 5% C0
2 

dan 

37
°
C. Pasase dilakukan tiap 3 hari (sel telah confluent) 4. 
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Vitrifikasi dan thawing mesenchymal stem cell dari Sums um Tulang 

MSCs yang telah dikultur dan mengalami pasase I ditirturasi dan diresuspensi 

lx106 ( 10µ1) dengan medium equilibrasi selama 5 menit. Medium equilibrasi yang 

mengandung PBS 20% FBS dan etilen g/iko/ (EG) 20%. Kemudian sel dimasukkann 

dalam medium vitri:fikasi yang mengandung 40% EG, 18% Ficoll dan 0,3 M sukrosa 

sebanyak 500 µI selama 40 detik. Selanjutnya MSCs dimasukkan dalam cryovia/ tube 

dan langsung dicemplungkan ke dalam nitrogen cair 7• 

Thawing dilakukan setelah MSCs mengalami penyimpanan selama satu, dua 

dan tiga bulan. Menurut Moo JH et al. (2008) thawing dilakukan dengan memasukkan 

cryovial tube ke dalam waterbath 37°C sampai mencair, kemudian sel dicuci secara 

berturut-turut ke dalam O,SM, 0 ,25M dan O,lM sukrosa di dalam PBS 20%FBS 

sebelum dimasukkan ke dalam medium kultur. Setelah thawing sel di uji viabilitasnya 

dengan menggunakan trypan blue 0,4%.
2
•7 

Uji Viabilitas dengan Trypan Blue 

MSCs yang telah ditirturasi pada pasase I dilakukan uji viabilitas dengan 

trypan blue dengan perbandingan 1 :3. MSCs diuji viabilitasnya sebelum maupun 

setelah thawing. Persentase basil uji viabilititas dikatakan baik jika sel hidup yang 

diamati diamati mencapai 85% dan ditolak jika viabilitasnya75%2•7• Menurut Xiang 

et all (200S) setelah thawing dengan kosentrasi 3xl 04 mempunyai viabilitas 84,6%. 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 

MSC dapat bersumber dari tali plasenta, darah perifer dan sumsum tulang. Isolasi 

MSC dapat dilakukan dengan menggunakan teknik sentrifugasi dengan medium 

ficoll. MSC yang bersumber dari plasenta dapat dilakukan isolasi dengan teknik 

mekanik dan ezimatik. Pada mencit isolasi MSC dari tulang femur dan tibia mencit 

dapat dilakukan dengan flushing menggunakan medium kultur. 

MSC merupakan adherent cells (menempel pada dasar dish) dengan bentuk 

fibroblast-like kultur MSC. Selain itu MSC akan menunjukkan positif terhada CD 105 

dan CD 90, dan negatif pada CD 34, CD 45, CD 79. Pada femur ada MSC dan 

hematopoetik stem cell, pada kultur primer tampak heterogen (Gambar 1 ). Setelah 

kultur MSC mengalami pasase dan vitrifikasi secara morfofologi sel tetap berbentuk 

fibroblast-like (Gambar 1 dan 2). 

Gambar 1. A: Sel primer hasil flusing dari femur mencit; B: Kultur hari ke 2 (heterogen 
cell); C: Kultur hari ke 4 (homogen MSC, sel fibroblast-like); D: Kultur hari ke 7 
(confluent). 
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Pada metode vitrifikasi penggunaan kosentrasi krioprotektan yang tinggi dan 

penurunan suhu yang sangat cepat pada proses pembekuan menyebabkan tidak 

terbentuknya kristal es di dalam sel, karena air di dalam sitoplasma digantikan oleh 

krioprotektan dan menjadi glassy (kaca). Tidak terbentuknya kristal es dapat 

meningkatkan viabilitas set, karena kristal es dapat merusak membran sel dan organel 

didalam sel yang menyebabkan sel rusak dan mati. MSC yang menunjukkan viabilitas 

baik tidak akan terwarnai dengan trypan blue, tetapi sebaliknya sel mati akan 

terwarnai (Gambar 3). Beberapa hal yang harus diperhatikan dalam penggunaan 

krioprotektan adalah kosentrasi krioprotektan, waktu pemaparan sel terhadap 

krioprotektan dan suhu. Hal tersebut dapat mempengaruhi keberhasilan proses 

vitrifikasi yang ditunjukkan dengan kemampuan viabilitas MSC yang disimpan. 

Menurut Meryman H.T. (2007) kombinasi penggunaan krioprotektan seperti ethylen 

glycol (EG), Ficoll dan Sukrosa dapat mengurangi toksisitas terhadap sel. Menurut 

Xiang et all (2008) uji viabilitas dengan trypan blue dengan perbandingan 1 :3 dapat 

diterima jika persentase viabilitas sel mencapai 75- 85% dengan kosentrasi 3x104• 

Pada Gambar 4 menunjukkan viabiiitas MSC kontrol maupun vitrifikasi mencapai 

diatas 80%. 

Gambar 2. MSC kultur 7 hari setelah thawing secara morfologi MSC 
berbentuk seperti sel fibroblast (fibroblast-like). 
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Gambar 3. Uji viabilitas dengan trypan blue, A: Sel hidup, B: Sel mati. 
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Gambar 4. Persentase (%) Viabilitas MSC 

Jenis maupun kosentrasi krioprotektan yang digunakan dalam proses vitrifik:asi dan 

lamanya kultur in vitro dapat mernicu abnormalitas kromosom dan instabilitas DNA, 

hal ini dapat menyebabkan terjadi perubahan epigenetik dan fenotip sel punca. 

Identifikasi dan karakterisasi merupakan hal yang harus dilakukan pada saat akan 

memanfaatkan sel punca basil simpan beku. 

KESIMPULAN 

Metode vitrifikasi efektif dilakukan untuk simpan beku MSCs dari femur dan tibia 

mencit di Laboratorium Stem Cell Badan Litbangkes. 
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