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ABSTRACT

Backﬂund: Now a days, treatment in dentistry, using tissue regeneration that
based on the stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED), grows rapidly.
For several reason, the isolated and cultured SHED is difficult to be applied in
Indonesia, therefore the modification is needed. This difficulties were caused by the
anatomy of this tissue, the heterogeneous populations and the limitations of tools and
materials af the laboratory. Purpose: This research was aimed fo examine that the
modifications of isolation and culture could produce healthy SHEDs that could be
characterized by using the marker CD105. Methods: The samples of this research was
experimental laboratory with the cross sectional design. The sample used in rhis
research were the human exfoliated deciduous teeth from the pediatric patient in the
pediatric dentistry clinic of Airlangga University which maiched the criteria. Dental
pulps were isolated and cultured by using the modifications of fime, rotomix and
Trypsin enzvmes. Results: The healthy SHEDs could be produced from the
modifications of isolation and culture and positively shown the expression of marker
CD105 which were indicated by the fluorencent microscope. Conclusion: SHED which
isolated and cultured by wsing the modified fechniques, positively characterized by
using marker CD103.
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ABSTRAK

Latar belakang: Pengobatan ﬁ'edokfermmigf berkembang dengan  pesat
terutama di bidang regenerasi jaringan berbasis Stem Cells from Human Exfoliated
Deciduous Teeth (SHED). Di Indonesia, isolasi dan kultur SHED sulit sehingga perfu
dilakikan modifikasi. Kendala ini nnmcul karvena jaringan pulpa vang kecil, heterogen
dan keterbatasan alat dan bahan di laboratorium. Tujuan: Penelitian ini bertujuan
untuk menguji bahwa SHED vang sehat hasil dari modifikasi telnik iﬂmi dan kultur
dapat dikarakterisasi dengan menggunakan marker CDI105. Metode: Jenis penelitian
ini adalah eksperimental laboratoris dengan rancangan cross sectional. Sampel




penelitian adalah gigi sulung davi pasien anak di Klinik Kedokteran Gigi Anal,
Universitas Airlangga vang telah memenuhi kriteria. Pulpa gigi diisolasi dan dikultur
dengan modifikasi waktu, alat rotomix dan enzim Trypsin. Hasil: SHED yvang sehat
hasil dari modifikasi telmik isolasi dan kultur positif menunjukkan ekspresi marker
CDI05 dengan berfluoresensi berwarna hijau dilihat melalui mikroskop fluoresen.
Simpulan: SHED vyang dikultur dan  diisolasi dengan teknik modifikasi  positif
dikarakterisasi dengan marker CD1035.

Kata kunci: SHED, modifikasi, teknik isolasi, kultur, karakterisasi
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PENDAHULUAN

Pengobatan kedokteran gigi berkembang dengan pesat terutama di bidang
regenerasi jaringan berbasis stem cell. Sgggr cell dapat diisolasi dari pulpa gigi sulung
manusia vang akan tanggal dan disebut Stem Cells from Human Exfoliated Decidiiois
(SHED). Stem Cells from Human Exfoliated Deciduous (SHED) mempunyai kelebihan
apabila dibandingkan dengan stem cell jenis lain karena berasal dan jaringan vang muda
sehingga mampu berdiferensiasi menjadi jenis sel vang lebith beragam, potensi
proliferasi dan regenerasinya lebih besar."*

Pulpa gigi sulung manusia secara histologis terdiri dari tiga bagian, vaitu
odontoblas, cell free zone, dan cell rich zone. Cell rich zone vang diisolasi dan
dikultur dari pulpa gigi sulung manusia terdini dari berbagai macam populasi sel.
Beberapa peneliti menemukan komponen sel-sel vang terdapat pada bagian pulpa
tersebut antara lain fibroblast, sel-sel pertahanan. serat-serat kolagen, substansi dasar,
pembuluh darah, limfatik, dan ujung saraf sensorik. Perbandingan jumlah stem cell dan
berbagai macam populasi sel lain yvang ada di pulpa gigi sulung manusia adalah 1 :
1000. Jumlah populasi pulpa gigi sulung vang heterogen menvebabkan stem cell sulit
untuk diisolasi, dikultur dan dikarakterisasi.’

Beberapa peneliti menggunakan teknik vang berbeda untuk dapat mengisolasi
dan mengkultur sfem cell dari pulpa gigi sulung vang heterogen. Peneva dkk.*

menggunakan enzim colagenesis tipe V selama lima sampai tujuh hari di dalam




Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) untuk memisahkan populasi jaringan
heterogen menjadi sel tunggal sehingga didapatkan inti sel pulpa gigi sulung vang
mengandung sfem cell.” menggunakan enzim colagenase tipe I dan tipe 11 dengan
termolysin sebagai neufral protease selama 40 menit dalam imkubator pada atmosfir
suhu 37°C dan CO- 5%. Nikolic ef al® menggunakan enzim colagenase tipe I vang
disuplementasi Fetal Bovine Serum (FBS) selama 45 menit di dalam inkubator pada
tahap isolast dan kultur stem cell hari pertama. Pada han benkutnya, jika stem cell
berhasil mengalami proliferasi dan confluent, enzim frypsin digunakan untuk proses
subkultur.

Penelitian kultur dan isolasi primer sfem celf pulpa gigi sulung belum berhasil
dilakukan di Indonesia. Hal ini disebabkan karena populasi pulpa gigi sulung vang
heterogen serta keterbatasan bahan dan alat laboratorium di Indonesia. Oleh karena itu,
peneliti melakukan beberapa modifikasi teknik kultur dan isolasi untuk keberhasilan
isolasi SHED. Modifikasi teknik kultur dan isolasi vang dilakukan pada penelitian ini,
vaitu modifikasi waktu, alat rofomix dan enzim fypsin tanpa menggunakan enzim
colagenase. Uji karakterisasi stem cell pulpa gigi sulung menggunakan marker CD105
sebagai kontrol positif dan CD45 sebagai kontrol negatif dengan teknik imunositokimia.

Penelitian ini bertujuan untuk menguji bahwa SHED wvang sehat hasil dan
modifikasi waktu, alat rofomix dan enzim frypsin pada teknik 1solasi dan kultur dapat
dikarakterisasi dengan menggunakan marker CD1035. Hasil penelitian secara in vifro ini
selanjutnya dapat dimanfaatkan untuk bank jaringan dan penelitian-penelitian stem cell
pulpa gigi sulung vang lain. Pada penelitian jangka panjang, stem cell pulpa gigi sulung
diharapkan dapat digunakan untuk aplikasi pengobatan kedokteran gigi di bidang
regenerasi jaringan dengan sampel penelitian yang mudah didapat di Indonesia.
BAHAN DAN METODE

Penelitian ini  merupakan penelitian eksperimental laboratoris dengan
rancangan penelitian cross sﬁﬁna.’. Sampel penelitian ini adalah gigi sulung vang
diekstraksi dari pasien anak di Rumah Sakit Gigi dan Mulut Pendidikan Fakultas
Kedokteran Gigi Umversitas Airlangga. Modifikasi teknik isolasi dan kultur pulpa
dilakukan pada gigi #53 vang diekstraksi dari pasien laki-laki usia 9 tahun disebut
sampel pulpa [ dan gigi #71 dan pasien laki-laki usia 7 tahun disebut sampel pulpa II

serta gigi #81 dari pasien tersebut disebut sampel pulpa III. Gigi sulung pada pasien




anak tersebut adalah gigi yang vital, tidak terdapat karies, diekstraksi kamm\crsistcnsi
atau perawatan ortodonsia dan resorpsi tidak melebihi 1/3 akar. Metode pengambilan
sampel pada penelitian adalah purposive sampling, artinya penentuan sampel
mempertimbangkan Kriteria-kriteria tertentu berdasarkan tujuan penelitian.

Persiapan penelitian dan pembuatan sediaan pulpa gigi sulung dilakukan di
Rumah Sakit Gigi dan Mulut Pendidikan Fakultas Kedokteran Gigi Universitas
Airlangga. Isolasi, kultur dan uji karakterisasi stem cell pulpa gigi sulung manusia
dilakukan secara in vifro di Laboratorium Stem Cell Institute Tropical Disease (ITD)
Universitas Airlangga. Prosedur kerja penelitian, yaitu mensterilisasikan semua alat dan
ruangan untuk penelitian, kemudian dilakukan ekstraksi gigi sulung dengan hati-hati
sehingga akar gigi tidak mengalami fraktur dan gigi tercabut sempurna.

Gigi vang telah diekstraksi dipotong membujur pada incisal-apical
menggunakan bur fissure kemudian dﬁukan pengambilan jaringan pulpa dan segera
diletakkan dalam medium Dulbeccos Modified Eagle Medium (Sigma St. Louis, MO,
USA) untuk kemudian dibawa ke laboratorium. Di laboratorium, pulpa gigi sulung
diletakkan di dalam rotomix dan diberi perlakuan dengan enzim trypsin (PAA

Laboratories, Linz, Austria) selama 35 menit untuk memperoleh inti dani jaringan pulpa.

Kemudian disentrifigge 2000 rpm selama 5 menit untuk memperoleh cell pellet dan
memisahkan supernatannya. Setelah itu, suspensi sel dikultur pada medium dish 035

min vang telah wri DMEM dan disuplementasi dengan Fetal Bovine Serim 20%, 5
ml L-Gutamine, 100 U/ml penicillin-G, 100 g/ml streptomicyn dan 100 g/ml kanamycin
(PAA Laboratories, Linz, Austria) dalam inkubator pada atmosfir suhu 37° C dan CO,
5%.

Sel pulpa gigi sulung hasil isolasi dan kultur vang berhasil berproliferasi
dikarakterisasi melalui ekspresi marker CD105 (Biosource invitrogen, Camarillo, CA)
sebagai kontrol positif dan CD435 (Biosource invitrogen, Camarillo, CA) sebagai kontrol
negatif dengan teknik direct imunocyiochemistry-one staining. Kultur sel dibilas dengan
Phosphate-Buffered Salin (PAA Laboratories, Linz, Austria) sebanvak 3 kali dan
dilakukan blocking dengan penambahan larutan blotfo (PAA Laboratories, Linz,
Austria) untuk mencegah terjadinya nonspecific binding vang terdiri dari 5% skim milk
(PAA Laboratories, Linz, Austria) dan ditambahkan larutan fween 20/0,03% (PAA

Laboratones, Linz, Austria), selanjutnya dibilas lagi dengan PBS sebanyak 3 kali.




Tahap berikutnya mereaksikan sel pulpa dengan marker antibodi CD1035 pada
satu sisi objek glass dan sisi lain dengan marker antibodi CD45 kemudian ditutup
dengan deck glass. Kedua marker ini berlabel Fluorecent isothiocyanat (FITC) vang
sudah dilarutkan dalam blotio 2 pl/ml ke dalam well. Kemudian diinkubasi selama 1
jam di dalam inkubator. Setelah 1 jam dilakukan pencucian ulang dengan PBS sebanyak
3 kali dan diamati melalui mikroskop fluoresen dengan pembesaran 200x di ruang
gelap. Populasi sel pulpa gigi sulung yang positif akan berfluoresensi berwarna hijau
terhadap marker antibodi CD105 dan dikarakterisasi sebagai Stem Cells Human
Exfoliated Deciduous (SHED).

HASIL

Sebanvak tiga sampel didapat dari pasien anak berusia 7 dan 9 tahun vang
datang ke Rumah Sakit Gigi dan Mulut Pendidikan Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Airlangga. Ketiga sampel merupakan gigi vang sesuai dengan Kriteria pada
metode kerja. Kriteria tersebut ditentukan supaya sampel hasil modifikasi isolasi dan
kultur dapat menghasilkan SHED wvang sehat sehingga dapat dikarakterisasi dengan
marker CD103. Ketiga sampel diambil pulpa giginva kemudian pada hari ke-7, sampel
pulpa I. II dan IIT berhasil berproliferasi dengan morfologi berbentuk fusiform untuk
pertama kalinya di pasase 0 (Gambar 1). Pada hari ke-20 sel pulpa vang berproliferasi

mengalami 80% konfluen dan mulai dibiakkan pada dish 035 mm vang lain di pasase 1.

Pada hari ke-28, pasase 4, SHED yang sehat mengalami 4 kali konfluen (Gambar 2).
Sampel pulpa 1 gigi sulung vang di subkultur pada pasase 4 dilakukan
karakterisasi dengan hasil positif mengandung SHED ditunjukkan melalui fluoresensi
atau pendar cahaya berwarna hijau terhadap marker CDD105 (Gambar 3A) dan tidak
terjadi fluorensensi atau pendar cahaya terhadap marker CD45 (Gambar 3B) dilihat

melalui mikroskop fluoresen pembesaran 200x dengan teknik imunositokimia.




Gambar 1. Gambaran mikroskopik sampel pulpa 1, pasase 1, nampak morfologi sel berbentuk
fusiform pada hari ke-7 (tanda panah) (Pembesaran 100x).

Gambar 2. Gambaran mikroskopik sampel pulpa I, pasase 4, nampak sel pulpa vyang
berproliferasi mengalami 80% konfluen pada hari ke-28 (Pembesaran 100x).

Gambar 3. Gambaran mikroskopik fluorensen sampel pulpa I, hari ke-28, hasil karakterisasi
stem cells: A) sampel pulpa I nampak positif kuat terhadap marker CD105 vakni
terjadi fluoresensi atau pendar cahaya berwama hijau (tanda panah); B) sampel
pulpa I nampak negatif terhadap marker CD45 yakni tidak terjadi fluoresensi atau
pendar cahaya dan sel terlihat gelap (Pembesaran 200x).




PEMBAHASAN

Menurut Prayogo dan Wijaya’ banyak ilmuwan dari berbagai leml:ua telah
melakukan kultur stem cell, masing-masing dengan metode mereka sendiri. Stem cell
yang ditumbuhkan di berbagai laboratorium dengan berbagai teknik memiliki dua
kesamaan, yaitu tumbuh di kultur sebagai sel yang melekat dengan lama hidup tertentu
dan memiliki kemampuan untuk berdiferensiasi. Keberhasilan modifikasi teknik isolasi
dan kultur paﬁ penelitian in1 dapat dilihat dar1 SHED yang mampu berproliferasi secara
mikroskopik memiliki bentuk fusiform, fibroblast-like dan membentuk koloni pada fase
pertumbuhan in vitro.*

Penelitian modifikasi teknik isolasi dan kultur SHED vang kami lakukan
berbeda dengan penelitian Peneva ar al” vang menggunakan enzim colagenesis tipe V
selama lima sampai tujuh hari di dalam Dulbeccos Modified Fagle Medium (DMEM)
untuk memisahkan populasi jaringan heterogen menjadi sel tunggal sehingga
didapatkan inti sel pulpa gigi sulung vang mengandung sfem cell Pada penelitian
dengan modifikasi ini, waktu vang digunakan untuk mendapatkan sel tunggal tersebut
lebih pendek, vaitu £35 menit. Tujuan memperpendek waktu adalah supaya pulpa gigi
sulung tidak terkontaminasi mikroorganisme dan berbagai jenis agen lain vang terdapat
di ruangan. Faktor kontaminasi tersebut dinilai bisa menghambat pertumbuhan sel dan
menyvebabkan kegagalan kultur stem cell pulpa gigi sulung.

Penelitian dengan modifikasi teknik isolasi dan kultur ini juga berbeda dengan
penelitian Perry ef al.” vang menggunakan enzim colagenase tipe I dan tipe II dengan
termolysin sebagal neutral protease selama 40 menit dalam inkubator pada atmosfir
suhu 37° C dan CO, 3%. Pada penelitian dilakukan modifikasi alat rofomix dan tidak
menggunakan inkubator khusus untuk memisahkan sel pulpa vang heterogen karena
keterbatasan alat dan bahan di laboratorium. Alat rofomix diberi termometer untuk
menjaga suhu tetap 37 C dan dikondisikan sedemikian rupa supaya mirip dengan
keadaan yang ada di dalam tubuh sehingga stem cell pulpa gigi sulung dapat hidup dan
berproliferasi.

Penelitian Nikolic ef al® menggunakan enzim colagenase tipe 1 yang
disuplementasi Fetal Bovine Serum (FBS) selama 45 menit di dalam inkubator pada
tahap isolasi dan kultur stem cell hari pertama. Ketika stem cell telah mengalami
proliferasi dan confTuent. Nikolic af al” menggunakan enzim frypsin selama 10 menit

dalam inkubator pada atmosfir suhu 37° C dan CO, 5% dan diulang setiap tiga hari




sekali dalam proses subkultur stem celi. Berbeda dengan penelitian tersebut, pada
peneliian modifikasi teknik 1solasi dan kultur stem cell pulpa gigi sulung im
menggunakan enzim frypsin tanpa enzim colagenase untuk mendapatkan sel tunggal
dan pulpa gigi sulung vang heterogen. Enzim frypsin adalah enzim vang harganya lebih
murah, tersedia dalam jumlah banyak dan mudah didapat di laboratorium. Penggunaan
enzim frypsin diharapkan dapat menggantikan enzim colagenase dengan kualitas vang
tidak jauh berbeda sehingga stem cell pulpa gigi sulung dapat berproliferasi.

Keberhasilan proliferasi dari stem cell pulpa gigi sulung pada penelitian ini
dipengaruhi oleh dua faktor, vaitu faktor internal dan faktor eksternal. Faktor internal
terdiri dari growth factor vang berperan dalam memicu terjadinya siklus sel dan nutrisi
didalam sel. Faktor eksternal terdiri ﬂodiﬁkasi teknik kultur, modifikasi teknik isolasi,
media, faktor kontanmsi dan suhu. Media kultur yang digunakan adalah media standar
dengan suplemen untuk menunjang proliferasi sel, antibiotik untuk mengatasi
kontamgasi dan serum baik dan fetal bovine serum (FBS) maupun fetal calf serum
(FCS). Implikasinya, kultur sel in vifro harus mampu meniru kondisi yang terjadi secara
in vivo untuk memastikan validitas peristiwa di laboratorium semirip mungkin dengan
yang terjadi di dalam tubuh termasuk diantaranva adalah suhu.™

Pada penelitian ini, kelima faktor eksternal dapat dilakukan dengan baik dan
memenuhi svarat sehingga sel yang ditanam di dalam dish mengalami perlekatan.
Setelah sel mengalami perlekatan vang baik, maka satu sel dengan sel yang lain akan
melakukan interaksi sehingga terjadilah komunikasi antar sel yang dilanjutkan dengan
adanya migrasi sel dimana sel-sel tersebut akan saling mendekat dan berikatan satu
sama lain. Hasil dari ikatan sel tersebut akan menimbulkan sel baru dan memperbanyak
dirt sehingga jumlah sel pulpa mengalami peningkatan dan disebut sel berhasil
melakukan proliferasi.

Pulpa vang telah berproliferasi mengandung berbagai populasi sel vang
bersifat heterogen sehingga diperlukan karakterisasi untuk mexﬂi bahwa pulpa yang
diisolasi dan dikultur dengan modifikasi teknik mengandung stem cells from human
exfoliated deciduous (SHED). SHED merupakan salah satu jemis mesenchvmal stem
cell. Karakterisasi mesenchymal stem cell dilakukan dengan menggunakan temk direct
cyiochemistry-one staining melalui marker CD105 sebagai kontrol positif dan CD435

sebagai kontrol negatif'""'




Uji karakterisasi pulpa gigi sulung vang diisolasi dan dikultur dengan
modifikasi positif mengandung populasi SHED. Hal 1 dapat diketahui melalui ekspresi
positif kuat marker CD105 vaitu adanva fluoresensi atau pendar cahaya berwarna hijau
dilihat melalui mikroskop dengan pembesaran 200x. Fluoresensi atau pendar cahava
berwama hijau imi disebabkan karena adanya reaksi antara antibodi 43A3 dan CDI105,
sebuah 180 kDa glikoprotein pada permukaan sel yang merupakan disulfida bonded
homodimer dari 90 kDa tipe I transmembran subunit.”'

Karakterisasi pulpa gigi sulung vang diisolasi dan dikultur dengan modifikasi
teknik mengandung SHED dan bukan sel lain ditunjukkan melalui ekspresi negatif
marker CD45 pada saat penelitian in vitro. Setelah sel pulpa gigi sulung diberi
perlakuan terhadap marker antibodi CD45 tidak terjadi pembentukan pendar cahaya
atau fluoresensi. Hal ini terjadi karena tidak adanva reaksi antara HI30 antibodi dan
semua isoform CD45, suatu tipe 1 transmembran glikoprotein vang diekspresikan pada
permukaan sel."*

Stem Cells from Human Exfoliated Deciduous (SHE vang positif terhadap
marker CD105 dan negatif terhadap miarker CD45 pada hasil penelitian ini sama
dengan hasil penelitian vang dilakukan Nikolic e a/° Hal ini dikarenakan SHED
merupakan jenis mesenchvmal stem cell vang dapat diuji karakterisasinva dengan
menggunakan marker CD1035 sebagai kontrol positif. Marker CD45 merupakan kontrol
negatif yang berfungsi untuk menguji bahwa SHED hasil penelitian bukan berasal dan
jenis herﬁ:poeﬁc cells dan sel lain yang terdapat di dalam pulpa gigi sulung.'""?

Berdasarkan hasil penelitian tersebut di atas dapat disimpulkan bahwa SHED
vang dikultur dan diisolasi dengan modifikasi waktu, alat rofomix dan enzim frypsin
positif dikarakterisasi dengan marker CDlOb‘Saran dari penelitian 1n1 adalah
diperlukan penelitian lebih lanjut menggunakan stem cells human exfoliated deciduous
(SHED) dengan jumlah sampel vang lebih banyak untuk aplikasi pengobatan di bidang

kedokteran gigi baik secara in vitro maupun in vive.
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