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xii

RINGKASAN

Salah satu masalah yang masih menjadi problematika di bidang orthopaedi

adalah defek pada tulang. Defek tulang dapat disebabkan karena penyakit metabolik

seperti osteoporosis dan osteopenia, tumor pada tulang, trauma, dan infeksi. Laporan

di Amerika Serikat menyebutkan bahwa masalah defek pada tulang ini menimbulkan

dampak finansial karena biaya perawatan yang tinggi dengan rerata sebesar 25.000

dollar Amerika Serikat untuk setiap kasus. Selain itu, masalah defek pada tulang

menyebabkan nonunion yang akan berdampak pada penurunan penurunan fungsi dan

kualitas hidup pasien.

Beberapa usaha telah dilakukan untuk penanganan masalah ini dengan

menggunakan berbagai macam cangkok tulang. Berdasarkan peneiltian multisenter

didapatkan data adanya kegagalan cangkok tulang sebesar 17%, baik karena infeksi,

patah pada cangkok tulang dan nonunion. Penelitian tersebut juga dilaporkan bahwa

terjadi komplikasi sebesar 13% pada operasi yang pertama, dan masalah terbesar

adalah penggunaan allograft sepanjang 18 centimeter atau lebih. Rekonstruksi pada

kerusakan tulang masif memerlukan graft tulang yang berukuran besar. Graft tulang

yang ideal harus memiliki karakteristik osteoinduktif, osteokonduktif, dan

osteogenesis.

Beberapa penelitian mengusahakan peningkatan kualitas tulang untuk

membantu beregenerasi dengan mengaplikasikan mesenchymal stem cell (MSC). atau

jaringan tulang berbasis sel terapi atau sel punca mesenkimal. Namun, dalam

penggunaan klinis telah terjadi hambatan karena rumitnya perlakuan terhadap sel dan
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kompleksitas terapi sel tersebut, serta biaya yang berkaitan dengan pembuatan, dan

peraturan yang berlaku. Saat ini, terjadi pergeseran dari pandangan terapi dari MSC

yang secara langsung berkontribusi pada regenerasi jaringan, berubah menjadi MSC

sebagai pemroduksi molekul bioaktif yang berguna untuk regenerasi tulang. Bioaktif

yang diproduksi oleh MSC ini disekresikan oleh MSC dan biasa disebut sekretom.

Bioaktif atau protein pada sekretom inilah yang akan dapat berperan pada regenerasi

tulang. Metode ini tentunya akan lebih mudah, sederhana dan murah jika

dibandingkan dengan terapi sel.

Untuk mendapatkan sekretom yang berguna untuk regenerasi tulang maka

harus dimengerti protein apa saja yang penting untuk regenerasi tulang. Sekretom

yang banyak mengandung protein yang berguna untuk regenerasi tulang ini dapat

digunakan untuk terapi regenerasi tulang baik mengunakan atau tanpa scaffold.

Berbagai faktor pertumbuhan diperlukan dalam proses diferensiasi MSC menuju

osteoblast. Bone Morfogenetic Proteins (BMPs) dalm hal ini adalah BMP 2, Insulin

Growth Factor (IGF) dan Transforming Growth Factor (TGFβ) dikatakan sebagai

faktor pertumbuhan yang berperan dalam diferensiasi MSC menuju osteoblast.

BMPs,  TGF β, dan IGF dilaporkan dapat mengaktivasi faktor transkripsi RUNX 2

ini akan mengaktifkan faktor transkripsi yang lain, yaitu osterix (ORX) sehingga

terjadilah proses diferensiasi MSC menuju osteoblast.

Pada media kultivasi konsentrasi oksigen 20% pada ruangan laboratorium

berbeda dengan kondisi lingkungan asli jaringan di mana kadar oksigen sekitar 2-9%,

untuk musculoskeletal adalah 5%. Kadar oksigen memainkan peran penting pada

nasib MSC dalam hal proliferasi dan diferensiasi, melalui pengaturan ekspresi yang
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dimediasi hipoksia-inducible-factor 1 (HIF-1) dari gen yang berbeda. Pada akhirnya

dapat disimpulkan bahwa lingkungan hipoksia dapat sangat meningkatkan kinetika

pertumbuhan, stabilitas genetik, dan ekspresi reseptor kemokin selama kultivasi.

Demineralized bone matrix (DBM) merupakan suatu osteoinduktif, yang

didalamnya  mengandung faktor pertumbuhan yang berupa Bone Morfogenetic

Protein (BMP) 2, insulin-like growth factor-l (IGF-I) dan transforming growth

factor-ß1 (TGFßl). Faktor pertumbuhan tersebut berfungsi dalam proses osteogenesis.

DBM yang mengandung IGF, TGFβ dan BMP2 akan mempengaruhi MSC melalui

reseptornya IGFR, TGFβR dan BMPR2.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui dampak produksi protein yang

berguna untuk regenerasi tulang, IGF1, TGFβ, BMP2, ALP, dan VEGF pada

secretome kultur MSC dengan pengaruh perlakuan DBM dan kondisi hipoksia.

Dengan adanya faktor hipoksia dan DBM akan meningkatkan metabolisme MSC dan

menghasikan sekretom yang banyak mengandung protein yang diperlukan untuk

diferensiasi MSC menuju sel osteoblast sehingga berguna untuk terapi regenerasi

tulang.

Penelitian ini adalah sebuah penelitian laboratoris in vitro dengan rancangan

penelitian eksperimental murni dengan menggunakan kultur MSCs. Kultur MSC

dilakukan pada 2 kondisi, yaitu kondisi normoksia dan hipoksia. Kemudian masing-

masing juga dikelompokkan pada media dengan Demineralized Bone Matrix (DBM)

dan tanpa DBM. Penelitian ini merupakan Randomized Control Post Test-Only

Group Design. MSC yang sudah diisolasi kemudian dilakukan kultur dan ekspansi.

Selanjutnya, MSC dibagi menjadi empat kelompok yaitu: Kelompok P1 yang tidak
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mengandung medium DBM pada kondisi normoksia, kelompok P2 yang mengandung

media DBM pada kondisi normoksia, kelompok P3 yang tidak mengandung media

DBM pada kondisi hipoksia, dan kelompok P4 yang mengandung media DBM pada

kondisi hipoksia. Setelah dilakukan kultur selama 5 hari, sekretom yang dihasilkan

diekstraksi untuk dilakukan analisis kandungan menggunakan metode ELISA.

Analisis perbandingan jumlah sel osteoblast antara keempat kelompok

menunjukkan perbedaan yang bermakna dimana sel osteoblast terbanyak didapatkan

pada kelompok kultur media DBM pada kondisi normoksia. Secara umum, kelompok

yang dikultur pada kondisi normoksia dengan atau tanpa DBM memberikan rerata

jumlah sel osteoblast yang lebih besar daripada kelompok pada kultur hipoksia.

Analisis kandungan secretome menunjukkan hasil yang berkebalikan dengan

jumlah osteoblast. Kandungan TGF beta lebih tinggi pada kelompok yang

mendapatkan kultur pada kondisi hipoksia. Pemberian media DBM pada kultur

hipoksia memberikan konsentrasi TGF beta yang paling tinggi dibandingkan

kelompok lain. Hipoksia merupakan kondisi yang dapat mencegah MSC

berdiferensiasi menjadi osteoblast sehingga MSC tetap menjaga originalitasnya. Pada

kelompok perlakuan hipoksia tanpa DBM, TGF beta yang diproduksi oleh MSC

semakin lama akan meningkat sedangkan MSC tidak berdiferensiasi menjadi menuju

osteoblast. Pada kelompok perlakuan hipoksia dengan DBM yang banyak

mengandung IGF, TGF beta membuat MSC berploriferasi sehingga akan

menghasilkan TGF beta dan tidak berdiferensiasi menuju osteoblast.

Analisis kandungan BMP2 dan IGF1 menunjukkan bahwa pemberian kondisi

hipoksia dengan media DBM memberikan konsentrasi tertinggi juga. Menariknya,
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konsentrasi BMP2 dan IGF1 pada kelompok yang mendapatkan kondisi normoksia

tanpa media DBM justru menunjukkan konsentrasi yang lebih tinggi daripada

kelompok normoksia dan kelompok tanpa DBM lainnya. BMP2 dan IGF1 merupakan

hormon yang berfungsi untuk membuat MSC berdeferensiasi menjadi osteoblast.

Pada kelompok perlakuan normoksia tanpa DBM, BMP2 dan IGF1 yang diproduksi

oleh MSC lebih tinggi. Produksi BMP2 dan IGF1 tersebut lebih banyak untuk

diferensiasi MSC. Pada kelompok yang perlakuan normoksia dengan DBM yang

banyak mengandung IGF, BMP2 dan IGF1 merangsang percepatan deferensiasi

sehingga banyak mesenchymal stem cell sudah berdiferensiasi menuju osteoblast,

sehingga produksi BMP2 dan IGF1 pada pengamatan turun.

Kondisi hipoksia dengan media DBM juga memberikan konsentrasi VEGF

yang tertinggi dibandingkan dengan kelompok lainnya. Pada kelompok perlakuan

hipoksia dengan DBM yang banyak mengandung IGF, TGF β membuat MSC

berploriferasi sehingga akan menghasilkan VEGF lebih tinggi karena banyak

proliferasi tanpa diferensiasi.

Analisis konsentrasi ALP menunjukkan bahwa pemberian kondisi hipoksia

dan media DBM akan menurunkan ekspresi ALP. Pada kelompok perlakuan hipoksia

tanpa DBM, ALP yang diproduksi oleh MSC tetap ada tetapi sedikit karena MSC

tidak berdiferensiasi menjadi menuju osteoblast karena kondisi hipoksia. Pada

kelompok yang perlakuan hipoksia dengan DBM yang banyak mengandung IGF,

TGF β dan BMP mencoba berdiferensiasi sehingga gagal karena kondisi hipoksia

mencegah diferensiasi, dan dengan adanya faktor pertumbuhan akan lebih memicu

proliferasi MSC.
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Kebaruan penelitian ini adalah merupakan penelitian yang pertama

menggunakan faktor perlakuan hipoksia dan DBM yang diproduksi dengan metode

yang ada di Bank Jaringan RSUD. Dr. Soetomo Surabaya pada kultur MSC secara

bersama. Penelitian ini secara umum juga menyimpulkan bahwa faktor perlakuan

hipoksia dan DBM yang diproduksi dengan metode yang ada di Bank Jaringan

RSUD. Dr. Soetomo Surabaya bermakna meningkatkan produksi faktor pertumbuhan

pada sekretom kultur MSC yang berguna untuk proses osteogenesis, seperti BMP 2,

IGF, TGFβ dan VEGF. Teknik yang baru dengan perlakuan ganda yang digunakan

untuk mendapatkan produksi secretome yang banyak memproduksi faktor

pertumbuhan yang diperlukan untuk osteogenesis ini, dapat menjadikan suatu metode

terbaru untuk memproduksi sekretom. Secretome yang dihasilkan dapat bermanfaat

untuk rekayasa jaringan yang memerlukan banyak mengandung protein untuk

osteogenesis.
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SUMMARY

One of the problematic issues in orthopaedics surgery is bone defects.

Bone defects can be caused by metabolic diseases such as osteoporosis and

osteopenia, bone tumors, trauma, and infections. One Report in the United States

showed that the bone defects had a financial impact because of the high cost of

treatment with an average of US $ 25,000 per case. In addition, bone defects

cause nonunion which will result decreased in function and quality of life of the

patient.

Several attempts have been made to treat the problem using various type

bone grafts. Based on a multicentre study, 17% of the subjects sustained bone

graft failure due to infection, fractures in bone grafts and non-union. The study

also reported 13% complications rate at the first surgery, and the greatest problem

was found at the use of 18 centimetres or more of allograft bone graft.

Reconstruction of massive bone defects requires a large bone graft. The ideal bone

graft should have the osteoinductive, osteoconductive, and osteogenetic

properties.

Several studies have been done to improve bone graft’s quality in order

to induced regeneration process by applying the mesenchymal stem cells (MSC)

as it is known as bone-tissue-based cell therapy or mesenchymal stem cells.

However, there have been obstacles in clinical use due to the complexity of the

treatment of these cells and the complexity of cell therapy, as well as the costs

associated with their manufacture, and the applicable rules. Currently, there is a

shift from the therapeutic view of MSCs which directly contribute to tissue

regeneration, into MSCs as producers of bioactive molecules that are useful for
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bone regeneration. Bioactives secreted by MSC are commonly referred as

secretome. Bioactives or proteins in this secretome may have a role in the bone

regeneration. This method by all means is easier, simpler, and cheaper than cell

therapy.

In order to obtain secretome that are useful for bone regeneration, it is

necessary to understand which proteins are important for bone regeneration.

Secretome, which contains lots of protein is useful for bone regeneration, can be

used for bone regeneration therapy with or without using scaffold. Various growth

factors are required in the differentiation process of MSCs towards osteoblasts.

Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) in this case are BMP 2, Insulin Growth

Factor (IGF) and Transforming Growth Factor (TGFβ) which are said to be the

growth factors that play a role in the differentiation of MSCs towards osteoblasts.

BMPs, TGF β, and IGF are reported to be able to activate the transcription factor

RUNX 2 which will activate another transcription factor, namely osterix (ORX)

so that there is a differentiation process of MSCs towards osteoblasts.

In the cultivation medium with the oxygen concentration of 20% in the

laboratory was different from the original environmental conditions where the

oxygen level was around 2-9% and 5% for the tissue and musculoskeletal,

respectively. Oxygen levels play an important role of MSCs in terms of

proliferation and differentiation, through regulation of hypoxia-inducible-factor 1

(HIF-1) mediated expression from different genes. It could be concluded that a

hypoxic environment could greatly enhance growth kinetics, genetic stability, and

expression of chemokine receptors during cultivation.
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Demineralized bone matrix (DBM) is osteoinductive, which contains

growth factors in the form of Bone Morphogenetic Protein (BMP) 2, insulin-like

growth factor-l (IGF-I) and transforming growth factor-ß1 (TGFßl). These growth

factors play role in the osteogenesis process. DBM containing IGF, TGFβ, and

BMP2 which will affect MSC through its receptors IGFR, TGFβR and BMPR2.

This study aims to determine the impact of protein secretions which is

useful for bone regeneration, IGF1, TGFβ, BMP2, ALP, and VEGF on MSC

culture secretomes with the effect of DBM treatment and hypoxic conditions.

With the presence of hypoxic factors and DBM, it will increase MSC metabolism

and produce secretions that contain lots of protein needed for the differentiation of

MSCs to osteoblasts so that they are beneficial for bone regeneration therapy.

This study is an in vitro laboratory study with a pure experimental

research design using MSCs culture. MSC culture was carried out in 2 conditions,

namely normoxic and hypoxic conditions. Each group was also grouped into

Demineralized Bone Matrix (DBM) and without DBM media. This study is a

randomized control post test-only group design. The isolated MSC was then

cultured and expanded. Furthermore, MSC was divided into four groups, namely:

P1 which did not contain DBM medium under normoxic conditions, P2

containing DBM media in normoxic conditions, P3 which did not contain DBM

media in hypoxic conditions, and P4 grup containing DBM media in hypoxic

conditions. After 5 days of culture, the resulting secretomes were extracted for

content analysis using the ELISA method.

Comparative analysis of the number of osteoblast cells between the four

groups showed a significant difference in which the most osteoblast cells were
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found in the DBM media culture under normoxic conditions group. In general, the

groups which cultured in normoxic conditions with or without DBM have a

greater mean number of osteoblasts than the group in hypoxic cultures.

Analysis of secretomes content showed results that were inverse to the

number of the osteoblasts. The TGFβ content was higher in the group that got

culture under hypoxic conditions. Provision of DBM media in hypoxic culture

gave the highest concentration of TGF beta compared to other groups. Hypoxia is

a condition that can prevent MSCs from differentiating into osteoblasts so that

MSCs maintain their originality. In the hypoxia treatment group without DBM,

TGF beta produced by MSCs would increase over time, while MSC did not

differentiate towards osteoblasts. In the hypoxia treatment group with DBM

which contained lots of IGF, TGF beta made MSC proliferate so that it would

produce TGF beta and did not differentiate towards osteoblasts.

Analysis of the content of BMP2 and IGF1 showed that administering

hypoxic conditions with DBM media gave the highest concentration as well.

Interestingly, the concentrations of BMP2 and IGF1 in the normoxic group

without DBM media actually showed a higher concentration than the normoxic

group and the other groups without DBM. BMP2 and IGF1 are hormones that

function to make MSC differentiated into osteoblasts. In the normoxic treatment

group without DBM, BMP2 and IGF1 produced by MSC were higher. The

production of BMP2 and IGF1 is mainly for MSC differentiation. In the normoxic

treatment group with DBM which contained a lot of IGF, BMP2 and IGF1, it

stimulated the acceleration of differentiation so that many mesenchymal stem
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cells had differentiated into osteoblasts, so that the production of BMP2 and IGF1

in the observation were decreased.

Hypoxic conditions with DBM media also gave the highest VEGF

concentration compared to other groups. In the hypoxic treatment group with

DBM containing lots of IGF, TGFβ induces MSC proliferate so that it will

produce higher VEGF because there is a lot of proliferation without

differentiation.

The analysis of ALP concentrations showed that administering hypoxic conditions

and DBM media could reduce ALP expression. In the hypoxic treatment group

without DBM, ALP produced by MSCs remained but only few because MSC did

not differentiate into osteoblasts due to hypoxic conditions. In the hypoxic

treatment group with DBM containing a lot of IGF, TGFβ and BMP attempted to

differentiate, yet it failed because hypoxic conditions prevented differentiation,

and the presence of growth factors would further trigger the MSC proliferation.

The novelty of this research is that it is the first study using hypoxic treatment

factors and DBM produced by the existing method in the Tissue Bank Dr.

Soetomo General Hospital Surabaya on the MSC culture together. In general, this

study also concluded that the hypoxic treatment factor and DBM were produced

using the existing method in the Tissue Bank Dr. Soetomo General Hospital

Surabaya significantly increases the production of growth factors in the

secretomes of MSC culture which is useful for the osteogenesis process, such as

BMP 2, IGF, TGFβ and VEGF. This new dual-treatment technique used to obtain

the production of secretions which produce a large amount of the growth factors

required for osteogenesis, could constitute a novel method of producing
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secretions. The resulting secretomes can be useful for tissue engineering that

requires substantial proteins for osteogenesis.
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ABSTRAK

Latar Belakang:

Mesenchymal stem cell (MSC) dianggap sebagai sel progenitor multipoten untuk
terapi regeneratif. Kondisi hipoksia diharapkan dapat memberikan situasi yang
menguntungkan untuk kultur osteogenik. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi
konsentrasi oksigen dan demineralized bone matrix (DBM) untuk memfasilitasi
aktivitas MSC dengan membandingkan produksi protein spesifik dari kondisi kultur
yang berbeda.

Metode:

Penelitian ini merupakan penelitian laboratorium in vitro dengan desain penelitian
eksperimental murni menggunakan kultur MSCs. Dengan desain Randomized Post
Test Only. Kultur MSC dilakukan dalam 2 kondisi yaitu kondisi normoksia dan
kondisi hipoksia. Masing-masing dikelompokkan pada media dengan DBM dan tanpa
DBM. Studi ini mengevaluasi kadar BMP-2, TGF, IGF, VEGF, ALP, OC, jumlah sel
total, dan jumlah sel osteoblast.

Hasil:

Evaluasi dalam penelitian ini dilakukan pada empat kelompok perlakuan pada hari
ke-5 dengan mengukur kadar TGF B, BMP-2, IGF 1, VEGF, dan ALP dengan uji
ELISA baik normoksia maupun hipoksia dengan atau tanpa DBM. Jumlah sel total
dan jumlah osteoblast secara signifikan lebih tinggi pada kelompok normoksia
dengan DBM atau tanpa DBM. Kondisi hipoksia menunjukkan hasil yang
menjanjikan untuk melawan kecenderungan DBM yang mendorong diferensiasi MSC
dan lebih meningkatkan ekspresi protein MSC dan faktor pertumbuhan.

Kesimpulan:

Kombinasi MSC, DBM, dan kondisi hipoksia dapat menjadi pilihan untuk
pengobatan defek tulang karena menyediakan semua elemen yang diperlukan dari
rekayasa jaringan untuk memfasilitasi proses penyembuhan bone defect: sel, scaffold,
dan faktor pertumbuhan.

Kata Kunci: Defek tulang, Mesenchymal stem cell, Demineralized bone matrix
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ABSTRACT

Introduction:

MSCs are considered multipotent progenitor cells for regenerative therapy. Hypoxic
condition is expected to provide a favorable situation for osteogenic culture. This
study aimed to evaluate oxygen concentration and demineralized bone matrix (DBM)
to facilitate stem cell activity by comparing the production of specific proteins from
different culture conditions.

Method:

This research is an in vitro laboratory research with a pure experimental research
design using MSCs culture. MSC culture was carried out in 2 conditions, namely
normoxic and hypoxic conditions. Each group was grouped on the media with
Demineralized Bone Matrix (DBM) and without DBM. Randomized Control Post
Test-Only Group Design. This study evaluates BMP, TGF, IGF, VEGF, ALP, OC,
total cell count, and osteoblast cell count.

Results:

Evaluation in this study was carried out in four treatment groups on the 5th day of
stem cell culture by measuring the levels of TGF B, BMP-2, IGF 1, VEGF, and ALP
with ELISA tests both with normoxic and hypoxia with or without DBM. The
number of total cells and osteoblast count was significantly higher in the Normoxic
group with or without DBM. Hypoxic conditions showed a promising result to
counter DBM tendency to promoting MSCs differentiation and further enhance
MSCs protein and growth factors expression.

Conclusion:

The combination of MSCs, DBM, and hypoxic conditions could be an option for the
treatment of bone defects as this would provide all necessary elements of tissue
engineering to facilitate the healing process of bone defects: the cells, the scaffold,
and the growth factors.

Keyword: Bone defect, Mesenchymal stem cells, Demineralized bone matrix
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