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METODE PEMBUATAN JARINGAN REKAYASA SEL PUNCA (STEM CELL TISSUE ENGINERING) UNTUK TERAP
ULKUS

| Invensi :

EL

si ini berkaitan dengan metode pembuatan jaringan rekayasa sel punca (stem cell fissue engineering) yang merupakan perpaduan
1esenchymal stem cell (MSC) yang berasal dari membran amnion yang dikombinasikan dengan scaffold selulosa asetat — kolagen
mempercepat penyembuhan iuka pada terapi ulkus melalui efek parakrin dan efek stem cell itu sendiri. Adapun tahapan-tahapan
1 pembuatan jaringan rekayasa ini adalah : 1) mengisolasi stem cell dari membran amnion dengan menggunakan enzim
'ase, 2) mengkultur stem cell dengan medium penumbuh sel Alfa-MEM untuk dihasilkan mesenchymal stem cell sebanyak 2x107
1engkarakterisasi mesenchymal stem cell dengan marker positif CD105, CD44 dan CDS0, 4) membuat scaffold dengan komposisi
asetatkolagen 3:1 kemudian diproses dengan teknik efectrospinning untuk menghasilkan nanofiber scaffold yang berukuran 40-
- n,5) seeding stem cell pada scaffold di dalam inkubator CO2 5% selama 3 hari sehingga dihasilkan amniontic membrane derived
tissue engineering untuk penyembuhan luka, B) karakterisasi morfologi dengan scanning electron microscope untuk mengamati
ntara stem cell dengan scaffold.
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Deskripsi

METODE PEMBUATAN JARINGAN RERAYASA SEL PUNCA
(STEM CELL TISSUE ENGINERING) UNTUK TERAPI ULKUS

Bidang Teknik Invensi

Invensi ini berkaitan dengan metode pembuatan jaringan
rekayasa sel punca (stem cell tissue engineering) yang
merupakan perpaduan dari mesenchymal stem cell (MSC) vyang
berasal dari membran amnion vyang dikombinasikan dengan
scaffold selulosa asetat - kolagen untuk mempercepat
penyembuhan luka pada terapi ulkus melalui efek parakrin dan

efek stem cell itu sendiri.

Latar Belakang Invensi

Penyembuhan 1luka adalah proses regenerasi jaringan
komplek yang dialami tubuh sebagai respon terhadap hilangnya
struktur seluler akibat berbagai jenis cedera traumatis. Pada
manusia dewasa, penyembuhan luka yang optimal melibatkan: 1)
hemostasis vyang cepat, 2) peradangan, 3) diferensiasi sel
mesenkim, proliferasi dan migrasi ke daerah 1luka, 4)
angiogenesis vyang baik, 5) epitelisasi segera (pertumbuhan
kembali Jjaringan epitel di atas permukaan 1luka), dan 6)
sintesis yang tepat, ikatan silang serta penjajaran kolagen
untuk memberikan kekuatan pada jaringan penyembuhan (Gosain &
DiPietro, 2004; Mathieu, 2006) . Untuk memfasilitasi
penyembuhan luka yang efektif, daerah luka biasanya ditutup
dengan bahan pembalut steril untuk menghindari infeksi dan

memungkinkan proses penyembuhan.

Dalam dekade terakhir, regenerasi kulit dari xenograft,

allograft dan autograft telah digunakan untuk penyembuhan
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luka. Namun, karena kemampuan bahan atau antigen untuk
menginduksi respon imun (antigenisitas) yang tinggi atau
jaringan donor vyang terbatas, metode regenerasi kulit
tersebut tidak dapat digunakan secara luas. Banyak studi
telah beralih ke pendekatan rekayasa jaringan yang menerapkan
prinsip biologi, kimia dan 1ilmu teknik untuk regenerasi
jaringan. Pendekatan yang digunakan dalam rekayasa jaringan
lebih ke penggunaan biomaterial, sel atau kombinasi keduanya,
dan biokimia vyang sesuai dan faktor fisiko-kimia untuk

memulihkan, memelihara dan meningkatkan fungsi biologis.

Hal terpenting dalam rekayasa jarihgan kulit adalah
konstruksi scaffold. Scaffold adalah bahan vyang telah
direkayasa untuk menstimulasi interaksi seluler yang
diinginkan dalam kontribusinya pada pembentukan jaringan
fungsional baru, yang berfungsi dalam infiltrasi dan dukungan
fisik untuk memandu diferensiasi dan proliferasi sel ke dalam
jaringan fungsional vyang ditargetkan (Mertsching et al.,
2009). Untuk mencapai tujuan rekonstruksi jaringan, scaffold
harus memenuhi beberapa persyaratan. Scaffold yang ideal
untuk aplikasi rekayasa Jjaringan kulit harus memiliki
biokompatibilitas vyang baik, struktur mikro vyang sesuai
seperti ukuran pori rata-rata 63-150 um dan nilai porositas
di atas 90%, biodegradasi dapat dikontrol dan sifat mekanik

yang sesuai (Newman et al., 2013; O’Brien et al., 2005).

Banyak biomaterial yang telah digunakan sebagai rekayasa
jaringan kulit. Contoh bahan ini adalah selulosa asetat dan
kolagen. Polisakarida adalah biopolimer alami yang tersedia
melimpah dan menunjukkan biokompatibilitas yang sangat baik,
salah satunya adalah selulosa vyang selama bertahun-tahun
digunakan sebagai pembalut luka. Sementara kolagen dikenal
sebagai bahan yang paling menjanjikan dalam aplikasi rekayasa

jaringan karena biokompatibilitas dan biodegradabilitasnya.
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Scaffold dari kolagen memiliki efek homeostatik,
antigenisitas dan dapat meningkatkan pertumbuhan sel dan

=TSR |

adhesi sel (Elham et al., 2014).

Membran nanofiber dengan strukturnya yang berpori, luas
permukaan yang tinggi dan kemiripan struktural dengan matriks
ekstraseluler asli dapat berfungsi sebagai pengganti kulit
fungsional vyang sangat baik untuk luka dalam. Di antara
berbagai metode fabrikasi nanofiber, electrospinning adalah
teknik sederhana, hemat biava dan serbaguna untuk
menghasilkan nanofiber polimer sebagai pembalut luka. Dalam
penelitian terbaru, selulosa asetat dikombinasikan dengan
poliuretan sebagai pembalut luka dengan electrospinning (Liu
et al., 2012). Namun, sangat sedikit laporan tentang aplikasi
scaffold komposit electrospun selulosa asetat dengan polimer

alami seperti kolagen untuk regenerasi jaringan.

Sehingga untuk mengatasi kekurangan-kekurangan dari
penelitian sebelumnya maka dikembangkan suatu metode
pembuatan jaringan rekayasa sel punca dengan cara membuat
nanofiber scaffold dari selulosa asetat dan kolagen dengan
teknik electrospinning yang dikombinasikan dengan mesenchymal
stem cell yang berasal dari membran amnion untuk menghasilkan
pembalut luka yang baik dimana scaffold selulosa asetat -
kolagen berperan sebagai matriks untuk menyediakan struktur
yang stabil secara fisik dan mekanis sehingga stem cell dapat

menjalankan fungsinya dalam meregenerasi. jaringan luka.

Uraian Singkat Invensi

Invensi ini berkaitan dengan metode pembuatan jaringan
rekayasa sel punca (stem cell tissue engineering) yang
merupakan perpaduan dari mesenchymal stem cell yang berasal

dari membran amnion yang dikombinasikan dengan scaffold
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selulosa asetat - kolagen untuk mempercepat penyembuhan luka
pada terapi ulkus. Adapun tahapan pembuatan jaringan rekayasa
ini adalah: 1) mengisolasi stem cell dari membran amnion
dengan menggunakan enzim kolagenase, 2) mengkultur stem cell
dengan medium penumbuh sel Alfa-MEM untuk dihasilkan
mesenchymal stem cell sebanyak 2%10’ sel, 3)
mengkarakterisasi mesenchymal stem cell dengan marker positif
CcD105, CD44 dan CD90, 4) membuat scaffold dengan komposisi
selulosa asetat:kolagen 3:1 kemudian diproses dengan teknik
electrospinning untuk menghasilkan nanofiber scaffold Yyang
perukuran 40-100 mikron, 5) seeding sStem cell pada scaffold
di dalam inkubator CO: 5% selama 3 hari sehingga dihasilkan
amniontic membrane derived stem cell tissue engineering untuk
penyembuhan luka, 6) karakterisasi morfologi dengan scanning
electron microscope untuk mengamati interaksi antara stem

cell dengan scaffold.
Uraian Singkat Gambar

Gambar 1 mengungkapkan Morfologi scaffold membran
selulosa asetat - kolagen Yyand diamati menggunakan scanning

electron microscope perbesaran 100x

Gambar 2 mengungkapkan Morfologi scaffold membran
selulosa asetat - kolagen yang telah dilakukan seeding dengan
mesenchymal stem cell selama 3 harili yang diamati menggunakan

scanning electron microscope perbesaran 100x
Uraian Lengkap Invensi

Karakterisasi morfologi stem cell tissue engineering
dengan scanning electron microscope (SEM) dilakukan untuk
mengamati interaksi antara stem cell dengan scaffold.

Didapatkan ukuran pori pada scaffold adalah berkisar antara
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40-100 mikron. Interaksi antara MSC dengan scaffold selulosa
asetat - kolagen dievaluasi setelah 3 hari proses seeding dan
hasilnya ditunjukkan pada Gambar (terlampir). Stem cell
ditemukan melekat pada scaffold nanofiber. Scaffold yang
mengandung kolagen yang tinggi menunjukkan peregangan sel di

seluruh substrat nanofiber.

Invensi ini berkenaan dengan metode pembuatan jaringan
rekayasa sel punca (stem cell tissue engineering) yaitu
perpaduan antara scaffold dan stem cell untuk perawatan luka
dengan defek yang lebar sehingga sulit penyembuhannya karena
diskontinuitas jaringan yang lebar. Beberapa tahapan dalam
penyembuhan luka adalah fase homeostasis yaitu terjadinya

vasokonstriksi dan retraksi pembuluh darah yang putus.

Seperti diketahui bahwa luka adalah kerusakan jaringan
tubuh yang disebabkan karena jejas, baik fisik maupun kimia
yang menyebabkan gangguan kontinuitas vyang normal dari
struktur jaringan. Jejas £fisik yang menyebabkan Kkerusakan
jaringan antara lain trauma benda tajam maupun tumpul,
insisi, temperatur yang ekstrim, radiasi dan gangguan aliran
darah. Penyembuhan luka sendiri merupakan proses fisioclogis
yang komplek yang memerlukan peran secara biokimiawi dalam
berbagai tahapan yang melibatkan komponen komponen sitokin
dan faktor faktor pertumbuhan dan sel, baik itu untuk proses

proliferasl maupun remodeling.

Pada proses penyembuhan luka terjadl pelepasan beberapa
komponen faktor pertumbuhan seperti faktor pertumbuhan
derivat platelet (PDGF = platelet derived growth factor) dan
faktor pertumbuhan transformasi beta (TGF-8 = transforming
growth factor beta). Kemudian diikuti fase inflamasi yang
meliputi perekrutan beberapa sel radang serta sitokin-sitokin

yang terkait, yang diikuti dengan fase proliferasi meliputi
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pembentukan matriks, angiogenesis dan epitelisasi, yang
akhirnya adalah proses remodeling yaitu pemantapan maturasi,

peningkatan fiproblas dan kolagen tipe 1.

Tahap pembuatan stem cell tissue engineering dalam
jnvensi ini dimulai dari mengisolasi stem cell dari membran
amnion dengan alasan bahwa peberapa bukti menunjukkan sel
tersebut memiliki kemampuan Yyang multilineage atau dapat
didiferensiasikan menjadi perbagai Jjenis sel termasuk
mesenchymal stem cell (MSC) serta mempunyai daya regenerasi
dan proliferasi yang lebih tinggi dibandingkan dengan stem
cell dari sumsum tulang. Sehingga stem cell yang berasal daril
dari membran amnion ini memiliki potensial yang lebih baik

dalam penyembuhan luka.

Isolasi dilakukan dengan cara mencuci Jjaringan amnion
dengan salin puffer fosfat hingga persih dari darah dan
debris jaringan yang melekat, kemudian dilakukan pemotongan
jaringan dengan cara mencincang sampail halus. Enzim
kolagenase ditambahkan untuk mengeluarkan stem cell dari
jaringan amnion kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 45
menit dan dilakukan sentrifugasi hingga terbentuk pellet.
Selanjutnya dilakukan proses kultur pada komplit medium
menggunakan Alfa-MEM. Pemanenan dilakukan setelah 3-4 hari

proses kultur dan didapatkan jumlah sel sebanyak 21107 sel.

Tahap selanjutnya adalah melakukan xarakterisasi stem
cell dengan menggunakan flowcytometry, dimana untuk MSC ini
marker yang telah disepakati berdasarkan international
standard cell therapy adalah yang positif untuk CD105, CDh44
dan CD90. Apabila stem cell telah memenuhi hal tersebut
diatas, maka stem cell bisa digunakan sebagai mesenchymal

stem cell.
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Setelah itu, dilakukan pembuatan scaffold dari kombinasi
selulosa asetat dan kolagen. Scaffold adalah komponen yang
paling penting pada jaringan rekayasa (tissue engineering),
dimana scaffold adalah matriks yang dapat mendukung
pertumbuhan sel. Sifat scaffold harus dengan mudah dapat
bersatu dengan jaringan asli dan memberikan lingkungan yang
baik untuk pertumbuhan dan diferensiasi sel. Dalam invensi
ini, scaffold dipilih dari selulosa asetat yang selama ini
banyak digunakan sebagai bahan dasar pempbalut luka, dan
kolagen karena biokompatibilitas dan biodegradabilitasnya.
Kombinasi kedua bahan ini sebagai scaffold memiliki efek
homeostatik, antigenisitas dan dapat meningkatkan pertumbuhan
sel dan adhesi sel. Komponen matriks ekstraselular pada
kolagen menghasilkan tempat penggantungan alamiah untuk bibit
sel serta sifat biologis penting lainnya seperti anti-
inflamasi, anti-mikrobial, anti-fibrosis dan anti-jaringan
parut, Jjuga karena sifat mekanik dan immunogenitas yang

rendah, sehingga bisa sangat membantu untuk penyembuhan luka.

Pembuatan scaffold dilakukan dengan mencampurkan
selulosa asetat dan kolagen dengan perbandingan selulosa
asetat:kolagen = 3:1 kemudian dilarutkan dalam aseton pada
konsentrasi 10% w/v selama 1 jam hingga homogen. Selanjutnya,
larutan dimasukkan ke dalam spuit dengan jarum suntik yang
telah ditumpulkan ujungnya. Electrospinning diatur pada laju
alir 0,01 mL/jam dengan tegangan tinggi 14 kV diterapkan pada
ujung jarum. Serat membran ditempatkan pada kolektor putar
(drum collector) vyang dibungkus dengan aluminium foil.
Koleksi membran dengan electrospinning dilakukan selama 1 jam
untuk didapatkan membran berukuran 15-20 cm. Membran scaffold
dikeringkan dalam suhu kamar selama 24 jam untuk memastikan

residu pelarut menguap sepenuhnya.
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Tahap selanjutnya adalah melakukan seeding stem cell
hasil panen pada scaffold membran selulosa asetat - kolagen.
Scaffold dimasukkan ke dalam suatu cawan petri yang berisi
medium selama 6 jam kemudian ke dalamnya dimasukkan stem cell
dan diinkubasi di dalam inkubator CO, 5% selama 3 harili untuk

memberi kesempatan stem cell melekat pada scaffold.

Pada tahap terakhir, dilakukan karakterisasi morfologi
stem cell tissue engineering dengan scanning electron
microscope (SEM) untuk mengamati interaksi antara stem cell
dengan scaffold. Didapatkan ukuran pori pada scaffold adalah
berkisar antara 40-100 mikron. Interaksi antara MSC dengan
scaffold dievaluasi setelah 3 harl proses seeding. Stem cell
ditemukan melekat pada scaffeold nanofiber. Scaffeold yang
mengandung kolagen yang tinggi menunjukkan peregangan sel di

seluruh substrat nanofiber.

Contoh 1

Penggunaan tissue engineering dari kombinasi antara bovine
hidroxyapatite (BHA) yang dilakukan seeding pada mesenchymal
stem cell dari sumsum tulang, dimana BHA direndam di dalam
tabung vyang diisi dengan medium kemudian diikubasi dalam
inkubator CO,. Setelah beberapa jam kemudian dimasukkan MSC
ke dalamnya, dan di seeding selama 16 jam dengan tujuan MSC
akan melekat pada BHA, kemudian kombinasi tersebut digunakan

pada defek tulang.

Contoh 2

Penggunaan mesenchymal stem cell untuk uji pra-klinis pada
penyembuhan luka yang diisolasi dari jaringan lemak, kemudian
dikultur pada medium Alfa-MEM. Setelah mencapal pasase ke-3,

maka stem cell dipanen dan diaplikasikan pada hewan vyang
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sudah dibuat luka dan diperiksa dengan immunohistokimia untuk
mengetahui angiogenesis dan matrik serta keadaan kolagen pada

penyembuhan luka yang mendapat terapi dengan stem cell.

Ini akan dipahami bahwa uraian di atas dari perwujudan yang
disukai diberikan dengan cara contoh saja dan bahwa berbagai
modifikasi dapat dibuat oleh orang-orang Yyang ahli di
bidangnya. Meskipun perwujudan invensi ini telah dijelaskan
di atas dengan tingkat kekhususan tertentu, orang yang ahli
dalam bidang ini Dbisa membuat banyak perubahan pada
perwujudan vyang diungkapkan tanpa menyimpang dari lingkup

invensi ini.
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Klaim

1 Metode pembuatan jaringan rekayasa sel punca (stem cell

tissue engineering) dengan tahap-tahap sebagai berikut:

a) mengisolasi stem cell dari membran amnion dengan
cara mencuci Jjaringan amnion menggunakan salin
buffer fosfat hingga bersih dari darah dan debris
jaringan yang melekat, dilakukan pemotongan dan

10 ditambahkan enzim kolagenase untuk mengeluarkan stem
cell dari ijaringan amnion, selanjutnya diinkubasi
pada suhu 37°C selama 45 menit dan disentrifugasi

hingga terbentuk pellet,

15 b) mengkultur stem cell dengan medium komplit Alfa-MEM,
kemudian dipanen setelah 3-4 hari proses kultur dan

didapatkan jumlah sel sebanyak 2x107 sel,

c) mengkarakterisasi stem cell dengan marker positif

20 CD105, CD44 dan CD90,

\
i d) membuat scaffold dengan teknik electrospinning
melalui pencampuran selulosa asetat dan kolagen

dengan perbandingan 3:1 yang dilarutkan dalam aseton

25 10%, dan dilakukan proses electrospinning selama 1
jam pada laju alir 0,01 mL/jam dan tegangan 14 kv,
dimana serat membran ditempatkan pada kolektor putar
untuk kemudian didapatkan membfan scaffold berukuran

15-20 cm,

30

e) seeding mesenchymal stem cell pada scaffold membran

selulosa asetat - kolagen dan diinkubasi di dalam

inkubator CO, 5% selama 3 hari.

3
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Metode menurut klaim 1 dimana karakterisasi morfologinya
menggunakan scanning electron microscope (SEM) untuk
mengamati interaksi antara stem cell dengan scaffold,
dan didapatkan ukuran pori pada scaffold berkisar antara
40-100 mikron.

Metode menurut klaim 1 sampai 2 digunakan untuk

mempercepat penyembuhan luka pada terapi ulkus.
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