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PRAKATA

Segala puji hanyalah milik Allah SWT, Tuhan semesta alam. Puji syukur
dipanjatkan karena berkat rahmat dan kemudahan-Nya sehingga Modul 3 yang diberi
judul “Workshop Stem Cell dan Bio-engineering” ini dapat terselesaikan dengan baik.
Adapun tujuan dari dibuatnya modul ini adalah untuk memberikan pengetahuan dan
gambaran secara umum dan khusus tentang stem cell, metabolit stem cell juga rekayasa
jaringan, serta aplikasinya secara mendasar di bidang medis.

Stem cell dapat berdiferensiasi menjadi sel yang diinginkan sesuai dengan
lingkungan mikro. Berdasar pada sifat dan kemampuannya, stem cell lebih dikenal
dengan sel yang mempunyai fleksibilitas (pasticity) tinggi. Aplikasi stem cell di bidang
kedokteran regeneratif saat ini berkembang pesat karena sel tersebut dapat berfungsi
untuk menggantikan sel yang mati, integrasi dengan sel jaringan hospes, menghasilkan
molekul efek autokrin dan parakrin, dapat dieksplorasi dari berbagai sumber, dapat
dikembangkan secara in-vitro, serta dapat diaplikasikan secara autogenous maupun
allogenous. Saat ini banyak aplikasi stem cell dikembangkan di bidang bio-engineering
dalam bentuk komposisi (composite) rekayasa jaringan yang terdiri dari scaffold, sel,
dan faktor pertumbuhan (growth factors).

Pada akhirnya, kami menyadari bahwa dalam penulisan modul ini masih banyak
kekurangan baik dari segi isi maupun penyajian dan masih jauh dari kesempurnaan
sehingga kritik dan saran yang bersifat membangun diperlukan guna membantu
perbaikan dan penyempurnaan. Diharapkan modul ini dapat memberikan sumbangan
motivasi dan inovasi dalam mengembangkan ilmu pengetahuan dan teknologi

khususnya di bidang kedokteran regeneratif.

Penulis
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MODUL 3
WORKSHOP STEM CELL DAN BIO-PROCESSING

1. Latar Belakang

Bertambahnya angka harapan hidup berdampak pada pertambahan insiden
penyakit degeneratif dan keganasan. Kemajuan teknologi dan transportasi juga memberi
efek meningkatnya insiden trauma. Penyakit degeneratif, keganasan dan trauma
mengakibatkan kegagalan dan kerusan organ ataupun jaringan. Fenomena ini memacu
berkembangnya ilmu kedokteran regeneratif.

Kedokteran regeneratif dan rekayasa jaringan adalah terapi medis inovatif yang
memungkinkan tubuh manusia untuk memperbaiki, mengganti, mengembalikan dan
meregenerasi sel, jaringan dan organ yang rusak. IImuwan di seluruh dunia berkumpul
dalam aktivitas penelitian yang memungkinkan perbaikan otot jantung yang rusak
setelah serangan jantung, penggantian kulit untuk luka bakar, restorasi pergerakan
setelah jejas medulla spinalis dan regenerasi jaringan pankreas untuk memproduksi
insulin bagi penderita diabetes. Kedokteran regeneratif menjanjikan harapan hidup yang
lebih tinggi dan peningkatan kualitas hidup dengan mendukung dan mengaktifkan
proses penyembuhan alami tubuh.

Cangkok sumsum tulang telah digunakan dalam 40 tahun terakhir untuk
regenerasi darah dan sistem imun pasien dengan leukemia, limfoma, anemia aplastik
berat dan penyakit metabolik herediter. Sayangnya, cangkok sumsum tulang allogenik
terbatasi oleh ketersediaan donor yang sesuai. Stem cell muncul sebagai suatu alternatif
yang mudah didapat dan langsung tersedia untuk terapi. Transplantasi stem cell dapat
memberikan insidensi komplikasi yang lebih rendah, khususnya penyakit graft-versus-
host. Uji Kklinik sedang dilakukan untuk memperbaiki otot jantung yang mempunyai
parut atau yang sekarat setelah serangan jantung atau selama gagal jantung kongestif.
Penelitian yang sedang berjalan pada diabetes difokuskan untuk memahami bagaimana
stem cell dapat dilatih untuk menjadi tipe sel pulau pankreas yang mensekresi insulin
yang diperlukan. Perbaikan jejas medulla spinalis juga merupakan tujuan peneliti
melalui regenerasi neuron, myelin dan sel saraf.

Dengan berlangsungnya penelitian dasar, peneliti berharap untuk mempelajari

bagaimana stem cell bereplikasi dan menciptakan sel anak terspesialisasi, yang mungkin



dapat memberikan gambaran mengenai kerusakan sel yang menyebabkan cacat bawaan.
Memahami jalur sinyal sel juga dapat memberikan petunjuk bagaimana sel punca
mampu berkumpul pada lokasi jejas untuk memulai perbaikan jaringan yang rusak atau
sakit. Menggunakan sel punca sebagai sistem penghantaran obat merupakan satu tujuan
lain peneliti. Stem cell juga mampu membawa agen kemoterapeutik langsung menuju
sel kanker target. Stem cell juga dapat digunakan untuk menciptakan sel hepar atau
jaringan lain yang dapat digunakan untuk penapisan kandidat obat baru demi keamanan
pengembangan obat farmaseutika. Penggunaan sel dan/atau jaringan manusia dapat
memberikan model yang lebih baik untuk uji toksikologi daripada model hewan
tradisional yang digunakan saat ini.

Vaksin kanker, suatu macam imunoterapi adoptif, sedang dalam uji klinik untuk
kanker prostat, payudara, indung telur dan kolorektal. Mengkombinasikan sel tumor
dari pasien dengan sel dendritik dapat mengarah pada suatu vaksin yang akan mencari
dan menghancurkan sel kanker. Imunoterapi adoptif lainnya dapat secara artifisial
meningkatkan jumlah sel T pembunuh (suatu bentuk sel darah putih) pada pasien
kanker. Hal ini melibatkan pengumpulan sel T pasien, ekspansi secara ex vivo, lalu
diinfuskan kembali kepada pasien. Hasilnya adalah peningkatan jumlah sel T dan
respons imun pasien yang lebih kuat terhadap kanker.

2. Tujuan Pelatihan dan Sertifikasi
Dalam rangka mewujudkan Pusat Penelitian dan Pengembangan Sel Punca
Universitas Airlangga menjadi pusat terkemuka dalam tingkat nasional maupun
internasional dalam bidang penelitian, pengujian/analisa dan pelatihan laboratorium,
Workshop Stem Cell dan Bio-processing menjadi salah satu program yang diunggulkan
dengan tujuan-tujuan diantaranya:
1. Mengembangkan kompetensi bagi profesi personil/individu yang melaksanakan
kegiatan kepelatihan.
2. Mempersiapkan tenaga medis dan non-medis yang berkualitas yang berorientasi
pada penguasaan pengolahan stem cell dan rekayasa jaringan.
3. Meningkatkan jumlah penelitian stem cell dan rekayasa jaringan.
4. Mendukung penelitian stem cell yang berkelanjutan.

5. Meningkatkan kolaborasi riset dalam bidang stem cell di dalam dan luar negeri.



6. Meningkatkan perolehan jumlah hak paten/HKI dalam bidang stem cell.

7. Meningkatkan pemahaman kepada masyarakat tentang aspek pengobatan dan
manfaat stem cell dan rekayasa jaringan, baik dalam bidang kedokteran
regeneratif, untuk kecantikan, maupun bidang medis lainnya.

8. Mengembangkan keilmuwan dan produk unggulan dalam bentuk produksi stem

cell dan metabolit aktifnya.

3. Sasaran Pelatihan dan Sertifikasi
Adapun sasaran peserta pelatihan dan sertifikasi “Workshop Stem Cell dan Bio-
processing” diantaranya:
1. Dokter atau Non-Dokter
Konsultan
Dikirim atau didelegasikan oleh Rumah Sakit / Instansi terkait
Tertarik menggeluti bidang stem cell dan rekayasa jaringan

Kalangan akademisi dari S2 maupun S3

o 0o~ w N

Sanggup mengikuti pelatihan dan sertifikasi hingga berakhirnya program

4. Program Pelatihan dan Sertifikasi

1.

Pembekalan materi
di dalam kelas

Workshop
Stem Cell &
Bio-

Processing

2. 3.

Pelatihan hands-on di Sertifikasi sebagai bukti
laboratorium untuk peserta telah
meningkatkan menyelesaikan
kompetensi pelatihan

Gambar 1. Program pelatihan dan sertifikasi stem cell dan bio-processing




Nama program pelatihan dan sertifikasi ini adalah “Workshop Stem Cell dan

Bio-processing”. Program kegiatan yang dilakukan meliputi :

1.

Pembekalan materi di dalam kelas yang disampaikan oleh praktisi atau klinisi di
bidang stem cell dan rekayasa jaringan dari Pusat Penelitian dan Pengembangan
Sel Punca Universitas Airlangga. Materi yang disampaikan adalah pengetahuan
dasar mengenai stem cell dan rekayasa jaringan, isolasi dan kultur stem cell dan
produk metabolitnya, aplikasi dan penelitian-penelitian yang telah dilakukan.
Pelatihan hands-on di laboratorium untuk meningkatkan kompetensi, dilakukan
bersama-sama dengan teknisi profesional laboratorium sel punca.

Sertifikasi sebagai bukti peserta telah menyelesaikan pelatihan dengan baik.
Sertifikasi ini menjadi tolak ukur pada dokter maupun Klinisi yang akan
mengaplikasi sel punca agar tercapai terapi yang efektif, efisien, aman dan

sesuai dengan standar yang ditentukan.

Proses Penyelenggaraan Pelatihan dan Sertifikasi
Biaya dan Fasilitas Pelatihan dan Sertifikasi

Indeks biaya pelatihan dan sertifikasi “Workshop Stem Cell dan Bio-processing”

per orang : Rp 20.000.000,- yang meliputi :

1.
2. Training kit

3.

4. Welcome party

Biaya pelatihan dan sertifikasi

Konsumsi

Selama mengikuti pelatihan dan sertifikasi, peserta akan mendapatkan fasilitas

diantaranya :

1.
2
3.
4. Buku “Stem Cell: Mesenchymal, Hematopoetik dan Model Aplikasi, Edisi

o

Sertifikasi
Modul pelatihan
Handout materi presentasi

Kedua” penerbit Airlangga University Press
Training Kit (tas punggung, notebook, dan pen)

Konsumsi, termasuk coffee break selama pelatihan



5.2.  Deskripsi Kegiatan Pelatihan dan Sertifikasi

Generally
stem cell

Isolation of
stem cell

Preparation of
MSCs based on
marker

Clinical
application of
stem cell

Stem cell analysis
in vitro

Analysis product
metabolite

expansion, isolation, characterisation, the promise
of stem cell research

umbilical cord, amnion membrane, adipose tissue,
culture of cell and organ, analysis potency of stem
cell (scratch)

stem cell validation include purity, pluripotency;,
and contamination

clinical application of stem cell, tissue
engineering, and regenerative medicine, include
national regulation

characterization of stem cell using marker,
passage cell, harvest validation (polymerase chain
reaction (PCR: DNA extraction, amplification),
immunochemistry, cell count, (freezing, thawing)

« dialysis product metabolite (secretom), ELISA,

general evaluation

Gambar 2. Deskripsi kegiatan pelatihan dan sertifikasi stem cell dan bio-processing
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5.3.  Instruksi Kerja

PROSEDUR MEMASUKI RUANG PROSES
DI LAB STEM CELL

Tujuan

Sebagai acuan penerapan langkah—langkah untuk memasuki ruangan khusus

processing di Laboratorium Stem Cell Universitas Airlangga

Ruang Lingkup

Instruksi kerja ini menjelaskan cara memasuki ruangan khusus processing di

Laboratorium Stem Cell Universitas Airlangga

Penanggung Jawab

Ketua Pusat Penelitian dan Pengembangan Sel Punca Universitas Airlangga

Acuan

World Health Organization. 2004. Laboratory biosafety manual 3rd edition. Geneva

Switzerland

Instruksi Kerja

1. Melepaskan alas kaki sebelum memasuki laboratorium

2. Tidak diperbolehkan untuk membawa makanan dan minuman

3. Meletakkan semua barang bawaan pada loker yang disediakan

4. Memakai baju khusus yang telah disediakan

5. Menggunakan glove atau sarung tangan selama proses di dalam laboratorium

6. Menggunakan masker, nurse cap, serta mengenakan alas kaki khusus ruangan
steril

7. Masuk ke dalam ruang laboratorium




PROSEDUR PROCESSING JARINGAN AMNION

Tujuan

Sebagai acuan penerapan langkah-langkah pemrosesan jaringan amnion di
Laboratorium Stem Cell Universitas Airlangga

Ruang lingkup

Instruksi kerja ini menjelaskan cara untuk proses isolasi jaringan amnion untuk
dikultur menjadi mesencymal stem cell

Penanggung Jawab

Ketua Pusat Penelitian dan Pengembangan Sel Punca Universitas Airlangga

Acuan

Rantam, Fedik A. dkk., 2014, Stem cell mesenchymal, hematopoetik dan model
aplikasi edisi kedua, Surabaya, Indonesia

Instruksi Kerja

1. Keluarkan jaringan amnion dari medium transport dan letakkan dalam cucing

2. Cuci jaringan amnion dengan PBS steril sampai bersih dari darah dan debris
jaringan yang melekat

Lakukan pemotongan dengan cara mencincang hingga halus

Tambahkan enzim kolagenase untuk mengeluarkan stem cell dari jaringan amnion
Inkubasi selama 45 menit pada suhu 37°C

Saring jaringan lemak dan lakukan sentrifugasi hingga terbentuk pellet

N o g &~ w

Tambahkan medium kultur pada pellet dan tanam pada plate 10 cm hingga sel
melekat pada dasar petri

8. Berikan label identitas pasien berupa nama dan tanggal processing kemudian
inkubasi dalam inkubator CO,

Analisis Hasil Pemeriksaan

[ 7




PROSEDUR PROCESSING JARINGAN LEMAK

Tujuan

Sebagai acuan penerapan langkah-langkah pemrosesan jaringan lemak di
Laboratorium Stem Cell Universitas Airlangga

Ruang Lingkup

Instruksi kerja ini menjelaskan cara untuk proses isolasi jaringan lemak untuk dikultur
menjadi mesencymal stem cell

Penanggung Jawab

Ketua Pusat Penelitian dan Pengembangan Sel Punca Universitas Airlangga

Acuan

Rantam, Fedik A. dkk., 2014, Stem cell mesenchymal, hematopoetik dan model
aplikasi edisi kedua, Surabaya, Indonesia

Instruksi Kerja

1. Keluarkan jaringan lemak dari medium transport dan letakkan dalam cucing

2. Cuci jaringan lemak dengan PBS steril sampai bersih dari darah dan debris
jaringan yang melekat

Lakukan pemotongan dengan cara mencincang hingga halus

Tambahkan enzim kolagenase untuk mengeluarkan stem cell dari jaringan lemak
Inkubasi selama 45 menit pada suhu 37°C

Saring jaringan lemak dan lakukan sentrifugasi hingga terbentuk pellet

N o g &~ w

Tambahkan medium kultur pada pellet dan tanam pada plate 10 cm hingga sel
melekat pada dasar petri

8. Berikan label identitas pasien berupa nama dan tanggal processing kemudian
inkubasi dalam inkubator CO,

Analisis Hasil Pemeriksaan

-




PROSEDUR PROCESSING JARINGAN UMBILICAL CORD

Tujuan

Sebagai acuan penerapan langkah-langkah pemrosesan jaringan umbilical cord di

Laboratorium Stem Cell Universitas Airlangga

Ruang Lingkup

Instruksi kerja ini menjelaskan cara untuk proses isolasi jaringan umbilical cord untuk

dikultur menjadi mesencymal stem cell

Penanggung Jawab

Ketua Pusat Penelitian dan Pengembangan Sel Punca Universitas Airlangga

Acuan

Rantam, Fedik A. dkk., 2014, Stem cell mesenchymal, hematopoetik dan model

aplikasi edisi kedua, Surabaya, Indonesia

Instruksi Kerja

1. Keluarkan jaringan umbilical dari medium transpor dan letakkan dalam cucing

2. Cuci jaringan umbilical cord dengan PBS steril sampai bersih dari darah dan
debris jaringan yang melekat
Lakukan pemotongan dengan cara mencincang hingga halus

4. Tambahkan enzim kolagenase untuk mengeluarkan stem cell dari jaringan
umbilical cord

5. Inkubasi selama 45 menit pada suhu 37°C

6. Saring jaringan lemak dan lakukan sentrifugasi hingga terbentuk pellet

7. Tambahkan medium kultur pada pellet dan tanam pada plate 10 cm hingga sel
melekat pada dasar petri

8. Berikan label identitas pasien berupa nama dan tanggal processing kemudian

inkubasi dalam inkubator CO»

Analisis Hasil Pemeriksaan

[ 9




PROSEDUR PROCESSING SEL PBMC

Tujuan

Sebagai acuan langkah-langkah pemrosesan isolasi PBMC

Ruang Lingkup

Instruksi kerja ini menjelaskan cara untuk proses isolasi PBMC

Penanggung Jawab

Ketua Pusat Penelitian dan Pengembangan Sel Punca Universitas Airlangga

Acuan

Rantam, Fedik A. dkk., 2014, Stem cell mesenchymal, hematopoetik dan model

aplikasi edisi kedua, Surabaya, Indonesia

Instruksi Kerja

1. Tuangkan darah dari spuit kedalam konikel 50 cc secara perlahan

2. Tambahkan PBS 1:1 kemudian diresuspensi menjadi larutan homogen

3. Tuangkan hasil resuspensi pada tabung konikel yang sudah diberi ficol 5 cc dengan
cara perlahan melalui dinding tabung

4. Sentrifugasi selama 30 menit dengan kecepatan 1600 rpm dengan suhu 26°C

5. Setelah terpisah jadi 4 lapis aspirai bagian lapisan kedua yang berupa Buffycoat
yang tampak seperti cincin kabut

6. Tuang perlahan larutan Buffycoat kedalam konikel tube 15 ml kemudian cuci
dengan menggunakan PBS 10 cc

7. Sentrifugasi selama 5menit dengan kecepatan 1600 rpm

8. Setelah terbentuk pellet tambahkan medium kultur

9. Lakukan resuspensi hingga homogen, kemudian tanam dalam plate 10 cm

10. Berikan label identitas pasien berupa nama dan tanggal processing kemudian

inkubasi dalam inkubator CO,

Analisis Hasil Pemeriksaan

.
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PROSEDUR PROCESSING JARINGAN LEMAK

Tujuan

Sebagai acuan penerapan langkah-langkah pemrosesan jaringan lemak di
Laboratorium Stem Cell Universitas Airlangga

Ruang Lingkup

Instruksi kerja ini menjelaskan cara untuk proses isolasi jaringan lemak untuk dikultur
menjadi mesencymal stem cell

Penanggung Jawab

Ketua Pusat Penelitian dan Pengembangan Sel Punca Universitas Airlangga

Acuan

Rantam, Fedik A. dkk., 2014, Stem cell mesenchymal, hematopoetik dan model
aplikasi edisi kedua, Surabaya, Indonesia

Instruksi Kerja

1. Keluarkan jaringan lemak dari medium transport dan letakkan dalam cucing

2. Cuci jaringan lemak dengan PBS steril sampai bersih dari darah dan debris
jaringan yang melekat

Lakukan pemotongan dengan cara mencincang hingga halus

Tambahkan enzim kolagenase untuk mengeluarkan stem cell dari jaringan lemak
Inkubasi selama 45 menit pada suhu 37°C

Saring jaringan lemak dan lakukan sentrifugasi hingga terbentuk pellet

N oo g &~ w

Tambahkan medium kultur pada pellet dan tanam pada plate 10 cm hingga sel
melekat pada dasar petri

8. Berikan label identitas pasien berupa nama dan tanggal processing kemudian
inkubasi dalam inkubator CO,

Analisis Hasil Pemeriksaan

11



THAWING SEL

Tujuan

Sebagai acuan langkah-langkah penerapan dalam melakukan thawing sel

Ruang Lingkup

Instruksi kerja ini menjelaskan cara untuk proses thawing sel

Penanggung Jawab

Ketua Pusat Penelitian dan Pengembangan Sel Punca Universitas Airlangga

Acuan

Rantam, Fedik A. Dkk., 2009, Stem cell Exploration Methods of isolation and culture

edisi pertama, Surabaya, Indonesia.

Rantam, Fedik A. Dkk., 2014, Stem cell mesenchymal, hematopoetik dan model

aplikasi edisi kedua, Surabaya, Indonesia.

Rantam, Fedik A., 2003, Metodologi imunologi, Surabaya. Indonesia.

Instruksi Kerja

1. Sel yang disimpan pada nitrogen cair atau minus 80 kemudian dicairkan pada
water bath dengan temperatur 37° C

2. Kemudian menuangkan sel 1ml kedalam tabung yang mengandung 10ml medium
yang telah dipanaskan pada temperatur 37° C
Kemudian di sentrifuge selama 5 menit 1600 rpm

4. Kemudian supernatan di buang dan pelet diresuspensi dengan menggunakan
medium kultur dan di masukan dalam plate dan letakan dalam inkubator CO2 suhu
37° C selama 6 jam

5. Kemudian di evaluasi dengan menggunakan mikroskop inverted

6. Berikan label identitas pasien berupa nama dan tanggal processing kemudian

inkubasi dalam inkubator CO,




FREZZING SEL

Tujuan

Sebagai acuan langkah-langkah penerapan dalam melakukan frezzing sel

Ruang Lingkup

Instruksi kerja ini menjelaskan cara untuk proses frezzing sel

Penanggung Jawab

Ketua Pusat Penelitian dan Pengembangan Sel Punca Universitas Airlangga

Acuan

Rantam, Fedik A. DKkk., 2009, Stem cell Exploration Methods of isolation and culture
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Rantam, Fedik A. Dkk., 2014, Stem cell mesenchymal, hematopoetik dan model
aplikasi edisi kedua, Surabaya, Indonesia.

Rantam, Fedik A., 2003, Metodologi imunologi, Surabaya. Indonesia.

Instruksi Kerja

1. Sel yang disimpan sebaiknya sel yang berumur 2-3 hari agar setelah thawing sel
hidup lebih bnyak

Sel yang ditanam pada plate atau flash dipanen

Kemudian di sentrifuge selama 5 menit 1600 rpm

Kemudian supernatan dibuang dan pelet diresuspensi dengan menggunakan

Medium freezing dan dimasukkan dalam cryotube yang di rendam didalam es

o o~ w DN

Cryotube di taruh pada styrophor dan disimpan pada freezer -80°C atau nitrogen
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PEMERIKSAAN BIOLOGI MOLEKULER STEM CELL

Tujuan

Untuk memperoleh hasil pemeriksaan biologi molekuler mesenchymal stem cell

(MSC) dan haemopoetic stem cell (HSC)

Ruang Lingkup

Instruksi kerja ini menjelaskan cara pemeriksaan untuk mendeteksi gen nukleotida

dengan teknik PCR, baik yang secara kualitatif maupun kuantitatif
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Instruksi Kerja

Ekstraksi RNA

Ekstraksi RNA dari Haemopoetic Stem Cell (HSC) menggunakan reagen Trizol, HSC

dari pembuluh darah tepi yang telah di kultur kemudian di koleksi dalam connical

tube 15 ml dan di sentrifugasi dengan kecepatan 6000 rpm selama 5 menit, kemudian

supernatan dibuang dan pelet sel di tambahkan dengan reagen Trizol sebanyak 1000

pl untuk melisiskan sel dan diresuspensi, sedangkan yang berasal dari Mesenchymal

Stem Cell (MSC) penambahan Trizol pada Plate dish diameter 5cm ditambahkan

reagen Trizol sebanyak 1000 pl untuk melisiskan sel dan diresuspensi.

Langkah selanjutnya untuk ekstraksi RNA pada HSC maupun MSC sama dimana,

hasil resuspensi kemudian dimasukkan ke dalam mikrotube 1,5 ml lalu ditambahkan

200 pl chloroform untuk memisahkan pada fase aqua yang mengandung RNA, shake

untuk homogenisasi dan diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit. Sentrifugasi

dengan kecepatan 12.000 rpm, 15 menit, pada suhu 4°C. Aquaface diambil dan

masukkan ke dalam mikrotube 1,5 ml baru dan ditambahkan isopropanol 500 pl,




untuk presipitasi RNA, shake dan diinkubasi pada suhu ruang selama 10 menit.
Dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm, 10 menit, pada suhu 4°C,
kemudian buang supernatan hati-hati agar pelet tidak sampai ikut terbuang dan dicuci
dengan etanol 75% masing-masing sebanyak 1000 ul. Dilakukan sentrifugasi kembali
dengan kecepatan 9.100 rpm, 7 menit pada suhu 4°C, buang supernatan lalu kering
anginkan pada laminar flow kemudian ditambahkan nuclease free water sebanyak 20
pl kemudian dipipeting untuk homogenisasi dan di inkubasi pada suhu 55°C selama

10 menit. Ekstraksi RNA dapat langsung dipakai atau di simpan pada suhu -80°C.

One Step PCR
One Step PCR dilakukan dengan menggunakan reagen SuperScript 111 One-Step RT-
PCR System with Platinum Tag DNA Polymerase dari Invitrogen (Cat. No. 12574-
026). Sebelum membuat Master Mix, reagen harus di thawing dan di spindown
terlebih dahulu.

Pencampuran Master Mix untuk One Step PCR adalah sebagai berikut :

Komponen Volume
2x Reaction Mix 12.5 ul
Sense Primer (10uM) 1l
Anti sense primer (10puM) 1l
Template RNA 1-2 ul
Nuclease Free Water 8.5ul

One Step PCR dilakukan dengan menggunakan reagen SuperScript 111 One-Step RT-
PCR System with Platinum Tag DNA Polymerase dari Invitrogen (Cat. No. 12574-

026). Sebelum membuat Master Mix, reagen harus di thawing dan di spindown.

Pencampuran Master Mix untuk One Step PCR adalah sebagai berikut :

Komponen Volume
2x Reaction Mix 12.5 ul
Sense Primer (10uM) 1l
Anti sense primer (10uM) 1l
Template RNA 1-2 ul
Nuclease Free Water 8.5ul




Selanjutnya Master Mix di masukkan ke alat Termal Cycler dimana cDNA synthesis
dilanjutkan langsung dengan PCR amplifikasi
cDNA sintesis

1 siklus 45-60°C for 15-30 menit
Denaturasi
1 siklus 94°C for 2 menit

PCR amplifikasi
40 Siklus 94°C for 15 detik
55-65°C for 30 detik
68°C for 1 menit per kilobase
Final extension
1 Siklus 65°C for 5 menit




PEMERIKSAAN BIOLOGI MOLEKULER STEM CELL

1. Elektroforesis

Pembuatan agarose gel 1%:

Timbang sebanyak 0.5 gram agarose dan dimasukkan ke dalam tabung erlenmeyer
yang telah berisi 50 ml 0,5X TBE (Tris Buffer EDTA), dan diaduk hingga
tercampur, masukkan erlenmeyer pada oven dan panaskan hingga agarose
sepenuhnya larut, kemudian ditambahkan dengan Ethidium Bromide sebanyak 1 pl
dan diaduk sampai merata lalu di tuang kedalam cetakan agarose.

Sebanyak 4 pl DNA hasil PCR dicampur dengan 1 ul loading dye, dan 3 pul
nuclease free water dimasukkan ke dalam well Agarose LE 1 % untuk proses
running. Marker yang digunakan sebagai acuan adalah 100 bp DNA ladder yang
terdiri dari 15 fragmen antara 100 bp dan 1.500 bp dan fragmen tambahan 2072 bp .
Plat dijalankan dalam kondisi 100 V, 400 mA dalam waktu 45 menit. Kemudian gel
hasil elektroforesis dibaca pada Gel Documentation/Transluminator UVP dan
didokumentasikan.

. Hasil Elektroforesis

Berikut adalah salah satu hasil ELP pada pemeriksaan PCR Haemopoetik Stem Cell

300 bp

200 bp

100 bp
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KARAKTERISASI STEM CELL

Tujuan

1. Untuk mengevaluasi apakah sel dalam sampel tertentu mengekspresikan antigen
yang bersangkutan atau tidak dengan metode Imunositokimia

2. Untuk mengetahui kuantitas sensitif kolometrik sel dengan uji MTT Assay

3. Untuk mendeteksi suatu antibodi, antigen, atau hormon tertentu yang disekresikan
oleh sel dengan metode ELISA

4. Untuk mengetahui  Kalsifikasi sel yang telah berdiferensiasi menjadi sel
osteogenik dengan teknik pemeriksaan Alizahrin Red

Ruang Lingkup

Instruksi kerja ini menjelaskan tentang karakterisasi sel dengan beberapa metode

seperti, uji ICC, uji MTT, ELISA, dan Pewarnaan Alizarin Red

Penanggung Jawab
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Instruksi Kerja

1. Immunositokimia (ICC) :




» Immunositokimia berlabel FITC:

Sel monolayer di lakukan proses splitting agar menjadi single sel dan kemudian di
tanam pada obyek glass COOKE dan di inkubasi pada suhu 37°C selama 2 jam

Sel yang telah di inkubasi kemudian di fiksasi dengan Buffer formalin 4% selama
15 menit, lalu obyek glass di cuci dengan PBS dan di kering anginkan, dilanjutkan
dengan Blocking FBS 10% selama 15 menit

Sel kemudian di beri pewarnaan antibodi sekunder sebanyak 10 pl sesuai yang di
inginkan misal untuk karakterisasi sel Mesenchymal Stem Cell dengan CD 105,
untuk Haemopoetik Stem Cell dengan CD 45, untuk sel Kanker dengan CD 133,
dan lain sebagainya, pewarnaan CD dilakukan pada ruangan gelap karena sensitif
terhadap cahaya, kemudian di inkubasi pad suhu 37°C selama 1 jam dan dilakukan
pembacaan menggunakan mikroskop Fluoresence.

Hasil ICC pewarnaan CD 105 positif:

Sel yang terlabel CD 105 berpendar kehijauan

Immunositokimia dengan DAB:

Perlabelan sel dengan teknik ICC juga dapat dilakukan dengan perwarnaan DAB
chromogen menggunakan Kit Lab Vision Ultravision LP: Detection System HRP
Polymer/DAB Chromogen merek Thermo (cat# TL-125HD)

Sel monolayer di lakukan proses splitting agar menjadi single sel dan kemudian di
tanam pada cover slip dan diinkubasi pada inkubator CO2 dengan suhu 37°C
selama 2 hari

Coverslip kemudian dikoleksi dan difiksasi dengan buffer formalin 4% selama 15
menit

Coverslip kemudian dicuci dengan PBS-Tween 0,5%, lalu diinkubasi dengan




Hydrogen Peroksida Block selama 10 menit.

Dicuci lagi dalam PBS-Tween 0,5% sebanyak 4 kali, dan ditambahkan Ultra V
Block diinkubasi selama 5 menit.

Coverslip dicuci lagi dengan PBS-Tween 0,5% dan di berikan antibodi Primer yang
ingin di periksa, diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37°C

Setelah 1 jam cuci kembali coverslip dan di tambahkan dengan Primary antibodi
enhancer selama 10 menit

Cuci coverslip lalu ditambahkan HRP polymer selama 15 menit( pada tahap ini
sebaiknya dilakukan pada ruangan gelap)

Setelah pencucian tambahkan 1 tetes (40ul) DAB chromogen yang telah dicampur
dengan 2 ml DAB plus subtrat dan inkubasi 5 menit pada suhu ruang.

Coverslip dapat diamati pada mikroskop inverted

Sel yang terwarnai dengan DAB Chromogen

. MTT Assay:

Sel monolayer di proses splitting agar menjadi single sel dan kemudian di tanam
pada plate M-96 sebanyak 3000-5000 sel per well dan diinkubasi pada inkubator
CO2 dengan suhu 37°C selama kurang lebih 24 jam

Sel yang telah ditanam pada plate M-96 di berikan bahan tertentu untuk mengetahui
apakah bahan tersebut toksik terhadap sel, atau menginduksi proliferasi sel
sebanyak 200 ul per well, dengan konsentrasi sesuai yang diinginkan, dan
diinkubasi selama 20 jam pada inkubator CO2 dengan suhu 37°C

Timbang reagen MTT sebanyak 5mg/ml di larutkan dengan PBS kemudian
ditambahkan tiap well perlakuan sebanyak 25ul dan diinkubasi selama 4 jam

Hasil MTT assay adalah terbentuknya Kristal Formazan atau tidak sebagai reaksi
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tetrazolium bromide terhadap enzim dehidrogenase yang disekresikan oleh
mitokondria sel
Semakin banyak kristal formazan yang terbentuk menunjukkan bahwa viabilitas sel

semakin tinggi atau terjadi proliferasi sel, dapat juga menunjukkan bahwa bahan

yang di ujikan tidak toksik terhadap sel

f)
9)

Kristal formazan

. ELISA
Uji ini sering digunakan untuk mengukur kadar titer antigen dan antibodi dengan
cara nilai absorbansinya melalui optical density (OD)
Salah satu model ELISA yang dapat digunakan adalah Sandwich ELISA, dimana
antigen yang akan diperiksa telah di coating pada well
Kit ELISA dapat mendeteksi didesain untuk dapat mendeteksi kuantitas suatu
antibodi yang berasal dari kultur sel supernatan, serum, plasma, dan cairan
biologis lainnya.
Tahapan dalam Sandwich ELISA adalah sebagai berikut:
Disiapkan permukaan untuk mengikatkan antibodi ‘penangkap’.Semua non
spesifik binding sites pada permukaan diblokir
Sampel berisi antigen dimasukkan dalam plate
Plate dicuci untuk membuang kelebihan antigen yang tidak terikat
Antibodi primer ditambahkan, supaya berikatan secara spesifik dengan antigen
Antibodi sekunder yang berikatan dengan enzim dimasukkan, yang akan
berikatan dengan antibodi primer
Plate dicuci, sehingga konjugat antibodi-enzim yang tidak terikat dapat dibuang.
Ditambahkan reagen yang dapat diubah oleh enzim menjadi sinyal berwarna/
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h)

berfluoresensi/ elektrokimia

Diukur absorbansinya untuk menetukan kehadiran dan kuantitas dari antigen.

. Pewarnaan Alizarin Red:

Pewarna Alizarin Red dapat mewarnai sel yang terkalsifikasi. lon Ca*‘yang
terdapat dalam proses kalsifikasi tulang akan bereaksi dengan ARS membentuk
komples Ca-ARS yang berwarna merah

Identifikasi differensiasi sel menjadi sel osteogenik dapat diamati setelah 21 hari,
medium penumbuh yang lama dibuang kemudian di cuci dengan PBS

Dilakukan fiksasi sel dengan menggunakan Buffer formalin 4 % selama 15 menit
Selanjutnya sel di cuci kembali dengan PBS dan diwarnai dengan larutan Alizarin
Red dan inkubasi pada temperatur ruang selama 1 jam lalu di cuci kembali
dengan PBS sebanyak 2 kali

Sel selanjutnya dapat diamati di bawah mikroskop dengan pembesaran 10 x 10.

Hasil pewarnaan Alizarin red:

Sel yang mengalami Kalsifikasi menyerap warna meraah
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5.4.

5.5.

Waktu dan Tempat Pelatihan dan Sertifikasi

Waktu:

Workshop on Stem Cell and Tissue Processing dilaksanakan selama 3 hari pada
bulan April, Juli dan November. Masing-masing terdapat 2 sesi, dimana 1 sesi
maksimal 10-12 orang.

Tempat :

Pusat Penelitian dan Pengembangan Sel Punca (Stem Cell Research and
Development Center) Universitas Airlangga Kampus C

JI. Mulyorejo, Sukolilo, Mulyorejo, Kota Surabaya, Jawa Timur 60115

Telp: (031) 5915551

Dokumentasi Pelatihan dan Sertifikasi
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