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MESENCHYMAL STEM CELL DAN APLIKASINYA
PADA REKAYASA JARINGAN TENDON

Heri Suroto
Departemmen Beaash Crinopedi, RSUL. O Soetome,
taxultas Kedokteran Universitas Airlangaa Surshbayva

PENDAHULUAN

Defek tendon akibat kecelakaan kerja, kecelakaan lala lintas dan bahkan
kecelakaan kriminalitas, hingga kini masih merupakan tantangan besar dibidang
bedah tangan. Defek tendon fleksor vang sering dijumpai dalam praktek sehari-
hari ada 2 jenis. Delek tendon fleksor vang diakibatkan bukan karena kehilangan
jaringan tendon tetapi oleh karena tidak tertangani dengan baik (neglected)
tendon fleksor yang terputus. Defek tendon fleksor jenis yang lain acalah defek
yang disebabkan oleh karena kehilangan jaringan tendon. Penanganan kedua
jenis defek tendon fleksor ini pada prinsipnya memerlukan jaringan pengganti.
Pilihan jaringan pengganti tendon adalah tendon autograft. tendon allografit,

Gambar B.1 D=ek pada tendon fAeksor pada jari telunjux
tancan karan. ‘anda menunjukkan uwung tendon FOP
proksimal dzn ¢ista’ yang menaaami retreks
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polimer biodegradabel sintetik, dan bahkan rekavasa jaringan tendon (fendon
tissue enginecring) (Bunnel et al,, 1918; Pulvertaft et al.. 1956; Verdan ef al, 1972;
Tubiana ef al., 1973; Soteloed al., 2002),

Rekonstruksi defek tendon dimulai dengan penggunaan graft biologis,
Seri free graft! pada tendon fleksor pertama, yang digunakan pada tangan
telah dilaporkan oleh Lexer ef al, (1912). Penggunaan graftt ini dilakukan pada
putusnya tendon baik akut maupun kronis, pada Kasus infeksi dan kontraktur
iskemia { Adamson et al,, 1961).

Bunnel et al, (1918) telah menggunakan tendon palmaris longus scbagai
donor grafit. Metode pembedahan dan hasil dari fiee graftt tendon fleksor telah
dimodifikasi oleh pakar dibidang bedah tangan dari berbagal negara seperti:
Pulvertaft et al.(1936) dari Inggris; Graham et al, (1947, Littler et al., (1947,
Boyes Stark et al, (1971) dan White et al, (1956) dari Amerika serikat; Rank
dan Wakefield (1952) dari Australia; Verdan ef all, (1972) dari Swiss dan Tubiana
et al. (1973) dari Perancis. Semuanya masih menggunakan donor tendon dari
autografti.

Tendon autograft dalam rekonstruksi defek tendon fleksor mempunyai
peranan penting baik dalam tenogenesis, tenoinduksi, maupun dalam
tenokonduksi. Tenogenesis terjadi karena didalam intrasy novial autografti tendon
didapatkan feroblast yang masih viabie. Teroblas! ini baik di bagian permukaan
mavpun di bagian sentral, mempunyai kemampuan untuk mensintesa jaringan
tendon baru setelah mendapatkan revaskularisasi (Gelbermen et al,, 1992;
Leversedge et al., 2000). Tenoinduksi terjadi karena tendon autografit mengandung
berbagai sitokin vang berfungsi kemotaksis, menstimuli sel progenitor tendon
untuk berproliferasi dan berdiferensiasi menjadi fenoblast yang selanjutnya
akan mensintesa jaringan tendon baru. Tenokonduksi terjadi karena tendon
autograftt mempunyai mikrostruktur yang sama dengan jaringan tendon dan
berfungsi sebagai scaffold tempat deposisi jaringan tendon yang baru. Sejauh ini

tendon autograftt merupakan grafi yang ideal. Tendon autografti tidak dapat
digunakan untuk rekonstruksi pada defek tendon fleksor yang mudtiple, karena
tidak mungkin dilakukan pengambilan tendon dalam jumlah yang banyak tanpa
menimbulkan morbiditas pada tempat tendon tersebut diambil.

Tahapan berikut dalam rekonstruksi defek tendon fleksor adalah penggunaan
tendon allograft. Tendon allegraft dalam rekonstruksi defek tendon fleksor hanya
berperan dalam tenokonduksi. Tenokonduksi masih dimungkinkan terjacdi
karena pada freeze dried tendon allograft ini mikrostrukturnya tidak mengalami
perubahan. Tujuan utama penggunaan tendon alfograftt dengan synovial sheaih
yang masih dipertahankan adalah untuk mencegah terjadinya pembentukan
scar perlekatan dan untuk konservasi pufley. Defisiensi gerakan meluncur pada

Amvn o vt

- ——
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kenyataannya masih terjadi, akibat dari pembentukan kolagen yang melekat
selama proses penvembuhan. Peacock dan Madden (1967) mendapatkan bahwa
perlekatan hanya terjadi pada sisi penyambungan dan kanalnya tetap bebas. Grajt
diinvasi oleh sel mononuklear resipien karena semua sel fibroblast donor sudah
tidak didapatkan lagi. Penerimaan graft dan penyembuhan dijung tendon terjadi
secara bersamaan dengan invasi fibroblast resipien. Proses inﬁgmsi yang lcr}adi
tidak jauh berbeda dengan tendon autograftt vaitu: nekrosis graft, revaskularisasi,
repopulasi sel dan remodeling. Waktu vang diperlukan pada proses integrasi
tendon aliograjt lebih lama dibandingkan dengan tendon antegraft, Hasil akhirnya
dari proses degradasi scaffold yang tidak diimbangi dengan pembentukan jaringan
tendon baru mengakibatkan terjadinya kegagalan, Faktor lainnya vang membatasi
penggunaan grafi hiologis ini secara luas adalah: risiko transmisi patogen dan
kesulitan penyimpanannya. (Peacock ef al. 1939, Vamhidy ef al,, 1990. Asencio et
al, 1996, Robertson et al., 2006). .

Evolusi selanjutnya dalam rekonstruksi defek tendon fleksor adalah
penggunaan polimer biodegradabel sintetik. Polimer in1 biockompatibel dan
sudah tersedia secara komersial. Mereka dapat dibuat menjadi scaffold 3 dimensi
dengan berbagai struktur dan porositas serta mempunyai sifat mekanik dan
degradasi. Material biodegradabel seperti collagen, dhiitin, polylactic acid (PLA},
dan polygivcolic acid (PGA) telah digunakan untuk rekonstruksi tendon.
Pemilihan polimer yang tepat untuk rekavasa jaringan, diperlukan pemahaman
akan pengaruh kimiawi polimer terhadap viabilitas, pertumbuhan dan tungsi sel,
Sejauh ini belum ada prinsip umuam yang dapat menerangkan prediksi dari adesi,
proliferasi dan kultur sel terhadap permukaan polimer yang berbeda. Ouyang et
al,, (2002) telah mempelajari adess, proliterasi dan morphologi sel ACL kelinei
dan mesenchymal stem cell dari sumsum talang (bMSC) pada beberapa polimer
biodegradabel simetik. Hastl ini memberikan informasi vang berguna untuk
strategi rekayasa jaringan tendon,

Keberadaan sel yang tepat ini penting karena potensi proliferasi, signal
sel ke sel, produksi biomolekul dan formasi matriks ekstra selular. Jumlah sel
yang ditanam akan sangat berpengaruh terhadap pembentukan jaringan tendon
yang dimediasi oleh sel. Caplan et wl. (1993) telah mempelajari nilai ambang
minimum dari jumlah sel yang diperlukan pada sisi reparasi untuk pembentukan
jaringan baru. Kontroversi masih sap teradi mengenai identitas dan lokasi sel
yang bertanggung jawab terhadap sintesa kolagen sclama penyvembuhan tenden.
Pertanyaan yang masih belum terjawab hingga saat inn adalah apakah tenocyte
yang tersedia sudah cukup ataukah masih diperlukan perekrutan sel progenitor
pada sisi luka. Ketidaktentuan inilah yang membuka kesempatan untuk aplikasi
sel dari luar dalam memfasilitasi regenerasi jaringan teadon (Goh et al, 2003).

123
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Adanya defek pada terpatusnya tendon fleksor maka tendon graft semestinya
dilakukan untuk mengembalikan keutuhan tendon terscbut. Sejauh ini
rekonstruksi defek tendon fleksor dengan tendon allograft saja belum didapatkan
hasil yang fungsional baik dari keutuhan maupun sifat biomekaniknya. Rekayasa
jaringan tendon menawarkan strategi potensial untuk rekonstruksi defek tendon
fleksor. Rekayasa jaringan tendon dengan menggunakan kombinasi scaffold,
sel dan signal baik mekanikal stimuli ataupun growth factor tampaknya dapat
memberikan harapan besar sebagai solusi terhadap problema tersebut di atas.

Sel yang dapat digunakan dalam rekayasa jaringan tendon adalah sel
tenocyte dan stem cell mesensimal. Rasionalitas penggunaan sel tenocyte ini
karena pada kasus ruptur tendon kronis didapati kenyataan tingginya angka
apoptosis tenocyie. Yuan et al., (2002) mendapatkan angka apoptosis fenocyte yang
tinggi (34%) padla kasus ruptur tendon rotator cuiff manusia. Tuoheti et al,, (2005)
mendapatkan angka apoptosis fenocyte 24% pada ruptur tendon supra spinatis
yang terjadi pada kasus fmipingement syndromie. Abnormalitas selular pada ruptur
tendon kronis ini dapat mempengaruhi kapasitas penyembuhan dan remodeling
tendon, Pengambilan dan isolasi dari tenocyfe yang meninggalkan morbiditas dari

sisi donor inilah yang membatasi penggunaannya dalam jumlah banyak. Sumber
lain yang dapat digunakan untuk mengganti kekurangan ini adalah M5Cs.
Mesenchymal stem cell adalah salah satu dari stem cell dewasa yang
menyediakan penggantian dan reparasi terhadap jaringan yang rusak maupun
furnover jaringan normal. Sel ini telah berhasil di isolasi bahkan di ekspansi
dalam kultur. Terapi Klinis berbasis sel {cell based theraphy) dengan menggunakan
mesenchymal stem cell melibatkan tiga pendekatan yang berbeda. Pertama, strategi
rekayasa jaringan di mana mesenchymal stem cell ditanamkan ke dalam tiga
dimensi perancah (scaffoid) untuk penggantian tiga dimensi defek jaringan it
vivo, kedua, terapi penggantian sel pada cacat genetik dengan penggantian sel
inang mutan oleh sel normal doner alogenik, dan ketiga, mesenchymal stem
cell berperan sebagai sitokin/factor pertumbuhan untuk merangsang reparasi
jaringan (Caplan, 2005). Pendekatan yang dilakukan pada rekonstruksi defek
tendon fleksor ini adalah pendekatan pertama dan sekaligus yang keliga.
Perancah (scafjoid) yang digunakan dalam rekayasa jaringan pada defek
tendon fleksor ini freeze dreid allograftiendon (FDAT). Karena sifatnya yang
relatif avaskular, tendon adalah calon utama pengganti rekayasa jaringan.
Tendon asli memiliki ekstraseltlarmatrix (ECM) yang terdiri dari banyak protein,
glukosaminoglikan, dan proteoglikan yang mengontrol perakitan dari fibril
kolagen, unit load-bearing, dan kontribusi paca pembentukan hicrarki jaringan
(Calve et al, 2004). Scaffold yang berbasis kolagen sudah dikembangkan dalam
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aplikasi rekayasa jaringan. Bozec (2007) mendapatkan bahwa materi dari serabut
yang sepertitampar yaitu kolagen dari tendon yang seharusnya digunakan ;Cl)il"ali
scaffold terutama pada lokasi yang mendapatkan tekanan secara mekanis Kn!-i‘:'n
tipe 1 adalah yang paling banyak digunakan sccara luas sebagai malcri;l-l ~'¢‘a‘/;:)l"d
karena fibroblast akan menarik kolagen gel untuk membentuk st ruklur;ci;m'li
j;u‘iuy,;m. Kolagen tampaknya menjadi fondasi ideal untuk tendon artifisial ~'l'cl'l |
silatmekanis dari konstruksi fibroblast-kolagen in vitro lebil inferior (Iib;.uul'inglg-l}n
Jaringan aslinya. Percobaan sebelumnya telah dibuat untuk menciptakan lcr-.d;)n
e vitro, tetapi kurang berhasil karena kesulitan dalam pembentukan knnklr;.nksi
yang l‘comp;llilx-l baik secara mekanis maupun biologis dalam lingkungan ;n n.
Fibroblast menggunakan jalur sinyal sel matriks selama ;wrkmknl);m;an d-l.l'm‘l~
pembentukan fibril dan dalam mempertahankan bentuk dan funesinya QC‘I\."l‘lll
maturasi. Untuk menginduksi pembentukan struktur seperti lc::du;l cicnv"m
sifat mekanis yang adekuat harus didasari dengan peranan dari produk biolo, :u
Keberhasilan rekayasa jaringan tendon akan hu*mcnluknn komponen 1'1);1'r%l;;
ekstraselular. Matriks ckstraselular akan memberikan konstruksi dengan .-sif-;l
mckanis mirip dengan tendon yang digantikannya. Sehingga mobilisasi bi;l
dilakukan sedini mungkin sekaligus mcmperccp;.l proses ;ﬁtfln’(’l]‘)l.)ll}lil-Il d B

: ari
delek tendon tersebut, ‘

FREEZE DRIED ALLOGRAFT TENDON SEBAGAI SCAFFOLD

Freeze dn'l'.-d allograft tendoi adalah jaringan tendon yang diambil dari donor
pada spesies sama namun secara genetis heterogen. Kemudian dibekukan (crvo-
‘{'n'.sr.'n':’) dalam subu -80° selama 2-3 hari. Proses selanjutnya (Iikvrin‘q.l\";m
:I)Y«.vphy..fjﬂ'r) scl'.m-m I:Z_mm hingga kadar air kurang dari 5%. Untuk nlcnc\cganh
ransmisi })L‘ll)’fllfll, dilakukan sterilisasi dengan gamma irradiasi dengan dosis
':’ldlLlS.l vang dipilih 25 kGy yang bisa menghancurkan bakteri, .x'pm;l bakteri
dan virus, sekaligus epitop yang ada pada protein di scaffold sehingga akan
menurunkan imunogenitasnya tetapi tanpa menvebabkan kerusakan struktur
jaringan dari tendon allograjt tersebut. Hasilnya adalah Jaringan asli tendon
yang aselular dan avaskular, mempunyai matriks ckstra sclulIu yang terdiri
dari kolagen, glycosaminoglycans dan proteoglyean. Proteoglveans v;u;g dapat
mengkontrol susunan kolagen fibril, unit load bearing d;mL l'mhkm'n ber vrl 1‘
dalam pembentukan hierarki jaringan. : ki
l’cm‘ mfvsam,;‘n'ezc dried aflograft tendon ini tidak menyebabkan kerusakan
struktur jaringan dari tendon allografi. Interkoncksi .n't'wj kolagen tipe 1 dan

cross fmk nva masi a. Dimensi 1 terkeci
( th nya masih ada. Dimensi pori terkecil dengan panjang 5.5 um dan
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Gambar 8.2 Karakionistk Fecze dred olcaralt endon berdasar<an
nemerk:aan <o elekiron. Strukiur scafiold 3 dimensi dengan non
in inker gen tipe | serta o bk nya ucak mengalami
perubahan 3erdasakan permitungan dimensi pon terkedil, didapat«an
dan panjang (-—s-) 55 um

lebar (<e—) 3 o

lebar 3 pon dari scafjoid 3 dimensi ini, memungkinkan wiesenchymal stem cell
vang berdiameter < 3 um dapat berpenetrasi hingga ke dalamnya (Suroto dkk.,
2010). Hung et al, (2002) telah melakukan teknik isolas: mesenchymal stem cell
dengan penvaringan denga pori 3 pm. Karakterisasi dilakukan untuk melihat
mikrostruktur baik porositas maupun interkoneksi pada scaffold freeze dried
allograft tendon. Karakterisasi dilakukan dengan pemeriksaan dengan Scarnming
Electrone Microscope (SEM) pembesaran 4000 kali.

Proses fresh frezing, freeze drving atau cryopreserve akan secara bermakna
menurunkan immunogenisitas dengan matinya fibroblast yang ada didalamnya.
Hal ini akan menghilangkan lokus antigen mayor histokompatibilitasnya.
Demikian juga gamma irradiasi digunakan untuk untuk menurunkan risiko
transmisi penyakit. Kedua teknik ini akan memberikan efek merugikan terhadap
sifat biomekanizal maupun biclogisnya (Robertson, 2006).

Uji biomekanik dari freeze dried tendon dan fresh tendon didapatkan
pembuatan freeze dried menurunkan maxinial ioad yang mampu

bahwa prose:
ditanggung tendon menjadi sebesar 57,11%. Sedangkan proses pembuatan freeze
dried menurunkan tensite strengthi tendon menjadi scbesar 57,14%, menurunkan
maeximal strain yang mampu ditanggung tendon menjadi sebesar 27,86%.
Perbedaan ini bermakna secara statistik. Jadi proses dari fresh tendon menjadi
freeze dried tendon aliograft akan menurunkan sifat-sifat biomekanisnya.
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driea).

KOMPOSIT FREEZE DRIED TENDON ALLOGRAFT DAN MSCs

Mesenchymal Steni cell (MSCs) adalah sel progenitor multipoten yang mampu
berdeferensiasi menjadi beberapa tipe sel aringan ikat seperti Osteocytes,
Chendrocytes, Adipocytes, Tenocytes dan Myocytes (Pittenger, 2002). Mereka
dicirikan oleh petanda permukaan sel dan dalam kondisi yang cocok dapat
diinduksi untuk berdeferensiasi menjadi tulang, tulang rawan, otot dan lemak.
Stemr cell dari sumsum tlang (Bone marrow devved Mesenchymal Stem cell
BMSC) berbagi gambaran sebagai berikut: (1) Fkspresi dari reseptor matriks
seperti CD44, CD29 dan CD71. (2) Ekspresi petanda BMSC: SH2(CD105)
dan SH3{CD71) (Foster 2005). (3) Komponen matriks elstraselular: collagen,
proteoglycans dan fibronectin. (4) Growth lactor dan reseptor cytokine umtuk
grup TGF-P. (5) Tidak ada ckspresi dari petanda HSC seperti CD34 dan CDI4.
Dengan penggunaan cairan induksi yang cocok maka MSC telah menunjukken
kemampuannya berdeferensiasi menjadi tulang, tulang rawan, otot dan jaringan
lemak.

Deferensiasi chondrogenik dengan modualasi genetik telah dicoba dengan
transfeksi sfemn celf dengan kontruksi recombinant DNA dan mengkode untuk
ckspresi growthi facior dan protein tertentu yang mendukung chondrogenesis,
seperti SRY-box berisi gen (SOX)5-9, Insulin like Growih Factor (1GF)-1 dan
Transforming Growth Factor (TGF)-[3 (Li, 2005),
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Beberapa studi terdahulu telah menunjukkan aplikasi potensial dari
BMSC. Sebagai contoh matriks tulang tanpa mineral telah mampu menstimulasi
deferensiasi tulang dan tulang rawan dari BMSC yang ditempatkan pada jaringan
ikat atau stroma dari beberapa organ (Young, 1993, Young,1995). Caplan (1991)
menemukan bahwa BMSC yang diisolasi dari sumsum tulang mempunyai potensi
untuk membentuk tulang dan tulang rawan saat diinkorporasikan kedalam kubus
keramik berongga dan diimplantasikan ke jaringan subkutan ix vivo. Konsep
perckrutan BMSC untuk mempercepal reparasi dan regenerasi jaringan telah
diuii cobakan i vive di tulang rawan {Wakitani, 1994), tulang (Bruder, 1997,
Bruder, 1998) dan akhir-akhir ini pada tendon Achilles (Young, 1997, Young,
1998). Studi tersebut telah mendemonstrasikan adanya peningkatan pada hasil
reparasi. Sehingga BMSC sebagai terapi potensial bukan tidak mungkin dilakukan,

o
walau masih tetap perlu riset ilmiah dasar lebih lanjut sebelum digunakan dalam
praktek klinis.

Penanaman Mesenchymal Stemi cell dengan jumlah 2 x 10° sel ke dalam
frecze dried tendon allograft dengan teknik penanaman statis (static seeding)
dilakukan dengan terlebih dahulu merendam scaffold tersebut dalam larutan

A AT AR

s

raman stem cefl mesensirnél ke caam waffold freeze driad 1endon altoaraf

q tersebut dalam farutan COR selama 4 jgm 8 S direndam ke dalam

susoensi stem cefl masensimal selama 14 jam C dan L. Semerkeaan der Seanniny AcrosTone
) Aoy

akan tempak MSCs melekar pada scaffol

panah).

+ dardea panahl, juga interkancks <! dengan sel ftlandz

COM tcomplete culture medium), kemudian direndam ke daolam suspensi MSCs
selama 16 jam. Pemeriksaan dengan JEOI [SM 1100 Scanning Microscope akan
tampak MSCs melekat pada freeze dricd tendon altografi.

Uji biomekanik dari freeze diied tendon dan fresli tendon didapatkan
bahwa proses pembuatan freeze dvied menurankan mavinal load vang mampu
ditanggung tendon menjadi sebesar 5711%. Sedangkan proses pembuatan freeze
dried menurunkan tensile strength tendon menjadi sebesar 57,14%, menurunkan
maximal strain yang mampu ditanggung tendon menjadi sebesar 27,.86%.
Perbedaan ini bermakna secara statistile Jachi proses ll.llij"ll'.\’.’ lendon menjadi

Sreeze dried tendon alfograft akan menurankan silat sitat biomekanisnva. Namun

pacla saat freeze dried tendon allografi iny ditami miesciichyimal Stem cell secara
i vitro akan mengalami rekonstitusi, hal ini seperti ditunjukkan oleh adanva
peningkatan sifat-sifat biomekanisnya. Mevind foad dari komposit freeze dricd
tendon allograf! dan MSCs meningkat menjadi 81.98%, sementara itu fensile
strength dari komposit ini akan meningkat menjadi 77,63%.
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Gambar 8.6 Uji hicmekanik kompost freeze dried tencon ailogroft dan Alzienchy Stern e
dengan mesin autearalt merk Shimarsy Jzpan, di 2boraterium ¢ nersama, Univ lanaga
Pacla uji statistik maximal icad dan e strenaih antara kempasit iendon dengen fesh tendon in
tidak didapatkan perbedaan vang berrmakna

EFIKASI PENGGUNAAN KOMPOSIT FREEZE DRIED TENDON ALLOGRAFT
DAN MSCs DALAM REKONSTRUKSI DEFEK TENDON FLEKSOR
PADA HEWAN COBA

Adanya defek pada terputusnya tendon fleksor maka graft tendon semestinya
dilakukan untuk mengembalikan keutuhan tendon tersebut. Keterbatasan dari
donor tendon dan merbiditas yang dapat ditimbulkan dari pengambilannya,
maka perlu dipikirkan alternatif lain yaitu tendon allograft. Sejauh ini belum
didapatkan hasil yang fungsional pada penyambungan dengan tendon allograjt
untuk mengatasi defek tendon fleksor.

Rekonstruksi defek tendon fleksor terus mengalami perubahan seiring dengan
perkembangan untuk mencapai hasil yang lebih baik. Tendon artograft dan allograft
telah digunakan dengan angka keberhasilan Klinis yang masih bervariasi. Saat ini
polimer biodegradable telah digunakan sebagai scaffold. Material biodegradable
ini seperti kolagen, cluttin, polviactic aod (PLAY dan polyglycolic acid (PGA) telah
digunakan dalam reparasi tendon, namun belum ada prinsip umum yang bisa
menjelaskan dan memprediksi kejadian adhesi, proliterasi dan penyebaran kultur
sel pada permukaan polimer yang berbeda. Karena relatif avaskular maka tendon
merupakan kandidat utama dalam penggantian jaringan. Percobaan sebelumnya
telah dibuat untuk menciptakan tendon i vitro, tetapi kurang berhasil karena
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kesulitan dalam pembentukan konstruksi yang kompatibel baik secara mekanis
maupun biologis dalam lingkungan in vive (Birk et al, 1994).

Penelitian in1 bertujuan untuk mendapatkan kembali keutuhan dan sifat
biomekanik tendon pada defek tendon fleksor vang disambung dengan freezed
dried tendon allograft yang telah ditanami Mesenciymal Stem cell dari sumsum
tulang.

Jenis penelitian adalah randomized past test only conirol group design. Unit
eksperimen adalah kelinci New Zealand Wihite Rabbit jantan. Pada hewan coba ini
dilakukan pemotongan tendon Fleksor Carpi Ulnaris (FCU) kaki kanan sebesar |
cm kemudian dilakukan rekonstruksi berupa penyambungan dengan menggunakan
tendon autegrajt (kelompok kontrol) dan komposit freeze dried tendon allograft
dan Mesenchymal Stem celt dari sumsum tulang (kelompok perlakuan). Setelah
6 minggu dilakukan pengambilan tendon FCU yang telah direkonstruksi dan
dianalisis dengan pemeriksaan makroskopis, histologis, imunohistokimia, dan
biomekaniknya untuk menilai regenerasi jaringan tendon yang baru.

Proposal penelitian telah mendapatkan persetujuan laik etik dari Komisi
Ftik Penelitian Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga (Animal Care
and Use Commiltee/ACUC) No: 063-KE tanggal 21 Agustus 2009. Data hasil
penelitian dianalisis dengan uii komparasi Matin-Whitney dan T-{est serta One
Way Anova.

Hasil rekonstruksi defek tendon fleksor dengan komposit freeze dried
tendon allograft dan Mesencliymal Stem cell lebih besar penampang melintangnya
dibandingkan dengan tendon autografi (7,18 mm’dan 4,20 mm?, p = 0,000). Hasil
uji biomekanik terhadap jaringan rekonstruksi defek tendon fleksor ini terjadi
penurunan dalam hal maximal ioad pada rekonstruksi defek tendon fleksor
dengan tendon autograjt dan komposit tendon (5140 N +/- 15,99 dan 45,30 N
1i- 3,93, p=0,432) demikian juga halnya dengan tesisile strength (13,19 N/mim?
- 308 dan 10,38 Nfmm® +/- 1,13, p=101) dan Moduius Elastisitas (17,63 Mpa +/
5,46 dan 12,81 Mpa +/- 2,19). Dalam hal tensife strain terjadi peningkatan (91,89%
- 24,34 vs 93,69% +/- 5,72, p=876). Secara statistik tidak didapatkan perbedaan
yang bermakna pada sifat-sifat biomekanik tendon tersebut. Hasil proses degradasi
scaffold melalui ckspresi MMP-8 menunjukkan bahwa rekonstruksi defek tendon
fleksor dengan komposit freeze dried tendon allograft dan Mesenchymad Stem cell
lebih besar aktivitas MMP-8 nya dibandingkan dengan tendon autograft dan ini
berbeda secara bermakna (p=0,000). Hasil proses sintesa jaringan tendon baru
melalui ekspresi Scleraxis dan Kolagen - 1 menunjukkan bahwa rekonstruksi defek
tendon fleksor dengan komposit freeze dried tendon allograjt dan Mesencliymal
Stemn celilebih banyak jumlah Scleraxis dan Kolagen - 1 nya dibandingkan dengan
tendon autograft dan ini berbeda secara bermakna (p = 0,000 dan p = 0,000).
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Proses penyembuban defek tendon fleksor yang telah direkonstruksi dengan
komposit freeze dried tendon allograft dan Mesenchyial Stem cell merupakan
proses sinkronisasi antara degradasi scaffold dan sintesa jaringan tendon yang
baru. Kecepatlan proses degradasi harus secara tepat diikuti dengan proses sintesa
jaringan tendon yang baru, sehingga keutuhan jaringan tendon bisa tetap terjaga.
Persoalan vang selama ini dihadapi adalah: (1) sebagian besar rekayasa jaringan
tencon tidak sekuat yang diharapkan dalam kondisi in vivo, (2) kecepatan
regenerasi jaringan tendon vang terlalu lambat (Goh et al., 2003).

Hasil rekayasa jaringan tendon pada rekonstruksi defek tendon fleksor ini
secara makroskopis lebih besar pada potongan melintangnya pada komposit
tendon dibandingkan dengan tendon auiografl. Gambaran mikroskopisnya
dapat dilihat dari aktifitas degradasi scaffoldnya maupun sintesa jaringan tendon
vang baru. Scaffold biologis pada freeze dried iendon aliograft ini secara alami
mempunyai struktur dan tungsi protein, glycoproteins, dan proteoglycans yang
sama dengan matriks ckstrasclular ashi tendon. Matriks ekstraselular pada
scaffold ini merupakan jaringan molekul 3 dimensi kompleks yang menyediakan
support struktural dan babkan signal biclogis untuk terjadinya adhesi sel, migrasi
dan proliferasi. Proses integrasi diawali dengan nekrosis graft, revaskularisasi,
repopulasi sel dan remodeling, Sel inflamasi yaitu sieutrophil dan macrophage akan
melepaskan matriks metalloproteinases (MMPs) dan sitokin proinflamasi vang
interaksinya akan berpengaruh pada homeostasis matriksekstraselular. Degradasi
molekul matriks ekstraselular akan melepaskan matrikines yang akan berperan
peniing dalam proses remodeling matriks. Beberapa studi telah menunjukkan
bahwa molekul matriks ekstraselular seperti kolagen, ketika mengalami degradasi
protealitik akan melepaskan matfrikines yang mempunyai bioaktifitas kemotaksis
dan mitogenesis. Peptida vang dilepaskan dari laminin, kolagen, elastin, dan
fibroncktin diketahui berpartisipasi dalam modulasi aktifitas selular, ekspresi
MMP dan growtii factor sienaiing. Hasil degradasi matriks ekstraselular ini
juga diketahui akan melepaskan molekul yang menstimulasi angiogenesis dan
mempromosi migrasi sel (Belon ef al, 2004, Beattie ef al., 2009).

Regenerasi tendon yang diawali dengan proses degradasi ECM ini

dimungkinkan oleh adanya angiogenesis. Angiogenesis
neovaskularisasi,melibatkan pembentukan kapiler dari microvessel yang sudah

juga dikenal sebagai

ada yaitu sebuah proses yang berpartisipas: untuk remodeling vaskuler dan
maturasinya. Angiogenesis harus dibedakan dari vasculogenesis yang merupakan
diferensiasisel endotel (ECs) dari stem cedl sumsum tulang {angioblasts).
Pembentukan pembuluh darah barw merapakan serangkaian peristiwa temporal
vang meliputic (1) vasodilatasi kapiler dan peningkatan permeabilitas pembuluh
darah vang memfasilitasi ECs adhesi dan migrasi, (2) ECs stimulasi oleh fakior-

R

faktor pro-angiogenik seperti VEGF, (3) pemecahan proteolitik dari membran
akibat dari sekresi dan aktivasi matriks metaloproteinase (MMPs) sebagai respon
dari sinyal eksogen seperti sitokin, faktor pertumbuhan dansel-matriks interaksi,
(4) migrasi dan proliferasiECs melalui ECM bawah pengaruh faktor pertumbuhan,
MMPs dan integrins, (5) pembentukan dan pematangan tabung kapiler baru yang
melibatkan diferensiasi sel otot polos dan pericytes (sel perivascular pluripotential
asal mesenchymat), dan akhirnya remodelfing dari vaskular bed melalui mekanisme
apoptosis (Bellon ef ai.. 2004),

Regenerasi tendon memerlukan migrasi, proliferasi dan deferensiasi sel pada
sisi defek. Kontroversi seputar sumber sel berhubungan dengan kemampuan
intrinsik untuk menyembuhkan versics kontribusi ckstrinsik dari jaringan sekitar
atau dari tendon sheath atau dari epitenon. Pembuktzan dengan mekanisme tidak
langsung melalui ekspresi dari sel tenoblast yaitu Scleraxis dan sintesa kolagen
tipe | yang merupakan kontribusi terbesar matriks ekstra selular tendon. Awad
et al., (1999) mendapatkan bahwa MSC yang diimplantasikan pada defek
tendon akan menghasilkan kualitas reparasi dan integritas strukural yang lebih
baik dibandingkan dengan rekonstruksi yang hanya berisi gel kolagen saja.
Hasil rekonstruksi defek tendon dengan MSC tersebut lebih besar dalam hal
penampang melintang (cross sectionial area), namun pada pengamatan histologis
dan morphometrik telah gagal menjelaskan peningkatan sifat biomekanik
pada lase awal penyembuhan tendon. Chong et al., (2007) mendapatkan bahwa
terapi sel intratendinosus dengan MSC dalam penjahitan tendon primer akan
meningkatkan parameter histologisnya. Struktur fiber kolagen tipe | didapati
lebih padat dan terorganisasi baik. Ekspresi awal dari Scleraxis menandakan
adanya populasi sel progenitor pada jaringan tendon. Scleraxis adalah factor
transkripsi BHLH yang terekspresi pada tendon dari tahap progenitor awal hingga
pembentukan jaringan matur tendon (Schweitzer et al., 2001).

Ekspresi Scleraxis maupun Kolagen tipe | ini memang secara kuantitatif
lebih besar pada kelompok perlakuan paca penelitian ini dibandingkan dengan
kelompok kontrol dan keduanya berbeda secara signifikan. Data ini menunjukkan
bahwa Mesenchymal Ster cell dari sumsum tulang dengan lingkungan mikro yang
kondusil berdeferensiasi menjadi tenoblast dan secara aktif mensintesa kolagen
tipe 1 untuk meregenerasi jaringan tendon yang baru. Proses regenerasi inilah
vang memungkinkan penggantian scaffold vang terdegradasi secara enzimatik
oleh MMP-8 dengan jaringan tendon barw secara bertahap sampai akhirnya
apai keutuhan maupun sifat biomekanik dari rekonstruksi detek tendon
fleksor pada penelitian ini.

Pemulihan sifat biomekanik tendon dari komposit freeze dried allograft tendon

Lerc

dan stem cell mesensimal baik i vitro maupun in vive ini penting untuk rekavasa
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jaringan tendon. Rekonstruksi defek tendon dengan menggunakan freeze dried
allograft tendon saja tidak dimungkinkan karena penuranan sifat biomekaniknya.
Sementara itu penggunaan komposit freeze dried tendon allograjt dan Mesenchymai
Stem cell dalam rekonstruksi defek tendon, memungkinkan mobilisasi dini.
Maobilisasi dini ini akan memberikan sinyal mekanik bagi regenerasi tendon. Melvin
et al, (2006) telah meneliti bagaimana stimulasi mekanik akan mempengaruhi
sifat biomekanik dan histologis konstruksi sponge kolagen dan Mesenclivinal Stem
cell yang digunakan untuk merckonstruksi defek tendon patella. Hasilnya adalah
bahwa stimulasi mekanik dapat secara bermakna meningkatkan biomekanik
reparasi tendon. Saber et al.. (2010) menggunakan bioreaktor yang dibuat untuk
mengaplikasikan cyclic mechanical loading pada konstruksi rekayasa jaringan
tendon. Hasilnya adalah cyclic foading pada konstruk tendon akan meningkatkan
tensile strength dan modulus elastisitasnya. Stimulasi mekanik in vitro telah
dilaporkan akan menginduksi arah dari sel dan meningkatkan proliferasi sel dan
sintesa kolagen. Korelasi positif antara sifat biomekanik konstruksi rekayasa jaringan
in vifro dengan sifat biomekanik jaringan hasil rekonstruksi in vive, menunjukkan
bahwa perbaikan biomekanik dapat ditingkatkan untuk memenuhi kebutuhan
beban in vivo dengan meningkatkan sifat biomekanik dari konstruksi tersebut in
vitro {Nirmalanandhan ef af,, 2008).

Hasil dari penelitian ini yvang menambah stem cell mesenchymal pada
scaffoldnya memberikan sifat biomekanik yang lebih baik dibandingkan dengan
apa yang dilakukan oleh Kato, 1991, dengan penelitiannya yaitu regenerasi
tendon Achilles dengan prosthesis kolagen tendon hanya mencapai 36% dari
rmaximum force normal. Sementara Awad, (1999) menunjukkan adanva ster cell
mesenchymal dalam gel kolagen tipe I memberikan peningkatan vang bermakna
antara 15-40% dalam sifat strukturnya, baik stiffness, maximuom force, strain
energy dan maximion elongation. Sehingga terjadi peningkatan dalam hal kualitas
reparasi maupun integritas strukturnya.

Kesimpulan penelitian ini adalah terjadi kembali keutuhan dan sifat
biomekanik tendon yang fungsional pada jaringan rekonstruksi defek tendon
fleksor yang disambung dengan komposit freeze dried tendon allograft dan
Mesenchymal Stem cell,
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