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ABSTRAK

Latar Belakang: Tulang rawan sendi orang dewasa memiliki kemampuan perbaikan jaringan
yang terbatas apabila terjadi kerusakan. Rekayasa jaringan berbasis stem sel telah menjadi
alternatif terapi untuk pengobatan kerusakan tulang rawan sendi. Penggunaan cartilage
bovine yang mengalami deselularisasi dapat berfungsi sebagai scaffold untuk mendukung
proliferasi dan diferensiasi stem sel.

Tujuan: Penelitian ini membandingkan pengaruh teknik deselularisasi terhadap kadar
kolagen tipe II dan porositas matriks cartilage bovine scaffold.

Metode: Penelitian laboratoris eksperimental ini menggunakan scaffold tulang rawan bovine
yang dilakukan deselularisasi menggunakan teknik physical, kimiawi, dan enzimatik dengan
variasi waktu dan konsentrasi yang berbeda-beda, kemudian dilakukan pengukuran
konsentrasi kolagen tipe II dengan metode imunohistokimia dan evaluasi ukuran porositas
dengan mikroskop elektron.

Hasil: Pada preparat dengan konsentrasi tertinggi dan waktu perendaman terlama yakni SDS
5% adalah selama 72 jam, proses deselularisasi terjadi secara sempurna. Didapatkan
kandungan kolagen tipe II dengan konsentrasi yang signifikan lebih tinggi dibandingkan
kontrol dan preparat lainnya, serta memiliki porositas yang saling berhubungan dalam ukuran
besar.

Kesimpulan: Konsentrasi kolagen tipe II yang tinggi dan diameter porus yang besar setelah
proses deselularisasi pada cartilage bovine scaffold menegaskan bahwa scaffold ini masih
memiliki biochemical cues yang cukup optimal sehingga dapat menjadi kerangka mekanik
dan lingkunan stem sel yang baik dalam upaya memperbaiki kerusakan tulang rawan.
Diharapkan hasil ini menjadi standar baku pembuatan deselularisasi cartilage bovine scaffold.
Kata kunci: Tulang rawan sendi, cartilage bovine scaffold, deselularisasi

ABSTRACT

Background: Cartilage has limited capacity for self-repair in case of defect. Stem cell based
tissue engineering has become an alternative therapy for the treatment of cartilage defect. The
use of decellularized cartilage bovine can serve as scaffold to support proliferation dan
differentiation of the stem cell.

Purpose: This research is to compare the effect of decellularization technique on collagen
type II and matrices porosity of cartilage bovine scaffold.

Methods: This experimental laboratory research used cartilage bovine scaffold which was
decellularized using physical, chemical and enzymatic techniques with different time and
concentration variations, then collagen type II measurement was performed by
immunohistochemical method and evaluation of porosity size with electron microscopy.
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Results: In the preparations with the highest concentration and the longest immersion time of
5% SDS for 72 hours, the decellularization process occurs perfectly. The collagen type II
content was found to have significantly higher concentrations than the controls and other
preparations, and have interconnected porosities in large size.

Conclusion: High concentrations of collagen type II and large diameter of porus after
decellularization process in cartilage bovine scaffold confirm that this scaffold still has
optimum biochemical cues that can be a good mechanical framework and microenvironment
stem cell in effort to repair the cartilage defects. This result was expected to become a
standard for the deselularization making of cartilage bovine scaffold.

Keywords: cartilage joint, cartilage bovine scaffold, decellularization

PENDAHULUAN Teknik pembuatan scaffold pun
Tulang rawan sendi orang dewasa berkembang, mulai dari bahan sintetis
memiliki kemampuan perbaikan jaringan sampai alami, dari autograft, sampai
yang terbatas apabila terjadi kerusakan. xenograft. Di Indonesia, scaffold sintetik
Pada awalnya, akan terjadi peningkatan yang diproduksi dalam negeri dan juga
aktivitas mitosis dan sintesis matriks oleh scaffold natural untuk tulang rawan
kondrosit untuk menutup defek, dan akan belum ada. Penelitian mengenai scaffold
berlanjut dengan menyisakan jaringan yang telah dilakukan sebelumnya, baru
fibrocartilage. pada tahap penelitian binatang coba dan
Angka kejadian osteoarthritis di dilaporkan menimbulkan suatu reaksi
Indonesia sangat tinggi, yaitu sekitar 5% inflamasi lokal. Dengan adanya teknik
pada usia <40th, 30% pada usia 40-60 deselularisasi  diharapkan = komponen
tahun dan 65% pada usia >61 tahun.? seluler yang dikenal sebagai “gal
Mesenchymal stem cell epitope” yang dapat menimbulkan respon
merupakan sel induk yang bersifat imun dan inflamasi terhadap scaffold
multipotensial, apabila berada dalam biologis dapat dihilangkan.*>
scaffold yang mendukung, disertai Penelitian ~ mengenai  teknik
dengan  signaling  biokimia, akan deselularisasi beragam dengan hasil yang
menghasilkan diferensiasi stem sel yang beragam serta belum adanya protokol
baik untuk mengganti jaringan tulang teknik deselularisasi yang optimal untuk
rawan yang rusak baik yang disebabkan dipergunakan pada cartilage bovine
oleh trauma maupun  penyakit scaffold. Dalam penelitian ini kami
degeneratif dengan suatu jaringan berusaha menemukan scaffold yang
hyaline-like cartilage.’ lebih optimal dengan teknik

deselularisasi ~ dibandingkan scaffold
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tulang rawan sebelumnya yakni FDBC
(Freeze Dried Bovine Cartilage Powder)
sehingga dapat bermanfaat untuk
penyediaan kebutuhan scaffold yang bisa
digunakan dalam fissue engineering
pada articular cartilage defect. Bahan
dasar scaffold yang berasal dari cartilage
bovine dipilih karena relatif mudah
diperoleh dan memungkinkan untuk
diproduksi secara lokal sehingga bisa
secara  luas  dipergunakan,  sarta
terjangkau untuk masyarakat Indonesia,
tetapi

dengan hasil yang optimal.

Diharapkan dari penelitian ini bisa
memberikan teknik penyediaan scaffold
yang lebih baik untuk rekayasa jaringan
berbasis stem cell dalam pengobatan

defek tulang rawan sendi.®®

METODOLOGI PENELITIAN
Penelitian ini dilakukan dengan
menggunakan

rancangan  penelitian

experimental study pre-post control

group design pada bovine cartilage
scaffold  yang  dilakukan  proses
deselularisasi. Tujuan dari penelitian ini
adalah untuk mengetahui apakah teknik
bovine

deselularisasi  tertentu pada

cartilage scaffold dapat
mempertahankan kadar kolagen tipe II
sekaligus tetap memiliki porositas
sehingga dapat digunakan pada teknik

penggantian jaringan di masa depan.
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Unit penelitian pada penelitian
ini adalah tulang rawan sendi lutut
hewan coba sapi jenis ongole berumur
minimal 24 bulan yang disediakan oleh
Rumah Pemotongan Hewan Pegirian
(RPH Pegirikan) Surabaya yang telah
bersertifikat bahwa sapi yang disediakan
adalah sapi sehat dan sesuai dengan
kriteria inklusi penelitian, kemudian
diolah oleh Bank Jaringan RSUD Dir.
Soetomo Surabaya dan dijadikan unit
sample penelitian.

Cartilage yang telah dilepas dari
tulang rawan sendi lutut sapi dengan
potongan silinder diameter 1 cm,
kemudian dicuci bersih, dan dibekukan
di freezer dengan suhu -80°C. Setelah
beku dilakukan pengeringan dengan
mesin freeze dryer selama 2x24 jam.
Kemudian dilanjutkan dengan sterilisasi
radiasi sinar Gamma sekaligus untuk
menurunkan sifat antigennya.

Sampel yang digunakan
sebanyak 96 buah cartilage bovine
scaffold yang didapat dari rumus Steel
and Torrie. Sebanyak 16 buah kelompok
kontrol dan 80 buah kelompok perlakuan
yang akan mengalami
Sebanyak 40 buah

dengan konsentrasi SDS 2% dan 40 buah

proses

deselularisaasi.
dengan konsentrasi SDS 5%. Kemudian

masing-masing konsentrasi SDS dibagi

lagi menjadi 5 kelompok berdasarkan
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variasi waktu (1 jam, 2 jam, 24 jam, 48
jam, 72 jam), masing-masing sebanyak 8

buah cartilage bovine scaffold.

Selanjutnya dilakukan proses
deselularisasi  menggunakan  teknik
physical, kimiawi, dan enzimatik.

Tulang rawan sendi lutut hewan coba
sapi yang telah dipotong dan disterilkan,
kemudian dicuci

Buffered  Saline

dengan Phosphate
(PBS) kemudian
dibekukan dalam suhu -4°C sebagai
langkah awal tahap physical dari proses
deselularisasi. Spesimen tersebut
kemudian dicairkan pada suhu ruangan
dan diulang dicuci menggunakan PBS.
Setelah itu, spesimen tersebut direndam
dalam nitrogen cair selama 2 menit,
dicairkan (freeze thaw) dalam air
destilasi dan dipindahkan dalam larutan
PBS pada suhu ruangan selama 10
menit. Langkah akhir tersebut diulang
sebanyak 5 kali.”!!

Dalam tahap kimiawi dari proses
deselularisasi, spesimen diberikan
konsentrasi yang berbeda (2% dan 5%)
dalam sodium dodecyl sulfate (SDS)
selama 1 jam, 2 jam, 24 jam, 48 jam, 72
jam dalam suhu 37°C kemudian diaduk-

aduk secara perlahan.'>!3
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Tahap  selanjutnya, segmen
cartilage dicuci selama 3x10 menit
dalam PBS pada suhu ruangan sambil
diaduk perlahan. Kemudian dilakukan
inkubasi dalam 50 U/ml (0,5 mg/ml)
DNAse dan 1 U/ml (50 pg/ml RNAse).
Untuk  menghilangkan SDS, serta
menghilangkan sisa air dari spesimen,
kemudian cartilage ditempatkan pada
cawan steril, dicuci dengan 75% ethanol,
air destilasi steril dan PBS secara
berturut-turut. '

Terakhir dilakukan pengukuran
variabel pada cartilage bovine scaffold
kontrol dan perlakuan. Variabel kadar
kolagen tipe II dengan menggunakan
metode imunohistokimia yang dinilai
secara semi kuantitatif menurut metode
Remmele yang sudah dimodifikasi,
dimana Indeks skala Remmele (Immuno
Reactive  Score/IRS) merupakan hasil
perkalian antara skor persentase sel
immunoreaktif dengan skor intensitas
warna  pada  sel  immunoreaktif.
Sedangkan variabel ukuran porositasnya
dengan

menggunakan mikroskop

elektron.
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untuk melihat : untuk melihat :
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Gambar 1. Skema Alur Penelitian
HASIL DAN PEMBAHASAN
Dengan pengecatan yang terlihat pada Gambar 2. Ekspresi

imunohistokimia, tampak jelas kolagen tipe II yang terbentuk
perbedaan ekspresi kolagen tipe I selanjutnya dihitung pada 5 lapang
dengan sel di sekitarnya sebagaimana pandang dengan mikroskop cahaya
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perbesaran 400X. Dari uji homogenitas ANOVA diketahui bahwa terdapat kadar
didapatkan seluruh kelompok data kolagen tipe II yang signifikan pada

terdistribusi normal (p>0,5). Pada uji kelompok perlakuan (P<0,05).

Gambar 3. Kondisi cartilage bovine scaffold di bawah mikroskop sebelum dan setelah proses

deselularisasi

OKentrol ESDS 2%

OsDS 5%

ljam 2jam 24jam 48jam 72 jam
Gambar 4. Grafik uji desfcrlptlf kadar kolagen tipe Il pada cartilage bovine scaffold
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Gambar 5. Grafik uji deskriptif porositas (luas) pada cartilage bovine scaffold

Dengan menggunakan mikroskop

elektron menunjukkan diameter
cartilage bovine scaffold setelah proses
deselularisasi. Pada pemeriksaan
mikroskop elektron terlihat hanya pada
perlakuan SDS 5% 72 jam saja yang
sudah tidak didapatkan inti sel, hal ini

dapat diartikan bahwa pada perlakuan

SDS 5% 72 jam, cartilage bovine
scaffold terdeselularisasi secara
sempurna. Dari uji  homogenitas

didapatkan kelompok data terdistribusi
normal. Ini karena semua kelompok data
didapatkan p>0,05. Pada uji ANOVA
didapatkan p=0,0001. Karena p<0,05

maka  terdapat perbedaan  antara
beberapa  kelompok  data.  Untuk
mengetahui kelompok yang berbeda

maka dilakukan uji post hoc dengan

hasil didapatkan terdapat perbedaan
bermakna ukuran porositas pada semua
kelompok SDS 5% 48 jam dan SDS 5%

72 jam dibandingkan kelompok lainnya.
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Terjadi  peningkatan  kadar
kolagen tipe II pada sediaan cartilage
bovine scaffold yang terdeselularisasi
pada 24 jam, 48 jam dan 72 jam baik
pada konsentrasi SDS 2% maupun SDS
5% dibandingkan kelompok kontrol.
Fenomena ini secara teori dapat
dijelaskan karena terjadi normalisasi dari
jumlah kolagen tipe II terhadap berat
sebelum dilakukan proses deselularisasi,
karena  berat  sebelum  dilakukan
deselularisasi menjadi berkurang setelah
proses deselularisasi, sementara berat
kolagen tidak terpengaruh. Di samping
itu, jumlah glikosaminoglikan (GAG)
karena

juga berkurang proses

deselularisasi, memberikan

yang
kontribusi terhadap jumlah kolagen tipe
keseluruhan

I secara meningkat.

Sedangkan pemaparan waktu yang
cukup singkat yakni 1 jam dan 2 jam
pada SDS 2% dan 5% keduanya

menghasilkan kadar kolagen dengan
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jumlah yang sedikit menurun
dibandingkan kontrol.

Bovine merupakan hewan ternak
yang cukup mudah didapatkan di
Indonesia, tingginya konsumsi daging
sapi di masyarakat kita dipenuhi dengan
kurang lebih 3 juta ekor sapi per tahun.!!
Bovine articular cartilage juga memiliki
komponen morphogenic factor yang
disebut cartilage derived morphogenic
proteins(CDMP), sehingga kita juga
akan mendapatkan keuntungan material
lain dari kandungan komponen matriks
ekstraseluler tulang rawan sendi yang
berasal dari bovine articular cartilage ini
berupa kolagen tipe II serta komponen

matriks ekstraseluler lain di

dalamnya.'>16

Scaffold merupakan kerangka
awal yang bersifat temporer sebagai
media perlekatan dari stem cell, seiring
berjalannya proses proliferasi dan
diferensiasi stem cell akan mensintesa
matriks baru. Dalam proses ini scaffold
bukan  hanya  berperan  sebagai
mechanical cues namun juga merupakan
biochemical cues yang menjadi cetakan
terhadap matriks baru yang akan
dihasilkan oleh stem cell. Hal Ini juga
merupakan salah satu dasar keunggulan
dari natural scaffold dibandingkan
scaffold, natural

syntethic dimana

scaffold akan memiliki peran tambahan
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dalam segi biochemical cues
dibandingkan syntethic scaffold yang
dominan  dalam

memiliki  peran

konstruksi mekaniknya saja.!”!
Penggunaan  scaffold  yang
berasal dari bovine articular cartilage
pada penelitian ini ditujukan selain untuk
memberikan kerangka mekanik juga
menjadi microenvironment bagi stem
cell. Kandungan matriks ekstraseluler
bovine  articular  cartilage  berupa
kolagen tipe 1I

kadar

diharapkan masih

memiliki yang cukup tinggi
sehingga fungsi sebagai biochemical
cues masih cukup optimal.*°

Pada

penelitian  ini, proses

deselularisasi yang dilakukan
menggunakan kombinasi dari perlakuan
fisik, kimiawi dan enzimatik karena
memandang kompaknya struktur dari
cartilage dan rendahnya kemampuan
penetrasi dari larutan. Pada tahap fisik,
bovine cartilage dicuci dengan larutan
PBS dan ditempatkan pada suhu -4°C
untuk menimbulkan pembentukan dari
kristal es yang

nantinya  dapat

mengganggu kondrosit dan
menyebabkan lisisnya sel. Setelah itu,
bahan  dipaparkan  pada  proses
pembekuan menggunakan nitrogen cair
yang dapat menyebabkan kerusakan
membran lebih jauh dan menghilangkan

protein. Proses fisik ini merusak sel
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namun tidak serta merta menghilangkan
fragmen-fragmennya.*!">*

Tahap selanjutnya yaitu tahap
kimiawi, kami menggunakan cairan SDS
yang dapat berinteraksi dengan membran
sel termasuk plasma dan membran
nuklear serta melisiskan mereka namun
disisi lain dapat mengganggu protein
dengan cara melipat kembali molekul-
molekulnya.

Khusus pada  tahap

kimiawi, kami melakukan beberapa

perlakuan yang berbeda. Pada penelitian
ini, kami menggunakan 2 macam
konsentrasi yaitu cairan SDS 2% dan 5%
serta tenggat waktu perendaman yang
berbeda. Namun dari penelitian yang
kami lakukan, hanya dengan
menggunakan SDS 5% selama 72 jam,
yang dapat menghilangkan sel dari
bovine cartilage secara total. Setelah
kimiawi,  bovine

tahap cartilage

mengalami tahap enzimatik dengan

DNAse/RNAse  untuk  menghindari

penularan penyakit, mengurangi
inflamasi dan respon imun terhadap
scaffold  dan

penolakan setelah implantasi, terutama

mengurangi  risiko
dengan jaringan donor xenogenic atau
alogenic.”

Setelah itu bahan kembali dicuci
menggunakan PBS untuk kemudian
dilakukan pemeriksaan IHC dan SEM.

Seperti ditampilkan di rangkaian gambar
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konsentrasi SDS yang lebih kecil dan
waktu yang lebih singkat tidak dapat
menghilangkan sel dari bovine cartilage
secara sempurna. Pada preparat yang
direndam SDS 5% selama 72 jam, proses
deselularisasi terjadi secara sempurna,
meskipun demikian dari pewarnaan IHC
(pada akhir proses deselularisasi) tampak
ditemukan adanya kandungan kolagen
tipe II dengan kadar yang signifikan
lebih

dibandingkan dengan

tinggi
kontrol (bovine cartilage tanpa proses
deselularisasi), hal ini dimungkinkan
karena menurunnya kandungan air
setelah mengalami proses deselularisasi
secara fisikal. Tidak hanya itu, bila
dibandingkan dengan preparat yang
lainnya, tetap kadar kolagen tipe II lebih
tinggi pada preparat yang
terdeselularisasi sempurna.?*

Ukuran scaffold juga merupakan
variabel yang cukup penting. Apabila
ukuran pori yang terbentuk terlalu kecil
akan menyebabkan terganggunya
migrasi sel, terhambatnya proses difusi
nutrisi ~ dan  pembuangan  bahan
metabolism dari sel. Demikian pula
sebaliknya apabila ukurannya terlalu
besar akan mengurangi luas permukaan
yang tersedia untuk perlekatan stem cell
pada scaffold.”®
Diameter pori scaffold optimal

yang berkisar antara 85um-325um akan
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memfasilitasi terjadinya attachment pada

fase awal sekaligus memungkinkan

untuk terjadinya difusi nutrisi dan

pembuangan hasil metabolisme sel.
Rentang diameter scaffold yang berkisar
antara 100um-300pum akan memberikan
lingkungan  yang  optimal  untuk
terjadinya proliferasi sel dengan tetap
memiliki peran untuk melakukan retensi

terhadap matriks ekstraseluler

yang
diproduksi oleh sel. Faktor lain yang
tidak kalah penting adalah bagaimana
scaffold yang dibuat bisa memadukan

fungsi sebagai kerangka mekanik yang

cukup kokoh namun tetap Dbisa
memberikan ruang untuk terjadinya
transportasi  elemen  biologis  bisa

berjalan dengan baik di dalamnya.>*?

Konstruksi scaffold yang terlalu
“stiff” juga kurang menguntungkan
karena akan membatasi kecepatan
migrasi sel untuk membentuk jaringan
yang baru. Rancang bangun scaffold
hendaknya cukup memberikan ruang
sehingga chondrocyte yang memiliki
ukuran 9um-10um bisa bergerak secara
bebas, termasuk juga harus tersedia

ruang yang cukup untuk deposisi matriks

baru yang dihasilkan oleh chondrocyte

tersebut, apabila semua persyaratan
tersebut  dipenuhi maka integrasi
jaringan yang baru bisa dicapai lebih
cepat.
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Dari pemeriksaan SEM pada
preparat cartilage bovine scaffold yang
terdeselularisasi sempurna (SDS 5% 72
jam) didapatkan memiliki porositas yang
saling berhubungan dalam jumlah besar
sehingga memungkinkan infiltrasi dan
penempelan sel. Ukuran diameter pori
yang ditemukan dalam penelitian kami
pada decellularized bovine cartilage
sebesar 200pum, merupakan ukuran yang
ideal untuk terbentuknya scaffold yang
dapat memberikan ruang bagi stem cell
dan memungkinkan adanya transport

materi elemen biologis.?**

KESIMPULAN
Kesimpulan:
1. Decellularized cartilage  bovine
scaffold sebagai formula scaffold
mesenchymal stem cell didapatkan
mengandung komponen matriks
ekstraseluler, yang dibuktikan
dengan didapatkannya komponen
kolagen tipe II didalamnya serta
memiliki porositas yang saling
berhubungan dalam jumlah besar
sehingga memungkinkan infiltrasi
dan penempelan sel..
2. Kadar kolagen tipe II pada

decellularized  cartilage  bovine
scaffold mengalami peningkatan
yang signifikan pada perlakuan SDS

5%, 72 jam dibandingkan dengan
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kontrol fresh bovine cartilage, serta
perlakuan lainnya. Hal ini bisa
terjadi karena normalisasi dari
jumlah kolagen tipe II terhadap
berat sebelum dilakukan
deselularisasi.

Porositas  pada  decellularized
cartilage bovine scaffold mengalami
peningkatan yang signifikan pada
perlakuan SDS 5%, 72 jam
dibandingkan dengan kontrol fresh
bovine cartilage, serta perlakuan

lainnya.
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