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Abstrak - Mesenchymal Stem Cells (MSCs) merupakan sel yang memiliki kemampuan memperbarui diri
dan berdiferensiasi menjadi berbagai jenis sel. MSCs berperan penting dalam perbaikan dan regenerasi
jaringan. Adipose-Derived Stem Cells (ADSCs) merupakan MSCs yang didapatkan dari jaringan lemak.
ADSC:s telah banyak digunakan dalam studi MSCs karena ketersediaan sumber sel yang banyak dalam
jaringan tubuh dan proses isolasinya lebih mudah serta memiliki risiko yang lebih rendah. Pada studi
ini, ADSCs digunakan untuk mengetahui kemampuan migrasi dalam medium yang mengandung fetal
bovine serum 10% (FBS) dengan penambahan L-Ascorbic Acid (LAA) konsentrasi 0%, 1%, 3% dan 6 %.
Kuantifikasi kemampuan migrasi dilakukan dengan menggunakan teknik goresan luka. ADSCs yang
dikulturkan menunjukkan morfologi seperti fibroblas. Luas penutupan luka menunjukkan hasil
tertinggi dengan perbedaan yang tidak signifikan pada penambahan konsentrasi LAA 3% dan 6%
dibandingkan penambahan LAA 0%, 1% dan kontrol. Hasil ini juga ditunjukkan pada pasase 7, 8, dan
9. ADSCs menunjukkan kemampuan migrasi yang optimal pada penambahan LAA 3% dan 6%
dibandingkan medium dengan penambahan LAA 0%, 1% dan kontrol.

Abstract - Mesenchymal stem cells (MSCs) are multilineage cells with the ability to self-renew and
differentiate into a variety of cell types. MSCs play important role in tissue repair and regeneration.
Adipose-Derived Stem Cells (ADSCs) are MSCs derived from fat tissue. ADSCs has been widely used in
MSC:s studies because it require more cell sources in body tissue and the process of isolation is easier and
has lower risk. In this study, ADSCs were used to determine migration ability in a medium containing
10% bovine fetal serum (FBS) using 0%, 1%, 3% and 6% of L-Ascorbic Acid (LAA) concentrations.
Quantification of migration ability was done by using scratch technique. ADSCs were cultured display
fibroblasts-like morphology. The closure of wound area is highest with not significantly difference in
LAA concentrations of 3% and 6 % compared to LAA 0%, 1% and control. This results were also showed
on 7, 8, and 9 cell passage. ADSCs showed optimal migration ability at LAA 3% and 6% compared to
media with LAA 0%, 1% and control.
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PENDAHULUAN memiliki kemampuan untuk mensekresikan

kemokin, sitokin, faktor inflamasi, berbagai protein

el punca adalah sel yang memiliki kemampuan

memperbarui diri dan berdiferensiasi menjadi
berbagai jenis sel [1,2]. Dengan kemampuan
tersebut, sel punca memainkan peran penting dalam
regenerasi jaringan untuk penyakit degeneratif
[3,4]. Sel punca dapat tinggal (homing) dan
bermigrasi ke jaringan yang terluka. Sel punca
berdiferensiasi pada jaringan yang terluka dan

matriks ekstraseluler dan faktor pertumbuhan
lainnya yang membantu proses regenerasi jaringan
[5,6]. Sel punca dapat diperoleh dari jaringan
embrionik dan jaringan dewasa. Penggunaan sel
punca dari jaringan dewasa lebih aman dan lebih
banyak digunakan dibandingkan dengan sel punca
dari jaringan embrionik. Sel punca yang berasal dari
jaringan dewasa antara lain ditemukan pada
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jaringan saraf, tali pusat (Umbilical Cord), sumsum
tulang (Bone Marrow Stem CellssBMSCs) dan
jaringan  lemak  (Adipose  Derived  Stem
Cells/ADSCs) [7,8,9].

ADSCs memiliki sifat yang hampir sama dengan
BMSCs yang telah banyak dilaporkan. ADSCs
memiliki sumber sel lebih banyak di dalam jaringan
tubuh bila dibandingkan dengan BMSCs. Sehingga,
ADSC;s dapat diperoleh dalam jumlah yang lebih
tinggi [10]. Selain itu, proses isolasi ADSCs lebih
mudah dan memiliki risiko lebih rendah
dibandingan dengan BMSCs [11]. Ascorbic Acid-2-
phosphate/L-Ascorbic Acid (LAA) telah dikenal
sebagai antioksidan yang dapat menangkal radikal
bebas pada tingkat seluler. LAA sering digunakan
sebagai suplemen media kultur sel untuk mengatur
konsentrasi Reactive Oxygen Species (ROS) dan
menjaga pertumbuhan sel [12]. LAA dilaporkan
dapat mendukung proliferasi, diferensiasi dan
menekan penuaan sel [13]. Penambahan LAA pada
medium Fetal Bovine Serum (FBS) juga telah
dilaporkan memiliki laju migrasi ADSCs lebih
tinggi dibandingkan medium tanpa penambahan
LAA [14].

Tujuan dari studi ini adalah untuk mengetahui
kemampuan migrasi ADSCs secara in vitro pada
medium pertumbuhan sel dengan penambahan
berbagai konsentrasi LAA. Teknik yang digunakan
untuk melihat kemampuan migrasi sel adalah teknik
goresan luka [15]. Teknik ini bertujuan untuk
menunjukkan persentase penutupan luka oleh
proses migrasi sel. Perlakuan penambahan berbagai
konsentrasi LAA dalam medium pertumbuhan
dilakukan pada pasase sel yang berbeda sehingga
dapat menunjukkan pengaruh konsentrasi LAA
terhadap kemampuan migrasi ADSCs seiring
dengan penambahan pasase sel.

METODE

Isolasi dan Kondisi Kultur ADSCs

ADSCs diisolasi dari jaringan lemak manusia.
Isolasi ADSCs tersebut menggunakan teknik
enzimatis mengacu pada protokol H-Remedy dari
Yayasan Hayandra Peduli (Nomor Paten:
IDP000055609) [16]. Sampel lemak ditambahkan
enzim H-Remedy sebanyak 10% lalu diinkubasi
pada suhu 37°C, 300 rpm, selama 60 menit. Enzim
kemudian diinaktivasi dengan penambahan
medium Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM)
rendah glukosa (1 g/L) yang mengandung L-
glutamin (4 mM) (Gibco, USA) dan disentrifugasi

pada kecepatan 600g selama 5 menit. Supernatan
yang terbentuk pada lapisan bagian atas kemudian
dibuang dan disentrifugasi kembali pada kecepatan
600 g selama 5 menit.

Pelet sel yang mengandung ADSCs kemudian
dikultur menggunakan medium pertumbuhan
DMEM yang mengandung 1% antibiotic-
antimycotic (ABAM) 100X (Gibco, USA) dan 10%
Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco, USA) pada suhu
37°C, 5% CO2. ADSCs dikultur dan diremajakan
hingga pasase 6 (P6) dengan penggantian medium
setiap 3-4 hari sekali. ADSCs kemudian digunakan
untuk uji migrasi sel pada pasase 7, pasase 8, dan
pasase 9 (P7, P8, P9).

Medium Kelompok Perlakuan ADSCs

Sebanyak 1 x 10* dikultur pada 24 well-plate dalam

berbagai medium pertumbuhan yaitu:

a. DMEM (Gibco,USA) sebagai medium kontrol

b. DMEM (Gibco,USA) + 10% FBS (Biowest,
USA) + 1% ABAM (Biowest,USA)

c. DMEM (Gibco,USA) + 10% FBS (Biowest,
USA) + 1% ABAM (Biowest, USA) +
Img/mL LAA (Sigma,USA)

d. DMEM (Gibco,USA) + 10% FBS (Biowest,
USA) + 1% ABAM (Biowest, USA) + 3
mg/mL LAA (Sigma,USA)

e. DMEM (Gibco,USA) + 10% FBS (Biowest,
USA) + 1% ABAM (Biowest, USA) + 6
mg/mL LAA (Sigma,USA)

Sel diamati pertumbuhannya hingga mencapai

konfluensi lebih dari 90% dan dilanjutkan uji

migrasi dengan teknik goresan luka.

Uji Migrasi ADSCs

ADSC:s yang telah dikultur pada berbagai medium
pertumbuhan lalu dibuat goresan sebanyak 1 kali
goresan (luka) pada well menggunakan tips 200ul
steril (Gen Follower). Posisi ujung tips berada di
ujung atas well, penggoresan dilakukan secara
vertikal. Prosedur penggoresan dilakukan sama
pada setiap kelompok perlakuan dengan berbagai
medium pertumbuhan. Sel kemudian dicuci
menggunakan Phosphate Buffered Saline (PBS)
(Lonza, USA) untuk membersihkan debris atau sel-
sel yang mati akibat goresan. Sel lalu dikultur
menggunakan kelompok lima variasi medium
pertumbuhan.

Pengambilan Gambar dan Analisis Data

Gambar pada jam ke-0 diambil setelah pembuatan
goresan luka pada ADSCs sebagai data luas area
awal ADSCs. Proses penutupan luka monolayer
terhadap luas area migrasi sel diamati pada jam ke-
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24 (t = Ah). Gambar diambil menggunakan
mikroskop inverted fasa terbalik (OPTIKA,
ITALY; objektif 4x) dengan kamera digital
OPTIKA (OPTIKA, ITALY). Luas area luka
dikuantifikasi menggunakan perangkat lunak
image] (National Institutes of Health, USA).
Migrasi sel terhadap penutupan luka dihasilkan
dalam bentuk folding (kali lipat).

Rumus penutupan goresan atau luka pada ADSCs
sebagai berikut:

Luas Area Ah

Penutupan Luka ADSCs =
Luas Area Oh

Keterangan:

= Luas Area Ah adalah luas area yang diukur
setelah dilakukan goresan pada jam ke-24;

= Luas Area Oh adalah luas area yang diukur
setelah dilakukan goresan pada jam ke-O0.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Morfologi ADSCs

Karakteristik ADSCs pada studi ini berbentuk
seperti fibroblas dan menempel pada dasar substrat
(cawan polystyrene) sesuai dengan konsensus
standar dari salah satu ciri sel punca [17]. Metode
goresan luka pada studi ini merupakan metode
standar in vitro dalam mempelajari migrasi sel
[18,19]. Metode ini menunjukkan proses kolonisasi
kembali ADSCs yang telah dikultur dengan
konfluensi pertumbuhan sel lebih dari 90%. ADSCs
yang dilukai (digores) akan membentuk daerah
tanpa sel punca/free-cell area (FCA) (Gambar 1).
Pada studi ini, kuantifikasi migrasi sel didasarkan
pada persentase ukuran luas penutupan luka dalam
waktu inkubasi 24 jam [20].

(b)

Gambar 1 Morfologi ADSCs yang dikultur pada
polystyrene: (a) Konfluensi sel >90%; (b) Penampakan
sel setelah digores; FCA: Free Cell Area (Bar: 100uM)

Luas Penutupan Luka

Luas goresan dan penutupan luas luka pada ADSCs
P7, P8, dan P9 setiap perlakuan dalam beragam
konsentrasi LAA ditunjukkan pada Gambar 2.
Keragaman luas awal ini diduga dipengaruhi oleh
posisi sel yang hor’ 1 dan vertikal serta
kekuatan penggoresan _ '~/ Penambahan frekuensi
pembelahan sel dan peningkatan pasase dapat
menyebabkan peningkatan penuaan sel (senesens
sel). Peristiwa tersebut disebut  Hayflick
Phenomenon [22]. Meningkatnya penuaan sel dapat
menyebabkan penurunan fungsi biologis sel
terutama kemampuan migrasi ADSCs [23]. Secara
morfologi sel, penambahan LAA pada medium
pertumbuhan ADSCs dapat mengurangi tanda
penuaan sel dibandingkan dengan ADSCs tanpa
penambahan LAA [24]. Proses migrasi ADSCs
ditunjukkan dengan adanya proses penutupan luka
saat inkubasi ADSCs selama 24 jam. Migrasi
ADSCs juga dapat dipengaruhi karena adanya
respon sel terhadap lingkungan mikro eksternal
[25].

Luas penutupan luka oleh ADSCs yang dikultur
pada P7, P8 dan P9 menunjukkan konsistensi
penutupan luka yang optimal pada perlakuan
medium dengan penambahan LAA 3%. Pada P7
dan P9, proses penutupan luka oleh aktivitas
migrasi menunjukkan penurunan luas luka seiring
dengan peningkatan konsentrasi LAA berturut-
turut pada medium DMEM (blanko), DMFA,
DMFAA 1% dan DMFAA 3% (Tabel 1). Proses
penutupan luka oleh pertumbuhan ADSCs
menunjukkan kemampuan migrasi [21]. Penutupan
luka ini menunjukkan bahwa ADSCs yang
dikultumonolayer bereaksi terhadap keberadaan
luka dan menutupi luka tersebut [26]. Proses
penutupan luka diinduksi oleh ADSCs yang terluka
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dengan cara produksi ROS dan kemokin (Gambar
4) [27].

P7 P8 P9

DMEM

DMFA

DMFA +
1% LAA

DMFA +
3% LAA

DMFA +
6% LAA

Gambar
2 Migrasi sel ADSCs P7, P8, dan P9 dalam medium pertumbuhan dengan penambahan berbagai konsentrasi LAA setelah
inkubasi 24 jam; (- ) Garis batas awal goresan, (mm) Garis batas migrasi sel (Bar: 100uM)
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Tabel 1. Penutupan luka oleh ADSCs setelah di inkubasi 24 Jam dengan penambahan berbagai konsentrasi LAA

Penutupan Luas
Goresan...

Penutupan Luas
Goresan

179

Luas luka + SD (mm?) Folding
Pasase Perlakuan -
Sebelum Sesudah (kali lipat)
DMEM 0,529 £0,009 0,075 £0,041 1,00
DMFA 0,297 £0,014 0,084 £ 0,024 1,19
P7 DMFAA 1% 0,404 £0,068 0,146 £0,039 1,34
DMFAA 3% 0,394 £0,027 0,199 £0,015 1,72
DMFAA 6% 0,430 £0,074 0,211 £0,023 1,67
DMEM 0,356 £0,003 0,015 £0,019 1,00
DMFA 0,444 £0,018 0,168 £0,032 1,54
P8 DMFAA 1% 0,413 £0,027 0,110 £0,009 1,31
DMFAA 3% 0,449 £0,024 0,292 £ 0,020 2,75
DMFAA 6% 0,505 £0,028 0,340 £ 0,067 2,93
DMEM 0,347 £0,028 0,040 £ 0,027 1,00
DMFA 0,351 £0,016 0,101 £0,009 1,24
P9 DMFAA 1% 0,387 £0,020 0,155 £0,016 1,48
DMFAA 3% 0,418 £0,069 0,187 £0,012 1,60
DMFAA 6% 0,379 £0,017 0,133 £0,078 1,37
P9
P7 8 300
3,00 = ¢ 2,00
o ©
2,00 g_ EV} 1,00
1,00 58 000
c
0,00 él_) Q/@ QV '\3\0 /’g\o Qg\c
P S R NS F
N W S &
QIR
O® 0® QQ
Gambar 3. Peningkatan penutupan luas luka
dengan satuan “kali lipat” secara in vitro dengan
enambahan berbagai konsentasi LAA dalam
P8 p g
medium pertumbuhan setelah diinkubasi 24 jam
3,00
2,00 Tidak ada perbedaan signifikan antara perlakuan
1,00 penambahan LAA 3% dan LAA 6% pada medium
0,00 kultur sel (Tabel 1). Namun, kedua perlakuan ini
®<§ @‘3 v\?\" ;3’\" menunjukkan  peningkatan ~ yang  optimal
R & & dibandingkan perlakuan kontrol (DMEM) dan
Q Q Q

perlakuan penambahan konsentrasi LAA 0% dan
LAA 1%. Pada P7, P8, dan P9, secara berturut-turut
terjadi peningkatan penutupan luas luka 2,02x,
2,86x, dan 1,81x dibandingkan jam ke-0 (1,00x)
pada penambahan LAA 3%. Sedangkan, pada
perlakuan penambahan konsentrasi LAA 6%
menunjukkan peningkatan penutupan luas luka
pada P7, P8, dan P9 secara berturut-turut 1,96x,
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3,05x, dan 1,54x dibandingkan jam ke-0 (1,00x)
(Gambar 3).

Penambahan LAA sebagai suplemen antioksidan
pada medium pertumbuhan ADSCs telah diketahui
dapat menghambat proses penuaan ADSCs dengan
menurunkan produksi ROS [28] dan meningkatkan
proliferasi dan jumlah ADSCs [29]. Penurunan
ROS pada ADSCs dapat menurunkan juga tekanan
oksidatif yang dapat menunda penuaan sel [30].
Adanya peningkatan ROS dapat menjadi racun bagi
ADSCs dan memacu terjadinya senesens dan
apoptosis sel [31]. Sebaliknya, penurunan ROS
dapat memicu persinyalan molekul dalam sel
sehingga meningkatkan proliferasi dan migrasi
ADSCs. Penurunan konsentrasi ROS ini dapat
meningkatkan proses transduksi persinyalan
ekspresi gen seperti Akt dan ERK1/2 yang telah
diketahui dapat mengaktifkan tirosin kinase dan
mengaktifkan tirosin fosfatase sehingga
meningkatkan kemampuan proliferasi dan migrasi
sel [32].

Garis Goresan awal /> ADSCs Muda

BN Garis Migrasi

8. ADSCs Tua

Gambar 4 Proses penutupan luka oleh aktivitas migrasi
ADSCs selama 24 jam

KESIMPULAN

Adipose-derived stem cells (ADSCs) memiliki
kemampuan migrasi sel yang optimal pada medium
pertumbuhan rendah glukosa yang mengandung
FBS dengan penambahan konsentrasi 3% LAA dan
6% LAA dibandingkan dengan medium
pertumbuhan dengan penambahan 1% LAA dan
kontrol.
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