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Abstract. Stem cells have potential as therapeutic cells in various degenerative diseases.
This potential must be balanced with the availability of stem cells as cell therapy. In
stem cell transplantation to patients, stem cells must meet Good Manufacturing Practice
(GMP) standards and Food and Drug Administration regulations. Before being given to
patients, Mesenchymal Stem Cells (MSCs) are cultured using a culture medium and
added with certain supplements to reach the required number of cells. To expansion of
cells, it is necessary to carry out passages or subcultures using an enzyme. The enzyme
that is usually used is trypsin, but this material still contains animal material. Therefore,
it is necessary to have a trypsin replacement supplement that is safe to use in MSCs
culture for stem cell therapy. This paper describes the alternative of substitute material
for trypsin as a free animal supplement in MSCs culture. This paper is a literature review
obtained through literature searches obtained from the internet. Papain, TrypLE Select,
TrypLE Express, and TrypZean can be used as substitutes for trypsin in MSCs cultures.
Keywords: culture; mesenchymal stem cells; therapy; trypsin substitute

Abstrak. Saat ini, sel punca memiliki potensi sebagai sel terapi pada berbagai penyakit
degeneratif. Potensi tersebut harus diimbangi dengan ketersediaan sel punca sebagai sel
terapi. Dalam transplantasi sel punca kepada pasien, sel punca harus memenuhi standar
Good Manufacturing Practice (GMP) dan regulasi dari Badan Pengawas Obat dan
Makanan (BPOM). Sebelum diberikan ke pasien, sel punca mesenkim (SPM) dikultur
menggunakan medium kultur ditambahkan suplemen tertentu agar mencapai jumlah sel
yang dibutuhkan. Pada ekspansi dan propagasi SPM, perlu dilakukan pasase atau
subkultur menggunakan suatu enzim. Enzim yang biasanya digunakan adalah trypsin,
namun bahan ini masih mengandung materi hewan. Oleh karena itu diperlukan adanya
alternatif suplemen pengganti trypsin yang aman digunakan dalam kultur SPM untuk
terapi sel punca. Tulisan ini menguraikan tentang alternatif bahan pengganti trypsin
sebagai suplemen dalam kultur SPM yang bebas dari materi hewan. Tulisan ini berupa
review literatur yang didapatkan melalui penelusuran pustaka yang didapatkan dari
internet. Papain, TrypLE Select, TrypLE Express, dan TrypZean dapat digunakan
sebagai pengganti trypsin pada kultur SPM.

Kata kunci: kultur; pengganti trypsin; sel punca mesenkim; terapi
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1. Pendahuluan

Sel punca memiliki potensi sebagai sel terapi pada berbagai penyakit degeneratif saat ini. Hal ini
disebabkan karena aspek ketersediaan, potensi perbanyakan dan kemampuan diferensiasi yang dimiliki
sel punca. Dalam transplantasi sel punca kepada pasien, sel punca harus memenuhi standar Good
Manufacturing Practice (GMP) dan aturan dari Badan Pengawas Obat dan Makanan (BPOM) untuk
menghasilkan produk yang berkualitas.!

Sel punca adalah sel yang mampu memperbanyak diri (self renewal), belum mempunyai
bentuk dan fungsi yang spesifik (undifferentiated), namun mampu berdiferensiasi menjadi sel lainnya.
Salah satu jenis sel punca adalah sel punca mesenkim (SPM). SPM dapat diisolasi dari sumsum tulang,
jaringan lemak, darah tali pusat, otot, dan paru-paru. SPM dapat berdiferensiasi menjadi lini jaringan
pembentuk lapisan mesoderm seperti osteoblas, kondrosit, dan adiposit, tapi juga lini lapisan ektoderm
dan endoderm. Kemampuan SPM yang mampu berdiferensiasi inilah yang menjadi peluang dalam
pemanfaatan sel tersebut sebagai sel terapi.?

Sebelum diberikan ke pasien, sel punca mesenkim (SPM) dikultur secara in vitro
menggunakan medium kultur ditambahkan suplemen tertentu agar mencapai jumlah sel yang
dibutuhkan. Medium kultur digunakan sebagai nutrisi pertumbuhan dan diferensiasi sel, suplemen
medium digunakan untuk mengoptimalisasi kondisi kultur sedangkan bahan penunjang lainnya berperan
penting dalam subkultur.®

Untuk mencapai jumlah yang diiinginkan, perlu dilakukan pasase atau subkultur yang
menggunakan suatu enzim. Enzim yang biasanya digunakan adalah trypsin-EDTA (ethylene diamine
tetraacetic acid).®” Penggunaan trypsin tidak memenuhi standar karena bahan ini masih mengandung
materi hewan. Trypsin diperoleh dari sekresi kelenjar pankreas sapi ataupun babi®.

Penggunaan materi hewan pada kultur sel yang akan digunakan untuk tranplantasi
kemungkinan dapat memicu respon imunologis karena adanya kontaminasi senyawa bahan asing berupa
virus, bakteri, jamur dan endotoksin. Penggunaan trypsin memungkinkan adanya kontaminasi produk
sel untuk terapi oleh virus dan patogen dari mamalia.® Oleh karena itu diperlukan adanya suplemen
pengganti trypsin yang aman digunakan dalam kultur SPM untuk keperluan terapi sel. Kajian ini
bertujuan untuk memberikan informasi terkait alternatif bahan-bahan yang dapat menggantikan trypsin
sebagai suplemen dalam kultur SPM yang bebas dari materi hewan.

2. Metode

Kajian ini merupakan assessment laporan atau artikel penelitian mengenai alternatif pengganti trypsin
pada kultur sel punca mesenkim yang telah dipublikasikan di berbagai jurnal ilmiah. Kajian ini diawali
dengan mengumpulkan referensi melalui internet dan selanjutnya melakukan kajian literatur yang
berkaitan. Literatur yang dikaji diperoleh dari jurnal, buku dan laporan penelitian dari dalam dan luar
negeri di antara tahun 2011 hingga 2021, untuk referensi sebelum tahun 2011 yang masih relevan tetap
digunakan sebagai rujukan. Jumlah literatur yang dikaji adalah 38. Artikel penelitian yang dikaji
mencakup sel punca mesenkim (SPM), kultur sel punca mesenkim (SPM) secara in vitro, trypsin, dan

pengganti trypsin.
3. Hasil dan Pembahasan

3.1 Sel punca mesenkim(SPM)

Sel punca didefinisikan sebagai sel yang belum berdiferensiasi tetapi memiliki kemampuan
berdiferensiasi menjadi sel lain dan mampu mempertahankan kemampuan memperbarui dirinya
sendiri.® SPM termasuk sel punca dewasa yang dapat diisolasi dari jaringan dewasa maupun jaringan
fetus. Dari jaringan dewasa, SPM dapat diisolasi dari sumsum tulang, gigi, darah perifer, dan jaringan
lemak, sedangkan dari jaringan fetus, SPM dapat diisolasi dari membran amnion, plasenta, darah tali
pusat dan Wharton jelly (Gambar 1). Bila dikultur, morfologi SPM mirip seperti fibroblast (fibroblast
like cell).10
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Sel punca mesenkim (SPM) harus memiliki 3 kriteria menurut Mesenchymal and Tissue Stem
Cell Committe of the International Society for Celluler Therapy. Kriteria pertama adalah sel mampu
melekat pada dasar wadah kultur plastik (plastic-adherent) dalam medium kultur standar. Kriteria kedua
adalah sel mampu mengekspresikan marker CD105, CD73, CD90 dan tidak mengekspresikan CD45,
CD34, CD14 atau CD11b, CD79alpha atau CD19 dan HLA-DR pada permukaan sel. Kriteria ketiga
adalah sel punca mesenkim dapat berdiferensiasi menjadi osteoblas, adiposit dan kondroblas secara in
vitro.?
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Gambar 1. Sumber SPM dan potensi diferensiasinya'

3.2. Kultur sel punca mesenkim (SPM) secara in vitro
Isolasi dan kultur sel punca membutuhkan medium basal (dasar), suplemen (bahan tambahan), larutan,
garam dan bahan tambahan lainnya. Medium basal adalah medium yang berfungsi untuk mendukung
produktivitas dan pertumbuhan sel. Medium basal yang biasa digunakan untuk isolasi sel punca adalah
alfa-modified essential medium (a-MEM), Dulbecco’s modified essential medium (DMEM), medium
Iscoves, Ham F12, dan lain-lain. Saat ini terdapat medium khusus untuk kultur sel punca, seperti
MesenCult untuk medium sel punca mesenkim, MethoCult untuk medium sel punca hematopoietik dan
sebagainya.t®16

Kultur sel punca memerlukan suplemen untuk menunjang proliferasi sel, misalnya sistem dapar
(buffer), serum, glutamin, dan faktor pertumbuhan. Sistem buffer digunakan untuk pengaturan pH
supaya pertumbuhan sel punca dapat optimal, yaitu dengan penambahan natrium bikarbonat atau larutan
Hepes. Serum berperan dalam sintesis protein. Serum dapat mengandung albumin, asam amino, vitamin,
atau faktor pertumbuhan. Dalam kultur sel punca dapat digunakan Fetal Bovine Serum (FBS), Fetal
Calf Serum (FCS), Newborn Calf Serum (NCS) dan lain-lain. Glutamin merupakan prekursor penting
dalam sintesis protein dan sebagai bahan bakar respirasi sel. Glutamin terdiri dari asam amino yang
tidak stabil dan bisa mengalami perubahan menjadi amonia yang dapat bersifat toksik bila terakumulasi.
Oleh sebab itu, glutamin harus ditambahkan sesaat sebelum medium digunakan.®

Dalam kultur SPM juga dibutuhkan larutan garam, seperti balanced salt solution (BSS) dan
phosphat buffer saline (PBS) untuk mengatur pH dan tekanan osmotik. Selain itu, diperlukan bahan
lainnya seperti antibiotik dan antijamur untuk mencegah kontaminasi bakteri dan jamur. Antibiotik atau
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antijamur yang sering digunakan untuk kultur sel punca adalah Penicillin, Streptomycin, Gentamycin,
Fungizone dan lain-lain.

Bahan lain yang diperlukan dalam kultur sel punca adalah enzim untuk isolasi dan sub kultur
atau pasase. Enzym trypsin dapat digunakan untuk subkultur, sedangkan kolagenase dan dispase dapat
digunakan untuk isolasi sel punca dengan metode enzimatis, misalnya isolasi sel punca mesenkim dari
Wharton jelly atau jaringan lemak. Peran kolagenase dan dispase adalah menghilangkan matriks
ekstraseluler yang mengikat atau menyatukan sel, sehingga sel punca dapat terpisah dari matriks
ekstraseluler tersebut. Dispase juga dapat digunakan untuk memisahkan sel punca dengan jaringannya
dan dapat mencegah terbentuknya kelompok sel dalam suspensi sel."18

3.3. Trypsin
SPM yang dikultur dalam medium kultur akan tumbuh melekat pada wadah kultur sampai konfluen.
Trypsin/EDTA (ethylene diamine tetraacetic acid) merupakan salah satu bahan yang sering digunakan
dalam kultur sel untuk subkultur atau.melepaskan SPM dari permukaan dasar kultur pada petridish atau
flask. Trypsin akan memutuskan adhesi antara molekul-molekul di antara sel yang melekat pada wadah
kultur sedangkan EDTA berfungsi untuk mengurangi konsentrasi ion logam yang dapat menghambat
trypsin.®

Sel yang konfluen akan melekat erat pada wadah kultur sehingga membentuk sel yang
monolayer. Pada disosiasi sel dengan trypsin, akan terjadi kerusakan membran sel dan terjadi hidrolisis
pada matriks ekstraseluler sehingga sel yang tadinya saling menempel menjadi sel tunggal (Gambar 2).
Disosiasi sel dengan trypsin dapat menyebabkan viabilitas sel menurun karena adanya kerusakan pada
membran dan matriks ekstraseluler. Disosiasi sel juga dapat dilakukan dengan cell scrapers.2®?
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Gambar 2. Disosiasi sel dengan trypsin?

Trypsin diisolasi dari sekresi kelenjar pankreas babi sehingga mengandung materi hewan yang
dapat menjadi sumber kontaminasi virus dan bakteri. Turunan protein dari hewan dapat bersifat
infeksius dan mempengaruhi respons imun dalam pengobatan SPM. Hal inilah yang menyebabkan
penggunaan trypsin dihindari dalam aplikasi SPM pada penyakit degeneratif karena tidak sesuai dengan
GMP pada produksi SPM.?

3.3 Pengganti trypsin
Beberapa bahan yang dapat menggantikan fungsi trypsin dalam disosiasi sel (Tabel 1) adalah sebagai
berikut :

3.3.1 TrypZean
TrypZean adalah reagent yang biasanya digunakan dalam kultur sel hewan. TrypZean
merupakan suatu enzim rekombinan trypsin yang merupakan turunan produk dari jagung dan
bersifat animal-free sehingga diharapkan bebas kontaminasi dari sel hewan.?* %

3.32 TrypLE
TrypLE adalah suatu enzim rekombinan trypsin dari turunan bakteri (hasil fermentasi bakteri)
yang dapat menggantikan fungsi trypsin/EDTA untuk disosiasi SPM.??2%26 Ada 2 merk TrypLE
yaitu TrypLE Select dan TrypLE Express. TrypLE Select (TS) direkomendasikan dalam aplikasi
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klinik terutama produksi kecantikan. TS memiliki sifat yang mirip #rypsin baik dari segi kinetika
dan spesifisitasnya. TS dilaporkan lebih stabil pada suhu ruang dibandingkan #rypsin dan lebih
mudah digunakan. TS diproduksi pada fasilitas GMP yang sudah teregristrasi oleh BPOM
Amerika. Enzim ini dapat mengeliminasi kemungkinan transmisi virus dari hewan ke pasien.

TS dapat digunakan untuk disosiasi berbagai sel mamalia yang bebas serum.

3.4 Papain

27,28

Papain adalah enzim yang berasal dari metabolit sekunder pepaya (Carica papaya L.) yang dapat
mendekomposisi protein pada konsentrasi yang rendah dan bersifat tidak toksik terhadap sel.
Papain dapat mendisosiasi sel kortikal pada neuron dengan konsentrasi 30 pg/mL dan 20 pg/mL
pada suhu 37°C selama 40 menit.?® Papain juga dilaporkan dapat mendisosiasi sel neuron dan glial
dari tikus yang baru lahir.®

Tabel 1. Beberapa penelitian disosiasi SPM menggunakan bahan pengganti trypsin

No Pengganti Trypsin

Sumber SPM

Hasil

Referensi

1  Papain

2  TrypLE Select
atau Express

3  TrypLE™ Express

4  TrypLE Express

5  TrypLE,
TrypZean,
Trypsin (Kontrol)

6 TrypLE,
TrypZean, Trypsin
(Kontrol)

7  Accutase,Alfazyme
, TrypZean,
Trypsin (Kontrol)

8  TrypLE Select
9 Papain-EDTA
10 TrypLE

11  Papain,
Trypsin (Kontrol)

Sel punca neuron

SPM dari jaringan lemak
manusia

SPM dari sumsum tulang
manusia

SPM dari darah tali pusat
manusia

SPM dari jaringan lemak
manusia

SPM dari jaringan lemak
manusia

hMSC cell line (hMSC-
TERT)

SPM dari lipoaspirat (SPL)

Sel punca/progenitor
neuron

stem cells from human
exfoliated deciduous teeth
(SHED)

SPM dari sumsum tulang
tikus

Dapat terdisosiasi
Dapat terdisosiasi

Dapat terdisosiasi
Dapat terdisosiasi

Dapat terdisosiasi

Dapat terdisosiasi

Hanya TrypZean
yang dapat
mendisosiasi
hMSC-TERT
Dapat terdisosiasi

Dapat terdisosiasi

Dapat terdisosiasi

Dapat terdisosiasi

Choi et al (2008)%!
Lindroos et al
(2009)%

Chase, et al
(2010)%

Kim, et al (2010)3

Carvalho et al
(2010)%®

Carvalho et al
(2011)%

Salzig et al (2013)%*

Suryani, et al
(2013)*
Mothe, et al
(2015)%
Zhang, et al
(2016)*

Noviantari, et al
(2019)%®

4. Kesimpulan

Papain, TrypLE Select, TrypLE Express, dan TrypZean dapat digunakan sebagai pengganti t7ypsin pada
kultur sel punca mesenkim (SPM).
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