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PENGARUH EKSTRAK DAUN BINAHONG (Anredera cordifolia)
TERHADAP KONFLUENITAS DAN VIABILITAS MESENCHYMAL
STEM CELL (MSC) MENCIT (Mus musculus) SECARA IN VITRO

‘Iffatusy Syarifa, Maharani Retna Duhita, Eko Budi Minarno

Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRAK

Remodelling tulang merupakan proses biologis yang melibatkan keseimbangan
antara aktivitas osteoklas dan osteoblas. Osteoblas berasal dari diferensiasi
mesenchymal stem cell (MSC) yang berperan penting dalam regenerasi jaringan
tulang, proses ini berjalan beriringan dan seimbang, ketidakseimbangan dalam
proses remodelling tulng dapat menyebabkan pernyakit metabolik tulang seperti
osteoporosis. Daun binahong (Anredera cordifolia) diketahui memiliki senyawa
isoflavon yang dapat mengaktifkan aktivitas estrogen dalam pembelahan sel.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak daun binahong
terhadap konfluenitas dan viabilitas MSC mencit (Mus musculus) secara in vitro.
Mesenchymal stem cell dikultur dan diberi perlakuan ekstrak daun binahong dengan
kadar 0,4mg/mL, 0,6mg/mL, 0,8mg/mL dan 1 mg/mL selama 48 jam. Konfluenitas
sel diamati menggunakan software imageJ dan morfologi menggunakan, sedangkan
viabilitas sel diamati menggunakan metode pewarnaan ¢rypan blue dengan bantuan
alat cell counter. Data dianalisis secara statistik untuk mengetahui perbedaan
antarperlakuan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi 0,4 mg/mL
merupakan dosis paling optimal dibandingkan konsentrasi lainnya dalam
pemberian ekstrak daun binahong terhadap tingkat konfluenitas dan viabilitas
MSC. Namun, hasil penelitian tersebut secara keseluruhan persentase viabilitasnya
masih rendah, maka dari itu penting untuk dilakukan penelitian lanjutan untuk
mengoptimalkan kondisi kultur, menentukan konsentrasi efektif, serta mengkaji
mekanisme biologis yang terlibat.

Kata kunci: Anredera cordifolia, in vitro, konfluenitas sel, mesenchymal stem cell,
viailitas sel.
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THE EFFECT OF BINAHONG LEAF EXTRACT (Anredera cordifolia) ON
THE PROLIFERATION AND VIABILITY OF MICE (Mus musculus)
MESENCHYMAL STEM CELLS (MSCs) IN VITRO

‘Iffatusy Syarifa, Maharani Retna Duhita, Eko Budi Minarno

Biology Program Study, Faculty of Science and Technology, The State Islamic
University of Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRACT

Bone remodeling is a biological process involving a balance between osteoclast and
osteoblast activity. Osteoblasts originate from the differentiation of mesenchymal
stem cells (MSCs), which play a crucial role in bone tissue regeneration. This
process proceeds in tandem and in balance; an imbalance in bone remodeling can
lead to metabolic bone diseases such as osteoporosis. Binahong leaves (Anredera
cordifolia) are known to contain isoflavones that can activate estrogenic activity
during cell division. This study aims to determine the effect of binahong leaf extract
on the confluence and viability of mouse (Mus musculus) MSCs in vitro.
Mesenchymal stem cells were cultured and treated with binahong leaf extract at
concentrations of 0.4 mg/mL, 0.6 mg/mL, 0.8 mg/mL, and 1 mg/mL for 48 hours.
Cell confluence was assessed using Image] software, cell morphology was
evaluated, and cell viability was determined using the trypan blue staining method
with the aid of a cell counter. The data were statistically analyzed to determine
differences among treatments. The results of the study indicate that a concentration
of 0.4 mg/mL is the most optimal dose compared to other concentrations of
binahong leaf extract in terms of MSC confluence and viability. However, the
overall viability percentage in this study remains low; therefore, it is important to
conduct further research to optimize culture conditions, determine the effective
concentration, and investigate the biological mechanisms involved.

Keywords: Anredera cordifolia, cell proliferation, cell wviaility, in vitro,
mesenchymal stem cell.
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Satu di antara tanda kebesaran Allah SWT adalah regenerasi sel tubuh,
termasuk sel tulang. Aktivitas regenerasi sel tubuh ciptaan Allah SWT ini bertujuan
memelihara, dan memperbarui kehidupan. Proses pergantian sel tua dengan sel baru
yang sehat merupakan sunatullah yang menggambarkan bentuk kekuasaan-Nya
dalam menjaga keseimbangan tubuh manusia. Dalam pandangan Islam, tubuh
manusia adalah sistem dinamis yang terus diperbarui oleh Allah SWT. Firman

Allah SWT dalam Al-Qur'an Surat Al-‘Ankabut ayat 19 sebagai berikut:

Sl Jedlls &) oumuxm\ foazs Sy )

Artlnya. Apakah mereka tidak memperhatikan bagaimana Allah memulai

penciptaan (makhluk), kemudian mengembalikannya (menghidupkannya

lagi)? Sesungguhnya yang demikian itu mudah bagi Allah”. (Q.S. Al-
‘Ankabut [29]: 19)

Imam Al-Hifnawi dalam Tafsir Al-Qurthubi berpendapat bahwa makna dari
“Apakah kalian tidak melihat bagaimana Allah SWT menjadikan buah-buahan itu,
menghidupkannya kemudian mematikannya dan mengulangi hal yang demikian itu
terus-menerus” adalah Allah SWT menciptakan manusia kemudian mematikannya
setelah memberikan anak yang lain. Demikian juga dengan binatang yang ada
dipermukaan bumi ini, kita dapat menyaksikan bagaimana Allah SWT menciptakan
segala jenis binatang, mereka dapat hidup dan berkembang biak hingga akhirnya
mati dan dilanjutkan oleh keturunan berikutnya. Hal ini berlangsung terus menerus
sampai hari kiamat. Semua ini menunjukkan betapa Allah SWT Maha Kuasa atas

segalanya. Jika dikaji lebih lanjut pengulangan penciptaan sebagaimana ayat

tersebut, sejalan dengan proses regenerasi sel, yakni sel-sel yang rusak atau tua



secara konstan digantikan oleh sel baru yang muda dan sehat, yang dikenal dengan
proses remodelling tulang.

Proses remodeling tulang terdapat dua komponen utama yaitu resorpsi serta
pembentukan tulang. Proses ini sangatlah penting bagi tubuh untuk menjaga
homeostasis tulang (Djuwita et al., 2012). Remodelling tulang melibatkan sel
osteoklas dalam resorpsi sel tulang dan sel osteoblas untuk membentuk matriks
tulang baru sebagai pengganti sel tulang yang sudah diresorpsi (Veni & Rajathi,
2017). Penurunan kepadatan tulang dan penyakit tulang metabolik seperti
osteoporosis dapat terjadi akibat ketidakseimbangan antara pembentukan dan
resorpsi tulang selama proses remodelling. Hal tersebut mungkin terjadi jika
osteosblas yang terbentuk lebih sedikit daripada osteoklas sehingga proses resorpsi
akan berjalan lebih cepat dibandingkan pembentukan sel tulang baru sehingga dapat
menyebabkan terjadinya osteoporosis (Djuwita et al., 2012). Fenomena resorpsi
sel tulang dan pembentukan sel tulang baru atau disebut remodelling tulang
merupakan proses berpasangan, yang dalam Al-Qur’an difirmankan oleh Allah

SWT pada Surat Adz-Dzariyat ayat 49 sebagai berikut:

Q}} J&”rﬁﬂu«;}JM}9w§wj

Artinya: “Segala sesuatu Kami ciptakan berpasang-pasangan agar kamu mengingat
(kebesaran Allah)”. (Q.S. Adz-Dzariyat [51]: 49)

Tafsir Al-Qurthubi mengatakan pada ayat ini Allah SWT menjelaskan
bahwa pada langit yang luas itu juga terdapat tanda dan pelajaran, yang
menunjukkan bahwa Pencipta langit itu sangat sempurna dan mampu untuk
melakukan segala sesuatu. Mujahid mengatakan bahwa satu diantara banyaknya

contoh ciptaan Allah yang berpasang-pasangan adalah laki-laki dan perempuan,



langit dan bumi, siang dan malam serta masih banyak lagi. Contoh lain dari ciptaan
Allah yang saling berpasnag-pasangan lainnya adalah siklus sel seperti siklus
remodelling tulang. Maka dari itu dibutuhkan alternatif pengobatan untuk
meminimalisis terjadinya hal ini, satu diantaranya dengan cara meningkatkan
pembentukan osteoblas. Hal ini dapat dilakukan dengan cara mempercepat
pertumbuhan osteoblas dari sel prekusornya yaitu mesenchymal stem cell.

Mesenchymal stem cell merupakan sel punca prekusor utama osteoblas
melalui jalur diferensiasi osteogenik. Saat ini penelitian terkait potensi
mesenchymal stem cell telah banyak dilakukan sebagai agen terapi seluler karena
sifatnya yang multipotent sehingga dapat menggantikan sel-sel yang rusak. MSC
merupakan sumber utama osteoblas melalui jalur diferensiasi osteogenik. Oleh
karena itu peranan dari mesenchymal stem cell ini sangatlah penting bagi
keseimbangan kepadatan tulang (Uccelli et al., 2008). Indikator pertumbuhan sel
secara in vitro dapat diamati melalui tingkat konfluenitas sel untuk mengetahui
jumlah sel pada kultur, serta viabilitas sel untuk mengetahui persentase sel hidup
pada kultur.

Konfluenitas merupakan salah satu parameter seluler pembentukan matriks
tulang dan merupakan bagian penting dalam remodelling. Peningkatan konfluenitas
sel tentunya dipengaruhi oleh laju proliferasi, dimana semakin tinggi laju proliferasi
suatu sel maka semakin padat matriks tulang yang terbentuk. Selain itu viabilitas
juga dapat menjadi indikator seluler tingkat kesehatan sel tulang, karena persentase
viabilitas yang tinggi dapat menunjukkan bahwa proses remodelling tulang berjalan
seimbang, karena sel-sel yang diresorpsi dapat digantikan dengan sel-sel yang

terbentuk dari osteoblas (Aslanturk, 2018). Maka dari itu mesenchymal stem cell



sebagai prekusor osteoblas memiliki peran yang cukup penting dalam hal tersebut,
populasi MSC yang memadai diperlukan sebelum terjadinya diferensiasi
osteoblastik pada MSC. Peningkatan proliferasi mesenchyamal sten cell berpotensi
meningkatkan aktivitas regenerasi tulang melalui peningkatan pembentukan
osteoblas. Perubahan jumlah osteoblas akibat penurunan proliferasi atau viabilitas
dapat menyebabkan pengurangan kapasitas pembentukan tulang. Oleh karena itu,
evaluasi proliferasi dan viabilitas osteoblas sering digunakan sebagai parameter
pendukung dalam studi remodelling dan regenerasi tulang (Wang et al., 2007).
Sejalan dengan hal tersebut, dibutuhkan alternatif pengobatan yang
memiliki peranan penting dalam menyeimbangkan proses remodelling tulang
(Aditama et al., 2021). Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan, senyawa
metabolit sekunder yang ada dalam tumbuhan diketahui dapat meningkatkan
kepadatan tulang dengan efek samping yang dapat diminimalisir (Djuwita et al.,
2012; Johannes De Villiers, 2009; Lee et al., 2021; Susanti & Ciptono, 2018).
Senyawa-senyawa metabolit sekunder yang ada dalam tumbuhan tersebut
umumnya berasal dari kategori senyawa turunan flavonoid. Senyawa isoflavon
yang merupakan senyawa turunan flavonoid diduga dapat meningkatkan
proliferasi, viabilitas, dan diferensiasi osteogenik mesenchymal stem cell (MSC)
melalui jalur estrogen dalam sel (Zhang et al., 2022). Tanaman binahong diketahui
memiliki senyawa metabolit sekunder isoflavon jenis genistein, daidzein dan
glycitein (Gruber et al., 2002). Berdasarkan penjelasan tersebut, senyawa metabolit
berupa isoflavon pada tanaman binahong tentunya memiliki potensi yang sama

dengan tanaman-tanaman yang memiliki kandungan senyawa isoflavon dan



memiliki aktivitas fitoestrogen, Allah SWT berfirman dalam Surah As-Syu’ara’

ayat 7 sebagai berikut:

fﬁ@)f&%& (Suﬂﬂ\& 352 3]

Artinya: “Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak Kami telah
menumbuhkan di sana segala jenis (tanaman) yang tumbuh baik?” (Q.S. As-
Syu’ara [26]: 7)

Shihab (2002) menyatakan ayat tersebut mengisyaratkan bahwa Allah SWT
mengeluarkan dari bumi ini beranekaragam tumbuh-tumbuhan yang mendatangkan
manfaat. Dan itu semua hanya dapat dilakukan oleh Tuhan yang Maha Esa dan
Maha Kuasa. Satu diantara banyaknya tanaman yang Allah SWT tumbuhkan di
muka bumi ini adalah tanaman binahong (Anredera cordifolia). Binahong
(Anredera cordifolia) merupakan tanaman yang diketahui memiliki kandungan
senyawa fitokimia berupa flavonoid (Saidah et al., 2022; Hanafiah et al., 2022;
Salim et al., 2021). Senyawa flavonoid memiliki sifat antiinflamasi yang diduga
dapat meningkatkan proliferasi sel fibroblas (Djuwita et al., 2012). Beberapa
penelitian yang telah dilakukan menunjukkan efek binahong terhadap fibroblas dan
penyembuhan luka, namun studi yang mengevaluasi mengenai pengaruh ekstrak
daun binahong terhadap konfluenitas dan viabilitas mesenchymal stem cell sumsum
tulang sebagai prekusor utama osteoblas masih terbatas. Oleh karena itu, penelitian
mengenai evaluasi pengaruh senyawa daun binahong terhadap MSC penting untuk
dilakukan sebagai dasar ilmiah dalam pengembangan fitofarmaka berbasis tanaman
lokal yang berpotensi mendukung pencegahan maupun terapi metabolik tulang.
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai potensi
osteogenik senyawa pada daun binahong untuk kemudian dikembangkan sebagai

kandidat obat. Dalam penelitian ini dipilih pendekatan secara in vitro dengan kultur



mesenchymal stem cell Mus musculus. Pendekatan in vitro yang dilakukan untuk

menilai efek langsung ekstrak daun binahong terhadap MSC dalam lingkungan

yang terkendali dan bebas dari pengaruh sistemik organisme secara utuh.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah:

1. Bagaimana pengaruh pemberian ekstrak daun binahong (Anredera cordifolia)
terhadap konfluenitas mesenchymal stem cell mencit (Mus musculus) secara in
vitro?

2. Bagaimana pengaruh pemberian ekstrak daun binahong (Anredera cordifolia)
terhadap viabilitas mesenchymal stem cell mencit (Mus musculus) secara in
vitro?

1.3 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak daun binahong (Anredera cordifolia)
terhadap konfluenitas mesenchymal stem cell mencit (Mus musculus) secara in
vitro

2. Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak daun binahong (Anredera cordifolia)
terhadap viabilitas mesenchymal stem cell mencit (Mus musculus) secara in vitro

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat pada penelitian ini adalah:

1. Manfaat Teoritis: dapat menambah informasi dan wawasan mengenai pengaruh

pemberian ekstrak daun binahong (Anredera cordifolia) terhadap konfluenitas

dan viabilitas mesenchymal stem cell mencit (Mus musculus) secara in vitro.



2. Manfaat Aplikatif: Hasil penelitian ini dapat menjadi dasar bagi penelitian
lanjutan mengenai pemanfaatan ekstrak daun binahong dalam bidang regenerasi
tulang dan terapi berbasis stem cell.

1.5 Batasan Masalah

Batasan masalah pada penelitian ini adalah:

1. Mesenchymal stem cell didapatkan dari hasil isolasi sel primer dari sumsum
tulang bagian femur, tibia dan fibula mencit (Mus musculus) yang berumur 6-8
minggu

2. Sel yg digunakan dalam penelitian ini adalah kultur sel primer

3. Daun binahong (Anredera cordifolia) diperoleh dari Materia Medica Batu.

4. Konsentrasi ekstrak daun binahong (Anredera cordifolia) yang digunakan dalam
penelitian ini adalah 0,4 mg/mL, 0,6mg/mL, 0,8 mg/mL dan 1mg/mL.

5. Daun binahong diekstrak menggunakan pelarut etil asetat.

6. Parameter yang diamati pada penelitian ini adalah konfluenitas dan viabilitas.

7. Parameter yang diamati dalam penelitian ini tidak mencakup parameter
diferensiasi mesenchymal stem cell.

8. Lama perlakuan ekstrak terhadap kultur sel adalah 48 jam.



BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tulang dan Remodelling Tulang
2.1.1 Tinjauan Penciptaan Tulang Pada Manusia dalam Perspektif Al-Quran
Manusia merupakan amkhluk Allah yang diciptakan dengan sebaik-baiknya
bentuk. Manusia diciptakan dengan berbagai kemampuan yang tidak dimiliki oleh
makhluk-makhluk lain yaitu memiliki akal. Selain itu manusia juga diciptakan
dengan segala sistem yang sangat kompleks dalam tubuhnya. Satu diantara sistem
yang ada dalam tubuh manusia adalah sistem gerak yang diciptakan dengan fungsi
bentuk yang sedemikian rupa agardapat berfungsi dengan baik. Dalam penciptaan
tulang pada manusia, Allah SWT berfirman dalam Al-Qur’an Surat Al-Mu’minun

ayat 14 sebagai berikut:
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Artinya: “Kemudian, air mani itu Kami jadikan sesuatu yang menggantung (darah).
Lalu, sesuatu yang menggantung itu Kami jadikan segumpal daging.
Lalu, segumpal daging itu Kami jadikan tulang belulang. Lalu, tulang
belulang itu Kami bungkus dengan daging. Kemudian, Kami
menjadikannya makhluk yang (berbentuk) lain. Maha Suci Allah sebaik-

baik pencipta”. (Q.S. Al-Mu’minun [23]: 14)

Tafsir ibnu katsir berpendapat bahwa ayat tersebut menjelaskan tentang
proses tahapan pembentukan manusia secara bertahap dan menjadikan kepala,
kedua tangan dan kedua kaki lengkap dengan tulang-tulang, sel dan urat-uratnya

kemudian dilapisi oleh daging dan kulit. Kemudian Allah memberika ruh kepada

manusia sehingga dapat hidup sebagai makhluk dalam bentuk yang lain yang



memiliki penglihatan, pendengaran, akal, bisa bergerak, dan bisa bergejolak. Begitu
juga dengan Tafsir Al-Mishbah yang memaknai ayat tersebut menjelaskan tentang
bagaimana Allah menciptakan manusia sedemikian rupa dan berbeda dengan
makhluk lainnya (Shihab, 2005). Dibalik proses penciptaan manusia yang
kompleks juga memberikan sistem yang kompleks dalam tubuhnya sebagai bentuk
pemeliharaan jaringan dalam tubuh agar dapat terus menjalankan fungsinya dengan
baik. Begitu juga dengan jaringan tulang yang ada dalam tubuh manusia yang
memiliki siklus tersendiri untuk menjaga stabilitas organ gerak dan penopang
tubuh. Siklus yang terjadi dalam tulang adalah siklus remodelling tulang.

Siklus remodelling tulang tentunya melibatkan banyak faktor dalam tubuh
terutama sel tulang itu sendiri. Secara umum tulang terbentuk dari tiga jenis sel
utama yang berperan dalam proses remodelling tulnag yaitu osteoblas, osteoklas
dan osteosit. Ketiga sel tersebut masing-masing memiliki fungsi penting dalam
menyusun jaringn tulang dan manjaga keseimbangan tulang dalam tubuh. Adanya
komponen tulang beserta fungsinya tersebut tidak serta merta hanya ada tanpa
tujuan. Penciptaan berbagai jenis sel tulang tersebut tentunya telah diatur oleh Allah

SWT. Hal ini dapat dilihat pada Al-Qur’an Surat Al-Jasiyah ayat 4 sebagai berikut:

N
Artinya: “Pada penciptaan kamu dan makhluk bergerak yang dltebarkan—Nya terdapat

tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi kaum yang meyakini”. (Q.S. Al-Jasiyah [45]:
4)

Tafsir Thabari mengartikan ayat tersebut bhawa Allah ingin menyampaikan
sesuatu kepada manusia terkait penciptaan binatang melata diatas bumi yang
berbeda dengan jenis kalian. Terdapat tanda-tanda (kekuasaan Allah) untuk kaum

yang meyakini yaitu, terdapat hujjah-hujjah dm dalil-dalil bagi kaum yang yakin
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akan hakikat segala sesuatu sehingga mereka mengakui dan mengamalkan
kebenaran. Dalam tafsir Fathul Qadir dikatakan bahwa “penciptaan langit dan bumi
melalui beberapa tahapan termasuk penciptaanmu” yaitu dari tanah, kemudian dari
mani hingga menjadi manusia. Hal tersebut merupakan bukti ekuasaan Allah SWT.
2.1.2 Anatomi Tulang

Secara biologis tulang didefinisikan sebagai jaringan ikat terspesialisasi
yang hidup, dinamis dan terus berkembang (Wawrzyniak & Balawender, 2022).
Struktur tulang terdiri dari matriks ekstraseluler yang kaya akan kolagen dan kristal
hidroksiapatit. Dalam tubuh, tulang memiliki fungsi utama sebagai alat gerak pasif
pelindung organ vital, sebagai tempat penyimpanan mineral dan fosfor serta
sebagai penopang tubuh (Shao et al., 2015). Selain itu tulang juga memiliki fungsi
metabolik dan endokrin seperti pengaturan kadar kalsium fosfat. Tulang berfungsi
sebagai tempat berlangsungnya hematopoiesis yang terjadi dalam sumsum tulang,
serta sekresi molekul seperti osteokalsin yang berperan dalam pembentukan energi
(Sromova et al., 2023). Secara histologis tulang terdiri dari dua susunan utama,
yaitu compact bone dan spongy bone. Compact bone atau tulang keras memiliki
unit struktural yang disebut osteon. Struktur osteon terdiri dari kanal havers yang
didalamnya terdapat pembuluh darah dan syaraf yang di kelilingi oleh lamela
konsentris. Diantara lamela yang mengelilingi pembuluh darah dan syaraf tersebut
terdapat lakuna yang berisi osteosit serta terdapat kanalikuli yang menghubungkan
antar osteosit sebagai jalur pertukaran nutrisi dan sinyal seluler antar osteosit.
Struktur ini memberikan kekuatan mekanik terhadap tekanan dan beban (Chang &

Liu, 2022). Spongy bone atau tulang spons merupakan tulang yang tersusun
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trabekula berisi sumsum tulang merah yang berperan dalam proses hematopoiesis

(Florencio-Silva et al., 2015).

Articular cartilage Periosteum

Cancellous bone Marrow cavity Compact bone

Epiphyseal plate

Epiphysis Diaphysis Epiphysis
Head Shaft

Gambar 2.1.2 Anatomi tulang femur dilihat dari sisi melintang (Purnomo dkk.,
2016).

Secara anatomi makroskopis, tulang panjang terdiri atas beberapa bagian
utama yaitu epifisis, metafisis, dan diafisis. Epifisis merupakan bagian ujung tulang
yang susunan utamaya terdiri dari tulang spons (spongy bone) dan dilapisi oleh
kartilago artikular. Diafisis merupakan bagian batang tulang yang didominasi oleh
tulang kompak (compact bone) yang mengelilingi rongga medula sedangkan
metafisis adalah daerah transisi antara epifisis dan diafisis yang mengandung
lempeng epifisis (growth plate) pada individu yang masih dalam fase pertumbuhan.
Selain komponen tersebut tulang juga dilapisi oleh dua struktur penting, yaitu
periosteum dan endosteum. Periosteum adalah lapisan jaringan ikat padat yang
melapisi permukaan luar tulang dan mengandung pembuluh darah serta saraf yang
berperan dalam pertumbuhan dan perbaikan tulang. Endosteum merupakan lapisan
yang ada pada permukaan dalam rongga medula dan berperan dalam aktivitas

remodelling tulang (Florencio-Silva et al., 2015).
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2.1.3 Sel Penyusun Tulang

Tulang secara histologis tersusun atas beberapa jenis sel, yaitu
osteoprogenitor, osteoblas, osteoklas dan osteosit. Osteoprogenitor merupakan sel
prekusor yang dapat berkembang menjadi osteoblas. Osteoblas berperan penting
dalam sintesis matriks tulang dan proses mineralisasi melalui produksi kolagen tipe
I dan protein non-kolagen seperti osteocalcin dan osteopontin (Dyasti et al., 2021,
Nguyen & Kampa, 2013). produksi kolagen tipe | dan protein non-kolagen yang
dihasilkan oleh osteoblas mengalami mineralisasi melalui pengendapan kristal
hidroksiapatit yang dipengaruhi oleh aktivitas alkaline phosphatase dan vesikel
matriks, sehingga terbentuk matriks tulang yang terkalasi dan memiliki sifat
mekanik tulang. (Florencio-Silva et al., 2015; Komori, 2019).

e " R ~(
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Gambar 2. 1. 3 Mikroskopis kultur sel tulang (Djuwita et al., 2012)

Osteosit merupakan sel tulang terbentuk dari diferensiasi osteoblas yang
terperangkap dalam matriks mineral dan berdiferensiasi menjadi sel bertipikal
dendritik. Osteosit dewasa menempati lakuna yang tersusun di antara lamela-lamela
matriks mineral yang saling terhubung melalui kanalikuli untuk membentuk suatu
jaringan fungsional yang disebut dengan lacuno-canalicular network. Jaringan ini
penting dalam mekanosensing serta pengaturan aktivitas osteoblas dan osteoklas
(Schaffler et al., 2014). Perubahan sel osteoblass menjadi osteosit melibatkan

perubahan organel sel juga diantaranya adalah diameter sel mengecil, perubahan
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organel intraseluler serta peningkatan proses selulernya. Osteosit dewasa memiliki
retikulum endoplasma kasar dan apparatus golgi yang lebih sedikit dibandingkan
preosteosit atau osteosit muda. Namun pada osteosit dewasa memiliki jumlah
lisosom yang lebih banyak dibandingkan preosteosit (Djuwita et al., 2012).

Osteoklas merupakan sel multinukleat yang bertanggungjawab terhadap
resorpsi tulang dengan cara melarutkan komponen mineral dan mendegradasi
matriks organik, sehingga memungkinkan terjadinya perombakan dan perbaikan
tulang (Kodama & Kaito, 2020). Osteoklas merupakan sel fusi dari beberapa
monosit sehingga bersifat multinukleus dengan ukuran besar dan berada di tulang
kortikal atau tulang trabekular (Bolamperti et al., 2022). Osteoklas memiliki
struktur penting berupa sealing zone dan ruffled border. Sealing zone berfungsi
untuk mengunci area permukaan tulang membentuk lakuna resorpsi sedangkan
ruffled border merupakan tempat terjadinya sekresi asam dan enzim. Mekanisme
resorpsi yang terjadi dalam tulang meliputi demineralisasi, yaitu proses apatit yang
terjadi akibat penurunan pH. Kemudian proses degradasi matriks organik berupa
kolagen tipe I dan protein nonkolagen yang dilakukan oleh katepsin dan MMPs.
Tahap terakhir yaitu transport transeluler (Bolamperti et al., 2022).
2.1.4 Remodelling Tulang

Remodeling tulang merupakan siklus yang terjadi dalam tubuh manusia
untuk mempertahankan keseimbangan, di mana jaringan tulang lama diresorpsi
oleh osteoklas dan kemudian digantikan oleh jaringan tulang baru osteoblas atau
yang dikenal dengan bone formation. Remodeling tulang merupakan proses peting
untuk mempertahankan kekuatan struktur tulang, memperbaiki kerusakan mikro

akibat beban mekanik, dan memastikan keseimbangan mineral dalam tubuh. Dalam
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tingkat seluler remodeling tulang dikendalikan oleh unit multiseluler tulang yang
terdiri dari osteoklas, osteoblas, dan osteosit. Ketiga sel tersebut saling berinteraksi
melalui sinyal molekuler dan hormon sistemik. Salah satu regulator hormonal yang
berperan dalam remodeling tulang adalah hormon estrogen, yang memodulasi
aktivitas sel-sel tulang dan jalur signal intrinsik maupun imun sepanjang proses
turnover atau proses resorpsi dan formasi tulang sehingga homeostasis jaringan
tulang tetap terjaga (Khosla et al., 2012).

Selain berperan dalam pembentukan matriks, osteoblas juga berfungsi
sebagai regulator lokal pada proses remodelling tulang dengan cara berinteraksi
dengan osteoklas dan osteosit (Bolamperti et al., 2022). Perubahan jumlah atau
fungsi osteoblas akibat penurunan proliferasi atau viabilitas dapat menyebabkan
pengurangan kapasitas pembentukan tulang serta dapat menyebabkan
ketidakseimbangan pada siklus remodelling tulang. Hal ini merupakan salah satu
kondisi yang berkontribusi pada penyakit metabolik tulang seperti osteoporosis

(Wang et al., 2007).
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2.2 Mesemchymal Stem Cell
2.2.1 Definisi

Mesenchymal stem cell atau sel punca mesenkimal merupakan sel punca
non-hematopoetik yang diketahui memiliki sifat yang dapat berdiferensiasi menjadi
jaringan-jaringan osteoblastik, kondrogenik serta adipogenik (Sancricca, 2010).
Seiring perkembangan penelitian, MSC diketahui tidak hanya berasal dari sumsum
tulang, tetapi juga dapat diisolasi dari jaringan adiposa, amnionic tissue,
periosteum, dan jaringan fetal (Chamberlain et al., 2007). Isolasi mesenchymal stem
cell dari sumsum tulang dapat diambil dari tulang femur dan tibia (Rinendyaputri
& Noviantari, 2015). Sumsum tulang juga diketahui sebagai sumber mesenchymal
stem cell yang melimpah, sehingga banyak digunakan sebagai sumber isolasi dalam
penelitian secara invitro.

Mesenchymal stem cell dibedakan menjadi adult MSC dan MSC prenatal.
Hal ini dibedakan berdasarkan sumber isolasinya, adult MSC diisolasi dari sumsum
tulang dan jaringan adiposa. Sedangkan MSC prenatal umumnya diisolasi dari
jaringan-jaringan neonatal seperti tali pusat dan plasenta. Saat ini Mesenchymal
stem cell sudah banyak digunakan sebagai model penelitian, diantaranya regenerasi
tulang, terapi luka, penyakit degeneratif dan sebagai terapi penyakit autoimun
karena sifatnya yang multipoten (Uccelli ef al., 2008).
2.2.2 Karakteristik

Mesenchymal stem cell (MSC) merupakan kelompok sel punca dewasa
multipoten yang memiliki kemampuan proliferasi, self-renewal, serta diferensiasi
menjadi berbagai jenis sel jaringan mesenkimal seperti osteoblas, kondrosit, dan

adiposit (Kolf et al., 2007). MSC pertama kali diidentifikasi pada sumsum tulang
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(bone marrow) sebagai populasi sel stromal non-hematopoietik (Dominici et al.,
2006). Karakteristik utama MSC ditentukan oleh kriteria minimal yang ditetapkan
oleh International Society for Cellular Therapy (ISCT), yaitu memiliki sifat plastic-
adherent pada kondisi kultur standar, mengekspresikan penanda permukaan
spesifik, serta tidak mengekspresikan marker hematopoietik (Dominici et al.,
2006). Sifat multipoten MSC menjadikan sel ini memiliki potensi besar dalam
bidang rekayasa jaringan, terapi regeneratif, dan pengobatan berbagai penyakit
degeneratif karena MSC mampu memperbaiki jaringan melalui mekanisme
diferensiasi maupun sekresi faktor bioaktif (Liu et al., 2022). Selain kemampuan
diferensiasi, MSC juga memiliki kapasitas proliferasi tinggi dengan tingkat
imunogenisitas rendah sehingga relatif aman digunakan pada transplantasi
alogenik. Kemampuan ini berkaitan dengan rendahnya ekspresi molekul MHC
kelas Il dan molekul kostimulator imun sehingga MSC mampu menghindari
respons imun berlebihan dari tubuh resipien (Chamberlain et al., 2007).
Mesenchymal stem cell juga diketahui memiliki sifat imunomodulator
melalui sekresi sitokin antiinflamasi, faktor pertumbuhan, dan mediator parakrin
lainnya yang berperan dalam menghambat aktivasi sel T, sel B, sel NK, serta
makrofag proinflamasi (Hass & Otte, 2012). Oleh karena itu, MSC tidak hanya
berfungsi sebagai sel pengganti jaringan, tetapi juga sebagai regulator lingkungan
mikro seluler yang mendukung proses regenerasi jaringan dan penyembuhan luka.
Kemampuan migrasi atau homing MSC menuju area cedera jaringan turut menjadi
karakteristik penting yang mendukung efektivitas terapi berbasis MSC
(Chamberlain et al., 2007). Proses tersebut dipengaruhi oleh interaksi kemokin,

reseptor permukaan, serta molekul adhesi yang memungkinkan MSC bermigrasi
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menuju lokasi inflamasi atau kerusakan jaringan. Karakteristik biologis yang
kompleks tersebut menyebabkan MSC menjadi salah satu jenis sel punca dewasa
yang paling banyak diteliti dalam bidang biomedis modern.

Secara morfologi MSC memiliki bentuk menyerupai fibroblas dengan
struktur memanjang (spindle-shaped) dan inti sel oval yang terletak di bagian
sentral sitoplasma (Kolf ez al., 2007). Pada kultur primer, populasi MSC umumnya
tampak heterogen, namun setelah beberapa kali subkultur akan terbentuk populasi
sel yang lebih homogen dengan morfologi fusiform dan pola pertumbuhan
menyerupai  koloni fibroblastik (colony forming unit-fibroblast/CFU-F)
(Chamberlain et al., 2007). Morfologi ini menjadi salah satu indikator awal
keberhasilan isolasi MSC dari jaringan asalnya. MSC memiliki ukuran sel relatif
lebih besar dibandingkan sel hematopoietik dan memperlihatkan kemampuan
adhesi kuat terhadap permukaan kultur. Dalam kultur jangka panjang, perubahan
morfologi dapat terjadi akibat proses penuaan sel (cellular senescence) yang
ditandai dengan ukuran sel membesar, bentuk lebih pipih, penurunan kemampuan
proliferasi, serta penurunan potensi diferensiasi (Liu et al., 2022). Karakteristik
morfologi MSC ini juga dapat dipengaruhi oleh sumber isolasi jaringan, kondisi
kultur, usia donor. MSC dari sumsum tulang umumnya memiliki kemampuan
osteogenik lebih tinggi dibanding MSC jaringan adiposa, sedangkan MSC dari tali
pusat cenderung memiliki kapasitas proliferasi lebih baik dan tingkat
imunogenisitas lebih rendah (Liu et al., 2022). Perbedaan ini menunjukkan bahwa

sumber MSC dapat memengaruhi sifat biologis dan potensi terapinya.
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Gambar 2.2.2 Sifat multipoten pada mesenchymal stem cell (MSC) (Ucelli et
al., 2008).

MSC diketahui bersifat multipoten dengan risiko tumorigenesis lebih
rendah sehingga lebih aman digunakan dalam aplikasi klinis, berbeda halnya
dengan embryonic stem cell (ESC) yang bersifat pluripoten. ESC mampu
berdiferensiasi menjadi hampir seluruh jenis sel tubuh, tetapi penggunaannya sering
menimbulkan kontroversi etik serta risiko pembentukan teratoma (Kolf et al.,
2007). Karakteristik sekretom MSC tersebut kini menjadi fokus utama penelitian
karena efek terapeutik MSC diketahui sebagian besar dimediasi melalui mekanisme
parakrin dibanding diferensiasi langsung menjadi sel target (Hass & Otte, 2012).
Dengan kombinasi sifat multipoten, imunomodulator, kemampuan homing,
proliferasi tinggi, serta keamanan biologis yang relatif baik, MSC menjadi kandidat
utama dalam pengembangan terapi regeneratif untuk penyakit muskuloskeletal,
neurodegeneratif, kardiovaskular, hingga gangguan autoimun.

2.2.3 Mesenchymal Stem Cell pada Sumsum Tulang
Mesenchymal stem cell (MSC) pertama kali diisolasi dari sumsum tulang

oleh Friedenstein dan koleganya berdasarkan kemampuannya membentuk koloni
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fibroblastik ketika dikultur secara in vitro. Sel ini termasuk kelompok sel stromal
non-hematopoietik yang memiliki kemampuan adhesi terhadap permukaan plastik
kultur serta mampu mengalami proliferasi dan diferensiasi menjadi berbagai jenis
sel mesenkimal seperti osteoblas, kondrosit, dan adiposit (Dominici et al., 2006).
Di dalam sumsum tulang, MSC menempati niche khusus yang berasosiasi dengan
pembuluh darah, trabekula tulang dan sel hematopoietik sehingga membentuk
lingkungan mikro yang mendukung proses hematopoiesis serta regenerasi jaringan
tulang (Kolf et al., 2007). Keberadaan MSC dalam sumsum jaringan lemak lebih
sedikit dibanding total populasi MSC pada sumsum tulang, yaitu diperkirakan
hanya sekitar 0,001-0,01%, namun MSC memiliki kapasitas proliferasi tinggi
sehingga dapat diperbanyak secara in vitro untuk kepentingan penelitian maupun
terapi regeneratif (Pittenger ef al., 1999).

Mesenchymal stem cell yang diisolasi dari sumsum tulang diketahui
memiliki kemampuan osteogenik lebih tinggi dibandingkan sumber MSC lainnya
seperti jaringan adiposa atau tali pusat sehingga MSC dari sumsum tulang lebih
banyak digunakan dalam penelitian regenerasi tulang dan rekayasa jaringan
skeletal. Selain itu, MSC mampu mensekresikan berbagai faktor bioaktif seperti
transforming growth factor-p (TGF-B), vascular endothelial growth factor (VEGF),
insulin-like growth factor (IGF), dan bone morphogenetic protein (BMP) yang
berperan penting dalam proliferasi, angiogenesis, serta diferensiasi osteogenik
(Hass & Otte, 2012). Oleh karena itu, MSC sumsum tulang tidak hanya berfungsi
sebagai sumber sel progenitor pembentuk jaringan skeletal, tetapi juga sebagai
regulator biologis yang mempertahankan keseimbangan mikroenvironment

sumsum tulang dan mendukung proses regenerasi jaringan.
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2.2.4 Peran Mesenchymal Stem Cell dalam Regenerasi Tulang

Mesenchymal stem cell memiliki peran sentral dalam proses regenerasi dan
remodeling tulang karena MSC merupakan prekursor utama pembentukan
osteoblas yang bertanggung jawab terhadap sintesis matriks tulang baru. Pada
kondisi fisiologis maupun saat terjadi cedera tulang, MSC akan bermigrasi menuju
area kerusakan melalui mekanisme homing yang dimediasi oleh interaksi kemokin,
molekul adhesi, dan faktor pertumbuhan lokal (Chamberlain et al., 2007). MSC
yang sudah berada di lokasi cedera akan mengalami proliferasi dan diferensiasi
menjadi osteoblas di bawah pengaruh berbagai faktor osteogenik seperti bone
morphogenetic protein (BMP), runt-related transcription factor 2 (Runx2),
alkaline phosphatase (ALP), osteocalcin, serta signaling pathway Wnt/B-catenin
yang berperan penting dalam pembentukan jaringan tulang baru (Loi ef al., 2016).
Osteoblas yang terbentuk dari diferensiasi mesenchymal stem cell akan
mensekresikan komponen matriks ekstraseluler seperti kolagen tipe I, osteopontin,
dan osteocalcin yang menjadi dasar dari proses mineralisasi jaringan tulang. Selain
berdiferensiasi langsung menjadi osteoblas, MSC juga mendukung regenerasi
tulang melalui mekanisme parakrin dengan mensekresikan berbagai sitokin dan
faktor pertumbuhan yang merangsang angiogenesis, proliferasi sel lokal, serta
menghambat inflamasi berlebihan di area cedera (Hass & Otte, 2012). Faktor-faktor
seperti VEGF, fibroblast growth factor (FGF), platelet-derived growth factor
(PDGF), dan TGF-p berperan dalam pembentukan vaskularisasi baru yang sangat
penting untuk suplai oksigen dan nutrisi selama proses regenerasi tulang

berlangsung. Selain itu aktivasi reseptor estrogen pada sel diketahui dapat
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meningkatkan eskpresi gen yang berperan dalam pembentukan tulang (Gruber et
al., 2002).

Diferensiasi mesenchymal stem cell melalui jalur osteogenik akan
meningkatkan pembentukan tulang, sedangkan gangguan terhadap fungsi MSC
dapat menyebabkan penurunan massa tulang dan memicu terjadinya osteoporosis
maupun keterlambatan penyembuhan fraktur (Liu et al., 2022). Seiring
perkembangan teknologi rekayasa jaringan, MSC menjadi fokus utama dalam
terapi regeneratif tulang karena memiliki kemampuan proliferasi tinggi,
imunogenisitas rendah, serta potensi diferensiasi osteogenik yang baik. MSC telah
banyak diaplikasikan pada penelitian penyembuhan fraktur, defek tulang kritis,
osteoartritis, hingga osteoporosis melalui pendekatan transplantasi sel, biomaterial
scaffold, maupun terapi berbasis sekretom dan eksosom MSC (Loi et al., 2016).
Penggunaan MSC dalam regenerasi tulang dinilai memiliki potensi yang cukup
besar karena mampu mempercepat pembentukan jaringan tulang baru,
meningkatkan vaskularisasi, serta memperbaiki kualitas penyembuhan jaringan
skeletal secara keseluruhan. Oleh sebab itu, MSC dianggap sebagai salah satu
komponen utama dalam pengembangan terapi berbasis sel untuk memperbaiki
kerusakan tulang dan penyakit degeneratif skeletal.

2.3 Konfluenitas dan Viabilitas
2.3.1 Konfluenitas

Konfluenitas merupakan parameter yang digunakan untuk menggambarkan
persentase luas permukaan kultur yang telah diisi oleh sel-sel yang tumbuh secara
adhesif. Nilai konfluenitas dinyatakan dalam bentuk persentase, di mana 0%

menunjukkan sel baru ditanam dan belum menyebar pada permukaan kultur,
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sedangkan 100% menunjukkan seluruh permukaan kultur telah tertutupi oleh
lapisan sel monolayer. Pengamatan konfluenitas sel sangat penting dalam kultur sel
karena mencerminkan tingkat pertumbuhan, kepadatan sel, serta kondisi fisiologis
sel selama pemeliharaan in vitro (Busschots et al., 2015). Selain itu, tingkat
konfluenitas sering digunakan sebagai indikator untuk menentukan waktu yang
tepat dalam melakukan subkultur (passaging), pemberian perlakuan, maupun
pengambilan sampel untuk analisis lanjutan. Pada umumnya, sel adhesif
disubkultur ketika mencapai sekitar 70-80% konfluenitas untuk mempertahankan
sel dalam fase pertumbuhan logaritmik dan mencegah terjadinya contact inhibition
yang dapat menghambat proliferasi sel. Konfluenitas yang terlalu tinggi dapat
menyebabkan kompetisi terhadap ruang dan nutrien, perubahan ekspresi gen, serta
penurunan aktivitas proliferatif sel, sehingga berpotensi memengaruhi hasil
penelitian (Trajkovic et al., 2019). Oleh karena itu, pemantauan konfluenitas secara
berkala menjadi salah satu aspek penting dalam menjaga konsistensi dan validitas
eksperimen kultur sel.
2.3.2 Viabilitas

Viabilitas sel adalah kondisi sel dalam keadaan hidup dan mempertahankan
fungsi biologis dasar dalam media tanam (Anwar & Hadi, 2024). Dalam kultur sel,
viabilitas sering diukur menggunakan metode dye exclusion atau pengecualian
warna untuk membedakan antara sel hidup (Kamiloglu ef al., 2020). Interpretasi
dari pengamatan menggunkan metode pewarnaan adalah, jika sel hidup maka sel
tidak akan terwarna karena sel masih memiliki membran yang utuh sehingga
pewarna trypan blue tidak dapat masuk dan mewarnai sel. Jika sel mati, maka sel

akan terwarna karena membrane selnya sudah rusak sehingga pewarna trypan blu
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dapat masuk kedalam membrane sel dan memberikan warna pada sel (Riss et al.,
2004).

2.3.3 Hubungan Konfluenitas dan Viabilitas Mesenchymal Stem Cell dengan
Regenerasi Tulang

Secara metodologis dan biologis, konfluenitas dan viabilitas merupakan dua
konsep yang berbeda. Konfluenitas merupakan parameter untuk menggambarkan
persentase luas permukaan kultur yang telah diisi oleh sel-sel yang tumbuh secara
adhesive disebabkan terjadinya proliferasi pada sel. sedangkan viabilitas
menunjukkan persentase sel hidup dari keseluruhan el yang ada. Dalam sebuah
populasi sel dapat menunjukkan viabilitas tinggi, namun tingkat proliferasi rendah,
biasanya keadaan ini sel sel sedang dalam fase GO atau dalam fase diferensiasi
sehingga pembelahan menurun begitu juga sebaliknya (Freshney, 2010). Intervensi
tertentu seperti pemberian ekstrak dapat menurunkan viabilitas tanpa
mempengaruhi indeks proliferasi sel yang tersisa. Kombinasi kedua jenis
pengukuran memberikan gambaran lebih komprehensif, dimana viabilitas menilai
survival akut, sedangkan proliferasi menilai kemampuan pertumbuhan jangka
pendek hingga menengah (Riss et al., 2004).

Konfluenitas dan viabilitas sangatlah penting dalam kultur sel tulang karena
keseimbangan antara proliferasi yang meningkatkan konfluenitas, diferensiasi dan
regenerasi menentukan homeostasis dan remodeling jaringan tulang. Osteoblas
sebagai sel pembentuk tulang akan melewati fase proliferasi awal sebelum
memasuki jalur diferensiasi yang ditandai oleh ekspresi gen matriks ekstraseluler
dan mineralisasi. Oleh karena itu, model kultur yang menilai efek suatu obat atau
ekstrak terhadap osteoblas biasanya mengukur viabilitas untuk memastikan bahan

tidak sitotoksik dan pengamatan proliferasi untuk menilai efek pada peningkatan
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populasi sel. Dalam konteks penyakit tulang atau rekayasa jaringan, stimulasi
proliferasi osteoblas yang diikuti oleh diferensiasi yang tepat merupakan tujuan
terapeutik, namun proliferasi yang berlebihan tanpa diferensiasi dapat
menghasilkan populasi sel yang tidak fungsional (Florencio-Silva et al., 2015).
2.4 Kultur Mesenchymal Stem Cell secara In Vitro
2.4.1 Kultur Sel Primer

Kultur sel in vitro merupakan suatu teknik biologis untuk menumbuhkan sel
tertentu dalam lingkungan yang terkendali. Umumnya metode kultur ini dilakukan
untuk mempelajari respon toksisitas, interaksi seluler serta mempelajari fiologi
suatu sel. Kultur sel ini dapat menjadi metode sebagai model dasar dalam penelitian
terkait biologi sel, toksikolgi, farmakologi dan rekayasa jaringan (Segeritz &
Vallier, 2017). Dalam kultur sel berdasarkan jenis selnya terdapat dua kalsifikasi,
yaitu sel primer dan sel line. Kultur sel primer merupakan sel yang diisolasi
langsung dari organ sel hewan sehingga sel tersebut memiliki fenotip yang
mendekati sel dalam keadaan in vivo. Sedangkan sel line merupakan sel primer
yang terus membelah dan sudah mengalami berkali-kali passage (Harper, 2024).

Kultur sel primer merupakan teknik in vitro dengan tujuan studi tertentu
termasuk studi mengenai proliferasi, viabilitas, efek hormon, pengujian
biomaterial, sitotoksisitas obat, serta mekanisme molekuler remodeling tulang.
Teknik kultur sel pada jaringan tulang memungkinkan peneliti mempelajari sel
dalam lingkungan yang terkontrol, memisahkan dampak stimulasi tertentu serta
memahami proses biologis dasar yang terjadi pada osteoblas, osteoklas, dan osteosit
tanpa kompleksitas sistemik organisme secara utuh. Kultur sel mencakup isolasi,

propagasi dan manipulasi atau pemberian perlakuan (Riss ef al., 2004)
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2.4.2 Isolasi Mesenchymal Stem Cell dari Sumsum Tulang

Kajian-kajian terkait potensi mesenchymal stem cell ini umumnya dilakukan
dalam skala sel (invitro). Hal ini dilakukan unutk mengetahui potensi dari sel
tersebut secara langsung dan spesifik terhadap sel tersebut sebagai bentuk kajian
awal yang nantinya juga bertujuan sebagai kandidat terapi untuk penyembuhan
penyakit. Berdasarkan berbagai potensi yang dimilikinya, mesenchymal stem cell
saat ini masih terus menjadi salah satub fokus penelitian terutama dalam bidang

biologi sel, rekayasa jaringan serta pengobatan regeneratif (Koh ez al., 2020).

Gambar 2.4.2 Kultur Mesenchymal stem cell yang diisolasi dari sumsum
tulang mencit (Rinendyaputri & Noviantari, 2015).

Isolasi mesenchymal stem cell (MSC) dari sumsum tulang merupakan tahap
penting dalam penelitian kultur sel dan terapi regeneratif karena kualitas proses
isolasi sangat memengaruhi terhadap kemampuan tingkat viabilitas, proliferasi
serta potensi diferensiasi MSC. Mesenchymal stem cell yang diisolasi dari sumsum
tulang umumnya diisolasi dari sumsum tulang femur atau tibia. Hal ini dapat
dilakukan menggunakan teknik aspirasi atau flushing menggunakan media kultur
steril atau phosphate-buffered saline (PBS) (Pittenger et al., 1999). Selanjutnya

suspensi sumsum tulang difiltrasi untuk menghilangkan fragmen jaringan dan

debris sebelum dilakukan pemisahan sel mononuklear menggunakan metode
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sentrifugasi gradien densitas seperti Ficoll-Hypaque atau Lymphoprep. Teknik ini
memanfaatkan perbedaan densitas sel sehingga populasi mononuklear yang
mengandung MSC dapat dipisahkan dari eritrosit dan granulosit (Soleimani &
Nadri, 2009). Setelah sentrifugasi, lapisan sel mononuklear yang terbentuk pada
antarmuka medium diambil secara hati-hati menggunakan pipet steril lalu dicuci
kembali dengan PBS atau media kultur untuk menghilangkan sisa medium gradien
densitas. Sel kemudian ditanam pada flask kultur dengan media lengkap yang
mengandung fetal bovine serum (FBS) dan diinkubasi pada suhu 37°C dengan 5%
CO.. MSC akan melekat pada permukaan plastik kultur dalam waktu 2472 jam,
sedangkan sel hematopoietik non-adheren akan tetap tersuspensi dan dibuang saat
penggantian media (Dominici ef al., 2006).

Teknik handling selama isolasi dan kultur MSC harus dilakukan secara
aseptik di dalam laminar air flow untuk mencegah kontaminasi mikroba yang dapat
memengaruhi pertumbuhan sel. Selain itu, proses pippeting harus dilakukan secara
perlahan untuk menghindari stress yang dapat merusak membran sel dan dapat
menurunkan viabilitas kultur. Penggunaan alat steril, media segar, suhu stabil, serta
waktu pemrosesan yang cepat juga menjadi faktor penting dalam mempertahankan
kualitas MSC hasil isolasi. Selama kultur berlangsung, media biasanya diganti
setiap 2-3 hari dan subkultur dilakukan ketika konfluensi mencapai sekitar 70-80%
untuk mempertahankan kemampuan proliferasi dan diferensiasi MSC (Freshney,
2010). Oleh karena itu, keberhasilan isolasi MSC dari sumsum tulang sangat
dipengaruhi oleh teknik pemisahan sel, kondisi sentrifugasi, serta ketepatan

handling selama proses kultur sehingga diperlukan prosedur kerja yang steril, hati-
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hati, dan terstandarisasi guna memperoleh kultur MSC dengan viabilitas dan
karakteristik biologis yang optimal.
2.4.3 Faktor yang Mempengaruhi Pertumbuhan Mesenchymal Stem Cell

Keberhasilan saat proses isolasi ini merupakan tahapan yang sangat penting
dalam suatu penelitian agar data yang dihasilkan akurat. Faktor keberhasilan kultur
sel pada mesenchymal stem cell tentu saja dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor
seperti metode isolasi, media serta kondisi lingkungan dalam laboratorium
(Rinendyaputri & Noviantari, 2015). Untuk mengetahui sel yang ditanam dapat
tumbuh dnegan baik, kultur mesenchymal stem cell dapat diamati secara
mikroskopis. Sel yang tumbuh dengan baik ditandai dengan persebaran sel yang
merata serta tingkat viabilitas sel yang tinggi. Sel yang memiliki tingkat
konfluenitas antara 70-80% dinilai mampu beadaptasi dengan lingkungan kultur
dan siap untuk diberikan perlakuan pada penelitian (Liu & Quan, 2015).

Beberapa faktor yang dapat mempengaruhi hasil isolasi diantaranya adalah
kontaminasi mikroorganisme. Kontaminasi mikroorganisme merupakan penyebab
utama kegagalan kultur sel dan termasuk dalam faktor yang sering terjadi.
Kontaminasi dapat berasal dari peneliti, udara, meja kerja, media ataupun alat yang
tidak steril. Oleh karena itu, seluruh proses isolasi dan kultur harus dilakukan secara
aseptik, menggunakan alat dan bahan steril, serta meminimalisir paparan kultur
terhadap lingkungan luar. Selain itu lama waktu isolasi dan usia donor juga dapat
mempengaruhi kemampuan sel ertahan hidup selama kultur. Sampel harus diproses
secepat mungkin sesaat setelah diambil dari tubuh hewan coba untuk mencegah
kematian sel dan degradasi jaringan. Sel primer umumnya memiliki keterbatasan

kemampuan proliferasi. MSC dari donor usia tua atau MSC yang memiliki passage
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tinggi umunya menunjukkan penurunan kemampuan proliferasi dan diferensiasi
akibat proses penuaan sel (Freshney, 2010).

Faktor lain yang tak kalah penting dalam mempengaruhhi tingkat
kemampuan sel bertahan hidup dalam kultur adalah lingkungan kultur itu sendiri.
Diantaranya komposisi media, suhu inkubasi, permukaan kultur serta kepadatan sel
dan frekuensi penggantian media kultur. Freshney (2010) menyatakan bahwa
kandungan nutrisi media, pH, osmolaritas, konsentrasi glukosa, serum, faktor
pertumbuhan, dan antibiotic sangatlah penting, begitu juga dengan suhu dan kadar
CO2. Umumnya sel diinkubasi dalam inkubator CO, 5% pada suhu 37°C, hal ini
penting unutk menjaga metabolisme sel. Jumlah sel awal yang terlalu rendah dapat
menghambat pembentukan koloni MSC, sedangkan kepadatan terlalu tinggi
menyebabkan kompetisi nutrisi dan penurunan proliferasi. Mediasebaiknya diganti
dalam kurun waktu 2-3 hari untuk membuang komponen -komponen yang tidak
diinginkan dan menyediakan nutrisi baru bagi sel. Selain itu, subkultur harus
dilakukan sebelum kultur mencapai overconfluence karena kondisi terlalu padat
dapat memicu cellular senescence dan perubahan fenotip pada mesenchymal stem
cell.

2.4.4 Media Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) merupakan salah satu media
kultur sel yang paling banyak digunakan di laboratorium biologi sel dan
bioteknologi di seluruh. DMEM merupakan modifikasi dari Eagle’s Minimal
Essential Medium (MEM) yang awalnya dikembangkan oleh Harry Eagle pada
akhir tahun 1950an untuk mendukung pertumbuhan sel mamalia in vitro. Dalam

modifikasi yang dilakukan oleh Renato Dulbecco dan koleganya, media ini
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dirancang untuk memiliki konsentrasi asam amino dan vitamin yang lebih tinggi
sekitar hingga empat kali lipat dibandingkan dengan Minimal Essential Medium
serta variasi glukosa yang dapat diatur sesuai kebutuhan metabolik sel, sehingga
DMEM dinilai sebagai media yang lebih kaya nutrisi, ideal untuk mendukung
proliferasi dan viabilitas berbagai sel mamalia seperti fibroblas, sel epitel, neuron,
sel kanker, serta sel punca dan jaringan lain selama kultur in vitro (Syahidah &
Hadisaputri, 2016).

DMEM merupakan media basal yang menyediakan komponen nutrisi dasar
yang diperlukan sel untuk bertahan hidup dan berkembang. Komposisi dasar
DMEM mencakup asam amino esensial dan non-esensial, vitamin, garam
anorganik, glukosa, serta buffer natrium bikarbonat yang Dberfungsi
mempertahankan pH fisiologis dalam kondisi inkubasi CO: 5%. Karena media ini
tidak mengandung protein atau faktor pertumbuhan yang dilepaskan dari
organisme, DMEM biasanya dilengkapi dengan serum Fetal Bovine Serum (FBS)
atau Newborn Calf Serum (NBCS) dengan konsentrasi yang berfariasi antara 5-15%
untuk menyediakan berbagai faktor pertumbuhan, lipoprotein, dan protein yang
mendukung proliferasi sel (Syahidah & Hadisaputri, 2016)

2.5 Binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis)

2.5.1 Tinjauan Binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) dalam
Perspektif Al-Qur’an

Binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) merupakan tanaman obat
ciptaan Allah SWT yang telah lama dikenal dalam pengobatan tradisional di
berbagai negara tropis, termasuk Indonesia. Binahong merupakan bagian dari
penciptaan aneka ragam tumbuhan dan tanaman obat yang disebutkan dalam Al-

Qur'an, antara lain dalam Al-Qur’an Surat Al-An'am ayat 99 sebagai berikut:
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Artinya: “Dialah yang menurunkan air dari langit lalu dengannya Kami
menumbuhkan segala macam tumbuhan. Maka, darinya Kami
mengeluarkan tanaman yang menghijau. Darinya Kami mengeluarkan

butir yang bertumpuk (banyak). Dari mayang kurma (mengurai) tangkai-

tangkai yang menjuntai. (Kami menumbuhkan) kebun-kebun anggur.

(Kami menumbuhkan pula) zaitun dan delima yang serupa dan yang tidak

serupa. Perhatikanlah buahnya pada waktu berbuah dan menjadi masak.
Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar terdapat tanda-tanda

(kekuasaan Allah) bagi kaum yang beriman”. (Q.S. AlI-An’am [6]: 99).

Tafsir Jalalain Imam Jalaluddin Al-Mahalli dan Imam JalaluddinAs-Suyuti
menafsirkan bahwa ayat tersebut mengandung makna Allah SWT telah
menghidupkan kembali yang telah mati dengan menurunkan hujan sebagai
perantara, dari air hujan tersebut tumbuhlah tanaman yang menghijau, dan dari
tumbuhan tersebut terbentuklah bulir-bulir gandum dan sejenisnya. Hal ini
merupakan satu diantara cara Allah SWT menunjukkan kekuasaanNya dan
memerintahkan kaum yang beriman kepadaNya untuk memanfaatkan sesuatu dari
yang telah Allah tumbuhkan di muka bumi ini.

Satu diantara banyaknya tumbuhan yang Allah tumbuhkan adalah binahong
atau yang dikenal dengan nama ilmiah Anredera cordifolia. Tanaman binahong
merupakan tanaman merambat dari famili Basellaceae yang diketahui berasal dari

Amerika Selatan, Brasil bagian selatan dan Argentina. Kemudian menyebar ke
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beberapa negara tropis dan subtropis termasuk negara-negara di Asia sebagai
tanaman obat dan tanaman hias (Astuti ef al., 2011). Binahong mulai dikenal luas
di Tiongkok, Korea, dan Vietnam sebagai tanaman tradisional yang banyak
dimanfaatkan untuk pengobata, sehingga tanaman ini sering disebut sebagai
“Madeira vine” atau “Dheng San Chi” dalam pengobatan herbal Tiongkok (Alba et
al., 2020). Di Indonesia, binahong mulai banyak dibudidayakan karena diketahui
memiliki berbagai aktivitas farmakologis yang bermanfaat bagi kesehatan. Secara
tradisional, hampir seluruh bagian tanaman binahong seperti daun, batang, akar, dan
umbi digunakan sebagai obat herbal untuk mempercepat penyembuhan luka,
mengatasi peradangan, meningkatkan daya tahan tubuh, mengobati gangguan
saluran pencernaan, serta membantu terapi penyakit degeneratif (Latuhihin et al.,
2020). Manoi (2009) dalam Latuhihin ef al. (2020) juga menyatakan bahwa dalam
daun binahong terdapat senyawa aktif alkaloid, saponin dan flavonoid.

Di samping penciptaan tumbuhan berkhasiat obat seperti Binahong, Allah
SWT juga menciptakan senyawa aktif atau berkhasiat atau yang dikenal dengan
metabolit sekunder yang terkandung dalam tumbuhan, dan memiliki potensi
menyembuhkan suatu kondisi tubuh yang dikenal dengan sakit. Potensi
menyembuhkan atau berkhasiat dari kandungan metabolit sekunder tersebut, dalam
tinjauan Al-Qur’an adalah terjadi karena adanya kuasa Allah SWT yang diberikan
kepada senyawa aktif tersebut. Isyarat potensi menyembuhkan dari senyawa yang
terkandung pada tumbuhan, terdapat dalam firman Allah SWT pada Al-Qur’an

Surat An-Nahl ayat 69 sebagai berikut:
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Menurut Tafsir Tahlili Kemenag ayat tersebut Allah memerintahkan hamba
Nya untuk memikirkan Allah telah memberikan kemahiran kepada para lebah untuk
mengumpulkan makanan dari berbagai macam bunga-bungaan dan mengubahnya
menjadi madu yang tahan lama dan bergizi, diantara manfaat madu ialah untuk
ketahanan tubuh dan mungkin pula sebagai obat. Dalam Tafsir Thabari dinyatakan
bahwa ayat tersebut menjelaskan bahwa di dalam minuman yang dikeluarkan Allah
dari perut tebah ini, yaitu minuman yang beranekaragam dan merupakan obat yang
menyembuhkan bagi manusia, benar-benar terdapat petunjuk dan argumen yang
jelas tentang Dzat yang menundukkan lebah ini dan memberinya petunjuk untuk
memakan buah-buahan tertentu, membuat sarang pada gunung, pohon, dan atau
rumah. Kemudian Allah mengeluarkan dari perutrya obat bagi manusia. Jika dilihat
dari alur terbentuknya madu dalam secara alami dalam tafsir tersebut, hal ini secara
umum serupa dengan proses pembentukan senyawa metabolit sekunder pada
tumbuhan termasuk flavonoid.

Biosintesis senyawa flavonoid terjadi pada titik pertemuan antara jalur
shikimat dan jalur asetat. Dalam proses ini, jalur shikimat menyediakan bahan yang

diperlukan untuk membentuk kumarin-CoA, sedangkan jalur asetat menyediakan
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gugus malonil-CoA untuk reaksi perpanjangan C2 yang dikatalisis oleh chalcone
synthase (Shen et al., 2022; Tohge et al., 2017). Pada jalur ini asetil CoA akan
menghasilkan malonil CoA melalui ensim asetil CoA karboksilase yang
mengkatalisis reaksi karboksilasi asetil CoA. Malonil CoA inilah yang berperan
dalam pembentukan senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid (Kim et al.,
2021).

Abdullah bin Muhammad dalam tafsir Ibnu Katsir menafsirkan bahwa
dalam ayat tersebut terdpat penjelasan bahwa madu yang dihasilkan ada yang
berwarna putih, kuning, merah, dan warna-warna lainnya yang indah sesuai dengan
lingkungan dan makanannya, di dalam madu itu terdapat obat penyembuh bagi
manusia. Hal ini selaras dengan pernyataan Yang et al. (2018) bahwa biosisntesis
metabolit sekunder pada tanaman dipengaruhi oleh aktivitas enzimatik di dalam
jaringan tumbuhan dan lingkungan tumbuhan tersebut. Jika suatu tumbuhan terkena
paparan sinar UV berlebihan, infeksi mikroorganisme, kekurangan nutrisi, luka
mekanik, suhu ekstrem, atau serangan herbivora, maka tumbuhan akan
mengekspresikan gen tertentu yang mengatur sintesis metabolit sekunder. Saat
tumbuhan mengalami stres oksidatif, tmbuhan akan mengaktifkan jalur
fenilpropanoid dan akan menghasikan senyawa flavonoid dan senyawa fenolik lain
yang berperan sebagai antioksidan alami untuk melindungi sel dari kerusakan
radikal bebas. Oleh karena itu, kandungan metabolit sekunder pada tumbuhan dapat
mengalami peningkatan ataupun penurunan sebagai bentuk adaptasi tumbuhan

terhadap kondisi lingkungan tertentu (Francini et al., 2019).
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2.5.2 Klasifikasi

Binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) merupakan tanaman obat
yang telah lama dikenal dalam pengobatan tradisional di berbagai negara tropis,
termasuk Indonesia. Daun binahong secara empiris digunakan untuk mengobati
luka, meningkatkan daya tahan tubuh, serta membantu penyembuhan berbagai
penyakit degenerative. Pusat keanekaragaman A. cordifolia terdapat di Amerika
Selatan, namun kini telah dibudidayakan secara luas di Indonesia sebagai tanaman
obat serbaguna yang bernilai ekonomi tinggi (Perkasa, 2023). Selain itu, binahong
mengandung  berbagai senyawa Dbioaktif yang mendukung aktivitas
farmakologinya, sehingga banyak dimanfaatkan dalam penelitian biomedis modern

(Purwaningsih dkk., 2025).

Gambar 2.5.2 Tanaman binahong (Anredera cordifolia) a) habitus tanama
Anredera cordifolia (Hanifah & Anjani, 2022), b) morfologi daun
Anredera cordifolia, c) batang Anredera cordifolia, d) umbi

tanaman Anredera cordifolia (Purwaningsih et al., 2025).
Binahong merupakan tanaman merambat yang bersifat perennial dan dapat
tumbuh hingga panjang lebih dari 5 meter. Batangnya bersifat lunak, silindris, serta

berwarna hijau atau kemerahan pada bagian muda (Purwaningsih et al., 2025).

Daun binahong berbentuk tunggal, bertangkai pendek, dan tersusun berseling pada
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batang. Bentuk helaian daunnya menyerupai jantung (cordata) dengan permukaan
halus dan warna hijau mengilap (Perkasa, 2023). Bunga binahong berwarna putih
kekuningan, tersusun dalam bentuk malai (tandan) di ketiak daun, serta memiliki
aroma khas. Tanaman ini menghasilkan umbi udara di ruas batang yang berfungsi
sebagai alat perbanyakan vegetatif dan dapat tumbuh baik pada kondisi lingkungan
tropis dengan intensitas cahaya sedang (Putri dkk., 2020). Selain itu, akar binahong
bersifat tunggang dengan rimpang berdaging lunak yang mampu menyimpan
cadangan air dan nutrisi, menjadikannya tahan terhadap kondisi kering
(Purwaningsih dkk., 2025).

Secara taksonomi, tanaman binahong (Anredera cordifolia) dikategorikan

sebagai berikut (Perkasa, 2023):

Kingdom : Plantae
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Caryophyllales
Family : Basellaceae
Genus : Anredera
Spesies : Anredera cordifolia (Tenore) Steenis

2.5.3 Kandungan Fitokimia

Daun binahong (Anredera cordifolia) diketahui mengandung berbagai
senyawa metabolit sekunder. Metabolit sekunder merupakan senyawa bioaktif yang
dihasilkan tumbuhan sebagai mekanisme pertahanan terhadap stres lingkungan,
patogen, maupun kerusakan oksidatif, namun senyawa tersebut juga memiliki

berbagai aktivitas biologis yang bermanfaat dalam bidang kesehatan dan regenerasi
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jaringan. Beberapa kelompok senyawa yang telah teridentifikasi pada Anredera
cordifolis antara lain flavonoid, alkaloid dan saponin. Kandungan senyawa-
senyawa tersebut memberikan dasar ilmiah terhadap berbagai aktivitas
farmakologis binahong, seperti antioksidan, antiinflamasi, antibakteri, serta
aktivitas penyembuhan luka dan regenerasi jaringan (Panicker & Hamdule, 2021;
Perkasa, 2023). Flavonoid merupakan senyawa fenolik utama yang ditemukan
dalam daun binahong. Senyawa flavonoid khususnya senyawa turunannya berupa
isoflavon diketahui memiliki potensi dapat mempercepat proses pembelahan sel

karena sifat fitoestrogennya.

¢ OH

173-Estradiol

Gambar 2.5.3.1 Struktur kimia 17p-estradiol (Gruber et al., 2002)
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Gambar 2.5.3.2 Struktur kimia senyawa isoflavon pada esktra daun binahong

Genistein, Daidzein (Gruber et al, 2002) Glycitein
(Domininguez-Lopez et al., 2020).

Fitoestrogen merupakan senyawa yang ditemukan pada tumbuhan yang
memiliki kemampuan dapat berikatan dengan reseptor hormon estrogen dalam sel
sehingga dapat mengaktifkan efek estrogen dalam menekan aktivitas osteoklastik

(Sihombing et al., 2013). Senyawa isoflavon pada tumbuhan sebagai senyawa
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turunan dari flavonoid secara khusus yang diketahui memiliki sifat fitoestrogen
diantaranya adalah genistein, daidzein, glycitein dan biochanin (Dominguez-Lopes
et al.,, 2020). Menurut Safitri et al. (2025) ekstrak daun binahong memiliki
kandungan senyawa glycitein yang merupakan jenis senyawa isoflavon. Senyawa
fitoestrogen diketahui memiliki jumlah dan posisi gugus hidroksil yang mirip
dengan 17p-estradiol sehingga memiliki afinitas yang cukup kuat terhadap reseptor
estrogen dalam sel (Gruber et al., 2002).
2.5.4 Potensi Binahong terhadap Proliferasi dan Viabilitas Sel

Senyawa metabolit sekunder isofalvon pada tanaman diketahui memiliki
sifat fitoestrogen yang juga ditemukan pada tanaman binahong. Kandungan
senyawa metabolit sekunder pada daun binahong memiliki potensi dalam
meningkatkan proliferasi dan viabilitas sel berdasarkan mekanisme fitoestrogen

yang dapat berinteraksi dengan reseptor estrogen pada sel.
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Gambar 2.5.4 Mekanisme hormon estrogen dalam sel (Sthombing et al., 2013)

Mekanisme hormon estrogen diawali ketika molekul hormon estrogen

masuk kedalam sitoplasma sel kemudian akan berikatan dengan reseptor estrogen
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(ER) membentuk komples estrogen-ER, kemudian kompleks estrogen-ER akan
bertranslokasi masuk ke dalam nukleus dan berikatan dengan segmen DNA pada
sel yang disebut dengan Estrogen Response Element (5 GGTCAnnnTGACC-3’)
membentuk kompleks ER-ERE kemudian memulai proses traskripsi. Transkripsi
dikatalisis oleh RNA polimerase II (Pol II) dan memerlukan perakitan berbagai
protein, termasuk protein pengikat TATA-box (TBP) serta faktor-faktor terkait yang
membentuk faktor transkripsi umum TATA-box binding protein-associated factors
(TAFs). Aktivitas transkripsi yang dimediasi oleh estrogen juga memerlukan
berbagai protein lain, seperti koaktivator reseptor steroid dan protein pengikat
elemen respons AMP siklik. Kompleks ini berikatan dengan elemen respons
estrogen (ERE) melalui domain pengikat DNA (DBD) pada reseptor dan
menstimulasi transkripsi. Mekanisme yang diusulkan meliputi stimulasi dan
stabilisasi kompleks pra-inisiasi, pemodelan ulang kromatin (chromatin
remodeling), serta interaksi dengan faktor-faktor transkripsi lainnya seperti TBP,
TATA-binding protein serta RNA polymerase II untuk membuka struktur kromatin
sehingga proses transkripsi menjadi lebih mudah. Transkripsi akan menghasilkan
mRNA yang kemudian diterjemahkan menjadi protein-protein serta menurunkan
ekspresi RANKL sehingga pembentukan osteoklas menurun dan homeostasis
tulang dapat tetap terjaga (Gruber et al., 2002).
2.6 Hipotesis
Hipotesis pada penelitian ini adalah:

Ho: Ekstrak daun binahong (Anredera cordifolia) tidak berpengaruh terhadap

konfluenitas dan viabilitas mesenchymal stem cell mencit (Mus musculus)

secara in vitro
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Hi: Ekstrak daun binahong (Anredera cordifolia) berpengaruh terhadap
konfluenitas dan viabilitas sel mesenchymal stem cell mencit (Mus musculus)

secara in vitro



BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang dilakukan secara in
vitro dengan menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan 5 perlakuan dan
4 ulangan ulangan. Perlakuan yang digunakan adalah sebagai berikut, dimodifikasi
dari (Djuwita et al., 2012):
1. KPg (kontrol normal)

Kelompok kontrol negatif berisi kultur sel tulang dan DMEM. Kelompok ini
mempresentasikan kondisi normal mesenchymal stem cell mencit (Mus musculus).
2. Py (Perlakuan 1)

Kelompok perlakuan 1 adalah kultur mesenchymal stem cell dan DMEM
dengan penambahan ekstrak daun Anredera cordifolia sebanyak 0,4mg/mL.

3. P> (Perlakuan 2)

Kelompok perlakuan 2 adalah kultur mesenchymal stem cell dan DMEM
dengan penambahan ekstrak daun Anredera cordifolia sebanyak 0,6mg/mL.
4. P3 (Perlakuan 3)

Kelompok perlakuan 3 adalah kultur mesenchymal stem cell dan DMEM
dengan penambahan ekstrak daun Anredera cordifolia sebanyak 0,8mg/mL.

5. P4 (Perlakuan 4)
Kelompok perlakuan 4 adalah kultur mesenchymal stem cell dan DMEM

dengan penambahan ekstrak daun Anredera cordifolia sebanyak 1mg/mL.

40
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3.2 Variabel Penelitian

Variabel dalam penelitian pengaruh ekstrak etanol daun binahong (Anredera
cordifolia) terhadap proliferasi dan viabilitas mesenchymal stem cell mencit (Mus
musculus) secara in vitro meliputi:

1. Variabel bebas dalam penelitian ini adalah ekstrak daun binahong (Anredera
cordifolia)

2. Variabel terikat dalam penelitian ini adalah konfluenitas dan viabilitas
mesenchymal stem cell mencit (Mus musculus).

3. Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah kultur mesenchymal stem cell
menggunakan media Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) dengan
10% FBS serta 1% antibiotik (penicilin-streptomisin) dan diinkubasi dalam
inkubator CO2 5% dengan suhu 37°C.

3.3 Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan pada bulan November 2025 sampai bulan Mei 2026

di Laboratorium Kultur Jaringan Hewan sebagai Laboratorium utama, dan

Laboratorium Genetika Molekuler, Program Studi Biologi Fakultas Sains dan

Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.4 Alat dan Bahan

3.4.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian meliputi neraca analitik, rotary
evaporator, LAF (laminar air flow), inkubator CO2 5%, oven, autoklaf, mikroskop
inverted, tissue culture dish 35 mm-SPL, mortal, pistil, sentrifuge, botol schott,

erlenmeyer, beaker glass 50 mL, alat bedah, mikropipet 20-200 pl, mikropipet 100-

1000 pl.
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3.4.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu mencit (Mus
musculus), ekstrak daun binahong (Anredera cordifolia), DMEM, aquades, NaCl
fisiologis (0,9%), etil asetat proanalis, trypsin, spirtus, penicillin, streptomycin,
tissue, spiritus, NaHCO3, Hepes, deionized water (D), (Fetal bovine serum) FBS,
(Prhosphat buffer saline) PBS, tipol, wipol, petri dish, etil asetat, alumunium foil,
TC dish, blue tip, yellow tip, millipore 0,20 pm, bunsen, korek api, masker, hand
glove, kantong plastik tahan panas, kertas label dan tissue dan alkohol teknis
70%.
3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Preparasi Ruang

Preparasi ruangan dilakukan dengan tujuan untuk menciptakan ruangan yang
steril dalam laboratorium kultur jaringan hewan sebagai laboratorium utama
penelitian. Preparasi ruangan diawali dengan proses sterilisasi ruangan. Proses
sterilisasi dilakukan dengan cara sterilisasi kimia menggunakan alkohol teknis
70%. Kemudian lantai dibersikan menggunakan wipol sampai benar-benar bersih,
lalu dilakukan proses sterilisasi menggunakan sinar UV selama 24 jam. Setelah
dilakukan sterilisasi, maka selanjutkan dilakukan uji sterilitas ruang menggunakan
media Natrium Agar (NA) dan Potato Dextrose Agar (PDA) pada setiap sudut
ruangan dan meja kerja, kemudian diinkubasi selama 24 jam (Festing & Altman,

2002).
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3.5.2 Preparasi Alat dan Bahan
3.5.2.1 Sterilisasi alat
Proses preparasi alat dan bahan dilakukan dengan beberapa tahapan. Setiap

alat-alat yang akan digunakan antara lain alat dissecting seperti pisau, pinset dan
alat-alat gelas dan logam direndam pada tipol selama 1x24 jam. Setelah 1x24 jam
alat tersebut digosok dan dibilas sebanyak 21 kali pada air mengalir, dan terakhir
disarankan menggunakan aquades supaya hasilya maksimal. Kemudian alat-alat
dikeringkan pada oven suhu 40°C dan dibungkus menggunakan alumunium foil.
Selanjutnya dilanjutkan dengan steriliasi kering dengan oven pada suhu 125°C
selama 3 jam untuk kategori peralatan gelas dan logam. Sterilisasi basah pada
autoklaf dengan suhu 121°C dengan tekanan 1,5 atm selama 15 menit untuk
kategori peralatan yang sifatnya plastik.
3.5.2.2 Pembuatan Ekstrak

Simplisia yang digunakan adalah serbuk daun binahong (Anredera cordifolia)
yang didapat dari laboratorium Materia Medica Batu. Pembuatan ekstrak dilakukan
dengan metode maserasi menggunakan pelarut etil asetat proanalis selama 48 jam
dengan perbandingan sampel dan pelarut 1:10 kemudian dilakukan penyaringan
menggunakan kertas saring (Fitriyani ef al., 2024). Residu dari hasil maserasi
pertama kemudian dimaserasi kembali selama 24 jam dengan perbandingan sampel
dan pelarut 1:5 kemudian dilakukan proses penyaringan menggunakan kertas
saring, tujuan dilakukannya maserasi kembali adalah untk mengoptimalkan
ektraksi senyawa. Hasil ekstrak dengan metode maserasi kemudian di evaporasi
menggunakan rotary evaporator dengan suhu 40°C dan dipekatkan menggunakan

oven hingga dihasilkan ekstrak kental.
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3.5.2.3 Pembuatan Ekstrak Stock Menggunakan Dimethylsulfoxide (DMSO)
Pembuatan ekstrak stock daun binahong (Anredera cordifolia) menggunakan

dymethilsulfoxide (DMSO) 0,1% dibuat dalam beberapa konsentrasi berbeda, yaitu
0,4 mg/mL, 0,6 mg/mL, 0,8 mg/mL dan 1 mg/mL masing-masing sebanyak 5 mL.
Ekstrak daun binahong yang sudah dilarutkan menggunakan DMSO kemudian
disterilkan menggunakan millipore dan disimpan dalam botol schoot.
3.5.3 Pembuatan Media Stock DMEM

Ditimbang 1.35¢ DMEM, 0,37g NaHCO3, 0,006g penicillin, 0,01 gr
streptomycin, dan 0,238g Hepes. Dilarutkan bahan-bahan tersebut dalam 100 ml
deionized water (DI) steril kemudian di homogenkan, Media yang sudah homogen
difilter dengan menggunakan millipore ukuran 0,22pum dan disimpan pada suhu
4°C dan siap untuk digunakan.
3.5.6 Pembuatan Stok Media Kerja

Stok media kerja dibuat dengan menyiapkan 2700ul DMEM kemudian
ditambah 300ul FBS lalu dihomogenkan. Media kerja tersebut memiliki volume
total 3ml dengan konsentrasi FBS 10%.
3.5.7 Isolasi Kultur mesenchymal stem cell

Prosedur isolasi mesenchymal stem cell mencit (Mus musculus) dilakukan
berdasarkan protokol isolasi dari pabrik (Thermo Fisher) dengan menggunakan
mencit (Mus musculus) berumur 4-6 minggu. Kemudian dilakukan euthanasia
dengan metode dislokasi tulang leher dan tubuh mencit disterilisasi dengan cara
menyemprotkan alkohol 70% ke seluruh tubuhnya. Pembedahan dilakukan pada
bagian anggota gerak pasif bawah (femur dan tibia) dengan melepaskan bagian

kulit, otot dan jaringan-jaringan lainnya sehingga didapatkan femur dan tibia secara
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utuh. kedua tulang tersebut dipastikan sudah terpisah dari kulit, otot dan lemak
kemudian dilakukan pencucian again luar tulang menggunakan PBS (Phosphate
Buffer Saline). Kedua epifisis setiap tulang dipotong menggunakan gunting steril
dan dipisahkan bagian sumsum tulang dengan metode flushing. Bagian dalam
tulang dicuci menggunakan medium lengkap DMEM. Larutan yang dihasilkan
kemudian disaring menggunakan cell strainer 70um kedalam tube sentrifuge
kemudian di sentrifugasi dengan kecepatan 1600 rpm selama 4 menit. Pellet yang
dihasilkan dari proses sentrifugasi kemudian disuspensikan ulang mneggunakan
DMEM kemudian ditanam dalam TC dish dan diinkubasi dalam inkubator CO2 5%
pada suhu 37°C hingga mencapai konfluensi 70% hingga 80%, konfluensi 85%
didapat setelah dilakukan kultur selama 72 jam.
3.5.8 Pengamatan Konfluenitas Hasil Kultur

Sel dengan perlakuan ekstrak dan kontrol perlakuan yang sudah diinkubasi
selama 48 jam diamati dibawah mikroskop inverted. Pengamatan dilakukan dengan
fokus utama lensa pada nukleus. Jika pada pengamtan sel tumbuh merata, maka
foto pengamatan dapat diambil di area manapun. Namun jika sel tumbuh
berkelompok atau tidak merata, maka foto pengamtan diambil adalah pada koloni
terbesar yang ada pada area tersebut. Analisis hasil pengamatan dilakukan
menggunakan software ImageJ. Foto hasil pengamatan menggunakan mikroskop
inverted dikonversi menjadi 16-bit dan background dihapus, kemudian foto diolah
menggunakan fitur threshold. Dilakukan pemeriksaan akurasi hasil data dari fitur
threshold. Jika konfluenitas sel sudah mencapai 70%-80% maka sel siap untuk

diberi perlakuan ekstrak Anredera cordifolia.
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3.5.9 Perlakuan Ekstrak Daun Binahong (4nredera cordifolia) terhadap
Kultur mesenchymal stem cell Mencit (Mus musculus)

Dilakukan pencucian pada sel yang sudah mencapai konfluensi yang
diinginkan menggunakan PBS kemudian dilakukan penambahan media baru dan
ekstrak Anredera cordifolia sesuai konsentrasi masing-masing, yaitu 0,4 mg/mL,
0,6 mg/mL 0,8 mg/mL dan 1mg/mL. Kultur sel dengan perlakuan dan kontrol
diinkubasi pada suhu 37°C dengan kadar CO, 5%. Pengamatan proliferasi dan
viabilitas dilakukan setelah 48 jam inkubasi.

3.6 Pengamatan
3.6.1 Konfluenitas sel

Pengamatan konfluenitas dilakukan dengan menggunakan mikroskop
inverted dan fokus utama lensa pada nucleus sel. Jika pada pengamtan sel tampak
tumbuh merata, maka foto pengamatan dapat diambil di area manapun. Namun jika
sel tumbuh berkelompok atau tidak merata, maka foto pengamtan diambil adalah
pada koloni terbesar yang ada pada area tersebut. Pengamatan ini dilakukan pada
setiap kelompok perlakuan, kemudian dilakukan analisis menggunakan software
ImageJ.

3.6.2 Viabilitas sel

Pengamatan proliferasi dan viabilitas sel dilakukan saat usia sel memasuki
hari ke 2 setelah pemberian perlakuan pada kultur sel. Setelah 2x24 jam inkubasi
dilakukan penghitungan sel menggunakan cel/ counter. Diambil 10ul suspensi sel
dari TC dish ditambah 10ul pewarna trypan blue 0,4% dan dibaca menggunakan

cell counter (Kozak et al., 2018).
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3.6.3 Pengamatan Sitotoksisitas Ekstrak Daun Binahong (4Anredera
cordifolia) terhadap Mesenchymal Stem Cell Mencit (Mus musculus)

Uji  sitotoksisitas  dilakukan berdasarkan metode pada Cancer
Chemoprevention Research Center Fakultas Farmasi UGM (2009). Sel diambil
dari inkubator CO? kemudian diamati kondisi sel, sel yang mencapai tingkat
konfluenitas minimal 80% dipanen. Kemudian dihitung jumlah sel dan dibuat
pengenceran sel dengan media kultur sesuai kebutuhan. Sel dimasukkan dalam well
plate 96 masing-masing berisi 100 pl suspensi sel. Kemudian sel diamati di bawah
mikroskop inverted untuk melihat distribusi sel. Sel diinkubasi di dalam inkubator
selama semalam untuk mengembalikan keadaan sel setalah dipanen.

Larutan stok MTT dibuat dengan cara menimbang 50 mg serbuk MTT dan
dilarutkan dalam PBS sampai 10 mL (0,5mg/mL). Reagen MTT disiapkan dengan
kadar 0,5mg/mL. Diambil 1 mL stok MTT dalam PBS 5 mg/mL, lalu diencerkan
dengan media kultur sampai 10 mL (untuk 1 buah 96 well plate). Pemberian reagen
MTT dilakukan dengan cara media sel dibuang dan dicuci dengan PBS, lalu
ditambakan reagen MTT 100 pL ke dalam setiap sumuran termasuk dalam kontrol
media. Kemudian sel diinkubasi selama 2-4 jam di dalam inkubator CO?. Inkubasi
dilakukan hingga terbentuk formazan pada sel. Kondisi sel diamati menggunakan
mikroskop inverted. Jika formazan sudah terlihat jelas, maka ditambahkan larutan
stopper 100uL SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 10% dalam 0,01 N HCI. Selanjutnya
plate dibungkus dengan alumunium foil dan diinkubasi kembali di tempat yang
gelap pada temperatur kamar selama semalam. Setelah di inkubasi dilakukan
pembacaan nilai ~ absorbansi menggunakan ELISA reader. ELISA reader
dihidupkan dan ditunggu sampai proses prossesing selesai. Selanjutnya dibuka

pembungkus plate lalu dimasukkan ke dalam ELISA reader. Dibaca absorbansi
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dari masing-masing sumuran dengan ELISA reader dengan A = 490nm. Kemudian
dilakukan penghitungan nilai 1C50.
3.7 Analisis Data

Data konfluenitas mesenchymal stem cell (MSC) diperoleh dari
penghitungan persentase konfluenitas menggunakan software ImageJ, viabilitas
diperoleh dari penghitungan menggunakan pewarna trypan blue dan alat cell
counter. Dilakukan \uji normalitas menggunakan uji Shapiro-Wilk dan uji
homogenitas varians menggunakan uji Levene. Apabila data berdistribusi normal
dan homogen, maka dilakukan analisis menggunakan uji One-Way ANOVA untuk
mengetahui pengaruh pemberian ekstrak daun binahong (Anredera cordifolia)
terhadap proliferasi dan viabilitas mesenchymal stem cell mencit (Mus musculus).
Apabila hasil One-Way ANOVA menunjukkan nilai signifikansi (p < 0,05), maka
dilanjutkan dengan uji Tukey HSD untuk mengetahui perbedaan antar kelompok
perlakuan. Seluruh analisis statistik dilakukan menggunakan perangkat lunak
SPSS. Data hasil penelitian disajikan dalam bentuk rerata + standar deviasi (mean

+ SD) dan ditampilkan dalam bentuk tabel maupun grafik.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Pemberian Ekstrak Daun Binahong Anredera -cordifolia
terhadap Konfluenitas Kultur Mesenchymal Stem Cell (MSC) mencit (Mus
musculus)

Pengamatan pengaruh pemberian ekstrak daun binahong (Anredera
cordifolia) terhadap kultur mesenchymal stem cell dilakukan dengan pengamtan
kuantitatif berupa konfluenitas dan pengamatan kualitatif seacara mikroskopis.
Hasil pengamatan secara kuantitatif maupun kualitatif menunjukkan bahwa sel
pada kelompok perlakuan ekstrak 0,6 mg/mL menunjukkan tingkat proliferasi sel
yang lebih tinggi diabndingkan dengan kelompok perlakuan lainnya. Hasil
pengamatan kuantitatif menunjukkan bahwa tingkat konfluenitas tertinggi
ditemukan pada kelompok perlakuan ekstrak 0,6 mg/mL dengan nilai 80% tingkat

konfluensi. Sedangkan nilai konfluenitas terendah ditemukan pada kelompok

perlakuan ekstrak 1 mg/mL dengan nilai 55%.
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Gambar 4.1.1 Tingkat Konfluenitas Mesenchymal Stem Cell

Berdasarkan analisis ANOVA menunjukkan bahwa nilai signifikansi antar
perlakuan <0,001 yang menunjukkan bahwa tingkat konfluenitas setiap perlakuan

berbeda nyata. Uji lanjut menggunakan Duncan menunjukkan konotasi seperti pada
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diagram diatas (Gambar 4.1.1). Pada kelompok kontrol menunjukkan konfluensi
yang tidak berbeda nyata dengan kelomok perlakuan 0,4 mg/mL, demikian juga
dengan kelompok kontrol terhadap kelompok perlakuan 0,8 mg/mL. Kelompok
perlakuan 0,8 mg/mL tidak berbeda nyata dengan kelopok perlakuan 1 mg/mL.
Sedangkan kelompok perlakuan 0,6 mg/mL berbeda nyata dengan perlakuan
lainnya. Hal ini menunjukkan bahwa kultur mesenchymal stem cell dengan
perlakuan ekstrak daun binahong 0,6 mg/mL memiliki tingkat konfluenitas paling
tinggi dibandingkan dengan kelompok kontrol dan kelompok perlakuan ekstrak
lainnya. Tingkat konfluenitas yang tinggi menunjukkan bahwa sel berproliferasi
dengan baik, namun pada kondisi in vitro, sel yang mencapai konfluensi 80% harus
dilakukan passage agar sel dapat tumbuh dan terus berproliferasi secara optimal
(Busschots et al., 2015b). Pengaruh perbedaan ini diduga berkaitan dengan senyawa
isoflavon yang ada dalam ekstrak daun binahong berupa vitexin, glycitein dan
kaemprefol (Safitri et al, 2025). Senyawa isoflavon yang merupakan senyawa
turunan dari flavonoid diketahui memiliki struktur menyerupai 17p-estradiol dan
memiliki sifat fisiologis yang mirip hormon estrogen dalam tubuh dan dapat
menjalankan fungsi seperti hrmon estrogen. Hormon estrogen berperan dalam
regulasi fisiologi dan pematangan sel (Ko, 2014).

Tingkat konflunitas pada kultur MSC pada perlakuan 0,4mg/mL diduga
juga dipengaruhi oleh senyawa isoflavon pada ekstrak daun binahong namun tidak
memengaruhi secraa signifikan pada konsentrasi tersebut. Sedangkan pada
konsentrasi 0,8mg/mL dan 1mg/mL cenderung memiliki tingkat konfluensi yang
lebih rendah dibandingkan kontrol, hal ini diduga kadar isoflavon dengan

konsentrasi tinggi juga dapat mempengaruhi interaksi antara fitoestrogen dengan
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reseptor hormon estrogen dalam sel sehingga cenderung memberikan efek
antagonis tehadap sel. Menurut Setchell & Cassidy (1999) kemungkinan terjadi
efek bifasik dari senyawa fitoestrogen dalam ekstrak. Pada konsentrasi rendah
hingga sedang, fitoestrogen dapat menginisiasi aktivasi reseptor estrogen dan
merangsang proliferasi MSC. Namun pada konsentrasi yang lebih tinggi,
fitoestrogen dapat menimbulkan efek antiproliferatif melalui penghambatan siklus
sel dan penurunan sensitivitas reseptor estrogen. Penelitian yang dilakukan oleh Li
et al. (2012) mneyatakan bahwa pengaruh senyawa isoflavon genistein dosis tinggi
juga dapat menurunkan ekspresi RANKL, rasio RANKL/OPG, ALP, OC, dan OPG
sehingga senyawa genistein dosis tinggi pada sel juga dapat menghambat
pembentukan tulang subkondral mandibula tikus.

Hasil pengamatan konfluenitas tersebut juga didukung dengan hasil
pengamatan secara mikroskopis pada kultur mesenchymal stem cell yang mewakili
pengamatan sel secara morfologis. Hasil pengamatan mikroskopis menunjukkan
adanya perbedaan pertumbuhan MSC antar kelompok perlakuan. Hasil pengamatan
dapat dilihat pada (Gambar 4.1.2), Pada kelompok kontrol menunjukkan adanya
peningkatan ekpansi sel setelah 48 jam inkubasi dibandingkan dengan sebelum
inkubasi, demikian pada kelompok perlakuan lainnya. Sesuai dengan hasil analisis
konfluensi menggunakan imageJ pengamatan mikroskopis juga menunjukkan pada
kelompok perlakuan ekstrak 0,6mg/mL sel tampak tumbuh lebih banyak dan
tersebar pada permukaan TC dish. Demikian pula kultur mesenchymal stem cell
dengan perlakuan ekstrak 1 mg/mL tampak memiliki persebaran dan jumlah sel

yang paling sedikit dibandingkan sengan perlakuan lainnya.
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Gambar 4.1.2 Pengamatan Mikroskopis Kultur Mesenchymal Stem Cell.
a) kelompok kontrol 0 jam inkubasi, b) kelompok kontrol 48 jam
inkubasi, c) kelompok perlakuan ekstrak 0,4mg/mL 0 jam inkubasi,
d) kelompok perlakuan ekstrak 0,4mg/mL 48 jam inkubasi, €)
kelompok perlakuan ekstrak 0,6mg/mL 0 jam inkubasi, f) kelompok
perlakuan ekstrak 0,6mg/mL 48 jam inkubasi, g) kelompok
perlakuan ekstrak 0,8mg/mL 0 jam inkubasi, h) kelompok perlakuan
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ekstrak 0,8mg/mL 48 jam inkubasi, i) kelompok perlakuan ekstrak
1mg/mL 0 jam inkubasi, j) kelompok perlakuan ekstrak 1mg/mL 48
jam inkubasi.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian ekstrak daun binahong
pada konsentrasi 0,6mg/mL diduga mampu meningkatkan aktivitas proliferasi
mesenchymal stem cell dibandingkan kelompok kontrol, sedangkan peningkatan
konsentrasi ekstrak 0,8mg/mL hingga 1mg/mL cenderung menurunkan jumlah sel
yang tumbuh. Hal ini menunjukkan adanya pola respon yang dose dependent, yaitu
efek peningkatan proliferasi pada konsentrasi rendah dan efek penurunan tingkat
proliferasi pada konsentrasi yang lebih tinggi. Peningkatan proliferasi pada
konsentrasi rendah diduga berkaitan dengan kandungan senyawa metabolit
sekunder yang ada dalam ekstrak daun binahong khususnya senyawa turunan
flavonoid dari kelompok isoflavon yang diketahui memiliki sifat fitoestrogen dan
diduga dapat mempercepat proses pertumbuhan sel (Safitri et a/.,2025; Dominguez-
Lopez et al., 2020). Dalam penelitian yang dilakukan oleh Ko (2014) menyatakan
bawha senyawa isoflavon yang merupakan senyawa turunan dari flavonoid
diketahu memiliki struktur menyerupai 17p-estradiol dan memiliki sifat fisiologis
yang mirip hormon estrogen dalam tubuh dan dapat menjalankan fungsi seperti
hrmon estrogen. Hormon estrogen berperan dalam regulasi fisiologi dan
pematangan sel.

Mesenchymal stem cell merupakan prekursor osteoblas yang berperan
penting dalam pembentukan tulang baru, sehingga jumlah mesenchymal stem cell
juga dapat mempengaruhi jumlah osteoblas yang akan terbentuk (Sancricca, 2010).
Proliferasi MSC yang diamati pada penelitian ini mengindikasikan bahwa ekstrak

daun binahong berpotensi mendukung proses regenerasi tulang melalui
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peningkatan ketersediaan populasi sel progenitor osteogenik. Namun demikian,
penelitian lanjutan diperlukan untuk mengevaluasi kemampuan diferensiasi
osteogenik MSC setelah pemberian ekstrak daun binahong.

4.2 Pengaruh Pemberian Ekstrak Daun Binahong Anredera cordifolia

terhadap Viabilitas Kultur Mesenchymal Stem Cell (MSC) mencit (Mus
musculus)

Pengamatan viabilitas sel dialkukan menggunakan cell counter dengan
pewarnaan trypan blue. Interpretasi hasil disajikan dalam bentuk gambar dan
persentase sel hidup dan sel mati pada monitor cell counter dengan hasil viabilitas
tertinggi 30,75% dan tingkat viabilitas terendah adalah 7%, hal ini dihasilkan
berdasarkan penghitungan sel dengan penambahan pewarnaa, dimana sel mati akan
terwarnai oleh trypan blue sedangkan sel yang hidup tidak akan terwarnai.
Penggunaan pewarna berupa trypan blue pada pengamatan viabilitas sel ini
digunakan berdasarkan konsep bahwa sel hidup memiliki membran sel yang utuh
sehingga pewarna seperti trypan blue tidak dapat masuk kedalam membran sel,
sedangkan sel mati memiliki membran sel yang sudah rusak sehingga pewarna
dapat masuk kedalam sel dan mewarnai bagian dalam membran sel sehingga
menghasilkan visualisasi yang lebih gelap dan tidak ada bagian bening pada

intraseluler seperti pada sel hidup (Strober, 2015).
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Gambar 4.2.1 Uji viabilitas menggunakan cell counter, a) tampilan pembacaan
viabilitas sel, b) sel mati terwarnai pada cell counter, c) sel hidup
tidak terwarnai pada cell counter

Hasil pengmatan viabilitas sel yang diberi perlakuan ekstrak daun Anredera
cordifolia pada penelitian ini menunjukkan bawah viabilitas tertinggi terdapat pada
konsentrasi perlakuan 0,4mg/mL. Pada konsentrasi ini memiliki perbedaan nilai
viabilitas yang cukup signifikan dibandingkan dengan kontrol perlakuan yang
memiliki persentase viabilitas sebesar 7%. Sedangkan sel dengan perlakuan
0,8mg/mL memiliki tingkat viabilitas terendah diantara sel dengan pemberian
ekstrak yaitu 9%, viabilitas sel pada perlakuan tersebut masih lebih tinggi
dibandingkan kontrol namun tidak ada perbedaan yang signifikan. Perlakuan
ekstrak dengan konsentrasi 0,6mg/mL dan Img/mL memiliki tingkat viabilitas

masing-masing 12% dan 17% yang menandakan adanya sedikit peningkatan

dibandingkan kontrol.
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Gambar 4.2.2 Viabilitas Mesenchymal Stem Cell (MSC) setelah pemberian
ekstrak Anredera cordifolia selama 48 jam.

Berdasarkan hasil uji ANOVA menunjukkan bahwa perbedaan tingkat
viabilitas tersebut memiliki nilai signifikasi <0,001 yang menandakan adanya
perbedaan yang signifikan antar perlakuan. Pada hasil uji lanjut menggunakan LSD
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang nyata antara pelakuan ekstrak
0,4mg/mL dengan perlakuan lainnya, sedangkan kontrol perlakuan tidak berbeda
nyata dengan perlakuan ekstrak 0,6 dan 0,8 mg/mL namun berbeda nyata dengan
perlakuan Img/mL (Gambar 4.2.1). Perbedaan tingkat viabilitas pada setiap
perlakuan dalam penelitian ini menunjukkan hasil yang signifikan, namun angka
tersebut masih tergolong rendah karena pada umumnya viabilitas sel dikatakan baik
jika tingkat viabilitasnya mencapai 85% (Al-Mutheffer et al., 2023). Hal tersebut
mungkin saja terjadi pada sel dikarenakan beberapa faktor seperti kondisi
lingkungan sel termasuk dari kadar ekstrak yang diberikan. Salah satu faktor
penting dalam mendukung keberlangsungan hidup suatu sel in vitro adalah kondisi
lingkungan kultur, hal ini dapat mempengaruhi pertumbuhan serta perilaku sel,
sehingga penting untuk mengontrol variabel seperti suhu, pH, dan komposisi gas
selama proses kultur (Bertoncello, 2019). Selian itu faktor nutrisi pada sel juga
berperan penting dalam pertumbuhan sel, nutrisi pada kultur sel umumnya berasal

dari medium kultur yang digunakan serta beberapa faktor lain yang ditambahkan
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kedalam medium sebagai pelengkat untuk menjaga pH serta serum sebagai faktor
nutrisi tambahan bagi sel. Faktor lain yang tak kalah penting yang juga dapat
mempengaruhi pertumbuhan sel adalah saat proses isolasi sel, seperti lama waktu
isolasi, proses sentrifugasi saat penanaman sel, keadaan inkubator serta proses
trypsinasi saat pemanenan sel sesaat sebelum pemberian ekstrak. Menurut Lordon
et al, (2024) pemberian trypsin pada sel dapat memicu perubahan sitoplasma pada
sel akibat penyesuaian volume sel yang terjadi seketika sehingga dapat menurunkan
tingkat viabilitas sel.

Data pengamatan proliferasi dan viabilitas pada penelitian ini menunjukkan
adanya inkonsistensi antar kedua parameter pada setiap perlakuan. Pada sel dengan
perlakuan ekstrak konsentrasi 0.4mg/mL menunjukkan peningkatan pada
proliferasi dan viabilitas yang dapat diartikan bahwa keduanya berbanding lurus.
Namun pada perlakuan ekstrak konsentrasi 0,6mg/mL hasil pengamatan proliferasi
menunjukkan adanya peningkatan jumlah sel yang signifikan dibandingkan dengan
kelompok perlakuan lainnya, tetapi pada pengamatan viabilitas menunjukkan
bahwa tingkat viabilitas sel cukup rendah. Hal ini menunjukkan bahwa proliferasi
sel tidak selalu berbanding lurus dengan tingkat viabilitas sel, sebaliknya kedua hal
tersebut dapat juga berbanding terbalik sesuai dengan kemampuan beradaptasi sel
terhadap lingkungan (Guo & Hay, 1999). Jika diamati lebih detail berdasarkan
morfologinya, sel dengan perlakuan konsentrasi 0,6mg/mL (Gambar 4.1.2 f)
tampak jumlah sel banyak namun ditemukan beberapa sel yang memiliki morfologi
membulat dan tidak mengalami ekspansi. Menurut (Siddiqui et al., 2015) sel
dengan morfologi mesenchymal stem cell yang masih hidup umumnya tampak

memiliki sitoplasma yang memanjang yang mengindikasikan bahwa sel tersebut
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mengalami pelekatan pada permukaan TC dish. Sedangkan mesenchymal stem cell
dengan bentuk cenderung membulat pada perlakuan konsentrasi tersebut memiliki
ciri morfologi yang sama dengan mesenchymal stem cell yang mengalami kematian.
4.3 Tinjauan Hasil Penelitian dalam Perspektif Al-Qur’an

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian ekstrak daun binahong
(Anredera cordifolia) berpengaruh terhadap proliferasi dan viabilitas kultur
Mesenchymal Stem Cell (MSC) mencit (Mus musculus) secara in vitro. Berdasarkan
pengamatan morfologi sel, perlakuan ekstrak daun binahong pada konsentrasi 0,4
mg/mL dan 0,6 mg/mL menunjukkan kecenderungan meningkatkan proliferasi sel
dibandingkan kelompok kontrol. Selain itu, hasil pengujian viabilitas menunjukkan
bahwa konsentrasi 0,4 mg/mL menghasilkan tingkat viabilitas tertinggi
dibandingkan perlakuan lainnya. Hasil tersebut mengindikasikan bahwa daun
binahong memiliki kandungan senyawa bioaktif yang mampu mendukung
pertumbuhan dan kelangsungan hidup sel pada konsentrasi tertentu.

Kemampuan ekstrak daun binahong dalam memengaruhi proliferasi dan
viabilitas sel menunjukkan adanya mekanisme biologis yang sangat kompleks dan
teratur dalam makhluk hidup. Sel sebagai unit struktural dan fungsional terkecil
kehidupan memiliki kemampuan untuk tumbuh, membelah, memperbaiki
kerusakan, serta mempertahankan kelangsungan hidupnya melalui berbagai proses
biokimia yang berlangsung secara terkoordinasi. Keteraturan tersebut merupakan
salah satu bukti kebesaran dan kekuasaan Allah SWT dalam menciptakan
kehidupan. Allah SWT berfirman dalam Al-Qur'an Surah Adz-Dzariyat sebagai

berikut:
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Artinya: "Dan di bumi terdapat tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-orang
yang yakin, dan (juga) pada dirimu sendiri. Maka apakah kamu tidak
memperhatikan?" (Q.S. Adz-Dzariyat [51]: 20-21).

Ayat tersebut menjelaskan bahwa berbagai fenomena yang terdapat pada
makhluk hidup, termasuk proses pertumbuhan, proliferasi, dan regenerasi sel,
merupakan tanda-tanda kekuasaan Allah SWT yang dapat dipelajari melalui ilmu
pengetahuan. Menurut Imam At-Tabari dalam kitabnya Tafsir At-Tabari (923 M)
yang di-tahqiq oleh Bakri dkk. (2007) menjelaskan bahwa maksud dari ayat diatas
adalah bahwa di dalam tubuh manusia terdapat banyak sekali tanda-tanda
kekuasaan Allah yang dapat diamati hingga unit terkecilnya yaitu sel yang
kemudian membentuk organ-organ yang dikehendaki oleh-Nya sebagai indera
(perasa) maupun fungsi yang lain. Shihab (2002) menyatakan bahwa banyak sekali
tanda-tanda keesaan, kebesaran dan kekuasaan Allah yang terbentang di langit dan
di bumi bagi orang-orang yakin, dan di samping itu ada juga banyak tanda-tanda
serupa yang terdapat pada diri manusia sendiri. Bukti-bukti keesaan dan kekuasaan
Allah pada diri manusia dapat dilihat antara lain pada kejadian manusia yang sangat
unik, dan organ-organ tubuhnya yang demikian serasi tapi kompleks, demikian juga
pada tingkah lakunya yang demikian rumit hingga ke tingkat seluler.

Selain menunjukkan kebesaran Allah SWT, hasil penelitian ini juga
memiliki manfaat bagi manusia. Pemanfaatan daun binahong sebagai bahan alami
yang berpotensi mendukung proliferasi dan viabilitas MSC dapat menjadi dasar
pengembangan terapi regeneratif, penyembuhan luka, maupun rekayasa jaringan di
masa mendatang. Potensi tersebut menunjukkan bahwa tumbuhan yang diciptakan

Allah SWT memiliki manfaat yang dapat digunakan untuk menunjang kehidupan
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dan kesehatan manusia. Allah SWT berfirman dalam surah Al-baqarah yang
berbunyi:
. 5 _ _ . L <
o Boohy ey pe Gyt LAl ) Sl Bles oV el gls sl e
¢
Artinya: "Dialah (Allah) yang menciptakan segala apa yang ada di bumi untuk:f
kemudian Dia menuju ke langit, lalu Dia menyempurnakannya menjadi
tujuh langit.12) Dia Maha Mengetahui segala sesuatu.” (Q.S. Al-Baqarah
[2]: 29).

Shihab (2002) dalam Tafsir AlI-Misbah menjelaskan bahwa menurut para
ulama’ penciptaan langit dan bumi beserta dengan isinya diperuntukkan kepada
manusia sepanjang tidak ada perintah yang melarangnya. Ayat tersebut
menjelaskan bahwa berbagai sumber daya yang ada di bumi diciptakan untuk
dimanfaatkan manusia secara bijaksana. Oleh karena itu, penelitian terhadap
tanaman obat seperti binahong merupakan salah satu bentuk ikhtiar manusia dalam
menggali manfaat ciptaan Allah SWT untuk meningkatkan kualitas hidup dan
kesehatan masyarakat. Melalui penelitian ilmiah, potensi tumbuhan yang
sebelumnya belum diketahui dapat diungkap sehingga memberikan manfaat yang
lebih luas bagi umat manusia.

Pemanfaatan tanaman binahong sebagai sumber senyawa bioaktif dapat
meningkatkan nilai penting dalam menjaga kelestarian makhluk hidup, salah
satunya untu mencegah resiko penyakit metabolik pada tulang, sehingga manusia
dapat menjalani kehidupan dengan lebih sehat dan tentunya lebih produktif secara

berkelanjutan. Hal ini sejalan dengan perintah Allah SWT untuk menjaga dan tidak

merusak lingkungan pada surah Al-A’raf yang berbunyi:
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Artinya: "Dan janganlah kamu berbuat kerusakan di bumi setelah (Allah)
memperbaikinya..." (Q.S. Al-A'raf [7]: 56).

Shihab (2002) menjelaskan bahwa alam raya telah diciptakan Allah dalam
keadaan yang sangat harmonis dan serasi untuk memenuhi kebutuhan makhluk.
Allah telah menjadikannya baik, bahkan memerintahkan hamba-hamba-Nya untuk
memperbaikinya dan memanfaatkannya dengan baik. Penelitian mengenai potensi
daun binahong terhadap mesenchymal stem cell merupakan salah satu bentuk usaha
pemanfaatan sumber daya hayati yang dilakukan melalui pendekatan ilmiah untuk

menghasilkan manfaat bagi manusia untuk menjaga kesehatan.



BAB YV
PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Kesimpulan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Pemberian perlakuan ekstrak daun binahong (Anredera cordifolia) terhadap
mesenchymal stem cell secara invitro dengan kombinasi konsentrasi 0,4mg/mL,
0,6mg/mL, 0,8mg/mL dan 1mg/mL menunjukkan bahwa sel dengan perlakuan
konsentrasi rendah (0,4mg/mL dan 0,6mg/mL) dapat meningkatkan konfluenitas
mesenchymal stem cell dibandingkan dengan kelompok kontrol. Sedangkan sel
dengan pemberian ekstrak konsentrasi 0,8mg/mL dan 1mg/mL cenderung
memiliki tingkat konfluenitas yang lebih rendah dibandingkan kontrol.

2.Pemberian perlakuan ekstrak daun binahong (Anredera cordifolia) terhadap
mesenchymal stem cell secara invitro dengan kombinasi konsentrasi 0,4mg/mL,
0,6mg/mL, 0,8mg/mL dan 1mg/mL menunjukkan bahwa sel dengan perlakuan
konsentrasi rendah 0,4mg/mL dapat meningkatkan tingkat viabilitas
mesenchymal stem cell secara signifikan dibandingkan dengan kontrol.
Sedangkan sel dengan pemberian ekstrak konsentrasi 0,6mg/mL, 0,8mg/mL dan
Img/mL jugad memiliki tingkat viabilitas yang lebih tinggi dari kontrol, namun
tidak ada perbedaan yang signifikan satu sama lain.

5.2 Saran
Saran untuk penelitian ini adalah:

1. Dilakukan penelitian lanjut mengenai karakterisasi sel secara molekuler sebagai

validasi jenis sel yang tumbuh dari hasil isolasi mesenchymal stem cell pada

sumsum tulang.

62



63

2.Dilakukan penelitian lanjut yang melakukan pengamatan diferensiasi dari
mesenchymal stem cell dengan penambahan ekstrak daun binahong Anredera
cordifolia untuk mengetahui arah diferensiasi mesenchymal stem cell khususnya
menjadi osteoblas untuk menvalidasi agar tujuan penerapannya untuk
menyeimbangkan proses remodelling tulang menjadi lebih tepat sasaran.

3. Dilakuakan uji kandungan senyawa metabolit sekunder senyawa isoflavon apa
saja yang ada dalam ekstrak daun binahong untuk mengkonfirmasi senyawa
spesifik yang memberikan efek peningkatan konfluenitas dan viabilitas terhadap

mesenchymal stem cell.
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LAMPIRAN-LAMPIRAN

Lampiran 1. Pengamatan konfluenitas sel sebelum pemberian ekstrak

Lampiran 2. Olah data konfluenitas menggunakan SPSS

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

konfluensi  konsentrasi

I 20 20
Normal Parameters™®? Mean 55.0945 2.00
Std. Deviation 6.22457 1.451

Most Extremne Differences  Absolute 41 M55
Positive 088 M55

Megative =141 -.165

Test Statistic 141 155
Asymp. Sig. (2-tailed)® 2009 2009
Maonte Carlo Sig. (2- Sig. 362 234
B 99% Confidence Interval  Lower Bound 349 223
Upper Bound 374 245

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

c. Lilliefors Significance Correction.

d. This is a lower bound of the true significance.

e, Lilliefors' method based on 10000 Monte Carlo samples with starting seed 2000000,

Tests of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic df1 df2 Sig.
konfluensi  Based on Mean 2827 4 15 062
Based on Median 1.329 4 15 304
Based on Median and 1.328 4 5.899 360
with adjusted df
Based on trimmed mean 251 4 15 .083
ANOVA
konfluensi
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 576.752 L] 144188 13568 =001
Within Groups 155.408 15 10.627
Total 736.160 19
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konfluensi

Duncan?®

Subsetforalpha=0.05
konsentrasi M 1 2 3 4
4 4 47.6200
& 4 51.7025 51.7025
0 4 54 6575 54 6575
1 4 5B8.2225
2 4 63.2700
Sig. 097 219 143 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.

Lampiran 3. Dokumentasi penghitungan viabilitas menggunakan cell counter




Lampiran 4. Olah data viabilitas menggunakan SPSS

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

73

M
Maormal Parameters“'b

Most Extreme Differences
Test Statistic

Asymp. Sig. (2-tailed)®
Monte Carlo Sig. (2-

Mean

Sid. Deviation

Absolute
Positive

Negative

Sig

tailed)

99% Confidence Interval

Lower Bound
Upper Bound

viabilitas  perlakuan
20 20
21.8900 2.0000
7.62285 1.45095
169 155
169 155
-.092 -155
169 155

135 200

130 232

122 Pl

139 243

a. Test distribution is Normal.

h. Calculated from data

c. Lilliefors Significance Correction.
d. Lilliefors' method based on 10000 Monte Carlo samples with starting seed 299883525,
. This is a lower bound of the true significance.

Tests of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic dft df2 Sig.
viahilitas ~ Based on Mean 2948 4 18 055
Based on Median 2218 4 15 16
Based on Median and 2218 4 13.674 121
with adjusted df
Based on trimmed mean 2.868 4 15 060
ANOVA
viabilitas
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 888.328 4 222.082 15.440 =.001
Within Groups 215.750 15 14.383
Total 1104.078 19
Multiple Comparisons
DependentVariable: viabilitas
LSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference (-
() perlakuan  (J) perlakuan ) Std. Error Sig. Lower Bound  Upper Bound
.00 1.00 18445000 268173 <.001 -24.1610 -12.7280
2.00 -4.18250  2.68173 140 -9.8985 1.5335
3.00 -157750  2.68173 565 -7.2935 41385
4.00 -9.282500 2.68173 003 -14.9985 -3.5665
1.00 00 18445000 268173 <001 12.7290 241610
2.00 14262600 268173 <001 8.5465 19.9785
3.00 16.867500 268173 <.001 11.1515 22.5835
4.00 916250 268173 004 3.4465 14.8785
2.00 .00 418250 268173 140 -1.5335 9.8985
1.00 14262500 268173 <.001 -19.9785 -8.5465
3.00 260500  2.68173 347 -3.1110 8.3210
4.00 -510000  2.68173 077 -10.8160 8160
3.00 .00 1.57750  2.68173 565 -4.1385 7.2935
1.00 -16.86750° 268173 <.001 -22.6835 111615
2.00 -260500  2.68173 347 -8.3210 31110
4.00 7705000 268173 012 -13.4210 -1.9880
4.00 .00 9282500 2.68173 003 3.5665 14.9985
1.00 9162500 268173 004 -14.8785 -3.4465
2.00 510000 268173 077 -.6160 10.8160
3.00 7.70500°  2.68173 012 1.0800 13.4210

* The mean difference is significant atthe 0.05 level.



Lampiran 5. Kristal formazan pada uji MTT Assay

e *"‘\
% ~
""‘z » N g
L3 kg
N
e d e i “::Xp
Lampiran 6. Nilai absorbansi MTT Assay
Konsentrasi Pengulangan Rata-rata
(mg/mL) 1 5 3 1 Absorbansi

0.4 0.271 0.108 0.094 0.091 0.141
0.6 0.131 0.106 0.101 0.094 0.108
0.8 0.251 0.104 0.107 0.101 0.141
1 0.313 0.104 0.12 0.1 0.159

Lampiran 7. Kurva standar uji sitotoksisitas menggunakan MTT Assay

Konsentrasi Perlakuan (mg/mL)

1.2

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0 0.02

0.04 0.06

0.08

*

*
y = 6.4061x - 0.1792
. R2=0.2803

0.1 0.12

Nilai Absorbansi

*

0.14

0.16 0.18
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